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OZET

Kitinazlar [E.C.3.2.1.14], B-(1,4) baglh N-asetilglukozaminin lineer bir homopolimeri olan
kitini hidrolizleyen enzimlerdir. Kitin, béceklerin kutikulasinda, kabuklu hayvanlarin
kabuklarinda ve birgok mantarin hiicre duvarlarinda bulumur. Birgok Irichoderma ve
Aspergillus tirleri mantarsal bir konuk veya kolloidal kitin varlifinda kitinaz, B-1,3 glukanaz
gibi hidrolitik enzimleri salgilayan bir kiif mantandir.

Cesitli kiif mantarlarim kitinaz tiretimi yoniinden incelemek ve bu kiif mantarlarinin optimum
enzim {iretim kogullarin1 belirlemek ¢ahgmanin temel amacidar.

Kitinaz (retimi yoninden patates-dekstroz agar ortaminda geligtirilen Zrichoderma
atroviride, Trichoderma reeseii, Trichoderma koningi ve malt-agar ortaminda gelistirilen
Aspergillus niger incelendi. Enzim tretimi, Dana ve ¢alisma arkadaglari tarafindan onerilen
ortamda gerceklegtirildi. Bu kiiflerin spesifik kitinaz aktiviteleri hesaplandi. Bulgulara
dayanarak Trichoderma atroviride ve Aspergillus niger ile ¢aligilmaya karar verildi. Her iki
_ kiif mantan i¢in enzim firetim kosullar1 optimize edildi. Aspergillus niger i¢in; %0,5 kolloidal
kitin iceren ortamin pH’st 5.0 oldufunda, yer degistirme yontemi uygulandifinda ve
kiiltivasyon 30°C’de 24 saat ve c¢alkalayicii su banyosunda gerceklestirildiginde optimum
kogullar elde edildi. Trichoderma atroviride igin ise %0,1 kolloidal kitin iceren ortamin pH’s1
5.0’e ayarlandiginda, yer de@istirme yontemi uygulandifinda ve kiiltivasyon 30°C’de 48 saat
ve calkalayicili su banyosunda gergeklestirildiinde optimum kogullar elde edildi. Ayrica
Trichoderma atroviride’nin karakterizasyonu da gergeklestirildi.

Kitinaz aktivitesi dinitrosalisilik asit yontemi ile tayin edildi. Bu yéntem enzimatik hareketin .
bir sonucu olarak serbest birakilan N-asetilglukozaminin konsantrasyonuna bagl
¢aligmaktadir. Bir tinite kitinaz aktivitesi standart kogullar altinda kolloidal kitinden bir
dakikada 1 pmol N-asetil-B-D-glukozamin olusmasini saglayan enzim miktan olarak
tanimlandi.

Yapilan calismalarin sonucunda Aspergillus niger tarafindan dretilen kitinazin enzim
izolasyonu igin yeterli olmadign gorildi. Elde edilen bulgulara dayanarak bir mutant olan
Trichoderma atroviride tarafindan salgilanan kitinaz miktarimin karakterizasyon ve izolasyon
caligmalan igin yeterli miktarda oldugu sonucuna vanldi.

Anahtar Kelimeler: Kitin, kitinaz, karakterizasyon, indiksiyon, kiif mantarlar.
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ABSTRACT

Chitinases [E.C. 3.2.1.14], are enzymes which hydrolyze chitin, a linear homopolymer of B-
(1,4) linked N-acetylglucoseamine. Chitin is found in the cuticles of insect, the shells of
crustaceans, and the cell walls of many fungi. A lot of Trichoderma and Aspergillus species
are fungi that produce hydrolytic enzymes such as chitinases, B-1,3 glucanases, in the
presence of a fungal host or colloidal chitin.

The main aims of this study are to examine different fungi for chitinase production and to
determine the conditions of optimum enzyme production of these fungi.

Trichoderma atroviride, Trichoderma reeseii, and Trichoderma koningi maintained on patato-
dextrose agar and Aspergillus niger maintained on malt-agar medium. were examined for
chitinase production. The enzyme production was carried out on medium which was proposed
by Dana et all. The specific chitinase activity of these fungi were determined. Then
Trichoderma atroviride and Aspergillus niger were chosen for this study. The conditions of
enzyme production were optimized for each of them. It was shown that the chitinase
production increased for 4spergillus niger when the pH of the medium, which contained
%0,5 colloidal chitin, was adjusted to 5.0, the method of replacement was applied, and the
cultivation was carried out at 30°C for 24 hours with rotary shaker. It was determined that the
chitinase production increased for Trichoderma atroviride when the pH of the medium, which
contained %0,1 colloidal chitin, was adjusted to 5.0, the method of replacement was apphed

and the cultwatlon was carried out at 30°C for 48 hours with rotary shaker.

Chitinase activity was assayed by a dinitrosalicylic acid. This method works on the
concentration of N—acetylglucoseamme which is relased as a result of enzymic action. One
unit (U) of the chitinase activity is defined as the amont of enzyme that is required to relase 1
pmol N-acetyl-p-D-glucoseamine per minute from of dry colloidal chitin solution under assay
conditions.

At the end of this study it is shown that chitinase which produced by Aspergillus niger is not
enough quantity for enzyme isolation. It is concluded that chitinase in quantity which secreted
by Trichoderma atroviride, is a mutant, is enough for characterization and isolation of this

enzyme,

Keywords: Chitin, chitinase, characterization, induction, fungi.



1. GIRIS

Kitin, N-asetil-D-glukozaminin B-1,4 bagl, yiksek molekil agirlikli, ¢oziinmez, lineer bir
homopolimeridir ve dogada selliilozdan sonra en ¢ok bulunan biyopolimerdir. Yengec,
istakoz, mollusk gibi deniz omurgasizlarinin, boceklerin, kabuklularin, eklembacaklilarin,
mantarlarin ve alglerin bashica yapisal bilegenidir (Deshpande, 1986; Chen ve Chang, 1994;
Wagner, 1994; Ilyina vd., 1995, Tanaka vd., 2003).

Kitin, glikozil hidrolazlarin 18. ve 19. ailesine ait olan kitinazlar ve 20. aileye ait olan
kitobiyazlar tarafindan parcalamr. Kitinolitik enzimlerden biri olan kitinazlar [E.C. 3.2.1.14]
bakteriler, viriisler, yiiksek bitkiler, hayvanlar ve insanlar gibi kitin iermeyen organizmalarin
yamisira mantarlar, kabuklular ve bocekler gibi gesitli organizmalarda bulunmaktadir (Jolles
ve Muzzarelli, 1999).

Kitinazlar, bitkilerde kitin igeren patojenlere kargi savunma sistemi olarak davramr. Bakteriler
karbon ve azot kaynad: olarak kullandiklann kitinin asimilasyonu igin kitinazlardan
yararlaniriar. Filamentli mantarlar tarafindan {iretilen kitinazlar hiicre duvarinin guritiilmest,
sporlarin filizlenmesi, hifsel bityiime, hifsel otoliz, sporlarda farklilagma, kitinin asimilasyonu
ve mikoparazitlik gibi gesitli fonksiyonlara sahiptir. Boceklerde tity dokme iglemlerinde veya
kitin igeren materyallerin hazmedilmesinde rol oynar. Kitinazlar, baz tek hiicreli hayvanlar
tarafindan, birgok selentere, nematod, yamugakgalar ve eklembacaklilarin sindirim sisteminin-
farkl doku bezleri tarafindan sentezlenirler. Omurgal hayvanlarda, bazi bocek yiyen kuglarin
ve memelilerin mide mukozasi ve pankreasinda da salgilanir. Bu kitinazlarin fizikokimyasal
ozellikleri ve enzimatik reaksiyonlarinin mekanizmalari birbirlerinden farklidir (Wu vd.,
2001).

Kitinolitik enzimler; biyolojik pest kontroliinde, gida ve yem endiistrisinde, gelisim faktorleri,
tatlandinicilar, tek hiicre proteini iiretimi i¢in ve son olarak kitince zengin atik materyallerin
parcalanmast igin anahtar bir rol oynarlar (Patil vd., 2000).

Biyolojik kontrol; bir orgamizmay: oldiirmek veya kontrol etmek igin canli, bagka bir
organizmanin kullanilmasidir. Biyokontrol sadece zararh organizmalan hedef alan, hizli bir
sekilde yayilan suni bir salgin hastalik yaratir ve biyokontrol ajani hedefini yok etti§inde 6lir
[1].

Biyokontrol ajanlari, bitki hastaligini baskilayan veya bitki geligimini arttiran, bitki iligkili,
patojenik olmayan organizmalardir. Baz1 bakteriler ve kuf mantarlan bitki patojenlerine karst



biyokontrol ajam olarak kullamlir. Bu iglem, mantarsal konuk¢unun hiicre duvarinin
eritilmesini gerektirdigi i¢in bu organizmalar tarafindan salgilanan kitinaz ve B- glukanaz gibi
hicre duvan hidrolazlari biyokontrol aktivitenin baglica bilegenleri olarak gosterilmistir
(Kubicek vd., 2001).

Biyokontrolde mantarlarn kullamimi yeni bir fikir degildir. Bu olgu, 1800’lerin sonlarindan
1900°lerin baglarina kadar gecen stiregte gelisti. Bdceklerin ve yabani otlarin kontroliinde
mantarlardan yararlanmak igin bazi ¢aligmalar yapilmigtir fakat kimyasal spreylerin daha ucuz
ve etkin olmasi nedeni ile biyokontrol ajanlarn i¢in yapilan aragtirmalar zamanla azalmigtir.
Buna kargin bu kimyasallarin artan kullammi, insanlara ve gevreye ¢ok zararh toksik
bilegiklerin birikimi ve patojenlerin zamanla artan dayamkblifiun artmas: ile
sonuclanmaktadir. Bu ulusal ve kilresel problemlerin istesinden gelmek igin kimyasal
kontrole etkin alternatifier aragtirilmakta ve antagonist organizmalarin kullammi (Aspergillus
ve Trichoderma tiirleri gibi) umut verici yaklagimlardan biri olarak goriimektedir (Cook ve
Baker, 1983).

Cesitli kif mantarlarim kitinaz iretimleri yoniinden incelemek ve bu kiif mantarlarimin

optimum enzim iiretim kogullarini belirlemek ¢aligmanin temel amacidir.

Yapilan caligmalarin sonucunda Aspergillus niger tarafindan dretilen kitinazin enzim
izolasyonu igin yeterli olmadif: goriildii. Elde edilen bulgulara dayanarak bir mutant olan
Trichoderma atroviride tarafindan salgilanan kitinaz miktarinin karakterizasyon ve izolasyon

¢aligmalan igin yeterli miktarda oldugu sonucuna vanildi.



2. KITIN

Kitin terimi Yunanca’da “Coat of mail” (6rtii zirhi) anlamina gelen Chiton kelimesinden
tiremigtir. Ciinkii kitin omurgasizlar igin koruyucu bir tabaka olarak fonksiyon gdrmektedir
(Gooday, 1990). Sistematik adi (1,4)-2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukan olan kitin, B-(1,4)
baghh N-asetil glukozamin kalmtilarindan olugmus [ineer bir polisakkaﬁddir ve dogada
sellillozdan sonra en bol bulunan ikinci biyopolimerdir (Deshpande, 1986; Chen ve Chang,
1994; Ilyma, 1995; Muzzarelli & Muzzarelli, 1998; Rudrapatman,vd., 2003; Tanaka, vd.,
2003). Mercan ve denizanasii igeren zooplanktonlarmin iskeletlerinin yanisira yengeg
karides ve 1stakoz gibi kabuklularin kabuklarinda bulunur. Kelebeklerin ve gelin bdceklerinin
kanatlarinda bulunur. Maya, mantar ve diger kiif mantarlar1 da hiicre duvarlarinda kitin
ierirler (Sietsma ve Wessels, 1991; Tsigos ve Bouriotis, 1995). Diinya ytizeyinde kabuklu
hayvanlann, yengegclerin, 1stakozlarin ve krillerin islenmesinden olusan kati atiklar kitinsel
atiklarin biiyik bir miktarmi olusturur (Roy vd., 2003). Kitin baglica deniz hayvanlan
tarafindan yilda bir tondan fazla tiretilmektedir. Yilhk sentezi 10" -10" tondur (Blaak, 1993;
Gooday, 1994; Muzzarelli, 1997).

Cizelge 2.1 Kitin elde edilen baz1 organizmalar ( Mathur ve Narang , 1990 )

Omurgasizlar Mikroorganizmalar
Deniz Hayvanlar Kara Hayvanlar Yesil ve kahverengi algler
Annelid Akrep Kuf ma.ntarlz;m

Mollusklar Oriimcek Penicillium miselleri
Solenterler | Kolsu ayaklilar Sporlar

Krustaseler Karincalar

Istakozlar

Yengegler

Karidesler




2.1 Kitinin Tarihcesi

Kitin ilk olarak Fransa, Nancy’deki Bilimler Akademisi’nde Botanik Bahg¢e Miidiirii ve Dogal
Tarih Profeséri olan Prof Henri Braconnot tarafindan 1811°de bulundu. 1830’larda
béceklerden izole edildi ve kitin olarak adlandirildi. Prof. C. Rouget 1859’da kitosamu kegfetti
ve sonraki yiizyilda bircok temel aragtirma bu bilegikler i{izerinde yer aldi. Yeni
uygulamalarda artan ilgi 1930’larda ve 1940’larin baglarinda gelisti. Gereken iiretim
araglarinin eksikligi ve sentetik polimerle rekabet geligimi engelledi. 1970’lerde canlanan ilgi
kabuklu baliklarin kabuklarindan daha iyi bigimde yararlanma ihtiyaci ile desteklendi. Diinya
ytzeyindeki bilim adamlarn kitin ve tiirevlerini en farkli 6zelliklerini kayda gegmeye ve bu
dogal polimerlerin potansiyelini anlamaya bagladilar. Daha sonra bu materyallerin kullanimi

i¢in yontem bulmaya yonelik ¢aligmalar yapilmaya bagland:.

2.2 Kitinin Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Kitin N-asetil-D-glukozamin (2-asetil-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz) initelerinin B-D
(1-4) baglan ile baglanmasindan olugmus, yiiksek molekiil agirlikl lineer bir homopolimerdir
(Revah ve Corroad, 1981; Tom ve Corroad, 1981; Limon, 2001).

Sekil 2.1 Kitinin kimyasal yapisi.

Kitin birkag milyon daltonluk biiyiikk molekil agirliga sahip uzun zincirli molekiillerden
olugsmustur. Kitinin molekil yapisi Sekil 2.1°de gosterilmigtir. Kitin ¢oziintrltgi ve diigik
kimyasal reaktivitesi ile sellilloza benzeyen oldukg¢a zor ¢dziinen bir maddedir. Selliilozdaki
iki numaral1 karbona bagli hidroksil grubunun asetamido grubu ile yerdegistirmesinin diginda
kitin yapisal olarak selliiloza benzer (Sekil 2.2).



Sekil 2.2 Sellillozun kimyasal yapisi.

Kitinin N- de asetillenmis formu olan kitosan de asetilasyon yolu ile kitinden tiiremisgtir.
Bagka bir deyisle kitindeki asetamid gruplann kitosanda amino gruplarma doniligmiigtiir.
Kitinin en yaygin kullamlan formudur. Zygomycetes gibi bazi mantarlarin hiicre duvarlan
kitinin yam sira kitosan da igerir ve bunlar kitosan kaynadi olarak kullanilabilir (Muzzarelli,
1977, Roberts, 1992).

~0H OH DH
e}l ‘ L
= Ay ) ,
- L N

Sekil 2.3 Kitosanin kimyasal yapisi

Kitin toksik degildir ve N-asetilglukozamin kahntilarindan olugmus biyolojik olarak
bozunabilen bir polimerdir (Simpson vd., 1994). Kitin suda ve bazda ¢bziinmez fakat kuvvetli
mineral asitlerde, susuz formik asidde (Knorr, 1984) heksafloroizopropanol, heksafloroaseton,
kloroalkollerde ve %5 lityum kloriir iceren dimetilasetamidde ¢6ziiniir. Kitinin deasitlenmig
iirlinii olan kitosan asetik asid, formik asid gibi ¢ok seyreltik asidlerde ¢dziinmez. Son
zamanlarda kitosamin N-metilmorfolin-N-oksit iginde jellegme yetenegi ve kontrollii ilag
salinimi formiilasyonlarinda uygulamalan bildirilmigtir. Zor kosullar altinda derisik asidlerle
kitinin hidrolizi sonucunda oldukga saf amino sekerler ve D-glukozamin meydana gelir.



2.3 Kitinin Kristal Yapisi

Kitin ¢ polimerik forma sahiptir. Bunlar kristal bélge i¢indeki zincirlerin farkh diizenlenmesi
ile olugan a, § ve v kitindir.

o kitin, en fazla ve kolayca elde edilebilen formdur. Bu formda molekiiller antiparalel bir
sekilde siralanir (Minke ve Blackwell, 1978; Blackwell vd., 1980). Bu molekiiler diizen giighii
molekiiller aras1 H baglari formasyonu igin uygundur ve a kitin (¢ kristal formun en stabil
olan geklidir.

B kitinde molekiiller paralel bir diizende toplamr, bu da daha zayif molekiiller aras: giglere
sebep olur (Gardner ve Blackwell, 1975; Blackwell vd., 1980; Mazeau ve Winter, 1994).

Bu yiizden B kitinin a kitine gore daha az kararli oldugu distnilmektedir. Coziilme veya
genig sigkinlik halinde B kitin o kitine doniiglir fakat tersi s6z konusu degildir (Rudall ve
Kenchington, 1973). Sulu HCI de B kitinin o kitine dénigiimiine sebep olur. Morfolojik ve
kristalografik incelemeler, interkristal bigim degisiminin asid derigimine bagl oldugunu agiga
gikarmugtir (Saito vd., 1997).

o. ve B kitinlerine nazaran y kitin daha az bulunmaktadir. y kitinin, a ve § formlanmn bir
karigstmui veya ara formu oldugu diigiinilmektedir. v kitin hem paralel hem de antiparalel bir

diizene sahiptir.

Farkli polimerik formlar farkli kogullar altinda kullanilir. Omegin o kitin aralarinda en sert
olanudir ve eklembacaklilanin kutikulasinda, mollusk, hidroza ve planktonlargla bulunur. Diger
taraftan P ve v kitin, esnekligin ve yumusakhgin gerektigi yerlerde bulunur'. Ornegin B kitin
miirekkep balifinin kollarinda, mollusk, diatom (bir ¢esit deniz algi), bocek dis kabuklar ve
kozalarda bulunur ve fungal hiicre duvarninin baglica bilesenidir. B kitin daha az kararhdir ve
kitinin daha ¢ok bozunabilen formudur. y kitin mirekkep bahiginin mide duvarlarinda bulunur
(Zakkaria, 1997; Muzzarelli, 1999).

2.3.1 Coziiniiriiik

Kitin, gii¢lii intermolekiiler hidrojen baglarindan dolay:1 ¢oziciilere kars1 gok dayamklidrr. o
kitin ¢oziiniir degildir fakat agirlik¢a % 5-10 lityum kloriir igeren N,N-dimetilasetamid gibi
ozel ¢ozicilerde ve hekzafloroaseton ve hekzafloro-2-propanol gibi bazi ¢dzicilerde

GOZUNGr.



a kitinin inat¢1 dogasinin tam aksine P kitin zayif intermolekiiler hidrojen baglarindan dolay:
su ve organik ¢oziiciilere kars1 daba fazla egilim gosterir. B kitin, suda giserek bulamag haline
donigir ve formik asidde bile ¢oziinebilir.

Kitosan suda veya organik ¢éziicilerde ¢6ziinmez. Kitosan poliamin oldugu igin formik asid,
laktik asid, asetik asid, oksalik asid gibi sulu asidlerde ¢dzimir. Cozinirligin derecesi

yogunlagmaya ve asidin tipine baghdir. Asidin yogunlugunun yiksek olmasi ¢oziinirligi
' daglrir. Bu yizden fosforik asid, salfiirik asid, sitrik asid gibi baz asidlerin sulu solisyonlar:
iyi ¢bzuci degildir (Rutherford ve Austin, 1978).

2.4 Kitinin Enzimatik Biyosentezi

Kitin mekanik dayaniklili1 ve karalilif: yiiziinden ideal bir yap: metaryalidir ve bu ylizden
eklembacakl iskeletlerinde, mantarsal hiicre duvarlarinda ve nematod (bir omurgasiz sinift)
yumurtalarin kabuklarinda ¢ok sik bulunan genel statik bir bilesendir. Nitekim kitin sentezi
eklembacakhlar ve kif mantarlart ile sinwli degildir. Hatta kitin sentezi yumusakgalar
sinifindan bir hayvan olan mollusklarda ve omurgalilarda bile yapilmaktadir (Wagner, 1994).

Kitin sentezi aktive edilmig seker vericileri olarak UDP-GIcNAc monoxﬁerlerini kullanan
kitin sentaz enzimi [E.C.2.4.1.16] tarafindan katalizlenmektedir (Glaser ve Brown, 1957). Bu
enzim sadece Mg®*, Mn*" veya Ca®" gibi iki degerli katyonlarn varliginda aktive olur (Merz
~vd., 1999) .

Kitinin metabolik yolu bes adimdan olusmaktadir. Ik olarak fruktoz- 6-fo§fat ve glutamin,
glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz tarafindan glukozamin—6-.fosfa:t ve glutamine
donigtiriiliir. Diger basamaklar Sekil 2.4’te gosterilmigtir. Bu basamaklarda kullanilan
enzimler agagida gosterilmigtir.

[1]  Glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz
[2] Glukozamin fosfat N-asetiltransferaz

[3]  Fosfo N-asetilglukozamin mutaz

[4] UDP-N-asetilglukozamin pirofosforilaz
[5] Kitin sentaz



Glukoz

Glikoliz <——— Glukoz-6-P ———— » Karbohidrat Rezervi
( Glikojen / Trehaloz)

Fruktoz-6-P + Glutamin - » Glukozamin-6-P + Glutamat

Asetil-CoA

CoASH

2

N-asetil-glukozamin-6-P

N-asetil-glukozamin-1-P

UTP

PPi

UDP-N-asetilglukozamin » (KITIN) n1

Sekil 2.4 Kitin sentezinin gemas: (Lagorce vd., 2002),



2.5 Kitinin Eldesi

a kitin, diger iki ana bilesen olarak kalsiyum karbonat ve proteinleri iceren yengeg ve karides
kabuklarindan ticari olarak tretilmektedir (Sekil 2.5). Kiigiik miktarlarda pigmentler de igerir.
Kitin, asid ve alkaliye karyi bu bilesenler arasinda en dayamikli maddedir ve siradan
¢oziicilerde ¢oziinmez. Bu yiizden asit ve alkali ile kabukta bulunan diger maddelerden
ayngtirilmasindan sonra geriye kalan tortu olarak ayrilabilir,

Kalsiyum karbonat: uzaklagtirmak igin kabuklar ilk 6nce oda sicakliginda seyreltik HCI ile
temizlenir ve muamele edilir. Sonra dekalsifiye edilmig kabuklar proteinler ve pigmentleri
ayrigtirmak i¢in kiigiik parcalara bolintir veya ezilir ve yaklagik 100° C’de 1-2 mol/lt. sodyum
hidroksit iginde 1sitilir. Kitin kirli beyaza yakin hemen hemen renksiz toz bir madde olarak
elde edilir. Burada asetamid gruplannmin yam sira bazi serbest amino gruplarn da vardir.
Proteazlar normal kogullar altinda baz: proteinleri uzaklagtirmak igin kullanlabilir.

Deminerilizasyon ve deproteinizasyon adimlari herhangi bir sirada gergeklestirilebilir. Eger
proteinin uzaklagtiriimas: isteniyorsa ilk 6nce deproteinizasyon adimi gergeklestirilir. Bu
" yolda protein verimi ve kalitesi maksimumdur (No ve Meyers, 1997). Deminerilizasyon ve
deproteinizasyon adimlarim takiben var olan pigmentler aseton veya hidrojen peroksit ile
uzaklagtirilarak Griin renksizlestirilebilir. Bu adim istenen son truniin 6zelligine bagli oldugu
icin gerekli degildir.

B kitin benzer ama daha basit bir sekilde miirekkep balifi peninden ayrlabilir, ¢lnki
miirekkep balif1 peni hemen hemen tamamen kitin ve proteinlerden olugur. ‘.on az miktarda
da metal tuzu igerir. Ayrica B kitinin molekiler yapis1 daha gevsektir. Normal kosullar altinda
kitini elde etmek i¢in miirekkep balig1 penleri HCl ve NaCl ile muamele edilir. Ayriimug kitin
ultrasantrifiijel degirmende ezildiginde, beyaz, yumusak, pamuk benzeri bir madde elde edilir.
Izolasyon islemi boyunca asetil gruplaninin bazilan uzaklagtinilir (Kurita vd., 1993; Kurita,
1997a; 1997b).
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Taze Karides Kabuklar:

Deproteinizasyon <+
% 4 NaOH, 24 saat, 30°C

Protein Igeriginin incelenmesi

Demineralizasyon <4
% 4 NaOH, 24 saat, 30°C

Kiil I¢eriginin Incelenmesi

|

Sekil 2.5 Karides kabuklarindan kitin eldesi (Stevens, 1997).
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2.6 Kolloidal Kitinin Hazirlanmas:

Kolloidal kitin olarak adlandirilan toz kitin, kitini pargalayan enzimleri tayin etmek igin
substrat olarak, kitini hazmeden mikroorganizmalar igin karbon ve azot kaynaf olarak ve
kitin ¢oziiniir olmadigindan dolay: kimyasal reaksiyonlar igin baglangi¢ materyali olarak
kullamlir. Kolloidal kitin, sicak, derigik HC! icinde veya o-fosforik asidde (%85) ¢oziilmesi
ve gOzeltinin suya alinmasi ile hazirlamr (Smirnoff, 1977). Kitin tozsal bir maddeye donisir
ve suda dagilabilir.

2.7 Kitin ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlan

Kitin ve tirevleri (kitosan, kitin ve kitosan oligosakkaridleri) sahip olduklar1 &zellikler
sayesinde son yillarda gok genis uygulama alani bulmustur. Yapilan aragtirmalar kitin ve
kitosantn toksik ve alerjik olmadigin1 gostermigtir. Bu yiizden viicudun bu bilesikleri yabanci
istilact olarak goriip kabul etmemesi mimkiin degildir. Kitinin biyolojik bozunmas: ve
antifungal ozellikleri gevresel ve tarimsal olarak kullamimlar i¢in bir avantajdir. Kitosanin
yikii de yaglara ve kolesterole baglanmasina ve kirmuzi kan hiicrelerinin pihtilagmaya

baglamasina yardim eder.

Agagidaki bolimlerde bahsedilen birgok uygulamalar heniiz deneysel agamadadir ve sadece
birkag ticari iiriin marketlerde mevcuttur. Bununla beraber kitin ve tirevlerinin endiistride
gesitli uygulamalar igin onlart uygun yapan gesitli ilging karakteristik goriuniimleri yiiziinden

¢ok cazip gorinmektedir.

2.7.1 Biyomedikal Uygulamalar

2.7.1.1 Anti-kanser Uygulamalar

Suda ¢oziinebilen kitosan anti-kanser ajani olarak kullamilmaktadir (Suzuki,2001). 5-floro
urasilin kitin ve kitosan konjugatlart timérler igin terapdtik ajanlar olarak test edilmektedir.
Kitin ve kitosan konjugatlarimn, timér hiicrelerinin iginde segimli olarak topland1§1 ve
yiksek bir tiimor aktivitesi sergiledigi bulunmugtur. Disgiik toksiteleri yliziinden ve daha az
bolge etkilerine sahip olmas: kitin ve kitosan konjugatlarim kullanmamn avantajlaridir (Felse
ve Panda, 1999).
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2.7.1.2 Kontrollii fla¢ Salnum; ile Tlgili Uygulamalar

N- asetil glukozamin kalintilannin altinc1 karbonundaki hidroksil grubunda kitinin karboksi
metilasyonu kitinin suda ¢ozinirligind ve biyo-bozunabilirligini arttirr.  Kitinin
¢Ozinebilirligi ve biyolojik bozunabilirlifindeki arti§ uzun stireli salinim igin ilag tagtyicilart
olarak kullanimina olanak saglamaktadir. Kitin ve kitosami iceren dagitim sistemleri ozel
zamanlarda ve bolgelerde ilag salinimuni kontrol igin kullamabilir (Felse ve Panda, 1999).

2.7.1.3 Yara lyilestirme ve Yamik Tedavisi

Kitin ve tiirevlerinin hem hiicre baglama hem de hiicre aktivite Ozellikleri yiiziinden yara
ijfilegtirme iglemi tizerine hizlandiric1 bir etkiye sahip olduklari bulunmustur (Olsen vd.,
1997). Kitosan ayrica yanik tedavisi i¢in potansiyel bir bilegiktir. Kitosan; saglam, su
adsorplayan, biyolojik uyumlu filmler olugturabilir. Bu filmler, uygulandiginda soguk bir
sakinlestirici etkisi yaratan kitosan asetatin suly ¢ozeltisinin uygulanmas: ile yank Gzerine
dogrudan yerlegtirilebilir. Film ayni zamanda yiiksek oksijen gegirgenligi de gosterir. Ayrica
kitosan filmleri su adsorplama ve uygulanmug filmi uzaklastirmak gerektiSinde vicut

tarafindan dogal bozunma yetenegine de sahiptir.

2.7.2 Cevre ve Kirlilik Kontrolii Uygulamalar

2.7.2.1 Agir Metal, Boya ve Radyoaktif Atiklarin Uzaklagtirilmas:

Deniz kabuklusu kitin ve kitosani gibi dogal olarak bol bulunan biyosorbentler agir metal
izlerinin, boyalarin ve radyoaktif atiklarnn uzaklagtinlmas: i¢in bagaril: bir bigimde
kullamlmaktadir. Igme suyundaki kursun ve kadmiyumu uzaklagtirmak igin kitosanin etkin
bigimde kullamlabilecegi daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (FAOSTAT, 2001). Yengeg
kabuklarinin iglenmesi ile elde edilen kitosan elektrolitik kaplama endistrisinden atik sularin
islenmesi ve alt1 degerli krom iyonunun uzéklastmlmasl i¢in etkin bigimde kullamlmaktadir.

Kitin, kitosan ve hiicre duvarlarinda bulunan kitosan boyahanelerin atik sulanndan asidik
boyalann\uzaklastlrﬂmam icin etkin olarak kulllanilmaktadir (Mc Kay vd., 1982). Boya
uzaklagtirma iglemi bir iyon degigtirme mekanizmasi boyunca boyalarin adsorpsiyonu ile
meydana gelir. Kitin pargaciklarinin fenolik boyalarin uzaklagtinimasinda ¢ok etkili oldukian
bulunmugtur. Yaptlan g¢ahsmalar kitin partikﬁllerinin normalde kullamilan toprak
minerallerinden 2,45 kez daha fazla boya adsorpladiin: gostermistir.
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Ayrica kitosan kirlenmig yeralti sularindan uranyumun uzaklagtirlmas: i¢in de
kullamlmaktadir (Felse ve Panda, 1999).

2.7.2.2 Atik Su Islenmesi

Kitosan katilarin suspende edilmesi igin en iyi bilinen pibtilagtiricidir. Bu ézelligi atik su
islenmesi i¢in kitosam ideal yapar (Meyers vd., 2000). Bu ylizden endiistriyel atik sulann
aydinlatiimas: i¢in pihtilagtiric é,jan olarak kitosammn kullamlmas: sagirtict degildir.
Japonya’da iiretilen kitosanin yaklagtk %85’i gida endiistrisinde atik su islenmesi igin
kullanilmaktadir (Oshima, 1998).

2.7.3 Gida isleme Endiistrisi

Guda isleme endiistrisinde polisakkaridler gidamin fonksiyonel 6zelliklerinin kontrold veya
degistirilmesi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Polisakkaridler yiyeceklerde jellestirme
ajanlan olarak yap: degistirmek ve nem miktarim iyilegtirmek icin vb. birgok farkli amaglar
i¢in kullanilir (Knorr, 1984). Hem kitin hem de kitosan polisakkarid formundadir ve yukarida
bahsedilen amaglar igin sik stk gida endiistrisinde kullamimaktadir. Gidamin fonksiyonel
ozelliklerinin degistirilmesine ek olarak ¢iirlikglil organizmanin gelisimini inhibe etmek i¢in
gidaya kitosan da eklenebilir .

2.7.4 Diger Uygulamalar

Yukanda bahsedilen uygulamalardan bagka kitin ve kitosan tarim endiistrisinde de
kullamlmaktadir. Kitin ve kitosan ziraatte tohum iyilestirilmesi, nematosid ve yem igerigi
olarak ¢ potansiyel kullanima sahiptir. Gergeklestirilen ¢aligmalar kitosamin, {irtin verimini
%50 kadar arttirdigini gostermistir. Kozmetik endistrisinde kitin ve kitosan tirnak cilasi,
banyo losyonu ve el kremi gibi birgok kozmetik triinlerinde nemlendirici olarak
kullanimaktadir. Kitin kagit yapuminda da katki olarak kullamlmaktadr (Chandrkrachang’
vd., 2001).
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3. KITINOLITIK ENZIMLER

Enzim Komitesi tarafindan sadece iki kitinolitik enzim kabul edilmigtir. Bunlar; kitinaz
[E.C.3.2.1.14] ve N-asetilglukozaminidaz [E.C.3.2.1.30]’drr (Bielka vd., 1984). Bir diger
kitinolitik enzim ise E.C. sayisina sahip olmayan kitobiyozidazdir. Birgok okaryotik ve
prokaryotik mikroorganizmalar bu enzim sistemlerini kullanarak kitinin bozunmasini
katalizlerler (Cabib, 1987; Sahai ve Manocha, 1993).

Mikrobiyal kitinaz iiretimi sadece genis uygulama spekturumlan yizinden degil ayni
zamanda etkin Gretim metodlanimn eksikligi ylzinden de hem endustriyel hem de bilimsel
cevrelerde dinya gapinda ilgi odag1 olmustur (Nampoothiri vd., 2003). Kitinolitik enzimler
biyolojik pest kontroliinde, biiyiime fakt6rlerinin, tatlandiricilarin, tek hiicre proteininin
dretimi i¢in gida/beslenme endiistrisinde ve son olarak kitin icerigi zengin atik su

materyallerinin degradasyonu igin anahtar bir role sahiptir (Patil vd., 2000).

18. glikozil hidrolazlar ailesine ait olan kitinazlar (Cautinho ve Henrissat, 1999) insan, fare ve
tavuk gibi omurgalilar;, eklembacaklilari, nematodlari, bakterileri, mantarlan ve diger kaf
mantarlarim igeren gesitli kaynaklardan izole edilmektedir (Nagono vd., 2002; Suzuki vd.,
2002).

Kitinin, serbest N-asetilglukozamine tiim enzimatik hidrolizi ekzokitinaz, endokitinaz ve
kitobiyazdan olugan bir kitinolik sistem tarafindan gergeklestirilir. Bu kitinolitik sistemin
sinerjik ve ardigtk oldugu bilinmektedir (Vyas vd., 1989; Deshpande, 1986; Shaikh ve
Deshpande, 1993).

Bitkilerden, boceklerden ve mikroorganizmalardan elde ediien kitinolitik enzimlerin rolleri ve
uygulama alanlan ile ilgili ¢aligmalar detéyh olarak incelenmektedir (Zikakis, 1989; Flach
vd., 1992; Sahai ve Manocha, 1993; Gooday, 1995; Kombrink ve Somssich, 1995; Kramer ve
Muthukrishran, 1997).

3.1 Kitinaz

Sistematik adi poli-B-1,4-(2-asetamido-2-deoksi)-D-glukozid ghikanchidrolaz olan kitinaz
[E.C. 3.2.1.14] B-(1-4) glikozidik baglan ile baglanmiy N-asetil-D-glukozamin (N-asetil-2-
amino-2-deoksi-D-glukopiranoz) initelerinden olugmug ytiksek molekiil agwhkl lineer bir
homopolimer olan kitinin pargalanmasindan sorumtu olan hidrolitik enzimlerdir (Enzyme
Nomenclature, 1965; Berkely, 1979).
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Farkl organizmalar farkh substrat spesifikligi ve gesitli fonksiyonlar i¢in uygun dzellikler
gosteren hidrolitik enzimlerin genig bir aralifim {iretirler.

Kitinazlar kitin eksikligi olan bitkilerde kitin igeren patojenlere karst bir savunma sistemi
olarak hareket eder (Wu vd., 2001). Bitki patojenlerine kars1 koymak icin bitkiler tarafindan
kullamlan en yaygin mekanizmalardan biri patojenezle ilgili proteinlerdir. Aralarinda
kitinazlarin da bulundufu bu proteinler fitoparazit saldirilara karst koymak igin bitkilere

yardimct olurlar.

Filamentli mantarlar tarafindan irretilen kitinazlar hiicre duvanmmn guritilmesi, sporlarin
filizlenmesi, hifsel buyiime, hifsel otoliz, sporlarda farkhlagma, kitinin asimilasyonu
(6ziimlenmesi) ve mikoparazitlik gibi gesitli fonksiyonlara sahipken bakteriler tarafindan
iiretilenler besleyici veya yiyici bir role sahiptir (Gooday, 1990; 1997, Flach, 1992).
Kitinazlar, baz: tek hiicreli hayvanlar tarafindan birgok selentere, nematod, yumugakgalar ve
eklembacakhlarm sindirim sisteminin farkli doku bezleri tarafindan sentezlenirler. Omurgal:
hayvanlarda bazi bocek yiyen kuslann ve memelilerin mide mukozasi ve pankreasinda da
salgilanir. Boceklerde tiiy dokme islemlerinde (jeuniaux, 1961) veya kitin igeren
materyallerin hazmedilmesinde rol oynar. Bu kitinazlarin fizikokimyasal ozellikleri ve

enzimatik reaksiyonlarinin mekanizmalan farklidir.

Kitinaz ilk defa 1911 yilinda Bernard tarafindan tespit edilmistir. Bernard, aym zamanda
orkide Szittinde 1stya duyarh ve diffize olabilen antifungal faktori bulan kisidir. Daha
sonralari 1929 yilinda Karrer ve Hoffman salyangoz tizerinde yapti31 benzer bir gahiymada da
aym faktori tespit etmigtir (Flach vd., 1992). :

3.1.1 Amino Asid Siralarma Gére Kitinaziarin Sintflandiriimas:

Henrissat, glikozil hidrolazlarin amino asid swalarina dayanarak kitinazlan ve N-
asetilhekzoaminidazlan 18, 19, ve 20 olarak ii¢ aileye aywrmugtir (Henrissat, 1991). 18. ve 19.
ailelerin her ikisi bakteriler, kiif mantarlari, bocekler ve bitkiler gibi farkli kaynaklardan elde
edilen endokitinazlardan olugur. 19. aile ayrica bitki kitinazlarim da igerir. Vibrio harveyi’den
N-asetilglukozaminidaz [E.C.3.2.1.30] ile insan ve Dictyostelium discoideum’dan elde edilen
N-asetilhekzoaminidaz [E.C.3.2.1.52] enzimleri 20. ailede bulunmaktadir. 1993’te Henrissat
ve Bairoch 18. aileye ait olan Flavobacterium tirlerinde bulunan endo-N-
asetilglukozaminidaz [E.C.3.2.1.96] gibi enzimler Gizerinde galigtilar (Henrissat ve Bairoch,
1993).



16

Kitinaz gen sirasinin bilinmesinin yardumiyla Perakis ve arkadaglan glikozil hidrolazlarn 18,
ve 19. ailelerini temel alarak kitinazlar1 Sinif I ve Sinif IT olarak iki gruba ayirmay: denediler
(Perakis vd., 1993).

Bitkiler, patojenlere karst savunma yamiti olarak ¢ok fazla sayida kitinaz izoenzimlérini‘
{iretirler. Amino asid dizilimlerine gore alt1 stmifa aynilmigtir (Iseli vd., 1996). Kitinaz siniflan
N-terminal sirasi, enzim lokalizasyonu, izoelektrik pH, sinyal peptid ve indiikleyicilerine gore
belirlenir. Ornegin Siif I’e ait olan kitinazlarn 6zellikleri; sisteince zengin N-terminal, 16sin
ve valince zengin sinyal peptid ve hiicre igindeki bosluklara yerlesmesidir (Flach vd., 1992).
Kitinazlar bazik ve asidik yapilarina gore gére Sinif Ia ve Simf Ib olarak iki alt gruba
ayrilmigtir. Suuf I kitinazlari sadece bitkilerde bulunurken Simf II kitinazlan bitkilerde,
mantarlarda ve bakterilerde bulunmaktadir. Siif II kitinazlarr patojen tarafindan indiiklenir ve
sisteince fakir N-terminale sahiptir fakat Simf I kitinazlari ile benzer amino asit sirasina
sahiptir. Simf I kitinazlanmn ¢ogu endo tiptir. Simf II kitinazlan ise ekzotiptir. Bu hipotez
igin gosterilen kamtlar heniiz yetersizdir. Simf III kitinazlar1 Siif I ve I’nin enzimleri ile
benzer sira gostermezler. Sinif IV kitinazlari ise imminolojik 6zellikleri yoninden Simif I
kitinazlarina benzerler fakat onlardan daha kuguktiirler (Collinge vd., 1993). Simuf V ve VI
kitinazlar1 tek tip Ornekler igerir. Amino asid dizilim bilgisine dayamlarak kitin bagl
(sisteince zengin) bolgenin yiiksek bitkilerin evriminde bazen kayboldugu gorilmektedir.

3.1.2 Kitinaz ile flgili Uygulamalar

Kitinazlar tarum ve endiistri alaninda pek ¢ok uygulamaya sahiptirler (Shaikh ve Deshpande,
1993; Zikakis, 1989).

3.1.2.1 Bitki Patojenik Mantariarm ve Béceklerin Biyolojik Kontrolii

Birgok bitki tiiriinde patojenin yerel istilasi kitinazlar, $-1,3 glukanazlar, proteazlar, proteinaz
inhibitorleri gibi patojenez ile ilgili proteinlerin tretimini indiikler (Kombrink ve Somssich,
1995). Bocekler ve patojenik kiif mantarlan dig kabuklarinda kitin igerdikleri i¢in bitkilerde
kitinazlarin indiiksiyonu baglica savunma yamtidir. Bu kitinazlarin gogu infeksiyon olusumu
ile vejetatif bitki organlarinda induklenir fakat tohumlarda da bir miktar kitinaz bulunur.
Hadwiger ve Beck:rhan, bezelye i¢ dokusunun (endokarp) ekstraktlarinin kitinaz ve kitobiyaz
aktivitesi igerdigini gostermiglerdir (Hadwiger ve Beckman, 1980). Ashnda bitki
savunmasinda bitki kitinazlarimn yardimini gostermek igin kitinaz aktivitesiyle savasan
fasiilye pas mantarimn (Uromyces viciice-fabae) hiicre duvarmdaki kitosan formasyonundan
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daha iyi bir kamit yoktur. Kitinazlarin ¢ogu tercihen yiiksek bicimde deasetillenmig
substratlan ayirirlar ve aktiviteler asetilasyon derecesindeki azalma ile diiger. Bu yiizden hifin
yluzeyindeki deasetilasyon derecesindeki artig kif mantarlanmin bitki kitinazlarina karg:
koymalarinda faydal olabilir (Deising ve Siegrist, 1995).

Toprak bakterilerinin birgogu da kitinolitik enzimler Gretirler. Roberts ve Selitrennikoff enzim
spesifikligi ve antifungal aktivite i¢in bakteriyal ve bitki kitinazlarini incelemislerdir (Roberts
ve Selitrennikoff, 1988). Musir, arpa ve bugday tohumlarindan izole edilen kitinazlarn endo-~
kitinaz olarak fonksiyon gosterdifini ve test mantarimin hifsel uzamasini inhibe ettigini
bulmugslardir. Aksine S. marcescens, S. griseus ve Pseudomanas stutzeri bakteriyal kitinazlari
ekzo-enzimler olarak davranirlar ve 7. reesei ve Phycomyces blackesleeanus gibi test
mantarlarimin hifsel yayilmas: tizerine etkiye sahip degillerdir. Blaak ve arkadaglarimn ve
Watanabe ve arkadaglaninin yapmig olduklart ¢aligmalar bu goriisii desteklemektedir (Blaak
vd., 1993; Watanabe, vd., 1993). Nitekim Ordentlich ve arkadaglan yiiksek kitinaz aktivitesi
yiziinden §. marcescens’in varlifinda fasulye tohumlarn tzerine Sclerotium rolfsii tarafindan
olugturulan hastalifin daha yavas gelistiZini gosterdi (Ordentlich vd., 1988). ilaveten Shapira
ve arkadaglan1 S. marcescens kitinaz genini E. coli’de klonladilar ve sera kosullarinda
fasiilyelerde S. rolfsii’nin ve pamukta R solani’nin neden oldugu hastaligin 6lu§ derecesini
azaltmada etkin oldugunu buldular (Shapira vd., 1989). Ordentlich ve &zellikle Shapira
aleyhinde Roberts ve Selitrennikoff tarafindan yapilan gozlemlerdeki bu aykirilik kullamlan
test mantarlanindaki farklihktan ve patojenik mantarin 6ldiirtilmesine yardimer olan diger
faktorlerden kaynaklanabilir.

Birgok mantar tiirleri bitki patojenik mantarlara ve boceklere karsi énémli biyokontrol
ajanlandir. Mikoparazitik ve entomopatojenik mantarlar istila i¢in ve konukguyu Oldiiren
bilegenlerden biri olarak kitinazlar iiretirler (Mathivanan vd., 1998; Kang vd., 1998; Higuchi
vd., 1998).

Yer fistig1 pasmn bir mikoparaziti olan Fusarium chlamydosporum sugu, Puccinia arachidis
pas mantarinin uredosporlarimn filizlenmesini inhibe eden bir endo-kitinaz iiretir. Bu olay yer
fistif1 pasmmin biyokontrolinde kitinazin Onemli bir katkisi oldugunu géstermektedir
(Mathivanan vd., 1998). En fazla ¢aligilan mikoparazitik mantar olan 7. harzianum kitinolitik
enzimlerinin diger kaynaklardan elde edilen enzimlerden daha genis bir zararh mantar
arahigina inhibitér olduklant bulunmugtur (Lorito vd., 1993). M. verrucaria kitinaz, B-1,3
glukanaz ve proteinaz gibi yitksek diizeyde ekstraselliller mikolotik enzimleri tiretir (Vyas ve
Deshpande, 1989; Deshpande, 1998).
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3.1.2.2 Biyopestisitler I¢in Bir Hedef Olarak Kullanmm

Kitin, boceklerin dig kabuklarinda ve gut astarlarinda bulunur. Bocekte tily dokme enzimi
olan kitinaz Bombyx mari, Manduca sexta ve diger bazi tirlerde tammlanmigtir. Benzer
sekilde kitinaz, mantann farkli morfojenetik evrelerinde bulunmaktadir (Villagomez-Castro
vd., 1993). Yalanci trisakkarid olan allosamidin bir¢ok kaynaktan elde edilen kitinazlarin
onemli bir inhibitoriidir (Sakuda, 1996). Yine de kitinaz inhibitorleri 6nemli biyopestisidler
olarak kullamm alam bulmuglardir.

3.1.2.3 Kitooligosakkaridlerin Uretimi

Biyolojik bi¢imde aktif kito-oligosakkaridlerin potansiyel degeri giderek artmaktadir. Kito-
oligosakkaritler bitki savunmasini meydana ¢ikaran maddelerdir ve tipta 6nemli bir kullamm
alam vardir, Ornegin kitoheksoz ve kitoheptoz anti-timér aktivitesi gosterir. Vibrio
alginolyticus’dan  kitinaz, kolloidal kitinden kitotrioz ve kitopentoz eldesi igin
kullaniimaktadir (Murao vd., 1992). N,N’-diasetilkitobiyoz, biyolojik aktif bilegiklerin sentezi
i¢in baglatici madde olarak kullanilir (Terayama, 1993; Kobayashi vd., 1997).

GlcNAc, anti-inflamatuar bir ilagtir. Insan viicudunda glukozdan sentez edilir ve
glikoproteinlere ve glikozaminoglikanlara bagli olarak bulunur. Damar icinden (iv), kas
icinden (im) ve hatta oral yoldan uygulanan GIcNAc’nin ilseratif kolitlerin ve diger
gastrointestinal inflamasyon bozukluklarinin tedavisi i¢in anti-inflamatuar bir ilag olarak etkin
oldugu bildirilmigtir (Friedman ve Skehan, 1980; Alosie vd., 1996). Aslinda endo-kitinazlarin
yiksek diizeyleri ve N-asetilglukozaminidaz ve ekzo-kitinazlarin digtk aktiviteleri ile
kitinolitik enzimlerin spesifik kombinasyonu oligomerlerin istenen zincir uzunlugunu
saglamak i¢in gerekli olmaktadir. Halbuki GlcNAc’yi elde etmek igin ekzo-kitinaz ve
Nasetilglukozaminidazin daha yiiksek miktarlar: gerekmektedir (Alosie vd., 1996).

3.1.2.4 Cesitli Uygulamalar

Mantarsal protoplastlar (asal hiicreler) biyoteknolojik uygulamalar igin sug i1slah programinda
ve mikolojik aragtirmada artan 6nem kazanmaktadir (Peberdy,1989; Gokhale, 1992; Lee vd.,
1993). Mantarsal hiicre duvarlarin eriten enzim kompleksinin en biyiik bilesenlerinden biri
kitinaz / kitosanazdir. Protoplast izolasyonu igin g¢esitli mikolitik enzimlerin tek baglarina
veya kombine halde kullanilmalart yiksek kitinaz diizeylerinin etkin mantarsal miselya
parcalanmasina olanak vermektedir (Vyas ve Deshpande, 1989; Kelkar vd.", 1990).
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N-asetilglukozaminidaz aktivitesinin sinirli sayida bakteride ifade edildiginin bulunmasina
kary1 bilyiime ortamina eklenmig kitinin varhginda ve yoklugunda mantarlarda yaygin olarak
N-asetilglukozaminidaz tiretimi gézlenmigtir (Miller vd., 1998).

Tannaz adli bir enzim gida endiistrisinde istenmeyen tanenin (maz: tozu) uzaklastirilmasinda
ve koruyucu olarak kullamlan gallik asidin Gretimi i¢in kullanilir. Aspergillus niger tarafindan
uretilen enzim, miselyuma giiglii bigimde baglanir. Bu enzimin kimyasal ve fiziksel anlamda
serbest birakilmasi verimli degildir. Kitinaz kullamlarak hiicre duvarlarnin hidrolizinin
tannazin geri kazaniimasinda etkili oldugu bulunmusgtur (Barthornéuf vd., 1994).

3.1.3 Kitinin Enzimatik Hidrolizi

Kitin kimyasal bozunmaya dayaniklidir. Polimeri pargalamak igin gereken goklu reaksiyonlar
yliziinden enzimatik olarak sindirilmesi zordur. Kitin kimyasal ve fiziksel pargalanmaya
dayamkli oldugu i¢in mikroorganizmalar kitinin bozunmasinda en biyluk role sahiptir (Zobell
ve Rittenberg, 1937; Gooday, 1994 ). Denize ait sedimentlerde neredeyse hi¢ serbest kitin
bulunmamasi bu mikrobiyal sistemlerin etkinliinin bir gostergesidir (Zobell ve Rittenberg,

1937). Bu yiizden kitin deniz gevresindeki mikroorganizmalar i¢in bir karbon ve azot

kaynagidir.

Deniz mikroorganizmalari tarafindan kitinin bozunmast ve metabolizmas: gesitli
ekstraselliler kitin depolimerazlar, katalitik olmayan kitin bagl: proteinleri, kitodekstrinazlar:
ve periplazmik ve sitoplazmik  N-asetilglukozaminidazlar1  (kitobiyaz ve N-

asetilhekzoaminidaz) igeren proteinlerin ¢ok adimli ardigik hareketinden olugur.

Selliloz ve kitin gibi polisakkaridlerin enzimatik hidrolizi gesitli enzimlerin beraber
hareketini gerektiren kompleks bir islemdir. Genel olarak bu enzimler polisakkarid zincirini
rasgele bir yerinden hidrolizleyen endo-enzimler ve zincirin ucuna yakin bir bolgede faal olan
ekzo-enzimler olarak iki gruba boliinebilir. Enzimatik reaksiyonun yonii tipik olarak indirgen
u¢ gruplarinin konsantrasyonunu 6lgen gesitli kolorimetrik tayinlerin birinden yararlamlarak
izlenir (Horn ve Eijsink, 2004).

Kitinin bilinen biodegradasyon yolu Sekil 3.1’de Ozetlenmigtir. Kitin endo ve ekzo tip
kitinazlarin kombinasyonu ile GIcNAc dimerlerine (GIcNAc;) parcalanirlar (reak. 1 ve 2).
Daha sonra f-N-asetilglukozaminidaz (GlcNAcase; reak. 3) dimer Unitelerini GlcNAc’ye
hidrolizier veya kitooligosakkaridlerden GIcNAc initelerini aymr (Gooday, 1994). Baz1
organizmalar GIcNAc; tinitelerini GIcNAc, fosforilaz enzimi ile GIcNAc ve GlcNAc-1-fosfata
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parcalar (reak. 4), (Park vd., 2000) veya bir GlcNAc; fosfotransferaz sistemi ile dimeri
GlcNAc-6-fosfat- GlcNAc yapisina donigtinir (reak.S). Bu yap1 6-fosfo-B-glukozaminidaz
ile GlcNAc ve GlcNAc-6-fosfata pargalanir (reak. 6), (Keyhani ve Roseman, 1997, Keyhani
vd., 2000). Kitinin degradasyonu ig¢in bir diger yol ise kitinin kitin deasetilaz ile
deasetilasyonudur (reak. 7). Deasetillenmig kitin ve kitosan bir endo tip enzim olan kitosanaz
(reak. 8) ve ekzo-B-D-glukozaminidaz (reak. 9) igbirliginde glukozamine (GIcN) pargalanir
(Gooday,1994).
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4. MATERYAL VE METODLAR
4.1 Materyaller
4.1.1 Kullanilan Aletler

¢ Sterilizasyon iglemi igin:
Fissler marka 10 litre hacimli diidiiklii tencere

¢ Enzim iiretimini saglamak i¢in yapilan ¢aliymada fermentasyon gartlarin1 saglamak igin:
Cliffton ve Niive marka ¢alkalamal: su banyosu

¢ Enzim aktivitesinin tayini i¢in:
Philips PU 8740 UV/ VIS Spektrofotometre kullaniimgtir.
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4.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligmada kullamlan kimyasal maddeler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kullamilan kimyasal maddeler

Madde ad Firma ad1
Amonyum stlfat LaChema
N-Asetilglukozamin Sigma
Coomassie Blue G-250 Merck
Cinko siilfat hepta hidrat Merck
Demir silfat hepta hidrat Merck
3,5-Dinitrosalisilik asit Sigma
Etanol JT Baker
Fenol JT Baker
o- Fosforik asit (% 85°lik) ‘Merck
Kalsiyum klorir Sigma
Kitin Sigma
Magnezyum stlfat hepta hidrat |Riedel-de- Haen
Patates-dekstroz agar Sigma
Pepton Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat Merck
Sakkaroz Sigma
Sigir serum albiimin Sigma
Sitrik asit Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum-potasyum tartarat Sigma
Sodyum sitrat Sigma
Ure JT Baker
Maya ekstarkti (Yeast extract) | Sigma
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4.2 Metodlar

4.2.1 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar tayini standart olarak si§ir serum albimin (BSA) kullamlarak Bradford
Yontemi’ne (1976) gore yapilde.

Renk Reaktifinin Hazirlanmasi

100 mg Coomassie Blue G- 250, 50 ml %96 (v/v) etanolde c¢oziildikten sonra 100 ml %85
(v/v) o-fosforik asit eklendi. Destile su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan bu renk reaktifi
koyu renkli cam bir gisede saklanmalidir.

4.2.1.1 Total Protein Standart Egrisinin Cizilmesi

1 mg / ml konsantrasyon olacak sekilde BSA distile suda ¢oztlda. Bu ¢dzeltiden 2-20 pg/ml
konsantrasyon aralifinda seyreltilmis protein standartlar: hazirland:.

1. Kuru, temiz test tiplerine 800 pl étandan ve uygun gekilde seyreltilmis &rneklerden
pipetlendi. Blank test tiipiine 800 pl destile su pipetlend: .

2. Tiplere 200 pl renk reaktifi eklendi.

3. Tapler birka¢ kez yavagga kangtiriddi. 5 dk-1 saat aralifinda kére karsi 595 nm’de
absorbanslari okundu.

Total protein standart egrisini ¢izmek igin standartlarin 595 nm’deki absorbans degerleri en
kicik kareler yontemine gore hesaplandl. Hesaplanan absorbans deZerleri ile protein

konsantrasyonlan arasinda standart egri ¢izildi (Sekil 4.1).

Cizilen standart egrinin regresyon denklemi agagida verilmigtir.
y = 0,153363636x + 0,1300801 4.1

Standart egriden 6rneklerin bilinmeyen konsantrasyonlan okunarak % mg protein miktarlari
bulundu.
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4.2.2 Dinitrosalisilik Asit Metodu ile Indirgen Seker Tayini

Dinitrosalisilik asit (DNS) belirteci indirgen gekerin belirlenmesi igin Sumner ve arkadaglan
tarafindan geligtirilmigtir. Bu belirte¢ 3,5-dinitrosalisilik asit, sodyum-potasyum tartarat
(Rochelle Tuzu), fenol ve sodyum hidroksitten olusur. Rochelle tuzu belirteci ¢oziinmiig
oksijenden korumak igin, fenol renk miktarim artﬁrmak igih kullamlir. Sodyum hidroksit ise
DNS iizerine ekerin indirgeme hareketi iin gereklidir (Miller, 1958).

4.2.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sitrat Tamponu:

0,1 M sitrik asid ¢ozeltisi ve 0,1 M sodyum sitrat ¢6zeltisi hazirlandi. 20,5 ml sitrik asid ve
29,5 m! sodyum sitrat ¢ozeltileri karigtiraldi. Destile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Bu sekilde
hazirlanan tamponun pH’s1 5°tir.

DNS Cozeltisi:

10 g 3,5-dinitrosalisilik asit; 10 g sodyum hidroksit; 2 g fenol ve 200 g sodyum—potasyum
tartarat 1 litre destile suda ¢6ziildii. Cozelti koyu renkli bir sigsede saklanmalidir.

Sonlandirma Cézeltisi;
2,5 M NaOH hazirland:.

4.2.2.2 N- Asetilglukozamin Standart Egrisinin Cizilmesi

Sitrat tamponu i¢inde %1’lik N-asetilglukozamin (GIcNAc) ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
¢Ozeltiden 0.004-0.5 mg/ml konsantrasyonlarinda seyreltik GIcNAc standartlart hazirland:.
Ornek olarak bu seyreltik ¢ozeltilerin kullanilmasi ile her 24 saatte bir DNS metodu ile 540
nm’de aktivite olgiimii yapildi. Elde edilen veriler en kiigiik kareler yontemine gore
diizenlendi. Absorbans ve N-asetilglukozamin konsantrasyonlar arasinda standart egri gizilir.

Cizilen standart egrinin regresyon denklemi agagida verilmigtir.

y = 1,32489022 x + 0,000010556 (4.2)
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DNS yéntemi ile indirgen geker tayini igin yapilan deneme agagida anlatilmigtr.

L.

Bog deneme ve 6rnek tiiplerine substrat olarak 1000 ul %1 kolloidal kitin (Sekil 5.1°de
anlatildif1 gibi bazirlanan), 500 pl drnek eklendi. Kor tiipiine 1500 pl sitrat tamponu
(pH=5) eklendi.

Bos deneme tiiplerine 1000 ul 2,5 M NaOH eklendi.

3. Tipler 30 dakika, 50°C’deki su banyosunda bekletildi.

O N o W

Su banyosundan ¢ikarilan tiipler oda sicaklifina erigince kor ve drnek tirplerine 1000 pl
2,5 M NaOH eklendi.

Butiin tiplere 3 ml DNS belirteci eklendi.

Tapler 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Oda sicaklifina ulagmug tiiplere 15 ml destile su eklendi.

540 nm’de kore kargt bog deneme ve Srnek absorbanslar: okundu.

Orneklerdeki indirgen seker miktarini bulmak igin &rnek ve bos deneme g¢bzeltilerinin
absorbans farkina kargilik gelen deger standart N-asetil glukozamin egrisinden okundu. Bu
sekilde orneklerdeki N-asetilglukozamin miktan (mg/mt) olarak bulundu.

Cizelge 4.2 Dinitrosalisilik asid metodu

KOR BOS DENEME ORNEK
1500 ul sitrat tamponu 1000 pl %1°1ik kolloidal kitin | 1000 ul %1°lik kolloidal kitin
(pH=5) 500 pl 6rnek 500 1l 6rnek
_ 1000 ul 2,5 M NaOH _
30°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletilir.
1000 pl 2,5 M NaOH - 1000 ul 2,5 M NaOH
3 ml DNS Belirteci 3 ml DNS Belirteci 3 ml DNS Belirteci
5 dakika kaynayan su banyosunda bekletilir.
15 mi destile su 15 ml destile su 15 ml destile su
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5. DENEYSEL CALISMA

5.1 Calismalarda Kitinaz Uretimi I¢in Kullanilan Mikroorganizmanm Secimi

Calismalarin  baglangicinda TUBITAK Marmara Aragtirma Merkezi’nden saglanan
Aspergillus niger, Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji
Enstitiisi’nden temin edilen Trichoderma koningi, Trichoderma reeseii ve bu enstitii
tarafindan mutasyona ugratilmig olan Trichoderma harzianum Pl (Trichoderma atroviride)
suglar1 incelenmigtir. Bu suglarda sirasiyla 0,21 U/mg protein, 6,3 U/mg protein, 9,8 U/mg

protein, 22,7 U/mg protein enzim aktivitesi saptanmugtir.

Caligmanin sonraki agamalarmda, dierlerine kiyasla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu i¢in
Trichoderma atroviride ve daha once gahgilmamu§ bir sus oldugu igin Aspergillus niger
kullamiimigtir.

5.2 Mikroorganizmalarin Uretim Ortamlan (Kat: Besiyerleri)

Trichoderma suglarin tretimi igin 3,9 g patates-dekstroz agar (PDA) 100 ml destile su
eklendi. Su banyosunda siirekli karigtirarak ¢oziildii ve 20 dakika 121°C buharl: basingta
sterilize edildi. Bu gozeltiden yaklagik 16 ml steril petri kaplarina dokiiliip, katilagmas: igin
sogumaya blraklldll.

Aspergillus niger’in firetimi i¢in %3 malt ekstrakti ve %2 agar-agar 100 ml destile su ile
manyetik kangtiricida karigirken 10 ml metal kapakh, steril cam ttplerin igine alindi ve 20
dakika 121°C buharl1 basingta sterilize edildi. Ttpler egik bi¢imde tutularak katilagmas: igin
sogumaya birakilds.

5.3 Saf Kiiltiiriin Ekilmesi ve Saklama Kogullar:

5.2’de anlatildid1 gibi hazirlanan kati besi yerlerine saf kiltiirler (sug) ekildi. 30°C 7 giin
inkiibe edildi. Bu siire sonunda yiizey tamamen sporlarla kaplandi. Bu gekilde hazirlanan
suglar (+) 4°C’de 3 ay saklanabilir. Daha uzun sire i¢in kiiltiriin yenilenmesi gerekir.

Herhangi bir kontaminasyondan sakinmak i¢in biitin iglemler etanol ile dezenfekte edilmis
ortamda ve bek alevi yaninda gerceklestirildi. )
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5.4 Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kat1 besi yerinde yetistirilmig suglarn izerine 5 ml steril destile su ilave edildi. Ekim ignesi
yardimiyla sporlar kazinarak ¢ézeltiye alindi.

5.5 Cahsmada Kullamilan Enzim Uretim Ortamlar ( Siv1 Kiltiir Ortamlarr)

Caligmalarda iki farklt enzim tretim ortamu kullamldi. I. enzim iretim ortamu Dana ve
arkadaglar (2001) tarafindan énerilen Sentetik Ortam (SM)’dir. Aspergillus niger’den kitinaz
tiretimini arttirmak igin kullamilan II. enzim iiretim ortam: ise Xia ve arkadaglarmin (2001)
Snerdigi ortamdir.

Sitoplazmanin esas maddeleri olan polisakkarid, lipid ve proteinlerin yapisinda bulunan
karbonun saglanmas: igin biitiin mikroorganizmalarin bir veya daha fazla karbon kaynagma
ihtiyaglar1 vardir. Mikroorganizmalar karbon gereksinimlerini CO,, karbonatlar ve gesitli
organik kaynaklardan saglarlar. Azot kaynag olarak amonyum tuzlarindan yararlamirlar.
Azot, mikroorganizmalarin proteinlerin, nitkleik asitlerin ve gesitli enzimlerin yapisina girer.
Ayrica mikroorganizmalar cesitli yapt maddelerinin ve enzimlerin yapilarmna gore cesitli
minerallere gereksinim duyarlar. Bu minerallerin baslicalan kikiirt ve fosfordur. Cesitli
enzimlerin aktivasyonunda rol oynayan Mg™, Fe™, Zn™, Cu™, XK', CI gibi iyonlar
mikroorganizmalann beslenmesinde yer almaktadir (Bilgehan, 1999).

I. enzim iiretim ortanu litrede10 g sakkaroz veya glukoz; 1,4 g (NH4); SO4; 0,3 g tre; 2,0 g
KH;POy; 0,1 g CaCl,.6H;0; 0,3 g MgS0..7H,0; 0,005 g FeS04.7H,0; 0,002 g ZnS0,.7H,0
igerir. Ortamun pH’s1 1 N HCl ile 5.0’a ayariand:. ' :

II. enzim tiretim ortamu litredel g glukoz; 0,5 g pepton; 0,5 g maya ekstrakts; 0,3 g KHzPOq,
0,5 g MgS0,.7H,0; 0,01 g FeS0,.7H,0; 0,001 g ZnSO4.7H,0 igerir. Ortamin pH’s1 1 N HCI

ile 5.0%a ayarlandi.

Enzim tiretim ortamlar: kullaniimadan 6nce 20 dakika 121° C buharl: basingta sterilize edildi.

5.6 On Kiiltivasyon Ortami

Herhangi bir kontaminasyon olmamasina dikkat edilerek.,‘ 100 ml enzim iretim ortamini
iceren erlenlere 5.4’te anlatildig gibi hazirlanan spor ¢ozeltisinden 0,5 ml eklendi. I. enzim.
Uretim ortamum (Bolim 5.5.) igeren erlenler galkalamali su banyosunda 30°C’de, II. enzim
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iiretim ortammnt (Boliim 5.5) igeren erlenler calkalamali su banyosunda 32°C’de 48 saat
inkiibe edildi.

10 g kitin + 500 ml % 85’lik o-fosforik asit

24 saat, (+) 4° C’de kangtinlir,

Siispansiyon 5 lt. distile su i¢ine alir.

Santrifitj, 12,000 x g, 10 dk.

v
Elde edilen gokelti destile su ile pH=5 olana kadar yikamr

l

Siispansiyon 6 N NaOH ile notrallestirilir.

Santrifti, 12,000 x g, 10 dk.

3 It. destile su ile yikantr, santrifiijlenir.

l

Cokelti destile su ile suspande edilir.

l

Siispansiyonun kitin igerigi érnegin kurutulmas: ile saptanir.

(son konsantrasyon %1 olmalidir)

Sekil 5.1 Kolloidal kitinin hazirlanmas: (Tanaka, et.all, 1999)
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5.7 Yerdegistirme Yontemi

5.6’da anlatildig: gibi 6n kiiltivasyona birakilarak dretilen miseller siiziildii ve steril destile su
ile iki defa yikandi. Bu miseller %0,1 ve %0,5 kolloidal kitin (Sekil 5.1) iceren 100ml’lik taze
hazirlanmig steril enzim tretim ortamlarina transfer edildi ve ¢alkalamali su banyosunda
30°C’de veya 32° C’de inkiibasyona brrakildi. Her 24 saatte bir 5 ml’lik 6rnekler alindi.

5.8 Kiiltiir Ortaminda Kitinaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarm Belirlenmesi

5.8.1 Kitinaz Uretimi i¢in Uygun Inkiibasyon Siiresinin Saptanmas:

Inkiibasyon siiresinin kitinaz Giretimine etkisinin saptanmast igin I. enzim {iretim ortaminda &n
kiltive edilen 7. atroviride ve A. niger miselleri siiziilerek %0,1 ve %0,5 kolloidal kitin ile
desteklenen 1. enzim iretim ortamina aktarildi. Daha sonra 30°C’de, ¢alkalamali su
banyosunda T. atroviride 24-96 saat, A. niger 24-72 saat slirelerde inkiibasyona birakildi.

5.8.2 Kullanilan Karbon Kaynagmm Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Karbon kaynafinin kitinaz iiretimine etkisini incelemek i¢in enzim tretim ortaminda %l
* konsantrasyonda sakkaroz veya glukoz kullamlmigtir.

5.8.3 Kitin Konsantrasyonunun Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:

Caligmalarda kullamlan enzim tiretim ortamlarina %0,1 ve %0,5 olmak iizere iki farkli
konsantrasyonda kolloidal kitin ilave edilmigtir. Ayrica 4. niger ile yapllan'v'bir ¢aligmada %
0,5 kolloidal kitinin ve %0,5 flake kitinin (pul bigiminde, ince parca kitin) enzim aktivitesine

etkisi incelenmisgtir.

5.8.4 Calkalamah ve Statik inkiibasyon Kosullarmm Kitinaz Uretimine Etkisinin

Saptanmasi

Calkalamali ve statik kosullarin kitinaz tiretimine etkisini aragtirmak igin 6n kiltive edilmiy .
kalttirler her iki kogulda da 30°C’de 48-96 saat siiresince inkiibe edildi.
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5.8.5 Yer Degistirme Yonteminin Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:
Yer degistirme yOnteminin kitinaz Uretimine etkisini incelemek igin kiiltiirler hem yer
degistirme yapilarak hem de yer degistirme yapilmaksizin aym kosullarda kiiltive edilerek

incelenmigtir.
5.9 T. atroviride’ den Kitinazin Karakterizasyonu

5.9.1 Stcakhigm Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:

Karbon kaynad olarak %1 sakkarozun kullamldigs, steril 6n kiiltivasyon ortamina 0,5 ml 7.
atroviride spor ¢ozeltisi ilave edilerek 25, 30, 35, 40 ve 50°C’de ¢alkalamali su banyosunda
.48 saat inkibe edildi. Olugan miseller siiziilerek iki kez steril destile su ile yikandi. %0,1
kolloidal kitin ile desteklenen, taze hazirlanmis, steril enzim iiretim ortamina alinan miseller
25, 30, 35, 40 ve 50°C’de calkalamali su banyosunda 48 saat inkiibasyona blraklld;.

5.9.2 Ortamin pH‘sinin Kitinaz Oretimine Etkisinin Saptanmasi

Karbon kaynagi olarak %1 sakkarozun kullamildifn 6n kiiltivasyon ortaminin baslangig
pH‘lar1 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH kullanilarak 4 ile 7 arasinda degisen degerlere ayarlandi.
Steril edilen enzim iiretim ortamlanina 0,5 ml 7. atroviride spor g¢ozeltisi ilave edilerek
30°C’de galkalamali su banyosunda 48 saat inkiibe edildi. Olugan miseller siiziilerek iki kez
steril destile su ile yikandi. %0,1 kolloidal kitin ile desteklenen, ayni pH degerlerine sahip,
taze hazirlanmig, steril enzim iiretim ortamina alman miseller 30°C’dé calkalamali su
banyosunda 48 saat inkiibasyona birakildi.

5.10 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

1 tnite kitinaz aktivitesi (U); standart kosullar altinda bir dakikada kitinden 1 umol N-asetil-
B-D-glukozamin olugmasini saglayan enzim miktan olarak tammlandi.

5.10.1 Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Sekil 4.1°deki total protein standart egrisi kullamlarak bulunan %mg protein miktarlar: 100°e
béliinerek mi’deki protein miktar hesaplandi.
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5.10.2 Total Unitenin Hesaplanmas:

Sekil 4.2°deki standart N-asetilglukozamin egrisi kullamlarak bulunan indirgen seker miktar:
agagidaki denklemde yerine yazilarak total Gnite (U/ml) hesaplandi.

Totat Unite (U/ml) = [( mg indirgen seker / ml x 1000) / (t x Mg )]

5.1)
mg indirgen geker / ml orneklerin ve bog denemelerin absorbanslan arasindaki farka
karsilik gelen indirgen geker miktar:
t . inkiibasyon zamam (30 dk)
Mg

: serbest birakilan indirgen sekerin (N-asetilglukozamin) molekiil
agirhg (221 g/ mol)

5.10.3 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmas:

Total iinitenin ml’deki protein miktarina boliinmesi ile spesifik aktivite hesaplandi. Spesifik
aktivite U/mg protein olarak verildi.
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6. SONUCLAR

6.1 Kitinaz Uretimi icin Kullanilacak Mikroorganizmalarin Secimi

Bolim 5.1°de anlatildigi gibi temin edilen mikroorganizmalar kitinaz iretimi yoniinden
incelendi. Bu mikroorganizmalardan Trichoderma koningi, Trichoderma reeseii ve
Trichoderma atroviride patates dekstroz agarda, Aspergillus niger ise malt-agar kati
besiyerlerinde (Boliim 5.2) aretildikten sonra %1 sakkaroz igeren 1. enzim iretim ortaminda,
30°C’de, 48 saat on kultivasyona birakildi. Olugan miseller sizilerek iki kez steril destile su
ile yikandi. %0,1 kolloidal kitin ile desteklenen, taze hazirlanmug, steril enzim iretim
ortamina alinan miseller 30°C’de ¢alkalamah su banyosunda 48 saat inkiibasyona birakildi.

Mikroorganizmalarin kitinaz spesifik aktiviteleri saptandi (Sekil 6.1). Bulgulara dayanarak
daha yiksek kitinaz aktivitesi gosteren 1. atroviride ¢ahsmalarda kullamlmak izere
segilmigtir. 4. niger digiik kitinaz aktivitesi gostermesine ragmen hem daha dnce tzerinde
¢aligma yapilmamig oldugu i¢in hem de kitinaz aktivitesini iyilestirme agisindan ele

alinmigtir.

Spesifik aktivite
(Ufmg protein)

T.atroviride T.reeseii Tkoningi A niger

Sekil 6.1 Kitinaz iiretimi yoniinden incelenen mikroorganizmalar.
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6.2 A. niger’de Kitinaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullar

6.2.1 inkiibasyon Siiresinin Kitinaz Aktivitesine Etkisi

Kitinaz Uretimine A. niger‘in inkiibasyon siiresinin etkisini aragtrmak igin yapilan
caligmalarda mantar sporlari ekilen I enzim tretim ortamu 24-72 saat arasinda degisen
stirelerde inkiibe edildi. Her 24 saat sonunda alinan sivi rneklerde total iinite (Sekil 6.2),

protein ($ekil 6.3) dl¢imleri yapild: ve spesifik aktivite hesapland: ($ekil 6.10).

Sekil 6.10°da gorildugi gibi inkubasyonun 24. saatinde A. miger’in kitinaz spesifik
aktivitesinin en yiiksek oldugu saptandi.

6.2.2 Kullanilan Karbon Kaynagmn Kitinaz Uretimine Etkisi

Siv1 besiyerinde ve enzim iiretim ortaminda karbon kaynag: olarak %1 sakkaroz veya %l
glukoz kullanilarak A. niger 'in kitinaz tiretimi incelendi. Her 24 saatte alinan érneklerde total
unite, protein ve spesifik aktivite 6lgiimii yapildi. %1 sakkaroz igeren ortamin total Ginite ve
protein grafikleri Sekil 6.2 ve 6.3’te verilmistir. %1 glukoz iceren ortamin total tnite ve
protein grafikleri ise Sekil 6.4 ve 6.5’te verilmigtir. Sekil 6.11°de goriildigi gibi karbon
kaynagi olarak glukozun kullanildig: ortamda kitinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu saptandi.

6.2.3 Kitin Konsantrasyonunun Kitinaz Uretimine Etkisi

Sekil 5.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan kolloidal kitin %0,1 ve %0,5 konsantrasyonlarda A.
niger’in 1. enzim iretim ortamina substrat kaynagi olarak ilave edilmistir. %0,5 kitin

konsantrasyonu igeren ortamlarda kitinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu gériilda (Sekil 6.10).

Ayrica %0,5 kolloidal kitin ve %0,5 flake kitin (ince tabakalar halinde, pul geklindeki kitin)
ile desteklenen II. enzim iiretim ortamlarindan her 24 saatte alinan Orneklerde total tnite
(Sekil 6.6) ve protein (Sekil 6.7) 6lgimii yapildi ve spesifik aktivite hesaplandi. %0,5
kolloidal kitin ile desteklenen ortamlardaki kitinaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu gézlendi
(Sekil 6.12).

6.2.4 Yer Degistirme Yonteminin Kitinaz Uretimine Etkisi

Karbon kaynag: olarak %1 glukoz kullanildiginda ve enzim tretim ortami %0,5 kolloidal
kitin ile desteklendiginde inkiibasyonun 24. saatinde 4. miger’in kitinaz aktivitesinin en
yiksek dizeye ulastig1 gozlendi. Bu agamada yer degistirme yonteminin kitinaz aktivitesine
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etkisini incelemek igin Bolim 5.5’te anlatilan II. enzim tretim ortamu kullamldi. Ayrica
substrat olarak %0,5 kolloidal kitin ve %0,5 flake kitin kullanilarak bunlann aktivitedeki

etkileri incelendi.

Yer degistirme yonteminin uygulandigt ve uygulanmadigi her iki denemeden alinan
orneklerde total tnite ve protein 6lgiimleri yapildi. Bu grafikler Sekil 6.6, 6.7, 6.8 ve 6.9°da
verilmistir. Kitinaz spesifik aktiviteleri hesaplandiginda substrat olarak %0.5 kolloidal kitin
kullanilan ve yer degistirme yapilan ortamlarda kitinaz iiretiminin arttig gorilmustiir (Sekil
6.13).
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{I %0,1 kolloidal kitin

[m%0.5 kolloidal kitin

Sekil 6.2 Kolloidal kitin igeren ve sakkaroz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
A.niger’in kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz aktivitesinin inkiibasyon siiresine (saat)
gore degisimi

s
| -
‘ k-
| 2 3
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®
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‘ |B%0,1 kolloidal kitin | 2.034 214 424
‘ [m1%0.5 kolloidal kitin 2203 424 45

Sekil 6.3 Kolloidal kitin iceren ve sakkaroz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
A.niger’in kitinaz indiiksiyonu ve protein miktarimn inkiibasyon siiresine
(saat) gore degisimi.

Sekil 6.2 ve 6.3’te verilen degerler ii¢ farkl1 calismanin ortalamasidir.
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Sekil 6.4 Kolloidal kitin igeren ve glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
A.niger’in kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz aktivitesinin inkiibasyon siiresine
(saat) gore degisimi

5 |
£ }
£3
@ 2
* 1
o
24 43 7
B%0 idal kitin 2,18 2203 424 |
[m%0.5 kolloidal kitin 201 4525 4225

Sekil 6.5 Kolloidal kitin iceren ve glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
A.niger’in kitinaz indiiksiyonu ve protein miktarinin inkiibasyon siiresine (saat)
gore degisimi

Sekil 6.4 ve 6.5°te verilen degerler ii¢ farkh galigmanin ortalamasidir.
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Sekil 6.6 Glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda A4.niger’in kitinaz indiiksiyonu
ve kitinaz aktivitesinin inkiibasyon siiresine (saat) gore degisimi

5
:-; 4
§. 3
# 2
£ 1
0
2
E1%0,5kolloidal kitin 1,799
B%0,5 flake kitin 1,173 1982 2,73
—_— E == =

Sekil 6.7 Glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda A. niger’in kitinaz indiiksiyonu
ve protein miktarimn inkiibasyon siiresine (saat) gore degisimi

Sekil 6.6 ve 6.7°de verilen degerler ti¢ farkli ¢alismanin ortalamasidir.



B1%0.5 kolloidal kitin [
W%0,5 flake kitin

Sekil 6.8 Glukoz ile desteklenen ortamlarda 4. niger’in kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz
aktivitesinin inkiibasyon siiresine (saat) gore degisimi

f

5
=
i
£3
=3
=2
s !
0
24
B%0,5kolloidal kitin | 3,36
B%0,5 flake kitin 043

48

3,12

1,043

Sekil 6.9 Glukoz ile desteklenen ortamlarda A4.niger’in kitinaz indiiksiyonu ve protein

Sekil 6.8 ve 6.9’da verilen degerler ii¢ farkli ¢alismanin ortalamasidir.

miktarinin inkiibasyon siiresine (saat) gore degisimi.
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S L
2 =

Spesifik aktivite
(U/mg protein)
o
-

s T

% 0.1kolloidal kitin |
% 0,5 kolloidal kitin

Sekil 6.10 A. niger’de kolloidal kitin ile desteklenen ortamlarda inkiibasyon siiresinin
kitinaz spesifik aktivitesine etkisi

——

1+

2~

g5 00

Z g 06

Eg g o4

&2 02

0
8% 0,1 kolloidal kitin,sakkaroz | 0,084 | 021 0,003
B%0.1 kolloidal kifin, glukoz | 0312 | 0,095 0,054
0% 0.5 kolloidal kitin,sak} 0327 | 00107 | 0005
8% 0.5 kolloidal kitin, glukoz | 085 0,064 0,027

Sekil 6.11 A.niger’de farkh karbon kaynaklarinin inkiibasyon siiresine (saat) gore kitinaz
spesifik aktivitesine etkisi.
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e
%

Spesifik aktivite
(U/mg protein)
o ﬁ "i g

z
g

% 0.5kolloidal ki
W% 0,5 flake kitin

Sekil 6.12 A. niger’de farkl kitin tiirlerinin inkiibasyon siiresine gore (saat) kitinaz
spesifik aktivitesine etkisi

L= 1

zd

g

2 S 06

g

i 04

) 02 J

0
24 48 2

E%0,5 koll. kitin, yer degisti 0,61 0,]657 0,042
W %0.5 kolloidal kitin 0,096 0:042 0,0203
O0%0,5 flake kitin, yer degisti 0,034 0,105 i 0,004
00%0,5 flake kitin 0,026 0,08§ 0,0056 e

Sekil 6.13 A4.niger’de yer degistirme yonteminin inkiibasyon siiresine (saat) gore kitinaz
spesifik aktivitesine etkisi
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6.3 T. atroviride’ de Kitinaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullar

6.3.1 Kitinaz Uretimi i¢cin Uygun inkiibasyon Siiresinin Saptanmas:

T. atroviride’nin kitinaz retimine, inkiibasyon siresinin etkisini aragtirmak igin yapilan
caligmalarda 6n kiiltivasyon sonrasinda I. enzim {iretim ortamina alinan miseller 24-96 saat
arasinda degisen siirelerde inkiibe edildi. Her 24 saat sonunda alman 6rneklerde total tinite
(Sekil 6.14) ve protein (Sekil 6.15) olgumleri yapilarak spesifik aktivite hesaplandi. Sekil
6.20’de gorilldiigu gibi 48 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda kitinaz spesifik aktivitesinin en
yitksek oldugu goriildii.

6.3.2 Kullanilan Karbon Kaynagmn Kitinaz Uretimine Etkisi

Siv1 besiyerinde ve enzim uretim ortamuinda karbon kaynag: olarak %1 sakkaroz veya %1
glukoz kullamlarak 7. afroviride’nin kitinaz tiretimi incelendi. Her 24 saatte alinan 6rneklerde
total tinite, protein ve spesifik aktivite tayini yapildi. %1 sakkaroz igeren ortamun total iinite
ve protein grafikleri Sekil 6.14 ve 6.15°te verilmistir. %1 glukoz igeren ortamin total iinite ve
protein grafikleri ise Sekil 6.16 ve 6.17°de verilmistir. Sekil 6.21°de gorildiigii gibi karbon
kaynag: olarak sakkarozun kullamldigi tiretim ortaminda kitinaz aktivitesinin en yiiksek
oldugu saptandi.

6.3.3 Kitin Konsantrasyonunun Kitinaz Uretimine Etkisi

Sekil 5.1°de gosterildigi gibi hazirlanan kolloidal kitin %0,1 ve %0,5 konsantrasyonlarda 7.
atroviride’nin 1. enzim iiretim ortamina substrat kaynagi olarak ilave edildi. %0,1 kitin

konsantrasyonu igceren ortamlarda kitinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu goriildi (Sekil 6.20).

6.3.4 Calkalamah ve Statik Inkiibasyon Kosullanmin Kitinaz Uretimine Etkisi

On kiltive edilerek olusturulan 7. atroviride miselleri enzim iretim ortamuna aktanldiktan
sonra bu besiyerlerinin {i¢ tanesi ¢alkalamali inkiibasyon kogulunda diger tg tanesi ise statik
kosulda inkiibe edildi. Statik kosulda inkiibe edilen besi yerlerinde kitinaz aktivitesine
rastlanmazken ¢alkalamali kosulda inkiibe edilen besiyerlerinde 48. saatte en yiiksek
aktiviteye rastland1 (Sekil 6.21).
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6.3.5. Yer Degistirme Yonteminin Kitinaz Uretimine Etkisi

%1 sakkaroz iceren ve %0,5 kolloidal kitin ile desteklenen siv1 besiyerine ekilen 7. atroviride
sporlari yer degistirme yapilmaksizin ayn: ortamda inkiibe edildi. 24 saat araliklarla alinan
orneklerde total iinite (Sekil 6.18) ve protein ($ekil 6.19) olguimleri yapilarak spesifik aktivite
hesaplandi. Paralel bir ¢aligmada ise %1 sakkaroz igeren sivi besiyerinde tiretilen 7. atroviride
miselleri 48 saat sonunda %0,5 kolloidal kitin igeren enzim iretim ortamna alinarak
inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte alnan 6rneklerde total iinite (Sekil 6.14) ve protein
(Sekil 6.15) olgumleri yapilarak spesifik aktivite hesaplandi. Sekil 6.22°de gorildugu gibi
inkiibasyondan 48 saat sonra yer degistirme yapilan iretim ortaminda en yiksek kitinaz

spesifik aktivitesine rastlanmistir.
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0,1
0,08
|

0,06
0,04
0,02

0

Total Unite (U/ml)

48 72

00341 | 00026

00018 | 00016 |

@ % 0,1 kolloidal kitin 0,0077
% 0.5 kollodal kitn | 0016

Sekil 6.14 Kolloidal kitin iceren ve sakkaroz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
T. atroviride’nin kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz aktivitesinin zamana gore

degisimi
=
z
=
&
3
g
B
a8
[B% 0,1 kolloidal kitin | 0,045 0015 039 1,07
[B% 0,5 kolloidal kitin | 0.013 0078 | 032 19

Sekil 6.15 Kolloidal kitin igeren ve sakkaroz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
T. atroviride’nin kitinaz indiiksiyonu ve protein miktarinin inkiibasyon siiresine
(saat) gore degisimi

Sekil 6.14 ve 6.15°de verilen degerler ii¢ farkli ¢alismanin ortalamasidir.



0,11
0,08
0,06

0,04

0,02

Total Unite (U/ml)

0
1 24 48 72 9%
B | dle = = .
|@%0,1 kolloidal kitin | 0,00035 0,0009 0,0142 0,00045
|m%0.5 kolloidal kitin | 0,0017 0,0015 0,0019 0,00015 |

Sekil 6.16 Kolloidal kitin igeren ve glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
T. atroviride’nin kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz aktivitesinin inkiibasyon
siiresine (saat) gore degisimi

% mg protein
~N w - w

% 0.1 kolloidal kitin

W% 0,5 kolloidal kitin.

Sekil 6.17 Kolloidal kitin igeren ve glukoz ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
T. atroviride’nin kitinaz indiiksiyonu ve protein miktarimn inkiibasyon
siiresine (saat) gore degisimi

Sekil 6.16 ve 6.17°de verilen degerler ii¢ farkli ¢aligmanin ortalamasidir.
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01
0,08
0,06
0,04
0,02

0

Total Unite (U/ml)

B1%0.1 kollidal kitn
| |B%0.5 kolloidal kitin
S

Sekil 6.18 Kolloidal kitin igeren ve sakkaroz ile desteklenen ortamlarda 7 atroviride nin
kitinaz indiiksiyonu ve kitinaz aktivitesinin inkiibasyon siiresine (saat) gére

degigimi
5 |
|
s 4
g
s 3
=3
g2
E
0
24 48 7 9
B%0,1 kolloidal kitin | 1.234 | 1499 163 176
B%0.5 kolloidal kitin 1,108 1,173 1,238 1,369

Sekil 6.19 Kolloidal kitin iceren ve sakkaroz ile desteklenen ortamlarda 7. atroviride nin
kitinaz indiiksiyonu ve protein miktarinn inkiibasyon siiresine (saat) gore
degisimi

Sekil 6.18 ve 6.19°da verilen degerler ii¢ farkli galismanin ortalamasidr.
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N
9

[N
S

w

Spesifik aktivite
(U/mg protein)
5

S W

D%0,1 kolloidal kitin | 17,1 27 | oem | 0106
B%0,5 kolloidal kitin 28 234 049 011

Sekil 6.20 T atroviride’de kolloidal kitin ile desteklenen yer degistirme ortamlarinda
inkiibasyon siiresinin (saat) kitinaz spesifik aktivitesine etkisi

|
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¥l

=) 20

£33 15

£

_: E' 10

"'i 5
[ @ 0

8% 0,1 kolloidal kitin. 171 27 0674 | 0106

‘( %0, kolloidal kitin, glukoz | 0.0039 | 069 0,06 003
[ 1% 0,5 kolloidal kitin,sakkaroz | 12,8 234 049 011
L 1% 0,5 kolloidal kitin, glukoz | 1.006 23 012 | 0034

Sekil 6.21 T. atroviride’de farkl1 karbon kaynaklarimin inkiibasyon siiresine (saat) gére
kitinaz spesifik aktivitesine etkisi
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= 2

s 20

£ :;‘ 15

§ 210

i 5

2 0

4 43 7 9%

B%0,1 kolloidal kitinyerdegistirme | 17,1 27 0.674 0.106
% 0,1 kolloidal kitin 0.101 0107 | 0141 | 000063
1% 0.5 kolloidal kitin,yerdegisti 128 234 049 011
O%05 kolloidal kit~ 0,063 0,077 0,129 0,037

Sekil 6.22. T. atroviride’de yer degistirme yonteminin inkiibasyon siiresine (saat) gére
kitinaz spesifik aktivitesine etkisi
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6.4 T. atroviride’den Kitinazin Karakterizasyonu

6.4.1 Sicakh@m Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:

7. atroviride karbon kaynagi olarak %] sakkaroz igeren steril ortama ekildi. 25°C-50°C
arasinda degigen sicakliklarda, galkalamali su banyosunda 48 saat kiltive edildi. Bu sirenin
sonunda %0,1 kolloidal kitin iceren, sakkaroz ile desteklenen steril sivi ortamlara alinan
miseller 25°C-50°C arasindaki sicakliklarda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun 48. saatinde
alinan 6rneklerde indirgen seker ve protein olgiimleri yapilarak spesifik aktivite hesaplandi.
Bu verilere gore kitinaz spesifik aktivitesinin 30°C sicaklikta iken en yiiksek degere ulastifn
gozlendi (Sekil 6.23).

6
£ sl
%
i
29
T
@
0
2 30 33 40 50
Sicakdik (C)

Sekil 6.23 inkitbasyon sicakhiginin 7. atroviride tarafindan iretilen kitinaz aktivitesine
etkisi
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6.4.2 Ortamm pH‘sinin Kitinaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

%1 sakkaroz ile desteklenen steril enzim dretim ortamimn baglangi¢ pH’lani 4-7 araliklarinda
ayarlandi. Bu ortamlara 7. atroviride sporlan ekildi ve 30°C’de galkalamali su banyosunda 48
saat suresince iretildi. Bu siirenin sonunda aym pH degerlerine sahip %0,1 kolloidal kitin
igeren steril enzim iretim ortamlarina alinan miseller 30°C’de galkalamali su banyosunda 48
saat inkiibe edildi. Indirgen seker ve protein olgiimleri yapildi ve kitinaz spesifik aktivitesi
hesaplandi. Sekil 6.24’te gorildigii gibi pH 5.0’a ayarlanan ortamlarda en yiiksek kitinaz
aktivitesine ulasildigs tespit edildi.

Spesifik aktivite
(U/mg protein)

Sekil 6.24 Ortamin pH’simin 7. atroviride tarafindan iretilen kitinaz aktivitesine etkisi.
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7. TARTISMA

Kitin dogada sellillozdan sonra en bol bulunan ikinci polimerdir. Deniz omurgasizlar,
bocekler, mantarlar ve algler dogal kitin kaynaklandir. Karides, yengeg, miirekkep baligi ve
istiridye gibi su alt1 canlilart kitin igerigi bakimindan zengin organizmalardir. Her yil su alt1
organizmalarindan 80,000 metrik ton kitin saglanmaktadir (Muzzarelli, 1977, Subasinghe,
1995). Kuf mantarlarinin hiicre duvarlarinin %22-44’t kitinden olugmaktadir (Muzzarelli,
1977, Muzzarelli vd., 1994). Mantarsal atiklardan elde edilen kitin tiretimi su alt1 atiklarindan
elde edilene gore Onemsiz miktardadir. Kitin bitkiler, mantarlar ve bakteriler tarafindan

iiretilen kitinolitik enzimler tarafindan hidrolizlenebilir.

Yerlesik yasamin baslayip ilk insanlarin tanm hayatina gegigleri bakteriyel ve fungal
patojenler ile kiiltiir bitkileri arasinda yakin bir iligkinin baslangicini olugturmustur. Bu yakin
iligki bazen hastalik salginlarimin ortaya ¢ikarak tim uriinin kullamlmayacak duruma
gelmesine ve bunun sonucunda da birgok insamn yasamun yitirdigi kitliklarin gorilmesine
neden olmustur. Diinya niifusunun hizla arttigi ginimiizde, irtnlerin hastaliklardan
korunmasi daha da oénemli bir konu haline gelmistir. Uriinleri hastalik ve zararlhilarin
verebilecegi zararlardan korumak igin birgok yontem kullanilmasina ragmen bakteri ve
fungus kokenli hastaliklar halen kiiltiir bitkilerini tehdit edici boyuttadir. Bakteriyel ve fungal
hastaliklarin yaptig1 zararlan énlemek igin birgok durumda kimyasallar kullamlsa bile bitki
hastaliklarimin olusturacagi zarar tamamen 6nlenemez. Ustelik kimyasallarin kullanimi hem
riin maliyetini arttirmasi hem de gevreye ve oOteki canlilara verebilecegi olasi zararlar

yiiziinden her gegen giin kisitlanmaktadir (Ozcan vd., 2001).

Cesitli mantarlar ve bakteriler tarafindan iiretilen kitinazin bitki patojen mantarlarin ve zararh
boceklerin kontroliinde biyokontrol ajani olarak rol oynadig: bir ¢ok arastirmaci tarafindan
gosterilmigtir. Ornegin Aeromonas (Chen vd., 1991), Bacillus (Watanabe vd., 1990),
Cellvibrio (Wynne ve Pemberton, 1986), Nocardia (Nanjo vd., 1989), Serratia (Fuchs vd.,
1986; Jones vd., 1986; Joshi vd., 1988) ve Vibrio (Soto-Gil ve Zyskind, 1984, Wortmann vd.,
1986) gibi bakterilerin baz tiirlerinin kitini etkin bigimde par¢aladig gosterilmistir.

Birgok mantar tiirleri bitki patojenik mantarlara ve boceklere karsi 6nemli biyokontrol
ajanlandir. Mikoparazitik ve entomopatojenik mantarlar istila igin ve konukguyu Oldiiren
bilegenlerden biri olarak kitinazlari iiretirler (Mathivanan vd., 1998; Kang vd., 1998; Higuchi
vd., 1998).



53

Yer fistig1 pasinin bir mikoparaziti olan Fusarium chlamydosporum susu, Puccinia arachidis
pas mantarinin uredosporlarinin filizlenmesini inhibe eden bir endo-kitinaz iiretir. Bu olay yer
fisug1 pasmun biyokontrolinde kitinazin 6nemli bir katkisi oldugunu gostermektedir
(Mathivanan vd., 1998). En fazla ¢aligilan mikoparazitik mantar olan 7. harzianum kitinolitik
enzimlerinin diger kaynaklardan elde edilen enzimlerden daha genis bir zararh mantar
araligma inhibitér olduklar bulunmustur (Lorito vd., 1993). M. verrucaria kitinaz, B-1,3
glukanaz ve proteinaz gibi yiiksek diizeyde ekstraselliiler mikolotik enzimleri tretir (Vyas ve
Deshpande, 1989; Deshpande, 1998).

Bocekler ve patojenik kiif mantarlari dig kabuklarinda kitin igerdikleri igin bitkilerde
kitinazlarin indiiksiyonu baglica savunma yamtidir. Hadwiger ve Beckman, bezelye i¢
dokusunun (endokarp) ekstraktlannin kitinaz ve kitobiyaz aktivitesi igerdigini gostermislerdir
(Hadwiger ve Beckman, 1980). Kitinaz aktivitesi ile savagan fasilye pas mantarinin
(Uromyces viciice-fabae) hiicre duvarindaki kitosan formasyonu kendini savunmada bitki
kitinazlarimin yardimini gésteren en iyi bir kanittir (Deising ve Siegrist, 1995). Trichoderma
harzianum’dan elde edilen kitinazin toprak kokenli mantarlarin ve patojenlerin genis bir

7 araligina karst aktif oldugu gozlenmistir (Irene vd., 1994).

Cesitli kiif mantarlarimi kitinaz tretimleri yoninden incelemek ve bu kuf mantarlarimin

optimum enzim tretim kogullarini belirlemek ¢alismanin temel amacidir.

Trichoderma ve Aspergillus tiirleri enduistride enzim (amilaz, sellilaz, pektinaz, mannanaz, -
galaktozidaz...) ve organik asitlerin (sitrik asit, okzalik asit...) tretimi igin ¢ok yaygin olarak
kullanilan kiif mantarlaridir Bu bilgilerin 1518inda  galismamizda kullanacagimiz kiif

mantarlarindan kitinazin da indiiklenebilecegi diistintildii.

ilk asamada Trichoderma atroviride (T.harzianum P1), Trichoderma koningi, Trichoderma
reeseii ve Aspergillus niger isimli kiif mantarlari spesifik aktiviteleri yoniinden kargilastirildi
(Sekil 6.1). Grafikte de gorildugi gibi 7. atroviride’de en yiksek kitinaz aktivitesi
gozlenirken A. niger’de ¢ok disik seviyede kalmugtir. Endistride ¢ok kullamilan bir kif
mantari olan A. niger’de kitinaz induksiyonunu arttirmak igin kogullar degistirilerek optimum

sartlarin saglanmasina caligilmustir.

A. niger ile yapilan ¢aligmalarda ilk 6nce en yiiksek kitinaz spesifik aktivitesinin gézlendigi
inkiibasyon siiresi saptandi. Inkiibasyonun 24. saatinde maksimum aktivite gorildii (Sekil
6.10).
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Substrat konsantrasyonu agisindan incelendiginde A. niger %0,5 kolloidal kitin ile

desteklenen enzim iiretim ortaminda en yiiksek aktiviteye ulagt1 (Sekil 6.10).

Farkli karbon kaynaklari yoniinden incelendiginde %1 glukoz iceren ortamlarda spesifik
aktivitenin %1 sakkaroz igeren ortamlara kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 6.11).

Kolloidal kitin iceren ve glukoz ile desteklenen ortamlarda kolloidal kitin konsantrasyonu
%0,5’e ¢ikarildiginda maksimum aktiviteye ulastig1 gozlendi (Sekil 6.11).

Inditksiyonu arttrmak igin kullamlan diger ortamda %0,5 konsantrasyonlarda farkli kitin
kaynaklar1 kullamldi. Onceki ¢aligmamizda %0,5 kolloidal kitin ile daha yiiksek aktivite
saglandigi i¢in bu konsantrasyon ile galigildi (Sekil 6.10). Sekil 6.12’de goruldigu gibi
kolloidal kitin ile yapilan ¢aligmada daha yiiksek aktivite saptadi.

Biitiin bunlarin yanisira yer degistirme yonteminin aktiviteye etkisi incelendi ve Sekil 6.13’te
gorildugii gibi yerdegistirme yapilan ve %0,5 kolloidal kitinli ortamda aktivitenin arttig
tespit edildi.

A niger ile yapilan galigmalarin sonucunda; glukoz ile desteklenen, %0,5 kolloidal kitin
iceren, galkalayicida inkiibe edilen ve yerdegistirme yapilan ortamda kitinaz aktivitesinin

saflastirma igin yeterli olmadig: gorildi.

llerideki galigmalarimizda kitinazi saflagtirmay1 amagladigimiz igin A. miger’de gozlenen
spesifik aktivite yeterli bulunmadi. Bu yiizden kitinazin izolasyonuna imkan verecegi

dugiinitlerek en yiiksek aktivite gosteren kiif mantan olan Z.atroviride ile ¢aligildi.

T.atroviride ile yapilan galigmalarin sonucunda ise %0,1 kolloidal kitin igeren, sakkaroz ile
desteklenen, yer degistirme yapilan ve galkalayicili ortamda 48 saatlik inkibasyon stiresinin
sonunda maksimum kitinaz aktivitesi tespit edildi (Sekil 6.21 ve 6.22).

Yapilan calismalarin sonucunda Aspergillus niger tarafindan iretilen kitinazin enzim
izolasyonu igin yeterli olmadig goriildii. Elde edilen bulgulara dayanarak bir mutant olan
Trichoderma atroviride tarafindan salgilanan kitinaz miktarimin karakterizasyon ve izolasyon

caligmalart igin yeterli miktarda oldugu sonucuna varildi.
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