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P. fluorescens VE B. subtilis BAKTERILERININ F. culmorum’>a KARSI
ANTIFUNGAL ETKINLiGi, BAKTERILERDEN ELDE EDIiLEN
KITINAZ ENZIMININ KISMi SAFLASTIRILMASI VE
BAZI KIiNETIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Merve SENOL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Neslihan DIKBAS

Mantarlarin hiicre duvarlari, boceklerin ve diger artropodlarin dis iskeletleri, krustase
kabuklarmin temel yapisal bileseni olan kitini parcalama yetenegine sahip kitinaz
enzimleri hem bitki patojeni olan mantarlara kars1 fungusit hem de zararli boceklere
kars1 insektisit olarak biyolojik amagh kullanilabilmektedir.

Bu calismada iilkemizdeki cesitli kiiltiir ve yabani bitkilerin toprak iistii aksami veya
kok rizosferinden izole edilen bakteri kiiltiirlerinden, tiitiinde yapilan asir1 duyarhlik test
sonuglarinda bitki patojeni olmadiklar1 teyit edilen 158 izolat secilip patojen fungus
olarak sebzelerde kok cliriikliigline neden olan Fusarium culmorum’a kars1 antifungal
aktivite testi yapilmistir. Antifungal aktiviteye sahip olan 31 izolata kitinaz enzimi
aktivitesi testi yapilip i¢lerinden en yiiksek aktivite gosteren Pseudomonas flourescens
MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A 1zolat1 se¢ilmistir. Bu iki izolatin iirettikleri kitinaz
enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla kismi saflastirilmistir. Kismi saflastirilan
enzimlere optimum pH ve optimum sicaklik analizleri yapilmastir.

Sonug olarak Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatinda %0-20 ¢oktiirme araliginda
%30,8 verimle 23,34 kat ve Bacillus subtilis TV-125A izolatindan %0-20 ¢oktiirme
araliginda %15,7 verimle 22,34 kat kismi saflastrma yapilmig ve saflastirilan
enzimlerdeki optimum aktivite pH 4,0’de ve 50°C sicaklikta gbzlenmistir. Pseudomonas
fluorescens MF-1 izolat1 pH 11,0’de %36 aktivitesini korurken, Bacillus subtilis TV-
125A izolat1 aktivitesinin %71’ini korudugu saptanmistir. Ayrica Pseudomonas
Sfluorescens MF-lizolatinin 80°C’de %50 aktivitesini korurken, Bacillus subtilis TV-
125A izolatinin ise %42 aktivitesini korudugu belirlenmistir.

2014, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Fusarium culmorum,
kitinaz enzimi
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THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF P. fluorescens AND B. subtilis BACTERIES
AGAINST TO F. culmorum, PARTIAL PURIFICATION OF CHITINASE
ENZYME OBTAINED FROM THESE BACTERIES AND
DETERMINING OF SOME KINETICS PROPERTIES
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Chitinase is capable of degrading chitin, is the basic structural component of cell walls
of fungal, exoskeletons of insects and other arthropods and crustaceans shells. These
chitinase enzymes may use for biological purposes as both fungicides against to plant
pathogenic fungi and insecticides against to insect pests

In this study, the antifungal activity test was made to 158 isolates isolated from various
cultures and aboveground parts or root rhizosphere of wild plant in our country, against
to pathogenic fungi Fusarium culmorum, caused to root rot in vegetables. The chitinase
enzyme activity test was made to 31 isolates which have antifungal activity, then
Pseudomonas flourescens MF-1 and Bacillus subtilis TV-125A, had the highest activity
was selected. The chitinase enzymes produced by these two isolates were purified by
ammonium sulfate precipitation method. The optimum pH and temperature tests were
made to partial purified enzymes.

As a result of, the partial purified was made to Pseudomonas fluorescens MF-1 and
Bacillus subtilis TV-125A isolates in the range of precipitation 0-20% with yield of
30,8% and 15,7%, 23,34 and 22,34 times, respectively. The optimum activity of
purified enzymes was determined at pH 4,0 and temperature of 50°C. Pseudomonas
fluorescens MF-1 and Bacillus subtilis TV-125A isolates protected 36% and 71% of
enzyme activity at pH 11,0, respectively. Besides, it was determined that Pseudomonas
fluorescens MF-1 and Bacillus subtilis TV-125A isolates protected 50% and 42% of
enzyme activity at temperature of 80°C, respectively.

2014, 64 pages

Keywords: Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Fusarium culmorum, chitinase
enzyme
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1. GIRiS

Bir kimyasal reaksiyonu baglatan ve hizlandiran ancak kendisi reaksiyona girdigi gibi
cikan maddeye katalizor denir. Enzimlerde biyokimyasal reaksiyonlar1 baslatan,
hizlandiran ve reaksiyonda hicbir degisiklige ugramadan ¢ikan katalizor bilesikleridir.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda %100°liik {iriin verimi saglar ve hicbir yan
driiniin olusumuna firsat vermezler. BOylece organizma igin gerekli enerji temin
edilirken, metabolizmada potansiyel toksik bilesiklerin olugsmasina izin verilmez.
Enzimler substrat icin ¢ok yiiksek spesifiklige sahiptir. Bir enzim birbirine benzer
substratin bir grubu ile reaksiyona girebilirken, baska bir enzim tek bir molekiil tiirii ile

reaksiyona girebilir (Gokalp vd 2002).

Enzimlerin genel 6zelliklerini su sekilde agiklanabilir;
Enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu protein yapisindadirlar.
Benzer tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
Bir enzim daima tek g¢esit veya ayni tip reaksiyonlari katalizler.

1

2

3

4. Katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltirlar.

5. Enzimler gerceklesecek reaksiyonun ¢cabuk dengeye gelmesini saglarlar.
6

Enzimler canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamda da gérev alirlar (Kiling 2011).

Metabolizmada enzimler yapim, yikim, hidroliz gibi olaylarda gérev alirlar. Enzimlerin
0zel reaksiyonlar1 katalizleyebilmeleri pH, sicaklik, siire, substrat ve inorganik iyonlarin
konsantrasyonu, aktivatdor veya koenzimlerin varligi ve reaksiyona bagl iriinlerin

konsantrasyon niteligine baghdir (Yakupoglu 2009).

Enzimlerin; gida sanayinde, kimya endiistrisinde, ziraat alaninda ve hatta biyolojik
savaglarda kullanimi1 oldukga genis bir yer tutar. Endiistriyel alanda kullanilan enzimler
bircok avantajlar1 nedeniyle genelde mikrobiyal kokenli enzimlerdir. Ciinki
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore

katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmalari, istenmeyen yan lriinler olusturmamalari,



daha stabil ve ucuz olmalar1 ve bir iiretim prosesinde ¢ok fazla miktarda iiretilmeleri

miimkiindiir (Zeman and McCrea 1985; Wiseman 1987).

Mikroorganizmalar hayati fonksiyonlar1 devam ettirebilmek i¢in bircok enzim
sentezlerler. Bu enzimlerin ¢ogu, hiicrenin i¢inde ¢evreden korunmus olarak is
gormektedir. Fakat bazilar1 hiicrenin digina salgilanarak etkinligini gdsterebilir. Bunlara
ekstraselliiler enzimler denir. Ekstraselliiler enzimler, ortamda bulunan ytliksek molekiil
agirlikli besin maddelerini hidroliz ederek mikroorganizma tarafindan alinabilir forma
dontstiiriirler. Bu enzimlere genel olarak hidrolazlar denir. Ekstraselliiler enzimler
mikroorganizmanin tiredigi/liretildigi ortama salindig1 i¢in, ortamin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine karsi kendisini stabil kilan bazi ozelliklere sahip olmasi gerekir.
Mikroorganizma i¢in gerekli ise fazla miktarda {iretilebilir. S6z konusu enzimin
substrati ortamda bulunursa enzim iretimi indiiklenebilir. Bu 06zelligi sayesinde,
ektsraselliiler enzimler endiistriyel alanlarda kullanilmak i¢in uygun ve vazgecilmez
molekiiller haline gelmistir. Gilinlimiizde mikrobiyal enzimlerin pek cogu oOnemli
arastrma konusu haline gelmis, diinyanin hemen her yerinde iretilmeye, sanayi,

endiistri alaninda kullanilmaya baslanmistir (Kalisz 1988; Kuzu 2008).

1.1. Enzimlerin Tarihgesi

Enzimler ilk biyoteknolojik islemler olarak kabul edilen; ekmek, yogurt, bira, sarap,
peynir gibi iirlinlerin hazirlanmasinda bilinmeden kullanilmiglardir. Gegtigimiz
ylizyildan itibaren ise enzim alaninda yapilan c¢alismalar arttirilmistir. Spallanzani
(1783) tarafindan atmaca mide suyunun eti yumusattiginin bulunmasi, Kirchoff
(1811)’un bugday nisastasmin zamanla dekstrin ve sekerlere doniistiigiinii belirlemesi,
Robiquet, Boutron ve Chaland (1830)’in amigdalinin aci1 badem tarafindan
hidrolizlendigini kesfetmeleri, Payen ve Persoz (1833)’un nisastay1 sekere donistiiren
bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde etmeleri ve hiicre digi enzimatik aktivitenin
varligimnin anlasilmasi enzimoloji alaninda yapilan ilk temel ¢aligmalar olmustur (Aehle

2004).



Enzimler kesfedildikleri ilk yillarda ferment olarak adlandirilmis olsa da ilk kez
Berzelius (1838) enzimler i¢in katalizor (biyokatalizor) ifadesini kullanmis ve ardindan
Kiinhe (1878) enzim terimini kullanan ilk kisi olmustur. 1800’Li yillarin sonuna dogru
Emil Fischer enzimlerin substratlarina olan 6zgiinliiklerini ortaya koyarak anahtar-kilit
modelini tanimlamig ve bazi temel kavramlarin enzimoloji alanina girmesini
saglamistir. Summer (1926)’in kristalize formda iireaz enzimini ilk olarak elde
etmesiyle enzim saflastirma ve kristallendirme ¢aligsmalar1 hiz kazanmigtir. 1950 yilina
dek pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi proteolitik enzimlerin bulundugu pek ¢ok enzim
saflagtirilarak kristalize edilmistir. Svedberg tarafindan gerceklestirilen ultrasantrifiij
teknigi ile enzimlerin molekiil kiitlelerine gore ayriminin yapilabileceginin belirtilmesi,
1960 yilinda riboniikleazin aminoasit dizisinin aydmlatilmasi, 1965 yilinda lizozimin 3
boyutlu yapisimin X-1ginlar1 kristalografisi ile belirlenmesi enzimlerin kimyas1 ve yapisi
alanindaki ilk c¢aligmalar olmustur. 1950-1960 yillar1 arasinda yapilan enzimolojik
calismalardan enzimlerin yapisal esnekligi ile ilgili bilgiler ortaya ¢ikmis ve 1958
yilinda Koshland, enzimlerin katalitik gilicii ve oOzgiinliigiini ag¢iklamak {zere
indiiklenmis uyum (induced fit) modelini Onermistir. Aminoasit prekiirsorlerinden
riboniikleaz enziminin kimyasal olarak sentezi ilk kez Merrifield ve arkadaslar1 (1969)
tarafindan gercgeklestirilmistir. Bu alanda yapilan 6nemli bir gelisme olmamasina
ragmen hazirlanan preparatin katalitik aktivitesi ve kimyasal saflig1 olduke¢a diisiik
olmustur (Yakupoglu 2009). Bugiinde gecerliligini siirdiiren enzim kinetigi konusu,

Michaelis ve Menten tarafindan (1913) temeller lizerine oturtulmustur.

1.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerin kimyasal yapilari, protein ve protein olmayan mineral maddeler veya
vitamin kismindan olusmaktadir. Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in gerekli olan,
ve protein yapida olmayip genellikle metal iyonlarimi igeren yan gruplarma kofaktor,
kompleks organik bilesik igeren yan gruplarmna da koenzim denir. Koenzimlerin enzim
proteinine c¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagli olup enzim proteininden

ayrilmayanlar1 prostetik grup olarak adlandirilirlar. Enzimlerin sadece protein yapidan



olusmus ve kofaktor igcermeyen inaktif kismina apoenzim, kofaktorleri ve koenzimleri

iceren aktif kismima haloenzim denir (Kuzu 2008).

Kofaktér Aktif Bolge Koenzim

Apoenzim

e )
"

Holoenzim

Sekil 1.1. Enzimin yapis1 (Saribuga 2013)

Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat, reaksiyon sonunda meydana gelen maddeye
ise “lirtin” ad1 verilir. Enzim ile substratin birbirine baglanmas ile ilgili iki model ileri
siirlilmiistiir. 1894’te Emil Fischer tarafindan ileri siiriilen anahtar kilit modelinde,
substratin enzimin aktif bolgesine baglanirken yapisal olarak uygun sekilde anahtar kilit
gibi birbirine baglandig1 kabul edilir. 1958°de Daniel Koshland tarafindan ileri siiriilen
indiiklenmis-uyum modelinde ise; enzim substrati olmadiginda serbest halde bulunur.
Substrat varliginda, enzimin aktif merkezi bigimsel degisiklige ugrayarak substrata
uygun olarak sekillenir. Enzim substratina gecici olarak aktif bolgeden baglanir ve
substrat-enzim bilesigi (SE) olusur. Daha sonra substrat iiriine veya tirtinlere doniisiir.
Enzimler ise reaksiyondan degismeden ¢iktiklari i¢in tekrar tekrar kullanilabilir (Nelson

and Cox 2004; Agikel vd 2006).
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1.3. Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler; pH, sicaklik,
reaksiyon sliresi, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, su aktivitesi, enzim
inhibitorleri, enzim aktivatorleri, reaksiyon lriinleri, basing, radyasyon ve 1sik gibi
cesitli fiziksel faktorlerin yami sira hormonlar gibi c¢esitli kimyasal faktorlerde
bulunmaktadir. Sicaklik, siire, pH, enzim konsantrasyonu ve substrat konsantrasyonu bu
faktorlerden baslicalar1 olup, alt boliimde ele almmistir. Calismada, bunlar disinda
enzim aktivitesini etkileyen faktorlerin, deneysel ortamda sabit oldugu kabulii

yapilmistir (Saribuga 2013).

1.3.1. S1icakhik

Enzimatik tepkimelerde sicakligmm artmasi ile molekiiller arasi carpismanin artigina
bagh olarak genellikle tepkimenin hizi artmaktadir. Tepkime hizinin en yiiksek diizeye
ulastig1 sicakliga optimum sicaklik denir. Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in
optimum sicaklik lizerinde enzim denatiire olmakta ve tepkime hizi azalarak sifira

inmektedir (Batur 2012).
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Sekil 1.3. Sicakligin enzim aktivitesine etkisi (Batur 2012)

1.3.2.Siire

Sekil 1.4°te de goriildiigii gibi enzim reaksiyonlarinda hiz zamanla azalmaktadir. Ciinkii
ortamda bulunan substrat azalir veya tiikkenir ve enzim zamanla denatiire olabilir. Bu

yiizden genellikle enzim Sl¢iimleri baslangic doneminde olmaktadir (Mert 2006).

Hiz

0 10 20 30 40 (Zaman)

Sekil 1.4. Siirenin enzim aktivitesine etkisi (Batur 2012)

1.3.3.pH

Ortam pH’s1 enzim aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorlerdendir. Enzimin en yiiksek

aktivite gosterdigi pH’ya optimum pH denir. Sekil 1.5’te de goriildiigii gibi enzimlerin



tipik pH egrilerinde enzim hizi optimum pH’nin her iki tarafinda da giderek

azalmaktadir (Anonim 2007).

Optimum pH

L = i
0 10 5.0 6.0 130 PH

Sekil 1.5. pH’nin enzim aktivitesine etkisi (Batur 2012)
1.3.4.Substrat konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonunun arttirilmasi, enzimatik reaksiyonu baslangicta dogrusal
olarak arttirir. Ancak substrat ilave edildikce hiz giderek daha az artar. Maksimum
kapasiteye ulasildiginda enzimde substrat baglayacak tiim bos yerler doldugundan,
eklenen substrat artik enzime baglanamaz ve enzimatik tepkimenin hizi degismez (Mert

2006).

"f Tom enzim mo!

W Enzim molekulleri hentiz
substrat ile doymamustir

0 > [S]

Sekil 1.6. Substratin enzim aktivitesine etkisi (Mert 2006)



1.3.5.Enzim konsantrasyonu

Ortamda bulunan enzim konsantrasyonunun enzimatik reaksiyonlar hizina etkisi
dogrusaldir. Reaksiyonun gerceklestigi yerde ne kadar ¢ok miktarda enzim varsa ve
calisiyorsa, yeterli substrat oldugu siirece reaksiyonda hizlanarak devam eder (Anonim

2007).

Enzim Aktivitesi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 1.7. Enzim konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (Batur 2012)

1.3.6. Enzim inhibitorleri

Enzimin katalitik aktivitesini azaltan maddelere enzim inhibitorleri denir. Enzim
inhibitorleri dogal veya yapay maddelerdir. Enzim inhibitorleri: tersinir-geri doniisiimlii
(reversible), tersinmez-geri doniisiimsiiz (irreversible) ve allosterik inhibitorler olmak

iizere 3’e ayrilir (Saribuga 2013).

1.3.6.a. Tersinir (geri doniisiimlii) inhibitorler

Tersinir inhibitorler enzimle cok kisa siirede (saniyenin binde biri diizeyinde) kovalent

olmayan, difiizyon kontrollii denge kompleksleri yaparlar ve olusan kompleksler diyaliz



veya jel filtrasyonla kolayca ayrilabilir ve enzim tekrar aktif sekline doniisebilmektedir.

Tersinir inhibitorler 3’e ayrilir;

1. Kompetatif (yarismal) inhitorler: Enzimin aktif merkezi ile geri doniisimli
olarak birlesebilmektedir. Ancak olusan enzim inhibitdr ( EI ) kompleksinden {iriin
olusumu miimkiin degildir. Ortamda yarigmali inhibitér bulundugunda, bu
inhibitérle substrat arasinda enzimle birlesme yOniinde bir yarigma olur. Bu
durumda ortamdaki enzim molekiillerinin bir kismi substrat ile birlesmekte ve
buradan {iriin olusumu gergeklesmekte, bir kisim enzim ise inhibitor ile birlesmekte

ve liriin elde edilememektedir (Mert 2006).

E+S ES — E+P
+
)
I /
KI
\\
EI @

Sekil 1.8. Kompetatif inhibitor

2. Non-kompetetif (yarismasiz) inhibitorler: Enzime aktif merkez disinda diger bir
bolge iizerinden baglanmaktadir. Bu nedenle, substrat ile inhibitor arasinda enzimle
kompleks olusturma yoOniinde bir yarisma olmaz. Bu durumda da, ortamdaki
enzimlerin bir kism1 ES ve EI kompleksleri halinde ise bir kisim enzim E,I,S
kompleksi olusturmaktadir. E,I,S kompleksinden iiriine gecilememektedir. Ancak
enzimin geri doniisiimlii olarak bu kompleksten ayrilarak tekrar serbest hale gegme

ve substrat ile birlesip {iriin olusturma sans1 vardir (Anonim 2007).
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E+ S ES E+P
+ +
I I

Sekil 1.9. Non-kompetatif inhibitor

3. Un-kompetetif (sinirh yarismal) inhibitorler: Siirli yarigmali inhibitérler ES
kompleksine baglanarak inhibisyona neden olur. Inhibitdriin direkt olarak enzime

baglanmas1 s6z konusu degildir (Anonim 2007).

E+S ES E+P

r@&-@
o
&

Sekil 1.10. Un-kompetatif inhibitor
1.3.6.b. Tersinmez (geri doniisiimsiiz) inhibitorler

Tersinmez inhibitorler enzime kovalent bagla baglandig: i¢in EI kompleksinden tekrar
enzime doniis veya iiriin olusumu s6z konusu degildir. Uriin ancak ortamda serbest

enzimle birlesebilen substrat iizerinden olabilir. Tersinmez inhibitdr enzime aktif
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bdlgeden veya baska bir bolgeden baglanabilir. Tersinmez inhibitorler; Hg™, Ag™gibi

agir metal iyonlari, H,O; gibi oksidan maddeler olabilir.

1.3.6.c. Allosterik inhibitorler

Allosterik inhibitorler enzimlerin modifikator bdlgesine baglanir. Bu baglanma
sonucunda, enzimin aktif merkezinde substratin baglanmasia imkan vermeyen sekilsel

bir degisim meydana gelir ve buna bagli olarak da ES kompleksi olusamaz.

1.3.7. Aktivatorler

Baz1 enzimler aktivitelerini artwrmak i¢in aktivator adi verilen iyonlar veya kiigiik
molekiillere ihtiya¢ duymaktadirlar. Aktivatorler genellikle metal iyonlaridir. Bunlar
kofaktorlerin aksine olarak kataliz olaymna her zaman katilmazlar. Aktivatorlerin bir
kismi1 yalnizca substratla, diger bir kismi ise enzimle birleserek aktivator rolii oynar.
Enzimle birlesen aktivatorler kii¢iik metal iyonlaridir. K, Mg™, Zn™, Fe, Ca™ve
Co"gibi katyonlarin yan1 sira CI, Br, F, I ve OH™ vb. gibi anyonlar da aktivatdrdiir
(Anonim 2007).

1.4. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin sayis1 1950’11 yillarin sonuna kadar ¢cok hizli artig gostermis ve bir¢ok kisi
ayni enzime farkli farkli isimler vermislerdir. Bunun yani sira adlandirilmasi yapilan
bircok enzimin katalizledigi reaksiyon hakkinda herhangi bir bilgi igermemesi de
karmasay1 iyice arttirmaktaydi. Bu ylizden 1956 yilinda Uluslararasi Enzim Komisyonu
(International Comission on Enzyme) bu karisikligin diizelmesi adma kurulmustur.
Enzimlerin smiflandirilmasi ve isimlendirilmesi i¢in kabul edilen sistem 3 genel

prensibi icermektedir (Aygan 2008).
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Birincisi, -az (-ase) eki ile sonlanan enzim isimleri, tek enzimler ig¢in
kullanilmalidir. Bu durum birden fazla sistem igeren enzimler ig¢in
kullanilmamalidir.

Ikincisi, enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore smiflandirilir ve adlandirilirlar.
Ugiinciisii ise, katalizlenen reaksiyonlarin tipine gore adlandirilir ve smiflandirilir.
Bu sistem enzim komisyonu (E.C.) tarafindan belirlenen kod numaralar

kullanilarak enzimlerin agik bir sekilde tanimlanmalarini saglar (Aygan 2008).

Bir enzimin genellikle iki ismi mevcuttur. Biri sistematik ya da tavsiye edilen, digeri ise

yaygin olarak kullanilan, daha kisa ve kolayca uygulanan genel ismidir. Bir enzim,

sistematik ismi ve E.C. kod numarasi ile tanimlandiktan sonra onerilen isim herhangi bir

karigiklik olmaksizin sorunsuzca kullanilabilir. Bu tiir yaklasimlar literatiirlerde yaygin

olarak uygulanmaktadir (Aehle 2004).

1.4.1. Enzimlerin siniflandirilmasi ve numaralandirilmasi

Enzim komisyonunun raporuna gore kod numara sistemi gelistirildi. E.C. 6n eki ile

baslayan numaralar noktalarla birbirinden ayrilmis 4 temel 6geyi ifade etmektedir.

Eal O

Birinci rakam, enzimin alt1 siniftan hangisine ait oldugunu belirtir.

Ikinci rakam, enzimin alt smifin1 (Subclass) belirtir.

Ugiincii rakam, ikinci alt smifi (Sub-Subclass) ifade eder.

Dordiincii yani son rakam ise sub-subclass da bulunan enzimin seri numarasini

1fade eder.
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Bu sisteme gore ilk rakamda belirtilen enzimlerin katalizledikleri tepkimenin tipine gore

6 farkli gruba ayrilmislardir. Bunlar(Aehle 2004):

1. Oksidorediiktazlar: Bu siniftaki enzimler oksidasyon — rediiksiyon reaksiyonlarini
katalizler.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin veya radikallerin transfer tepkimelerini
katalizleyen enzimler bu sinifta bulunur.

3. Hidrolazlar: Substratin yapisindaki baglara gore hidroliz tepkimesini katalizleyen
enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu boliimdeki enzimler substrattan bazi gruplart hidrolitik olmayan
mekanizmalarla aymrir. C — C, C — S ve C — N baglarinin parcalanmasinda gorev
yapmaktadir.

5. lizomerazlar: Optik veya geometrik izomerlerin rasemizasyonu tepkimelerini
katalize eden enzim sinifidir.

6. Ligazlar: Iki metabolitin baglanmasimi katalize eder ve bu sayede daha biiyiik

molekiiliin olugsmasini katalize eden enzim smnifidir.

1.5. Kitin

Kitin N-asetil glukozamin rezidiilerinin ,1-4 baglanmasi ile olusmus bir polisakkarittir.
En ¢ok goriilen dogal polimerden olan kitin formlar1 uzun diiz zincirlerden olusmus bir
yapidadir. Bu nedenle seliiloza benzer bir 6zellik gosterir ancak yapisinda seliilozdan
farkli olarak hidroksil gruplar1 yerine asetilasyona ugramis amino gruplar bulundurur
(Stryer 1988; Madigan ef al. 1997; Kuzu 2008). Sistematik ad1 (1,4)-2 asetamid-2-
deoksi-B-D-glukan olan kitin dogada selillozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci
biyopolimerdir (Deshpande 1986; Chen and Chang, 1994; Muzzarelli and Muzzarelli
1998; Tanaka et al. 2003).
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Sekil 1.11. Kitinin kimyasal yapis1 (Yakupoglu 2009)

Kitin oligomerinin fonksiyonel 6zellikleri ve fizyolojik aktivitelerinin cogu molekiil
agirhigmma ve zincir uzunluguna baghdir (Shahidi et al. 1999). Dogal polisakkaritlerin
cogunun notr ya da asidik olmasina karsm kitin baziktir. Kitin oldukca hidrofobiktir,
suda ve organik coziiciilerin ¢ogunda ¢6ziinmez. Mineral asitlerin sulu ¢ozeltileriyle
konjuge olan heksafloroizopropanolde, heksafloroasetonda, kloroalkollerde ve %5

lityum klorit iceren dimetilasetamidde ¢oziintir (Kumar 2000; Caglar 2005).

Mantarlarin hiicre duvarlari, boceklerin ve diger artropodlarin dis iskeletleri, krustase
kabuklarinin temel yapisal bilesenidir (Gooday et al. 1980; Deshpande 1986; Flach et
al. 1992; Cauchie 2002; Merzendorfer 2003; Adams 2004; Hoell et al. 2005).
Nematodlar (yuvarlak kurtlar), karides, yengec, 1stakoz gibi krustaseler, gelinbdcegi,
kelebek, sivrisinek gibi artropodlar, midye, istiridye, salyangoz gibi mollusklar dahil
olmak {izere mantar, alg gibi daha bir ¢ok organizmada yasamsal 6dneme sahip bir
polisakkarittir (Gooday and Trinci 1980; Kramer and Koga 1986; No et al. 1989; Cabib
et al. 1989; Cho et al. 1998; Kumar 2000; Cauchie 2002; Merzendorfer and Zimoch
2003; Adams 2004; Caglar 2005). Cizelge 1.1°de farkli organizmalara ait kitin oranlar1

gosterilmektedir.
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Kitin, boceklerde kutikulun ve ¢ogu bocegin bagirsagini koruyan peritrofik membranin
ana bilesenidir. Bagirsagi enfekte eden patojenlerin dncelikle bu kitince zengin bariyeri
gecmeleri gerekmektedir (Shen and Jacobs-Lorena 1997; Sampson and Gooday 1998;
Hoell et al. 2005; Yakupoglu 2009). Ayn1 zamanda kitin boceklerin {ist derilerinde,
trake borularinda ve kaslarinda protein ve diger komponentlerle birlikte bulunur

(Kramer and Koga 1986).

Cizelge 1.1. Farkli organizmalara ait kitin oranlar1 (Yakupoglu 2009)

Organizma Oran (%)
Mantar 5-20
Solucan 20-38
Ahtapot 3-20
Oriimcek 38
Hamambdcegi 35
Ipekbocegi 44
Yabani yengeg 69
Yenilebilen yengec 70
Akrep 30
Su bocegi 37

1.5.1. Kitinin elde edilmesi

Diinya vyiizeyinde kabuklu hayvanlarin, yengeclerin, 1stakozlarin, krillerin
islenmesinden olusan kati atiklar kitinsel atiklarin biiyiik bir miktarmi olusturur (Roy ef
al. 2003). Diinya capinda deniz atiklarindan elde edilen kitinin 80.000 tondan daha fazla
oldugu belirlenmistir (Subasinghe 1995; Muzzarelli 1977).

Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi mantar atiklarinda bulunan kitinin miktary, deniz

kaynaklari ile kiyaslandiginda 6nemsenmeyecek kadar az miktardadir (Muzzarelli 1977;
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Patil et al. 2000). Ancak kitin ve Kkitosanin genis kullanim alanlar1 sebebiyle

mantarlarinda ticari olarak kullanimi yapilmaktadir (Muzzarelli ef al. 1994).

Son yillarda atiklarin yeniden degerlendirilmelerinin giindeme gelmesiyle birlikte,
kabuklu su iirtinleri ¢lirlimeye birakilmak yerine, kimyasal veya biyolojik yontemlerle
yeniden degerlendirilmekte ve yeni iriinler elde edilmektedir. Bu sekilde edilen
iiriinlerin basinda kitin gelmektedir (Demir ve Seventekin 2009). Sekil 1.12°de deniz

hayvani kabuklular1 ve mantarlardan kitin elde edilmesi gosterilmistir.

Deniz Canhsi Kabugzu Mantar

Elde etme (hasat), yikama ve kurutma

Yikama ve mekanik parcalama

1 I

Toz haline getirme ve NaOH ile islem

Demineralizasyon
(1 N HCl ile 30 dk oda
sicakhZinda muamele) l

Yikama

k

Deproleinizasyon
P ! LiCVDMAC ile ekstrakisyon

(% 3.5'lik NaOH ile 65°C"de
2 saat islem)

l Yikama

it Suda ¢tkeltme, Kitinin toplanmas: ve
Ham Kitin <
kurutulmas:

Sekil 1.12. Deniz hayvanmi kabuklular1 ve mantarlardan kitin eldesi (Demir ve
Seventekin 2009)
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1.6. Kitosan

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz iiriinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda gibi bolgelerde bulunan dogal
bir polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplarina sahip; kimyasal yapi olarak seliiloza benzeyen ve dogada
selillozdan sonra en sik rastlanan biyopolimerlerdendir (Shepherd ef al. 1997;
Terbojevich and Muzarelli 2000; Bostan et al. 2007). Kitosan kitinin tersine asidik
soliisyonda ¢oziinebilir. Sekil 1.14. ve Sekil 1.15°de goriildiigii gibi seliillozun molekiiler
yapisina benzerlik gostermesine ragmen kitosan, kitinden daha onemlidir (Alyiiz ve

Veli 2005; Musabak 2008; Kuzgun ve inanl1 2013 ).

HOH,C
L HOH,C
HO 0 0
pe
G
OH

Sekil 1.13. Seliilozun kimyasal yapis1

HOH,C
a HOH,G
mo‘ﬁ% HOH,C
@J HO — 1 0
NH;

Sekil 1.14. Kitosanin kimyasal yapis1
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Kitosanin ~ kimyasal  yapisi,  poli-[b-(1,4)-2-amino-2-deoksi-b-D-glukopiranoz]
seklindedir. Kitin ve kitosan polisakkaritleri, kimyasal olarak seliiloza benzemekle
birlikte kendi aralarinda birtakim farkliliklar gostermektedir. Seliilozda, ikinci karbon
atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH3),

kitosanda ise amin (-NH,) grubu bulunmaktadir (Demir ve Seventekin 2009).

Kitosan, ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot tarafindan kesfedilmistir. Bracannot,
mantarlarda bulunan kitini stilfiirik asitte ¢c6zmeye ¢alismis ancak basarili olamamastir.
1894°de Hoppe-Seyler, kitini potasyum hidroksit i¢erisinde 180°C’de isleme sokmus
(deasetilasyon) ve asetil icerigi azaltilmig bir {iriin olan kitosami elde etmistir. 1934
yilinda kitosandan film tiretimi ve lif eldesi konusunda olmak iizere iki patent alinmistir.
Ayni yil, Clark ve Smith tarafindan c¢ok iy1 oryante olmus kitosan lifi iiretimi de basar1

ile gergeklestirilmistir (Demir ve Seventekin 2009).

1.6.1. Kitinden kimyasal yolla kitosan eldesi

Sekil 1.13’de goriildiigii gibi kabuklu artiklarindan kitinin izolasyonu ii¢ basamaktan
olugsmaktadir (Shahidi ef al. 1999; Bostan et al. 2007).

1. Protein ayrimi: Deproteinizasyon

2. Kalsiyum karbonat (ve kalsiyum fosfat) ayrimi: Demineralizasyon

3. Renk ayrimi: Dekolorasyon

Bu islemlerde kitinin protein, mineral ve pigmentlerden uzaklastirilarak, kimyasal
yollarla, farkli deasetilasyon derecelerinde saf olarak elde etmek amaglanmaktadir.
Sekil 1.15°da gorildiigii gibi kitinin deasetilasyonu sonucu ise baglica tiirevi olan

kitosan elde edilmektedir (Imamoglu 2011).
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Kitindeasetilaz

Sekil 1.15. Kitinin deasetilasyonu ile kitosan eldesi (Imamoglu 2011)

Kitin ve kitosanin en biiylik avantaji yenilenebilir bir kaynak ve ¢evre dostu dogal bir
biyopolimer olmasidir. Bu 6zellikleri ile son yillarda bir¢cok farkli sektérde kullanim
alan1 bulmustur (Synowiecki and Al-Khatteb 2003; Shahidi and Abuzaytoun 2005;
Imamoglu 2011).
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1.7. Kitin, Kitosan ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlari

Cizelge 1.2. Kitin, kitosan ve tlirevlerinin kullanim alanlar1 (Demir ve Seventekin 2009)

Uygulama Alanlan Kullanimlar

Dogal kivamlastirict

Gida koruyucu

Hayvan yemlerini de igeren yiyecek katki
maddesi

Gida islemede (6rnegin seker isleme)
Filtreleme ve temizleme

Hipokolestrolemik madde (zayiflama maddesi)
Atik yiyeceklerin tekrar iglenmesi

Gida

Bitki katki maddesi

Antimikrobiyal ve antifungal madde
Ziraat Bitki tohumu kaplanmasi

Glibre yapim1

Insektisid ve nematositlerde

Hayvan ve insanlar i¢in yara band1 yapiminda
Sargi bezi yapiminda ve yara tedavisinde (yara
tedavisini %30 oraninda hizlandirmaktadir.)
Yanik tedavisinde acty1 dindirme ve iyilestirme
etkisi

Kani pihtilastirict madde

Hidrojel yapimi

Antikoagiilant ve antitrombojenik materyaller
(stilfatlanmis-kitin tiirevleri olarak)
Hemostatik madde

Kontakt lens yapimi1

Ilag salim1

Medikal Alan

Sac sekillendirici yapimi

Cilt nemlendirmede (nemlendirici kremlerde)
Antikolestrol ve yag baglayici olarak zayiflama
maddesi

Aftershave, deodorantlarda koku giderici
madde

Kozmetik

Kromatografik yontemlerde

Biyoteknoloji Enzim immobilizasyonunda

Kirlenmis atik sular i¢in koagiilasyon ve
flokiilasyon

Atik sudaki metal iyonlarinin uzaklastirilmasi
ve geri kazanimi

Su aritimi
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Kitin ve tiirevleri Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi bir¢ok alanda kullanim alani bulmustur.
Ancak dogada seliilozdan sonra ikinci en yaygin biyopolimer olan kitin bir¢ok alanda
yaygin bi¢imde kullanilmasmna karsin siki molekiiler {istii yapisi nedeniyle bazi
durumlarda sorunlarla karsilasilabilmektedir. Bu nedenle kitin yerine, deasetilasyonu
sonucu elde edilen ve baslica tiirevi olan kitosan kullanilmaya baslanmistir. Kitosan,
basta medikal alanda olmak {izere ziraatten gidaya, tiptan kozmetige kadar bir¢ok

alanda kullanim alan1 bulmustur (Demir ve Seventekin 2009).

1.8. Kitinaz Enzimi

Kitinin hidrolizlenmesinde, iki tip enzimden ilk biiyiik enzim olan kitinazlar [poli-p-1,4-
(2-asetamid-2-deoksi)-D-glukozit glikanohidrolaz, EC 3.2.1.14] rol oynamaktadir.
Kitinazlar endokitinazlar ve ekzokitinazlar olarak iki alt gruba ayrilir. Endokitinazlar N-
asetilglukozaminin ~ multimerlerini  olustururken, ekzokitinazlar ise polimerin
indirgenmemis ucundan baslayan, diisiik molekiiler agirhiga sahip, ¢0ziinebilen
dimerlerin siirekli salmmasmi katalizler. Ikinci tip enzim olan kitobiazlar ise kitobiozu

N-asetilglukozamin monomerine hidroliz eder (Suginta et al. 2005).

Sekil 1.16. Kitinaz enziminin 3 boyutlu yapist (Kuzu 2008)
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Endokitinazlar kitin polimerini i¢ten parcalayarak ekzokitinazlar da kitobiozu bir ugtan
salivererek islev goriirler. Beta-N-asetil glikozaminidaz N-asetil glikoz amin
monomerlerini kitinden ¢ikarir bu durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine

hidroliz eder (Kuzu 2008).

Bakterilerde kitinazlar, mantar, protozoa ve omurgasizlara kars1 parazitlikte rol
oynarlar. Ayni zamanda morfogenezin de kapsamindadirlar. Kitinazlar, bitki ve
omurgalilarin savunma mekanizmalarinda da gorevlidirler. Bocek zararlilarinin
biyolojik kontroliinde kullanilan baculoviruslar patojenik etki i¢cin kitinaz tiretirler
(Gooday 1995; Caglar 2005). Bitkiler, kitinaz1 fungal patojenlere karsi kendilerini
korumak i¢in Uretirler (Wen et al. 2002). Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini
parcalar. Dogal olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran bazi bitkiler bilinmektedir.
Ornegin akgaagag, siyah, kirmizi ve beyaz mese agaglarinin saglikli gévde ve kok
dokularinda B-1,3-glukanaz ve kitinaz varligi tespit edilmis ve bu enzimlerin bu
agaclarda patojen olan Armillaria mellea’nin hif ¢eperlerinin erimesine sebep oldugu

bildirilmistir (Muzzarelli 1977; Yakupoglu 2009).

Bakterilerin liretmis oldugu kitinaz enzimi bir dizi kimyasal islemden sonra kitini glikoz
ve amonyak haline donistiir. Kitinazlar yiliksek organizasyonlu bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzim; domates, soya fasulyesi,
bugday kepegi gibi bitkilerden izole edilmistir ve Streptomyces (6zellikle S. griseus)

Serratia ve Aeromonas tiirleri potansiyel tireticileridir (Dubourdieu ef al. 1985).

1.8.1.Kitinin enzimatik hidrolizi

Biraz dnce de bahsedildigi gibi bir¢ok bitki, bdcek ve mikroorganizma kitinin enzimatik
hidrolizinden sorumlu kitinaz enzim sistemine sahiptir. Kitinin enzimatik hidrolizi Sekil
1.17°de gosterilmistir. Kitinin enzimatik hidrolizinin ilk asamasinda endo ve ekzo-
kitinazlarin kombinasyonu ile glukozamin dimerlerine (GIcNAc2) parcalanir (reaksiyon

1 ve 2). Daha sonra B-N-Asetilglukozaminidaz (GlcNAcase; reaksiyon 3) GIcNAc
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dimerlerini  hidrolizler veya kitooligosakkaridlerden ~GIcNAc’lerin  salinimini
gergeklestirir (Gooday 1994). Bazi organizmalar GIcNAc2 iinitelerini GIcNAc2
fosforilaz enzimi ile GIcNAc ve GIlcNAc-1-fosfata pargalar (reaksiyon 4), (Park et al.
2000) veya bir GIcNAc2 fosfotransferaz sistemi ile dimeri GlcNAc-6-fosfat—-GlcNAc
yapisima doniistiiriir (reaksiyon 5). Bu yap1 6-fosfo-pB-glukozaminidaz ile GIcNAc ve
GIcNAc-6-fosfata parcalanir (reaksiyon 6), (Keyhani and Roseman 1997; Keyhani ef al.
2000; Caglar 2005).

Kitin

3l

GleMNAe,

(3]

n

GIcNAC-O6P-GIcNAC | o | GlcNAc

] 3 4

¥ l L BB 4 l

GlcNAc-6P GlcMNAC GlcMNAc-1P

Sekil 1.17. Kitinin enzimatik hidrolizi (Tanaka et al. 2003; Caglar 2005)

1.8.2.Kitinaz enziminin kullanim alanlan

Kitinazlar 06zellikle bitkilerdeki patojenik mantarlara karst biyokontrolde, kitin
oligosakkaritlerinin ve tek hiicre proteini {iretimi gibi birgok endiistri ve tarim

alanindaki uygulamalarda kullanilirlar (Shaikh and Deshpande 1993; Patil ef al. 2000).
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Kitinaz enzimi her sene pek ¢ok deniz canlisinin evi ve sigmagi olan kabuklarin,
icindeki canlilarin 6lmesi sonucu, okyanus ve deniz diplerinde kirliligi kitin parcalayici
organizmalar sayesinde engellemektedir. Ozellikle Vibrio furnisii olarak isimlendirilen
bakteriler deniz ve okyanuslarda en 6nemli kitin pargalayic1 bakteriler olarak gorev
yapmakta ve bu bakterilerin tiretmis oldugu kitinaz bir dizi kimyasal islemden sonra

kitini glikoz ve amonyak haline doniistiirmektedir (Kuzu 2008).

Patojenik kiif mantarlarinin hiicre duvarmin kitin icermesi sebebiyle kitinaz enzimi
biyokontrolde olduk¢a genis bir kullanom alanmna sahiptir. Kitinaz {ireten
mikroorganizmalarin  biyokontrolde kullanilmalar1 ya direkt olarak bitki ile
bulastirilmalarini ya da kitinaz enzimini kodlayan genlerinin bitkilere transgen olarak
uygulanmasi ile gercgeklestirilir (Chet 1993; Harman and Kubicek 1998; Lorito et al.
1998; Harman 2000).

Kitinaz enzimi sayesinde kitooligosakkaritler tiretilmektedir. Kitooligosakkaritler bitki
savunmasinda ortaya ¢ikan maddelerdir ve tipta 6nemli bir kullanim alanlar1 vardir.
Ornegin; kitoheksoz ve kitoheptoz anti-tiimor etkisi gosterir. Vibrio alginolyticus’tan
elde edilen kitinaz kolloidal kitinden kitopentoz ve kitotrioz meydana getirir (Murao et

al. 1992; Caglar 2005).

1.9. Cahismanin Amaci

Bu calismada ¢evreden izole edilen mikroorganizmalarin patojen fungus olarak
sebzelerde kok ciirtikliigiine neden olan ve hiyardan izole edilen Fusarium culmorum’a
kars1 antifungal aktivitesinin belirlenerek, en yliksek kitinaz iiretme yeteneginde olan
suslardan {retilecek kitinaz enziminin karakterizasyonu amacglanmistir. Enzim
karakterizasyonu i¢in; kismi saflastirma, optimum pH ve optimum sicaklik tayinleri

gerceklestirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERIi

McClery et al. (1987), fermentasyon yoluyla Bacillus pumilis’ten ticari kitosanazlar
(Chitosanase BP [MIJ]) iiretmislerdir. Enzimin, glilkozamin polimerlerini iceren
mikroorganizmalarin duvarini pargalayabildigini belirtmislerdir. Enzim i¢in optimum

pH ve sicaklik araligi sirastyla 5-6,5 ve 40-60 °C olarak tespit edilmistir.

Perrakis et al. (1994), tiitlinde yeni bir tip kitinazi, ¢inko affinite kolonu kullanarak

saflastirilmislar ve daha sonra klonlamislardir.

Bhushan ve Hoondal (1999), Bacillus sp. BG-11den saflastirilmis termostabil kitinaz
enzimi, Aromex, Captafol, Captan, Chlorothalonil, Dinocap, Metalaxyl, Sulphur,
Triadimefon, gibi fungusit, Acephate, Chloropyriphos, Cypermethrin, Diclovorus,
Dimethoate, Methomyl, Malathion, Methylparathion ve Monocrotophos gibi insektisit
varliginda, litrede 100 pg enzim konsantrasyonunda aktivitesinin %90’ nimn1 korudugunu,

ancak Allosamidin kitinaz1 ICso ve 48 uM’da inhibe ettigini saptamiglardir.

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

toksisite artigina sebep olacagmi bildirmislerdir.

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

aktivite gosterdigi bulunmustur.
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Zhang et al. (2000), Bipolaris sorokiniana’nin biyokontrol ajami Stenotrophomonas
maltophilia C3 susu ile kitin iceren sivi ortamda kitinaz iiretmislerdir. Kitinaz,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve kitin afinite kromotografisi ile sivi kiiltiirden kismi
saflagtirilmistir. Kitinaz aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 4,5-5,0 ve 45-
50°C olarak belirlenmistir. Kitinaz aktivitesi Hg*" ve Fe’* ile inhibe edilmisken, diger
metal iyonlar1 ve enzim inhibitorleri ile inhibe edilememistir. Sonug olarak C3 susunun,

en az iki antifungal etkinlik gosteren kitinaz enzimi tirettigi belirlenmistir.

Sindhu and Dadarwal (2001), yesil fasiilye (Vigna radiata L.) ve nohutun (Cicer
arietinum L.) rizosferinden izole edilen Pseudomonas suslari, seliilaz ve kitinaz tiretimi
icin taranmistir. Bes Pseudomonas susunda, potato dextrose agar ortamimin bulundugu
petri kutularinda iki mantar olan Pythium aphanidermatum (Oomycete) ve Rhizoctonia
solani (Basidiomycete)’nin gelisimini engelledigi gosterilmis ve kiiltiirden bagimsiz iist

fazda her iki enziminde kayda deger miktarda iiretildigi bulunmustur.

Kim et al. (2002); kitinaz enzimini, Streptomyces sp. M-20 kiiltiir filtratindan izole
ederek ve amonyum siilfat ¢okeleginden DEAE-seliiloz iyon degistirici kromatografi ve
Sephadex G-100 jel filtrasyonu ile saflagtirmislardir. Calismalarinda saflastirdiklar:
kitinaz enziminin, Botrytis cinerea’a karsi antifungal aktivite gosterdigini ve bu

fungusun hiicre duvarinda lizozimal etki gosterdigini belirlemislerdir.

San-Lang ef al. (2002), topraktan iki Bacillus subtilis susu izole etmislerdir. Deniz
atiklarinin  kitinini iceren ortamda aerobik olarak biiyliyen bu suslarm, kiiltiir
ortamindan elde edilen ham fungusitler, patojenik mantar Fusarium oxysporum
iizerinde antifungal aktivite gostermistir. B. subtilis W113 ve B. subtilis W118 suslari,
biiylime ortamina sirasiyla %1,75 ve %0,75 kitin eklendiginde maksimum antifungal
aktivite gostermistir. Bu iki sus tarafindan iiretilen ham fungusitlerin inhibitor etkileri,
pH degisimi ile 6nemli dlgiide etkilenmemistir. Bu ham fungusitlerin énemli 6lgiide
termostabil oldugu ve inhibitor aktivitelerinin, 100°C’de 30 dakika 1sil isleme tabi
tutuldugunda dahi bir kismmin korundugu belirtilmistir. Ayrica, deniz atiklarindaki

kitinin kullanimi, B. subtilis ile kitinolitik enzim tiretimi ilk kez belirlenmistir.
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Vaidya et al. (2003), Alcaligens xylosoxydans’tan kitinaz enzimi elde etmisler ve SDS-
PAGE ve gel filtrasyon teknigi ile enzimin molekiiler agirligini yaklasik 44-45 kDa
olarak saptamislardir. Enzim, 50°C’de ve pH 5’te optimum aktivite géstermistir. SmM
Cu'? ve Na" kitinaz aktivitesini %25 inhibe ederken, ayn1 konsatrasyonlarda Ca™, Mg"™
ve Ba™ etki etmemistir. Ayrica saflastirilan enzimin, Aspergillus niger misellerini

parcaladig1 saptanmistir.

Ramirez et al. (2003), Remazol Brillant Blue R® ile boyanmis kolloidal kitinin
kullannrmina bagli, kitinaz aktivitesini artirmay1 amaglayan basit ve duyarli bir metod
kullanmiglardir. Bu teknikte, isaretlenmis kolloidal kitin, sivi besiyerinde bulundugu
taktirde, kitinolitik mikroorganizmalarin  seleksiyonunu ve karsilastirilmasini
saglamaktadir. Orantili olarak ¢6ziinmiis substrat, boyay1 serbest birakmis ve 595 nm’ye
ayarlanan spektrofotometrede Slgiilmiistiir. Bu ¢alismada, boyanmis koloidal kitin ile
ticari chitin-azure substratlar1 kiyaslanmistir. Boyanmis substratlarda Bacillus
thurungiensis BT-107 susundaki kitinaz aktivitesine pH, substrat konsantrasyonu,

sicaklik ve zamanin etkisi incelenmistir.

Radjacommare ef al. (2004), bitki biiylimesini tesvik edici kitinaz {ireten bakteri suslar1
ile bitkilere muamele edilmis ve bitkilerin zararli bir mantar olan R. solani ile
enfeksiyondan korunduklarin1 goézlemislerdir. Calismada kitinaz negatif olarak
kullanilan susun fungal patojene karsi herhangi bir koruma kapasitesi olmadigi
belirlenmis ve fungal patojene karsi aktif elementin kitinaz oldugu net bir sekilde
anlasilmistir. Boylece aktivitesi ve molekiiler 6zellikleri amaca uygun olan bir kitinaz
geni bitki bliylimesini tesvik eden bakterilere klonlanarak bitki gelisim ve korunmasi

saglanmistir.

Yuli et al. (2004), Endonezya’nin Tompaso sicak su kaynagindan kitinaz iireten bir
bakteri izole etmis ve bu bakteriyi sekans analizine gore Bacillus sp. 13.26 olarak
tanilamiglardir. Bu bakteri, %5°lik kitin igeren besiyerinde 55°C’de 72 saatlik
inkiibasyon sonunda ekstraselliller kitinaz {retmistir. Enzimi, NH4SO4 (amonyum

siilfat) yontemi ile saflagtirmiglar ve saf enzim molekiiler agirligi SDS-PAGE’de 60
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kDa olarak saptanmistir. Enzim, 60°C sicaklik ve pH 7.8’de optimum aktivite
gostermistir. 70°C sicaklikta 5 saat On inkiibasyon sonucunda kitinaz aktivitesi
korunmus ve zimogram analizleri ile de enzimin termal stabilitesi dogrulanmistir. 80°C
sicaklikta 1 saatlik inkiibasyondan sonra enzim aktivitesinin Onemli derecede

korundugu belirlenmistir.

Wang et al. (2005), Pseudomonas fluorescens K-188 fungal fitopatojenleri (Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Trichoderma harzianum ve Pythium ultimum) inhibe eden
antifungal maddeler iirettigi belirlenmistir. Antifungal maddelerin konsantrasyonunda,
etanol ¢okeltisi amonyum siilfat ¢cokeltisinden daha 1yi oldugu bulunmustur. 10 dakika
100 °C’de sicaklik uygulamasi sonrasinda dahi orijinal antifungal aktivitesini korudugu
belirlenmistir. Mikroskobik incelemede, antifungal maddeler ilave edildigi zaman F.
oxysporum’un hifini inceltmeye basladig1 ve sporlarinin ¢imlenmesini engelledigi
goriilmistiir. P. Fluorescens K-188’in antifungal aktivitesi oOncelikle, hiicrelerin
kendileri ve 11 kDa molekiiler agirhigma sahip bir antifungal protein ile

iliskilendirilmesi gerektigi rapor edilmistir.

Caglar (2005), bitki biyokontroliinde sik¢a kullanilan bir kiif mantar1 olan Trichoderma
atroviride’nin rettigi kitinaz enzimi incelemistir. Patates-dekstroz agar {iizerinde
yetistirilen 7. atroviride’den kitinaz indiiksiyonu, 7. atroviride nin yer degistirme
yontemi kullanilarak, %0.1 kolloidal kitin iceren sivi besiyerinde, 30 °C’de 48 saat
boyunca ¢alkalamali inkiibasyon sonunda enzim igeren sivi besiyerindeki 7. atroviride
miselleri siiziilmiis, siiziintii 5000 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edilerek ¢okelti ve
iist s1v1 ayrilmigir. Santrifiij islemi sonunda ¢okelti atilmig ve iist sivi ham filtrat olarak
adlandirilip, ¢coktiirme isleminin uygulanacagi ham filtratta enzim aktivitesi ve protein
miktar tayini yapilmistir. Spesifik kitinaz aktivitesi 2,339 U/mg olarak bulunmus ve
calismanin devaminda kitinaz enzimine amonyum siilfat tuzu, etanol, aseton ve

trikloroasetik asit gibi farkli ¢oktiirme yontemlerinin etkisi de incelenmistir.
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Okay (2005), kitinaz A enzimini kodlayan geni (chi4) Trabzon ili ¢evresinden izole
edilmis olan Serratia marcescens Bn10’dan PCR yoluyla ¢ogaltilmis ve klonlayarak E.
coli/Bacillus vektorlerine (pNW33N ve pHT315) yerlestirmistir. Klonlanan chiA
geninin niikleotid dizisi analiz edilmistir. Dizi GenBankasi’na sunulmus ve DQ165083
numarasin1 almistir. Yerli izolat S. marcescens Bnl0 tarafindan farkli Kkiiltiir
kosullarinda kitinaz tiretimi incelenmistir. Kitinaz tiretimi i¢in optimum sicaklik ve pH
sirastyla 30°C ve 7,5 olarak bulunmustur. Kolloidal kitinin farkli konsantrasyonlarinin
ve besiyerine eklenen NAG’nin kitinaz lretimine belirgin bir etkisi saptanmamuistur.
Daha sonra sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu ve elementlerin inhibisyonu gibi farkl:
parametrelerin enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilmistir. S. marcescens Bnl0’a ait
kitinaz pH 4,0-9,0 araliginda 45°C’de en yliksek aktivite gostermistir. Kitinaz aktivitesi
35 mg/mL’ye kadar artan substrat konsantrasyonlarina bagli olarak arttig1 bulunmustur.
Calismanm devaminda, Ca™, Co™, Cu™, EDTA, Fe™%, Mg™, Mn"™ ve Zn*’nin enzim
aktivitesi lizerine etkileri arastirilmistir. 10 mM EDTA nin enzimi %4 oraninda inhibe

ettigi, 10 mM Co*’1n ise aktiviteyi %20 oraninda artirdigi bulunmustur.

Chang et al. (2007), Bacillus cereus’un bitki biiyiimesini stimiile edici bilesiklerin,

deniz atiklarindan kitinin kullanilmasiyla elde edildigini bildirmislerdir.

Kuzu (2008), calismasinda kitinaz tireticisi Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-
51 susu kitin iceren dogal ortamdan izole edilmis, biyokimyasal ve morfolojik
Ozelliklerin yan1 sira yag asiti ve 16S RNA dizi analizlerine gore tanilamistir. B.
thuringiensis HBK-51 susunun kiiltiir siipernatantindan elde ettigi kitinaz, genis pH
(3.0-11.0) ve sicaklik (30-120 °C) araliginda aktivite gdstermistir. Optimum aktivite pH
9,0 ve 110 °C’de gozlenmistir. Enzim, 3 saatlik 6n inkiibasyondan sonra; pH 9,0-12,0
araliginda (%98 kalan aktivite) ve 110 °C’de (%96 kalan aktivite) yiiksek diizeyde
aktivite gostermistir. Bu Ozellikleri dikkate alindiginda; hipertermofil-termostabil ve
alkali olarak tanimlamistir. %12’lik SDS-PAGE analizi ile 50 ve 125 kDa boyutlarinda
enzimin 2 izoformu saptanmis ve NiCl, (%32), KCl1 (%44) ve CuCl, (%56) gibi metal
iyonlar1 aktivite artisina, EDTA (%7), SDS (%7), HgCl, (%11) ve Etil-Asetimidat

(%20) aktivite azalmasina neden oldugu bulunmustur.
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Yakupoglu (2009), calismasinda, dogal olarak 6lmiis Helicoverpa armigera larvasmdan
Serratia marcescens bakterisi 1zole edilmis ve bu bakteriden kitinaz A, B ve C
enzimlerini kodlayan genler ( chid, chiB ve chiC) dejenerat primerler kullanilarak PCR
ile cogaltilmistir. Cogaltilan genlerin niikleotid dizilimini belirlemek i¢in PCR iiriinleri
pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlanip, dizin analizine gonderilmistir. Dizin
analizi yapilan kitinaz A, B ve C genlerinin DNA ve aminoasit siralar1 literatiirdeki
mevcut kitinaz genlerinin DNA ve aminoasit siralari ile karsilastirilip, analiz sonuglari
calismada izole edilmis S. marcescens bakterisine ait chiA geninin literatiirde ki S.
marcescens (BJL200) chiA genine %99, chiB’nin literatiirde ki S.marcescens (BJL200)
chiB genine %97 ve chiC’nin ise literatiirde ki S. marcescens chiCl genine %96
oraninda benzer oldugunu gdstermistir. Dizin analizi yapilan bu kitinaz genleri pET-
28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak Escherichia coli’de proteinleri ekspres edilip,
ekspres edilen proteinler saflastirilarak, SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur. Bu
analiz sonucunda chiA genine ait 57 kDa’lik, chiB genine ait 53kDa’luk ve chiC genine
ait 50kDa’luk protein bantlar jel tizerinde belirlenmis ve elde edilen enzimlerin en iyi
calistig1 pH ve sicaklik araliklarina bakilmistir. Buna gore; kitinaz B’nin en iyi pH 9 ve
35°C sicaklikta, kitinaz C’nin ise pH 8,5 ve 33°C sicaklikta aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Chang et al (2010), ucuz kitinolitik enzimlerin {iretiminde kabuklu artiklarin
islenmesinin 6nemli bir unsur oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada antifungal
kitinaz iireten bakterilerin izolasyonu i¢in substrat olarak kullanilmak {izere, yenge¢ ve
karidesin islenmesi sonrasinda ortaya c¢ikan atiklari kaynatip ezerek yengec¢ ve karides
kabugu tozu elde etmislerdir. Topraktan izole edilen Bacillus subtilis NPU 001 susu,
kitinaz i¢in ana karbon kaynaklarindan olan karides ve yenge¢ kabugu tozunun %2’sini
ihtiva eden ortamda gelistirmislerdir. Sirali kromotografi ile saflastirilan kitinazin (2 mg
ml-1), Fusarium oxysporumun hif uzantisini inhibe ettigi bulunmustur. Diger bilinen
bakteriyel kitinazlar ile karsilastirildiginda 001 NPU’nun kitinazinin, kolloidal kitinin
enzimatik hidrolizi ile olusan kitotriose’nin iiretimi ve mantar bitki patojenlerine karsi

antifungal aktivite icermesi gibi kendine 6zgii 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir.
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Ghasemi et al. (2011), Iran’da yiiksek tuzluluga sahip ortamdan izole ettikleri Bacillus
pumilus SG2 bakterisinin, iki kitinaz enzimini (ChiS ve ChiL) trettigi belirlemislerdir.
Calismada, chiS ve chil genleri pQE-30 expression vektoriinde klonlanmis ve
Escherichia coli M15 susunun stoplazmasina eksprese edilmistir. Ni-NTA kolonu
kullanilarak rekombinant proteinler saflastirilmistir. Enzim aktivitelerinin optimum
sicaklik ve pH degerleri, ChiS i¢in 50°C ve pH 6, ChiL i¢in ise 40°C ve pH 6,5 olarak
belirlenmistir. Saflastirilan kitinaz enzimlerinin Fusarium graminearum, Rhizoctonia
solani, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma reesei, Botrytis
cinerea and Bipolaris sp.’e kats1 anti-fungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica,
saflagtirilan ChiS, mantar hiicre duvarindaki kitin bilesenlerini ve hiicre duvarinin
peptidoglukan bilesenini birgok bakteri (Xanthomonas translucens pv. hordei,
Xanthomonas axonopodis pv. citri, Bacillus licheniformis, E. coli C600, E. coli TOPI0),
Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas putida) ile azaltabilme yetenegine sahip
oldugundan kitinaz/lizozim olarak tanimlanmustir. Ote yandan, ChiS ve Bacillus
circulans WL-12 susundaki kitinaz/lizozim’in ii¢ boyutlu yapilar1 arasinda giiglii
benzerlikler bulundugunu ortaya koymus ve B. pumilus’dan kitinaz/lizozim ¢ift

fonksiyonunu ilk kez rapor etmislerdir.

Yan et al. (2011), caligmalarinda yaptiklar1 tohum ¢imleme ve domates fide testlerinde,
Bacillus subtilis SL-13 susunun domatesin biiylimesini ve ¢imlenmesini hizlandirmis
olabilecegini gostermistir. Domates fidelerinin taze ve kuru agwliklarmin sirasiyla
%42,86 ve %18,75 oraninda arttig1 belirlenmistir. SL-13’lin domates de Rhizoctonia
clriikligliniin kontroliindeki etkinligi tarla ve serada sirasiyla %20,65 ve 935,23
oldugu belirlenmistir. Bitki patojeni Rhizoctonia solani mantariin biiyliimesi, kiiltiir
siipernatantin da SL-13 varliginda 6nemli 6lclide inhibe edilmistir. Yapay ortamda,
baslica antifungal proteinin kitinaz oldugu tespit edilmistir. Kitinaz aktivitesi i¢in
optimum pH ve sicaklik sirasiyla 7,0 ve 50°C olarak belirlenmistir. Enzimin pH 5-9 ve
sicakligin 40-60°C araliklarinda stabil oldugu goriilmiistiir. 20 dakika i¢in 0.11 MPa
basing ve 121°C’de inkiisbe edildiginde enzim aktivitesinin %70’nin korundugu, ayrica

enzimin proteaz K ve ultraviyole radyasyona duyarli olmadigi goriilmiistir. Bu
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durumun, kismen stabil olmayan ¢evrede biyolojik kontol etkisi i¢in uygun oldugu

belirtilmistir.

Chandrasekaran et al. (2012), ¢alismalarinda Bacillus subtilis’tan hiicredis1 kitinaz
saflagtirmuslardir. Oldiiriicii konsantrasyon (LC50), Spodoptera litura Fab’m birinci,
ikinci ve tclincii larva donemlerinde kitinaz kullanilarak belirlenmistir. Kitinazin 48
saat icerisinde 6 IM konsantrasyonda en yiiksek insektisidal aktivite gosterdigi
bulunmustur. 6 IM konsantrasyonda (P < 0,05) besinsel endekslerinin de 6nemli 6lgiide
etkilendigi saptanmistir. Calismalarinda, kitinaz ile konake1 bitki yapraklarindaki artan

Oliim orani, larval bliyiime ve agirlik gibi tehlikelerin azaltilabilecegi gosterilmistir.

Kumaran et al. (2012), yenge¢ ve karides kabugundan izole ettikleri aktinobacterial
suslarin koloidal kitin agar besiyerinde kitinolitik aktivitesini arastirmiglardir.
Inkiibasyon sonrasinda suslarin olusturdugu seffaf zonlar kitinaz {iretimi i¢in secilerek
her iki giinde bir kitinolitik aktivite 6l¢iilmiis ve ham ekstrakt antibakteriyel aktivitesi,
disk diflizyon metoduyla test edilmistir. Calismada, CDB20 susunda beklenilen seffaf
zon ¢apmin olusumu gozlenmis ve 10 giin i¢in kitin ortami i¢ine inokiile edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda kitinaz aktivitesi 1,22 U/ml olarak &l¢iilmiistiir. ilk taramada
klinik bakteri patojenlerine karsi antibakteriyel aktivite gostermis, ikinci tarama
sonucunda ise maksimum K. pneumonia’ya (23 mm) ve minimum S. aureus’a (18 mm)
kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Calismadaki bu etkili susun streptomyces

cinsine ait oldugu tanilanmustir.

Ma et al. (2012), Gliocladium catenulatum’dan izole ettikleri ve saflastirdiklar: kitinaz
enziminin aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 6,0 ve 60°C olarak
belirlemislerdir. Enzim aktivitesi pH 4-5 ve sicaklik 20-40°C araliginda stabil oldugu
bulunmustur. Ayrica Co>” ve Ca*’enzimin aktivitesini arttirken Fe’™, Cu®’, ve Ag”
metal iyonlarmin aktiviteyi inhibe ettigi saptanmistir. Kitinazin ¢esitli patojenik bitki

mantarlarinin ¢cimlenmesini ve hifal biiyimesini engelledigi bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Calismada kullanilan bakteri izolatlan

Kullanilan bakteri tiirleri ve bu tiirlere ait toplam izolat sayilar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Calismada toplam 158 bakteri izolat1 kullanilmistir. Bu izolatlar; Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Pseudomonas flourescens,
Pseudomonas putida, Bacillus thuringiensis, Paenibacillus macerans, Paenibacillus
polymyxa ve Pantoea agglomerans tiirlerine dahildir. Bu bakteriler; Dog. Dr. Recep
Kotan (Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii) tarafindan daha
once yapilan c¢esitli calismalarda, biyolojik miicadele ve bitki biiylime ajanm1 6zelligine
sahip 7 bine yakin bakteri, lilkemizdeki ¢esitli kiiltiir ve yabani bitkilerin toprak iistii
aksami veya kok rizosferinden izole edilmistir. Izole edilen bu bakteriler klasik
sistemler ve molekiiler sistemlerden yag asidi metil esterlerine gore tanit yapan MIS
sistemi kullanilarak tanilanmistir. Tiitlinde yapilan asir1 duyarlilik test sonuglarinda bu
bakteri izolatlarinin negatif sonuglar1 verdigi belirlenerek bitki patojeni olmadiklari teyit
edilmistir. Bu bakteriyel izolatlarin pek cogunun, ¢esitli bitki patojeni bakteri ve
fungusa kars1 biyoajan Ozelliklerinden dolayr hastaliklar1 kontrol edebildikleri, azot
fiksasyonu, fosfat1 ¢6zebilme, siderofor, hormon, amino asit ve organik asit
iretimlerinden dolay1 ¢esitli bitkilerde bitki biiylime ajani olarak verim ve kalitede

artiglara sebep olduklari tespit edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteri tiirleri ve bu tiirlere ait toplam izolat sayilar1

Caliymada kullanilan bakteri tiirleri Test edilen toplam izolat sayilar
Bacillus megaterium 46
Bacillus subtilis 21
Bacillus pumilus 19
Pseudomonas flourescens 15
Pseudomonas putida 15
Bacillus thuringiensis 11
Paenibacillus macerans 11
Paenibacillus polymyxa 10
Pantoea agglomerans 10
Kullanilan toplam izolat sayisi 158

3.1.2.Cahsmada kullanilan patojen fungus izolati

Calismada patojen fungus olarak sebzelerde kok ciiriikliigline neden olan ve hiyardan
izole edilen Fusarium culmorum Ant-17 izolat1 kullanilmistir. Bu fungus izolat1 Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii mikroorganizma Kkiiltiir
koleksiyonundan temin edilmis olup bu izolatin viriilansligmin oldukga yiiksek oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Fusarium culmorum Ant-17 izolatinin patojenite testinden bir goriiniim
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Test bitkisi olarak hiyar (Cucumis sativus L. Anamas Tohum firmasina ait Kros F1
isimli ticari ¢esidi kullanilmistir. Patojen fungus inokulasyonunda ise bugday kepegi

kullanilmastir.

3.1.3.Enzim aktivitesi i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

3.1.3.a. Substratin hazirlamis1

Substrat 0,02 M Sodyum sitrat ¢ozeltisine %0,05°1ik kitin ilave edilerek hazirlanmstir.
Cozelti igerisinde yer alan 0,02 M Sodyum sitrat tamponu ise; 5,88 g Sodyum sitrat
tartilip, distile su ile 100 mL’ye tamamlandiktan sonra pH 6,0’a ayarlanarak

hazirlanmstir.

3.1.3.b. Renklendirme ¢ozeltisinin hazirlanisi

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

hazirlanmstir.

3.1.4.Optimum pH aktivitesi i¢cin kullanilan tamponlar

3.1.4.a. Sodyum asetat tamponu

Kitinazin pH 2,0-3,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla 0,1 M asetat tamponu
kullanilmistir. 0,1 M asetat tamponu i¢cin 0,82 g sodyum asetat tartilmis ve 100 ml
distile su ile tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak tizere 0,1 M’lik NaOH

ve/veya HCI kullanilmistir.
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3.1.4.b. Sodyum sitrat tamponu

Kitinazin pH 4,0-6,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla 0,1 M sodyum sitrat
tamponu kullanilmistir. 2,8 g sodyum sitrat tartilmis ve 100 ml distile su ile

tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak {izere 0,1 M’lik HCI kullanilmustir.

3.1.4.c. Tris hidroklorik asit (Tris-HCI) tampon ¢ozeltisi

Kitinazn pH 7,0-9,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla 0,1 M Tris-HCI
tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. 0,121 g Trizma base 100 ml suda ¢oziinerek hazirlanmis

ve uygun pH degerini elde etmek iizere 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI kullanilmistir.

3.1.4.d. Sodyum karbonat tamponu

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

kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1.Caliymada kullanilan bakteri ve fungus kiiltiirlerinin muhafazasi

Her bakterinin 24 saatlik saf kiiltiiriinden bir 6ze dolusu almarak, igerisinde 500 pl
%30’luk gliserol ve 500 ul LB Broth (1 L dH,O’ya 10 g tryptone, 10 g NaCl ve 5 g
yeast extract ilave edilerek hazirlanmistir) bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak
etiketlenmis ve karistiricida karistirilarak daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere

—80°C’de muhafaza edilmistir. Patojen fungus ise yatik agarda hazirlanan PDA besi
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ortaminda gelistirilerek buzdolabinda daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere

saklanmstir.

3.2.2.Bakteri izolatlarinin petride antifungal aktivitelerinin belirlenmesi

Cizelge 3.1’de verilen toplam 158 bakteri izolatinin patojen fungus Fusarium
culmorum’a kars1 antifungal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Potato Dextrose Agar
(PDA-Oxoid) besi yeri igeren Petriler kullanilmistir. Bunun i¢in patojen fungus PDA
besi ortaminda 24°C’de 15 saat aydinlik 9 saat karanlik sartlarda gelistirilmistir.
Potansiyel biyoajan bakteri kiiltiirleri ise dondurucudan c¢ikarilarak Nutrient Agar (NA-
Oxoid) besi ortami igeren petrilere ekilmis, 27°C’de inkiibasyona birakilarak 24 saatlik
taze kiiltiirleri elde edilmistir. Geligen taze bakteri kiiltiirlerinden steril swap ile alinarak
sdH,O0 ile siispanse edilmis ve hiicre konsantrasyonu 1x10® hiicre/ml’ye ayarlanmuistir.
Patojen fungusun PDA da gelisen kiiltiirtinden alinan 6 mm ¢apindaki diskler PDA besi
ortami iceren petrilerin tam ortasma yerlestirilmistir. Ortasina patojen inokule edilen bu
petrilerin etrafina ise konsantrasyonu 1x10° hiicre/ml’ye ayarlanmig bakteri kiiltiirleri
cizilmistir. Kiiltiirler parafilmle kaplanarak 24°C’de, 15 saat aydinlik ve 9 saat karanlik
sartlarda, 7 giin gelistirilmistir. Kontrol uygulamasinda ise sadece fungal disk
konulmustur. Kontrol uygulamasinda gelisen fungal diskin tiim petri yiizeyini kapladigi
glin degerlendirmeler yapilmis ve patojen fungusun gelisen koloni ¢apt mm olarak
Olciilmiistiir. Her bakteri 3 petride test edilmis ve bu 3 petriden elde edilen degerler
yardimiyla biyoajanin olusturdugu ortalama inhibasyon zonu belirlenmistir (Kotan vd.

2009).

3.2.3.Kitinaz enzimi icin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Tuzla ¢Oktiirme proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflastirilmasinda genis c¢apta
kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecek notral tuz, genellikle denatiirasyona yol
acmadan, proteinlerin agregasyonuna (bir araya gelmelerine) ve ¢Ozeltiden ayrilarak

cokmelerine yol acar. Proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda c¢oktiiriilerek
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birbirlerinden ve ¢d6zeltideki diger molekiillerden ayrilabilir. Coktiirme isleminde
genellikle etkinligi ve ¢oziiniirligi yiiksek, pH’y1 fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla
1sinmaya yol acmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum siilfat [(NH4),SO4]
kullanilir. Bu nedenle yontem amonyum siilfat ¢oktiirmesi adiyla da bilinmektedir

(Caglar 2005).

Nutrient Agarda gelisen bakteriler, hazirlanmis olan Nutrient Broth (Oxoid) besiyerine
inokiile edilerek bakterilerin siv1 kiiltiir ortamina aktarilmasi saglanmistir. 28°C’de 48
saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra da +4°C’de 48 saat
tutulmustur. 9000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant ({ist
faz) ve cokelti ayrilmistir. Santrifiijleme sonrasi ¢okelti atilmis ve siipernatant kismi ile
isleme devam edilmistir. Enzimin ¢6ktii§li amonyum siilfat doygunluk araligini bulmak
icin gerekli olan amonyum siilfat miktar1 asagida verilen formiil ile hesaplanarak
bulunmustur. Kitinaz enzimi i¢in her amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢okelek ve
slipernatantta enzim aktivitesi 6l¢lilmiistiir. Enzim aktivitesinin yiiksek oldugu aralik

kitinaz enziminin amonyum siilfat doygunluk aralig1 olarak kabul edilmistir.

G (NH4)2504 = 1.77XVX(82_ S]) / (354— Sz)

G n4y2so4 : Eklenmesi gereken kat1 amonyum siilfat tuzunun gram miktari

A% : Enzim ¢ozeltisinin (slipernatant) hacmi
S1 : Baglangictaki amonyum stilfat doygunlugu (1’ in kesri olarak)
S2 : Istenen amonyum siilfat doygunlugu (1° in kesri olarak)

%0-20 araligi i¢in, gerekli olan amonyum siilfat tartilmis ve +4°C’de manyetik
karistirict lizerinde yavas yavas enzim c¢ozeltisine ilave edilerek karigsmasi saglanmistir.
Ardindan karisim 9000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Cokelek pH’s1
7,0 olan 0,1 M Tris tamponunda ¢o6ziilerek aktivite analizlerinde kullanilmak iizere
+4°C’de saklanmigtir. Elde edilen siipernatanta %20-40 araligi i¢in gerekli olan

amonyum siilfat tartilarak yavas yavas ilave edilmistir. Karistm 9000 rpm’de +4°C’de
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10 dakika santrifiij edilmistir ve yine ¢okelek pH’s1 7,0 olan 0.1 M Tris tamponunda
¢Oziilerek aktivite tayini i¢in +4°C’de saklanmustir. Ayni islemler %40-60 ve %60- 80
araligi icin de yapilmistir. Son ¢oktiirme isleminin ardindan elde edilen siipernatantta ve
cokeleklere aktivite tayini yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra elde
edilen %0-20 araligindaki ¢okelekler diyaliz membranina doldurularak +4°C> de pH’s1

6,0 ve molaritesi 0,02 olan sodyum sitrat tamponuna kars1 1 saat diyaliz yapilmistir.

Amonyum siilfat c¢oktiirmesi uzun zamandan beri pek cok arastrmaci tarafindan
kullanilan kismi saflastrma metodudur. Bu metodla numune igerisindeki bir¢ok
safsizliklar elimine edilir ve proteinler daha derisik halde elde edilir. Diyalizin
yapilmasi ise ortamdaki amonyum siilfat ve enzim aktivitesini etkileyen diger iyonlarin

uzaklastirilmasi agisindan 6nemlidir (Ciftci ve ark 2003).

3.2.4.Enzim aktivitesinin olciilmesi

Kitinaz enzimi aktivitesi Olgliliirken her aralikta elde edilen ¢okeleklere ve ¢oktiirme
sonrast elde edilen silipernatantlara aktivite tayini yapilmistir. Bu sayede kitinaz

enziminin aktif oldugu araliklar tespit edilmistir. Bunun i¢in;

1. 200 pL enzim c¢ozeltisi ile 500 pL substrat vorteks ile karistirildiktan sonra 30
dakika 37°C’ye ayarlanmis benmaride (su banyosu) reaksiyona sokulmustur.

2. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 750 pL renklendirme ¢ozeltisi eklendikten sonra
10 dakika 80°C’ye ayarli su banyosunda bekletilerek reaksiyonun durdurulmasi
saglanmigtir.

3. Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklerin tizerine 1300 pL distile saf su koyulmustur.

4. Ornekler kor kullanilarak (500 pL substrat +750 uL renklendirme ¢ozeltisi + 1500

uL saf su) 540 nm’de spektrofotometrede ol¢iilmiistiir.
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3.2.5.Enzimin optimum pH degerinin saptanmasi

Kitinaz enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in;
= Sodyum asetat (pH 2,0-3,0),

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

Tris (pH 7,0-9,0),

Sodyum karbonat (pH 10,0-11,0) tamponlar1 kullanilmistir.

Farkli pH degerlerine sahip (pH 2,0-11,0) tamponlar kullanilarak icerisinde %0,05 kitin
bulunan substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Aktivite tayini i¢cin 200 pL enzim ¢ozeltisi ile
500 uL substrat vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dakika 37°C’ye ayarlanmis
benmaride (su banyosu) reaksiyona sokulmustur. Su banyosundan c¢ikarilan tiiplere 750
uL renklendirme ¢6zeltisi eklendikten sonra 10 dakika 80°C’ye ayarli su banyosunda
bekletilerek reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Son olarak {izerine 1300 pL distile

saf su koyulup kore kars1 540 nm’de spektrofotometrede ol¢iilmiistiir.

3.2.6.Enzimin optimum sicaklik degerinin saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gdsterdigi sicakligin saptanmasi i¢in 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80°C’lik sicakliklar se¢ilmistir. Sicaklik Olgiimleri i¢in su banyosu kullanilmistir.
Aktivite tayini i¢cin 200 pL. enzim ve 500 pL substrat karistirilarak standart aktivite
tayini yapilmistir.

3.2.7.Bradford metodu ile protein miktar tayini

Bradford metodu, bir 6rnek igersindeki protein miktarinin kantitatif olarak belirlenmesi
icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde boya olarak, proteinlerdeki pozitif yiike
baglanan negatif yiiklii Commassie Brillant Blue G-250 kullanilmaktadir. Asidik
cozeltilerde bu boyanin proteinlere baglanmasi, boyanin maksimum absorbsiyonunun

465 nm (kirmizi) den 595 nm (mavi) ye kaymasina neden olmaktadir. Bu yontemin
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diger protein tayin yontemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu
faktorlerin pek olmamasi, protein boya kompleksinin ¢dzeltisinde uzun siire kalmasidir.

Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976; Saribuga 2013).

- Coomassie G-250

Q)

DC Hy

l-.—'P-

IA'_d.l =465 nm
AMavi renlk

olusumu

Protein -boya kompleksi

Amax = 585 nM

Sekil 3.2. Bradford reaksiyonu (Saribuga 2013)

Protein miktar1 tayini i¢in yliksek aktivite gosteren ¢okeleklerden ve ham ekstraktan 0,1
ml alinmis, {izerlerine 5 ml Commassie Brillant Blue G-250 eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Spektrofotometrede 595 nm’de saf suya karsi absorbans

degeri Ol¢tilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. In-vitro Petri Denemelerinin Sonuglar

Petri denemelerinde patojen fungusa karsi antifungal 6zellikleri bakimindan test edilen
toplam 9 farkl tiire ait 158 izolatin etkili izolat sayilar1 ve olusturduklar1t minimum-
maksimum inhibasyon zon degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu sonuglara gore
toplam 158 izolatin 12 ile 37 mm arasinda inhibasyon zonu olusturduklar1 tespit
edilmistir. Bacillus megaterium tiriinden 10 izolatin, Bacillus subtilis tiirlinden 8
izolatin, Bacillus pumilus tiriinden 6 izolatin, Pseudomonas flourescens tiirtinden 2
izolatin, Pseudomonas putida tiriinden 3 izolatin, Paenibacillus macerans ve Pantoea
agglomerans tiirlerinden 1’er izolatin patojene karsi etkili oldugu ve Petride fungal
diskin gelisimini onemli Ol¢lide engelledigi belirlenmistir. Test edilen Bacillus
thuringiensis tiirinden 11 izolatin ve Paenibacillus polymyxa tiriinden 10 izolatin ise

hi¢birisinin etkili olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bakteri tiirlerinin Fusarium culmorum’a karsi test
edilen izolatlarmin etkili ve etkisiz izolat sayilar1 ve antifungal aktivite testinde fungal
diskin cap araligi

Bakteri cinsleri _ Toplam . Etkisiz . Etkili Fungal diskin
Izolat sayis1 Izolat sayis1 Izolat sayis1  c¢api (mm)
Bacillus megaterium 46 36 10 19-35
Bacillus subtilis 21 13 8 15-37
Bacillus pumilus 19 13 6 15-35
;ZZ”;‘Z;’C”ZZZ“S 15 13 2 13-28
Pseudomonas putida 15 12 3 19-34
Paenibacillus macerans 11 10 1 31
Pantoea agglomerans 10 9 1 12
Bacillus thuringiensis 11 11 0 -
Paenibacillus polymyxa 10 10 0 -
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Sekil 4.1. Bakteri izolatlarinin petri denemelerinde patojen fungusun gelisimine etkisi 1:
Kontrol uygulamasi; 2 (Pseudomonas flourescens),3 (Bacillus megaterium) ve 4
(Bacillus subtilis): Bakteri uygulamalari

Sekil 4.1°de petride kontrole karsilik gelen bakteri izolatlarinin Fusarium culmorum’a
kars1 gelisimi incelenmistir. En yiiksek gelisim engelleyicinin Pseudomonas flourescens

MF-1 izolatina ait oldugu goriilmektedir.



Cizelge 4.2. Antifungal petri denemelerinde etkili bulunan izolatlarin azot fiksasyonu ve fosfati ¢6zebilme 6zellikleri, patojen fungusun
disk cap1, petride kitinaz aktivite test sonucu ve enzim aktivite degerleri

Izolat Kullanilan bakterilerin MIS SIM Azot Fosfati Fungal diskin Petride kitinaz Enzim
numarasi Tan1 sonucu fiksasyonu c¢ozebilme capi (mm) aktivitesi (EU/ml.dak)
RK 79 Pantoea agglomerans 0,762 + + 12 + 20,70
MF 1 Pseudomonas fluorescens 0,765 4 4 13 4 74,81
TV 91C  Bacillus megaterium 0,474 + 7+ 15 + 19,81
TV 17C  Bacillus subtilis 0,677 K+ 7+ 15 + 21,59
TV 20E  Bacillus megaterium 0,519 + - 15 + 15,97
RK 103 Bacillus pumilus 0,626 I I 15 I 18,33
TV 125A  Bacillus subtilis 0,786 K+ 7+ 19 + 24,87
TV 90E  Bacillus megaterium 0,591 I - 19 I 19,52
TV 42A  Pseudomonas putida 0,765 7+ 7+ 19 + 21,88
TV 95A  Bacillus megaterium 0,502 K+ /+ 19 I 14,76
RK 142 Pseudomonas putida A 0,567 7+ 7+ 19 + 21,29
TV 6D Bacillus megaterium 0,750 I I 19 I 11,83
BA 140  Bacillus subtilis 0,598 + + 25 + 15,67
TV 6F Bacillus subtilis 0,831 K+ - 25 + 14,19
TV 12H  Bacillus subtilis 0,744 K+ - 25 + 19,52

144



Cizelge 4.2. (Devam) Antifungal petri denemelerinde etkili bulunan izolatlarin azot fiksasyonu ve fosfati ¢ozebilme 6zellikleri, patojen
fungusun disk ¢api, petride kitinaz aktivite test sonucu ve enzim aktivite degerleri

izolat Kullanilan bakterilerin MIS SIM Azot Fosfati Fungal diskin Petride kitinaz Enzim
numarasi Tan1 sonucu fiksasyonu c¢ozebilme capi (mm) aktivitesi (EU/ml.dak)
TV 13B  Bacillus subtilis 0,687 K+ 7+ 26 + 18,33
TV 67C  Bacillus pumilus 0,630 - - 26 I 15,38
TV 83A  Bacillus pumilus 0,568 K+ - 26 + 15,08
KBA 10  Bacillus megaterium 0,490 K+ 7+ 27 I 16,56
TV 13C  Bacillus megaterium 0,595 + 7+ 27 + 13,01
TV 22B  Bacillus megaterium 0,431 K+ 7+ 27 I 13,01
TV 83E  Pseudomonas flourescens 0,366 K+ 7+ 28 + 13,01
KK 18 Paenibacillus macerans 0,840 * * 31 * 20,11
RK 240  Bacillus pumilus 0,735 + - 32 + 17,45
TV 73F  Bacillus pumilus 0,594 K+ 7+ 34 + 13,01
TV 77B  Bacillus subtilis 0,483 K+ - 34 + 17,15
TV 93B  Bacillus subtilis 0,732 K+ = 34 + 13,31
TV 89F  Pseudomonas putida 0,145 7+ - 34 + 22,18
TV 59D  Bacillus megaterium 0,504 K+ - 35 I 13,90
TV 73A  Bacillus pumilus 0,650 K+ + 35 + 15,38
TV 103B  Bacillus megaterium 0,514 K+ - 35 I 13,60
TV 89E  Bacillus subtilis 0,690 K+ - 37 + 17,74

SIM: MIS tan1 benzerlik indeksi, +: Pozitif, -: Negatif, K+: Kuvvetli pozitif, Z+: Zayif pozitif

9%
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Kontrol géz oniine alinanarak Pseudomonas flourescens MF-1’in ve Bacillus subtilis
TV-125A’nin bulundugu ortamda Cizelge 4.2°de fungal disk ¢apilar1 ve enzim aktivitesi

degerleri karsilastirilarak bu iki izolat ile kantitatif analizlere devam edilmistir.

Sekil 4.2. Bakteri izolatlarindan Bacillus subtilis TV-125A’nin petride Kkitinaz
aktivitesinin belirlenmesi

Sekil 4.2°de petride yapilan kitinaz aktivitesinin Bacillus subtilis TV-125A izolat1 i¢in

pozitif sonug verdigi goriilmektedir.

4.2. Protein Tayini i¢in Kalibrasyon Grafigi

Kantitatif protein tayini Bradford metoduna gore yapilmistir (Bradford 1976).
Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra elde edilen
enzim ¢oOzeltileri, 1mg/ml konsantrasyonunda sigir serum albumin (SSA) c¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanan standart grafik yardimi ile protein miktar1 hesaplanmistir.
Bulunan protein miktar1 Sekil 4.3’deki grafikten faydalanilarak hesaplanmistir. Standart
cozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Bradford metoduyla protein tayini i¢in kalibrasyon grafigi

4.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclari

Ekstraklardan santrifiij sonrasi elde edilen silipernatantlara ¢oktiirme islemi Bolim

3.2.3’de anlatildig1 gibi sirasiyla 0-20, 20-40, 40-60 ve 60-80 araliklarinda yapilmistir.

Cizelge 4.3. Pseudomonas fluorescens MF-1 i¢cin (NH4),SO4 ¢Oktiirme araliklar1 ve bu
araliklarda belirlenen enzim aktivite degerleri

TS COKELEK SUPERNATANT
Coktlirme E‘;I:li?:,n Enzim Toplam E‘;I:li?:,n Enzim Toplam
Aralif1 . (EUmL.dak) | Aktivite | 0| (EUMmL.dak) | - Aktivite
Homojenat - 0 50 341,5 17075
%0-20 5 208,5 1042,5 50 241,1 12055
%20-40 1 9,17 9.,17 53 103,5 54855
%40-60 1 66,24 66,24 55 79,5 4372,5
%60-80 1 11,24 11.24 58 0 0
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Cizelge 4.4. Bacillus subtilis TV-125A icin (NH4),SO4 ¢Oktiirme araliklar1 ve bu
araliklarda belirlenen enzim aktivite degerleri

(NH,),SO; — COKELEK — SUPEFIJIN{&TANT
Coktiirme h‘;‘;i?:ln Enzim Toplam hoz?ciz::ln (EU;K:EI da | Toplam
Arahg (mL) (EU/mL.dak) | AKtivite (mL) K) : Aktivite
Homojenat - - - 50 4495 2247,5
%10-20 1 56,5 56,5 50 21,2 1060
%20-40 1 9,17 9,17 53 17,5 927,5
%40-60 1 4,14 4,14 56 8,8 492,8
%60-80 1 10,65 10,65 59 4,73 279,1

Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A izolatlarma ait kitinaz

enzimlerinin kismi saflastirilmasi asamalarinda uygulanan her bir yontem ve basamak

icin elde edilen orneklerde protein miktar1 ve aktivite (EU/mL) ve spesifik aktivite

belirlenerek saflastirma tablolar1 olusturulmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Pseudomonas fluorescens MF-1’den kitinaz

enziminin saflagtirma

basamaklar1

Saflastirma Hacim Aktivite Top-l a‘m Pr-otem Speg{ik Saflastirma

Basamaklan | (mL) | (EU/mL) | . AKvite ELSE A LU Kat
EU % | (mg/mL) (EU/mg)

Ham 50 68,31 |34153 100 6,44 10,61 -

Ekstrakt i i i i

Amonyum

silfat 5 210,5 |1052,5 30.8| 0,85 247,65 23,34

Coktiirmesi

(%0-20)
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Cizelge 4.6. Bacillus subtilis TV-125A’dan kitinaz enziminin saflagtirma basamaklari

Saflastirma Hacim Aktivite Top-l a‘m Pr-otem Spe§1ﬁk Saflastirma

Basamaklari | (mL) | (EU/mL) i I Kat
EU % (mg/mL) (EU/mg)

Ham

Ekstrakt 50 44,95 8155 100 6,46 6,95 -

Amonyum

silfat 5 2555 | 12775  157| 1,64 155,79 22,42

Coktiirmesi

(%0-20)

4.4. Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A dan Uretilip

Saflastinlan Kitinaz Enziminin Optimum pH Sonuclan

Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A’dan tretilip saflagtirilan

kitinaz enziminin optimum pH’ sin1 belirlemek i¢cin Boliim 3.2.5.’de anlatildig1 gibi

Olgtimler yapilmistir. Optimum pH i¢in, pH 2,0-11,0 araliginda farkli pH ortamlarinda

calisilmistir. Farkli pH ortamlari icin;

=  Sodyum asetat (pH 2,0-3,0),
=  Sodyum sitrat (pH 4,0-6,0),
= Tris (pH 7,0-9,0)

=  Sodyum karbonat (pH 10,0-11,0) tamponlar1 kullanilmistir.

Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplanip, pH ve aktivite arasindaki iliski grafikler ile

ifade edilmistir. Elde edilen optimum pH sonuglar1 Pseudomonas fluorescens MF-1 icin

Sekil 4.4 ve Bacillus subtilis TV-125A i¢in Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Pseudomonas fluorescens MF-1"den elde edilen kitinaz enziminin aktivitesi
iizerine pH nin etkisi

Pseudomonas fluorescens MF-1"¢ ait kitinaz enziminin optimum pH degeri 4,0 olarak

bulunmus, en yiiksek aktivitenin bu pH degerinde oldugu saptanmistir (Sekil 4.4).

30
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10 T T T T 1
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Sekil 4.5. Bacillus subtilis TV-125A’dan elde edilen kitinaz enziminin aktivitesi tizerine
pH’nim etkisi
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Sekil 4.5°de goriildigi gibi Bacillus subtilis TV-125A’dan elde edilen kitinaz enziminin
en yuksek aktivitede gdsterdigi pH degeri 4,0 olarak bulunmustur.

4.5. Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A’dan Elde Edilen

Kitinaz Enziminin Optimum Sicakhk Sonuclan

Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A’dan elde edilen kitinaz
enziminin optimum sicakliklarim1 belirlemek i¢in 3.2.6’de anlatildigi gibi Ol¢iimler
yapilmistir. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplanip, sicaklik ve aktivite arasindaki
iliski grafikler ile ifade edilmistir. Optimum sicaklik sonuclar1 Pseudomonas
fluorescens MF-1 icin Sekil 4.6 ve Bacillus subtilis TV-125A icin de Sekil 4.7°da

verilmistir.

Sekil 4.6’da goriildigli gibi Pseudomonas fluorescens MF-1’e ait kitinaz enziminin

optimum sicaklik degeri 50°C olarak saptanmustir.

Aktivite (EU/mL)
[ —_ N \S]
[e) V)] [«) W

(9]

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Sicakhik (°C)

Sekil 4.6. Pseudomonas fluorescens MF-1 izolati’ndan ektraseliiler olarak {tretilip
saflastirilan kitinaz enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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Bacillus subtilis TV-125A’ya ait kitinaz enziminin optimum sicaklik degeri Sekil 4.7°de

gorildiigi gibi 50°C olarak saptanmistir.

40 -

Aktivite (EU/mL)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sicakhik (°C)

Sekil 4.7. Bacillus subtilis TV-125A’dan ektraseliiler olarak iiretilip saflastirilan kitinaz
enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Petride Fusarium culmorum’a karsi yapilan antifungal aktivite testlerinde Cizelge
4.1°de verilen 158 izolattan 31’1 pozitif sonu¢ vermistir. Antifungal test sonucunda elde
edilen izolatlarin pozitif sonuglar1 yiizde olarak ifade edecek olursak yaklasik %77 si
Bacillus 1zolatlarma aittir. Bacillus izolatlarindan pozitif sonu¢ verenlerin yaklasik
olarak %?32’s1 Bacillus megaterium,%26’s1 Bacillus subtilis, %19°u ise Bacillus
pumilus’a aittir. Bu izolatlarin disinda pozitif sonug¢ verenlerin yaklasik %7’s1
Pseudomonas flourescens’e, %10’u Pseudomonas putida’ya ve %3’i ise Paenibacillus

macerans ve Pantoea agglomerans’a ait oldugu saptanmustir.

Boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi yapilan petri denemeleri sonucunda Sekil 4.1°de fungal
disk caplarinin, uygulanan izolatlara gore degistigi goriilmektedir. Cizelge 4.2°de
verilen Pantoea agglomerans RK 79’un 12 mm zon ¢ap1, Pseudomonas fluorescens MF
I’in ise 13 mm zon ¢ap1 olusturdugu bulunmustur. Bacillus megaterium TV 91C,
Bacillus subtilis TV 17C, Bacillus megaterium TV 20E ve Bacillus pumilus RK 103’{in
zon ¢aplarmin ise 15 mm oldugu saptanmistir. Ayrica Bacillus subtilis TV 125A,
Bacillus megaterium TV 90E, Pseudomonas putida TV 42A, Bacillus megaterium TV
95A, Pseudomonas putida A RK 142 ve Bacillus megaterium TV 6D izolatlarnin
olusturdugu zon ¢apmin ise 19 mm oldugu tesbit edilmistir. Bu sonuclara gore
izolatlarm  Fusarium culmorum’a kars1t yiiksek antifungal aktivite gdosterdigi

belirlenmistir.

Antifungal testler 15181nda 31 izolata kitinaz enzimi aktivite tayini yapimistir. Kontrol
g0z Oniine alinarak Pseudomonas flourescens MF-1’in ve Bacillus subtilis TV-
125A’nin  bulundugu ortamda fungal disk capilar1 ve enzim aktivitesi degerleri
karsilastirilarak bu iki izolatin yiiksek kitinaz enzimi aktivitesine sahip oldugu ve bu

sayede de Fusarium culmorum’a kars1 antifungal aktivite gosterdigi saptanmustir.
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Kang and Buchenauer (2002) yaptiklar1 ¢alismada Fusarium culmorum’un enfekte
oldugu bugday basaginda biriken kitinaz enziminin ev sahibi dokuda patojen

yayilmasma kars1 direng olusturabilecegini saptamislardir.

Ghasemi et al. (2011) Bacillus pumilus SG2 bakterisinden saflastirdiklar1 kitinaz
enziminin Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani, Magnaporthe grisea, Sclerotinia
sclerotiorum, Trichoderma reesei, Botrytis cinerea and Bipolaris sp.’e, Lang et al.
(2001) Bacillus subtilis’ten elde ettikleri fungusit 6zeligindeki kurutulmus bakteri
hiicrelerinin Fusarium oxysporum’a, Yan et al. (2011) Bacillus subtilis SL-13 kitinaz
enziminin Rhizoctonia solani’ye, Sindhu and Dadarwal (2001) Pseudomonas
suslarindan elde ettikleri kitinaz enziminin Pythium aphanidermatum (Oomycete) ve
Rhizoctonia solani (Basidiomycete)’ye, Nielsen et al. (1999), kitinolitik aktivite
gosteren Pseudomonas fluorescens’in 12 izolatinin Pythium ultimum ve Rhizoctonia
solani’ye kars1 anti-fungal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Nitekim, literatiire
gecen bu c¢alismalarin  elde edilen sonuglarimizi destekler nitelikte oldugu

anlasilmaktadir.

Ayrica calismalarda saflastirilan kitinaz enziminin; Kim ef al. (2002) Botrytis cinerea
fungusun hiicre duvarinda lizozimal etki gosterdigini, Vaidya et al. (2003)
saflagtirdiklar1 kitinaz enzimin Aspergillus niger misellerini parcaladigi ve Ma et al.
(2012) c¢esitli patojenik bitki mantarlarinin ¢imlenmesini ve hifal biiylimesini

engelledigini belirtmislerdir.

Kontrol g6z oniine alinarak Pseudomonas flourescens MF-11n ve Bacillus subtilis TV-
125A’nin bulundugu ortamda (Cizelge 4.2°de) fungal disk capilar1 ve enzim aktivitesi

degerleri karsilastirilarak bu iki izolat ile kantitatif analizlere devam edilmistir.

Boliim 3.2.3°de anlatildig1 gibi yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla %0-80
araliginda adim adim c¢oktiirme yapilip kitinaz enzimi aktivitesine bakilmistir.

Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatinda %0-20 araligindaki c¢okelekte 208,5
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(EU/ml.dak), Bacillus subtilis TV-125A izolatinda da %0-20 araligindaki ¢okelekte
56,5 (EU/ml.dak) degerleri bulunmustur. Diger ¢okelek basamaklarinda her iki bakteri
izolat1 icin ¢ikan degerler daha diisiik oldugundan yapilan g¢alismalar i¢in %0-20
cokeleklerinden ayri1 ayr1i havuzlar olusturulup c¢alismalar bu havuzlardan devam

ettirilmistir.

Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatinda %0-20 ¢oktiirme araliginda %30,8 verimle
23,34 kat ve Bacillus subtilis TV-125A izolatindan %0-20 ¢oktiirme araliginda %15,7

verimle 22,34 kat kismi saflagtirma yapilmistir.

Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A’dan tretilip saflagtirilan
kitinaz enziminin optimum pH’larin1 bulmak i¢in pH 2,0-11,0 araligi taranmistir.
Taramalar sonucunda her iki izolatinda optimum pH degerleri Sekil 4.4 ve 4.5’de
goriildigi gibi 4,0 olarak tespit edilmistir. Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus
subtilis TV-125A izolatlarinda pH 4,0-11,0 araligindaki aktivitelerinde ise ¢ok fazla bir
disiis saptanmamistir. Pseudomonas fluorescens MF-1 izolat1 pH 11,0’de %36
aktivitesini korurken, Bacillus subtilis TV-125A 1izolat1 pH 11,0’de aktivitesinin

%71’1ni korudugu saptanmustir.

Watanabe ef al. (1992) ve Yabuki et al. (1986)’a gore pek cok kitinazin asidik oldugu
belirtilmistir. Okay (2005), S. marcescens Bnl0 kitinaz enziminin pH 4,0-9,0 araliginda
yiiksek aktivite gosterdigi ve Ma et al. (2012) Gliocladium catenulatum’dan izole
ettikleri ve saflastirdiklar1 kitinaz enziminin aktivitesi pH 4,0-5,0 araliginda stabil
oldugunu belirlemislerdir. Bu calismalar bizim elde ettigimiz sonucu da destekler

nitelikte bulunmustur.

Zhang et al. (2000) Stenotrophomonas maltophilia C3 kitinaz enziminin pH 4,5-5,0,
Vaidya et al. (2003) Alcaligens xylosoxydans kitinaz enziminin pH 5.0, Ghasemi et al.
(2011), iran’da yiiksek tuzluluga sahip ortamdan izole ettikleri Bacillus pumilus SG2
bakterisinin ChiS kitinaz enzimi i¢in pH 6,0, ChiL kitinaz enzimi i¢in pH 6,5, Yan et al.
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(2011) Bacillus subtilis SL-13 kitinaz enziminin pH 7,0, Yuli ef al. (2004) Bacillus sp.
13.26 kitinaz enziminin pH 7,8, Yakupoglu (2009) Serratia marcescens kitinaz B’ nin
pH 9,0 kitinaz C’nin ise pH 8,5 ve Kuzu (2008) B. thuringiensis HBK-51 susunun
kiiltiir stipernatantindan elde ettigi kitinazin pH 9,0’ da optimum aktivite gosterdigini

saptamiglardir.

Pseudomonas fluorescens MF-1 ve Bacillus subtilis TV-125A’dan tretilip saflastirilan
kitinaz enziminin optimum sicakliklarini bulmak i¢in 20-80°C sicaklik araliginda
aktivite tayinleri yapilmistir. iki izolatin da optimum sicakhig1 Sekil 4.6 ve 4.7°de
gorildiigi gibi 50°C olarak bulunmustur. Sicaklik yiikseltiginde her iki izolatin kitinaz
enzim aktivitesini biiylik diizeyde korudugu, inhibe olmadig1 belirlenmistir.
Pseudomonas fluorescens MF-1izolatinm 80°C’de %350 aktivitesini korurken, Bacillus

subtilis TV-125A izolatmin ise %42 aktivitesini korudugu belirlenmistir.

Yan et al. (2011), Bacillus subtilis SL-13 kitinaz enziminin 50°C, Vaidya ve ark.
(2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinaz enziminin 50°C, Brushan ve Hoondal
(1998) Bacillus kitinaz enzimlerinin 45-55°C, Ghasemi ef al. (2011) Bacillus pumilus
SG2 bakterisinin ChiS kitinaz enziminin 50°C, Zhang et al. (2000) Stenotrophomonas
maltophilia C3 kitinaz enziminin 45-50°C sicaklikta optimum aktivite gdosterdigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim elde ettigimiz sonuclar1 da destekler nitelikte

bulunmustur.

Ayrica Yuli et al. (2004) Bacillus sp. 13.26 kitinaz enziminin 60°C, Ghasemi et al.
(2011) Bacillus pumilus SG2 bakterisinin Chil kitinaz enzimi i¢in 40°C, Kuzu (2008)
B. thuringiensis HBK-51 susunun kiiltlir siipernatantindan elde ettigi kitinaz enziminin
110°C, Yakupoglu (2009) Serratia marcescens’e ait kitinaz B enziminin 35°C, kitinaz
C enziminin ise 33°C, Okay (2005) S. marcescens Bnl0’a ait kitinaz enziminin 45°C,
Ma et al. (2012) Gliocladium catenulatum’dan izole ettikleri ve saflastirdiklar1 kitinaz

enziminin 60°C” de sicaklikta optimum aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
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Gelisen teknolojiyle beraber cagimizda mikrobiyal enzimlerin kullanim alanlar1 ve
onemleri oldukca artmigtir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin genis alanda kullaniminin
sebepleri arasinda; dogadan kolaylikla elde edilmesi, basit ve ekonomik yollarla

gelistirilmesi ve yiiksek aktivitede enzimi sentezlemesi sayilabilir.

Elde ettigimiz sonuglar1 endiistriyel agidan degerlendirecek olursak;

1.  Fusarium culmorum’a Xkars1 antifungal aktivite gosteren ve kitinaz enzimi
iiretebilen Bacillus subtilis TV-125A ve Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatlar1

biyokontrol ajan1 olarak tarimda kullanilabilir.

2. Bacillus subtilis TV-125A ve Pseudomonas fluorescens MF-1 izolatlar1 tirettikleri
kitinaz enzimi sayesinde, boceklerin kabuklarinda ve mantarlarin hiicre duvarinda
bulunan kitini pargaladigi i¢in diger boceklere kars1 insektisit ve funguslara karsi da
fungusit olarak kullanilmalar1 miimkiindiir. Ozellikle P. Fluorescens MF-1
izolatinin yiiksek kitinaz aktivite gdstermesi, fungusit ve insektisit 6zelliginin daha

etkili olacaginin bir gostergesidir.

3. lzolatlarin iirettigi kitinaz enziminin ayrica mantar enfeksiyonlarma karsi tip

alaninda da uygulanabilirligi vardir.

4. Ote yandan bu izolatlarin iirettigi kitinaz enziminin, dogada atik olarak bulunan
kabuklu deniz canlilarinin kabuklarinda bulunan kitini hidrolize etmesi sayesinde
bu kabuklarin degerlendirilmesi ve ¢evre kirliliginin dniine gecilmesi saglanabilir.
Ayrica ¢evre alaninda yapilacak biyoremidasyon caligmalarinda alternatif ve etkili

bir yontem olarak kullanilabilir.
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