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Bu calismada kitinaz Ureticisi Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susu
kitin iceren dogal ortamdan izole edilmis, biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerin yamsira
yag asiti ve 16S RNA dizi analizlerine gére tarilanmustir.

B. thuringiensis HBK-51 susunun kiltir slpernatantindan 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 inkibasyondan sonra; pH 9.0-12.0
araliginda (%98 kalan aktivite) ve 110 °C’ de (%96 kalan aktivite) yiksek dizeyde aktivite
gostermistir. Bu Ozellikleri dikkate alindiginda; hipertermofil-termostabil ve alkali olarak
tanmmlanmustir. %12'lik SDS-PAGE andlizi ile 50 ve 125 kDa boyutlarinda enzimin 2
izoformu saptanmustir. NiCl, (%32), KCI (%44) ve CuCl, (%56) gibi metal iyonlar: 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 Ureticisi olarak
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek 6nemli  bir sustur. Uretilen enzim,
biyoinsektisit/fungisit olarak, kitin igeren atiklarin biyodegradasyonunda ve kitobioz
Uretimini iceren prosseslerde kullanilabilecek 6zelliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kitinaz, Bacillus, Bioinsektisit, Biodegradasyon
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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 wdl as in the
biodegradation of chitin wastes and chitobiose production.

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

1.GIRIS

Enzimler, canli hicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilmelerine
ragmen, aktivite gostermeleri icin hiicre icinde bulunmalar: gerekmez. Enzimler cesitli
amaclarla kullamlmak Uzere gunlik ve ekonomik hayatta Onemli dizeyde
kullamlmaktadirlar. Ekonomik sahalarda; ekmek, bira ve peynir Uretimi gibi, gtnlik
yasamda, temizlik aanlarinda, ayrica tipta teshis ve tedavide Onemli rol
oynamaktadirlar. Kimya endustrisinde, gida proseslerinde, ziragtta ve hatta biyolojik
savasta da pek cok kullamm alanlart bulunmaktadir. Endistrinin hemen her alaninda
kullanilan enzimler genelde mikroorganizmalardan elde edilirler. Cinkt mikrobiyal
enzimler; bitkisel ve hayvansal ayrica kimyasal olarak Uretilen enzimlere gore 6nemli
avantgjlara sahiptirler. Katalitik aktiviteleri gok yuksektir, isenmeyen yan Urinler
olusmaz, daha stabil ve ucuzdur, ayrica bir Uretim prosesinde g¢ok fazla miktarda
Uretmek mumkinddr (Zeman ve Mcreg, 1985; Wiseman, 1987). Mikroorganizmalar
Uremeleri, metabolizmalari ve otoliz olaylarimin gergeklesmesi icin pek ¢ok enzimi
sentezler. Bu enzimlerin ¢ogu hicrenin icinde c¢evreden korunmus olarak is
gOrmektedir. Fakat bazilar1 hiicrenin disina salgilanarak etkinligini gosterebilir, bunlara
ekgtraselltler enzimler denir. Ekstrasellliler enzimler, ortamda bulunan yiiksek molekil
agirlikli besin maddelerini hidroliz ederek mikroorganizma tarafindan amnabilir forma
dondsturdrler. Bu enzimlere genel olarak hidrolazlar denir. Ekstraselliler enzimler
mikroorganizmanin Uredigi/Uretildigi ortama salindigi igin, ortamin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerine kars1 kendisini stabil kilan bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekir.
Mikroorganizma icin gerekli, ise fazla miktarda Uretilebilir, sz konusu enzimin
substratr ortamda bulunursa enzim Uretimi indiklenebilir. Bu 6zelligi sayesinde,
ektsraselluler enzimler endistriyel aanlarda kullamlmak icin uygun ve vazgegilmez
molekiller haline gelmistir. Guniimizde mikrobiyal enzimlerin pek g¢ogu Onemli
arastirma konusu haline gelmis, dinyanin hemen her yerinde Uretilmeye, sanayi,
endustri alamnda kullamilmaya baslanmistir. Endistri alaminda kullanilan pek  ¢ok
mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine ait tirler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir
(Kalisz, 1988).



1. GIRIS Secil BernaKUZU

1.1. Kitin veKitinazlar

Kitin polimerleri boceklerin dis iskelet yapilarinda, Crustacea larin
kabuklarinda, birgok mantar ve olgun hiicre duvarinda ve nematodlarda yapisal
element olarak (Chanpen ve ark., 1999) bulunan ve N-asetil glukozamin
rezidulerinin B,1-4 baglanmasi ile olusmus bir polisakkarit olup en ¢ok goérilen dogal
polimerlerdendir.  Kitin formlart uzun diiz zincirler ihtiva eden yapilardir. Bu
sebepten seltiloza benzer bir 6zellik gosterir, fakat yapisinda seltilozdan farkl: 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 icin baglayici gérev yapar. Bu kopolimer eger %7 den daha az
azot ihtiva ediyorsa kitin olarak tammlanir. Mucor rouxii’den elde edilen kitin
deagilaz (deacylase), kitinin, kitosan ve asetik asite hidrolizini katalizler. Cozinebilir
kitosamin molekiler agirligi yuzbinlerce hatta iki milyon dalton kadar olabilir
(Zikakis, 1998).

CHOH

8]
H KT-I B O0H
OH H
OH % H
H MH

=0}
CH,

Sekil 1.1. Kitinin agik formalt

Kitinazlar organizmalar arasinda oldukga yogun bir dagilim gosterir. Bu
dagilim bakteriler, mantarlar, yuksek bitkiler, bocekler, kabuklular ve bazi
omurgalilart icermektedir (Jeuniaux, 1966; Flach ve ark., 1992). Kitinazlarin bu
organizmalardaki rolleri ¢ok ¢ssitlilik gosterir (Shubakov ve Kucheryavykh, 2004).
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Orn; mantar, kabuklu ve boceklerde organizmanin modifikasyonunu saglar.

Bitkiler, mantarlara kars1 savunma mekanizmasi olarak Kitinaz Uretirler.
Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini pargalar. Kitinaz geninin bitkilere transferi ile
elde edilen transgenik bitkiler fungisid ve insektisid 6zellikler kazanmakta ve bdyle
transgenik bitkiler kendileri icin patojen funguslarla ve boceklerle savasabilmektedir.
Dogal olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran baz: bitkiler bilinmektedir. Orn;
akcaagag, siyah, kirmizi ve beyaz mese agaclarinin saglikli gdvde ve kok
dokularinda p-1,3-glukanaz ve kitinaz varlig: 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 yapist

Saglam ve sert bir madde olarak boceklerin ve salyangoz gibi yumusak
canlilarin dis iskeletini olusturur. Her sene pek ¢ok deniz canlisinin evi ve siginagi
olan bu kabuklarin trilyonlarcasi iglerindeki canlinin 8lmesi sonucu okyanus ve deniz
diplerine dolmaktadir. Bu ortamlardaki Kitin parcalayici organizmalar sayesinde,
onemli bir biyolojik aritim olmaktadir. Ozellikle Vibrio furnisii olarak isimlendirilen
bakteriler deniz ve okyanuslarda en 6nemli Kitin parcalayici bakteriler olarak gorev
yapmaktadirlar. Bu bakterilerin Uretmis oldugu kitinaz bir dizi kimyasal islemden
sonra  kitini  glikoz ve amonyak haline donustirdrler. Kitinazlar  yiksek
organizasyonlu bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Bu
enzim; domates, soya faslllyesi, bugday kepegi gibi bitkilerden izole edilmistir ve
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Streptomyces (Ozellikle S. griseus) Serratia ve Aeromonas tirleri potansiyel
ureticileridir. 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]) dretilmistir. Bu enzim glukozamin  polimerlerini  igeren
mikroorganizmalarin duvarint pargalama yetenegindedir (mantarlar kitin duvar
icerir) (McClery ve Matheson, 1987).

Bakteriler tarafindan Uretilen kitinaz ise, kitini karbon (C) ve enerji kaynagi
olarak kullanma amacina yoneliktir (Roberts ve Selitrennikoffh, 1988; Goodey,
1990; Leah ve ark.,, 1995). Endokitinazlar, ekzokitinazlar, beta-N-Asetil-
glukoaminidazlar ve kitobiazlar olarak simflandirilan kitinazlarin, kitin ve onun
turevlerini parcaladiklart bilinmektedir. Endokitinazlar kitin polimerini igten
parcalayarak ekzokitinazlar da kitobiozu bir uctan salivererek islev gorirler. Beta-N-
asetil glikozaminidaz N-asetil glikoz amin monomerlerini kitinden c¢ikarir bu
durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine hidroliz eder. Kitinazlar birgok
mikrobiyal tdrlerin blnyesinde barinmaktadir. Serratia, Bacillus, Vibrio tirlerinin
birgok kitinolitik enzim salgiladiklar1 ve kitin baglayan protein ihtiva ederek bunlarin
kitini sinerjitik olarak parcaladigi ve eksraselller gcevreye salgiladiklar: bilinmektedir
(Bassler ve ark., 1991; Tomassen ve ark., 1992; Watanabe ve ark., 1992; Suzuki ve
ark., 1998). Bacillus tirleri arasinda kitinaz ve kitobiaz dagilimi incelenmis ve
Bacillus licheniformis 2X-70 susunda termostabil kitinaz aktivitesi oldugunu
saptamustir (Rojas-Avelizapa ve ark., 1999). Bacillus circulans yaban tipi (wild type)
12 susu kdltdr besi yeri icine kitinazi salgilama yetenegindedir. Bakteri icerisinde
tesvik edici subsrat olarak kitin ihtiva eden besi yerinde Uretildigi zaman, 6 ayri
kitinaz enzimini salgilamakta ve enzim kdltirin sUpernatantindan  elde
edilebilmektedir. Kitinaz A-1'in kitine kars1 yuksek dizeyde affinitesi oldugu ve
kitinaz sistemi igerisinde Kkitinazi parcalamasi acisindan 6nemli  oldugu
distuntlmektedir (Watanabe ve ark., 1992). Bacillus circulans 4.1 susunun Kitini
yiksek pH'da (6-12.0) parcaladigi ve bu organizmadan Kitinazin kisim kisim
saflastirilarak elde edildigi ve elde edilen kitinazin da glve larvalar1 Gzerine toksik
etkili oldugu saptanmustir. Bacillus thuringiensis'in bocekler Uzerindeki toksisitesi
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kitinaz kodlayan gen tarafindan artirilabilir (Rojas-Avelizapa ve ark., 1999).

Kitin ve proteinden zengin deniz Grtnleri, pek c¢ok Ulkede blyUk
miktarlarda yenilebilir kaynaklari olusturmaktadir (Muzarelli ve ark., 1986).
Meksika' da karides Uretimi yilda 60.000-80.000 ton arasindadir, bas kisimlari 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 yiksek dizeyde mevcudiyeti karides kalintilarinin, bazi tlkelerde
kitosarvkitin Uretimi icin ham materyal olarak kullamimasim saglamaktadir. Bu
bilesiklerin eczacilik, gida, tip ve sularin aritilmasi gibi genis bir alanda kullamimasi
s0z konusudur (Muzarelli, 1977; Allans ve ark., 1984; Muzarelli ve ark., 1986;
Uchida ve ark., 1989). Karides atiklar1 aym zamanda kultir besi yerlerinde katki
maddesi olarak (Stephens ve ark., 1976) hayvansal besinlerin hazirlanmasinda
protein ve pigment ekstraksiyonu icgin (Oke ve ark., 1978), toprakta nematod
populasyonunun azaltilmasinda (Brown ve ark., 1981), tek hiicre proteini Uretiminde
(Revah-Moiseeu ve Carroad, 1981) ve enzim immobilisazyonunda (Chen ve Weng,
1983) kullaniimaktadir. Genelde kitin-protein icerikli atiklar biyoteknolojik prosesler
icin blydk bir potansiyeldir.

1. 2. Bacillus

Bacillus tdrt, aerob, sporlu cubuklar ailesinde bulunurlar ve genelde
gram pozitif boyamirlar. Vejetatif formlart diz, kenarlar: birbirine paralel, ucu
yuvarlak veya kint biten, 0.5-1.2um eninde 2.5-10pum boyunda basillerdir. Tek
tek veya uzun zincirler seklinde goralurler (Ustagelebi, 1999). Turlerinin hepsi
1siya dayanikli spor dretme yetenegindedirler. Sporlart silindirik, elipsoidal,
kiresel olabilir ve santral, subterminal veya terminal konumda bulunurlar.
Bacillus anthracis digindakilerin hepsi saprofitik ve genellikle patojenik degildir.
Tipik olarak aerobiktirler fakat bazilar1 fakiltatiftir. Mezofilik cinsler cogunlukta
olsa da zorunlu termofil, psikrofil, asidofil ve halofil cinslerde bulunur. Turlerin

cogunda hareket peritrik kamcilar tarafindan saglanur.
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1.3. Enzimler

Enzimler, canli organizmada olusan tim reaksiyonlarin hizli bir sekilde
koordine edilmesini saglayan protein ana yapili spesifik biyokatalizorlerdir. Tam
canlilarda bulunan bu enzimler hicrelerde gergeklesen birgcok biyokimyasal
reaksiyonun Kkatalizini canli hiicreye zarar vermeden ve hizli bir sekilde
gerceklestirir. Enzimler metabolizmada yapim, yikim, hidroliz, elektron aktarimi
gibi olaylarda gorev alirlar. Kimyasal katalizorlere kiyasla sahip olduklart
katalitik guc, spesifiklik ve diizenlenebilirlik 6zelliklerinden dolay: da avantajl
molekillerdir. Uygun kosullarin saglanmas: durumunda da enzimler in vitro
olarak da katalitik etki gosterebildikleri icin pek c¢cok alanda da
kullanilabilmektedirler.

Enzimler binlerce yil 6ncesinden bu yana insanliga hizmet etmis olup ilk
biyoteknolojik islemler olarak kabul edilen ekmek, yogurt, bira, sarap, peynir
gibi  drinlerin  hazirlanmasinda bilinmeden kullamlmglardir.  Gegtigimiz
ylzyildan itibaren ise enzim alamnda yapilan calismalar arttirilmstir.
Spallanzani (1783) tarafindan atmaca mide suyunun eti yumusattiginin
bulunmasi, Kirchoff (1811)’ un bugday nisastasinin zamanla dekstirn ve sekerlere
dondstigini belirlemesi, Robiquet, Boutron ve Chaland (1830)'in amigdalinin
ac1 badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmeleri, Payen ve Persoz (1833) un
nisastay1 sekere donustiren bir maddeyi alkol ¢oktirmesiyle elde etmeleri ve
hiucre dis1 enzimatik aktivitenin varliginin anlasilmast enzimoloji alaninda
yapilan ilk temel calismalar olmustur (Aehle, 2004).

Enzimler kesfedildikleri ilk yillarda ferment olarak adlandirilmis olsa da
ilk kez Berzelius (1838) enzimler icin katalizor (biyokatalizor) ifadesini
kullanmis ve ardindan Kinhe (1878) enzim terimini kullanan ilk kisi olmustur.
1800’ Iu yillarin sonuna dogru Emil Fischer enzimlerin subastratlarina olan
Ozgunliklerini ortaya koyarak anahtar-kilit modelini tanimlamig ve bazi temel
kavramlarin enzimoloji alamna girmesini saglamistir. Summer (1926) 1n
kristalize formda Ureaz enzimini ilk olarak elde etmesiyle enzim saflastirma ve
kristallendirme calismalar1 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 molekdl kdtlelerine gore ayriminin yapilabileceginin belirtilmesi,
1960 yilinda rubonikleazin aminoasit dizisinin aydinlatiimasi, 1965 yilinda
lizozimin 3 boyutlu yapisiin  X-isinlar1  kristalografisi ile belirlenmesi
enzimlerin kimyas: ve yapisi alanindaki ilk caligmalar olmustur. 1950-1960
yillar1 arasinda yapilan enzimolojik g¢alismalardan enzimlerin yapisal esnekligi
ile ilgili bilgiler ortaya ¢cikmis ve 1958 yilinda Koshland, enzimlerin katalitik
gicu ve 6zgunligund agiklamak tzere indiklenmis uyum (induced fit) modelini
Onermistir. Aminoasit prekirsorlerinden ribonukleaz enziminin kimyasal olarak
sentezi ilk kez Merrifield ve ark. (1969) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
alanda yapilan 6nemli bir gelisme olmamasina ragmen hazirlanan preparatin
katalitik aktivitesi ve kimyasal saflig1 oldukc¢a dustk olmustur.

Enzimler kullanim amaclarina gore 3 grupta toplanabilir

1-Uretime yonelik cesitli reaksiyonlarin katalizinde kullanilan saflik
dereceleri dustk olan endistriyel enzimler,

2-Bilimsel arastirma ve analitik amacla kullamlan saflik dereceleri
yuksek analitik enzimler,

3-Cesitli  fizyolojik hastaliklarin tedavisinde kullamlan ve saflik
derecesi oldukca yuksek klinik enzimler.

1.3.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler kimyasal yap1 bakimindan protein ana yapili molekullerdir.
Fakat bazi enzimlerde, proteine, protein olmayan daha kicik organik ve ya
anorganik molekdllerin baglanmasiyla olusmus proteid yapisi da stz 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 kofaktdr denir. Koenzim ise, enzimlerin aktivite gosterebilmek igin
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gereksinim duyduklari kompleks organik molekdllerdir.

substrabe protein 1 ?pprﬁeﬁm

v
-1

= (nonprofein portion) = N R . "
BpoanIyma haloenoyme vitamin, mineral, ve.)

{proten portion] {whole anzyme)

Basit enzim Bilegik enzim

Sekil 1.3. Enzim-Substrat yapist

Enzimlerin protein kismi diger dogal proteinlerde oldugu gibi 20 dogal
amino asitin peptid baglariyla baglanmas sonucu olusmustur. Ancak ¢ogu
enzimde, translasyon sonrasi modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan
amino asitlerin yan zincirlerinde (R-gruplar)) bazi kimyasal degisiklikler
meydana gelebilmektedir. Bu durumda protein zincirine karbonhidrat, lipid,
gesitli organik molekuller ve ya metal iyonlari baglanmaktadir. Enzimlerin
yapilarinin aydinlatilmasinda ilk adim primer (birincil) yapisinin yani protein
kisminin amino asit dizilis sirasinin  aydinlatiimasidir. Dogal proteinlerin
yapisina giren 20 amino asit mevcuttur ve bunlar birbirlerine kovalent olarak
peptid baglar: ile baglanirlar. ikinci adim, polipeptid zincirinin yapidaki amino
asitlerin R gruplar1 dikkate alinmaksizin uzaydaki konformasyonu yani sekonder
(ikincil) yapinin belirlenmesidir. Ikincil yapimn olusumunda 6zellikle zincir ici
ve zincirler arasi olusan hidrojen koprii baglar: onemlidir. Uglincii adim ise ¢
boyutlu yapinin olusumunda etkili rol oynayan tersiyer (Uguncul) yapinin
belirlenmesidir. Tersiyer yapi, zincirdeki aminoasitlerin R gruplarimin da dikkate
alinarak uzaydaki konumunun belirlenmesidir. Bu yapiy1 belirleyen baslica
etmenler; hidrojen baglari, disulfit baglari, iyonik etkilesimler ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Birden fazla alt birim (peptid zinciri)den olusan enzimler de
(oligomerik  yapil1)  dordinci adim  kuarter  (dordidncil)  yapinin
aydinlatiimasidir. Doérdincul yapi, alt birimler arasindaki iliski ve toplam
moleklilin uzaydaki konformasyonudur. Bdyle bir enzimin alt birimleri
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varyasyonu ile izoenzimler tlrer. Izoenzimler, izozimler olarak da adlandirilir ve
aym reaksiyonu katalizleyen, farkli birincil yapiya sahip, aym organizmada
olusan iki ya da daha fazla enzimdir. Enzimlerin 3 boyutlu yapilar1 giniimizde
x-1isinlar1 kristalografisi ile ayrintili olarak aydinlatilabilmektedir. Bunun igin
oncelikle enzimin saf kristalize formuna ve primer yap: bilgisine ihtiyag duyulur.
Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. Enzim molekdltnin belirli bir
bolgesinde enzimatik reaksiyonun gergeklestigi bir merkez bulunur. Bu merkez
aktif merkez olarak adlandirilir ve daima bir oluk ve ya yarik seklindedir.

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 baglandigi bir baglanma bolgesi ve bir de katalitik
dondstme ugratildig: katalitik aktivite bolgesi bulunur (Y 1ldirim ve ark., 2007).

1.3.2. Enzimlerin Kod Numaralarina Gore Siniflandirilamasi

1961 yilinda enzim komisyonunun hazirladigi rapora gore enzimler
katalizledikleri reaksiyon tipine gbre 6 ana sinifa ayrilmis ve bu siniflarda yer
alan her enzim 4 rakamdan olusan bir enzim kod numarasi (EC no) ile ifade
edilmistir. EC numarasinin ilk rakami enzimin alti ana siniftan hangisinde yer
aldiginm, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yapi1 ve fonksiyonel grubu, Ggtincl
rakam alic1 grubu (akseptor) ve dordinci rakam ise o serideki sira numarasini
ifade eder (Cizelge 1.1)
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Cizelge 1.1 Enzimlerin kod numaralarina gore siniflandirilmasi

1. Oksidorediktazlar

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
15 CH-NH grubuna etki edenler

2. Transferazlar

Fonksiyonel gruplarin transferinde gorev

yaparlar
2.1 C1- gruplarini transfer edenler
2.2 Karbonil gruplarini transfer edenler
2.3 Acil gruplarini transfer edenler
24 Glikozil gruplarini transfer edenler
2.5 N- iceren gruplari transfer edenler
2.6 Fosfat gruplarini transfer edenler
2.7 S- iceren gruplar 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 cifte bagin olugum

reaksiyonlarini katalizlerler
4.1 C-C liyazlar
4.2 C-O liyazlar
4.3 C-N liyazlar
5.izomerazlar izomerlesme reaksiyonlarini katalizlerler

51 Rasemazlar
5.3 Intramolekdiler oksidorediiktazlar
54 intramolekiler transferazlar

6.Ligazlar Sentez reaksiyonlarini katalizlerler
6.1 C-O bagini olugturanlar
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 Simiflandiriimasi (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

) A.niger, A. awemori, Endomycopsis sp.,
Glukozamilaz

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

) ) B. licheniformis, B. subtilis, B.
Bacterial alkalin proteaz ] ]
amyloligefaciens

Fungal proteaz A. niger

Mucor miehei, Mucor, Pusillus,

Rennet
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

11
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5. IZOMERAZLAR

] Bacillus coagulans, Actinoplanes
Glukoz izomeraz i )
missouriens

6. LIGAZLAR

1.3.3. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzimlerin 6nemli bir uygulama alani endustrideki kullanimlaridir.
Cunkd, klasik kimyasal katalizorlere gore endustriyel katalizorler olarak
enzimler 6nemli bazi avantajlara sahiptirler (Goodenough ve ark., 1995).

e Yuksek dizeyde substrat 6zginligu, istenmeyen yan Grdnlerin
olusumunu elimine ederken materyal maliyetini dustrir ve c¢evre sorunu
yaratmaz.

e Baz stereo0zgun rekasiyonlar enzimler olmadan
gerceklestirilemezler.

e  Operasyon kosullarinin 1siya duyarli substratlart bozma olasiligini
azaltir ve operasyonun korozyon etkilerini ve enerji gereksinimlerini disdrtr.

e Reaksiyon hizi yiksek ve maliyeti disuktir.

Ensistriyel alanda kullamilan enzimlere o©rnek olarak proteolitik
enzimler, amilolitik enzimler, glukoz izomerazlar, pektolitik enzimler, selllazlar
ve galaktozidazlar verilebilir.

Enzimlerin diger bir Onemli uygulama alanlart klinik amagl
kullanimlaridir. Medikal alandaki uygulamalara ©Ornek olarak; genetik
bozukluklarin, dolasim hastaliklarinin, kanserin, sindirim yetmezliginin tedavisi,
yara temizligi ve tedavisi, ilag tasarimi verilebilir. Bu amagla amilaz, papain,
pepsin, lipaz1 selllaz, tripsin ve ribonikleaz gibi pek ¢ok enzim kullanilmaktadir
(Hebeda ve Hui, 1992).

Enzimler in vitro kosullarda da oldukga etkili katalizérler olduklar: igin
genetik muhendisliginin de vazgecilmezleridir. Bu alanda kullanilan enzimler,

12
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hiicrede DNA replikasyonu ve transkripsiyonu, istenmeyen ya da yabanci DNA
molekullerinin yikimi, mutant DNA’nin onarimi ve rekombinasyon gibi cgesitli
yasamsal olaylarda 6nemli rol oynamaktadirlar. Genetik mihendisliginde
kullanilan enzimler baglica 4 grup altinda toplanirlar (Favaloro ve ark., 1980).
Nukleazlar; nikleik asit molekillerini kesen, boylarini kisaltan ve ya

parcalayan enzimlerdir. Bunlar ekzo- ve endonukleazlar, restriksiyon
endonukleazlaridir.

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

Polimerazlar; nikleik asitlerin kopyalarint hazirlayan enzimlerdir. E.

coli DNA polimeraz I, reverse transkriptaz, terminal transferaz, termolabil DNA
polimeraz gibi.
Modifikasyon enzimleri; kimyasal gruplari ekleyen ya da ayiran

enzimlerdir. Alkali fosfataz, polinikleotid kinaz gibi.

Cizelge 1.3 Enzim Kaynaklar: ve Kullamm Alanlar1 (Madigan ve ark., 1997)

. KULLANILDIGI . .
ENZIMLER KAYNAK ENDUSTRISI
YER
) ) Mantar
Amilaz (nigastayi
Ekmek Finn
pargalar)
Bakteri Nisasta tabakasi Kagit
Mantar Surup ve glikoz Yiyecek
Dusuk 1sida
Bakteri camasir Kolalama
kolalamada
Sindirime yardimci .
Mantar ) llag
ilac
Kumas
Bakteri tabakalarinin Tekstil
uzaklagtiriimasi

13
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Lekelerin
Bakteri uzaklastiriimasi, Camasir
deterjanlar
Proteaz(protein
Mantar Ekmek Firin
parcalayicr)
Bakteri Leke uzaklastiric Kuru temizleme
Bakteri Yara temizleyici ilag
Kumas
Bakteri tabakalarinin Tekstil
uzaklastiriimasi
Bakteri Ev deterjani Camasir
Bakteri Etin yumusatiimasi El
Invertaz(stikroz )
Bira mayasi Yumusak sekerler Seker
parcalayicr)
i ) Y ksek fruktoz o
Glukoz izomeraz Bakteri Hafif ickiler
Misir surubu
. Glukoz _
Glukoz oksidaz Mantar Yiyecek
uzaklagtirma
Oksijen ]
Yiyecek
uzaklagtirma
Diabetliler igin ilag ilag
i Sikistirma o
Pektinaz Mantar Icki, meyva suyu
saflastirma
. Satun ]
Rennin Mantar . Peynir
koagulasyonu
) ) Kumas yumusatici, )
Seliloz Bakteri ) Deterjan
Parlatici, deterjan
. . Sithane,
Lipaz Mantar Yag! parcalar
¢amasirhane
Laktaz Mantar Laktozu, glukoz ve | Sithane, besinler
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galaktoza parcalar

PCR ve DNA Biyolojik

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

1.4. Elektroforez

Belli bir elektrik yikine sahip biyomolekillerin elektriksel bir alanda
“sahip olduklar: elektrik yUkine bagli olarak” anod veya katoda go¢ etmeleri
prensibine elektroforez denir (Vesterberg, 1993).

Molekullerin elektriksel alanda go¢ etmeleri molekiler agirlik,
molekuler konformasyon, ortamin pH’si, kullamlan ayirma ortaminin por ¢api,
sicaklik, elektroforez zamam, uygulanan akim siddeti gibi c¢ok farkl
parametrelerden etkilenmektedir (Maniatis ve ark., 1982; Walker ve ark, 1988).

Biyolojik materyallerin separasyonu, determinasyonu, molekuler
agirhiklarinin saptanmas: ve farkli 6zelliklerin ortaya konmasi amaciyla, SDS-
PAGE (sodium-dodecyl-sulphate polyacrylamide gel), 1EF (lzoelectric-
focusing), Agaroz jel elektoforezi (agarose gel), kapiller jel elektroforezi
(capillary gel electrophoresis), Gradient-PAGE, Pulsed-Field jel elektroforezi
gibi cok farkl: elektroforez uygulamas: 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 tGstunltkleri vardir: kiclik ya da orta boydaki
(=1 x 10° Da a kadar) niikleik asitler ve proteinler icin yilksek ayristirma giictine
sahiptir; oldukca blyuk boyuttaki 6rnekler icin uygundur; go¢ eden molekillerle
ayirma ortami arasindaki etkilesim en dustk duzeydedir; ayirma ortam fiziksel

olarak oldukca kararl1 ve dayaniklidir.
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Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, ornekteki bilesenlerin daha
iyi ayrilmalarina yol agar, ¢inkii ayrim hem molekiler elekleme hem de
elektroforetik harekete dayanir. PAGE’in, jel gecirgenlik kromatografisinden
farki, poliakrilamid jelde kiclik molekillerin buyik molekillerden daha hizli
hareket etmeleridir (Sambrock ve ark., 1988; Bonnie, 1990).

Poliakrilamid jeller akrilamid ve c¢apraz baglayict N,N’-metilen-bis-
akrilamidin  serbest radikal polimerizasyonuyla hazirlanir.  Kimyasal
polimerizasyon bir baglatici-katalizor sistemi (AMPS-TEMED) tarafindan
gerceklestirilir. Fotokimyasal polimerizasyon, UV 1sin1 ve riboflavin kullanilarak
gerceklestirilir.

SDS anyonik bir deterjandir ve proteinlere sikica baglanarak denatiire
eder ve molekulin negatif yukuni artirir. Protein molekilleri negatif yuklu
oldugundan SDS-protein kompleksleri elektroforez ortaminda anoda dogru goc
eder. Ayrica biyomolekillerin ¢cogu negatif yUkli oldugundan elektroforez
sirasinda anoda dogru hareket ederler bu yuzden elektroforez genellikle bazik
pH’da (8.0-8.3) gerceklestirilir. Analiz edilecek 6rnek, bir izleme boyas: ile
(Brom-Phenol Blue) birlikte jelin ust 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. Molekller agirlik hesaplamalar1 yapilacak
uygulamalarda jeldeki kuyucuklardan birine marker protein uygulamr. Marker
proteinin jelde goc ettigi mesafe, ornekler ile kiyaslanarak molekiler 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, ¢ift iplikli olan DNA molekillerine
plazmid denilir. Plazmidler bakterinin Gremesi i¢in gerekli olan temel genleri
tasimazlar. Buna Kkarsilik bakteriye uygun olmayan ortam kosullarinda
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yasayabilme, cesitli toksik maddeler Uretme ve metabolize edebilme,
antibiyotiklere direnclilik ve antibiyotik sentezini gergeklestirebilme, patojenlik
0zelligi kazandirma gibi Ozellikleri saglayan genleri tasirlar.

Plazmid eliminasyonu herhangi bir karakterin plazmid tarafindan
kodlandigin: géstermenin en iyi yoludur. SOyleki; saf halde izole edilmis bakteri
kaltura antibiyotik direncliligi gosteriyorsa bu direnglilik geninin plazmid
Uzerinde tasinma ihtimali vardir. Plazmid eliminasyon testine maruz birakilmis
bakteri kaltarunden, direncliligini kaybeden (antibiyotige hassas hale gelen)
suslarin se¢ilmesi mimkin olabilmektedir. Boylelikle belirlenen bir dzellige ait
gen plazmid Gzerinde ise plazmid DNAsi bakteriden kolaylikla izole edilebilir.

Plazmid eliminasyonu amaci ile sicaklik, SDS ve intercalating boyalari
(ethidium bromid, akridin orange gibi) kullanilabilir (Hardy, 1993).

AMAC

Dogal ortamlardan (6zellikle kitin ihtiva eden gevrelerden), kitinaz Gretme
yeteneginde olan mikroorganizmalarin (Bacillus turleri) izolasyonu, saf kdltdrlerinin
hazirlanmasi, identifikasyonu, en yuksek kitinaz Uretme yeteneginde olan sustan
Uretilecek  kitinaz ~ enziminin  karakterizasyonu  amaglanmistir.  Enzim
karakterizasyonu icin; optimum pH, optimum sicaklik, pH ve sicaklik stabilite
tayinleri, SDS-PAGE’'de enzimin separasyonu, cesitli inhibitor ve aktivatorlerin
enzim aktivitesi Uzerine olan etkileri arastirilacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Shubakov ve Kucheryavykh, (2003), 9 filament6z mantar tlrt ve cinsi ile
kitinolitik aktiviteleri konusunda calismiglardir. Bunlar; Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Paecilomyces, Sporotrichium, Beaureia ve Mucor’'dur. Bu mantar
suslart %1 kitin iceren sivi besiyerlerinde uUretildigi zaman 0,2 U/mg (Sporotrichium
olivaceum, Mucor p) ile 4,0-4,2 U/mg (Trichoderma lignorum, Aspergillus niger)
oraninda degisen aktivite gosteren ekstraselller kitosan suslaridir.

Lee ve ark. (2006), Bacillus sp. DAU101'e ait kitinaz genini E.coli’ye
klonlamiglardir. Kitinazin optimum pH’st 7,5 ve optimum sicakligi 60 °C olarak
saptanmustir. Zn*? Cu*?, ve Hg*? metal iyonlari, kitinaz aktivitesini kuvvetli bicimde
inhibe etmistir. Fakat kitinaz aktivitesi Co™ ile 1,4 kat artmugtir. Enzim, glikol Kitin,
glikol kitosan veya CMC hidroliz edemedigi halde kolloidal kitin veya ¢ozllebilir
kitosan hidrolize etmistir.

Yuli ve ark, (2004), Endonezyamn Tompaso sicak su kaynagindan kitinaz
Ureten bir bakteri izole etmislerdir. 16SRNA sekans analizine gore; bu Gr(+), spor
Ureten, cubuk sekilli, bakteri Bacillus sp. 13.26 olarak adlandirilmistir. Bakteri
%?5'lik kitin iceren besiyerinde 72 saat 55 °C'de Uretildiginde ekstrasellller kitinaz
dretmistir. Enzimi NH,SO,4 (amonyum siilfat) yontemi ile saflastirmislar ve saf enzim
molekuler agirligit 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
aktivites: korunmustur. Zimogram analizleri ile de enzimin termal stabilitesi
dogrulanmistir. 80 °C’'de 1 saatlik inkibasyondan sonra enzim 6nemli derecede
korunmustur.

Vaidya ve ark. (2003), Alcaligens xylosoxydans tan kitinaz elde etmisler ve.
SDS-PAGE ve gel filtrasyon teknigi ile enzimin molekiler agirligim yaklagik 44-45
kDa olarak saptamiglardir. Enzim 50 °C'de ve pH 5'te optimum aktivite
gostermistir. PAGE'de tek bant goriilmiistiir. Kitinin Km degeri 3 g bulunmus.
5mM Cu*? ve Na* kitinaz aktivitesini %25 inhibe ederken ayn: konsatrasyonlarda
Ca'? Mg ve Ba'? etki etmemistir. Saflastirlin enzim Aspergillus niger misellerini
parcalamustir.
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Ramirez ve ark. (2003), kitinaz aktivitesini arttirmay1 amaglayan, Remazol
Brillant Blue R® ile boyanmus kolloidal kitinin kullammina bagli, kitinaz aktivitesini
artirmay1 amaglayan basit ve duyarli bir metod kullanmuslardir. Bu teknikte,
isaretlenmis kolloidal kitin, sivi besiyerinde karbon kaynagi olarak bulunuyorsa,
kitinolitik mikroorganizmalarin seleksiyonunu ve karsilastirilmasim saglamaktadir.
Kolloidal substrat orantili olarak ¢ozinmis ve boyayr serbest birakmistir ve
spektrofotometrede 595 nm de 6l¢llmuUstir. Bu calismada RBB’ nin kolloidal kitini
boyamasi ve fiksasyonu i¢in kullanilan prosedirler ve ticari chitin-azure substrati ile
kiyaslanmas: gosterilmistir. Boyalarin  serbest birakilmast sirasinda 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 igin
kullanlmastur.

Gohel ve ark. (2004), kitinaz aktivitesini gostermek icin poliakrilamid jel
elektroforezinden sonra Kitin agarda kitinaz aktivitess metodunu tanimlamuslardir.
Calcofluor white M2R, fluorescein isothiocyanate, rhodamine B, ruthenium red ve
congo red gibi farkli boyalar kitin agarda birlikte kullanilmustir. Poliakrilamid jel
elekroforezinden sonra jel farkli boyalar iceren kitin agara transfer edilmistir. 0.2 M
pH 5.0 olan asetat buffer, ince bir tabaka seklinde jelden plaga diflizyonunu
kolaylastirmak icin dokulmuistir. 7 saatlik inklibasyondan sonra kitinaz bantlar1 giin
151¢1 yada UV de gorunir hale gelmistir. 0.5 Gnitelik kitinaz birimlerini bile ayirt
edebildigi icin metod ¢ok duyarlidir. Boylelikle yontem, duyarli, hizli, kullansl,
guvenli ve ekonomik olarak tanimlanmustir.

Dahiya ve ark. (2005), Enterobacter sp. NRG4' U kitin iceren ortamda
Uretildiginde, kitinaz salgiladigim gostermislerdir. 60 kDa molekil agirligindaki
ekstraselUler kitinaz, karekterizasyon ve homojenizasyon igin saflagtirilmistir. Enzim
sismis Kkitini, kolloidal kitini ve glikol kitini hidrolize etmistir, fakat Kkitozam
hidrolize edememistir. Enzim Km ve Vmax icin sismis kitinde 1.43 mg/ml ve 83.33
MM/ug inhibe etmistir. Bu degerler kolloidal kitin icin 1.8 ve 40 mg/ml, glikol kitin
icin 2.0 mg/ml ve 33.33 uM/ug dir. Optimum sicaklik ve pH; 45°C ve pH 5.5 dir.
Mg*?, K* ve Ca, %13, %16 ve %18 oraninda kitinaz aktivitesini stimille ederken
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Cu, Co™ , Ag" veHg" 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. Saflastirilmuis enzimin hidroliz yolu kitinazin bir endokitinaz oldugunu
gostermistir.

Y alpani ve Pantaleone (2001), Kitozan, kitin, suda ¢ozunebilir kitin, kitin
azure ve o-(1—4)-poly(galactosamine) iceren aminoglikanlarin bir seri ticari enzim
preparatlarina duyarliliklarim incelenmistir. Beklenmedik sekilde cok sayida enzim
preparasyonlart aminoglikan hidrolizi vermistir. Dikkat ¢ekecek derecede bu enzim
preparasyonlarimin bir kagi kitozana karsi Kitinaz ve lizozim gibi katalistlerle
kurulmus kitozonalitik aktivitelerle ona es ya da onu baskilayan litik aktivite
gogtermistir. Boylelikle doza yanit profillerinden temellenerek birkag proteaz pepsin,
bromelain, ficin ve pankreatin gibi kitozan hidrolizi ve lizozim preparasyonu igin
ticari kitinazlara gére daha yeterli katalist olmustur. Seltiloz, hemiseliloz, lipaz ve
proteaz icin kanit ise genel litik ajan yoklugunu akla getirmektedir. Boylelikle bu
enzim preparasyonlarimin kendi optimum sicaklik ve pH larinda litik aktivitelerinin
farklt profilleri incelendiginde substrat konsantrasyonlarina, substrat N-asetilasyon
derecelerine, molekiler agirlik fraksiyonlarina hassasiyetleri gbzlenmistir. Benzer
sekilde kitozan solusyonlari iki es zamanli enzime tabi tutuldugunda birkag enzim
icin hidrolitik yeterlilikte farkliliklar ortaya gikmistir. Kitozan hidrolizi aym zamanda
insan salyasi ile yapilan calismalarda gozlenmistir. pH 3 de 40 °C ‘de papain ve
hemisellloz preparasyonlarinda kitozan hidrolizi meydana gelmistir. Sonuglar,
maliyeti az enzimlerle kitozamn, kitinin ve diger aminoglikanlarin hidrolize
edilebilirligini gostermektedir.

Bhushan ve Hoondal (1999), Bacillus sp. BG-11'den saflastirilimus,
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 1Csp ve 48 pM dainhibe etmistir.

Frankowski ve ark. (2001), kitinolitik rizobakter Serretia plymuthica HRO-
C48 daha dnceden fitopatojenik fungi ajami olarak secmistir. Bir endokitinaz (E.C.
3.21.14), CHIT60 ve bir N-asetil-p-1,4-D-heksozaminidaz (E.C. 3.2.1.52),
CHIT2100, saflastirilmistir ve tanimlanmstir. 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 gosterir.
Aktivite, 10 pM Cu'*? varhiginda %80 inhibe olur. CHIT100 95.6 kDa agirhiginda 6.8
??7?pl ile monomerik enzim gorunimoundedir. Optimal aktivitess 43 °C de pH
6.6'dadir ve ortamda 10 pM Co+2 veya Cu+2 varliginda aktivitesi %90 artis
gogterir. CHIT 100 (100ug/ml) Botrytis cinerea da spor ¢imlenmesini % 28 ve
¢imlenme tlpl uzamasint %31.6 oraninda inhibe eder. 100pg/ml de CHIT 60 daise
etki daha fazladir. 100 mikrogranv litre ile ¢cimlenmeyi %78 ve ¢imlenme tipu
uzamasint %63.9 oraninda inhibe eder.

Steijn ve ark (2002), Insan salyasindaki kitinazi incelemislerdir. Kitin,
iceren oral patojenlere karsi savunma rolt gosterebilir. Periodontitis hastalarindaki
kitinazin aktivite seviyesi kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek ¢ikmustir. 5-6
aylik periodontal tedavi siresi boyunca bu enzimin aktivitesinde 3-4 kathk artis
gorulmistur. 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 aktivites arasinda baglant: bulunamamustir.

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

Bhushan, (2000), bir alkalofilik, cevrede yaygin bulunabilen
mikroorganizma olan Bacillus sp. BG-11 izole etmis ve tammlamistir. Bakteri
kitince zenginlestirilmis ortamda, 50 °C de 72 saatlik, siv1 batch fermantasyonda 76
U ml ml™ kitinaz Gretmistir. Saflastirilmus kitinin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile
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yaklasik olarak 41 kDa olarak saptanmustir. Hareketsiz(immobilized) kitinazin,
kitozan ve kalsiyum alginatdaki optimum pH’si 8,5 ve optimum sicakligi 50 °C’ dir
ve bu serbest enzimle aymdir. Hareketsiz kitinazin pH ve termostabilitesi 6nemli
derecede artmustir. Kitozondaki hareketsiz kitinaz pH 5 - 10 arasinda stabildir ve
kitozon- hareketsiz enzimin yar1 6mri 70, 80 ve 90 °C ve sirasiyla 90, 70 ve 60
dakikadir. Enzim-substrat resksiyonu sonucunda olusan son iriin **C- formu ile
tammlanmistir ve N-asetil-D-glukozamin en biyldk son drin olarak bulunmustur.
GlcNAc (GIeNAc ), , ve GIcNAs kitinaz aktivitesini 10 mmoll I konsantrasyonda
sirayla % 32, 25 ve 18 oranlarinda engellemistir. KCI, sodyum metabistlfit, sodyum
azid varliginda 4°C’de kitinazin raf 6mri 8 haftadir. Enzim proteaz ve allosamidine
direnclidir.
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3. MATERYAL VEMETOD
3.1. Materyal

Bu arastirmada kullamlan Bacillus suslari dogal ortamlardan izole
edilmistir.  Besiyerleri, c¢esitli  tamponlar, Kkimyasallar, shaker, santrif(j,
spektrofotometre, elektroforez sistemleri ve diger ekipmanlar kullanid mistir.
3.1.1. Bakterilerin Uretilmesinde K ullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. Kitinli LB Besiyeri (Luria-Bertoni Broth)

Kitinaz enzimi Uretmek icin ilk kdltdran (asilama amaciyla 24 h'lik kaltdr)

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

Bilesimi a/L
Maya 5
Tripton 10
NaCl 5
Koloidal Kitin 10

IM NaOH ile pH=7.0"a ayarlanms, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’'de 15 dk
steril edilmistir.

3.1.1.2. Jeloz Besiyeri

Bacillus suslarinin ilk izolasyon asamalarinda ve stok kdltdrlerinin
hazirlanmasinda kullanilmistir (MacFaddin, 2000).
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Bilesimi a/L
Pepton 10
Et Oziitu 10
NaCl 5

Agar 14

pH=7.0'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.3. N1 Besiyeri

Saf kultir olarak segilmis bakteri suslarimn  gogaltiimasi amaciyla
kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi a/L
Pepton 10
Et Oziitu 10
Maya 5
Glikoz

Agar 15

pH=7.0'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.4. CHDA Agar (Chitinase-detection agar)
Dogal ortamdan izole edilen bakteri suslarindakitinaz aktivitesini saptamak

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

koloidal kitin ilave edilerek hazirlanmustir.
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Bilesimi a/L
NaHPO,4 0.65
KH2>PO, 15
NaCl 0.25
NH,CI 0.5
MgSO, 0.12
CaCl, 0.005
Koloidal kitin 10
Agar 20

pH= 6.5 e ayarlanmig, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.5. Ure Agar

Kitinaz Uretme yetenegi yiksek olan suslarin identifikasyonu amaciyla,
biyokimyasal testlerden, Urenin hidroliz testi i¢in kullanilmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi a/L
Pepton 1
NaCl 5
Ure 20
KH2>PO, 9.1
Glikoz 1
Fenol Kirmizist 0.012
Agar 15

pH=7.0'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.
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3.1.1.6. Simon’s Sitrat Agar

Karbon kaynag: olarak sitratin kullanildigint saptamak igin kullamlmistir

(MacFaddin, 2000).

Bilesimi a/L
NaCl 5
MgSO, 0.2
NH4H.PO, 1
K>HPO, 1
NazCsHs07.2H,0 2
Bromtimol mavisi 0.08
Agar agar 20

pH=7.0'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.7. Jelatin Besiyeri

Jelatinin hidrolizini gozlemlemek amaciyla kullamlmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi a/L
Pepton 10
Et 6zitd 10
NaCl 5
Jelatin 120

3.1.1.8. Yumurtah Agar (Egg Yolk Agar)

Bakterilerin tanilanmasinda lesitinaz (lecithinase) testi igin kullanilmistir. Bu

test; mikroorganizmanin lesitinaz Gretme yetenegini saptamak igin, 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. Coziinmeyen yaglar (digliseridler) presipite olarak
koloni etrafinda opak bir hale olusur (Baron ve Finegold, 1990).

Bir adet yumurta, steril su ile yikanms, etil alkolde 3 saat bekletilmis ve
alevden gegirildikten sonra, sarisi ayristirillarak serum fizyolojik (SF) ile homojenize
edilmistir. Elde edilen emilsiyondan, steril edildikten sonra 50 °C’'ye sogutulmus
jel6z besiyerine %10 oraninda ilave edilerek hazirlanmistir ( MacFaddin, 2000).

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

Metil kirmizisi (MR) ve Voges Proskauer (VP) testleri igin kullanimistir
(Clark ve Lubs, 1915). Bu tedt; glikoz fermantasyonu Urdnlerinin dolayli olarak

gobgterilmesi esasina dayanir (Davis, 1990).

Bilesimi a/L
Pepton 7
KoHPO, 5
Glikoz 5

pH=6.9'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.10. indol Besiyeri (Tryptophan/Peptone Broth)

Triptofandan indol agiga ¢ikarma yetenegini belirlemek amaciyla kullanilir.
Indolun belirlenmesinde, pepton, kazenin pankreatik parcalanmis formu ve enzimatik
kazein hidrolizat yeterli diizeyde triptofan icermektedir (Mller, 1986; Baron ve ark.,
1990). Bunlardan herhangi biri besiyerinde kullanilabilir.

27



3. MATERYAL VE METOD Secil Berna KUZU

Bilesimi a/L
Kazein peptonu 10
NaCl 5

Triptofan 10

pH=7.0'a ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.11. Nisasta Besiyeri

Nisastanin enzimatik hidrolizini saptamak amaciyla kullamlmstir. Hidroliz
iyod ¢ozeltisi kullanilarak gézlemlenir (Cantarow ve Schepartz, 1962; Cowan, 1974).

Bilesimi a/L
Pepton

Et 6zitd

NaCl

COzUnur nisasta 20
Agar 20

pH=7.2’e ayarlanmis, otoklavda 121 °C'de, 1.2 am'de 15 dk steril
edilmistir.

3.1.1.12. Kanh Agar

Bu besiyeri organizmann hemolizin Uretme yetenegini test etmek amaciyla
kullanmlmistir. Jel6z besiyerine %10 oraminda EDTA'’ 1 (antikoagilan) insan kani
ilave edilerek hazirlanmistir. Kan, jel6z besiyeri steril edilip 50 °C’ye sogutulduktan
sonrailave edilmistir (Darling, 1975; Phillips ve ark., 1980).

a-hemolizin (o-toksin) veya pB-hemolizin (B-toksin) Uretme yetenegi

Bacillus tarisinda 6nemli bir parametredir (Murpy ve ark., 1952).
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3.1.2. Kullanilan Tampon ve Cozdltiler

3.1.2.1. Lugol ¢ozeltis

Nisastanin enzimatik hidrolizini gdzlemlemek amaciyla kullanmlmustir (Cetin,
1968).

Bilesimi /100 mL
Iyot 7
Potasyum Iyodiir 3

Hazirlanan c¢ozelti renkli sisede saklanmis, kullamlmadan o6nce 1:20

oramnda sulandiril mastur.

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

Kitinazin pH 4.0-5.5 araliginda aktivitesini saptamak igin kullanimistir. Bu
tamponu hazirlamak icin;

0.2 M Sitrik Asit ve 0.2 M NapHPO,4.7H,0 cozdtileri ve distile su uygun
oranlarda karstirilir ve istenilen pH degerinde yeni bir tampon elde edilir. pH
araliklarina uygun karisimlar Cizelge 3.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Sitrik Asit Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi.

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

4.0 30.7 19.3 50

4.5 26.7 23.3 50

5.0 24.3 25.7 50

5.5 21.0 29.0 50

29



3. MATERYAL VE METOD Secil Berna KUZU

3.1.2.3. Sodyum-Fosfat Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

pH: 6.0-8.0 araliginda enzim aktivitesinin saptanmast igin kullani mistir.

0.2 M NaH;PO4, 0.2 M Na;HPO,.7H,0 ve digtile su uygun oranlarda
karstirlarak, istenilen pH araliginda tamponlar elde edilmistir. Bu oranlar cizelge
3.2'de gogerilmistir.

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 5.3 947 100

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

pH 8.5-10.5 araliginda enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in kullamlmstir.

0.2 M Glisin, 0.2 M NaOH ve distile su uygun oranlarda karistirilarak,
istenilen pH araliginda tampon cozeltiler hazirlanmistir. Bu oranlar gizelge 3.3'de
gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Glisin-NaOH Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi.

pH | 0.2 M Glisin 0.2 M NaOH Distile Su [mL]
(15.01 g/L) [mL] (8 g/L) [mL]
8.5 4.0 50 146
9.0 8.8 50 141.2
9.5 22.4 50 127.6
10.0 32.0 50 118
10.5 455 50 104.5

30



3. MATERYAL VE METOD Secil Berna KUZU

3.1.2.5. Borax-NaOH Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

pH: 11.0-12.5 araliginda enzim aktivite dizeylerinin saptanmast igin
kullanlmastur.

0.05 M Boraks (19.05 g/L) ve 0.2 M NaOH (veya yuksek pH araliklar igin
2 N NaOH) cozeltileri hazirlamir. 0.05 M Boraks ¢ozeltisinden 50 mL alinarak
Uzerine istenilen pH degeri elde edilinceye kadar uygun NaOH c¢ozeltisi ilave edilir,
son hacim distile su ile 200 mL’ye tamamlanr.

3.1.2.6 Chitin-azure

Kitinaz aktivitesinin spektrofotometrik yontemle tayin edilmes icin
kullanlmistir (Shih ve McDonald, 1997; Ramirez ve ark., 2003).

Haarlanmas

Chitin azure (Fluka, Sigma) 100 mg

50 mM Fosfat Tamponu (pH: 6.5) 50 mL
Hazirlanan ¢ozelti renkli sisede +4 °C’ de saklanmustir.

3.1.3. Elektroforez Uygulamalarinda K ullamlan Cozeltiler

3.1.3.1. Solusyon-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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Digtile su ilave edildikten sonra akrilamid tamamen c¢oziintinceye kadar
magnetik karistiricida karistirilir. Cozelti hazirlanirken ¢eker ocakta calismak ve
akrilamid bulunan sisenin agzinin parafilm ile kapali olmasina dikkat etmek gerekir.

COzdlti +4 °C’ de aylarca saklanabilir.

Not: Polimerize olmamg akrilamid deriyi irrite edici ve noérotoksik
Ozelligindedir. Daima eldivenle galzsmak gerekir.

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

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

Bu cozelti buzdolab:nda aylarca stabil kalabilir.
Not: Native jel uygulamalar:nda SDS kullandmad:g: 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)
1M TrissHCI (pH=6.8) 50 (0.5Mm)
%10 SDS 4 (%0.4)
H>O 46

Buzdolalb:nda aylarca saklanabilir.

3.1.3.4. AMPS (%10 Amonyumpersulfat), (Dunbar, 1990; Bollag ve ark., 1996).
Polimerizasyonu baglatici olarak kullanlir.
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Bilesimi

/100 mL _(w/v)

Amonyum perstilfat
Distile su

10

100 mL

Kapakl: renkli sisede buzdolab:nda saklanmal: ve taze hazrlanmal:dir.

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

Bilesimi a/L (w/v)

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

pH=8.3, oda sicakl:g:nda stabil degildir.

Not: Bu cozelti calisma cozeltisidir, ayrica 10X konsantrasyonlarda

hazrlayarak, kullanilacag: zaman sulandirmak, c¢ozeltinin  kontaminasyonunu
engellemek agissndan dnerilmektedir.

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

Bilesimi mL/10 mL (v/v)
1M TrisHCl (pH=6.8) 0.6 (60 mM)
%50 Glycerol 5 (% 25)
%10 SDS 2 (% 2)
2-mercaptoethanol 05 (14.4mM)
%1 bromophenol blue 1 (% 0.1)
H.O 0.9

+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 icin katalizor olarak kullamlmustir.

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

Elektroforezden sonra protein fragmentlerinin (bandlarinin) gorinur hale
gelmesini saglamak icin kullanilmistir (Dunbar 1990; Bollag ve ark., 1996).

Bilesimi

CoomassieBlueR-250 19

M ethanol 450 mL
Glacial Acetic Acid 100 mL
H-O 450 mL

Boya metanolde iyice ¢ozildikien sonra asetik asit ve su ilave edilir.
Solisyonu hazrlandiktan  sonra filtre edilerek, renkli, agz kapakl: sisede
saklanmal:dir.

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

Bilesimi mL /L
Methanol 100
Glacial Acetic Acid 100
H,O 800
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3.1.3.10. istenilen Konsantrasyonda (% X) Ayiria Jelin Hazirlanmas, (Bollag
ve ark., 1996).

Bilesimi

Solitisyon-A */3 mL

Soltisyon-B 25mL

H,O 7.577) mL

%10 Amonyum Persiilfat 50 pL

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

3.1.4. Kitinaz Aktivites Uzerine Kimyasallarin Etkisini Ortaya K oymak Icin
Kullamlan Kimyasallar

SOz konusu kimyasallar iki farkli konsantrasyonda (1-5 mM, %1-5 oraninda)
hazirlanarak kullamilmustir (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,SOs), NaCl, CaCl,, ZnCl,, Ure, MgCl,,
BaCl,, FeCl3 MnCl,, CuCl,, CoCls, NiCl,, KCI, HgCl,,.
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3.2. Metod

3.2.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarimn izolasyonu

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

Hazirlanan drnekleme karisimina 3 L distile su eklenerek karistirilms, 2
saatlik dinlendirmeden sonra Ust kisimdan 10 mL 6rnek alinarak 85 °C’de 10 dakika
Onisleme tabii tutulmustur (Cetin, 1978).

On islemi takiben, LB (Luria-Bertoni Broth) besiyerine 2 mL 6rnek inokiile
edilmis, shakerda (2500 d/dk) 24 saat siireyle 37 °C’ de inkiibasyona birakil mistir.

Elde edilen kiiltirden, seri sulandirma (10°-107) yapilarak N; Agara tek
koloni diisecek sekilde yayma metoduyla ekim yapilmis, 37 °C'de 1 gece
inkbasyona birakilmistir. inktibasyon sonunda tek diisen koloniler (550 adet), kitinli
besiyerinde Uretilerek sonraki calismalar icin saklanmustir (stok kilttr seklinde).

3.2.2. Kitinaz Ureten Suslarin CHDA Agarda Saptanmas

Bu amagla CHDA (Wen ve ark., 2002) besiyeri hazirlanmis ve saf kiltir
olarak izole edilen bitin suglar, ¢izgi metoduyla CHDA agara ekilerek 3-5 gin 37
°C'de inkiibe edilmistir. Her gun kontrol edilerek Ureme cizgisi hattinda ve
cevresinde hidroliz zonu (seffaflasma) olusumu gézlemlenmistir (Cody, 1990).
Hidroliz zonu olusturanlar (12 sus) ayrilmus ve tekrar kitinaz Uretme yetenegi
acisindan CHDA agara ekilerek kitinaz pozitif olduklar: kesinlestirilmistir. Sonuclar
fotograflanmustir.
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3.2.3. Plazmid Eliminasyon (Curing) Testi

Fenotip kitinaz pozitif suslarin bu geni hangi kalittm materyali
(kromozom/plazmid) Uzerinde tasidigini saptamak amaciyla bu testler yapilmistir.
(Hardy,1993). Bu amagla;

1-Ethidium bromidin giderek artan konsantrayonlarin igeren (1-500 pg/mL) 2
mL’lik LB besiyerlerine 20 uL, 1 gecelik bakteri kiltird inokile edilmis,

2-1 gece Uremeye birakilmis ve Uremenin gorildigt en yiksek boya
konsantrasyonu ihtiva eden tip segilmis,

3-Bu kultur LB ile dilusyon yapilarak N1 agar Uzerine yayma metodu ile
ekilmig, tek kolonilerin Uremesi i¢in inklbe edilmis,

4-Ureyen koloniler tek tek anarak stok kiiltirleri hazirlanmis, Kitinli
besiyerine cizgi metodu ile ekilmis, 1 gecelik inklbasyondan sonra suslarin
cevresinde hidroliz zonu aranmustir.

5-Ureme cizgisi hattinda ve gevresinde hidroliz zonu olan suslarin kitinaz
Uretme yetenegini kromozom Uzerinde tasidig1 gozlenmistir.

3.2.4. Bakterilerin Identifikasyonu

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

3.25.1. p-Hemoliz Testi, (Koneman ve ark., 1992).
Tamlanmas: istenen bakterinin 18-24 saatlik kilturt kanli agara (BA) cizgi
metoduyla ekilir. 24-48 saat inklbasyondan sonra Ureme hatti ve cevresinde

minimum 2 mm hidroliz zonu gorulmesi testin pozitif oldugunu gosterir.

3.2.5.2. Katalaz Testi: Bakterinin katalaz Gretme yetenegi test edilmistir.
Katalaz hidrojen peroksidi parcalayan bir enzimdir (Fridovich, 1978).

2H,0, > 2H,O + O,

Bu deney icin bakterinin 18 saatlik kdlturt Uzerine %3 10k 1 ml H,O-
damlatilir. Gaz ¢ikisinin gorilmesi testin pozitif oldugunu gostermektedir (Saginur
ve ark., 1982).

3.2.5.3. Jelatinin Hidroliz

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

Y Uksek tabakali jelatinli besiyerine igne 6ze ile batirma kiltur yapilir. 37 ©
C de 48-72 saat inkibe edilir. Kllttr buzdolabina 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 batirma kaltir
yapilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri ekim gizgisinden besiyerine yayilim
gbgerirse test sonucu pozitiftir. Hareketsiz bakterilerde treme sadece ekim cizgisi
boyunca olur (Cetin, 1978).

3.2.5.5. Simon’s Sitrat Testi

Bakteriler besin kaynag: olarak sitrati kullanabilirler. Simmons'un sitrath
besiyerine yayma metoduyla bakteri ekilerek 37 °C de 1-3 gin bekletilir. Eger
besiyerindeki indikatériin (brom timol mavisi) rengi maviye donerse test sonucu
pozitiftir (Cetin, 1978).

3.2.5.6. indol Testi

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

Triptofan igeren (%1) sivi besiyerine bakterinin 16 saatlik kdltdrdnden
inoklle edilir. Oksalik asit cozeltisine batirilmis ve kurutulmus filtre kagidi
besiyerine degmeyecek sekilde tipin icine sarkitili. 37 °C’de 1-4 giin inkbe edilir.
Her gin kontrol edilir, kagitta pembe rengin olusmasi testin pozitif oldugunu
gogterir.

3.2.5.7. Voges- Proskauer Testi

Bu test karbonhidrat metabolizmasinin ara Urini olan asetil-metil-
karbinolin olusumu temeline dayamir. Bu madde KOH ve hava varliginda diasetile
okside olur. Diasetil ise -a-naftol ve peptonda bulunan bir aminoasit olan arginin
varliginda 2-4 saat iginde karigima kirmizi bir renk verir. Clack-Lubs besiyerine 0.5
mL bakterinin 24 saatlik kulttrinden ekilir. 37 °C de 2-4 gin bekletilir. Kiltire 1
mL indikator damlatilir, beklenir. Kirmizi renk olusumu testin pozitif oldugunu
goserir (Clark ve Lubs, 1915).
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3.2.5.8. Leditinin Hidroliz

Yumurta sarsi ile hazirlanmis besiyerine ¢izgi metodu ile bakteri ekimi
yapilir. 37 °C’de 24-48 saat inkube edilir. Bakteri lesitinaz Uretmisse Ureme hatti
cevresinde opaklasma gorultr, bu durum pozitif sonucu gosterir (Hayward, 1941;
McClung ve Toabe, 1947).

3.2.5.9. Urenin Hidroliz

Bakteriler eger Ureaz Uretme yeteneginde ise Ureyi parcalayarak amonyak
(NHs) Uretirler. 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. Nisastamin Hidrolizi Testi

Nisasta suda ¢oztinmediginden bakteriler icin iyi bir besin kaynag: degildir.
Bazi bakteriler amilaz Ureterek nisastayr maltoza parcalarlar. BOylece bakteri
nisastay: kullanabilecek sekilde indirgemis olur.

Nisasta iceren besiyerine bakteri ¢izgi seklinde ekilir. 37 °C’de 24-48 saat
inktibe edilir. Bakteriler (petri kutusu) iyod buharina tutulur veya direkt iyod
¢Ozeltisi kultdr Gzerine dokulur. 5-10 dakika bekletilir. Nisastamn hidrolize oldugu
alanlar renksiz, diger alanlar mavi renkli géranir (Koneman ve ark., 1997).

3.2.5.11. Bacillus HBK-51 Susunun 16S RNA Analiz

16S rRNA Reaksiyon Kosullari ve PCR KARISIMI

Kalip DNA 1ul (60ng)
dNTP 5ul (2mM)
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Buffer( pFu 10x) 5ul

27F primer
1525R primer
pFU

Digtile Su

2 pl (25pmol / pl)
2 pl (25pmol / pl)
0,5 ul

32,5ul

Toplam hacim 50 pl

PCR KOSULLARI

98°C
96°C
47°C
72°C

Son uzama

Kullanilan Primerler

5 dakika

1dk

1dk 35 DONGU
3dk

72 °C 5dk

27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 8-27 POZiSYON
1525R 5 AAGGAGGTGWTCCRCC 3 1541-1525 POZiSYON
530F 5GTGCCAGCMGCCGCGGTAAZ 515-533 POZiSYON
1100R 5AGGGTTGCGCTCGTTG3 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 kullamlarak 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

kullarnilarak yapil mistir.
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3.2.6. Koloidal Kitinin Hazir lanmas

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

Buna gore;

1-5 g toz halindeki kitin, 60 mL konsantre HCI’ e yavas yavas ilave edilmis,
iyice karstirildiktan sonra, +4 °C'de bir gece yuksek devirde (400 devir/dk)
calkalayicida calkalanmustir.

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 santriflij edilerek bir arada
toplanmustir.

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

5-Kolloidal kitin soltisyonu (%5) hazirlanarak kullamlincaya kadar +4°C’ de
saklanmustir.

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

1-En iyi enzim dreticisi olarak tanilanan Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki stok kdltari 5 mL %21 kolloidal kitin iceren LB’ye inokile edilerek 37
°C’ de, calkalayicida (1500 devir/dk) 24 h Oretilmistir.

2-Kultdr, 500 mL (2 L hacimli erlenmayerde) %1 kolloidal kitin iceren M9
besiyerine transfer edilmis ve 3 giin inklibasyona birakilmustir.
3.2.8. Enziimin Eldes (Etanol ile Presipitasyon)

1-3 gunlik bakteri kdlttri 15000 g'de +4 °C'de, 20 dk santrifllj edilerek,

hiicre ihtiva etmeyen sipernatant (ekstraselller enzim olan kitinaz siipernatantta
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oldugu icin) toplanmustir (Franskowski ve ark., 2001).

2-Supernatant kaba filtre kagidi ile (Whatman, 5) slzilmis ve Uzerine
hacminin %70’'i oraminda %96’ l1ik soguk etanol eklenmis, -33 °C'de 24 h
bekletilmistir.

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

3.2.9. Besyerinde Kitinaz Aktivitesnin Saptanmas
CHDA besiyeri Uzerinde durham tipl ile agilan kuyucuga, kismi
saflastirilmis  enzim preparasyonundan 1 mL damlatilarak 37 °C'de 2 gin

bekletilmistir. 2. saatten sonra araliklarla (4 saatte bir) besiyeri kontrol edilerek
kitinin hidrolizi gdzlenmistir (Muzzarelli ve Peter, 1997).

3.2.10. Kitinaz Aktivitesinin Kitin-Azure ile Saptanmas

Reaksiyon karzs:m asagidaki sekilde hazirlanmustir;

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

Inkbasyonu takiben tlpler 7000 rpm’'de +4°C'de santriftj edilmis ve
stpernatant temiz ttplere alinmistir. Bu denemeler 3 paralel seklinde hazirlanmustir.
Enzim ihtiva etmeyen kor (blank) tip ile spektrofotometre sifirlanmis ve 560 nm
dalga boyunda degerler okunmustur. Kitinazin bir Unites (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 Saptanmas

Aktivite tayini icin substrat olarak kitin-azure (chitin-azure) kullamlmstir.
Enzim kismi saflastirma yontemi (etanol ile presipitasyon) ile hazirlanmustir.

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligini 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, sdz konusu tamponlarda (enzim + tampon) inkibasyon
yapildiktan sonra, enzim aktivitesi 560 nm dalga boyunda UV visible (Cecil-5500)
spektrofotometrede kére kars1 absorbans degerleri okunmustur (her seri 3 paralel
olarak hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir). Bu asamada reaksiyon
karisimina aktivite tayininde oldugu gibi 5 mg kitin azure ilave edilmistir (Kim ve
ark., 2007).

Kor; tampon ve kitin azure ile hazrrlanmustr.

3.2.12. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerinin Saptanmas
Kitinazin en yiksek aktivite gosterdigi sicaklik araligim saptamak amaciyla

enzim; 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 °C’de inkuibe edilmistir. inkiibasyon

icin 90 °C’ye kadar su banyosu, 100 °C ve Uzerindeki sicakliklar icin yag banyosu

kullanlmstur.

Reaksiyon Karisimi

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

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

3.2.13. Enzimin Sicakhik Stabilitesinin Saptanmas

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

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

0.5mL enzim

0.5 mL kitin azure (pH=9.0)

Karstirlmis ve optimum aktivitenin goruldigi sicaklikta (110 °C) 1/2h
inktibasyon yapilmis ve santrifij edilerek spektrofotometrede degerler okunmustur.

Enzimin orijinal aktivitesinin saptanabilmesi igin, 6n inkibasyona tabii
tutulmamig 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 Saptanmas

Enzim preparasyonu, saklandigi tampondan (pH=9.0) santrifdj islemi ile
kurtarilmis ve farkli pH araligindaki, tampon igerisinde restispanse edilerek (pH; 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0) 3 h 6n inklibasyon yapil mustir.

Aktivite tayini icin On inklbasyona tabii tutulmus enzim ve substrat
(pH=9.0) karstirilarak, optimum aktivite sicakliginda (110 °C) 1/2h inkubasyon
yapilmis ve degerler spektrofotometrede okunmustur (Favaloro ve ark., 1980; Kim
ve ark., 2007).
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3.2.15. Cesitli Kimyasallarin Enzim Aktivites Uzerine Etkileri

Farkli kimyasallarin enzim aktivitesi Gzerindeki etkilerini saptamak amaciyla
kimyasallar iki fakli konsantrasyonda (1 mM-5mM, %1-%5) kullanidmiglardir.

Bunlar;

1-5mM

EDTA, PMSF, 1,10 Phenantroline, Etil Asetimidat, Fenol Glioksal, N-Etil Melaimit,
Sodyum Siilfit (Na&S0s), NaCl, CaCl, ZnCl, Ure, MgCl, BaCl, FeCls MnCl,,
CuCl;, CoCly, NiCl,, KCI, HgCl»

%1-5

SDS, DMSO

Bu amagla, 05 mL enzime sbz konusu kimyasallar belirtilen
konsantrasyonlarda (son konsantrasyon) ilave edildikten sonra oda sicakliginda 30 dk
on inkubasyona birakilmstir. 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 hazrlanan tipteki enzime herhangi bir kimyasal ilaves yap:lmanustr.

3.2.16. SDS-PAGE Y éntemi ile Enzimin Molekiiler Agirhigimn Saptanmasi

Bu amagla %12 konsantrasyonda ayirict jel ve %5 konsantrasyonda
dengeleyici jel hazirlanmistir. 66 kDa agirliginda albimin marker protein (MP)
olarak kullamlmistir. Ornekler 6rnek hazirlama tamponu igerisinde hazirlandiktan
sonra, 100 pL miktarda jele yuklenmis, 30 mA’de 7 h elektroforez ekipmamnda

yarGtalmostar.
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Elektroforez isleminden sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan
cikarilarak boyama kivetine alinmis ve CBB R-250 ile 3 saat oda sicakliginda

boyanmustir.
Boyama islemini takiben 20 h sireyle destaning (boyadan kurtarma)

soliisyonunda bekletilen jel, %1 gliserol ihtiva eden distile su icerisinde 4 h
bekletilmis ve jel goruntilenmistir. Jelde ydritilen marker protein ile enzim
kiyaslanarak yaklasik molekiler agirlik hesaplanmstir (Dunbar 1990; Bollag ve ark.,
1996).

3.2.17. Kitinaz Enziminin Kalorifer Bocekleri (Blatella germanica, Ordo:
Orthoptera, Fam: Blatellidag) Uzerine Etkis

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

Bocekler tek tek cam deney tlpine alinarak, Uzerine 5 mL enzim
preparasyonu (pH=9.0) ilave edilerek 50 © C’de bir hafta inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda boceklerdeki morfolojik degisimler gdzlemlenmistir (Lopez-Meza ve ark.,
1995; Thamthiankul ve ark., 2001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Iskenderun Korfezi’ nden alinan yengegler (8 adet) Cukurova Universites
kampus toprag: (1 kg) ve kompost (500 g) ile karistirilmis ve agik havada 1 ay
bekletilmistir.

Hazirlanan drnekleme karisimina 3 L distile su eklenerek karistirilms, 2
saatlik dinlendirmeden sonra Ust kisimdan 10 mL 6rnek alinarak 85 °C’de 10 dakika
Onisleme tabii tutulmustur (Cetin, 1978).

On islemi takiben, LB (Luria-Bertoni Broth) besiyerine 2 mL 6rnek inokiile
edilmis, shakerda (2500 d/dk) 24 saat siireyle 37 °C’ de inkiibasyona birakil mistir.

Elde edilen kiiltirden, seri sulandirma (10°-107) yapilarak N; Agara tek
koloni diisecek sekilde yayma metoduyla ekim yapilmis, 37 °C'de 1 gece
inkUbasyona birakilmustir. Inkibasyon sonunda 550 adet sus secilmis, Kitinli
besiyerinde Uretilerek sonraki calismalar icin stok kiltdrleri hazirlanmstir.

4.2. Kitinaz Ureten Suslarin CHDA Agarda Saptanmasi

Bu amagla CHDA (Wen ve ark., 2002) besiyeri hazirlanmis ve saf kiltir
olarak izole edilen bitin suslar, ¢izgi metoduyla CHDA agara ekilerek 3-5 gin 37
°C'de inkiibe edilmistir. Her gin kontrol edilerek Ureme cizgisi hattinda ve
cevresinde hidroliz zonu (seffaflasma) olusumu gozlemlenmistir.

Izole edilen toplam 550 bakteri susundan 12 tanesinde (%2.18) kitinaz
Uretme yetenegi 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 isimlendirilmiglerdir.

Liu ve ark. (2002), Bacillus thuringiensisin 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 yutksek aktivite gosteren

48



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil Berna KUZU

TO4A001 (355 U mL’) ve T13003 (314 U mL") kod numarali suslart calismada
kullanmuslardir.

Sekil 4.1. CHDA'da kitinaz aktivitesi
4.3. Plasmid Curing (Eliminasyon) Sonuclari

Kitinaz aktivitesi pozitif 12 Bacillus susu farkli konsantrasyonlarda EtBr
iceren LB’de Uretilmis ve subletal konsantrasyonda treyen kiltirden tek koloni
seklinde izole edilen bakteriler kitinaz aktivitesi icin test edilmistir. Bunlardan en
yiksek aktivite gosteren HBK-51 susu da dahil 10 (%83.33) tanesinde kitinaz
geninin kromozom Uzerinde tasindigi saptanmustir. Clnki EtBr iceren LB’de
Uretilmis olmalarina ragmen (plazmidini kaybetmis) kitinaz aktivitesi devam etmistir.
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4.4. Bakteri identifikasyonu (Tammlanmasi)

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

Gram boyama metodu ile boyanan bakteri ornegi, 151tk mikroskobunda
incelendiginde, Gram (+), santral sporlu, cubuk seklinde organizma oldugu
gbzlemlenmistir.

Sekil 4.2. Gram Boyamanin Mikroskobik Gorintusi

Uygulanan Biyokimyasal testler gizelge 4.1'de gogterilmistir. S6z konusu
testlerden; hareket, katalaz, B-hemoliz, nisastamin hidrolizi, ssmmon’s sitrat test
sonuclart pozitif, indol olusumu, Ureaz, lesitinaz, jelatinaz, voges-proskauer test
sonuglart negatif bulunmustur (McFaddin, 2000). Ayrica bakterinin kapsil
olusturmadig1 kapsiil boyama metodu ile gzlenmistir (Cetin, 1978).

Biyokimyasal testlerden bazilarinin 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 f-hemoliz
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Cizelge 4.1 HBK-51
Biyokimyasal Testler

Susunun

Identifikasyonunda

Yapilan biyokimyasal testler

Bacillus HBK-51 susu

Gram boyama

+

Spor

+

Kapstl

Hareket

Katalaz

B-hemoliz

indol olusturma

Ureaz

Lesitinaz

Jelatinaz

Nisasta hidrolizi

Voges-proskauer

Cimmon'’s citrat

+: pozitif, -: negatif,

Kullanlan

S6z konusu analizler sonrasinda bu arastirmada kitinaz Ureticis olarak

kullamlan HBK-51 susu; Bacillus thuringiensis subsp.

tammlanmustir.

4.5. Enzim (KITINAZ) Uretimi

kurstaki olarak

Eniyi enzim Ureticisi olarak tanilanan Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
%1 kolloidal kitin iceren M9 besiyerinde 3-5 giin, 37 °C’de Uretilmis ve kaltur
stipernatantindan enzim preparasyonu elde edilmistir.

Wiwat ve ark. (1999), %0.3 kolloidal kitinli M9da 35 °C'de, 5 gin
Bacillus circulans No.4.1 susunu Uretmisler ve enzim izole etmislerdir. Wen ve ark.
(2002), %1 kolloidal kitin iceren M9 besiyerinde 3 gun, 37 °C'de Bacillus sp.
NCTUZ2 susundan basarili bir sekilde kitinaz elde etmislerdir.
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4.6. Kitinazin Molekuler Agirhginin Hesaplanmas

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

Marker protein olarak sigir albumini (BSA, mw=66 kDa) kullanmlmustir.
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
gorilmektedir. Enzimin 2 band seklinde saptanmasi, kitinazin izoformlari
olabilecegine isaret etmektedir. Arastirmacilar farkli buytklUklerde Kkitinaz
izoformlar1 izole etmiglerdir.

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 Molekuler Agirligin Gosterilmesi

Guo ve ark. (2004) Aeromonas schubertii’ye ait kitinazin SDS-PAGE
analizinde 30, 38, 75 ve 110 kDa 4 farkli band saptamislar ve her birinin SDS
direncine baktiklarinda 75 kDa'lik fraksiyonun SDS dayanikliligimt en yiksek
bulmuslardr.
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Tantimavanich ve ark. (1998), Bacillus licheniformis TP-1 susunun kulttr
sipernatantindan izole ettigi kitinazin aktivite bandlarint non-denatire SDS-
PAGE de gozlemlemisler ve 3 band elde etmislerdir. Bu bandlarin molekiler
agirhigr; 68, 62 ve 50 kDa (Chi68, Chi62, Chi50 seklinde isimlendirilmis) olarak
saptanmustir.

Gomes ve ark. (2000), 68 ve 80 kod numaral1 iki Streptomyces susundan
kitinaz izole etmis ve SDS-PAGE’de glikol kitini substrat olarak kullanarak aktivite
analizi yapmuglardir. Her iki susta glikol kitini hidroliz etmis, 68 nolu susa ait kitinaz
67, 200, 35 ve 25 kDa boyutlarinda farkl izoformlar seklinde saptanmustir.

Wen ve ark. (2002), Bacillus sp. NCTU2 susundan izole edilen kitinazi
SDS-PAGE’ de analiz ettiklerinde molekiler agirligim 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 molekil agirligint 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 molekiler agirlikta
3 kitinaz sentezledigini, Ueda ve Arai (1992), Aeromoas sp.’nin 89-120 kDa
araliginda degisen ¢ok sayidakitinaz formu Urettigini bildirmislerdir.

Bakteriler farklhh formlarda Kkitinaz enzimi Uretebilmektedirler ve
muhtemelen bunlar dogadaki farkhhk gosteren kitin molekillerini hidroliz
edebilme yetenegindedir. Enzimin farklh formlar1 bakteri Uremesinin farkh
donemlerinde sentezlenmektedir ve cevre kosullari-besin degiskenligi ile bu
genlerin ekspresyonlari etkilenmektedir (Ueda ve Arai, 1992; Sakai ve ark., 1998;
Patil ve ark., 2000).

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

gerceklestirildigi 30-120°C araligindaki bitin sicaklik degerlerinde elde edilen
aktivite ortalama %83.6 dir. Enzim aktivitesi 100-120°C araliginda ortalama %91.3
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degerine yukselmistir. Ozellikle 100-120°C araligindaki aktivite artis1 enzimin hiper
termofil 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Bitin sicaklik degerleri dikkate alindiginda, enzim aktivitesinin ortalama
% 83.6 degerine ulasmasi, aktivite araliginin mezofil-hipertermofil oldugunu

kanitlamaktadir. Bu Ozellikleri enzimin uygulama alaninin gesitlenmesine katkida
bulunacaktur.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAU101 susundan izole ettikleri kitinazin
optimum sicaklik aktivitesini 60 °C, Vadya ve ark. (2003), Alcaligenes
xylosoxoxydans kitinazi'nin 50 ©°C, Brushan ve Hoondal (1998) Bacillus
kitinazlarinin 45-55 °C’ de optimum aktivite gosterdigini bildirmiglerdir.

Optimum Sicaklik (C)

120 -
S 100 -
g
S 80 - 0\’/0/‘*.—9/‘/\’
<
« 607
®
e 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 Uzerine 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 bitin sicaklik degerlerinde (30-120 °C) oldukca stabil bir aktivite
gostererek, orijinal aktivitesini ortalama %92.4 oraninda korumustur. En yuksek
stabilite degeri (%100) 90 °C de elde edilirken, 100-110 °C araliginda %96 kalan
aktivite saptanmustir. Bu Ozellikleri dikkate alindigi zaman, enzimin yiksek diizeyde
termostabil oldugu gorilmektedir.

Sicaklk Stabilites

100 +
98 -
96 -
94 -
92 -
90 -
88 -
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.

56



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil BernaKUZU

Sicaklik stabilite denemeleri icin enzim farkli sicakliklarda 3 h 6n
inkibasyona birakilmigtir. Bu sire icerisinde 90 °C'de en yuksek aktivite
gogtermistir. 110 °C’de %96 kalan aktivite saptanmis olmasi termostabilite igin
oldukga 6nemli ve yiksek bir degerdir. Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26
kitinazinin 70 °C'de 5 saatlik sirede stabil kaldigini ve bakterial kitinazlar igin
bunun ilk rapor edilmis sonug oldugunu bildirmislerdir bu durum arkea kitinazlarin
geride birakmustir. Bu termostabilitenin; yogun elektrostatik interaksiyon (or;
tuz koprulerinin formasyonu), hidrojen baglari, hidrofobik interaksiyonlar,
intramolektler distlfit baglar1 ve enzim molekilinin ski paketlenmesinden
olabilecegi belirtilmistir (Adams ve Kelly, 1998).

Bu caligsmada Uretilen kitinazin optimum 110 °C’ de aktivite gostermesi ve 3
saat 90 °C'de sabilitesini korumasi termostabilitenin molekiler mekanizmasin

calismak icin 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 %51 aktivite gogerirken, pH 3.0-6.0 araliginda
ortalama %54.25 aktiviteye sahiptir. Enzim aktivitess pH 7.0'de aniden artis
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gostererek %73’ e, pH 8.0'de ise %96’ ya yukselmistir. Optimum aktivite degeri pH
9.0'da (%100) elde edilirken, pH 10.0'da %62, pH 11.0’de %30 degerlerine hizl1 bir
disUs gozlenmistir. Enzim aktivitesinin 6zellikle pH 9.0'dan sonra hizla dismesi,
enzimin yuksek alkali pH’larda fazla aktif olmadigim gostermektedir.

Bununla birlikte pH 7.0-9.0 araliginda ortalama %90 aktivite elde edilmis
olmasi enzimin orta dizeyde alkali 0zellik tasidigimin gostergesidir. Asidik pH
araliginda (pH 3.0-6.0) ortalama %54.25 aktivite elde edilmesi, enzimin asidik
uygulamalar icinde uygun olabilecegini kanitlamaktadir.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAU101 susuna ait kitinazin pH=7.5
(n6tral), Guo ve ark. (2004) Aeromonas schubertii’den izole ettikleri kitinazin
pH=4.8"de (asidik) maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Vaidya ve ark. (2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinazi ile ¢alismislar
ve enzim pH=5.0’ da optimum aktivite gbstermistir.

Brushan ve Hoondal (1998) Bacillus kitinazlarimn genis pH 7.5-9.0
araliginda optimum aktivite gosterdigini 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 6zellikler gosterdigini (Tsujibo ve ark., 1992) bildirmiglerdir.

Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26 susuna ait kitinazin nétral 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 oldukca aktif olup (Suresh ve Chandrasekaran, 1999) bu
calismada izole edilen kitinaz optimum pH= 9.0'da aktivite gbster mektedir.

Watanabe ve ark. (1992) ve Yabuki ve ark.’na gore (1986) pek cok
kitinazin asidik, Ohishi ve ark. (1996) ve Ueda ve Ara’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 (Iepidoptera larvalarinin biokontroltinde) tretiminde
oldukga kullaniglt bir enzimdir Cunku lepidoptera larvalarimn barsaklar: alkali
pH’ dadir (Berenbaum, 1980).
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Optimum pH

120
100 ~
80
60 -
40 ~
20

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 Stabilites

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 inkibasyon siresi sonunda
orijinal aktivitesini ortalama %68 oraninda korumustur. pH 9.0'da 110 °C sicaklik ve

59



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil BernaKUZU

3 saat surede orijinal aktivite %100 oraminda korunurken, pH 10.0-12.0 araliginda
baslangic aktivitesinin ortalama %97.3 oramnda korundugu saptanmustir. pH
sathilitesiyleilgili calismalarda pH 5.0-8.0 araligindaki kalan aktivite degeri ortalama
%75.25 olarak bulunmustur.

Batin pH degerleri dikkate alindigi zaman 110 °C’'de ve 3 saat siireyle 6n
islemden gegcirilen kitinaz enziminin aktivite analizi sonucunda orijinal aktivitesini
ortalama %87 oramnda korudugu saptanmustir. Gerek bitin pH degerleri ve 6zellikle
pH 9.0-12.0 araligindaki kalan aktivite degeri (ortalama %98) kitinaz enziminin pH
stabil oldugunu ve alkaline 6zellik tasidigin gostermektedir.

Wen ve ark. (2002), Bacillus sp. NCTU2 susundan izole edilen kitinazi
karakterize etmiglerdir. Arastirmacilarin bulgularina gore, sz 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 calisilmus 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 tGzerindeki sicakliklarda enzim instabildir. Enzim 60 °C’de 180 dk 6n
inktibasyona birakildiginda herhangi bir aktivite kaybina ugramadig: halde 70 °C ve

yukar: sicakliklarda aktivitenin hizla distigi gdzlenmistir.

pH stabilitesi
110 4

100 +

[<e]
o
|

80 -

70 -

60 -

Kalan relatif enzim ativitesi (%)

50

pH

Sekil 4. 10. Kitinaz Enziminin pH Stabilitesi

60



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil BernaKUZU

Notral kitinazlar genellikle medikal amaglar igin kitooligosakkarit Uretim
proseslerinde kullaniimaktadir (Y uli ve ark., 2004).

Ayrica; Hou ve arkadaslart (1998); farkli bitkilere ait g¢esitli kitinaz
aktiviteleri saptamis ve bunlarin ¢cogunun endokitinaz oldugunu, bu kitinazlarin kitin
polimerlerini rastgele hidroliz edebildigini bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, tath
patates bitkisinin yapraklarindan izole edilen kitinazin optimum pH’sim 5.0,
optimum sicaklik degerini 25 °C olarak saptamuslardir. Chang ve ark. (1992) lahana
kitinazi igin optimum pH=5.0, optimum sicaklik 50 °C, Lin ve ark. (1982) msir igin
aym pH degeri ve optimum sicakligi 40 °C olarak bildirmislerdir.

4.11. Kitinaz Aktivites Uzerine Cesitli Kimyasallarin Etkis

Metal iyonlari, inhibitorler, deterjanlar ve selatorlerin 1 mM-5 mM ve %1-
%5 konsantrasyonlar: ile kitinaz 6n inktbasyon yapildiktan sonra aktivite tayini
yapilarak, aktivator-inhibitor etki ve etkisiz olan kimyasallar saptanmustir. Kullanilan

kimyasallar ve etkileri gizelge 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 1mM 90
5mM 100
Etil Asetimidat imM 90
5mM 80
Fenol Gliaksol imM 92
5mM 104
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N-Etil Melaimid * 1mM 106
5mM 89
PMSF * imM 106
5mM 81
Ure * imM 106
5mM 80
MgCl, 1mM 100
5mM 92
NaCl, 1mM 97
5mM 93
imM 101
BaC|2 *
5mM 87
imM 81
FEC|3
5mM 106
imM 118
MnCl; «
5mM 77
imM 127
CuCl,
5mM 155
imM 115
CoCl,
5mM 116
) imM 132
NIClg
5mM 123
imM 118
ZnClg
5mM 106
imM 127
KCl,
5mM 144
imM 94
CaCl,
5mM 106
1mM 93
HgClg
5mM 89
_ 1ImM 98
Na-Sulfit
5mM 96

*: 1 mM’da aktivite artisi, 5 mM’ da aktivitede azalma
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Enzim preparasyonu c¢esitli kimyasallar ile farkli konsantrayonlarda
muamele edilmis olup, aktivitedeki degisiklikler spektrofotometre ile 6lgilmustr.
Enzim aktivitesi bazi kimyasallarin etkisi ile yikselirken, bazilarinin etkisi ile dusus
gostermis bazi kimyasallarin etkisi 6nemsiz kalmistir.

Aktivite artzszna neden olanlar:

FeCls (%6), N-etil melaimid (%6), PM SF(%6), Ure (%6), Fenol-gliaksol
(%8), CoCl, (%16), ZnCl, (%18), MnCl, (%19), NiCl, (%32), KCI (%44), CuCl,
(%056), ile aktivitede artis gozlenmistir.

Aktivite azalmasina neden olanlar:

EDTA (%7), SDS (%7), HgCl, (%11), Etil-Asetimidat (%20) ile aktivitede
inhibisyon saptanmustir.

Onemli bir etki gdstermeyenler:

DMSO (%92), MgCl, (%100), NaCl (%96), BaCl, (%102), Nasllfit
(%98), CaCl, (%106), Phenantroline (%100) ile aktivitede dikkate deger bir etki
gbzlenmemistir.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAU101 susuna ait kitinaz1 1, 5, 10 mM
farkli metal iyonlar: ve EDTA ile muamele etmislerdir. Zn**, Cu*, ve Hg?" ' nin
gliclii inhibisyon yaptigi, Ni** ve EDTA ile %20-40 dolayinda inhibisyon gézlendigi,
5mM Co?* ile enzimin kitini hidroliz etme yeteneginin 1.4 kat arttigi, Mg®*, Ca?* ve
Ba" ilavesi ile enzim aktivitesinin indiklendigi, Cs, Na", K* ve Li* varhginda
enzimin etkilenmedigini bildirmiglerdir.

Dahiya ve ark. (2005), Enterobacter sp. NRG4'ten izole ettikleri kitinaz
Uizerine kimyasallarin (1mM) etkisini arastirmislar ve Mg, K* ve Ca®" iin aktivitede
artis (sirastyla; %13, %16, %18) gosterdigini bildirmiglerdir. Ayrica; 1 mM EDTA
(%11,) Cu** (%9.7), Co* (%15), Ag" (%22) ve Hg” (%72.2) ile inhibisyon

63



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil BernaKUZU

g6zlemlemislerdir. 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
Uizerine cesitli iyonlarin etkisini arastirmuslar ve Hg?* ve Cu®"
iki iyonun bir arada (10 mM) %95 aktivite kaybi, 10 mM Ca** varliginda ~%100

aktivite artigi, Ba®", Cr*3, Mn** ve Mg* varliginda ise enzimin etkilenmedigini
g g g

1n gugld inhibitor, her

bildirmislerdir.

Metal iyonlarimin kitinazlar Uzerine etkisi oldukga 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 icin aktivator, Bacillus kitinazi icin inhibitor
(Uedave Arai, 1992; Tsujibo ve ark., 1998; Petil ve ark., 2000) etki yapmustir.

Ni? ve Mn®* C. Lindermuthianum kitinaz: icin (Patil ve ark., 2000)
inhibitér, Cu** P. aeruginosa kitinazi icin (Wang ve Chang, 1997) aktivator etki
yapmustir.

Bu calismada, en yiksek aktivator etki gosteren metal iyonlar1 sirasiyla
Cu®* (%56), K* (%644) ve Ni** (%32) olmustur. Aktivite artis1 en az Fe** (%6), N-
etil-melaimid (%6) ve PMSF (%6) ile gozlenmistir.

Bazi metal iyonlari; 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 gostermistir.

En ylksek inhibisyon Etil-Asetimidat (%20) ve HgCl, (%11) ile en dustk

inhibisyon EDTA (%7) ve SDS (%7) ile gozlenmistir.

4.12. Kitinazin K alorifer Bocekleri Uzerine Etkis

Kalorifer bocekleri (Blatella germanica, Ordo: Orthoptera, Fam:
Blatellidae) Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susundan elde edilen
kiltdr stipernatant: (pH=9.0) ile 50°C’de 1 hafta boyunca muamele edilmistir (Seil
4.11)
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Sekil 4.11. Kalorifer bdceklerinin kitinaz enzimi ile muamelesi sonucu 1.
guinde makroskobik gorintm

Ilk giinde ve 5. giine kadar herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. 5.
gunden sonra kalorifer boceklerinde bacaklarda ve kanatlarda kopmalar meydana
gelmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik olan 110 °C’de inklbasyon
gerceklestirilemedigi icin parcalanma bu diizeyde kalmistir.

Sekil 4.12. Kalorifer bdceklerinin kitinaz enzimi ile muamelesi sonucu 5.
guinde makroskobik gorintm
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Kitin ve kitosan kabuklularda bulunur. Bu molekiller kalsiyumu baglar ve
proteinlerle kovalent baglar olustururlar. Proteinler diger karbonhidratlar igin
baglayici gorev yapar. Kitin ve kitosan N-asetil glikozamin ve glikozaminin B-1-4
baglar ile birbirine baglanmis kopolimerleridir. Bu kopolimer eger %7 den daha az
azot ihtiva ediyorsa kitin olarak tammlamir. Mucor rouxii’den elde edilen kitin
deagilaz (deacylase), kitinin, kitosan ve asetik asite hidrolizini katalizler. Coztnebilir
kitosamin molekiler agirligi yuzbinlerce hatta iki milyon dalton kadar olabilir
(Zikakis, 1998).

Kitinaz (EC 3.2.1.14), canli organizmalarin pek gogunda (bakteri, bitki,
mantar, memeli ve hattainsan) bulunan, N-asetil glikozamin (GIcNAC) rezidilerinin
lineer bir polimeri olan Kkitini hidroliz eden, bir enzimdir. Kitin oldukga zor
¢cOzunebilen bir biopolimerdir ve dogada seliilozdan sonra en fazla bulunur. Kitin
derivatlart (oligomer ve monomerleri) genis kullamm alanlarina sahiptir. Kitin
oligomerleri ve kitosanmn gok 6nemli fizyolojik fonksiyonlari bulunmaktadir. Bunlar;
anti-tumaor aktivite, immun sistemi giclendirme, farelerde bazi patojenlerle olusan
enfeksiyonlara karst koruma etkisi, anti-fungal ve anti-mikrobiyal aktivite gibi
etkilerdir. Bu yizden; kitinin hidrolizi sonucu oligomer ve monomerlerin elde
edilmesi ile alakali prosesler gelistirmek 6nemli bir biyoteknolojik uygulamadir.
Ayrica gevreye higbir zarar1 olmayan biopestisid Uretiminde, kitin igeren bocekler ve
patojen mantarlarla micadele amaciyla kitinazlarin kullamimasi, medikal anlamda
patojen mantarlarin kitinazlarla tedavi edilme olasililiklart mikrobiyal kitinazlarin
Onemini giderek artirmaktadir (Mauch ve ark., 1998; Suzuki ve ark., 2001; Guo ve
ark., 2004; Chang, ve ark., 2007).

Kitinazlar yuksek organizasyonlu bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Bu enzim; domates, soya fasllyesi, bugday kepegi gibi
bitkilerden izole edilmistir ve Streptomyces (6zellikle S. griseus) Serratia ve
Aeromonas tirleri potansiyel dreticileridir. S. griseus'tan izole edilen kitinaz
enziminin molekduler agirhigi 35,000 Da, optimum pH’'st 8.0°dir. pH 6.0 ile 8.0
araliginda 37°C'de stabil olan enzim yiksek 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]) dretilmistir. Bu enzim glikozamin  polimerlerini  igeren
mikroorganizmalarin duvarint pargalama yetenegindedir (mantarlar kitin duvar
igerir). Enzimin optimum pH araligi 5-6.5 ve optimum sicakligi ise 40-60 °C
seklindedir. Aktivitesi oldukca yuksek baska bir enzim Aeromonas hydrophilia
subsp. anaerogenes kultirinden uretilmistir [GO] (McClery ve Matheson, 1987).
(IMJ], [GQ]: Uretici firmalar)

Glnumuzde mikrobiyal orijinli enzimler tekstil, tip, deri endistrisi,
biyoteknolojik uygulamalar, biyolojik ve kimyasal atiklarin geri donistimt vb ¢ok
cesitli alanlarda etkin sekilde kullamilmaktadir. Mikrobiyal orijinli katalizorlerin
(enzimlerin) tercih edilmesinin en 6nemli sebepleri; dogada c¢ok cesitli enzimi
sentezleyen, her trlt mikroorganizmanin var olusu, Uretilmelerinin kolayligi, elde
edilen enzimlerin etkinliginin kimyasal olarak sentezlenen enzimlerden c¢ok daha
yuksek aktivite gostermeleri, yiksek sicaklik ve pH kosullarina dayanikliliklar:
sayilabilir.

Kitinaz enzimini Ureten mikroorganizma suslarimin dogadan izole
edilmesini endistriyel agidan ele aldigimizda;

a-Y Uksek diizeyde enzimatik aktiviteye sahip tirlerin seleksiyonu ve buna
bagli olarak insektisidal aktivitenin tesbiti ile Ozellikle kitin bakimindan zengin
atiklarin biyolojik olarak parcalanmasi 6nemli bir ekolojik kazang olabilecektir.

Bocek pestisidleri seklinde, biyolojik kontrol aanlar1 olarak
kullanmlabileceklerdir.

b-Y Uksek kitinaz aktivitesi gosteren mikroorganizma tirlerinin seleksiyonu
ve identifikasyonu gerceklestirildigi takdirde, bunlarin enzim Ureticileri olarak
kullanilmalar1 veya atik materyallerden biomass Ureticisi olarak yararlanilmalart
mUmktn olabilecektir. Kimyasal olarak hazirlanmis ve satisa sunulmus, halen
kullanilmakta olan pek gok insektisidin insan ve hayvan sagligi Uzerinde yaratms

oldugu birtakim saglik problemleri kismen ¢oztimlenebilecek, 6zellikle teratojenik ve
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kanserojenik  6zellik tasimayan biopestisidlerin  Uretilebilmesi stz  konusu
olabilecektir.

c-Bitki patojeni olan funguslarla biyolojik savas yapilabilecek, kitinaz
Ureten mikrorganizmalar kitinaz geni bakimindan ©nemli bankalar olarak
kullanilabilecektir.

d-Ozellikle tipta, mantar enfeksyonlarinda, saglik icin hic bir toksik etkisi
olmayan topikal kullamma uygun anti-fungal preparatlarin Uretilmesinde
mikrobiyal orjinli kitinaz kulamlabilecektir.

Vaidya ve ark. (2003) daha 6nce yapmis olduklar1 calismada; Alcaligenes
xylosoxydans'tan izole ettikleri kitinazin Fusarium udum ve Rhizoctonia
bataticola’nin Uremesini, 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 kitinazimin Puccinia arachidis'in germinasyon
tupleri ve spor duvarin lizi ettigini, Alc. xylosoxydans in fungal hicre duvarin
tamamen degrade ettigini bildirmislerdir.

Chang ve ark. (2007), Bacillus cereus un bitki blytimesini stimile edici
bilesiklerin, deniz  atiklarindan  kitinin ~ kullamimasiyla elde  edildigini
bildirmektedirler.

Kitin ve kitin derivatlar1 biyolojik aktivitelerinin ¢ok fazla olmas ve
biyoteknolojik etkinliklerinin yiksek olmast nedeniyle énemli biyomolekillerdir.
Kitin degradasyonunu gerceklestiren kitinazlar bakteri, mantar, Actinomycetes, maya,
bitki, protozoa, sblanter, nematod, yumusakca, artropoda ve hatta insanda bulunan
doganin hazinelerinden biridir (Bhushan, 2000).

Kitinazlar ginimiizde 6nem arzeden arastirma konularindan biridir, ¢linkd;
fungal patojenlerin biokontrolinde, zararli bocekler ile biyolojik savasta, maya ve
funguslardan protoplast/sferoplast hazirlanmasinda, kitin atiklarinin biokonversiyonu
ile tek hiicre proteini ve etanol Uretiminde, glbre eldesinde, kitinaz aktivitesinin
transglikolizasyonu ile spesifik boyutlarda oligomerler eldesinde, medikal olarak
kullanimi ¢ok ©nem arzeden glikozamin dretilmesinde kullamlmaktadir. Ayrica
kitinazlarin endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda tercih edilmesi; maliyetinin
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dustk olmasi, Ozellikle raf Omrinin uzun olmas: (saklama kosullarinda stabil),
immobilizasyon ile enzim 6zelliklerinin 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 tammlanmustir. Bacillus thuringiensis biopestisid olarak  yillardir
kullamlmaktadir (Thamthiankul ve ark., 2001). Ayrica Kitinaz Uretiyor olmasi,
bdceklere kars1 toksisite artisina neden olabilecektir. Wiwat ve ark. (1999), Bacillus
circulans No.4.1 susunun kitinaz drettigini bu kitinazin genis pH araliginda (6.0-
12.0) kitini hidroliz ettigini, eger kitinaz kodlayan gen Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki’ye aktarilirsa boceklerle biyolojik savasta ciddi toksisite artisina sebep
olacagim bildirmiglerdir.

Bu arastirmada kitinaz Ureticis olarak B. thuringiensis subsp. kurstaki
HBK-51 susu kitinli (%1 kolloidal kitin) besiyerinde Uretilmis ve sipernatant filtre
edildikten sonra, etanol presipitasyonu yontemi ile ¢okturdlmastir. Kismi saflastirma
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’1n ise 9.0 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7, 4.9).

Sicaklik stabilite denemeleri icin enzim farkli sicakliklarda 3 h 6n
inkibasyona birakilmigtir. Bu sire icerisinde 90 °C'de en yuksek aktivite
gogtermistir. 110 °C’de %96 kalan aktivite saptanmis olmasi termostabilite igin
oldukga 6nemli ve yiksek bir degerdir. Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26
kitinazinin 70 °C'de 5 saatlik sirede stabil kaldigini ve bakterial kitinazlar igin
bunun ilk rapor edilmis sonug oldugunu bildirmislerdir bu durum arkea kitinazlarin
geride birakmustir. Bu termostabilitenin; yogun elektrostatik interaksiyon (or;
tuz koprulerinin formasyonu), hidrojen baglari, hidrofobik interaksiyonlar,
intramolektler distlfit baglar1 ve enziim molekilinin ski paketlenmesinden
olabilecegi belirtilmistir (Adams ve Kelly, 1998).

pH stabilitesi sonuclarina bakildiginda, aktivitenin pH 9.0 araligina kadar
yukseldigi ve 9.0'dan sonra sabitlendigini gorulmektedir (Sekil 4.10). Bu sonuglara
gore termostabil, alkali, HIPERTERMOFIL bir enzim olarak tanimlanmustar.
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5. SONUC VE ONERILER Secil BernaKUZU

Ohishi, (1996) ve Ueda ve Arai, (1992) mikrobiyal Kitinazlarin ¢cok yiksek
pH araliklarinda aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

SDS-PAGE ile molekuler agirlik hesabi yapilmis ve 125 ve 50 kDa
boyutlarinda 2 ayr1 band icerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6). Busaya ve ark. (2005)
Streptomyces fradiae' den izole ettikleri kitinazin 26 ve 43 kDa oldugunu
bildirmislerdir. Birgok arastirmaci (Chanpen ve ark., 1999; Lee ve ark., 2006; Kim
ve ark., 2007) kitinazlarin, 26, 30, 36.5, 38, 43, 45, 75, 110, 143, 200 kDa molekuler
agirhginda farkli buyukltklerde oldugunu bildirmislerdir.

Kitin ve derivatlarimin, biyolojik 6énemi geregi, bu tarz calismalarin devam
etmesi, planlanacak calismalarda, kitinazin antifungal aktivite, bocekler tzerindeki
etki, enzimin hipertermofilite 06zelliginin  molekiler mekanizmasi, farkl
mikroorganizmalardan kitinaz Uretilmesi, kitinazlarin farkl: kitin derivatlarim (glikol
kitin, glikol kitosan, CMC, koloidal kitin, ¢tzinebilir kitosan vb) hidroliz etme
yetenegi ve dizeyi, hatta kimyasal insektisidler ile kitinazin bocekler Gzerindeki
etkisini kiyaslayan detay calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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