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OZET

MIKROBIYAL FiTAZ URETiM_iNE VE_AKTiViTES_iNE ETKILI
PARAMETRELERIN BELIRLENMESI

KUBRA ERKAN
Yiuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. NILUFER AKSOZ

OCAK 2014, 53 sayfa

Bu calismada dogal kaynaklardan izole edilen yeni bir mikrobiyal kaynaktan fitaz
uretimi  amaclanmigtir.  Mikroorganizma izolasyonu igin ahir ve kumes
cevrelerinden alinan 12 farkli toprak érnegi kullanilmistir. izolatlar arasindan K12
kodlu izolatin en yuksek fitaz Ureticisi oldugu saptanmistir. 16S rRNA dizi analizi
sonucunda K12 izolatinin Bacillus subtilis tirine ait oldugu ortaya cikmistir.
Yuksek enzim Uretimini saglamak amaciyla K12 izolatinin c¢esitli Uretim
parametreleri optimize edilmistir. Uretim ortaminda en uygun karbon kaynaginin
glukoz ve en uygun azot kaynaginin ise amonyum nitrat (NHsNO3) oldugu tespit
edilmistir. Glukoz, amonyum nitrat ve sodyum fitat varhginda 150 rpom calkalama
hizinda, 72 saat 30°C'de inkiibasyonun fitaz (iretimi igin en uygun kosul oldugu
belirtiimistir. Optimize edilen Uretim kosullarinda elde edilen fitaz enzimi pH 6.5'da
60°C'de 1:9 enzim substrat oraninda en yiilksek aktiviteye sahiptir. MgCl,, CuCly,
ZnCl;, ve CoCl, ¢ozeltileri ve EDTA fitaz aktivitesinde kayba neden olurken CacCl,
¢Ozeltisinin aktiviteyi artirici yonde etkisi oldugu tespit edilmistir. Etanol ile kismi
olarak saflastirilan enzimin SDS-PAGE jel elektroforezi sonucunda yaklasik olarak
25 ve 17 kDa'luk iki farkli bant elde edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Fitaz, Bacillus sp., 16S rRNA



ABSTRACT

DETERMINATION OF PARAMETERS AFFECTING THE
PRODUCTION AND ACTIVITY OF MICROBIAL PHYTASE

KUBRA ERKAN
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. NILUFER AKSOZ

JANUARY 2014, 53 pages

In this study, the production of phytase is aimed from a new microbial source that
was isolated from natural sources. 12 different soil samples that were taken from
barn and coop surroundings are used for the isolation of microorganism. K12
coded isolate among whole isolates is determined to be the highest producer of
phytase.As a result of 16S rRNA sequencing analysis,K12 isolate was found
Bacillus subtilis. The various production parameters of K12 isolate were optimized
in order to ensure high enzyme production. In production medium, glucose was
founded as the most suitable carbon source and ammonium nitrate (NH4sNO3) was
found to be the most suitable nitrogen source. In the presence of glucose,
ammonium nitrate and sodium phytate and at the agitation speed of 150 rpm, 72
hours incubation at 30°C is said to be the most suitable conditions for the
production of phytase. Phytase enzyme that was obtained from optimized
production conditions, at pH 6.5 at 60°C and enzyme substrate ratio of 1:9 has the
highest activity. MgCl,, CuCl,, CoCl,, ZnCl, solutions and EDTA causing a loss of
phytase activity whereas CaCl, solution has been found to be effective as an

activity enhancer.



As a result of SDS-PAGE gel electrophoresis of enzyme that was partially purified

with ethanol, approximately 25 and 17 kDa weight two different bands were
obtained.

Keywords: Phytase, Bacillus sp., 16S rRNA
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1. GIRIS

Enzimler, cesitli reaksiyonlari katalizleyen biyokatalitik Ozellige sahip
biyomolekullerdir. Genellikle protein yapida olan enzimler canli organizmalarin
hayatsal fonksiyonlarini gerceklestirmelerinde 6nemli rol oynarlar. Enzimler bu

ozellikleri ile arastiricilarin ilgi odagi haline gelmigtir [1].

Birgok alanda genis kullanim alanina sahip olan enzimler, baslica gida ve deterjan
endustrisinde kullaniimaktadir. Gida endustrisinde, trln elde etmek ya da Urlne
farkh Ozellikler kazandirmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Tatlandiricilar,
glukoz suruplari, firincilik, alkollt igkiler, dnceden pisirilmig tahillar, bebek gidalari,
balik yemleri, peynir ve sut Uranleri, meyve suyu, alkolsuz igecekler ve bitkisel yag
ornek olarak verilebilir. Ayrica hamur olgunlastirmada ve etin yumusatiimasi gibi
uygulamalarda da enzimlerin kullanimi s6z konusudur. Bu alanlarin diginda tekstil,
kagit dretimi, yem katki maddesi olmak Uzere g¢esitli alanlarda da enzimlerden

faydalanilmaktadir [2].

Gunumuzde endustride kullanilan enzimlerin  blUyltk bir kismi  mikrobiyal
kaynakhdir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktiviteleri bitkisel ve
hayvansal kaynakli enzimlere gore c¢ok yuksektir. Mikroorganizma kaynakh
enzimlerin stabiliteleri daha yuUksektir. Ayrica ucuz ve fazla miktarda elde
edilebilmektedirler. Bu 6zellikler mikrobiyal kaynakli enzimlerin endustriyel

kullanimini cazip kilmaktadir [3].

Beslenme son yillarda artan nifus orani ile birlikte dncelikli sorunlardan biri haline
gelmistir. Gelismekte olan ulkelerde tahil ve baklagil tlrevi yiyeceklerin siklikla
tuketimi, bu besinler Uzerine olan besin degeri artirici calismalara ilgiyi
artirmaktadir [4].

Hayvan yemi uretimi ve katki maddesi kullaniminda da enzimler buylk onem
tasimaktir. Hayvan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan tahilli bitkilerde bulunan
"Myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hekzakis dihidrojen fosfat veya fitik asit" toplam fosforun

yaklasik % 80" ini olusturmaktadir [5].



Fitazlar, fitik asitin hidrolizini saglayarak yapisindaki fosfatlari uzaklastiran
enzimlerdir. Son yillarda kimes hayvani yetigtiriciliginde yem katkisi olarak 6nem
kazanmigtir. Kimes hayvanlari basit yapili midelerinden dolayi fitik asitin
fosfatindan yararlanamazlar. Beslenmede olusan fosfor eksikligi yemlere ilave
edilen inorganik fosfat ile dnlenmektedir. Ancak bu yontem hem pahali hem de
hayvan digkisi ile dogaya atilan fosfat miktarinin artisina neden olmaktadir.
Olusacak fosfor kirliligini azaltmak ve yemdeki fosfordan daha yuksek verimde
faydalanmak adina fitaz enzimi yem katkisi olarak kullaniimaktadir. Fitaz enzimi
cesitli kaynaklardan elde edilmektir. Bununla birlikte ticari olarak kullanilan fitaz

enzimleri mikrobiyal kaynakhdir [6].

Bu calismada topraktan izole edilen ve fitaz enzimi Ureten suslar arasindan ylksek
miktarda enzim dreten susun sec¢imi ve bu mikroorganizmanin fitaz enziminin
uretimine etkili fizyolojik 6zelliklerin incelenmesi ve optimal degerlerin belirlenmesi

amagclanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Enzimler ve Ozellikleri

2.1.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen hicre igi veya disi karakterli olan,
cesitli  biyokimyasal tepkimeleri katalizleyen, genellikle protein yapidaki
biyokatalizorlerdir. Enzimler, gesitli biyokimyasal reaksiyonlarin hizini aktivasyon
enerjilerini dusurerek arttirmaktadir. Enzimlerin en dnemli 6zelliklerinden birisi de
Ozgul aktivite gostermeleridir. Enzimler tarafindan katalizlenen bir tepkimede,
enzim ve substrati kimyasal ve kimyasal olmayan baglar vasitasiyla enzim-
substrat ara kompleksi olusturmakta ve reaksiyonun devaminda Urin olusurken

enzim serbest hale gelerek tekrar ayni reaksiyon dongusune katilmaktadir [7].

Enzimler protein yapidadir. Ancak son yillarda bazi RNA molekullerinin de (L19
RNA, snRNA vs) enzim aktivitesi goOsterdikleri saptanmistir. Genetik biliminde
transkripsiyonun ardindan RNA’daki intron adi verilen kisimlarin gikarilarak ekzon
bolgelerinin  birlestirilmesi  “splicing” olarak ifade edilir. Okaryotlarda ekzon
bolgelerinin birlestirilmesi sonucunda oncul mesajci RNA (pre-mRNA) mesajci
RNA'ya donusiur. Olusan bu mRNA ise protein sentezinde kullanilir. Ekzon
bdlgelerinin birlestiriimesi bir dizi biyokimyasal tepkimeden olusur. Bu tepkimeler
splisozom adi  verilen  bir snRNP (small nuclear ribonucleoproteins=kugik
cekirdeksel ribonukleoproteinler) kompleksi tarafindan katalizlenir. RNA'dan intron
bolgelerinin ¢ikarilip ekzon kisimlarinin uglarinin birlestiriimesi slreci 1977'de
Philip Sharp ve Richard J. Roberts tarafindan kesfedilmistir [8, 9].

Enzimler polipeptit zincirler halinde sentezlenmektedir. Ancak, enzimin aktivite
kazanabilmesi icin polipeptidin sekonder, tersiyer ve bazi hallerde de kuarterner
yap! kazanmasi gerekmektedir. Enzimi olusturan polipeptit zincirinin primer yapisi,
bu enzimin sentezinden sorumlu olan genler tarafindan tayin edilmektedir. Eger
enzim tek polipeptit zincirden meydana gelmis ve bir tek monomerden olugsmus ise

tersiyer yapidan sonra enzim tamamen aktiftir [10].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_sentezi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Biyokimya
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Splisozom&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=SnRNP&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kataliz%C3%B6r

iki veya daha fazla monomerden veya subiiniteden meydana gelmis olan enzim
molekullerinin alt birimleri aktivite gosterebilmek igin daha Ust yapilar meydana
getirmek Uzere belli bir duzen dahilinde bir araya gelmek zorundadir. Bu yapi sekli
kuaterner yapidir. Enzim molekiilleri genellikle iki ya da daha fazla monomerden
olustuklar icin kuarterner yapidadirlar. Enzim proteinindeki aminoasitlerin 6zel
dizilisi enzimin 06zel bir konformasyon ve kuarterner yapiyr kazanmasinda en

onemli roli oynamaktadir [11].

Enzimlerin bir kismi, katalizledikleri reaksiyonlari gerceklestirmek igin protein
yapida olmayan molekullere ihtiyac duymaktadir. Bu molekiller metal iyonu ya da
organik bilesik olabilmektedir ve koenzim veya kofaktor adini almaktadirlar. Cogu
enzimatik reaksiyonlarin katalizienmesinde kofaktorler yer alir. Kofaktorler, metal
iyonlarini icerirken koenzim olarak isimlendirilen grup ise transfer ajanlarini
igerirler [12]. Enzime baglanig bicimlerine gore de asagidaki sekilde isimlendirilirler
(Sekil 2.1).

Kofaktor
_ |
Esansiyel lyon Koenzim
| | | | | |
Aktivator iyon Metalloenzim Kosubstrat Prostetik grup
(zayif bagh) Metal iyonu (zayif bagh) ( kuvvetli baglh)
(kuvvetli bagl)

Sekil 2.1. Kofaktor gesitleri [13]

Kofaktér ve koenzimler enzimlere kovalent ya da non-kovalent sekilde
baglanabilirler. Enzime kovalent olarak baglanan ve protein yapisinda olmayan bu
gruplar prostetik grup olarak adlandiriimigtir. Enzimin protein yapisinda olan, isi ile
denature olabilen kismina apoenzim denir. Apoenzim tek basina katalitik aktivite
gosteremez. Ancak kofaktor, koenzim ya da her ikisi ile birlestiginde katalitik
aktivite gosterebilmektedir. Kofaktér ve/veya koenzimle ile apoenzimin olusturdugu
yaplya ise holoenzim denir(Sekil 2. 2). Enzimin 6zelligi ve 6zgulligu (spesifikligi)
apoenzime bagdli oldugundan koenzimi ayni olan fakat etkileri farkli olan pek ¢ok

enzim vardir [14].



Kofaktor

Aktif Bolge Koenzim

R/

Apoenzim

\ /
¥

Holoenzim

Copyright © 2005 Pearson Edocation, Inc. publshing as Benjamin Cummings.

Sekil 2. 2. Holoenzim ve Apoenzim yapilari [15]

2.1.2.Enzimlerin isimlendirilmesi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlar ve substratlar esas alinmak suretiyle
isimlendiriimektedir. Enzimler, substratlarinin veya reaksiyonun sonuna -az- takisi
eklenerek isimlendirilir. Ornegin Ure (lreaz ) , protein (proteinaz) veya oksidaz,
dekarboksilaz gibi [16].

Enzim siniflandirmalarindaki  karisikhdin ~ dnlenmesi amaciyla Uluslararasi
Biyokimya Birliginin (IUB) Enzim Komisyonu tarafindan sistematik isimlendirme
Onerilmigtir. Bu sistemde her enzim, Kkatalizledigi reaksiyon tipine ve
mekanizmasina gore isimlendiriimektedir. Gunlik kullanimda Onerilen kisa isme
ilaveten daha detayl sistematik ismin kullaniimasi 6ngorulmustar. Sistematik
isimlendirme ile enzimler, reaksiyon mekanizmalarina gbére 6 ana grupta

incelenmektedir [17] (Cizelge 2. 1). Bunlar;

1. Oksidorediiktazlar : Oksidasyon (ylkseltgenme) ve rediksiyon (indirgenme)
reaksiyonlarini katalizlerler.
2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun (H* diginda) bir molekilden digerine

transferini katalizlerler.

3. Hidrolazlar: Su katilmasiyla kimyasal baglarin parcalanmasini katalizleyerek

hidroliz reaksiyonlarini gergeklestiren enzimlerdir.
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4. Liyazlar: Oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlari harici mekanizmalarla cesitli
kimyasal baglar kirabilen enzimlerdir. Cogu zaman bu reaksiyonlar ¢ift bag veya

halka yapisi olusturarak gergeklegtirmektedirler.

5. izomerazlar: Bir molekiil icindeki konformasyonel degisiklikleri katalizleyen

enzimlerdir.

6. Ligazlar: YUksek enerjili fosfatlarin enerijisini kullanarak, karbon ile C,0,5,N

arasinda bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir.

Enzim komisyonunca her enzime bir kod numarasi verilmigtir (EC). Bu kod i¢in
dortll sayi gruplari kullanilmaktadir. Dizideki birinci sayl enzimin hangi sinifa dahil
oldugunu gostermektedir. ikinci ve Uglincl sayilar alt ve daha alt siniflari ifade
etmektedir. Dorduncu sayl ise enzimin kendine 0zgl sira numarasini
belirtmektedir. Ornegin EC (2.7.1.1) ATP: glukoz fosfotransferaz (Hekzokinaz) [18]

Cizelge 2.1. Enzim Siniflari ve Bazi Ornekler [19]

Ana gruplar Enzim Koenzim E.C.
icerigi kodu

1. Oksidorediiktaz Laktat dehidrogenaz NAD" 1.1.1.27

2. Transferaz Alanin Transaminaz  Piridoksal fosfat 2.6.1.2

3. Hidrolaz Tripsin 3.4.21.4

4. Liyaz Piruvat Tiamin pirofosfat 4.1.1.1

Dekarboksilaz

5. izomeraz Alanin Rasemaz Pirodoksal Fosfat 5.1.1.1

6. Ligaz Glutamin sentetaz ATP 6.3.1.2




2.2. Fitik Asit

2.2.1. Tarihgesi

Bugday, tahil ve baklagil gibi bitkilerde fitik asit (myo-inositol hekzakisfosfat ya da
fitat) baslica fosfor kaynagidir. Fosfor, hayvanlarda biylime, ¢cogalma ve kemik

kalsifikasyonu igin gerekli mineral kaynagidir [20].

Fitik asit, ilk olarak 1855 ve 1856 yillarinda Hartig ve ark. tarafindan, farkli bitkilerin
tohumlarindan nigsasta olmayan ve kuguk partikuller olarak izole edilmistir.
llerleyen zamanlarda, cesitli arastiricilar fitati kiiresel “globoid” formda izole etmis
kimyasal yapisinin karbon, fosfor ve metal iyonlarindan olustugu belirlenmistir.
1897 yilinda Winterstein tarafindan “inositol-fosforik asit” ismi verilmistir. 1968
yihinda da IUPAC-IUB tarafindan glinimuzde gecerli olan “Myo-inositol 1,2,3,4,5,6
hekzakis dihidrojen fosfat” olarak adlandiriimistir [21].

2.2.2. Dogal Dagilimi

Fitik asit, cogunlukla bitki tohumlarinda, tohumun farkli yerlesim yerlerinde
(misirda c¢ekirdegin i¢ kisminda, bugday ve piringte cekirdegin alevron
tabakasinda) bulunmaktadir [22].

Yagh tohumlarda ve tahil tanelerindeki fitik asit proteinle birlikte ve globoidlerin
icinde yogunlasmis hucre igi inklizyonlar halinde bulunmaktadir. Fitik asit'in, bazi
bitki tohumlarinda 6rnegin soyada ise 6zel bir yerlesimi yeri yoktur. Ayni zamanda

sebze ve meyvelerin kdklerinde ve yumrularinda da fitik asit gérilmektedir.

Yem bitkilerinden susam, kabak ve keten tohumu en yuksek fitik asit (%3.7-%4.7)
icerigine sahiptirler. Diger yem bitkilerinde bu oran %1 ve %3 arasinda
degismektedir. Yem bitkilerinin yani sira, tath su baliklarinda, kaplumbagalarda ve

kuslarin ¢ekirdekli alyuvarlarinda da fitik asit bulunmaktadir [23].

Fitik asit genellikle piring, bugday, bakla ve susam tohumlarinda kalsiyum-
magnezyum-potasyum-sodyum tuzlari olarak bulunur. Fitik asitin tuzlarina fitat
denilmektedir. Tohumlarda olgunlasma donemi boyunca protein, nigasta ve yag

gibi maddelerle birlikte fitik asit de hizla biriktirilir.



Tohumlarda bulunan fitik asit, tohum ¢imlenmesinde etkili olmakla birlikte tohumda

fosfor deposu iglevi de gormektedir [24].

2.2.3. Fizyolojik Fonksiyonlari

Fitik asit tohum c¢imlenmesi esnasinda fosfor deposu iglevi gormektedir. Ancak
monogastrik hayvanlarda ve insanlarda beslenmeye olumsuz etkileri de
gozlenmektedir. Fitik asit, Ca*?, Zn*?, Fe*?, Mg*™ gibi bircok divalent katyonlar ile
selat olusturarak kararli yapr formuna doénudserek bu minerallerin  emilimini
azaltmaktadir [25] (Sekil 2. 3).

Fitik asit, disuk ve yuksek pH degerlerinde proteinler ile cgesitli kompleksler
olusturmakta ve proteinlerin yapisini degistirmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda
ise sindirim enzimlerinin ¢alismasi (a-amilaz, pepsin, tripsin gibi endojen
proteazlar) engellenirken, proteinler proteolitik sindirime kargi direngli hale
gelmektedir [26].

(b) '

Sekil 2.3. (a) Fitik asitin molekll yapisi (b) Fitik asit - metal kompleksi [27]

Fitik asit, aktivitesi veya stabilitesi icin metal iyonlarina ihtiya¢ duyan bazi sindirim
enzimlerinin fonksiyonlarini azaltmaktadir. Ornegin, karboksipeptidaz, amilaz,
alkalin fosfataz, aminopeptidaz gibi bazi metallo enzimlerin ihtiyac duyduklar

cinko ve kalsiyumla gelat yapisi olusturarak aktivite kaybina neden olur [28].



Fitik asit bunyesindeki fosforun buyuk kismi, fitaz enzimine sahip olmamalari
nedeniyle gogu monogastrik hayvanlar igin kullanilamaz haldedir. Digki aracihigiyla
dogaya atilan fitik asit, dzellikle hayvanciligin yogun oldugu bdlgelerde toprakta
fosfor kirliligine neden olmaktadir. Ayrica topraktan yer alti sularina gegen fosfor,

sularda da alg patlamasina neden olmaktadir [29] ( Sekil 2. 4).

Fosfatin fitat olarak Hovar
depolanmasi /— e il

Topraktak

inorganik
fosfor "
Su kaynaklarina

Bitkide Birikme .  Toprakta Fitat ———  gecis
birikimi

Sekil 2.4. Fitik asitin dogadaki dongusu [30]

2.3. Fitaz
Fitaz (myo-inositol hekzakisfosfat hidrolaz, EC 3.1.3.8/ EC 3.1.3.26) fitik asiti daha

az fosforlanmis myo-inositol tlrevlerine ve inorganik fosfata ayristiran enzimlerdir

(Sekil 2.5).



T \P 20 Fitaz : \ 20
HO—P—0HO™ \ HO—P—0HO” .\“H
I o (8] l H 9 OH \
‘ 0 " 0, 8, . B
/ \ /4 WY TN '
“H / \r. HQO— ) /'IH i g el
X : HO |
/ \\\ 77> P)( OH OH
HO
HO =
| HII— F — 0OH \ /u':J
~ F' I A ’
Cl// I'\ 0 C'//- R
OH OH
(a) (b) (€)

Sekil 2.5. Fitazin hidroliz reaksiyonu a. myo- inositol hekzakisfosfat b.1D-myo-

inositol 1,2,3,5,6-pentakisfosfat c.ortofosfat [31]

Dogada mikroorganizmalara, bitkilere ve hatta bazi hayvan dokularina kadar
uzanan genis bir dagihm yelpazesi gosteren fitazlar IUPAC-IUB (International
Union of Pure and Applied Chemistry and the International Union of Biochemistry)

tarafindan iki sinifa ayrilmistir:

1. EC 3.1.3.8: 3-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 3-fosfohidrolaz,) mikrobiyal

fitazlar genellikle bu sinifta yer almaktadir.

2. EC 3.1.3.26: 6-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 6-fosfohidrolaz,) bitkisel fitazlar
bu sinifta yer almaktadir [32].

Diger bir siniflandirma seklide fitaz enziminin Uretildigi kaynaga gore
siniflandiriimasidir. Uretildikleri kaynaga gére fitaz enzimleri 3 gruba ayrilmaktadir
[33]. Bunlar:

1.Bitkisel Kaynakh Fitaz: Bitkisel fitaz enzimi ilk olarak pirin¢g kepeginden izole
edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda fitazin bitki tlrleri arasinda genis bir

cesitlilik gosterdigi gozlemlenmistir.
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Bu bitkiler arasinda bugday, c¢avdar, tritikale (bugday ile ¢avdar melezinden
olusur), arpa, malt cilinde yuksek oranda bulunmaktadir. Ayrica turp, zambak,

marul ve ispanaktan da fitaz elde edilmistir [34;35].

2. Hayvansal kaynakh Fitaz: Hayvansal fitaz ilk olarak Mc Collum ve Hart (1908)
tarafindan inek karacigerinde ve kaninda belirlenmistir. Ilerleyen calismalarda
memeli kaninda fitaz enzimine rastlanmamistir [36]. Ancak kus, surtingen, balik ve
deniz kaplumbagasinda yapilan c¢alismalarda kanda fitaz enzimi varligi tespit
edilmistir. Cesitli arastiricilar tavuk, sigan, inek, domuz ince barsagindan fitaz
enzimini izole etmigtir. Gevis getiren hayvanlar ise fitaz aktivitesini rumen

mikrobiyal flora elemanlari araciligiyla gerceklestirmektedir [37].

3. Mikrobiyal Kaynakh Fitaz: Mikrobiyal fitaz kaynaklari igerisine birgok bakteri,
maya ve fungus tlrl girmektedir. Bakteriyel kaynakh fitazlar Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Shigella sp. gibi birgcok bakteri tirinden elde edilmigtir [38].

Fungal kaynakli elde edilen fitazlarin blyuk bir kismi Aspergillus sp.'den izole
edilmistir. Ayrica Penicillum ve Mucor turlerinden de fitaz izole edilmigtir.
Mayalardan ise Candida intermedia, Candida tropicalis, Clavispora lusitaniae,

Saccharomyces cerevisiae turlerinde izole edilmistir [39].

Fitazlar genellikle ekstraselller ya da intraselller olmaktadir. Fungal fitazlarin
bircogu ekstraselller fitazlardir. Bakteriyel fitazlar ise c¢ogunlukla intraselller
olmakla birlikte Bacillus turlerinde ekstraselller fitaz aktivitesi de gozlenmistir [40]
(Cizelge 2. 2).
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Cizelge 2. 2. Farkli Kaynaklardan Elde Edilen Fitazlar ve Genel Ozellikleri [41]

Bakteri Optimum sicaklik | Optimum pH | Molekiiler
(°C) agirlik (kDa)

Aerobacter aerogenes 27 6.8 -

Bacillus sp. DS11 37 6.5

Bacillus subtilis 60 6.0- 6.5 36-38

Enterobacter sp. 50 7.0-7.5 -

Escherichia coli 55 4.5 42

Klebsiella aerogenes 60-70 4.5-52 10-13, 700

Fungus Optimum sicaklik | Optimum pH | Molekiiler
(°C) agirhk (kDa)

Aspergillus ficuum 55-60 4-6 85-100

Aspergillus niger 53 5.5 200

Aspergillus terreus 70 4.5 214

Aspegillus oryzae 50 5.5 120-140

Maya Optimum sicakhk | Optimum pH | Molekiiler
(°C) agirhk (kDa)

Saccharomyces castellii | 77 4.4 490

Saccharomyces 45 4.6 -

cerevisiae

Bitki Optimum sicakhk | Optimum pH | Molekiiler
(°C) agirlik (kDa)

Kanola tohumu 50 5.2 -

Kabak 48 4.8 66.5

Soya fasulyesi 55 4.5-4.8 60

Kilgiksiz bugday 45 6.0 68

Bugday kepegi 55 5.0-5.6 a7

Hayvansal Doku Optimum sicakhk | Optimum pH | Molekiiler
(°C) agirlik (kDa)

insan intestinal mukoza | - 7.4 -

Tavuk - 8.25 -

Sican - 7.0-7.5 70-90

12




Gunumuzde ticari amagcla kullanilan fitaz enzimleri ¢ogunlukla mikrobiyal
kaynaklidir. Yaygin olarak Aspergillus niger, Aspergillus ficuum, Aspergillus
fumigatus kullaniimaktadir. Bakteriyel fitazlar substrat spesifitesi ve proteolizize

karsi direng gibi 6zellikleri ile fungal fitazlara farkli alternatifler olusturmaktadir [42].

Ticari olarak kullanilan fitaz enzimlerinde i1siya dayanikhlidin artirilmasi igin
rekombinant DNA teknolojileri kullanilmaktadir. Ornegin, E. coli fitazinin, Pichia
pastoris kullanilarak modifiye edilmig ticari enzim hali "Phytase Granular Feed
Grade ® " adinda grandler ticari enzim olarak Winovazyme Biological Science &
Technology Co., Ltd. tarafindan satilmaktadir (Cizelge 2. 3) [43].

2.3.1. Fitaz Enziminin Ticari Uygulama Alanlari

2.3.1.1. Yem Sanayi

Bitkisel yemler, kanatl kimes hayvanlarinin beslenmesinde baglica bilegendir.
Bitkisel kaynaklarda fosfor kaynagi olarak fitik asit bulunmaktadir. Ruminant
hayvanlarin mikroflorasinda gergeklesen enzimatik reaksiyonlar ile fitik asitin
parcalanmasi gerceklesmektedir. Ancak, monogastrik canlilarin barsaklarinda
Ozellikle domuz ve kanath hayvanlarda fitaz enzimi ¢cok az Uretiimekte ya da
uretiimemektedir. Bu nedenle beslenmelerine yem katkisi olarak inorganik fosfor
ilave edilmektedir. Bu durum hayvan yetigtiriciligi yapilan boélgelerde dodaya atilan
fosfor miktarinin artisina neden olmaktadir. Fosfor ilavesi hem maliyeti hem de
fosfat kirliligini artirmaktadir. Hayvan yem katkisi olarak eklenen fitaz enzimi

fosfattan yararlanilabilirligi artirmaktadir [44].

Balik yetigtiriciliginde kullanilan bitkisel kokenli yemlerde fitik asit bulunmaktadir.
Ancak bunu parcgalayacak fitaz enzimi baliklarda yer almadigindan bu yemlerde
bulunan fitik asitin fosforundan vyararlanilmasi igin yemlere fitaz ilavesi
yapilmaktadir. Bu baglamda, sularda fosfor duizeyinin artigsi énlenmis olmakla

birlikte bitkisel fosforun da yararlanilirhgr artirilmaktadir [45].
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Cizelge 2.3. Ticari fitaz enzim Ornekleri [46]

Uriin Sirket Protein Kokeni Tir Ekspresyon NCBI pH Sicakhk
Kodu optimumu | optimumu
Allyzme ® Alltech Aspergillus 3 Aspergillus - - -
SSF niger niger
Finase ® AB Vista E. coli AppA 6 Trichoderma M58708 4.5 55
EC reesei
Finase ® AB Vista Aspergillus 3 Trichoderma L20567 2.5 -
P/L niger Phy B reesei
Natuphos® BASF Aspergillus 3 Aspergillus CAA78904 2.0,5-5.5 65
niger Phy A niger
Optiphos ® Enzyvia E. coli AppA2 6 Pichia pastoris AAR87658 3.4-5.0 58
JBS United
Phyzyme® Dupont E. coli AppA 6 Schizosaccharo M58708 4.5 55
Industrial myces pombe
Biosciencie ATCC 5233
Ronozyme Novozyme | Peniophora lycii 6 Aspergillus CAC48195 4-4.5 50-55
®P ve DSM Phy A oryzae DSM

14223
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2.3.1.2. Gida Endustrisi

Fitik asitin divalent iyonlarla selat yapma 06zelligi besinlerden alinan kalsiyum,
magnezyum, demir, ¢inko, bakir gibi minerallerin alinimini olumsuz etkilemektedir.
Fizyolojik pH dederlerinde selat halindeki fitik asit- mineral kompleksi ¢éziinmez
haldedir. Bu durum fitik asit igerigi yuksek diyetle beslenen toplumlarda dugsuk
mineral emilimi gorulmesine yol agmaktadir. Fitaz enziminin gida Uretimi sirasinda
kullanilmasi ile insanlarda mineral madde emiliminde artis olmasi
amaclanmaktadir [47]. Gida sanayinde gidalarin islenmesi sirasinda fitaz ilavesi
ekmek yapimi, bitkisel protein izolatlarinin Gretimi ve tahil kepeklerini pargalamak

amacli kullaniimaktadir [48].

2.3.1.3. Myo- inositol Fosfat Eldesi

inositol fosfatlar ve fosfolipidler transmembran sinyalizasyonunda ve intraseliiler
kaynaklardan kalsiyumun iletiminde goérev almaktadir. Fitaz enzimi myo-inositol
fosfati pargalayarak serbest myo-inositol tlrevlieri aciga c¢ikarmaktadir. Bu
Ozelliginden yola ¢ikilarak fitaz enzimleri myo-inositol fosfat eldesi igin farkh bir

alternatif olusturmaktadir [49].

Cesitli arastiricilar bu amagla Saccharomyces cerevisiae ve E.coli fitazi kullanarak
fitik asitin enzimatik olarak hidrolizinden myo-inositol fosfat turevleri
hazirlamiglardir. Yine ayni arastiricilar daha sonraki ¢alismalarinda inositol fosfat
tirelerinin eklem iltihabr ve astim gibi solunum hastaliklarina kargi kullanildigi
bildirmistir [50].

2.3.1.4. Toprak Zenginlestirme

Cesitli alanlardaki topraklarda fitik asit ve tlrevleri toplam organik fosforun
%50’sini olusturabilmektedir [51]. Bu 06zelligi gdéz 6nine alan arastiricilar misir
bitkisi icin topraktaki fitik asitten fosforun kullanilabilmesinde fitazin etkisini
arastirmiglardir [52].

Topraga fitaz ilave edildiginde fitik asitin par¢calanma oraninin arttigini ve buna
bagli olarak buyumenin de uyarildigini bildirmiglerdir. Bu c¢alisma, Dbitkilerin
koklerinde fitaz geninin ekspresyonu ile transgenik bitkilerle topraktaki fosforun

kullanilabilecedi ile ilgili arastirmalara yon vermektedir [53].
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2.4. Bacillus sp.'nin Ozellikleri

Bacillus cinsi bakteriler Gram pozitif, gubuk sekilli, sporlu mikroorganizmalardir.
Bacillus sp. aerob ya da fakultatif anaerob, genellikle R tipi koloni o6zelligi
gOstermektedir. Peritris flagellalar ile hareketlidir. Aerobik ve fakiltatif anaerob
olup endospor olustururlar. Tek ya da gruplar halinde gelisebilen, ¢ift veya zincir
seklindedirler. Vejetatif hicreler 0.5x1.2 ym ile 2.5x10 ym capindadir. Genellikle
beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir (Sekil 2. 6). Bazi tlrlerinde sari, pembe,

portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanmaktadir [54].

Sekil 2.6. Bacillus subtilis

Cogu Bacillus taru kalin bir peptidoglikan tabakasina sahiptir. Birgok turinde hlcre

duvari capraz bagli mezo-diamino-pimelik asitten olusur. Toprakta siklikla
rastlanan Bacillus genusu patojen ve patojen olmayan tirleri icermektedir.
Olumsuz g¢evre kosullar altinda endospor olusturarak uzun stre spor formunda
kalabilmektedirler.

Olusturduklari endospor silindirik, oval, yuvarlak veya bdbrek seklinde olabilir.
Bunun disinda sporlar hiicre igerisinde sentral ya da subterminal olarak yerlesebilir
[55]. Bacillus’larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tarleri bulunur. Cok yUksek
sicaklk derecelerinde bile canli kalrlar. Genellikle 35-37°C’de ve pH 7.0 civarinda

urerler.
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Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol igeren, nitrojen kaynagi olarak
da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi Urerler. Tipik habitatlari toprak
olmasina ragmen dodada genis olarak, sut ve sut UrUnlerinden, hava, su ve

yiyecek gibi birgok ortamdan elde edilirler [56].

Genelde prototrof olan Bacillus cinsinde oksotrof tlrler de mevcuttur. Bacillus’lar
cok cesitli metabolik 6zelliklerinin yani sira, farkh fizyolojik yetenekleri ile de genis

bir yelpazeye sahiptir. Pek ¢ok tiri psikrofil veya termofil olabilirken, asidofilik ya
da alkalifilik karakter gostermeleri ya da haloterant, halofil olmalari mumkuandur. Bu

nedenle endustriyel uygulamalarda kullaniima potansiyelleri yuksektir [57].

2.4.1 Bacillus'larin Endiistriyel Onemi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin Uuretimi gibi metabolik
Ozellikleri ile enduUstride buyuk o6neme sahiptir. Bu cinse ait bakteriler kolay
uretilebilmeleri nedeniyle de c¢alismalarda siklikla tercih edilirler. Olumsuz
kosullara dayanikhlik, metabolizma c¢esitliligi, genis bir c¢cevrede dagilim

gOstermeleri 6nemli avantajlari arasindadir [58].

Bacillus turleri ¢ogu farkh endustriyel alanlarda kullanilan birgok enzim ve
endustriyel Uranuan Ureticisidir. Bacillus’larin bazi turleri yiyecekler icin 6dnemli
olabilirler. Bazi Bacillus’larin proteolitik enzimleri peynir yapiminda kullanilabilir. Bu
bakterilerin yaglar ve proteinleri pargalama yetenekleri ¢cok ylUksektir. Bazi turleri
de bdcek patojenidir. Bacillus’larin birkag turu polipeptid sinifindan antibiyotik tretir
[59].

Endustriyel kullanim alani oldukga genis dagilim gdsteren bu enzimler arasinda,
proteaz, selulaz, amilaz, glukoz izomeraz, pullunaz, fitaz yer almaktadir [63].
Bakteriyel enzim kaynaklari arasinda sik¢a kullanilan Bacillus tarleri fitaz enzim
uretiminde de tercih edilmektedir. Literatirde, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium gibi Bacillus tdrlerinin fitaz Gretimi amagh

kullanimi gézlenmektedir [60].
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Calhismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu calismada kullanilan bakteriler Tokat ilindeki kimes ve ahir cevrelerinden
alinan 12 farkli toprak érneginden izole edilmistir. Ornekler dnceden steril edilmig
250 mL hacimli kapakli steril cam siselere, steril spatul yardimiyla alinmistir.
Mikroorganizmalarin izolasyon islemi tamamlanincaya kadar +4°C'de muhafaza

edilmistir.
3.2. Mikroorganizma izolasyonu ve identifikasyonu

Toprak orneklerinin her birinden 10 gram tartilip 100 ml serum fizyolojik icinde
vorteks ile homojenize edilmistir. Ornekler 37°C'de 24 saat boyunca etiivde
bekletilmistir. Etivde bekletilen 6rneklerden 1/10 oraninda sulandirirm yapilmis ve
en uygun seyreltim orani olarak secilen 101k seyreltimden 100 ul 6rnek Nutrient
Agar besiyerine tek koloni ekim teknigine uygun bir sekilde yayilmistir. 37°C'de 24
saat boyunca inkilbe edildikten sonra tek koloniler (karigik kalttrler tekrar
izolasyona tabi tutulmustur) sodyum fitatli besiyerine steril kiirdan ile nokta ekim
teknigi ile inokule edilmistir. Bu besiyerinde fitaz pozitif mikroorganizmalar
saptanmistir (Bkz Boélum 3.5.1) [61].

Fitaz pozitif mikroorganizmalarin DNA izolasyonu "Bioeksen Medikal ve
Biyoteknolojik Arastirma Sistemleri" tarafindan Bioseepdy DNA izolasyon kiti ®
protoklline uygun sekilde yapilmis ve 16S rRNA dizi analizi ile tur tayini
gerceklestiriimistir (Bkz. Ek-1)

3.2.1. Bakteri Ureme Egrisinin Tiirbidometrik Yéntemle Belirlenmesi

Fitaz pozitif bakteri 6rnekleri Sodyum fitatli sivi besiyerine inokule edilerek
30°C'de 96 saat cgalkalamali inkibatorde inkibe edilmistir. Her saat basi
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700 UV-visible Spectrophotometer®) 600
nm'de 6lgim yapilmistir. Olglim tamamlandiktan sonra elde edilen sonuglar ile

bakterilerin Ureme egrisi grafigi elde edilmistir [61].
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3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltileri
3.3.1. Sodyum- Fitath Besiyeri

Bu besiyeri fitaz pozitif mikroorganizmalarin belirlenmesi amaciyla kullaniimistir
[62] (Cizelge 3.1). Besiyerinde agar hari¢ tum kimyasal Sigma Aldrich ®'ten temin

edilmistir.

Cizelge 3.1. Sodyum fitatli besiyeri bilegsimi [62]

Besiyeri Bilegimi g/L
D-glukoz 20
Sodyum fitat 4

Kalsiyum klorur (CaCly) 2

Amonyum nitrat (NH4NO3) 5

Potasyum klorur (KCI) 0,5
Magnezyum sulfat (MgSO4 (7H20)) 0,5
Demir sulfat ( FeSO4(7H20)) 0,01
Mangan sulfat (MnSQO4(7H20)) 0,01
Agar (Fluka ®) 15

Besiyeri pH's1 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI tamponlari ile pH 7 £ 0.1'e ayarlandiktan
sonra 121°C'de 1,5 atm basincta 15 dakika steril edilmistir.
3.3.2. Sodyum fitat ¢ozeltisi

Fitaz substrati olarak 2 mM 100mL sodyum fitat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Sodyum
fitat daha ©onceden hazirlanan pH 5.5 sodyum asetat tamponu igerisinde

¢Ozulmustar [63].
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3.3.3. Enzim Aktivitesi Olgiimii igin Gerekli Cozeltiler
3.3.3.1. Reaksiyonu Durdurucu Cozelti
Reaksiyonu durdurmak icin distile suda hazirlanan %5’lik TCA (Trikloroasetik asit)

cOzeltisi kullaniimistir [64].

3.3.3.2. Renklendirme Cozeltisi

Cozelti 1: 93,7 mL distile su icerisine 5,73 mL sulfirik asit (% 96’lik) ilave edilerek
%5,5 (v/v) sulfirik asit ¢cozeltisi hazirlanmistir.

Cozelti 2: 2,5 g amonyum molibdat, ¢ozelti 1'de ¢ozundurilerek %2,5(w/v)'luk
¢Ozelti 2 hazirlanmigtir.

Cozelti 3: 2,5 g demir sulfat, uygun oranda distile suda ¢6ziinmUs ve son hacim
distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. icerisine 1-2 damla siilfirik asit ilave
edilerek hazirlanmistir.

Renklendirme ¢oOzeltisi dort hacim ¢ozelti 2, bir hacim ¢ozelti 3 ile kanstirilarak

hazirlanmistir. Bu ¢ézelti her deneyden dnce taze olarak hazirlanmigtir [65].

3.3.3.3. KH,PO, Cozeltisi

Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi 0,012 g KH,PO,4, 240 mL distile su icersinde
cOzulerek, 50 pg/mL KH,PO, ¢dzeltisi olarak hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi
hazirlanmasi igin, Cizelge 3.2'de belirtildigi gibi hazirlanan drneklerin her birinden
1 mL taplere alinmig ve 1,5 mL renklendirme ¢ozeltisi ilave edilmistir. Vortekslenen
(lka Vortex 3®) karisimlarin absorbansi 700 nm dalga boyunda,
spektrofotometrede kore karsi Olctlmustir. Bu degerler kullanilarak kalibrasyon

grafigi olusturulmustur [66].

Cizelge 3.2. Fitaz enzimi kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Kir | Omek1 | Omek2 | Omek3 | Omek4

dHZ OrmL] 5 4.9 4,75 45 4,25
Stok cozelti 0.25 0 0.75
(KH2ZPO4) (L) 0 0.1 ' ? '

Hazirlanan Cazeltinin 1 Y 5 75

Konsantrasyonu (pgfmlL)
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3.4. Enzim Uretimine Etkili Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

3.4.1.Calkalamal ve Statik inkiibasyon Sartlarinin Fitaz Sentezine Etkisinin

Saptanmasi

Statik ve galkalamali inkibasyon kosullarinin enzim sentezine etkisini arastirmak
uzere fitaz pozitif olarak belirlenen potent sus sodyum fitath besiyerine iki paralel
olacak sekilde inokule edilmistir. Deney grubunda biri statik etlivde 30°C’de 72
saat, digeri ise calkalamali inkibatérde 150 rpm'de 30°C'de 72 saat inkibe
edilmistir. inklibasyon siiresi sonunda her iki deney grubunda da fitaz aktivitesine

ve Ureme miktari dlgulmustur.
3.4.2. Calkama Hizinin Fitaz Sentezine Etkisinin Saptanmasi

Calkalamali inkiibasyon ortaminda g¢alkalama hizinin etkisini saptamak ici 5 farkh
hiz (50,100,150,200,250 rpm) secilmistir. Her ¢alkalama hizi i¢in ayri ayri sodyum
fitath besiyerine mikroorganizma inokule edilmistir. Kultirler 30°C'de 72 saat
boyunca inkibasyona birakilmistir. Bu sire sonunda fitaz aktivitesi ve Ureme

miktari 6lgulmastur.
3.4.3. inkiibasyon Siiresinin Fitaz Sentezine Etkisinin Saptanmasi

Sodyum fitath besiyeri inokule edilen potent sus 150 rpm g¢alkalama hizinda 96
saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon siresi boyunca 24 saatlik

araliklarla kalttir ortamindaki Greme ve fitaz aktivitesi dlgtimustur.
3.4.4. Fitaz Sentezi igin Uygun Sicakhgin Saptanmasi

Bes farkh deney gurubu igin, sodyum fitatli besiyerine potent sus inokule edilmis
ve 5 farkl sicaklik derecesinde(20,25,30,35,40°C) 150 rpm'de 72 saat boyunca
inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasinda lreme miktari ve fitaz aktivitesi

OlcUlmasgtar.
3.4.5. Fitaz Sentezi igin Uygun pH Degerinin Saptanmasi

Fitaz sentezi icin uygun pH degerinin saptanmasi amaciyla 1 M NaOH, 1 M HCI,
0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI tamponlari kullanilarak pH 3.0-9.0 arasinda degisen pH

degerlerinde sodyum fitath besiyeri hazirlanmistir.

21



Bu besiyerlerine potent sus inokule edilmis ve 150 rpm'de 30°C'de 72 saat inkiibe

edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda fitaz aktivitesi ve Ureme miktari dlgllmastir.

3.4.6. Farkh Karbon Kaynaklarinin Fitaz Sentezi Uzerine Etkisinin

Saptanmasi

Fitaz sentezi icin uygun karbon kaynagini saptamak amaciyla maltoz, glukoz,
nisasta ve laktoz kullaniimistir. Sodyum fitath besiyerinde kullanilan glukoz miktari
ile ayni miktarda (20 g/L) eklenerek besiyeri modifiye edilmistir. Bu besiyerine
potent sus inokule edilmis ve 150 rpm'de 30°C'de pH 7.0'de 72 saat inklbe

edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda fitaz aktivitesi ve Greme miktari dlgiimuUstur.
3.4.7. Farkh Azot Kaynaklarinin Fitaz Sentezi Uzerine Etkisinin Saptanmasi

Fitaz sentezi i¢in besiyeri igerigindeki uygun azot kaynagini saptamak amaciyla 4
farkli azot kaynagr (NH4sNO3; maya 06zitl, pepton ve NaNOs) sodyum fitatli
besiyerinde kullanilan amonyum nitrat ile ayni miktarda (5 g/L) sodyum fitatli
besiyerine eklenmistir. Hazirlanan besiyerlerine potent sus inokule edilmis ve 150
rom'de 30°C'de pH 7.0'de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda

fitaz aktivitesi ve Ureme miktari 6lgulmustir.
3.5 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

3.5.1. Kati1 Besiyerinde Fitaz Varliginin Arastiriimasi

Bolim 3.2'de bahsedildigi gibi toprak érneklerinden izole edilen koloniler sodyum
fitath besiyerine nokta ekim teknigi ile inokule edilmistir. inokule edilen suslar
30°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda koloni etrafinda olusan
seffaf zon olusumu incelenmistir. Zon olusumu gozlenen mikroorganizmalar fitaz

pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.5.2. Swv1 Besiyerinde Fitaz Uretiminin Saptanmasi

Kati besiyerinde fitaz pozitif olarak degerlendirilen suslar gizelge 3.3'de gosterilen
enzim Uretim ortamina Mc Farland No:0.5 bulanikhdina kullanilarak inokule
edilmigtir. 30°C’de 72 saat 150 rpm'de galkalamali inkiibatérde inklibe edilmistir.
inkiibasyon isleminden sonra 11000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiije edildikten

sonra sUpernatant ve ¢okelti kismi ayrilmistir.
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Cizelge 3.3. Enzim Uretim ortami

Besiyeri Bilegimi g/L
D-glukoz 20
Sodyum fitat 4

Kalsiyum klorur (CaCly) 2

Amonyum nitrat (NH4NO3) 5

Potasyum klorar (KCI) 0,5
Magnezyum sulfat (MgSOg4 (7H20)) 0,5
Demir sulfat ( FeSO4(7H,0)) 0,01
Mangan sulfat (MnSO4(7H20)) 0,01
Potasyum dihidrojen fosfat(KH,PO,) 0,5
Dipotasyum hidrojen fosfat(HK,PO,) 0,4

1. Ekstraseliler Fitaz Aktivitesi

Ekstraselller fitaz aktivitesi icin daha o6nce bahsedildigi Uzere her 6rnegin
supernatant kismindan fitaz aktivitesi olgulmustir. StUpernatanttan alinan 100 pL
enzim Orneg@i ile 900 pL substrat vorteks ile karistinldiktan sonra 15 dakika
37°C’de su banyosunda inkiibe edilmistir.

inkiibasyon sonrasinda reaksiyonu durdurmak amaciyla 750 uyL %5’lik TCA ilave
edilmistir. Bu karisima 1,5 mL renklendirme ¢oOzeltisi eklendikten sonra 15 dakika
oda sicakliginda beklenmis ve 11000 rpm'de 5 dakika santrifuje edilmigstir. Santrif(j
isleminden sonra érnekler kore karsi 700 nm’de spektrofotometrede olgulmustar
[67].

2. intraseliiler Fitaz Aktivitesi
Bolim 3.4.2'de bahsedildigi Uzere santrifije edilen her 6rnegin ¢okelti kismindan
fitaz aktivitesi tayini yapiimistir. intraseliiler aktivite tayini icin kullanilacak olan

¢Okelti kismi buz dolu bir kap igerisine alinarak homojenize edilmistir.
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Homojenizattan alinan 100 yL enzim ile 900 pL substrat vorteks ile karistirildiktan
sonra 15 dakika 37°C’de su banyosunda inklibe edilmistir.

Reaksiyonu durdurmak icin 750 pL %5’lik TCA ilave edilmistir. Reaksiyon
karisimina 1,5 mL renklendirme c¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika oda
sicakliginda beklenmig ve 11000 rpm'de 5 dakika santrifije edilmistir.

Santrifj isleminden sonra ornekler kore karsi 700 nm dalga boyunda olgim

yapilmistir [68].

3.6. Enzim Aktivitesine Etkili inkiibasyon Kosullari

3.6.1. Fitaz igin Uygun pH Degerinin Saptanmasi

Aktivite goOsterdigi pH degerinin saptanmasi i¢in pH 3.0-10.0 arasinda degisen
farkh pH degerlerine sahip ve igerisinde 2 mM sodyum fitat bulunan substrat
¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Aktivite tayini icin 100 pL enzim ile 900 yL substrat vorteks
ile kanistirildiktan sonra 15 dakika 37°C’de su banyosunda inkibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak igin 750 pyL %5’lik TCA eklenmistir. Reaksiyon tiplerine
1,5 mL renklendirme c¢ozeltisi eklendikten sonra 15 dakika oda sicakhginda
beklendikten sonra 11000 rpm'de 5 dakika santrifije edilmigtir.  Santrifd;
isleminden sonra érnekler koére (100 yl tampon ve 900 ul substrat) kargi 700 nm’de

spektrofotometrede dlgtiimustir.

3.6.2. Fitaz i¢in Uygun Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Optimum sicakhgin saptanmasi igin 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lik
sicakliklar secilmistir. Aktivite tayini icin 100 yL enzim ve optimum pH degerinde
hazirlanmis 900 uL substrat kanstinimis 1,5 ml renklendirme ¢ozeltisinde

eklenerek spektrofotometrede 700 nm'de aktivite tayini yapilmigtir.

3.6.3. Fitaz Aktivitesi Uzerine Enzim-Substrat Oraninin Etkisi

Fitaz aktivitesine substrat enzim oraninin etkisini saptamak Uzere 10 paralel
halinde aktivite olcim ortami hazirlanmistir. Bu calismada standart aktivite
tayininde kullanilan 100 pl enzim 900 pl substrat oraninin disinda, kaba enzim
miktari 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 pl olarak eklenirken
substrat ise 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500 ul miktarinda

eklenmistir.
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Bu oranlarda hazirlanan reaksiyon tupleri vortekslendikten sonra 15 dakika
37°C’de su banyosunda inkiibe edilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin 750 pL
%5’lik TCA eklenmigtir. Reaksiyon tuplerine 1,5 mL renklendirme c¢ozeltisi
eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra 11000 rpm'de 5
dakika santrifuj edilmigtir. Santriflj igleminden sonra ornekler kore karsi 700

nm’de spektrofotometrede dlguimustar.

3.6.4 inhibitér ve Divalent Katyonlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim inhibitorl olarak EDTA, metal iyonlari olarak MgCl,, CuCl,, CaCl,, ZnCl, ve
CoCly kullanilmigtir. Inhibitér ve metal iyonlarinin stok g¢dzeltisi hazirlanmistir.
Enzim ve ¢ozelti karisiminin son konsantrasyonu 1 mM (1 pL ¢ozelti ve 99 pL
enzim) ve 5 mM (5 uL c¢ozelti ve 95 pL enzim) olacak sekilde hazirlandiktan sonra
1 saat 37°C’de 6n inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. On inkiibasyondan sonra
100 pL enzim ve 900 pL substrat karistirilarak en uygun pH ve sicaklikta

degerlerinde standart aktivite tayini yapiimistir.

3.7. Fitaz Enziminin Kismi Olarak Saflastiriimasi

Bolum 3.5.2.'de belirtildigi gibi supernatant ve g¢okelti kismi ayrilimig stpernatant
Whatman No:1 kagidindan gegirildikten sonra toplam hacmin %70’i etil alkol
olacak sekilde %96’lik soguk etanol eklenerek slspansiyon -20°C'de 1 gece
boyunca bekletilmistir. Alkol slspansiyonu 11000 rpm'de +4°C’'de 10 dakika
santrifije edilmistir. Daha sonra ¢okelti halindeki konsantre olmus enzim, pH’sI 5.5
olan 0,1 M sodyum asetat tamponunda c¢ozilerek SDS-PAGE yontemi ile

molekdiler agirhiginin belirlenmesinde kullaniimak Gizere +4°C’de saklanmistir [70].

3.8. SDS-PAGE Yoéntemi ile Enzimin Molekiiler Agirliginin Saptanmasi
Fitaz enziminin molekuler agirhginin saptanmasi amaciyla %10’luk SDS-PAGE
kullaniimistir. %12 konsantrasyonda ayirma jeli ve %5 konsantrasyonda yukleme

jeli hazirlanmistir [71].
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3.8.1. SDS-PAGE Yéntemi igin Gerekli Soliisyonlar

Solusyon A (Monomer (akrilamid/bis) Cozeltisi)

30 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid bir miktar distile suda ¢6zindukten sonra son
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Buzdolabinda +4°C’de koyu renkli

sisede saklanmistir [70].

Soliisyon B (4X)
18.17 g Tris base, 4 mL %10’luk SDS 100mL distile suda ¢ozulmustar. 1N HCl ile
pH 8.8' e ayarlanmistir. Buzdolabinda +4°C’de saklanmistir [71].

Soliisyon C (4X)
6.06 g Tris base, 4 mL %10’luk SDS 100 mL distile su ¢dzilmustar. 1N HCI ile pH
6.8'e ayarlanmistir. Buzdolabinda+ 4°C’de saklanmigtir [71] .

%10 SDS
10 g SDS distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza
edilmistir [71].

%10 Amonyum Persiilfat (APS)
SDS-PAGE jellerinin  hazirlanmasinda  polimerizasyon baslatici  olarak
kullanilmigtir. 0,5 g Amonyum Persulfat distile su ile 5 mL'ye tamamlanmigtir. Bu

¢Ozelti kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir [71].

TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Polimerizasyonun gerceklesmesi icin katalizor olarak kullaniimistir [71].

Ornek Yiikleme Tamponu (62,5 mM Tris (pH 6.8), %2 SDS, %10 gliserol,
0,72M 2-B-merkaptoetanol, %0,05 bromfenol mavisi)

0,075 g Tris 5 mL distile suda ¢6zindikten sonra HCI ile pH 6.8’e ayarlanmis ve
0,2 g SDS, 1 mL gliserol, 0,0855 mL 2-B-merkaptoetanol, 0,005 g bromfenol
mavisi eklendikten sonra distile su ile 10 mL’ye tamamlanmigtir. Kullanilacak

hacimlere bollinerek -20°C saklanmistir [72].
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Yurutme Tamponu (0,025M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)
3 g Tris, 14,49 dlisin, 1g SDS tartildiktan sonra distile su ile 1 litreye

tamamlanmistir. Buzdolabinda +4°C’de saklanmistir [71].

Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama Cozeltisi

SDS-PAGE jelinin elektroforez isleminden sonra boyanmasi ve protein bantlarinin
gorunur hale gelmesi amaci ile kullanilmigtir. 1 g Coomassie Brillant Blue R-250
boyasi 500 mL metanolde ¢dzinduruldikten sonra 100 mL asetik asit eklenerek
cOzelti distile su ile 1 litreye tamamlanmigtir. Bu ¢ozelti oda sicakliginda
saklanabilir [71].

Yikama (baglanmamig boyayi uzaklastirma ‘destaining’) Cozeltisi

SDS-PAGE jelinin Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyandiktan sonra jeldeki
boya fazlaliginin geri alinarak bantlarin netlesmesi amaci ile kullaniimigtir. 125 mL
metanol, 175 mL asetik asit ve 2200 mL distile su karistirilarak hazirlanmistir. Oda

sicakhginda 1 ay saklanabilir [73].

3.8.2. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi (%12’ lik)

8 mL Monomer (Solisyon A), 5 mL Tampon (Sollisyon B), 7 mL distile H,O
karisimina 66 pL Amonyum persulfat ve 15 yL TEMED eklenerek jel kasetine
otomatik pipet yardimiyla yeterli miktarda doldurulmustur. Jelin GUst ylzeyi
atmosferik oksijenin difizyonunu dnlemek ve dizgln bir tabaka elde etmek amaci
ile ince bir su tabakasi veya 0.3 mL su ile doyurulmus n-butanol ile kapatilarak oda
sicakhginda 30-60 dakika sureyle polimerizasyon gergeklestiriimistir (Sekil.3.1)
[74].

3.8.3. Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi (%5’ lik)

Ayirma jelinin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra jelin Ust ylzeyindeki distile
su dokulerek, 1,5 mL Monomer (Soltsyon A), 2,25 mL Tampon (Soltsyon C), 5,25
mL distile su karisimina sonra 30 pL Amonyum persiilfat ve 10 yL TEMED
eklenerek ayirma jelinin Uzerine otomatik pipet yardimiyla yeterli miktarda

dengeleme jeli dokulip érnek kuyucuklarinin olugmasi igin tarak yerlestirilmistir.
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Sekil 3.1. Jelin polimerizasyonu

Atmosferik oksijen difizyonunu dnlemek amaciyla Ust yuzey su ile kaplanmis ve
oda sicakhginda 30-60 dakika sureyle polimerizasyon gergeklestirilmigtir.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat

edilerek yavasga cikarilmistir [75; 76].

3.8.4. Ornegin ve Standartin Hazirlanmasi

Enzim ve drnek ylkleme tamponu esit hacimde ependorf tiplnde kanstirilmigtir.
Ayni zamanda standart (marker) protein karigimi da érnek yukleme tamponu ile
karigtirildiktan sonra tim tupler 10 dakika 90°C’de kaynar su banyosunda
bekletilmistir [77].

3.8.5. Enzim Orneklerinin SDS-PAGE Jeline Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi
Protein Ornekleri 40 uL, marker protein ise 10 pL konsantrasyonda jele
yuklenmistir (Sekil.3.2).
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Yurutme tamponu elektroforez sisteminin alt bdlmesindeki isaretli yere kadar
doldurulduktan sonra jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirilmigtir.
Elektroforez sisteminin Ust bdlmesi de yudritme tamponu ile doldurulmustur.
Sistem gl¢ kaynagina baglanarak 120 volt akimda yaklasik 4 saat yarttilmustar
(Sekil 3. 3) [78].

Sekil 3.2. Orneklerin jele yliklenmesi

3.8.6. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Goruntiulenmesi

Elektroforez igleminden sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan ¢ikariimis ve
Coomassie Brillant Blue R-250 ile 24 saat oda sicakliginda calkalayici Ustinde
boyanmigtir. Boyama isleminden sonra jele baglanmig fazla boyanin
uzaklastirilmasi igin birkag kez boyayi geri alma ¢ozeltisi degistirilerek 1 gece
boyay! geri alma ¢oOzeltisinde bekletilen jel, seffaflasmasi icin %10 gliserol ihtiva

eden gliserolll su iginde 3 saat bekletiimis ve gértntilenmigtir [78].
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Sekil 3.3. Orneklerin jelde yuritilmesi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Mikroorganizma izolasyonu

Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar Bolum 3.1'de bahsedildigi gibi Tokat
ilindeki kimes ve ahir gevrelerinden alinan 12 farkli toprak 6érneginden izole
edilmistir. Cizelge 4.1.'de gosterildigi Uzere 32 adet mikroorganizma izole
edilmistir. izolasyon islemi gerceklesen bu mikroorganizmalarin sodyum fitatli
besiyerinde fitaz enzimi Uretip Uretmedigi test edilmis ve Uretici mikroorganizmalar

saptanmigtir.
4.2. Uygun Mikroorganizma Secimi ve identifikasyonu

Toprak orneklerinden izole edilen koloniler sodyum fitatli besiyerine nokta ekim
teknigi ile inokule edilmistir. Ardindan inokule edilen suslar 30°C’de 96 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda koloni etrafinda olusan seffaf zon olusumu
incelenmigtir (Sekil 4.1). Zon olusumu en fazla gézlemlenen suslar fitaz pozitif

olarak degerlendirilmigtir (Cizelge 4.2).

Sekil 4.1. a. Fitaz negatif sus b. Fitaz pozitif sus
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Cizelge 4.1. Farkli gevrelerden izole edilen suglar

Mikroorganizmanin izolasyon Izole Edilen Mikroorganizma Kodu
Bolgesi
Ahir 1 Al, A2
Ahir 2 A3, A4
Ahir 3 A5
Ahir 4 A7
Ahir 5 A6, A8, A9, A10, A11, A12, A13
Ahir 6 Al4, A15
Kdmes 1 K1, K2
Kimes 2 K3, K4, K5, K6
Kimes 3 K7, K8, K9, K10, K11
Kimes 4 K12, K13
Kimes 5 K14,K15
Kimes 6 Al16, A17
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Cizelge 4.2. Sodyum fitath kati besiyerinde fitaz pozitif ve negatif suslar

Fitaz Pozitif Suslar Fitaz Negatif Suslar
Al A2, A3, A4, A5, A7, A8, A9, A10
A6 K4
K1 K5
K2 K6
K3 K8
K7 K9
K12 K10
Al6 K11
Al7 K13
K14 All, A12, Al13, Al4, Al5, K15

izole edilen 32 mikroorganizma icerisinden 10 adet mikroorganizma fitaz pozitif
olarak tespit edilmigstir. Bu mikroorganizmalardan zon c¢api en genis olan
mikroorganizma segilerek sivi besi yerinde enzim uretimine gegilmistir (Cizelge 4.
3). Deneylerin devaminda kullaniimak Uzere secilen bu mikroorganizmanin tur
dizeyinde teshisi igin 16S rRNA analizi yapilmistir. Sekans analiz sonucunda
mikroorganizma Bacillus subtilis ( accesion numarasi KC733848.1 %99 eslesme)
oldugu belirlenmistir(Sekil 4. 2). Yapilan ¢alismalarda topraktan izole edilen bakteri
populasyonu arasinda c¢ogunlukla Bacillus cinsi yer almaktadir. Dongre ve ark.
pamuk tarlasindan Bacillus subtilis izole etmis ve 16S rRNA analizi ile tur tayini
yapmistir [79]. Ahmed ve ark., topraktan Bacillus subtilis MH-4 izolasyonu
gerceklestirmis ve bu izolattan antibiyotik Uretmistir [80]. Bu ¢alismada topraktan
izolasyonu gergeklestirilen Bacillus subtilis Uzerinden deneylere devam edilmistir.

Bacillus subtilis ile fitaz aktivitesi Uzerine yapilan galismalar da mevcuttur.
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Kim ve ark., topraktan, haslanmig piringten ve geleneksel Kore kojisinden Bacillus
sp. izolasyonu yapmiglardir. Bu izolatlardan Bacillus sp. KHU-10'dan ekstraselller
fitaz elde etmislerdir [81]. Vijayasai ve ark. ise toprak solucaninda izole ettikleri
Bacillus subtilis'ten fitaz Uretimi gercgeklestirmistir [82]. Jorquera ve ark., Sili'de
volkanik tarim topraklarindan Paenibacillus spp. izole etmis ve fitaz gen varhgini
PCR yontemi ile gostermislerdir [83]. Yapilan galismalarda yalnizca topraktan
degil farkli ortamlardan da izole edilen mikroorganizmalardan da fitaz varligi tespit
edilmistir. Kumar ve ark., bataklik suyundan bakteri izolasyonu yapmislardir. izole
edilen 21 bakteri susu icinden 8 izolatta fitaz pozitif 6zellik oldugunu godsteren
seffaf zonlar saptanmigtir [84]. Calismamizda izolasyon materyali olarak kullanilan
toprak ornekleri ahir ve kiimes ¢evresinden alinmistir. Toprak érneklerinden elde
edilen suslardan kimes topragindan izole edilen K12 izolati en yuiksek fitaz
aktivitesi gostermistir. Daha oOnce belirtildigi gibi K12 izolati 16S rRNA analizi
sonucunda Bacillus subtilis olarak tanimlanmistir. Calismamiza benzer sonuglar
mevcuttur. Sreedevi ve ark. ahir ve tavuk ciftliginde alinan toprak 6rneklerinden
izole ettikleri Bacillus subtilis C43 susundan fitaz Uretimini gercgeklestirmislerdir
[85]. Ahir ve kimes bdlgesinde hayvanlarin digkilarinda bulunan fitaz Ureticisi
mikroorganizmalarin digki araciliiyla dis ortama atilmasi ve burada bulunmasi
mamkuindar. Ayrica topraga karisan fitik asiti pargalama 0Ozelligi olan
mikroorganizmalarin bu bolgelerde yogunlukla bulunacagi dusunuldigunden ahir

ve kimes gevresinden alinan toprak érnekleri alinmistir.

Daha oOncede belirtildigi Uzere topraktan izole edilen suslari fitaz enzimi varligi
tespitinde sodyum fitatl kati besiyerine nokta ekim yapilmistir. inkiibasyon sonrasi
koloniler etrafinda zon olusumu belirlenmis ve seffaf zon olusturan koloniler fitaz
pozitif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen izolatlar ¢erisinde en genis zon capini
3,3 cm ile kimes bolgesi topragindan izole edilen K12 susu vermistir. Bu susun
16S rRNA analiz sonucunda Bacillus subtilis oldugu saptanmistir. Yapilan
calismalarda cesitli toprak érneklerinden izole edilen Bacillus tirlerinin fitaz trettigi
tespit edilmistir. Ushasri ve ark. yaptigi galismada pamuk tarlasinda aldiklari
toprak 6rneginde Bacillus sp. NBtRS6 susunu izole etmislerdir [86]. Bu izolatin
sodyum fitatl kati besiyerinde 12 cm zon ¢api verdigi belirtiimistir. Costa ve ark.
yaptigi gcalismada bozkirdan ve amazon yagmur ormanlarindan alinan toprak

orneklerinden Chromobacterium sp. suglari izole etmiglerdir. Bu izolatlarin sodyum
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fitath kati besiyerinde olusturduklari zon ¢aplari 1 cm ile 12 cm arasinda degisim

gostermektedir [87].

Bacillus subtilis strain SK25.001 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb|KC733848 1| Length: 1482 Number of Matches: 1

Range 1: 19 to 1455 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2647 bits(1433) 0.0 1436/1437(99%) 1/1437(0%) Plus/Plus
Query 1 GATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC 60

FELEETEEr e et e b et b bbb el
Sbjct 19 GATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTRAACCTGC 78

Query &1 CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTIGTITTIGARCCGC 120
PEEEEREEr e e e e e b e e e bbb e el
Sbject 79 CIGTAAGACTGGGATAACTCCGGGARACCGGGGCTAATACCGGATGCTIGTITTGARACCGC 138

Query 121  ATGGITCAGACATARRAGGTGGCTTICGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATITA 180
FEEEETERE e et e e e e bbbl
Sbjct 139  ATGGTTCAGACATARAAAGGTGGCTTICGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTA 198

Query 181  GCTAGTITGGTIGAGGTAACGGCTCACCRAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGIGRA 240

FEEEEEEEE e et e et et b e e e e e et
Sbjct 199  GCTAGITGGIGAGGTAACGGCTCACCRAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGIGA 258

Query 241  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGRATIC 300
PEELEEEEr e e e e e et e et bt e el
Sbjct 259  TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGRATC 318

Query 301  TTCCGCAATGGACGARAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTITTITICGGAT 360

FEEEEEEr et et e rr e e e et er e el
Sbjct 319  TTCCGCARTGGRACGARAGTCTGACGGAGCRACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTITICGGAT 378

Query 36€l1  CGTAAAGCTCTIGITGITAGGGAAGAACAAGTGCCGITCAAATAGGGCGGCACCTITIGACGG 420
PEEEEEEEE e e et bbbt et e et b e bbbl
Sbjct 379  CGTARAGCTCTIGITGITAGGGAAGAACAAGTGCCGTITCAAATAGGGCGGCACCTITGACGG 438

Query 421  TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTIGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGIGGC 480

FEEEELEEE e et e bt b e e bbbl
Sbjct 439  TACCTAACCAGRRAGCCACGGCTAACTACGIGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGIGGC 498

Query 481  AAGCGITGTICCGGAATTATIGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTICTTAAGTICIGATIGT 540

FEEEETEEE e e e e e e e bbbl
Sbjct 499  RAAGCGITGICCGGAATTATIGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTICTITAAGICTGATGT 558

Query 541  GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGRACTIGAGTGCAGRAGRE 600
PEEEEEEEE e et e e e et er et e e e e el

Sbjct 559  GARAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTIGAGTIGCAGRAAGR 618

Query €01  GGAGAGTGGAATTCCACGTIGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGIGE 660

FEEEETEEr e et e e et rr bbb err el
Sbjct €19  GGAGAGTGGAATTCCACGIGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATGTGGAGGRACACCAGIGE 678

Sekil 4.2. NCBI veri tabaninda dizi eslesmesi
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Cizelge 4.3. Fitaz pozitif suglarin zon gaplari

Mikroorganizma Kodu Zon Capi (cm)
Al 1,3
A6 1,2
K1 1,4
K2 1,5
K3 1,9
K7 2,3
K12 3,3
Al16 2,7
Al7 2,5
K14 2,6

4.3. Bakteri Ureme Egrisinin Tiirbidometrik Yéntemle Belirlenmesi

Fitaz pozitif bakteri 6rnekleri Sodyum fitath sivi besiyerine inokule edilerek 30°C’de
96 saat c¢alkalamali inkUbatorde inklibe edilmistir. Her saat basi
spektrofotometrede 600 nm’de o6lgim yapilmistir. Elde edilen sonuglara goére
ureme grafigi olusturulmustur (Sekil.4.3). Bu sonuglara gore 8. saatten itibaren
bakterinin Ureme hizinin arttiyi 72. saate ise en yuksek degerine ulasarak

durgunluk donemine girdigi gortulmektedir.
4.4, Kalibrasyon Grafiginin Belirlenmesi

Fitaz aktivitesinin hesaplanmasi igin, 0.5,1, 2.5, 5 ve 7.5 pg/ml konsantrasyonlarda
hazirlanan KH,PO, c¢ozeltilerinin 700 nm’deki absorbans degerleri saptanmigtir.
Sekil.4.4'de KH,PO, konsantrasyonlari ve absorbans degerleri arasindaki
dogrusal iligki verilmigtir. Grafikten elde edilen egim degeri aktivite hesaplamasi

formulinde kullaniimigtir.
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Sekil 4.3. Fitaz pozitif susun Greme grafigi
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Sekil 4.4. Fitaz aktivitesi icin kalibrasyon grafigi




4.5. Enzim Uretiminde Etkili Olan Uygun Fizyolojik Kogullarin Saptanmasi

4.5.1. Galkalamali ve Statik inkiibasyon Sartlarinin Fitaz Sentezi Uzerine
Etkisi

Statik ve galkalamali inkibasyon kosullarinin enzim sentezine etkisini arastirmak
uzere Bolum 3.4.1'de belirtildigi gibi yapilan deneylerde calkalamali inkibasyon
kosulunda statik inkibasyona nazaran fitaz sentezinin daha yuksek oldugu

saptanmistir ( Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Calkalamali ve statik inklibasyon kosullarinin fitaz sentezine etkisi

inkiibasyon Kosulu Ureme miktari Enzim miktari
(OD degeri) (OD degeri)

Statik inkiibasyon 0,386 0,275

Calkalamali inkubasyon 0,587 0,675

Calkalamali inkiibasyon kosullarinda bakteri Gremesinin de daha yuksek oldugu
goruldugunden calkalamali sartlarda saptanan yuksek enzim Uretiminin ylksek
ureme sonucunda ortaya ¢iktigi da ileri surulebilir. Bu takdirde calkalamali ve
statik kosullarda ortaya c¢ikan Ureme ve enzim sentezlerinin orani bize
calkalamanin enzim uretimine olumlu bir etkisinin olup olmadigini gosterecektir.
Bu acidan bakildiginda OD cinsinde verilen Ureme miktarinin enzim miktarina
oranlanmasiyla (Calkalamali inklibasyonda Greme 0,587 OD iken enzim 0,675 OD
cikiyorsa bu durum statik inkibasyonda Ureme 0,386 OD verdiginde enzimde
0,443 OD degerinde olmal idi) gbzlemlenen degerler ile yapilan hesaplama
arasinda statik Uretim kosullarinda enzim Uretiminin daha dusik oldugu
gOsteriimektedir. Bu veri c¢alkalamali kosulda Uretimin enzim sentezi
agisinda olumlu sonug yarattigini gostermektedir. Bunlardan ayri olarak Bacillus
genusu Uyelerinin aerobik karakterde olmalari nedeniyle Uretimin c¢alkalamali

sartlarda surdurulmesi uygun bulunmustur.

38



Yapilan galismalarda da belirtildigi Uzere (Jacob ve ark.) ¢alkalamali inkiibasyon
kosullarinda fitaz enzim sentezinde artis gézlenmektedir [88] . Birgok calismada
kullanilan ~ Bacillus, = Pseudomonas, E.coli, Aspergillus tarlerine ait
mikroorganizmalarin fitaz Uretiminin c¢alkalamali inkibasyon kosullarinda daha

yuksek oldugu belirtilmistir [83;83].
4.5.2. Galkama Hizinin Fitaz Sentezi Uzerine Etkisi

Calkalama hizinin fitaz sentezine etkisini saptamak amaciyla denen 5 farkli hizda
(50,100,150,200,250 rpm) gergeklestirilen deneylerde 150 rpm ¢alkalama hizinda

en yuUksek aktivite ve Greme gdzlemlenmigstir ( Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Calkalama hizinin fitaz sentezi Uzerine etkisi

Yapilan g¢alismalar incelendiginde fitaz enzimi sentez kosullarinda ¢alkalama hizi
olarak 150 rpm uygun calkalama hizi olarak belirtiimistir [89]. Ancak bazi
arasgtiricilar 200 rpm galkalama hizini da uygun olarak bildirmiglerdir. 200 rpm'den

daha ylUksek g¢alkalama hizinin enzim sentezini olumsuz etkiledigi belirtiimektedir

[90].
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4.5.3. inkiibasyon Siiresinin Fitaz Sentezine Etkisi

Sodyum fitatll besiyeri inokule edilen K12 susu 30°C'de 150 rpm calkalama
hizinda 96 saat boyunca inkubasyona birakilan kuilturlerde Uremenin ve fitaz
sentezinin en yuksek oldugu inkubasyon suresi 72 saat olarak saptanmistir
(Sekil.4.6). Yapilan calismalarda inklbasyon suresi kullanilan mikroorganizmaya
gore cesitlilik gostermektedir. Aspergillus tlrlerinden fitaz eldesi ile ilgili yapilan bir

calismada inkuibasyon suresi 96 saat olarak bildirilmigtir [91].

Macedo ve ark. Saccharomyces cerevisiae'den elde edilen fitaz icin uygun
inkibasyon suresini 120 saat olarak belirtmistir. Ancak bu durum bakteriyel
kaynakli fitaz eldesinde degisiklik gostermekle birlikte genellikle 72 saat olarak
belirtiimektedir [85]. Kumar ve ark.’in yaptigi diger bir ¢calismada atik sulardan
izole edilen Bacillus megaterium' dan fitaz sentezi icin uygun inkiibasyon suresi 62

saat olarak belirlenmigstir [84].
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Sekil 4.6. Fitaz sentezi i¢cin uygun inklibasyon suresi
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4.5.4. Fitaz Sentezi igin Uygun inkiibasyon Sicakhg:

Fitaz sentezi i¢cin uygun inklibasyon sicakligi belirlemek tUzere 150 rpm galkalama
hizinda 72 saat boyunca 20,25,30,35,40°C sicakliklarda K12 susu sodyum fitatl
besiyerinde Uretilmistir. Elde edilen sonuglara gére 30°C'nin fitaz sentezi icin en
uygun sicaklik oldugu belirlenmigtir. Ayrica yapilan dlgimlerde Uremenin de en
yuksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.7). Singh ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada farkli toprak orneklerinden izole edilen bakterilerin uygun inkibasyon
sicakligl 30°C olarak belirtiimistir [90]. Sreedevi ve ark., ahir ve tavuk ciftliklerinden
izole ettikleri Bacillus fitazinin sentezi icin uygun sicakigi 30°C olarak
belirlemislerdir [91]. K12 izolati bir Bacillus tlrldur (Bacillus subtilis). Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology’e goére Bacillus subtilis mezofilik bir
bakteridir ve bu nedenle de bakterinin 30°C yiiksek tireme gdstermesi beklenen bir
sonugtur [92]. Mezofilik karakterli bakterilerin optimal Ureme gdsterdikleri sicaklik
dereceleri 20-45°C arasindadir [93].

Benzer olarak atik sulardan izole edilen Bacillus megaterium igin uygun sicaklik
37°C olarak saptanmistir [94]. Cesitli arastiricilar fitaz enzimini funguslardan
Aspergillus niger 11T53A9 tiriinden elde etmis ve sentez icin uygun sicakhigi 30°C

olarak saptamislardir [95].
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Sekil 4.7. Fitaz sentezi igin uygun inkiibasyon sicakligi
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4.5.5. Fitaz Sentezi igin Uygun pH Degeri

Bolum 3.4.5'te bahsedildigi gibi fitaz sentezi igin uygun pH degerinin saptanmasi
amaciyla yapilan deneylerde uygun pH degeri pH 7.0 olarak belirlenmistir
(Sekil.4.8). Yapilan calismalarda, bakteriyal kdkenli fitaz enziminin sentez igin
uygun pH degeri 5.5-7.5 arasinda degismektedir. Bacillus turt bakterilerin pH
degeri ise g¢ogunlukla pH 6.0-7.0 arasinda degismektedir [96]. Calismamizda
kullanilan Bacillus K12 izolati igin pH 7.0 en uygun pH degeri olarak
degerlendirilmigtir. Fungal fitazlarda ise pH degeri 4.0-5.5 arasinda degismekle
birlikte nadiren de olsa pH 6.0 degerlerinin, fitaz sentez i¢in uygun oldugu fungus
turleri de mevcuttur . Satyanarayana ve Vohra 2002 Pichia anomala ile yaptigi
calismada uygun pH dederi 4.0 olarak bildirilmistir [97]. Lei ve ark. Aspegillus niger
fitazinda yaptiklari calismada uygun pH degerini 2.5 olarak belirtmislerdir [98].
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Sekil 4.8. Fitaz sentezi igin uygun pH degeri
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4.5.6. Farkli Karbon Kaynaklarinin Fitaz Sentezi Uzerine Etkisi

Fitaz sentezi icin uygun karbon kaynagini saptamak amaciyla maltoz, glukoz,
nisasta ve laktoz kullanilmistir. Ureme ve fitaz sentezi i¢in en uygun karbon

kaynaginin glukoz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).

Cesitli arastiricilar (Kumar ve ark. 2011) Bacillus subtilis ekstraseluler fitazi i¢in en
uygun karbon kaynagini glukoz olarak tespit etmiglerdir [84]. Hosseinkhani ve ark.
fekal drneklerden izole edilen Pseudomonas sp. ekstraselller fitazi igin yaptiklari
calismada en uygun karbon kaynaginin glukoz+sukroz karigimi olarak rapor
etmiglerdir [85]. Bilindigi gibi glukoz gibi organik karbon kaynaklarinin biyolojik
oksidasyonu ile bakteri hiucresinin biyosentetik veya asimilator reaksiyonlari igin
gerekli ATP veya daha basit organik veya inorganik bilesenler uretmesi
heterotrofik metabolizma olarak tariflenmektedir [100]. Bacillus cinside heterotrofik

metabolizma gosterdiginden bulgumuz uyumlu olmaktadir.
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Sekil 4.9. Fitaz sentezi igin uygun karbon kaynagi
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4.5.7. Farkh Azot Kaynaklarinin Fitaz Sentezi Uzerine Etkisi

Fitaz sentezi i¢in besiyeri igerigindeki uygun azot kaynagini saptamak amaciyla 4
farkli azot kaynadi (NHsNO3; maya 6z0tl, pepton ve NaNO3) kullaniimig ve
NH4NO3'In en uygun azot kaynagi belirlenmigtir (Sekil 4.10). Azot DNA, RNA ve
proteinler gibi birgok organik molekulin temel bilesenidir. Ana azot deposu %79
azot gazi bileseni ile havadir. Ancak havadaki azot gazi canlilarin kullanimi igin
uygun degildir. Canli blinyesinde azot amonyum, Ure ya da nitrat gibi yapilar
halinde kullaniimaktadir. Havadaki azot Rhizobium gibi bitkilerle simbiyotik olarak

yasayan bakteriler tarafindan gergeklestiriimektedir [ 101;102].

Kumar ve ark. Bacillus megaterium fitazi icin uygun azot kaynagini NHsNO; olarak
belirtmiglerdir [82]. La luz mora ve ark. volkanik topraktan izole ettikleri suslarin

fitaz Gretimi icin uygun azot kaynaginin pepton olarak belirtmislerdir [103].
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Sekil 4.10. Fitaz sentezi icin uygun azot kaynagi
4.6. intraseliiler ve Ekstraseliiler Enzim Uretimi

Kati besiyerinde fitaz pozitif olarak degerlendirilen suslar arasindan segilen potent
sus Cizelge 3.3.'de belirtilen enzim Uuretim ortamina Mc Farland No:0.5

bulanikligina kullanilarak inokule edilmigtir.
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30°C’de 72 saat calkalamali inkibatorde inkibe edildikten sonra 11000 rpm’de
+4°C'de 5 dakika santrifije edildikten sonra slipernatant ve g¢okelti kismi
ayrilmistir. Sipernatant kismi ekstraselller enzim aktivitesi belirlenmesi igin ¢okelti
kismi ise intraselller enzim aktivitesi belirlenmesi igin kullaniimistir. Yapilan
Olcimlerde kayda deger bir intraselller enzim aktivitesine rastlaniimadigi igin
deneylerin devami ekstraselliler enzim aktivitesi Uzerinden devam etmigtir.
Ekstraselller enzim aktivitesi 6lcimu icin daha 6nce belirtildigi gibi inklbe edilen
ve daha sonra santrifije edilen supernatant kismi kullaniimigtir. Ekstraselller
enzim aktivitesi spektrofotometrede 700 nm'de Olgulmustar. Calismalar
ekstraseluller fitaz aktivitesi Gzerinden devam edilmigtir.

Yapilan g¢alismalarda farkh mikroorganizmalardan ekstraselller ve intraselller fitaz
enzimi elde edilmistir. Powar ve Jagannathan Bacillus subtilis’ te ekstraseluler fitaz
enzimi varhgini goéstermislerdir. Yoon ve ark., Enterobacter sp.4'te ekstraselller
fitaz enzimi elde ederken, Howson ve Davis Aspergillus tirlerinden Aspergillus
ficuum, Aspergillus niger, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor ve
Aspergillus wentii' de ekstraseluler fitaz varligini tespit etmislerdir. Fitazlar bazi
mikroorganizmalarda ise intraselller Ozellikte bulunmaktadir. Greaves ve ark.
Aerobacter aerogenes'te intraselller fitaz enzimi varhdini tespit etmiglerdir.
Greiner ve ark. E.coli'de, Irving ve ark ise Pseudomonas sp.'de intraseluler fitaz

varhgini tespit etmiglerdir [104].

Aktivite hesabur:
Enzim aktivitesi =W x V x 1000
VEX t XM
W: Aciga cikan fosfat miktari (OD7oo/ Standart grafikten elde edilen egim)
VEe: Enzim hacmi
V: Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi
T: Reaksiyon suresi

M: Fosfor’'un atom agirhigi (30.974 g/mol)
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4.7. Enzim Aktivitesine Etkili inkiibasyon Kosullari

4.7.1. Fitaz Aktivitesi igin Uygun pH Degeri

Ekstraselller fitazin aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi igin pH 3.0-10.0
arasinda degisen farkli pH degerlerinde 6lgim yapilmis ve enzimin bagil aktivitesi
hesaplanmigtir. Yapilan Olgimlerde enzim aktivitesinin pH 3.0'de bagil aktivite
%15 iken pH 6.5'da en yuksek absorbans degeri ile %100 olarak hesaplanmigtir.
pH 7'de aktivite kaybi ¢ok fazla gézlenmezken pH 7'den sonra aktivite kaybi
gozlenmistir. Bu nedenle optimum pH degeri pH 6.5 olarak alinmaktadir. Fitaz
pozitif sugsun pH araligina baglh aktivite grafigi Sekil.4.11.'te gosterilmektedir.
Cesitli arastiricilar  tarafindan yapilan c¢alismalarda farkli sonuglar elde
edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Bacillus tarlerinin genellikle nétr ya da alkali
pH' da optimum fitaz aktivitesi gdéstermektedir [105]. Kumar ve ark., yaptiklari bir
calismada ekstraselller fitaz aktivitesi igin optimum pH degerini Bacillus subtilis
icin pH 6.0- 6.5, Bacillus amyloliquefaciens igin pH 7.0-7.8 ve E.coli i¢cin pH 5.0
olarak bulmuslardir [84]. Walsh ve ark. Rhizopus oligoporus ATCC 22959

ekstraselller fitaz aktivitesi igin optimum pH degerini 5.5 olarak bulmuslardir [106].
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Sekil 4.11. Ekstraselller Fitaz Aktivitesi icin Uygun pH Degeri
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4.7.2. Fitaz Aktivitesi igin Uygun Sicaklik Degeri

Ekstraseluler fitaz igin uygun sicakhgin saptanmasinda 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100°C’lik sicakliklar segilmistir. Enzimin olgimleri yapilip ve degerler bagil
enzim aktivitesi olarak hesaplanmistir. Ekstraseliiler olan bu enzim 60°C'de en
yilksek absorbans degerini vermis ve bu deger %100 kabul edilmistir. 60°C'den
daha yuksek sicakliklarda aktivitede dusus gozlenmistir (Sekil.4.12). Bu nedenle
optimum sicaklik degeri 60°C olarak kabul edilmektedir.

Yapilan arastirmalarda fitaz enziminin ¢ok farkl sicaklik derecelerinde aktif oldugu
belirlenmistir. Tran ve ark., Bacillus Sp. MD.2 susunun sicaklik optimumunu 70°C
olarak bulmuslardir [107]. Bacillus turlerinde optimum sicaklik degeri degismekle
birlikte genellikle 50-70°C arasinda degismektedir. Kim ve ark., Bacillus
amyloliquefaciens'te yaptiklari calismada ekstraseliiler fitazin 80°C termal
stabilitesini 42 dakika olarak belirtmistir [81]. Tong ve ark. Aspergillus ficuum NTG-
23'de fitaz icin optimum sicak degerini 67°C olarak belirtmistir [108].

Ali ve ark. topraktan izole edilen Streptomyces'in iki farkl tlrd igin optimum
sicaklik derecesi 37°C ve 55°C olarak belirtmislerdir [109].
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Sekil 4.12. Ekstraseluler Fitaz Aktivitesi icin Uygun Sicaklik Degeri
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4.7.3. Fitaz Aktivitesi Uzerine Enzim-Substrat Oraninin Etkisi

Bolim 3.6.3'te bahsedildigi gibi enzim-substrat oraninin enzim aktivitesi Uzerine
etkisi belirlemek amaciyla yapilan deneyler sonucunda, 100 ul enzim 900 ul
substrat oraninin en yuksek fitaz aktivitesinin goértldigu oran olarak belirlenmigtir
(Sekil.4.13). Yapilan calismalarda arastiricilar Bacillus sp.'den elde ettikleri
ekstraseluller fitaz aktivitesi belirlemek i¢in 0.1 ml enzim 0.9 ml substrat oranini en
uygun oran olarak belirtmiglerdir. Sreedevi ve ark. yaptiklari ¢galismalarda Bacillus
subtilis'in Urettigi ekstraselller fitaz enzimi aktivitesi i¢in yine ayni orani en uygun
enzim-substrat orani olarak belirtmislerdir [91]. Diger bir¢ok calismada enzim-
substrat konsantrasyonu farklilik gostermekle birlikte siklikla kullanilan oranlar 100
Ml enzim+900 pl substrat, 250 pl enzim+750 ul substrat olacak sekildedir.
Calismamizdan elde edilen sonucun yapilan calismalarla enzim aktivitesi igin

kullanilan substrat- enzim oranlarina uygunluk gosterdigi gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Fitaz aktivitesine etkili uygun substrat miktari

4.7 4. inhibitér ve Divalent Katyonlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim inhibitdru olarak EDTA, metal iyonlari olarak MgCl,, CuCl,, CaCl,, ZnCl, ve
CoCl; kullaniimigtir. Enzim ve ¢dzelti karisiminin son konsantrasyonu 1 mM (1 L
cozelti ve 99 pL enzim) ve 5 mM (5 uL ¢ozelti ve 95 pL enzim) olacak sekilde
hazirlandiktan sonra 1 saat 37°C’de 6n inklbasyon iglemi gergeklestiriimistir.
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Optimum pH ve optimum sicaklikta degerlerinde relatif olarak aktivite tayini

yapilmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. EDTA ve Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesine etkisi

Kullanilan inhibitér ve lyonlar | 1mM Konsantrasyon | 5mM Konsantrasyon
(Aktivite yuzdesi) (Aktivite Yluizdesi)

Kontrol 100 100

EDTA 78 74

MgCl, 80 69

CuCl, 69 60

CacCl, 95 107

ZnCl, 68 65

CoCl, 79 70

Calismamizda cesitli metal iyonlarinin ve EDTA'nin fitaz enzim aktivitesi Uzerine
etkisinin saptanmasi amaglanmaktadir. Bu baglamda enzim ortamina farkh
konsantrasyonlarda (1mM ve 5 mM) cesitli metal iyonlari ve EDTA ilave edilmistir.
Calismamizda EDTA' nin TmM'lik ¢ozeltisinin ekstraseliler fitaz enzim aktivitesini
Metal

iyonlarinin enzim Uzerine olan etkisinin arastirldigi c¢alismamizda CaCl,'Un

%22, 5mM'lik c¢Ozeltisinin ise %26 oraninda azalttigi saptanmistir.
1mM'hk ¢ozeltisinin aktivitede %5 oraninda azalmaya yol agtidi ancak bu sonucun
aksine 5 mM'lik c¢o6zeltisinin ise aktivitede %7'lik bir artisa neden oldugu
gorulmektedir. CuCl,'Un 1TmM'lik ¢Ozeltisinin enzimin aktivitesini %31, 5 mM'hk
¢Ozeltisinin de %40 oraninda azalttigi belirlenmistir. Benzer olarak MgCl, TmM 'hk
cozeltisinde %20, 5 mM'lik ¢dzeltisinde %31'lik, ZnCl, ‘Gn 1 mM'hk ¢ozeltisinde
%32, 5 mM'ik c¢ozeltisinde %35, CoCl, 1mM'lik ¢dzeltisinde %21, 5 mM'lk
¢Ozeltisinde de %30 oraninda aktivite kaybi belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Yapilan calismalarda, fitaz enzimi aktivitesininde metal iyonlarinin ve EDTA'nin
farkh etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Kerouvo ve ark. yaptiklari bir ¢alismada
Bacillus subtilis VTT E-68013 susundan elde ettikleri fitaz enziminin aktivitesi ya

da stabilitesi i¢cin CoCl, 1mM'lik ¢ozeltisi %21, 5 mM'lik ¢bzeltisi %30 oraninda
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Ca'? iyonuna ihtiyac duydugu belirtilmistir. Ancak ayni ¢alismada EDTA' nin fitaz
enzimini inaktif hale getirdigi bulunmustur. Enzim aktivitesindeki bu kaybin
konformasyonel degisiklik nedeniyle oldugu dustnulmektedir. Cinkl holoenzimin
sirkler dikromik yapisi ile metal- bagli enzimin yapisi farklidir. Bu nedenle enzimin
yeniden aktif hale gegcmesi icin ortama Ca*? iyonu eklenmistir. Bdylelikle enzimin
konformasyonel vyapisi yeniden duzenlenebilecek hale gecmistir [110].
Calismamizda da bu bulguya uyumlu olarak sadece CaCl,' Gn 5mM'Ik
konsantrasyonunun enzim aktivitesi Uzerinde olumlu etkide bulundugu
gosterilmektedir. Ayrica arastiricilar Ba*?, Cd*?, Co*?, Cr*®, Cu*?, Hg™? ve Mn*? gibi
metal iyonlarinin inhibitdrik etkiye sahip olduklarini géstermislerdir [81]. Ote
yandan insektisitlerin de fitaz enzim aktivitesinde azalmaya yol actigi gosterilmis
ve Perna ve ark.'larin yaptigi bir calismada atrazin, liuron, diuron herbisitleri ve
crytoxiphos, phosphamidon, dichlorovos insektisitlerinin inhibitorik etkisi oldugu
goOsterilmigtir  [111]. Cesitli g¢alismalarda EDTA'nin  inhibitorik  etkisine
rastlanmaktadir. Kim ve ark. topraktan izole ettikleri Bacillus sp. KHU-10 cinsinde
1mM EDTA ¢dzeltisinin enzim aktivitesini %90 oraninda inhibe ettigini bulmuslardir
[81]. Nakaromi ve ark. topraktan izole ettikleri Klebsiella oxytoca MO-3 Na, Fe ve
Zn iyonlarin enzim aktivitesini inhibe ettigini goézlemlemis ancak EDTA'nin
herhangi bir inhibisyon etkisine rastlamamistir [112]. Bulgularimiz yukaridaki

bilgilere uyumluluk saglamaktadir.

4.8. Fitaz Enziminin Kismi Olarak Saflastiriimasi

Bolim 3.5.2.'de belirtildigi gibi ¢okelti kismi ayrilmis sipernatant Whatman No:1
kagidindan gegcirildikten sonra toplam hacmin %70’i etil alkol olacak sekilde
%96’llk soguk etanol eklenmis ve slispansiyon -20°C'de 1 gece boyunca
bekletilmigtir. Alkol sispansiyonu 11000 rpm'de +4°C’de 10 dakika santrif(j
edildikten sonra c¢oOkelti halinde konsantre olmus enzim pH’si 5.5 olan 0,1 M
sodyum asetat tamponunda ¢ozulerek fitaz aktivite analizlerinde kullaniimak tzere

+4°C’de saklanmistir.
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4.8.1. Enzim Aktivitesinin Tanimlanmasi
Kismi saflastirilan enzimle yapilan c¢alismalar sonucunda 1 uUnite fitaz enzimi
aktivitesi 2 mM sodyum fitattan 60°C'de pH 6.5'da 1mM fosfat aciga cikaran

miktari olarak tarif edilmistir.

4.9. SDS-PAGE Yéntemi ile Enzimin Molekiiler Agirliginin Saptanmasi

Fitaz enziminin molekuler adirhginin saptanmasi amaciyla %10’luk SDS-PAGE
kullaniimistir. Protein marker olarak New England Biolabs Prestain Protein Marker
7-175 kDa® kullaniimigtir. SDS-PAGE jel elektroforezinde orneklerin yurutulmesi
sonucunda kismi saflastirilan enzimin yaklasik olarak 17 kDa ve 25 kDa olan
birbirinden bagimsiz iki ayri bant elde edilmistir (Sekil.4.14.) [90].

Chadha ve ark. tarafindan Bacillus laevolactus‘dan elde edilen fitaz %10 SDS-
PAGE jelde yurutilmus ve 41 ve 46 kDa'luk iki farkh bant gozlemlenmistir [113].
El-Toukhy ve ark. Bacillus subtilis MJA susunun %12'lik SDS-PAGE jel
elektroforezinden yaklasik 38 kDa molekuler agirhginda bir bant elde etmislerdir
[114]. Satyanarayana ve ark. Pichia anomala fitazini %10'luk SDS-PAGE jelde
yuritmis ve 64 kDa'luk tek bir bant elde etmistir [98]. Quan ve ark. ise
Cladosporium sp. fitazinin SDS-PAGE analizinde yaklasik olarak 32.6 kDa'luk bir
bant elde etmiglerdir [115]. Chen ve ark. Pichia pastoris fitazindan ise 45 kDa'luk
tek bir bant elde etmiglerdir [116]. Sdeerevi ve Reddy Bacillus subtilis C43
susunun SDS-PAGE jel elektroforezinde vyaklasik 55 kDa'luk tek bir bant

goruantilemiglerdir [91].

Yukarida da belirtildigi gibi fitaz enzimi SDS-PAGE ile elde edildigi kaynaga bagl
olarak bazen bir bazen ise iki bant gostermektedir. Bu durum enzimin iki veya tek
alt birimli olugsunun bir sonucudur. Calismamiz da SDS-PAGE jel elektroforezinde
iki bant gorulmesi izole ettigimiz Bacillus subtilis K12 sugunun fitaz enziminin iki alt

birimden olustugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14. a. Protein markerinin kDa aralidi b. Fitaz enziminin SDS-PAGE

sonucu

Ozetle;

% Calismamizda ahir ve kumes bodlgesinden alinan 12 farkh toprak
orneginden izole edilen 32 adet mikroorganizmanin 10 adeti fitaz pozitif
olarak belirlenmistir.

s Fitaz pozitif 10 susun icerisinden sodyum fitatli kati besiyerinde en genis
zon gapini veren sus K12 secilerek deneylerin devaminda kullaniimigtir.

s Segilen bu susun 16S rRNA analizine gore tura Bacillus subtilis olarak
belirlenmistir.

s Fitaz enzimi sentezi i¢in uygun kosullarin saglanmasi amaciyla yapilan
deneylerde;

e Calkalamali inkiibasyonda daha fazla enzimi uretildigi,
e 150 rpm calkalama hizinin enzim sentezi i¢in en uygun c¢alkalama
hiz

e 72 saatin en uygun inkubasyon suresi,
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30°C'nin en uygun inkiibasyon sicaklii,

En uygun pH degerinin pH 7.0,

En uygun karbon kaynaginin glukoz,

En uygun azot kaynaginin ise amonyum nitrat (NH;NO3) oldugu

belirlenmistir.

s Optimize edilmis kosullarda duretilen fitaz enzim aktivitesi icin yapilan

deneyler sonucunda reaksiyon ortaminda;

Fitaz aktivitesi icin en uygun pH 6.5,

En uygun sicaklik 60°C,

Enzim-substrat oraninin aktivite Gzerine etkisine bakildiginda ise
yuksek aktivite icin en uygun oran 100 ul enzim 900 pl substrat
orani,

Divalent iyonlarin ve EDTA'nin enzim aktivitesine etkisine
bakildiginda; MgCl,, CuCl,, ZnCl, ve CoCl, ¢ozeltileri ve EDTANIN
aktivite kaybina neden oldugu,

CaCl, c¢ozeltisinin aktiviteyi artirici yonde etkisi oldugu tespit

edilmistir.

s SDS-PAGE jel elektroforezi sonucunda yaklasik 25 ve 17 kDa'luk iki farkli

bant goruntusu elde edilmigtir.

% Bu durumda topraktan izole edilen Bacillus subtilis K12 susunun optimum

kosullarda Uretilen ekstraselller fitaz enzim aktivitesi Bolum 4.6.'da belirtilen

formule uygun sekilde hesaplanmis ve 0,846 U/ ml olarak belirlenmisgtir.

Tarim ve hayvan yem endustrisinde yer alan enzimler arasinda bulunan fitaz

enziminin dogal kaynaklardan eldesi amaciyla yapilan ¢alismalara oldukga siklikla

rastlanmaktad

Ir. Bu baglamda c¢alismamiz, yeni bir fitaz enzim kaynagi eldesi

arastirmalarina baslangi¢ olarak degerlendirilmelidir.
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EK-1
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Biospeedy DNA izolasyon Kiti (Bioeksen, Turkiye)

kullaniimistir. Kit protokoll asagidaki gibidir.

1.

Bir mikrosantrifij tipine 600 pl Pargcalama Tamponu (%2 CTAB-
hexadecyltrimethylammonium bromide-, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA,
1.4 M NaCl) eklenmis, daha sonra kati besi yerinden alinan yaklasik 200 mg

bakteri kolonisi tamponun igine birakiimistir.

Numunenin homojenizatorde 2 dakika, 6000 rpm’de homojenizasyonundan
sonra 95°C’de 10 dk inkibe edilmisgtir.

Tap 14000 rpm’de 1 dakika santriflij edilmis ve elde edilen Ust sivi yeni bir
tupe transfer edilmistir. Elde edilen Ust sivi hacmi kadar isopropanol, Ust sivi
hacminin 2 kati kadar Baglama Tamponu (6.75M Guanidinium thiocyanate,

15mM Tris-Cl pH 8.0) eklenmis ve vorteksle karistiriimigtir.

Karisim DNA Kolonu’'na eklenmis, 14000 rpm'de 1 dakika santriflij edildikten

sonra alt sivi atilmistir.

Kolona 500 pl inhibitdér Eleme Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH
6.6, %40 EtOH) eklenmis, 14000 rpm'de 1 dakika santrif(ij edilmis ve alt sivi

atilmistir.

Kolona 500 pl Yikama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80%
v/v Ethanol) eklenmis, 14000 rpm'de 1 dakika santrifij edilmis ve alt sivi

atilmistir. Bu adim iki defa daha tekrarlanmistir.

Kolonun 14000 rpm'de 1 dakika bos santrifilj edildikten sonra steril yeni bir
mikrosantriflj tipe yerlestiriimis, 100 pl Céztcli Tampon eklenmis, 1 dakika
oda sicakliginda inktube edilmis, 14000 rpm'de 1 dakika santriflj edilmis ve
DNA izolati elde edilmistir.

Elde edilen DNA -20°C’de saklanmigtir.
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Gergek Zamanh PCR (Q-PCR)

Q-PCR icin Biospeedy Bakteriyel Cesgitlilik Calisma Kiti (Bioeksen, Turkiye)
kullaniimistir. Kit bakteri 16S rRNA’sinin, Escherichia coli numaralandirmasiyla 8-
1522 bazlari arasini hedefleyen 5-AGAGTTTGATC(CA)TGGCTCAG-3’ ve geri 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ primerlerini icermektedir.

Batlun reaksiyonlarda Roche Light Cycler Nano (Roche Diagnostics, Almanya)
kullaniimistir. Reaksiyon 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon
Tamponu, 0.1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x EvaGreen, 5 ng/ul kalip DNA
ve her bir primerden 0.5 uyM icermektedir. Cihazda, primer giftine 06zgu
optimizasyonu saglanmigtir. Tablo 1'de verilen Is1 donglsu programi
uygulanmigtir. Q-PCR sirasinda sadece istenilen Grinun ¢ogaltildigini belirlemek
icin 55°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi yapiimistir. Q-PCR datalari Roche
LightCycler NanoSoftware® 1.0’da analiz edilmigtir.

Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi igin Bioeksen firmasindan hizmet alinmigtir. Elde edilen bakteriyel
amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle, ABI prism Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® kullanilarak, ABI Prism 377 DNA
Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir. Dizi analizi hem ileri, hem
de geri primerler kullanilarak, cift yonli gergeklestiriimistir. Elde edilen diziler
4peaks yazihmi (http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile analiz edilmistir.
Dizilerin DNA Data bankasinda en c¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) programi kullanilarak belirlenmisti. DNA data

bankasindaki mevcut dizilere %97 ve Uzeri benzerlik gosteren diziler, benzer
dizilime sahip organizma ile ayni tur olarak kabul edilmistir. %70-97 arasinda
benzerlik gosteren tirler ise, hem morfolojik 6zellikleri hem de 16S rRNA’larinin en
cok benzedigi organizma g6z Onitne alinarak siniflandiriimigtir. Bilinen bakteri
turlerine  70%‘den az benzerlik gosteren tarler siniflandirimamis olarak
listelenmistir. DNA data bankasinda mevcut dizilere %100’den daha az benzerlik

goOsteren diziler DNA data bankasina eklenmistir.
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Tablo 1. Isi dongusiu Programi

Tespit Formati

Reaksiyon Hacmi

SYBR Green 20 ul
Programlar
Program ismi Dongu Analiz

Sayisi Modu
On-inkiibasyon 1
Cogalma 35 Sayim
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1
Sicakhk
Hedefleri
Hedef (°C) okiima Bekletme Hiz Okuma

Modu (hh:mm:ss) (°C/s) (°C basina)
On inkiibasyon
95 00:10:00 4,8 -
Cogalma
95 00:00:20 4.8 -
53 00:00:20 2,5 -
72 Tek 00:00:25 4,8 —
Erime Egrisi
95 00:00:05 - -
65 00:01:00 - -
98 Suarekli — 1 10
Soguma
40 Tek 00:00:10 2,5 -
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