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TERMOFILIK Geobacillus sp. TF16 SUSUNDAN FiTAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE DOGAL BIR BESIN
KAYNAGINDAKI FITATI PARCALAMA ETKINLIGININ INCELENMESI

Emre DOKUZPARMAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
2015, 69 Sayfa

Bu calismada endiistriyel 6nemi olan fitaz enzimi yeni tanimlanmis bir termofilik bakteri
tiri olan Geobacillus sp. TF16’dan amonyum siilfat ¢oktlirmesi, iyon degisim
kromatografisi teknikleri ile 4,93 kat saflastirildi. Saflastirilan enzim SDS-PAGE ile analiz
edildiginde 106,04 kDa molekiil agirligima sahip tek bir protein bandi tespit edildi.
Saflagtirilan enzim sodyum fitat substrat1 varliginda 85 °C’de pH 4,0’de optimum sicaklik
ve pH’ya sahip oldugu ve optimum pH degerinde enzim 4, 37 ve 85 °C’de 24 saat sonunda
aktivitesini yaklagik olarak %80 nin iizerinde korudugu tespit edildi. Fitaz enziminin 1sil
kararlilig1 incelendiginde, 4 °C’de 24 saat sonunda ve 37 °C ve 85 °C’de 4 saat sonunda
aktivitenin biiyiik oranda korundugu tespit edildi. Sodyum fitat substrati i¢in enzimin
Kinetik parametreleri olan Viyas Ve Ky, degerlerinin sirasiyla 526,28 U/mg ve 1,31 mM
oldugu hesaplandi. Metal iyonlarinin varhi§inda enzim aktivitesinin biiylikk oranda
korundugu, Cu?* mevcudiyetinde aktivitenin 5 kat artizi, EDTA mevcudiyetinde ise
kismen azaldigi tespit edildi. Proteaz enzimleri varliginda Geobacillus sp. TF16 fitazinin
%62 oraninda aktivitesini korudugu saptanmistir. Geobacillus sp. TF16 fitazinin soya siitii
fitatin1 parcalama etkinligi incelenerek 4 saat sonunda fitaz enzimi yaklasik %20 oraninda

hidrolizleme yetenegine sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Fitaz, Saflastirma, Karakterizasyon, Geobacillus sp. TF16
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Master Thesis
SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PHYTASE FROM Geobacillus sp.
TF16 AND INVESTIGATION HYDROLYSIS OF SOYMILK PHYTATE

Emre DOKUZPARMAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Dog, Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
2015, 69 Pages

In this study, phytase was purified from Geobacillus sp. TF16 by using ammonium sulfate
precipitation and DEAE ion exchange chromatography. Phytase enzyme was purified 4.93
fold by chromatography techniques. The purified enzyme was determined as a single band
106.04 kDa on SDS-PAGE. Temperature and pH optimums of purified enzyme were found
to be 85 °C and 4.0, respectively. The enzyme activity is preseved approximately %80 after
24 hours incubation at 4 °C, 37 °C and 85 °C. In the study of thermal stability, enzyme
activity was conserved approximately %60-80 at 4 °C after 24 hours and at 85 ° C and 37
°C after 4 hours. Sodium phytate as a substrate Vimax and Ky, values were calculated as
526.28 U/mg and 1.31 mM, respectively. Additionally, it was detected that some metal
ions affect the enzyme activity at different ratios. In the presence of EDTA, enzyme
activity was inhibited slihtly. In the presence of proteases, it is conserved the activity
approximately %62 at 37 °C after 1 hour incubation. The enzyme hydrolized
approximately %20 of soymilk phtate at 85 °C after 4 hours.

Key Words: Phytase, Purification, Characterization, Geobacillus sp. TF16
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1. GIRIS

Biyokatalizorler canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 katalizler. Bu
biyomolekiiller farkli bilimsel ve teknolojik alanlarda kullanilmaktadir. Bunlardan biri de
gida ve yem katki maddesi olarak gidalarin veya yemlerin islenmesi esnasinda bazi
enzimlerin siklikla kullanilmasidir. Ozellikle gida endiistrisinde; et, sebze, meyve, siit, firm
tiriinleri ve igeceklerin islenmesinde, yem sanayinde ise ciftlik hayvani yemi ve balik
yemlerinde alfa-amilaz, fitaz, glukoz izomeraz, beta-glukozidaz, glukanaz, pullunaz,
proteaz gibi enzimler kullanilmaktadir. Kullanilan mevcut enzimler 6zellikle ekstrem
sartlara dayanikli ve mikroorganizma orijinli olanlardir (Porta vd., 2010).

Fitik asit bitkilerde fosforun temel depo maddesidir ve ozellikle tahil, baklagil ve
yagli tohumlarda fazlaca bulunmaktadir. Fakat bu gidalar yiiksek fitat igeriginden dolay1
anti-besinsel ozellik kazanmaktadirlar. Ciinkii fitat insanlar ve monogastrik hayvanlar
tarafindan sindirilemez. Sindirilemediginden dolay1 besinsel degerinden yararlanilamaz,
sindirim sisteminde istenmeyen bir durum olarak proteinleri ve bazi1 mineralleri baglayarak
emilimlerini de engeller. Fitaz enzimi, fitatin daha az fosforillenmis inositol fosfatlara ya
da bazi durumlarda inositole sirali hidrolizini katalizleyen fosfataz sinifi enzimdir. Boylece
fitatin yapisindaki inositol ve organik fosforun, ayrica selat yapmis iyonlarin agiga
cikmasini saglar. Bu da 6zellikle tahil ve hububat orijinli besinlerin veya gida katkilarinin

besinsel degerinin artmasini saglar.

1.1. Enzimler

Eski c¢aglarda enzim uygulamalarinin 6nemi bilinmemesine ragmen, yiyecek ve
icecek tiretimi gibi bircok alanda enzimlerden faydalanilmistir. Enzimlerin yiiz yili askin
bir siiredir bilinmesine karsin enzimoloji ve enzim teknolojisi 6zellikle son 30 yilda
gelisme gostermistir. 19. Yizyilda baslayan enzim caligmalar1 20. yiizyilda hizlanmis ve
tireaz ve pepsin enzimleri, kristalize edilebilecek derecede saflastirilan ilk proteinler
olmustur. Enzimler biyolojik katalizorlerdir ve bu kompleks molekiiller yasamin
devamliligi i¢in gerekli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlerler. Biyokimyasal

reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diislirerek hizlanmasin1 saglayan enzimler, yliksek


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%9Creaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pepsin
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kristalizayon&action=edit&redlink=1

katalitik aktivite, secicilik, spesifiklik gibi Ozelliklere sahip miikemmel diizenlenmis
yapilardir. Bu davranislar1 inorganik katalizorlerle karsilastirildiginda, enzimlerin yiliksek
sicaklik ve basinglara gerek duymadan da katalitik etki gosterdigi gbzlenmistir. Normal
sicaklik ve basing altinda, enzimlerin sulu c¢ozeltiler igerisinde c¢ok iyi katalitik etki
gostermeleri, enzimlerin ticari ve endiistriyel olarak biiylikk Oneme sahip olmasini
saglamistir.

Smirl secicilik gosteren kimyasal katalizorlerin aksine enzimlerin ¢ogu spesifiktir.
Bir enzimin aktif bolgesi genellikle ¢ok iyi organize olmus ve ii¢ boyutlu yap1 kazanmis 3-
12 amino asit kalintisindan olusur. Enzimin aktif bolgesi o enzimin katalitik merkezidir ve
bu alan substrata kars1 yiiksek ilgiye sahiptir. Bu amino asit kalintilar1 kimyasal ve i
boyutlu yapis1 geregi, substrat molekiilii lizerindeki bazi gruplarin komplementeri
durumundadirlar. Bu sebepten, enzim substratina dogru bir yonelim ile baglanmak
zorundadir. Aksi halde reaksiyon ger¢eklesemez. Bir enzim substratina uygun bir sekilde
baglandiginda, substrati {iriine doniistiirmek tizere katalizler (Stryer vd., 2005).

Enzimatik islemlerde protein miktarindan ziyade aktivite miktar1 dikkate alinarak
Olglim yapilir. Enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢in her birim zamanda olusan iriiniin veya
kaybolan substratin miktarinin 6l¢iilmesi gerekir. Genellikle bu 6l¢iim olusan tiriin miktari
hesaplanarak gerceklestirilir. Enzimlerin 6l¢ii birimi olan enzim initesi (U) tanimi ise;
optimum sartlarda 1 dakikada 1 pmol substrati iiriine doniistiirebilen enzim miktari olarak
tanimlanir.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlara etki eden faktorler asagida siralanmistir;

e Ortam pH’1nin etkisi,

e Sicaklik,

e Enzim konsantrasyonu,

e Substrat konsantrasyonu,

e Siire,

e Aktivator/inhibitorlerin varligi,

e Reaksiyon iirlinleri,

e Ortamdaki iyonlarin varligi,

e Organik ¢oziicli ve deterjanlarin varlig

Gilintimiizde enzimler farkli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Endiistride enzim
kullaniminin avantajlari asagida siralanmustir;

e Dogal kaynakli ve toksik olmamalari,



e Yiiksek spesifiklige sahip olmalari,

o Iliml sartlarda (n6tral pH ve oda sicaklikligi gibi) ¢ok iyi ¢alismalari,

e Kullanilan enzim miktari, sicaklik, pH ayarlanarak reaksiyon hizi ve oraninin

ayarlanabilir olmast,

e Istenildiginde ¢ok kolay inaktif hale getirilebilmeleri,

e Yiiksek iriin kalitesi, diisik maliyet ve daha az kayip ile reaksiyonlar

gerceklestirmeleri.

Enzimler kagit endiistrisi, nisasta, deri isleme endiistrisi, firincilik, deterjan, atik
imha ve tibbi teshis endiistrisi ile farmasatik tiriinler gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Tablo 1°de farkli endiistri kollarinda kullanilan bazi enzimler ve kullanim amaglar

verilmigtir.

Tablo 1. Endiistride kullanilan enzimler ve kullanim alanlar

Glukoamilazlar

Endiistri Alani Kullanilan Enzimler |Enzimin Kullanim Amac1
Proteinaz (%91) Protein temelli lekelerin giderilmesinde
Camasir Lipaz (%6) Kati ve s1v1 yaglarin par¢calanmasinda
Deterjanlar1 Amilaz (%2) Direngli nisasta artiklarini temizlenmesinde
Seliilaz (%1) Asir1 yikama sonrast tilylenmeleri giderilmesinde
Nisasta : Am”aZI?r' . - e
o Amiloglukozidazlar, |Nisastay: glukoza ve diger glukoz suruplarina doniistiirmede
Endiistrisi

e Rennin Peynir iiretiminde
Sut U}unlle.r ! Lipazlar Kiiflii peynirin olgunlagsmasinda
Endiistrisi
Laktazlar Laktozu glukoz ve galaktoza pargalamada
Tekstil Genellikle dokuma kumasindan nigastanin
Endiistrisi Amilaz uzaklastirilmasinda
Amilaz, Mayada bulunan protein ve polisakkaritlarin
Glukanaz,
. pargalanmasinda
Maya Proteinaz
Endiistrisi Proteinaz Biranin bulanikliginin giderilmesinde
Amiloglukozidaz Diisiik kalorili bira iiretiminde
B-Glukanlar Filtrasyon &zelliklerinin artirilmasinda
w-Amilaz E,Tn i'ge'risindeki nisastanin par¢alanmasinda (ekmek
iiretiminde)
Fmr}cﬂ%k. B-Ksilanaz Ekmegin kabarmasinin ve kalitesinin arttirilmasinda
Endiistrisi — - — e
. Un igerisindeki protein miktarinin azaltilmasinda (biskiivi
Proteinaz R
iiretiminde)
D.?“ . Proteinaz (tripsin) | Derinin daha esnek hale getirilmesinde
Endiistrisi
5 B-Ksilanaz Hamurun beyazlatilmasinda
K?glt. . Lipazlar Kagidin yapiskanliginin azaltilmasinda
Endiistrisi - —_— -
Fitaz Fitik asitin giderilmesinde
Yem Fit Fitik asidin pargalanmasi ile fosfat kullanilabilirliginin ve
Endiistrisi iaz hayvan yemlerinin veriminin artirilmasinda




1.1.1. Mikrobiyal Enzimler

Giliniimiizde endiistriyel alanda kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kaynaklidir.
Bununla birlikte ¢ok az bir kismi1 da bitkisel ve hayvansal kaynaklardan saglanmaktadir.
Enzim kaynagi olarak hayvansal kaynaklarin kullanilmasinin daha pahali olmasi ve bitkisel
kaynaklarin da endiistriyel ham madde olarak kullanilmasindan dolay:r endiistri kollarinin
mikrobiyal kaynakli enzimlere yoOnelmesini saglamistir. Enzim kaynagi olarak
mikroorganizmalarin tercih edilmesinin diger nedenleri ise, aktivitelerinin yiiksek olmasi,
bitki ve hayvan kaynaklarina gore daha genis pH ve sicaklik araliklarinda calisabilir
olmalari, yiiksek oranda ve saflikta iiretilebilir olmalaridir. Ozellikle ekstrem pH ve
sicakliklarda enzimlerin aktivite gostermesi endiistri i¢in ¢ok onemlidir (Wiseman, 1987).
Gilinlimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90’1 mikroorganizmalardan
tretilmektedir (Wolfgang, 2004). Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlere &rnek
olarak amilaz, lipaz, seliilaz, ksilanaz gibi karbohidrat pargalayan enzimler, alkalin
proteazlar, diger proteazlar verilebilir.

Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlarina gore dagilimi incelendiginde ise,
%15’inin hayvan yemi endiistrisinde, %29’unun gida sektoriinde ve %56’sinin genel

teknik alanlarda kullanildigi goriinmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004).

1.1.2. Fitat ve Yapisi

Fitazin substrati olan fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hekzafosfat) baklagiller,
tahil, yagl tohumlarda, meyvelerde %1-5 oraninda bulunur. Ozellikle bugday, piring, arpa,
cavdar gibi bitkilerde ve fasulyede bulunur. Fitik asidin tuz formu olan fitat tahil ve
baklagillerde fosforun temel depo formudur ve toplam fosforun %80’den fazlasini igerir
(Laboure vd., 1993). Fitatin biiyiik bir kismi tahil ve baklagillerin tohumlarinda
birikmektedir ve bu oran toplam fosforun %60’dan fazlasin1 olusturmaktadir (Reddy vd.,
1982). Ayrica bir¢ok bitkinin koklerinde, spor ve polenlerinde diisiik miktarlarda fitat

bulunabilmektedir.
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Sekil 1. Fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hekzafosfat)’in yapisi

pH 0,5-9,0 araliginda inositol halkasinin ikinci pozisyondaki karbonuna, bir fosfat
grubunun eksenel pozisyondan, diger bes karbona da fosfat gruplarmin ekvatoryal
pozisyondan baglanmasi ile olusan fitik asidin yapisi sterik olarak kararli hale gelmektedir
(Shamsuddin, 2002). Fitik asit ilk kez bitki tohumlarindan izole edilmis ve kalsiyum,
magnezyum ve fosfor iceren, ancak azot icermeyen organik bir kompleks oldugunu
belirtmistir (Reddy vd., 1982).

Fitat insanlar ve gevis getiremeyen hayvanlar tarafindan sindirilemedigi ve etkin
olarak kullanilamadig1 i¢in bu sistemler i¢in anti-besinsel bir 6ge olmaktadir. Bunun sebebi
bu canli sistemlerinde etkin bir fitaz enzimi iiretimi olmamasidir.

Fitik asidin tuz formu olan fitat, merkezinde myo-inositol halkasindan uzanan alti
fosfat grubundan dolay1 negatif yiiklii bir molekiildiir. Bu 6zelliginden dolayr K, Mg,
Ca?*, Zn®* ve Fe*" gibi katyonlan selatlayici olarak rol oynar. Fitat ile divalent katyolarm
olusturdugu kompleks, normal mide ve bagirsak sistemi pH’larinda (pH 4,0-8,0 arasinda)
¢ozinlrligli en disiik seviyededir. Bu durum, hayvanlar ve insanlarda bu minerallerin
absorbsiyonu ve sindirimini olumsuz etkiler (Raboy, 2001). Bu 6zelligiyle serbest mineral
miktarint diigilirtir ve 6zellikle fitat agirlikli diyetlerde viicutta mineral eksikligine sebep
olur. Ayrica bitkilerdeki fosforun baslica depo kaynagi olan fitat insan ve bazi hayvanlar
tarafindan sindirilemedigi icin igerdigi fosfordan da yararlanilamaz. Ilaveten fitik asit
protein ve amino asitlerin sindirimi lizerinde de negatif bir etkiye sahiptir ve sindirim
sistemi kosullarinda fitat-protein kompleksleri olusturarak pepsin ve tripsin gibi proteolitik
enzimlerin aktivitesini engellemektedir. Biitiin bu sebeplerden dolayi fitat gida ve hayvan
yemlerindeki besin degerini diisiiriicii faktor olarak kabul edilir (Kumar vd., 2010).

Fitik asitin olumlu bir 6zelligi ise serbest demir ile selatlama yapmasidir. Bu 6zelligi

ile dogal bir antioksidan olarak bilinir (Laboure vd., 1993). Son zamanlarda, fitik asitin



kanseri onleyici bir ozellikte olup olmadigi hususunda arastirmalar yapilmis ve bu
aragtirmalarin sonucunda, fitik asitin prostat, gdgiis, pankreas ve kolon kanserlerine karsi
baz1 Onleyici etki gosterdigi ortaya c¢ikmustir. Fakat bunun mekanizmasi heniiz

anlagilamamustir.

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

Fitazlar son yillarda beslenme ve g¢evre kirliliginin azaltilmasi konularinda dikkat
ceken enzimlerden biri olmustur. Fitazlar, bitki tohumlarinda fosfatin temel depo formu
olan fitatin daha az fosforillenmis inositol fosfatlara ya da baz1 durumlarda inositole sirali

hidrolizini katalizleyen fosfataz sinifi enzimlerdir (Sekil 2 ve Sekil 3) (Kerovuo, 2000).

Myo-inositol hekzafosforik asit

Sekil 2. Fitik asitin (A) ve fitik asit selatinin (B) yapisi

Fe2+

POH

HOPO- \)\ _pro. e
H
H OPO\/ / HO
§ - ()P() H: OPO, N Fltaz Ca
— o, / M P + Fe
T POH Ca2* H Zn

OPOH_-
i H

"\
OPO G ™ —qpOsH

Sekil 3. Fitatin, fitaz enzimi ile inositol, fosfat ve diger elementlere hidrolizi (Lei
ve Porres 2003).



Fitat1 parcalayan enzimler IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied
Chemistry and the International Union of Biochemistry) tarafindan iki sinifa ayrilmistir:
Fitatin D3 pozisyonundaki ortofosfati uzaklastiran 3-fitaz (myo-inositolhekzakisfosfat 3-
fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8) ve myoinositol halkasindaki L-6 (D-4) pozisyonundaki
defosforilasyonu saglayan 6-fitaz (myo-inositolhekzakisfosfat 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).

Fitaz enzimi Shieh ve Ware (1968) tarafindan, fitatin hidrolizi sonucu serbest kalan
inorganik fosfattan dolayi, bitki orjinli hayvan yemlerinin degerini arttirmak i¢in, hayvan
yemi katkis1 olarak onerilmistir (Mitchell vd., 1997). ilk ticari fitaz enzimi Natuphos,
Aspergillus niger’den izole edilmis, 10 N-glikolizasyon bdlgeleri ile 80 kDa molekiiler
agirliga sahip ve 1.4 kb DNA fragmenti tarafindan kodlanmis, Aspergillus niger PhyA’dir
(Van Hartingsveldt vd., 1993; Han vd., 1999) ve 1991 yilinda piyasaya ¢ikmustir.

Fitazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan izole edilebilmektedir. Farkl
ozelliklere sahip fitazlar su sekilde kendi igerisinde siniflandirilir; Optimum pH’ya gore
(alkali veya asidik fitazlar), katalitik mekanizmalarin farkina gore (histidin asit fosfatazi
(HAP), B- propeller fitaz, sistein fitaz veya “purple” asit fosfataz), fitat hidrolizinin
stereospesifikligine gore (3- ya da 6- fitaz) olarak gruplandirilir.

Fitazlar genelde 45-60 °C araligindaki sicakliklarda aktivite gdsterir. Fitazlar asidik
pH’lardan alkali pH’lara kadar genis bir aralikta de8isen optimum pH’ya sahiptir.
Mikrobiyal fitazlarin ¢ogu 4,5-5,6 arasinda optimum pH’ya sahiptir. Baz1 bakteri fitazlar
(6zellikle Bacillus suslar1) 6,5- 7,5 aras1 optimum pH degerine sahiptir.

Bakteri ve funguslardan elde edilen fitazlar, Michaelis-Menten sabiti (Ky,), optimum
pH ve 1s1l kararlilig1 gibi fizikokimyasal 6zelliklerinde farklilik gostermektedir (Liu vd.,
1998; Tambe vd., 1994). Bakteriyel fitazlar genelde funguslardan elde edilen fitazlara gore
daha kii¢iik molekiiler agirliga sahiptir. Fungal fitazlarin molekiil agirligi genellikle 80-120
kDa civarinda iken bakteriyal fitazlarin 40-55 kDa civarindadir (Choi vd. 2001).

Son yillarda yapilan calismalar 6zellikle tek mideli hayvanlarin beslenmesindeki
fitata bagl fosforun daha yiiksek verimle kullanimini ve ayrica bu hayvanlarin giibreleri ile
cevreye atilan fosforun azaltilmasini amaglamaktadir. Ayrica, insanlarin beslenmesinde
fitazin kullanilmast besinle alinan fitata bagli minerallerin serbest kalmasini ve insan

sagligina faydali inositol fosfatlarin olusumunu saglar (Lei vd., 2007).



1.1.3.1. Fitazlarin Optimum pH’ya Goére Siniflandirilmasi

Fitaz enzimleri optimum pH degerleri bakimindan histidin asit fosfatazlar ve alkali
fosfatazlar olmak {izere iki smifa ayrilirlar. Histidin asit fosfotaz grubu enzimlerin
optimum pH degerleri 5,0 civarinda iken, alkali fosfataz enzimleri ise pH 8,0 civarinda
aktivite gosterir (Baruah vd., 2007). Bacillus disinda bir ¢ok bakteri, fungus ve bitki
fitazlar1 genis substrat 6zgiilliigii olan histidin asit fosfataz (Selle vd., 2007) sinifina ait
olmasi nedeniyle, gida endiistrisinde alkali fitazdan daha ¢ok dikkat ¢ekmistir (Kumar vd.,
2010).

Histidin asit fosfataz sinift liyelerinin tamaminin aktif bolgesinde korunmus bdlge
olarak RHGXRXP dizilimi bulunur (Van Etten vd., 1991). Histidin asit fosfataz smifi
genis substrat spesifikligi gosterdigi asidik pH araliklarinda, metal igermeyen fitati
hidrolizledigi ve hidroliz sonucunda son iirlin olarak myo-inositol monofosfati olusturdugu
bildirilmistir. Histidin asit fosfatazlara gore, substrat spesifikligi daha az olan alkalin
fosfataz enzimlerinin kalsiyum fitata karsi oldukga spesifik oldugu ve hidroliz sonucu son
iiriin olarak myo-inositol trifosfatlarin olusumunu katalizledigi bildirilmistir (Oh vd.,

2004).

1.1.3.2. Fitazlarin Katalitik Merkeze Gore Siniflandirilmasi

Bitki, hayvan ve mikrobiyal canlilarda bulunan fitazlar, bu canlilarin beslenme
gereksinimini saglamak adina, farkli substratlar1 katalizlemek i¢in yapisal degisimlere
ugramiglardir. Giiniimiizde fitik asit hidrolizleyebilen dort fosfataz enzimi bilinmektedir.
Bunlar; Histidin Asit Fosfataz (HAP), B-Propellar Fitaz (BPPhy), Sistidin Fosfataz (CP) ve
Purple Asit Fosfataz (PAP). Bu enzimlerin her birinin farkli katalitik mekanizmalar1 ve

kendine 6zgii 6zellikleri vardir (Lei vd., 2007).

1.1.3.2.1. Histidin Asit Fosfataz (HAP)

HAP iiyesi biitiin fosfatazlar ortak bir mekanizmaya ve spesifik bir aktif bdlgeye
sahiptir. N-terminal aktif bolge RHGXRXP ve C-terminal bileseni HD’dir. Polipeptid

zincirinin  bu uzak kisimlari uygun bir sekilde katlandiginda iki asamali olan



fosfomonoesterlerin hidrolizini baslatan bir merkez olusturacak sekilde birlesir (Van Etten
vd., 1991).

Asit fosfatazlarin biliyiik kismini olusturan HAP’lar farkli substatlar1 hidrolizleyebilir.
Bu nedenle, HAP {iyesi fosfatazlarin fitat1 hidrolizleyebildiginin belirlenmesi énemlidir.
Fitat oldukg¢a negatif yiiklii olmast nedeniyle, enzimin katalitik bolgesinin bu yapiya uyum
saglayabilicek Ozelliklere sahip olmasi gerekir. Bu nedenle, hem Okaryotlarda hem de
prokaryotlarda, fitati hidrolizleyebilen HAP’larin aktif bolgesi, substrat ile etkilesiminin
kolaylasmas1 i¢in asidik pH’larda c¢ogunlukla pozitif yiiklidir. Oh vd. (2004) fitati
hidrolizleyebilen HAP’lar1 etkin bir sekilde belirlemek igin, histidin asit fitaz (HAPhy)
terimini 6nermislerdir. Hem oOkaryotik hem de prokaryotiklerde histidin asit fitazlar
HAPhy’ler olarak bilinir. En iyi karakterize edilen prokaryotik HAPhy E. coli fitazidir
(Greiner vd., 1993). HAPhy’ler okaryotlarda bir¢ok fungus izolatlarindan klonlanmistir
(Mullaney vd., 2000). En ¢ok calisilan fungal fitazlar Aspergillus niger ve Aspergillus

fumigatus’tur.

1.1.3.2.2. B- Propeller Fitazi (BPPhy)

B—Proller fitaz (BPPhy) yeni bir sinif olmakla birlikte diger bilinen fosfatazlar ile
benzerlik gostermemektedir (Kim vd., 1998; Kerovuo vd., 1998; Ha vd., 2000). B—
propeller fitaz (BPPhy) ismi, molekiiler yapisinin belirlenip aydinlatilmasindan sonra,
yapisinda bulunan f-tabakalar ve alti kanatli bir pervaneye benzemesinden dolayi
verilmistir (Ha vd., 2000; Shin vd., 2001). BPPhy’ler ilk olarak Bacillus tiirlerinde oldugu
bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonrasinda bu enzimlerin hem katalitik faaliyetleri hem
de termostabilitesi i¢in Ca®* iyonuna gereksinim duydugu bulunmustur. Bu gereksinim;
Ca?*’nin fitata baglanarak elektrostatik etkileri olusturmasi sonucu substratin biyokatalitik
doniistim i¢in katalitik bolgeye baglanabilmesi seklinde agiklanir. Yapilan kinetik
caligmalar sonucunda BPPhy’lerin pH 7,0-8,0 araliginda kalsiyum fitat1 hidrolizleyebildigi
saptanmistir (Oh vd., 2004). BPPhy’ler yapilarinda Katalitik mekanizmalar1 igin iki temel
bolge igermektedir. Biri substrata atakta bulunan ‘‘affinite bolgesi’” digeri ise fosfat

gruplariin hidrolizlendigi ‘‘ayirma bolgesi’’dir (Shin vd., 2001).
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1.1.3.2.3. Sistidin Fosfataz (CP)

Rumendeki belirli mikroorganizmalarda tespit edilmistir. Bu nedenle, ruminantlar
fitik asidi hidrolizleyebilirken, tek mideli hayvanlar fitik asidi hidrolizleyemezler. Bu
enzim anaerobik rumen bakterisi Selenomonas ruminantium’da saptanmistir. Monomerik
bir enzim olup, 46 kDa molekiil agirhiginda, pH 4,0-5,5 ve 50-55 °C sicaklikta aktif olan
bir enzimdir. Bu enzimin yapisi ne HAP’a ne de BPP’ye benzemektedir. Ciinkii aktif

bolgesinde HCXXGXXR(T/S) amino asit kalintilar1 igermektedir (Lei vd., 2007).

1.1.3.2.4. Purple Asit Fosfataz (PAP)

Purple asit fosfataz, ¢imlenmekte olan soya fasiilyesi tohumu ilk yapraklarindan izole
edilmistir. PAP’lar aktif bolgesinde DXG..GDXXY.GNH(E,D)..VXXH..GHXH dizisine
sahip olup, 7 tane metal baglayan aminoasit kalintis1 iceren metalo enzimdir. Ayrica;
bitkilerde, hayvanlarda, funguslarda ve bakterilerde de saptanmistir. Bitkilerde kiigiik
monomerik proteinler (~35 kDa) ve biiyiilk homodimerik proteinler (~55 kDa) olarak iki
siifa ayrilmistir. Diger fitazlarla karsilagtirlldiginda fitat1 hidrolizleme yetenegi oldukca
dustiktiir (Lei vd., 2007).

1.1.3.3. Fitazlarin Stereospesifikligine Gore Siniflandirilmasi

IUPAC-IUB (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi ve Uluslararasi
Biyokimya Birligi) fitazi, fitat molekiiliinii hidrolizinin basladig1 bolgeye gore iki sinifa
ayirrmustir (Selle vd., 2007). Bunlar, 3-fitaz (EC 3.1.3.8. veya myo-inositol hegzafosfat 3-
fosfohidrolaz) ve 6- fitazdir (EC 3.1.3.26 veya myo-inositol hegzafosfat 6- fosfohidrolaz)
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Sekil 4. Fitik asidin 3-fitaz ve 6-fitaz ile hidrolizi (Dvorakova, 1998).

3-Fitaz, myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C 3 pozisyonundaki fosfor kalintisini
oncelikli olarak hidrolizleyerek, D-myo-Ins-1,2,4,5,6-pentafosfat ve ortofosfat olusturur. 6-
Fitaz ise, myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C 6 pozisyonundan fosfati 6ncelikli olarak
hidrolizler ve hidroliz sonucunda D-myo- Ins-1,2,3,4,5-pentafosfat ve ortofosfat olusur
(Selle ve Ravindran, 2007). Mikrobiyal fitazlar genellikle 3-fitaz sinifinda yer alirken,
bitkisel kdkenli fitazlar 6-fitaz sinifinda yer almaktadir (Konietzny ve Greiner, 2002).

1.2. Fitaz Enziminin Kaynaklan
1.2.1. Bitkisel Fitazlar

Fitaz aktivitesi hububat, bakliyat ve yagli tohumlarda, giinliik tiiketilen meyve ve
sebzelerde tespit edilmistir (Phillippy ve Wyatt, 2001). Bugday, cavdar, arpa gibi bazi
tahillar yiiksek miktarlarda fitaz aktivitesi gosterir. Bu tahillarin ve iriinlerinin fitaz
kaynagi olarak kullanildig1 hayvan beslenme ¢aligmalar1 mevcuttur (Han vd., 1997).

Bitkilerden elde edilen fitazlar genelde optimum pH’s1 4,5-6,0 ve optimum sicaklig
38-55 °C arahiginda olan histidin asit fosfatazlardir. Histidin asit fosfotaz ailesindeki
bitkisel fitazlar, genellikle 6-fitaz olarak kabul edilir. Yapilan ¢alismalarda bazi bitkisel
fitazlarin alkalin fosfataz ya da purple asit fosfataz oldugu saptanmistir. Hegeman ve

Grabau (2001), c¢imlenmis soya fasiilyesinden izole edilen fitaz geninin, histidin asit
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fosfataza higbir benzerlik gostermedigini, fakat iki ¢ekirdekli Fe(IIT)-Me(ll) merkezini
icermesi ile purple asit fosfotazlara yiiksek oranda benzerlik gosterdigini bildirmistir.
Enzimin optimum pH’simin 4,5-5,0 ve optimum sicakliginin 58 °C oldugu belirlenmistir.

Optimum pH’s1 alkali degerler gosteren bitkisel fitazlar da mevcuttur. Asidik bitki
fitazlari, pH 5,0, alkali fitazlar ise, pH 8,0 civarinda optimum aktiviteye sahiptirler. Asidik
fitazlara soya fasiilyesi tohum fitazi (Gibson ve Ullah, 1988) 6rnek olarak verilebilir.

Alkali fitazlar Lilium longiflorum (Baldi vd., 1988) ve Typha latifolia (Hara vd.,
1985) bitkilerinin farkli iki polen tiirlinde tanimlanmistir. Alkali fitazlar, asidik fitazdan
farkli olarak, fitata oldukga spesifiktir ve li¢ ya da daha az ester gruplari igeren myo-

inositol fosfatlar1 katalizleyemedigi bildirilmistir (Baldi vd., 1988).

1.2.2. Hayvansal Fitazlar

Fitaz aktivitesi ¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit edilmesine ragmen,
hayvansal kaynakli fitazlarin higbirinin molekiiler karakterizasyonu tamamlanmamuistir.
Hayvansal fitazlar nétral ve alkali aralikta optimum pH goOstermesine ragmen, kiimes
hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, optimum pH’nin 5.5-6.0
oldugu gosterilmistir (Ellestad vd., 2002). Kalin bagirsak veya rumende bulunan fitaz
aktivitesi esasen mikrobiyal kokenlidir (Yanke vd., 1998).

Bu fitazlar hayvanlarin bagirsak hiicrelerinden izole edilmistir. Tek mideli
hayvanlarda besinsel fitazin kullanilabilirliginin arttirtlmas1 bakimindan bakteriyel veya
bitkisel kaynakli gibi kaynaklardan elde edilen ve yem ile hayvana verilebilen fitazlar hem
kullanilabilirlik hem de maliyeti lizerinden kiyaslandiginda hayvansal fitazlar ihmal

edilmistir.

1.2.3. Mikrobiyal Fitazlar

Bu enzimler genellikle alkali fitazlar veya histidin asit fosfataz grubu fitazlardir.
Cesitli mikrobiyal fitazlar, hayvan yemi ilavesi olarak ticarilestirilmistir (Lei vd., 2007).
Fitaz enzimi bitkilerde, mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunmasina
ragmen yapilan son arastirmalar mikrobiyal fitazlarin biyoteknolojik uygulamalar icin en

timit verici oldugunu gostermistir (Pandey vd. 2001; Vohra ve Satyanarayana, 2003).
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Bakteri, maya ve funguslardan fitaz enzimleri karakterize edilmis olup, gliniimiizde ticari
olarak tiretimde toprak fungusu olan Aspergillus iizerinde durulmaktadir. Ancak substrat
spesifitesi, proteolizize kars1 direng gostermesi ve katalitik aktivitesi gibi Ozelliklerinden
dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere alternatif olusturabilmektedir (Konietzyn ve
Greiner, 2004). Bakteriyel fitazlarin ortalama olarak molekiiler agirligi glikolizasyon farki
oldugu icin fungal fitazlardan (80-120 kDa) daha kiigiiktiir ve 40-55 kDa araligindadir
(Asan, 2006).

Izole edilen fitazlarin cogunun pH optimumu 4.5- 6.0 arasinda yer almaktadir. Ancak
Bacillus sp.’ye ait notral veya alkali fitazlar da bulunmaktadir (Choi vd. 2001; Kim vd.,
1998). Mikrobiyal fitazlarin ¢ogunun sicaklik optimumu ise 45-60 °C arasinda yer
almaktadir. Ancak Pasamontes vd.,1997a,b A. fumigatus’a ait sicakliga direngli fitazin 100
°C’ye kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik inkiibasyonlarda sadece %10’luk kayipla
aktivitesini korudugu bildirilmistir. Mikrobiyal fitazlarin bazi 6zellikleri Tablo 2’de

verilmigtir.
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Tablo 2. Mikrobiyal fitazlarin bazi1 6zellikleri (Asan, 2006)

Fitaz Kaynag1 'pH Sicaklik optimumu (°C) Spesifik aktivite (U/mg)
optimumu

Aspergillus niger 2.2,5.0-55 55-58 50-103
Aspergillus lerreus 5.0-5.5 70 142-196
Aspergillus fumigatus 5.0-6.0 60 23-28
Aspergillus oryzae 55 50 11
Aspergillus caespitosus 55 80 .
Emericella nidulans 6.5 - 29-33
Myceliophthora thermophila 55 . 42
Thermomyces lanuginosus 6.0 65 110
Pénicillium simplicissimum 4.0 55 3
Pénicillium lycii 55 58 1080
Cladosporium 35 40 909
Pichia anomala 4.0 60 -
Candida krusei 4.6 40 1210
Escherichia coli 4.5 55-60 811-1810
Klebsiella terrigena 5.0 58 205
Klebsiella pneumoniae 5.0,5.5 50,60 224,297
Klebsiella aerogenes 4552 68 -
Panloea agglomerans 4.5 60 23
Citrobacter braaki 4.0 50 3457
Pseudomonas syringae 55 40 769
Lactobacillus sanfranciscensis 4.0 45 -
Bacilus subtilis 65-7.5 55-60 9-15
Bacillus amyloliquelaciens 7.0-8.0 70 20

1.3. Fitaz Enziminin Endistride Kullanim Alanlar:

Fitaz1 pargalayan enzimlerle, yem ham maddelerinde ve insanlar i¢in hazirlanan
gidalardaki fitat icerigini azaltmak amaciyla Ozellikle son yillarda birgok c¢alisma
yiiriitilmektedir. Ayrica bunlarin yani sira myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasi, kagit
endiistrisi ve toprak iyilestirme alanlarinda da fitaz enzimi kullanilmaktadir. Bu alanlarda

kullanilan fitazlar hakkinda asagida daha ayrintili bahsedilmistir.



15

1.3.1. Fitaz Enziminin Hayvan Yemlerinde Kullanilmasi

Son zamanlarda, hayvan yemlerine enzim ilavesi ile yemlerin besin degerinin
arttirtlmasi uygulamalar: oldukga 6nem kazanmustir. Fosfor hayvanlarin biiyiime, lireme ve
kemiklerdeki mineralizasyon i¢in gerekli minerallerden biridir (Pandey vd., 2001). Domuz,
kiimes hayvanlari, kus ve balik gibi monogastrik hayvanlar sindirim sistemlerindeki diisiik
fitaz seviyesinden dolayi, fitik asidi metabolize edemezler ve diski ile atarlar (Han vd.,
1999). Domuz ve kiimes hayvan atiklarinda biiyiik miktarlarda fosfor igeriginin bulunmasi,
bitkisel kaynakli yem maddelerinde fitata bagli fosforun kullanilabilirliginin zayif
oldugunun gostermektedir (Selle vd., 2000). Yapilan son ¢alismalar, yem iizerine enzim
ilavesi ile fosfat kullaniminin arttigini ve inorganik fosfat atiliminin yaklasik %50 kadar
azaltildig1 gozlenmistir (Li vd., 1997). Bazi1 kanath yem maddelerindeki toplam fosfor, fitat

fosforu ve toplam fosfordaki fitat fosfor oranlari Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Bazi kanath yem hammaddelerindeki toplam fosfor, fitat fosforu ve toplam fitat
fosfor oranlar1 (Asan, 2006).

Yem Maddesi Toplam P (g/kg) Fitat-P (g/ kg) Oran (%)
Tahillar

Arpa 3.21 1.96 61.0
Misir 262 1.88 71.6
Sorgum 3.01 2.18 726
Bugday 3.07 2.19 71.6
Yagl Tohum Kiispeleri

Kanola kiispesi 9.72 6.45 66.4
Pamuk tohumu kiispesi 1002 7.72 77.1
Soya fasulyesi kiispesi 6.49 3.88 59.9
Yan Uriinler

Piring kepegi 17.82 14.17 79.5
Bugday kepegi 1096 8.36 76.3

Gelisen rekombinant teknoloji teknikleri ve saflastirma teknolojileri ile ge¢miste
yiiksek maliyetli olan enzim {iretimi gilinlimiizde diisiik maliyetlerle iiretilebilmektedir.

Ayrica, mikrobiyal fitazlarin optimum pH’larinin diisiik olmasi1 ve bu sayede fitatin en ¢cok
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¢Oziiniir oldugu mide kosullarinda ¢alisabilir olmalari, mikrobiyal fitazlarin yem
uygulamalarinda kullanim1 yaygin hale getirmistir (Campbell ve Bedford, 1992).

Birgok farkli kaynaktan elde edilen mikrobiyal fitaz tiriinleri gliniimiizde ticari olarak
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda yem katkis1 olarak en yaygin olarak kullanilanlar1 A.
niger (3-fitaz), Peniophora lycii (6-fitaz) ve Escherichia coli (6-fitaz) fitazlaridir. Kanath
rasyonlarina fitaz, graniil veya sivi formda veya yiiksek peletleme sicakligindaki (>80 °C)
enzim  denatiirasyonu  probleminden  kaginmak i¢in  peletleme  sonrasinda
uygulanabilmektedir (Selle ve Ravindran, 2007).

Son yillarda kanath, ciftlik hayvanlar1 ve balik rasyonlarinda mikrobiyal fitaz
kullanimu ile ilgili bilimsel ¢alismalar ve denemeler artmakta ve yem katkisi olarak yeni
fitaz enzimleri arastirilmakta ve kullanilmaktadir.

Su friinleri tiretiminde, soya kiispesi ve diger bitki kokenli kiispeler kullanilarak
bir¢ok caligma yiiriitiilmiistir (Mwachireya vd., 1999). Pahali protein kaynaklari yerine
daha dusiik fiyatli bitkisel protein kaynaklart kullanildiginda masraflarda Onemli
derecelerde azalmalarin olabildigi bildirilmektedir. Balik iiretim masraflarinin %70’ini
yem giderleri olusturmaktadir (Rumsey, 1993). Kiimes hayvanlarinda oldugu gibi
baliklarda yem maddeleri icerisindeki fitin fosforundan yararlanacak sindirim enzimine
sahip olmadigindan suda fosfor birikimi meydana gelmektedir. Bu nedenle fitaz su iiriinleri
tiretmede, hem diisiik fiyath bitkisel kokenli maddelerin kullanimini artirmak hem de suda
fosforu kabul edilebilir seviyede tutabilmek amaglart ile kullanilmaktadir (Asan, 2006).
Balik beslemesinde, yiiksek seviyelerde bitkisel kokenli maddeler iceren yemlerde fitaz
enziminin kullanilmasi ile ilgili birgok c¢alisma yiiriitiilmektedir (Robinson vd., 1996,
Mwachireya vd., 1999).

1.3.2. Fitaz Enziminin Gida Sanayisinde Kullanilmasi

Fitik asit tuzlar1 olarak tamimlanan fitatlar, bitki tohumlar1 ve danelerde fosfat ve
inositoliin baglica depo formudur. Fitat bitki tohumlarinin olgunlagmasi sirasinda olusur ve
olgun tohumlarda toplam fosfatin %60-90’nin1 olusturur. Baz1 bitkisel kokenli gidalardaki

kuru maddedeki fitat miktar1 Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Baz1 bitkisel kokenli gidalardaki fitat miktar1 (kurumaddede) (Asan, 2006)

Gida Fitat (mg/q)
Karma unlu ekmek (%70 bugday, %30 ¢avdar) 0.4-11
Karma unlu ekmek (%70 gavdar, %30 bugday) 0-0.4
Bugday ekmegi 3.2-73
Mayasiz bugday ekmegi 10.6-3.2
Cavdar ekmegi 4.3-8.2
Mayasiz ¢avdar ekmegi 12.2-19.3
Yulaf kepegi 7.3-2.1
Misir 9.8-21.3
Piring (kabuksuz, pismis) 1.2-3.7
Piring (kabuklu, pigmis) 12.7-21.6
Sorgum 5.9-11.8
Nohut (pismis) 2.9-11.7
Boriilce (pismis) 3.9-13.2
Soya fasulyesi 9.2-16.7
Mercimek (pismis) 2.1-10.1
Yesil fasulye (pigmis) 1.8-11.5
Yerfistig1 9.2-19.7

Ginliik diyetlerde fitat miktarinin varlig: ile ilgilenilmesinin nedeni ¢inko, demir,
kalsiyum, magnezyum, manganez ve bakir gibi minerallerin alinimindaki negatif
etkisindendir (Konietzny ve Greiner 2003). Fizyolojik pH degerlerinde ¢6ziinmez mineral-
fitat komplekslerinin olusumu diisik mineral emiliminin temel nedeni olarak
bildirilmektedir. Sindirim sisteminin st kisminda smirli  miktarda mikrobiyal
poplilasyonun olmasi ve fitati hidrolize edici enzimlerin olmamasi, fitatin ¢ok smirl
miktarda hidroliz olmasina neden olur (Igbal vd. 1994).Gida isleme ve hazirlama sirasinda,
fitat genel olarak, bitkilerde ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunan fitazlarla
tamamen hidrolize olmamaktadir. Ozellikle demir olmak {izere minerallerin yararlanimini
artirmak i¢in fitat cok diisiik diizeylere indirilmelidir (Hurrell, 2003).

Fitaz enzimi yem katkis1 olarak kullanilmasinin yani sira gida sanayinde de biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Ancak simdiye kadar marketlerde fitaz enzimi kullanilmis gidalar
bulunmamaktaydi. Bu alandaki caligmalar, gida islemede teknik gelistirmenin yani sira

bitki kokenli gidalarin besleyici degerlerinin artirilmasi tizerine yogunlagmaistir.
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1.3.3. Fitaz Enziminin Myo-Inositol Eldesindeki Onemi

Gliniimiizde, transmembran sinyalizasyonunda ve hiicrei¢i kaynaklardan kalsiyumun
hareketini saglamada gorev alan inositol fosfat ve fosfolipidlere olan ilginin artmasi, ¢esitli
inositol fosfatlarin hazirlanmasini giindeme getirmistir (Billington, 1993). Genel olarak
myo-inositol ve izomerleri veya biyokimyasal tiirevleri yiiksek bitkiler, mikroorganizmalar
ve memeli hiicrelerinde O6nemli biyolojik fonksiyonlar yiirlitmektedirler. Beslenme ve
metabolik fonksiyonlar i¢in, esas formu myo-inositoldur. Myo-inositol fosfat esterleri
insanlar icin &nemli fizyolojik 6zelliklere sahiptir (Shears, 1998). Inositol veya inositol
fosfatlarin endiistriyel liretiminde, fitik asitten myo-inositol fosfat tiirevleri, serbest myo-
inositoller ve inorganik fosfat eldesinde fitaz enzimi kullanim1 6nerilmektedir (Brocades,
1991). Bu nedenle fitaz enziminin gida tiretimi sirasinda kullanilmas: ile fonksiyonel
gidalarin iiretilmesi miimkiin olacak (Greiner vd. 2002) ve boylelikle fitaz enzimi ile
biyokimyasal olarak aktif myo-inositol fosfat esterleri olusacak ve insanlarda mineral
maddelerin emilmesi de saglanmis olacaktir.

Son zamanlarda elde edilen veriler, fitatin antikanser etkilerinin sinyal iletim
yollarinda ve tiimor baskilayict genlerde 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Greiner
vd., 1997).

1.3.4. Fitaz Enziminin Protein Sindirimine ve Metabolik Enerjiye Etkisi

Fitatlarin hem yiiksek hem de diisiik pH degerlerinde proteinlerin bazik amino
gruplart ile ¢6ziinmez kompleks olusturdugu bildirilmistir. Bu durum, proteinlerin
aktivitesini ve proteazlarin sindirimdeki fonksiyonlarini olumsuz etkiler (Kumar vd.,
2010). Protein ile fitat etkilesimi hayvan besleme tekniklerinde ekonomik bir Oneme
sahiptir (Selle vd., 2000).

Yem maddelerinde meydana gelen protein-fitat komplekslerindeki proteinin fitaz
yardimiyla serbest kalmasi ve boylece sindirim enzimleri {izerine fitatin olumsuz etkisinin

azaltilmasi saglanmis olur (Selle vd., 2000).
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Sekil 5. Fitazin fitata bagl fosfat gruplarini hidrolizi ile metalleri, metal bagl
enzimleri ve proteinleri serbest birakmasi.

Fitat, hidrojen baglar1 aracigiyla, nisasta ya da nisasta proteinlerine baglanabilir
(Laboure vd., 1993). Ayrica fitatin, Ca®* iyonu ile kompleks olusturmasinm, amilaz
aktivitesini inhibe ettigi diisiiniilmektedir (Selle vd., 2000). Karbohidratin biyolojik
kullanilabilirligi tizerindeki olumsuz etkisinin yani sira, lipit kullanimini da negatif etkiler.

Fitat, lipit ve lipit tiirevleri ile kompleks olusturarak, lipofitin formunu olusturur.

1.4. Enzim Saflastirilmasi

1.4.1. Enzimlerin Saflastirilma Amaci

Enzimatik reaksiyonlar genel bir anlatimla; bir enzimin, bir maddeyi (substratini) bir
baska maddeye (liriine) doniistiirdiigii reaksiyonlardir. Gegmis calismalar gostermistir ki,
bir hiicre enzim 06ziitliniin igerisindeki farkli enzimler ve Kkirleticiler istenilen enzimatik
reaksiyonlar1 arastirilamaz ve anlagilamaz hale getirir. Cilinkii calisilmakta olan enzim
preparasyonlart igerisinde, hedef olan enzimin %]1’1 kadar dahi baska bir enzimin
bulunmasi, reaksiyon ortaminda milyonlarca yabanci molekiiliin olugmasina yol
acabilmektedir.

Bir enzimin nasil c¢alistigint veya fizikokimyasal o&zellikleri ancak enzim
saflastirilmast ile anlagilabilir. Saflagtirma teknikleri ile ilk olarak 1930’lu yillarda Otto
Warburg tarafindan yayinlanan calismalar ile hayata gegirilmistir. Saf halde elde edilen
enzimlerin, katalitik fonksiyonlarini yerine getirmelerini, regiilatér sinyallere karsi nasil
cevap verdigini ve hiicre igerisinde nasil bir form ve yapida olmas1 gerektigini belirleyen

enzim yapist izerinde c¢aligmalar yapilabilmistir. Bu calismalar sonucunda glikoz
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fermantasyonunda rol oynayan enzimler gibi bir¢ok enzimin yapisi ve enzimatik
reaksiyonlar1 aydinlatilmistir.

Elbette enzimlerin saflagtirilma oranlan istenilen 6zelliklere gore degismektedir.
Ozellikle endiistride kullanilacak olan enzimlerde tam bir saflik aranmayabilir. Bu amagla
maliyeti diisiik basit saflagtirma teknikleri ile reaksiyon sartlarina uygun saflikta enzim

elde edilebilir.

1.4.2. Enzim Saflastirma Teknikleri

Bir enzimin saflastirilmadan 6nce boyutu, yiikii ve baglanabilme 6zelligi gibi enzime
0zgli baz1 ozelliklerinin bilinmesi énemlidir. Bu 6zelliklerden yararlanilarak farkli tiirde
saflastirma teknikleri kullanilabilir (Nelson ve Cox, 2008).

Biyomolekiiller =~ bu  o6zellikler  kullanilarak  kromatografik  yontemlerle
saflagtirilabilirler. Kromatografik uygulamalarin hem biiylik hemde kii¢iikk boyutlu
molekiiller ilizerindeki caligmalarda kullanilabilmeleri saflastirma proseslerinde ¢ok fazla
tercih edilmelerine neden olmustur. Ayrica, kromatografi miimkiin olan en az
denatiirasyona sebep olarak ¢ok kii¢iik miktarlarda madde izolasyonuna olanak saglar.
Enzimlerin kendilerine 06zgli 06zelliklerine gore kullanilabilen baslica kromatografik

teknikler Tablo 5‘te verilmistir.

Tablo 5. Ozelliklerine gére protein saflastiriimasinda kullanilan kromatografi teknikleri

Ozellik Teknik
Boyut Jel fitrasyon (boyut ayirma) kromatografisi
Yiik Iyon degisim kromatografisi
) o Hidrofobik etkilesim kromatografisi
Hidrofobiklik —
Ters faz kromatografisi
Ligand spesifikligi Affinite kromatografisi

Calismanin amacina uygun bir sekilde kullanilacak saflagtirma metodlar1 ne kadar
saflikta enzime ihtiya¢ duyulduguna bagl olarak tercih edilir. Baz1 teknikler yiiksek hacim
ve yiiksek protein derisimine izin verebilecek yapida olurken, bazilari1 sinirh kapasitelere

sahiptir. Bu baglamda, amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve adsorpsiyon kromatografisi gibi



21

yiiksek yiiksek kapasiteli teknikler saflagtirma basamaklarmin erken agamalarinda tercih
edilirken, jel filtrasyon gibi distik kapasiteli teknikler ise saflagtirma prosediiriiniin sonuna
dogru kullanilmaktadir. Giiniimiizde en fazla tercih edilen saflastirma tekniklerinin baginda
ise kolon kromatografisi teknikleri gelmektedir. Basit bir anlatimla bu yontemlerde, dik
pozisyonda yerlestirilen ve igerisine durgun fazin istiflendigi kolon, bu kolon igerisinden
ise sabit bir hiz ve konsantrasyonda gecen hareketli faz yardimiyla kolona uygulanan
protein karigimi bilesenlerinin kolona baglanmasi veya kolonu farkli zamanlarda terk
etmesinden yararlanilarak bir ayrim gergeklestirilir. Kolon sonunda fraksiyonlar halinde
toplanan 6rneklerde proteinlerin varligi belirlenerek ayrimin gergeklestigi saptanabilir.

Saflagtirma islemlerinde, ortamdaki proteinlerin saflift protein saflagtirma
protokoliiniin her bir basamagindan sonra fraksiyonun 6zgiil aktivitesinin ve saflastirma
katsayisinin belirlenmesi ile takip edilir. Bunu belirlemek icin ise hem toplam protein
miktarinin belirlenmesi hem de enzimin aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli teknikler
gerekmektedir. Cok kiiglik miktarlardaki orneklerle calisildigi durumlarda ise protein
miktarin ve aktivitesinin belirlenmesi daha da zor olabileceginden, daha 6zgiil ve duyarl
olan tekniklerin kullanilmasi igin sistemin yeniden kurulmasi gerekebilir. Bu tekniklerden
en yaygin olarak kullanilanlardan birisi jel elektroforezidir. SDS-PAGE yontemi ise
bunlardan en ¢ok tercih edilenidir. PAGE teknigi basit olmasinin yani sira, tekrarlanabilir
sonuglar vermesi ve yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasi nedeni ile siklikla kullanilmaktadir.
Bu teknik ayni zamanda, kompleks protein karigimlarinin ayrigtirlmasinda da
kullanilabilmektedir.

Enzimleri dogal kaynaklarindan o6ziitlenmesinden baslayarak saflastirmanin son
basamagina kadar uygulanan her saflastirma asamasinda bir miktar aktivite kayb1 gozlenir.
Bunun nedeni ise enzimlerin saflastirma proseslerinde denatiirasyona neden olan faktorlere
maruz kalmasidir. Enzimlerin denatiirasyonuna neden olan baslica faktorler;

e Asin yiiksek veya diisiik pH,

e  Yiiksek sicaklik,

e  Organik coziiciiler,

e Deterjanlar,

e Agir metaller,

e Katotrofik tuzlar ve H baglari ile hidrofobik etkilesimleri yikan ajanlar.
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Ozellikle ekstraselliiler enzimler dogasi geregi degisik cevresel faktorlere ok fazla
maruz kaldigindan saflastirma basamaklarinda kismen de olsa denatiirasyona Kkarsi

direnclidirler.

1.5. Calismanin Amaci

Isil kararli enzimler olduke¢a yiiksek Ozgiinliige sahiptirler ve bu sebeple birgok
endiistriyel uygulama i¢in potansiyel olduklar diisiintilmektedir. Bu tip enzimler yiyecek,
kagit, deterjan, ila¢ ve hayvan yemlerinin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu tiir enzimleri termofilik mikroorganizmalardan elde edebilmek miimkiindiir. Bu tiir
kararli enzimlere endiistride duyulan ihtiyag, gelecekte bu enzimlerin gelistirilmesi ve
uygulama alanlarmin genisletilmesini olduk¢a 6nemli hale getirmektedir (Gupta vd.,2003).

Termofilik organizmalar {lizerinde yapilan g¢aligmalar sonucu bu organizmalardan
elde edilen enzimlerin mezofilik analoglarina gore daha kararli oldugu kesfedilmistir.
Hiicre i¢i enzimlerin aksine, hiicre disina salinan enzimlerin kararlilig1 yiiksek olup, cevre
kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler(Woese vd., 1990). Bu nedenle
termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna, saflagtirilmasina ve karakterizasyonuna
duyulan ilgi giin gectikce giderek artmaktadir.

Bu calismada KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Yrd.
Dog. Dr. Kadriye INAN tarafindan Aydin Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan
izole edilen 7 farkli Geobacillus termofil bakteri tiiriiniin,(Geobacillus sp. TF1, TF12,
TF14, TF16, TF17, DF20 ve Geobacillus thermodenitrificans TH2), fitaz aktivitesi
acisindan incelenmesi, biyokimyasal 6zellikler agisindan en iyi Ozellikli enzimi {ireten
organizmanin  belirlenmesi, bu organizmanin {rettigi enzimin Saflastiriimasi,

karakterizasyonu ve enzimin endiistride kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adi Firma Model
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Santrifij Hettich Zentrifugen | Rotina 35 R
Protein Elektroforezi BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra System
Mikrosantrifiij Sigma 1-14
Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Isitict HS31 Chiltren
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Hava Banyolu Calkalayici Barnstead/Lab-Line | MaxQ Mini 4450 Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Otoklav Tomy SS-325
Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolabi1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Derin Dondurucu (-30°C) Regal RDD-1280
Steril Kabin Tezsan -
Magnetik Karistirict HS31 Chiltren
Giig kaynagi Thermo EC 1000XL
e gty ™| maraszs | sooorn
Diyaliz torbasi Sigma-Aldrich MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da.
Peristaltik Pompa TRIS Teledyne
[Tj?lgzljeﬁgl:w ve ISCO Retriever 500
Su Banyolu Calkalayict Memmert WBU 45
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler
2.1.2.1. Kullanilan Mikroorganizma

Calismada kullanilan termofilik mikroorganizmalar Geobacillus sp. TF16 kiiltiir
stoklart KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Arastirma Grubundan

temin edilmistir.

2.1.2.2. Kimyasallar

Sodyum asetat, asetik asit, askorbik asit, amonyum molibdat, trikloroasetik asit,
amonyum monovanadat, etilendiamintetra asetik asit (EDTA), magnezyum kloriir,
tris(hidroksimetil) amino metan (TRIS), benzoik asit, hidrojen kloriir, glisin, divalent Ni?*,
Mn?*, ng+, Cu®*, Co?*, Ca*, Cd** ve trivalent AP iyonlarmin kloriir tuzlari Merck
A.G.’den temin edildi. CaCl,, Tween 20, Triton X100, Triton X114 deterjani,
fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF ), sigir serum albumin (BSA), sodyumdodesil siilfat (SDS),
stilfosalisilik asit kimyasallar1 Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’dan temin edildi.

2.1.2.3. Siv1 ve Kat1 Besiyerleri

Luria-Bertani Besiyerinin (LB) hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragi ve 5,0 g NaCl yaklagik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile
titre edilerek 7,5’e ayarlandi. Sonra ¢dzeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlandi ve 121
°C’de, 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Sambrook vd.,1989).

Luria-Bertani Agar (LB Agar) Besiyeri: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya ekstragi ve
5,0 g NaCl yaklasitk 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 7,5’e
ayarlandi. Hacmi 1000 mL’ye tamamlanan ¢ozeltiye 15,0 g agar ilave edilip 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi ( Sambrook vd.,1989).

%10’luk bugday unu ekstragi: 100 g bugday unu 1 L su icinde 120 °C’de 60 dakika
otoklava birakildi. Daha sonra 4 kat tiilbent bezinde siiziildii.

Enzim Uretiminde kullanilan sivi besiyeri (Unlu besiyeri): Enzim {iretimi igin

kullanilan besiyeri Powal ve Jagannathan, 1982’de modifiye ettikleri besiyeri
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kullanilmistir. Bilesenleri Tablo 7°de verildi. pH 6,0-6,2’ye ayarlandi ve tizerine 2 g CaCl,
ilave edildi. Hazirlanan besiyeri 120 °C’de 20 dakika otoklavlandi.

Tablo 7. Unlu besiyeri bilesenleri

Bilesimi 1 L besiyeri i¢in miktarlar
%10’luk bugday unu ekstrakti 1L
Magnezyum Siilfat (MgSO, 7H,0) 0,29
Kazein 1g
Potasyum dihidrojenfosfat (KH,PO,) 0549
Dipotasyum hidrojenfosfat (K,HPO,) 0449
Amonyum Siilfat (NH4),S0,) 0449

Bugday unu- agar besiyeri : %10 sivi bugday unu ekstrakti ve %1,5 agar igeren
besiyeri 20 °C’de 20 dakika otoklavlandi.

Fitatli Besiyeri (zimogram testi): Fitaz pozitif organizmalarin belirlenmesi amaciyla
kulllanilan ve Kerovuo ve arkadaslarinin (1998) gelistirdikleri yontem kullanilmistir.
Besiyerinde kullanilan kimyasallar oranlariyla birlikte Tablo 8°de verilmistir. Besiyerinin

pH’s1 7,0’a ayarlanmistir.

Tablo 8. Fitatl1 besiyerinin bilesenleri

Bilesimi (g/L)
D-glukoz 20
Sodyum fitat 4
Kalsiyum kloriir (CaCly) 2
Amonyum nitrat (NH4NO3) 5
Potasyum kloriir (KCI) 0,5
Magnezyum siilfat (MgSO,4.7H,0) 0,5
Demir siilfat (FeSO,.7H,0) 0,01
Mangan siilfat (MnSO,.7H,0) 0,01
Agar 15
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2.1.2.4. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.2.4.1. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Coomassie Brillant Blue G250 Cozeltisinin Hazirlanisi: Coomassie Brillant Blue
G250’nin 100 mg’1 50 mL %95’lik etil alkolde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti 100
mL %385°lik ortofosforik asitle karistirildi ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
Boya c¢ozeltisi daha sonra ¢Oziinmeyen boya kalintilarini uzaklastirmak igin
stiziildii.

e Protein Standartlarinin Hazirlanisi: Protein standardi olarak sigir serum albumini
(BSA) kullanildi. BSA’nin 250 pg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi ve -20 °C’de
saklandi. Her denemeden oOnce standart c¢ozeltiler bu stoktan 5-100 pg/mL

araliginda olacak sekilde seyreltilerek hazirlandi.

2.1.2.4.2. Protein Elektroforezinde Kullamilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildd,
pH’s1 8,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklanda.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildii,
pH’s1 6,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10
mL’ye tamamlandi ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

e N,N,N'N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildu.

e Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de sakland.

e Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmas1 ile hazirlandi. Bakteri stogu hazirlamak i¢in kullanilacaksa
otoklavda steril edildi.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve hacmi

e 10 mL’ye tamamlandi.
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e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL %10
SDS, 100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 uL B-
merkaptoetanol’lin karistirilmast ile hazirlandi ve kiigiik kisimlara ayrilarak -20
°C’de saklandi.

e SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 480 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra iizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e
ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

e Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue R250°nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlandi.

e Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600

mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.

2.1.2.4.3. Tampon Cozeltiler

e Glisin-HCI Tamponu (50 mM, pH 2,2): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢ozildiikten sonra pH’st 1 N HCI ile 2,2’ye ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
ile ¢oziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e B (ozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g
Nap;HPO,4.2H,0’nun saf su ile ¢oziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi.

e Mecilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A ¢ozeltisi ile 19,7 mL B
¢ozeltisi karisgimindan 20,8 mL alimip saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandu.

e Mecilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karigitmindan 18,1 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi.

e Mecilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A ¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 16,6 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile

hazirlandi.
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e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A c¢ozeltisi ile 62,6 mL B
¢Ozeltisi karistmindan 15,3 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandu.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13,8 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi.

e Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oOziildiikten sonra pH’s1t 1 M NaOH ile 8,0’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 M NaOH ile 9,0’a ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e Sodyum Asetat Tamponu (50 mM pH 4,0): 6,80 g Sodyum asetat trihidrat
yaklagik 950 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 IN HCl ile 4,0’a ayarlandi1 ve

hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

2.1.2.4.4. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Substrat ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mL 50 mM Sodyun Asetat (pH 4,0) ¢ozelisi
igerisinde 2 mM Na-fitat ve 2 mM CaCl,.2H,0 karistirildi (Kim vd. 1998).

e 6 N Siilfirik asit ¢6zeltisinin hazirlanisi: 16 mL Siilfirik asit alind1 ve distile su ile
100 mL’ye tamamlandi.

e %?2,5’lik Amonyum molibdat ¢6zeltisinin hazirlanist: 2,5 g Amonyum molibdat
tartild1 ve son hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

e  %]10’luk Askorbik asit ¢ozeltisinin hazirlanisi: 10 g Askorbik Asit tartildi ve son
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

e Boyar maddenin hazirlanisi: sirasiyla 1:1:1 (6 N siilfirik asit: %2,5 amonyum
molibdat: %10 askorbik asit) ve 2 birim destile su karigtirilarak aktivite igin renk
reaktifi hazirlandi.

e Reaksiyon sonlandirma ¢6zeltisinin hazirlanisi: %15 TCA (Trikloroasetik asit)
durdurucu ¢ozelti olarak kullanildi. 15 g TCA 100 mL’ye tamamlanacak sekilde

destile suda ¢oziildii.
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2.1.2.4.5. Diger Cozeltiler

o %21’lik ve %10’luk Triton X100 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %1°lik i¢in 1 mL,
%10’luk i¢in 10 mL Triton X100 alind1 ve saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

o %1’lik ve %10’luk Triton X114 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %1°lik i¢in 1 mL,
%10’luk i¢in 10 mL Triton X114 alind1 ve saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

o %1’lik ve %10’luk Tween 20 ¢oOzeltisinin hazirlanmasi: %1°lik i¢in 1 mL,
%10’luk i¢cin 10 mL Tween 20 alind1 ve saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e Na', AP**, Ca**, Co?*, Cu™, Fe?*, Fe**, Hg®*, Mg, Li*, Mn*, Ni**, K* ve Zn?*
metallerinin klortr tuzlarindan 100 mM stok ¢ozelti hazirlanarak uygun
konsantrasyonda seyreltilerek kullanildi.

e Soya siitiiniin Hazirlanisi: 100 gr soya fasiilyesi 12 saat suda bekletildi ve
stiziildii. Siiziilen soya fasiilyeleri blendir ile ogiitiilerek un haline getirildi.
Ogiitiilen 100 g soya 1 L saf su i¢ine alinarak 20 dakika otoklav edildi. Otoklav
sonunda alinan karigim tiilbent ile siiziildii. Siiziintii bir siseye alinarak

calismalarda kullanilmak iizere 4 °C’de saklandi.

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Petri Testi

Bu ¢alismada, Geobacillus sp.TF1, Geobacillus sp. TF12, Geobacillus sp. TF14,
Geobacillus sp. TF16, Geobacillus sp. TF17, Geobacillus sp. DF20, Geobacillus sp. TH2
olarak tanimlanan 7 farkli Geobacillus termofilik bakteri susu fitaz enzimi firetip
tiretmedikleri agisindan test edildi. Bu amacla petri testi yapildi. Fitath besiyeri steril
edildikten sonra uygun biiyiikliikteki petriye dokiildii. Agarli besiyeri katilagtiktan sonra
steril pipet ucu ile petride 7 kuyucuk a¢ildi. Bu kuyucuklara bakterilerin LB besiyerinde
hazirlanmis gece kiiltiirlerinden 10 pL asilama yapildi. Petri 55 °C de 4 giin biiyliimeye

birakildi. Olusan aktivite zon ¢aplari kumpas ile 6l¢iildii.
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2.2.2. Optimum Indiikleme Siiresinin Belirlenmesi

Fitaz enziminin elde edilip saflastirilacagr bakteri susunun optimum indiikleme
stiresini belirlemek amaciyla Geobacillus sp. TF16 bakterisinin LB besiyerinde gece
kiiltiirii hazirlandi. Fitaz indiiklemesi igin gece kiiltiirleri unlu besiyeri ortamina aktarildi ve
55 °C’de biiylimeye birakildi. 55 °C’de biiyiiyen bakterilerden 24 saat ara ile 8 giin
boyunca ornekler alinarak ham enzim o6ziitleri elde edildi. Aktivite tayin prosediiriine gore
enzim aktiviteleri belirlendi. Spesifik aktivite degerleri hesaplanarak c¢aligmada

kullanilacak olan inkiibasyon siiresi tayin edildi.

2.2.3. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Geobacillus sp. TF16, 3 mL LB besiyerine gliserol stogundan 50 pL ilave edilerek
gece kiiltiirii hazirlandi. Hazirlanan gece kiiltiirleri 50 mL unlu besiyerine aktarildi ve 55
°C’de 100 rpm’deki hava banyolu calkalayicida dért gece biiyiiltiildii. Biiyiiltiillen bakteri
hiicreleri, 4 °C’de 20.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan ham

enzim Ozutu olarak kullanildi.

2.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Fitaz aktivitesi tayini i¢in substrat olarak sodyum fitatin kullanildigi kolorimetrik
yontem kullanildi. Her denemede substrat ve boya reaktifi taze olarak hazirlandi. Aktivite
denemeleri optimum sicaklik ve pH degerleri belirlendikten sonra optimum sartlar altinda
gergeklestirildi. Deney kosullar1 Tablo 9°da gosterilen sekilde gerceklestirildi. Inkiibasyon
sonunda reaksiyon 0,6 mL %15°lik (g/mL) trikloroasetik asit (TCA) ile enzim denatiire
edilerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra karisima 0,6 mL renk reaktifi ilave edilerek
(1:1:1:2 oraninda, 6 N siilfirik asit: %2,5 amonyum molibdat: %10’luk askorbik asit: saf
su) oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler 625 nm’de kére karsi absorbanslari

spektrofotometre ile 6lctildii.
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Tablo 9. Enzim aktivitesi belirlenmesinde kullanilan reaktifler ve hacimleri

Reaktifler Kor (uL) Ornek(uL)
Sodyum fitat 450 450
Fitaz enzimi - 150
Tampon ( 50 mM) 150
Trikloroasetik asit (TCA) 600 600
Boya Reaktifi 600 600
Toplam Hacim 1800 1800

Enzim initesi (U), optimum deney kosullarinda 1 mL reaksiyon karigiminda, 1
dakikada 1 pmol sodyum fitattan inorganik fosfatin agiga ¢ikmasini saglayan enzim
miktar1 olarak ifade edilmistir.

Enzim karakterizasyon calismalarinin tiimiinde, bu enzim iinitesi kullanilmistir.

Fitaz enziminin aktivite hesaplamalari agagidaki formiil kullanilarak yapilmaistir.

Pi(uM) = Vz(mL)

Aktivite = =U/ml

tvite = a0y « Veemy - O/™

Aktivite (:07)

Spesifik Aktivite = mg protein/mL = U/mg protein
Pi : Inorganik fosfat konsantrasyonu
V1 : Total reaksiyon hacmi
t : Inkiibasyon siiresi
Ve : Reaksiyon karisimindaki enzim miktar

2.2.5. Fitaz Aktivitesi icin Standart Kalibrasyon Grafigi ve Hazirlanisi

Standart grafiginin belirlenmesi i¢in Tablo 10’da belirtildigi gibi hazirlanan
orneklerin her birinden 1 mL tiiplere alind1 ve 1,5 mL renklendirme ¢ozeltisi ilave edildi.
Vortekslenen karigimlarin absorbanst 625 nm dalga boyunda, spektrofotometrede kore
kars1 6l¢iildii. Fosfat konsantrasyonuna (pg/mL) kars1 okunan absorbans degerleri ¢izilerek

kalibrasyon grafigi olusturuldu.
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Tablo 10. Fitaz aktivitesi tayini i¢in kalibrasyon grafigi hazirlanmasi

Kor | Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 | Ornek 5
ddH,0 (mL) 5 4,95 4,9 4,75 4,5 4,25
Stok ¢ozelti (mL) (50 pg/mL KH,POy) 0 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75
Hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu (pug/mL) 0 0,5 1 2,5 5 7,5

e Renklendirme Cozeltisinin Hazirlanisi

Cozelti 1: 93,7 mL distile su igerisine 5,73 mL siilfirik asit (%96’lik) ilave edilerek
%05.,5 (v/v) siilfirik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Cozelti 2: 2,5 g amonyum molibdat uygun oranda ¢ozelti 1°de ¢éziinmiis ve son
hacim ¢ozelti 1 ile 100 mL’ye tamamlandi.

Cozelti 3: 2,5 g demir siilfat uygun oranda distile suda ¢oziilmiis ve son hacim distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi. Igerisine 1-2 damla siilfirik asit ilave edildi.

Dort hacim ¢ozelti 2, bir hacim ¢ozelti 3 ile karistirilarak renklendirme ¢ozeltisi

hazirlandi. Bu ¢ozelti deney dncesinde taze olarak hazirlandi.

2.2.6. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Tim calisma boyunca, protein tayini Bradford protein tayin yontemi kullanilmistir
(Bradford, 1976). Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda kirmizi
renklidir. 470 nm’de maksimum absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yiiklii gruplara
baglandiginda mavi renk alir ve 590 nm’de maksimum absorbans verir. Bradford
yontemine gore protein tayini yapilirken kullanilan ¢ozeltiler ve standartlar asagida

verildigi gibi hazirland: (Tablo 11).

Tablo 11. Bradford protein tayini pipetleme tablosu

BSA (250 pug/mL) 4ul | 8uL 16l | 32uL | 48 ul | 64 ul | 80 puL
Saf Su (Steril) (uL) 196 192 184 168 152 136 120
Coomassie Brillant Blue G 250 (mL) 1 1 1 1 1 1 1
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Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100°er pl aktarildi, kore ise 100 pl ultrasaf
su eklendi. Biitiin tiiplere 5’er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden
eklendi ve karistirildi. Iki dakika sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kore karsi
okundu ve protein standart grafigi ¢izildi.

Ham enzim ortaminda ve saflastirma islemlerinin her basamaginda protein tayini
yapildi. Protein konsatrasyonlart standart olarak kullanilan sigir serum albiimini (BSA)
kullanilarak konsatrasyona karsi absorbans grafiginin formiiliinden bilinmeyen protein

konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.7. SDS-PAGE Elektroforezinin Uygulanmasi

Jelin hazirlanisi: Elektroforez camlari kirliliklerin giderilmesi ve jelin sizmamasi i¢in
etil alkol ile silindi. Daha sonra cam levhalar elektroforez sistemine yerlestirildi. Tablo.
12’de oranlar1 verilen %8’lik ayirma jeline TEMED ilave edilerek polimerlesme baslatildi.
Polimerlesmenin baslatilmasiyla birlikte hazirlanan jel cam levhalar arasina dokiildii hava
ile temas1 kesildi. 1 saat kadar polimerlesmenin tamamlanmasi beklendi. Bu siire sonunda
jelimizin tizerine %5’lik y1gma jeli hazirland1 ve dokiildii. Cam levhaya dokiilen yigma
jelimizin {izerine kuyucuklar olusturmak i¢in taraklar kondu ve hava kabarcigi

kalmamasina dikkat edildi. Yigma jelinin icerigi Tablo 12’de verildi.

Tablo 12. Elektroforez jeli i¢in kullanilan madde miktarlari

Bilesenler %5’1ik Yigma Jeli %8’lik Ayirma Jeli
Saf Su 2,7mL 4,6 mL
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 2,7 mL
1,5M Tris Tamponu (pH 8,8) -- 2,5mL
1,5M Tris Tamponu (pH 6,8) 0,5mL --
%10’luk Amonyum persiilfat 0,04 mL 0,1 mL

SDS (%10 wiv) 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,005 mL 0,006 mL

Orneklerin hazirlanist ve jele uygulanist: Jele uygulanacak olan drnekler ve standart,
ornek tamponuyla uygun seyreltmeler yapilarak termoblok’ta 95 °C’de 5 dakika bekletildi.

Jel {lizerindeki tarak ¢ikartilarak, jel tamamen tampon igerisinde kalacak sekilde
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elektroforez kiivetine yerlestirildi ve kuyucuklara 6rnekler yiiklendi. Gii¢ kaynagi ile jele
100 V 30 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin ayrigma islemi gergeklestirildi.

Jelin boyanmasi: Cam plakalar arasindan ¢ikartilan jelin boyanmasi i¢in Coomassie
Brillant mavisi kullanildi. Jel, boya ile 10 dakika ve 70 rpm’de g¢alkalanarak muamele
edildi. Boyamadan sonra jeldeki fazla boya yikama ¢ozeltisi ile 70 rpm’de bantlar goriiniir
hale gelene kadar yikandi.

SDS-Page Elektroforez sonucunda jel tlizerinde goriinen tek bant ile fitaz enzimi
belirlendi. Jel tizerindeki standartlarin ve enzimin yiirime mesafeleri 6l¢iildii. Enzim ve

standartlarin R¢ degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi.

_ Ornegin aldig yol

Rf =
f Boyanin aldig: yol

Standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmasi alind1 ve Rt degerlerine kars1 grafik
cizildi. Elde edilen standart grafigin denkleminden yararlanilarak enzimin molekil agirlig

saptandi.

2.2.8. Fitazin Saflastirilmasi

Unlu besiyeri igerisinde biiyiitiilen bakterilerin tirettigi ekstraseliiler fitaz enzimleri
santrifiijlenerek ham enzim 0ziitii olarak elde edildi. Bu enzim karisimindan fitaz enzimi

asagidaki saflastirma teknikleri sirasi ile uygulanarak saflastirma gergeklestirildi.

2.2.8.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Ham oziitteki fitaz enziminin saflastirilmasinda ilk adim kademeli amonyum siilfat
coktiirmesidir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi buz banyosu icerisinde gergeklestirildi. Bu
amagla ham 6ziit %10- %90 araliginda amonyum siilfat doygunluguna ulastirildi. ilgili
amonyum siilfat doygunluguna ulagsmak i¢in gerekli amonyum siilfat miktari, amonyum
stilfat hesaplama programi kullanilarak belirlendi (URL 1). Tartilan kati amonyum siilfat
ham o6ziite yavas yavas ilave edilerek ham oziit ilgili doygunluga ulastirildi. flgili

doygunluga ulasmis ham &ziit buz banyosunda bir saat daha karigtirildi. {lgili doygunluga
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ulasmis ham o6ziit 20.000 rpm’de 20 dk. santrifiijlendi. Her bir doygunlukta ¢dken
proteinler pH 5,0 sodyum asetat tamponunda c¢oziildii. Aktivite ve protein tayinleri

yapilarak enzimin en iyi ¢oktiigii amonyum siilfat doygunlugu belirlendi.

2.2.8.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pellet uygun hacimde sodyum asetat
(pH 5,0) tamponunda geri ¢oziildii. Daha sonra yar1 gecirgen bir membrandan olusan
diyaliz torbasi (Selilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off
12.000 Da) uygun uzunlukta kesildi ve tek tip gézenek biiyiikligii saglamak ve agir metal
kontaminantlar1 gidermek icin 6n islemden gegirildi. On islem basamaklar sirasiyla;

o %0,3’liikk sodyum siilfit ¢ozeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletildi,

e  Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikandi,

e 060,2’lik siilfiirik asitte 1 dakika bekletildi,

e  Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikandx.

Diyaliz torbasina 6rnek aktarildi ve her iki ucu klipsler yardimi ile baglandi. Daha
sonra pelletlerin ¢6ziindiigli ayn1 tampon ile 24 saat siireyle tampon 2 defa degistirilerek
diyaliz edildi. Diyaliz islemi manyetik karistirict iizerinde 4 °C’de gergeklestirildi.

Diyalizat bir sonraki saflastirma adiminda kullanilmak {izere ayrildi.

2.2.8.3. DEAE iyon Degisim Kromatografisi

Amonyum siilfat ile kismi saflagtirilan ve diyaliz ile ortamdaki iyonlarin
uzaklastirildigi enzim, DEAE anyon degistirici kolon dolgu maddesi ile dengelenmis iyon
degistirici kolona yiiklendi. %20 etanol igerisinde 4 °C’de saklanan kolon dolgu maddesi
degaz edilerek 75 cm® yatak hacmine sahip olacak sekilde 2x30 cm ebatlarindaki kolonda
dengelendi. Dengeleme islemi 50 mM pH 5,0 sodyum asetat tamponu ile gergeklestirildi.
Dengeleme igleminin ardindan degaz edilmis amonyum siilfat ¢oktlirmesinden elde edilen
enzim ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Enzim c¢ozeltisi kolona verildikten sonra tutunmayan
proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in kolon 50 mM pH 5,0 sodyum asetat tamponu ile yikandi.
Kolona tutunan proteinler 0—1 M araliginda artan konsantrasyonda sodyum kloriir ¢ozeltisi

ile elue edildi. Eliisyon islemi her bir tiipe 100 damla eliiat olacak sekilde ve 3,5 mL/dk
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akis hizinda gerceklestirildi. Eliisyon igsleminin ardindan kolon 2,0 M NaCl ¢ozeltisi ile
yikandi. Kolon, bir sonraki kullanima hazir tutulmak i¢in %?20’lik etanol igerisinde
saklandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Absorbsiyon gdsteren tiiplerde
fitaz aktivitesi arandi. Fitaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi. Spesifik
aktivite degerleri hesaplandi. Saflastirma grafigi ¢izildi. Elektroforetik analizler i¢in ard

arda gelen ve aktivite gosteren tiipler birlestirildi.

2.2.9. Substrat Ozgiinliigii

Saf enzimin substrat spesifikligini belirlemek amaciyla sodyum fitat, 4-
metilumbelliferil fosfat, glukoz 6-fosfat, ADP ve ATP substratlarinin 5 mM’lik ¢ozeltileri
hazirlandi. 450 pL substrat lizerine 150 pL enzim ¢ozeltisi ilave edildi. 30 dk 85 °C’de
reaksiyon gerceklestirildi. ilgili siire sonunda tiiplere 600 uL. TCA ve 600 pL renk reaktifi
ilave edilerek kore karsi absorbanslart 625 nm’de ol¢iildii. Aktivite tayinleri 3 paralel
gergeklestirildi. Enzimin en iyi etkilestigi substrata ait aktivite degeri %100 kabul edildi.
Sonuglar % bagil aktivite olarak hesaplandi.

2.2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisi ¢alismalarinda, standart deney ortaminin pH’s1
1 birimlik araliklarla pH 2,2-9,0 araliginda 55 °C’de ¢aligilmistir. Tampon sistemi olarak
3,0-7,0 pH araliginda 50 mM Mcilvaine Tampon sistemi, pH 2,2’de 50 mM Glisin-HCI,
8,0 ve 9,0°da 50 mM Glisin-NaOH tamponlari kullanildi. Her bir pH degeri i¢in ayr1 kor
hazirlandi. Enzim aktivitesi sadece pH parametresi degistirilerek standart deney
kosullarinda spektrofotometrik olarak tayin edildi. Elde edilen sonuglar % bagil aktivite-

pH grafigi cizilerek kiyaslandi.

2.2.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin EtKkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi 25-105 °C arasindaki

sicakliklarda yapildi. Deneyde kullanilan tamponlar ham enzim i¢in pH 5,0’e (50 mM
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sodyum asetat tamponu) saf enzim ile yapilan deneme i¢in optimum pH degeri olan pH
4,0’a ayarland1 (50 mM sodyum asetat tamponu). 10 mM stok sodyum fitat ¢ozeltisi
standart deney ortamindaki final konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde ilave edildi. Enzim
aktivitesi sadece sicaklik parametresi degistirilerek, standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Elde edilen sonuglar % bagil aktivite-sicaklik grafigi

cizilerek incelendi.

2.2.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Enzim aktivitesi ilizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve
pH’da (85 °C, ve pH 4,0), sabit inkiibasyon siiresinde (30 dk) ve farkli konsantrasyonlarda
(son konsantrasyonu 0,08-3,33 mM araliginda sodyum fitat) substrat kullanilarak enzim
aktivitesinin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesiyle belirlendi. Enzimin Kp Ve Vmaks

degerleri Lineweaver-Burk grafiginden hesaplandi.

2.2.13. Enzimin pH Kararhliginn Incelenmesi

Ortamin pH’sinin enzim kararliligina etkisini belirlemek i¢in farkli pH ve
sicakliklarda enzimin kararliligi incelendi. Bu ¢alisma i¢in enzim pH 4,0 (50 mM sodyum
asetat tamponu) ve 85 °C’de, pH 2,2 (50 mM glisin-HCI tamponu) ve 85 °C’de, pH 6,0 (50
mM sodyum asetat tamponu) ve 85 °C’de, ayrica enzimin saklama kosullarindaki
kararlihigin incelenmesi i¢in 4 °C’de pH 2,2, 4 °C°de, pH 4,0 ve 4 °C’de ve pH 6,0°da ve 37
°C’de pH 2,2, 37 °C’de, pH 4,0 ve 37 °C’de ve pH 6,0’da farkli zaman araliklarinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon boyunca belirli araliklarla 6rnekler alind1 ve standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak aktiviteleri tayin edildi. Aktivite tayinleri {i¢ paralel olarak
gerceklestirildi. Her bir deneme i¢in baslangigtaki aktivite olgiimii %100 olarak kabul

edildi. Kalan aktiviteler % kalan aktivite olarak degerlendirildi.

2.2.14. Enzimin Isil Kararhhigmin incelenmesi

Enzim kararlilig1 {izerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in, saflagtirilmis olan fitaz

enzimi 4 °C, 37 °C ve 85 °C’de 50 mM pH 4,0 sodyum asetat tamponunda final
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konsantrasyonu 5 mM olan sodyum fitat ile birlikte deney ortamina eklendi. Enzim bu
sicakliklarda inkiibe edildi ve belirli araliklarda Ornekler alinarak optimum deney
kosullarinda spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapildi. Aktivite tayinleri {i¢ paralel
olarak gerceklestirildi. Her bir deneme i¢in baslangigtaki aktivite Sl¢iimii %100 olarak

kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol degerine gore % kalan aktivite olarak belirlendi.

2.2.15. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

Fitaz aktivitesi lizerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na*, A|3+, Ca2+,
C02+, Cu2+, Fe2+, Fe3+,Hg2+, Mgz+, Mn2+, Ni2+, Zn2+, Li* ve K* iyonlarinin kloriir tuzlarinin
100 mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin nihai konsantrasyonlart 1 mM, 5
mM ve 10 mM olacak sekilde aktivite tayinleri gergeklestirildi. Ayn1 zamanda metanol,
etanol, aseton, PMSF, 2-propanol gibi organik ¢oziiciilerin, SDS, Triton X100, Triton
X114, Tween 20 gibi bazi deterjanlarin ve EDTA’nin enzim aktivitesi {izerine etkisi
incelendi. Bu deterjanlarin ve organik ¢dziiciilerin reaksiyon ortaminda ki derisimleri %1
ve %10, EDTA’nin derisimi ise 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak sekilde reaksiyon
karisimlart hazirlanarak aktivite tayinleri gergeklestirildi. Aktivite tayinleri ii¢ paralel
olarak gerceklestirildi. Elde edilen aktivite sonuglari, herhangi bir kimyasal igermeyen
reaksiyon karisimindaki enzim aktivitesi ile karsilastirilarak bu kimyasallarin enzim

aktivitesi tizerine etkisi belirlendi.

2.2.16. Proteaz Varhgmn Fitaz Aktivitesine EtKkisi

Proteazlarin varliginda enzim kararliligini incelemek igin, proteaz ile 6n inkiibasyon
islemine tabi tutulan saf enzimin optimum sartlarda aktivite tayini yapilmis ve % kalan
aktiviteler hesaplanmustir. On inkiibasyon islemi enzim ile proteaz ¢ozeltisi 1:1 (w/w)
oraninda karistirilarak gerceklestirilmistir. 0,1 mg/mL konsantrasyondaki saf enzim 0,1
mg/mL konsantrasyonda proteaz karisimi (Tripsin-Kimotripsin; Sigma-Aldrich, Protease
Type VIII: Bakterial from Bacillus licheniformis) ile 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
tamponunda 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon ortamindan 30, 60 ve 90 dakikalarda
ornekler alindi ve kalan aktiviteler standart aktivite yontemi ile belirlendi. % kalan

aktiviteler belirlenerek grafige ¢izildi.
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2.2.17. TF-16 Fitazinin Soya Siitii Fitatim Parcalama Etkinligi

Fitat Standart Grafiginin Hazirlanisi: Fitaz enziminin soya siitii fitatin1 parcalama
etkinligini belirlemek i¢in fitat standart grafigi olusturuldu. Bu amacla 0,5-5,0 mM
araliginda farkli konsantrasyonlarda sodyum fitat standartlart hazirlandi ve standartlar
tizerine renk reaktifi (%0,03 FeCl3.6H,0 ve %0,3 siilfosalisilik asit) ilave edildi. Karigim
4,000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplanan siipernatant spektrofotometrede
500 nm’de kore karsi Olgiildii. Elde edilen grafikten soya siitii fitatinin konsantrasyonu
belirlendi (Latta ve Eskin, 1980).

Soya siitii ile enzim optimum sartlar altinda inkiibe edildi. 30 dakikalik araliklarla
ornekler alinarak standart aktivite yontemi yardimiyla fosfat yayini yapildi. 0-50 mM
araliginda K ;HPO, standartlar1 ile serbest fosfat grafigi ¢izilerek inkiibasyon sonunda
enzimin trettigi serbest fosfat miktar1 mM cinsinden hesaplandi. 6 molekiil serbest fosfatin
1 molekiil fitata denk geldigi diisiiniilerek bulunan serbest fosfat konsantrasyonu 6’ya
boliindii (Chen vd., 1956). Hesaplanan nihai konsantrasyon soya siitii fitatina oranlanarak

% hidroliz hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. Petri Testi

Bu ¢aligmada kullanilan 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiirii, fitaz enzimi
tiretip tiretmediklerinin kontrol edilmesi amaciyla petri testi yapildi. Bakteriler 4 giin fitath
kat1 besiyerinde biiyiitiildii. Bu siire sonrasinda zonlar belirgin hale geldi. Petri resmi Sekil

6’da verildi.

Sekil 6. 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiiriiniin fitaz tiretimi
kontrolii i¢in petri testi

Zon gaplar1 kumpas ile 6l¢iildii. Koloni ve zon ¢ap1 degerleri Tablo 13’de verildi.

Fitaz aktivitesi tespiti yapildi ve en yiiksek aktiviteyi gosteren TF16 secildi (Tablo 14).

Tablo 13. Petri testi koloni ve zon ¢ap1 degerleri

Bakteri tiirii TF1 TF12 TF14 TF16 TF17 DF20 TH2
Zon Cap1 (mm) 14 1,8 4 4 2 1,4 2
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Tablo 14. 7 farkli Geobacillus sp. susunun spektrofotometrik aktivite sonuglari

Bakteri tiiri Fitaz aktivitesi (U)
Geobacillus sp. TF1 461,51
Geobacillus sp. TF12 579,88
Geobacillus sp. TF14 432,14
Geobacillus sp. TF16 627,92
Geobacillus sp. TF17 346,25
Geobacillus sp. TH2 307,41
Geobacillus sp.DF20 535,28

3.2. Optimum indiikleme Siiresinin Belirlenmesi

Fitaz indiiklemesi i¢in unlu besiyeri kullanildi. Daha 6nce LB besiyrinde hazirlanan
gece kiiltiirleri unlu besiyerine asilanarak 55 °C’de biiylimeye birakildi. Optimum
indiikleme zamanini tespit etmek amaciyla besiyeri ortamindan 24 saat araliklarla 8 giin
boyunca uygun miktarlarda ornekler alinarak fitaz aktivite tayinleri ve protein tayinleri

yapildi. Spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 7°de verildi.
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Sekil 7. Optimum indiikleme siiresinin belirlenmesi
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3.3. Protein Tayini

Bu c¢alismada protein tayini i¢in Bradford metodu (Bradford, 1976) ve protein
standardi1 olarak BSA kullanildi. Elde edilen absorbanslar BSA konsantrasyonuna Karsi
grafige gecirildi. Orneklerin protein miktari, drneklerin absorbanslarinin standart grafiginin

egimine oranlanmasi ile hesaplandi.

3.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat ile proteinleri ¢oktiirmek icin ham enzim c¢ozeltisi, %10-%90
doygunluk araliginda 10’ar birim artis olacak sekilde kati amonyum siilfat ilavesi ile
doyuruldu. Ilave edilecek katt amonyum siilfat miktar1 “ammonium sulphate calculator”
programi kullanilarak hesaplandi (URL 1). Fitaz aktivitesi ve protein tayinleri yapilarak
enzimin en iyi ¢oktiigii amonyum siilfat doygunlugu belirlendi.

Aktivite tayinleri paralel 3 tekrarli yapildi. Ortalama degerler alinarak sonuglar
hesaplandi. Yapilan aktivite tayinleri neticesinde TF16 susundan elde edilen fitaz
enziminin en iyi %60 doygunlukta amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢oktiigii belirlendi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu %60 doygunlukta ¢oken enzimin %35 verimle
spesifik aktivite degeri ham 6ziitlin yaklasik 2 kati oldugu belirlendi. Bu asamadan sonraki
caligmalarda; ham enzim %40 doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktiiriildii. Cokelek
uzaklagtirilarak siipernatant %60 doygunluga getirildi. Elde edilen protein ¢okelegi uygun
hacimde 50 mM pH 5,0 olan sodyum asetat tamponunda ¢oziildii, 4 °C’de 1 gece bekletildi
ve 6.000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilerek siipernatant toplandi. Elde edilen kismi olarak
saflagtirilmis enzim c¢oOzeltisi daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere 4 °C’de

saklandi.

3.5. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim 06ziitii 6n islemleri yapilmis
olan diyaliz torbasina aktarildi ve her iki ucu klipsler yardimi ile baglandi. Daha sonra
50 mM pH 5,0 olan sodyum asetat tamponu ile 24 saat siireyle diyaliz edildi. Diyaliz
islemi manyetik karistirici tizerinde 4 °C’de gergeklestirildi. Diyalizata fitaz aktivitesi ve

protein tayinleri yapilarak enzimin spesifik aktivitesi hesaplandi. Diyaliz sonrasinda fitaz
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enziminin spesifik aktivite degeri ham Oziitiin yaklagik 2,5 kat1 oldugu belirlendi. Ham
o0ziit ile diyalizatin spesifik aktiviteleri kiyaslanarak saflastirma kat sayis1 hesaplandi. Elde

edilen enzim 6ziitli daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 4 °C’de sakland.

3.6. DEAE iyon Degisim Kromatografisi

Amonyum siilfat ve diyaliz ile kismi olarak saflastirilan enzim, DEAE
(dietilaminoetil) sefaroz anyon degistirici kolon dolgu maddesi ile dengelenmis iyon
degistirici kolona yiiklendi. 50 mM pH 5,0 olan sodyum asetat tamponu ile dengeleme
isleminin ardindan 20 mL enzim c¢ozeltisi kolona yliklendi. Enzim c¢d6zeltisi kolona
verildikten sonra tutunmayan proteinlerin uzaklastirilmasi igin kolon ayni tampon ile
yikandi. Kolona tutunan proteinler 0-1 M araliginda artan konsantrasyonda sodyum kloriir
(NaCl) ¢ozeltisi ile eliie edildi. Eliisyon islemi her bir tipe 100 damla eliiat olacak sekilde
ve 3,5 mL/dk akis hizinda gerceklestirildi. Eliisyon isleminin ardindan kolon 2,0 M NaCl
¢ozeltisi ile yikandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Absorbsiyon gosteren tiiplerde
fitaz aktivitesi arandi1. Fitaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi. Spesifik
aktivite degerleri hesaplandi. Saflastirma grafigi cizildi. Grafik Sekil 8’de verilmigtir.
Hesaplanan spesifik aktivite degerleri kullanilarak saflastirma tablosu olusturuldu.

Sonuglar Tablo 15’de verilmistir.
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Sekil 8. Tyon degistirici kolon saflastirma grafigi
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. Protein Enzim
Sai?ﬁtlngna I—(ira:]cll_r; Miktar1 Aktivitesi S(E)Js/r:d;t Verim S;g?glrga
(ng/mL) (U/mL) g y
Ham Ozt 100 1890 414,09 219.10 100 1
(NH,);S0, 30 418 147,86 35372 | 3571 1,61
Coktiirmesi
Diyaliz 40 266 142,71 536,50 | 34.46 2,45
DEAE Kolonu 10 120 129,61 108007 | 31,30 493

3.7. SDS-PAGE Elektroforezi

Saflagtirma basamaklarinin her bir adiminda bir miktar ornek elektroforetik analiz

i¢cin 4 °C’de saklandi. % 8’lik Poliakrilamit Jel kullanilarak SDS-PAGE elektroforez islemi

uygulandi. Elektroforez isleminden sonra Jel Commassie Brillant Blue R 250 ile boyandi.

Boyama sonucu olusan protein bantlar1 incelendi. SDS-PAGE elektroforez jel goriintiileri.

Sekil 9°da verilmistir.

| M
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B € ol
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~ Py -
e B A
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Sekil 9. A: LB besiyerinde indiikleme yapilmamis ham enzim o6ziitii,
B: Unlu besiyerinde indiiklenmis ham enzim o6ziitii, C: %60
Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, D: Diyaliz islemi
sonrasi, E: DEAE iyon degisim kolonu sonrasi, M: Protein
standardi (116 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 35 kDa)
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SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirlig1 belirlendi. Standart proteinlerin R¢ degerleri
Ma’larinin  logaritma degerine karsi grafige gegirildi. Grafik Sekil 10’de wverildi.
Saflagtirilan enzimin alt birim agirligi 106,04 kDa olarak hesaplanda.

2,5 y =0,9332x + 1,4799
R2=0,9969
2 “__',,.--'.
2 1’5 °'/(d_0“’//0//‘
2
g1
0,5
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Rf

Sekil 10. Standart proteinler log(Ma)-R¢ Grafigi

3.8. Substrat Ozgiinliigii

Saf enzimin substrat ozgiinliigiinii belirlemek amaci ile sodyum fitat, 4-
metilumbelliferil fosfat, glukoz 6-fosfat, ADP ve ATP substratlar1 kullanilarak aktivite
tayinleri gergeklestirildi. Sonuglar Tablo 16’de verilmistir.

Tablo 16. TF16 Fitazina ait substrat- % bagil aktivite degerleri

Substrat % Bagil aktivite
Sodyum Fitat 48,70
4 - Metilumbelliferil Fosfat 100
Glukoz 6-Fosfat 89,48
ADP 51,27
ATP 44,20
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3.9. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min EtKkisi

Fitaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH’y1 belirlemek amaciyla tampon sistemi
olarak 3,0-7,0 pH araliginda 50 mM Mcilvaine tampon sistemi, pH 2,2’de 50 mM Glisin-
HCI, 8,0 ve 9,0’da 50 mM Glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Aktivite tayinleri en az iig
paralel olacak sekilde yapildi. Sonuglar hesaplanarak grafige geg¢irildi. TF16 Fitazina ait
pH- % bagil aktivite grafigi Sekil 11’de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi saflastirilan
enzim en yliksek aktiviteyi pH 4,0’da gostermistir. Bundan sonraki ¢alismalarda optimum

pH 4,0 olarak kullanilmistir.

120
100
80
60

40

% Bagil Aktivite

20

pH

Sekil 11. TF16 fitazinin pH-%bagil aktivite grafigi

3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Fitaz enzimin aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla 25-105 °C
araliginda farkli sicakliklarda aktivite tayinleri gerceklestirildi ve aktiviteler hesaplandi.
% bagil aktivite sicaklik grafigi ¢izilerek fitaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik
belirlendi. TF16 fitazina ait sicaklik- % bagil aktivite grafigi Sekil 12°de verilmistir. Fitaz

enziminin optimum sicaklig1 85 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 12. TF16 fitazinin sicaklik-%bagil aktivite grafigi

3.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmnin EtKisi

Fitaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum protein miktarini belirlemek
icin daha once belirlenen optimum sartlarda ve sabit substrat miktarina karsilik proteinin
degisen miktarlarinda (0,5-50,3 pg/mL) reaksiyon karisimlart hazirlanarak aktivite
tayinleri yapildi. Aktivite tayinleri ii¢ paralel olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen
sonuglar grafige geg¢irilerek enzimin doygunluga eristigi noktadaki protein miktari
bulundu.

Grafikten enzimin en etkin aktivite gosterdigi protein konsantrasyonu yaklagik 25
pg/mL olarak belirlendi. Bundan sonraki asamalarda reaksiyon ortamina 25 pg/mL olacak

sekilde enzim ¢ozeltisi ilave edildi.

3.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Fitaz enzimi aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaciyla
0,08-3,33 mM araliginda degisen substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon karisimlar
hazirlandi. Aktivite tayinleri daha dnce belirlenen optimum sartlarda ve ii¢ paralel olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri grafige gecirilerek fitaz enzimine ait
substrat doygunluk egrisi elde edildi. Elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk
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grafigi ¢izildi. Grafiklerden kinetik parametreler olan Vs Ve K degerleri hesaplandi.

Fitaz enzimi i¢in Lineawaver-Burk Grafigi Sekil 13’de verilmistir.

Lineweaver-Burk Grafigi
0,035

y =0,0025x + 0,0019
0,03 R?=0,998

v

-5 0 1/§8] 10 15

Sekil 13. TF16 fitazinin sodyum fitat substrati varlinda ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

Serbest enzim Michaelis-Menten kinetigine uyum gostermektedir. Enzimin kinetik
parametreleri olan Viyas Ve Ky degerleri, ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden sirasiyla

526,28 U/mg protein ve 1,31 mM olarak belirlenmistir.

3.13. Isil Kararlih@min incelenmesi

Isil kararlilig belirlemek amaciyla fitaz enzimi 4 °C, 37 °C ve 85 °C’de bekletilerek
2.,4.,24., 48. ve 72. saat sonunda aktivite tayinleri belirlenen optimum sartlarda ti¢ paralel
olarak gerceklestirildi. % kalan aktiviteler, herhangi bir ©6n inkiibasyon islemi
uygulanmamis saf enzimin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak

hesaplandi. Sonuglar Sekil 14°de verilmistir.
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Sekil 14. TF16 fitazinin 1s1l kararlilik grafigi

Grafikten de goriildiigii gibi saf enzim 4, 37 ve 85 °C’de 24 saat sonunda aktivitesini

yaklasik olarak % 80’nin lizerinde korudugu tespit edilmistir.

3.14. pH Kararlihgmn incelenmesi

Serbest enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla saf enzim uygun oranlarda
farkli tampon ¢ozeltileri (pH 4,0 ve 6,0 sodyum asetat, 2,2 glisin-HCI tamponu) ile
karistirilarak farkli sicakliklarda (4, 37 ve 85 °C) inkiibe edilmistir. Bu karisimlsardan hig
bekletilmeden alinan orneklerle yapilan aktivite testleri ile belirli araliklarla alinan
orneklere yapilan aktivite testleri kiyaslanarak % kalan aktiviteler hesaplanmstir (Sekil 15,

Sekil 16 ve Sekil 17).
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Sekil 15. TF16 fitazinin 4 °C’de pH kararlilik grafigi

Sekil 15°te goriildiigii lizere fitaz enzimi 4 °C’de farkli pH degerlerinde 24 saat
sonunda aktivitesini biiyilkk oranda (%70-80) korumustur. Ayrica aktivitesini 96 saat
sonunda farkli pH’larda yaklasik %30-40 oraninda korudugu tespit edilmistir.

pH 2,2 pH 4,0 pH 6,0
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Zaman (saat)

Sekil 16. TF16 fitazimin 37 °C’de pH kararlilik grafigi

Fitaz enziminin 37 °C’de pH 4,0’da 4 saat sonunda aktivitesinin %30, pH 2,2’de 4
saat sonunda %358, pH 6,0’da 4 saat sonunda da %30’unu korudugu belirlenmistir. ilk

saatin sonunda ise tiim pH degerlerinde aktivite yaklasik %80 oraninda korunmustur.
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Sekil 17. TF16 Fitaz1 85 °C’de pH kararlilik grafigi

Fitaz enziminin 85 °C’de pH 4,0’da 4 saat sonunda aktivitesini %66 oraninda, pH
2,2’de 4 saat sonunda %67 oraninda, pH 6,0’da 4 saat sonunda ise %62 oraninda korudugu
belirlenmistir. Ilk saatin sonunda ise tiim pH degerlerinde aktivite yaklasik %70 oraninda

korunmustur.

3.15. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

Serbest enzimin aktivitesi {izerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na®,
Al¥, Ca?*, Co*, cu®, Fe**, Fe*, Hg®*, Mg®, Li*, Mn®*, Ni**, K" ve Zn* iyonlan
reaksiyon karistminda 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak sekilde aktivite tayinleri
gerceklestirilmistir. Sonuglar metal iyonu igermeyen denemeden elde edilen sonugla
karsilastirilarak metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine etkisi incelenmistir. Ayni
zamanda Etanol, Metanol, Aseton, 2-Propanol, SDS, Triton X100, Triton X114, Tween 20
ve EDTA gibi bazi kimyasallarin da enzim aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir. Aktivite

tayinleri ii¢ paralel olarak gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 18 ve Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 18. Organik ¢oziiciiler ve deterjanlar varliginda % kalan aktiviteler

500 ElmM B5mM =10 mM
450
400
350
300
250
200

150
100

QO Q@ Q <¢® @% O‘f (\}\ @0 \) ij QSo é\
Metaller

% Bagil aktiviteler

Sekil 19. Metallerin varliginda % kalan aktiviteler

Reaksiyon ortaminda, son konsantrasyonun 1 mM oldugu metal varliginda fitaz
enziminin aktivitesini biiyik oranda korundugu, %1°lik Triton X100 ve Tween 20
varliginda ise enzimin tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir.

10 mM’lik metallerin varliginda ise enzim genel anlamda aktivitesini korumustur.

Artan Cu®* konsantrasyonu ise aktiviteyi yaklagik 4,5 kat kadar arttirmistir. Ayrica, diisiik
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konsantrasyonlarda bile enzimi tamamen inhibe edebilen Triton X100 ve Tween 20’nin

yani sira artan Triton X114 konsantrasyonu da enzimi tamamen inhibe etmistir.

3.16. Proteaz Varhgmmin Fitaz Aktivitesine Etkisi

Proteazlarin varliginda enzim kararliligini belirlemek i¢in, saflastirilmis olan fitaz
enziminin aktivitesi optimum sartlar altinda belirlendi. Daha sonra 0,1 mg/mL
konsantrasyondaki saf enzim 0,1 mg/mL konsantrasyonda proteaz karigimi (Sigma-
Aldrich. Protease Type VIII: Bakterial from Bacillus licheniformis) ile 50 mM Tris-HCI
(pH 7,5) tamponunda inkiibe edildi. Inkiibasyon ortamindan 30, 60 ve 90 dakikalarda
ornekler alindi. Sonuglar Sekil 20°de verilmistir. Proteazlar varliginda 90 dakika

sonrasinda fitaz enzimi aktivitesinin %46’sini1 korudugu belirlenmistir.
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Sekil 20. Proteazlarin varliginda % kalan fitaz aktivitesi

3.17. TF-16 Fitazimin Soya Siitii Fitatim Parcalama Etkinligi

Fitaz enziminin soya siitii fitatin1 par¢alama etkinligini belirlemek i¢in fitat standart
grafigi olusturuldu. Grafikten soya siitii fitat1 konsantrasyonu 28,16 mM olarak hesaplandi.

Soya siitii ile enzim optimum sartlar altinda inkiibe edildi. 30 dakikalik araliklarla 6rnekler
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aliarak standart aktivite yontemi yardimiyla fosfat yayini yapildi. 0-50 mM araliginda
K;HPO, standartlar1 ile serbest fosfat grafigi cizilerek 4 saatlik inkiibasyon sonunda
enzimin {lrettigi serbest fosfat miktar1 25,39 mM olarak hesaplandi. 6 molekiil serbest
fosfatin 1 molekiil fitata denk geldigi diistiniilerek bulunan serbest fosfat konsantrasyonu
6’ya boliindii ve hidrolizlenen fitat miktar1 4,23 mM oldugu bulundu. 4 saat sonunda
hidrolizlenen fitat miktar1 toplam soya siitii fitatina oranlanarak Geobacillus sp TF16

fitazinin hidrolizleme kapasitesi %18,78 olarak hesaplandi.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Fitazlar, bitki tohumlarinda fosfatin temel depo formu olan fitatin daha az
fosforillenmis inositol fosfatlara ya da bazi durumlarda inositole sirali hidrolizini
katalizleyen fosfataz sinifi enzimlerdir (Kerovuo, 2000). Fitazi pargalayan enzimlerle ilgili
olarak yem ham maddelerinde ve insanlar igin hazirlanan gidalardaki fitat igerigini
azaltmak amaciyla son yillarda birgok ¢alisma yiirtitiilmektedir. Ayrica bunlarin yani sira
myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasi, kagit endiistrisi ve toprak iyilestirme alanlarinda da
fitaz enzimi kullanilmaktadir. Yapilan son ¢alismalar, yem tizerine enzim ilavesi ile fosfat
kullantminin arttigin1 ve inorganik fosfat atilmimin yaklasik %50 kadar azaltildig:
gbzlenmistir (Li vd., 1997).

Cesitli alanlarda kullanilmak iizere piyasada ticari olarak farkli organizmalardan elde
edilen farkli enzimler mevcut olmakla birlikte, bunlar arasinda en ¢ok tercih edilenler,
pratikteki eldelerinin kolaylig1, yiiksek aktiviteleri ve ekstrem sartlardaki kararliliklarindan
dolay1 mikrobiyal ve termofilik orijinli olanlardir. Endiistriyel olarak ozellikle 1siya
dayanikli enzimlerin eldesi olduk¢a 6nemli oldugundan termofilik organizmalardan enzim
izolasyonu ve karakterizasyonuna ilgi gittikge artmaktadir. Bir¢ok endiistriyel uygulama
icin 151l kararh ve yliksek sicakliklarda aktivite gosteren fitazlara ihtiyag¢ vardir.

Fungus fitazlar: genellikle A. ficuum ve A. niger gibi Aspergillus tiirleri ve bakteriyel
kaynakli fitazlar ise Aerobacter aerogenes, Pseudomonas sp., Escherichia coli, Bacillus
sp.ve Enterobacter sp. tiirlerinden elde edilmistir (Kim vd.,1998).

Bu calismada ticari potansiyele sahip endiistriyel bir enzim olan fitaz enzimi, yeni
izole edilmis termofilik bir bakteri olan Geobacillus sp.TF16 susundan saflastirildi.
Saflastirilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak sonuglar literatiir verileri ile
kiyaslandi. Yapilan literatiir arastirmalarinda ¢ogunlukla fungus kokenli fitazlar iizerine
caligmalarin oldugu ayrica Geobacillus fitazlar1 {izerine heniiz bir ¢alisma yapilmadigi
goriildii. Geobacillus sp.TF16 susunun tirettigi fitaz enzimi kolon kromatografisi teknikleri
kullanilarak saflastirildi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan uygulanan iyon degisim
kromatografisi sonucu enzim 4,93 kat saflastirildi (Tablo 15). Aspergillus ficuum NTG-
23’dan klonlanan ve saflastirilan fitaz enzimi 71,5 kat saflastirilmistir (Zhang vd.,2010).
Aspergillus niger ATCC 9142’dan saflastirilan fitaz enzimi ise 24,89 kat saflastirilmigtir
(Casey ve Walsh, 2003). Geobacillus sp. TF16 fitazinin saflagtirma kat sayisinin diisiik
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olmasinin sebebi ise, bakterinin unlu besiyeri icerisinde 4 giinlik indiiklenme sonrasi
yiiksek oranda fitaz liretmesi ve ham enzim Oziitiinde yliksek oranda fitaz enzimi ihtiva
etmesinden kaynaklanmaktadir. Bu yoniiyle, indiikleme sonras1 sadece amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapilarak da yiiksek oranda fitaz enzimi elde edilebilir ve saflastirma maliyeti
dustirtilebilir.

Saflastirilan enzim elektroforetik olarak analiz edildiginde, SDS-PAGE sonucu tek
bir protein bandinin goriilmesi enzimin saflastirildigini desteklemektedir(Sekil 9). Ayrica
gerceklestirilen SDS-PAGE sonucu enzimin altbiriminin molekiil agirhigi 106,04 kDa
olarak belirlendi(Sekil 10). Fitaz enziminin molekil agirligi ile ilgili yapilan literatiir
aragtirmalarinda genellikle bakteriyel fitazlarin (40-55 kDa) fungus kokenli fitazlardan
(80-120 kDa) daha diisiik molekiil agirligina sahip oldugu goriilmistiir (Asan, 2006).
Bacillus sp. DS11 susundan saflastirilan fitaz enziminin molekiil agirligi SDS-PAGE ile 44
kDa (Kim vd.,1998), Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den izole edilen fitaz enziminin
molekiil agirligr 50 kDa (De Angelis vd., 2003). Rhizopus oligosporus ATCC 22959’dan
saflastirilan fitaz enziminin molekiil agirligi 124 kDa olarak bulunmustur (Casey ve Walsh,
2004). Genel literatiir verilerinden farkli olarak, Geobacillus sp.TF16 fitazinin fungal
fitazlar gibi nisbeten yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu tespit edilmisitir.

Enzim aktivitesi tizerine pH’ nin etkisi incelendiginde enzimin en yiiksek aktiviteye
pH 4,0 olan sodyum asetat tamponun’da sahip oldugu gorildii (Sekil 11). Literatiire
bakildiginda bakteri fitazlari ile ilgili yapilan caligmalar az olmakla birlikte mevcut
caligmalar incelendiginde B. subtilis ve B. amyloliquefaciens fitazlarinin optimum pH
degerlerinin sirasi ile 5,5-7,5 ve 7,0-8,0 oldugu (Asan, 2006), B. subtilis YMN2f20 susu
fitazinin pH degerlerinin 5,0 ( Sogut vd., 2013) ve Klebsiella pneumoniae 9-3B fitazinin
pH degerlerinin ise 4,0 (Escobin-Mopera vd., 2012) oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
bakildiginda yapilan mikrobiyal fitaz ¢aligmalarinda optimum pH degerleri genellikle pH
3,5 ile 5,5 arasinda oldugu bulunmustur (Tablo 2) (Asan, 2006).

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi incelendiginde ise enzimin en yiiksek
aktiviteye 85 °C’de sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 12). Literatiir arastirmalarinda,
yapilan mikrobiyal fitaz ¢alismalarinin optimum sicaklik degerleri genellikle 40-80 °C
arasinda oldugu gorilmistiir (Asan, 2006). B. subtilis ve B. amyloliquefaciens fitazlarinin
optimum sicaklik degerlerinin sirasi ile 55-60 ve 70 °C oldugu (Asan, 2006), B. subtilis
YMN2f20 susu fitazinin optimum sicaklik degerlerinin 40 °C (Sogut vd., 2013) ve

Klebsiella pneumoniae 9-3B fitazinin optimum sicaklik degerlerinin ise 50 °C (Escobin-
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Mopera vd., 2012) oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda Geobacillus sp. TF16
fitazinin literatiirdeki saflastirilan bir ¢ok enzimin optimum sicaklik degerlerinden daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Geobacillus sp. TF16 fitazinin sindirim sistemi pH’larinda
(pH 2,0-5,0) ve hayvan yemi hazirlama proseslerinde ¢ikilan yiiksek sicakliklarda (70-90
°C) aktivite gostermesi, bu enzimin ticari olarak kullanilma potansiyelini destekleyen
verilerdir.

Saflastirilan enzimin 1s1l kararlilig1 incelendiginde, enzimin depolama sicakligi olan
4 °C’de 72 saat sonunda aktivitesini %75 oraninda korudugu, enzimin yem katki maddesi
olarak kullanilmasi durumunda hayvanin yaklasik viicut sicakliginda (37 °C’de) 48 saat
sonunda aktivitesini %70 oraninda korudugu, optimum sicaklik ve yem tiiretim proses
sicakligi olan 85 °C’de ise 48 saat sonunda aktivitesini biiyiik oranda korudugu belirlendi
(Sekil 14). Saflastirilan enzimin pH kararliligi 4, 37 ve 85 °C degerlerinde zamana karsi
incelendiginde 4 °C’de, pH 2,2 ve pH 4,0’da 24 saat sonunda enzimin %80 aktivitesini
korudugu, pH 6,0 da ise 24 saat sonunda enzimin %70 aktivitesini korudugu gozlendi
(Sekil 15.). 37 ve 85 °C’lerde ise pH 2,2, 4,0 ve 6,0°da 1 saat sonunda Geobacillus sp.
TF16 fitaz1 %80 oraninda, 2 saat sonunda ise %70 oraninda aktivitesini korumustur (Sekil
16 ve Sekil 17). Bu konuda yapilan literatiir arastirmalart sonuglarina gore, Aspergillus
ficuum NTG-23’dan saflastirilan fitaz enziminin 60 ve 70 °C’de 1 saat sonunda %100’e
yakin aktivitesini korudugu gozlenmis, fakat 80 °C’de 10 dakika sonunda aktivitenin
tamamen kayboldugu anlagilmistir (Zhang vd., 2010). L. Sanfranciscensis CB1 fitazinini
pH 4,0 sodyum asetat tamponunda 60 ve 70 °C’lerde 30 dakika sonunda aktivitesini
yiiksek oranda korudugu, fakat 80 °C’de ve pH 4,0 sodyum asetat tamponunda 10 dakika
sonunda aktivitesinin %10’unu 30 dakika sonunda ise tamamimi kaybettigi bildirilmistir
(De Angelis vd., 2003). Aspergillus niger ATCC 9142’den saflagtirilan fitaz enzimi 2
farkli ticari fitaz ile kiyaslanarak 80 °C’deki 1s1l kararlilig1 incelenmis ve optimum sartlar
altinda ticari fitaz enzimlerinin 4 saat sonunda tamamen aktivitelerini kaybettigi,
Aspergillus niger ATCC 9142 fitazinin ise %80 oraninda aktivitesini kaybettigi
saptanmistir (Casey ve Walsh, 2003). Literatiir sonuglari ile karsilastirilan Geobacillus sp.
TF16 fitaz1 6zellikle 85 °C gibi yiiksek sicakliklarda farkli pH degerlerinde aktivitesini
uzun siire koruyabildigi anlagilmistir ve bu 6zelligi, Geobacillus sp. TF16 fitazinin hayvan
yem iiretim proseslerinde yiiksek sicakliklarda gerceklesen On islem basamaklarinda

kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegini desteklemektedir.
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Saflagtirilan enzimin kinetik parametreleri olan Ky, ve Vs degerleri Lineawaver-
Burk grafiginden sirasiyla 1,31 mM ve 526,28 U/mg olarak hesaplandi (Sekil 13). Kp,
degeri enzimin substratina ilgisinin bir gostergesidir. Enzimler substratlarini iirline
dontstiiriirken reaksiyon bir enzim-substrat ara kompleksi tizerinden gergeklesir. Ky, degeri
olusan bu ara kompleksin kararliligmnin bir gostergesidir. Diisiik Kp degeri giiclii bir
baglanmay1 ifade eder (Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Ayrica, bir enzimin Ky Ve Viaks
degerleri izole edilen organizmanin tiiriine ve kullanilan substrata gore degisiklik gosterir.
Bacillus sp. DSII den saflastirilan fitaz enziminin Ky, degerinin 0,55 mM oldugu (Kim vd.,
1998), Aspergillus ficuum NTG-23’dan saflastirilan fitaz enziminin Ky Ve Vimaks
degerlerinin sirasiyla 0,295 mM ve 55,9 nmol/min oldugu (Zhang vd., 2010), bir baska
Aspergillus niger susundan saflastirilan fitaz enziminin ise Ky, ve Vinaks degerleri sirasiyla
7,7 mM ve 5137,9 U/mL oldugu (Akturk vd., 2013) rapor edilmistir. Literatiir aragtirmasi
sonucunda genis bir aralikta K., degerine sahip bir¢ok c¢aligma oldugu anlasilmaktadir.
Ayrica, bu calismalarin biiyilk cogunlugu fungus temelli fitazlar iizerine yapilan
calismalardir. Literatiir sonuglarina gore, ¢ok daha diisiik Ky, degerleri olmasina karsin
literatiir araliginda K, degerine sahip olan Geobacillus sp. TF16 fitazi yiiksek bir Vpmaks
degerine sahiptir.

Geobacillus sp.TF16’dan saflagtirilan fitaz enzimi en yiiksek aktiviteyi 4-
metilumbelliferil fosfat substrati varliginda gostermistir. Glukoz 6-fosfat varliginda %90
bagil aktivite gosteren Geobacillus sp.TF16 fitazt ATP, ADP ve sodyum fitat substratlarina
yaklasik %50 bagil aktvite gostermektedir (Tablo 16). Literatiir sonuglarinda, Aspergillus
niger ATCC 9142’dan saflastirilan fitazin sodyum fitata en yiiksek ilgiye sahip oldugu,
ATP, ADP’ye sirasiyla %38,8 ve %25,6 bagil aktivite gosterdigi bildirilmistir (Casey ve
Walsh, 2003). Candida krusei WZ-001’dan saflastirilan fitaz enziminin en yiiksek ilgisinin
fitata oldugu, ATP, ADP ve D-glukoz 6-fosfata sirasi ile %7, %8 ve %20 bagil aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Quan vd., 2002). Aspergillus ficuum NTG-23’dan saflastirilan
fitaz enzimi i¢in sodyum fitata ilgisi %100 kabul edilerek ATP, ADP ve glukoz 6-fosfat
icin % bagil aktivitelerin sirasiyla 250,6, 177,5 ve 190,6 oldugu bulunmus (Zhang vd.,
2010). Geobacillus sp.TF16 fitaz1 literatiir sonuglari ile kiyaslandiginda Aspergillus ficuum
NTG-23 fitazina yakin degerlerde substrat 6zgiinliigiine sahip oldugu anlasilmistir. Ayrica,
Geobacillus sp.TF16 fitazinin tek bir substrata 6zgii aktivite gostermedigi ve birgok fosfat

grubu iceren substrat1 hidrolizleyebilme yetenegine sahip oldugu anlagiimstir.
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Bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesi lzerine etkisi incelendiginde, farkli
konsantrasyonlarda metaller varliginda enzim aktivitesinin bazi metaller hari¢ fazla
degismedigi tespit edilmistir (Sekil 19). cu® iyonunun farkli konsantrasyonlarinin enzim
aktivitesi tizerine etkisi incelendiginde; 1 mM’lik nihai konsantrasyonda enzim
aktivitesinin %30 azaldigi, 10 mM’da ise %350 arttig1 tespit edilmistir (Sekil 19). Yani 10
mM’lik nihai Cu®* konsantrasyonu enzim aktivitesini yaklasik 4,5 kat arttirmistir. Fe®",
I\/Ig2+ ve AP iyonlarmin farkli konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi
incelendiginde; 1 ve 5 mM’lik nihai konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin fazla
degismedigi, 10 mM’lik nihai konsantrasyonlarda ise enzim aktivitesinin %50-150
oranlarinda arttigi tespit edilmistir. Ca®" iyonunun farkli konsantrasyonlarmin enzim
aktivitesi izerine etkisi incelendiginde; 1 mM’lik nihai konsantrasyonda enzim
aktivitesinin %40 arttigi, 10 mM’da ise %20 distigi tespit edilmistir (Sekil 19).
EDTA’nin artan konsantrasyonlarinin enzim aktivitesini yaklagik %50 oraninda azalttigi
gozlenmistir. Genel anlamda EDTA’nin enzim aktivitesini diisiik oranda inhibe ettigi
sOylenebilir.  Organik ¢Oziiciilerin  ve deterjanlarin  varhigindaki kalan aktivite
calismalarinda ise SDS’in %1’ lik konsantrasyonunda enzim aktivitesinin %30 oraninda
arttigi, artan SDS konsantrasyonlarinda ise aktivitenin %50 oraninda azaldigi goriilmiistiir.
Triton X100 ve Tween 20 deterjanlariin tiim konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin
tamamen kayboldugu goriilmiistiir. Ayrica %1 ve 5’lik Triton X114 varhiginda aktivite
%50 oraninda korunmasina karsin %10’luk Triton X114 konsatrasyonu ile tamamen
kaybolmustur (Sekil 18). Organik c¢oziiciilerin degisen konsantrasyonlarinda ise genel
anlamda enzim aktivitesinin korundugu ve hatta aktivitenin artma egiliminde oldugu
gorilmiistiir.

Metal iyonlari enzim aktivitelerini farkli sekillerde etkilemektedir. Mullaney vd.
2000 yilinda Bacillus fitazinin hem aktivite hem de 1s1l kararlilik igin Ca?* iyonuna ihtiyag
duydugunu ifade etmistir. Lactobacillus brevis fitazinin divalent metal iyonlari
varligindaki aktivite calismalarinda 1 ve 5 mM konsantrasyonlar enzim aktivitesi biiyiik
oranda korunmustur (Siimengen vd., 2012). Klebsiella pneumoniae 9-3B’den saflastirilan
fitaz enziminin metal iyonlar1 varlifindaki aktivite ¢aligmalar1 sonucunda 1 mM metal
varliginda aktivite biiylik oranda aktivite gozlenmis, 5 mM konsantrasyonda metal
varliginda ise aktiviteler yiiksek oranda diismektedir ve bu g¢alismada 1 mM ca*
konsantrasyonda %103 aktivite alinirken, 5 mM Ca?"de %78,90 aktivite goriilmiistiir

(Escobin-Mopera vd., 2012). Aspergillus ficuum NTG-23 fitazinin metallerin varligindaki
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calismasinda artan metal konsantrasyonu sonucu (1,25-2,5-5-10 mM) enzim aktivitesi
%100’e kadar korunmustur (Zhang vd., 2010). Aspergillus niger ATCC 9142 fitazinda
metaller varliginda Ca®" icin %68, Mg2+, Mn®*, Cu®, Hg2+, Zn? varliginda yaklasik %150
bagil aktivite gbzlemlenmistir (Casey ve Walsh, 2003). Literatiir sonuglarina gore diisiik
konsantrtasyonlardaki Ca”* aktiviteyi arttirirken, yiiksek konsantrasyonlarda aktiviteyi
azaltan bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Bazi kimyasallarin varliginda kapsaminda
yapilan literatiir ¢alismalarinda, Lactobacillus sanfranciscensis CB1 fitaz1 i¢in EDTA
varliginda %92,5 aktivite gosterdigi gozlenmistir(De Angelis vd., 2003). Sporotrichum
thermophile’den izole edilen fitaz enziminin %10’luk organik c¢dziiciiler varligindaki
aktivite ¢aligmalar1 yapilmis, %10 aseton varliginda %94,72, etanol varliginda %77,2 bagil
aktivite, %0,5 oraninda detarjan varhigindaki ¢alismalarda ise Triton X100 igin %82,34,
Tween 20 igin %124,48 ve SDS igin %32,98 bagil aktivite gbzlenmistir(Singh ve
Satyanarayana, 2009). Metal itonlar1 ve organik ¢oziiciiler varliginda Geobacillus sp. TF16
fitaz1 genel olarak aktivitesini korurken, deterjanlar varliginda ise aktivitesini kaybettigi
veya kaybetme egiliminde oldugu sdylenebilir.

Sindirim sisteminde yer alan tripsin ve Kimotripsin gibi proteazlarin varliginda enzim
kararliligin belirlemek i¢in Geobacillus sp. TF16 fitazinin aktivitesi yine sindirim sistemi
sicaklig1 olan 37 °C’de proteazlar ile inkiibe edildildikten sonra olgiilerek belirlendi. 30
dakika sonunda aktivitenin %78,5, 1 saat sonunda ise %62,46 oraninda korundugu bulundu
(Sekil 20). Aspergillus ficuum NTG-23 fitazinin proteazlar varligindaki kararliligi
caligmasinda, ticari olarak iretilen A. niger, A. oryzae ve E. coli fitazlari ile kiyaslama
yapilmis ve 20 dakika sonrasinda kalan aktiviteler hesaplanmistir. 20 dakikalik inkiibasyon
sonucunda A.niger fitaz1 pepsin varliginda %68 tripsin varliginda %10,2, A. oryzae fitazi
pepsin varliginda %70,1 tripsin varliginda %84,7, E. coli fitaz1 pepsin varliginda %123,7
tripsin varhiginda %79,0 oraninda aktivitesini korugu bildirilmistir (Zhang vd., 2010).
Aspergillus niger fitazinin proteaz dayanikliligi incelemesinde proteazlarin varligindaki 1
saatlik inkiibasyon sonucunda enzimin %60 oraninda aktivitesini korudugu bildirilmistir
(Karaman vd., 2004). Geobacillus sp. TF16 fitazinin proteaz varligindaki performansi
literatiir ile uyumlu sonuclar gosterdigi ve nisbeten sindirim sisteminde yer alan
proteazlara kars1 direngli oldugu sdylenebilir. Bu da enzimin hayvan yemi katkis1 olarak
kullanilabilirligini ve hayvan sindirim sisteminde de proteazlardan fazlaca etkilenmeden

etkisini gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
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Geobacillus sp. TF16 fitazinin soya siitii fitat1 hidrolizleme performanst 4 saatlik
inkiibasyon (85 °C) sonunda yaklasik %20 olarak belirlenmistir. Literatiir arastirmalarinda,
soya fasiilyesi tohumundan izole edilen fitaz enzimi 60 °C’de 5 saat sonunda soya siitii
fitatin1 %76 oraninda hidrolizledigi, ticari olarak satin aldiklar1 fitaz enziminin ise aym
sartlar altinda 5 saat sonunda %42 hidrolizleme kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir
(Celem ve Onal, 2009).

Sonug olarak; fitaz enzimi bakterilerde fazla ¢alisilmamis ve Geobacillus tiirlerinde
boyle bir ¢alismaya hi¢ rastlanmamistir. Bu yiizden bu calisma Geobacillus tiirlerinde
yapilan ilk fitaz caligmasidir. Ayrica enzim literatiirde pek rastlanmayan yiiksek bir
sicaklik optimumuna da sahiptir. Isil ve pH kararlilik yoniinden de bir¢gok mikrobiyal
fitazdan daha kararlidir. Ilaveten bircok enzimden daha yiiksek bir spesifik aktiviteye de
sahiptir. Ayrica proteazlara kars1 direnglidir ve dogal substrati olan soya siitiinii fitatini
hidrolizleyebilmektedir. Biitiin bu sonuglar degerlendirildiginde Geobacillus sp. TF16
fitazinin yem sanayinde kullanim potansiyeline sahip olabilecek degerli bir enzim aday1

oldugu goriilmektedir.



5. ONERILER

Enzim endiistrisi, modern biyoteknolojik araclarin da kullanimi ile birgok {iretim
isleminin gelistirilmesine onemli derecede katki saglamaktadir. Daha az miktarda enerji, su
ve hammadde tiiketimi ile daha az atik ve g¢evresel kirlilik bu teknolojinin hedeflenen
yararlart arasindadir. Enzim teknolojilerinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim
alanlariin cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel
enzimler ile ilgili yapilan arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Endiistride enzim
kullaniomimnin giin gegtikce yayginlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin
saflastirilmasi ve karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir. Enzimlerin ilag, tekstil,
kozmetik, temizlik, gida ve ziraat gibi temel alanlarda kullanimi giiniimiizde rutin
uygulamalar haline gelmekle beraber, iilkemiz enzim kullaniminda Avrupa ve Amerika’ya
nazaran daha geridedir. Avrupa’da ve Amerika’da farkli firmalarin {rettigi ticari
enzimlerin piyasalarda olmasina ragmen, yeni ve farkli 6zelliklere sahip enzimlerin kesfi
hala sicak bir arastirma alanidir.

Yapilan bu calismada, yeni izole edilen bu bakterilerin 7 tanesi fitaz iiretme
kapasiteleri acisindan incelendi ve Geobacillus sp. TF16 susundan bu enzim saflastirilarak
karakterize edildi. Ulkemiz kaplicalarindan izole edilen ve yeni suslar olan termofilik
organizmalardan endiistriyel dneme sahip 1si1l kararli enzimlerin elde edilmesi, kendi
kaynaklarimizi kullanmak agisindan olduk¢a énemlidir.

Klasik kromatografik metotlarla enzim saflastirmalari, saflagtirma verimi agisindan
diisiik etkinlige sahiptir. Ozellikle mikroorganizmalarin enzimleri az miktarda ekspres
ettigi de gbz Oniine alindiginda birka¢ adimlik saflagtirma prosesi sonucu mikrogram
diizeyinde saf enzim elde edilebilmektedir. Saflastirilan enzimin N-ucundan ve C-ucundan
aminoasit siras1 belirlenerek enzimi kodlayan gen icin primerler tasarlanabilir ve bu
primerler kullanilarak enzimi kodlayan gen rekombinant DNA teknikleri ile klonlanabilir.
Boylece orijinal kaynaginda diisiik seviyede ekspres edilen bu enzim bol miktarda
tiretilebilir hale getirilebilir.

Ayrica enzim farkli destek materyallerine farkli sekillerde immobilize edilerek enzim
etkinligi incelenebilir. Enzimin farkli konsantrasyonlarda metaller (Cu?* ve AIF* gibi)
varligindaki davranislar1 daha detaylica incelenebilir. Ayrica sartlar1 optimize ederek fitaz

enziminin soya siitli hidrolizleme kapasitesi de iyilestirilebilir. Saflastirilan enzimin
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Ozellikle balik yemi tiretim endiistrisinde kullanilabilirligini ortaya koymak agisindan, yem
tiretim proseslerindeki 6n islem asamalarinda yem ile muamele edilerek yem verimliliginin

arttirma etkinligi incelenebilir.
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