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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TOPRAKTAN IZOLE EDILEN Bacillus sp. SUSLARINDAN FiTAZ ENZIMININ
KISMI SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Dilara AKCAKOCA
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada Tiirkiye’ nin 30 farkl ilinden temin edilen toprak 6rneklerinden 300 adet
bakteri izole edilmistir. Bakterilerin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenmis ve
236 bakteri Bacillus cinsi olarak tanimlanmustir. Biitiin suslarin fitaz aktiviteleri fitaz
tarama ortami (PSM) kullanilarak tespit edilmis ve ag¢ik zonlarin ¢apt mm olarak
gosterilmistir. Toplam 19 Bacillus sp.susu ekstraseliiler fitaz {reticisi olarak
bulunmustur. Bu suslar arasinda, en genis zona sahip Bacillus sp.’nin 2 susu se¢ilmistir.
Bunlar Bacillus sp. EBD 9-1 (zon ¢ap1:11 mm) ve EBD 19-9 (zon ¢ap1:9 mm) olarak
isimlendirilmistir. Bakteriler sivi ortam i¢inde enzim iiretim kapasitesi igin test
edilmistir. En yiiksek fitaz aktivitesini (600 U/mL) Bacillus sp. EBD 9-1 susu
gostermistir. Bacillus sp. EBD 9-1 ‘den elde edilen fitaz kismen saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Amonyum siilfat ¢okeltmesi (%70), diyalizasyon ve
ultrafiltrasyon saflagtirma asamasindan sonra, enzim 2.06 kez saflastirilmistir. Saf
enzim Tlzerine sicaklik ve stabilitesinin, pH ve stabilitesinin, farkli potansiyel
bilesiklerin etkileri arastirilmistir. Enzimin Ky, Ve Viax degerleri saptanmis, molekiiler
agirhig1 belirlenerek enzim karakterize edilmistir. Saflastirilan enzimin optimum sicaklik
60°C olarak bulunmustur. 60°C’de ham enzim aktivitesi ile karsilastirildiginda
saflastirilmis enzim % 20 oraninda artmustir. Termostabilite caligmalar1 saf enzimin 60°
C'de 50 dakika boyunca % 69 oraninda muhafaza edildigini gdstermistir, bu nedenle
termostabil enzim olabilir.Optimum pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir. Saf enzimin
aktivitesi asidik tarafa gore alkalin tarafta daha yiliksek oldugu gozlenmistir. Diger
yandan, fitaz aktivitesi bazi farkli potansiyel bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Bu
calismada, 1 mM konsantrasyondaki potansiyel bilesiklerin 5 mM'den daha etkili
oldugu saptanmistir. Ca™™ and Mg*™ gibi metal iyonlarinin saf enzim aktivitesi iizerinde
stimulator rol oynadigi belirlenmistir. Fakat SDS daha giiglii bir inhibitor etki
gostermistir. Saflastirilmis enzim i¢in Vmax Ve Ky kinetik degerleri sirasiyla 333 U / ml
ve 2 mM olarak bulunmustur.Enzimin molekiiler agirlig1 yaklasik 45 kDa belirlenmistir.
Burada, yeni fitaz enziminin genis bir endiistriyel uygulamaya sahip olabilecegi ve
hayvan yemi katki maddesi olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fitaz, Bacillus, kismi saflastirma, karakterizasyon

2014, xii + 81sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PHYTASE ENZYME
FROM Bacillus sp. STRAINS ISOLATED FROM SOIL

Dilara Akc¢akoca
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 300 bacteria were isolated from soil samples are provided from 30
different cities of Turkey. Morphological and physiological features of bacteria were
investigated, and 236 bacteria were defined as Bacillus genus. The phytase activities of
all strains were assayed using phytase screening medium (PSM), and exhibited as
diameter of clear zone in mm. Total 19 Bacillus sp. strains were found as extracellular
phytase producer.Among of these strains, two strains of Bacillus sp. that had the largest
zones were selected. They were named as Bacillus sp. EBD 9-1 (zone diameter:11 mm)
and EBD 19-9 (zone diameter:9 mm). Bacteria were tested for enzyme production
capacity in the liquid mediumBacillus sp. EBD 9-1 strain showed the highest phytase
activity (600 U/mL).The phytase obtained from Bacillus sp. EBD 9-1 was partial
purified and characterized. After the purification steps of ammonium sulphate
precipitation (70%), dialization and ultrafiltration,the enzyme was purified 2.06 fold.
The effects of temperature and stability, pH and stability, different potential compounds
on partial pure enzyme were investigated. K, and Vmax values of the enzyme were
calculated, molecular weight was determined and, enzyme was characterized.The
optimum temperature of purified enzyme was found as 60°C. The purified enzyme
activity compared with crude enzyme activity at 60°C was increased by 20%.
Thermostability studies showed that pure enzyme was retained as 69% for 50 min at
60°C, therefore it might be a thermostable enzyme.

The optiumum pH was determined as 7.0 It was observed that the activity of pure
enzyme is higher at the alkaline sidethan the acidic side.On the other hand, the phytase
activity is influenced by several different potential compounds. In this study, 1 mM
concentrations of potential compounds was found to be more effective than 5 mM.
Metal ions such as Ca™ and Mg™™" were stimulated on the purified enzyme activity. But,
SDS showed stronger inhibitory effect.Kinetic values of V.x and Ky, for the purified
enzyme were 333 U/mL and 2 mM, respectively. The molecular weight of enzyme was
determined about 45 kDa.Here, we reported that novel phytase enzyme may have wide
industrial application, and can be as an animal feed additive.

Anahtar Kelimeler:Phytase, Bacillus, isolation, partial purification, characterization

2014, xii + 81 pages.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalar tarafindan iiretilen 6zellesmis katalitik fonksiyonlara sahip
protein molekiilleridir ve canli organizmalarin hayatsal faaliyetlerini gerg¢eklestirmeleri
icin gerekli pek cok biyokimyasal reaksiyonlardan sorumludurlar. Ilk zamanlar,
enzimatik reaksiyonlar nitelikleri bilinmemesine ragmen yazinin kullanilmasindan ¢ok
yillar once goézlemlenmis ve kullanilmistir. Siitiin eksimesi, sekerin fermentasyon ile
alkol olusturmasi, sarap, sirke ve peynirin yapilmasi, ekmegin mayalanmasi gibi
enzimatik reaksiyonlar ¢ok eskiden beri bilinmekte ve kullanilmaktaydi. Sarap tiretimi
icin fermantasyonun kullanilmasin1 Yunanlilar Bakiis’e atfederler. Bugiin bu
reaksiyonlarin enzimlerden meydana geldigi bilinmektedir. Fakat uzun zaman bu
reaksiyonlarin bazi mikroorganizmalarin mevcudiyeti ve canli halde bulunmas: ile
miimkiin olabilecegi zannedilmekteydi. Biyolojik kataliz, ilk kez 1800’lerin ilk
yillarinda, mide salgilar1 vasitasiyla etin sindirilmesinin, tiikiirik ve ¢esitli bitki
ekstraktlar1 vasitasiyla nisastanin sekere doniistiiriilmesinin incelenmesi ¢alismalarinda
tanind1 ve tanimlandi. Payen ve Persoz 1833’de malt ekstratindan alkol ile nisastay1
parcalayan enzimi presipite etmisler ve diastase adim1 vermislerdir. Takriben ayni
tarihlerde Beaumont mide suyunun sindirimi kolaylastiric1 etkisinin kimyasal bir
maddeye bagl oldugunu bulmus ve 1836’da da Schwann bu maddeyi izole ederek

pepsin admi vermistir (Polaina ve ark. 2007).

Lous Pasteur, 1850’lerde, sekerin maya vasitasiyla alkole fermantasyonunun
“fermentler” vasitasiyla katalizlendigi sonucuna vardi ve daha sonra “enzimler” olarak
adlandirilan bu fermentlerin canli maya hiicrelerinin yapisindan ayrilmaz oldugunu
kabul etti. Pasteur’iin bu gorilisii uzun yillar kabul gordii. Ancak 1897°de Eduard
Buchner tarafindan maya ekstraktlarinin sekeri alkole fermente edebildiginin kesfi,
fermantasyonu saglayan enzimlerin canli hiicre yapisindan ¢ikarildiginda da fonksiyon
gorebildigini kanitladi. Hansen 1874 yilinda, enzim preparatinin (rennet) standart bir
sekilde iiretildigi ilk ticari firma olan C. Hansen Laboratuvarmni kurmustur. Frederick
W. Kiihne 1878’de bu molekiillere ‘‘enzim’’ adin1 vermistir (Nelson ve Cox 2004,
Whitehurst ve Van Oort 2010). Biitiin proteinler gibi enzimlerin de monomeri, amino

asitlerdir. Enzimleri diger protein molekiillerinden aywran 6zelligi biyokimyasal



reaksiyonlar1 katalizleme yetenegidir ve bu yetenegi sayesinde pek c¢ok calisma

alanlarinda ilgi kaynagi olmaktadir (Anonymous 2001, Wolfson ve ark. 2008).

Bugiin ekmek, bira ve peynir iiretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi
giinliik yasamda ve bir saglik alani olan tipta teshis ve tedavide enzimler biiylik rol
oynamaktadir. Ayrica, tekstil endiistrisinde, kimya endiistrisinde, kagit iiretiminde gida
endiistrisinde, ziraatta, hayvan beslenmesinde, biyolojik savasta, atik giderme islemleri

gibi bir¢ok kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Daniels 1992, Kirk ve ark. 2002).

Enzimlerin ¢ok farkl alanlarda kullanilmasi, 6zellikle ¢evre kirliligine yol agmamalari,
kimyasal siirecleri daha 1limli kosullarda ve ekonomik olarak gerceklestirmesi sebebi ile
dikkatlerin bu konu {iizerine ¢ekilmesine yol agmis ve enzim teknolojisi ¢ok hizl
ilerleyen bir konuma gelmistir. Enzimler, hayvanlar ve bitkiler tarafindan
sentezlenmesine ragmen, kontrollii kosullarda kisa siirede iiriin elde edilmesinden
dolay1 mikroorganizmalar asil kaynagi teskil etmektedir. Mikrobiyal enzimlerin {iretim
kolayligi ve ucuzlugu dolayisiyla kullanimi giin gectikge artmakta ve Onem
kazanmaktadir. Endiistriyel enzimler arasinda 6nemi gittik¢ce artan fitaz enzimi yem
endiistrisinde hayvan beslenmesinde kullanilan 6nemli bir ekstraselliiler enzimdir

(Anonymous 2001, Wolfson ve ark. 2008).

Mikrobiyal enzimler yenilenebilir kaynaklardan iiretilir ve biyolojik olarak bozulabilir.
Enzimlerin {iretiminden elde edilen atiklar, toprak verimini arttrmada giibre olarak
tarimsal arazilerde kullanilabilir. Cesitli sektorlerde ¢evre ve aletlere zararhi etkilere
neden olan kimyasallari kullanildigi eski metodlarn yerini, biyolojik olarak yikima

ugrayan enzimlerin kullanildig1 yeni islemler almaktadir.

Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin diger nedenleri ise,
olusturduklar1 yan f{iriinlerin az olmasi, aktivitelerinin yliksek ve daha stabil olmasi,
ckonomik ve yiiksek oranlarda saf olarak iiretilebilmeleridir. Ornegin, mikrobiyal
enzimlerin ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde, cok yiliksek diizeyde aktivite
gostermeleri endiistri agisindan olduk¢a Onemlidir (Wiseman 1987, Horikoshi 1999,
Kirk ve ark. 2002). Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklagik % 90’1

mikroorganizmalardan tiretilmektedir (Wolfgang 2004).



Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tiim diinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda % 25 alkalin proteaz, % 21 diger proteazlar, % 18 amilaz, % 10
renin, % 3 tripsin, % 3 lipaz, % 10 diger karbohidrat pargalayan enzimler (seliilaz ve
ksilanaz gibi) ve % 10 kadar ise analitik ve farmasétik enzimlerdir (Rao ve ark. 1998).

Bu enzimlerin endiistriyel kullanim alanlarmma gore dagilimina bakildiginda, % 29 unun
gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yemi sektoriinde, % 56’smin ise genel teknik

alanlarda kullanildig1 goriilmektedir (Kirk ve ark. 2002, Schallmey ve ark. 2004).

Endiistriyel enzimlerin 2010 yilinda diinya piyasasindaki pay1 tahminen 3,3 milyar dolar
civarindadir. Bu pazarin 2015 yilinda %6’lik biliylime orami ile 4,4 milyar dolara
ulagmas1 beklenmektedir. Teknik enzimler 2010 yilinda sadece 1 milyar dolar degerinde
iken bu sektdr 2015 yilinda % 6.6 yillik bilesik biiyiime oram ile 1,5 milyar dolara
ulasacagi tahmin edilmektedir. Teknik enzimlerin en yiiksek satisi, deri pazarinin
ardindan biyoetanol pazarinda meydana gelmistir. Gida ve icecek enzimleri segmentinin
diinya piyasasindaki pay1 2010 yilinda 975 milyon dolarken bu rakam % 5,1 yillik
bilesik biiyiime orani ile 2015 yilinda 1,3 milyar dolara yiikselecegi ongoriilmektedir.
Yem enzimleri pazar1 2013 yilinda 275 milyon dolar degerindeyken, bu pazarin 2017
yilinda 1 milyar dolarin iizerine c¢ikacagi diisliniilmektedir. Mevcut kiiresel fitaz
pazarmin ise yilda yaklasik 350 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir. Domuz igin
tim diyetler genelinde fitazin ortalama penetrasyonorani yaklasik % 70 olup,
tavukculuk sektoriinde bu oran yaklasik % 90 civarindadir (Anonymous, 2011).
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Sekil 1.1. Endiistriyel enzimlerin diinya piyasasindaki pay:r (Anonymous, 2011).

Onemli bir endiistriyel enzim olan fitazlar (myo-inositol hexakisphosphate
phosphohydrolase), tahillar, baklagil ve yagli tohumlarin 6nemli bir igerigi olan Fitat
(fitik asit, myo-inositol hexakisphosphate)’1 hidrolize eden enzim olup, fitat1 inorganik
monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol’e hidrolize etmektedir

(Kerovuo ve Tynkkynen2000).

Fitaz enzimi bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Giinlimiizde ticari olarak iiretimde toprak fungusu olan Aspergillus
kullanilsa da, substrat spesifikligi, proteolisise karsi direng gostermesi ve katalitik
aktivitesi gibi ozelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere alternatif
olusturabilmektedir (Konietzny ve Greiner 2004). Aerobacter aerogenes (Greaves
1967), Pseudomonas sp. (Irving ve Cosgrove 1971), B. subtilis (Powar ve Jagannathan
1982), Klebsiella sp. (Shah ve Parekh 1990), B. subtilis (natto) (Shimizu 1992), E. coli
(Greiner ve ark. 1993), Enterobacter sp.4 (Yoon ve ark. 1996) ve Bacillus sp. DS11
(Kim ve ark. 1998) gibi bakteriler iyi birer fitaz lireticisi olarak rapor edilmistir.
Ozellikle Bacillus suslar1 patojen olmamalar1 ve sentezledikleri fitaz1 hiicre digma

salgilama yeteneginde olduklarindan endiistride 6nemli bir yere sahiptir.



Bu ¢alismada, 30 farkli ilden alinan topraktan izole edilecek olan yeni Bacillus sp.
suslarindan maksimum fitaz enzim aktivitesi gosteren bir adet Bacillus sp. secilerek, bu
sus tarafindan fitaz tretimi gergeklestirilecek. Enzim kismi olarak saflagtirilarak
karakterize edilecektir. Saf enzimin optimum sicaklik, pH ve bunlarin stabiliteleri;
cesitli metal iyonlarinin etkisi; substrat spesifikligi; kinetik parametreleri ve molekiiler

agirhigi tespit edilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Fitik Asit (myo-inositol hexaphosphate, tuz formu fitat) tarihgesi, kimyasal

yapisi ve ozellikleri

Fitik asidin bulunusu 1855-1856 yillarinda Hartig’in bir ¢ok bitki tohumundan
nisastasiz kii¢iik tanecikleri izole etmesiyle baslar. Hartig bu kiiciik partikiillerin
tohumun ¢imlenmesi ve bitkinin biiyiimesi i¢in temel olan maddelerin kaynagi olarak
diistiniir (Scott ve Loewus 1986,Kim ve ark. 1999). Daha sonra Pfeffer (1872), Hartig
tarafindan izole edilen bu partikiillerin nisasta icermedigini ancak Ca, Mg ve P
icerdigini bulmustur. Ayrica bu partikiiller i¢inde organik maddeler de gozlemlenmis ve
fosfatin karbonhidrat ile birlestigi tahmin edilmistir ve inosite-fosforik asit olarak
adlandirilmistir (Schulze ve Winterstein 1896). Fitik asidin yapis1 yirminci yiizyil
boyunca kimya bilimciler tarafindan pek cok kez yogun tartisilan bir konu olmustur.
Fitik asidin kimyasal yapis1 hakkinda Neuberg (1908) ve Anderson (1914) tarafindan
onerilen iki yap1 ortaya atilmistir (Rodriguez ve ark. 2000, Mullaney ve ark. 2002,
Lehmann ve ark. 2000) (Sekil.2.1). Bu iki yapr ile ilgili tartigma, bilesigin igindeki
fosfat gruplarinin izomerik yapisina ii¢ giiclii bagli su molekiillerinin dahil olup
olmadig1 olmustur.Element analizi, x-1511 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans
(NMR) ile yapilan caligmalar Anderson tarafindan 6nerilen kimyasal yapiy1 destekler

nitelikte oldugu ortaya ¢ikmustir (Purva 2004).
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Sekil 2. 1. (A) Neuberg (1908) ve (B) Anderson (1914) tarafindan 6nerilen fitat (fitik
asit) yapist. (Tran 2010)



Fitik asit, myoinositol halkasi ve buna bagl inorganik fosfattan ibaret serbest bir ester
asididir (Sekil 2.2). Kimyasal adi, myoinositol 1,2,3,4,5,6 hekzakis dihidrojen fosfattir.
Fitat, fitik asitin Ca, Mg, K ve Fe tuzlaridir, tahil ve baklagillerde fosforun depo
formudur ve toplam fosforun % 80’den fazlasini olusturur (Laboure ve ark. 1993) (Sekil
2.3). Fitatlar, bitki tohumlarinda, dane yemlerde, kok ve yumrularda yaygin olarak
farkli diizeylerde (%0.1-6.0) bulunurlar. Yemeklik baklagiller diyetsel bir fitat

kaynagidirlar (Ergiin ve ark. 2002).
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Sekil 2.3. Fitik asitteki fosfat gruplar1 ile metal iyon komplekslerindeki farkli baglanma
yollar1 (Tran 2010)



Tohumlarin yan1 sira yan {irlinlerinde de % 1-2 oraninda fitik asit bulunmaktadir ve bu
oran tohumlardaki toplam fosforun % 60’dan fazlasini olusturmaktadir (Reddy ve ark.
1982). Bununla birlikte bir¢cok bitki tiirliniin koklerinde, yumrularinda, spor ve
polenlerinde de daha diisiik miktarlarda bulunabilmektedir (Feil 2001). Misir tohumlari,
ornegin % 0.89 fitik asit icermektedir ki, total fosforun % 88’ini olusturur. Bu nedenle
fitin genellikle fosfor ve myo-inositol depo sekli gibi kabul edilir. Her ikisi de tohumun

¢imlenmesi i¢in gereklidir (Laboure ve ark. 1993).

Fitik asit, merkezinde myo-inositol halkasindan uzanan alt1 fosfat grubu ile negatif
yiiklidiir. Bu ozelliginden dolayr K%, Mg*, Ca*? zZn'™ ve Fe*? gibi katyonlara
miikemmel bir selatlayici olarak rol oynar. Fitik asit ile divalent katyonlarm olusturdugu
kompleks, normal gastrointestinal pH da, yani pH 4.0-8.0 arasinda en az
coziiniirliktedir. Bu durum, hayvanlar ve insanlarda bu minerallerin absorbsiyonu ve
sindirimini olumsuz etkiler (Raboy 2001). Fitik asit besinlerin besinsel degerini azaltir.
Bu sebeplerden dolayi, insanlar ve hayvanlar i¢in anti besinsel faktor olarak kabul edilir

(Kumar ve ark. 2010, Sandberg 2002,Bhandari ve Kawabata 2004).

Fitik asit yiiksek derecede iyonize ortofosfat grubu i¢erdigi i¢in protein, karbonhidrat ve
mineral maddelerle erimeyen kompleks bilesiklerin meydana gelmesine de yol
acmaktadir. Boylece bunlarm sindirilme derecesi azalmaktadir. Fitin fosforunun yeteri
kadar degerlendirilememesi Onemli miktarda fosforun diski ile atilmasina yol
acmaktadir. Fitin fosforunun degerlendirilebilmesi i¢in fitik asit molekiiliiniin hidrolize

olmas1 gerekmektedir.

Monogastrik hayvanlarda (tavuk, domuz ve insanlarda) fitik asidi hidrolize eden
enzimlerin yoklugu nedeniyle fitat fosforunu par¢alamalari miimkiin degildir (Robert ve
ark. 2002,Jeri ve ark. 2005). Dolayisiyla bunlarin yemlerine inorganik fosfat eklenir ve
iyi bir biiylime saglanir. Ancak bu eklenen inorganik fosfat, fitik asidin antinutritive
etkisini azaltmaz. Bu problem fitaz eklenip fitat hidrolizinin saglanmasi ile
coziilebilmistir (Simell ve ark. 1989). Dolayisiyla fitaz 6nemli bir endiistriyel enzim ve
genis kapsamli arastirmalarin konusu olmustur. Son yillarda fitaz enzimlerinin 6zellikle

hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda hayvan giibresiyle ortaya ¢ikan fosfor kirliligini



azaltmak amaciyla kullanimini da giindeme getirmistir(Simons ve ark. 1990, Cromwell

ve ark. 1995)

Fitatlara mide-bagirsak sistemindeki bazi mineralleri baglayici ve onlarm yarayisgliligini
azaltan Ozelliklerinden dolay1 besleme degerini azaltan bilesikler gozii ile bakilmustir.
Son zamanlarda yaymlanan veriler kan serumundaki kolesterol ve trigliserit seviyesini
diistirmesi yaninda, fitatlarin baglayici 6zelliklerinin demir kaynakli bagirsak kanserine
kars1 koruyucu faydalarmin oldugunu gostermistir. Ayni zamanda, fitatlar lipid
peroksidasyonunu azaltma gibi faydalar1 ile dogal antioksidant Ozelligi de
gostermektedir (Zhou ve Erdman 1995). Buna ilave olarak, yemeklik tane baklagiller
onemli derecede kalsiyum, bakir, demir, magnezyum, fosfor, potasyum ve ¢inko
kaynagidirlar (Geil ve Anderson 1994). Bu minerallerin igerigi ve biyolojik olarak
yarayisliligi biliyiilk oranda bunlarin islenme (pisirme) siirecinin derecesine baglilik
gostermekte olup, emilimleri iriinde bulunan fitat seviyesine bagl olarak
etkilenmektedir (Liener 1994).

Yapilan bir ¢ok c¢aligmada fitat1 parcalayan enzimlerin fitatdan fosfor kullanimini
artirmakta oldugu ve ¢evrede ortofosfat birikimini 6nemli derecede azalttigi
bildirilmistir (Cromwell ve ark. 1995, Simons ve ark. 1990). Ayrica bunlarin yani sira
myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasi, kagit endiistrisi ve toprak iyilestirme alanlarinda
da fitaz enzimi kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler
sonucunda heterolog mikrobiyal ekspresyon sistemleriyle biiyiik miktarlarda ve diisiik

maliyetli fitaz liretimi de miimkiin olabilmektedir.

2.2.Fitaz Enzimi (Myo-inositol-hegzafosfat fosfohidrolaz; EC 3.1.3.8)

[Ik olarak fitaz aktivitesinin Suzuki vd. (1907) tarafindan bugday kepeginde ve
McCollum ve Hart (1908) tarafindan buzagilarin kaninda bulundugu bildirilmistir. Daha
sonra bitki, maya, bakteri ve funguslarda varligi belirlenmistir. Ayrica insan ve
hayvanlarda ince barsak mukozasi ve kalin barsaklarda bulunan mikroflora tarafindan
endojen olarak tiretildigi tespit edilmistir. Fakat bitki ve mikrobiyal fitaz aktivitesinin
aksine, insan ve hayvanlarda bulunan endojen fitazin aktivitesinin daha 6nemsiz oldugu

saptanmistir ( Weremko ve ark. 1997, Kumar ve ark. 2010).



Fitat1 pargalayan bu enzimler Enzim Siiflandirilmasinda Hidrolazlar grubunda olup,
IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry and the International
Union of Biochemistry) tarafindan iki sinifa ayrilmistir: Fitatin (D-3) pozisyonundaki
ortofosfat1 uzaklastran 3-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 3-fosfohidrolaz, EC
3.1.3.8) ve myo-inositol halkasindaki L-6 (D-4) pozisyonundaki defosforilasyonu
saglayan 6-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 6-fosfohidrolaz, EC 3.1.3.26). Mikrobiyal
fitazlar genellikle 3-fitaz sinifinda yer alirken bitkisel kokenli fitazlar 6-fitaz sinifinda
yer almaktadir (Konietzny ve Greiner 2002). Fakat, bazi istisnalar vardir: soybean fitazi
3-phytase (Phillippy ve Johnston, 1993) and Escherichiacoli fitaz1 ise 6-phytase
(Konietzny ve ark.1993)’dir (Tran2010)

Fitazlar aktif merkezlerinin geometrisi ve katalitik mekanizmalarina gore histidin asit
fosfataz (histidine acid phosphatase, HAP) fitazi, B-pervane fitaz1 (B-propeller phytase,
BPP), mor asit fosfataz (purple acid phosphatase, PAP) fitazi olarak smiflandirilmistir.
Kataliz i¢in optimum pH degerine gore de, fitazlar asit, notr ya da alkalin gibi
isimlendirilebilir (Mullaney ve Ullah 2003). Histidin asit fitaz1 [.Sinifta yer alirken,
alkalin fitaz II. Sinifta yer almaktadwr. Oh ve arkadaslari aminoasit sekanslari ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore 2 biiylik grup igerisine almislardir ( HAP’lar ve alkalin
fitazlar). Bunlari da 4 alt gruba ayrmuslardir (Fitaz A, , B, C, D) (Sekil 2.4).

(Oh ve ark. 2004).Ancak bitki fitazlar1 bu siniflandirma igine alinmamaktadir. Bacillus
sp.fitazlar1 alkalin 3-pervane fitaz1 (BPP) iginde yer almaktadir (Kerovuo ve ark. 1998,
Kim ve ark. 1998).
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Fitaz kaynafl

A, migor
A. awamoni
A, termous PhyA. 3-fitaz
T. thermophilius | Optimum pH: 2.5, 5.5
A, fumigalus
—_— E. mdulan
M. thermofilia
Fitaz kaynafj
Siif | A, miger PhyB. 3-fitaz
T = S. cerevisiae Optimum pH: 2.5
Histidin asit fitaz S, pombe

Fitaz kaynaf)

Human prostate

Rat prostato PhyC. 6-fitaz

Human lysosome Optimum pH: 5.5 - 6.0
Mouse lysosome

E. coli

Fitaz kaynat
Snmf. 1l B. sublilis PhyD. 3-fitaz
Alkalin fitaz 8. amyloliquefacions Optimum pH: 7.0 - 8.0

B. licheniformis

Sekil 2.4. Biyokimyasal oOzellikleri ve sekans analizlerine gore fitazlarin

siniflandirilmasi (Oh ve ark.2004).

Fosfatazlar cesitli fosfatli organik molekiillerde monofosfoester baglarinin hidrolizini
katalizleyen genis bir enzim sinifidir. Ancak, bu enzimler fitik asitteki monofosfoester
baglarin1 hidrolizleyemez. Fitat1 hidrolizleyen enzimlerin varligimin saptanmasiyla, fitik
asidin monofosfoester baglarmi hidrolizleyen enzimlerin fitaz olarak adlandirilan 6zel

bir sinifa ait oldugu bildirilmistir (Kerovuo 2000).

Fitaz (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase), fitat1 (fitik asiti, myo-
inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis dihidrojen fosfat), inorganik monofosfat, myo-inositol
fosfat ve serbest myo-inositol’e hidrolize eden enzimdir (Kerovuo 2000) (Sekil 2.5).
Fitazlar genelde histidin asit fosfataz ailesine ait olup, fosforil transfer reaksiyonunda,
fosfohistidin ara iirlinlerini kullanan fosfotazlarm alt smifidir (Van Etten 1982,

Pasamontes ve ark. 1997, Lei ve ark. 2007).
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Sekil 2.5. Fitatin, fitaz enzimi ile inositole hidrolizi(Yu ve ark.2012).

Fitaz enzimi Shieh ve Ware (1968) tarafindan, fitatin hidrolizi sonucu serbest kalan
inorganik fosfattan dolayi, bitki orjinli hayvan yemlerinin degerini arttirmak igin,

hayvan yemi katkis1 olarak onerilmistir (Mitchell ve ark. 1997).

[Ik ticari fitaz enzimi olan Natuphos, ilk olarak Aspergillus niger’den izole edilmis, 10
N-glikolizasyon bolgeleri ile 80 kDa molekiiler agirliga sahip ve 1.4 kb DNA fragmenti
tarafindan kodlanmis, Aspergillus niger PhyA’dir (Van Hartingsveldt ve ark. 1993, Han
ve Lei 1999) ve 1991°de piyasaya ¢ikmistir.

Fitazlar, genellikle 40-100 kDa molekiiler agirliga sahip olan monomerik protein olarak
degerlendirilmektedir. Genis substrat spesifikligi gostermekle birlikte, genellikle
optimum pH ve sicaklhigi 4.5-6.0 ve 45-60°C’diwr.Fitazin kristal yapisi, 2.5 A°
cOziintlirliikte tespit edilmistir. Fitazin immobilizasyonu, thermostabilitesini arttirmak

icin bulunmustur (Pandey ve ark. 2001).

Fitaz enzimi bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Giiniimiizde ticari olarak iiretimde toprak fungusu olan Aspergillus
iizerinde durulmaktadir. Ancak substrat spesifikligi, proteolisise kars1 direng gdstermesi
ve katalitik aktivitesi gibi 6zelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere
alternatif olusturabilmektedir (Konietzny ve Greiner 2004). Aerobacter aerogenes
(Greaves 1967), Pseudomonas sp. (Irving ve Cosgrove 1971), B. subtilis (Powar ve
Jagannathan 1982), Klebsiella sp. (Shah ve Parekh,1990), B. subtilis (natto) (Shimizu
1992), E. coli (Greiner ve ark. 1993), Enterobacter sp.4 (Yoon ve ark. 1996) ve Bacillus
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sp. DS11 (Kim ve ark. 1998) gibi bakterilerde saptanmustir. Bacillus suslar1 patojen
olmamalar1 ve sentezledikleri fitaz1 hiicre digina salgilama yeteneginde olduklarindan
endiistride 6nemli bir yere sahiptir. Bacillus fitazlarinin molekiiler agirligi 38-47 kDa,
notral pH’da optimal ve optimum sicakligr 55-70°C arasindadir (Polaina ve MacCabe
2007). Fitazin giibreyle atilan fosfor miktarinda meydana getirmis oldugu azalma %20
ile 50 arasinda degismektedir (Kornegay 2001). Fitaz enzimi kullanimi Avrupa’da
giderek yayginlasmis ve bazi Avrupa iilkelerinde bu zorunlu hale getirilmistir (Kutlu
2000). Diinyadaki fitaz pazarmim her yi1l %5 artmasi ile 200 milyon $’dan daha fazla bir
degerde oldugu tahmin edilmektedir (Anonymous 2009).

2.3.Fitaz Enziminin Kaynaklan

2.3.1. Bitkisel Fitazlar

Fitaz aktivitesi hububat, bakliyat ve yagli tohumlarda (Viveros ve ark. 2000) ya da
avokado ve taze sogan yapraklar1 gibi oldukca tiiketilen meyve ve sebzelerde tespit
edilmistir (Phillippy ve Wyatt 2001). Bazi tahil taneleri (bugday, kavuzlu bugday,
cavdar, arpa, tritikale) 5.000 unit/kg’den daha fazla aktiviteye ulasabilen yiiksek
seviyede fitaz aktivitesi gosterirler. Bu tahillarin ve triinlerinin bitkisel fitaz kaynagi

olarak kullanimi, hayvan beslenme ¢aligmalarinda denenmistir (Han ve ark. 1997).

Bitkilerden elde edilen fitazlar genelde optimum pH’s14.5-6.0 ve optimum sicaklig1 38-
55 °C araliginda olan histidin asit fosfatazlardir. Bunun yaninda bitki fitazlarinin kinetik
Ozelliklerinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir (Km 30-300 uM; kcat 43-704 s—1 ve
spesifik aktivite 43-636 U/mg protein). Molekiiler agirliklar1 47-76 kDa’dur (Lei ve ark.
2007).

Histidin asit fosfotaz ailesindeki bitkisel fitazlar, genellikle 6-fitaz olarak kabul edilir.
Ancak, yapilan calismalarda bitkisel fitazlarm bazilarinin (Lupin LP11 and LP12)
ortofosfati  hidrolizlemeye, inositol halkasinin D-3 pozisyonundan basladigi
belirlenmistir (Greiner ve ark. 2002). Bazi bitkisel fitazlarin alkalin fosfataz ya da
purple asit fosfataz oldugu saptanmistir. Zambak poleni fitazinin optimum pH’sinin 8.0
ve sicakligmm ise, 55°C oldugu bildirilmistir (Jog ve ark. 2005). Enzimin kalsiyum
tarafindan aktive oldugu, EDTA tarafindan inhibisyona ugradig1 ve son iiriin olarak D-

myo-Ins-1,2,3-trifosfat agiga ciktig1 ve dar bir substrat spesifikligine sahip oldugu
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bildirilmistir. Hegeman (2001) ¢imlenmis soya fasiilyesinden izole edilen fitaz geninin,
histidin asit fosfataza higbir benzerlik gostermedigini, fakat iki ¢ekirdekli Fe(IIT)-Me(ll)
merkezini icermesi ile purple asit fosfotazlara yiliksek oranda benzerlik gdsterdigini
bildirmistir. Enzimin optimum pH’sinin 4.5-5.0 ve optimum sicakliginin 58°C oldugu

belirlenmistir.

Optimum pH’s1 asidik olan bitki fitazlarmin yanisira alkali ortamda optimum aktivite
gosteren bitki fitazlar1 da mevcuttur. Bu nedenle bitki fitazlar1 optimum pH’sina gore
asidik ve alkali olmak {izere iki gruba ayrilabilir. Asidik bitki fitazlari, pH 5.0, alkali

fitazlar ise, pH 8.0 civarinda optimum aktiviteye sahiptirler.
2.3.2. Hayvansal Fitazlar

Fitaz aktivitesi ¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit edilmesine (Bitar ve Reinhold
1972) ragmen, hayvansal kaynakli fitazlarin higbirinin molekiiler karakterizasyonu
tamamlanmamistir. Bu enzimlerin ¢ogu fitat icin Km degeri, 0.03-2.6 mM araligindadir.
Hayvansal fitazlar notral ve alkali aralikta optimum pH gostermesine ragmen, kiimes
hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, optimum pH’nin 5.5-

6.0 oldugu gosterilmistir (Ellestad ve ark. 2002).

Fitazlar bagirsak epitel hiicre membranindan izole edilmis olsa da (Maenz ve Classen
1998, Ellestad ve ark. 2002), tek mideli hayvanlarda besinsel fitat fosforunun
kullanilabilirligini arttrmak ig¢in, diisiik maliyetli ekzojen fitazin ilave edilmesi
hayvansal fitazin arastirilmasini golgede brakmustir. Kalin bagirsak veya rumende
bulunan fitaz aktivitesi esasen mikrobiyal kokenlidir (Wise ve Gilburt 1982, Yanke ve
ark. 1998).

2.3.3. Mikrobiyal fitazlar

Fitaz enzimi bitkilerde, mikroorganizmalarda ve baz1 hayvansal dokularda bulunmasina
ragmen yapilan son arastirmalar mikrobiyal fitazlarin biyoteknolojik uygulamalar icin
en Umit verici oldugunu gostermistir (Pandey ve ark. 2001, Vohra ve Satyanarayana
2003). Bakteri, maya ve funguslardan fitaz enzimleri karakterize edilmis olup
(Cizelge 2.1), giliniimiizde ticari olarak iiretimde toprak fungusu olan Aspergillus

iizerinde durulmaktadir. Ancak substrat spesifitesi, proteolisise karsi direng gdstermesi
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ve katalitik aktivitesi gibi Ozelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere

alternatif olusturabilmektedir (Konietzyn ve Greiner 2004).

Bakteriyel fitazlarin ortalama olarak molekiiler agirligi (40-55 kDa) glukolizasyon farki
oldugu i¢in fungal fitazlardan (80-120 kDa) daha kiigiiktiir (Choi ve ark. 2001, Golovan
ve ark. 2000, Han ve Lei 1999, Kerovuo ve ark. 1998, Rodriguez ve ark. 2000a, Van
Hartingveldt ve ark.1993).

Izole edilen fitazlarm ¢ogunun pH optimumu 4.5-6.0 arasinda yer almaktadir. Ancak
Bacillus sp.’ye ait notral veya alkali fitazlar da bulunmaktadir (Choi ve ark. 2001, Kim
ve ark. 1998). A. niger fitazinin (phyA) pH optimumu ise asidik smirlarda olup 2.5 ve
5.5’dir. Bu iki smir arasinda aktivitede azalma meydana gelmektedir. Mikrobiyal
fitazlarin cogunun sicaklik optimumu ise 45-60°C arasinda yer almaktadir. Ancak
Pasamontes ve ark. (1997 a,b) A. fumigatus’a ait sicakliga direngli fitazin 100°C’ye
kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik inkiibasyonlarda sadece 9%10’luk kayipla

aktivitesini korudugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 2.1. Mikrobiyal Fitazlarin baz1 6zellikleri

Fitaz Kaynag

pH optimumu

Sicaklik optimumu  Spesifik

aktivite (U/mg)

Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oryzae
Aspergillus caespitosus

Emericella nidulans

Myceliophthora thermophila
Thermomyces lanuginosus

Penicillium simplicissimum

Penicillium lycii
Cladosporium

Pichia anomala
Candida krusei
Escherichia coli
Klebsiella terrigena
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella aerogenes
Pantoea agglomerans
Citrobacter braaki
Pseudomonas syringae

Bacilus subtilis

2.2,5.0-55 55-58

5.0-55
5.0-6.0
5.5
5.5

6.5

5.5
3.5
4.0
4.6
4.5
5.0
5.0,55
45,5.2
4.5
4.0
5.5

6.5-7.5

70
60
50
80

65
55
58
40
60
40
55-60
58
50, 60
68
60
50
40

55-60

50-103
142-196
23-28

11

29-33
42

110

1080

909

1210
811-1810
205

224, 297
23

3457

769

9-15
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2.4.Fitaz enziminin kullanim alanlan
2.4.1. Yem katki maddesi olarak

Fitat, tohumlarin ¢imlenmesi sirasinda enerji ve fosfor kaynagi olarak gorev alsa da
bagh fosfor tek mideli hayvanlarca ¢ok az miktarda kullanilabilmektedir. Bu nedenle
inorganik fosfor yenilenemez ve pahali bir mineral olup kanatli, domuz ve balik

rasyonlarinda fosfor kaynagi olarak ilave edilmektedir (Lei ve Porres 2003).

Fitat ve fitata baglh fosfor tiim kanatli rasyonlarinda bulunmakta ve fitat fosforunun da
kismen kullanildig: bilinmekteydi (Lowe ve ark. 1939). Ik olarak Warden ve Schaible
(1962), broylerde, ekzogen olarak verilen fitazin, fitat fosforunun kullanimini ve
kemikteki mineralizasyonu artirdigini bildirmislerdir. Ancak bundan yaklasik 30 yil
sonra, yem katkisi olarak, fitata bagl fosforu serbest birakacak ve fosfor atigini
azaltacak Aspergillus niger fitazinin ticari olarak kullanimi baslamistir. Gliniimiizde tek
mideli hayvanlarda yem katkis1 olarak fitaz kullanimi1 olduk¢a yayginlasmis olup hatta
nisasta tabiatinda olmayan polisakkaritleri pargalayan enzimlerden daha fazla
kullanilmaktadir (Bedford 2003). Gegtigimiz 10 yil icerisinde kanath ve domuz
rasyonlarinda mikrobiyal fitaz kullanimi ile bu konudaki bilimsel caligmalar ve
deneyimler artmakta ve yem katkist yeni fitaz enzimleri arastirilmakta ve
kullanilmaktadir. Ruminantlar ise, rumendeki mikrobiyal flora tarafindan iiretilen fitaz
enzimi ile fitat1 pargalayabilmektedirler (Yanke ve ark. 1998). Fitatin parcalanmasi ile
aciga cikan fosfor hem mikrobiyal flora hem de konak¢i ruminant tarafindan

kullanilmaktadir.
2.4.2. Gida Sanayi

Fitik asit tuzlar1 olarak tanimlanan fitatlar, bitki tohumlar1 ve danelerde fosfat ve
inositoliin basglica depo formudur. Fitat bitki tohumlarinin olgunlagmasi sirasinda olusur
ve olgun tohumlarda toplam fosfatin %60-90’nin1 olusturur (Loewus 2002). Fitat bu
nedenle bitkisel kokenli gidalarin baglica bilesenidir. Ancakfitat, besinlerdeki proteinler,
amino asitler, kalsiyum, magnezyum, demir ve c¢inko gibi metal iyonlar ile suda
coziinmez kompleksler olusturdugundan dolayr anti besinsel faktdr olarak hareket
etmektedir. Bundan dolayi, diyetlerdeki bitki kokenli gidalarin miktarina ve gidalarin

islenme derecelerine bagl olarak giinliik fitat tiiketimi en fazla 4500 mg’a kadar
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yiikselmelidir. Ortalama olarak vejetaryen diyetlerinde ve gelismekte olan iilkelerde
kirsal kesimlerde giinliik fitat tiiketimi yaklasik 2000-2600 mg olup bu deger karisik
diyetlerde 150-1400 mg’dir (Reddy 2002).

Diyetlerde fitatin varlig ile ilgilenilmesinin nedeni mineral alimindaki negatif etkisidir.
Bu mineraller ¢inko, demir, kalsiyum, magnezyum, manganez ve bakirdir (Konietzny
ve Greiner 2003, Lopez ve ark. 2002). Fizyolojik pH degerlerinde ¢6ziinmez mineral-
fitat komplekslerinin olusumu diisiik mineral emiliminin temel nedeni olarak
bildirilmektedir. Ciinkii bu kompleksler aslinda insan sindirim sisteminde absorbe
olmamaktadir. Ayrica sindirim sisteminin list kisminda sinirli miktarda mikrobiyal
popiilasyonun olmas1 ve igsel fitat1 hidrolize edici enzimlerin olmamasi nedenleri ile

ince bagirsakta, fitat cok smirli miktarda hidroliz olabilmektedir (Igbal ve ark. 1994).

Fitaz enzimi yem katkis1 olarak kullanilmasimnin yani sira gida sanayinde de biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Ancak simdiye kadar marketlerde fitaz enzimi kullanilmis gidalar
bulunmamaktaydi. Bu alandaki ¢alismalar, gida islemede teknik gelistirmenin yani sira
bitki kokenli gidalarin besleyici degerlerinin artirilmasi iizerine yogunlasmistir. Fitat
icerigi yiiksek diyetler mineral maddelerin absorbsiyonunu olduk¢a azaltmakta
(Konietzny ve Greiner 2003, Lopez ve ark. 2002) ve gidalarin islenmeleri sirasinda
fitatin defosforilasyonu, sadece kismen fosforile olmus myo-inositol fosfat esterlerinin
olusmasma neden olmaktadir (Sandberg ve ark. 1999). Gida sanayinde gidalarin
islenmesi sirasinda fitaz ilavesi ekmek yapimi (Haros ve ark. 2001), bitkisel protein
izolatlarmin tiretimi (Fredrikson ve ark. 2001, Wang ve ark. 1999) ve tahil kepeklerini
parcalamada kullanilmaktadir (Kvist ve ark. 2005).

2.4.3. Kagit endiistrisi

Kagit endiistrisinde bitki fitik asitinin uzaklastirilmasi olduk¢a onemlidir. Gilinlimiizde
termostabil fitazlar, kagit hamuru ve kagit yapma asamalarinda fitik asiti par¢alamak
amactyla kullanilan biyolojik maddelerdir. Fitik asitin enzimatik olarak parcalanmasi
sonucunda kanserojen veya toksik maddeler igeren iirlinler olusmaz. Bu nedenle kagit
endiistrisinde fitaz enzimlerinin kullanimi, daha temiz bir teknolojinin kullanilmis

olmas1 ve dolayisiyla ¢evreyi koruma agisindan 6nem tagimaktadir (Liu ve ark. 1998).
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2.4.4. Toprak iyilestirme

Bazi alanlarda toprakta, fitik asit ve tiirevleri toplam organik fosforun %50’sini
olusturabilmektedir (Dalal 1978). Findenegg ve Nelemans (1993), misir bitkisi i¢in
topraktaki fitik asitten fosforun kullanilabilmesinde fitazin etkisini arastirmislardir.
Topraga fitaz ilave edildiginde fitinin pargalanma oranmin artmasina bagli olarak
bliylimeyi uyardigini bildirmislerdir. Bu c¢alisma bitkilerin koklerinde fitaz geninin
ekspresyonu ile transgenik bitkilerle topraktaki fosforun kullanilabilecegi diistincesini

ortaya ¢ikarmustir (Day 1996).
2.4.5. Biyoteknoloji

Gegtigimiz 20 yil igerisinde fitaz enzimi, besleme, c¢evre koruma ve biyoteknoloji
alanlaridaki bilim adamlarmin dikkatini ¢cekmektedir. Fitazlar 6zellikle biyoteknolojik
uygulamalarda (6zellikle yem ve gidalardaki fitat igerigini azaltmada) biiyiik bir 6nem

tagimaktadir (Lei ve Stahl 2001, VVohra ve Satyanarayana 2003).
2.5.Bacillus Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir (Lin 1997).
Bacillaceae familyasina dahil olup, Gram pozitif (baz tiirleri degisken), aerobik veya
fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, cubuk seklinde bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik
olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirleri de vardir (Ayhan 2000). Endospor
olustururlar. Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 pm ¢apindadir. Bacillus cinsinin

koloni morfolojisi gesitlilik gosterir.

Tek ya da ¢ok sayida hiicreden olusan uzun zincirler meydana getirebilirler. Hiicrede
bulunan sporun sekli ve yeri, tiirler arasinda farklilik gosterir. Sporlar genellikle
silindirik, elipsoidal, oval ya da yuvarlaktir. Sporun hiicre iizerindeki konumu ise
merkezde, merkeze yakin veya ugta bulunabilir (Lennete ve ark. 1985). Bacillus’larin
tanimlanmasi ve tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde spor ve konumlari temel

alinabilmektedir.

Bazi tiirler fakiiltatif anaerob ozellikte olsalar ve oksidaz testleri degiskenlik gosterse

de, daima katalaz pozitiftirler. Bilinen birka¢ tiir hareketsizdir. Tiir diizeyinde
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tanimlamada 6nemli bir yer tutan spor sekilleri ve konumlari, faz-kontrast veya spor

boyama ile kolayca saptanabilir.

Sekerleri fermente ederler ve sonugta gaz olusumu goriilmeksizin asit tretirler.
Proteinleri ise, amonyak olusturarak parcalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar.
DNA'larindaki G+C mol oram %32-62'dir (Con ve GOKALP 1997). Biitiin tiirleri
Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi
besiyerlerinde oldukca 1yi iirer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol
iceren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi

gelisirler (Kaynar ve Beyatli 2006).

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hayvan diskilar1 ve bitkisel atiklar iizerinde yaygin
olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli
bliylime oran1 ile fermentasyon siiresi kisadir. Genel olarak giivenli olmalari,
sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama kapasiteleri gibi birgok nedenden dolay1
cazip endiistriyel organizmalardir. Bacillus tiirleri ¢esitli kompleks substratlara karsi
aktivite gosteren c¢ok sayida ve cesitli hidrolitik enzimler iiretmekte ve
salgilamaktadirlar. Bu nedenle Bacillus cinsindeki organizmalar, endiistriyel alanda o-
amilaz, fitaz, proteaz, glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz gibi enzimlerin

iretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadirlar (Arikan ve Goziikara 2012)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal

Calismada kullanilacak Bacillus suslar1 Tiirkiye’nin 30 farkli ilinden alinan toprak
orneklerinden izole edilmistir. izolasyon sonucu en yiiksek fitaz aktivitesine sahip
Bacillus sp.’ler farkli igerikli ortamlarda tiretilmisler ve bunlardan en iyi enzim
aktivitesinin saptandigi tireme ortami ve Bacillus sp. Tespit edilerek, ¢alismaya bu
bakteri ile devam edilmistir ve Bacillus sp.’ler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak

tizere kiiltiir saklama besiyerinde korunmustur.

Sekil 3.1. Kullanilan toprak oOrneklerinin alindig: iller: Adana, Amasya, Ardahan,
Artvin, Balikesir, Bartin, Bilecik, Burdur, Denizli, Edirne, Eskisehir, Hatay,

Kastamonu, Kayseri, Kirklareli, Kocaeli, Konya, Kiitahya, Malatya, Manisa, Mersin,

Nigde, Ordu, Sakarya, Sinop, Sivas, Trabzon, Tunceli, Tokat, Zonguldak.
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3.2.Yontem
3.2.1. Fitaz pozitif bakterilerin izolasyonu

Calismalarda kullanilacak olan fitaz pozitif bakterilerin izolasyonu i¢in,topraklarm ince
kismindan 0,25 g tartilmig ve 10 ml steril fizyolojik tuzlu su igerisinde iyice
vortekslenerek karistirilmustir. Ornekler, 60°C° de 30 dakika tutularak vejetatif
formlarin 6lmesi, ortamda yalnizca sporlu bakterilerin kalmasi saglanmis ve tiiplerin

agizlar1 kapatilarak so§umaya birakilmistir (Lennette ve ark. 1985)

Bakterilerin fitaz tiretme kapasitelerinin kat1 besiyerde belirlenmesi amaciyla modifiye
edilmis fitaz tarama ortami (PSM) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Fitaz tarama ortaminin
hazirlanmasinda, tiim maddeler miktarina uygun bir sekilde oOlciiliip erlende karistirilmis
ve bu sekilde otoklavlanmustir. Otoklav islemi bittikten sonra 50-55°C’ ye kadar
sogutulan besiyerleri, 180°C’ de 1 saat pastor firininda steril edilen petri kaplarma 15’er

ml dokiilerek sogumaya brrakilmistir.

Farkli illerden alman toprak 6rneklerinden 10'4, 10'5, 10'6, 10'7, 10 ve 107 olmak iizere
seri diliisyonlar yapilmis ve petrilere 0,1 mL 6rnek pipetlenerek yayma yontemine gore
ekim yapilmistr (Temiz 1994). Ekimi tamamlanan petriler 37°C° de 96 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda petri kaplarmdaki koloniler
gozlemlenmis, zon olusumunun varligma goére bakteriler fitaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Zonlarm biiyiikliikleri cetvel ile Olglilmiistiir. Calismada zon ¢api
biiyiik olan suslar secilmis ve saf kiiltiir olarak niitrient brothlu agarli ortamda kiiltiire

edilerek, daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere +4°C’ de saklanmuistir.

22



Cizelge 3.1. Fitaz pozitif bakterilerin seciminde kullanilan kat1 besiyeri (Howson ve

Davis 1983)
Icerik Fitath besiyeri (g/L)

Glukoz 20
Na-Fitat 4
CaCl,.2H,0 2
NH4NO; 5
KCI 0,5
MgSO..7H,0 0,5
FeSO,4.7H,0 0,01
MnSO,.7H,0O 0,01
Agar 15
pH 7.0

3.2.2. Bacillus’ un taksonomik siniflandirilmasi icin morfolojik ve fizyolojik

ozelliklerinin belirlenmesi

Elde edilen bakterilerden, en biiylik zon capina sahip bakterilerin saf kiiltiirlerinin

morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri incelenerek, Bergey’s Manual of Systematic

Microbiology’ den alman tayin anahtarina gore Bacillus’ lar belirlenmistir (Buchanan

and Gibbons 1974).
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Cizelge 3. 2. Biyokimyasal testlerde kullanilan besiyerleri (Cotuk 2003).

Hareketlilik | Katalaz Spor Gram
Icerik Testi Testi Boyama Boyama
(% 9) (% 9) (% 9) (% 9)
Nisasta - - - -
Nutrient
Broth 0.8 0.8 0.8 0.8
Agar 1 2 1 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0

Bacillus cinsini tanimak i¢in 2 adet biyokimyasal test ve 2 adet morfolojik test olmak

iizere, toplam 4 adet test yapilmistir (Cizelge 3.2).
3.2.2.1.Hareketlilik testi

Hareketlilik testi i¢in agar ve nutrient broth kullanilarak ortam hazirlanmistir (Cizelge
3.2). Steril petriler, alt taraflarindan kalemle gizilerek ikiye boliinmiis ve bakteri
ekilecek kisim isaretlenmistir. Belirlenen bolgeye 0.1 mL pipetlenen tiremis sivi kiiltiir,
cizgiyi gecmeyecek sekilde, drigalski 6zesi ile 1yice yayildiktan sonra 37°C’ de 18 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir (Temiz 1994).

3.2.2.2.Katalaz testi

Katalaz testinde kati ve sivi ortamlar kullanilarak, farkli yOontemlerle test
yapilabilmektedir. Calismada ise, % 0.8 nutrient broth iceren agarli ortama ekilmis
bakteriler, 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan koloniler
iizerine 1-2 damla % 3’ lik HyO, damlatilmis ve gaz c¢ikisi olup olmamasma gore

degerlendirme yapilmaistir.
3.2.2.3.Gram boyama

Gram boyama islemi Temiz (1994) in belirttigi yonteme gore yapilmigtir. Buna gore;
bakterilerin 18 saatlik taze kiiltiirlerinden, steril 6ze ile almarak 1 damla steril distile su
ile yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar havada kurumaya birakilmistir. Kuruma

tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden gecirilerek tespit islemi yapilmistir. Daha
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sonra lamlarin {izerine, mikrobiyal film tabakasimi kaplayacak sekilde, bol miktarda
kristal viole damlatilarak 1 dakika beklenmistir. Kristal viole yikanarak
uzaklastirildiktan sonra lamlarm iizerine % 0.5 I ve % 5 KI ile hazirlanmis gram iyodin
(lugol) dokiilerek yine 1 dakika beklenmistir. Boya, suyla uzaklastirilmis ve lamlar %
95’lik etil alkol ile renk kayboluncaya kadar yikanmistir. Ardindan, film tabakasinin
iizerine safranin eklenmis ve 45 saniye beklenmis ve boya yikanarak uzaklagtirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan preparatlar, havada kurutulmus ve immersiyon yagi ile 10x100’
liik objektifte, Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda incelenmistir. Iyi boyanmis
olan drneklerde Gram (+) olan mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renkli, Gram (-)

olanlar ise agik pembe renkli goriiniimleri ile ayirt edilmistir.
3.2.2.4.Spor boyama

Endospor boyama islemi Ozkaya-Durlu (2000)’ nun belirttigi ydnteme gore yapilmustir.
Buna gore; taze kiiltiirleri hazirlanan bakteriler, lam {izerine 1 damla steril distile su ile
lyice yayilarak havada kurutulmus ardindan 3 kez alevden gegirilerek fikse edilmistir.
Ornekler malasit yesili ile alevde 5 dakika etkiye birakilmis ve buharlastik¢a boya ilave
edilmistir. Distile su ile yikanan Ornekler 30 saniye safranin ile boyanmis ve distile
suyla tekrar yikanip havada kurutulduktan sonra bakteri sporlarinin morfolojileri,

Olympus CH-2 marka arastirma mikroskobu kullanilarak incelenmistir.
3.2.3. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi amaciyla farkl besiyerleri
kullanilmistir (Cizelge 3.3). Buna gore, bakterilerin buzdolab1 kosullarinda uzun siire
dayanmalarini saglamak i¢in, Cizelge 3.3°de verilen kiiltiir saklama besiyerikullanilmis
olup, kiiltiirler 30 giinde 1 kez yeniden hazirlanan agarli besiyerine asilanmak sureti ile

korunmuslardir.
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Cizelge 3. 3. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri (Sarikaya 1995)

Icerik Kiiltiir saklama besiyeri (% Q) Bakteri gelistirme besiyeri (% Q)
Tripton - 1

Yeast Extract - 0,5

Nutrient Broth 0.8 -

NaCl 0.8 1

Agar 2.0 -

pH 7.0 7.0

3.2.4. Enzim iiretimi icin kullanilan besiyeri

Biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tespit edilen Bacillus sp.’ler igerisinde
fitaz hidroliz oram1 (Zon c¢ap1) en yiiksek2 adetsus, fitaz iretim kapasitelerinin

belirlenmesi amaciyla, Cizelge 3.4’teki modifiye besiyerinde iiretilmislerdir (Demirkan
ve ark. 2014).

Cizelge 3.4. Fitaz tiretim ortamimin tespitinde kullanilan siv1 besiyeri(Demirkan ve ark.
2014).

Icerik Besiyeri (g/L)
Laktoz 5
Meat Extract 8
CaCl, 1
Na- Fitat 5
pH 7.5

3.2.5. Bakteri iiretim kosullar:

Kiiltiir saklama ortamindan (Cizelge 3.3) steril 6ze ile alinan bakteri kiiltiirii, igerisinde
30 mL bakteri gelistirme besiyeri (Cizelge 3.3) bulunan 100 mL’ lik erlene asilanmas,
37°C’ de 150 devir/dk ¢alkalama hizina sahip inkiibatorde 48 saat siire ile iiretilmistir.

Bu bakterinin enzim iiretim kapasitesini saptamak amaciyla 48 saatlik bakteri

kiiltiirlerinin 600 nm’ deki optik yogunluklar1 (O.D) spektrofotometre (Beckman
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Coulter- DU 700) kullanilarak, bir standart elde edebilmek amaciyla, steril fizyolojik
tuzlu su ile 0.3° e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kiiltiir ¢ozeltilerinden, igerisinde
150 mL maksimum enzim {iiretiminin elde edildigi enzim tiretim besiyeri (Cizelge 3.4)
bulunan 500 mL’ lik erlenlere %3 oraninda asilanmis ve 37°C’ de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip inkiibatorde 72 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve
enzim aktivite tayinleri 16., 24., 40., 48., 64. ve 72. saatlerde yapilarak bakterinin

gelisme grafigi ¢ikarilmis ve maksimum enzim iiretim zamani saptanmustir.
3.2.6. Bakteri iiremesinin dl¢iilmesi

Bakteri iiremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmiistiir. 3.2.5’ te belirtilen yontemle inkiibasyona birakilan besiyerlerinden,
belirlenen saatlerde 6rnek alinarak, 600 nm dalga boyunda okunmustur. Fitaz
iretiminde kullanilan besiyeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD)

degerlerinin okunmasiyla bakteri iireme miktar1 belirlenmistir (Sarikaya 1995).

Elde edilen optik yogunluk (OD) degisimleri, zamana karsi grafiklenerek gelisme

egrileri ¢ikarilmistir.
3.2.7. Enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Fitaz aktivitesinin tayininde Coi ve ark. (2001)° m kullandiklar1 yontemden
faydalanilmistir. Bu amagcla, oncelikle kiiltiir ortamindan 10 ml alinarak 15 dakika siire
ile +4°C’ de santrifiij edilerek (5000 devir/dk) bakteri hiicrelerinin bulundugu pelet

kismi ile enzim i¢eren sivi kisim birbirinden ayrilmaistir.

Enzim aktivite tayininde substrat ¢6zeltisi olarak 50 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 7.0)
tamponuna 2mM Na-Fitat eklenmistir. Bu substrat ¢ozeltisi islemden 6nce her seferinde

taze olarak hazirlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve her bir enzim 6rnegi icin 2 adet 6rnek tiipti kullanilmistir
(Cizelge 3.5). Her iki 6rnek tiipiine 0.9 ar ml substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 0,75 ml
TCA ¢ozeltesi ilave edilmis ve tiipler 37°C’ lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek
reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonra substrat igeren tiiplere 0.1 ml enzim
cozeltisinden, kor tiipe ise 0,1 ml Tris-HCI (pH 7.0) tamponu ilave edilerek 37°C’ de 30

dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda érnek tiiplerine 0,75 ml
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TCA ¢ozeltisinden eklenerek reaksiyon durdurulmus ve kor tiipline ise 0,9 ml substrat
eklenip, tiipler tiip karistiricisinda (Vortex) karistirilmistir. Bu karisima % 5,5 siilflirik
asitle hazirrlanan % 2,5 amonyum molibdat ¢ozeltisi ile % 2,5 ferroz siilfat renk
reaktifinden 1,5 ml ilave edilmis ve Orneklerin absorbanslart kore karsi

spektrofotometrede 6l¢lilmiistiir.

Cizelge 3.5. Fitaz aktivite tayini reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Ornek Tiipii Kontrol Tiipii
Substrat ¢ozeltisi 0,9 mL -
% 5’ lik TCA ¢ozeltisi - 0,75 mL

37°C’ de su banyosunda 5 dakika bekletilir.

Enzim ¢ozeltisi 0,1 mL -

0.1 M Tris-HCI Tamponu - 0,1 mL

37°C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilir.

% 5’ lik TCA ¢ozeltisi 0,75 mL -

Substrat ¢ozeltisi - 0,9 mL

Vortekle karistirilir.

Renk ¢ozeltisi 1,5mL 1,5mL

700 nm’ de absorbans Olgiimii

Enzim akivitesi Unit (IU) cinsinden hesaplanmis olup, Standart deney kosullarinda
dakikada 1 pmol sodyum fitattan inorganik fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim

miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplanmistir

(Anonymous, 2014).
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Pi (uM)

Enzim Aktivitesi (U /mL) =
t (dk) x VE (mL)

Pi : Salinan fosfatin miktari

t: zaman

VE : Kullanilan enzimin hacmi

3.2.8. Inorganik Fosfat Standart Grafigi ve Hazirlamis:

Inorganik fosfor miktarini saptamak icin farkli konsantrasyonlarda(0-100 uM) standart
KH,PO, ¢ozeltileri hazirlandi. Inorganik fosfor miktari, 3.2.7°de tarif edildigi gibi

spektrofotometrik olarak 6lgtilmiistiir.
3.2.9. Enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan solusyonlar

3.2.9.1.0.1 M Tris-HCI Tamponu (pH: 7.0)

12,11 gr Tris tartilir ve 900 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti 2N HCI ile pH: 7.0’a

getirilir. Son hacim 1 L’ ye tamamlanur.

3.2.9.2.%5’ lik TCA (Trikloroasetik asit) cozeltesinin hazirlanmasi

5 gr TCA tartilir ve son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlanir.
3.2.9.3.Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50 ml 0.1 M Tris HCI (pH: 7.0) ¢6zeltisi i¢erisine 2mM Na-Fitat karistirilir. (Kim ve
ark. 1998)

3.2.9.4.Renk ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Renk ayiraci a ve b ¢ozeltileri ile sirasiyla 4:1 oraninda hazirlanar.
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a) % 5,5 Siilfiirik Asitte hazirlanan %2,5 Amonyum molibdat ¢ozeltisi

90,5 ml’ lik distile suya 5,5 ml siilfiirik asit ilave edilir. 2,4 g Amonyum molibdat

tartilir ve bu ¢ozeltiye ilave edilir.
b) % 2,5 Ferroz siilfat

2,5 g ferroz siilfat tartilir ve distile su ile 100 ml’ ye tamamlanir. Giinliikk olarak

hazirlanir.

3.2.9.5.KH,;PO, substrati hazirlanisi

0,14 gr KH2PO4 tartililir ve ¢ozeltiye 100 ml distile su ilave edilir.
3.3.Fitazin Kismi Saflastirilmasi

En yiiksek fitaz aktivitesine sahip bir adet Bacillus sp.” nin fitaz enzimi kismi olarak
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Bu amacla, bakteri modifiye besiyerinde 48 saat
stire ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonucu iiretim ortami +4°C’ de, 5000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant ham enzim olarak kullanilmistir. Ham enzim
birbirini takip eden 3 basamakta kismi olarak saflastirilmistir. Ham enzim ve her bir
basamankatki enzim 6rneklerinde enzim aktivite ve protein tayinleri yapilmistir. Protein
tayini, standart olarak ‘Sigir Serum Albumin’ i kullanilarak Lowry ve ark. (1951)

metoduna gore belirlenmistir. Tiim saflastirma adimlar1 +4 °C’ de yapilmistir.
3.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Ham enzimin en iyi ¢okelme gosterdigi tuz konsantrasyonunu belirlemek i¢in farkli
konsantrasyonlarda ( % 50, % 60, % 70, % 80) amonyum siilfat kullanilmigtir. Ham
enzim ¢Ozeltisi lizerine havanda toz haline getirilmis % amonyum siilfat +4 °C’ de ¢ok
yavas bir sekilde eklenerek manyetik karistirici lizerinde ¢oziindiiriilmiistiir. Bu sekilde
hazirlanan karisim +4 °C’de manyetik karistiricida karistirilarak bir gece bekletilmistir.
Daha sonra karigim 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmis, slipernatant ve pelletler
birbirinden ayrilmistir. Pellet 1 mM CaCl;, igeren 20mM Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda

tamponunda ¢ozlilmiis ve aktivite - protein tayinleri yapilmistir.
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3.3.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pellet 1 mM CaCl; iceren 20mM Tris-
HCI (pH 7.0) tamponunda ¢6ziilmiistiir. Yar1 gegirgen bir membrandan olusan diyaliz
tiipti (Seliiloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da,
25 mm x 16mm) uygun uzunlukta kesilmis ve bir ucu sikica baglanmistir. Tek tip
gbzenek biiyiikligl saglamak ve agir metal kontaminantlar1 gidermek i¢in distile sudan
gecirilmistir. Diyaliz tiipline 6rnek aktarilmis, diger ucu da ip yardimi ile baglanmistir.
Bu sekilde hazirlanan diyaliz tiipli, ayn1 tampon igeren 1 L’lik beherin i¢ine alinmis ve
behere balik atilarak karisimin siirekli hareketi saglanmistir. Diyaliz islemi manyetik
karistiric1 iizerinde 4°C’de gerceklestirilmistir. Tampon 3 defa degistirilerek diyalize
devam edilmistir. Amonyum siilfatin tamamen uzaklasip uzaklagmadigini saptamak
i¢in diyazlide olan tampondan 1-2 damla alinmis ve {izerine 0.1 N HCI ve doygun BaCl,
cozeltisinden 1-2 damla damlatilmistir. Bulaniklik gdriilmemesi sonucu diyaliz
bitirilmistir (Trautwein ve Kuhlmann 1982). Diyalizatin aktivite ve protein tayinleri

yapilmistir.
3.3.3. Ultrafiltrasyon ile Diyalizatin Konsantre Edilmesi

Diyalizat, ultra filtrasyon (MW cut-off 30,000 ve 10,000) tiipiine alinmis ve 4°C’de
5000 rpm’de 15 dakika siirelerle istenilen hacme kadar konsantre edilmistir. Konsantre

edilen 6rnegin aktivite ve protein tayinleri yapilmistir.
3.4.Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktarimin belirlenmesi i¢in de Lowry Metodu kullanilmistir (Lowry 1951).
Protein standart grafiginin olusturulmasi i¢in 0,005 gr BSA 10 mL distile suda
¢oOziilmiistiir. Konsantrasyonu 0-500 pg/mL olacak sekilde uygun sulandirma yapilarak
hazirlanan 6rneklerin absorbanslar1 546 nm’de 6l¢iilmiis (Beckman Coulter-UD 700) ve

standart egri grafigi hazirlanmustur.

Ayirag A: % 3’ liik Na,CO3 (0.1 N NaOH’ da ¢6ziinmiis)

Ayirag B: % 17 lik CuSO4 (% 1’ lik K-Na- tartarat’ da ¢ozlinmiis)
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Ayirag C: % 2’ lik K-Na-tartarat

Ayirag D: Thtiyaca gore giinliik A, B ve C ayiraglaridan hazirlanir (25:1:1 oraninda).

Ayirag E: 1:1 oraninda seyreltilmis Folin ciocalteus fenol ayiract

I mL 6rnek alinmis, lizerine D ayiracindan 5 mL eklenmis ve karistirildiktan sonra 10
dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Kor igin ise 1 mL distile su ve D ayiraci alinarak
ayni islemler uygulanmistir. Daha sonra 0,5 mL E ¢ozeltisi eklenerek vortekslendikten
sonra karanlikta 20 dakika beklenmis ve kore karsi, 546 nm’de absorbanslar1 okunarak

sonuglar elde edilmistir. Okunan bu absorbanslar standart protein konsantrasyonlarina

kars1 grafige gecirilmistir (Sekil3.2).
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3.5.Enzimin Karakterize edilmesi
3.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Kismi olarak saflastirilmis fitazin sicaklik profili 35, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve
80'C arasinda tespiti ile elde edilerek optimum sicakhik degeri saptanmustir. Sicaklik
stabilitesini tespit etmek i¢in enzim 60, 70 ve 80'C’ lik sicakliklarda belli saatlerde
inkiibe edilmis ve aktivite tayini yapilmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak

hesaplanmistir.

3.5.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH nin etKkisi

Optimal pH, glisin-HCI (pH 2.0 ve 3.0), sodyum asetat (pH 4.0-6.0), Tris-HCI (pH 7.0
ve 8.0), glisin-NaOH (pH 9.0 ve 10) kullanilarak 0.1 M ve pH 2.0-10.0 arasinda
aktivitenin Olciilmesi ile tespit edilmistir. Enzimin pH stabilitesi pH 6.0, 7.0 ve 8.0°de

belli saatlerde belirlenmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

3.5.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Potansiyel Bilesiklerin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarm ve rediikleyici bilesiklerin etkisini
tespit etmek {izere enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgSQO,, FeSO,4, ZnSO,4, CuSO,, CaCly,
LiSO,, BaCl,, NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-merkaptoetanol ile inkiibe edilerek aktivite
tayini yapilmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

3.5.4. Kinetik Parametrelerin Saptanmasi

Fitaz’in Vmax Ve Ky, degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanacak olan sodyum fitat

kullanilarak ¢izilecek olan Line weaver—Burk grafigi ile tespit edilecektir.
3.6.Enzimin Molekiiler Agirh@inin Tespiti

Enzimin molekiiler agirhgmimn belirlenmesi i¢in Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir. (Laemmli 1970)

3.6.1. Cozeltilerin ve Jelin hazirlanmasi

a) Polimer matriksi kurmak i¢in akrilamid ve N, N’-metilen-bisakrilamid

kullanilmistir. Bunun i¢in; 28,8 g akrilamid ve 1,2 g bis akrilamid tartilip distile su
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b)

d)

ile toplam 100 mL igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve Whatman No:1 filtre kagidindan
stiziilerek, kahverengi bir sisede 0-5°C° de muhafaza edilmistir. Bu ¢ozelti 2 ay
stireyle bozulmadan saklanabilmektedir. (Sarikaya 1995). Akrilamid ¢ok gii¢lii bir

ndrotoksik madde oldugundan calisirken eldiven ve maske kullanilmalidir.
1 M Tris-HCI (pH 6.8)

Cozeltiyi hazirlamak igin 12,11 gr Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten

sonra pH 6.8’ e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ ye tamamlanmastir.
1 M Tris-HCI (pH 8.8)

Cozeltiyi hazirlamak i¢in 12,11 gr Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten

sonra pH 8.8’ e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ ye tamamlanmastir.
% 10’luk Amonyum Per Sulfat (APS)

10 g APS tartilmig ve hacmi distile su ile 100 mL’ ye tamamlanmustir.
Ornek Tamponu

100 mL icin stok soliisyon:

1 M Tris-HCI pH 6.8 6,5 ml
Gliserol 10 ml
SDS 29r

dH,O 4°C’ de muhafaza 100 ml

Her bir 6rnek igin 100 pl stok soliisyondan alinmis ve {izerine 5 ul B-mercaptoetanol

eklenmistir. Spatiil ucu kadar Bromfenol Mavisi eklenip vortekslenmistir.

f) Yiiritme Tamponu (Running Buffer)
Tris Base 3gr

Glisin 14,4 gr

SDS 1gr

dH,0O 1L
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g) Yikama Cozeltisi

Izopropil alkol 250 mL
Asetik asit 100 mL
dH0 650 mL

h) Boyama Cozeltisi
1,5 g Commassie-brilliant R- 250 mavisi 250 mL izopropil alkolde ¢6ziilmiis, daha
sonra iizerine 100 mL asetik asit ve 650 mL distile su eklenmistir.

Jelin Hazirlanmasi

SDS-PAGE i¢in 2 tip jel hazirlanir.

1) %12,5 Ayirma Jeli hazirlanisi (2 jel igin)

dH.0 2,0 mL
1M Tris-HCI pH:8.8 4,4 mL
%1 SDS 1,2mL
%30 Akrilamid 4,2 mL
%3 Amonyum Persiilfat 0,2 mL
TEMED 8 uL

2) %4 Yikleme Jeli hazirlanisi (2 jel igin)

dH,O 3,06 mL
AM Tris-HC1 pH:6.8 1260 pL
%1 SDS 50 uL
%30 Akrilamid 660 uL
%3 Amonyum Persiilfat 100 uL
TEMED 5uL

Jellerin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta TEMED’ in
eklenmesidir. TEMED polimerlestirici ajan oldugundan, eklendikten sonra pipet ile

iyice karistirmali ve vakit kaybetmeden ¢6zelti cam plakalar arasina dokiilmelidir.

Ornekler hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad) mandalma
yerlestirilmis ve sizma olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli, mikropipet
yardimiyla cam plakalarm arasina yavasca dokiilmiis ve Tlzerine isopropil alkol

dokiilerek, tist ylizeyin diizgiin bir sekilde donmas1 beklenmistir.
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Donma tamamlandiktan sonra alkol distile su ile iyice yikanmis ardindan kurutma
kagidi ile kalan su plakalarin arasindan alinmistir. Daha sonra sikigtirma jeli de ayni
yontemle plakalarin arasindan dokiilmiis, donmasi beklenmeden elektroforez taragi
yerlestirilmistir. Donma tamamlandiktan sonra tarak ¢ikarilmis ve kuyucuklarin diizgiin

bir sekilde olusmasi saglanmistir

3.6.2. Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforez kosullari

Fitaz enziminin molekiiler agirligmin belirlenmesi amaciyla 10 farkli protein igeren
(SigmaMarker S8445) ¢ozelti standart olarak kullanilmistir. Ham enzim, amonyum
stilfat ¢coktiirmesiyle elde edilen supernatant ve pelet ile diyaliz sonras1 6rneklerinden 75
ul, ependorf tiiplerine konularak iizerlerine 25 upl 6rnek tamponu (bkz. 3.6.1. e)
eklenerek hacim 100 pul’ ye tamamlanmistir. Tiim tiipler 5 dakika silireyle kaynar suda
bekletilmistir.

Daha once hazirlanmis olan jel, elektroforez tankina oturtularak alt ve iist hazneleri
yiiriitme tamponu (bkz. 3.6.1. ) ile doldurulmustur. Tankin her iki tarafina da konmus
olan jellerdeki kuyucuklarin igerilerine, mikropipet yardimiyla 25 pl 6rnek konmus ve
tanka akim verilerek elektroforez islemi baslatilmistir. Izleme boyasi jelin 1 cm altinda
kalacak hale geldiginde ise elektroforez islemi bitirilmistir. Jele, 6rneklerin diizgiin
sirada ilerlemesi i¢in 6nce 80 V, ornekler ayirma jeline gegtikten sonra 150 V sabit

akim verilmistir. Elektroforez islemi yaklagik 2,5 saat siirmiistiir.

3.6.3. Boyama ve boyanin uzaklastirilmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra {iist plaka jeli ywrtmayacak sekilde
cikarilmustir. Sikistrma jeli bir spatiil yardimiyla, ayirma jelinden ayrilmis, marker
yiiklenen kuyucugun kenar1 bir ¢entik atilarak jel isaretlenmistir. Dikkatli bir sekilde,
yirtmadan ¢ikarilan jel, igerisine boyama ¢ozeltisi (bkz. 3.6.1. h) bulunan plastik kaba
konarak 1 gece ¢alkalayicida bekletilmistir.

Boyanan jel, icinde yikama ¢6zeltisi (bkz. 3.6.1.g) bulunan bagka bir kaba alarak boya
uzaklastirilmigtir.  Orneklerin molekiil agirliklari, standart proteinler baz almarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1.Fitaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

Bu c¢alismada Tiirkiye’nin 30 farkli ilinden alinan toprak O6rneginden 300 adet bakteri
izole edilmistir. Izole edilen bakterilerin Bacillus olup olmadigni belirlemek iizere
biyokimyasal ve morfolojik testler yapilmis, bu testlerin sonucunda 236 adet bakterinin
Bacillus sp. oldugu belirlenmistir. Bacillus sp. suslar1 arasinda 19 tanesinin 120. saat
sonucunda, 6 tane zayif agiklikta ¢evresel hidrolitik zonlu (2-4 mm), 10 tane orta
aciklikta ¢evresel hidrolitik zonlu (5-8 mm), 3 tane genis agiklikta ¢evresel hidrolitik
zonlu bolgelere (9-11 mm) sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu suslar arasinda en genis
zonu gosteren 2 adet sus se¢ilmistir. Bunlardan 11 mm zonu gosteren Bacillus sp. susu
EBD 9-1 olarak ve 9 mm zon ¢apina sahip EBD 19-9 olarak adlandirilmistir. Fitaz pozitif

Ozellik gosteren izolatin besiyerindeki goriintiisii Sekil 4.1° de verilmistir.

a

Sekil 4.1. Fitaz tireten Bacillus sp. EBD 9-1" in PSM ortamindaki goriintiisii
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Cizelge 4.1. Fitaz pozitif bakterilerin zon ¢aplar1

Bakteri No iller Koloni Cap1 (mm) Zon Cap1 (mm)
2-1 Bilecik 3,2 5
2-2 Bilecik 3,2 3,5
3-6 Kirklareli 2,8 3
4-8 Kayseri 2 2,2
5-4 Manisa 4 4,5
5-5 Manisa 3 31
9-1 Trabzon 7 11
9-9 Trabzon 2,8 3
10-8 Tunceli 4,2 6
14-3 Balikesir 4,5 7,5
14-5 Balikesir 5 6,5
14-6 Balikesir 4,8 7,8
15-7 Hatay 6,5 8
15-9 Hatay 6,8 7,3
18-7 Bartin 6,2 6,5
19-4 Edirne 6,1 9
19-9 Edirne 5 9
23-1 Sivas 55 5,6
23-2 Sivas 51 8
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4.2.Biyokimyasal ve Morfolojik Testler

Genel olarak Bacillus cinsini belirlemek amaciyla asagidaki tayin anahtar
kullanilmaktadir (Sekil 4.2).

4{ Bacillaceae ’7

Hucreler kalin
tomak seklinde

Hicreler dairesel

‘ Sporosarcina

Katalaz (+) Katalaz {-)
Bacillus ]
Mikroaerofilik

Sporolactobacillus Clostridium

Sekil 4. 2. Bacillus sp. izolatlarin taksonomik 6zellikleri (Buchanan ve Gibbons 1974).

4.2.1. Biyokimyasal testler

4.2.1.1.Katalaz testi

Katalaz bir enzim olup ¢ogunlukla aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulurlar.
Bu enzim ortamdaki hidrojen peroksiti (H,0;) su ve oksijene ayristirmaktadir. 3.2.3.2
ye gore yapilan katalaz testi sonunda, kat1 bakteri kiiltiirlerine H,O, damlatildiginda,
serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde gozlenmesi, hidrojen peroksitin ayrigmasini
dolayisiyla da katalaz varligim gosterdiginden tim bakteriler katalaz (+) olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. Belirlenen kolonilerde serbest oksijenin kabarciklar halinde goriiniimii

4.2.2. Morfolojik testler
4.2.2.1.Koloni yapisi ve bakterilerin sekli
Bakteriler, farkli karakteristik koloni tiplerine sahiptirler (Sekil 4.4).

Koloni Tipleri

=
Noktasal Yuvarlak Dalgah

Flamentli Rizoid

Sekil 4. 4. Bakteriyal koloni tipleri
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Calismamizda elde ettigimiz bakterilerin noktasal, flamentli ve dalgali koloni tipi
ozellik gosterdigi tespit edilmistir.  Mikroskobik incelemeler (Olympus CH-2)
sonucunda ise bakterilerin hepsinin ¢ubuk (basil) seklinde oldugu gorilmiistiir (Sekil
4.5).

Sekil 4.5. EBD 9-1 bakterisinin 100X objektifte goriiniimii (Olympus CH-2)

4.2.2.2. Hareketlilik testi

3.2.3.1° e gore yapilan hareketlilik testi sonucunda tiim bakterilerin hareketli (Sekil 4.6)
oldugu belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.2).

Sekil 4. 6. Petri kutusundaki yumusak agarli besiyerinde hareketlilik kontrolii
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4.2.2.3.Gram boyama

Bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli bir asama olan gram boyama 3.2.2.3° e gore
yapilmigs olup, ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyi hiicre iginde tutabilen
bakteriler gram (+) olarak kabul edilmis olup, denemeye alinan tiim bakteriler mor

menekse bir renk gosteren gram (+) olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.7).

Sekil 4. 7. Isik mikroskobunda bakterilerinin gériiniimii (100X)

4.2.2.4.Spor boyama

Spor olusumu Bacillaceae familyasini tipik o6zelligidir. Endospor olusumu bu
familyanin iiyeleri olan Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde goriilmektedir.
Denemeye alinan bakterilerde spor boyama 3.2.2.5° e gore yapilmis olup, tiim
bakterilerin sporlu olduklar1 ve sporun hiicre i¢indeki konumunun terminal (ug) bolgede
oldugu saptanmustir. Incelemeler Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda, 100X
objektifte, immersiyon yagi ile yapilmistir (Sekil 4.8).

42



Sekil 4. 8.Bakterilerin spor boyama sonrasi goriiniimii (100X)

Yapilan biyokimyasal ve morfolojik tesler sonucunda tiim bakterilerin Bacillus cinsine
ait oldugu belirlenmistir. Calisma sonrasinda zon caplar1 dikkate alinarak ayrilan 2 adet

bakteri iireme egrileri ¢ikarilmak {izere denemeye alinmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2. Bacillus cinsinin belirlenmesinde kullanilan morfolojik testler ve test

sonugclar1

TESTLER 9-1 19-9
Koloni sekli Dalgali Dalgali
Sekil Basil Basil
Gram Boyama + +

Spor boyama + +
Endospor Pozisyonu T T
Hareketlilik + +
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4.3.Maksimum Fitaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

En genis zonu gosteren Bacillus sp.EBD 9-1 ve Bacillus sp. EBD 19-9 suslarindan
maksimum enzim iretimi amaciyla Cizelge 3.3 ve 3.4° te belirtilen besiyerleri
kullanilarak iiretilmistir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde yapilan aktivite sonucuna gore
Trabzon ilinden alinan topraktan izole edilen Bacillus sp. EBD 9-1’in en yiiksek fitaz
aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (bkz. Cizelge 4.3 ve Sekil 4.9).

Zon ¢ap1 yiikksek 2 bakterinin enzim aktivitelerinin kargilastirilmast sonucu, EBD 9-1
nolu bakterinin 48. saatte 600 U/mL ile maksimum aktiviteye ulasirken, maksimum
iiremenin 48. saatte (ODgoo= 2,03) oldugu saptanmistir. Daha sonraki caligmalarda

Bacillus sp. EBD 9-1 bakterisi ile devam edilmistir.

Cizelge 4.3.Fitaz igerikli besiyerinde iiretilen zon g¢ap1 yiiksek 2 bakterinin enzim

aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Inkiibasyon
Siiresi EBD 9-1 EBD 19-9

u/mL ODgoo U/mL ODsgoo

24, saat 510 1,53 442 0,62

48. saat 600 2,03 486 0,78

72. saat 520 1,94 359 0,83

96. saat 470 1,20 340 0,69

120. saat 430 0,82 250 0,61

44




700 - - 2,5
9-1 19-9
600 -
-2
= i
§ 500
-) _
= 400 - C s E
[5] o
= )
= o
X 300 o = U/mL
[} -1 )
£ —4—0D
S 200 -
]
- 0,5
100 -
0 - 0
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Saat

Sekil 4.9. Zon c¢ap1 yiliksek 2 adet bakterinin {ireme ve enzim aktivitelerinin

karsilagtirmast.
4.4 Inorganik Fosfat Standart Grafigi ve Hazirlanis:

Inorganik fosfor miktarmi saptamak icin farkli konsantrasyonlarda(0-100 uM) standart
KH,PO, ¢ozeltileri hazirlandi. Inorganik fosfor miktari, daha 6nce tarif edildigi gibi
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi linear
regresyon analiziyle c¢izilerek konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin inorganik fosfat
konsantrasyonu, standart grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden
hesapland1 (Sekil 4.10). Dogrunun denklemi y = 0,0011x + 0,0014, regresyon katsayis1
R®=0.9995"dir.
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Sekil 4.10. Inorganik fosfat standart grafigi
4.5.Fitaz enziminin kismi saflastirilmasi

Enzimin saflastirma islemine ge¢ilmeden once Bacillus sp. EBD 9-1 susu 3.2.5 ve
3.2.6’de belirtigi gibi iiretilmistir. Uretim sonrasi siipernetant santrifiigasyonla ayrilmis
ve ham enzim ¢oOzeltisi olarak saflastrma islemlerinde kullanilmistir. Ham enzim
sirastyla amonyum stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemlerinden gecirilerek
kismi olarak saflastirilmistir. Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite
ve protein tayinleri standart kosullar altinda gerceklestirilmistir. Saflastirma SDS-PAGE
ile kontrol edilmistir. Standart proteinler kullanilarak enzimin molekiil agirligi

belirlenmistir.

Kiiltiir ortamu santrifiij edildikten sonra ham enzim igeren siipernatant amonyum siilfat
coktiirme denemeleri i¢in kullanilmistir. Ham enzim i¢in ayr1 ayr1 % 50, % 60, % 70, %
80 konsantrasyonlarinda amonyum siilfat ¢oktlirmeleri yapilarak enzimin en iyi ¢oktiigii

% amonyum siilfat konsantrasyonu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Buna gore % 70’lik ¢oktlirmeden elde edilen enzimin aktivitesi 590 U/ml olup, diger
konsantrasyonlardaki ¢oktlirmelerden yiiksek oldugu i¢in, bundan sonraki asamalarda %
70° lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve elde edilen pellet 1 mM CaCl, igeren
20mM Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda 36 saat diyaliz edilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli Konsantrasyonlarda Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi

Fraksiyonlar

Enzim Aktivitesi ( U/mL)

Ham enzim 600
%50 350
%60 570
%70 590
%80 550

Diyaliz sonras1 yapilan aktivite tayinlerinde enzim % 4,9 ve 1.71 kez saflastirilmistir.

Diyalizat ultra filtrasyon (MW cut-off 30,000 ve 10,000) tiip ile santrifiij edilerek
konsantre edilmis ve enzim 2,06 kez saflastirilmistir (Cizelge 4.5). Kismi olarak

saflastirilan enzim karakterize edilmistir.

Cizelge 4.5. Fitaz enziminin saflastirma basamaklari.

Saflastrma | Hacim | Toplam | Toplam | Spesifik | Verim' Saflik*
Basamagi (mL) Protein Aktivite Aktivite (%) (Ke2)
ez
(mg) (V) (U/mg)
Ham Enzim 100 205,7 60000 291 100 1
Amonyumsiilfat | 15 440 14,8 1,51
coktiirmesi (%70) 20,1 8850
Diyaliz 14 5,94 2940 497 4,9 1,71
Ultrafiltrasyon 10 2,5 1500 600 2,5 2,06

Werim, toplam aktivite iizerinden hesaplanmustir.

?Saflik, spesifik aktivite {izerinden hesaplanmustir.
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4.6.Fitaz enziminin karakterizasyonu

Enzimin karakterize edilmesi amaciyla 3.2.6’da belirtildigi sekilde yapilan iiretim
sonucunda, santrifligasyonla ayrilan enzim ¢dzeltisi ham enzim olarak elde edilmis ve
enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon islemlerinden
gecirilerek kismi olarak saflagtirilmigtir. Kismi saf enzim ¢ozeltisi iizerine sicaklik,
sicaklik stabilitesi, pH ve pH stabilitesi ile farklt metal iyonlarmin etkilerine bakilmistir.
Ayrica kismi olarak saflastirilan enzimin molekiil agirligi jel elektroforez yontemi

(Laemmli 1974) ile tayin edilmistir.
4.6.1. Enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Enzim tizerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlemek tizere 35, 37, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70 ve 80°C’ lerde aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol olarak
kullanilan sicaklik derecesinden (37°C) elde edilen ve 100 olarak kabul edilen aktivite

degerlerine gore % olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6. Fitaz enzimi iizerine sicakligin etkisi

Sicakhik (°C) Ham Enzim (%) Kismi Saf enzim (%)
37 (kontrol) 100 100

40 102 106

45 104 113

50 107 116

55 109 124

60 116 139

70 83 82

80 67 37

Elde edilen sonuglara gore saf enzimin 60°C° de maksimum aktivite gosterdigi
saptanmustir (Sekil 4.11). Kismi olarak saflastirilan enzimin aktivitesi ham enzime gore
%20 artmustir.Diigiik ve yliksek sicakliklarda aktivite degerleri birbirine yakin

bulunmustur. Diisiik sicakliklarda enzim daha stabil kalmistir.
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Sekil 4.11. Sicakligin ham ve kismi saf enzim {izerine etkisi
4.6.2. Sicaklik stabilitesinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi 60°C’ de enzim 6rneginin stabilitesine bakilmis
ve enzim ¢Ozeltisi su banyosunda 30, 40, 50, 60, 70 dakika siire ile tutulmustur. Elde
edilen sonuglara gore saf enzimin 30. dakikada maksimum aktivite gosterdigi
saptanmugstir (Cizelge 4.7). Stirenin artmasi ile hem ham hem de saf enzim aktivitesinde
oransal bir diistis gozlenmistir (Sekil 4.12). Ancak, saf enzim 60 dakikada %79 oraninda

aktivite kayb1 saptanmustir.

Cizelge 4.7. Sicaklik stabilitesinin fitaz enzimi tizerine etkisi

60 C° Ham Enzim (%) Kismi Saf enzim (%)
(Dakika)
30 (kontrol) 100 100
40 82 75
50 77 69
60 78 21
70 64 20
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Sekil 4.12. 60°C” de ham ve saf enzim stabilitesi
4.6.3. pH’nin ve pH stabilitesinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Fitaz enziminin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla enzim 4.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0 ve 10.0 pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltilerinde aktivite tayini yapilmistir.
Yapilan ¢aligmalar sirasinda kontrol olarak kullanilan pH’ da (7.0) elde edilen sonuglar
%100 olarak kabul edilmis ve diger sonuclar buna goére % olarak hesaplanmistir.
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13’de de goriildiigli gibi enzimin optimum pH degerlerinin 7.0
oldugu saptanmistir. Enzimin asidik ortamdan ziyade alkali ortamda yliksek aktiviteye

sahip oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Enzim iizerine pH etkisinin belirlenmesi

pH Ham Enzim (%) Kismi Saf enzim (%)
2.0 21 22
3.0 31 43
4.0 33 47
5.0 64 53
6.0 83 63
7.0 (Kontrol) 100 100
8.0 94 81
9.0 43 45
10.0 38 35
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Sekil 4.13. pH’nin ham ve kismi saf enzim iizerine etkisi

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi enzimin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim pH
7.0’de 1 saat boyunca tutulmus ve 1 saat sonunda saf enzim aktivitesini % 76 oraninda

korudugu saptanmustir (Sekil 4.14). Ham enzim ise 1 saat boyunca aktivitesini

korumustur.

Cizelge 4.9. pH stabilitesinin enzim iizerine etkisi

pH 7.0 Ham Enzim (%) Kismi Saf enzim (%)
(Dakika)
30 (Kontrol) 100 100
40 108 102
50 104 83
60 91 76
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Sekil 4.14. pH 7.0 ‘de ham ve saf enzimin stabilitesi

4.6.4. Enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarm ve rediikleyici bilesiklerin etkisini
tespit etmek {izere enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgSQO,, FeSO,4, ZnSO,4, CuSO,, CaCly,
LiSO,, BaCl,, NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-merkaptoetanol ile inkiibe edilmistir. Elde
edilen sonuglar icerisinde hi¢cbir metal iyonu bulunmayan substrat ¢ozeltisi ile elde

edilen aktivite %100 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Potansiyel bilesiklerin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Ham Enzim Kismi Saf enzim
1mM (%) 5mM (%) 1mM (%) 5mM (%)

Kontrol* 100 100 100 100
MnSO,4 115 94 89 81
MgSO, 120 97 101 86
FeSO, 51 43 62 54
ZnS0Oy 55 38 55 45
CuSQO, 63 39 52 32
CaCl, 138 99 114 101
LiSO,4 92 87 80 66
BaCl, 90 54 50 27
NaCl 92 83 80 79
KCI 96 86 62 53
SDS 25 23 37 25
EDTA 84 67 51 48
2-Bmer 68 43 52 39

*Potansiyel bilesik icermemektedir.

Sekil 4.15’te goriildiigii gibi ImM konsantrasyonundaki ¢esitli potansiyel bilesiklerin
enzim aktivitesini SmM’a gore daha fazla arttirtig1 tespit edilmistir. Bununla beraber
CaCl; ve MgSQ, iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine aktivator etki yaptigi, ancak diger
metal iyonlarinin inhibitdr etki yaptigi saptanmustir. Ozellikle SDS enzim aktivitesini

giiclii olarak inhibe etmistir.
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Sekil 4.15. Cesitli potansiyel bilesiklerin saf enzim tizerine etkileri

4.6.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Fitaz aktivitesi lizerine substratin konsantrasyonunun etkisi saptamak amaciyla, 0.01-0,1
g arasindaki konsantrasyonlarda sodyum fitat optimum sicaklik ve pH’da (37 °C ve pH

7.0) belirlenen inkiibasyon siiresinde ortama ilave edilerek enzim aktivitesi standart

deney kosullarinda 6l¢iildii (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Fitaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat konsantrasyonu

Saf enzim (%)

(gr)

0,01 25
0,02 38
0,03 58
0,04 75
0,05 84
0,06 94
0,07 100
0,08 98
0,09 94
0,1 92

Substrat konsantrasyonunun 0.01 g’dan 0,1 g’a kadar belli bir oranda artirilmasi ile
enzim aktivitesinin kademeli olarak arttig1 goriildii. Fitazin maksimum hizin1 (Vmax) ve
Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak i¢in, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak Lineweaver-
Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V’ye kars1
1/[S] olarak ¢izildi (Sekil 4.16). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi ise,y =

0,006x+0,003 olarak, tamamlayicilik katsayisi (RZ) ise R = 0,995 bulundu.

Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,003degerini verdiginden,

Vmax degeri 333U/mL olarak hesaplandi., Ky, degeri 2mM olarak bulundu.
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y=0,006x + 0,003
R*=0,995

0,025

1/V U/mL!

0,015

Enzim Aktivitesi (%)

0,005

1/[S] mM-1

Sekil 4.16. Fitaz aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi ( Lineweaver-Burk

grafigi ve Michaelis-Menten Grafigi)
4.7.Enzimin molekiiler agirhginin tespiti

Kismi olarak saflastirilan enzim Orneginin molekiiler agirligini belirlemek amaciyla,
elektroforez jeline enzim Ornegi yaninda molekiiler agirliklar1 bilinen standart protein
¢ozeltisi de uygulanmis ve elektroforez islemi sonucunda olusan bandlarm (Sekil 4.17)
Rf degerlerinden yararlanilarak asagida verilen formiile gére enzim ve standart protein

coOzeltisinin goreceli hareketlilik degerleri hesaplanmastir.
Rf = Proteinin aldig1 yol (cm) / izleme boyasinin aldigi yol (cm)

Molekiiler agirliklar1 bilinen standart proteinlerin goreceli hareketlilik degerleri ve
molekiil agirliklar: ile bir standart egri elde edilmistir (Sekil 4.18). Elde edilen grafigin
analizi yapilarak, 6rnegin molekiiler agirligi saptanmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
diyalizat ve ultrafiltrasyonu sonucunda adim adim kismi olarak saflastirilan enzim
orneginin molekiil agirliginin ayn1 oldugu, Sekil 4.18’da goriildiigii gibi tek bir band
halinde bir sirada yerlestigi saptanmstir. Koyu band halinde gériilen enzimin molekiiler

agirhigmin yaklasik olarak 45 kDa oldugu tespit edilmistir.
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158 kDa =

116 kDa ==p-

97,2 kDa *

66,4 kDa wp

556 kDa wap

42,7kDa =p

346kDa =—p

27kDa =p

1 2 3 4 5 6

Sekil 4.17. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jelde protein bantlarinin goriiniimii.

1. Marker 2. Ham enzim 3. Coktiirme pelet 4. Diyaliz 5-6. Ultrafiltrasyon
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5,2 -
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y=-1,014x + 5,273
R?=0,992
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log mw
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Rf

Sekil 4.18. Standart proteinlerin Rf degerleri ve molekiil agirliklarina gore olusturulan
standart egri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizma
kaynaklidirlar. Bunun nedeni mikroorganizma kdkenli enzimlerin, bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, ekstrem kosullarda
aktivite gosterebilmeleri ve biiylik boyutlarda iiretilebilmeleridir. Yiiksek bitkilerin
vakuollerde artik iriinler olarak, bir tiir enzim inhibitorleri ve/veya toksik karakterli
maddeleri depoladiklar1 bilinmektedir. Bitkilerden enzim elde edilmesi sirasinda bu
yapilar tiriine karigtiklari i¢in, bitki enzimleri, endiistri ve klinikte enzim kaynagi olarak

tercih edilmemektedirler (Wiseman 1987).

Her ne kadar mikrobiyal enzimlerin kullanimi i¢in yukarida belirtildigi gibi ¢ok gegerli
nedenler varsa da, her mikrobiyal enzim endiistriyel alanda kullanilmamaktadir.
Endiistride kullanilan enzimlerin, bir tiriiniin tiretilmesinde baz1 avantajlara sahip olmasi
gerekmektedir. Buna gore, bir enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilmesi
maliyet bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasi
ve en Onemlisi de enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani giivenilir

olmasina baghdir (Wiseman 1987).

Bugiine kadar 2000’den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklasik 100 tanesi ticari
olarak kullanima uygun bulunmustur. Fakat giiniimiizde bunlardan sadece 18 tanesi

endiistriyel amagla iiretilmektedir (Zeman ve McCrea 1985).

Biyoteknoloji kaynakli ¢alismalar Amerika Birlesik Devletlerinde ¢ok fazla odaklanmis
olmakla birlikte, giiniimiizde, Japonya ve Kanada, biyoteknolojiyi (6zellikle molekiiler
biyoteknolojiyi) stratejik alan kategorisinde degerlendirerek, 6zel sirketlerin yani sira,
hiikiimetler diizeyinde destekleme ve gelistirme karari almiglardir (Glick ve Pasternak
2003).

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iriinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle birkag iilke disindaki diger iilkeler bu konuda tamamen disa bagiml

durumdadirlar.
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Endiistride faydali olan ve ticari olarak kullanilan enzimlerin bazi avantajlara sahip
olmas: gerekmektedir. Buna gore bir enzimin herhangi bir endistri alaninda
kullanilabilmesi igin, islem maliyeti bakimindan ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal
kosullara bagli olmadan aktivitesini en yiiksek diizeyde korumasi ve miimkiin olan en
uzun siireyle siirdiirmesi, ¢cok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasi, allerjik

ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani giivenilir olmasi gerekir (Sarikaya 1995).

Fitazlar; (myo-inositol-hexakis fosfat fosfohidrolazlar) asit fosfataz enzimleridir; etkili
olarak fitik asitten fosfati ayirir ve myo-inositol ve inorganik fosfat olustururlar
(Mitchell ve ark. 1997).

Fitazlar son 15 yildir biyoteknoloji, ¢evresel koruma, besin alanlarinda hem bilim

adamlar1 hem de girisimcilerin ilgisini ¢ekmektedir (Lei ve Stahl 2001).

Domuz ve kiimes hayvanlarinin basit yapili midelerinden dolay:1 (Bitar ve Reinhold
1972), bu hayvanlar, yemlerinde kullanilan tohumlardaki fitat fosfatin1 kullanamazlar ve
diyetlerine inorganik fosfat eklenmesi oldukca pahalidir. Ayrica diyetteki kullanilmamis
fitat fosforu bu hayvanlar tarafindan diski ile atilir ve bu da fosfor kirliligine neden olur
(Sweeten 1992). Hindistan’da hayvan yemlerine dikalsiyum fosfat (DCP) eklenmektedir
ve fitazin %50-60 DCP’nin yerini aldig1 goriilmiistiir.10 kg DCP’nin 250 gr fitaz

enzimine karsilik geldigi tanmin edilmektedir.

Bunlarm yani sira fitazlar, fitatlarin par¢alanmasiyla olusan spesifik iirlinlerin ekonomik
olarak iiretimi i¢in Onemlidir. Fitazlar, myo-inositol-hexafosfat’in sirali hidrolizini

gerceklestirerek, myo-inositol fosfat tiretimini saglarlar (Greiner ve Konietzy 1993).

Son yillarda endiistriyel dneminden dolayr hem bilim adamlari, hem de girisimcilerin
ilgisini ¢ektigi i¢in ¢alismalarimizda fitaz enzimi tiretimi amaciyla Bacillus sp. 6rnekleri

izole edilerek, bunlardan en iyi sonucu veren sus kullanilmistir.

Bu amagcla yapilan caligmada Tiirkiye topraklarindan toplam 300 adet bakteri izole
edilmistir.BakterilerinBacillus olup olmadigi Bergey’ s Manual of Determinative
Bacteriology’ e gore morfolojik ve biyokimyasal testler ile tespit edilmistir. Testler
sonucunda 236 adet bakteriBacillus olarak saptanmistir. Calismamizda bakterilerin fitaz

iretip liretmedigini belirlemek i¢in fitat igerikli ortamda yayma metodu kullanilmistir.
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236 bakteri igerisinde yiiksek fitaz aktiviteli 19 adet Bacillussp.se¢ilmistir. Bu bakteriler
arasindan en genis zon ¢apima sahip 2 adet sus Bacillus sp. EBD 9-1, EBD 19-9 susu

olarak adlandirilmistir.

Yaptigimiz izolasyon g¢alismalar1 sonucunda en biiyiik zon gosteren 2 adet Bacillus sp.’
lerin iireme ve enzim aktiviteleri sivi lireme ortaminda 24-72 saat boyunca takip
edildiginde Bacillus sp. EBD 9-1 susunun digerine gore daha verimli bir sus oldugu
saptanmistir. Bacillus sp. EBD 9-1’ in iireme grafigi incelendiginde maksimum enzim
iretiminin duragan fazin ortasinda oldugu saptanmistir. Bu 48. saate denk gelmekte
olup aktivite 600 U/mL olarak saptanirken bakteri {iremesinin 48. saatte 0.D2,03

oldugu gozlenmistir.

Dogadan yeni fitaz potent Bacillussp.lerin izolasyonu bir¢ok arastirmaci tarafindan
kendi dogal kaynaklar1 kullanilarak arastirilmistir. Bunlardan Sreeramulu ve ark.
(1996),Lactobacillus amylovorus 'tan, Yoon ve ark. (1996) Enterobacter sp. 4’ten, In ve
ark. (2004)Pseudomonas fragi Y9451 susundan, Casey ve Walsh (2004)Rhizopus
oligosporus ATCC 22959 susundan, Soni ve Khire (2007)Aspergillus niger NCIM 563
susundan, Anastasio ve ark. (2010)Enterococcus faecium A86 ve Lactobacillus
plantarum H5 susundan ekstraseliiler fitaz enzimi tiretimini arastirmiglardir.Zuo ve ark.
(2010)Lactobacillus casei susunun ekstraseliiler ve intraseliiler fitaz enzimi ile ilgili

calismalar rapor etmislerdir.

Kerovuo (1998), 21 adet Bacillus sp. susunu Na-Fitat igceren LB broth besiyerinde ve
bugday kepegi iceren besiyerinde {iiretmistir. LB broth’lu besiyerinde fitaz iiretimi
gbzlenmezken, bugday kepegi iceren besiyerinde 2 Bacillus sp. susunda fitaz aktivitesi
saptanmistir. En yiiksek fitaz aktivitesi gosteren VITE-68013 adli bakteri ¢aligmalarda

kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Priest (1977), maksimum enzim iretiminin logaritmik tireme fazinin sonlarma dogru
oldugunu ve artisin bir siire sonra durma fazinda da devam ettigini belirtmisse de, kendi
yaptigimiz ve diger arastiricilarin ¢aligma sonuglari kiyaslandiginda bunun her zaman

gecerli olmadigin1 géstermektedir.
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Choi ve ark. (2001), Bacillus sp. KHU-10’dan elde ettikleri fitaz enzimi iiretiminin
durgun fazin sonlarma dogru maksimum verime ulastigini bildirmislerdir. Bakterinin
iremeye paralel olarak 72. saatte maksimum enzim aktivitesine ulastigini tespit

etmislerdir.

Dechavez ve ark. (2011), B. megaterium ile fitaz iiretimini 96 saatlik inkiibasyon sonrasi
saptamiglardir. Sreedevi ve ark (2012), izole ettikleri bir Bacillus sp.’nin 72 saat {iretimi

sonucu maksimum fitaz verimi saglamislardir.

Sreeramulu ve ark. (1996), Lactobacillus amylovorus B4552 susuna ait ekstraseliiler
fitaz aktivitesinin 125-146 U/ml araliginda oldugunu belirlemislerdir. Raghavendra ve
Halami (2009), Pediococcus pentosaceus CFR R38 ve CFR R35 suslarina ait
intraseliiler fitaz aktivitesinin sirasiyla 213 U/ml, 89 U/ml oldugunu saptamislardir.
Anastasio ve ark. (2010), Enterococcus faecium A86 susunun ekstraseliiler fitaz
aktivitesini 0.74 U/mL, Lactobacillus plantarum HS5 ekstraseliiler fitaz aktivitesini ise
0.71 U/mL olarak bulmuslardir.Fu ve ark. (2011) 12 izolat elde etmisler ve bu
izolatlardan B.licheniformis ZJ-6 susundan en yiiksek fitaz aktivitesini 0.1511 U/mL
olarak saptamislardir.

Nabil ve ark. (2013),B. subtilis MJA adli bakteride yaptiklari ¢alismada maksimum fitaz
iretiminin inkiibasyondan 96 saat sonra (720 U/ml) belirlemislerdir. Lata ve ark.
(2013)Aspergillus heteromorphus MTCC 10685 susundan logaritmik fazmn sonu olan
120 saatte maksimum fitaz aktivitesini (17.88 U/mL) elde etmislerdir. Singh ve ark.
(2013) yeni izole ettikleri Bacillus subtilis DR6 susundan maksimum fitaz liretimini

logaritmik fazin sonu olan 72. saatte 378 U/mL olarak elde etmislerdir.

Caligmalar sonucunda elde ettigimiz verimli sus olan Bacillus sp. EBD 9-1’den fitaz
enzimini saflastirmak amaciyla, sirasiyla amonyum siilfat coktiirmesi, diyaliz ve
ultrafiltrasyon ile kismi olarak saflastirma yapilmistir. Kismi saf enzim {izerine sicaklik
ve stabilitesi, pH ve stabilitesi, ¢esitli potansiyel bilesiklerin etkileri arastirilmis,
enzimin Km ve Vmax degerleri saptanmig, molekiil agirligi belirlenerek enzim

karakterize edilmistir. Enzim %2,5 verimle, 2.06 kez saflastirilmistir.

Sicaklik ve pH enzimlerin aktiviteleri lizerinde olduk¢a 6nemli olan parametrelerdir.

Her enzimin optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik ve pH degeri vardir. Bu degerlerin
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bilinmesi enzimin endiistriyel alanlarda kullanilip kullanilamayacagi hakkinda da bir

fikir vermektedir.

Yapilan ¢alisma sonuglarina gore, Bacillus sp. EBD 9-1 bakterisinin iirettigi fitaz
enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 60°C olarak saptanmistir. Enzimin termostabil
karakterde oldugu diisiiniilmektedir. Kismi1 olarak saflastirilan enzimin aktivitesi ham
enzime gore %20 oraninda korunmustur.Diisiik ve yliksek sicakliklarda aktivite
degerleri birbirine yakin bulunmustur. Diisiik sicakliklarda enzim daha stabil kalmstir.
Enzimin diisiik sicakliklarda stabil kaldigi EIl-Toukhy ve ark. (2013) tarafindan da
Bacillus subtilis MJA i¢in rapor edilmistir.

Enziminoptimum pH degeri ise 7.0 olarak belirlenmistir.Enzimin asidik ortamdan
ziyade alkali ortamda yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla,
enzimin alkali pH degerlerinde aktifligini korumasi sebebiyle, enzim alkolofilik bir
enzim olarak belirlenmistir. Caligmamiza uygun olarak Bacillus sp.fitazlarinin alkalin B-
pervane fitaz1 (BPP) i¢inde yer aldigi rapor edilmistir (Kerovuo ve ark. 1998, Kim ve
ark. 1998).

Yoon ve ark. (1996), Enterobacter sp. 4 susundan izole edilen fitazin optimum aktivite
sicakligini50-60°C, Zamudio ve ark. (2001), Lactobacillus plantarum’dan izole ettikleri
fitazin optimum aktivite sicakligini65°C, Choi ve ark. (2001) Topraktan izole edilen
Bacillus sp. KHU-10 adin1 verdikleri bakteri iizerine yaptiklar1 incelemelerde, 10 mM
CaCl, varliginda fitaz aktivitesinin optimum pH degerinin pH 6.0-9.5 arasinda oldugu,

sicaklik degerinin ise 60°C oldugu belirtilmistir.

Kim ve ark.(2003), Citrobacter braakii YH-15’den izole ettikleri fitazin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik 50°C olup 55°C’de aktivitenin 6nemli dl¢iide diistiigiini

saptamuslardir.

Casey ve Walsh (2003), Aspergillus niger ATCC 9142’den saflastirdik larienzimin.

optimum sicakligini65°C, optimumpH’sin1 ise5.0 olarak rapot etmislerdir.

De Angelis ve ark. (2003), L. sanfranciscensis CB1’den izole edilen fitazin optimum
aktivite sicakligini45°C,In ve ark. (2004), Pseudomonas fragi Y9451 susundan izole

edilen fitazin optimum aktivite sicakligin1 70°C, Seo ve ark (2005),Aeromonas sp. LIK
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1-5’den izole ettikleri fitazin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik 50°C olup 60°C’de

aktivitenin 6nemli dl¢lide diistiiglinii saptamuglardir.

Martha Guerrero-Olazaran ve ark. (2010),B. subtilis VTTE-68013 adli bakterinin
bugday kepegi iceren ortamda 120 saatlik liremesi sonucu maksimum fitaz aktivitesi
gosterdigini ve aktivitenin 18.5 U/ml oldugunu belirtmislerdir. Bunun yaninda fitaz
enziminin optimum pH araliginin pH 6.0-9.0 oldugu, sicaklik degerinin ise 60-95°C

arasinda oldugunu saptamislardir.

Zuo ve ark. (2010), Lactobacilluscasei’den izole ettikleri fitazin optimum aktivite

sicakligin170°C olarak belirlemislerdir.

Lan (2011), yaptigi ¢alismada Mitsuokella jalaludinii bakterisinden elde ettigi fitaz
enzimini saflastirmig ve karakterize etmistir. Optimum pH degerini 4.0-5.0 araliginda

bulurken, optimum sicaklik degerini 55-60°C araliginda tespit etmistir.

Sasirekha ve ark. (2012) Pseudomonas aeruginosa p6’den elde ettikleri fitaz enzimini
amonyum siilfat ve diyaliz ile kismen 2.2 kez saflagtirmislar ve saf enzimin optimum
sicaklik ve pH’sin1 sirasiyla, 37°C ve 6.0 olarak bulmuslardir.

Ekren (2013), Aspergillus niger UA-D susundan ekstraseliiler fitaz enzimi amonyum
stilfat ¢Oktiirmesi, DEAE Sefaroz CL-6B ve Fenil Sepharoz CL-4B islemlerini
uygulayarak % 2.6 verimle 73 kat saflastirmustir. Enzimin maksimum aktivitesini pH

3.0 ve 70°C’ de saptamuslardir.

Sreedevi ve Reddy (2013), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis C43 susundan fitaz
enzimini 8.7 kez saflagtrmislar, enzimin optimum sicakligmni 55°C’de ve pH’smi 5

olarak rapor etmislerdir. Enzim 70°C’nin altinda aktivisini tamamen kaybetmistir.

El-Toukhy ve ark. (2013), B. subtilis MJA’dan saflastirdiklar1  fitaz enzimini
karakterize ederek, optimum sicaklik ve pH degerini sirasiyla 37°C ve pH 5.0-6.0 olarak
belirlemiglerdir. Bununla birlikte enzimin diisiik sicakliklarda da aktivitesini korudugu

ve genis bir pH araligina sahip oldugunu saptamislardir.

pH degisimleri enzimlerin konformasyonunda degisiklige yol ag¢maktadwr, c¢iinkii
enzimler farkli pH’larda degisik iyonik gruplar olustururlar (Cheetham 1995). Bu da
bize, farkli pH’larda enzim aktivitesinin neden biiylik degisiklikler gdsterdigini
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aciklamaktadir (Sarkar ve ark. 1998). Mao ve ark. (1992) ise enzim iiretiminin sicaklik

ve pH degerleri ile belirlenip, kontrol edilebilecegini saptamiglardir.

Goruldiagi gibi literatiirlerdeBacillus tiirlerinden elde edilen fitazlar ile ilgili ¢ok gesitli
sonuglar bildirilmektedir ve bu da bize Bacillus tiirlerinin ¢ok g¢esitli 6zelliklerde

fitazlara sahip olduklarini1 gostermektedir.

Baz1 enzimlerin aktivite goOsterebilmesi i¢in ortamda mutlaka metal iyonlarinin
bulunmasi gerekmektedir. Metal varliginda aktivite gdsteren enzimlere ise metallo
enzimler ad1 verilmektedir. Endiistride kullanilan 6nemli enzimlerin ¢ogu birer metallo
enzimdir. Fitaz da bir metallo enzim oldugundan dolay1 en iyi aktivite gosterdigi metal
iyonunu belirlemek iizere bir ¢aligma yapilmistir. Tarafimizdan modifiye edilen ortamda
iiretilen fitaz enziminin karakterize edilmesi amaciyla, kismi saflastirilmis fitaz enzimi
tizerine ImM ve 5mM MnSO,4, MgSQO,, FeSQO,4, ZnSO4, CuSO,4, CaCl,, LiSO,4, BaCl,,
NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-merkaptoetanol metal iyonlarinin etkilerine bakilmistir. Elde
edilen sonuglara gore. ImM konsantrasyonundaki c¢esitli potansiyel bilesiklerin enzim
aktivitesini 5SmM’a gore daha fazla arttirtig1 tespit edilmistir. Bununla beraber CaCly,
MgSO4 ve MnSOQO, iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine aktivator etki yaptigi, ancak
diger metal iyonlarmin inhibitdr etki yaptign saptanmustir. Ozellikle SDS enzim

aktivitesini gii¢lii olarak inhibe etmistir.

Choi ve ark. (2001), Bacillus sp. KHU-10"dan enzim aktivitesinin EDTA ve Ba*?, Cd*?,
Co*?, Cr*, Cu™, Hg*' Mn*’gibi metal iyonlar1 tarafindan inhibe edildigini tespit

etmislerdir.

Casey ve Walsh (2003), Aspergillus niger ATCC 9142 susundan elde ettikleri fitazin
aktivitesi tizerine Mg, Mn*? Cu*?, Cd*?, Hg*?,Zn*? ve Fiyonlarimin kismen stimule

ettigini, Ca** iyonu ile kismen inhibe oldugugériilmiistiir

In ve ark. (2004), Pseudomonas fragi Y9451 susundan tretilen fitazin 5 mM CacCl; ile
%83, FeCl, ile %29, NiCl; ile %78, MgCl, ile %98, CoCl, ile %65, CuCl, ve ZnCl; ile
%20 oraninda, 10 mM CaCl; ile %16, FeCl, ile %22, NiCl, ile %37, MgCl, ile %59,
CoCl; ile %33, CuCl, ile %11, ZnCl, ile %13 oraninda aktivitesini korudugunu
saptamiglardir. Bu kimyasallarin aksine enzimin 5 mM EDTA’da %130, 10 mM
EDTA’da %171 oraninda aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuca benzer olarak Tran ve ark. (2010),Bacillus sp. MD2
adli bakteriden elde ettikleri fitaz enzimi iizerine c¢esitli metal iyonlarinin etkilerine
baktiklarinda, Ca** Mg*™?, Mn*? Ba"?varhgnda yiiksek aktivite gosterdigini belirtirken,

Cu*?, Co*? Sn*? varliginda enzimin inhibe oldugunu belirtmektedirler.

Lan (2011), Yaptig1 calismada Mitsuokella jalaludinii bakterisinden elde ettigi fitaz
enzimini saflastirmis ve karakterize etmistir. Bununla beraber Cu*?,Zn*?, Fe*? ve Fe*®
metal iyonlarinin enzim aktivitesini gili¢lii bir sekilde inhibe ettigini ancak, Ba*? Mn*?ve
Ca*? gibi metal iyonlarinin enzim aktivitesini 6nemli 6l¢lide arttirdigini saptamistir.

Sreedevi ve Reddy (2013),B. subtilis C43’den elde ettikleri fitaz enzimine ¢esitli metal
iyonlarmin etkisini arastirdiklarinda, Ca+2, Na*, Cu+2, K, C0+2, Ni*2 varliginda enzim

*2 ve Mn*? varliginda enzimin inhibe

aktivitesini stimiile ettigini ancak Mg** Fe
oldugunu, 6zellikle EDTA’nin enzim aktivitesini yliksek oranda (%55) azalttigini tespit
etmislerdir.

El-Toukhy ve ark. (2013), B. subtilis MJA’dan saflastirdiklar: fitaz enzimi {izerine iKi

2 ve Fe*? gibi katyonlarinfitaz

degerli metal iyonlarnin etkisine bakmiglardir. Cu
aktivitesi iizerinde bir inhibisyon etkisi oldugunu, ancak Ca*ve Mg*gibi katyonlarin

doza bagimli olarak enzim aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir.

Km Ve Vimax enzimin en 6nemli kiteniksel 6zelliklerini gostermektedir. Bunlar enzimin
belli bir substart ile ne kadar ¢gabuk doyuma ulastig1 (K,) ve ulasabildigi en hizli (Vnax)
reaksiyondur. Bu Ozelliklerinin bilinmesi bir enzimin hiicre i¢inde ne yaptigini ve o
sartlardaki degisikliklere nasil tepki verdigi hakkinda fikir vermektedir. Km degeri
diistiikge enzimin substarina olan ilgisi artmaktadir. Dier yandan Km degeri arttik¢a
enzimin substarata olan ilgisi ise diismektedir. Kismi saflastirdigimiz fitaz enziminin
Vmax Ve Kp degerini bulmak igin yapilan ¢aligmalarda, Lineweaver-Burk grafigine gore
maksimum enzim hizt Vmax333 U/mL, Ky, degeri ise 2 mM olarak bulundumustur.
Kmdegerinin diisiik olmasi, yeni izolattan elde ettigimiz fitaz enziminin substraina
ilgisinin  fazla oldugunu  gostermektedir.  Farkli  arastiriclar da  farkh
mikroorganizmalardan elde ettikleri fitazin Vmax Ve Ky, degerlerine bakmislar ve farkli

sonuglar elde etmislerdir.

Casey ve Walsh (2003), Aspergillus niger ATCC 9142°den firetikleri ve saflagtirdiklar

enzimin Kp degeri 100 uM ve Vmax degeri 7 nmol/s olarak kaydedilmisolup, budegerler
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mikrobiyal fitazlar i¢in daha Once bildirilen degerlerin araliginda diistisoldugunu

gostermistir.

Vats ve ark. (2005), Aspergillus niger bakterisinden tirettikleri ve saflastirdiklar1 fitaz

enziminin kinetik degerlerine bakmislar,Vmax Ve Kp kinetik degerleri sirastyla 1,074

IU/mL, 606 mM olarak belirlemislerdir.

El-Toukhy ve ark. (2013), B. subtilis MJA’dan saflastirdiklar1 fitazi enziminin Saf
enzimin kinetik degerlerine bakilmis ve Vmax Ve K Kinetik degerleri sirasiyla 510
U/mg, 0,485 mM olarak belirlemislerdir.

Ekren (2013), Fitaz enziminin fitik asit i¢in Km degerini 180 pM ve Vmax degerini
54.35 U/mL olarak saptamustir.

Yaptigimiz ¢alismada Bacillus sp. EBD 9-1’den izole ettigimiz ve kismi olarak
saflastirdigimiz fitaz enziminin SDS-PAGE analizi sonucu tek band elde edilmistir ve

molekiiler agirlig1 45 kDa olarak saptanmustir.

Liu ve ark. (1998) fitazin molekiiler agirligmin organizma tiirlerine bagl olarak 35-700
kDa arasinda degistigini belirtmislerdir. Tambe ve ark. (1994) Klebsiella aerogenes
fitazinin molekiiler agirligmmn 700 kDa; Greiner ve ark. (1997) Klebsiella terrigera
fitazinin molekiiler agirliginin 40 kDa oldugunu bulmuslardir. Shimuzi (1992) Bacillus
subtilis’e ait fitazin molekiiler agirliginin 38 kDa oldugunu rapor etmislerdir. Powar ve
Jagannathan (1982) Yaptiklar1 ¢alismada, Bacillussubtilis’den izole ettikleri fitazda
birbirine yakin iki protein bandi bulmuslardir. Her iki bandin da fitaz aktivitesi verdigini
gormiislerdir. Bu iki izozimin bakteri tarafindan {iretilebilecegini diisinmiislerdir. Kim
ve ark. (1998) Bacillusamyloliquefaciens tarafindan iiretilen fitazin 44 kDa oldugunu
tespit etmislerdir.Choi ve ark. (2001), Bacillus sp. KHU-10’dan saflastirdiklar1 fitaz

enziminin 46 ve 44 kDa oldugunu bildirmislerdir.

Casey ve Walsh (2003), Aspergillus niger ATCC 9142’den tiretilmisekstraseliiler fitazi,
ilk asamada ultrafiltrasyon, ileri ki asamalarda iyon degisimkromatografisi, jel
filtrasyon adimlariniizleyereksaflastirmislardir. Saflastirilmisenzim, monomerik bir

protein olup 84 kDamolekiiler agirligina sahip oldugu bulunmustur.
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Kim ve ark (2003), Citrobacter braakii YH-15 susundan izole ettikleri enzimin SDS-
PAGE jelinde molekiiler agirhiginin 47 kDa, Seo ve ark. (2005), Aeromonas sp. LIK 1-5

Susuna ait fitaz enziminin molekiiler agirliginin 44 kDa olarak tespit etmislerdir.

Shamna ve ark. (2012 ) yeni izolat Bacillus subtilis fitazinin elektroforetik analiz

sonucu molekiiler agirligini yaklagik olarak 40 kDa olarak belirlemislerdir..

Ekren (2013), Aspergillus niger UA-D susundan ekstraseliiler fitaz enzimi amonyum
stilffat ¢oktirmesi, DEAE Sefaroz CL-6B ve Fenil Sepharoz CL-4B islemlerini
uygulayarak % 2.6 verimle 73 kat saflastirmistir. SDS-PAGE elektroforezinde tek bant

elde edilmis ve molekiiler agirligin1 65 kDa olarak hesaplamistir.

El-Toukhy ve ark. (2013), B. subtilis MJA’dan saflastirdiklar1 fitaz1 enziminin molekiil
agirhigini 38 kDa olarak belirlemislerdir

Goriildigti gibi, fitazlar1 molekiiler agirliklar1 acgisindan genellemek olduk¢a zor
olmaktadir. Ayni tiirtin farkli varyeteleri igerisinde, farkli molekiil agirligina sahip
fitazlar olabildigi gibi, farkli tiirlerde ayni molekiil agirhigina sahip fitazlar da

saptanmigtir.

Sonug olarak, kendi kaynaklarimizdan yeniizole edilen veBacillus sp. EBD 9-1 olarak
adlandirdigimiz bakteriden yiiksek verimde enzim iiretimi saglamis olup, enzim
karakterize edilmistir. Enzimim optimum sicakligr ve pH’s1 sirasiyla, 60 °C ve 7.0
olarak saptanmustir. Enzim Ca*? varliginda daha aktif oldugu belirlenmistir. Ky, ve

Vmax'1 strastyla 2 mM, 333 U/mL bulunmustur.

Molekiiler agirligi ise 45 kDa olarak tespit edilmistir. Enzimliteratiirdeki diger yeni izole
edilen Bacillus sp.’den elde edilen fitaz enzimi ile karsilastirildiginda aktivitesinin
yiiksek olmasi, ayrica sicaklik ve pH stabilitesinin de yiiksek olmasi, Ky, degerinin
diisiik olmasi sebebi ile enzimin ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanim olanaklar1
bulacagi miimkiin géziikmektedir.Diinyada oldugu gibi, Tiirkiye’de de enzim kullanimi
her gecen giin artmaktadir. Bu proje kapsaminda elde edilen fitaz enzimi, yem endiistrisi
tarafindan kullanilan ve her gecen giin kullanim orani artan bir enzimdir. Caligma
sonucunda elde edilen yeni izolat Bacillus sp. EBD 9-1 fitaz enziminin hayvan yemi

katk1 maddesi olarak kullamilabilirligi olabilir. Bu amagla, fitaz enzimi U.U. Veteriner
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Fakiiltesi, Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda kanath
rasyonlarina katilarak enzimin yemlerde kullanilabilirligi arastirilacaktir. Boylece dis
iilkelerden satin alinan fitaz enziminin {ilkemizde genis ¢apta iiretilmesi ve boylece iilke

ekonomisine katkida bulunmasi1 miimkiin olabilecektir.
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