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OZET

KITINAZ URETEN BAKTERILERIN IZOLASYONU VE ENZIM URETIMININ
MOLEKULER YONTEMLERLE ARTTIRILMASI

Burcu DURMAZ
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog.Dr. Bahri Devrim OZCAN

Mayis 2016, 64 sayfa

Bu c¢aligmada, Hatay ili Erzin ilgesi kiy1 kesimlerinden toplanan ve deniz canlist kabuklari igeren
toprak numunelerinden ii¢ adet kitinolitik Bacillus sp. izolasyonu gergeklestirilmistir. Bakteriler
sirastyla Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 olarak isimlendirilmislerdir. Her {i¢ izolata ait kitinaz da
optimum aktivitesini 40 °C’de gostermislerdir. Yine DBKI1 kitinazi optimum aktivitesini pH 7.0’de,
DBK2 ve DBK3 kitinazlar1 ise pH 6.0’da gostermislerdir. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait
spesifik aktiviteler 40 °C’de sirastyla 6.61, 13.17 ve 8.65 U/mg olarak gerceklesmistir. izolatlar en
yiiksek diizeyde enzim iiretimini inokiilasyondan itibaren DBK1, DBK2 ve DBK3 ig¢in sirasiyla 48.,
36. ve 60. saatte gergeklestirmislerdir. izolatlarin EtBr ile muamelesi sonucunda DBK1’den DBK1-
M3 ve DBK1-M4, DBK2’den DBK2-M3, DBK2-M4 ve DBK2-M5, DBK3’den ise DBK3-M3 ve
DBK3-M4 mutant varyeteleri elde edilmistir. DBK1-M3, DBK1-M4, DBK2-M3, DBK2-M4, DBK2-
M5, DBK3-M3 ve DBK3-M4 mutant varyeteleri kendi yabani tip varyetelerine gore sirasiyla %146,
193, 192, 121, 136, 178 ve 116 oranlarinda enzim tretmiglerdir. DBK1 kitinaz1 i¢in, MnCl,, MgCl,,
CaCl,, ZnCl, ve CuSO,, DBK2 kitinaz: i¢in MnCl,, ZnCl, ve KCI, DBK3 kitinazi i¢in ise MnCl,,
CaCl; ve ZnCl, aktivator olarak belirlenmistir. HgCl, tiim yabani varyetelere ait kitinazlar1 kuvvetli
bir sekilde inhibe etmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., kitinaz, izolasyon, karakterizasyon, mutasyon, EtBr



ABSTRACT

ISOLATION OF CHITINASE PRODUCING BACTERIA AND INCREASING OF
ENZYME PRODUCTION BY MOLECULAR METHODS

Burcu DURMAZ
M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Bahri Devrim OZCAN

May 2016, 64 Pages

In the present study, three chitinolytic Bacillus strains were isolated from the soil samples containing
shells of crustaceans collected from the coast sediments of Erzin district of Hatay province. The
isolates were entitled as Bacillus sp. DBK1, DBK2, and DBKS, respectively. The optimum enzyme
activities were observed at 40 °C for all chitinases. On the other hand, optimum pH value for DBK1
chitinase was 7.0, whereas 6.0 for DBK2 and DBKS3 chitinases. The specific activities of DBK1,
DBK2, and DBK3 chitinases were 6.61, 13.17 and 8.65 U/mg at 40 °C, respectively. Maximum
enzyme productions of isolates were observed after 48, 36, and 60 hours later from inoculation for
DBK1, DBK2, and DBK3 isolates, respectively. Mutant varieties DBK1-M3 and DBK1-M4 from
DBK1, DBK2-M3, DBK2-M4 and DBK2-M5 from DBK2, and DBK3-M3 and DBK3-M4 from
DBK3 were obtained after EtBr treatment. DBK1-M3, DBK1-M4, DBK2-M3, DBK2-M4, DBK2-
M5, DBK3-M3 and DBK3-M4 have produced 146, 193, 192, 121, 136, 178 and 116% more chitinase
according to their own wild type strains, respectively. The activators for DBK1 chitinase were MnCl,,
MgCl,, CaCl,, ZnCl,, and CuSO,, for DBK2 chitinase were MnCl,, ZnCl, and KClI, and for DBK3
chitinase were MnCl,, CaCl, and ZnCl,. HgCl, strongly inhibited all wild type chitinases.

Key Words: Bacillus sp., chitinase, isolation, characterization, mutation, EtBr
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TESEKKUR

Bu ¢alismanin yiiriitiilmesinin her asamasinda degerli bilgilerini bizlerle paylasan,
kullandig1 her kelimenin hayatima kattig1 6nemini asla unutmayacagim saygideger
danisman hocam Do¢.Dr. Bahri Devrim OZCAN’a o6ncelikle tesekkiirii bir borg
bilirim.

Calismam boyunca benden bir an olsun yardimlarini esirgemeyen arkadasim Emine

USTUNER e ve ¢aligma siiresince tiim zorluklar1 benimle gogiisleyen ve hayatimin

her evresinde bana destek olan degerli aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica boliimdeki calismalarim siiresince beni destekleyen boliimiimiiziin diger

Ogretim elemanlarina ve arkadaglarima tesekkiir ederim.

Bu calisma Osmaniye Korkut Ata Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan OKUBAP-2014-PT3-005 nolu proje ile desteklenmis olup, ilgili birime de

katkilarindan dolayi ayrica tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Enzimler kisaca hiicrelerdeki metabolik faaliyetleri yoneten Kkatalizorler olarak
tanimlanabilirler. Ozellikle son yarim yiizyil igerisinde bir takim avantajlarindan
dolay1 endiistriyel uygulamalarda geleneksel islemlere gore daha fazla kullanim alani
bulmustur. Reaksiyon sirasinda diisiik miktarlarda atik olusturmalari, ¢evre
kirliligine daha az yol agmalari, reaksiyonlari daha uygun ve ekonomik kosullarda
gerceklestirebilmeleri bu avantajlarindan bazilaridir. Bunlara ilave olarak, mikrobiyal
kokenli enzimlerin daha ekonomik iiretimi, daha uzun siire kullanilabilmesi,
mikroorganizma kaynakli enzimlerin endiistriyel alanlarda tercih edilmesinin diger

sebepleri arasindadir (Giimtisel, 2002).

1.1. Endiistriyel Enzimlerin Uretim Kaynaklari

Giiniimiizde tanimlanmis ve karakterizasyonu yapilmig enzimlerin sayisi birkag¢ bini
bulmaktadir. 1980 yilinda bu enzimlerin yaklasitk 30 tanesi ticari boyutlarda
tiretilmekte ve kullanilmakta iken, giinlimiizde bu rakam ¢ok fazla sayida artmistir ve
her gecen yil daha da artmaktadir. Enzimler mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar
olmak tizere baslica ili¢ liretim kaynagmna sahiptir. Enzimlerin iiretim kaynaklari
igerisinde mikroorganizmalar en biiyilk paya sahip olup, %90’a yakin1 bu
organizmalarin fermantasyonu ile gergeklesmektedir (Godfrey ve West, 1996).
Enzim iretiminde mikroorganizmalarin bu denli yiiksek bir orana sahip olmasi,
modifiye edilmis mikroorganizmalarin kullanimini tesvik etmistir. Bu nedenle
genetik miithendisligi yontemleri ile rekombinant bakteriler gelistirilmis ve enzim
tiretiminde yerlerini almistir. Bacillus subtilis, Aspergillus niger ve Aspergillus
oryzae gibi bakteri ve funguslar enzim iretiminde en yaygm kullanilan

mikroorganizmalardir (Glazer ve Nikaido, 1995).

Bitkisel kokenli enzimlere 6rnek olarak proteazlardan papain, bromelain ve ficin,
soya fasulyesi lipoksigenazi ve tahil amilolitik enzimleri verilebilir. Bitkisel kokenli
enzimlerin artan talebe karsilik verebilmesi, toprak isleme etkinligi, gelisim dongiisti
ve iklim gibi birka¢ faktére baghdir. Ayrica tarimsal etkinlikleri kontrol eden ulusal
ve uluslararasi politik kuruluglarin ¢aligmalari da 6nemli bir faktor olarak

goriilmektedir (Godfrey ve West, 1996).



Hayvansal kokenli enzimlere ise pankreatik lipaz ve proteazlar, pepsinler, pregastrik
esterazlar ve rennetler Ornek olarak verilebilir. Bitkisel kokenli enzimlerin
iretiminde oldugu gibi hayvansal kokenli enzimlerin {iretiminde de, kesim igin
yetistirilen hayvanlar1 kontrol eden politik ve tarimsal kuruluslarin izledikleri
politikalar etkin rol oynamaktadir. Buna ilave olarak birgok tilkede yerli ticari
hayvan populasyonlarinin korunmasi, hayvanlarin ve hayvansal dokularin bir
iilkeden digerine tasinmasinda kati kurallarin uygulanmasi diger kisitlamalardir.
Diger taraftan hastaliklarin (6zellikle viral hastaliklarin) hayvanlar ve hayvansal
dokular wvasitasiyla bir lilkeden digerine yayilmasi biiylik endiselere sebep
olmaktadir. Biitlin bu sebepler hayvan ve hayvansal {iriin ticaretini oldukga
kisitlamaktadir. Bitkisel ve hayvansal kokenli enzimlerin iiretilmesinde karsilasilan
bu sorunlar mikrobiyal kokenli enzimlere olan ilginin artirmasini saglamistir

(Godfrey ve West, 1996).

1.2. Bacilluslar ve Bacillus Kékenli Enzimler

Endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %751 hidrolitik olup biiyiikk bir kismi
Bacillus suslari tarafindan tiretilmektedir (Harwood, 1992). Bacillus suslar1 endospor
olusturan, comak seklinde, patojen olmayan ve dogada hemen her yerde bulunan
Gram (+) bakterilerdir (Harwood, 1992; Ozcan, 1996a). Patojen olmamalar1 ve cesitli
endiistriyel enzimleri iiretmelerinden dolayr gen klonlama ¢aligmalarinda 6nemli bir
yere sahip olan Bacillus suslari, sentezledikleri enzimleri hiicre disina salgilama
yetenegindedirler. Bacillus’lar tarafindan sentezlenen baslica enzimler arasinda o-
amilaz, B-amilaz, ksilanaz, alkalin fosfataz, seliilaz, glukoz izomeraz, B-laktamaz,

ndtral proteaz, Kitinaz ve pullulanaz gibi enzimler sayilabilirler (Harwood, 1992).

1.3. Kitin ve Kitinaz Enzimleri

Kitin dogada en fazla bulunan polimerlerden olup N-asetil glukozamin rezidiilerinin
B,1-4 baglanmasi ile olusmus bir polisakkarittir (Sekil 1.1). Bu polisakkaritler
dogada oldukca yaygin olup boceklerin dis iskelet yapilarinda, Crustacea’larin
kabuklarinda, birgok mantar ve hiicre duvarinda yapisal element olarak

bulunmaktadir (Sekil 1.2) (Chanpen vd., 1999).
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Sekil 1.1. Kitin polisakkaritinin molekiil yapis1

(http://www.biologydiscussion.com/notes/useful-notes-on-polysaccharides-with-
diagram/3132)

Kitin nanofiber

".,‘~10 Al demati

N-asatil
glukozamin

molaldilleri Kitin zincirleri Kitin nanofiber

Sekil 1.2. Kabuklu canlilarda kitinin yapisal organizasyonu (Raabe vd., 2005)

Kitin ile selilozun molekill yapist uzun diiz zincirler ihtiva etmeleri sebebiyle
benzerdir. Seliiloz molekiilii, yapisinda hidroksil gruplari igerirken, kitin molekiili
bundan farkli olarak asetilasyona ugramis amino gruplari igerir (Sekil 1.3) (Stryer,
1988, Madigan vd., 1997). Kitosan da benzer sekilde kabuklularda bulunan bir

polimer olup aynmi kitin gibi kalsiyumu baglar ve proteinlerle kovalent baglar

olustururlar.
OH _OH _OH OH
0 -0 0 0
HO N\~ OHO N\, CHD\A Ho Nt
R R R R
Seliloz: R = OH
Kitin  : R =NHCOCH;
Kitosan: R = NH,

Sekil 1.3. Seliiloz, kitin ve kitosanin yapisal farkliliklari (Ifuku, 2014)



Kitinazlar (EC 3.2.1.14) endo- ve ekzo- tip enzimler olup Kitini depolimerize ederler
(Donderski ve Brzezinska, 2005). Kitinazlar 6zellikle fungal patojenlerin hiicre
duvarinda bulunan kitini pargalayarak, fungal kaynakli bir¢cok bitki hastaliginin
biyolojik kontroliinde hayati bir rol oynarlar (Mathivanan vd., 1998). Bu ozelligi ile
kitinazlar dogal bir fungusid Ozelligi tasimaktadirlar. Kitinazlarin bakteriler,
mantarlar, bocekler, kabuklular, yiiksek bitkiler ve bazi omurgalilar arasinda oldukga
yogun bir dagilim gosterdigi bildirilmistir (Jeuniaux, 1966; Flach vd., 1992). Kitin
igeren tiim organizmalar, biliyiik ihtimalle hiicre duvarinin ve disiskeletin morfojenezi
icin, kitinaz enzimi de {lretmektedir (Gooday, 1977). Kitin icermeyen diger
kitinolitik organizmalar ise besin elde etmek i¢in polimerlerin degradasyonu
amaciyla kitinaz tretirler (Roberts ve Selitrennikoff, 1988). Kitinolitik toprak
bakterilerinin habitatlarinda bulunan kitini par¢alamak {izere kitinazi liretmesi buna
giizel bir ornektir (Oranusi ve Trinci, 1985). Bitkiler, hiicre duvarlarinda Kkitin
bulunmamakla birlikte, kendilerini kitin igeren fungus ve bocek gibi parazitlerden
korumak igin kitinaz enzimlerini iirettikleri tahmin edilmektedir (Abeles vd., 1971;
Bell, 1981; Boller, 1985). Uretim kaynaklarma gore kitinazlar baslica bakteriyel,

fungal, bitki, bocek ve memeli kitinazlar1 olarak siniflandirilabilir.

1.3.1. Bakteriyel Kitinazlar

Kitinazlar; Serratia, Choromobacterium, Klebsiella, Pseudomonas; Clostridium,
Vibrio, Arthrobacter, Beneckea, Aeromonas ve Streptomyces gibi bir ¢ok bakteri
grubunun igerisinde dagilim gostermistir (Matsumoto, 2006). Bakteriyel Kkitinazlarda
substrat baglanma bdlgesi enzimin ya aminoterminal ya da karboksiterminal bolgesi
icerisinde lokalize olmustur. Su ana kadar izole edilmis ve sekanslanmis bakteriyel
kitinazlarin ¢ogu glikozil hidrolazlarin familya 18’ine aitken, Streptomyces griseus
IIUT 6037’ye ait kitinaz (C-1) familya 19’a ait rapor edilmistir (Onho, vd., 1996).
Bakteriyel kitinazlarin molekiiler agirliklart 20-60 kDa arasinda olup bu degerler
bocek kitinazlarindan (40-85 kDa) kiigtik, bitki kitinazlar1 (25-40 kDa) ile benzerdir
(Bhattacharya vd., 2007). Bakteriyel kitinazlarin aktivite gosterdigi pH ve sicaklik
degerleri enzim iireten bakteriye bagl olarak degismekle birlikte genis bir aralik
gostermektedir. Ornegin Streptomyces violaceusniger tarafindan iiretilen endokitinaz
ve Streptomyces thermoviolaceus tarafindan iiretilen termostabil Kitinazlarn optimum

sicaklik degerleri sirastyla 28 ve 80 °C’dir. Yine benzer sekilde Streptomyces



thermoviolaceus tarafindan iiretilemn kitinaz enziminin optimum pH araligir 8.0-
10.08 iken Stenotrophomonas maltophilia C3 bakteri tarafindan iiretilen kitinazin
optimum pH araligi 4.5-5.0°dir (Hamid vd., 2013). Bakterilerin Kitinaz enzimini
cogunlukla nitrojen ve karbon kaynagi1 saglamak amaciyla iirettigi diisiiniilmektedir.
Buna ilave olarak bazi bakterilerce iretilen kitinaz enzimleri (6rnegin Serratia
marcescens ve S. plymuthica kitinazlar1) bazi fitopatojenik funguslarin sebep oldugu
bitki hastaliklarina karsi potansiyel biyolojik kontrol ajamidirlar (Dempsey vd.,
1998). Tim bunlara ilave olarak Aeromonas sp. No. 10S-24, Pseudomonas
aeruginosa K-187, Bacillus circulans WL-12 gibi bazi bakterilerde ¢oklu kitinaz

enzim tretimi de tammmlanmustir.

1.3.2. Fungal Kitinazlar

Fungal kitinazlar bakteriyel kitinazlarda oldugu gibi beslenme, morfogenez ve fungal
gelisim islemlerinde 6nemli bir rol iistlenmektedir. Kitin fungal hiicre duvarlarinin
temel bilesenlerinden biridir. Fungal kitinazlar simif-3 bitki kitinazlarn ile biiylik
oranda aminoasit homolojisi gosterirler. Cogunlukla fungal kitinazlar glikozil
hidrolaz siiper familyas1 i¢inde familya 18’in {yeleridirler. Fungal kitinazlar
bakteriyel ve bitki kitinazlar gibi 1y1 derecede siniflandirilmamais olup, familya 18’e
ait bakteri ve bitki kitinazlarina benzerlikleri temel alinarak tanimlanmigtir (Hamid

vd., 2013).

1.3.3. Bitki Kitinazlar:

Kitinazlar bitkilerin tohumlarinda, saplarinda, yumrularinda ve ¢igeklerinde dokuya
spesifik olarak bulunabilmektedir. Bitkiler tarafindan tiretilen kitinaz enzimleri
bitkileri patojen mikroorganizmalara karst korumak i¢in Onemli bir rol
istlenmislerdir. Hatta tarimsal biyoteknoloji calismalar: ile kitinaz enzimlerinin
bitkilere klonlanmas1 neticesinde patojenlere direncli hale getirilmis transgenik bitki
hatlarinin  olusturulmas: giincelligini korumaktadir. Bitkiler tarafindan iretilen
kitinaz enzimleri bitki gelisiminin erken safhasinda tespit edilebilir olup bitki
kitinazlar1 bocek kitinazlarmin aksine genellikle endokitinaz yapisindadirlar

(Matsumoto, 2006).



1.3.4. Bocek Kitinazlari

Bombyx mori ve Manduca sexta tarafindan iretilen Kkitinazlar 6zellikle deri
degistirme sirasinda pargalayici enzim olarak 6énemli bir rol iistlenmektedirler. Deri
degistirme esnasinda kitinaz enzimlerinin Ust deriyi hidrolizi sonucu agia ¢ikan
monomerler yeni kiitikiilin sentezlenmesi esnasinda tekrar kullanilirlar. Buna ilave
olarak bdcekler tarafindan kitinazlar ayrica bocekleri kendi parazitlerine karsi
koruma rolii de tistlenmistir. Boceklerde kitinaz enzimleri ayrica karides ve Krill gibi

kabuklu canlilar tarafindan da iiretilmektedir (Matsumoto, 2006).

1.3.5. Memeli Kitinazlar

Memeli kitinazlarinin; enzimatik aktivitesi olmayan protein benzeri kitinazlar ve
enzimatik olarak aktif gercek kitinazlar olmak tizere iki gruba ayrilan familya 18’e
(Glikozil hidrolaz, GH18) ait oldugu bildirilmistir. Kitotriosidaz tanimlanan ilk
memeli kitinazidir. Kitin yapisinda bulunan B-(1-4) glikozodik baglarin hidrolizinde
glutamik asit temel bir rol oynamaktadir. Protein benzeri kitinlerde glutamik asitin
yerine glutamin, 16sin ve izoldsinin gelmesi sonucu kitinolotik aktivite 6zelligi

kaybolmustur (Hamid, vd., 2013).

Bazi tiirlere ait kitinaz enzimleri ile bu enzimlerin amino asit sekanslarina Gen Bank

Erisim numaralar Cizelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. Kitinaz enzimlerini iireten bazi tiirler (Kawashima vd., 2016)

Tiir GenBank erisim numarasi

Serratia marcescens (ChiA protein 6nciilii) X03657
Lethenteron japonicum (kitinaz, karaciger) EU741679
Rattus norvegicus (kitotriosidaz, dalak) DQ286232
Mus musculus (kitotriosidaz, dil) AY458654
Equus caballus (kitotriosidaz) EF694759
Homo sapiens (Kitotriosidaz) U29615
Paralichthys olivaceus (kitinaz 3, pankreas) AB121734
Oncorhynchus mykiss (kitinaz, birincil bobrek) AJ535688
Bufo japonicus (kurbaga pankreatik kitinaz, pankreas) AJ345054
Xenopus tropicalis [kitinaz 1 (kitotriosidaz), tim viicut] | BC075332
Sardinops melanostictus (kitinaz 2, mide) AB985611
Pagrus major (kitinaz 2, hepatopankreas) AB678430
Parapristipoma trilineatum (kitinaz 2, mide) AB642678
Paralichthys olivaceus (kitinaz 2, mide) AB121733
Epinephelus coioides (kitinaz 2) FJ169894
Sebastiscus marmoratus (kitinaz 2) AB686659
Gallus gallus (CBPch04, grandular mide) AB071038
Bos taurus (kitin baglayici protein b04, karaciger) AB051629
Homo sapiens (asidik memeli kitinazi) AF290004
Macaca fascicularis (asidik memeli kitinaz1) FJ685619
Rattus norvegicus (kitinaz onciil-benzeri, mide) AY486074
Mus musculus (asidik kitinaz, mide) EF094027
Oncorhynchus mykiss (gastrik kitinaz) EU877960
Sardinops melanosticus (kitinaz 1, mide) AB985610
Paralichthys olivaceus (kitinaz 1, mide) AB121732
Sebastiscus marmoratus (kitinaz 1) AB686658
Parapristipoma trilineatum (kitinaz 1, mide) AB642677
Morone saxatilis (gastrik kitinaz) EU048546
Epinephelus coioides (kitinaz 1) FJ169895

Kitinaz geninin aktarilmasi ile elde edilen ve funguslara kars1 bagisiklik 6zelligi
kazandirilan transgenik bitkilerin iiretimi ile fungusid kullanimi kisitlanmakta ve
boylece cevre kirliligi ile miicadelede ciddi katki saglamaktadirlar. Ote yandan
fungus, kabuklu ve boceklerde bulunan kitinazlar bu organizmalarin

modifikasyonunda rol oynarlar (Shubakov ve Kucheryavykh, 2004).



Kitinaz enzimleri endokitinazlar, ekzokitinazlar ve kitobiazlar olmak iizere ii¢
yapisal gruba ayrilmaktadir (Dubourdieu vd., 1985). Endokitinazlar Kkitin
polimerlerini igten pargalarken, ekzokitinazlar kitobiozu u¢ kisitmdan uzaklastirirlar.
Beta-N-asetil glikozaminidaz, N-asetil glikozamin monomerlerini kitinden ¢ikarir, bu

durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine hidroliz eder.

Karides iiretim isletmelerinde aciga c¢ikan atiklarin kimyasal kompozisyonu
incelendiginde %27 kitin, %40 protein ve %33 mineral i¢erdigi goriilmektedir. Agiga
cikan bu karides atiklari bazi iilkelerde iiretilen kitin ve kitosanin ham maddesini
olusturmaktadir. Uretilen bu kitin ve kitosan gida, eczacilik, tip ve sularm aritilmasi
(Allans vd., 1984; Muzarelli vd., 1986; Kuzu, 2008) ile kiiltiir besi yerlerinde katki
maddesi olarak (Stephens vd., 1976), hayvansal besinlerin hazirlanmasinda protein
ve pigment ekstraksiyonu igin (Oke vd., 1978), toprakta nematod populasyonunun
azaltilmasinda (Brown vd., 1982), tek hiicre proteini iiretiminde (Revah-Moiseeu ve
Carroad, 1981) ve enzim immobilizasyonunda (Chen ve Weng, 1983) kullanimi da
yaygindir (Kuzu, 2008).

1.4. Mutasyon ve Mutajenler

Mutasyon bir canlinin DNA diziliminde meydana gelen kalici degisimler olup,
spontan olarak hiicre i¢inde meydana gelebilecegi gibi, in vitro kosullarda mutajen
ajanlarin kullanimi ile de olusturulabilirler. Mutasyona sahip bir organizma ise

mutant olarak adlandirilir

In-vitro mutasyon caligmalarinda mutajenlerin se¢imi rastgele olmayip hedefe gore
secilmesi kritik asamalardan birisidir. Ethidium bromide (EtBr) akridin grubu bir
mutajen olup o6zellikle istenmeyen genlerin koreltilmesinde en sik kullanilan mutajen
ajanlardan biridir. Buna ilave olarak 6zellikle kanser arastirmalarinda ve hiper {iretici
endiistriyel mikroorganizmalarin gelistirilmesinde Ethy-methanesulphonate (EMS)
ve  N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanadine =~ (MNNG) de yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Hopwood, 1970).

Bakteri populasyonlarinda mutasyonlarin spontan olarak meydana gelme oran: 10°-
10° arasindadir. Bu, 1 adet mutant koloni bulabilmek icin 100.000-1.000.000



koloninin taranmasi anlamina gelmektedir. Mutant bakteri suslarin1 elde etmek igin
laboratuvar ortamlarinda bu kadar fazla koloniyi taramak miimkiin degildir. Bu
sebeple, laboratuvarlarda mutasyon frekansini yiikseltmek i¢in kimyasal ve fiziksel

mutajen ajanlar kullanilmaktadir.

Kimyasal ve fiziksel mutajenler, fonksiyonlar1 ve meydana getirdikleri genetik

degisimler Cizelge 1.2.de verilmistir.

Cizelge 1.2. Mutajenler, fonksiyonlar1 ve meydana getirdikleri genetik degisimler
(Alikhanian, 1962)

Mutajen ajan Fonksiyonu Genetik
degisim

Yapisal olarak timine benzemesine

5-Brom urasil (5-BrU) karsin guanin ile eslesme yapar

A-T-G-C

Baz
analoglar

2-aminopurin (2-AP) Yapisal olarak adenine benzemesine | A-T—G-C

karsin sitozin ile eslesme yapar G-C—A-T
Nitrous asit (HNO,) Adenin ve sitozinin deaminasyonu A-T—G-C
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X Ethyl methanesulfonate | Guaninin iizerine metil grubu baglar
— ... G-C—A-T
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©
P
E § Nitrojen mustards, Guaninin N7 pozisyonundaki azotu Nokta
P © mitomyosin, alkilleyerek deoksiribozit mutasyonu
nitrosoguanidin baglantisim1 gevsetirler ve delesyon
ks
= . .
S Ethidium bromid (EtBr) Baz eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile Cergeve
c cerceve kaymasina neden olurlar kaymasi
<
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Kimyasal ajanlar etki sekillerine gore ii¢ gruba ayrilirlar (Hopwood,1970):

1. DNA molekiilinde bulunan piirin ve primidinin bir veya bir kaginin kimyasal

yapisini degistiren nitrous asit ve alkilleyici ajanlar (EMS, EES, DES, NTG).



2. Niikleik asitin replikasyonu esnasinda yeni sentezlenen zincire yerleserek bazlarin
tautomerik formlarinda oldugu gibi yanlis bas eslesmelerine neden olan baz

analoglart.

3. Cergeve kaymasi mutasyonlarina neden olan akridinler ve ICR gibi nitrojen

mustard derivasyonlari.

1.4.1. Nitroz Asit (HNO,)

Nitroz asit, oksidatif deaminasyon ile amino gruplarini enol ve keto gruplarina
doniistiirmektedir. Sonucta sitozin, adenin ve guanin sirastyla urasil, hipoksantin ve
ksantine doniistiiriiliir. Bu doniisiimler neticesinde urasil adenin ile baz eslesmesi
yaparak GC — AT transisyonu, hipoksantin sitozinle baz eslesmesi yaparak AT —
GC transisyonu ve ksantin de adenin ile baz eslesmesi yaparak AT— GC transisyonu

meydana gelir (Sekil 1.4).

H
\ ) / :
NP N e AL
c—cC C—cC cC— |
/N, ko, 7\ 7N\
H—C\ /N —_— H——C\ N—H———N\ /C \
N—C —C/ C—N
/ \\0 f \o H/
Cytosine Uracil Adenine
H
H F\ H /
\\cﬁN\C_C/N—H \C#N\c_ //O———H——N\C_C/H
wd N W/ Now o\
N AN AR Y.
= \ —C\ //C—N
H v d N
Adenine Hypoxanthine Cytosine

Sekil 1.4. Nitroz asit ile mutagenesiz (Klug ve Cummings, 1997)
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1.4.2. Etil Metansiilfonat (EMYS)

Etil metansiilfonat (EMS, CH3SO3C,Hs) (Sekil 1.5), DNA molekiiliinde niikleotid
ikamesi ile rastgele mutasyonlar iireten mutajen bir bilesik olup genellikle tek nokta

mutasyonlart meydana getirmektedir.
EMS’nin etil grubu guanin bazi ile reaksiyona girerek O-6-etilguanini olusturur. Bu,

DNA replikasyonu sirasinda O-6-etilguaninin karsisina sitozin yerine timin bazinin

gelmesi anlamini tasir. Sonugta G:C baz iftinin yerini bir A:T baz ¢ifti alir.

O O
\W/4
/S\O/\

Sekil 1.5. Etil metansiilfonatin molekiil yapisi

1.4.3. N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)

MNNG (C;HsNsOs) (Sekil 1.6), N” pozisyonuna alkil grubu baglayarak (N'-Etil-

guanin) etki eden oldukga kuvvetli bir mutajendir.

Sekil 1.6. N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidinin molekiil yapis1
1.4.4. Baz Analoglan

Niikleik asitlerin biyosentezi sirasinda, piirin ve pirimidinlerin yerine gecebilen
molekiiller olup piirin ve pirimidin bazlarindan hangisine benziyorsa, replikasyon

sirasinda benzerinin yerine ge¢ek mutasyona neden olmaktadirlar.
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5-Bromourasil (5-BrU), metil grubu yerine brom atomu igermesi sebebiyle timin

analogu gibi davranmaktadir. 5-BrU, keto formunda adenin, enol formunda ise

guanin ile eslesir (Sekil 1.7).

O—H---0

U Nen--N NN 4 TN, Mg
R __
RS R
R Q R O- - -H—N
Y,
H
5-BrU (keto) Adenine 5-BrU {enol) Guanine

Sekil 1.7. 5-BrU’in tautomerik formlari

2-Aminopiirin (2-AP) adenin bazinin analogu olup timin ile eslesme yapmaktadir.

Ayrica replikasyon esnasinda sitozin ile de esleserek olasi transisyonlara yol

agmaktadir (Sekil 1.8).
H
NN
AL
H,N~ "N~ N

Sekil 1.8. 2-Amino purinin kimyasal yapisi

1.4.5. Akridinler

Genomda ¢ergeve kaymasi mutasyonlarina sebep olan ve laboratuvarlarda en fazla
kullanilan, olduk¢a kuvvetli mutajen ajanlardir. Ethidium bromind (EtBr) en iyi

bilinen akridinlerdendir (Sekil 1.9).

™\

Br- =
e e

Sekil 1.9. EtBr’iin kimyasal yapis1
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Etkilerini gergeve kaymasi mutasyonuna suretiyle gosterirler (Crik vd., 1961). T2 ve
T4 fajlarinda mutasyon etkilerinin yiiksek olmasi, akridinlerin mutasyon etkisi ile
rekombinasyon mekanizmasi arasinda bir iligski oldugunu diisiindiirmiistiir (Orgel ve

Brenner, 1961).

1.4.6. Radyasyon

Ultraviole (UV) 1sinlar1 bakterilerde gerek baz degisimleri gerekse delesyona sebep
olan mutasyonlar meydana getirmektedir. Ayrica nadiren de olsa c¢er¢eve kaymasi
mutasyonlarina da sebep olabildigi bildirilmistir (Berger vd., 1966). Diger taraftan
X-1ismlart da in vitro calismalarda mutasyon amaciyla bakteri ve viriislerde

mutasyonlar meydana getirmek amaciyla kullanilmaktadir (Brown, 1966).

1.5. AMAC

Bu ¢alismanin amaci kabuklu canlilarin bulundugu alanlardan kitinolitik Bacillus
tirii bakterilerin izolasyonlarini gergeklestirmek, bu bakterilerce iiretilen kitinaz
enzimlerinin molekiiler biyoloji yontemleriyle tiretimlerinin artirilmasi imkanlarimi

arastirmak, son olarak bu enzimlerin karakterizasyonunu gergeklestirmektir.

1.6. KAPSAM

Calismanin kapsami agsagida maddeler halinde verilmistir:

1. Deniz kiyis1 veya su triinleri igleyen isletmeler gibi kitinolitik aktiviteye sahip
bakterilerin bulunabilecegi alanlardan toprak numunelerini almak ve bu
numunelerden kitinaz enzimlerini iireten Bacillus sp. bakterilerinin izolasyonunu

gerceklestirmek.

2. Toprak numunelerini 80 °C’de 10 dk siireyle inkiibe ederek vejetatif hiicreleri

Oldiirmek (pastorizasyon).

3. Pastorize edilmis numunelerden belirli miktarlarda LB zengin besiyerine

aktararak bakteri sporlarini acrobik ortamda ¢imlendirmek.
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4. Cimlenen bakterilerin LB-agar plaklarinda koloni olusturmalarint saglamak.

5. Herbir koloniyi kolloidal kitin igeren LB-agar plagina aktararak kitinaz

aktivitesine sahip bakterileri aktivite zonuna gore belirlemek.
6. Enzimlerin kismi karakterizasyonunu gerceklestirmek (sicaklik optimumu, pH

optimumu, sicaklik direnci, pH stabilitesi, zamana gore enzim aktivitesi, enzim

aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarin etkisi).
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Kitinolitik Bakteri zolasyonu Uzerine Yapilmis Onceki Calismalar
Perrakis vd., (1994), tiitiinden saflastirdiklar: kitinaz1 klonlamislardir.

Brurberg vd., (1996), Serratia marcescens tarafindan {iretilen ChiA ve ChiB
enzimlerini karakterize etmisler, her iki enzimin de optimum pH’sinin 5.0-6.0,
sicaklik optimumunun 50-60 °C oldugunu, 6.1 pH ve 37 °C sicaklik degerlerinde

yari-Omiirlerinin 10 glinden fazla oldugunu bildirmislerdir.

Huang vd., (1996), kolloidal yenge¢-kabugu kitinini ana karbon kaynagi olarak
kullanan Kkitinaz enzimi iireten Aeromonas sp. No. 16 susunu izole etmislerdir.
Arastiricilar enzimin 500 ml hacimli erlende 1.4 U/ml™ diizeyde aktivite gosterirken,

5 1 hacimli fermentorde 1.5 U/ml™ diizeyde aktivite gdsterdigini bildirmislerdir.

Wang ve Chang, (1997), Pseudomonas aeruginosa K-187 bakterisinden molekiiler
agirliklart 30.000 ve 32.000 dalton olan iki adet kitinaz enzimini (FI ve FII kitinaz)
saflastirmislardir. Arastiricilar FI ve FII icin pl degerlerini sirasiyla 5.2 ve 4.8,
optimum pH degerlerini 8.0 ve 7.0, optimum sicaklik degerlerini 50 °C ve 40 °C, pH
stabilitelerini 6.0-9.0 ve 5.0-10.0, sicaklik stabilitelerini ise 50 ve 60 °C olarak
bildirmiglerdir. Son olarak arastiricilar her iki enzimin de aktivitesinin Cu?* ile

arttigini, Mn?*, Mg?* ve Zn?* ile kuvvetli bir sekilde inhibe oldugunu bildirmislerdir.

Bhushan, (2000), alkalofilik bir ¢evreden izole ettigi Bacillus sp. BG-11 bakterisini
arastirmistir. Arastirict bakterinin kitin i¢eren bir ortamda, 50 °C’de ve 72 saatlik
periyotda 76 U/ml™ kitinaz iirettigini, saflastirdigi kitinazin molekiiler agirligimin
yaklagik olarak 41 kDa, optimum pH’sinin 8.5, optimum sicakligmin ise 50 °C
oldugunu bildirmistir. Arastiric1 ayrica kitinazin KCI, sodyum metabisiilfit, sodyum

azid varliginda 4°C’de raf dmriiniin 8 hafta oldugunu da bildirmistir.

Vaidya vd. (2003), Alcaligens xylosoxydans’dan elde ettikleri kitinazin molekiiler
agirhigini yaklagik 44-45 kDa, optimum sicaklik ve pH degerlerini sirasiyla 50 °C ve

5.0 olarak belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica 5 mM konsantrasyonlarindaki Cu*? ve
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Na"un kitinaz aktivitesini %25 inhibe ederken, Ca*?, Mg** ve Ba*®nin etkisiz

kaldigin1 bildirmislerdir.

Shubakov ve Kucheryavykh, (2004), Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Paecilomyces, Sporotrichium, Beaureia ve Mucor olmak {izere 9 adet mantar tiirii ve
cinsinin  kitinolitik aktivitelerini ¢aligmislar, bunlarin %1 kitin igeren sivi
besiyerlerinde {iretildiginde 0.2 U/mg (Sporotrichium olivaceum, Mucor sp) ile 4.0-
4.2 U/mg (Trichoderma lignorum, Aspergillus niger) arasinda aktivite gosterdiklerini

bildirmislerdir.

Yuli vd., (2004), Endonezya’nin Tompaso sicak su kaynagindan Kitinolitik aktiviteye
sahip, 16S rRNA sekans analizine gore Bacillus sp (Bacillus sp. 13.26) olarak
tanimladiklar1 bakteriyi izole etmislerdir. Arastirmacilar bakterinin %5 kitin igeren
besiyerinde 55 °C’de 72 saat siireyle inkiibe edildiginde ekstraselliiler kitinaz
enziminini rettigini, molekiiler agirliginin 60 kDa, optimum sicaklik ve pH

degerlerinin sirasiyla 60°C ve 7.8 oldugunu bildirmislerdir.

Dahiya vd. (2005), Enterobacter sp. NRG4 bakterisinin 60 kDa molekiil agirligina
sahip, kolloidal kitini ve glikol kitini hidrolize eden, buna karsilik kitozani hidrolize
edemeyen ekstaseliilar kitinazi bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica enzimin
optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirastyla 45 °C ve 5.5 oldugunu, Mg*?, K* ve
Ca'®un enzim iizerinde stiimilatér, Cu*?, Co™, Ag" ve Hg®nm ise inhibitor

olduklarin bildirmislerdir.

Lee vd., (2007), Bacillus sp. DAU101 susu genomunda bulunan kitinaz genini
Escherichia coli’de klonlamislardir. Arastiricilar, optimum pH’sin1 7.5 ve optimum
sicakligim1 60 °C olarak belirledikleri enzimin Zn*2, Cu*? ve Hg™? metal iyonlarinca
kuvvetli bir sekilde inhibe oldugunu, buna karsilik aktivitesinin Co*? ile 1.4 Kkat

arttigin1 bildirmislerdir.

Fleuri vd., (2009), Cellulosimicrobium cellulans 191 bakterisinin erlen igerisinde 25
°C’de 200 rpm calkalama hizinda inokiilasyon periyodunun 72. saatinde 6.9 U/ml ile
en yliksek enzim iiretim diizeyine ulastigini, 5 1 hacimli fermentérde ise 25 °C’de 200

rpm c¢alkalama hizinda inokiilasyon periyodunun 168. saatinde 4.19 U/ml ile en
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yiiksek enzim {iiretim diizeyine ulastigini, molekiiler agirligmin 61 kDa oldugunu ve
enzimin baz1 funguslarin hiicre duvar1 ile protoplast formlarini lize ettigini

bildirmislerdir.

Natsir vd., (2010), Endonezya sinirlar1 igerisinde bulunan Sulili termal su
kaynagindan izole ettikleri Bacillus sp. HSA, 3-la bakterisinin kitinaz enzimini
calismiglardir. Arastiricilar bakterinin optimum olarak enzim {retimini %0.5
kolloidal kitin konsantrasyonunda ve inkiibasyon periyodunun 72. saatinde
gergeklestigini bildirmiglerdir. Arastiricilar ayrica enzimin optimum sicaklik ve pH
degerleri ile substrat konsantrasyonunun sirasiyla 60 °C, 7.0 ve %0.3 oldugunu,
enzimin pH 7.0 ve 60 °C kosullarinda 2 saat inkiibasyondan sonra stabil kaldigini,
kitinaz aktivitesinin Co*, Fe** ve Zn? varliginda arttigini, buna karsilik Mg?*, Ca?*
ve Mn* varliginda azaldigimmi bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar enzimin 5
fraksiyonunun bulundugunu ve bunlarin molekiiler agirliklarinin SDS-PAGE’de

strastyla 79, 71, 48, 43, ve 22 kDa olarak belirlendigini bildirmislerdir.

Zeki ve Muslim (2010), izole ettikleri toplam 12 adet Serratia marcescens
bakterisinden bir tanesinin kitinaz enzimi Urettigini, enzimin molekiiler agirliginin
59.000 daldon, optimum sicaklik ve pH degerlerinin ise sirastyla 50 °C ve 6.0
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica enzimin 5.0-7.0 pH araliginda ve 50
°C’de stabil oldugunu, Ca?*, Cu**, Mg?*, Triton X-100 ve n-ethylmaleimide ile
aktive, buna karsihik EDTA, metanol, etanol, aseton ve Hg?* ile inhibe oldugunu da

bildirmislerdir.

Kuzu vd., (2012), izole ettikleri Bacillus thuringiensis HBK-51 susuna ait kitinaz
enziminin optimum sicaklik ve pH degerlerini sirasiyla 110 °C ve 9.0 olarak
bildirmislerdir. Arastiricilar enzimin 3 saatlik 6n inkiibasyondan sonra 9.0-12.0 pH
araliginda ve 110 °C’de yiiksek diizeyde stabil kaldigini, bu 6zellikleri ile enzimin
hipertermofil-termostabil ve alkali olarak tanmimlandigini, SDS-PAGE analizinde
enzimin 50 ve 125 kDa boyutlarinda 2 adet izoform gosterdigini bildirmislerdir. Son
olarak arastiricilar Ni®*, K™ ve Cu*”’nin enzim aktivitesini arttirirken, EDTA, SDS,

Hg”" ve etil-asetimidatin azalttigin1 bildirmislerdir.
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Kuddus ve Ahmad, (2013), 58 bakteri izolatin1 taramiglar ve bu izolatlardan 6
tanesinin kitinolitik aktivite gosterdigini belirtmiglerdir. Arastiricilar kitinolitik
aktivite gosteren 6 adet izolat igerisinden en yiiksek kitinaz tiretimine sahip iki adet
izolat1 (Aeromonas hydrophila HS4 ve Aeromonas punctata HS6) ileri ¢alismalar
icin se¢mislerdir. En yiiksek kitinaz iiretiminin HS4 susu i¢in 37 °C sicaklik, 8.0 pH
degeri ve 24-48 saat inkiibasyon periyodunda, HS6 susu icin ise 37 °C sicaklik, 7.0
pH degeri ve {iretim inkiibasyon periyodunun 48. saatinde gergeklestigi bildirilmistir.
Ayrica aragtiricilar her iki izolat i¢in de en uygun substratin kolloidal kitin, en iyi
karbon kaynaginin nisasta (%1), en iyi nitrojen kaynaginin ise HS4 i¢in malt, HS6

2+,

igin ise maya ekstrakt1 olarak belirlendigini, Mn?* ve Cu**’nin HS6 kitinaz iiretimini,

Co”"’mn ise HS4 kitinaz iiretimini énemli derecede arttirdigini bildirmislerdir.
2.2. Bakterilerde Mutasyon Uzerine Yapilmis Onceki Calismalar

Yoneda (1982), geleneksel mutasyon yontemleri ve gen klonlama tekniklerini
birlestirerek daha iyi suslar gelistirmistir. Arastirict bu tiirlerin seleksiyonunda
antibiyotik resistanlik 6zelliginden ve nisastali plaklarda olusan amilaz zonlarindan
faydalanmigtir. Arastirmaci kantatif enzim analizi sonucunda enzim tiretiminin 1500

kat arttigini bildirmistir.

Kole ve Altosaar, (1985), kirmiz1 pigmentli Serratia marcescens EB415 susunu
ultraviyole 1511 ve nitrosoguanidine kullanarak mutasyona ugratmislar, sonugta
pigment lretmeyen, kolloidal kitin igeren besi ortaminda daha biiyiik kitinaz aktivite
zonu veren mutant BL40 varyetesini elde etmislerdir. Arastirmacilar yabani tip
EB415 varyant1 ile mutant BL40 varyantinin kitinaz {iretimini karsilastirmislar,
EB415 yabanil tipin 60 U/ml kitinaz iiretirken, mutant BL40 varyantinin 160 U/ml

(%167 artig) kitinaz enzimi tirettigini belirlemislerdir.

Ozcan (1996a), cerceve kaymasi mutasyonlarina sebep olan ethidum bromid (EtBr)
uygulayarak a-amilaz pozitif Bacillus subtilis ORBA (1) susunu a-amilaz negatif bir
sus haline doniistiirmiistiir. Arastirmaci1 9 adet mutant sus izole etmistir. Arastirmaci
Bacillus subtilis ORBA (1) susu ile mutant susa ait hiicre dis1 proteinleri SDS-PAGE
ve SDS-Nisasta-PAGE jellerde karsilagtirarak a-amilaz aktivitesinin B. subtilis
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ORBA (1) susunda yer alan fakat mutant susta bulunmayan yaklasik 65 kDa’lik bir
proteinden kaynaklandigi tespit etmistir.

Sidhu vd., (1997), Bacillus sp. MK716 susunun amilaz iiretiminin EMS ile mutasyon
calismalar1 sonucunda 40 kat arttigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar mutasyona
ugrattiklar1 a-amilaz genini Escherichia coli ve Bacillus subtilis’de klonlamiglar, B.

subtilis’de enzim tiretiminin 107 kat arttigin1 bildirmislerdir.

Ibrahim ve O’sullivan (2000), probiyotik bakteriler tarafindan iiretilen B-galaktozidaz
enzim miktarini arttirmak amaciyla iki bifidobakterium tiirii (B. breve ve B. longum)
ile Laktabacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’u iki
ayr1 kimyasal ajanla (EMS ve MNNG) muameleye tabi tutmustur. Arastirict elde
ettigi 25 adet mutant varyantda yabani tiplerine gore B-galaktosidaz aktivitelerinin
arttigint  bildirmistir. Arastirici, laktoz bulunan ortamda gelisen mutantlarda f-
galaktosidaz artisinin L. delbrueckii spp. bulgaricus’da %137, S. thermophilus’da
%104, B. brevis’de %70 ve B. longum 'da %222 olarak gergeklestigini bildirmistir.

Kotchoni ve Shonukan (2002), soya fasulyesi fermantasyonundan izole ettikleri
Bacillus pumilis’i EMS ile mutasyona ugratmislar, elde ettikleri mutantlar1 yiiksek
glukoz konsantrasyonunda (%2.6 w/v) seliilaz {iretim seviyesine gore dort gruba
ayirmiglar ve grup-Ill ile grup-IV’iin seliilaz iiretiminin sirasiyla 6.2 mg ile 11.4

mg’1n lizerinde oldugunu belirlemislerdir.

Bilgilisoy, (2003), iki Bacillus subtilis (RSKK244, RSKK246) susunu enzim
tiretimini degistirmek amaciyla EMS ve EtBr ile mutasyona tabi tutmus, RSKK244
ve RSKK246 'nin EMS ile muamelesi sonunda 244M1, 244M2 (likenaz", kisilanaz",
CMCase™, o-amilaz”) ve 246M3 (likenaz®, kisilanaz*, CMCase™, a-amilaz®) mutant

varyeteleri elde etmistir.

Vaidya vd., (2003), kitinaz ireten bakterilerin taranmasinda hizli bir metot
gelistirmisler ve bu metodu Alcaligenes xylosoxydans’in hiperkitinaz mutant
varyetesini taramada kullanmiglardir. Arastiricilar, mutant varyete A. xylosoxydans
EMS 33’iin yabani varyeteden 3.4 kat daha fazla kitinaz enzimi {irettigini de

bildirmislerdir.
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Walid vd. (2007), UV, EMS ve akridin oranj kullanarak Aspergillus niger UMIP
2564’de sitrik asit liretiminin arttirllmasimi ¢alismiglardir. Elde ettikleri 15 mutant
susun arasindan, sekiz adet mutant susun asit iretimlerinde artisin oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar W5 (UV) mutant varyetenin ebeveyn varyeteye gore

yaklagik 3.2 kat daha fazla {iriin verdigini bildirmislerdir.

Prabakaran vd. (2009), {i¢ mantar tirini (Aspergillus fumigatus, Penicillium
chrysogenum ve Verticillium terrestre) seker kamisi topraklarindan izole etmisler ve
bu funguslarda amilaz, seliilaz ve lipaz enzimlerinin {iretimini iyilestirmek amaciyla

UV 15181 ile mutasyon ¢alismalari yapmislardir.

Haq vd. (2010), Bacillus amyloliquefaciens UNG-16 susunu EMS ile 10-60 dakika
muamele etmislerdir. Arastiricilar mutant B. amyloliquefaciens EMS-6’da ebeveyn

susun 1.4 kati yiikksek enzim aktivitesi belirlemislerdir.

Yamashiro vd. (2010), Bacillus circulans bakterisine ait p-amylase aktivitesinin

iyilestirilmesini ankestral mutasyon yontemi ile basarmislardir.

Abdel-Aziz vd. (2011), topraktan izole ettikleri Streptomyces pseudogriseolus UV
1511 ile muamele ederek 139 adet mutant varyant elde etmislerdir. Arastiricilar bu
mutant varyeteleri LB-ksilan agar besi yerinde 30 °C’de {i¢ giin iiretmisler ve kongo
kirmizis1 ile boyadiktan sonra 94 mutant varyetenin yabani tipe gére daha genis
aktivite zonuna sahip olduklarini, en yiiksek ksilanaz aktivitesinin ise 121 numarali

mutant susa (%161 artis) ait oldugunu bildirmisledir.

Raju vd. (2012), Aspergillus niger fungusunu UV, EMS ve EtBr ile muamele
etmigler, mutant varyetelerin enzim tretim diizeylerini spektrofotometrede DNS
yontemini kullanarak belirlemislerdir. Arastiricilar, UV-18 mutant susun 18.11
U/ml/dk, EMS-4 mutant susun 14.93 U/ml/dk, Ethidiumbromide-13 mutant susun
18.31 U/ml/dk ve EMS&EB-18 mutant susun 18.84 U/ml/dk glukoamilaz
tirettiklerini, bu degerlerin yabani susa gore 2-4 kat daha fazla glukoamilaz tiretimine

tekabiil ettigini bildirmislerdir.
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Reddi Pradeep vd., (2012), Aspergillus niger fungusunu EtBr ile mutasyona
ugratarak seliilaz tretimini artirmayt hedeflemislerdir. Arastiricilar mutasyondan
sonra 10 adet mutant varyeteyi (GNEB; - GNEBjg) segerck enzim aktivitelerine
bakmiglar, bu mutant varyetelerden 5 tanesinin (GNEB1, GNEB4, GNEBs, GNEBg,
GNEBy) yabani tipe gore daha yiiksek enzim iiretimi gosterdiklerini bildirmislerdir.

Raju vd., (2013), proteaz iireticisi Bacillus cereus bakterisini UV, EMS ve EtBr ile
muamele ederek mutantlarda enzim iiretim diizeylerini arastirmislardir. Arastiricilar,
bazi mutant varyetelerin erlen fermentasyonu sonucunda yabani tip bakteriye gore

daha fazla enzim iirettigini bildirmislerdir.

Kavil ve Divakar (2014), Shigella sp. iizerinde fiziksel (UV) ve kimyasal (apfisilin,
kloramfenikol) mutasyonun etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar, yaptiklari
calismanin sonucunda yabani varyete ile mutant varyetenin gelisimlerinin farkli
oldugunu, hem kimyasal hem de fiziksel mutajen muameleleri sonucu ekstraseliilar
kitinaz enzimi iiretiminin etkilendigini, antibiyotik varliginda bile bakteri gelisiminin

ve enzim iiretiminin gozlendigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Materyali

Bacillus sp. DBK1, Bacillus sp. DBK2 ve Bacillus sp. DBK3 bakterileri, bu ¢alisma

kapsaminda, Hatay ili Erzin il¢esi deniz kiyisindan alinan ve yogun bir sekilde deniz

kabuklusu i¢eren toprak numunelerinden (Sekil 3.1) elde edilmistir.

Sekil 3.1. Deniz kiyisindan toprak numunelerinin alinmasi

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Caligma kapsaminda kullanilan tiim kimyasal ve diger sarf malzemeler aksi
belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Ambresco, Axygen, Brand,
Eppendorf, Firat Plastik ve Isolab’dan satin alma yoluyla temin edilmistir. Kolloidal
Kitin ise kitinden (Sigma; C9752) asagida verilen protokol uyarinca hazirlanmigtir
(Kuddus ve Ahmad, 2013):

1. 40 g kitin 600 ml hacimli konsantre HCI igerisine yavasg¢a ilave edilmis ve 30
°C’de 60 dk siireyle yiiksek hizda karistirilmigtir.

2. 2 | hacimli su 4-10 °C’de yavasga ilave edilerek kitinin kolloidal Kitin

siispansiyonu olarak ¢okmesi saglanmustir.

3. Cokelti kagit filtreden gegirilerek siispansiyon toplanmuistir.
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4. Siispansiyon bir beherin icinde 5 | saf suda yikanarak tekrar bir kagit filtre
yardimiyla toplanmistir. Bu adim 3 kere daha tekrarlanarak siispansiyonun pH

degerinin yaklasik 3.5 olmasi saglanmistir.

5. Hazir hale gelmis olan kolloidal kitin substrat olarak kullanilmaistir.

3.1.3. Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan inkiibatorler (Niive ve Memmert), su banyolar1 (Memmert),
santrifiij (Hettich), manyetik karistirict (lka), vorteks (lka), pH metre (Hanna),
otoklav (Hirayama), saf su cihazi (Labor Simsek), buzdolaplari (Argelik), calkalayict
(Ika), elektroforez takimi ve giic kaynagi (Atto) calismanin yapildigi Osmaniye
Korkut Ata Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda mevcut bulunmaktadir (Sekil 3.2). Yine ¢alismada
kullanilan spektrofotometre (Pharmacia) ise ihtiya¢ duyuldugu zamanlarda Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik

Miihendisligi Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Sekil 3.2. Calismanimn yiiriitiildiigii OKU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii

Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan bir goriintii
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3.2. Yontem
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu ve Kitinaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerin izolasyonu asagida verilen protokol uyarinca

yapilmuistir:

1. Deniz kiyisindan steril kaplara alinan ve bol miktarda deniz canlis1 kabulari igeren

toprak numuneleri laboratuvara taginmaistir.

2. Toprak numunelerinden 1’er g tartilarak alinmis ve tizerlerine 10’ar ml steril saf
su eklenerek iyice karistirtlmistir. Boylece numunelerde bulunan bakteri

sporlarinin saf suya gegmeleri saglanmistir.

3. Sulandirilmis numuneler tortunun dibe ¢okmesi i¢in 30 dk kadar bekletilmis ve
sonrasinda s1vi kisimlardan 500’er pl alinarak 1.5 ml hacimli steril mikrosantrifiij

tiiplere aktarilmstir.

4. Mikrosantrifijj tiiplerine alinan numuneler 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15

dk siireyle inkiibe edilerek vejetatif bakterilerin 6lmesi saglanmistir (Sekil 3.3).

5. Siire sonunda numuneler su banyosundan uzaklastirilmis ve tamami steril
mikropipetlerle 25 ml hacimli LB besiyerlerine (%10 w/v bakto tripton, %5 w/v

maya akstrakti, %10 w/v NaCl, pH 7.5) aktarilmstir.

6. LB besiyerleri 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta calkalama hizinda 24 saat
stireyle inkiibe edilmis ve bdylece bakteri sporlarinin ¢imlenmeleri saglanmigtir

(Sekil 3.4).

7. LB s1v1 besi ortaminda gelisen bakterilerden 1’er ml alinarak seri sulandirmalar
yapilmis ve 107, 10 ve 10” oranlarinda sulandirilmus 6rneklerden kolloidal kitin
iceren LB agar besiyerlerine (%10 w/v bakto tripton, %5 w/v maya ekstrakti, %10
w/v NaCl, %10 w/v kolloidal kitin, %15 w/v agar, pH 7.5) 100’er ul olacak

sekilde cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir.
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8. Ekimleri tamamlanan plaklar ters g¢evrilerek oda sicakligi kosullarinda 72 saat

stireyle inkiibe edilmistir (Sekil 3.5).

9. Etrafinda berrak aktivite zonu bulunan koloniler kitinaz pozitif olarak

belirlenmistir.

e

Sekil 3.3. Toprak numunelerinde bulunan vejetatif bakterilerin pastérizasyonu

O RO

Sekil 3.4. Bacillus sporlarinin LB besiyerinde ¢imlendirilmesi
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Sekil 3.5. Cimlenmis Bacillus sporlarinin LB-agar plaklarinda kolonilestirilmesi

3.2.2. Mutasyon Calismalari

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlar EtBr mutajeni kullanilarak mutasyona

ugratilmiglardir. Mutasyon prosediirii asagida verilen protokol uyarinca steril kabin

igerisinde yapilmuistir:

1. Izolatlar master plaklardan steril 6ze yardimiyla almarak 25 ml hacimli LB siv1
besi yerlerine ekilmis ve 37 °C’ye ayarlanis inkiibatdrde orta ¢alkalama hizinda 24

saat siireyle iiremeye birakilmiglardir.

. Bakteriler steril mikrosantrifiij tliplerine 1’er ml olacak sekilde alinmis ve seri

sulandirmalar yapilmistir.

. 10® ile 10° dilisyonlardan 100’er pl alinarak cam c¢ubukla yayma yontemi ile
LB-kitin-agar plaklarina ekimleri yapilmis, plaklarin kurumasi i¢in yaklasik 20 dk
bekletilmistir.

. Bakteri ekimi yapilan agar zeminine uygun mesafelerde 1’er damla EtBr (10

mg/ml) damlatilmis ve bu sefer EtBr’nin kurumasi i¢in yaklasitk 30 dk
bekletilmistir (Sekil 3.6).

. Plaklar ters cevrilerek bakterilerin iiremesi i¢in 37 °C’de 24 saat siireyle

inkiibasyona birakilmiglardir.
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6. Siire sonunda EtBr’nin besiyeri iizerinde yayildig1 ve higbir bakteri liremesinin
gozlenmedigi 6lim zonunun kiyisinda bulunan EtBr ile temas etmis bakteriler
steril kiirdanlarla tek tek toplanarak LB-Kitin-agar plaklarina numaralandirilarak

ekilmislerdir.

7. Ekimi tamamlanan plaklar ters cevrilerek oda sicakliginda 72 saat siireyle

inkiibasyona birakilmislardir.

8. Stire sonunda koloniler etrafindaki kitinaz aktivite zonlar1 g6z Oniinde
bulundurularak, 1 adet kii¢iik zon biiyiikliigline sahip (negatif kontrol), 4 adet ise
biiyiikk zon biiyiikliigiine sahip olmak {izere her bir izolat i¢in 5’er adet mutant

varyete secilmistir.

9. Secgilen mutant varyeteler enzimatik analizlerde kullanilmak {izere, master ve
gliserol stoklar1 alinarak uygun saklama kosullarinda (master plaklar i¢in +4 °C,

gliserol stoklar i¢in -20 °C)’de muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.6. Izolatlarin EtBr ile muamele edilmesi

3.2.3. Enzimatik Analizler

Enzimatik analizler Kuzu (2008)’de verilen protokol uyarinca yapilmistir.

Protokoliin bazi asamalarinda modifikasyonlar uygulanmistir.
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3.2.4. Etanol Presipitasyonu fle Eenzimin Hazirlanmasi

Etanol presipitasyonu ile enzimlerin hazirlanmasi asagida verilen protokol uyarinca

yapilmustir.

1. Bakteriler master plaklardan 50 ml hacimli LB sivi besiyerlerine steril 6ze
yardimiyla inokiile edilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatérde uygun c¢alkalama

hizinda 24 saat siireyle iiremeye birakilmiglardir.

2. Siire sonunda bakteriler steril santriflyj tiipleri yardimiyla 5000 rpm hizinda +4
°C’de santrifiij edilerek pelet haline getirilmislerdir.

3. Santrifiij sonrast enzimleri igeren hiicredisi sivi kisimlar (slipernatant) kaba filtre
kagidi (Whatman, 5) ile siiziilmiis ve tizerine hacmin %70’i oraninda %96’lik

soguk etanol eklendikten sonra -20 °C’de 24 saat siireyle bekletilmistir.

4. Siire sonunda 6rnekler +4 °C’de 10000 rpm’de ¢oktiirtilmiistiir.

5. Cokeltiler 0.1 M sodyum fosfat (pH 7.0) tamponunda ¢oziilerek +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Elde edilen enzim preparasyonlari, enzimlere ait sicaklik optimumu, sicaklik direnci,
pH optimumu, pH direnci, zamana gore enzim aktivitesi, metal iyonlarinin enzim

aktiviteleri lizerine etkisi deneylerinde kullanilmistir.

3.2.5. Enzimlere Ait Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivite gosterdigi optimum pH degerlerinin belirlenmesinde;
Sitrat (pH 4.0-6.0)

Sodyum fosfat (pH 6.0-8.0)

Glisin-NaOH (pH 8.0-10.0)

Boraks-NaOH (pH 10.0-13.0) tamponlar1 kullanilmustir.
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Her bir pH degerine sahip tampondan 1 ml alimarak 1 ml enzim preparasyonu ile
karistirtlmistir. Bu karigimlarin her birine 5 mg kitin-azur (200 mg kitin azur 100 ml
fosfat tamponu (50 mM, pH 6.5) i¢inde ¢oziildiikten sonra renkli sisede +4 °C’de
saklanmistir) ilave edildikten sonra 37 °C’de (bakterinin iretildigi sicaklik) 30 dk
siireyle bekletilmiglerdir. Kor, kitin azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda drneklerdeki enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda kore
karst absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir. Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere

ait pH aktivite grafikleri olusturulmustur.

3.2.6. Enzimlere Ait Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlere ait sicaklik optimum degerlerinin belirlenmesinde, 1 ml enzim
preparasyonu 1 ml sodyum fosfat tamponu (DBK1 enzimi i¢in pH 7.0, DBK2 ve
DBK3 enzimleri i¢in pH 6.0; enzimlere ait optimum pH degerleri) ile karigtirilmistir.
Bu karisimlarin her birine 5 mg Kitin-azur ilave edildikten sonra sirasiyla 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 °C sicaklik degerlerinde 30’ar dk inkiibe edilmislerdir. Kor,
kitin azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. inkiibasyon sonrasinda karisimlar
santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda koére karsi absorbans
degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama
degerler almmustir. Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere ait sicaklik aktivite

grafikleri olusturulmustur.

3.2.7. Enzimlere Ait Sicaklik Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlere ait sicaklik stabilide degerlerinin belirlenmesi amaciyla, enzim
preparasyonlari ayri olacak sekilde 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C’lerde 30 dk
siireyle 6n inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasmmda 1 ml enzim
preparasyonu 1 ml sodyum fosfat tamponu (DBK1 enzimi i¢in pH 7.0, DBK2 ve
DBK3 enzimleri i¢in pH 6.0; enzimlere ait optimum pH degerleri) ile karigtirilmistir.
Bu karigimlarin her birine 5 mg kitin-azur ilave edildikten sonra sirasiyla 40 °C
sicaklik degerinde (enzimlere ait optimum sicaklik degeri) 30’ar dk inkiibe
edilmislerdir. Kér, kitin azur ve tampon kullamlarak hazirlanmistir. Inkiibasyon

sonrasinda karigimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda
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kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmistir. Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere

ait sicaklik stabilite grafikleri olusturulmustur.

3.2.8. Enzimlere Ait pH Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim igeren tampon ¢ozelti santrifiij edilerek enzim preparasyonlari elde edilmistir.
Sonrasinda preparasyonlar farkli pH degerlerindeki (7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0,
13.0) tampon ¢ozeltiler icinde resiispanse edilerek 30 dk siireyle 6n inkiibasyona
birakilmistir. Sonrasinda, 6n inkiibasyona birakilan enzimler ile substrat (kitin azur, 5
mg) karigtirilarak 40 °C sicaklik degerinde 30’ar dk inkiibe edilmislerdir. Kor, kitin
azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasinda karigimlar
santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda kore karsi absorbans
degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama
degerler alinmistir. Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere ait pH stabilite grafikleri

olusturulmustur.

3.2.9. Cesitli Kimyasallarin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Farkli kimyasal malzemelerin enzim aktiviteleri iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla EDTA, HgCl,, MnCl,, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, KCI, CuSQ,4, CoCl,, AgNO3
kimyasallar1 1 mM konsantrasyonlarinda kullanilmistir. Bu amagla, 1 ml enzime s6z
konusu kimyasallar son konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde ilave edildikten
sonra oda sicakhginda 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda Orneklere 1’er ml sodyum fosfat tamponu (DBK1 enzimi i¢in pH 7.0,
DBK2 ve DBK3 enzimleri i¢in pH 6.0) ve 5’er mg substrat (kitin-azur) ilave
edildikten sonra 40 °C’de 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmiglardir. Koér, sadece
kitin azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir, herhangi bir kimyasal ilavesi
yapilmamustir. Inkiibasyon sonrasinda enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda kore
kars1 absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir. Olgiim degerleri kullanilarak yukarida

belirtilen kimyasallarin enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri belirlenmistir.

30



3.2.10. Zamana Goére Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zamana gore enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla LB s1v1 besiyerinde 12 saat
siireyle tiretilmis olan bakteri kiiltlirlerinden 50’ser ml hacimli yeni s1v1 besiyerlerine
%1 olacak sekilde (500 pl) inokiile edilmis ve 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta
calkalama hizinda iiremeye birakilmislardir. inkiibasyonun baslangicindan itibaren
her 12 saatte bir numune alinmis ve etanol presipitasyonu ile enzim &rnekleri
hazirlanmistir. Bu islem inkiibasyondan itibaren 72. saate kadar her 12 saatte bir (12,
24, 36, 48, 60, 72) tekrarlanmistir. 1 ml enzim preparasyonu 1 ml sodyum fosfat
tamponu (DBKI1 enzimi i¢in pH 7.0, DBK2 ve DBK3 enzimleri i¢gin pH 6.0;
enzimlere ait optimum pH degerleri) ile karistirilmistir. Bu karigimlarin her birine 5
mg Kitin-azur ilave edildikten sonra 40 °C sicaklik kosullarinda 30 dk inkiibe
edilmislerdir. Kér, kitin azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda karigimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda
kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir. Olgiim degerleri kullanilarak zaman gére

enzim aktivite grafikleri olusturulmustur.

3.2.11. Oransal Aktivite

Her 1i¢ izolat LB besi ortaminda 24 saat iiretildikten sonra elde edilen enzimler kitin
azur ile optimum sicaklik ve pH kosullarinda 30 dk siireyle reaksiyona
sokulmuslardir. Kér, kitin azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda karigimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 560 nm dalga boyunda
kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir. Olgiim degerleri kullanilarak ii¢ enzimini

birbirlerine gore oransal aktivite grafikleri olusturulmustur.

3.2.12. Mutant Varyetelere Ait Oransal Aktiviteler

Her ii¢ izolat ve mutant varyantlart LB besi ortaminda 24 saat stireyle iiretildikten
sonra elde edilen enzimler kitin azur ile optimum sicaklik ve pH kosullarinda 30 dk
siireyle reaksiyona sokulmuglardir. Kor, kitin azur ve tampon kullanilarak

hazirlanmistir.  Inkiibasyon sonrasinda karigimlar santrifiij edilmis ve enzim

31



aktiviteleri 560 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okunarak
belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler alinmistir.
Olgiim degerleri kullanilarak izolatlar ile mutant varyantlara ait enzim aktivitelerinin

birbirlerine gore oransal aktivite grafikleri olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kitinaz Ureten Bakterilerin izolasyonu

Hatay ili Erzin ilgesi deniz kiyisindan alinan ve yogun bir sekilde deniz kabuklusu
igeren toprak numunelerinden kitinaz iireten 3 adet bakteri izole edilmistir. Bakteriler
acrobik ortamda spor ¢imlendirme y6ntemi ile izole edilmelerinden dolay1 Bacillus
sp. olarak tanimlanmislardir. izolatlar sirasiyla Bacillus sp. DBKZ1, Bacillus sp.
DBK2 ve Bacillus sp. DBK3 olarak isimlendirilmislerdir. %10 w/v oraninda
kolloidal kitin iceren LB-agar besi ortaminda, oda sicakligi kosullarinda 72 saat
stireyle inkiibe edilen plaklarda bakteriler kitinaz aktivite zonu liretmislerdir (Sekil

4.1).

Sekil 4.1. Kitin igeren LB-agar plaklarinda izolatlara ait kitinaz aktivite zonlar1

Kitinaz enzimi tretimi Bacillus’lar arasinda yaygin olup, daha dnce kitinaz enzimi
tireten birgok Bacillus susu degisik ortamlardan izole edilmistir. Bacillus sp SCH-1
ve Paenibacillus SCH-2 (Han vd., 2014), B. licheniformis X-7u (Takayanagi vd.,
1991), B. licheniformis suslar1 (Waldeck, 2006), B. licheniformis Mb-2 (Toharisman
vd., 2005), B. mannanilyticus IB-OR17 (Melentiev vd., 2014), B. amyloliquefaciens
(Sarvani ve lyer, 2012), B. amyloliquefaciens V656 (Wang vd., 2002), B.
thurungiensis subsp. kurstaki HBK-51 (Kuzu vd., 2012), B. furmis SBPL-05 (Loni
ve Bajekal, 2011), B. circulance L2 ve B. licheniformis 2J-1 (Khan ve Khan, 2014)
daha Once izole edilen ve kitinolitik aktivite gosteren Bacillus’lardan bazilaridir. Bu

bakterilerden bir kismi ekstrem ortamlardan izole edilmis olup, termofil, halofil,
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alkalifil nitelite olup ve irettikleri kitinaz enzimleri de bu dogrultuda sicakliga, tuz

konsantrasyonlarina ve yiiksek pH kosullarina karst dayaniklidir.

4.2. izolatlara Ait Enzimatik Ozelliklerin Belirlenmesi

4.2.1. Enzimlerin Optimum pH Degerleri

Enzimlerin aktivite gosterdikleri optimum pH degerleri Bacillus sp. DBK1, Bacillus

sp. DBK2 ve Bacillus sp. DBK3 izolatlar1 igin sirasiyla 7.0, 6.0 ve 6.0 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait pH optimum grafigi

DBKI kitinaz1 4.0 ve 5.0 pH degerlerinde sirasiyla %27 ve 37 oraninda aktivite
gostermistir. pH 6.0°da ise ani bir artisla %78 aktivite gosterirken, pH 7.0’da en
yiiksek aktivite seviyesine ulagsmistir. Enzimin, pH 8.0 ve 9.0 degerlerindeki
aktiviteleri sirasiyla relatif olarak %89 ve 79 olarak belirlenmistir. pH 10.0°da %43
aktivite gosteren enzim, pH 13.0°’da aktivitesinin tamamini kaybetmistir. DBK1
kitinaz1 4.0-7.0, 7.0-10.0 ve 6.0-9.0 pH araliklarinda sirasiyla %60.5, 77.75 ve 86.5
oranlarinda ortalama aktivite gostermistir. Bu verilere gére enzim nétral bir karakter

gostermekle birlikte pH 6.0-9.0 arasinda ideal bir aktivite sergilemektedir.
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DBK2 kitinaz1 4.0, 5.0 ve 7.0 pH degerlerinde relatif olarak sirasiyla %73, 89 ve 87
aktivite gostermistir. pH 8.0’da ise %52’lik bir kayipla %48 aktivite gosterirken, 12.0
ve 13.0 pH degerlerinde ise aktivitesinin tamamini kaybetmistir. DBK2 kitinaz1 4.0-
7.0 ve 7.0-10.0 pH araliklarinda sirasiyla %87.25 ve 45.75 ortalama oransal aktivite
gostermistir. Optimum pH degeri 6.0 olan enzimin 4.0 ve 5.0 pH degerlerinde de
yiiksek aktiviteye sahip olmasi, enzimin asidik karakterli bir yapiya sahip oldugunu

gostermektedir.

DBK3 kitinazi optimum aktivitesini 6.0’da gostermekle birlikte 7.0, 8.0 ve 9.0 pH
degerlerinde sirastyla %97, 95 ve 89 aktivite gostermistir. 10.0 pH degerinde %53
aktivite gosteren enzim 12.0’de aktivitesinin %96’sm1, 13.0°de ise tamamini
kaybetmistir. DBK3 kitinaz1 4.0-7.0 pH aralig1 ile 7.0-10.0 pH araliginda sirasiyla
%73.5 ve 83.5 oraninda ortalama aktivite gostermistir. Asidik bir karaktere sahip
olan DBK2 kitinazinin aksine DBK3 kitinaz1 her ne kadar en yiiksek aktivitesini 6.0
pH degerinde gosterse de, daha c¢ok alkali pH degerlerinde yiiksek ortalama aktivite
oranlarina sahip olmasi enzimin orta diizeyde alkali bir karaktere sahip oldugunu

gostermektedir.

Bacillus’lar tarafindan dretilen kitinazlar farkli pH optimum karakteri
gosterebilmektedirler. Fakat agirlikli karakter bakimindan c¢eliskili bildirimler
bulunmaktadir. Ornegin, Ohishi vd. (1996) ve Veda ve Arai (1992)’a gore pek ¢ok
kitinazin alkali oldugu bildirilirken, Watanabe vd. (1992) ve Yabuki vd. (1986)’ye
gore pek c¢ok kitinazin asidik oldugu bildirilmistir (Kuzu, 2008). B. subtilis TV-125
pH 4.0’de (Senol vd. 2014) ve Bacillus sp. pH 5.0’de (Natsir vd., 2002) optimum
aktivite gosterirken, Bacillus sp. R2 pH 7.5’de (Cheba vd. 2016), B. circulans No.4.1
pH 8.0’de (Wiwat vd. 1999), B. thurungiensis subsp. HBK51 susunun ise pH 9.0’da
(Kuzu, 2008) optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir. Chauhan ve Singh (2013)
kitinaz aktivitesi iizerinde pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresini aragtirmislar, en iyi
kitinaz aktivitesinin inkiibasyonun baslangicindan itibaren 24. saatte 35 °C’de ve pH
7.0’da, 48. saatte 35 °C’de ve pH 6.0°da, 72. saatte 35 °C’de ve pH 7.0°de, 96. saatte
35 °C’de ve pH 8.0°de, 120. saatte ise 30 'C’de pH 7.0’de, 35 °C’de ve pH 8.0’de
gozlendigini bildirmislerdir. Bu, kitinazlarda optimum pH ve sicaklik degerlerinin

kismen inkiibasyon periyoduna bagli oldugunu gostermektedir.
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4.2.2. Enzimlerin Optimum Sicakhik Degerleri

Enzimlerin aktivite gosterdikleri optimum sicaklik degerleri her ii¢ izolata ait kitinaz
igin de 40 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). DBK1 kitinaz1 30 °C’de %36 aktivite
gosterirken, 50 ve 60 °C’lerde sirasiyla %82 ve 71 aktivite gostermistir. Relatif
aktivitesi 70 °C’de ise %31’e diismiistiir. DBK2 kitinazi 30 °C’de %69 aktivite
gosterirken, 50 ve 60 °C’lerde sirasiyla %89 ve 83 oransal aktivite gostermistir.
Izolatin 70 °C’deki aktivitesi %57’ye diismiistiir. DBK3 kitinaz1 ise 87 °C’de %87
oransal aktivite gosterirken, 50, 60 ve 70 °C’lerde sirasiyla %79, 69 ve 58 oraninda
aktivite gostermistir. Her ¢ izolat da 100 °C’de aktivitelerinin tamamini

kaybetmislerdir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait sicaklik optimumu
grafigi

Her {i¢ enzim de genel olarak, farkli sicaklik degerlerinde gosterdikleri aktiviteler
bakimindan benzer karakteristik Ozellikler sergilemislerdir. 30-90 °C arasinda
ortalama relatif aktiviteleri DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlari icin sirastyla %48.9,
66.9 ve 61.9°dur. 50-90 °C sicakliklar arasinda ortalama relatif aktivite degerleri ise
yine ayni sirayla %41.2, 59.8 ve 49.2°dir. Bu veriler her {i¢ enzimin de mezofil
karakter gostermesine karsilik, DBK2 kitinazinin DBK1 ve DBK3 kitinazlarina gore

kismen daha termostabil oldugunu gostermektedir.
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Wiwat vd. (1999) izole ettikleri Bacillus circulans No.4.1 susunun optimum sicaklik
degerini 40 °C, Natsir vd. (2002) Bacillus sp.’ye ait kitinaz enziminin optimum
sicaklik degerini 37 °C, Cheba vd. (2016) Bacillus sp. R2 kitinazina ait benzer bir
optimum sicaklik degeri 40 °C, Basha ve Ulaganathan (2014) ise B. subtilis BC121
susunun optimum sicaklik degerini 35 °C olarak bildirmislerdir. Bu tez g¢aligmasi
kapsaminda izole edilen her ii¢ izolatin da kitinaz enzimlerinin optimum sicaklik
degerleri bu arastiricilar tarafindan tarafindan izole edilen bakterilere ait kitinazlarin
optimum sicaklik degeri ile benzerlik gostermekle birlikte, farkli arastiricilar
calistiklar1 Bacillus kitinazlarina ait farkli optimum sicaklik degerleri de rapor
etmiglerdir. Kuzu (2008), Bacillus thurungiensis subsp. HBK51 susuna ait kitinaz
enziminin optimum sicaklik degerini 110 °C, 30-120 °C degerleri arasindaki ortalama
aktiviteyi ise %83.6 olarak bildirmistir. Lee vd. (2007) Bacillus sp. DAU101 susuna
ait kitinaz enziminin optimum sicaklik degerini 60 °C, Senol vd. (2014) ise B. subtilis
TV-125 bakterisine ait kitinazin optimum sicaklik degerini 50 °C olarak
bildirmislerdir. Brushan ve Hoondal (1999) genel olarak Bacillus kitinazlarinin 45-

55 °C’ler arasinda optimum aktiviteye sahip olduklarini a¢iklamislardir.

4.2.3. Enzimlerin pH Stabiliteleri

Enzimlerin farkli pH ortamlarinda gosterdikleri stabiliteleri arastirilmis, her {i¢
enzimin de 7.0 ile 10.0 pH degerlerinde olduk¢a kararli olduklar1 ve aktivitelerini
biiylik 6l¢iide koruduklar1 goézlenmistir (Sekil 4.4). DBK1 kitinaz1 pH 12.0°de 6n
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin %84’iinlii kaybederken, bu pH degerlerinde
DBK2 ve DBK3 kitinazlar1 hemen hemen aktivitelerinin yarisin1 korumuslardir. pH
13.0’de 6n inkiibasyon sonucunda DKBI1, DKB2 ve DKB3 enzimleri relatif
aktivitelerini sirastyla %93, 96 ve 84 oranlarinda kaybetmislerdir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait pH stabilite grafigi

DBK1 kitinaz1 7.0-12.0 pH araliginda ortalama %75, DBK2 kitinaz1 %74, DBK3
kitinaz1 ise %84.3 oraninda kalan aktivite gostermislerdir. Her {i¢ enzim de 9.0-10.0
pH araliginda sirastyla %90.5, 81.5 ve 94 oraninda aktivitelerini korurken, 11.0-12.0
araliginda %36.5, 46.5 ve 61 oranlarinda aktivitelerini korumuslardir. Enzimler en
yiiksek kararliliklarin1 7.0-10.0 pH aralifinda gostermislerdir. DBK1, DBK2 ve
DBK3 kitinazlart bu pH araliginda sirasiyla %94.25, 87.75 ve 96 oranlarinda
ortalama kalan aktivite gostermislerdir. Enzimlerin 7.0 ile 10.0 pH degerleri arasinda

kararli olmasi, bazi1 endiistriyel kullanimda bir takim avantajlar saglayabilir.

Cheba vd. (2016) izole ettikleri Bacillus sp. R2 susuna ait kitinaz enziminin 7.0 ve
8.0 pH degerlerinde oldukca stabil oldugunu, fakat 6.0 ve 9.0 pH degerlerinde
aktivitesini sirastyla %57 ve 62 oranlarinda kaybettigini bildirmiglerdir. Kuzu (2008)
B. thurungiensis subsp. HBK51 susuna ait kitinaz enziminin pH stabilitesinin
olduk¢a yiiksek oldugunu, 110 °C’de enzimin 5.0-12.0 pH araliginda ortalama
aktivitesini %87, 10.0-12.0 araliginda %97.3, 5.0-8.0 araliginda %75.25, 9.0’da ise
%100 oraninda korudugunu bildirmistir. Bhushan (2000) da benzer sekilde Bacillus
sp. BG-11 susuna ait kitinazin 5.0-10.0 pH araliginda kararli kaldigini bildirmistir.
Bu calismada izole edilen DBK1, DBK2 ve DBK3 izolatlarina ait kitinazlarin pH
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stabiliteleri Bhushan (2000) tarafindan bildirilen enzimin pH stabilitesi ile benzerlik

gosterdigi goriilmektedir.

4.2.4. Enzimlerin Sicakhik Stabiliteleri

Izolatlara ait kitinaz enzimleri 30-100 °C araligin1 kapsayacak sekilde, her 10 °C’de
30 dk siireyle on inkiibasyona tabi tutulmuslar ve sonrasinda enzimatik aktivite
seviyeleri belirlenmistir. Her ti¢ izolata ait kitinaz enzimleri 30 ve 40 °C degerlerinde
on inkiibasyon sonucunda aktivitelerinin tamamini muhafaza etmislerdir. Her {i¢
izolata ait enzim de 50 °C’de 6n inkiibasyon sonucunda sirasiyla %93, 96 ve 88
diizeyinde relatif kalan aktivite gostererek, aktivitelerini biyiikk 0Olgiide
korumugslardir. Enzimler 90 ve 100 °C’de 6n inkiibasyon sonrasinda aktivitelerinin

onemli bir kismini kaybetmislerdir (Sekil 4.5).

DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlar1 30 dk 6n inkiibasyon ile 30-70 °C araliginda
ortalama olarak aktivitelerini sirasiyla %79.2, 90.2 ve 84.8 oraninda korumuslardir.
80-100 °C’ler arasinda ise ortalama oransal kalan aktivite yine ayni sira ile %6, 18 ve
14 olarak gerceklesmistir. Bu veriler her ti¢ kitinaz enziminin de 30-70 °C’ler

arasinda stabiliteleri 6nemli 6l¢tide koruduklarint géstermektedir.
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Seki 4.5. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait sicaklik stabilite
grafigi
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Khan ve Khan (2014) izole ettikleri B. circulans L2 ve B. licheniformis 2J-1
suslarina ait kitinaz enzimlerinin termal stabilitelerini inkiibasyon stiresini de dahil
ederek aragtirmiglar ve her iki enzimin de 35-45 °C sicaklik araliginda 120 saat
boyunca stabil kaldigii bildirmislerdir. 30-50 °C sicaklik araliklarinda DBKI,
DBK2 ve DBK3 Kkitinazlar1 da ortalama %97.7, 98.7 ve 96 oraninda aktivite
gostererek neredeyse tamamen stabil kalabilmislerdir. Khan ve Khan (2014) B.
circulans L2 kitinazinin 60-65 °C’de 1limli, 70 °C’nin tizerinde ise zayif stabilite
gosterdigini, B. licheniformis 2J-1 kitinazinin ise 65-70 °C’de ilimli, 75 °C’nin
tizerinde ise zayif stabilite gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilarin sadece 30
dakika ©On inkiibasyon siireleri sonucunda elde ettikleri veriler degerlendirmeye
alindiginda, elde ettikleri bulgular DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlar ile biiyiik
benzerlik géstermektedir. Buna karsilik Kuzu (2008) B. thurungiensis subsp. HBK51
susuna ait kitinaz enziminin 30-120 °C araliginda ortalama %92.4’likk kalan aktivite
ile oldukga stabil kaldigini, 90 °C’de aktivitesinin tamamini1 korudugunu, 100-110 °C
araliginda ise %96 kalan aktivite gosterdigini bildirmistir. B. thurungiensis subsp.
HBKS51 susuna ait kitinaz enziminin optimum sicaklik degerinin 110 °C oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, yiiksek sicaklik degerlerinde yliksek stabilite gostermesi

normal karsilanmalidir.

4.2.5. Zamana Gore Enzim Aktiviteleri

Bakterilerin LB-siv1 besi ortamina inokiilasyonlarindan itibaren her 12 saatte bir
olmak iizere enzim numuneleri alinmis ve 72 saatlik periyotlar i¢in enzim aktivite
diizeyleri belirlenmistir. Analizler sonucunda inokiilasyondan itibaren olmak iizere,
DBK1 48., DBK2 36. ve DBK3 60. saatte iin yiiksek aktivite seviyelerine
ulasmislardir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait aktivite/zaman

grafigi

4.2.6. Enzimlerin Oransal ve Spesifik Aktiviteleri

Her ii¢ izolata ait enzim ayn1 anda substrat ile reaksiyona sokularak, enzimlerin kendi

iclerinde gosterdikleri aktivite seviyeleri birbirleri ile karsilastirilmislardir. Analiz

sonucunda en yiiksek aktiviteye sahip olan DBK2 enzimine ait aktivite seviyesi

%100 olarak kabul edilmis, diger iki izolata ait enzimler bu seviye tizerinden

orantilanmigtir. Sonugta, DBK1 ve DBK3 kitinazlar1 DBK2 kitinazina gore sirasiyla

%47 ve %88

oraninda aktivite gostermislerdir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarinin oransal aktivite grafigi

DBKI1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarinin mg protein basina spesifik aktivite degerleri
ise sirastyla 6.61, 13.17 ve 8.65 U/mg protein olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).
DBK?2 kitinazinin spesifik aktivitesi %100 olarak kabul edilmis, buna gére DBK1 ve
DBK3 kitinazlarinin oransal spesifik aktiviteleri ise sirasiyla %55.2 ve 65.7 olarak
hesaplanmistir. Asril vd. (2014) B. thurungiensis SAHA 12.08 susunun Kkitinaz
enziminin spesifik aktivitesini 7.896 U/mg protein, Senol vd. (2014), B. subtilis TV-
125 kitinazinin spesifik aktivitesini 197.14 U/mg, Pandya ve Saraf (2015), ise B.
safensis kitinazinin spesifik aktivitesini 0.19 U/mg olarak bildirmislerdir. Bu
calismalardan farkli Bacillus suslarmin ekstrem uglarda spesifik aktivite
gosterebilecegi anlasilmaktadir. Buna goére DBKI1, DBK2 ve DBK3 kitinazlari

olagan diizeylerde spesifik aktivite degerleri gostermislerdir.

Cizelge 4.1. Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarina ait spesifik aktivite

degerleri
izolat Spesifik aktivite (U/mg protein) Spesifik aktivite (%)
Bacillus sp. DBK1 6.61 55.2
Bacillus sp. DBK2 13.17 100
Bacillus sp. DBK3 8.65 65.7
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4.2.7. Baza Kimyasallari Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

EDTA, HgCl,, MnCl,, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, KCI, CuSO4, CoCl, ve AgNO; son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde enzim Orneklerine ilave edilerek enzim
aktivitesi tlizerindeki etkileri arastirllmistir. Higbir kimyasalin ilave edilmedigi
kontrol grubunun aktivitesi %100 kabul edilerek metal iyonlarinin etkisi sonucu

ortaya ¢ikan aktivite diizeyleri bu deger ile karsilastirilmistir.

4.2.7.1. Kimyasallarin DBK1 Kitinaz1 Uzerine Etkisi

MnCl; %158’lik deger ile DBK1 enzim aktivitesi lizerinde en giiglii aktivator 6zelligi
gostermistir. ZnCl,, CaCl,, MgCl, ve CuSO, sirasiyla %120, 117, 106 ve 105’lik
aktivite degerleri ile DBK1 kitinaz1 iizerinde aktivator etkisi gostermislerdir. HgCl,
ve AgNQ3; ise enzim aktivitesi tizerinde sirasiyla %74 ve %58’lik aktivite kaybi ile

DBK1 kitinazi tizerinde en gii¢lii inhibitorler olmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Baz1 kimyasallarin DBK1 kitinazi iizerine etkisi

4.2.7.2. Kimyasallarin DBK?2 Kitinaz1 Uzerine Etkisi

MnCI; %145’lik deger ile DBK2 enzim aktivitesi lizerinde en giiclii aktivator 6zelligi
gostermistir. ZnCl, ve KCI sirasiyla %119 ve 107°lik aktivite degerleri ile DBK2
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kitinazi1 lizerinde aktivator etkisi gostermislerdir. HgCl, enzim aktivitesini tamamen
inhibe ederken, AgNOs; ise enzim aktivitesi tizerinde %74’°liikk bir aktivite kaybina
sebep olmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Baz1 kimyasallarin DBK?2 kitinaz lizerine etkisi

4.2.7.3. Kimyasallarin DBK3 Kitinaz1 Uzerine Etkisi

MnCl; %166’lik deger ile DBK3 kitinazinin aktivitesi tizerinde en giiglii aktivator
ozelligi gostermistir. ZnCl, ve CaCl; sirasiyla %145 ve 106’lik aktivite degerleri ile
DBK3 kitinaz1 {izerinde aktivator etkisi gostermislerdir. HgCl, enzim aktivitesinde
%093’liik bir inhibisyona sebep olurken, AgNO3; %67’lik bir inhibisyona sebep
olmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Baz1 kimyasallarin DBK3 kitinazi iizerine etkisi

Cheba vd. (2016) metal iyonlarin, kimyasal ajanlarin ve organik ¢oziiciilerin Bacillus
sp. R2 susuna ait kitinaz enzimi {lizerine olan etkisini aragtirmislardir. Arastiricilar,
K", Mn2+, Na*, Mg2+ ve Ca?"’un enzim aktivitesini stimiile ederken, Cu2+, Fez+, Zn2+,
Ag’ ve ng+’n1n inhibe ettigini, B-merkaptoethanol ve EDTA’nin ise kismi aktivite
kaybina neden olurken, %1 SDS’in tamamen inhibe ettigini bildirmislerdir. Kuzu vd.
(2012), B. thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susu tarafindan iiretilen kitinaz
tizerinde 1-5 mM konsantrasyonlarinda Co%, Zn*, Ni**, K* ve Cu®*’nin aktivator
etki gosterdigini, EDTA, SDS, HgCl, ve etil-asetimidatin kismi inhibitor etki
gosterdigini bildirmiglerdir. Bhattacharya vd. (2016), B. pumilus JUBCHO8 kitinazi
lizerinde Mg2+, Co*, Ca®* ve Mn?" aktivator etki gosterirken, Fe**, Ag’ ve ng+
kuvvetli inhibisyon etkisi gosterdigini bildirmislerdir. Ni vd. (2015), B. thuringiensis
tarafindan iretilen ChiW50A kitinazinin Cu®* ve Zn?* tarafindan inhibe edilirken,
Mg?* ve Ca?* tarafindan aktive edildigini bildirmislerdir. Jankiewicz vd. (2016), B.
licheniformis M3 susu tarafindan iretilen iki adet kitinaz enzimi (Chil ve Chi2)
iizerinde Ca®* ve Na"’un aktivator etkisi gosterdigini, Cu®, Co®*, Zn**’nun orta
diizeyde inhibisyon, Cd®** ve Hg®"’min ise kuvvetli diizeyde inhibisyon etkisi

Zun Chil kitinaz1 iizerinde

gosterdigini  bildirmiglerdir. Yine arastiricilar Mg
inhibisyon etkisi bulunurken, Chi2 kitinazi iizerinde aktivasyon etkisi bulundugunu

bildirmiglerdir. Khiyami ve Masmali (2008), ise izole ettikleri iki adet B.
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licheniformis susu (A2 ve A35) tarafindan iretilen kitinaz enzimlerinden her ikisinin
de Ca?* tarafindan aktive oldugunu, Mg®*’un ise sadece A2 kitinazini %50 oraminda
aktive ettigini fakat A35 kitinaz1 ilizerinde herhangi bir etkisi olmadigim

bildirmislerdir.

Metal iyonlarmin ve bazi kimyasallarin Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3
kitinazlar tizerine etkisi incelendiginde, MnCl, ve ZnCl,’lin her {i¢ enzimi de aktive
ettigi, EDTA ve CoCl,’iin hafif inhibisyon, HgCl, ve AgNO3’in ise kuvvetli
inhibisyon etkisi gosterdigi goriilmektedir. Mn?* Bacillus sp. R2 ve B. pumilus
JUBCHOS, kitinazlarinda c¢alisildigi ve her iki enzim fiizerinde de aktivator etki
gosterdigi goriilmektedir. Zn?* ise B. thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 kitinazini
aktive ederken, Bacillus sp. R2, B. thuringiensis ChiW50A ve B. licheniformis M3

kitinazlarin1 belirli seviyelerde inhibe etmistir.

HgCl, DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarinda sirasiyla %74, 100 ve 93 diizeylerinde
aktivite kaybina neden olmustur. HgCl,, benzer sekilde Bacillus sp. R2, B. pumilus
JUBCHO08 ve B. licheniformis M3 kitinazlan iizerinde kuvvetli inhibisyon etkisi
gosterirken, B. thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 kitinazinda kismi inhibisyon
etkisi gostermistir. Benzer sekilde AgNO3, DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlart gibi
Bacillus sp. R2, B. pumilus JUBCHO08 ve B. licheniformis kitinazlarin1 da kuvvetli
bir sekilde inhibe etmis, bu metal iyonu diger kitinazlar iizerinde ise ¢aligilmamuistir.
MnCl,, ZnCl,, HgCl, ve AgNO3’iin kitinaz enzimleri {izerine etkileri incelendiginde,
genel olarak DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlar1 iizerine olan etkileri ile diger

literatiir bildirislerinde verilen etkileri biiylik oranda benzerlik gdstermektedir.

Metal iyonlarinin ve diger kimyasal maddelerin enzimler {izerine etkileri genel
olarak farklilik arzetmektedir. Ornegin CuSO4 DBK1 kitinaz iizerinde aktivator etki
gosterirken DBK2 kitinazini yar1 yariya inhibe etmistir. Benzer sekilde CaCl, DBK1
ve DBK3 kitinazin1 aktive ederken DBK2 kitinazini inhibe etmistir. Yine CuSO, B.
thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 kitinazin1 aktive ederken B. thuringiensis
ChiW50A kitinazin1 inhibe etmistir. Bu Ornekleri farkli diger calismalar ile

cogaltmak miimkiindiir.
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Metal iyonlar1 enzim iizerindeki etkilerini ii¢ sekilde gostermektedir: Birincisi, metal
iyonu ile substrat dogru substrati sekillendirmek i¢in kompleks olusturur. Bu tip
davranmis daha c¢ok metal-etkinlesmis enzimlerde gozlenir. ikincisi, metal 6nce
enzime baglanir ve substratla interaksiyon yakasi olarak is goriir. Bu tip davranista
metal iyonu ya substrat baglanma bolgesi, ya enzimin katalitik bdlgesinin bir unsuru,
ya da her ikisi olarak fonksiyon gésterir. Ugiinciisii ise, metal iyonunun enzimin aktif
bolgesinden uzak bir bolgeye baglanmasidir. Bu durumda, metal proteinin yapisini
korumak i¢in hizmet edebilir ve sadece katalitik aktiviteyi etkileyebilir, ya da
proteinin ¢ok veya az aktif yapisint dengeleyerek aktiviteyi diizenleyebilir (Riordan,
1977). Demir, bakir ve molibdene daha ¢ok oksidorediiksiyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerde rastlanir. Cogunlukla metal iyonu elektron transfer islemine
katilir ve oksidasyon sathasinda periyodik degisikliklere ugrar. Metal iyonlar ile
enzim ve substrat arasindaki bu karmasik iligkiler ve etkilesimler enzimin substrat
tizerindeki etkisinin artmasi veya azalmasi ile neticelenir. Farkli suslar tarafindan
iretilen ayn1 enzimler farkli sekans dizilimine sahip olacagindan ve dolayistyla buna
bagli olarak farkli iic boyutlu yap1 gostereceginden, ayni metal iyonu tarafindan

farkl sekilde etkilenmeleri olasilik dahilindedir.

4.2.7.4. Mutant Varyantlara Ait Kitinaz Aktivite Diizeyleri

Bacillus sp. DBK1, DBK2 ve DBK3 izolatlar1 EtBr ile muamele edilmiglerdir.
Mutasyon plaklarinda EtBr damlatilan bolgelerde koloni gelisiminin gézlenmedigi
(6liim zonu), EtBr etkisinin zayifladigi kiy1 bolgelerden itibaren ise koloni
gelisiminin basladigr goriilmiistiir (Sekil 4.11). EtBr’in yayildigi alanin kiyi
kesimlerinden EtBr ile temas etmis fakat 6lmemis olan koloniler toplanarak 1 adet
yabani varyant kolonisi ile birlikte (kontrol) kolloidal kitin igeren LB-agar plaklarina
aktarilmigtir. Uygun kosullarda inkiibasyon sonucunda aktivite zonu biiytikliikleri
dikkate alinarak her bir izolata ait kontrol kolonisine ait zon baz alinarak birer adet
kiiglik, dorder adet ise biiyiikk zona sahip olmak iizere toplam beser adet mutant
varyant belirlenmistir. Mutant varyantlarin enzim tretim diizeyleri belirlenerek

yabani tip izolatlarin enzim iiretim diizeyleri ile relatif olarak karsilagtirilmiglardir.
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Sekil 4.11. EtBr muamelesi sonucunda koloni gelisimi tamamlanan plaklarin

goruntisu

Bacillus sp. DBK1 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla DBK1-M1,
DBK1-M2, DBK1-M3, DBK1-M4 ve DBK1-M5 olarak isimlendirilmislerdir. Kii¢iik
aktivite zonu veren DBK1-M1 mutant varyanti yabani varyanta gore sadece %16
oraninda aktivite gosterebilmistir. Buna karsilik DBK1-M2 ve DBK1-MS5 varyantlari
da enzim iiretim diizeyleri bakimindan yabani varyantin enzim iiretim diizeyinin
gerisinde kalmig ve sirastyla %67 ve 98 oraninda aktivite gostermislerdir. EtBr ile
muamele DBK1-M3 ve DBK1-M4 mutant varyantlarda enzim iretim diizeylerini
artirmis ve bu mutant varyantlar sirasiyla %146 ve 193 oranlarinda enzim aktivitesi

gostermislerdir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bacillus sp. DBK1 ile mutant varyantlarinin enzim iiretim diizeylerinin

oransal karsilastirma grafigi
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Bacillus sp. DBK2 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla DBK2-M1,
DBK2-M2, DBK2-M3, DBK2-M4 ve DBK2-M5 olarak isimlendirilmislerdir. Kiigiik
aktivite zonu veren DBK2-M1 mutant varyanti yabani varyanta gore sadece %8
oraninda aktivite gosterebilmistir. Buna karsilik DBK2-M2 varyanti da enzim tiretim
diizeyleri bakimindan yabanil varyantin enzim iiretim diizeyinin gerisinde kalmig ve
%81 oraninda aktivite gostermistir. EtBr ile muamele DBK2-M3, DBK2-M4 ve
DBK2-M5 mutant varyantlarda enzim tretim diizeylerini artirmis ve bu mutant
varyantlar sirastyla %191, 121 ve 136 oranlarinda enzim aktivitesi gostermislerdir

(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bacillus sp. DBK2 ile mutant varyantlarinin enzim tiretim diizeylerinin

oransal karsilagtirma grafigi

Bacillus sp. DBK3 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla DBK3-M1,
DBK3-M2, DBK3-M3, DBK3-M4 ve DBK3-M5 olarak isimlendirilmislerdir. Kiiciik
aktivite zonu veren DBK1-M1 mutant varyanti yabani varyanta gore %32 oraninda
aktivite gosterebilmistir. Buna karsilik DBK3-M2 ve DBK3-MS5 varyantlar1 da enzim
tretim diizeyleri bakimindan yabani varyantin enzim {iretim diizeyinin gerisinde
kalmis ve sirasiyla %89 ve 83 oraninda aktivite gostermiglerdir. EtBr ile muamele

DBK3-M3 ve DBK3-M4 mutant varyantlar da enzim iiretim diizeylerini arttirmig ve
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bu mutant varyantlar sirasiyla %178 ve 116 oranlarinda enzim aktivitesi

gostermislerdir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bacillus sp. DBK3 ile mutant varyantlarinin enzim iiretim diizeylerinin

oransal karsilagtirma grafigi

Mutasyon in-vitro ¢alismalarda 6zellikle mikrobiyal enzim iiretiminin arttirilmasi
veya genin susturularak enzim iiretiminin tamamen bloke edilmesi amaciyla siklikla
kullanilan bir ydntemdir. Ozellikle endiistriyel kullamm potansiyeline sahip bir
mikroorganizmay1 mutajenlerle muamele ederek herhangi bir enzim iiretimini bloke
etmek, ayn1 mikroorganizmaya baska bir ekstremofilden aynm1 geni aktararak daha
ekonomik ve saf olarak iiretilmesine olanak saglamaktadir. Ornegin Ozcan (1996a)
mezofilik bir bakteri olan Bacillus subtilis ORBA (1) susunda a-amilaz genini EtBr
ile korelterek bu bakteriyi 6nce a-amilaz negatif (-) haline doniistiirmiis, sonrasinda
ayni bakteriye bu sefer termofil Bacillus stearothermophilus bakterisine ait sicakliga
direncli a-amilaz genini aktararak mezofilik susta termostabil a-amilaz enzimini
tirettirmistir (Ozcan, 1996b). Mutasyon ile muamele genellikle genlerin susturulmasi
ile neticelenmektedir. Fakat bazi durumlarda genin olagan durumun {izerinde
transkribe  edilmesi ve neticede enzimin daha fazla retilmesi ile
sonugclanabilmektedir. Bu, muhtemelen gen iizerinde negatif baski olusturan kontrol
genlerinin mutasyon neticesinde kdrelmesi ve boylece hedef gen tizerindeki baskinin

kalkarak normalden daha yiiksek diizeyde transkribe olmasi ile agiklanabilir. Bu
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yontemle Kole ve Altosaar (1985) ve Vaidya vd., (2003) kitinaz, Sidhu vd., (1997)
amilaz, O’sullivan (2000) B-galaktosidaz, Reddi Pradeep vd., (2012) seliilaz, Raju
vd., (2012) glukoamilaz, Aziz vd., (2011) ksilanaz,Yamashiro vd., (2010) B-amylase

ve Haq vd., (2010) a-amilaz tiretimini arttirmayi basarmislardir. Bu ¢alismada da

benzer olarak {i¢ adet yabani varyantin mutasyonu neticesinde toplam 7 adet enzim

aktivitesi artirilmis mutant varyant elde edilmistir.

4.2.7.5. Mutant Varyantlara Ait Spesifik Enzim Aktivite Diizeyleri

Yabanil tip izolatlar ile bu izolatlardan EtBr uygulamasi ile elde edilen mutant

varyantlarin spesifik aktivite diizeyleri U/mg protein ve % olarak Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Yabani tip izolatlar ile mutant varyantlarin spesifik aktivite diizeyleri

Enzim iiretici varyete

Spesifik aktivite

Spesifik aktivite

[zolat (yabanil ve mutantlari) (U/mg protein) (%)
DBK1 6,61 100
DBK1-M1 0,67 10.1
DBK1-M2 4,14 62.6
Bacillus sp. DBK1
DBK1-M3 6,98 105.6
DBK1-M4 10,23 154.77
DBK1-M5 6,88 104.1
DBK2 13,17 100
DBK2-M1 0,21 1.6
DBK2-M2 8,44 64.1
Bacillus sp. DBK2
DBK2-M3 19,76 150.0
DBK2-M4 15,47 117.5
DBK2-M5 14,5 110.1
DBK3 8,65 100
DBK3-M1 2,13 24.6
DBK3-M2 5,07 58.6
Bacillus sp. DBK3
DBK3-M3 11,35 131.2
DBK3-M4 9,03 104.4
DBK3-M5 6,65 76.9

o1



5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Calismanin sonuglart asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Bu ¢alisma ile kitinaz aktivitesine sahip 3 adet Bacillus sp. (Bacillus sp. DBK1,
Bacillus sp. DBK2, Bacillus sp. DBK3) izolasyonu yapilmustir.

2. izolatlar tafindan iiretilen enzimlerin kismi karakterizasyonlar1

gerceklestirilmistir.

3. Enzimlerin optimum sicaklik degerleri her ii¢ kitinaz i¢in de 40 °C olarak

belirlenmistir.

4. Enzimlerin pH optimumlar1 DBK1 kitinaz1 i¢in 7.0 olarak belirlenirken, DBK2 ve
DBK3 kitinazlari i¢in 6.0 olarak belirlenmistir.

5. Bakterilerin inokiilasyonundan itibaren en yliksek diizeyde enzim iiretimi DBK1,

DBK2 ve DBK3 kitinazlar1 igin sirasiyla 48., 36. ve 60. saatlerde gerceklesmistir.

6. Her li¢ enzim de 10.0 pH degerlerine kadar stabilitelerini biiyiik oranda korurken,

daha yiiksek alkali degerlere dogru stabilitelerinde hizli bir diisiis gozlenmistir.

7. MnCl; ve ZnCl; her ii¢ enzim i¢in de ortak aktivator olurken, EDTA, HgCly,
CoCl, ve AgNO; ortak inhibitér olmustur. En giiglii inhibitér olarak belirlenen
HgCl, DBK2 kitinazinin aktivitesini tamamen ortadan kaldirmis, DBK3 ve DBK1
kitinazlarinda ise sirasiyla %93 ve 74 oranlarinda aktivite kayiplarina sebep

olmustur.

8. DBK1, DBK2 ve DBK3 kitinazlarinin spesifik aktiviteleri sirasiyla 6.61, 13.17 ve
8.65 U/mg protein olarak belirlenmistir.
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9. Her i izolat da kuvvetli bir mutajen olan EtBr ile muamele edilerek enzim
iretimi artirilmis mutant varyantlar da elde edilmistir. DBK1 yabani varyantindan
elde edilen DBK1-M4, DBK2 yabani varyantindan clde edilen DBK2-M3 ve
DBK3 yabani varyantindan elde edilen DBK3-M3 mutant varyantlari, kendi
yabani varyantlarina gore en yliksek diizeyde aktivite gosteren mutant varyantlar

olarak belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Calisma sonucunda 6ngoriilen Oneriler asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Kitinaz enzimi dogada deniz iriinleri isleyen isletmelerin atiklarinin
dekompozisyonu, kiiltiir bitkilerinin zararli fungus ve boceklerden korunmasi gibi
hali hazirda onemli faaliyetlerde kullanilmaktadir. Diger taraftan degerli bir
hayvan yemi olan silajin mantar ve funguslarca bozulmasinin énlenmesi ve bu
vesile ile ekonomik kayiplarin Oniine gecilmesinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Bunun i¢in kitinaz genlerinin silaj bakterilerinde klonlanmasi da
dahil olmak {izere ilave arastirmalar yapilmasi ile daha biiyliik ekonomik

kazanimlar elde edilebilecektir.

2. Yabani izolatlar tizerinde farkli mutajenler de kullanilarak mutasyon ¢alismalarina
devam edilmeli ve daha yiiksek enzim aktivitelerine sahip mutant varyantlarin

elde edilmesi amaglanmalidir.
3. Enzimlerin kitin iceren biyolojik materyaller (bdcek, fungus, nematod vs.)
tizerindeki etkileri arastirilarak en ¢ok hangi alanda daha efektif bir sekilde

kullanilabilecegi belirlenmelidir.

4. Genler farkli bakterilerde klonlanarak daha bol, daha saf ve daha ucuz bir sekilde

uretimleri hedeflenmelidir.
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