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Danisman: Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

Literatiirde tanimlanan Kkitinaz aym1 zamanda kimyasal adiyla [-1,4-N-acetyl
glucosamine olarak ta bilinmektedir. Kitinazlar; bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan {retilmektedir. Mikrobiyal kaynakli kitinazlar
biyoteknolojik uygulamalar igin tercih edilmektedir. Kitinazlar; gida sanayinde, yem
katkisinda, kagit endiistrisinde ve toprak iyilestirmede tercih edilmektedir.
Biyoteknolojide ise kitinaz enzimi g¢aligmalari, enzimi gerek iiretmede gerekse
ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilacak olan etkin bir aragtir.

Bu c¢alismada, taze yagl peynirden izolasyonu yapilmig olan Bacillus pumilus
susunun 16S rRNA ile molekiiler tanilanmasi, bakterinin kitinaz enzimi aktivitesi ve
endiistriye uygunlugunun arastiritlmasi amaclanmistir. Bakteri 16S rRNA yontemi ile
tanilanmistir. % 99 oraninda tanimlanan Bacillus pumilus’tan iiretilen ekstraseliiler
kitinaz enziminin optimum sicakligi 40°C, optimum pH’s1t ise 7.0 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuclara gore bu bakterinin iirettigi enzimin karakteristik
ozelliklerinden dolay1 endiistriye kazandirilabilecegi, gida sektoriinde starter kiiltiir
olarak kullanilabilecegi ¢alismamaizla teyit edilmistir.

2018, 50 sayfa
Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Bacillus pumilus, Kitinaz



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

A STUDY ON THE MOLECULAR IDENTIFICATION OF BACILLUS PUMILUS
ISOLATED FROM NATURAL SOURCES BY 16S rRNA, CHITINASE ENZYME
ACTIVITY AND ITS POTENTIAL INDUSTRIAL BENEFITABILITY

Yakup Emre KIZILER

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

Supervisor: Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

The chitinase which is identified in the literature is also known with its chemical
name B -1,4-N- acetyl glucosamine. Chitinases are produced by plants, animals and
microorganisms. Microbial-derived chitinases are preferred for biotechnological
applications. Chitinases are preferred in food industry, feed additives, paper industry
and soil improvement. In biotechnology, chitinase enzyme studies are an effective
tool to be used in the production of enzymes, or in the development of their
properties.

The aim of this study was to investigate the molecular identification of Bacillus
pumilus strain isolated from fatty cheese by 16S rRNA, to determine its chitinase
enzyme activity and to evaluate its possible industrial effectiveness. The
identification was performed using the 16S rRNA method. The identification rate of
Bacillus pumilus was 99 % and the optimum temperature of the extracellular
chitinase enzyme was determined as 40°C and the optimum pH was pH 7.0.
According to the results, it has been confirmed with our study that the bacterium can
be introduced to the industrial use due to the characteristics of the enzyme produced
by this bacterium and that it can be used as a starter culture in the food industry.

2018, 50 pages
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1. GIRIS

Biyoteknoloji; bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin tamami veya bir pargasi
kullanilarak kisa siirede yararli ticari iiriinlere doniistiiriilen yeni bir organizma elde
etmek ve var olan bir organizmanin genetik yapisinda arzu edilen degisiklikleri
meydana getirmek, bir anlamda kendi talebini yaratmak ic¢in belirli yonde yapilan
degisiklikler biitliinlidiir. Biyoteknoloji temel bilim verilerini kullanarak canlilarin
tyilestirilmesi ya da endiistriyel kullanima yonelik {irlinlerin ve ayni zamanda modern
teknolojinin sorunlarina fayda saglamak amaciyla gelistirilmis uygulamali metotlar

butiini olarak kabul edilir.

Biyoteknolojik olarak enzimlerle ilgili;  genomik, proteomik ve yonlendirilmis
mutagenez teknikleri kullanilarak {iretimlerinin yapilmasi, hedef protein ve enzimlerde
yapi-islevlerin aydinlatilmasi, rekombinant mikroorganizmalarla bu enzimlerin
tiretilmesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Ayrica farkli ¢evre ve habitatlardan
kiiltire edilemeyen mikrobiyal Kkaynaklar endiistriyel amagli degerlendirilmektedir

(Anonim 2017a).

Biyoteknolojinin ana bilim dallarindan biri olan mikrobiyal biyoteknoloji; enzim
tiretimi, endistriyel agidan biyoremidasyon, verimliligin artirilmasi, insan ve hayvan
saglig1 i¢cin 6nemli proteinlerin kopyalanmasi ve iiretimi gibi birgok dalda calisir. Enzim
teknolojisinin gelismesi, kullanilan {irtinlerin ¢esitliligi ekonomik degerinin yiiksekligi
nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan g¢esitli
arastirmalar giderek Onem kazanmistir. Son yillardaki stratejik alan olarak
degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak iiretilen enzimler
biiylik miktarlara ulagmis ve yaygilagmistir. Mikroorganizmalarin endiistriyel boyutta
kullanimlar1 i¢in dogadan elde edilebilirlikleri olduk¢a Onem kazanmaktadir.
Endiistriyel mikroorganizmalarm biitiin suslarinin tek kaynag1 dogadir. istenen iiriinii en
fazla tliretebilen mikroorganizmalarin segilerek izole edilmeleri, genetik tanilanmalar1 ve
bunlardan enzim eldesi endiistriyel suslarin gelistirilmesi yaygin kullanilan bir

biyoteknolojik uygulamadir.



Farkli ekosistemlerden endiistriyel enzim {ireticisi mikroorganizmalarin taranmasi,
izolasyonu, konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, segilen enzimlerin
mikrobiyal proses teknolojileri ile {iretim optimizasyonu, saflastirilmasi,
immobilizasyon siireclerinin gelistirilmesi ve pazara yonelik formiilasyonlarinin

olusturulmasi bu alanin temel etkinlikleri arasindadir (Anonim 2017b).

Enzimler hiicre igerisindeki biyolojik faaliyetlerde biyokimyasal olaylari katalizleyen ve
katalitik fonksiyonlara sahip olan protein molekiilleridir. Hiicre igerisinde ve hiicre
disinda birgok biyokimyasal reaksiyondan sorumludurlar. Enzimlerin monomerlerini
aminoasitler olusturur. Enzimler farkli ortamlarda ve substratlarda ¢alisabilme
yeteneklerine gore, caligma alani olarak ilgi kaynagi olmuslardir (Enzyme Technical
Association 2001; Wolfson et al. 2008).

Enzimler giinlimiizde pek ¢ok kullanim alanina sahiptirler. Bu alanlardan bazilari; gida
(tatlandiricilar, gikolata suruplari, firin drtinleri, alkollii i¢ecekler, 6nceden pisirilmis
tahillar, siit tirtinleri vs) sanayi, deterjan enddistrisi, kagit tiretimi, deri islemesi, yem

sanayii, tekstil endiistrisi ve tipta teshis ve tedavidir (Daniels 1992; Kirk et al. 2002).



Cizelge 1.1. Enzim kaynaklari ve kullanim alanlar1 (Madigan et al. 1997)
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Enzimler, C, O, H ve N olusan, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar: katalize eden,
viicutta biyokimyasal olaylar1 diizenleyerek biyolojik olarak reaksiyonlar1 gerceklestiren
biyokatalizérlerdir. Enzimler, besleyici molekiillerin yikildigi, kimyasal enerjinin
depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit yapili molekiillerden, biyolojik
makromolekiillerin yapildigi, metabolik yollarda yiizlerce reaksiyonu katalize eden
protein yapili molekiillerdir (Karademir vd 2002; Nelson and Cox 2004).

Bilinen biitiin enzimler protein yapidadirlar ancak istisnai olarak katalitik RNA
molekiillerinin kiiglik bir grubu protein yapisinda degildir. Enzim denatiire olur ve
aminoasit komponentlerine yikilirsa katalitik aktivitesi daimi kaybolur. Bu sebeple
enzim yapilar1 primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner olarak bulunur ve katalitik

aktivite i¢in esastirlar (Nelson and Cox 2004).

Enzimler mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler ekstraseliiler ve intraseliiler

olmak tizere 2’ye ayrilir.

1. Ekstraseliiler Enzimler: Besiyeri veya hiicre diginda bulunan besin maddesini
hidrolize ederek mikroorganizmalar tarafindan alimimmi saglar. Ekstraseliiler
enzimlerin stabiliteleri yiiksek oldugu i¢in ¢evre kosullarinda uzun siire aktivitelerini

koruyabilirler.

2. Intraseliiler Enzimler: Hiicre sitoplazmasinda daginik halde bulunurlar ve genel
substratlar1 sekerler, aminoasitler, karboksilik asitler gibi hiicre zarindan kolayca

gecebilen molekdillerdir.

Enzimler sadece proteinden olugmasina ragmen c¢ogu enzim calisma yerleri ve
yapilarina gore iki farkli gruptan olusur. Bu gruplar apoenzim ve koenzim-kofaktor

olarak isimlendirilir.



1. Apoenzim: Genel olarak enzimin spesifikligini belirleyerek reaksiyonlara katilan
kisimdir. Apoenzim kismi protein yapili oldugundan dolay: 1s1 ile muamelesinde

denatiire olarak 6zelligini kaybeder.

2. Kofaktor: Genel olarak iki yap1 sergiler ya Fe*?, Mg*?, Zn*? gibi inorganik iyon ya
da koenzim diye adlandirilan organik veya metalloorganik kompleks yapili

molekiillerdir.

3. Koenzim: Organik ve inorganik maddelerden meydana gelmis ve enzimin etkin bir
bicimde reaksiyonlar1 katalizleyebilmesi i¢in apoenzim varliginda etkinlik gosterir.
Tek basina etkin olamamalart nedeniyle kendine yardimci olarak vitaminlerin

bulunmasi gerekir (Pandey and Ramachandran 2006).

4. Aktif Bolge: Enzim molekiilii iizerinde, substrat baglama ozelligine sahip 6zel
bolgedir; substrati tutar ve enzim-substrat kompleksi olusur. Substratin {iriine
doniismesiyle olusan enzim-iiriin kompleksinden enzimin ayrilmasiyla iiriin

serbestlesir.

5. Haloenzim: Apoenzimin yardimci kisim ile birlikte olusturduklar aktif yapiya denir.

Kofaktor Koenzim

Aktif Bolge

Apoenzim

~ 7
~

Holoenzim

Sekil 1.1. Enzimlerin genel yapist (Anonim 2017c)



Enzimlerin reaksiyon gostermesi i¢in gerekli olan bilesige °‘substrat’ adi verilir.
Enzimin substrat ile etkilesime girmesi sonucu ortaya ¢ikan yapiya ise ‘‘liriin’’ denir.
Enzim substrat iliskisi baglanma yapilarina gére 2 ana model 6ne siiriilmiistiir. lk
model 1894 yilinda ileri siiriilmiis olan anahtar-Kkilit modeli Emil Fischer tarafindan,
substratin baglanmasi enzimin aktif bolgesine olacagi i¢in ikisi arasinda bir yapi
biitiinliigliniin anahtar-kilit gibi baglanmasini kabul etmistir (Sekil 1.2) (Nelson and Cox

2004; Acikel vd 2006).

. = Id
|+ ! — L | —
Enzim Substrat Enzim-Substrat  Enzim Urlin
kompleksi

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

Ikinci olarak ise 1958’ de indiiklenmis uyum modelini dne siiren Daniel Koshland, bu
modelin enzimin substrat yoklugunda serbest durumda oldugunu, substrat varliginda ise
enzim pargalayacagi substrata gore sekil aldigimi belirtmistir. Enzimin reaksiyona
girdigi substrat parcalandiginda ve reaksiyon tamamlandiginda enzimin herhangi bir
degisiklige ugramadan ayrilacagini ve bagka bir reaksiyonda aktif rol oynayacagini
belirtilmistir. Enzimler genel anlamda ¢ift yonlii reaksiyonlarda bulunurlar (Nelson and
Cox 2004; Agikel vd 2006).

a®

Actres 50

Aktif merkez esnek Degigmeg aktif merkez Aktif merkez esnek

Sekil 1.3. indiiklenmis uyum modeli (Anonim 2017¢)



Enzimler ¢alisacagi maddeye gore degisiklik gosterirler. Bu da calisacagi substrata
spesifik oldugunu ifade eder. pH ve 1liml sicaklik altinda sulu ¢ozeltilerde aktivite

gosterirler.

Enzimler yap1 olarak sicaklik ve pH’ya duyarhdilar. Hiicre i¢i etkinlige sahip olmakla
birlikte hiicre disinda da bir¢ok etkinlige sahiptirler. Bunun nedeni ise globiiler yapida
bulunup, molekiil i¢i veya molekiiller arasi baglar ile sekonder ve tersiyer yapida

tutunmalaridir (Bhat 2000).

Mikrobiyal kaynaklar maliyet tutarlilik, tretim gibi proseslerde daha az zaman
harcanmasi, islem modifikasyon ve optimizasyonunun kolayligi gibi avantajlarindan
kaynaklanan sebeplerden dolay1 endiistriyel iiretimde kullanilmaktadir (Prakash and
Jaiswal 2010).

Endiistriyel alanda kullanilan birgok mikrobiyal enzimler birgok mikroorganizma
tarafindan sentezlenirler. Biyoremidasyon ¢alismalarinin temel konularindan biri olan
kitinin par¢alanmasi endiistriyel olarak olduk¢a dnemlidir. Son yillarda biyoremidasyon

caligmalarinin en biiylik destekgisi bakteriler tarafindan tiretilen Kitinaz enzimidir.

Kitin terimi Yunanca’dan gelmekte olup kati, sert anlamini tasimaktadir. Sistematik adi
(1,4)-2-deoksi- B-d-glukan olan kitin B (1,4) bagli N-asetilglukozamin birimlerinden
olusan dogrusal bir polisakkarittir. Seliillozdan sonra da dogada en fazla bulunan
biyopolimer olarak bilinir Kitin genel olarak mantarlarin hiicre duvarinda, boceklerin,
ahtapotlarin dis iskeletlerinde, krustase kabuklularinin yapisal bileseninde bulunurlar.
Kitin, mantarlarda hiicre duvarlarinin % 22-% 44’iinii olusturur ve deniz kaynaklarina
oranla ¢ok az miktardadir (Muzzarelli 1977; Gooday et al. 1980; Deshpande 1986;
Flach et al. 1992; Chen and Chang 1994; Muzzarelli and Muzzarelli 1998; Patil et al.
2000; Cauchie 2002; Tanaka et al. 2003; Adams 2004; Hoell et al. 2005).



1.1. Kitinin Kristal Yapisi

Kitinler ti¢ polimerik formda bulunurlar. Kristal bolgelerin iginde bulunan zincirlerin
farkli siralanmasi ve diizenlenmesi ile olusan a, p ve y kitindir. En fazla bulunan ve
kolayca elde edilebilen formu a kitindir. Molekiiller form olarak antiparalel sekil alirlar
(Sekil 1.4) (Minke and Blackwell 1978).

Molekiiler diizen olarak bu halde bulunmalar1 giiglii molekiiller arasi hidrojen baglari
i¢in uygun olup, stabil olarak bulunan formu ise a kitindir (Sekil 1.5). Zayif molekiiller
aras1 gii¢lere sahip olan formu ise B kitindir. Paralel bir diizende toplanmalar1 daha zayif

molekiiller aras1 gii¢lere neden olur (Gardner and Blackwell 1975; Mazeau et al. 1994).

B kitinin o kitine oranla daha az kararli bir yapida olugu diisiiniilmektedir. Coziilme ve
sisme halinde B kitin a kitine doniisiir fakat tersi soz konusu degildir (Rudall and

Kenchington 1973).

Sekil 1.4. Kitinaz enziminin ti¢ boyutlu yapis1 (Anonim 2017f)
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Sekil 1.5. Kitin yapis1 (Yorug ve Ugraskan 2017)

1.2. Kitinin Enzimatik Biyosentezi

Kitinin sentezi substrat olarak UDP-N-asetilglukozamin monomerlierini kullanan kitin
sentaz enzimi [E.C. 2.4.1.16] tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzim sadece Mg*,
Mn*? ve Ca*? gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda aktif olur (Merzendorfer and
Zimoch 2003).

Enzimatik olarak aktivitesinin belirlenmesi, Candy ve Kilby tarafindan 1962 yilinda 6ne
stiriilen glukozda kitin olusumunun biyosentez yoluyla baslamis ve radyoaktif isaretli
onciil madde ¢alismalariyla da desteklenmistir. Boceklerde kitin biyosentezinin genetik

Ve biyokimyasal ¢aligmalar1 tamamlanmistir (Merzendorfer ve Zimoch 2003).

Kitin biyokimyasal olarak heksoamin yolagi tiizerinden gelmektedir. Heksozamin
yolunda fruktoz-6-fosfat ~UDP-N-asetilglukozamin’e  doniistiirtilerek ~ UDP-N-
aseitlglukozamin kitin sentaz enzimi ile kitin olusturmak {izere polimerlestirilir.
Glukozamin-6-fosfat N- asetiltransferaz (GNA) [EC:2.3.1.4] heksozamin yolunda
gorevli enzimlerden biridir ve glukozamin-6-fosfatin birinci amin grubuna Asetil-
CoA'dan aldig asetil gruplarinin transferileri de gergeklestirilir (Candy and Kilby 1962;
Kramer and Koga 1986).
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1.3. Kitinazlarmm Simiflandirilmasi

Selilloz ve kitinin molekiil yapilar1 olarak benzerlikleri olmasina ragmen kendi
hidrolitik enzimleri olan selillaz ve kitinaz birbirlerinden farkli 6zellikler gosterir.
Smiflandirma ve termonolojileri IUBMB’nin Nomenklatiir Komitesi tarafindan

yapilmustir (Patil et al. 2000).

Okzo-hidrolitik enzimler polimerlere etki eder ve substratin zincir uzunlugunun
azalmasina bagli olarak enzimlerin afinitelerini azaltir. Bu enzimlerin ¢ogu polimerik
substrat tizerine etki etmekte oldukga zayiftirlar, bunun sebebi glikosidazlarin dimerler
tizerinde daha fazla afiniteye sahip olmasi ve KM degerlerinin diger zincir uzunlugunun

artig1 ile artmasidir (Rast 1993).

1.3.1. Amino asit dizilimine dayanarak kitinazlarin siniflandirilmasi

Kitinazlarin evrensel olarak akrabaliklarinin siiflandirilmasinda [IUBMB’nin yardim
dokunmamaktadir. Glikoliz hidrolazlar ii¢ aile olarak gruplandirilmistir. Aminoasit
dizilimlerine bagh olarak Henrisat’i kitinazlar1 ve N-asetilheksozaminidazlarin gruplari
18, 19 ve 20 olarak bilinmektedir. Kitinaz gen dizilerinin tanimli hale getirilmesiyle
birlikte, Perrakis ve arkadaslari tarafindan iki sinifa ayrilmistir. Bu smiflandirmada
Lsinif 19. Aileyi ve ILsiif 18. Aileyi kapsayacak sekilde olusturulmustur (Henrisat
1991; Perrakis et al. 1993).

Bu aile gruplarma gore 18. ve 19. grupta bulunanlar mantar, bocek, bakteri, viriis ve
bitki gibi organizmalardan elde edilen endo-kitinazlardan olusmaktadir. Bitkiler 19. aile
grubunda bulunmakadir. 20. aile grubunda ise vibrioharveyiden elde edilen N-
asetilglukozaminidazlar [E.C.3.2.1.30] ve Dictyostelium discoideum ile insalardan elde
edilen N-asetilheksozaminidazlar [E.C.3.2.1.52] bulunmaktadir. 1993’te yapilan bir
¢alisma sonucu Hanrisat ve Bairoch flavobakterium tiirlerinden elde edilen endo-N-
asetilglukozaminidazlart [E.C.3.2.1.92] 18.aile igerisine almiglardir (Henrissat and
Bairoch 1993).
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Bitkiler biiylik miktarda kitinaz izomerleri {iretirler. Bunun nedeni bitkilerin patojenlere
kars1 savunma olusturmasidir. Bu izomerler her doku i¢in farklilik gosterirler ve bu
nedenle dokulara ozgilidiirler ve dokularin gelisimlerine bagli olarak diizenlenirler.

Kitinazlar dizi 6zelliklerine gore alt siniflar igerisinde bulunurlar (Iseli et al. 1996).

Kitinazlarin ~ siniflandirilmas1  yapilirken g6z oOnlinde bulundurulmasi gereken

tanimlayici birkag 6zellik mevcuttur. Bu 6zellikler;

e N-terminal Dizisi

e Enzimin Lokalizasyonu

e izoelektirin pH’s1

¢ Sinyal Peptit

e indiikleyici Molekiillerdir (Flach et al. 1992).

Bu simmiflandirmaya gore enzim izomerleri diz Ozelliklerine gore 6 ana sinifta
toplanmaktadir. Bu enzimler orneklendirme agisindan siralanirsa siif 1 enzimler
Kitinazlarin karakteristik 6zellikleri i¢erir bunlar; sisteinden zengin N terminal bolgeleri,
16sin ya da valinden zengin sinyal peptitleri ve vakuol igindeki lokalizasyonlar1 olarak
belirlenebilir. Smif I enzimler bazik ve asidik olmalarina gére sinif Ia ve sinif Ib olarak
alt gruplara ayrilmistir. Bu siniflandirma igerisinde bitki kitinazlar1 sinif I igerisinde

bulunur. Sinif I kitinazlarin geneli endokitinazlardir (Colinge et al. 1993).

Smif II kitinazlari, sinif I kitinazlar1 ile benzer dizi siralamasina sahiptirler ancak
sisteince zengin N-terminal domainleri bulunmamakla birlikte patojen kaynaklidir. Sinif
Il enzimleri mantar, bitki ve bakterileriler igerisinde toplamaktadir. Sinif II kitinazlari
ekzoekin kitinazlaridir ancak simif I kitinazlarin endokitinaz olmasi gibi smif II’ninde

kesinligi heniiz kanitlanamamistir (Colinge et al. 1993).

Sinif VI kitinazlari, immiinolojik olarak sinif I enzimlerinin karakteristik 6zelliklerine

sahiptirler ancak 6nemli derecede sinif I kitinazlarina benzer primer yapiya sahiptirler

(Colinge et al. 1993).
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1.4. Kitin ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlari

Kitin ve kitin tiirevleri Onemli ozellikleri sayesinde tip alaninda olduk¢a fazla
kullanilmaktadir. Kitin ve kitosan ticari a¢idan 6nemli bir yere sahiptir, bunun baslica
sebebi yiiksek miktarda (%6,98) N icermesidir (Kumar 2000; Synowiecki and Al-
Khateeb 2003).

Kitin ve kitosanin son yapilan ¢aligmalar ile toksik veya alerjik etki gostermedigi
saptanmigtir. Bu nedenle viicudun bu bilesikleri istilaci veya yabanci olarak gérmesinin
miimkiin olmadig1 gézlenmistir. Kitin antifungal 6zellikleri sayesinde tarimsal alanda

kullanilmasi oldukg¢a avantajlidir (Kumar 2000).

Kitin zayif ¢oziiniirliigli sebebiyle kullanimi sinirlidir. Buna ragmen kitin ve tiirevleri

pek cok uygulama alanina sahiptirler.

1.4.1. Tipta kullanim alanlari

1.4.1.a. Antitiimor ajan olarak kullanim

Antitiimor ajan olarak kitosanin suda ¢oziinlir formu kullanilmaktadir. Belirli bir kismi
depolarize edilmis kitosanin kemirgen peritonal makrofajlar1 uyardigi, tiimor hiicrelerini

oldiirdiigii ve antitiimor aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (Muzzarelli 1996).

1.4.1.b. Ortopedik/ periodantal uygulamalar

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda sert doku yerine kullanilabilirlik iizerine polimer
matris-kalsiyum temelli bilesik sistemlerinin aragtirmalari yapilmaktadir. Kalsiyum
bilesiklerinin dagilimmi engelleyen polimer atrisin baglayici o6zelliklerinden dolayi
avantajlidirlar. Ornek olarak polimerin hidroksiapatit ile kombinasyonunun

hidroksiapatitin osteoiletken (kemik-iletken) davranisini maksimuma ¢ikardigr ve
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bdylece matriks emildik¢e implantta kemiksi gelisim sagladigi gézlenmistir. Kemik ve
periodantal dolgu malzemesi olarak kullanim potansiyeli olan hidroksiapatitt-kitosan

mikromosferler (i¢i bos kiiresel tanecik) hazirlanmistir (Sunny et al. 2002).

Wan ve arkadaslar1 hidroksiapatiti kitinde disperse ederek yeni bir hidroksiapatit-Kitin
kompozit materyal elde etmislerdir (Khor and Lim 2003).

1.4.1.c. Kitin ve kitosan bazh sargi malzemeleri

Muzzarelli yaptig1 caligsmalar sonucu yeni bir kitosan tiirevi bulmustur. Buldugu kitosan
tiirevi 5-metilprolidinon’ un tipta kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Tipta uygulama
alan1 olarak ise yaralarda lizozim etkisiyle iretilen oligomer yapiya doniistigi

gozlenmistir (Muzzarelli et al. 2002).

1.4.1.d. Oftalmoloji (Goz Bilimi)

Kitosan goz bozukluklari i¢in kontakt lens yapimi sirasinda gerekli olan tiim 6zelliklere
sahip materyaldir. Lens de istenilen ve olmasi dnem tasiyan optik berraklik, mekanik
dayaniklilik, optik malzeme, gaz gecirgenligi ve immiin sistemi ile uyumluluk gibi

ozellikler kitosan da bulunmaktadir (Kumar 2000).

1.4.1.e. Kontrollii ila¢ salininm

Kitosan biyolojik olarak kolay emilir ve toksik degildir ve midede tahrisi engelleyen
anti-iillser etkiye sahiptir. Bu nedenle ilag yapiminda kullanilmasi uygundur (Kumar
2000).
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1.4.1.f. Antimikrobiyal ajan olarak kullanim

Kitosanlarin toksik olmamasi ve mikroorganizmalara karsit etkinligi goz Oniine
alindiginda, pek ¢ok antibiyotik maddenin kullanildigi hastanelerde etkin bir
antimikrobiyal ajan olarak gdrev yapmasi beklenilmektedir. Lee ve Cho yaptiklari
calismalarda kitosan ile muamele edilen pamuklu kumaslarda, koloni sayisinda %90'a
varan azalma tespit etmis ve kumasa kan itici 6zellik kazandirdigini gozlemistir (Lee et
al. 1999).

1.4.1.9. Cevre ve Kkirlilik kontrolii uygulamalari

Atik su arttiminda kullanilan kitosanlar ve tiirevleri agir metal selatlama ajani olarak
genis kullanim alanina sahiptirler. Atik sularda bulunan pestisitlerin ve fenollerin geri
kazanilmasinda, renklendiricileri ise uzaklastirmada ¢okca kullanilmistir (Cohen and

Chet 1998; Shahidi et al. 1999; Kumar 2000).

Diger uygulama alanlarina 6rnek verilmesi gerekirse bunlar; kozmetik, kagit endiistrisi,
fotografcilik ve veterinerliktir (Spindler and Spindler 1990; Gergopapadakou and Tkacz
1995; Hirano 1996; Cohen and Chet 1998; Kumar 2000).

1.4.2. Kitinazlarin roli

Kitinazlar farkli substrat spesifikligi gosterir ve diger 6zellikleri ile ¢esitli fonksiyonlar
tstlenirler. Bakterilerde ise kitinazlar; beslenme, mantar, protozoa ve omurgasizlara
kars1 parazitlikle rol oynarlar. Bitki ve omurgalilarin savunma mekanizmalarinda gérev

yaparlar (Gooday 1995).
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1.4.3. Kitinin enzimatik hidrolizi

Kitin ve selilloz gibi polisakkaritlerin enzimatik hidrolizi, g¢esitli enzimlerin
birlikteligini gerektiren kompleks bir islemdir. Genel olarak polisakkarit zincirini
rastgele hidrolizleyen endo-enzimler, zincirin ucunda ya da ucuna yakin olan bir
bolgede etkin ekzo-enzimler olarak iki grupta incelenirler. Enzimatik reaksiyonun yonii,
tipik olarak indirgenmis u¢ gruplarinin konsantrasyonunu 6lgen ¢esitli kolorimetrik

tayinlerden faydalanilarak izlenir (Horn and Eijsink 2004).

Bir¢ok bitki, bocek ve mikroorganizma kitinin yikimindan sorumlu olan kitinolitik

enzim sistemine sahiptir (Patil et al. 2000).

Kitin ilk asamada endo ve ekzo-kitinazlarin kombinasyonu ile glukozamin dimerlerine
(GlcNAc2) pargalanir (reaksiyon 1 ve 2). Daha sonra B-N-Asetilglukozaminidaz
(GIcNAcase; reaksiyon 3) GIcNAc dimerlerini hidrolizler veya kitooligosakkaridlerden

GlcNAc’lerin salinimini gergeklestirir (Gooday 1994).

Baz1 organizmalar GIcNAc2 fnitelerini GIcNAc2 fosforilaz enzimi ile GIcNAc ve
GlIcNAc-1-fosfata pargalar (reaksiyon 4), veya bir GlcNAc2 fosfotransferaz sistemi ile
dimeri GIcNAc-6-fosfat-GIcNAc yapisina doniistiiriir (reaksiyon 5). Bu yapt 27 6-
fosfo-p-glukozaminidaz ile GICNAc ve GIcNAc-6-fosfata parcalanir (reaksiyon 6)
(Keyhani and Roseman 1997; Keyhani et al. 2000).

Kitinin yikimi igin bir diger yol ise kitinin kitin deasetilaz ile deasetilasyonudur.
Deasetillenmis kitin yani kitosan bir endo-etkin enzim olan kitosanaz ve ekzo-B-D-
glukozaminidazin (GlcNase) isbirligi ile glukozamine (GIcN) kadar yikilir (Gooday
1994).
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1.4.4. Kitinazlarin uygulama alanlar:

Kitinazlar uygulama alan1 olarak ¢ok farkli preparasyonlar ile farkli endiistri ve tarim
alanlarindaki uygulamalarda kullanilmaktadir (Shaikh and Deshpande 1993; Patil et al.
2000).

Bitkilerdeki patojenik mantarlara kars1 biyokontrol uygulama alanlarinda ilk siralarda
gelmekte ve Kitin oligosakkaritlarinin iiretimi ve tek hiicre proteini tiretimi olusur (Patil
et al. 2000).

1.4.4.a. Biyokontrollerde kullanimlari

Boceklerin dig kabuklarinda ve patojenik kiif mantarlarinin hiicre duvarlart kitin
icerdiginden bitkiler savunma cevabi olarak kitinaz indiiksiyonunu gergeklestirirler

(Kombrink and Somssich 1995).

En ¢ok ¢alisilan mikoparazitik mantar olan T. harzianum kitinolitik enzimlerinin diger
kaynaklardan elde edilen enzimlerinkinden daha genis bir patojenik mantar araligina

inhibitor etkisinin oldugu bulunmustur (Lorito et al. 1993).

1.4.4.b. Kitooligosakkaritlerin iiretimi

Insan viicudunda glukozdan sentez edilen, glikoprotein ve glikozaminoglikanlara bagl
olarak bulunan GlcNAc kendi basina anti-inflamatuar bir maddedir. Yiiksek miktarda
ekzo-kitinaz ve N-asetilglukozaminidazlarin sentetik olarak eldesi i¢in ihtiya¢ vardir
(Aloise et al. 1996).
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1.4.4.c. Diger uygulamalar

Tek hiicre proteini liretimi ve biyoteknolojide kullanilan bir ¢ok Kkitin tlirevinin
hazirlanmasinda kitinazlar kullanilmaktadir (Revahmoiseey and Carroad, 1981; Kumar
2000).

1.5. Bacilluslar

1.5.1. Bacillus cinsi hakkinda genel bilgiler

Bacillus cinsi bakteriler ¢ubuk seklinde olup Bacillaceae familyasina dahildirler.
Yapilar1 geregi gram pozitif, aerobik veya fakiiltatif anaerobik olup spor olusturarak 20-
30 "C’de iirerler. Vejetaif sekilleri dayaniksizdir. Sporlari bazi kaynama noktalaria
birkag saat dayanabilir. Psikrofilik ve termofilik olmakla birlikte ¢ogunlukla mezofilik
yapidadirlar (Ayhan 2000).

Endospor olusturma yetenegine sahip Bacillus lar, vejetatif hiicrelerde 0,5x1,2 pum ile
2,5%10 pm ¢apindadir. Bacillus cinsi koloniler, morfolojik olarak ¢esitlilik gostermekle
birlikte genel olarak beyaz ve krem rengi kolonilere sahiptirler (Kalayli ve Beyatl
2003).

Bacillus larin biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve
Kanli Agar gibi besiyerlerinde oldukca 1yi bir gelisim gosterirler. Karbon kaynagi
olarak organik asit, seker ve alkol ihtiva ederler. Nitrojen kaynagi olarak amonyum

iceren sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Altun vd 2002).

Bacillus tiirlerinden birkag1 polipeptid sinifi antibiyotik iiretebilmektedir. Kiiltiirlerde
spor olusturma agsamasinda, antibiyotiklerin olustugu belirlenmistir (Kalayli ve Beyatli
2003).
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1.5.3. Bacillus pumilus ve genel 6zellikleri

Yaygin olarak toprakta bulunan gram-pozitif, anerobik, spor olusturucu bakterilerdir
(Priest 1993).

Gida, kimya, deterjan ve deri endistrileri B.pumilus’un olusturdugu proteazlardan

yararlanir (Pan et al. 2004).

Koloni morfolojisi degisiklik gosterebilir. Burusuk, diizensiz ve pigmentlesmis
koloniler olabilir. Suslarin kolonileri Nutrient Agar’da piiriizsiiz ve hafif sarimsi

renktedir (Sekil 1.6). pH 5.7-9.5 araliginda biiyiime gosterirler (Anonim 2017g).

Sekil 1.6. Bacillus pumilus bakterisi (Anonim 2017h)
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2. KAYNAK OZETLERI

Bhushan and Hoondal (1999), Bacillus sp. BG-11"den saflastirilmis, termostabil kitinaz
aktivitesinin %90’1m1 Aromex, Captan, Captafol, Dinocap, Metalaxyl, Triadimefon,
Acephate, Cypermethrin, Diclovorus, Chlorothalonil, Chloropyriphos, Dimethoate,
fungusit, Malathion, Methomyl, Sulphur, Monocrotophos ve Methylparathion gibi
mevcut insektisitte litrede 100 pg enzim konsantrasyonunda aktivitesini korumustur.

Allosamidin kitinaz1 IC50 ve 48 pM’da inhibe etmistir.

Bhushan (2000), alkalofilik ¢evrede yaygin bulunabilen mikroorganizma olan Bacillus
sp. BG-11 tanimlamis ve izole etmistir. Bakteri kitince zenginlestirilmis ortamda, 72
saat 50°C’de broth besiyeri fermantasyonunda 76 U ml ml-1 kitinaz iretmistir.
Saflastirilan kitinin molekiiler agirligt SDS-PAGE uygulamasiyla yaklagik olarak 41
kDa olarak tespit etmistir. Immobilize kitinazin, kalsiyum alginatdaki ve kitozan

optimum sicaklig1 50°C ve optimum pH’s1 8,5’dir ve bu serbest enzimle aynidir.

Ramirez et al. (2003), kitinaz aktivitesini arttirmay1 amaglayan, Remazol Brillant Blue
R® ile boyanmis kolloidal kitinin kullanimina bagl olarak, kitinaz aktivitesini artirmay1
hedefleyen duyarli ve basit bir yontem kullanmislardir. Bu teknikte, isaretlenmis
kolloidal kitin, broth besiyerinde karbon kaynagi olarak mevcutsa, kitinolitik
mikroorganizmalarin karsilastirilmasini ve seleksiyonunu saglamaktadir. Kolloidal
substrat orantil1 olarak ¢oziinmiis ve boyayi serbest birakmaistir. Spektrofotometrede 595
nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Bu ¢aligmada RBB’nin kolloidal kitini fiksasyonu
ve boyamasi i¢in kullanilan prosediirler ve ticari substrati chitin-azure ile karsilastirmasi
yapilmistir. Boyalarin serbest birakilmasi sirasinda ki bazi enzimatik ve fizikokimyasal
parametrenin etkisi de ayrica gosterilmistir. Her iki boyanmis substrat konsantrasyonu,
pH, zaman ve 1sinin Bacillus thurungiensis BT-107°deki kitinaz reaksiyonuna etkisini

incelemek i¢in kullanilmstir.



20

Yuli et al. (2004), Endonezya’nin Tompaso sicak su kaynagindan bakteri izolasyonu
yapmis ve 16S rRNA analizine gore bu bakterinin kitinaz tireten Bacillus pumilus
oldugunu saptamislardir. Bakteri %5’lik kitinli besiyerinde 72 saat 55°C’de
iiretildiginde ekstraselliiler kitinaz olarak iiretildigi gdzlenmistir. Uretilen bu enzimin
pH 7.8 ve sicaklik 60°C’de optimum aktivitesi tespit edilmistir. 5 saat 70°C 6n
inkiibasyondan sonra kitinaz aktivitesi korunmustur. Zimogram analizleri ile de enzimin
optimum sicaklig1 teyit edilmistir. 1 saat 80°C’de inkiibasyondan sonra enzim 6nemli

derecede korunmustur.

Lee et al. (2006), Bacillus sp. DAU101’e ait kitinaz genini E.coli’ye aktarmislardir.
Kitinazin optimum sicakligi 60°C ve optimum pH’s1 7,5 olarak saptanmustir. Hg*?, Zn*?
ve Cu*? metal iyonlar1, kitinaz aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe etmistir. Fakat
kitinaz aktivitesi Co*? ile de 1,4 kat arttigim gozlemlemislerdir. Enzim; glikol kitosan
veya glikol kitin hidroliz edemedigi halde ¢oziilebilir kitosan1 veya kolloidal kitini

hidrolize etmistir.

Gurav et al. (2017), yaptiklar1 bu ¢aligmada kitin agarindaki hidroliz zonlarina bakarak
kabuklu deniz iriinii endiistrisinde kullanilan topraktan Bacillus pumilus’ un SUK25 ve
RST25 suslar izole izole edilmistir. Bu suglar SUK25 ve RST2S5 sirasiyla 96 saatte
(51.7 £ 0.8 Uml-1) ve 72 saat (59.4 £ 1.1 U ml-1) olmak iizere max. kitinaz aktivitesi
tiretmistir. Her iki kitinazda sicaklik 40°C, pH 7.0 ve %1.0 (w / v) en yliksek aktiviteleri
gostermistir. RST25 susu 16S rRNA sekans analizi sonucu Bacillus pumilus’un en
gliclii kitinaz treticisi olarak saptanmistir. Aspergillus niger ve Fusarium solani’ ye
kars1 onemli Olglide inhibe edici 6zellik sergilemistir. Uygulama sonunda B. pumilus
RST25 fungal fitopatojenlere karst muhtemel bir biyokontrol madddesi olabilecegi

ortaya konmustur.

Bhattacharya et al. (2017), yaptiklar1 ¢alismada Bacillus pumilus JUBCHO8'in kitlenin
fermantasyonunu etkileyen enzimin karakterizasyonu, saflagtirillmasi, proses
parametreleri ve bakterinin Fusarium oxysporum'a karsi antagonistik etkisinin

belirlenmesi amaglanmistir. Baglangigta %0,5 kitin pH 8,0 ile desteklenmis ortam 72
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saat 35°C’de inkiibe edildiginde en yiiksek kitinaz iiretimi gézlenmistir. Enzimin Vmax
ve Km degerleri sirasiyla 38.23 U / ml ve 0.13 mg / ml’dir. Sonug olarak B. pumilus
JUBCHO08’in kiiltiirel kosullarin kitinaz tretimini giiglii bir sekilde etkiledigi alkali
kosullar altinda ve sicakliga karsi iyi islev goren kitinaz enzimi ilgili biyoteknolojik
uygulamalar ve yem sanayi i¢in yararl olabilecegi soylenmis ve F.oxysporum 'un kiiltiir
tarafindan engellenmesinden dolayr bir biyokontrol maddesi olarak potansiyel

gostermistir.

Vahed et al. (2017), bu ¢alismada azotlu asit tedavisi ve UV 1simnlama kombinasyonu
kullanilarak Bacillus pumilus SG2'nin mutajeni ile yiiksek kitinolitik aktiviteye sahip
AV2-9 olarak adlandirilan bir mutant elde edildi. Calismalar sonunda mutant susta

kitinazin termal stabilitesinin arttig1 gdzlenmistir.

Wiwat et al. (1999), yaptiklar1 g¢alismada Bacillus circulans susunun genis pH
araliginda (6.0- 12.0) kitinaz trettigini ve bu kitinaz1 kodlayan genin Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki’ye aktarilirsa boceklerle yapilan biyolojik miicadelede

ciddi toksisite artisina neden olabilecegini sOylemislerdir.

Mcclery and Matheson (1987) yaptigi ¢alismada fermentasyon aracihigiyla Bacillus
pumilis’ten ticari kitosanazlar (Chitosanase BP [MIJ]) iretmislerdir. Enzimin,
glilkozamin polimerlerini ithtiva eden mikroorganizmalarin duvarini parcalayabildigini
saptamiglardir. Enzim i¢in optimum sicaklik ve pH araligi sirastyla 40-60°C ve 5-6.5

olarak belirlenmistir.

Chang et al. (2007) yaptig1 ¢alismada Bacillus cereus 'un bitki biiyiimesini uyarict

bilesiklerin, deniz atiklarindan kitinin uygulamasiyla elde edildigi sonucuna varilmstir.

Perrakis et al. (1994), tiitiin bitkisinde yeni kesfettikleri kitinazi, ¢inko affinite kolonu

kullanarak saflastirip ve daha sonra klonlama islemi gergeklestirilmistir.
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Rishad et al. (2017) yaptig1 ¢alismada mangrov ekosistemlerinin ekstrem kosullarinda
kitinaz tireten bakteri kokenlerinin karakterizasyonu, izolasyonu ve biyokontroliiniin
arastirtlmasini amaclamislardir. Arastirilan 51 izolattan 16S rDNA tipi ile tanilamalar
yapmislardir ve Bacillus pumilus ‘un en yiiksek kitinaz tiretim potansiyeli oldugunu
saptamiglardir. B.pumilus ‘un saflastirilan kitinaz enziminin Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Fusarium oxysporium ve Ceratorhiza
hydrophila gibi tarimsal patojenlere karsi antimikotik etkinlik gosterdigini ifade

etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, taze yagli peynirden ornek alinmistir. Bakteri izolasyonu i¢in gereken
genel ve Ozel besiyeri, bakterinin molekiiler tan1 ve enzim aktivitesi islemlerinde

kimyasallar ve kitler kullanilmisgtir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar:

Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Inkiibator (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Mikroskop (Bresser, GERMANY)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Manyetik Karistirict (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (Ohaus Starter3000, USA)

Hassas Terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolabi (Arcelik, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Mikrodalga Firin (Arcelik, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Spektrofotometre ( UV-1201V)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
Jel Goriintiileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)
Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)
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PCR Cihazi (Thermo Cycler Block, GERMANY)
Calkalayici (Shimadzu, PHILIPPINES)
DNA Izolasyon Robotu (Qiacube, GERMANY)

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

Nutrient Agar (Oxoid), Nurtient Broth (Merck), Proteinaz K (Merck), Tris - HCI
(Merck), NaCl (Merck), Ethanol (Merck), 1XTAE (Sigma), 1XTBE (Sigma), 20X
Dimetil siilfoksit (Sigma), 10 x PCR tamponu: (Sigma), Jel Red (Sigma), dNTPs
(Sigma), Taq DNA polimeraz (Sigma), Agaroz (Sigma).

3.1.3. Kullamilan Kitler

Bakteri DNA izolasyonu kiti (QIAGEN).

3.1.4. Calismada kullanilan ¢6zelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Nutrient Agar: Hassas terazide tartilan 28g/L Nutrient Agar karigimi hazir haldeki 1 L
dH,0 igerisine ilave edilerek elde edilen besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril hale
getirilip sogumaya birakilmistir. Besiyeri 45°C’ye varincaya kadar sogutulduktan sonra

steril halde bulunan petrilere dagitilarak katilasmasi icin bekletilmistir (Lelliot and
Stead 1987).

Nutrient Broth: 1 L dH,O igerisine 8g Nutrient Broth hassas terazide tartilarak
eklenmistir. Daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek kullanilmistir
(Anonim 2017h).

Stok Besiyeri: 0,65g nutrient broth karigimina 36 ml gliserol ilave edildikten sonra

toplam hacim 100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi. Tam ¢oziinme olmasi igin
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manyetik karisticida karistirilan besiyeri otoklavda steril edildi. Aseptik olarak 2 ml’lik
steril eppendorf tiiplere 1,2 ml konularak hazirland1 (Saygili vd 2006).

Proteinaz K: izolasyon kiti igerisinde hazir bir sekilde gelen proteinaz K’dan 200 pl

alinarak steril eppendorf tiiplere aktarildi. Kullanilmak iizere oda sicakliginda bekletildi.

IXTAE Tamponu: 100 ml 10XTAE’nin (Sigma) hacmi sdH,O ile 1000 mL oluncaya

kadar tamamlandi.

IXTBE Tamponu: 100 ml 10XTBE’nin (Sigma) hacmi sdH,O ile 1000 mL oluncaya

kadar tamamlandi.

% 70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin {izerine hacmi 100 ml oluncaya kadar saf su

eklendi. -20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): 2ml’lik steril eppendorf tiiplere alinan, %100 lik
DMSO (Sigma) kullanilincaya kadar 25°C’de bekletildi.

6X yiikleme tamponu: 100 ml yiikleme tamponu i¢in % 100’liikk gliserolden (Sigma-
G9012) 40 ml alinarak, 0,1 g bromfenol blue (Sigma) ile karistirild1 ve hacmi 1x TAE
100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon amber sise igerinde giines almasi

engellenerek, +4°C’de korundu.

10 x PCR tamponu: (Sigma) (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, ,
%0,01 jelatin pH: 8,3) Taq DNA polimeraz ile birlikte gelmektedir.

Primerler: 27F - 1492R primer seti MgCl, (Sigma-M1028): 1M olan hazir ¢ozelti 25

mM olacak sekilde steril saf su ile sulandirildi.



26

dNTPs (Sigma): (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM)
-20°C’de muhafaza edildi.

Agaroz (Sigma-A5093)

DNA markir (Sigma): 1 kb’lik DNA marker.

Taq DNA polimeraz (Sigma)

Primer Cahsma Konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
kullanma kilavuzunda yazilan protokol dogrultusunda c¢oziilerek (ClxV1=C2xV2)

formiilii uygulanarak son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirlandi.

Enzim Aktivitesi I¢in Kullanilan Cézeltiler

Substratin Hazirlanisi

Substrat 0,02 M Sodyum sitrat ¢ozeltisine %0,05°lik kitin ilave edilerek hazirlanmistir.

Cozelti icerisinde yer alan 0,02 M Sodyum sitrat tamponu ise; 5,88 g Sodyum sitrat
tartilip, distile su ile 100 mL’ye tamamlandiktan sonra pH 6.0’a ayarlanarak

hazirlanmastir.

Renklendirme Cozeltisinin Hazirlanisi

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

hazirlanmistir.
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Optimum pH Aktivitesi I¢in Kullanilan Tamponlar

a. Sodyum asetat tamponu

pH 2.0-3.0 araligindaki Kitinaz aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilmistir. 0,82 g
sodyum asetat 0,1 M asetat tamponu i¢in tartilmis ve dH,O ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. istenen pH degerlerini saptamak igin 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI

kullanilmastir.

b.Sodyum sitrat tamponu

pH 4.0-6.0 araligindaki Kitinaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir. Tampon 0.1 M
olacak sekilde 2.8 g sodyum sitrat tartilip dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmustir. Istenen
pH degerlerini saptayabilmek i¢in 0,1 M’lik HCI ve/veya NaOH kullanilmigtir.

b. Tris-HCI Tamponu

pH 7.0-9.0 Araligindaki kitinazin aktivitesini belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. 0,121 g
Trizma base 10 mM Tris-HC1 tamponu igin tartilmis ve 100 ml suda ¢6ziinerek
hazirlanmistir. Uygun pH degerini elde etmek iizere konsantre NaOH ve/veya HCI

¢oOzeltisi kullanilmistir.

c. Karbonat Tamponu

pH 10.0-11.0 Araligindaki Kitinazin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmustir.
0,105 g sodyum karbonat 10 mM Karbonat tamponu i¢in tartilmis ve 100 ml distile su
ile lizeri tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak iizere 0,1 M’lik NaOH

ve/veya HCI kullanilmastir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizma izolasyonu ve identifikasyonu

Yagli peynir 6rneginden 10 g tartilip 100 ml serum fizyolojik tuzlu su igerisinde vorteks
ile homojenize edilmistir. Diliisyon islemi ile 6rnekten 1’er ml alinarak igerisinde 9 ml
fizyolojik tuzlu su bulunan cam tiiplere aktarim yapilmistir. Vorteksleme islemi
yapildiktan sonra 10*- 10®°dan 0,1 ml alinarak bakterinin nutrient agara yayma ydntemi
ile aktarimi gergeklestirilmistir. 30-33°C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edildikten sonra

tek kolonilerden ¢izim usulii ekim yapilarak bakteri saflagtirilmastir.

3.2.2. Morfolojik ozelliklerin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojileri boyutlar1 ¢ok kii¢lik olduklarindan dolay1 bireysel yapilari
sadece mikroskoplarla belirlenebilir. Bu nedenle, kat1 ya da siv1 besiyerlerinde saf bir
sekilde gelistirilen hazirlanmis bakteri preparatlar1 spesifik boyalar aracilifiyla islem
yapilarak inceleme yapilir. Mikroskoptaki incelemelerde, bakterilerin boyutlari, spor
durumu, boyanma 6zelligi (Gram (-) veya (+), vb.) gibi 6zelliklerinin varlig1 incelenir

(Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

a. Hiicre Morfolojisinin Belirlenmesi: Her bir izolattan 6rnek hazirlanarak kristal

violet ile basit boyama yapilmis ve mikroskop altinda goriintiilerine bakilarak sonuglar

elde edilmistir (Temiz 2000; Harley and Prescott 2002).

Bakteri izolatlarinin hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi i¢in gram boyama testi

yapilmustir (Tarak¢ioglu 2016). Bu testte asagidaki yontem kullanilmugtir.

a) Lam iizerine bir damla saf su aktarilir ve daha sonra iizerine besiyerinde 24 saat
gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak iyice yayilir.

b) Atesten gegirilerek fikse edilir.
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¢) Ik olarak kristal viyolet boyasi ile 1 dk muamele edilir ve saf su ile 30 sn yikanir.
d) Liigol ile 1 dk muamele edilir ve % 96°lik etil alkol ile yikanir.

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

f) Preparat yikanip kurutulur.

g) Mikroskop altinda incelenir.

3.2.3. Calismada kullanilan bakteri Kiiltiirlerinin muhafazasi

Her bakterinin 24 saatlik saf kiiltlirlinden bir lop alinarak, ig¢erisinde 500 pl LB Broth (1
L dH,O’ya 10 g tryptone, 10 g NaClI ve 5 g yeast extract ilave edilerek hazirlanacaktir.)
ve 500 ul %30’luk gliserol bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak etiketlenir. Vorteks

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

3.2.4. Mikroorganizmanin molekiiler tanilanmasi

3.2.4.a. Bakteri izolatlarinin DNA izolasyonu

Izolatlarn DNA’lar1 bakteri DNA izolasyon kiti (Qiagen’den uyarlanan protokol)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu asamalar;

a) Nutrient agarlarda gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu toplanarak steril
eppendorf tiiplerine alindi.

b) Toplanan tiiplere 200ul Lizozim + TrisHCL ¢6zeltisi eklendi.

c) Bukarisim giizelce vorteks edilerek homojen bir ¢6ziinme olmasi saglandi.

d) Vorteks’lenen karisimlar 45 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bu siirede her
15 dakikada bir vorteks yapildi.

e) Inkiibasyon sonunda 6rnekler 12000rpm’de 5 dakika 24°C’de santrifiij edildi.

f) Santrifiijlenen 6rnekler sivi kismi dokiilerek cidara yapisan pelet kisim birakildi.
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g) Ornekler robotun boliimlerine dizilerek izolasyon baslatildi.

0,6 g agaroz, 1XTBE tamponuna aktarildi. Mikrodalgada elde edilen karigim seffaf bir
goriiniim alincaya kadar kaynatildi. El yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul
red kimyasali eklenerek, icerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine
dokiildii. 15-20 dk sonra jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. 1XTBE tamponu
jel ylizeyini tamamen kaplayacak sekilde tankin i¢ine yerlestirildi. Marker ve DNA
yiiklemesi yapildiktan sonra %1°lik konsantrasyona sahip agaroz jelde DNA yiiriitiildii.

3.2.4.b. 16S rRNA bélgesinin PCR yardim ile cogaltilmasi

Bakterilerin sistematigi agisindan Onemli bir yere sahip olan 16S rRNA’nin
sentezlendigi bolge secilmis ve evrensel primerler (27F forward 5°- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -3’; 1492R reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3°)

kullanilarak laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmistir.

PCR reaksiyonun hazirlanmasi: 30 pl’lik reaksiyonda; asagidaki karisim hazirlanmistir.

a) 10 x PCR tamponu
b) dNTPs
c) Forward primer

d) Reverse primer

e) MgC|2
f) Tag DNA polimeraz
g) DMSO

h) Steril Saf Su

Son olarak karistma 1 pl kalip DNA ilave edilerek son hacim 30 ul’ye tamamlanmistir

(Baris 2009).
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PCR programi: PCR reaksiyonu hazirlanan 6rnek materyal ile asagidaki sathalar olacak

sekilde bir programda calisilmistir.

a) 95°C’de 120 saniye denatiirasyon sonrasinda
b) 53°C’de 60 saniye baglanma
¢) 72°C’de 5 dakika uzama (Baris 2009).

16S rRNA PCR driinlerinin elektroforezi: 1,8 gr agaroz lizerine 120 ml 1XTAE
tamponu eklendi. Mikrodalga firininda elde edilen karisim seffaf bir gériiniim alincaya
kadar kaynatildi. 50°C’ye veya el yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 pl jel red
kimyasali eklenerek, icerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine dokiildii.
Belli bir siire beklenerek dondugu anlasilan jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
I1XTAE tamponu jel yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde elektroforez tankinin icine
yerlestirildi. Jeldeki ilk kuyucuga, DNA markerindan [50-100-200-300-400-500-750-
1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 pl yiiklendi.
Diger kuyucuga ornek yiiklendi. PCR 6rnegi % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Elektroforez jel diizenegi; 90 volt akimda 60 dakika yiiriitiildii. Yiirlitme isleminden
sonra jel, UV 1s1k sistemi altinda goriintiilendi ve bilgisayar ortaminda analiz edildi

(Baris 2009).

3.2.4.c. DNA dizi analizlerinin alinmasi ve sonu¢larin degerlendirilmesi

Sekans analizi sonuglar1 BioEdit ile analiz edilerek Fasta formatina ¢evrildi. Primerler
bulunup ve 6ncesindeki kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra aradaki her iki taraftan okunan

kisim kontrol edilerek diizenlendi NCBI veri bankasinda sekans sonuglari karsilastirildi.
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3.2.5. Bakterilerin inokiilasyonu

Nutrient Agar’da gelisme gosteren bakteriler, Nutrient Broth’a inokiile edilerek
bakterilerin sivi kiiltiir ortamina aktarilmasi saglanmistir. 30 -33°C’de 120 saat etiivde

inkiibasyona birakilacaktir.

3.2.6. Enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Kitinaz aktivitesi oOlgiiliirken her basamakta elde edilen siipernatantlarin hepsinden
aktivite tayini yapilmistir. Kitinaz enziminin aktiviteye sahip oldugu araliklar tespit
belirlenmistir. Aktivite tayini hesaplanirken 200 pL enzim ¢ozeltisi iizerine 500 pL
substrat eklendikten sonra vorteks ile karistirllmig daha sonra 30 dakika 37°C’ye
ayarlanmig su banyosunda reaksiyona sokulmustur. Su banyosundan alinan tiiplere 750
pL renklendirme ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika 80°C’de su banyosunda bekletilmistir.
Daha sonra su banyosundan ¢ikarilan her bir 6rnege 1300 pL saf su eklendikten sonra
3200 devir/dakika 10 dakika santrifiij edilmistir. 540 nm’de spektrofotometrede 6l¢iim

yapilarak aktivite tayini tamamlanmistir.

3.2.6.a. Enzimin optimum pH degerinin saptanmasi

Elde edilen kitinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi igin
asetat (pH 2.0-3.0), sodyum sitrat (pH 4.0-6.0), Tris (pH 7.0-9.0) ve karbonat (pH 10.0-
11.0) tampon c¢ozeltileri kullanilmigtir. Farkli pH degerlerinde olan (pH 2.0-11.0) ve
igerisinde %0,05 kitin bulunan substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Aktivite tayini yapmak
i¢in 200 pL enzim ve 500 pL substrat 2 ml’lik tiipte vorteks ile karistirtlmistir. Ardindan
37°C’ye ayarlanmig su banyosunda 30 dakika reaksiyona girmesi beklenmistir. Su
banyosundan alinan tiiplere 750 uL renklendirme ¢6zeltisi ilave edildikten sonra tekrar
80°C’de 10 dakika beklenmistir. Daha sonra her bir 6rnege 1300 pL saf su ilave
edilerek 3200 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij yapildiktan sonra

ornekler kor’e karst 540 nm’de spektrofotometrede 6l¢iimii yapilmistir.
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3.2.6.b. Enzimin optimum sicaklik degerinin saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90°C’lik sicakliklar secilmistir. Sicaklik Olglimlerinin saptanmasi ig¢in su
banyosu kullanilmistir. Aktivite tayininin yapilabilmesi i¢in 200 puL enzim ve 500 pL

substrat karigtirilarak standart aktivite dl¢timii yapilmustir.
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bacillus pumilus cinsi bakterinin kiiltiirel 6zelliklerini belirlemede, kat1 ( Nutrient Agar)
besiyeri kullanilarak ve her bir izolatin olgun koloni olusturdugu siire zarfinda belirli
araliklarla sonuglar alinmistir. Koloni goriintiisii Sekil 4.1°de gosterilmistir. Kiiltiire
alman bakteri 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yontemi ile c¢izimi gergeklestirilmistir.
Besiyerin de olusan bakterilerde saf koloni yapilari incelenmis ve yapilan c¢aligmaya

eldeki saf koloniler ile devam edilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus pumilus bakterisinin koloni gériiniimii
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4.2. Molekiiler Yontem ile Bacillus pumilus’un Tanilanmasi

4.2.1. DNA izolasyon sonucu

Saflastirilmasi yapilmis olan Bacillus pumilus’un DNA izolasyonu yukarida belirtilmis
olan béliim 3.2.4’de belirtilmis olan protokol dogrultusunda uygulanmstir. izolasyon

sonucu Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. Bacillus pumilus (N-6)’a ait elektroforez goriintiisii

4.2.2. PCR sonuclarinin jel goriintiisii

Bacillus pumilus’a ait olan genomik DNA’lar kullanilarak PCR reaksiyonlari
asamasinda beklenilen baz biiyikligii 1400-1500 bp olarak belirlenmistir. Belirtilen
goriintii Sekil 4.3’te gosterilmis ve isaretlenmis bolge 1400 bp biiyiikliigiindedir.
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1400 bp »

Sekil 4.3. Bacillus pumilus (N-6)’un PCR Reaksiyonu Sunucu Jel goriintiisii

4.2.3. Dizi analizi sonug¢lar:

PCR asamasi sonucunda 16S rRNA ge bolgesinin tespitini saglamak amaciyla
sekanslama (Dizi Analizi) amaciyla 6rnekler gondermistir. Gelen veriler dogrultusunda

yapilan blastlama islemi sonucu 16S rRNA dizileri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

» Dizi analizi sonucu Bacillus pumilus’un referans numarast KU230004.1 olarak

belirlenmistir.

4.3. Kitinaz aktivitesi sonuclari

Bacillus pumilus’un spektrofotometrede Olgiilen absorbans degeri 0,06 olarak

Olclilmiistiir. Optimum sicaklik ve pH degerlerinde farkl aktiviteler 6l¢iilmiistiir.

4.3.1. Kitinaz enziminin optimum pH sonuglari

Bacillus pumilus’dan iiretilip saflastirilan kitinaz enziminin optimum pH’sini1 belirlemek

icin 3 kez Ol¢iim yapilmis ve sonuglart Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Optimum pH 2,0-
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11,0 araliginda on farkli ortamda ¢alisilmistir. pH 2,0-6,0 aras1 asetat, pH 7,0-9,0 arasi
Tris / HCl ve pH 10,0-11,0 arasinda karbonat tamponlart kullanilmistir. Sonuglar
dogrultusunda aktivitesi hesaplanmis ve ‘‘pH-Aktivite’” grafikleri ¢izilmistir. Excel
programu ile tablosu yapilmistir (Sekil 4.4).

Bacillus pumilus un optimum pH absorbans degeri pH 7 dir.

Cizelge 4.1. Bacillus pumilus’un optimum pH absorbans (A) degerleri

2 0,052 0,099 0,095 0,082
3 0,07 0,079 0,085 0,078
4 0,068 0,086 0,08 0,078
5 0,072 0,083 0,092 0,082
6 0,063 0,078 0,087 0,076
7 0,093 0,098 0,101 0,097
8 0,086 0,09 0,099 0,091
9 0,072 0,084 0,081 0,079
10 0,08 0,086 0,081 0,082
11 0,078 0,065 0,083 0,075
Bacillus pumilus
0,12

o 0,097 0 101

o 0,082 0,078 0,078 %982 76 0,079 0082 ,

0 0,08 4

[a)

c 0,06

@

o]

5 004

[72)

< 002

0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH Degeri

Sekil 4.4. Bacillus pumilus’tan elde edilen ektraseliiler kitinaz enziminin aktivitesi
tizerine pH’ nin etkisi
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4.3.2. Kitinaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

Bacillus pumilus’tan elde edilip saflastirilan kitinaz enzimi optimum sicakliklarini tespit
etmek i¢cin gerekli olgiimler yapilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglarla aktivite
hesaplanmis ve “Aktivite-°C” grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen bulgulara gore Bacillus
pumilus’a ait fitaz enziminin optimum sicakligi 40°C olarak bulunmustur. Bacillus
pumilus’dan elde edilen fitaz enzimi optimum sicaklik sonuglart Excel programi ile

yapilmis olup, sonuglar Sekil 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Bacillus pumilus ‘un optimum sicaklik absorbans (A) degerleri

10 0,078 0,092 0,095 0,088
20 0,092 0,093 0,097 0,094
30 0,087 0,095 0,095 0,092
40 0,187 0,151 0,101 0,146
50 0,18 0,149 0,098 0,142
60 0,18 0,135 0,086 0,133
70 0,163 0,132 0,083 0,126
80 0,156 0,132 0,081 0,123
90 0,134 0,129 0,082 0,115

Bacillus pumilus ‘un optimum sicaklik absorbans degeri 40°C dir.



0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans Degeri
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Bacillus pumilus

0,146 0,142

0,115

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Sicaklik Degeri

Sekil 4.5. Bacillus pumilus’tan elde edilen ektraseliiler kitinaz enziminin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji laboratuvarlari kullanilarak
izolasyon yapilmis, kiiltiir koleksiyonuna 20 bakteri kazandirilmistir. Bakterilerin
izolasyonu igin Ornek olarak yagl peynir kullanilmistir. Orneklerden dilisyonlar
hazirlanarak seyreltme islemi yapilmistir. Nutrient agara yayma plak yontemi ile
calisilmigtir. 30-33°C 24 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Besiyerine ¢izim metodu
kullanilarak ekim yapilmistir. Saflagtirma islemleri farkli tiim koloniler i¢in devam
etmistir. Tanilama 20 Ornek arasinda olmustur. Sekans sonucu tanilanan Bacillus

pumilus segilerek projemizde kullanilmustir.

Bacillus pumilus 0.6-0.7 mm genislik ve 2-3 mm uzunlugunda ¢ubuksu ve Gram pozitif
bir bakteri oldugu gdzlenmistir. Bu bakterilerin iki 6nemli ayirt edici 6zelligi

bulunmaktadir. Bunlar;

1. Nutrient Agar da ¢ogu tiirlerin kolonisinin diiz (piiriizsiiz) bir yap1 sergilemesi,

2. Hafifce sar1 olmasi ve bazi tiirlerin asir1 aminoasit ile birlikte biotine ihtiyag
duymasidir. Yuli et al. (2004) ¢alismalarinda Bacillus sp.’leri Gram (+), spor ireten,

cubuk sekilli bakteri olarak saptamistir.

Yaptigimiz ¢aligmada Bacillus pumilus’un molekiiler tanilamasinda 6ncelikli olarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Izolasyon islemi QIAGEN bakteri izolasyon kiti ve
protokolii uygulanarak gercgeklestirilmistir. Evrensel primerler yardimiyla PCR
protokolii uygulanarak istenilen bolgeler ¢ogaltilmis ve bakterinin sistematigi agisindan
onemli olan 16S rRNA‘ nin sentezlendigi bolgeler se¢ilmistir. Baris (2009) ise yaptigi
caligmada bakterilerden DNA izolasyonu yaparken Wilson’un protokoliine uymus ve
izolasyonu manuel olarak yapmistir. Bliylikyoriik ve Soyutemiz (2010) bakteriden DNA
izolasyonu yaparken DNA ayirma kiti (Fermentas, FE-K0512) protokoliine gore
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izolasyonu yaparak farkli bir yol izlemistir. Denemelerimizde kit olarak QIAGEN

bakteri izolasyon kiti ile DNA robotu kullanilarak izolasyon yapilmuistir.

Bacillus pumilus’un tirettigi kitinaz enziminin optimum pH’s1 7.0 olarak tarafimizdan
belirlenmistir. Genellikle diger ¢alismalarla paralellik géstermektedir. Bhushan (2000)
yaptig1 ¢alismada Bacillus sp. ‘nin irettigi kitinaz enziminin optimum pH’sin1 8.5
olarak bulmustur. Yuli et al. (2004), ¢alismalarinda Bacillus sp.’nin kitinazin optimum
pH’sin1 7.8 olarak bulurken benzer sekilde Gurav et al. (2017) optimum pH’y1 7.0

olarak bulmustur.

Kuzu (2008) ¢alismasinda HBK-51 susu kitinli (%1 kolloidal kitin) besiyerinde iiretmis
ve siipernatant filtre edildikten sonra, farkli pH degerlerinde standart enzim aktivite
denemesine tabi tutmustur. Enzimin aktivite gosterdigi optimum pH’m ise 9.0 olan
alkali bir enzim oldugunu gostermistir. Ohishi (1996) ve Ueda ve Arai (1992)
mikrobiyal kitinazlarin yliksek pH araliklarinda aktivite gosterdigini sdylemislerdir. Lee
et al. (2006), Bacillus sp. DAU101’in kitinaz genini E.coli’ye aktarmiglardir. Kitinazin
optimum pH’s1 7.5 olarak saptanmis olup bizim c¢alismamizla benzerlik gostermektedir.
Hg+2, Cu*? ve Zn*® metal iyonlari, kitinaz aktivitesini kuvvetli bicimde inhibe etmistir.

Co*?ile de 1.4 kat artmustur.

Frankowski et al. (2001), bir N-asetil-p-1,4-D-heksozaminidaz (E.C. 3.2.1.52),
CHIT100 ve bir endokitinaz (E.C.3.2.1.14), CHIT60 saflagtirilmistir ve tanimlanmustir.
60.5 kDa agirlikli endokitinaz CHIT60bir N-terminal aminoasit sekansina sahiptir ve
buda Serratia marcescens ve Serretia liquefaciens’den elde edilenlere benzerlik
gosterir. Enzim aktivitesi pH 5.4°de, 55 °C de pik yapmistir. Optimal aktivitesi pH
6.6’da 43°C’dedir.

Bhushan (2000), ¢evrede yaygin bulunabilen, bir alkalofilik mikroorganizma olan
Bacillus sp. BG-11 izole etmis ve tamimlamistir. Bakteri kitince zenginlestirilmis
ortamda, 72 saat 50°C de, sivi batch fermantasyonda 76 U ml ml-1 kitinaz iiretmistir.

Optimum sicaklig1 50°C ve optimum pH’s1 8,5°dir ve bu serbest enzimle aynidir.



42

Ramirez et al. (2003), kitinaz aktivitesini arttirmay1 amaglayan, Remazol Brillant Blue
R® ile boyanmis kolloidal kitinin kullanimina bagli, kitinaz aktivitesini artirmay1
amaclayan duyarli ve basit bir metod kullanmislardir. Her iki boyanmis substrat
konsantrasyonu, substratta pH, zaman ve 1simin Bacillus thurungiensis BT-107’deki
kitinaz reaksiyonuna etkisini incelemek i¢in kullanilmistir. Bu teknikte, isaretlenmis
kolloidal kitin, sivi besiyerinde karbon kaynagi olarak bulunuyorsa, kitinolitik

mikroorganizmalarin seleksiyonunu ve karsilastirilmasini saglamaktadir.

Bhattacharya et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus pumilus JUBCHO8'in kitlenin
fermantasyonunu  etkileyen enzimin karakterizasyonu, saflastirilmasi, proses
parametreleri ve bakterinin Fusarium oxysporum'a karsi antagonistik etkisinin
belirlenmesi amacglanmistir. Baslangicta % 0,5 kitin pH 8.0 ile desteklenmis ortam 72
saat 35°C de inkiibe edildiginde en yiiksek kitinaz iiretimi gézlenmistir. Enzimin Vmax
ve Km degerleri sirasiyla 38.23 U / ml ve 0.13 mg / ml’dir. Sonug olarak B. pumilus
JUBCHO8’in kiiltiirel kosullarin kitinaz {iretimini giicli bir sekilde etkiledigi alkali
kosullar altinda ve sicakliga karsi iyi islev goren kitinaz enzimi ilgili biyoteknolojik

uygulamalar ve yem sanayi i¢in yararl olabilecegi sdylenmistir.

Calismamizda Bacillus pumilus ‘un ekstraseliiler olarak trettigi kitinaz enziminin
optimum sicaklig1 40°C olarak bulunmustur. Enzim aktivitesi 40°C’de, pH 7.0°de pik
yapmustir. Bugiine kadar kitinaz enziminin optimum sicaklig1 hakkinda bir¢ok caligsma
yaptlmistir. Bhushan (2000) yaptigimiz calismadan farkli olarak Bacillus sp.’lerin
optimum sicakligiin 50°C oldugunu sdylerken; Yuli et al. (2004) Bacillus sp.’ler igin
optimum sicakligin 60°C oldugunu ve benzer sekilde Lee et al. (2006)’da 60°C
oldugunu soylemislerdir. Gurav et al. (2017) g¢alismalarinda Bacillus pumilus ‘un
ekstraseliiler kitinaz enziminin optimum sicakliginin 40°C oldugunu ifade etmislerdir.
Yaptigimiz ¢alismada da benzer sonu¢ bulunmus ve Bacillus pumilus’un gii¢lii bir
kitinaz enzimi lreticisi oldugunu tespit ederek tezimizi desteklemektedir. Vahed et al.
(2017) de yaptiklar1 calismada UV 1s1nlama kombinasyonu kullanilarak kitinazin termal

stabilitesinin arttirilabilecegini gdstermistir.
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Wiwat et al. (1999) Bacillus circulans ‘i optimum kitinazin1 40°C, Kuzu (2008) HBK-
51 susu kitinli (%1 kolloidal kitin) besiyerinde iiretilmis enzimin aktivite gosterdigi
optimum sicakligin 110°C oldugu tespit edilmistir. Bhushan ve Hoondal (1998) Bacillus

‘larin kitinazlarinin 44-55°C optimum aktivite gosterdiklerini soylemislerdir.

Kitinaz enzimini ilireten mikroorganizma suslarinin dogal kaynaklardan izole edilmesini

endiistriyel boyutta inceledigimizde;

a-pH’nin ndétr durumda olmasi teknolojik ¢alismalarda 6zen gosterilmesi gerektigini
vurgulamaktadir. Substrat olusumunda bu uygulamanin dikkate alinmasi1 gerekmektedir.
Ayrica kitinaz enzimimizin optimum sicaklik aktivitesinin de yiikseltilmesi gerekebilir.
Bu tirden calismalar yapilmis olup (Vahed et al. (2017) biyoteknolojik olarak
B.pumilus bu uygulamaya uygun bir bakteridir. Ancak dogal kaynaklardan izolasyonu
ve GRAS listesinde olmasindan dolay ¢esitli endiistriyel uygulamalarda (gida, ilag vs.)

kabul gérmesi acisindan bakterimizin 6nemi biiytiktiir.

b-Yiiksek diizeyde enzimatik aktiviteye sahip tiirlerin seleksiyonu ve buna bagli olarak
insektisidal aktivitenin tespiti ile 6zellikle kitin bakimindan zengin atiklarin biyolojik
olarak pargalanmasi 6nemli bir ekolojik kazang saglayacaktir. Bhattacharya et al. (2017)
gibi bilim adamlarinin yaptiklar: ¢alismalarla teyit edilen biopestisid olma yonii de bu
bakterinin agiktir. Bioinsektisit (Wiwat et al. (1999); Bhushan and Hoondal (1999)) ve
biofungusit (Gurav et al. (2017); Rishad et al. (2017)) seklinde, biyolojik kontrol
ajanlar1  olarak da yararlanilabilecektir. Yiiksek kitinaz aktivitesi gosteren
mikroorganizma tiirlerinin identifikasyonu ve seleksiyonu gergeklestirildigi takdirde, bu
mikroorganizmalarin enzim {ireticileri olarak kullanilmalar1 veya atik materyallerden
biomass Tlreticisi olarak yararlanilmalarina olanak saglayacaktir. Kimyasal olarak
hazirlanmis ve satisa sunulmus, halen kullanilmakta olan pek ¢ok insektisidin hayvan ve
insan saghgi izerinde yaratmis oldugu birtakim saglik problemleri kismen
coziimlenebilecek, Ozellikle kanserojenik ve teratojenik  Ozellik  tasimayan

biopestisidlerin iiretilebilmesi saglanabilecektir.



44

c-Ozellikle tipta, mantar enfeksiyonlarinda, saglk igin hi¢ bir toksik etkisi olmayan
topikal kullanima uygun anti-fungal preparatlarin iretilmesinde mikrobiyal kaynakli

kitinaz kullanimi saglanmis olacaktir.

Kitinaz enziminin, alkali kosullara ve sicakliga kars1 gii¢li bir sekilde islev
gorebildiginden dolayr biyoteknolojik uygulamalar ve yem sanayi icin yararl
olabilecegi ve bu bakterinin bu enzimi endiistriyel kosullarda ¢ok gii¢li bir sekilde
tiretilebilecegi ve bioreaktorlerde kullanima agilabilecegi diisiiniilmektedir. Toksisitesi
olmayan bu bakteriden iretilmesi sanayide (gida vs.) genis kullanim alanlari da
bulabilecektir. Kolay ve hizli iiretilmesi nedeniyle de tercih sebebi olabilecegi

distiniilmektedir.
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