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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KITIN DEASETILAZ ENZIMININ KISMi SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Ramazan KARAYILAN
Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. H. Aysun MERCIMEK

Yil: 2015 Sayfa: 61

Bu calismada, kitin polisakkaritinin kitosana biyodoniisiimiinii  katalizleyen
ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin, Bacillus cereus susundan kismi saflastiriimasi
ve karakterizasyonu analiz edilmistir. Kolloidal kitin i¢eren kati besiyerinde 30°C’de bir
hafta inkiibasyonu takiben kolonisinin etrafinda sar1 zon gézlenerek se¢ilen bu izolat,
VITEK identifikasyon sistemi ile tanimlanmigtir. Sivi fermantasyon ortaminda
gelistirilen hiicre kiiltiirlerinin santrifujlenmesi ile elde edilen ham enzim preparatinin
spesifik aktivitesi 0,274 U/mg olarak belirlenmistir. Kitin deasetilaz enziminin optimum
aktivitesini 50°C ve pH 7.0’da gosterdigi ortaya konmustur. Enzimin 50°C sicaklikta 20
dakika on inkiibasyonu sonrasi aktivitenin %115’e kadar arttig1 saptanmistir. 5 mM
konsantrasyonda asetik asit (%105), gliserol (%123), CoCl, (%113), NaCl (%137) ve
CaCl; (%102)’iin enzim aktivitesini stimule ettigi, fakat EDTA (%81.12) ve TritonX-
100 (%75.5)’lin ise inhibitér ajan olarak davrandigi gozlenmistir. SDS, 2-
merkaptaetanol, MgCl, ve MnCl; varliginda ise aktivitenin sirasiyla %97, %89, %64 ve
%83 korundugu belirlenmistir. SDS-PAGE analizlerinde, kismi saflastiriimig
ekstraseliiler kitin deasetilaz enzimine ait 39 kDa molekiiler agirhiginda tek protein
bandi elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus cereus, kitin deasetilaz, kismi saflagtirma, karakterizasyon



ABSTRACT

Msc. Thesis

THE PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CHITIN
DEASETILASE ENZYME

Ramazan KARAYILAN
Kilis 7 Aralik University

The Institute for Graduate Studies in Sciences and Engineering Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. H. Aysun MERCIMEK
Year: 2015 Page: 61

In this study, the partial purification from Bacillus cereus strain and characterization of
the extracellular chitin deacetylase enzyme, catalyzes the bioconversion of chitin
polysaccharide to chitosan, were analyzed. Following the incubation period on solid
media containing colloidal chitin at 30°C for one week, this selected isolate by
observing the yellow zone around the colony was identified by VITEK identification
system. The specific activity of the obtained crude enzyme preparation by centrifugation
of cell cultures were developed in the liquid fermentation medium was determined as
0,274 U/mg. The optimum activity of chitin deacetylase enzyme was emerged at 50°C
and pH 7.0. After the pre-incubation of enzyme at 50°C for 20 min, its activity was
detected to increase up to 115%. It was observed that acetic acid (%105), glycerol
(%123), CoCl, (%113), NaCl (%137) and CaCl, (%102) in 5 mM concentrations
stimulated its activity but EDTA (%81.12) and TritonX-100 (%75.5) behaved as the
inhibitory agent. In the presence of SDS, 2-mercaptoethanol, MgCl, and MnCl,, the
activity was determined to protect %97, %89, %64 and %83, respectively. In SDS-
PAGE analysis, single protein band in 39 kDa molecular weight belonging to the
partially purified extracellular chitin deacetylase enzyme was obtained.

Keywords: Bacillus cereus, chitin deacetylase, partial purification, characterization
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen, aktivasyon enerjisini diisiirerek
biyokimyasal tepkimeleri hizlandiran protein yapidaki molekiillerdir. Enzimler ¢ok eski
zamanlardan beri canlilarin yasaminda 6nemli bir yer tutmustur. Canliligin devamai i¢in
hayati 6nem tagiyan enzimler, medeniyetler tarafindan ne olduklari ve nasil ¢alistiklari
anlagilmadan binlerce yil ¢esitli gida ve malzeme uygulamalarinda kullanilmislardir.
Onceleri gidalarda bu doniisiimiin anlasilamayan bir kuvvet tarafindan meydana
getirildigi fikri hakim iken 19. yy baslarinda yapilan ¢alismalar enzimlerin varligina 151k

tutmustur.

1833 yilinda Fransiz kimyagerler Anselma Peyan ve Jean-Franois Persoz malt
ekstratindan alkol ¢Oktiirmesiyle amilaz komplekslerini izole etmis ve buna diastaz
ismini vermiglerdir. Enzim ismi ilk defa 1878 yilinda William Kunhe tarafindan
kullanilmistir (Christakopoulos, 2012). Eduard Buchner 1897 yilinda, maya 6ziitiiniin
sekeri alkole fermente edebildigini kesfetti ve bunu gergeklestiren enzimin hiicre
disinda da ayni1 fonksiyonu gergeklestirebildigini ortaya koymustur. 1926 yilinda James
Sumner, kristal halde iireaz enzimini saflastirmis ve enzimlerin protein yapida oldugunu
ortaya koymustur. Daha sonra J.H. Northrop ve W.M. Stenley ¢oktiirme yontemiyle
pepsin enzimini izole etmis ve J. Sumner’in iddialarinin dogrulugunu kanitlamislardir.
Bu yontemle ileriki zamanlarda c¢ok sayida kristalize enzim elde edilmistir
(www.worthington-biochem.com/introbiochem/enzymes.pdf). 1965 yilinda Phillips ve
arkadaglar1 yumurta akindan bakterilerin peptidoglikan hiicre duvar yapilarini yikan
lizozim enzimini izole etmislerdir. Ayni yillarda X-1sininlar1 kristalografisi ile lizozimin
3 boyutlu yapis1 belirlenmis ve enzimlerin yapisi alaninda ilk ¢aligsmalar yapilmistir.
1960’11 yillarda Annsen tarafindan riboniikleaz iizerine yapilan g¢aligmalar protein
yapisinin dinamik dogasina 151k tutarak proteolitik yontemlerin gelismesine Onciiliik

etmistir (Kuzu, 2008).


http://www.worthington-biochem.com/introbiochem/enzymes.pdf

Enzimlerin yapilarinin, etki mekanizmalarinin ve kimyasal dogasmin anlagilmasina
yonelik yapilan bu ¢alismalar giiniimiiz enzim bilgilerinin temelini olusturmus ve ileri

zamanlarda yapilan ¢aligmalara 1s1k tutmustur.

1.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen protein yapidaki molekiillerdir.
Proteinler, peptid baglar1 ile birbirlerine baglanmis aminoasit zincirlerinden olusan
yiiksek molekiiler agirliga sahip biyomolekiillerdir. Enzimlerde proteinler gibi uzun
aminoasit zincirlerinden olusurlar ve katlanarak {i¢ boyutlu yapilari meydana getirirler.
Enzimlerin etkinligini ii¢ boyutlu yapilari tarafindan belirlenir. Enzimler protein
yapisinda olduklarindan tuzlar, solventler ve diger reaktifler ile coktiiriilebilir ve

denatiire edilebilirler (www.worthington-biochem.com/introbiochem/enzymes.pdf).

Enzimlerin bazilar1 sadece protein yapisindadirlar, bu enzimlere basit enzim
denilmektedir. Bu enzimlere pepsin, tripsin ve iircaz 6rnek olarak verilebilir. Bir¢ok
enzim ise kataliktik aktivitelerini gergeklestirebilmek i¢in bazi bilesiklerin ya da yan
gruplarin varligina ihtiya¢ duyarlar bu enzimlere konjuge enzim denilmektedir. Burada
enzime spesifikligini veren apoenzim denilen protein kismidir. Enzime kataliktik
aktivitesini veren ise kofaktoér (koenzim, prostetik grup ya da metal iyonu) denilen
yardimcr gruplardir. Kofaktér ve apoenzimin olusturdugu aktif komplekse ise

holoenzim denilmektedir. (Atasagungil, 1965)

Arastirma konusu olarak enzimleri bu kadar dnemli yapan ozellikleri reaksiyonlar
katalizleme oOzgiilligiidir. Birkag enzim sadece mutlak 6zgiinlik gosterirken; yani
sadece bir reaksiyonu katalizlerken diger enzimler ise belli bir tiir islevsel grup ya da

kimyasal bag icin spesifiktir. Genel olarak enzimler dort tip 6zgiilliik gosterirler.

1. Mutlak ézgiinliik: Bir enzimin sadece spesifik bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalizlemesidir.

2. Grup ozgiinliigii: Enzimlerin amino, fosfat ve metil grubu gibi belli bir
fonksiyonel grup tizerinde etkili olmasidir.

3. Bag ozgiinliigii: Enzimlerin belli bag tipleri lizerinde etkili olmasidir.
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4. Stereokimyasal 6zgiinliik: Enzimlerin sedece belli bir sterik veya optik izomere

etki etmesidir (www.worthington-biochem.com/introbiochem/enzymes.pdf)

1.3.Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimlerin adlandirilmas: aktif ya da inaktif durumda olmalarina gore yapilmaktadir.
Enzimler inaktif durumda ise substratinin sonuna —jen eki getirilerek adlandirilirlar.
Ornegin; pepsinojen ve kimotripsinojen vb. Enzimin aktif olmasi durumunda ise
genellikle etki ettikleri substratinin veya grubun isminin sonuna —az eki getirilerek
adlandirilirlar. Ornegin; lipitlere etki eden enzimlerin lipaz, iireye etki eden enzimlerin
tireaz olarak adlandirilmalart gibi. Yaygin olarak kullanilmamakla birlikte enzimler,
substratlarinin sonuna —litik eki getirilerek de adlandirilabilirler. Ornegin; proteinleri
pargalayan enzimlere hem ’proteazlar’” hem de “’proteolitik enzimler’” denilmektedir.
Bu isimlendirmelerden farkli olarak enzimlerin substratini veya aktivitelerini
tanimlamayan pepsin amdigdalin, pityalin ve zimaz gibi deneysel isimlendirmelerde

mevcuttur (Megep, 2007).

Enzimlerin isimlendirilmelerinin belirli bir diizene gére yapilmamasi ve giderek artan
enzim kesifleri aym1 enzime farkli isimlerin verilmesi veya fakli enzimlere ayni
isimlerin verilmesi gibi karigikliklara yol agmis ve enzimlerin belli bir diizene gore
siniflandirilmas: ihtiyacin1 ortaya ¢ikarmistir. Enzimler genel olarak iki sekilde
siniflandirilirlar; birincisi enzimlerin salgilanip aktivite gosterdikleri yerlere gore
ekstraseliiler (hiicre dis1) ve intraseliiler (hiicre i¢i) enzimlerdir. Ikincisi ise giiniimiizde
bilim diinyasinda kabul goriilen enzimlerin Kkatalitik  aktivitelerine  gore
siiflandirilmasidir. Bu smiflandirma 1956 yilinda Uluslararast Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan olusturulmustur. Ve kesfedilecek
enzimler i¢inde adlandirmaya uygun bir terminoloji gelistirilmistir. Bu siniflandirmaya

gore enzimler 6 gruba ayrilmistir; (Cuesto, 2014)

EC 1: Oksidorediiktazlar; oksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir.
EC 2: Transferazlar; fonksiyonel bir grubun transferinden sorumlu enzim grubudur.

EC 3: Hidrolazlar; gesitli baglarin hidrolizini katalizleyen enzim grubudur.
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EC 4: Liyazlar; oksidasyon ve hidroliz disinda bagka yollarla ¢esitli baglar1 yikan
enzim grubudur.

EC 5: Izomerazlar; mélekiiller iginde degisiklik yaparak uzay da dizilimlerini degistiren
enzim grubu.

EC 6: Ligazlar; kovalent baglarla iki molekiilii birbirine baglayan enzim grubudur.

Bu smiflandirilmada grup tyeleri enzim kodu (E.C) denilen 4 rakamla ifade
edilmektedir. Ornegin; kitin deasetilaz’mn enzim kodu E.C. 3.5.1.41 seklindedir. Burada
ilk rakam enzimin alt1 ana gruptan hangisinde yer aldigini, ikinci rakam etki ettigi
kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu, iiglincli rakam alic1 grubu ve dordiincii rakam ise

enzimin seride yerini ifade etmektedir (Boyce ve Tipton, 2001; Majsov, 2011).

1.4. Endiistriyel Enzimler

Enzimler hakkindaki bilgilerin biiyiikk ¢ogunlugu yakin tarihe ait olmasina karsin,
hayatimizdaki yerleri yiizyillar oncesine dayanmaktadir. Eski zamanlarda enzimler
dolayli olarak peynir, maya, bira, sarap, sirke gibi gidalarin ve deri, keten, ¢ivit gibi

mallarin tiretiminde kullanilmaktadir (Kirk ve ark., 2002).

Enzimler 19. yy ikinci yarisinda kesfedilmis ve o zamandan beri ¢esitli endiistriyel
islemlerde kullanilmaktadir (Mojsov, 2011). Ilk olarak 1914 yilinda deterjanlarda
kullanilan enzimler 1926 yilinda protein yapida olduklarinin ortaya ¢ikarilmasi ve
gelisen tretim teknolojileri sayesinde bugiin endiistrinin vazgecilmez materyalleri

arasinda yer almaktadir.

Endiistriyel uygulamalarin temel prensipleri, en diisiik maliyetle en yiiksek verimde,
endiistriyel 6neme sahip {iriin elde etmek ve bunu yaparken de miimkiin oldugu kadar az
miktarda zararsiz atiklarin ortaya ¢ikmasidir. Bu temel prensipler enzimleri endiistriyel

uygulamalar i¢in vazgecilmez bir iirlin haline getirmektedir.

Gilinlimiizde ¢ok sayida enzim, endiistride fakli sektorlerde ve farkli amaclarla
kullanilmaktadirlar. Endiistride kullanilan enzimlerin; %59’nu proteazlar, %28’ni
karbohidrazlar (%13’nii alfa amilazlar olusturmaktadir), %3 lipazlar ve %10’nu diger
enzimler olusturmaktadirlar. Bu enzimlerin %37 si deterjanlarda, %29 gida

uygulamalarinda, %12 tekstilde ve %6 hayvan yemlerinde ve mamalarda



kullanilmaktadir. Ayrica rekombinant DNA teknolojisinde, kozmetikte, ila¢ sanayisinde

ve atik su aritma gibi alanlarda da kullanilmaktadir.

Enzimlerin ana kaynaklar1 bitkiler, hayvansal dokular ve mikroorganizmalar olmakla
beraber endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimlerin biiyiik kismini mikrobiyal
kaynakli enzimler olusturmaktadir. Bunun temel nedeni mikrobiyal enzimler hayvansal
ve bitkisel enzimlerle kiyaslandiginda katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi,
stabilite, diisiikk maliyetli tiretim, istenmeyen yan {irin olusturmama ve ihtiyag halinde
istenilen oranlarda kisa siirede elde edilmeleri gibi avantajlari olmasidir (Kiran, 2006).

Bazi enzimlerin kullanim alanlar1 ve kaynaklar1 Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Baz1 enzimlerin kullanim alanlar1 ve kaynaklari

Enzim Baz1 mikrobiyal Kullanim alani Referans
kaynaklar
. Bacillus Tekstil, ilag, gida, kagit Nigam, 2013,
Amilaz . . = . Lee ve ark.,
Geobacillus ve bira sanayisinde 2013
Bacillus, Pseudomonas, | Deterjan yapimi, Nigam, 2013;
Proteaz CIOStri(_Ziium, tabakhapg gldg Lee ve ark.,
Aspergillus endiistrisinde, ilag 2013
Candida Nigam, 2013;
Lipaz Bacillus Gida, deri, deterjan Lee ve ark.,
Mucor endistrisinde 2013
Aspergillus
Aspergillus Glikoz tiretiminde, kayit | Nigam, 2013;
Seliilaz Trichoderma endiistrisinde, etanol Lee ve ark.,
Pleurotus iretiminde 2013
Bacillus Tarimda biyolojik Zhao & ark.
- M. rouxii miicadele, kitin (2010)
Kitin .
. Morticella atiklarinin
deasetilaz e e
biyodoniisiimiinde
Thermoactinomyces Bira ve kagit Nigam, 2013;
thalophilus endiistrisinde, Lee ve ark.,
Ksenilaz | Bacillus hemiseliillozun 2013
Humicola insolens biyodoniisiimiinde,
Bacillus e . Akan, 2010;
Keratinaz | Aspergillus Yem tretimi, tip, tekstil, | Nigam, 2013;
. . deterjan, deri imalatinda | Lee ve ark.,
Microbacterium 2013




Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda bu kadar genis alanlarda kullanilmalarinin
nedeni, sentetik katalizorlere oranla bircok {istlinliiklere sahip olmalaridir. Enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda tercih edilmelerinin nedenleri su sekilde siralanabilir;
. Dogal olmalar1 ve toksik olmamalari
o Substrat 6zglinliikleri sayesinde istenmeyen yan friinlerin olusmasina
sebebiyet vermemeleri nedeniyle reaksiyonlarin kolay ve hizli bir sekilde
gerceklesmesi
. Ortalama sicaklik degerlerinde ve notr pH degerine yakin kosullarda
calistiklarindan; yliksek basing, yiiksek sicaklik, yiiksek asidik vb. sert kosullar
tolere etmeleri ve tiretimleri i¢in 6zel ve pahali ekipmanlar gerektirmemeleri
. Diisiik konsantrasyonlarda da nispeten hizli ¢alisirlar ve sicaklik, pH,
enzim miktarinin ayarlanmasi ile reaksiyon hizlarinin kontrol edilebilirligi
o Reaksiyonlarinin istenilen asamalarda inaktive edilebilmeleri
gibi nedenlerden dolay endiistriyel uygulamalarda tercih edilmektedirler (Underkofler
ve ark., 1957).

Ayrica ¢ogu endiistriyel uygulamalarda ortaya ¢ikan siirekli kirleticiler 6nemli ¢evre
sorunlarina sebebiyet vermektedir. Ornegin; tekstil sektdriinde dzellikle kimyasal isleme
sektorii kiiresel kirlilikte, her zaman 6nemli bir paya sahiptir. Enzim gibi alternatiflerin
kullanim1 bu sorunlarin ortadan kaldirilmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Mojsov,

2011).

1.5. Kitin, Kitosan ve Kitin Deasetilaz
1.5.1. Kitin ve Kitosan

Kitin; N-asetil glukozamin f,1-4 baglanmasiyla olusmus, dogada seliillozdan sonra en
fazla bulunan ikinci dogal biyopolimerdir. Yengeg, karides ve istakoz gibi deniz
kabuklularinin dis iskeletinde, boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvar
yapilarinda bulunmaktadir. Diinyada yillik iiretimi 150.000 ton olan kitin; bdcek
kabuklarinda yaklasik %23,5 oraninda, yenge¢ karides ve 1stakoz da ise %17 ile %32

arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).
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Sekil 1.1. Kitinin kimyasal yapis1 (Gokge, 2008.)

Kitosan, ilk kez Prof. C. Rouget tarafindan, 1859 yilinda derisik potasyum hidroksit
coOzeltisinde kitinin 1sitilmasiyla bulunmus ve 1894 yilinda Hoppe-Seiler tarafindan
kitosan olarak adlandirilmistir (Xavier, 2006). Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen
kitosan 3 adet reaktif fonksiyonel gruba sahiptir. Bu gruplar; C-3 ve C-6
pozisyonundaki iki hidroksil grubu ve C-2 pozisyonundaki amino grubudur. Kitosan
yapisindaki bu reaktif fonksiyonel gruplarin etkilesimi sayesinde kitinin; siyanoetilkitin,
kitin ksantojenat, alkalikitin, alkilkitin, karboksialkil Kitin, hidroksialkil Kitin gibi
tirevlerinden farkli karakterler sergilemektedir (Gokge, 2008; De Britto ve ark., 2011,
Jiang, 2011; Varesano ve ark., 2011).
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Sekil 1.2. Kitosanin kimyasal yapis1 (Gokge, 2008.)

Kitinden kitosan elde etmede kimyasal ve enzimatik yontemler kullanilmaktadir.
Enzimlerin reaksiyonlardaki avantajlarindan dolayr enzimatik ydntemler, kimyasal
yontemlere oranla daha 6n plana ¢ikmaktadir. Temel de her iki yontemde de sirasiyla

demineralizasyon, deproteinizasyon ve deasetilizasyon islemleri uygulanmaktadir.



Kitin atiklar1 (temizleme, kurutma, 6giitme)
Deproteinizasyon (proteazlar veya chymotrypsin)

Demineralizasyon (1.75 N’lik CH3OOH ile
oda sicakliginda 12 saat muamele)

Kitin (CDA ile deasetilasyon)

l

Kitosan
Sekil 1.3. Kitin atiklarinin kitosana enzimatik doniisiim asamalar1 (Eltaib, 1999)

Kitosan kat1 formunda sarimsi, beyaz, seffaf, kokusuz ve tatsizdir. Su da ¢dziinmeyen
kitosan; asetik, laktik ve formik asit gibi organik asitlerde ¢éziinmesine karsin inorganik
asitlerde ¢oziinmesi ise siilfirik ve fosforik asitle sinirhidir (Goy ve ark., 2009; Jiang,
2011; Kumirska ve ark., 2011).

Sahip oldugu reaktif amino grubu ve hidroksil gruplart sayesinde kimyasal
reaksiyonlara girebilen ve kimyasal yapisini degistirebilen ayrica biyouyumluluk,
biyolojik parcalanabilirlik, toksik olmama, antibakteriyel ve anti tiimor ozellikleri
sayesinde tekstil endiistrisinde, medikalde, atik su aritmada, ziraatta, eczacilik ve gida

sanayisi gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Tsigos ve ark., 2000; Dutta, 2004.).

1.5.2. Kitin Deasetilaz

Kitin deasetilaz (CDA: E.C.3.5.1.41) ise kitinin kitosana biyodoniisiimiinii katalizleyen
onemli bir enzimdir. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Enzim Komisyonu
(IUBMB) tarafindan hidrolazlar (E.C. 3) grubunda siniflandirilmis ve 6zel olarak bu
enzim-E.C 3.5.1.41- seklinde numaralandirilmistir (Eltaib, 1999.).

Kitin deasetilaz (CDA), kitinin yapisindaki N-asetilglikozamin iinitelerindeki asetamid
(NHCOCHS3) gruplarin1 hidrolize ederek su varliginda asetik asit ve glikozamin

birimlerine doniisiimiinii katalizlemektedir (Zhao, 2010).
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Sekil 1.4. Kitinin kitosana enzimatik doniisiimii (Tsigos ve ark., 2000.)

Kitin deasetilaz kaynaklar1 olduk¢a genis bir organizma grubu icermesine karsin bu
giine kadar yapilan ¢alismalarin gogunlugu mantar gruplar iizerine yapilmistir. Ik defa
1975 yilinda Araki ve Ito tarafindan Mucor rouxii mantariin hiicre duvarinda tespit
edilmis ve kismen saflastirilmistir (Rauchhaus, 2002). O zamandan giiniimiize kadar
CDA varligi, basta Mucor rouxii ve Colletotrichum lindemuthianum mantar tiirleri
olmak tiizere birgok mantar, bocek, bakteri ve deniz kabuklularinda tespit edilmistir (Cai

ve ark., 2013).

Kitin deasetilazin saflastirildigi organizma gruplarina, Mortierella sp., Mucor rouxii,
Colletotrichum lindemuthianum, Aspergillus nidulans, Scopulariopsis brevicaulis gibi
mantarlar; Escherihia coli, Bacillus thermoleovorans, Vibrio sp., Bacillus
papandayan gibi bakteriler; Drosophila melanogaster, Apis millifera, Helicoverpa
armigera, Tribolium castaneum, Anopheles gambiae gibi bocekler 6rnek olarak
verilebilir (Dixit ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2010; Lixin ve ark., 2012; Cia ve ark.,
2013).

Kitinin dogada bu kadar ¢ok bulunmasi ve tiirevlerinin kullanim alanlarinin her gegen
giin artmasi, paralelinde kitin deasetilaz (CDA) enziminin elde edilmesi ve aktivite
ozelliklerinin saptanmasi lizerine yapilan caligmalarin sayisinin da artmasina neden

olmaktadir.

Enzim aktivitesi; substrat, sicaklik, ortamin pH, substrat konsantrasyonu, enzimin
saflig1 ve kaynaga bagl olarak degisir. Enzimler genelde dar bir pH araliginda aktivite
gosterirler fakat kitin deasetilaz genis bir pH araliginda aktivite gostermektedir.
CDA’nin optimum pH’sinin belirlenmesine yonelik yapilan calismalarda; genel olarak

ekstraseliiler enzimlerin pH 7’nin iizerinde, intraselliiler enzimlerde ise pH 7’nin altinda



optimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Optimum pH degeri intraselliiler kitin
deasetilaz ic¢in 4,5-6 araliginda, ekstraseliiler kitin deasetilaz igin 7-12 alkali

araligindadir (Zhao ve ark., 2010.).

Bir polimerin molekiiler agirligi sentezi ve kullanimi agisindan ¢ok biiylik 6nem
tasimaktadir. Kitin deasetilaz enziminin molekiiler agirhig saflagtirildiklar1 kaynaklara
ve yontemlere bagli olarak 25-80 kDa araliginda degismektedir. Bu araligin disinda
belirlenmis en yiiksek molekiiler agirlik Colletotricum lindemuthianum DMS 65144
suslarindan saflagtirllmis ve molekiiler agirligi 150 kDa olarak belirlenmistir. Ayni
organizmanin ATCC 56676 suslarinda saflastirilan CDA’ nin molekiiler agirligi ise 32-
33 kDa olarak tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2010.).

Cizelge 1.2. Bazi organizmalardan elde edilen CDA 6zellikleri

Kaynak Optimum Optimum | Molekiiler | Referans
sicakhk (°C) | pH agirhk
(kDa)
Bacillus 80 5 i Toharisman  ve
thermoleovorans Suhartono, 2008
. Kim ve ark.,
Mortierella sp. 60 55 50-59 2008
.. Kafetzopoulos ve
Mucor rouxii 50 4.5 75-80 ark., 1993
Rochima ve ark.,
B. papandayan | 55 7 - 2008
. Zhao ve ark,,
S. cerevisiae 50 8 43 2010
Aspergillus Zhao ve ark.,
nidulans 50 / 27 2010

Kitin deasetilaz (CDAE.C. 3.5.1.41) enzimi sahip oldugu kitinolitik ve antimikrobiyal
aktivite sayesinde canlilarin saldirma ve savunma mekanizmalarinda 6nemli bir yer
tutmaktadirlar. Bocek ve mantarlarin temel yapilarmin kitinden olugmast CDA’nin
tarimda firsat¢1 patojenlerle miicadelede kullanim alani1 bulabilmesine imkén
saglamaktadir. Ornegin fasulyede pas mantaria sebebiyet veren Uromyces viciae-fabae
mantarina kars1 biyolojik miicadelede kullanimi 6rnek verilebilir. Ayrica insan, bitki ve

hayvanlar da bocek zararlarina kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilmektedir (Nahar,
2004).
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1.6. Bacillus

Bacillus ismi ilk defa 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan kullanilmis ve
Bacillaceae familyasina dahil edilmistir. Bacillus tiirlerinin belirlenmesi ve tiir
farkliliklarinin saptanmasinda spor ve sporangium morfolojisi esas alinmistir (Kalkan,
2006). Bacilluslar dogada yaygin olarak toprak, su ve ¢esitli gidalarda bulunmaktadirlar.

Bacillus anthracis disinda hepsi saprofitik ve genellikle patojenik degildirler.

Bacillus sp. tiirleri aerob veya fakiiltatif anaerob, hareketli, sporlu c¢ubuklar olup
grubunda bulunurlar ve genelde gram pozitiftirler. Birgok tilirtin hareketi peritrik
kamgilar tarafindan saglanir. Vejatatif hiicreleri 0.5-1.2 mm eninde ve 2.5-10 mm
capindadirlar. Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Kanl1 Agar, Brain Heart Infusion, Trypticase
Soy Agar gibi besiyerlerinde iyi iirerler. Koloni morfolojileri cesitlilik gdsteren
Bacilluslarin kolonileri genelde beyaz ya da krem renkli olmasina karsin sari, pembe,

portakal rengi ve siyah pigmentli kolonilerine de rastlanir (Kayali ve Beyatli, 2003).

Bu cinsin tiirleri genellikle mezofilik olmakla birlikte psikrofilik, termofilik, asidofilik
ve alkalifilik tiirleri de mevcuttur. Optimum gelisim sicakliklar1 30-37°C olan
Bacillus’larin; psikrofilik tiirleri -5 ile 25°C arasinda, termofilik tiirleri ise 45-75°C
optimum gelisim gosterirler. Alkalifilik ve asidofilik tiirleri ise 2-11 gibi genis bir pH
araliginda gelisim gostermektedirler (Lin, 1997.).

Bacilluslar spor ve sporangium morfolojilerine gore 3 gruba ayrilmaktadirlar. Birinci
grup Bacillus tiirleri kendi aralarinda A ve B seklinde iki alt gruba ayrilir. A ve B alt
gruplarinda sporangium sismemis, sporlar elips veya silindirik sekilli, sentral veya
terminal konumludur. Birbirinden fakli olarak A alt grubunun hiicre genisligi 1mmden
kiigiik, B alt grunun ise Imm’den biiyiiktiir. A alt grubuna B. cereus ve B. megaterium,

B alt grubuna ise B. pumilus ve B. subtilis 6rnek olarak verilebilir.

Ikici grup Bacillus tiirlerinde sporangia sismis, sporlar elips, sentral ve terminaldir. Bu
grup lyelerine B. alvei ve B. macerans verilebilir.
Ucgiincii grup Bacillus tiirlerinde de sporangia sismis sporlar kiiresel, subterminal ve

terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba 6rnektir (Kalkan, 2006.).
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1.6.1. Bacillus cereus

Bacillus cinsine ait bir bakteri olan Bacillus cereus dogada yaygin olarak bulunmakla
birlikte tipik habitat1 topraktir. Gram pozitif, sporlu, hareketli ve fakiiltatif anerobiktir.
Sporlar1 1stya dayaniklidir. Optimum gelisim sicakligi 28-35°C arasinda olmakla
beraber 5-55°C sicakliklarda, 0.93 su aktivitesinde (aw) ve %7,5 tuz konsantrasyonunda
gelisim  gostermektedirler. Gelisimlerini 4.1-9.3 pH gibi genis bir aralikta
gerceklestirmektedirler (Santos, 2000; Horwood, 2005).

Bacillus cereus ilk olarak Hauge (1950-1955) tarafindan Norveg’te 600 kisiyi etkileyen
4 ayr1 zehirlenme vakasinda etiyolojik etmen olarak belirtilmistir. Bacillus cereus;
lestinaz, jelatinaz, proteaz va amilaz aktivitesine sahiptir. Dogada en fazla sayida yaz

sonu ve sonbaharda bulunmaktadir (Kalkan, 2006).

Dogal olarak toprakta bulunmakla beraber sporlar1 vasitasiyla sebzeleri, gidalari, et ve
siit Uiriinlerini kontamine edebilmektedir. B. cereus ile kontamine olmus gidalarin alimi

bireylerde gida zehirlenmelerine sebebiyet verebilmektedir (Schulz, 2005).
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1.7. Kaynak Ozetleri

Cai ve ark. (2013) Scopulariopsis brevicaulis mantarindan ekstraseliiler kitin deasetilaz
tiretimi iizerinde kiiltlir ortaminin, fermantasyon kosullarinin ve farkli inorganik tuzlarin
etkisini incelemislerdir. 300 mL’lik erlen igerisinde 80 mL %2(w/v) 3,6-O-
hidroksilmetilkitin, %1 sukroz, %0.2 NaNO3 %0.1 K,;HPO,, %0.05 KCI, %0.4 pepton,
%0.05 MnSO4, %0.03 CoCl;, %0.05MgS0QO;, iceren optimum kiiltiir ortaminin 29°C
sicaklikta, pH 7°de, 200 rpm min™ ¢alkalama hizinda 96 saatlik inkiibasyon siiresini
takiben elde edilen en yiiksek enzim aktivitesi 36 U/mL olarak tespit edilmistir. Kiiltiir
ortamina %0.05 MnSQy4, %0.03 CoCl, ve %0.05 MgSO, tuzlar1 eklendiginde, mantarin

kitin deasetilaz liretim kapasitesinin sirastyla %76, %70, %68 arttig1 ortaya konmustur.

Eltaib (1999) Mucor rouxii susundan izole ettikleri kitin  deasetilazin
karakterizasyonunu caligsmistir. Enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben kolon
kromotografisi (FPLC) ile saflastirilmistir. Enzimin 0-50°C araliginda aktivite
gosterdigi ancak optimum aktivite 35°C ve pH 6’da belirlenmistir. Metal iyonlarindan
(10mM) CaCl,, CuSOq4, MgCl; ve ayrica EDTA varliginda, enzim aktivitesinde %35-40
inhibisyona neden olurken aktivitede ki diisiis metal iyonlarinin konsantrasyonuna bagli
olarak arttig1 ortaya konmustur. 25 mM’lik propiyonik asit ve asetik asit varliginda
enzimin sirasiyla %40 ve 50 oraninda inhibe oldugunu saptanmistir. Mono Q kolonu
(FPLC) kullanilarak saflagtirilan enzimin molekiiler agirhg SDS-PAGE ile 21, 23, 26
ve 44 kDa olarak dort bant belirlenmistir.

Ischaidar ve ark. (2014) tarafindan Sulili Pinrang Giiney Sulawesi kaplicalarindan izole
edilen termofilik bir mikrobiyal sus Bacillus licheniformis HSA3-la kullanilarak kitin
deasetilaz enzimi saflastirilmistir. 72 saatlik fermantasyon sonrasi elde edilen enzimin
optimum total aktivitesi 0.083x10° U/mL, spesifik aktivite ise 1.206x10° U/mg olarak

belirlenmistir.

Jeraj ve ark. (2006) Rizopus nigrikans misellerinden amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM
sefaroz ve DEAE seliiloz kromatografisi yontemleriyle CDA saflastirmiglardir. Substrat
olarak glikol kitinin kullanildig1 aktivite analizlerinde total ve spesifik aktivite 44.3 U
ve 40.3 U/mg olarak belirlenmistir. Elde edilen CDA’nin molekiiler agilig1 yaklasik
olarak 100 kDa olarak saptanmistir. CDA gen bolgesinin sekans analizi yapilmistir. 447
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aminoasitten sekansini kodlayan 1341 niikleotidlik bir g¢ergeviyi igeren gen bolgesi
belirlenmistir. Gen dizisi tim gen bdlgesinin %34 oraninda polisakkarit deasetilaz
kodlayan niikleotidlerden meydana geldigi ve sekanslanan aminoasit dizisinin
Phycomyces blakesleeanus, Congronella butleri, Rhizopus oryzea ve Mucor rouxii elde
edilen CDA ile sirasiyla %55, 48, 43 ve 41 diizeyinde benzerlik gosterdigi
belirtmislerdir.

Kafetzopoulos ve ark. (1992) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise Mucor rouxii
mantar misellerinden saflastirilan kitin deasetilaz enzimi karakterize edilmistir. Enzimin
optimum aktiviteyi 50°C’de ve pH 4.5’de gergeklestirdigi ortaya konulmustur. Enzimin
molekiiler agirligt SDS-PAGE yontemiyle 75 kDa olarak tespit edilmis olup izoelektrik
noktasi oldukea diisiik (pI =3) bulunmustur. Enzimin karbonhidrat analizlerinde yiiksek
bir mannoz glikoprotein oldugu ve karbonhidrat igeriginin yaklasik olarak %30 oldugu
belirtilmistir.

Kashyap ve Garg (2014) tarafindan SN-1 olarak isimlendirdikleri maya izolatindan kitin
deasetilaz enziminin saflastirilma ve f{iretim ortaminin optimizasyon c¢alismalari
stirdiiriilmiistiir. Optimizasyon veriminin enzim aktivite tayini takip edilerek belirlendigi
bu calismada, pH 7’ye ayarlanmis fermantasyon ortaminda 300 rpm calkalama hizinda
35°C’de 72 saatlik inkiibasyonu takiben en yliksek enzim iiretimi elde edilmistir. Farkl
karbon ve azot kaynaklarinin incelendigi analizlerde, en yiiksek aktivite siikroz ve maya
varliginda tespit edilmistir. ZnCl; inorganik tuzunun enzim flretimini stimule ettigi

ortaya konmustur.

Nadarajah ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada kitin deasetilaz enzimini Absidia
butleri dr mantar misellerinden kismi olarak saflastirilmistir. Ekstraseliiler enzim eldesi
icin, miseller asitle yikanmis kum ve homojenizator ile ayri ayri siispanse edilmistir.
Her iki homojenizasyon sonucu elde edilen aktivite sonuglar1 sirastyla, 17.6 mU/mL ve
21.6 mU/mL olarak kaydedilmistir. Iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
kombinasyonu ile saflastirilan enzimin 97.6 ve 221.7 kDa agirliginda CDA1 ve CDA2

olarak adlandirilmis iki izoenzim seklinde izole edildigi belirtilmistir.

Kim ve ark. (2008) topraktan izole ettikleri ¢ok sayida mantar kolonisi arasindan

Mortierella sp DY-52"yi extraselliiler kitin deasetilaz iireticisi olarak tespit etmislerdir.
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Morfolojik ozellikleri ve 18S rRNA genin niikleotid sekansi esas alinarak karakterize
edilen bu susun %2 glikoz iceren YPD sivi fermantasyon ortaminda pH 5 ve 28°C’de
150 rpm c¢alkalama hizinda 3 gilinliilk inkiibasyonu sonrasinda en yiiksek CDA
aktivitesine (20 U/mg) ulagmistir. Enzimin molekiiler agirligi 50 ve 59 kDa olmak iizere
iki izoform igerdigi belirlenmistir. pH 5.5 ve 60°C’de enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi gozlenmistir. Buna ek olarak, enzimin 4.5-8.0 pH ve 4-40°C sicaklik

2

araliginda stabilitesini korudugu saptanmistir. Co™ ve Ca*®nin enzim aktivitesi

tizerinde aktivator etkisi ortaya konmustur.

Raval ve ark. (2013) Bacillus cereus’dan izole ettikleri kitin deasetilaz enzimini
kodlayan gen bolgesini pET22b vektor araciligiyla aktardiklar: E. coli pLysS susunda
bu enzimin ifadesini ve karakterizasyonunu incelemislerdir. SDS-PAGE analizleri ile
CDA enzimine spesifik 30 ve 32 kDa agirliginda iki aktif bant belirlenmistir. pH 7 ve
37°C’de 20 saat subtstrat ile inkiibasyonu sonucunda enzimin en yiiksek aktivitesini
gosterdigi saptanmustir. E. coli rekombinant enzimin CO* yoklugunda inaktif oldugu

2

ortaya konmustur. Cu’® metal iyonunun enzim aktivitesi iizerinde negatif etkisi

gozlenirken, Ca™?, Mg*?, Zn*? ve Mn*?’nun 6nemli bir etkisi belirlenmemistir.

Rochima ve ark. (2008) Bacillus papandayan’dan izole ettikleri ekstraseliiler CDA
enzimini kullanarak kitinin deasetilasyonunu calismislardir. Enzimatik deasetilasyonu
takiben elde edilen ve Palupi olarak adlandirdiklar1 suda ¢oziinebilen kitosan-yesil
caydan olusan bir {riin elde etmislerdir. Enzim aktivitesini 0.005 U/mL olarak
belirlemislerdir. Elde edilen iriiniin %0.22 (w/w) su, %0.11 (w/w) karbonat, %0.03
(w/w) protein, %0.002 (w/w) yag icerigi ve 58.5 kcal enerji verme 6zelligi ile SNI 01-
3722-1995 standartlarina uygun oldugunu saptamislardir.

Setyahadi ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus sp. PT2-3 susundan izole
edilen kitin deasetilazin en yliksek spesifik aktivitesi pH 8 ve 60°C’de 0.26 U/mg olarak
kaydedilmistir. 5 mM konsantrasyonda Zn'?> ve Mn*? metal iyonlarimin enzim
aktivitesini sirastyla %4.39 ve 7.8 arttirdig1 belirlenmistir. Buna karsin Ca*?, Mg* ve
Fe*? metal iyonlarinin enzim spesifik aktivitesini sirasiyla % 46.83, 41.22 ve 47.32

azalttig1 ortaya konmustur. Enzim aktivitesinin 60°C’de 60 dakika inkiibasyon sonrasi
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stabilitesini korudugu ancak siirenin 90 dakikaya uzatilmasiyla aktivitede %15.05

azalma gozlenmistir.

Tohorisman ve Suhartono (2008) Langoan kaplica sularindan izole ettikleri Bacillus
thermoleovorens LW-4-11 susundan amonyum siilfat (%70) ¢oOktirmesi ile
saflagtirdiklart kitin deasetilaz enziminin karakterizasyonu ¢alismislardir. 70°C’de 1 saat
sicaklik uygulamasini takiben saflastirilan enzimin en yiiksek spesifik aktivitesi 4.37
mU/mg olarak kaydedilmistir. Enzimin en yiiksek aktivitesini pH 6 ve 80°C’de
gosterdigini tespit etmislerdir. Enzimin 90°C’de 40 dakika 100°C’de 5 dakika
inkiibasyon sonrasi orijinal aktivitesinin %50’sini kaybettigi belirlenmistir. 1 mM’lik
EDTA’nin enzim aktivitesi lizerine aktivator etkisi gozlenirken, Zn+2, Ni*, Li", C0+2,

Mn*? metal iyonlarinin ise inhibitér etkisi rapor edilmistir.

Tsigos ve Bouriotis (1995) calismalarinda Colletotrichum lindemuthianum mantarinin
kiiltiir filtratindan saflagtirdiklar1 kitin deasetilaz enzimini karakterize etmislerdir.
Agirlikca %67 karbonhidrat igerigi belirlenmis bir glikoprotein kitin deasetilaz
enziminin molekiiler agirlig1 ortalama 150 kDa olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi
icin optimum sicaklik ve pH; 50°C ve 8.5 olarak saptanmustir. Cesitli kitin tiirevleri
tizerinde aktivitesini korudugu belirlenen kitin deasetilazin, karboksilik asitler ki

ozellikle asetik asitle inhibe olmadig1 ortaya konmustur.

Rouget tarafindan 1859 yilinda kesf edilmis ve molekiiler agirlig1 50-2000 kDa arasinda
degisen lineer polikatyonik bir polisakkarit kitosan poli-f-(1—4)-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoz), bazi mantar hiicre duvarlarinin yani sira deniz diatomlar1 ve alglerin;
bocekler ve kabuklularin dis iskeletinin yapisal bileseni olarak bilinen kitinin alkalin
deasetilasyonu sonucu kimyasal yontemlerle tiretilebilmektedir (Jiang, 2011; Varesano
ve ark., 2011).

Fakat giinlimiizde is yliki getiren ve kimyasal kullanimiyla cevreye zarar veren
prosesler yerine, endiistriyel oneme sahip polimerlerin {iretilmesinde ¢evre dostu
biyoteknolojik yontemler Onem kazanmaya baglamistir. Bu sebeple calismamizda,
kitinin kitosana biyodoniisiimiinii katalizleyen kitin deasetilaz iiretici Bacillus sugunun
izolasyonu, sivi fermantasyon ortamindan ekstraseliiler enzim saflagtirilmast ve

karakterizasyonu amaglanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan Bacillus cinsi mikroorganizma, Mersin ve Karatas sahil toprak
orneklerinden izole edilmistir. Bu tezde enzim iireten suslarinin belirlenmesi,
izolasyonu, tanimlanmasi, enzim saflastirilmasi ve Kkarakterizasyonu calismalarinda,
cesitli besiyerleri, tampon ¢ozeltiler, ve pH metre (Starter 3000), streil kabin (Class 2),
su banyosu (JSWB-22T), yag banyosu, UV/VIS spektrofotometre (TETRA) otoklav
(JSAC-40), etiiv (JSOF-050), calkalamali inkiibatér (JSSI-200C), santrifiij (MIKRO
220R), 151k mikroskobu (Leica), SDS-PAGE cihaz ile temel laboratuvar malzemeleri

kullanilmastir.

2.1.1. Kullanilan besiyerleri
2.1.1.1. Kitinolitik aktivite besiyeri

Kitinolitik aktivite gosteren mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Kitinolitik aktivite besiyeri igerigi

Besiveri icerigi (g/L)

Kolloidal kitin 10
Maya 0ziitii 0.5
MgSQO,.7H,0 0.5
KCI 0.5
Sodyum Nitrat 2
KoHPO, 1
Agar 15

Yukarida belirtilen besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH’s1 7.0’a

ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edilmistir.

2.1.1.2. Kitin deasetilaz aktivite besiyeri

Kitin deasetilaz enzimi tireten suslarin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir (Toharisman

ve Suhartono, 2008).
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Cizelge 2.2. Kitin deasetilaz aktivite besiyeri igerigi

Besivyeri icerigi (g/L)

(NH4),S0, 7
K,HPO, 1
NaCl 1
MgSQO,.7H,0 0.1
Maya o6ziitii 2
Tripton 1
Kolloidal kitin 10
4-nitroasetinalid 0.5
Agar 15

4-nitroasetinalid harig besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢6ziildiikten sonra pH’s1 7.0’a
ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edilmistir. Sterilizasyon
sonrasi 4-nitroasetinalid igeren siispansiyon 0.45 pum’lik steril filtreden gegirilerek

besiyerine eklenmistir.

2.1.1.3. Enzim fermantasyon ortami
Sivi besi ortaminda CDA {iretimi i¢in kullanilmigtir (Toharisman ve Suhartono, 2008).

Cizelge 2.3. Enzim iiretim ortami igerigi
Besiveri icerigi (g/L)
(NH4)2S0,4
KyoHPO,
NaCl
MgS0O,4.7H,0 0.
Maya oziiti
Tripton
Kolloidal kitin 1

ORPNRLRRPEL

Yukarida belirtilen besiyeri icerigi distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra pH’s1 7.0’a
ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra
kullanilmistir.

2.1.1.4. Nutrient agar

Mikroorganizmanin stoklanmas1 i¢cin egik kati kiiltiir seklinde hazirlanarak

kullanilmastir.
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Cizelge 2.4. Nutrient Agar icerigi

Besiveri icerigi (g/L)

Et peptonu 5
Et oziiti 3
Agar 15

Cizelge 2.4°de verilen besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢oOziindiikten sonra pH’s1
7.0+£0.2’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra
kullanilmistir.

2.1.1.5. Laura-Bertani besiyeri

Stok kiiltiirlerin hazirlanmas1 asamasinda mikoorganizmanin aktiflestirilmesi igin

kullanilmastir.

Cizelge 2.5. LB besiyeri igerigi

Besiveri icerigi (g/L)

NaCl 10
Maya 0ziitii 5
Tripton 5
Agar 15

Cizelge 2.5°de verilen besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH’s1
7.5+0.22’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten

sonra kullanilmustir.

2.1.1.6. Tryptic Soy Agar (TSA)

Mikroorganizmanin tanimlanmasi i¢in yapilan VITEK identifikasyon analizlerinde

susun aktiflestirilmesi i¢in kullanilmistir.

Cizelge 2.6. Tryptic Soy Agar besiyeri icerigi

Besiveri icerigi (g/L)

Kazein peptonu 15
Soya peptonu 5
NaCl 5
Agar 15

Cizelge 2.6°da verilen besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢ozilindiikten sonra pH’s1
7.3£0.2°e ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra

kullanilmastir.
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2.1.2. Gram boyama i¢in kullanilan ¢ozeltiler
2.1.2.1. Kristal viyole

Kristal viyole 059
Damutik su 100 mL
2.1.2.2. Sulu karbol fuksin (sulu fuksin)

Bazik fuksin 19
Saf su 1000 mL

Bu ¢6zeltinin 10 mL’si 100 mL saf su ile sulandirilarak sulu fuksin hazirlanmastir.

2.1.2.3. Gramn iyodiir ¢ozeltisi

fyot 19
Kl 29
Saf su 300 mL

2.1.3. Enzim aktivite tayininde kullanilan c¢ozeltiler

2.1.3.1. 50 mM sodyum tetraborat-HCI (pH 7.0)

1.906 g sodyum tetraborat tartilip 50 mL distile suda ¢oziildiikten sonra HCI ile pH 7’ye

ayarlanarak son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

2.1.3.2. Substrat ¢ozeltisinin hazirlamsi

50 mM sodyum tetraborat-HCI (pH 7.0) tamponunun 100 mL’sine 0.1 gr glikol Kitin

eklenerek hazirlanmistir (Kashyap ve Garg, 2014).

2.1.3.3. Reaksiyon durdurucu ¢ozeltinin hazirlamsi

Enzim aktivite tayininde reaksiyon durdurucu olarak %33’lik asetik asit (v/v) ¢ozeltisi

kullanilmistir (Toharisman ve Suhartono, 2008).

2.1.3.4. Renklendirme ¢ozeltisinin hazirlanisi

Cozelti 1: 100 mL distile su igerisine 5 gr NaNO, eklenerek %5’lik NaNO; (w/v)

¢ozeltisi hazirlanmistir (Tokuyasu ve ark., 1996; Rochima ve ark., 2008).
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Cozelti 2: 100 mL distile su igerisine 12.5 gr amonyum siilfamat eklenerek %12.5’luk
amonyum siilfamat (W/v) ¢ozeltisi hazirlanmigtir (Tokuyasu ve ark., 1996; Rochima ve
ark., 2008).

Cozelti 3: 95 mL distile igerisine 5 mL HCI ilave edilerek %5’lik HCI (v/v) ¢ozeltisi
hazirlanmistir (Tokuyasu ve ark., 1996; Rochima ve ark., 2008).

Cozelti 4: 100 mL alkol igerisine 1 gr indol eklenerek %]1°lik indol (W/v) ¢ozeltisi
hazirlanmistir (Tokuyasu ve ark., 1996; Rochima ve ark., 2008).

2.1.4. Protein miktar analizlerinde kullanilan ayraclar

Total protein miktar1 analizlerinden kullanilan ayraglar Lowry ve ark. (1951)’e gore

hazirlanmustir.

Ayra¢ A: 2 g NayCOj; tartilarak 0,1 N NaOH i¢inde ¢oziinmesi ile %2’lik Na,;COs
¢Ozeltisi hazirlanmuastir.

Ayrac¢ B1: 1 g CuSO4.5H,0’in 100 mL saf suda ¢oziinmesi ile %1’lik CuSO,4.5H,0
¢oOzeltisi hazirlanmustr.

Ayrac¢ B2: 2 g Na-K-Tartarat 100 mL saf suda ¢oziinmesi ile %2’lik Na-K-Tartarat
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

Ayra¢ C: Kullanilmadan 6nce 50 hacim ayra¢ A + 1 hacim esit oranda karistirilan
ayra¢ B1 ve B2 nin karistirilmasi ile hazirlanmustir.

Folin-Ciocalteu Cozeltisi: 1’¢ 1,5 oraninda saf su ile seyreltilerek kullanilmadan

hemen 6nce hazirlanmistir.

2.1.5. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
analizlerinde kullanilan c¢ozeltiler

2.1.5.1. Soliisyon A (monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamidin bir miktar distile suda ¢6ziinmesini takiben
¢ozeltinin son hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak kullanilmigtir. Cozelti koyu
renkli/kahverengi sisede kullamilana kadar buzdolabinda 4°C’de saklanmistir.

(Temizkan ve Arda, 2004).
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2.1.5.2. Soliisyon B (4X)

75 mL 2 M Tris-HCI (pH 8.8), 4 mL %10’luk SDS ve 21 mL distile su karigimindan
olusan tampon kullanilana kadar buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Temizkan ve Arda,
2004).

2.1.5.3. Soliisyon C (4X)

50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS ve 46 mL distile su karistmindan
olusan tampon kullanilana kadar buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Temizkan ve Arda,
2004).

2.1.5.4. %10’luk SDS

100 mL distile su igerisinde 10 g SDS c¢oziinerek kullanilana kadar oda sicakliginda
saklanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.5.5. %10 Amonyum Persiilfat (AMPS)

Polimerizasyon baslatic1 olarak kullanilan 0,5 g amonyum persiilfat 5 mL distile su

i¢cerisinde ¢Ozlinerek hazirlanmistir. Bu ¢6zelti kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir
(Temizkan ve Arda, 2004).
2.1.5.6. TEMED (N,N,N,N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Jellerin polimerlesmesi asamasinda katalizor olarak kullanilmustir.

2.1.5.7. Ornek yiikleme tamponu (62,5 mM Tris (pH 6.8), %2 SDS, %10 gliserol,
0,72 M 2-p-merkaptoetanol, 260,05 bromfenol mavisi)

0,075 g Tris 5 mL distile suda ¢oziindiikten sonra HCl ile pH 6.8’e ayarlanmig 62,5 mM
Tris-HCI tamponu, 0,2 g SDS, 1 mL gliserol, 0,0855 mL 2-p-merkaptoetanol, 0,005 g
bromfenol mavisi i¢eren ¢6zeltinin son hacmi distile su ile 10 mL’ye tamamlanmis ve -

20°C kullanilana kadar saklanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.1.5.8. Yiiriitme tamponu (0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)

3 g Tris, 14,4 g glisin ve 1 g SDS distile suda ¢ozilinerek tamponun hacmi distile su ile 1
litreye tamamlanmistir ve kullanilana kadar buzdolabinda 4°C’de saklanmistir

(Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.5.9. Coomassie brillant blue R-250 boyama c¢ozeltisi

Protein bantlarinin, SDS-PAGE elektroforez isleminden sonra goriiniir hale gelmesi i¢in
boyama ¢0zeltisi olarak kullanilmistir. 1 g Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi 500
mL metanolde iyice ¢oziindiiriildiikten sonra 100 mL glasiyel asetik asit eklenen
¢ozeltinin son hacmi distile su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanmistir. Bu ¢6zelti oda

sicakliginda yaklagik 6 ay saklanabilir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.5.10. Yikama (baglanmams boyay1 uzaklastirma ‘destaining’) cozeltisi

Boyama isleminden sonra, jeldeki boya fazlasi geri alinarak bantlarin daha net
goriintiilenmesi amaci ile kullanilmigtir. 125 mL metanol, 175 mL asetik asit ve 2200
mL distile su iceren ¢ozelti oda sicakliginda 1 ay saklanabilmektedir. (Temizkan ve
Arda, 2004).

2.1.6. Enzimin optimum pH aktivitesinin belirlenmesi icin kullamlan tampon
cozeltiler

2.1.6.1. Glisin HCI tamponu

Kitin deasetilazin pH 2.4 ile 2.8’deki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmigtir

(Temizkan ve Arda, 2004).

A: 0.2 M glisin ¢ozeltisi (15.01 g/L)
B: 0.2 M HCI

25 mL A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanir.

X pH
16.2 2.4
8.4 2.8
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2.1.6.2. Sitrat tamponu

Kitin deasetilazin pH 3-5.8 ve araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir
(Temizkan ve Arda, 2004).

A: 0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi (21.01 g/L)

B: 0.1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi (29.41 g/L)

X mL A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanur.

X Y pH
46.5 3.5 3.0
40.0 10.0 3.4
30.0 15.0 3.8
31.5 185 4.2
255 245 4.6
20.5 29.5 5.0
16.0 34.0 5.4
11.8 38.2 5.8

2.1.6.3. Sitrat fosfat tamponu

Kitin deasetilazin pH 6.2-6.6 aralifindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir

(Temizkan ve Arda, 2004).

A: 0.2 M sitrik asit ¢ozeltisi (19.21 g/L)
B: 0.2 M dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi ( 53.65 g/L)

X mL A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanir.

X Y pH
16.9 33.1 6.2
13.6 .36.4 6.6

2.1.6.4. Fosfat tamponu
Kitin deasetilazin pH 7’deki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir (Temizkan ve

Arda, 2004).

A: 0.2 M monobazik sodyum fosfat ¢ozeltisi (27.8 g/L)
B: 0.2 M dibazik sodyum fosfat ¢6zeltisi (53.65 g/L)

X ML A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanir.
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X Y pH
19.5 30.5 7.0

2.1.6.5. Tris HCI tamponu

Kitin deasetilazin pH 7.4-9 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir

(Temizkan ve Arda, 2004).

A: 0.2 M tris (tris base) ¢ozeltisi (24.2 g/L)
B: 0.2 M HCI

25 mL A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanir.

X pH
20.7 7.4
16.25 7.8
10.95 8.2
6.1 8.6
2.5 9.0

2.1.6.6. Karbonat bikarbonat

Kitin deasetilazin pH 9.4-10.6 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir

(Temizkan ve Arda, 2004).

A: 0.2 M susuz sodyum karbonat ¢ozeltisi (21.01 g/L)
B: 0.2 M sodyum bikarbonat ¢6zeltisi (29.41 g/L)

X mL A ¢ozeltisi, x mL B ¢ozeltisi ile karistirilarak son hacim 100 mL tamamlanir.

X Y pH
4.75 20.25 9.4
21 14 9.8
16.5 8.5 10.2
21.25 3.75 10.6

2.1.7. Kitin deasetilaz aktivitesi iizerine kimyasallarin etKkisi

Enzim aktivitesi lizerine kimyasallarin etkisini saptamak amaciyla stok c¢ozeltileri
hazirlanmis TritonX-100, asetik asit, gliserol, 2-merkaptaetanol, SDS, EDTA, NacCl,
CoCly, MgCl,, MnCl;, ve CaCl; kullanilmustir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Toprak orneklerinin toplanmasi

Kitinden kitosanin biyoddniisiimiinii katalizleyen kitin deasetilaz enziminin izolasyonu
icin, steril cam siselerde Mersin ve Karatas sahil civarindan alinan toprak ornekleri

Bacillus sp. izolasyonu i¢in hedef materyal olarak degerlendirilmistir.

2.2.2. Besiyeri ortamina eklenecek kolloidal Kitin tiretimi

1. 5 g toz halindeki kitin igeren 5 L’lik cam burgulu kapakli siseye 100 mL konsantre
HCI yavas yavas ilave edilmistir. Iyice karistirildiktan sonra karisim +4°C’de bir gece
yiiksek devirde manyetik karistiricida stispanse edilmistir.

2. Karistima 2 L soguk %95°lik etil alkol ilave edilmis ve bir gece 25°C’de
bekletilmistir.

3. Karisim filtre kagidindan gegirilerek toplanan presipitat 5500 rpm’de 10 dak.
+4°C’de santrifuj edilerek bir araya toplanmugtir.

4. Bir araya toplanan presipitat distile su ile iki kez yikanmig (5500 rpm’de 10 dak.
+4°C’de) ve tekrar distile su ile slispanse edilmistir.

5. Siispansiyonun pH’s1 0.01 N’lik NaOH ile nétralize (pH 7) edilmistir.

6. Elde edilen noétral presipitat cam bir kaba alinarak oda sicaklifinda 1-2 saat
bekletilmis ve kullanilana kadar +4°C’de karanlikta saklanmistir (Kuzu, 2008) (Sekil
2.1).

- / .
Sekil 2.1 Besi ortamina eklenecek kolloidal kitin
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2.2.3.Bacillus sp. izolasyonu

Aseptik kosullarda alinan toprak drnekleri steril saf su ile siispanse edilerek 65°C’de 30
dak. su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben seri sulandirma
yapilarak 1073, 10” ve 10® sulandirma katsayilarindan 100 pL alinip kitinolitik aktivite
besiyerine yayma preparasyon seklinde inokiile edilmis ve petri plaklar1 37°C’de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Bu besiyerinde suslarin kitinaz enzimini sentezleme
karakterleri arastirilmistir. Bu besiyerinde kolonilerinin etrafinda seffaf zonlar gézlenen
suslar se¢ilmis ve kitin deasetilaz tarama besiyerine c¢izgi ekim seklinde inokiile
edilmistir. 30°C’de 1 hafta etiivde inkiibasyona birakilan kiiltiirlerde kolonin etrafinda
sar1 zonlar goézlenen suslar CDA iretici suslar olarak belirlenmis ve tanimlanma

caligsmalarina baglanmistir.

2.2.4.CDA kiiltiir taramasi

Agar ortaminda segilen suslarin, sivi besiyerinde de CDA aktivitesini gosterdiklerinin
belirlenmesi i¢in kiiltiir taramasi yapilmistir. Bunun i¢in 1 g maya oziiti, 0.4 g
(NH;)2SO4 ve 0.15 g KH,PO4 (pH 8) igeren fermantasyon ortamina inokiile edilen
suslar, 25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besi ortaminin 2
mL’si, etanolde ¢ozdurilmiis 4-nitroasetanilid emdirilen ve akabinde havada
kurutularak hazirlanan tani kagitlarini igeren steril bir test tiipline aktarilarak 25°C’de
12-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben kagitlarda ve sivi
fermantasyon ortaminda sari renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Kaur ve ark., 2012).

2.2.5. Bacillus sp. tanimlanmasi

Tiplendirme ¢alismalar1 Oncelikle Gr davranisi belirlenen susa uygun VITEK Kiti
kullanilarak tiir diizeyinde analiz edilmesiyle siirdiiriilmiistir. VITEK analizleri
Cukurova Universitesi Biyoloji Béliimiinde yapilmistr.

2.2.5.1 Gram boyama prosediirii

1. Masa ile tutulan lamin her iki ylizeyi bunzen beki alevinden gegirilerek

temizlenmistir.
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2. Bakterinin 24 saatlik taze kiiltiiriinden steril kosullarda 6ze ile 6rnek alinmis ve
alinan 6rnek lam iizerine konulan 1 damla saf su igerisinde siispanse edilerek lama
yayilmustir. Preparat havada kurumaya birakilmistir.

3. Lamin yiizeyine yayilan 6rnek kismi yukarida kalacak sekilde 3 kez hizlica bunzen
beki alevinden gegirerek sicaklikla tespit islemi yapilmustir.

4. Lam iizerindeki siirlintiyii Ortecek kadar kristal viyole konularak 1 dak.
bekletilmistir. Siire sonunda boya dokiilerek lam ¢esme suyuyla yikanmuistir.

5. Lam tizerindeki siiriintiiyli 6rtecek kadar gramin iyodin ¢6zeltisinden konularak 1
dak. bekletilmistir. Siire sonunda boya dokiilmiis ve lam 6nce ¢esme suyunda sonra
lamdan boya akmayana kadar %95’lik etil alkolde yikanmuistir.

6. Yikamadan sonra zit boya olan sulu fuksin siiriintiiyii ortecek sekilde konulup 30-60
sn. kadar bekletilmistir.

7. Stre sonunda boya dokerek lam cesme suyuyla yikanmig. Ve filtre kagidi ile

kurutulup immersiyon yagi damlatarak 100’liik objektifte incelenmistir.

2.2.5.2. VITEK analizi

CDA aktivitesi belirlenen sus Triptik Soy Agar (TSA)’da 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 3 mL %0.45-0.5 NaCl (pH 4.5-7.0) igeren tiiplere 1
gecelik kiiltiirden 6ze dolusu inokiile edilerek, tiiplerin Mac-Farland bulanikligi 0.5-
0.63 olacak sekilde ayarlanmistir. Gr boyanma karakterlerine uygun kitler kullanilarak

tiplendirmek tizere sus cihaza yiiklenmistir.

2.2.6.Bakterinin stoklanmasi

Tiplendirilmesi yapilmis bakteri enzim iretim caligmalarinda kullanilmak {izere
saklanmigtir. Bunun i¢in LB brothda 37°C’de gelistirilmis 1 gecelik taze kiiltiirlerden,
toplam hacmin %30’u steril gliserol olacak sekilde steril eppendorf tiiplerine aktarilip
suglar -20°C’de saklanmistir. Susglar gliserol stoklamanin yani sira Nutrient Agar iceren
tiiplerde egik kat1 seklinde hazirlanmis kiiltiirlere her 6 ayda bir pasajlama yapilarak da

muhafaza edilmistir.
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2.2.7.Enzim uretimi

Kiiltiir taramasi sonucunda CDA aktivitesi belirlenen sus, igerisinde 5 mL fermantasyon
besiyeri bulunan tiiplere inokiile edilerek 37°C’de 24 saat 180 rpm’de g¢alkalamali
kosullarda 6n inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben, bir gecelik kiiltiir ayni
besiyerinin 95 mL’sini igeren 500 mL’lik burgulu kapakli siselere aktarilarak 37°C’de
180 rpm calkalama hizinda 72 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda saflastirma

basamaklar1 uygulanmstir.

2.2.8.Enzimin kismi saflastirilmasi

Calkalamali kosullarda 72 saatlik inkiibasyonu takiben kiiltiir, steril falkon tiiplere
alinarak 5500 rpm’de +4°C’de 45 dak santrifiij edilmistir. Santrifujleme sonrasinda
pelletten ayrilan siipernatant steril falkon tiiplerine aktarilarak ham enzim preparati
olarak degerlendirilmistir. Alkol presipitasyonu i¢in, slipernatant %96’lik soguk etanol
ile toplam hacim 50 mL olacak sekilde 1:9 oraninda karistirilarak 1 gece -20°C’de
bekletilmistir. Alkol siispansiyonu 5500°rpm de +4°C’de 30 dak santrifiij edildikten
sonra pellet halinde konsantre olmus enzim 0.2 M Na-fosfat (pH 7) tamponunda

coziilerek aktivite analizlerinde kullanilmak tizere +4°C’de saklanmuistir.

2.2.9. Ekstraseliiler CDA aktivite tayini

CDA aktivite tayini Rochima ve ark. (2008) ve Setyahadi ve ark. (2006)’nin bildirdigi

prosediire gore stirdiiriilmiistiir.

1. 50 mM sodyum tetraborat-HC1 tamponu (pH 7.0) igerisinde hazirlanmis %0.1°1ik
(w/v) glikol kitinin 150 pL ve 150 pL enzim siispansiyonu eklenerek reaksiyon
baslatilmistir.

2. 30°C’de 30 dak inkiibe edilen karisima 200 pL %33’lik asetik asit eklenerek
reaksiyon sonlandirilmistir.

3. 200 puL % 5°lik NaNO;, (w/v) eklenerek karigim renk olusumu saglanmasi igin 10 dak
stirekli olmamak kaydiyla oda sicakliginda vortekslenmistir.

4. Reaksiyon karigimima 200 pL %12,5’lik (w/v) amonyum siilfamat ilave edilerek oda
sicakliginda ¢alkalamali olarak 30 dak inkiibe edilmistir.
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5. Inkiibasyon sonras1 800 pL %5’lik HCI ve 80 pL %1’lik indol eklenerek karisim 10
dak kaynatilmistir.

6. Cesme suyunda sogutulan tipler 492 nm dalga boyunda UV-Visible
spektrofotometrede incelenmistir. Aktivite tayinleri sirasinda kontrol grubu olarak
enzim bulundurmayan ornekler kullanilmistir. Ve asagida verilen formiile gore

aktivite hesaplanmistir. Tiim aktivite deneyleri iki tekrarlt yiiriitilmistiir.

Aktivite hesabi

Enzim aktivitesi = W x V x 1000
VExtx M

W: Aciga cikan glukosamin miktar1 (OD492/Standart grafikten elde edilen egim),
VE: Enzim hacmi,

V: Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi,

t: Reaksiyon siiresi,

M: Glukosaminin atom agirlig1 (205 g/mol)

2.2.10. CDA aktivitesi icin kalibrasyon egrisinin belirlenmesi

CDA enzim aktivitesi, enzim ve substratin reaksiyonu sonunda ¢ikan iiriin miktari
cinsinden ¢izdirilen kalibrasyon egrisinden elde edilen egim degeri ile hesaplanmistir.
Bunun i¢in 0.125, 1, 2, 3 ve 4 pmol/mL konsantrasyonlarda D-glukosamin ¢ozeltileri
hazirlanmis ve standart aktivite tayin metodu uygulanarak 492 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Hazirlanmis konsantrasyonlarin absorbans degerleri arasindaki

dogrusal iligki Sekil 2.2°de verilmistir.
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y = 0,6475x
R?=0,9856

492 nm absorbans
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D-glukosamin (umol/mL)
Sekil 2.2. CDA aktivitesi i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi

2.2.11. Toplam protein analizi

Lowry ve ark. (1951) metodu uygulanarak enzim Orneklerindeki protein miktari
belirlenmistir. Bu metoda gore sigir serum albiiminin saf suda 100-200-400-600-800-
1000 pg/mL olacak konsantrasyonlarda standart g¢ozeltileri hazirlanmistir. Standart
cozeltilerden ve drneklerden 0,3 mL alinarak iizerlerine 3 mL ayra¢ C eklenmis ve 15
dak oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Renklendirme c¢ozeltisi olarak,
inkiibasyon siiresini takiben karisima 0,3 mL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenmistir. Oda
sicakliginda 30 dak bekletilen 6rnekler protein icermeyen kontrol grubuna (kor) karsi
750 nm absorbansta okutulmustur. Standart ¢ozeltideki protein miktarlarina karsilik
okunan absorbans degerleri arasindaki dogrusal iliski Sekil 2.3’de verilmistir. Elde

edilen egim degerinden enzim orneklerindeki total protein miktar1 hesaplanmastir.
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Sekil 2.3. Total protein miktar analizi i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi

2.2.12. Enzimin aktivite gosterdigi optimum pH degerinin saptanmasi

Kismi saflagtirilmig enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi igin
Glisin-HCI (pH 2.4-2.8), Sitrat (pH 3.0-5.8), Sitrat Fosfat (pH 6.2-6.6), Na-Fosfat (pH
7.0), Tris-HCI (pH 7.4-9.0) ve Karbonat-Bikarbonat (pH 9.4-10.6) tamponlari
kullanilarak farkli pH degerlerindeki tampon igerisinde %0.1°lik (w/v) glikol kitin
substrat ¢ozeltisi hazirlanarak aktivite analizlerine belirtilen tayin metoduyla devam

edilmistir.

2.2.13. Enzimin aktivite gosterdigi optimum sicakhigin belirlenmesi

Kismi saflagtirilmig enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin saptanmasi
amaciyla enzim; 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120°C’lik sicakliklarda
inkiibe edilmistir. 20-80°C araligindaki inkiibasyon su banyosunda, 90-120°C
araligindaki ise yag banyosu siirdiriilmiistiir. En yiiksek aktivitenin hesaplandigi pH
degerindeki tamponda hazirlanmis substrat ile enzim karigtirilarak yukaridaki secilen

sicakliklarda standart aktivite tayini yapilmistir.

2.2.14. Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilite analizleri 50°C’lik sicakliklarda 0-5-10-15-20-25-30 dakika 6n
inkiibasyona tabii tutulmustur. On inkiibasyona takiben optimum pH degerinde

hazirlanmig substrat ¢ozeltisi ile enzim optimum aktivitenin belirlendigi sicaklik
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degerinde aktivite analizi uygulanmistir.

2.2.15. Enzim akitivitesi iizerine kimyasallarin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine kimyasallarin etkisini saptamak amaciyla stok c¢ozeltileri
hazirlanmis asetik asit, gliserol, 2-merkaptaetanol, TritonX-100, NaCl, SDS, EDTA,
CoCl,, MgCl,, MnCl, ve CaCl,’lin son konsatrasyonu 5 mM (5 pL ¢ozelti ve 95 uL
enzim siispansiyonu) olacak sekilde enzim siispansiyonu karistirilarak 37°C’de 1 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Optimum aktivitenin goézlendigi pH degerinde

hazirlanmig substrat ¢ozeltisi ile optimum sicaklikta aktivite tayini yiirlitilmiistir.

2.2.16. CDA enzimin molekiiler agirhgmin SDS-PAGE yontemi ile belirlenmesi

Bacillus sp.’den kismi saflagtirlan CDA enziminin molekiiler agirhigi SDS-PAGE
yontemi ile belirlenmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.2.16.1. Ayirma jelinin hazirlanmasi (%12°lik)

Cizelge 2.7. Ayirma jelinin igerigi

Soliisyonlar Miktar

Sol A 8 mL
Sol B 5mL
Distile su 7mL
AMPS (%10) 66 uL
TEMED 15 uL

Cizelge 2.7 verilen miktarlarda Soliisyon A, Soliisyon B ve distile su sise icerisine
aktarilip 5 dakika degaz islemi yapilarak molekiiler oksijeni uzaklastirilan karigima
AMPS ve TEMED eklenmistir. Ve jel igerigi enjektor yardimiyla jel kasetlerine yeterli
miktarlarda doldurulmustur. Jelin {ist yiizeyi atmosferik oksijenin jele difiizyonunu
engellemek ve diizgiin bir ylizey elde etmek igin ince bir saf su tabakasi ile
kapatilmistir. Jelin polimerizasyonunun gerceklesmesi i¢in oda sicakliginda 30-60

dakika stireyle beklenmistir.
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2.2.16.2. Yiikleme jelinin hazirlanmasi (%5°lik)

Cizelge 2.8. Yiikleme jelinin icerigi

Soliisyonlar Miktar

Sol A 1,5mL
Sol C 2,25 mL
Distile su 5,25 mL
AMPS (%10) 30 uL
TEMED 10 uL

Cizelge 2.8’ de belirtilen miktarlarda Soliisyon A, Soliisyon C ve distile sudan olusan
karisimin ayirma jelinde ifade edilen sekilde havasi alindiktan sonra AMPS ve TEMED
eklenerek elde edilen yiikleme jeli, polimerize aymrma jelinin {izerine enjektor
yardimiyla dokiiliip, yiikleme kuyucuklarmin olusmasi igin tarak yerlestirilmistir. Bu
islem sirasinda taragin dislerinin altinda hava kabarcig1 sikismamasina dikkat edilmistir.
Jelin polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 30-60 dakika siireyle bekletilmistir.
Polimerizasyon siiresi tamamlandiktan sonra tarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat

edilerek yavasca bir taraftan baslayarak kaldirilmistir.

2.2.16.3. Ornegin ve standartin hazirlanmasi

Saflagtirllmis CDA enzimi O0rnek ylikleme tamponu ile esit hacimde eppendorf tiipii
igerisinde karigtirilarak 5 dakika 95°C’de kaynar su banyosunda denatiire edilmistir.
Ayni islem standart (markir) protein karisimi i¢inde uygulanmistir. Markir olarak 10.5
ve 175 kDa molekiiler agirligindaki Opti-Protein Markir (Cat G252) kullanilmistir.

2.2.16.4. Enzim orneklerinin SDS-PAGE jeline yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

CDA o6rnegi 20 pL, markir protein ise 5 pL miktarlarda kuyucuklara yiiklenmistir.
Jellerin bulundugu kaset, yiikleme isleminin gerceklestirilmesi ardindan elektroforez
tankia yerlestirilmistir. Isaretli yere kadar yiiriitme tamponu doldurulmus eletroforez
sistemi gii¢ kaynagina baglanarak ilk yarim saat 80 V sonra 120 V akimda yaklasik 6

saat kadar ytirttiilmustiir.

2.2.16.5. SDS-PAGE jelinin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra cam plakalar arasindan dikkatlice ¢ikarilan

jel CBB R-250 boyama c¢ozeltisi ile oda sicakliginda galkalayici tizerinde 2 saat
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bekletilerek boyanmistir. Protein bantlarinin goriintiilenmesi i¢in boyama igleminden
sonra jel oncelikle bir iki kez saf suda yikanmistir. Jele baglanmis fazla boyanin
uzaklastirilmasi i¢in birkag kez boyayr geri alma ¢ozeltisi degistirilerek jel oda
sicakliginda 1 gece boyunca geri alma soliisyonunda ¢alkalayici tizerinde bekletilmistir.
Jelin daha parlak goriintiilenmesi igin %10 gliserol iceren ¢ozeltide 3 saat bekletilerek
seffaflagma saglanmistir. Boylelikle protein drneklerine baglanan boya diginda jelin
diger bolgelerindeki boyanin uzaklastirilmasi ile bantlarin ¢iplak gozle goriinmesi

saglanmustir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. CDA Uretici Bacillus sp. Suslarin izolasyonu

Karatas ve Mersin civarindan alinan toprak érneklerinden, kitinolitik aktivitelerine bagh

olarak kolonileri etrafinda seffaf zon gozlenen 3 adet sus izole edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Agar ortaminda SL1§18,I'1 itinolitik aktivite goriintiisii

Besi ortamindaki kolloidal kitini par¢alayan 1, 2 ve 5 nolu izolatlardan, kitinin kitosana
biyodoniigiimiinii katalizleyen kitin deasetilaz enzim iiretici suslarin se¢imi igin CDA
tarama besiyerine inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonucu kolonisinin etrafinda sar1 zon

gozlenen 2 nolu sus enzim tiretim ¢aligmalari i¢in stoklanmistir (Sekil 3.2).

o
&

Sekil 3.2. 1, 2 ve 5 nolu suslara ait Kitin deasetilaz akitivtesi
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Kashyap ve Garg (2014) kitin deasetilaz {iretici suslarin izolasyonu sirasinda 2-3 giinliik
inkiibasyonu takiben SN-1 izolatina ait petri plaklarinda sar1 kolonilerin olusumunu
gozlemislerdir. Zhou ve ark. (2010) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada da sekans
analizi sonucunda Bacillus amyloliquefaciens ile %99 benzerlik gosteren Z7 susunun
petri kiiltiirlerinde kitin deasetilaz iiretimine yonelik sart kolonilerin olustugu

belirlenmistir.

3.2. CDA Kiiltiir Tarama Sonuclar:

Agar ortaminda segilen bu suslarin, kiiltiir taramasi sonuglarinda da sadece 2 nolu susa
ait fermantasyon kiiltiir ortaminin ve tani kagitlarinin renginin sartya doniigmesi ile

CDA iireticisi oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3 ve 3.4).

Sekil 3.3. 1, 2 ve 5 nolu susa ait fermantasyon ortamina ait kiiltiir tarama sonuglar1

Sekil 3.4. 1, 2 ve 5 nolu susa ait tan1 kagitlari ile tarama sonuglari

3.3. Bacillus sp. Susunun Tamimlanmasi

Gr davranis1 agisindan sporlu Gr + oldugu belirlenen CDA fiiretici sus (Sekil 3.5),
VITEK analizi ile tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bu analize gore sus Bacillus cereus

olarak tanimlanmistir (Cizelge 3.1).
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b 550 S
Sekil 3.5. 2 nolu susun Gr karakterine ait mikroskobik goriintiisii

Cizelge 3.1. 2 nolun susun tanimlanmast

Bakteri no | Tiplendirme Sonucu % Identifikasyon Basarisi
2 Bacillus cereus 95

3.4. Bacillus cereus’un CDA Aktivitesinin Belirlenmesi

72 saatlik inkiibasyonu takiben santrifujleme ve alkol presipitasyonu ile kismi olarak
saflastirllmis enzim preparatlarinin total ve spesifik aktiviteleri Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Ekstraseliiler CDA enzimin total ve spesifik aktivitesi

Ornek Total Aktivite | Total Spesifik | Verim | Saflagtirma
(EU/mL/min) | Protein aktivite Katsayisi
miktari (U/mg)
(mg/mL)
Ham enzim 0,181 0,66 0,274 100 1
Alkol 0,043 1,50 0028 | 2376 | 0102
presipitasyonu

Bu aktivite sonuglarina gore hiicre kiiltiirlerinin santrifujlenmesi ile elde edilen ham
enzim preparatinin total aktivitesinin (0,181 EU/mL/min), alkol presipitasyonu sonucu
kazanilan preparata oranla (0,043 EU/mL/min) daha yiiksek bir aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Preparatlarin total protein miktarlar1 incelendiginde, alkol presipitasyonu
sonucu elde edilen ornekteki protein miktarmin (1,50 mg/mL) daha fazla olmasina
karsin, total ve spesifik aktivitenin ve saflastirma veriminin ham enzim preparatina gore

diisiik olmasi bu kismi saflagtirma metodunun CDA {iretimi i¢in uygun bir yontem
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olmadigint gostermistir. Bu sonuclara dayanarak, karakterizasyon caligmalarina ham

enzim preparati ile devam edilmistir.

Ischaidar ve ark. (2014) Bacillus amyloliquefaciens HSA3-la susundan saflagtirdiklari
kitin deasetilaz enziminin optimal kosullarda en yiiksek total aktivitesini 0.08322x10°
U/mL, spesifik aktivitesini ise 1,206x10 U/mg olarak belirlemislerdir. Bu denli diisiik
aktivitede bile enzimi biotermitisid olarak kullanmiglardir. Farkli bir ¢alismada ise,
Bacillus papandayan’dan saflagtirilan ekstraseliiler CDA’nin total enzim aktivitesini
0.005 U/mL olarak saptanmistir (Rochima ve ark., 2008). Baska bir ¢alismada ise
Mucor rouxii (ATCC 24905) susundan saflastirilan ekstraseliiler kitin deasetilaz
enziminin total aktivitesi 0.02 U/mL olarak tespit edilmistir. EIMekawy ve ark. (2013)
Alcaligenes sp. ATCC 55938 susundan saflastirildiklar1 ekstraseliiler kitin deasetilaz
enziminin 18 saatlik inkiibasyon sonrasi imobilize ve slispanse hiicrelerin her ikisi i¢in

ortalama 0.38 U/mL total aktivite belirlemislerdir.

3.5. Bacillus cereus’un CDA Enziminin Optimum pH Arahg:

Bacillus cereus’dan kismi olarak saflastirilan ekstraseliiler Kitin deasetilaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi igin Glisin-HCI (pH 2.4-2.8),
Sitrat (pH 3.0-5.8), Sitrat Fosfat (pH 6.2-6.6), Na-Fosfat (pH 7.0), Tris-HCI (pH 7.4-
9.0) ve Karbonat-Bikarbonat (pH 9.4-10.6) tampon sistemleri kullanilarak aktivite
analizleri siirdiiriilmiistiir. Farkli pH araliklarinda elde edilen relatif enzim aktivitesi (%)

Sekil 3.6’da verilmistir.

pH parametresi i¢in siirdiiriilen bu analiz sonucunda, ekstraseliiler kitin deasetilaz
enziminin en Yyiiksek aktiviteyi Na-fosfat tamponun kullanildigi pH 7 degerinde
gosterdigi belirlenmistir. Farkli tamponlarin kullanildig: analizlere dayanarak, enzimin
pH 2.4-2.8 araliginda ortalama %?21.9 aktivite gosterdigi, pH 3.0-5.8 araliginda ise
ortalamanin %64.8’e kadar yiikseldigi saptanmistir. Aktivite analizlerinin stirdiirildigi
pH degerinin nétrale yaklasmasiyla (6.2-6.6), enzimin ortalama aktivitesinin %84.9’a
kadar arttigt ve pH 7’de en yiiksek diizeye vararak %100 aktiviteye ulastigi
gdzlenmistir. incelenen pH degerlerinin artmasiyla birlikte ortalama enzim aktivitesinde

azalma kaydedilmistir. Buna gore pH 7.4-9.0 araliginda, ortalama aktivitenin %66.9’a
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kadar distiigii, pH 9.4-10.6 araliginda ise ortalamanin %38’lere kadar azaldigi

belirlenmistir.

120

100

[EEN

o

o
1

(]
o
1

Relatif Enzim Aktivitesi (%0)
(o]
o

40 -
20 -
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
S 0 MY 0N QT 0ONONY®ONG©OOOT 0N
pH

Sekil 3.6. Ekstraseliiler Kitin deasetilaz enziminin optimum pH’s1

Literatiirde gliniimiize kadar, bakterilerden ve mantarlardan saflastirilan kitin deasetilaz
enzimine yonelik karakterizasyon galismalar sonucunda farkli veya ayni tiirler arasinda
dahi farkli optimal degerlerin elde edildigi gozlenmistir. Ancak genel raporlar
ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin optimum aktivitesini gosterdigi pH degerinin 7
ile 12 arasinda, intraseliiler kitin deasetilazin ise 4.5-6 arasinda olduguna isaret
etmektedir (Zhao ve ark., 2010). Calismamizda Bacillus cereus’dan elde edilen
ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin en yiiksek aktivitesini gosterdigi pH degerinin 7

olmas1 sonug¢larimizin literatiir bilgisi ile dogrulandigina isaret etmektedir.

Raval ve ark. (2013) Bacillus cereus’dan izole ettikleri kitin deasetilaz enzimini E. coli
pLysS alic1 hiicresine vektor araciligiyla aktarmiglardir. Aktarilan genin son iiriinii olan
enzimin saflagtirnlmasini takiben yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 neticesinde

enzimin en yiiksek aktivitesini gosterdigi pH degeri 7 olarak belirlenmistir.

Toharisman ve Suhartono (2008) tarafindan yapilan diger bir Bacillus tiirti Bacillus
thermoleovorans LW-4-11 susundan elde edilen termostabil kitin deasetilazin en yiliksek
aktivitesini pH 6’da gostermesine karsin, termal stabilite ¢alismalarmi pH 7.0°deki

sodyum tetraborat tamponunu kullanarak belirlemislerdir.
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Bacillus sp PT2-3 susundan kismi saflastirilan Kitin deasetilaz enziminin en yiiksek
spesifik aktivitesini pH 8’de gosterdigi, Bacillus amyloliquefaciens’dan CDA {iretiminin
arastirildig1 ¢alismada ise pH 6’da en yiiksek enzim iiretimi, Saccharomyces cerevisiae
CDA2 geninin E. coli’ye aktarildigi diger bir ¢alismada ise bakteriden saflastirilan kitin
deasetilazin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 8 olarak saptanmistir (Martinou ve
ark., 2003; Setyahadi ve ark., 2006; Zhou ve ark., 2010).

Alcaligenes sp. ATCC 55938 susundan kismi olarak saflastirilmis bakteriyel kitin
deasetilazin kinetik analizler sonucunda optimal pH degeri 6 olarak saptanmistir

(EIMekawy ve ark., 2013).

Li ve ark. (2007) deniz bakterisi Vibrio cholerae’dan saflastirdiklar kitin oligosakkarit
deasetilaz enziminin en yiiksek aktivitesini gosterdigi optimal pH degerinin 7-7.5 olarak
saptarken, denizel ¢evrenin ortalama pH degeri 8’de de enzimin aktivitesinin %90’dan

fazlasin1 korudugunu bildirmislerdir.

Her ne kadar biyoteknolojik uygulamalarda kisa siirede en yiiksek verimde iirlin elde
etmenin gerekliligi bilim adamlarin1 bakteriler ile ¢alismaya yonlendirse de, mantarlar
ile yapilan ¢alismalarda akademik agidan 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu enzimin
kaynagi olarak Bacillus cereus ¢alisilmis olsa da tezimizin tartisma kisminda mantarlar

ile ilgili caligmalara da yer verilmistir.

Mantarlar lizerinde yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda tezimizin sonuglarina benzer
sekilde Aspergillus nidulans, Flammulina velutipes, Mucor racemosus, ve Rhizopus
nigricans’in en yiiksek aktivitelerini pH’st 7°e ayarlanmis tampon sisteminde
gosterdikleri ortaya konmustur (Ghormade ve ark., 2010). Cai ve ark. (2013)
Scopulariopsis brevicaulis kiifiinden saflastirilan kitin deasetilaz enziminin de optimum
aktivite gosterdigi pH degerinin 7 oldugunu saptamislardir. Bu sonuglara karsin asidik
ve bazik pH degerlerinde de optimum aktivite gosteren kitin deasetilaz enzimleri
mantarlardan saflastirilmistir. Absidia coerulea, Colletotrichum lindemuthianum, C.
berthollitae, Metarhizium anisopliae, Mortierella sp, Mucor rouxii, Rhizopus circinans
ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerinin sirasiyla 5.0, 11.5, 4.5, 8.5, 5.5, 4.5, 5.5-6.0 ve
8.0 pH degerlerinde en yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Ghormade ve ark.,
2010).
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3.6. Bacillus cereus’un CDA Enziminin Optimum Sicakhik Arahg:

Bacillus cereus’dan kismi olarak saflagtirilan ekstraseliiler Kitin deasetilaz enziminin
aktivite gosterdigi optimum sicakligin belirlenmesi i¢in, optimum aktivite gdzlenen pH
7 Na-fosfat tamponunda hazirlanmis substrat ¢ozeltisi kullanilarak, aktivite analizleri
20-120°C sicaklik araliginda siirdiiriilmiistiir. Elde edilen relatif enzim aktivite (%)

sonuglar1 Sekil 3.7°de grafige edilmistir.

Bu degerlere gore, Bacillus cereus ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik degeri 50°C olarak belirlenmistir. Kitin deasetilaz enzimine
yonelik literatiir incelemeleri ¢calismamizin bulgularini destekler nitelikte, bu enzimin
optimal sicaklik degerinin 50 ve 60°C oldugunu bildirmektedir (Zhau ve ark., 2010). En
yiiksek aktivitenin (%100) gozlendigi 50°C sicaklik degerini, %88 aktivitenin
korundugu 60°C’nin takip ettigi gozlenmektedir.

20-40°C sicaklik araliginda hesaplanan ortalama aktivite %58.18 iken, bu sicakliklari
takiben 60-120°C araligindaki sicakliklarda siirdiiriilen analizlerde, ortalama %78.50
aktivite ortaya konmustur. Tiim sicaklik degerleri incelendiginde ise, ortalama %74.9

aktivite elde edilmistir.

Bu sonuclar dikkate alindiginda, saflastirilan kitin deasetilaz enziminin incelenen
sicaklik degerlerinde kaydedeger bir aktivite gosterdigi belirlenmigtir. Yiksek
sicakliklarda aktivitenin gozlenmesine karsin, termal stabilite optimum aktivitenin

kaydedildigi 50°C’de siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 3.7. Ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin optimum sicaklig1

EIMekawy ve ark. (2013) Alcaligenes sp. ATCC 55938 susundan saflastirilan CDA
enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligi 35°C olarak tespit ederken, Martinou ve
ark. (2003) Escherichia coli’de ekspresyonu gergeklestirilen enzimin optimum aktivite

sicakligini 50°C olarak saptamislardir.

Termofilik karakterde Bacillus thermoleovorans LW-4-11 susundan saflastirilan Kitin
deasetilaz enziminin optimum sicakligi 80°C olarak ortaya konmustur (Toharisman ve
Suhartono, 2008). Calismamizda saflastirilan enzimin mezofilik 6zellik tasiyan Bacillus
susundan saflagtirilmasina karsin  80°C sicaklikta aktivitesini %83 korudugu
gozlenmistir. Diger bir ¢alismada ise Bacillus PT2-3 susundan elde edilen CDA
enziminin en yiiksek spesifik aktivitesi 60°C sicaklikta kaydedilmistir (Setyahadi ve
ark., 2006). SN-1 maya izolatinin en yiiksek aktivite gosteren kitin deasetilaz enzimini
35°C’lik inkiibasyon sicakliginda iirettikleri Kashyap ve Garg (2014) tarafindan
belirlenmistir. Vibrio cholerae iizerinde yapilan diger bir caligmada ise kitin
oligosakkarit deasetilazin en yiiksek aktivite gosterdigi optimal sicakliin 45°C
olmasina karsin, 37°C sicaklikta enzimin aktivitesini %75 korudugu saptanmistir (Li ve

ark., 2007).

Kafetzopoulos ve ark. (1993) Mucor rouxii mantarindan saflastirdiklari kitin

deasetilazin, substrat olarak glikol kitini kullandiklar1 karakterizasyon c¢alismalari

43



sonucunda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi 50°C olarak saptamislardir.
Diger bir toprak izolati mantar Mortierella sp. DY-52den kitin deasetilaz saflastirma
calismalarinda, Kim ve ark. (2008) enzimin optimum aktivite sicakligin1 60°C olarak
belirlemislerdir. Absidia coerulea, Aspergillus nidulans, Benjaminiella poitrasii,
Colletotrichum lindemuthianum, C. berthollitae ve Saccharomyces cerevisiae
tirlerinden elde edilen fungal kitin deasetilazlarin en yiiksek aktivitelerini gosterdigi
sicaklik degerleri ¢alismamizi destekler nitelikte 50°C olarak belirlenmistir (Ghormade
ve ark., 2010).

3.7. Bacillus cereus’un CDA Enziminin Termal Stabilitesine Ait Bulgular

Bacillus cereus’dan elde edilen ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin aktivitesini
korudugu termal stabilitenin belirlenmesi i¢in, enzim 50°C’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
dakika On inkiibasyona tabii tutularak optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH
degerinde hazirlanmis substrat ¢dzeltisi ile aktivite analizleri gerceklestirilmistir. Buna

gore elde edilen sonuglar kalan relatif enzim aktivitesi olarak Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Enzimin ilk 5 dakikalik 6n inkiibasyonu takiben aktivitesinde %18’lik bir azalma
gozlenirken, inkiibasyon sliresinin artmasini takiben sirasiyla 10 ve 15 dakikalik 6n
inkiibasyonla aktivitede %30 ve 26 oranlarinda azaliglar kaydedilmistir. Ancak ilk 15
dakikalik ©6n inkiibasyon siirecinde enzimin ortalama %75.38 oraninda orijinal

aktivitesini korudugu saptanmistir.

Buna karsin 20 dakikalik 6n inkiibasyona maruz birakilan enzimin aktivitesinde
%41.73’ 1k bir artig gozlenmis ve bu siiregte aktivite %115°e kadar yiikselmistir. 25 ve
30 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda ise enzim aktivitesinde sirasiyla %48.17 ve
64.13’liik bir azalma kaydedilmis olup, 30 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda ortalama

%76.66 oraninda orijinal aktivitenin korundugu ortaya konmustur.
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Sekil 3.8. Ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin termal stabilitesi

Setyahadi ve ark. (2006) Bacillus PT2-3 susundan izole edilen kitin deasetilaz
enziminin en yiiksek aktivitesini gosterdigi optimal sicaklik 60°C’de 0-180 dakika 6n
inkiibasyonu sonucu, 60°C’de 30 ve 60 dakika On inkiibasyon analizinde enzimin
nispeten stabilitesini korudugu ancak inkiibasyon siiresinin 90 dakikaya uzatilmasiyla

aktivitede %15.05°lik azalma ortaya konmustur.

Bacillus thermoleovorans LW-4-11 susundan kismi saflagtirilan kitin deasetilaz
enziminin termal stabilite ¢alismalar1 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C sicakliklarda 0-60
dakika arasinda on inkiibasyonu sonucun enzimin, 70°C’de 45 dakika 6n inkiibasyonu
takiben %50’den fazla stabilitesini korurken, 1 saatte tamamen aktivitesini kaybettigi
belirlenmistir. 80°C’de 30 inkiibasyonu takiben enzimin aktivitesinin %50’sini 1 saat
sonra ise %80 nini kaybettigi ortaya konmustur. 90°C ve 100°C sicakliklar i¢in ise
sirasiyla 40 ve 5 dakika On inkiibasyon sonrasi orjinal enzimin aktivitesinin hemen

hemen %50’sini kaybettigi saptanmigtir (Toharisman ve Suhartono, 2008).

Vibrio cholerae’dan elde edilen kitin oligosakkarit deasetilaz enziminin termal stabilite
caligmalar1 isaret edilen sicakliklarda enzimin 30 dakika ©n inkiibasyona tabii
tutulmasiyla gergeklestirilmistir. Enzimin 50°C ve {izerindeki sicakliklarda stabilitesini
korudugu ancak 60°C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasi hemen hemen aktivitesinin

timiini kaybettigi saptanmistir (Li ve ark., 2007).
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Martinou ve ark. (2002) Saccharomyces cerevisiae’den saflastirdiklar1 kobalt aktive
kitin deasetilaz enziminin 50°C sicaklikta 24 saatlik 6n inkiibasyon sonrasi enzimin

stabilitesini %60 diizeyinde korudugu ortaya konmustur.

Mortierella sp. DY-52 susundan saflastirilan ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin
termal stabilitesi 20-70°C sicakliklar arasinda substrat olmaksizin enzimin 1 saatlik 6n
inkiibasyonu ile belirlenmistir. Kim ve ark. (2008)’e gbre bu enzimin optimal
sicakliginin 60°C olarak bulunmasina karsin enzimin 40°C altindaki sicakliklarda
stabilitesini korurken 60°C iizerindeki sicakliklarda stabilitesini tamamen kaybettigi

saptanmistir.

Gao ve ark. (1995) Absidia coerulea’dan saflastirdiklar1 kitin deasetilazin 50°C’de 1
saatlik On inkiibasyonu sonucu bile aktivitesini %100 korudugunu belirlemislerdir.
Tsigos ve Bouriotis (1995) tarafindan Colletotrichum lindemuthianum’dan kitin
deasetilazin karakterizasyon ¢aligmalarinda 37°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda 0-50 saat
arasinda On inkiibasyon ile termal stabilite analiz edilmistir. Enzimin 50°C’de 45 saatlik

on inkiibasyonunda dahi aktivitesinde herhangi bir azalma gézlenmemistir.

3.8. Bacillus cereus’un CDA Enzimi Uzerine Kimyasallarin Etkisi

Bacillus cereus’dan elde edilen ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin aktivitesi
tizerine, kimyasal maddelerin etkisini saptamak amaciyla, son konsantrasyonu 5 mM
olacak sekilde hazirlanmis enzim-kimyasal madde karisimi 37°C’de 1 saat On
inkiibasyonu takiben optimum kosullarda aktivite analizleri siirdiiriilmiistiir. Ve elde

edilen veriler arta kalan relatif aktivite cinsinden Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Kitin deasetilaz enzimi iizerine inhibitdrlerin, deterjanlarin ve metal
iyonlarin etkisi
Kalan Relatif Aktivite (%)

Kimyasallar 5 mM Konsantrasyon
CoCl, 113

EDTA 19

SDS 97

Triton X-100 24
2-merkaptoetanol | 89

MqgCl, 64
NaCl 137
CaC|2 102
MnCl, 83
Gliserol 123
Asetik asit 105

Enzim-kimyasal karisiminin 6n inkiibasyonu sonucunda CoCl,, SDS, 2-merkaptoetanol,
MgCl, ve MnCl, varhiginda enzimin sirasiyla %113, 97, 89, 64 ve 83 oraninda
aktivitesini korudugu saptanmistir. Ancak EDTA ve Triton X-100 ile siirdiiriilen
analizlerde ise diger kimyasallara kiyasla enzimin %81.12 ve 75.55 oraninda enzimin
aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Bu kimyasallarin varliginda enzim aktivitesinin
inhibe oldugu ortaya konmustur. Buna karsin NaCl, CaCl,, gliserol ve asetik asit
kimyasallar1 ile yapilan 6n inkiibasyon sonucu sirastyla enzim aktivitesinin %37, 2, 23
ve 5 oraninda stimule edildigi gozlenmistir. Biitiin kimyasallar maddelere yonelik kalan
aktivite dikkate alindiginda, enzim aktivitesini ortalama %84.98 oraninda korurken,

%15.02 diizeyinde ise aktivitenin inhibe oldugu gosterilmistir.

Bacillus cereus’dan elde edilip E. coli’de ekspre edilen rekombinant Kitin deasetilaz
enziminin Co*? yoklugunda inaktif iken Mg*?, Ca*3, Mn*?, Zn"? metal iyonlarmn
varhgnda aktivitenin etkilenmedigi ancak Cu*? varliginda enzimin aktivitesini negatif

etkilendigi belirlenmistir (Raval ve ark., 2013).

Bacillus thermoleovorans LW-4-11’dan kitin deasetilazin 1 mM konsantrasyonda
EDTA varliginda aktivitesinin yaklasik %350 artti§1 ancak ayni konsantrasyonda Mn*2,
Zn*2,Co™ Li*' ve Ni*' metal iyonlan ile aktivite inhibe olurken, Zn*? ve Ni*
inkiibasyonunda aktivitenin %85’inden fazlasinin kaybedildigi ortaya konmustur

(Toharisman ve Suhartono, 2008).
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Bacillus sp. PT2-3 susundan saflastirilan kitin deasetilaz spesifik aktivitesinin, 5 mM
Zn*? ve Mn*? varliginda sirastyla %4.39 ve 7.8 arttigi, Mg*?, Ca*? ve Fe*? varhginda ise
sirastyla %46.83, 41.22 ve 47.32 oraninda azaldig1 Setyahadi ve ark. (2006) tarafindan

tespit edilmistir.

Bacillus amyloliquefaciens Z7 susundan yiizey tepki yontemi ile He ve ark. (2014)’nin
kitin deasetilaz tiretimi ¢alistiklar1 arastirmada ortama MgSO, 0.19 ¢/L, K;HPO, 0.3
g/L ve NaCl 5 g/L eklenerek total enzim kazancinin %46.6 arttig1 saptanmustir.

Li ve ark. (2007) Vibrio cholerae’dan elde edilen kitin oligosakkarit deasetilaz enzim
aktivitesinin metal iyonlara karsi hassas oldugunu belirlemis olup 2 mM
konsantrasyonda Ag*™ Hg™?, A", Co*™?, Cu*? ve Ni*? varliginda inhibisyon ancak 1 mM
DTT ve 5 mM EDTA varliginda aktivitede ¢ok diisiik bir etki gdzlemlemislerdir.

Escherichia coli’den saflastirilan rekombinant kobalt bagimli kitin deasetilazin aktivite
stabilitesi i¢in 1 mM Co*? gerekli oldugu ancak Mg, Mn*?, Ca*?, Zn*? ve Cu*? gibi
diger metal iyonlarinin benzer bir etki gdstermeyerek inhibitor olarak davrandig: ortaya

konmustur (Martinou ve ark., 2003).

Martinou ve ark. (2002) Saccharomyces cerevisiae kokenli kitin deasetilaz enziminin
aktivitesini EDTA ve Mg™ Ca'™ zn'™ ve Cu™ metal iyonlarmm 1-100 mM
konsantrasyonda inhibe ettigini ancak 1 mM Co*? iyonun orijinal aktiviteyi %60

arttirdigini rapor etmislerdir.

Kafetzopoulos ve ark. (1993) Mucor rouxii’den elde ettikleri kitin deasetilaz enziminin
1-10 mM konsantrasyonda klorid olarak test ettikleri Mg*?, Ca*?, Mn*?, Zn*2, Co*?, Fe™
ve Cu*? metal iyonlar1 ile EDTA’nin etkisi incelendiginde enzimin aktivite i¢in

herhangi bir metal iyonuna gereksinim duymadig1 gozlenmistir.

Hg™ zn*?, EDTA, Ag™, Cu™, Fe*?, Mg™, Mn*? Pb™ ve Sn*? gibi kimyasallarin
konsantrasyona (1-10 mM) bagli olarak Mortierella sp. DY-52 susuna ait CDA enzimi
aktivitesi iizerinde inhibitor etki gosterdigi ancak Ca*® (% 93 ve 126) ve Co*? (%146-

160) iyonunun aktivator olarak davrandigi belirlenmistir (Kim ve ark., 2008).
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Tsigos ve Bouriotis (1995) Colletotrichum lindemuthianum kitin deasetilazinin
aktivitesini Mn*2, Zn*? ve Cu*® metal iyonlar1 inhibe ederken, Na*t, K™ Lit, MgJ'2 ve
Ca* iyonlariin aktiviteyi inhibe etmedigi Co**’nin aktiviteyi 3 kat kadar arttirdigi

saptanmistir.

S. brevicaulis’in kitin deasetilaz {iretim ortami optimizasyonuna yonelik metal
iyonlarmin etkisinin arastirildigi analizde, kiiltire %0.05 MnSO,4 veya %0.03 CoCl,
veya %0.05 MgSO, eklendigi enzim iiretim kapasitesinde sirasiyla %76, %70 ve %68
artma gozlenmistir. Besi ortamma Fe™®, Fe*® ve Cu*? eklendiginde iiretimin inhibe

oldugu belirlenmistir (Cai ve ark., 2013).

Gao ve ark. (1995) tarafindan Absidia coerulea’dan saflastirilan kitin deasetilazin 1 ve
10 mM konsantrasyonda EDTA ve Mg*?, Mn*?, Zn*?, Ca*?, Co*?, Fe*? varliginda enzim

inhibe olmazken Fe*¥'iin 1 Mm konsantrasyonunda bile inaktive oldugu saptanmistir.

3.9. CDA Enziminin Molekiiler Agirhginin Tespiti

Bacillus cereus’dan kismi olarak saflastirilan ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin
molekiiler agirligr %12’lik homojen SDS-PAGE sistemi kullanilarak belirlenmis olup
enzime iliskin protein bandi Sekil 3.9’da gosterilmistir. CDA enzimine ait 39 kDa

molekiiler agirliginda tek protein bandi elde edilmistir.
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Sekil 3.9. CDA enzimine ait SDS-PAGE bulgular1 (Soldan saga ii¢ kuyucugada kitin
deasetilaz 6rneginin yiiklendigi SDS-PAGE bulgulari; protein markirin SDS-
PAGE bulgulari)

Raval ve ark. (2013) tarafindan yapilan kitin deasetilazin klonlama ¢alismalari
sonucunda saflagtirilan enzimin molekiiler agirligin1 SDS-PGE analizleri ile belirlemis

olup 32 kDa ve 30 kDa olarak iki protein bandi tespit etmislerdir.

Martinou ve ark. (2003) E. coli’den saflastirilan rekombinant enzimi monomer olarak
tanimlamis olup proteinin ortalama molekiiler agirhigmi 35 kDa olarak saptamislardir.
Metilotrofik bir maya tiirii olan Pichia pastoris GS115 saflastirilmis diger bir
rekombinant kitin deasetilaz enzimi i¢in ortalama molekiiler agirlik 33 kDa olarak
hesaplanmistir (Lixin ve ark., 2012). Aspergillus nidulans’dan saflstirilip Escherichia
coli’ye aktarilan kitin deasetilaz enziminin 6nceki molekiiler agirligi 19.5 kDa iken,
klonlama ve ekspresyon sonraki agirligi 24.2 kDa olarak belirlenmistir (Wang ve ark.,
2010).

Uromyces viciae-fabae’den saflastirilan kitin deasetilaz enziminin ortalama molekiiler
agirligr 12.7 ve 48.1 kDa arasinda degisen bes izoenzimi, molekiiler agirliklar1 26-65
kDa arasinda farklilik gésteren R. nigricans’da dort; M. racemosus’da ise ii¢ izoenzim

rapor edilmistir (Ghormade ve ark., 2010). C. lindemuthianum’dan saflastirdiklar1 kitin
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deasetilaz enzimine yonelik 31.5 ve 33 kDa agirhiginda iki aktif protein bandi
belirlemislerdir (Tokuyasu ve ark., 1996). Farkli bir mantar tiiri M. rouxii CDA’smin

molekiiler agirligi ise 75 kDa olarak ortaya konmustur (Kafetzopoulos ve ark., 1993).

Nadarajah ve ark. (2006) Absidia butleri dr fungal izolatindan SDS-PAGE analizleri
sonucunda molekiiler agirlig1 oldukea yiiksek kitin deasetilaz enzimine ait 97.6 ve 221.7

kDa agirliginda iki protein bandi belirlemislerdir.
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4. SONUC VE YORUM

Son birka¢ yildir, ¢esitli ortam kosullar altinda yiiksek hiz ve aktivitede reaksiyonlari
katalizleme yeteneklerinden dolay:r biyokatalizorler (enzimler), eczacilikta ve tarimda
kompleks ilag ara {iriinlerin, 6zel kimyasallarin ve hatta emtia kimyasallarin sentezinde,
gida ve tekstil sektoriinde, aritim teknolojilerinde ve kok hiicre tedavi yontemleri gibi
cesitli alanlarda kimyasal katalizorlere daha yesil bir alternatif olarak basarili bir sekilde

kullanilmaktadir (Singh ve ark., 2013).

Cesitli endiistrilerdeki enzim uygulamalarina olan ilginin artisi, yeni ve stabil
biyokatalizorlerin {iretimi i¢in bitkisel, hayvansal dokular ve mikroorganizmalar gibi

farkl1 biyolojik kaynaklarin kullanimina neden olmaktadir (Singh ve ark., 2013).

Cesitli biyo-proseslerde uygulanabilir termostabil, yiiksek sicaklik toleransl, asidik ve
alkali kosullarda stabil ve cesitli metallerin ve bilesiklerin varliginda aktivitesini
koruma gibi spesifik karakterde enzim preparatlarinin iretimi i¢in son yillarda

mikrobiyal kaynakli enzimlerin liretimine yon verilmistir (Nigam, 2013).

B-1,4-glikosidik bag ile baglanmig N-asetilglukozamin ve glukozaminin lineer bir ko-
polimeri olan kitosan, baz1 mantarlarin hiicre duvarlarinda dogal olarak bulunmaktadir.
Giiniimiize degin kitosanin ticari iiretimi, boceklerin dis iskeleti, karides ve pavurya
kabugu ve mirekkep baligi atifindan ekstre edilen kitinin kismi kimyasal
deasetilasyonu sonucu yapilmaktayd: (Raval et al.,, 2013). Yukarida belirtilen
kaynaklarin toplanmasi, deproteinizasyon, demineralizasyon, agartma, deasetilasyon ve
ortamdaki par¢alanmayan kitin ve atiklarin uzaklastirilmasi gibi kimyasal prosesler

sonucunda kitosan piyasaya siiriilebilir forma doniistiiriilmektedir.

Bu gibi olumsuzluklardan dolayi, son zamanlarda polikatyonik 6zelligi basta olmak
tizere disiik toksisite, biyouyumluluk, antimikrobiyal ve biyolojik olarak

parcalanabilirlik gibi 6zellikleri sayesinde gidadan sagliga, tarimdan tekstile kadar ¢cok
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genis bir perspektifte kullanim alanina sahip ve parcalanarak tekrar doga tarafindan
emilimi miimkiin kitosanin, iiretim siireclerindeki kimyasal proseslerin asgari diizeye
indirgenmesini miimkiin kilan bakteriyel ve fungal kokenli kitin deasetilaz enzimleri

kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Karatas ve Mersin sahillerinden alinan toprak érneklerinden izole edilmis
Bacillus cereus susundan ekstraseliiller kitin deasetilaz tiretimi ve bu enzimin

endiistriyel kullanimina yonelik karakterizasyon analizleri yapilmistir.

Toprak 6rneginden kolloidal kitin i¢eren kati besiyerinde Kitinolitik aktivite gosteren 3
adet sus izole edilmis olup, suslarin kitinin kitosana biyodoniisiimiinii katalizleyen kitin
deasetilaz enzim iretimine yonelik tarama sonucunda sadece 2 nolu susun CDA
tireticisi oldugu saptanmistir. 2 nolu sus Gr boyama ve VITEK identifikasyon sistem

analizi ile Bacillus cereus olarak tanimlanmistir.

Sivi fermantasyon ortaminda gelistirilen Bacillus cereus kiiltiirinden santrifujleme ve
alkol presipitasyonu sonucu elde edilen enzim preparatlarinin spesifik aktiviteleri
sirastyla 0,274 ve 0,028 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2). Karakterizasyon

calismalarina, yiiksek aktivite gozlenen ham enzim preparati ile devam edilmistir.

Farkli pH araliklarinda yapilan enzim aktivite analizlerinde enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degeri 7 olarak ortaya konmustur. Enzimin 2.4, 2.8, 3.0, 3.4, 3.8, 4.2, 4.6,
50, 54,58, 6.2, 6.6, 7.4, 7.8, 8.2, 8.6, 9.0, 9.4, 9.8, 10.2 ve 10.6 pH degerlerinde
sirastyla %11, %33, %46, %41, %66, %63, %73, %68, %82, %80, %90, %80, %76,
%63, %68, %72, %55, %60, %41, %28 ve %22 aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil
3.6). pH 2.4-2.8 araliginda %21.9 olarak belirlenen ortalama enzim aktivitesinin pH 3.0-
5.8 araliginda %64.8’e arttig1 ve analizlerin siirdiiriildiigii pH degerinin nétrale
yaklasmasiyla bu artisin %84.9’a ulastig1 saptanmigtir. Ortalama enzim aktivitesinin pH

7.4-9.0 ve 9.4-10.6 araliginda sirastyla %66.9 ve %38’e kadar azaldig1 gozlenmistir.

Ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin 50°C sicaklikta optimum aktivite gosterdigi
belirlenmis olup incelenen 20°C, 30°C, 40°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C
ve 120°C sicakliklardaki relatif enzim aktivitesi sirasiyla %39, %57, %78, %88, %83,
%83, %64, %84, %78 ve %69 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.7). 20-40°C sicaklik
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araliginda hesaplanan ortalama aktivite %58.18 iken 60-120°C araliginda ise %78.50’¢
kadar artis gozlenmistir. Enzimin en yiiksek aktivitesini gosterdigi 50°C sicakligi
takiben artan sicakliklarda da stabil olmamak kaydiyla aktivitenin devam ettigi
saptanmistir. Bu sonuglar saflastirilan bu enzimin yiiksek sicaklik uygulamalar1 igeren

endistriyel uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Ekstraseliiler kitin deasetilaz enziminin termal stabilitenin belirlenmesi i¢in, enzim
50°C’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika 6n inkiibasyona tabii tutulmustur. Bu siireglerde
enzimin korudugu relatif aktivitesi sirastyla %82, %70, %74, %115, %67 ve %51 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.8) Enzimin en yiiksek aktvitesini gosterdigi optimum sicaklikta
20 dakika 6n inkiibasyonu takiben aktivitenin %115 ile en yiiksek degere ulastig1 ortaya

konmustur.

5 mM konsantrasyonda inhibitorlerin, deterjanlarin ve metal iyonlarin enzim aktivitesi
tizerindeki etkisinin incelendiginde asetik asit, gliserol, CoCl,, NaCl ve CaCl,’iin
varliginda enzimin aktivitesini sirastyla %5, %23, %13, %37 ve %2 oraninda arttirdig1
belirlenmistir (Cizelge 3.3). EDTA ve TritonX-100 varliginda ise enzimin %81.12 ve
%75.5 diizeyinde aktivitesini kaybettigi saptanmistir. En giiclii inhibitériin EDTA
oldugu gozlenmistir. SDS, 2-merkaptaetanol, MgCl, ve MnCl;, igeren tamponlarda ise

enzimin aktivitesini %97, %89, %64 ve %83 oraninda korudugu ortaya konmustur.

SDS-PAGE analizleri sonucunda Bacillus cereus’dan kismi saflagtirilmis Kitin
deasetilaz enzimine ait 39 kDa molekiiler agirliginda tek protein bandi elde edilmistir
(Sekil 3.9).

Kitinin hidrolize {iriinii kitosanin materyal bilimi, tip, gida katki maddesi, kozmetik ve
eczacilik gibi pek cok endiistriyel alanda kullanilabilirligi, bu biyopolimere yonelik
tiretim proseslerine olan ilginin giin gectikge artmasmna neden olmaktadir. Kimyasal
prosediirlerle karsilastirildigina, kitosan polimer ve oligomerlerin iiretimi ile sonuglanan
bu biyodoniisiim reaksiyonunda, CDA kullaniminin kolaylikla kontrol edilebilirligi ve
cevre dostu bir proses olmasi enzimin endistriyel kullanimini da arttirmaktadir.
CDA’nimn endiistriyel uygulanabilirligi, ancak giicli CDA {ireticilerinin taranmasi ve
ekspresyon seviyesinin arttiritlmasi ile miimkiin olacaktir. Ciinkii CDA enziminin pek

cok mantar, bocek ve deniz bakteri tiirlerinde mevcut olmasin karsin, diger tiirlerdeki
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diisiik icerigi enzim aktivitesinde azalma ile sonucglanmaktadir. Dolayisiyla ¢calismamiz
yeni bir CDA f{ireticisi susun literatiire kazandirilmas: konusunda dncii bir tez niteligi
tagimakla birlikte enzimin ekspresyon seviyesinin arttirilmasi gibi ileri ki caligmalara

yon vererek, endiistriyel kullanim1 miimkiin kilacaktir.
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