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OZET

TOKAT ALMUS BARAJ GOLU TABANINDAN ELDE EDILEN MIKROBIYAL
IZOLATLARIN KiTINAZ AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
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TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Ana Bilim Dal1

Tez Danigmani: Prof. Dr. Isa Karaman

BIYOMUHENDISLIK ANA BILiM DALI
Mayis 2022, xvi + 94 sayfa

Yapilan bu calismada, Ulkemizin Tokat ili Almus ilgesinde bulunan Almus Baraj
GoOli’nilin farkli noktalarindan mikrobiyal izolatlar alinmis ve bu izolatlarin igerisinden
kitinaz aktivitesi olan bakteriler izole edilmistir. Kitinaz aktivitesi gosteren bakterilerin
saf kiiltlirleri hazirlanmis ve kitinaz aktiviteleri gesitli yontemlerle Olgiilmiistiir. Kitin
molekiiliinii par¢alama yetenegi en yiiksek olan suslar belirlendikten sonra, ii¢ farkli
kolloidal kitin 6rnegi icerisinden enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu kolloidal kitin
ornegi belirlenmis ve aktivitesi yliksek olan suslarin; pH ve sicaklik stabilite tayinleri
yapilmis, optimum pH ve optimum sicaklik degerleri belirlenmistir. Sonrasinda ¢esitli
inhibitor ve aktivatorlerin enzim aktivitesi tizerine etkileri test edilmistir. Deneyler
sirasinda kullanilan tiim bakterilerden daha sonraki kitin degredasyonu ile ilgili olan
calismalarda kullanabilmek adina stok kiiltiirler hazirlanmistir. Calismanm sonucuna
gore izole edilmis olan bakteri kiiltiirlerinin bazik ve mezofilik oldugu tespit edilmistir.
Optimum pH degerleri; B-98 igin 9.0, B-123 i¢in 10.5, B-124 i¢in 8.5 olarak, optimum
sicaklik degerleri ise 40 °C olarak belirlenmistir. Cesitli kimyasallar ile yapilan deneyler
sonucunda ise Kitinaz enzimi lizerinde inhibe ve aktive edici 6zellik tasiyan kimyasallar
tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kitinaz, Aktivite, Degredasyon, Kitin, DNS



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CHITINASE ACTIVITIES OF MICROBIAL ISOLATES
OBTAINED FROM THE BASE OF TOKAT ALMUS DAM LAKE

Uzer, Begum Buse

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE EDUCATION
INSTITUTE

Master of Science, Department of Bioengineering
Thesis Advisor: PROF. Dr. Isa Karaman
BIOENGINEERING DEPARTMENT

May 2022, xvi + 94 pages

In this study, microbial isolates were taken from different points of the Almus Dam Lake
in the Almus district of Tokat province in our country, and bacteria with chitinase activity
were isolated from these isolates. Pure cultures of bacteria showing chitinase activity
were prepared and their chitinase activities were measured by various methods. After the
strains with the highest ability to break down the chitin molecule were determined, the
colloidal chitin sample with the highest enzyme activity was determined among three
different colloidal chitin samples, and the strains with high activity; pH and temperature
stability determinations were made, optimum pH and optimum temperature values were
determined. Afterwards, the effects of various inhibitors and activators on enzyme
activity were tested. Stock cultures were prepared from all the bacteria used during the
experiments to be able to use them in subsequent studies related to the degradation of
chitin. According to the results of the study, it was determined that the isolated bacterial
cultures were basic and mesophilic. Optimum pH values; 9.0 for B 98, 10.5 for B-123,
8.5 for B-124, and optimum temperature values were determined as 40 °C. As a result of
experiments with various chemicals, chemicals with inhibiting and activating properties
on the chitinase enzyme were determined.

KEYWORDS: Chitinase, Activity, Degradation, Chitin, DNS
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1.GIRIS

Enzimler, ¢ok ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar1t meydana getirmek i¢in canli hiicreler
tarafindan dretilen ve hiicrelerin  metabolik siireglerinin  pargalarini  olusturan
biyokatalizorlerdir. Enzimler sadece hiicre ig¢inde degil hiicre disinda da aktivite
gosterebilmektedir. Enzimlerin hiicre dis1 aktivitelerinin endiistriyel anlamda kullanimi
ylizyillar dncesine yani enzimlerin dogast ve islevlerinin anlasilmasindan ¢ok Onceye
dayanmaktadir. Enzimlerin ¢ok eski zamanlarda kullanimina deri yapiminda giibrenin
kullanilmasi, arpa maltinin nisasta doniisiimii i¢in biracilikta kullanilmasi ve yogurt,
peynir Uretimi 6rnek olarak verilebilir (Underkofler ve ark., 1958). Enzimler
biyoteknolojideki ilerlemeler sayesinde gida endiistrisi, tip, fotografcilik endiistrisi,
kimya endiistrisi, temizlik endiistrisi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Enzimler
bitkisel kaynaklardan, hayvansal kaynaklardan ve mikrobiyal kaynaklardan izole
edilebilirler. Mikrobiyal enzimler daha stabil olmasi, istenmeyen yan {iriinler
olugturmamasi, maliyetinin diisiik olmas1 ve elde edilen {iriin miktarmin fazla olmasi
sebebiyle diger enzim tiirlerine gore daha fazla tercih edilmektedir. Ornegin dogada en
cok bulunan polimerler arasinda ikinci sirada bulunan kitin polimerini degrede eden
kitinaz enzimi, eklem bacaklilarin dig iskeletinin pargalanmasi, balik ve kabuklu deniz
canlilarinin atiklarmin degredasyonu, biyouyumlu ve biyodegrede olabilen malzemelerin
iiretilmesi ve haserelere karsi biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasi gibi bir¢ok
kullaniom alani1 bulunmaktadir. Kitinazlarin rolleri bulunduklar1 organizmalara gore
farkhilik gdstermektedir. Ornegin bakterilerde kitinin enerji ve karbon kaynag: olarak
kullanilmasini saglayan kitinaz enzimi, bitkilerde funguslara kars1 iiretilen bir savunma
sistemi olarak kullanilmaktadir (Bai, 2015). Birgok kabuklu ve eklem bacaklilarin
meydana getirdigi atiklarin giderilmesinde sucul ekosistemlerde bulunan ve kitinaz

enzimi {ireten bakteriler gérev almaktadir (Kuzu, 2008).



Bu tez calismasinda Tokat’ in Almus ilgesinde yer alan Almus Baraj Golii tabanindan
alinmis olan orneklerdeki mikroorganizmalarin kitinaz iiretme yeteneklerinin tespiti
lizerine ¢alismalar yapilmistir. Kitinaz {ireten bakteri suslar1 tespit edildikten sonra
orneklerdeki bakterilerin tiretmis oldugu kitinaz enziminin karakterizasyonunun tespiti
amaciyla; optimum pH ve sicakligin belirlenmesi, TLC kromotografisi, sicaklik ve pH

stabilizasyonu ve enzim aktivitesi iizerine ¢esitli kimyasallarin etkisi arastirilmastir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.Enzimler

Enzimler, canli organizma metabolizmalarinda meydana gelen, birgok biyokimyasal
reaksiyonun koordinesini saglayan ve ana yapisi proteinden olusan biyokatalizorlerdir.
Kimyasal katalizorlerle kiyaslandigi zaman daha avantajli molekiillerdir. Eger uygun
kosullar saglanirsa sadece in vivo olarak degil in vitro olarak da etki gosterebilirler.
Yalnizca in vivo degil, in vitro olarak da kullanilabilir olmalar1 kullanim alanlar1

konusunda oldukgea cesitlilik saglamaktadir (Tolan, 2015).

Enzimler, protein ana yapisinda bulunan molekiillerdir. Enzimler protein igeren bolgesi
APOENZIM ve protein igermeyen bolgesi KOFAKTOR olmak iizere iki kistmdan
olusur. Apoenzim ve Koenzim’ in birlesip meydana getirdigi yaprya HALOENZIM (aktif
enzim) olarak isimlendirilir. Enzimlere direkt olarak bulunduklari protein yapilariyla
etkili olabilmeleri durumunda basit enzim ve etkili hale gelebilmesi igin aktive edici bir
maddeye (kofaktor) yani organik molekiillere (koenzim) veya metal iyonlarina ihtiyag
duymasi durumunda konjuge enzim adi verilir. Enzimin inaktif haldeyken sadece
proteinden olusan kismina Zimojen, Proenzim ya da Preenzim adi verilir. Basit yapida

bulunan enzimlerin polipeptid zinciri kismu katalitik aktivite gosteren bolgesidir

(Underkofler ve ark., 1958).

Enzimlerin ¢alisma prensibi katalizorler gibi tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirerek
tepkime hizini arttirma prensibine dayanir. Ancak enzimler tepkime sonunda katalizorler
gibi tiikkenmez, tepkime dengesinde degisiklige sebep olmaz ve enzimler cogu
katalizorlere kiyasla spesifik molekiillerdir. Enzimlerin etki ettikleri maddeler substrat,
substratlar ile reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan maddelere ise {iriin adi1 verilir. Enzimler
yalnizca 6zgiil substratlar ile etkilesime girerler. Enzimlerin aktif bolgesine substratlarin
baglanmasinda; hidrofobik etkilesimler, kovalent baglar, iyonik etkilesimler ve hidrojen

baglar1 gibi kuvvetler etkili olmaktadir (Kuzu, 2008).



Mechanism of enzyme activity

Substrate Products N
()
Enzyme Enzyme-substrate Enzyme

complex

Sekil 2.1. Enzimlerin etki mekanizmasi (Anonim, 2003)

2.1.1. Bakteri kdkenli (mikrobiyal) enzimler

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler kalitatik aktivitelerinin yiiksek olmas,
istenmeyen yan iirlin olusturmamasi ve iiretim prosesinde hayvansal, bitkisel ve kimyasal
enzimlere kiyasla daha az maliyetle daha fazla iirlin elde edilebilmesi sebebiyle ¢ok fazla
alanda popiiler olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal kokenli enzimler ekstraselliiler
enzimler (ekzoenzimler) ve intraselliler enzimler (endoenzimler) olarak iki gruba

ayrilmaktadir.

Intraselliiler enzimler: Enzim hiicre icerisinde sentezlenir ve hiicre i¢inde cevreden
korunmus bir sekilde hiicrede alikonularak metobizma ile ilgili olaylarin
gerceklestirilmesinde etkinlik gosterirler. Bu enzim grubuna, oksidorediiktazlar, DNA
polimeraz, RNA polimeraz, DNA ligaz, transferaz, nikleaz gibi enzimler birka¢ drnek

olarak gosterilebilir.



Ekstraselliler enzimler: Enzimler hiicre i¢inde sentezlendikten sonra hiicre digina salinir
ve hiicre digsinda biliyliik molekiillii maddelerin (lipid, protein, polisakkarit gibi)
parcalanmasinda gorev alirlar. Bu enzimler genel olarak hidrolazlar olarak isimlendirilir.
Mikroorganizmanin {iretildigi dis ortamin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine karsi stabil
ozelliklere sahip olmasi gerekir. Kullanilacak olan enzimin iiretimi mikroorganizma igin
gerekli olan miktar kadar Gretilebilir. Ekstraselliler enzimler, enzim Gretiminin
miktarinin kontrol edilebilmesi ve iiretim maliyetinin diisiik olmas1 sebebiyle endiistri

icin vazgecilmez molekiiller olmuslardir (Kuzu, 2008).

2.2 Kitin

2.2.1.Kitin molekultinin genel 6zellikleri

Kitin, N- asetil- D glukoz- 2 @min birimlerinin B (1,4) glikozit baglar1 ile baglanmasi
sonucu olusan bir polisakkarit olup, dogal polimerler arasinda seliillozdan sonra dogada
en bol bulunan ikinci biyopolimerdir. Kitinin bir¢ok tiirevi bulunmaktadir ancak en
onemli tiirevi kitosandir. Kitin ¢ok genis kaynaklardan diisiik maliyet ile elde edilebilir.
Bu 6zelligi kitinin biyomalzeme olarak kullanilmasini elverisli kilsada suda ve birgok
¢oOziiciide ¢ozlinmiiyor olmasimdan dolay1 genellikle ¢ozliniirlik oranini arttirmak i¢in
deasetilasyon ile kitosana doniistiiriilerek kullanilir. Genellikle doniisiim silirecinde
KOHve NaOH kimyasallar1 kullanilir. Kitin, crustacea olarak adlandirilan kabuklularin
ve eklem bacaklilarin epidermislerinin, mantarlarin hiicre duvarmin, yumusakcalarin
radula ad1 verilen disli dil kisminin ve kafadan bacaklilarin agiz kisminin ana bilesenidir
(Shahidi ve ark., 1999). Ayrica coelantertes, yesil deniz yosunlari, protozoanlar ve
tabiatta bulunan diger hayvanlarin eklem yerlerinde az miktarda kitin bulunmaktadir.
Diinya Uzerinde 23x10° tonu istiridyelerden, 32x10% tonu mantarlardan, 39x10° tonu
¢esitli deniz canlilarmdan ve 56x103 tonu karidesten olmak iizere yilda yaklasik 150x103
ton kitin elde edilmektedir. Bu iirlinlerin degerlendirilmesi hem ekonomik ag¢idan hemde

cevre agisindan kazang saglamaktadir (Eagle, 2003).



2.2.2.Kitin molekiiliiniin kimyasal yapisi

N-asetil glikozamin birimlerinin § (1,4) glikozit baglar1 ile baglanmasi sonucu olusan bir
polisakkarittir. Kitin molekiili suda ve bircok ¢ozictude ¢6zinmez yani hidrofobiktir.
Kitin molekiilii yapisal olarak seliiloza ¢ok benzemektedir. Aralarindaki fark ise;
Seliilozda ikinci karbon atomuna bagli bulunan bir hidroksil grubu (-OH) bulunurken,
kitinde asetamid (-NHCOCHS3) grubunun bulunmasidir.

CH20H

CH20H

H OH H OH .
Cellulose

CH20H CHOH

H
H vl
OH H OH H
H H

" NHCOCH3 H NHCOCH3 "

Chitin

Sekil 2.2. Seliiloz ve kitinin yapist (Chawla ve ark., 2015)



2.2.3.Kitin ve kitosanin kullanim alanlan

Dogal kaynaklardan kolay ve diisiikk maliyetle elde edilebilen, diger polimerler ile uyumu
yiikksek derecede olan ve biyolojik ve kimyasal aktifligi yiiksek olan kitin ve tiirevleri

bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari;

Gida Sektoriinde, antifungal ve antibakteriyel 6zelliklerinde faydalanilarak meyve ve
sebzelerin korunmasi amaciyla, soslar i¢in kivam arttirict olarak, siitlerin islenmesinde,
hayvan yemlerinde katki maddesi olarak ve atik gidalarmn tekrar islenmesi amaciyla
kullanilmaktadir.

Kozmetik Sektoriinde, akne tedavisi amaciyla, sagtaki elektriklenmenin azaltilmasi
amaciyla sampuanlarda, derideki nem dengesinin korunmasi amaciyla kremlerde, oral
hijyenin saglanabilmesi, ¢iiriikk olusumunun 6nlenebilmesi amaciyla dis macunu ve agiz
gargaralarmda ve cilt tonunun esitlenmesi amaciyla kozmetik iriinlerinde
kullanilmaktadir.

Tarim Sektoriinde bitki biiyliimesini hizlandirmak amaciyla, bitkilerin savunma
mekanizmasi arttirmak amaciyla, donmaya kars1 bitkiyi korumak amaciyla, tohum
kaplanmasinda ve besin elementlerinin topraga salinmasinin zamana bagli olarak
ayarlanmasinda kullanilmaktadir.

Su ve Kirlilik Temizliginde, suyu berraklastirmak amaciyla, sudan metal iyonlarini
uzaklagtrmak amaciyla, sentetik polimerlerin giderimi amaciyla, kokunun azaltilmasi
amacityla kullanilmaktadir.

Tipta, siitiirlarda  (dikislerde), hiicre proliferasyonunun (hiicre  artiginin)
desteklenmesinde, fibroplazinin (fibr6z doku artisinin) engellenmesinde, kontrollii ilag
salinim sistemlerinde, kollajen miktarinin arttirilmasinda ve kontakt lens yapiminda
kullanilmaktadir.

Biyoteknolojide, kromotografik ydntemlerde hiicre immobilizasyon tekniklerinin
tamaminda kullanilmaktadir (Ozdemir, 2014; Oyar 2016).



2.3.Kitinaz Enzimi

2.3.1.Kitinaz enziminin genel 6zellikleri

Kitin ve kitosan, dogal sistemlerde ¢ok fazla Uretilen bir polisakkarittir. Cok biyuk
miktarlarda {iretilmesine ragmen kitin ve kitosan molekiillerini parcalayan enzimler
sayesinde dogal sistemde birikme oranlar1 iiretim miktar1 kadar fazla degildir. Kitin
icerisindeki glikozidik baglar1 parcalayarak kitini degrede eden enzim kitinaz enzimi,
kitosani degrede eden enzim ise kitosanaz enzimidir. Kitinazlar baslica; Bacillus, Serratia

ve Vibrio tiirleri tarafindan tiretilmektedir.

Kitinaz enzimi mantarlar, eklem bacaklilar, kabuklu canlilar, mikroorganizmalarda,
nematodlarda (ipliksi solucanlarda), yesil bitkiler ve baz1 omurgalilar olmak iizere bir¢ok
organizmada bulunmakta ve gesitli fizyolojik ve ekolojik fonksiyonlarinda énemli roller

oynamaktadir.

Kitin, bir¢ok kabuklu ve eklem bacakli canlinin dis iskeletini olusturmaktadir ve bu
canlilarin 6lmesi iizerine trilyonlarca kabuk sucul ekosistemlerde diplere birikmektedir.
Okyanus ve deniz diplerinde bulunan kitinaz enzimi iceren mikroorganizmalar sayesinde

(6zellikle Vibrio furnissi ) biyolojik aritim meydana gelmektedir ( Kuzu, 2008).



2.3.2. Kitinaz ve Kitosanaz enzimi etki mekanizmasi

1.YOL 2.YOL
[ Chitin deacetylase - -
‘ Chitin pr===~rrecccecn- > Chitosan
............. EEE:
I
Chitinase | Chitosanase
I
d Chitin deacetylase =~ S
‘ (GlcNAC):: Fo—r=mcmoso=mma= > (GIceN),

PB-N-acetylgulcosaminidase

[ - 1 Chitin deacetylase Y
(GIcNAC), > (GleN),
Glucosaminidase
\ 4 Y
GIcNACc GlcN
(N-acetylglucosamine) (glucosamine)

Sekil 2.3. Kitin ve kitosanin degredasyonu (Zhang ve ark., 2021)

Birinci pathwayde, kitinaz enzimi kitin molekilinde yer alan § (1,4) glikozidik baglarini
hidrolize ederek, oligomerik beta- N- asetilglukozamin (GIcNAc) birimlerine doniistiiriir.
Beta- N- asetilglukosaminidaz (NAG) enzimi ise, ortaya ¢ikan oligosakkaritleri (poli
GlcNAc) GleNAc monomerlerine doniistiiriir. Bu pathway kitinin hidrolizi ya da kinolitik
mekanizma olarak adlandirilir. Ikinci pathwayde kitin molekiilii deasetilesyondan
gecirildikten sonra kitosana doniistiiriiliir ve kitosanazlar tarafindan hidrolize edilir ve

glukozaminidaz enzimi tarafindan glukozamine (GIcN) indirgenir (Zhang ve ark., 2021).
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2.3.3.Kitinaz enziminin siniflandirilmasi

Kitini enzimatik olarak hidrolize eden kitinazlar iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

Endokitinazlar

Ekzokitinazlardir.

Endokitinazlar, kitini i¢ bolgelerinde rastgele bdlerek molekiiler kiitlesi diisiik
diasetilkitobiyoz, kitotetraoz ve kitotrioz gibi N- asetilglukozamin multimerik trinlerini

olustururlar.

Ekzokitinazlar, kendi igerisinde iki alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; Kitobiosidazlar ve
(NAGase) B- 1,4- N-asetilglukosaminidazlardir. Kitobiosidazlar, kitin molekiiliiniin
mikrofibilinin indirgeyici olmayan ucu Uzerine etki eder ve kitin zincirinden tek tek di-
asetilkitobiyozun salimimini katalize eder. Bu reaksiyonda monosakkarit veya disakkarit
salintmi meydana gelmemektedir. B- 1,4- N-asetilglukosaminidazlar ( NAGase) ise
endokitinazlarda meydana gelen multimerik Grlnleri GIcNAc ( N- asetilglukozamin)
monomerlerine parcalarlar. Ozetle ekzokitinazlar Kitini kitobiosidazlar yoluyla dimerlere,

B- 1,4- N-asetilglukosaminidazlar yoluyla monomerlerine ayirir (Hamid ve ark., 2013).
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Kitinaz enzimlerinin aminoasit sekanslarina gore smiflandirilmasi

Kitinazlar glikozil hidrolazlar (GH) grubunda bulunmaktadir. Glikozil hidrolazlar
aminoasit sekanslarma gore 18, 19, 20 olmak iizere ii¢ ailede gruplandirilmaktadir. Bu
gruplandirmalar birincil yapilara gore yapilmistir. Ayni ailede bulunan enzimlerin
substratlara olan spesifitesinin ve girdikleri reaksiyonlardaki atomlarm baglanma
sekillerinin benzer 6zellik gosterdigi bilinmektedir. 18 GH ve 19 GH aileleri genellikle
ayni kaynaklardan izole edilmis olmasma karsin birbirinden farkli katalitik

mekanizmalara ve {i¢ boyutlu yapilara sahiptirler.

Bu U¢ glikozil hidrolaz ailesinde gruplanmis olan kitinazlardan GHI18 ailesinde
bulunanlar; Mantar, viriis, hayvan, bakteri ve bazi bitki kitinazlarini igermektedir. GH19
aisesinde bulunanlar; Bakteri (Streptomyces) ve esas olarak bitki kitinazlar1 igermektedir.
GH20 ailesinde bulunan kitinazlar ise; bakteri kaynakli N- asetilglukoaminidazlar1 ve
insan kaynakli N- asetilheksoaminidazlar1 igermektedir (Patil ve ark., 2000; Yilmaz,
2019).
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Kitinaz enzimlerinin gen dizilerine gore smiflandirilmasi

Kitinazlarin gen sekanslar1 bilindigi i¢in gen dizilerine gorede siniflandirma yapilmistir

ve bu smiflandirmada kitinazlar alt1 farkl gruba ayrilmistir.
Gen dizilerine gore siniflandirmada dikkate alinan karakteristik faktorler;

Enzimin gen dizisine baglanarak gen kaydini baglatan 6zel molekiilleri (indiikleyicileri)
Enzimin net yiikiiniin sifir oldugu ve elektriksel alanda hareket etmedigi pH degeri
(izoiyonik nokta),

Enzimin amino terminal (N terminal) dizisi,

Enzimin lokasyonu,

Sinyal peptidi (Patil ve ark., 2000; Y1lmaz, 2019)
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2.3.4.Kitinaz enziminin kullanim alanlari

e Zararh ve bdceklerin popiilasyonlarinin kontrol edilmesinde,

e Biyouyumlu ve biyobozunur malzemelerin (suni deri, kontakt lens, cerrahi dikis
iplikleri) tretilmesinde,

e Mantar kaynakl hastaliklarin tedavisinde,

e Insanlar iizerinde etkili ilaclarda,

e Tek hiicre proteini Uretiminde,

e Atk yonetiminde,

e Kitin kalintilarmin biyolojik olarak gilibreye doniistriilmesinde,

e Tohum ¢imlenmesi gerceklestigi sirada meydana gelen patojenik enfeksiyonun
azaltilmasinda yani bitki savunmasinda serbest ya da immobilize formda
kullanilabilmektedirler.

Kitinazlarin gelecekte raf Omriinii uzatacak gida katki maddeleri olarak, astim ve
rinosiniizit gibi hastaliklar basta olmak {izere bir¢ok hastaligin tedavisinde terapotik ajan
olarak ve tiimér dnleyici ilaglarda etken madde olarak kullanilmasi planlanmaktadir (Patil

ve ark., 2000; Yilmaz, 2019).
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3.MATERYAL ve METOD

3.1.Materyal

Bu aragtirmada kullanilan bakteri suslar1 Almus baraj goliinden izole edilmistir. Cesitli
besiyerleri, tamponlar, kimyasallar, spektrofotometre, santrifiij, vokteks, etiiv, shaker,

inkiibator ve bazi diger ekipmanlar kullanilmistir.

3.1.1.Cahsmada kullanilan mikroorganizmalarin izole edilecegi toprak érnekleri

Toprak oOrnekleri Tokat’mn Almus ilgesinde yer alan Almus Baraj Goli'niin farkh
bolgelerinden su tabanindan toplanip, uygun kosullar altinda izolasyon calismasi
yapilmak iizere Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirildi. Getirilen o6rnekler +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.2.Cahismada kullanilan matriks karisin

Almus baraj goliinden alinan toprak drneklerinden izole edilen mikroorganizmalar, Prof.
Dr. Isa KARAMAN tarafindan hazirlanan matriks karisimi igerisine 50 puL olarak 1.5
ML’ lik eppendorflara yiiklenerek stoga alinip muhafaza edildi.
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3.1.3.Calismada kullanilan besiyerleri

NA Besivyeri (Nutrient Agar)

Bilesimi g/L
Pepton from meat 5.09/L
Meat Extract 3.0g/L
Agar-agar 12.0 g/L

Bilesimi yukaridaki gibi olan toz NB besiyerinden 1 litre hazirlamak i¢in 8 g/L tartild1.
Tartilan NB igerisinde 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. icerisine
manyetik balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida
karistirildi. Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu yardimi ile manyetik
balik ¢ikarildi ve her birinin hacmi 30 ML olacak sekilde falkonlara aktarildi (Falkonlarin
kapaklar1 otoklava koyarken tam olarak kapatilmayacak, otoklavdan ¢iktiktan sonra
sikica kapatilacaktir.). Falkonlar 4’ lii 5 li gruplar halinde erlenmayerlerin igerisine
yerlestirilip steril hale gelmesi icin otoklava konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk).
Sterilizasyon islemi tamamlandiktan otoklavin sicakligi 45-50 °C’ ye geldiginde besiyeri
otoklavdan ¢ikarildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 125 °C* de 7.0+ 0.2’ dir.). NB besiyeri,
kat1 besiyerlerine ekimi ve matriks karigimma stoga alinmasi islemlerinden Once

mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve seyreltilmesi i¢in kullanildi.
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MHA Besiveri ( Muller- Hinton Agar)

Bilesimi alL
Meat infusion 2.0g/L
Casein hydrolysate 175 g/L
Starch 1.5¢g/L
Agar-agar 13.0 g/L

Bilesimi yukaridaki gibi olan toz MHA besiyerinden 1 litre hazirlamak i¢in 34 g/L tartild1.
Tartilan MHA igerisinde 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. icerisine
manyetik balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida
isitilarak karistirildi. Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu yardimu ile
manyetik balik ¢ikarild1 ve erlenmayerin agzi aliiminyum folyo ile kapatilip steril hale
gelmesi icin otoklava konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk). Sterilizasyon islemi
tamamlandiktan otoklavin sicaklig1 45-50 °C’ ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢ikarildi.
Steril kabine alinan besiyeri bek alevinin yaninda her bir petri i¢gin 20 ML olacak sekilde
dokiilerek sogumaya birakildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 1 25 °C” de 7.4+ 0.2’ dir.).
MHA besiyeride NA besiyeri gibi toprak ornekleri igerisindeki mikroorganizmalarin
uretilmesi i¢in kullanildi. Fakat MHA besiyeri bakterilerin Gremesi i¢in daha zengin bir

besi ortamui sagladigundan dolay1 bakterileri saflastirirken MHA besiyeri tercih edildi.
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NB Besiveri ( Nutrient Broth)

Bilesimi a/L
Peptone from meat 5.09/L
Meat extract 3.0g/L

Bilesimi yukaridaki gibi olan toz NB besiyerinden 1 litre hazirlamak icin 8 g/L tartildi.
Tartilan NB igerisinde 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. icerisine
manyetik balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida
karistirildi. Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu yardimi ile manyetik
balik ¢ikarilmis ve her birinin hacmi 30 ML olacak sekilde falkonlara aktarildi
(Falkonlarmm kapaklar1 otoklava koyarken tam olarak kapatilmayacak, otoklavdan
ciktiktan sonra sikica kapatilacaktir.). Falkonlar 4° 1ii 5° li gruplar halinde erlenmayerlerin
icerisine yerlestirilip steril hale gelmesi icin otoklava konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk).
Sterilizasyon islemi tamamlandiktan otoklavin sicakligi 45-50 °C’ ye geldiginde besiyeri
otoklavdan ¢ikarildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 125 °C” de 7.0+ 0.2’ dir.). NB besiyeri,
kat1 besiyerlerine ekimi ve matriks karisimmna stoga almmasi islemlerinden 6nce

mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve seyreltilmesi i¢in kullanildi.
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M9 Medium

Bilesimi alL
Na:HPO4.2H20 0.815 g/L
KH2PO4 1.5g/L
NaCl 0.25 g/L
NH.CI 0.5 g/L
MgSOs 0.12 g/L
CaCl..2H,0 0.007 g/L

(Wen ve ark., 2002)

1 litre M9 Medium hazirlamak i¢in yukarida belirtilen kimyasallar belirtilen oranlarda
tartild1. Tartilan kimyasallar 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. Igerisine
manyetik balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida
karistirildi. Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu yardimi ile manyetik
balik ¢ikarildi ve erlenmayerin agzi aliiminyum folyo ile kapatilip steril hale gelmesi i¢in
otoklava konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk). Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sogumaya
birakildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 1 25 °C* de 7.4+ 0.2’ dir.). M9 Medium gesitli
aminoasitler ve karbon kaynaklar1 ile desteklenebilen bakteri kiiltiirleri icin zengin

icerikli bir besi ortamidir.
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CHDA Agar ( Chitinase- Detection Agar)

Bilesimi alL
Na:HPO4.2H20 0.815 g/L
KH2PO4 1.5g/L
NaCl 0.25 g/L
NH,CI 0.5 g/L
MgSO4 0.12 g/L
CaCl2.2H20 0.007 g/L
Colloidal chitin 10 g/L
Agar-agar 20 g/L

(Wen ve ark., 2002; Kuzu ve ark., 2012)

CHDA Agar , M9 medium karisimina 10 g kolloidal kitin ve 20 g agar eklenmesi ile elde
edilmektedir. 1 litre CHDA hazirlamak i¢in yukarida belirtilen kimyasallar belirtilen
oranlarda tartildi. Tartilan kimyasallar 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi.
Icerisine manyetik balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik
karistiricida sitilarak karistirildi. Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu
yardimu ile manyetik balik ¢ikarildi ve erlenmayerin agzi aliminyum folyo ile kapatilip
steril hale gelmesi icin otoklava konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk). Sterilizasyon islemi
tamamlandiktan otoklavin sicakligi 45-50 °C’ ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢ikarildi.
Steril kabine alinan besiyeri bek alevinin yaninda her bir petri icin 20 ML olacak sekilde
dokiilerek sogumaya birakildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 1 25 °C* de 6.5+ 0.2 dir.).
Mikroorganizmalardaki kitinaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanildi.
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SDB ( Sabouraud %2 Dextrose Broth)

Bilegimi g/L

Peptone from meat 5.09/L
Peptone from casein 5.09/L
D(+) Glucose 20 g/L

1 litre SDB hazirlamak i¢in yukarida belirtilen kimyasallar belirtilen oranlarda tartildi.
Tartilan kimyasallar 1 litre distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. I¢erisine manyetik
balik atildiktan sonra homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida karistirildi.
Homojen hale geldikten sonra manyetik balik tutucu yardimi ile manyetik balik ¢ikarildi
ve erlenmayerin agzi1 aliminyum folyo ile kapatilip steril hale gelmesi i¢in otoklava
konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk). Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sogumaya birakild1
(Hazirlanan besiyerinin pH’ 125 °C” de 5.6% 0.2’ dir.). SDB, dekstroz konsantrasyonu
ve pH asitligi sayesinde maya, fungus ve asidik mikroorganizmalarin yetistirilmesi igin

kullanilmaktadir.
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Kitin Icerikli LB Besiyeri (Luria- Bertani Broth)

Bilesimi g/L

Yeast extract 5¢g/L
Tripton 10 g/L
NaCl 59/L
Colloidal chitin 10 g/L

(Wen ve ark., 2002)

Bilesimi yukaridaki gibi olan kitin igerikli LB besiyerinden 1 litre hazirlamak icin
belirtilen kimyasallar belirtilen orenlarda tartildi. Tartilan kimyasallar, i¢erisinde 1 litre
distile su bulunan erlenmayere ilave edildi. icerisine manyetik balik atildiktan sonra
homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricida karistirildi. Homojen hale geldikten
sonra manyetik balik tutucu yardimi ile manyetik balik ¢ikarildi ve her birinin hacmi 5
ML olacak sekilde falkonlara aktarildi (Falkonlarin kapaklari otoklava koyarken tam
olarak kapatilmayacak, otoklavdan ¢iktiktan sonra sikica kapatilacaktir.). Falkonlar 4 i
5’ li gruplar halinde erlenmayerlerin igerisine yerlestirilip steril hale gelmesi i¢in otoklava
konuldu (121 °C 1.2 atm 15 dk). Sterilizasyon iglemi tamamlandiktan otoklavin sicakligi
45-50 °C’ ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢ikarildi (Hazirlanan besiyerinin pH’ 1 25
°C’ de 7.0+ 0.2’ dir.). Luria- Bertani Broth bir¢ok bakteri tiiriiniin biiyiimesi i¢in hizli ve
zengin bir besi ortamudir. Bu deneyde kismi enzim saflastirmasinin ilk asamasinda kitinaz
aktivitesi yiiksek oldugu belirlenen bakteri kiiltiirlerinin yetistirilmesi igin kitin icerikli

LB besiyeri kullanildi.
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Fosfat- Sitrat Tamponu (0.2M)

3.1.4.Calismada kullamilan tampon cozeltiler

pH Degeri pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5
Bilesimi g/100 ML | g/100 ML | g/100 ML | g/100 ML
Na:HPO4 1.36¢g 1.56 g 1.83¢g 2.06 g
CeHsO7 1.29¢ 1.17¢g 1.02¢g 0.89¢

Cizelge 3.1. Fosfat- Sitrat Tamponu Hazirlanmasi (Anonim, 2007)

pH 4.0- 5.5 aralig1 i¢in kullanilan tampondur. pH’ lar1 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 olan 4 farkh pH’
da ¢ozelti hazirlandi. Bilesimde belirtilen NaaHPO4 ve CsHgO7 50 ML distile su igerisine
farkli pH’ lar i¢in belirtilen miktarlarda tartilarak eklendi. pH 6l¢iimii yapildiktan sonra
hacim 100 ML’ ye tamamlandi. pH ayarlamasi islemi i¢in HCI ve NaOH kullanild1.

Sekil 3.1. Fosfat-Sitrat tamponu
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Sodyum- Fosfat Tamponu (0.2M)

Bilegimi g/L

NaHPO4.2H.O | 35.61 g/L

NaH2PO4 27.6 g/L

Cizelge 3.2. Sodyum-Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi (Anonim, 2007)

pH 6.0- 8.0 aralig1 i¢in kullanilan tampondur.PH’ lar1 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 olmak {izere
5 farkli pH’ da ¢ozelti hazirlandi. Bilesimde belirtilen kimyasallar 1° er litre hazirland1 ve
sonra NaoHPO4.2H20 ‘den 77 ML, NaH2PO4’ den 23 ML olacak sekilde 50 ML ¢Ozelti
hazirlandi ve pH 6l¢iimii yapildiktan sonra hacim 100 ML’ ye tamamlandi. pH ayarlamasi
islemi i¢in H3PO4 ve NaOH kullanild1.

Sekil 3.2. Sodyum-Fosfat tamponu
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Glisin- NaOH Tamponu (0.2M)

pH Degeri pH 8.5 pH 9.0 pH 9.5 pH 10.0 Ph 10.5
Bilesimi 9/100 ML | g/100 ML | g/100 ML | g/100 ML | g/100 ML
C2oHsNO: 15¢g 15¢g 15¢g 15¢g 15¢g
NaOH 0.06 g 0.14 ¢ 0.27¢g 051¢g 0.62g

Cizelge 3.3. Glisin-NaOH Tamponunun Hazirlanmasi (Anonim, 2007)

pH 8,5- 10,5 aralig1 i¢in kullanilan tampondur. pH’ lar1 8.5, 9.0, 9.5, 10.0,10.5 olan 5
farkli pH’ da ¢ozelti hazirlandi. Bilesimde belirtilen C2HsNO2 ve NaOH 50 ML distile su
icerisine farkli pH’ lar igin belirtilen miktarlarda tartilarak eklendi. pH &lgimi
yapildiktan sonra son hacim 100 ML’ ye tamamlandi. pH ayarlamasi islemi i¢in HCI ve

NaOH kullanild:.

Sekil 3.3. Glisin-NaOH tamponu



Boraks- NaOH Tamponu (0.2M)

pH Degeri pH11.0 [pH11.5 [pH12.0 [pH 125
Bilesimi 9/100 ML |g/100 ML | g/100 ML | g/100 ML
Na2[B40O5(0OH)4].8H20 212 ¢ 212 ¢ 212 ¢ 212 ¢
NaOH 1.38¢ 2.02 ¢ 2.34 g 2.98 ¢

Cizelge 3.4. Boraks-NaOH Tamponunun Hazirlanmasi (Anonim, 2007)

pH 11- 12.5 aralig1 i¢in kullanilan tampondur. pH’ lar1 11.0, 11.5, 12.0, 12.5 olan 4 farkh
pH’ da ¢06zelti hazirlandi. Bilesimde belirtilen Na2[B40O5(OH)4].8H20 ve NaOH 50 ML
distile su i¢erisine farkli pH”’ lar i¢in belirtilen miktarlarda tartilarak eklendi. pH 6lcimi

yapildiktan sonra son hacim 100 ML’ ye tamamlandir. pH ayarlamasi islemi i¢in HCI ve

NaOH kullanild.

Sekil 3.4. Boraks-NaOH tamponu
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3.1.5.DNS ¢ozeltisi

1 g DNS 50 ML distile su igerisinde ¢ozldi. Uzerine 20 ML, 2 M NaOH ve 30 g K- Na
Tartarat (KNaCsH40s-4H0) ilave edildi. Son hacim tekrardan distile su ile 100 ML’ ye
tamamlandi (Miller, 1959).

3.1.6.Calismada kullanilan fungus tiirleri

Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Phoma tracheiphila

3.1.7.Ince tabaka kromotografisi (TLC) icin kullanilan soliisyonlar

Butanol: Asetik Asit: Su (6:2:2)
Kloroform: Asetik Asit: Su (6:7:1)
Butanol: Metanol: Amonyak: Su (5:4:2:1)

(Kim ve ark., 1995; Singh ve ark., 2004; Ghebregzabher ve ark., 1976)
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3.1.8.Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Yapilan deneylerde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri;

Class 2 steril kabin

Otoklav cihazi (hirayama)
Manyetik karistiric

UV-VIS spektrofotometre (shimadzu uvmini-1240)
Spektrofotometre kivetleri
Vorteks

Santrifij

Etav

Thermoshaker

pH metre

Su banyosu (memmert)
Aerobik inkibatér (memmert)
Buzdolab1

Derin dondurucu

Dijital hassas terazi (presica)
Plastik ve cam petri kaplar1
Cam tlpler

Eppendorf falkon tiipleri
Metal 6ze

Beher

Erlenmayer

Eppendorf tupler

Cam huni

Metal spatil

Tahta spatul

Pens

Bek alevi
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Tartim kaplar1

Distile su

Cam pipet

Otomatik pipetler (10-100 pl,100-1000 pl)
Pipet uclar1

Aliminyum

Makas

Asetat kalemi

Eldiven

Otoklav band1

Silica Gel F254 25 Tlc Aluminium Sheets (20%20)
1 uLl’ lik siringa

Penset
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3.2.Metod

3.2.1.Toprak érneklerinin toplanmasi

Toprak oOrnekleri icin Tokat’ m Almus ilgesinde yer alan Almus Baraj Goli’niin
bulundugu alan gezilerek 6rnek alinacak lokasyonlar belirlendi. Toplama asamasinda

toprak 6rneklerinde bulunan yabanci materyaller dikkatlice temizlendi. Ornekler;

Ornek 1- 2: Camur Alt1 Ornek 9: Kaya Dibi- Camur Yiizeyi
Ornek 3: Camur Y(zeyi Ornek 10: Kaya Arasi
Ornek 4, 5, 6, 7: Kaya Dibi Ornek 11: Kaya Yizeyi

Ornek 8: Camur Y(izeyi

Sekil 3.5. Toprak 6rneklerinin toplanmasi

olmak tizere 11 farkli lokasyondan toplandi ve 6nceden etiketlenmis ve steril edilmis olan
stok siselerine konuldu. Izolasyon ¢alismasi icin laboratuvara getirilen drnekler, +4 °C’

de buzdolabinda saklandi.
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3.2.2.Toprak orneginden elde edilen bakterilerin saflastirilmasi, matriks karisim

ile stoga alinmasi ve saklanmasi

Her bir drnege ayr1 ayri seri diliisyon yapildi. 107° ‘a kadar seyreltilen toprak 6rneklerinin
seyreltilmesi swrasinda, bakterileri turgor basinci sebebiyle kaybetmemek adina,
orneklerin her birinin sirayla dilisyonlarinin yapilmasma dikkat edildi. Seyreltilen
ornekler 24- 48 saat aerobik inkiibatérde 37 °C* de bekletildi. Inkiibatérden cikarilan
ornekler NA besiyerine yayma ekim metodu ile ekildi. 24 saat inkiibatorde birakildiktan
sonra agar plaklarda gelisen farkli kolonilerin her biri MHA” a ayr1 ayr ekildi. Saf hale
getirilen bakteri kolonilerinin her biri 1 er ML NB icerisine inokule edildi ve
voktekslenerek iyice karismasi saglandi. Ardindan Prof. Dr. Isa KARAMAN tarafindan
hazirlanan ve steril edilmis olan matriks karisimi, steril eppendorf tiiplerine 0.5 g olacak
sekilde aktarildi.  Matriks karisiminin bulundugu eppendorflara NB besiyerinde
bekletilen bakteri kiiltiirlerinden 60 pL mikropipet yardimi ile damlatilarak stoga alind1.
Stoklarin her birine > B’” harfi ile B-1, B-2, B-3, ... seklinde etiketleme yapildi.

Sekil 3.6. Orneklerin stoga alimasi
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3.2.3.Stoklarin yenilenmesi ve kontrolii

Eppendorflarda bulunan stok kiiltiirleri steril kabine alindi. Her bir stok i¢in bir durham
tipu etiketlendi ve igerisine 1 ML NB eklendi. Steril tahta spatdl ile 1 ML NB igerisine
stok kilttrtinden eklendi ve vortekslendikten sonra MHA besiyerine 5 pl damlatildi.

16 farkli bakteri ekimi yapilabilecek sekilde petri kaplarinin ¢izimleri yapildi ve
damlatma metodu ile ekim yapildi. Her bakteri tireme gosterdigi i¢in bakterilerin stoga
alinmasi veya stoklarin muhafaza edilmesi sirasinda bir problem olmadigi tespit edildi ve

deneylere devam edildi.

Sekil 3.7. Stoklardan alinan 6rneklerin damlatma metodu ile ekimi
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3.2.4.Standart kolloidal Kkitinin hazirlanmasi

5 g kitin mixerden gegirilerek toz haline getirildi ve 60 ML HCI’ ¢ yavasca ilave edildi.
Manyetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra ¢alkalamali inkiibatérde +4 °C’ de 24
saat yilksek devirde (400 dk/devir) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiktan sonra karigimin igerisine 2 L (% 95” lik) soguk etanol eklendi ve 25 °C’
de 24 saat bekletildi. Karigim 5000 rcf” de 20 dk +4 °C’ de santrifiij edilerek olusan
presipitat (cokelti) toplandi. Elde edilen presipitat kaba filtre kagidi (Whatmann, 5)
Uzerine konuldu ve ph degeri 7 oluncaya kadar steril distile su ile yikama yapildi (Wen
ve ark., 2002; Kuzu ve ark., 2012).

RCF= 1.12x r x (rpm/ 1000)2

(rcf= Rolatif santrifiij kuvveti, rpm= dakikadaki devir sayisi, = rotor yarigapi)
=1.12x 100 x (rpm)>?/ (1000)?
=500/112 x (1000)? = (rpm)?

44.642.857 = (rpm)?

Rpm= 6681

5000 rcf = 6681 rpm oldugu igin,

20 dk olan santrifiij stiresini 6000 rpm i¢in 30 dk’ ya gevirerek uygulandi.
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Sekil 3.8. Kolloidal kitin hazirlanmasi

33



3.2.5. Standart kolloidal kitin kullamlarak hazirlanan chda agarda kitinaz iireten

bakteri suslarinin tespit edilmesi

Sekil 3.9. Kullanilan petri kaplarmin bélinmesi

Petri kaplar1 sekildeki gibi 4 boliime ayrildi ve numaralandirildi. 130 farkli bakteri i¢in
daha 6nceden hazirlanmis olan stok kiiltiirleri steril kabine alindi. Her bir stok i¢in bir
durham tupu etiketlendi ve icerisine 1 ML NB eklendi. Steril tahta spatdl ile 1 ML NB
icerisine stok kiiltlirlinden eklendi ve vortekslendi. Daha sonra CHDA besiyerine igne
0ze yardimiyla batirma kiiltiirii yontemiyle ekimleri yapildi. 37 °C* de 72 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu bakterilerin clear zone olusturup

olusturmadig1 gézlemlendi ve olusan clear zone ¢aplar1 6lgiildii (Asmani ve ark., 2020).
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3.2.6.Bocek ekzo iskeletleri (crab shells) kullanarak kolloidal kitin hazirlanmasi

Bocek ekzo iskeletlerinden olusan kitinden kolloidal hazirlanmasi standart kitinden
kolloidal kitin hazirlanmasi protokolii ile aynidir. Sadece kullanilan miktarda farklilik
vardir. Bocek ekzo iskeletlerinden olusan kitin mixerden gegirilerek toz haline getirildi
ve tartildi. Total agirlik 2.5 g olarak belirlendikten sonra tartilmis olan kitin 30 ML HCI’
e yavasga ilave edildi. Manyetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra ¢alkalamali
inkubatorde +4 °C’ de 24 saat yiiksek devirde (400 dk/devir) inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra karigimin igerisine 1 L (%95’ lik) soguk etanol
eklendi ve 25 °C’ de 24 saat bekletildi. Karisim 5000 rcf” de 20 dk +4 °C’ de santrifiij
edilerek olusan presipitat (¢okelti) toplandi. Elde edilen presipitat kaba filtre kagidi
(Whatmann, 5) lizerine konuldu ve ph degeri 7 oluncaya kadar steril distile su ile yikama
yapildi (Wen ve ark., 2002; Kuzu ve ark., 2012).

3.2.7.Bocek ekzo iskeletleri (crab shells) kullanilarak hazirlanan chda agarda

kitinaz Ureten bakteri suslarinin tespit edilmesi

Bocek ekzo iskeletlerinden elde edilen koloidal kitin ile hazirlanan CHDA Agar’ da petri
kaplar1 yine 4 boliime ayrildi ve numaralandirildi. 130 farkli bakteri i¢in daha dnceden
hazirlanmig olan stok kiiltiirleri steril kabine alindi. Her bir stok i¢in bir durham tiipii
etiketlendi ve icerisine 1 ML NB eklendi. Steril tahta spatll ile 1 ML NB icerisine stok
kiiltiirtinden eklendi ve vortekslendi. Daha sonra CHDA besiyerine igne 6ze yardimiyla
batirma kiiltiirii yontemiyle ekimleri yapildi. 37 °C* de 72 saat boyunca inkiibasyona
birakilds. Inkiibasyon sonucu bakterilerin clear zone olusturup olusturmadig1 gézlemlendi

ve olusan clear zone ¢aplar1 6l¢iildii (Asmani ve ark., 2020).
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3.2.8.Fungal hifler kullanilarak kolloidal kitin hazirlanmasi

Sabauraud %?2 Dextrose Broth her bakteri igin 1 L olacak sekilde (30 g) toplam 3 L
hazirlandi.  Calkalamali inkiibatore sigacak boyutta erlenlere yerlestirilmeden Once

manyetik karstiricida karistirildi. Sonrasinda:

1.Fungus > Aspergillus flavus’’ igin;

Dort tane 500 ML erlen sisesine 250 ser ML olacak sekilde paylastirildi.
2. Fungus ¢ Aspergillus niger’’ i¢in;

Dort tane 500 ML erlen sisesine 250° ser ML olacak sekilde paylastirildi.
3. Fungus ¢’ Phoma tracheiphila’ i¢in;

Iki tane 500 ML erlen sisesine 250° ser ML, dort tane 250 ML erlen sisesine 125° er ML
olacak sekilde paylastirildi.

Bu sekilde calkalamali inkiibatore sigacak sekilde planlanma yapildi. Funguslar inokiile
edildikten sonra 120 rpm’ de 30 °C 48 ila 72 saat inkiibasyona birakildi (Duan ve ark.,
2009; Castrejon-Antonio ve ark., 2020; Wen ve ark., 2002).

Sekil 3.10. SDB igerisine funguslarin inokiile edilmesi

36



37

Sekil 3.11. Aspergillus flavus hifleri

kullanilarak hazirlanan kolloidal kitin

Sekil 3.12. Aspergillus niger hifleri

kullanilarak hazirlanan kolloidal kitin

Sekil 3.13. Phoma tracheiphila hifleri

kullanilarak hazirlanan kolloidal kitin



Sekil 3.14. Funguslarin filtre edildikten sonraki goriintiisii

Calkalamali inkiibatdorde 72 saat inkiibayon siiresini tamamlayan 3 fungus Ornegi
inkiibatorden ¢ikarilip Whatmann kagidinda siiziildiikten sonra petri kaplarina konuldu
ve etiive yerlestirildi. 40 °C’ de kuruyana kadar etiivde bekletildi. Kurutma iglemi

tamamlandiktan sonra funguslar blenderdan gegirildi ve falkonlara konuldu.
Falkonlardaki funguslar;

1.falkon: Aspergillus niger + Aspergillus flavus

2.falkon: Aspergillus flavus+ Phoma tracheiphila

3.falkon: Aspergillus niger+ Aspergillus flavus+ Phoma tracheiphila
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Fungus karisimlarindan 2,5 g tartild: ve falkonlara konuldu. Ug farkli falkona hazirlanmis
olan fungus karigimlarmin her biri 30 ML HCI’ e yavasca ilave edildi. Manyetik
karistiricida iyice karistirildiktan sonra ¢alkalamali inkiibatorde +4 °C” de 24 saat yiiksek
devirde (400 dk/devir) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
karisimm igerisine 1 L (% 95’ lik) soguk etanol eklendi ve 25 °C’ de 24 saat bekletildi.
Karigim 5000 rcf” de 20 dk +4 °C’ de santrifiij edilerek olusan presipitat (¢okelti) toplandi.
Elde edilen presipitat kaba filtre kdgidi (Whatmann,5) tizerine konuldu ve ph degeri 7
oluncaya kadar steril distile su ile yikama yapildi (Wen ve ark., 2002).

3.2.9.Fungal hifler kullamlarak hazirlanan chda agarda kitinaz iireten bakteri

suslarinin tespit edilmesi

Fungal hifler kullanilarak elde edilen koloidal kitin ile hazirlanan CHDA Agar’ da petri
kaplar1 yine 4 boliime ayrildi ve numaralandirildi. 130 farkli bakteri i¢in daha dnceden
hazirlanmis olan stok kiiltiirleri steril kabine alindi. Her bir stok i¢in bir durham tlpl
etiketlendi ve icerisine 1 ML NB eklendi. Steril tahta spatll ile 1 ML NB icerisine stok
kiiltiiriinden eklendi ve vortekslendi. Daha sonra CHDA besiyerine igne 6ze yardimiyla
batirma kiiltiirii yontemiyle ekimleri yapildi. 37 °C” de 72 saat boyunca inkiibasyona
birakild1. inkiibasyon sonucu bakterilerin clear zone olusturup olusturmadig1 gézlemlendi

ve olusan clear zone ¢aplar1 6lgtildii (Asmani ve ark., 2020).
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3.2.10.Kitinaz enziminin kismi saflastirilmasi

Enzim aktivitesinin en ylksek oldugu belirlenen bakteriler yeniden stoktan alindi.
Nutrient broth’ da ¢ogaltilan bakteriler nutrient agara 4 fazli ekim metodu ile ekildi ve
inklibatorde 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Saf olup olmadigi tekrardan kontrol
edilen bakteriler inkiibasyon slresi tamamlandiktan sonra parafilm ile sarildi ve
buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edildi.

Kitinli LB Besiyeri protokole uygun olarak hazirlandiktan sonra her bir bakteri i¢in kitinli
Ib besiyerinden durham tuplerine 5 ML konuldu ve bu 5 ML besiyerinin i¢ine bakteriler
inokiile edildi. Etiketlemesi yapilan tiipler beherlerin icine konulduktan sonra ¢alkalamali

inkiibatore yerlestirildi.

37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilan bakterilerin inkiibasyon siiresi bitinceye kadar
yine protokole uygun olarak her bir bakteri icin 500 ML olacak sekilde % 1 kitinli m9
besiyeri hazirland1. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 5 ml Kitinli LB besiyeri
igerisine inokiile edilmis olan bakteriler 500° er ML % 1 kolloidal kitinli M9 Medium’
unun igerisine aktarildi. Inkiibatore yerlestirildikten sonra 37 °C” de 72 saat inkiibasyona
birakild1. Ug giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri kiiltiirleri 15000 devir/dk ve
+4 °C’ de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar1 alind1 (Folders ve ark., 2000; Kuzu ve
ark., 2012).

RCF=1.12x r x (rpm/1000)?
15000 rcf ve 20dk = 11500 rpm ve 20dk

= 6000rpm ve 38dk

Stipernanatant kaba filtre kagidi (Whatmann 5) ile siiziildii ve iizerine hacminin % 70’ i
kadar soguk % 95’ lik etanol ilave edildi. Hafifge calkaladiktan sonra -18 °C’ de 24 saat
bekletildi.
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Sekil 3.15. Kismi enzim saflagtirma

Etil alkol eklenip -18 °C* de 24 saat bekletilen bakteri siispansiyonu santrifiijlendi.
Protokolde 10000 rpm 20 dk olarak belirtilen devir/dk max prm’ i 6000 olan cihazimiza
gore 30dk olarak revize edildi. Her bir bakteri siispansiyonu 6000 rpm’de 30 dk +4 °C’
de santrifiij edildildi. Her bakterinin peletleri ayr1 ayr1 falkonlarda biriktirildi.

Na;HPO; ——>141.96 g/mol

0.IM=n/v ——>v=1 M=0.1

(M= molar konsantrasyon, n= ¢6zlinen maddenin mol hacmi, v= ¢6zeltinin litresi)
——>141.96x 0.1

—>14.96 g tart ve 1L’ ye tamamla.

1000mlicin  14.96 g

60ml icin X

X=0.8517 g
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Her bakteri stispansiyonu peleti icin NazHPO4 tamponu hazirlandi. pH 6l¢timii yapildi.
pH ayarlamasi i¢in HCI kullanildi ve pH nétrlendi. pH notr hale geldikten sonra peletler
Uzerine ¢oziinene kadar tampon eklendi ve +4 °C’ de sakland1 (Folders ve ark., 2000;
Kuzu ve ark., 2012).

3.2.11. CHDA besiyerinde kitinaz aktivitesinin saptanmasi

Standart kolloidal kitin ile protokole uygun olarak CHDA Agar hazirland1. Etiketlemeleri
yapildiktan sonra CHDA Agar iizerinde durham tiipii ile kuyucuklar a¢ildi. Her bir bakteri
icin ayr1 ayri hazirlanmig olan bakteri+ tampon karisimindan 1° er ML mikropipet

yardimiyla kuyucuklara damlatildi.

Sekil 3.16. CHDA besiyerinde durham tiipii ile agilan kuyucuklar

(kuyucuk cap1 14 cm)

Kuyucuklara bakteri+ tampondan olusan karisimlar damlatildiktan iki saat sonrasindan
itibaren 72 saat boyunda her 4 saatte bir Kkitinin hidrolizi (clear zone olusumu)

g6zlemlendi ve sonuclar tablo ve grafik haline getirildi (Kuzu, 2008).
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3.2.12.Kitinaz aktivitesinin DNS ile saptanmasi

Kismi saflastirilmis enzim preparasyonlarindan 0.5 ML ve substrat olarak kullanilan %
1’ lik kolloidal kitin+ tampon karisimmdan 0.5 ML bir durham tipinde iyice
karistirildiktan sonra 37°C” de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan iglerine 1 ML DNS
(Dinitrosalisilik asit) soliisyonu eklendi, 5 dk manyetik karistiricida kaynar suyun
icerisine konuldu ve kaynatildi. Kaynatma islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin
sogumast beklendi. Sonrasinda 7000 rpm ve +4 °C’ de, 30 dk santrifiij edildi ve
sipernatantlar temiz tiiplere alindi. Blank (Kor) ile spektrofotometre sifirlandi ve
sonrasinda 550 nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometre ile degerler okundu ve

okunan degerler kaydedildi (Ferrari ve ark., 2014; Kuzu, 2008; Aygan, 2008).

Kullanilan tampon: 1 ML 0,2 M Sodyum- Fosfat Tamponu (pH =7)
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3.2.13. Tlc kromotografisi

Tlc kagidinin uzunlugu: 8.2 cm ve genisligi: 4.6 cm olacak sekilde kesildi. Alt ve iist
kismindan 1 cm olacak sekilde ¢izgiler ¢izildi. Sonrasinda kullanilacak olan ti¢ farkli

soliisyon protokole uygun olarak hazirlandi ve soliisyonlar tanklarin i¢ine aktarildi.

1. Soliisyon; Butanol: Asetik asit: Distile su (6:2:2)

2. Solusyon; Kloroform: Asetik asit: Distile su (6:7:1)

3. Solusyon; Butanol: Metanol: Amonyak: Distile su (5:4:2:1)

(Kim ve ark., 1995; Singh ve ark., 2004; Ghebregzabher ve ark., 1976)

Tlc kagidi iizerine iki nokta isaretlendi ve aralarimda 1 cm bosluk olacak sekilde bir nokta
Uzerine 5 pL % 4’ liikk glikoz, diger isaretlenen nokta lizerine kismi olarak saflastirilmis

olan B-98, B-123 ve B-124 numarali enzimlerden 10 pL damlatildi Tamamen

kuruduktan sonra tlc kagitlar1 tankin igine yerlestirildi (Arabaci, 2011).

o

Sekil 3.17. Kullanilan tlc tank1

Yaklasik 35 dk sonra yani soliisyon belirlenen iist noktaya ulastiktan sonra penset
yardimiyla tanktan ¢ikarildi ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra UV 151k altinda

sonuglar gdzlemlendi, rf degerleri hesaplandi ve sonuglar kaydedildi.
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3.2.14.Enzim aktivitesinin belirlenmesi icin NAG standart grafigi olusturulmasi

N-asetil glukozamin saf su igerisinde c¢oziildii. Bu c¢ozeltiden 5 farkli tiipe farkl
miktarlarda alinarak iizerine 1 ML DNS soliisyonu eklendi ve 10 dakika kaynatildi.
Sogumasi beklendikten sonra 540 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iildii. Caligsma ti¢ tekrarli
sekilde yapildi. Ug tekrarda elde edilen sonuglarm ortalamalar1 alinarak grafik
olusturuldu. Standart NAG ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan grafigin egim ¢izgisinden
elde edilen denklemde absorbans degerleri yerine konularak enzim aktiviteleri belirlendi

(GOrmez,2014).

1 dakikada 1 pmol N-Asetil glukozamin agiga ¢ikmasi i¢in gerek olan enzim miktari, 1

unite (U) enzim aktivitesi olarak belirtilmistir (Y1lmaz,2019).
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3.2.15.Bradford metodu kullanilarak protein miktarinin belirlenmesi

Bradford reaktifinin hazirlanisi

Bos bir beherin i¢ine 50 ML etil alkol (% 95’ lik) ve 100 ML fosforik asit (% 85’ lik)
eklendi. Uzerine 0.1 g Commassie brillant blue G-250 ilave edildi. Sonrasinda 1000 ML’
ye tamamlanicaya kadar distile su ilave edilip karistirildiktan sonra karanlik bir ortamda
bir gece boyunca bekletildi. Bir gece karanlikta bekletildikten sonra filtre kagidinda

stzulda.

Bradford metodu

Bu yontemle negatif yikli olan Commassie Brillant G-250 boyasmin proteinlerdeki
pozitif yiike baglanmas1 6zelliginden faydalanilmistir. Standart olarak BSA (S1gir serum
albiimin) kullanild1. Oncelikle BSA’ dan 1 mg/ML stok ¢dzelti hazirland1. Hazirlanan
stok saf su kullanilarak seyreltildi. Onceden hazirlanmis olan Bradford reaktifinden 1 ML
eklendi ve 10 dk karanlik bir ortamda bekletildikten sonra spektrofotometrede 595 nm’
de absorbans degeri Olclldi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak grafik

olusturuldu.

Kismi saflasgtirilmig enzim preparasyonlarmin (50 pl) lizerine daha 6nceden hazirlanmis
olan Bradford reaktifinden 1 ML eklendi. Karanlik bir ortamda 10 dk bekletildikten sonra
spektrofotometrede 595 nm’ de absorbans degeri 6l¢iildi. Blank (kor) olarak enzim
yerine ayni miktarda distile su kullamldi. Olgiim sonuglari, olusturulan grafigin egilim
cizgisinden elde edilen formiilde yerine konularak Orneklerdeki protein miktarlar:

hesaplandi (Y1ilmaz, 2019).

46



3.2.16. Kitinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi

Fosfat- Sitrat Tamponu (0.2 M)

4.0, 4.5, 5.0, 5.5 araliklarindaki pH degerlerinde kitinaz enziminin aktivitesini belirlemek

i¢in kullanildi.

Sodyum- Fosfat Tamponu (0.2 M)

6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 araliklarindaki pH degerlerinde kitinaz enziminin aktivitesini

belirlemek i¢in kullanildi.

Glisin- NaOH Tamponu (0.2 M)

8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5 araliklarindaki pH degerlerinde kitinaz enziminin aktivitesini

belirlemek i¢in kullanild:.

Boraks- NaOH Tamponu (0.2 M)

11.0, 11.5, 12.0, 12.5 araliklarindaki pH degerlerinde kitinaz enziminin aktivitesini

belirlemek i¢in kullanildi.
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Kismi saflagtirilmig enzim preparasyonlarmdan 0.5 ML ve substrat olarak kullanilan %
5’ lik kolloidal kitin+ kullanilacak tampon karisimindan 0.5 ML bir durham tipunde iyice
karistirildiktan sonra 37 °C’ de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan iglerine 1 ML DNS
(Dinitrosalisilik asit) solisyonu eklendi, 5 dk manyetik karistiricida kaynar suyun
igerisine konuldu ve kaynatildi. Kaynatma islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin
sogumast beklendi. Sonrasinda 6000 rpm ve +4 °C’ de, 30 dk santrifiij edildi ve
siipernatantlar temiz tiiplere alndi. Blank (Kor) ile spektrofotometre sifirlandi ve
sonrasinda 550 nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometre ile degerler okundu ve
okunan degerler kaydedildi. (Ferrari ve ark., 2014; Kuzu, 2008) Spektrofotometrede tim
absorbans degerleri Olgiildiikten sonra, Slciilen en yiiksek absorbans degerinin elde
edildigi pH degerinde enzim aktivitesi % 100 kabul edildi. Diger 6lgiilen degerlerin %
aktivitesi en yiiksek aktivite Uzerinden hesapland: (Aygan, 2008).
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3.2.17. Kitinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik de@erinin

belirlenmesi

30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70 °C, 80 °C, 90 °C ve 100 °C sicakliklarinda kitinaz enziminin
aktivite dl¢iimii yapildi. Ug bakteri susu i¢inde aktivitelerinin en yiiksek oldugu belirlenen
pH degerlerindeki tamponlar kullanildi. Kismi saflastirilmis enzim preparasyonlarindan
0.5 ML ve substrat olarak kullanilan % 5’ lik kolloidal kitin+ kullanilacak tampon
karistmmdan 0.5 ML bir durham tiipiinde iyice karistirildiktan sonra belirtilen
sicakliklarda 30 dk inkiibe edildi. Ardindan i¢lerine 1 ML DNS (Dinitrosalisilik asit)
soliisyonu eklenmis, 5 dk manyetik karistiricida kaynar suyun igerisine konuldu ve
kaynatildi. Kaynatma islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin sogumasi beklendi.
Sonrasinda 6000 rpm ve +4 °C’ de, 30 dk santrifiij edilmis ve supernatantlar temiz tliplere
alindi. Blank (Kor) ile spektrofotometre sifirlandive sonrasinda 550 nm dalga boyuna
ayarlanan spektrofotometre ile degerler okundu ve okunan degerler kaydedildi (Ferrari
ve ark., 2014; Kuzu, 2008). Spektrofotometrede tim absorbans degerleri 6lgiildiikten
sonra, Ol¢iilen en yiiksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik degerinde enzim
aktivitesi % 100 kabul edildi. Diger 6l¢iilen degerlerin % aktivitesi en yliksek aktivite
Uzerinden hesapland: (Aygan, 2008).
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3.2.18.Kitinaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Kitinaz enziminin sicaklik stabilitesinin saptanmasi amaciyla B-98, B-123, B-124 kodlu
bakteri suslarinin tirettigi enzimler 30-100 °C araligindaki sicakliklarda 3 saat boyunca
on inkiibasyona tabii tutuldu. On inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 0.5 ML enzim
ve 0.5 ML substrat (her bakteri i¢in optimum pH degerinde hazirlanmis) bakterilerin
optimum aktivitelerinin goriildiigi sicaklik degerlerinde 30 dk inkiibasyona birakild.
Inkiibasyoondan sonra enzim+ substrat karisimina 1 ML DNS ¢ozeltisi eklendi ve 5 dk
manyetik karistiricida kaynar suyun i¢inde bekletildi. Kaynatma icin gerekli sure
tamamlandiktan sonra tiiplerin sogumasi beklendi ve 6000 rpm +4 °C ‘de 30 dk santrifiij
islemi yapildi. Stpernatantlar temiz tiiplere aktarildiktan sonra spektrofotometrede 550

nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

Enzimin orijinal aktivitesinin belirlenmesi i¢in 6n inkiibayona tabii tutulmamis olan
enzim ve substrat (her bakteri icin optimum pH degerinde hazirlanmis) optimum
aktivitelerinin goriildiigii sicaklik degerlerinde 30 dk inkiibasyona birakildi ve aktivite

tayini yapild1 (Aygan, 2008).

50



3.2.19.Kitinaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi

Tampon igerisinde bulunan enzimler, saklandiklar1 tampondan kurtarilmak i¢in 6000
rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coktlirme islemi tamamlandiktan sonra (pH
8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0) yeni tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Tamponlardan enzimlerin
tizerine 2 ml eklendikten sonra 3 saat 37 °C’ de 6n inkiibasyona birakildi. On inkiibasyon
stiresi tamamlandiktan sonra 0.5 ML enzim ve 0.5 ML substrat (her bakteri i¢in optimum
pH degerinde hazirlanmig) bakterilerin optimum aktivitelerinin goriildiigii sicaklik
degerlerinde 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra enzim+ substrat
karisimina 1 ML DNS ¢ozeltisi eklendi ve 5 dk manyetik karistiricida kaynar suyun i¢inde
bekletildi. Kaynatma igin gerekli siire tamamlandiktan sonra tiiplerin sogumasi beklendi
ve 6000 rpm +4 °C ‘de 30 dk santrifiij islemi yapildi. Siipernatantlar temiz tiiplere
aktarildiktan sonra spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbans degerleri

okundu (Kuzu, 2008; Aygan, 2008).
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3.2.20. Cesitli kimyasallarin kitinaz enzimi aktivitesi iizerindeki etkilerinin

belirlenmesi

Kullanilan Kimyasallar

1-10 Phenanthroline
BaCl:

CaCl,

CoCl,

CuCl,

EDTA

FeCls

HgCl,

KCI

MgCl,

MnCl;

Na2SO3

NaCl

NiCl,

PMSF

Ure (CH4N20)
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Belirtilen kimyasallarin kitinaz enziminin aktivitesi lizerinde gosterdigi inhibe ve aktive
etkiler belirlendi. Kimyasallar iki farkli konsantrasyonda (1 mM- 5 mM ve % 1- % 5)
hazirlandi. Calisma olan optimum sicaklik ve optimum pH degerleri ile surdurildi.
Deney sonucunda hangi kimyasallarm aktivator etki gosterdigi, hangi kimyasallarin
inhibitor etki gosterdigi ve hangi kimyasallarin higbir etkisi olmadig: tespit edildi ve
sonuglar kaydedildi (Kuzu, 2008).

Sekil 3.18. Enzim aktivitesi iizerine ¢esitli kimyasallarin etkisi

Kimyasallarin kitinaz enzimi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla 0.5 ML enzim
iizerine kimyasallar sirastyla eklendi. 37 °C” de 30 dk 6n inkiibasyon yapild1. Inkubasyon
stiresi tamamlandiginda 0.5 ML enzim ve 0.5 ML substrat optimum sicaklik degerinde
30 dk inkiibe edildi. inkubasyon siiresi tamamlandiktan sonra enzim+ substrat karigimi
Uzerine toplam hacim kadar DNS c¢ozeltisi eklendi ve spektrofotometrede absorbans
degerleri okundu. Blank (Kor) igin kullanilan tiipe kimyasal eklemesi yapilmadi (Kuzu,
2008).
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4. BULGULAR

4.1.Bulgular

4.1.1.Almus baraj goliinden drneklerin toplanmasi, saflagtirilmasi ve stoga

alinmasi

Toprak 6rnekleri Almus Baraj Goliiniin 11 farkli lokasyonundan topland1 ve seyreltilerek
NA besiyerine ekildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir koloni ayr1 ayr1 segilip
tekrardan ekildive saf hale getirildi. Saf hale getirilen bakteriler sivi besiyerine alindi ve

oradan matriks karigimina mikro pipet yardimiyla aktarilarak stoga alindi.

4.1.2.CHDA agarda Kkitinaz iireten suslarin belirlenmesi

Stoga alinan bakteriler CHDA Besiyerine damlatma metodu ile ekildi ve Kitinaz aktivitesi
gosterip gostermedigini anlamak amaciyla clear zone olusturup olusturmadigi incelendi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 60 tane bakterinin kitinaz aktivitesi gosterdigi tespit

edildive bu bakteriler tekrardan stoga alindi.

4.1.3.Kolloidal kitinin hazirlanmasi

Kitin ve HCI protokole uygun oranlarda karistirildiktan sonra ilk denemede 400 devir/
dk’ da calkalamali inkiibatorde 24 saat birakildi. Ayni islem 120 devir/dk olarak bir kez
daha yapildi. Sonrasinda gerekli miktarda etil alkol eklendi 24 saat oda sicakliginda
birakildi. 24 saatin sonunda santrifiij yapildi ve diisiik rpm’ de yapilan ¢alismadan daha
fazla iirlin elde edildigi tespit edildi. Bu yiizden protokolde belirtilen 400 devir/dk 120

devir/dk olarak revize edildi.
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4.1.4.CHDA besiyerinde kitinaz aktivitesinin saptanmasi

Ug farkli kolloidal kitin drnegi kullanarak CHDA Agar hazirlandi.

Bunlara yapilan etiketlemeler;

CHDA AGAR  —> Standart Kitin

CHDA AGAR 1 —— Phoma tracheiphila+ Aspergillus niger + Aspergillus flavus
CHDA AGAR 2 — - Phoma tracheiphila+ Aspergillus flavus

CHDA AGAR 3 — - Bocek ekzo iskletleri (Crab Shells)

CHDA besiyerinde (Standart kolloidal Kitin iceren): 60 bakteride Ureme goruldu.

Bunlardan 12 tanesindeki clear zone olusumu ¢ok giiclii iken geriye kalan 48 tanesinde

zayif clear zone olusumu gorildu.
CHDA Agar i¢in giiclii clear zone olusumu gosteren bakteri kodlart;

B-8
B-35
B-48
B-50
B-57
B-74
B-86
B-98
B-107
B-118
B-123
B-124
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CHDA AGAR 1’ de; 20 bakteride Greme goruldi. Bunlardan 2 tanesindeki clear zone

olusumu giiclii iken geriye kalan 18 tanesindeki clear zone olusumu kabul edilemeyecek

kadar miktarda oldu.
CHDA AGAR 1 i¢in giiclii clear zone olusumu gosteren bakteri kodlart;

B-65
B-118

Sekil 4.1. CHDA 1 besiyerinde kitinaz aktivitesi
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CHDA AGAR 2’ de; 35 bakteride Greme goruldi. Bunlardan 3 tanesinde clear zone

olusumu giiclii iken, geriye kalan 32 tanesindeki clear zone olusumu kabul edilmeyecek

kadar az miktarda oldu.
CHDA AGAR 2 igin guclii clear zone olusumu gosteren bakteri kodlari;

B-54
B-57

Sekil 4.2. CHDA 2 besiyerinde kitinaz aktivitesi
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CHDA AGAR 3’ de; 65 bakteride Greme goruldi. Bunlardan 8 tanesinde clear zone

olusumu ¢ok giiclii iken, geriye kalan 57 tanesinde clear zone olusumu zayif sekilde oldu.
CHDA AGAR 3 i¢in giiclii clear zone olusumu gosteren bakteri kodlart;

B-8
B-46
B-50
B-57
B-74
B-98
B-123
B-124

Sekil 4.3. CHDA 3 besiyerinde kitinaz aktivitesi
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el

Elde edilen sonuglara gore 4 farkli kolloidal kitin i¢erisinde bakterilerin iireme miktar1 en

fazla olandan en az olana dogru sirayla;

CHDA AGAR 3 (Crab Shell)

CHDA AGAR (Standart kitin)

CHDA AGAR 2 (Phoma tracheiphila+ Aspergillus flavus)

CHDA AGAR 1 (Phoma tracheiphila+ Aspergillus flavus+ Aspergillus niger)

olarak belirlendi. CHDA AGAR 1’ de 130 izolat igerisinden 20 izolat gelisme gosterdi.
Bu 20 izolat igerisinden giiclii clear zone olusumu 2 susta meydana geldigi goriildu.
CHDA AGAR 2’ de 130 izolat igerisinden 35 izolat gelisme gosterdi. Bu 35 izolat
icerisinden clear zone olusumunun 3 susta meydana geldigi goriildii. CHDA AGAR 3’ te
130 izolat icerisinden 65 izolat gelisme gostermesine ragmen giiclii clear zone olusumu
8 susta tespit edildi. CHDA AGAR 1, 2 ve 3 protokollerinde yeterli clear zone olusumu
goriilmedigi icin CHDA AGAR protokoliinde en fazla ve en etkili sayida clear zone
olusumu meydana geldigi i¢in tercih edildi ve caligmalara standart kitin protokolii

(CHDA AGAR) lzerinden devam edildi.
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4.1.5.Kitinaz enziminin kismi olarak saflastirilmasi

Standart kolloidal kitin i¢eren besiyerinde ¢ok giiglii clear zone olusumu gosteren 12
bakteri igerisinden en etkili olan 6 tanesi se¢ildi ve bu bakteriler 6nce stoklardan alinip
dort fazli ekim metodu ile ekildi sonrasinda protokole uygun olarak dnce kitinli LB
besiyerine, sonra % 1 kolloidal kitin iceren M9 Besiyerine transfer edildi. Santrifuj
edildikten sonra hacimlerinin % 70’ i kadar etil alkol eklendi ve 24 saat -18 °C’ de
bekletildikten sonra tekrar santrifiij edildi (Folders ve ark., 2000; Kuzu ve ark., 2012).

Bakteri Kodu | Hacim Miktar1 | Eklenecek Etil Alkol
B-8 465 ML 325.5 ML
B-57 480 ML 336 ML

3-98 470 ML 329 ML
B-118 475 ML 322.5 ML
B-123 430 ML 301 ML
B-124 440 ML 308 ML

Cizelge 4.1. Kismi Enzim Saflastirmasi igin Gereken Alkol Miktari

e Sipernatant hacminin % 70’ i kadar etil alkol eklendi.

e Siipernatant hacmix 0.7 = Etil Alkol Miktar1
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4.1.6.CHDA agarda kitinaz aktivitesinin belirlenmesi

CHDA Agar tizerine durham tiipii ile kuyucuklar acilmis ve bu agilan kuyucuklara kismi
saflagtirilmis olan enzim preparasyonundan 1 ML damlatilmistir. 37 °C* de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. 2. Saatten itibaren her 4 saatte bir hidroliz zonelariin ¢aplari

Olctilmiistiir. Sonuglar tablo ve grafik haline getirilmistir (Kuzu, 2008).

10. (14. |18. |22. |26. |30. |34. [38. |42. |46. |50.
Ornekler/ |2.S |6.S |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa |Saa
Saatler aat |aat |t t t t t t t t t t t
BBU-57 7 |7 |8 8 8 10 (10.5(125|14 |15 |16 |16 |17

BBU-118 |7 |7 |75 |75 |8 8 9 11 |11 |11 (115|12 |13

BBU-124 |7 |7 |8 9 10512 |15 |17 |18 |21 |23 |23 |23

Cizelge 4.2. CHDA agarda clear zone olusumlari
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Grafik 4.1. CHDA agarda clear zone olugumlari

4.1.7.Kitinaz aktivitesinin DNS ile saptanmasi

Kismi saflagirilmig enzim preparasyonlar1 ve substrat miktarlarinda yanlislik olmamasi
adma farkli konsantrasyonlarda denemeler yapildi. Dogru konsantrasyon belirlendikten

sonra enzim ve substrat 50 °C ve 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan DNS eklendi
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ve kaynatildi. 5 dk kaynatildiktan sonra santrifiij edilmis ve siipernatant temiz tiiplere
almmustir. Spektrofotometre blank ile sifirland1 ve ardindan 560 nm dalga boyunda

absorbans degerleri okunmustur (Ferrari ve ark., 2014 ve Kuzu,2008).

Ornek | Absorbans Degeri
Blank 0.187 A
B-8 0.291 A
B-57 0.243 A
B-98 0.325 A
B-118 0.316 A
B-123 0.370 A
B-124 0.445 A

Cizelge 4.3. DNS ile kitinaz aktivitesi 6l¢iim sonuglari

Her bir bakteri i¢in absorbans Ol¢limleri ii¢ seri seklinde yapilmis ve bu degerlerin

ortalamalar1 alinarak sonuglar ¢izelgehaline getirilmistir.

CHDA Agarda yapilan kitinaz akitivesi ol¢limii ve dns ile yapilan kitinaz aktivitesi
Olctimleri sonucunda elde edilen verilerden yola ¢ikarak en yiiksek aktivite gosteren ii¢

bakteri susu se¢ilmis ve kalan deneylere bu {i¢ bakteri susu ile devam edilmistir.

4.1.8. TLC kromotografisi

Kismi olarak saflastirilmis olan kitinaz enzimleri substrat ¢Ozeltileri ile 50 °C’ de

reaksiyona sokulmustur. Kitinaz tiirlinlerinin dogrulanabilmesi icin % 4’ lik glikoz
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orneginden 5 er uL marker olarak plak tlizerine 1 pL’ lik siringa ile yliklenmistir.
Uriinlerdende 10 pL vyiiklendikten sonra yiiriitme islemi icin plaklar tanklardaki
¢oziiclilerin igerisine yerlestirilmistir. Hareketli faz olarak ii¢ farkli ¢oziicti kullanilmistir.

Bunlar;

TLC 1; Butanol: Asetik asit: Distile su (6:2:2)

TLC 2; Kloroform: Asetik asit: Distile su (6:7:1)

TLC 3; Butanol: Metanol: Amonyak: Distile su: (5:4:2:1)

(Kim ve ark., 1995; Singh ve ark., 2004; Ghebregzabher ve ark., 1976)

Sekil 4.4. Tlc kromotografi sonuglarmimn uv 151k altinda goriintiilenmesi

Rf = Bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldig1 yol = dmadde

Coziiciiniin aldig1 yol deozelt
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esitligi izerinden hesaplamalar yapilmis ve sonuglar ¢izelge 4.1.8. © de belirtilmistir.

5.8/5.9 5.6/5.9 5.7/6 5.8/6 5.7/6 4.6/6

=0.98 =0.95 =0.95 =0.97 =0.95 =0.77
G 123 G 123 G 123

5.9/6.1 5.7/6.1 6/6.1 5.9/6.1 5.8/6 4.7/6

0.97 =0.93 =0.98 = 0.97 =0.
G 124 G 124 G 124

5.9/6 5.8/6 6/6.1 5.8/6.1 5.1/6 4.4/6

=0.98 =0.97 =0.98 =0.95 =0.85 =0.73

Cizelge 4.4. Rf degerlerinin 6lgtim sonuglar1

*@G: Kontrol olarak kullanilan % 4’ likk glikoz ¢ozeltisi

Kismi olarak saflastirilmis olan enzimlerin hidrolizi sonucu olusan bantlardan elde edilen
sonucglara gore kitinaz enziminin kitini son iirlin olarak glikoza doniistiirdiigii tespit

edilmistir.

4.1.9.Enzim aktivitesinin belirlenmesi icin NAG grafigi olusturulmasi
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N- Asetil Glukozamin

y =2.9423x-0.02
0.7 R2=0.9953

Abs

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
pmol/ ml

Grafik 4.2. N-Asetil glukozamin standart grafigi

N-asetil glukozamin standart egrisi kullanilarak ileride yapilacak olan deneylerdeki
absorbans degerleri egri denkleminde yerine yazilacak ve aktivite degeri hesaplanacaktir.
Sonrasinda elde edilen absorbans degerlerinden en yiiksek olan deger % 100 kabul
edilecek ve geriye kalan degerler bu deger iizerinden yiizde seklinde hesaplanacaktir.

4.1.10. Bradford metodu kullanilarak protein miktarinin belirlenmesi
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BSA Standart Grafigi

0.6
y = 2.5469x + 0.0066
0.5 R%=0.9961

0.4

0.3

Abs (595nm)

0.2

0.1 S

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
BSA (mg/ml)

Cizelge 4.3. BSA standart grafigi

BSA kullanilarak belirlenen grafigin e§iminden elde edilen denklem ile 6rneklerdeki
protein konsantrasyonu belirlenmistir.

Grafikteki egimden elde edilen denklemde (y=ax+b) y degeri yerine eclde edilen
absorbans degerleri konuldugu zaman x degeri enzim igerisindeki bilinmeyen protein
konsantrasyonunu verecektir.

Buna gore;

B-98 kodlu bakteri igin toplam protein miktari: 0.2905 mg/ML
B-123 kodlu bakteri i¢in toplam protein miktari: 0.2412 mg/ML
B-124 kodlu bakteri i¢in toplam protein miktari: 0.3025 mg/ML

olarak bulunmustur.

4.1.11 Kitinaz enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi
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4 farkli tampon ile toplamda 18 farkli pH degerinde c¢alisilmistir. Yapilmis olan
calismalar 3 paralel sekilde gergeklestirilmistir. Cikan sonucglarin ortalamasi alinarak

sonuclar tablo haline getirilmistir.

Sekil 4.5. Kitinaz enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi

Spektrofotometrede tiim absorbans degerleri Olgiildiikten sonra, Olgiilen en yliksek
absorbans degerinin elde edildigi pH degerinde enzim aktivitesi % 100 kabul edilmistir.
Diger Olgiilen degerlerin enzim aktivitesi (%), en yiksek aktivite Uzerinden

hesaplanmigtir (Aygan, 2008).

Fosfat- Sitrat Tamponu
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Fosfat- Sitrat Tamponu
B-98 B-123 B-124
pH 4.0 igin 0.016 A 0.032 A 0.101 A
Aktivite %12.11 %15.92 %20.26
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 4.5 igin 0.045 A 0.079 A 0.118 A
Aktivite %21.87 %30.31 %23.10
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 5.0 i¢in 0.049 A 0.087 A 0.141 A
Aktivite %23.22 %32.76 %26.96
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 5.5 igin 0.053 A 0.104 A 0.196 A
Aktivite %24.56 %37.97 %36.16
Degerleri (%)

Cizelge 4.5. Fosfat- sitrat tamponunda pH 6l¢iim ve aktivite (%) sonuglar1

Sodyum- Fosfat Tamponu
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Sodyum- Fosfat Tamponu
pH 6.0 icin B-98 B-123 B-124
0.098 A 0.132 A 0.223 A
Aktivite %39.71 %46.54 %40.68
Degerleri (%)
pH 6.5 igin B-98 B-123 B-124
0.112 A 0.175 A 0.247 A
Aktivite %44.42 %59.71 %44.70
Degerleri (%)
pH 7.0 icin B-98 B-123 B-124
0.156 A 0.201 A 0.263 A
Aktivite %59.22 %67.67 %47.38
Degerleri (%)
pH 7.5 igin B-98 B-123 B-124
0.177 A 0.215 A 0.276 A
Aktivite %66.29 %71.95 %49.56
Degerleri (%)
pH 8.0 igin B-98 B-123 B-124
0.210 A 0.230 A 0.398 A
Aktivite %77.40 %76.55 %69.98
Degerleri (%)

Cizelge 4.6. Sodyum- fosfat tamponunda pH 6l¢lim ve aktivite (%) sonuglari

Glisin- NaOH Tamponu
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Glisin- NaOH Tamponu
pH 8.5 igin B-98 B-123 B-124
0.252 A 0.235 A 0.577 A
Aktivite %91.53 %78.08 %100
Degerleri (%)
pH 9.0 icin B-98 B-123 B-124
0.277 A 0.272 A 0.502 A
Aktivite %100 %89.41 %87.40
Degerleri (%)
pH 9.5. i¢in B-98 B-123 B-124
0.239 A 0.295 A 0.487 A
Aktivite %87.15 %96.45 %84.88
Degerleri (%)
pH 10.0 i¢in B-98 B-123 B-124
0.217 A 0.298 A 0.450 A
Aktivite %79.75 %97.37 %78.69
Degerleri (%)
pH 10.5 icin B-98 B-123 B-124
0.205 A 0.307 A 0.372 A
Aktivite %75.71 %100 %65.63
Degerleri (%)

Cizelge 4.7. Glisin- NaOH tamponunda pH 6l¢iim ve aktivite (%) sonuglar1

Borax- NaOH Tamponu
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Borax- NaOH Tamponu
B-98 B-123 B-124
pH 11.0 igin 0.123 A 0.214 A 0.220 A
Aktivite %48.12 %71.65 %40.18
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 11.5 igin 0.098 A 0.161 A 0.102 A
Aktivite %39.71 %55.42 %20.43
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 12.0 icin 0.093 A 0.109 A 0.065 A
Aktivite %38.02 %39.50 %14.23
Degerleri (%)
B-98 B-123 B-124
pH 12.5 i¢in 0.045 A 0.098 A 0.063A
Aktivite %21.87 %36.13 %13.90
Degerleri (%)

Cizelge 4.8. Borax- NaOH tamponunda pH 6l¢iim ve aktivite (%) sonuglari
pH degerlerinin 6lgiimleri sonucunda;

B-98 kodlu bakterinin optimum aktivite gosterdigi pH 9.0
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B-123 kodlu bakterinin optimum aktivite gosterdigi pH 10.5
B-124 kodlu bakteri nin optimum aktivite gosterdigi pH 8.5 olarak belirlendi.

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda Almus baraj golii tabanindan

izole edilmis olan bakterilerin iirettigi kitinaz enziminin bazik 6zellik gosterdigi tespit
edildi.

Optimum pH
120
glOO /
380 -~
e
2 60
X
©
€ 40
‘N
[
w20 v/
0
4 450 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10.5 11 11.5 12 125
Ph degeri
e B-08 e B-123 B-124

Grafik 4.4. Optimum pH degerleri

4.1.12 Kitinaz enziminin optimum sicaklhik degerinin belirlenmesi
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8 farkli sicaklik degeri ile (30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C, 90 °C, 100 °C)
caligildi. Yapilmis olan ¢alismalar 3 paralel sekilde gergeklestirilmistir. Cikan sonuglarin

ortalamasi alinarak sonuglar tablo haline getirildi.

pH degerlerinin dlciimleri sonucunda;

B-98 kodlu bakterinin optimum aktivite gosterdigi pH 9.0
B-123 kodlu bakterinin optimum aktivite gosterdigi pH 10.5

B-124 kodlu bakterinin optimum aktivite gosterdigi pH 8.5 olarak belirlendi ve optimum
sicakhik degeri belirlenirken bu pH araligindaki Glisin- NaOH tamponlar1 kullanildi.

Deney protokole uygun olarak yapildiktan sonra spektrofotometrede tiim absorbans
degerleri Olciildii ve Olgiilen en yiiksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik
degerinde enzim aktivitesi % 100 kabul edildi. Diger dlgiilen degerlerin % aktivitesi en

yuksek aktivite (izerinden hesaplandi (Aygan, 2008).
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Sicaklik B-98 B-123 B-124
30°C 0.071 A 0.165 A 0.301 A
Aktivite %30.32 %54.20 %40.41
Degerleri (%)
35°C 0.150 A 0.237 A 0.416 A
Aktivite %56.65 %75.30 %54.88
Degerleri (%)
36°C 0.198 A 0.281 A 0.458 A
Aktivite %72.64 %88.19 %60.17
Degerleri (%)
37°C 0.270 A 0.300 A 0.579 A
Aktivite %96.63 %93.76 %75.40
Degerleri (%)
38°C 0.272 A 0311 A 0.653 A
Aktivite %97.30 %96.98 %84.72
Degerleri (%)
39°C 0.278 A 0.317 A 0.720 A
Aktivite %99.30 %98.74 %93.15
Degerleri (%)
40°C 0.280A 0.320 A 0.775 A
Aktivite %100 %100 %100
Degerleri (%)

Gizelge 4.9. 30-40 °C aras1 sicakliklarda absorbans ve aktivite (%) degerleri
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Sicaklik B-98 B-123 B-124
50°C 0.262 A 0.237 A 0.620 A
Aktivite %93.96 %75.30 %80.56
Degerleri (%)
60 °C 0.244 A 0.212 A 0.476 A
Aktivite %87.97 %67.97 %62.44
Degerleri (%)
70°C 0.170 A 0.110 A 0.265 A
Aktivite %63.31 %38.09 %35.88
Degerleri (%)
80°C 0.120 A 0.045 A 0.243 A
Aktivite %46,65 %19.04 %33.11
Degerleri (%)
90°C 0.041 A 0.027 A 0.170 A
Aktivite %20.33 %13.77 %23.92
Degerleri (%)
100 °C 0.034 A 0.017 A 0.044 A
Aktivite %17.99 %10.84 %8.06
Degerleri (%)

Cizelge 4.10. 50- 100 °C aras1 sicakliklarda absorbans ve aktivite (%) degerleri
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Yapilan deneyler sonucunda elde edilen bilgiler 1513inda Almus baraj golii tabanindan
izole edilmis olan bakterilerden elde edilmis olan enzimler farkli sicaklik degerlerinde
inkiibe edildi. Bu inkiibasyonlar1 takiben enzimlerin absorbans ol¢iimleri yapildi
Spektrofotometre ile 550 nm dalga boyunda yapilmis olan absorbans 6lctimleri
sonucunda B- 98, B- 123 ve B- 124 numarali bakterilerin optimum sicakliklarmm 40 °C
oldugu ve dolayisiyla mezofilik karakterde olduklari tespit edildi.

Optimum Sicaklik

30 35 36 37 38 39 40 50 60 70 80 90 100

Sicaklik

120

100

[
o

6

o

4

o

Enzim aktivitesi ( %)

2

o

o

mB-98 mB-123 mB-124

Grafik 4.5. Optimum sicaklik degerleri
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4.1.13. Kitinaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi

B- 98 B- 123 B- 124

pH % pH % pH %

8.0 70.63 8.0 80.46 8.0 72.01
8.5 84.70 8.5 83.08 8.5 100
9.0 100 9.0 90.63 9.0 89.43
9.5 90.28 9.5 94.41 9.5 84.68
10.0 69.57 10.0 95.86 10.0 79.50
10.5 68.24 10.5 100 10.5 71.29
11.0 66.65 11.0 79.30 11.0 52.71
12.0 40.36 12.0 47.93 12.0 24.91

Cizelge 4.11. Kitinaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi
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Grafik 4.6. pH stabilitesi degerleri
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4.1.14 Kitinaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

B- 98 B- 123 B- 124
Sicaklik % Sicaklik % Sicaklik %

30°C 78.22 30°C 78.74 30°C 59.21
40°C 100 40°C 100 40°C 100
50°C 77.22 50°C 73.92 50°C 91.03
60°C 69.97 60°C 71.94 60°C 73.38
70°C 54.48 70°C 52.68 70°C 45.64
80°C 40.73 80°C 36.82 80°C 33.03
90°C 29.24 90°C 29.74 90°C 24.38
100°C 23.74 100°C 25.21 100°C 14.89

Cizelge 4.12. Kitinaz Enziminin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi
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Grafik 4.7. Sicaklik stabilitesi degerleri
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4.1.15.Cesitli kimyasallarin kitinaz enzimi aktivitesi iizerindeki etkilerinin

belirlenmesi
B-98 Kodlu Bakteri
Kimyasal Konsantrasyon/ Konsantrasyon /
Aktivite (%) Aktivite (%)

Na>SO3 I1mM/+%1.3 5mM/ - % 4.7
1-10-Phenanthroline 1mM/+%5.8 5mM/ + % 3.49
CH4N20 1mM/+ % 3.66 5mM/ - % 17.87
PMSF 1mM/+ % 3.26 5 mM/ - % 18.54
CuCl2.2H20 1mM/+9%27.13 5 mM/ + % 55.81
MgCl2.6H20 I1mM/+%?29 5mM/ - % 2.48
BaCl..2H.0 1 mM/+ % 24.31 5mM/ - % 13.62
FeClz 1mM/-%1.39 5 mM/ + % 13.22
MnCl2.4H20 1mM/+ % 16.87 5mM/ - % 12.85
KCI I1mM/+%2.1 5 mM/ + % 26.91
HgCl> 1mM/-%5.35 5mM/ - % 17.66
CaCl 1mM/ -%6.67 5 mM/ + % 8.84
NiCl> 1mM/ + 9% 32.08 5mM/ + % 22.14
CoCl> 1 mM/+ 9% 16.15 5 mM/ + % 18.47
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Cizelge 4.13. Cesitli Kimyasallarin B-98 Kodlu Bakterinin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi




B-123 Kodlu Bakteri

Kimyasal Konsantrasyon/ Konsantrasyon /
Aktivite (%) Aktivite (%)
Na>SO3 1mM/+%5.23 5mM/ - % 8.98

1-10-Phenanthroline

1mM/ -%11.77

5mM/-% 6.14

CHsN20 1mM/+ % 4.53 5mM/ - % 13.61
PMSF 1mM/+ % 6.19 5mM/ - % 15.74
CuCl2.2H20 1mM/ + %37.06 5mM/ + % 52.83
MgCl.6H20 1mM/+ % 13.29 5mM/ - % 3.76
BaCl..2H.0 1mM/+ %240 5mM/ - % 3.74
FeClz 1mM/-%9.32 5mM/ + % 2.13
MnCl2.4H20 1mM/+ % 24.16 5mM/ - % 6.28
KCI 1mM/+ 9% 16.42 5mM/ + % 44.71
HgCl> 1mM/+%3.42 5mM/ - % 8.73
CaCl 1mM/+%17.30 5 mM/ + % 3.68
NiCl> 1 mM/ + % 44.85 5 mM/ + % 36.67
CoCl> 1mM/-% 15.29 5mM/ - % 10.12
EDTA 1mM/ -%4.63 5mM/ - % 8.85
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Cizelge 4.14. Cesitli Kimyasallarin B-123 Kodlu Bakterinin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi




B-124 Kodlu Bakteri

Kimyasal Konsantrasyon/ Konsantrasyon /
Aktivite (%) Aktivite (%)
Na>SO3 1mM/-%1.64 5mM/ - % 3.26

1-10-Phenanthroline

1mM/+%10.11

5 mM/ + % 22.78

CHsN20 1mM/+ % 19.43 5 mM/ - % 26.85
PMSF I1mM/+ % 7.89 5mM/ - % 11.57
CuCl2.2H20 1 mM/+ % 49.36 5 mM/ + % 58.23
MgCl,.6H20 1mM/+ % 26.13 5mM/-%7.71
BaCl..2H.0 1 mM/+ 9% 15.22 5mM/ - % 16.08
FeClz 1 mM/+ % 8.36 5mM/-% 2.34
MnCl..4H.0 1mM/+ % 31.27 5mM/ - % 1.56
KCI 1 mM/+ % 39.45 5 mM/ + % 53.58
HgCl> 1mM/-%12.94 5 mM/ - % 27.83
CaCl 1mM/-%6.32 5 mM/ + % 9.27
EDTA 1mM/-% 1.97 5mM/ - % 5.38
CoCl 1 mM/+ % 37.04 5mM/ + % 41.71
NiCl 1 mM/+ % 31.22 5mM/ + % 10.14
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Cizelge 4.15. Cesitli Kimyasallarm B-124 Kodlu Bakterinin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi




Kimyasallarin enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlendigi bu calismada
bakteriler lizerinde aktivite artisina sebep olan, aktivite azalmasmna sebep olan ve
bakterilerin enzim aktivitesi iizerinde etkisi yok sayilacak kadar az olan kimyasallar tespit

edildi. Bu ¢aligmaya gore;
B-98 Bakterisinin enzim aktivitesi igin:

e Aktivite artisina neden olan kimyasallar

CuClz (% 55.81), NiCl, (% 32.08), KCI (% 26.91), CoCl> (% 18.47), FeClz (% 13.22),
1-10-Phenanthroline (% 5.8)

e Aktivite azalmasina neden olan kimyasallar
PMSF (% 18.54), CH4NO- (% 17.87), HgCl> (% 17.66)

e Etkisi ihmal edilebilecek kimyasallar (% 5’ ten daha az etki edenler)
NazSO3 ve MgCl,

e BaCly, ve MnCl; 1mM’ da enzim aktivitesini arttirirken 5 mM” da enzim
aktivitesini azaltmistir.

e CaCl; ImM’ da enzim aktivitesini azaltirken 5 mM’ da enzim aktivitesini
arttirmastir.

B-123 Bakterisinin enzim aktivitesi icin:

e Aktivite artisina neden olan kimyasallar
CuClz (% 52.83), NiCl2 (% 44.85), KCI (% 44.71), CaClz (% 17.30), MgCl. (% 13.29)
e Aktivite azalmasma neden olan kimyasallar

CH4sNO2 (% 13.61), CoCl2 (% 15.29), 1-10-Phenanthroline (% 11.77), FeCl3(% 9.32),
EDTA (% 8.85), HgCl2 (% 8.73)

e Etkisi ihmal edilebilecek kimyasallar (% 5’ ten daha az etki edenler)
BaCl,

e NaSO3 PMSF ve MnCl, ImM” da enzim aktivitesini arttirirken 5 mM’ da
enzim aktivitesini azaltmustir.

85



B-124 Bakterisinin enzim aktivitesi icin:

e Aktivite artisina neden olan kimyasallar

CuCl (% 58.23), KCI (% 53.58), CoCl2 (% 41.71), MnCI2 (% 31.27), NiCl2 (% 31.22),
1-10-Phenanthroline (% 22.78), FeCls (% 8.36)

e Aktivite azalmasma neden olan kimyasallar
HgCl> (% 27.83), EDTA (% 5.38)
e Etkisi ihmal edilebilecek kimyasallar (% 5’ ten daha az etki edenler)

NazSO3

e CH4NO2, PMSF, MgCl; ve BaCl, ImM’ da enzim aktivitesini arttirirken 5
mM’ da enzim aktivitesini azaltmistir.

e CaCl, ImM’ da enzim aktivitesini azaltirken 5 mM” da enzim aktivitesini
arttirmistir.
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4.2.Tartisma

Kuzu (2008) Kitinaz enziminin optimum sicaklik ve pH degerini belirlemek i¢in yaptig1
deneyler sonucunda kitinaz enzimi {ireticisi olarak kullandigi Bacillus thuringiensis

bakterisinin, 110 °C ve pH 9.0° da optimum aktivite gosterdigini tespit etmistir.

Yilmaz (2019) Kitinaz enzimi ile ilgili yapmis oldugu tez ¢alismasinda kitinaz enzimi
tireticisi olarak kullandigr Aeromonas sp. BHCO02 bakterisinin optimum aktivitesinin, 30
°C ve pH 7.0’ de oldugunu gozlemlemistir. Ayni1 ¢alisma igerisinde protein miktarini
belirlemek i¢in yapmis oldugu deneyler sonucunda protein miktarmi 0.2509 mg/ML

olarak belirlemistir.

Zhang ve ark. (2014) Kitinaz Ureticisi olarak Aeromonas veroni bakterisini segmislerdir
ve bakterinin optimum aktivite degerlerini pH 5.0 ve 50 °C olarak bulmuslardir. Zarei ve
ark. (2011) Enterobacter sp. kitinazi ile ¢alismalarini ytiriitmiislerdir. Optimum sicaklik
degerini 45 °C ve optimum pH degerini 5.0 olarak bulduklarini belirtmislerdir.Lee ve ark.
(2006) Bacillus sp. bakterisi kitinazi ile ¢alismistir ve optimum sicaklik aktivite degerini

60 °C olarak belirlemislerdir.

Wiwat ve ark. (1999) Bacillus circulans bakterisinin Kitinaz aktivitesi gosteren No.4.1
susu ile deneylerini siirdiirmiislerdir. Yapmis olduklar1 deneyler sonucunda bakterinin
optimum sicaklik degerinin 40 °C oldugunu ve galistiklart Bacillus circulans No.4.1
susunun Tsujibo ve arkadaslarinin (1992) ¢alismis oldugu Alteromonas sp. 0-7 susu ile
benzerlik gosterdigini  bildirmislerdir. Kopparapu ve ark. (2012) Paecilomyces
thrmophila’ dan klonladigi PtChiA genini Escherichia coli’ ye ekprese ederek
calismalarint siirdiirmiistiir. Yaptiklar1 deneyler sonucunda pH 4.0-10.5 araliginda genis
bir spektruma sahip optimum pH degeri bulmusglardir. Loni ve ark. (2014) Paenibacillus
pasadenensis NCIM 5434 susu ile yaptiklar1 deneyler sonucunda kitinaz enziminin
optimum degerlerini pH 10.0 ve 37 °C olarak bulmuslardir. LeCleir ve arkadaslari
Paenibacillus rifitoensis M2-26 susunun pH 10’ da optimum aktivite gosterdigini

bildirmisglerdir.
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Pleban ve arkadaglar1 B.licheniformis JS susunun kitinaz enzim aktivitesi 6l¢iim deneyleri
sonucunda optimum pH degerinin 5 ve 11 arasinda genis bir spektruma sahip oldugunu
tespit etti. Ayn1 zamanda ¢alismis oldugu baska bir ¢alismada da Bacillus cereus un

optimum sicakligmim 40°C oldugunu tespit etti.

Literatiir taramalarindan edinilen bilgiye gdre mikrobiyal olarak elde edilen kitinaz
enzimi ¢ok genis pH araliklarinda yiiksek aktivite gosterebilmektedir. Bu genis spektrum
kullanim alanlar1 agisindan cesitlilik saglamaktadir. Yapilan deneyler sonucunda elde
edilen verilere gore enzim aktivitesinin yiliksek oldugu belirlenmistir. Yiiksek enzim
aktivitesi sayesinde daha az enzim {iiretimi yapilarak, hem maliyet diisiiriilebilir hemde

verim arttirilabilir.

88



5. SONUC

Tokat Almus Baraj golii tabanmin 11 farkli bolgesinden toprak 6rnekleri alindi. Toprak
ornekleri diliisyon yapildiktan sonra MHA besiyerine ekildi, saflastirildi ve bu
islemlerden sonra 130 farkli bakteri susu elde edildi.

Calismada ti¢ farkli kitin tiiriinden elde edilen kolloidal kitin ile ¢alisildi. Bu Kitin turleri;
Standart kitin, bdcek ekzo iskeletlerinden elde edilen kitin (crab shells) ve fungal
hiflerden elde edilen kitindir. Bu 130 bakteri susu, {i¢ farkli kolloidal kitin tiiriiyle
hazirlanan CHDA besiyerlerine ekildikten sonra, standart kolloidal kitin ile hazirlanan
CHDA besiyerinde en fazla ve en etkili sayida clear zone olusumu meydana geldigi
gbzlemlendi. Standart kolloidal kitin kullanilarak hazirlanan CHDA besiyerinde iireme
meydana gelen 60 bakteri susunun, saf kiiltiirleri matriks icerisine stoga alindi ve
calismalara bu bakteri suslari igerisinde gii¢lii clear zone olusumu gosteren 12 bakteriden,
en giclu zone veren 6 tanesi secilerek devam edildi.

En gii¢lii clear zone olusumu gdsteren 6 bakteri 6rnegi kismi olarak saflastirildiktan sonra
bu kismi saflastirilan enzim preparasyonlart CHDA besiyerinde durham tiipii ile acilan
kuyucuga damlatildi. 72 saat boyunca dort saatte bir hidroliz zonelar1 6l¢iildii ve sonunda
en fazla zone veren bakterilerin B-98, B-123 ve B-124 numarali bakteri suslar1 oldugu
belirlendi. Ayni 6 bakterinin DNS ile kitinaz aktivitesi Ol¢iildii§ii zaman en yiiksek
absorbans degerlerinin yine B-98, B-123 ve B-124 numarali bakteri suslarma ait oldugu
belirlendi. Bu iki aktivite 6l¢iim deneyinde de daha aktif etki géstermis olan bu {i¢ bakteri
susu ile deneylere devam edildi.

Bradford metodu ile enzim aktivitesi en yiiksek olan {i¢ bakterinin protein miktarlar
belirlendi ve sonucunda B-98 kodlu bakteri igin protein miktar1: 0.2905 mg/ ML, B-123
kodlu bakteri i¢in protein miktar:: 0.2412 mg/ML ve B-124 kodlu bakteri igin protein
miktart: 0.3025 mg/ ML olarak bulundu.

Optimum pH ve optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneyler
sonucunda B-98 icin optimum pH: 9.0, B-123 icin optimum pH: 10.5, B-124 icin
optimum pH: 8.5 olarak belirlendi. Optimum sicaklik degerleri ise ii¢ bakteri i¢inde 40
°C olarak belirlendi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak Almus baraj golii tabanindan izole
edilen bakterilerin {iirettigi kitinaz enziminin bazik Ozellik gdsterdigi ve mezofilik
karakterde oldugu tespit edildi.

Enzim aktivitesi lizerine c¢esitli kimyasallarin etkilerinin degerlendirildigi deneyler
sonucunda ii¢ bakteri i¢in ortak olarak bir degerlendirme yapilacak olursa; CuClz, NiCl;
ve KClI enzim aktivitelerinde artisa neden olurken, HgCl2 enzim aktivitelerinde azalmaya
neden olmustur.
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