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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TOPRAKTAN FiTAZ ENZIiMi URETEN Bacillus sp. SUSLARININ TARANMASI
VE BESINSEL FAKTORLERIN FITAZ URETIMIi UZERINE ETKISIi

Eren BAYGIN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu calismada Tiirkiye’ nin 30 farkl ilinden temin edilen toprak oérneklerinden 300 adet
bakteri izole edilmistir. Bakterilerin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenmis ve
236 bakteri Bacillus cinsi olarak tanimlanmistir. Biitiin suslarin fitaz aktiviteleri fitaz
tarama ortami (PSM) kullanilarak tespit edilmis ve agik zonlarin ¢apt mm olarak
gosterilmigtir. Toplam 20 Bacillus sp. susu ekstraseliiler fitaz {ireticisi olarak
bulunmustur. Bu suslar arasinda, en genis zona (11 mm) sahip Bacillus sp. susu se¢ilmis
ve bu sus Bacillus sp. EBD 9-1 olarak isimlendirilmistir. Bu yeni izolat 6 farkli igerikli
stvi ortamda enzim liretim kapasitesi i¢in test edilmistir. Bu sivi ortamlar arasinda, en
yiiksek enzim aktivitesi (210 U/mL) TS ortaminda tespit edilmistir. Bacillus sp. EBD 9-
1 susunun 48. saate maksimum seviyede fitaz iirettigi bulunmustur. Besinsel faktorler
enzim tUretimi tizerinde etkilidirler. Bu amagla, enzim iiretimi tizerine farkli karbon,
nitrojen kaynaklar1 ve metal iyonlar1 gibi ana ortam maddelerinin etkileri arastirilmistir.
Kullanilan karbon kaynaklari arasinda, laktoz (408 U/mL) ve bugday kepegi (408
U/mL) enzim iiretimi {izerinde ¢ok yiiksek bir potansiyel gostermistir. En iyi organik
azot kaynagi et oziitii (365 U/mL) olarak bulunmustur. Inorganik azot kaynaklari
organik kaynaklar kadar etkili degildiler. En iyi metal iyonu olarak CaCl, (282 U/mL)
bulunmustur. Enzim iretimi, sirasiyla laktoz ve bugday kepegi, et oziitii, CaCl,
varliginda % 94,% 74 ve% 34 oraninda artmistir.

Fitaz tretimini artirmak amaciyla, yeni ortam en iyi karbon, nitrojen kaynaklart ve
metal iyonlarinin birlestirilmesi ile elde edilmistir. Bu ortamda, enzim verimi (311
U/mL), bazal ortamina kiyasla % 48 artirilmistir.

Bu yeni izole edilen susun endiistriyel 6l¢ekte fitaz {iretimi, biiyiik bir potansiyele sahip
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Fitaz, Taranma, Besinsel Faktorler
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ABSTRACT

MSc Thesis

SCREENING OF PHYTASE ENZYME PRODUCING Bacillus sp. STRAINS FROM
SOIL AND EFFECT OF NUTRITIONAL FACTORS ON THE PRODUCTION OF
PHYTASE

Eren BAYGIN

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 300 bacteria were isolated from soil samples that provided from 30
different cities of Turkey. Morphological and physiological features of bacteria were
investigated, and 236 bacteria were determined as Bacillus genus. The phytase activities
of all strains were assayed using phytase screening medium (PSM), and exhibited as
diameter of clear zone in mm. Total 20 Bacillus sp. strains were found as extracellular
phytase producer. The bacteria which has the most largest zone (11 mm) selected, and
strain is named as Bacillus sp. EBD 9-1. This new isolate was tested for enzyme
production capacity in the six different liquid media. Among of these liquid media, the
highest enzymatic activity (210 U/mL) was determined in TS medium. It was found out
that Bacillus sp. EBD 9-1 strain produced phytase on maximum level at 48™ hour. The
nutritional factors are affecting on the production of enzymes. For this purpose, the
effects of major medium ingredients, such as different carbon, nitrogen sources and
metal ions, on the production of the enzyme were investigated. Among the carbon
sources used, lactose (408 U/mL) and wheat bran (408 U/mL) showed the highest
potential on the enzyme production. The best organic nitrogen source was meat extract
(365 U/mL). Inorganic nitrogen sources were not as effective as organic sources. CaCl,
(282 U/mL) was found as the best metal ions. The enzyme production was increased by
94% , 74% and 34% in the presence of lactose and wheat bran, meat extract CaCls,
respectively.

In order to enhance the production of phytase, a new medium was obtained by
combining the best carbon and nitrogen sources, and metal ions. In this medium,
enzyme yield (311 U/mL) was enhanced 48% compared to basal medium.

This newly isolated Bacillus sp. EBD 9-1 strain may be great potential for phytase
production at industrial scale.

Key words: Bacillus, Phytase, Screening, Nutritional Factors

2015, xiv + 88
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1. GIRIS
Giliniimiiz modern hayatinda kaynak ve enerji tasarrufu ¢ok 6nemli bir hale gelmistir.

Bunu yapmanin yollarindan bir tanesi de gida tiiketimindeki aliskanliklarimizi

degistirerek ¢evre dostu bir yagam tarzini benimsememizden gegmektedir.

Ekolojik sistem ¢ok karmasik yapidaki besin zincirlerinden olusmaktadir. Insanlar ise
besin zincirinin en istiindeki organizmalardan biridir. Bu uzun besin zinciri boyunca,
aradaki basamaklarda ¢ok fazla enerji kaybi olur ve bol miktarda CO; salinimi
gerceklesir. Bitkiler ve diger ototrofik canlilar bir besin zincirinin ilk halkasi
olustururken; besin zincirinin iist basamaklarinda hayvanlar aleminin ¢esitli tiyeleri
bulunmaktadir. Son olarak, mikroorganizmalar (ayrigtiricilar) besin  zincirini
sonlandiran ve her basamakta gorev alan organizmalardir. Insan, akilli bir etobur olarak
gida zincirinin en {ist basamagindadir ve bu yolu ¢esitli yontemlerle kisaltabilme
potansiyeline sahiptir. Dolayisiyla bu durum enerji tasarrufu saglayacak ve cevre
kirliliginin azaltilabilmesine olanak taniyacaktir. Iklim degisiklikleri, yenilenemeyen
kaynaklarin tiikkenmesi, asitleme potansiyeli gibi ¢evresel problemler besin ve yem
tiretimini olumsuz yonde etkileyen etmenlerdir ve bunlarin oniine ge¢ebilmek insanlarin

elindedir (National Environmental Outlook 4 1997-2000, Chris ve Klaas 2000).

Sanayinin gelismesi sonucu makinelesmenin artisindan bu yana insanlarin fiziksel
aktiviteleri azalmistir. Bu duruma paralel olarak gida tiiketimi yani kalori ihtiyacida
azalmistir fakat mikroniitrient ihtiyacimizda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu da
demek oluyor ki beslenmemizde daha az kalori alirken gidalarda bulunan
mikroniitrientlerden daha fazla yararlanmamiz gerekmektedir (Harland ve Oberleas
1987). Giiniimiizde yapilan g¢alismalar sonucunda hayvansal ve islenmis gidalardan
kacinmamiz, bunlarin yerine dogal lifli (ham kepekli tahillar) ve bitkisel {irtinlerle
beslenmemiz Onerilmektedir. Hayvan yetistiriciliginde de g¢evreyi daha az kirleten,
kaynak ve maliyetleri azaltan yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢aba harcanmaktadir.
Ornegin; 1972 ve 1992 yillarinda kiimes hayvanlarinin beslenmesi i¢in balik unu yerine
ucuz bitkisel besin kaynagi olan soya kiispesi kullanilmaya baglanmistir. Balik

yemleride benzer sekilde gelistirilmektedir (Rumsey 1993).

Bitkisel friinlerin fazla tiiketimindeki sorun, vejetaryen diyetlerinde bulunan

antibesinsel bilesiklerin varligidir. Sebze irlinlerinde diigiik konsantrasyonlarda mevcut



olan ya da hi¢ bulunmayan baz1 6zel besinlerin (vitaminler, aminoasitler, mineraller),
gida ve yemlerin besin degerini dengelemek icin takviye edilmesi gerekir. Ornegin fitat,
proteaz inhibitorleri, tanenler, lektinler, anti-vitaminler, saponinler, fitoostrojenler,
lysinolaminler, oksalatlar, glikosionatlar ve antijenik proteinler gibi bazi1 antibesinsel
faktorlerin inaktive ya da yok edilmesi gerekir (Liener 1981, Francis ve ark 2001). Bunu
yapabilmek i¢in ¢esitli fiziksel ve kimyasal yollar kullanilmasina ragmen, o6zellikle
cevre kirliligine yol agmamalari, yan {riinlerin az olmasi, besin degerini diisiirmemesi,
kimyasal stiregleri daha 1limhi kosullarda ve ekonomik olarak gerceklestirmesi sebebi

enzimler tercih edilmektedir.

Enzimler, canli organizmalarda olusan tiim reaksiyonlarin ilimli kosullarda, hizli sekilde
gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden protein ana yapisindaki
spesifik biyokatalizatorlerdir. Organik kimyada kullanilan metotlar ile ger¢eklestirilmesi
cok gii¢c olan ya da gerceklestirilmesi miimkiin olmayan bir¢cok reaksiyonun uygun ve
spesifik enzimlerle kolaylikla ger¢eklesmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek
cesitli amaglar i¢in kullanilmasi fikrini dogurmustur. Enzimler giiniimiizde hiicreden
cikmig ve artik ¢esitli bakimlardan giinliikk ve ekonomik hayata girmistir. Bugilin ekmek,
bira ve peynir liretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi giinliik yagsamda
ve bir saglik alani olan tipta teshis ve tedavide enzimler biiylik rol oynamaktadir.
Ayrica, tekstil endiistrisinde, kimya endiistrisinde, gida endiistrisinde, ziraatta, hayvan
beslenmesinde, biyolojik savasta, atik giderme islemleri gibi bircok kullanim alanlar
bulunmaktadir. Bu sebepler giiniimiiz arasgtirmacilarin dikkatlerinin bu konu iizerine
yogunlagmasina yol agmis ve enzim teknolojisi ¢ok hizli ilerleyen bir konuma gelmistir

(Glimiisel 2002, Van Beilen ve Li 2002).

Endiistriyel alanda  kullanilan  enzimler  gilinlimiizde  bitki, hayvan ve
mikroorganizmalardan elde edilebilmelerine karsin genellikle mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler yogun olarak kullanilmaktadir. Hayvansal kaynakli enzimler ise
pahali olmas1 ve arz talep gibi faktorlerden olumsuz etkilenmektedir. Bunun aksine
bitkisel kaynakli enzimler hayvansal kaynakli enzimlere gore nispeten daha kolay elde
edilebilse de bunlarin endiistriyel ham madde olarak kullanilabilmeleri gida

ihtiyaclarina baghdir.



Mikrobiyal enzimler yenilenebilir kaynaklardan {iretilebilme ve biyolojik olarak
bozulabilme potansiyeline sahiplerdir. Enzimlerin iiretiminden elde edilen atiklar,
toprak verimini arttirmada giibre olarak kullanilabilir. Cesitli sektorlerde aletlere insana
ve dogaya zarar veren kimyasallarin kullanildigi eski metotlarin yerini, enzimlerin
kullanildig1 biyolojik olarak yikima ugratilabilen yeni iglemler almaktadir. Enzim
kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin diger nedenleri ise,
olusturduklar1 yan triinlerin az olmasi, fazla miktarda elde edilebilmesi, aktivitelerinin
yiiksek ve daha stabil olmasi, ekonomik ve yiiksek oranlarda saf olarak
iiretilebilmeleridir. Ornegin, mikrobiyal enzimlerin ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde,
cok vyiiksek dilizeyde aktivite gostermeleri endiistri agisindan olduk¢a Onemlidir
(Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999, Kirk ve ark. 2002). Giiniimiizde endiistriyel amagh
kullanilan enzimlerin yaklasik % 90’1 mikroorganizmalardan tretilmektedir (Wolfgang

2004).

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tim diinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda % 25 alkalin proteaz, % 21 diger proteazlar, % 18 amilaz, % 10
renin, % 3 tripsin, % 3 lipaz, % 10 diger karbohidrat parcalayan enzimler (seliillaz ve
ksilenaz gibi) ve % 10 kadar ise analitik ve farmasotik enzimlerdir (Rao ve ark. 1998).
Bu enzimlerin endiistriyel kullanim alanlarina gére dagilimina bakildiginda, % 29’unun
gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yemi sektoriinde, % 56’sinin ise genel teknik
alanlarda kullanildig1 goriilmektedir (Kirk ve ark. 2002, Schallmey ve ark. 2004).
Endiistriyel alanda kullanilan enzimler ¢ok ¢esitli  biyolojik kaynaklardan
tiretilmektedirler. Bunlarin yaklasik % 60’1 filamentéz fungi, %24’ bakteriler, %6’s1
hayvanlar, %4’ mayalar ve %2’si Streptomyces tarafindan iiretilmektedir (Lowe,
2001). Enzim iretiminin % 60’1 Avrupa’da, % 15’1 ABD’de ve % 15’1 Japonya’da
olmaktadir (Lowe 2001).

Endiistriyel enzimlerin 2012 yilinda diinya piyasasindaki payir tahminen 4,5 milyar ve
2013 yilinda 4,8 milyar dolar dolar civarindadir. Bu pazarin 2013-2018 yillar1 arasinda
yaklasik olarak %8.2’lik biiylime orani ile 7,1 milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir
(Anonim 2012b ve 2014). Teknik enzimler 2010 yilinda sadece 1 milyar dolar
degerinde iken bu sektor 2016 yilinda % 8,2 yillik bilesik biiylime orani ile 1,7 milyar

dolara ulagacagi tahmin edilmektedir. Teknik enzimlerin en yiiksek satisi, deri pazarinin



ardindan biyoetanol pazarinda meydana gelmistir. Gida ve igecek enzimleri segmentinin
diinya piyasasindaki payr 2011 yilinda 1,3 milyon dolarken bu rakam % 10,4 yillik
bilesik biiyiime orani ile 2016 yilinda 2,1 milyar dolara yilikselecegi ongoriilmektedir.
Diger enzimler ise 2011 yilinda 1,5 milyon dolarlik pazar payma sahipken 2016 yilinda
bu payin % 8,7 biiyliyerek 2,2 milyon dolara yilikselmesi beklenmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Kiiresel endiistriyel enzim pazar1 2009-2016 (Anonim 2012a)

Yem enzimleri pazar1 2013 yilinda 275 milyon dolar degerindeyken, bu pazarin 2017
yilinda 1 milyar dolarin iizerine c¢ikacagi distiniilmektedir. Mevcut kiiresel fitaz
pazariin ise yilda yaklasik 350 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir. Domuz i¢in
tiim diyetler genelinde fitazin ortalama orani yaklasik % 70 olup, tavukguluk sektdriinde

bu oran yaklasik % 90 civarindadir (Anonim 2011).

Diinyadaki tarim alanlarmin % 90’ninda tahillar, baklagiller ve yagli tohumlar
yetistirilmekte olup, bunlar hayvanlarin beslenmesinde en biiyiik kaynagi
olusturmaktadirlar. Bu driinlerin 6nemli bir igerigi fitik asit (myo-inositol
hexakisphosphate)’tir. Tuz formu olan fitat, besinlerdeki protein, kalsiyum, ¢inko,
magnezyum, demir gibi elementler ile suda ¢oziinmez kompleksler olusturur ve anti
besinsel faktor olarak hareket eder. Bundan dolay1 protein ve metallerin biyolojik
mevcudiyeti azalmaktadir (Hartman 1979, Erdman 1979). Fitat, fosfatin en biiyiik depo
formu olup, tahil ve baklagillerdeki toplam fosforun % 80’den fazlasini olusturur

(Reddy ve ark. 1989). Fosfor ise, kemik ve iskelet gelisimi ile birlikte basta enerji



metabolizmast olmak iizere bir¢ok enzim sisteminin de yapisina katilir. Oysaki yem
hammaddelerindeki fitin fosforundan monogastrik hayvanlar etkin bir sekilde
yararlanamadiklarindan fosfor giibre ile disariya atilmaktadir. Bu durum ise cevreyi
Ozellikle yeralt1 ve istli su kaynaklarin1 fosfor yoniinden tehlikeli bir duruma getirerek
cevresel fosfat kirlenmesine yol agmaktadir. Bu iki énemli durumdan dolay: fitatin
hidrolizi mutlak suretle gereklidir. Fitatt hidrolizlemek i¢in kimyasal ve fiziksel
metotlar kullanilmasina ragmen, bunlar pahali ve gidanin besin degerini diisiirmektedir.
Bunlara alternatif olarak kullanilan fitazlar (myo-inositol hexakisphosphate
phosphohydrolase), fitat1 hidrolize eden enzim olup, fitik asit’i inorganik monofosfat,
myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol’e hidrolize etmektedir (Kerovuo ve
Tynkkynen 2000). Endiistriyel enzimler arasinda énemi gittikge artan fitaz enzimi yem

endiistrisinde hayvan beslenmesinde kullanilan 6nemli bir ekstraseliiler enzimdir.

Cevresel agidan ve diger yararlar1 nedeniyle kanatli beslemede fitaz enzimi dnemli bir
yere sahip oldugundan bu caligmada, Tiirkiye topraklarindan (30 farkli sehir) izole
edilecek olan Bacillus sp. suslart denemeye alinacaktir. Enzim verimi arttirmak igin
tiretim ortaminda farkli karbon, azot ve metal iyon kaynaklar1 denenecek ve iiretim

ortam1 modifiye edilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fitik Asitlerin Tarihgesi ve Kimyasal Yapisi

T. Hartig, 1855-1856 yillarinda birgok bitki tohumundan nisastasiz kiigiik tanecikleri
izole etmistir; bu taneciklerin tohumun ¢imlenmesi ve bitkinin biiyliimesi i¢in gerekli
olan maddelerin kaynag1 olarak diisinmiistiir (Scott ve Loewus 1986, Kim ve ark.
1999). Pfeffer (1872), T. Hartig tarafindan izole edilen bu taneciklerin kalsiyum,
magnezyum ve fosfor igerdigini bulmustur. Ayrica partikiiller iginde organik
maddelerin de bulundugu gozlemlenmis ve fosfatin karbohidrat ile birlestigi tahmin
edilmistir. Bu nedenle inosite-fosforik asit (fitin) olarak adlandirilmasi Onerilmistir;
clinkii fosforik asit ile hidroliz edildiginde inositol agiga ¢iktigi gozlemlenmistir
(Schulze ve Winterstein, 1896). Posternak (1903) bu bilesik iizerinde fiziksel ve
kimyasal olarak yaptigi detayli calismalar sonucunda bilesigin ‘fitin’ olarak
isimlendirilmesine karsi ¢ikmustir. Piring kepeginden elde edilen fitinden inositoliin
ayristirilabilmesi ile Suzuki ve arkadaslar1 (1907) fitinin yapisini ¢izebilmislerdir (Sekil
2.1).

Sekil 2.1. Suzuki ve arkadaslar1 (1907) tarafindan 6nerilen fitin yapisi

Fitik asit’in kimyasal yapist hakkinda ¢esitli bilim adamlari farkli dnerilerde bulunmus
olsa da en ¢ok C. Neuberk ve R.J. Anderson’nin 6nerileri 6n plana ¢ikmis ve tartigma
konusu olmustur C. Neuberk ii¢ adet su molekiiliiniin fosforlar arasinda giiclii baglar

olusturdugunu 6nerirken R.J. Anderson fosforlar arasinda bag bulunmadigini 6nermistir



(Lehmann ve ark. 2000, Rodriguez ve ark. 2000, Mullaney ve ark. 2002) (Sekil.2.2).
Fitik asidin konformasyonel yapisi1 X-1s1in1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans
spektrofotometri (**P-NMR) gibi modern analiz yontemleriyle giiniimiizde tam olarak
belirlenmistir (Reddy 1982) ve sonuglar R.J. Anderson’un onerisinin dogru oldugunu
desteklemistir (Purva 2004).
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Sekil 2.2. (A) Neuberg (1908) ve (B) Anderson (1914) tarafindan onerilen fitat (fitik
asit) yapisi (Tran 2010)

Fitik asidin konformasyonel yapisi X-1sm1 (Truter 1970, Blank ve ark. 1971) ve *'P—
NMR (Johnson ve Tate 1969, Isbrandt 1980) ile incelenmistir. Johnson ve Tate (1969)
C-2 pozisyondaki fosfatin eksenel konumda, diger fosfatlarin (C-1, C-3, C-4, C-5, C-6)
ise ekvatoral konumda oldugunu 6ne siirmiistiir. Bunun aksine Blank ve arkadaslari
(1971) C-1, C-3, C-4, C-5 ve C-6 konumundaki fosfatlarin eksensel pozisyonda, C-2
konumundaki fosforun ise ekvatoral pozisyonda oldugunu ileri siirmiistiir. Isbrandt ve
Oertel *C-NMR, *'P-NMR ve Raman spektroskopik analizleri kullanilarak myo-insitol
hekzakisfosfat’in sulu ¢ozeltilerinin pH ya bagl olarak iki formda da bulunabilecegini
kanitlamigtir. Asidik ¢ozeltilerde 1-eksenel/5-ekvatoral yapi olusurken giiglii alkali
durumlarda 5-eksenel/1-ekvatoral durum olustugu sonucuna varilmistir (Isbrandt ve
Oertel 1980).

Fitik asit, myoinositol halkas1 ve buna bagli inorganik fosfattan ibaret serbest bir ester
asididir (Wyss 1999), (Sekil 2.3). Fitik asit giinlimiizde Myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexakis
fosfat olarak isimlendirilmistir (IUPAC-IUB 1977). Molekiiler formiilii, C¢H15024P¢ Ve
molekiiler agirhg 660.04 g mol > dur (Kumar ve ark 2010).
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Sekil 2.3. Fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexafosfat) (Wyss 1999)

Fitik asit genis bir pH aralifinda farkli negatif yiiklere sahiptir ve c¢esitli ayrisma
derecelerinde on iki iyonize hidrojen atomu bulunmaktadir (Reddy 1982, 1989).
Costello ve arkadaslari (1976) **P—NMR ve pH titrasyon metotlarimi kullanarak fitik asit
icin pKa degerini tespit etmislerdir. Gii¢lii asit (pKa 1.1 ile 2.1) araliginda alt1 grup,
zay1f asit araliginda (pKa 5.70) bir grup, pKa 6.80 ile 7.60 arasinda iki grup, ¢cok zayif
asitlikte ise (pKa 10.0 ile 12.0) ii¢ grubun ayrisma gosterdigini belirlemiglerdir (Costello
ve ark. 1976). Reddy ve arkadaslarinin (1982, 1989) yaptig1 ¢alismada bu sonuglari
destekler niteliktedir; pKa 1.84 iken alt1 (giiglii asidik ortam), pKa 6.3 iken iki (zayif
asidik ortam), pKa 9.7 iken dort (¢ok zayif asidik ortam) hidrojen atomu ayrigma

gostermektedir.

Bu sonuglar fitik asitlerin multivalent katyonlar ve pozitif yiiklii proteinleri kompleks
hale getirmek i¢in gii¢lii bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Cheryan
1980, Reddy 1982, 1989, Thompson 1986). Yani fitat molekiilii yapisi nedeniyle pH’ nin
bazik veya notr oldugu ortamlarda ve sindirim kanalinda giiclii bir sekilde negatif yiik
ile yiklidiir (Costello ve ark 1976). Bu nedenle negatif yiiklii fitik asit birgok pozitif
yiikli metal iyonlari, peptidler, proteinler ve nisasta ile kompleks olusturabilmektedir

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Fitik asitteki fosfor gruplar1 ile nisasta, protein ve metal iyonu
komplekslerinin farkli baglanma yollar1 (Kornegay 2001 ve Tran 2010 ‘dan
degistirilerek alinmistir)
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2.2. Fitik Asitlerin Bitkilerdeki Dagilim ve Fizyololik Fonksiyonlari

Fitat ilk olarak tohumlarda bulunmustur (Hartig 1855 ve 1856, Ravindran ve ark. 1995)
ancak tohum igerisindeki konumu bitkilere gore farklidir. Ornegin musirda fitatin %901
germ tabakasinda bulunurken bugday ve piringte cogunlugu aldron tabakasi ve dis
kepekte bulunmaktadir (O’Dell ve ark. 1972, 1976). Yagl tohum ve baklagillerde ise
proteinle iliskili olarak ¢ekirdek boyunca dagilirlar. Buna karsin soya fasulyesi
tohumunda 6zel olarak yogunlastigi bir bolge yoktur (Ravindran ve ark. 1995). Fitat
ayrica kok ve yumrularda (Rose 1912, Harland 1987, Ravindran ve ark. 1994), meyve
ve sebzelerde, kabuklu yemislerde (Harland 1987, Ravindran ve ark. 1994), ¢esitli
bitkilerin polenlerinde bulunmaktadir (Jackson ve ark. 1982, Scott ve ark. 1986, Baldi
ve ark. 1987). Baz1 bitkisel besinler (susam, kabak, keten, keten tohumu gibi) kuru
agirhik olarak % 3,7-4,7 arasinda fitat igerirken (Lott ve ark. 2002) diger bitkisel
besinler % 1-3 arasinda fitat igermektedir (Cheryan 1980).

Fitat molekiilii % 28,2 fosfor (P) icerir (Angel ve ark. 2002). Bu fosfor piring (Ogawa
ve ark. 1975, Tanaka ve ark. 1981), bugday (Tanaka ve ark. 1974), bakla (Vicia faba)



(O’Dell ve ark. 1972, Lott ve ark. 1978) ve susam tohumunda (O’Dell ve ark. 1972)
potasyum-magnezyum tuzlart seklinde bulunurken soya fasulyesi (Glycine max) (Lott
ve ark. 1978, Pratley ve ark. 1982) ve fasulyede (Phaseolus vulgaris) (Reddy ve ark.
1987) kalsiyum-magnezyum-potasyum tuzlari olarak bulunur. Fitat tohum ve tanelerin
olgunlagma donemlerinde ayni protein, lipit ve nisastalarin depolandigi gibi tohumda
depolanmaktadir (Ogawa ve ark. 1979, Raboy ve ark. 1987, Honke ve ark. 1998).
Cosgrove ve Irving (1980) fitatin tohumdaki rollerini su sekilde siralamiglardir; 1)
fosfor deposu, 2) enerji kaynagi, 3) dormansiyi uyarir veya inhibe eder, 4) hiicresel
stireclerin kontrolii i¢cin gerekli olan divalent katyonlar: tutar ve germinasyon esnasinda
serbest birakir, 5) tohumdaki fosfor seviyesini diizenler. Soya fasulyesi tohumundaki
¢inkoyu kullanilmaz hale getirerek aflatoksin olusumunu engellemistir; bu nedenle

antifungal rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (Gupta ve ark. 1975).

Fitat kus eritrositlerinde, tatli su baliklar1 ve kaplumbagalarinda (Rapoport 1940,
Rapoport ve ark. 1941, Isaacks ve ark. 1977), organik topraklarda da bulunmustur (Dyer
ve ark. 1940, Caldwell ve ark. 1958).

Disiik derecede fosforlanmis inositoller (IP2, IP3, IP4, IP5) ve fitat (IP6) tiim bitki ve
hayvan hiicrelerinde hiicresel sinyal iletiminde ve fosfat transfer sistemlerinde rol aldigi
kabul edilmistir (Glennon ve ark. 1993, Menniti ve ark. 1993, Stephens ve ark. 1993).
Ozellikle inositol trifosfat’in sinyal iletiminde, bitki ve hayvan hiicrelerinde hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rolii oldugu belirlenmistir (Wodzinski ve ark. 1996).
Inositol (1,4,5)-trifosfat ve inositol (1,3,4,5)-tetrafosfatin karsit uyarilmasinda bir artis
meydana gelmesiyle stoplazmada serbest hale gecen Ca®* iyonlarinda artis olmasi
arasinda siki bir iligki bulundugu belirlenmistir. Bunun sonucunda da ¢esitli fizyolojik
olaylar meydana geldigi gozlenmistir (Billington 1993, Ashcroft 1997). Bitkiler IP6’1
normal olarak sentezleyebilmektedirler. insanlarda ise fitat sentezinin glukoz-6-fosfat
dongiisiinde olustuguna dair kanitlar bulunmaktadir. Cesitli memeli dokularinda (testis,
meme bezleri, beyin, karaciger ve bdbrek gibi) giinde yaklasik 4 gr fitat sentezi
olabilecegi agiklanmistir (Harland ve ark. 1995, Reddy ve ark. 2002).

2.3. Fitik Asitlerin Anti Besinsel Etkisi

Fitik asit giiclii bir anti besinsel maddedir (Pallauf ve Rimbach,1996). Bu etki fitik

asit’in molekiiler yapisindan kaynaklanmaktadir. Fitik asit’in 6 fosfat grubu tamamu
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¢ozlinebilen on iki pozitif yiikli iyon tasimaktadirlar. Bu nedenle fitik asitler bir, iki, ii¢
degerlikli ve bunlarin karisimindan olusan katyonlara (Ca?*, Zn®*, Fe?*, Cu?*, Mn?* vb.)
baglanarak ¢oziinmez kompleksler olustururlar (Richardson ve ark. 1985, Reddy ve ark.
1989). Olusan bu kompleksler bagirsaklardan bu minerallerin emilimine engel olur. Bu
durumda gerekli minerallerin biyolojik olarak kullanilabilirligini azaltmaktadir (Davies,
1982). Rimbach ve Pallauf (1992) siganlarin besinlerine fitik asit ilavesinin canli

agirliklarinda olumsuz etki yaptigini ve Zn®* emilimini azalttigini gostermislerdir.

Fitatlar ayn1 zamanda proteinler ve nisasta ile de bilesikler olusturabilmektedir. Fitik
asit genis bir pH araliginda proteinlerle etkilesime girerek fitat-protein kompleksleri
olustururlar. Olusan bu kompleks neticesinde protein ve amino asitlerin
sindirilebilirliklerini azaltirlar. Fitik asit; tripsin, kemotripsin, pepsin, a-amilaz ve f-
galaktosidaz gibi ¢esitli enzimlerle de etkilesime girebilmektedir; bunun sonucunda
sindirim enzimlerinin aktivitelerinde de 6nemli kayiplar meydana getirirler (Singh ve
Krikorian 1982, Deshpande ve Cheryan 1984, Inagawa ve ark. 1987, Midilli ve ark.
2003). Nisasta ise fitat molekiiliine hidrojen baglari ile baglanmaktadir (Puminn 2003).
Fitat ile olusan bu bilesikler protein ve nisasta sindirimi tizerine olumsuz etki

yapmaktadir (Sathe ve Reddy 2002).

Fitin fosforunun yeterince degerlendirilememesi 6nemli miktarda fosforun digki ile
atilmasina yol agmaktadir. Fitin fosforunun degerlendirilebilmesi icin fitik asit
molekiiliiniin hidrolize olmas1 gerekmektedir. Fitin fosforunun hidrolizi; 1slatma,
cimlendirme, bitkisel endojen fitaz enzimince zengin gidalar1 kullanma, depolama,
pisirme ve otoklavlama gibi yontemlerle gerceklesmektedir (Peksen ve Artik, 2005).
Ayrica, dig kabugun soyulmasi igin dgiitme islemi yapilmasi ve fermantasyon islemiyle
maya ve laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan fitaz enzimi de yemdeki fitat
miktarini diisirmektedir. (Midilli ve ark. 2003). Bu sayede sindirilemeden atilan fosfor
miktart azaltmakta, fitik asit’in enerji ve besin maddesi sindirimi {izerindeki olumsuz

etkileri ortadan kalkmaktadir (Ergiin ve ark. 2002).

Baglangigta fitik asit mide-bagirsak sistemindeki c¢esitli maddeleri baglayici ve
yarayisliligini azaltict 6zelliklerinden dolayr besin degerini azaltan bilesikler olarak
diistiniilmekteydi, fakat son zamanlarda yayinlanan veriler kan serumundaki kolesterol

ve trigliserit seviyesini diisiirmesi ve fitatlarin baglayici 6zelliklerinin demir kaynakl

11



bagirsak kanserine karsi koruyucu etkisinin oldugunu gostermistir. Fitatlar lipit
peroksidasyonunu azaltma gibi faydalart ile dogal antioksidan ozelligi de
gostermektedir (Zhou ve Erdman, 1995). Ayrica yemeklik tane baklagiller 6nemli
derecede kalsiyum, bakir, demir, magnezyum, fosfor, potasyum ve ¢inko kaynagidirlar
(Geil ve Anderson, 1994). Bu minerallerin igerigi ve biyolojik olarak yarayighilig: biiytiik
oranda bunlarin islenme (pisirme) siirecinin derecesine baglilik gostermekte olup,

emilimleri liriinde bulunan fitat seviyesine bagli olarak etkilenmektedir (Liener, 1994).

2.4. Fitik Asitlerin Cevresel Etkileri

Bitkilerin ihtiyac1 olan inorganik fosforlarin bitkilerin gelisimi ve olgunlagsmasi
sirasinda  tohumlarinda, koklerinde ve diger dokularinda fitat olarak Dbiriktigi
bilinmektedir. Bitkisel fosfor kaynaklarindaki kullanilmayan fitat fosforu zaman
igerisinde toprakta birikmektedir. Suda ve toprakta bulunan mikroorganizmalar biriken
bu fitatlar1 hidrolitik enzimleri yardimiyla hidrolize etmektedirler. Entansif olarak
hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda asir1 derecede biriken fosfor deniz ve gollere
akarak buralarda otrefikasyona neden olabilmektedir. Alglerin ¢ok fazla gogalmasi
sucul bitkilerin azalmasia ve bunun sonucunda da sudaki oksijen diizeyinin diismesine
sebep olmaktadir. Ayrica burada yasayan canlilarda biriken fosfor insanlarda nerotoksik
etki olusturmaktadir (Lei ve Porres 2003). Hollanda’da azot(N), fosfor (P) ve potasyum
(K) Kkirliliklerinin olusmasiin temel nedeninin (en az %80) hayvancilik oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle Hollanda’da hayvan digkisinin giibre olarak kullanilmasina
yasal olarak sinirlamalar getirilmistir (De Boer ve ark 1997). Bircok Avrupa iilkesinde
ise fitaz enzimi kullanimi giderek yayginlagsmaktadir ve hatta bazi Avrupa iilkelerinde

bu zorunlu hale getirilmistir (Kutlu 2000).

Sindirilmeyen fitat diskidaki birincil P kaynagidir. Yapilan calismalar, rasyonlarda
bulunan fitat diizeyinin azaltilmasinin hayvansal atiklar yolu ile toprak ve su
kaynaklarindaki P birikimini azaltmada etkili olabilecegini gostermektedir (Maenz
2001). Bosch ve ark. (1998) diskidaki P diizeyinin azaltilmasi ve tarimsal iriinlerin
gereksinim duydugu P diizeyinde tarim alanlarinda hayvansal giibre uygulanmasinin
irtin maliyetlerini diisiirdiigiinii belirtmistir. Fitazin giibreyle atilan fosfor miktarinda
meydana getirmis oldugu azalma %20 ile 50 arasinda degismektedir (Kornegay 2001).

Ornegin domuz diyetleri, aktivitesi 500 {inite olan fitaz enzimi ile desteklendiginde
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domuzlarin digkisi ile atilan fitat miktarinda % 21,5 azalma gergeklestigi belirtilmistir

Harper ve ark. 1997).

Fitik asitlerin antibesinsel ve ¢evresel etkilerini ortadan kaldirmak i¢in son yillarda fitaz

enzimi kullanilmaktadir.

2.5. Fitaz Enzimi (Myo-inositol-hegzafosfat fosfohidrolaz) ve Genel Ozellikleri

Fitaz (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase), fitat1 (fitik asiti, myo-inositol-
1,2,3,4,5,6-hexakis dihidrojen fosfat), inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve
serbest myo-inositol’e hidrolize eden enzimdir (Kerovuo 2000) (Sekil 2.5). Fitaz
aktivitesin ilk olarak Suzuki ve ark. (1907) tarafindan bugday kepeginde, McCollum ve
Hart (1908) tarafindan buzagilarin kaninda bulundugu bildirilmistir. Daha sonra bitki,
maya, bakteri ve funguslarda varlig1 belirlenmistir. Ayrica insan ve hayvanlarda ince
bagirsak mukozasi ve kalin bagirsaklarda bulunan mikroflora tarafindan endojen olarak
retildigi tespit edilmistir. Fakat insan ve hayvanlarda bulunan endojen fitazin
aktivitesinin bitki ve mikrobiyal fitaz aktivitesine gore daha Onemsiz oldugu

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

OH Fed PHOSPHATES
- | i _L.-""-‘-'-,’r" 1"\1
01000 N oM Myo-INOSITOL
P ‘0-Pz0 MONOPHOSPHATE

0 on PHYTASE

I
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. . EC3.1.3.26 e+, Zn?*, Cat, etc.
0=-P-0:, I\I['I-Ii_:
202 .0 p-
OH c:'z- O-F-0 CHR
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Sekil 2.5. Fitatin, fitaz enzimi ile inositole hidrolizi (Yu ve ark. 2012)

Fitazlar, genellikle 40-100 kDa molekiiler agirliga sahip olan monomerik protein olarak
degerlendirilmektedir. Genis substrat spesifikligi gostermektedir. Fitazin kristal yapsi,
2.5 A° ¢oziiniirliikte tespit edilmistir (Pandey ve ark. 2001).

Bilinen fitazlarin ¢ogu yaygin olarak 45-80 °C arasinda optimum aktivite gorterir. En
yiiksek optimim sicaklik Schwanniomyces castellii’den elde edilen fitazda (77 °C)

13


http://en.engormix.com/mbr-52478/shukun-yu

gozlenmistir (Segueilha ve ark. 1992). Bacillus sp. MD2 susunda 73 °C ve Bacillus
amyloliquefaciens DS11 susunda ise 70 °C sicaklikta optimum fitaz aktivitesi
goriilmektedir (Kim ve ark. 1998, Oh ve ark. 2001). Kiimes hayvanlar1 ve domuzlarin
mide sicakliklar1 37-40 °C civarindadir, baliklarda ise daha da diisiiktiir (Lei ve Porres
2003). Bu nedende yiiksek derecelerde optimum aktiviteye sahip fitaz enzimlerinin
performanst bu hayvanlarda diisiik olacaktir. Fitaz aktivitesinin termostabilitesi
optimum sicaklikla iliskilidir. Cogu fitaz ve S. Castellii fitaz1 40-65 °C arasinda inaktive
olmaktadir (Oh ve ark. 2004). A. fumingatus’dan clde edilen fitaz 10 dakika siiresince
100 °C sicakliga maruz birakildiginda aktivitesinin %10 unu kaybetmis olmasina
ragmen (Pasamontes ve ark. 1997) 60 °C’de fitaz enziminin inaktive oldugu
gozlenmistir (Ullah ve ark. 2000). Ticari yemler yiiksek sicakliklarda (60-80 °C) pelet
haline getirildiginden Bacillus amyloliquefaciens DS11, Bacillus sp. MD2 ve A.
fumingatus gibi B-pervane fitazi iiretebilen bakteriler onemli avantajlara sahiptir (Lei ve

Porres 2003).

Fitaz enziminin optimum pH’s1 2.2 ile 8.0 arasinda degismektedir. Bircok mikrobiyal
fitazin, 6zellikle fungal orijinli olanlarin optimum pH’s1 4.5 ile 5.6 arasindadir. Buna
karsin A. fumigatus fitaz1 genis pH araliginda (4.0-7.3), maksimum aktivitesini % 80
diizeyinde koruyabilmektedir. Baz1 bakteriyel fitazlarin, 6zellikle Bacillus cinslerinin
optimum pH araligi 6.5 ile 7.5 arasindadir. Bitki tohumundaki fitazlarin pH’s1 4.0 ile
7.5 arasinda olmasina ragmen optimum pH genellikle 4.0 ile 5.6 arasindadir. Tane
tohumlularda ve zambak poleninde olmak iizere optimum pH s1 8.0 civarinda olan iki

adet bitkisel fitaz tanimlanmistir (Hara ve ark. 1985, Dvorakova 1998).

Klebsiella aerogenes haricindeki bakterilerden elde edien fitazlarin molekiil agirliklart
genellikle 35-50 kDa arasindadir. Klebsiella aerogenes’in iki farkli formda fitaz
enzimine sahip oldugu belirtilmistir; bunlardan birisi 700 kDa molekiiler agirliga
sahipken digerinin molekiiler agirliginin 10-13 kDa arasinda oldugu belirtilmistir
(Tambe ve ark. 1994). Okaryotik organizma fitazlar1 ise glikozillenmis durumda
olduklarindan daha yiiksek (fungal fitazlar 85-150 kDa arasinda, maya fitazlar1 500 kDa
civarinda, bitki ve hayvan dokusu fitazlar1 50-150 kDa arasinda) molekiiler agirliga

sahiptir.
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Etkili bir fitazin, sindirim sisteminde proteinazlar tarafindan hidrolitik par¢alanmalara
kars1 giiglii dirence sahip olmas1 gerekmektedir. Fungal ve bakteriyel fitazlar, pepsin
ve tripsine farkli hassasiyet gostermektedirler (Kerovuo ve ark, 1998; Rodriguez ve ark,
1999). Bakteriyel fitazlar fungal fitazlara nazaran proteolitik par¢alanmalara kars1 daha

fazla direng gostermektedirler (Igbasan ve ark, 2000).

Shieh ve ark. (1969) funguslarin {ireme ortamindaki inorganik fosfat
konsantrasyonlarinin, fungal ekstraseliiller fitaz tiretimi i¢in uyarici yonde etkisi
oldugunu gozlemlemislerdir. Bunun aksine B. subtilis fitazinin {iretiminin ortamdaki
fitat tarafindan indiiklendigi belirtilmistir (Powar ve Jagannathan 1982). Klebsiella
fitaz1’da fitat tarafindan indiiklenmektedir (Shah ve Parekh 1990, Tambe ve ark. 1994
Greiner ve ark. 1997). Bu durum E. coli‘de farklilik géstermektedir; E. coli‘de fitaz
enzimi Uretiminin uyarilmasinin fosfat agligima ve anaerobiyozise bagli oldugu

gozlenmistir (Greiner ve ark. 1993 ve 1997).

Fitaz enzimi Shieh ve Ware (1968) tarafindan, fitatin hidrolizi sonucu serbest kalan
inorganik fosfattan dolay1, bitki orijinli hayvan yemlerinin besinsel degerini arttirmak

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

Ik ticari fitaz enzimi olan Natuphos, Aspergillus niger’den izole edilmis, 10 N-
glikolizasyon bolgeleri ile 80 kDa molekiiler agirliga sahip ve 1.4 kb DNA fragmenti
tarafindan kodlanmig Aspergillus niger PhyA’dir (Van Hartingsveldt ve ark. 1993, Han
ve Lei 1999) ve 1991°de piyasaya ¢ikmistir (Cromwell ve ark. 1995a, b, Yi ve ark.
1996, O’Quinn ve ark. 1997). Finase fitaz1 musir-soya igerikli domuz diyetlerine
eklenmis, kullanilamaz durumdaki fosfatin yaklasik iicte birini kullanilabilir duruma
dontigmistiir (Cromwell ve ark. 1993). Benzer sekilde Allzyme Phytase ve Natuphos
fitazlar1 domuz ve kanathh diyetlerine eklenmis ve fitatin bu canlilardaki
biyoyarayisliliginin arttigr gbézlenmistir. Domuz ve kanathilar {izerinde yapilan bir¢cok
calisma sonucunda mikrobiyal fitazlarin, zengin fitat iceren diyetlerde kullaniminin,
besinlere inorganik fosfor ilavesinin yerine kullanilabilecegini gostermistir. Hollanda da
besinlere ilave edilen A. niger fitaz1 sayesinde fosfat kirliliginin %30-40 civarinda
azaltildig1 bildirilmistir (Jongbloed ve ark. 1992).
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Gliniimiizde ticari olarak tretimde toprak fungusu olan Aspergillus {tzerinde
durulmaktadir. Ancak substrat spesifikligi, proteolizise karsi diren¢ gostermesi ve
katalitik aktivitesi gibi Ozelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere
alternatif olusturabilmektedir (Konietzny ve Greiner 2004). Aerobacter aerogenes
(Greaves 1967), Pseudomonas sp. (Irving ve Cosgrove 1971), B. subtilis (Powar ve
Jagannathan 1982), Klebsiella sp. (Shah ve Parekh,1990), B. subtilis (natto) (Shimizu
1992), E. coli (Greiner ve ark. 1993), Enterobacter sp.4 (Yoon ve ark. 1996) ve Bacillus
sp. DS11 (Kim ve ark. 1998) gibi bakterilerde fitaz aktivitesi varligi saptanmustir.
Bacillus suslar1 patojen olmamalar1 ve sentezledikleri fitazi hiicre disina salgilama
yeteneginde olduklarindan endiistride 6nemli bir yere sahiptir. (Polaina ve MacCabe
2007).

2.6. Fitazlarin Simiflandirilmasi

Fitaz iki temele dayandirilarak kategorize edilmistir. Bunlardan birincisi; fitat
molekiiliiniin hidrolizinin baglangi¢ boélgesine gore ikincisi ise; pH aktivitesine gore
yapilmistir. Fitati pargalayan enzimler Enzim Siniflandirmasinda Hidrolazlar grubunda
olup; International Union of Pure and Applied Chemistry ve International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUPAC-IUBMB)’e gore inositol karbon
halkasinda, farkli pozisyonlarda fitik asidin defosforilasyonunun basladigi bolgeye ve
alt inositol fosfatlarin farkli izomerlerini iiretmelerine bagli olarak 3 ana gruba
ayrilmaktadir. Mikrobiyal fitazlar (E.C. 3.1.3.8), 3-fitaz olarak adlandirilir ve 6zellikle
mantar kokenli olanlar, inositol halkasindaki C1 veya C3 karbonda bulunan fosfat
grubunu parcalamaktadir. Bitkisel fitazlar (E.C. 3.1.3.26), 6-fitaz olarak adlandirilir ve
tercthen C6 karbonda etki gostermektedir (Lei ve Porres 2003, Selle ve Ravindran,
2007). Bu genel bir kural degildir. Son zamanlarda Aspergillus niger‘den izole edilen
fitaz, 3-fitaz aktivitesi gosterirken, Peniophora lycii ve E.coli’'nin 6-fitaz aktivitesine,
soya fasulyesinin de 3-fitaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Sandberg ve Andlid,
2002; Selle ve ark, 2007). Zambak poleninden elde edilen fitazlar ise (E.C.3.1.3.72), 5-
fitaz olarak adlandirilir ve inositol halkasindaki C5 karbona etki etmektedir (Bohn ve
ark, 2008) (Sekil 2.6). Fitazlar optimum pH degerlerine gore 2 ana gruba ayrilmaktadir.
Histidin asit fosfotazlar, pH 5.0 degeri civarinda optimum aktivite gosterirken, alkalin
fitazlar; pH 8.0°e yakin degerlerde optimum aktivite gostermektedir (Baruah ve ark,
2007).
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Sekil 2.6. Fitik asit defosforilasyonunun basladigi konuma gore fitazlarin gesitleri
(Dvorakova 1998 ve Bohn ve ark. 2008 *dan degistirilerek alinmistir)

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

bir smifa ait oldugu bildirilmistir (Kerovuo 2000).

Fitazlar histidin asit fosfataz ailesine ait olup, fosforil transfer reaksiyonunda,
fosfohistidin ara Tiriinlerini kullanan fosfotazlarin alt smifidir (Van Etten 1982,

Pasamontes ve ark. 1997, Lei ve ark. 2007).

Fitazlar aktif merkezlerinin geometrisi ve katalitik mekanizmalarina gore histidin asit
fosfataz (histidine acid phosphatase, HAP) fitazi, B-pervane fitazi (B-propeller phytase,
BPP), mor asit fosfataz (purple acid phosphatase, PAP) fitaz1 olarak siniflandirilmigtir.
Kataliz i¢in optimum pH degerine gore de, fitazlar asit, nétr ya da alkalin gibi
isimlendirilebilir (Mullaney ve Ullah 2003). Histidin asit fitaz1 1. simifta yer alirken,
alkalin fitaz 1. sinifta yer almaktadir. Oh ve arkadaglar1 (2004) aminoasit sekanslar1 ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore 2 biiyiik grup igerisine almiglardir (HAP’lar ve alkalin
fitazlar). Bunlar1 da 4 alt gruba ayirmisglardir (Fitaz A, B, C, D) (Sekil 2.7). Ancak bitki
fitazlar1 bu smiflandirma igine alinmamaktadir. Bacillus sp.fitazlar1 alkalin -pervane
fitaz1 (BPP) i¢inde yer almaktadir (Kerovuo ve ark. 1998, Kim ve ark. 1998).
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( Fitaz Kaynag
A. niger

A. awamoni
A. terreus PhyA, 3-fitaz

T. thermophillus | Optimum pH 2.5, 5.5
A, fumigatus
—_ E. nidulan

M. thermofilia

Fitaz Kaynag
A. niger

S. ceravisiae
S. pombe

Fitaz Kaynag

Human prostate
Rat prostate PhyC, 6-fitaz

Human lysosome Optimum pH 5.5, 6.0
Mouse lysosome

Simif1
Histidin asit fitaz

PhyB, 3-fitaz
Optimum pH 2.5

E. coli
Simf 1l Fitaz Kaynag:
s B. subtilis PhyD, 3-fitaz
Alkalin fitaz B. amyloliquefaciens |  Optimum pH 7.0, 8.0

B. licheniformis

Sekil 2.7. Biyokimyasal 0zellikleri ve sekans analizlerine gore fitazlarin
siiflandirilmasi (Oh ve ark. 2004)

2.7. Fitaz Enziminin Kaynaklar:
2.7.1. Bitkisel fitazlar

Bitkilerde yaygin olarak goriilmektedir. Fitaz tritikale, bugday, musir, arpa, piring,
fasulye, mas fasulyesi, ciice fasulye ve kiigiik beyaz kaliforniya fasulyesi gibi hububat
bakliyat ve yagli tohumlardan izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Fitaz
aktivitesinin ayrica beyaz hardal, patates, turp, marul, 1spanak, avokado, taze sogan
yapraklari, ¢im ve zambak gibi bitkilerde de oldugu belirlenmistir (Dvorakova 1998,
Viveros ve ark. 2000, Phillippy ve Wyatt 2001). Bugday, kavuzlu bugday, ¢avdar, arpa,
tritikale gibi tahil taneler1 5.000 unit/kg’den daha fazla aktiviteye ulasabilen yiiksek
seviyede fitaz aktivitesi gosterirler. Bu tahillarin ve trlinlerinin bitkisel fitaz kaynag

olarak kullanim1 hayvan beslenme ¢alismalarinda denenmistir (Han ve ark. 1997).

Bitkilerden elde edilen fitazlarin optimum pH’s1 genellikle 4.5-6.0 ve optimum sicakligi
38-55 °C araliginda olan histidin asit fosfatazlardir. Bunun yaninda bitki fitazlarinin

kinetik dzelliklerinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir (K 30-300 pM; keat 43-704 s°*
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ve spesifik aktivite 43-636 U/mg protein). Molekiiler agirliklar1 47-76 kDa’dur (Lei ve
ark. 2007). Bitkisel kaynakli fitazlar, yemlerin islenmesi esnasinda uygulanan sicaklik
(Wodzinski ve Ullah 1996), sindirim kanalinin iist kisminda bulunan diisik pH ve
mideden salgilanan pepsin enzimi etkisi ile etkinsizlesebilmektedir (Phillippy 1999).
Bitkisel kaynakli fitazlarin ¢esitliligi ve stabilitesinin diisiik olmasi rasyonlarda

giivenilir enzim kaynaklar1 olarak kullanilmasii siirlandirmaktadir (Angel ve ark.
2002).

Histidin asit fosfotaz ailesindeki bitkisel fitazlar, genellikle 6-fitaz olarak kabul edilir.
Ancak, yapilan calismalarda bitkisel fitazlarin bazilarmin (Lupin LP11 ve LP12)
ortofosfatt  hidrolizlemeye, inositol halkasinin D-3  pozisyonundan basladigi
belirlenmistir (Greiner ve ark. 2002). Bazi bitkisel fitazlarin alkalin fosfataz ya da

purple asit fosfataz oldugu saptanmustir.

Zambak poleni fitazinin optimum pH’sinin 8.0 ve sicakliginin ise, 55 °C oldugu
bildirilmistir (Jog ve ark. 2005). Enzimin kalsiyum tarafindan aktive oldugu, EDTA
tarafindan inhibisyona ugradigi ve son {iriin olarak D-myo-Ins-1,2,3-trifosfat agiga

¢ikt1g1 ve dar bir substrat spesifikligine sahip oldugu bildirilmistir.

Hegeman (2001) ¢imlenmis soya fasulyesinden izole edilen fitaz geninin, histidin asit
fosfataza hicbir benzerlik gostermedigini, fakat iki ¢ekirdekli Fe(IIl)-Fe(ll) merkezini
icermesi ile purple asit fosfotazlara yiiksek oranda benzerlik gosterdigini bildirmistir.
Enzimin optimum pH’siin 4.5-5.0 ve optimum sicakliginin 58 °C oldugu

belirlenmistir.

Laboure ve ark. (1993) ¢imlenmis misir tohumlarindan fitaz enzimini saflastirarak izole
etmisler ve bu enzimin cDNA’sim1 kodlamiglar (Maugenest ve ark. 1997). Bu cDNA
misirin genomik kiitiiphanesini taramak i¢in kullanilmis ve iki ayr1 gen sekanslanarak

izole edilmistir.

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

alkali fitazlar ise, pH 8.0 civarinda optimum aktiviteye sahiptirler.
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2.7.2. Hayvansal fitazlar

Fitaz aktivitesi ¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit edilmistir. Ayrica fitaz
enziminin monogastrik hayvanlarda oldugu da bildirilmistir (Bitar ve Reinhold 1972,
Copper ve Gowing 1983, Yang ve ark. 1991a, Chi ve ark, 1999). Ancak
monogastriklerdeki bagirsak fitazlar1 gidalardaki fitat sindiriminde rol oynamamaktadir
(Williams ve Taylor, 1985). Hayvansal kaynakli fitazlarin higbirinin molekiiler
karakterizasyonu tamamlanmamistir. Bu enzimlerin genelinde fitat i¢in K, degeri, 0.03-
2.6 mM araligindadir. Hayvansal fitazlar noétral ve alkali aralikta optimum pH
gostermesine ragmen, kiimes hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde yapilan bir

calismada, optimum pH’nin 5.5-6.0 oldugu gosterilmistir (Ellestad ve ark. 2002).

Craxton ve ark. (1997) fitaz aktivitesi olan siganlarin karacigerinden inositol polifosfat
fosfatazi (MIPP) klonlayarak eksprese etmislerdir. Incelenen tiim sigan dokularinda
MIPP mRNA’s1 bulunmasina ragmen en ¢ok bobrek ve karaciger hiicresinde eksprese
edildigini tespit etmisler. Ayrica fitaz benzeri bir enzim tek hiicreli bir protozoada

tanimlanmustir (Freund ve ark. 1992).

Fitazlar bagirsak epitel hiicre membranindan izole edilmis olsa da (Maenz ve Classen
1998, Ellestad ve ark. 2002), tek mideli hayvanlarda besinsel fitat fosforunun
kullanilabilirligini arttirmak amaciyla diisiik maliyetli ekzojen fitazin ilave edilmesi,
hayvansal fitaz lizerinde yapilacak c¢aligmalarin azalmasima sebep olmustur. Kalin
bagirsak veya rumende bulunan fitaz aktivitesi ger¢ekte mikrobiyal kokenlidir (Wise ve

Gilburt 1982, Yanke ve ark. 1998).

2.7.3. Mikrobiyal fitazlar

Fitaz enzimi bitkilerde, mikroorganizmalarda ve baz1 hayvansal dokularda bulunmasina
ragmen yapilan ¢aligmalar biyoteknolojik uygulamalar agisindan mikrobiyal fitazlarin
daha iimit verici oldugunu gostermistir (Pandey ve ark. 2001, Vohra ve Satyanarayana
2003).

Mikrobiyal fitaz aktivitesi genellikle Aspergillus tiirlerinde tanimlanmistir. Shieh ve
Ware (1968) fitaz iiretimi i¢in topraktan 2000’in iizerinde mikroorganizma taramistir.
Izolatlarin cogu intraseliiler fitaz iiretmislerdir. Yalnizca 30 izolat ekstraseliiler aktivite

gostermistir.  Ekstraseliiler fitaz iretenlerin timi filament6z fungiler olarak
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gozlenmistir. Bu fungilerden bir tanesi Penicillum, bir tanesi Mucor diger yirmi sekiz
tanesinin Aspergillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Fitaz iiretebilen 28 Aspergillus
cinsinin 21 tanesinin A. niger tiriine ait oldugu tayin edilmistir. Yapilan diger
calismalar A. niger tiiriiniin en iyi ekstraseliiler fitaz iireticisi oldugunu dogrulamistir

(Howson ve Davis, 1983, Volfova ve ark. 1994).

Bakteri, maya ve funguslardan fitaz enzimleri karakterize edilmis olup (Cizelge 2.1),
giinimiizde ticari olarak iretimde toprak fungusu olan Aspergillus {izerinde
durulmaktadir. Ancak substrat spesifitesi, proteolizise karsi direng gostermesi ve
katalitik aktivitesi gibi Ozelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere

alternatif olusturabilecek potansiyele sahiptir (Konietzyn ve Greiner 2004).

Bakteriyel fitazlarin ortalama olarak molekiiler agirligi (40-55 kDa) glikolizasyon farki
oldugu i¢in fungal fitazlardan (80-120 kDa) daha kiigiiktiir (Van Hartingveldt ve
ark.1993, Kerovuo ve ark. 1998, Han ve Lei 1999, Golovan ve ark. 2000, Rodriguez ve
ark. 2000a, Choi ve ark. 2001). izole edilen fitazlarm ¢ogunun optimum pH’s1 4.5-6.0
arasinda yer almaktadir. Ancak Bacillus sp.’ye ait nétral veya alkali fitazlar da
bulunmaktadir (Kim ve ark. 1998, Choi ve ark. 2001). A. niger fitazinin (phyA) pH
optimumu ise asidik smirlarda olup 2.5 ve 5.5’dir. Bu iki simir arasinda aktivitede
azalma meydana gelmektedir. Mikrobiyal fitazlarin ¢cogunun sicaklik optimumu ise 45-
60 °C arasinda yer almaktadir. Ancak L. Pasamontes ve ark. (1997) A. fumigatus’a ait
sicakliga direngli fitazin 100 °C’ye kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik
inkiibasyonlarda sadece %10’luk kayipla aktivitesini korudugunu bildirmislerdir

(Rodriquez ve ark. 1999, Kim ve ark. 2003).
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Cizelge 2.1. Baz1 mikrobiyal fitaz kaynaklar1 ve 6zellikleri (Kerovuo 2000, Greiner ve

Konietzny 2006)

Fitaz Kaynag Opti[:nl_lljmu O[S)ifr?]l;l::l{u bllflrlllzl:rdnl;gu ziils\llllc;:
konum (U/mg)

Aspergillus niger 2.2,5.0-5.5 55-58 Ex 50-103
Aspergillus terreus 5.0-5.5 70 Ex 142-196
Aspergillus fumigatus 5.0-6.0 60 Ex 23-28
Aspergillus oryzae 55 50 Ex 11
Emericella nidulans 6.5 - - 29-33
Myceliophthora thermophila 55 - - 42
Thermomyces lanuginosus 6.0 65 - 110
Penicillium simplicissimum 4.0 55 - 3
Penicillium lycii 55 58 - 1080
Rhizopus oligosporus 4.5 55 In ve EX 9.47 (Ex)
Saccharomyces castelii 4.4 77 Ex 418 (70°C)
Cladosporium 35 40 - 909
Candida krusei 4.6 40 - 1210
Escherichia coli 4.5 55-60 In* 811-1810
Klebsiella terrigena 5.0 58 In 205
Klebsiella pneumoniae 50,55 50, 60 - 224, 297
Klebsiella aerogenes 45,52 68 In -
Pantoea agglomerans 4.5 60 - 23
Pseudomonas syringae 55 40 - 769
Citrobacter braaki 4.0 50 - 3457
Bacilus subtilis 6.5-7.5 55-60 EX 9-15
Bacillus amyloliquefaciens 7.0-8.0 70 Ex 20

Ex: ekstraselliler
In: intraselliiler
In*: peripilazmik bosluk
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2.7.3.1. Fungal fitazlar

Ticari olarak tretimde kullanilabilen ilk fitazlar Aspergillus niger ve Asperigillus
ficuum gibi tiirlerden elde edilmistir. Fungal organizmalar fosfati sinirlayan kosullar
altinda, tek karbon kaynagi olarak misir nisastasinin bulundugu ortamda {iretilerek
fungal fitaz (3-fitaz) tiretimi saglanmistir (Ullah ve Gibson, 1987, van Hartingsveldt ve
ark. 1993). 500 iinitelik fungal fitaz misir-soya kiispesi diyetine uygulanmis ve farkli
yaslardaki domuzlarda fitat fosforunun kullanilabilirliginde %40 kadar artis
gozlenmistir (Harper ve ark. 1997, Kemme ve ark. 1997, Zhang ve ark. 2000). Ayrica
500 tinitelik fungal fitaz ile desteklenmis misir-soya kiispesi diyetini tiiketen kanatl
hayvanlarda fitat fosforunun kullanimi %70’e kadar artis gozlenmistir (Tamim ve ark.
2004, Zyla ve ark. 2004). Ancak bu fitazlarin ¢aligtiklart pH araliklar1 gastrointestinal
sistemin pH’sindan farklidir. Fungal fitazlarin calisma pH’s1 3.5 ile 5.5 arasindadir, bu
da monogastrik hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin pH’sina yakin bir degerdir (Yi
ve Kornegay 1996). Bundan dolay1 besinlere yiiksek diizeyde fungal fitaz konmalidir
(Lei ve Stahl 2001). Ayrica fungal fitazlar termostabil degildir; bu ylizden pelet yapimi
gibi tretim siireclerinde stabilitelerini kaybedebilirler (Ullah ve Mullaney 1996). Bu
nedenle yeni fitazlar bakteriyel kaynaklardan gelistirilmektedir.

2.7.3.2. Bakteriyel fitazlar

Yem sanayinde kullanim agisindan bakteriyel kaynakli fitazlar fungal fitazlardan daha
elveriglidir. Bu 6-fitazlar fungal fitazlardan daha termostabildir ve spesifik aktivitesi
daha yiiksektir. Ayrica E. coli’den elde edilen fitazin pH’s1 (en yiiksek 3.5) monogastrik
hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin pH’sina daha yakindir (Griener ve ark. 1993).
Bu 6-fitazlar E. coli’den elde edilir ve ticari kullanim igin Saccharomyces cerevisiae,
Streptomyces lividans ya da Pichia pastoris gibi maya tiirlerinin igerisine klonlanir
(Rodriguez ve ark. 1999, Stahl ve ark. 2003). 150 ile 450 tnitelik E. coli tiirevi fitazlar
kanatli hayvanlarin bugday ve soya unu diyetlerine eklendiginde fitat fosforu
sindirilebilirliginde %40 artis gdzlenmistir (Silversides ve ark. 2004). 500 iinitelik fitaz
ilavesinde ise etlik piliclerin fitat sindirilebilirliginde %70 artis gézlenmistir (Onyango
ve ark. 2005). Gen¢ domuzlarin besinlerine eklenen az miktardaki E. coli tiirevi fitaz
enzimi fosfor sindirilebilirligini %50 arttirmigtir (Adeola ve ark. 2004; Veum ve ark.
2006).
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Fitaz enzimi bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Gliniimiizde ticari olarak tiretimde toprak fungusu olan Aspergillus
tizerinde durulmaktadir. Ancak substrat spesifikligi, proteolizise kars1 diren¢ gostermesi
ve Katalitik aktivitesi gibi Ozelliklerinden dolay1 bakteriyel fitazlar, fungal enzimlere
alternatif olusturabilmektedir (Konietzny 2004). Fitaz aktivitesi Aerobacter aerogenes
(Greaves 1967), Pseudomonas sp. (Irving 1971), B. subtilis (Powar 1982), Klebsiella sp.
(Shah 1990), B. subtilis (natto) (Shimizu 1992), E. coli (Greiner 1993), Enterobacter
sp.4 (Yoon 1996) ve Bacillus sp. DS11 (Kim 1998) gibi bakterilerde saptanmuistir.
Bacillus suslari patojen olmamalar1 ve sentezledikleri fitazi hiicre disna salgilama

yeteneginde olduklarindan endiistride 6nemli bir yere sahiptir.

2.8. Bacillus Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa kullanilmistir (Lin 1997).
Bacillaceae familyasina dahil olup, genellikle gram pozitif (bazi tiirleri degisken)
boyanirlar, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, c¢ubuk seklinde
bakterilerdir. Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik tiirleri de
vardir (Ayhan 2000). Genellikle 35-37 °C de ve pH 7.0 civarinda trerler. Endospor
olusturduklarindan kotii sartlara direnglidirler, kapsiil sadece B. anthracis tiiriinde
goriiliir. Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 pm ¢apindadir. Peritrik flagellalidirlar
ve B. anthracis ve B. mycoides hari¢ genellikle hareketlidir. Bacillus suslarinin koloni
yiizeylerinin goriintiileri genellikle ¢evresel kosullara bagl olarak degisir. Bu
kosullardan en 6nemli olanlar1 mikroorganizma kiiltiiriiniin bagh bulundugu besiyerinin
bilesimi ve inkiibasyon sicakhgidir. Cevresel sartlarin farkhilasmas: ile kiiltiiriin
kendisinde de bazi farklilasmalar meydana gelir. Sadece kiigiik koloni formlarina sahip
suslarin disinda koloninin ¢api, besiyeri ve igerisindeki agar konsantrasyonuna bagl
olarak degisir. Bacillus tiirlerinin birgogunda pigment iiretimi yoktur. Geneli beyaz veya
krem renkli kolonilere sahiptir. Baz1 tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyah
renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir. Bacillus megaterium suslar 6zellikle kazein
iceren agarda sar1 renkte pigment olustururlar. B. mycoides’in kolonileri ise rizoid
sekilde agarli besiortami iizerine yayilir (Buchanan ve Gibbons 1974, Lennete ve ark.
1985, Holt ve ark. 1993).
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Bacillus’larin hiicre duvari, hiicre yiizeyini tamamiyla orten yiizey katmani parakristalin
olusturur. Bacillus’lar genellikle karbonhidrat kapsiilii bulundururlar (Robinson 1985).
Tek ya da c¢ok sayida hiicreden olusan uzun zincirler meydana getirebilirler. Hiicrede
bulunan sporun sekli ve yeri, tiirler arasinda farklilik gosterir. Sporlar genellikle
silindirik, elipsoidal, oval ya da yuvarlaktir. Sporun hiicre iizerindeki konumu ise
merkezde, merkeze yakin, uca yakin, ucta ya da lateralde bulunabilir (Lennete ve ark.
1985). Bacillus sporlarin sporogoniumdaki durumlar1 ve sekilleri ile sporogoniuma

bagli olan biiyiikligi taksonomik ¢aligmalarda kullaniimaktadir (Ustagelebi 1999).

Bacillus cinsinin tanimlanmis 51 tiirii bilinmesine ragmen taksonomik olarak yeri tam
olarak belirlenmemis gruplarda vardir. Bacillus tiirleri cogunlukla saprofittir, dogada
yaygin olarak toprakta bulunur ve toz partikiilleri ile sulara, bitki ve hayvan

materyallerine bulagabilmektedirler (Barredo 2005).

Baz: tiirler fakiiltatif anaerob 6zellikte olsalar ve oksidaz testleri degiskenlik gosterse
de, daima katalaz pozitiftirler. Bilinen birkag¢ tiir hareketsizdir (B. anthracis ve B.
mycoides). Tiir diizeyinde tanimlamada 6nemli bir yer tutan spor sekilleri ve konumlari,

faz-kontrast veya spor boyama ile kolayca saptanabilir.

Sekerleri fermente ederler ve sonucta gaz olusumu goriilmeksizin asit iiretirler.
Proteinleri ise, amonyak olusturarak parcalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar.
DNA'larindaki G+C mol oran1 %32-62'dir (Con ve Gokalp 1997). Biitiin tiirleri niitrient
agar, trypticase soy agar, brain heart infusion ve kanli agar gibi besiyerlerinde oldukga
iyi Urer. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol iceren; nitrojen kaynagi
olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Kaynar ve Beyath

2006).

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hayvan digkilar1 ve bitkisel atiklar iizerinde yaygin
olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli
bliyiime oran1 ile fermentasyon siiresi kisadir. Genel olarak giivenli olmalari,
sentezledikleri proteinleri dis ortama salgilama kapasiteleri gibi bircok nedenden dolay1
cazip endiistriyel organizmalardir. Bacillus tiirleri ¢esitli kompleks substratlara karsi
aktivite gosteren ¢ok sayida ve c¢esitli hidrolitik enzimler {iretmekte ve

salgilamaktadirlar. Bu nedenle Bacillus cinsindeki organizmalar, endiistriyel alanda a-
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amilaz, fitaz, proteaz, glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz gibi enzimlerin

tiretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadirlar (Arikan ve Goziikara 2012).

Endiistriyel alanlarda kullanilan 10’dan fazla mikrobiyal kdkenli enzimin Bacillus
cinsine ait bakteriler tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Enzim tiretimi ¢alismalarinda
kullanilan bu bakterilerin biiyiik bir boliimii kemoorganotrof oldugu i¢in besin istekleri
azdir, kolayca kiiltiire alinabilirler ve yapilarinda heterojenlik yoktur. Bunun gibi birgok

onemli 6zellikleri sayesinde endiistriyel alanlarda tercih edilmislerdir (Priest 1977).

Bacillus’larin bazi tiirleri yiyecekler i¢in Onemli olabilir. Bazi tirleri de bdcek
patojenidir. Bacillus’larin  birka¢ tlirii polipeptit smifindan antibiyotik iiretir.
Antibiyotikler kiiltiirlerde sporulasyon asamasi oldugu zaman olugmaya basladigi

gozlenmistir (Buchanan ve Gibbons 1974).

Turnbell ve Kramer (1991)’in yaptiklar1 bir aragtirmaya gore Bacillus tiirlerinin teshisi
ve tilirler arasindaki farkliliklarin tespiti i¢in spor ve sporangiyum morfolojileri temel

alinmigtir. Buna gore de Bacillus’lar 3 grupta toplandirilmistir;

Birinci grup Bacillus’larda kendi iglerinde A ve B olmak lizere ikiye ayrilir. Bu her iki
grupta sporangia sismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli, sentral veya terminal
konumludur. Gram pozitiftirler. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt grubunda
hiicre genisligi 1pm den kiigiik, B alt grubunda ise 1um den biiyiiktiir. A alt grubuna
ornek olarak B. megaterium ve B. cereus; B alt grubuna Ornek olarak da B.
licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir (Turnbell ve
Kramer 1991).

Ikinci grupta yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlari elips, sentral veya
terminaldir. Bu grupta yer alan Bacillus tiirlerine 6rnek olarak B. polymyxa, B.
macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. laterosporus ve B. brevis
verilebilir (Turnbell ve Kramer 1991).

Ucgiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kiiresel,
subterminal veya terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba 6rnek olarak verilebilir
(Turnbell ve Kramer 1991).
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Bu genus igindeki bakterilerin ¢ogu patojen degildir. Iki adedi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. antracis ve B. cereus’tur (Bilgehan 1995).

2.9. Bacillus Fitazlarimin Ozellikleri

Liu ve ark. (1998) fitazin molekiiler agirliginin organizma tiirlerine bagli olarak 35-700
kDa arasinda degistigini belirtmislerdir. Tambe ve ark. (1994) Klebsiella aerogenes
fitazinin molekiiler agirligimin 700 kDa; Greiner ve ark. (1997) Klebsiella terrigera
fitazinin molekiiler agirliginin 40 kDa oldugunu bulmuslardir. Shimuzi (1992) Bacillus
subtilis’e ait fitazin molekiiler agirliginin 38 kDa oldugunu rapor etmislerdir. Powar ve
Jagannathan (1982) Yaptiklar1 ¢alismada, Bacillus subtilis’den izole ettikleri fitazda
birbirine yakin iki protein bandi bulmuslardir. Her iki bandin da fitaz aktivitesi verdigini
gormiiglerdir. Bu iki izozimin bakteri tarafindan iiretilebilecegini diistinmiislerdir. Kim
ve ark. (1998) Bacillus amyloliquefaciens tarafindan firetilen fitazin 44 kDa oldugunu
tespit etmislerdir. Calismada Bacillus sp.’den izole edilen fitazin SDS-PAGE analizi

sonucu molekiiler agirlig1 60 kDa ve 53 kDa olarak saptanmistir.

Bakterilerden izole edilen fitazlar glikolizasyona ugramayan histidin asit fosfataz ya da
B-propeller yapili alkali fitazlardir (Lei ve ark. 2007). Bakteriyel fitazlarin enzim
aktiviteleri 200-388 U/mL™ arasinda oldugu bildirilmistir (Quan ve ark. 2001). Bazi
bakteriyel fitazlar, 6zellikle Bacillus tiirlerinden elde edilenlerin, ¢ogunun nétral pH’da
ki optimum sicakliklar1 55-70 °C, optimum pH’lar1 7.0 ile 7.5 ve molekiiler agirlig1 38-
47 kDa arasindadir (Polaina ve MacCabe 2007).

Bacillus subtilis bakterisi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi {lizerine yapilan ¢aligmada
fitaz enziminin etanol ve aseton ile ¢oktiiriilmesi saglanmig, ardindan uygulanan iki
farkli 1iyon degisim kromatografisi ile 39 kat ve % 32 verimle saflastirilmistir. Enzimin
molekiiler agirligi ultrasantrifiij ile sedimantasyon yonteminden yararlanilarak 3,5 kDa
olarak belirlenmistir (Powar ve Jagannathan 1982). Bacillus subtilis VTT E-6813 fitaz
enzimi sirasiyla etanol ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon
kromatografisi uygulanarak % 22 verimle 3,7 kat saflastiritlmistir. Enzimin molekiiler
agirhg SDS-PAGE ile 43 kDa olarak saptanmistir (Kerovuo ve ark. 1998). Bacillus
subtilis CF92 tarafindan iretilen fitaz enzimi ise, sirasiyla etanol ¢oktiirmesi, iyon

degisim ve jel filtrasyon kromatografisi uygulanarak 24 kat, % 12,7 verimle elde
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edilmistir. Enzimin molekiiler agirligt SDS-PAGE ile 46 kDa olarak belirlenmistir
(Hong ve ark. 2011).

Topraktan izole edilen Bacillus sp. DS11 termostabil fitaz enzimine sirasiyla aseton
cOktiirmesi, hidrofobik etkilesim, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
uygulanmis ve enzim % 10 verimle 77 kat saf olarak elde edilmistir. Monomerik olan
enzimin molekiler agirligt SDS-PAGE ve jel filtrasyon kromatografisi ile 40 kDa
olarak saptanmustir. Bacillus sp. DS11 fitazinin optimum sicakligi 70 °C olarak
belirlenmistir. Fitaz enzimi CaCly’lin olmadigi kosullarda farkli sicakliklarda 10
dakikalik inkiibasyonlarinin ardindan incelenmis ve 50 °C ve iizerindeki sicakliklarda
aktivitede ciddi diisiisler oldugu saptanmistir. Fakat ortamlarda 5 mM CaCl;’iin oldugu
durumlarda ise 90 °C’de 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan aktivitelerinin % 50’sini
koruyabildikleri gozlemlenmistir. Optimum pH’st 7.0-8.0 olan enzimin 4.0-8.0 pH
araliginda oldukga stabil oldugu belirlenmistir. Kim ve ark. (1998) Bacillus sp. DS11
fitazimn Mn?*, Cd?* iyonlar1 ve EDTA tarafindan 6nemli 6l¢iide inhibe edildigini
bildirmislerdir. Enzimin Mg*, Hg®*, Ba®* ve Cu?* (5 mM) varhiginda aktivitesinin
yaklasik % 50’sini koruyabildigini belirlemislerdir. Ayrica Bacillus sp. DS11 fitazinin 1
mM ve 5 mM PMSF ve 14-dithiothreitol (DTT) tarafindan inhibe edilmedigi
bildirilmistir. Kim ve ark. (1998) Bacillus sp. DS11 fitazinin ¢esitli fosfat esterlerine
kars1 aktivitesini belirlemis ve sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara kars,
oldukega diisiik aktivite gosterdigini bildirmiglerdir. Sodyum fitat i¢in Ky, degeri 0,55
mM olarak hesaplanmistir (Kim ve ark. 1998).

Haglanmig piringten izole edilen Bacillus sp. KHU-10 tarafindan sentezlenen
termostabil fitaz aseton c¢Oktiirmesi, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflagtirllmis ve enzim % 21,1 verimle 105,8 kat saf olarak elde
edilmistir. Monomerik olan dogal enzimin molekiiler agirligi jel filtrasyon
kromatografisi ile 46 kDa olarak ve denatiire enzimin molekiiler agirligi ise SDS-PAGE
ile 44 kDa olarak saptanmistir. Optimum sicakligr 40 °C olan Bacillus sp. KHU-10
fitazinin 40 °C’ye kadar olan sicakliklarda 10 dakika boyunca stabil oldugu
belirlenmistir. Enzimin 10 mM CaCl; igerdigi kosullarda ise optimum sicakliginin 60
°C oldugu ve 60 °C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 95’ini

korudugu saptanmistir. Optimum pH araligi 6.5-8.5 olan enzimin ayn1 pH araliginda
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oldukga stabil kalabildigi goriilmiistiir. Enzimin 10 mM CaCl; igerdigi kosullarda ise
optimum pH araliginin 6.0-9.5 oldugu ve pH 6.5’den 10,0’a kadar oldukga stabil oldugu
bildirilmistir. Bacillus sp. KHU-10 fitaz1 ile yapilan arastirmada EDTA ile enzim
aktivitesinin % 90 inhibe edilmesi, substrat ve enzim arasindaki ara yiizeyleri
etkilemesine baglanmistir. Bunun yaninda ¢ift degerlikli metal iyonlar1 olan Ba®* (%
65), Cd** (% 100), Co** (% 40), Cr?* (% 55), Cu®* (% 41), Hg** (% 57) ve Mn*" (% 83)
aktiviteyi diisiirmiistiir. Metal iyonlarndan Cd®" hari¢ digerlerinin inhibisyon etkisi,
aym oranda Ca®’ ilave edilmesi ile ortadan kaldirilabildigi bildirilmistir. Bacillus sp.
KHU-10 fitaz1 sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara karsi hi¢ aktivite
gostermemistir. Enzimin pH 7.0’de sodyum fitat i¢in, kcat 26,6 s™* ve Ky, degeri 50 pM
olarak hesaplanmistir (Choi ve ark. 2001).

Termofil bir bakteri olan Bacillus laevolacticus tarafindan sentezlenen fitaz enzimi iyon
degisim kromatografisi uygulanarak iki adimda 6,5 kat, % 24,4 verimle saflagtirilmistir.
SDS-PAGE ile enzimin 41 kDa ve 46 kDa molekiil agirligina sahip iki alt birimden
olustugu belirlenmistir. Bacillus laevolacticus kismi saflastirilmig fitazin optimum pH
ve sicakligl sirasiyla 7.0 ve 70 °C’dir. Enzim pH 8.0-10.0 araliginda aktiftir ve optimum
aktivitesinin % 90’1 gosterebilmektedir. Enzim 60 °C ve pH 8.0’de CaCl; varliginda
ve yoklugunda 3 saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 80’ini koruyabilmistir.
Enzim ayrica 5 mM CaCl, varliginda ve yoklugunda pH 8.0 ve 80 °C’de
inkiibasyonunun ardindan aktivitesinin tamamini korudugu belirlenmistir. Bacillus
laevolacticus fitaz1 Cu®* ve Zn?* varliginda, orijinal aktivitesinin % 50’den fazlasim
koruyabilmistir. Enzim aktivitesi {izerine Mg2+, Ca2+, Mn2+, Na*, K, Ba** ve Co®'
katyonlarininda 6nemli 6l¢lide inhibisyona neden olmadig: bildirilmistir. Enzim 1 mM
EDTA varliginda aktivitesinin % 90’11 kaybederken, 5 mM EDTA tarafindan tamamen
inhibe olmasi, enzim aktivitesi lizerinde metal iyonlarinin 6nemli rol oynadig1 seklinde
aciklanmigtir.  Alkali pH degerlerinde aktif olan Bacillus laevolacticus fitazinin
kalsiyum fitata olan ilgisinin, sodyum fitata gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Enzim ayrica, diger denenen p-nitrofenil fosfat, AMP, ATP, fenil fosfat ve NaDPH,.Na4
substratlarina kars1 % 5.08-40 arasinda aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ky ve 49 Vpax
Kinetik parametreleri sirasiyla 0,526 mM ve 12,3 pumol/dk/mg olarak hesaplanmistir
(Gulati ve ark. 2007a).
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2.10. Fitazlarin Endiistride Kullanim Alanlar:
2.10.1. Yem katki maddesi

Fosfor hayvan viicudunda en ¢ok bulunan ikinci mineral olup bunun biiyiik bir kismi
kemik ve dislerde bulunur. Kalsiyumla beraber, kemik yapinin olusumu ve stirekliligi
en onemli gorevini olusturur. Daha kiigiik bir kismi ise viicudun yumusak dokular1 ve
stvilarinda  bulunmakta ve buralarda da Onemli fonksiyonlar gostermektedir

(Underwood ve Suttle, 1999).

Fitat, tohumlarin ¢imlenmesi igin enerji ve fosfor kaynagi olarak gorev almasina karsin
bagl fosfor tek mideli hayvanlar tarafindan ¢ok az miktarda kullanilabilmektedir. Bu
nedenle inorganik fosforun kanatli, domuz ve balik rasyonlarina dogrudan ilave
edilmesi gerekmektedir. Dolayistyla inorganik fosfor yenilenemez ve pahali bir mineral

haline gelmektedir (Lei ve Porres 2003).

Fitat ve fitata bagl fosforun tiim kanatli rasyonlarinda bulundugu ve fitat fosforunun bu
rasyonlar tarafindan kismen kullanilabildigi bilinmektedir (Lowe ve ark. 1939). Warden
ve Schaible (1962), broiler iiretimlerde, ekzojen olarak verilen fitazin, fitat fosforunun
kullaniminm1 ve kemikteki mineralizasyonu artirdigini bildirmislerdir. Bundan yaklasik
30 yil sonra ise yem katkis1 olarak, fitata bagli fosforu serbest birakacak ve fosfor

atigini azaltacak Aspergillus niger fitazinin ticari olarak kullanim1 baglamistir.

Giliniimiizde tek mideli hayvanlarda fitazin yem katkis1 olarak kullanimi oldukga
yayginlasmigtir. Hatta nisasta tabiatinda olmayan polisakkaritleri pargalayan
enzimlerden daha fazla kullanilmaktadir (Bedford 2003). Son 10 yil igerisinde kanath
ve domuz rasyonlarinda mikrobiyal fitaz kullanimi ile ilgili bilimsel galismalar ve
deneyimler hizla artmaktadir. Bunun sonucunda ise yem katkis1 olabilecek yeni fitaz
enzimleri arastirilmakta ve kullanilmaktadir. Enzim kullanimindaki en etkin ilerleme
belki de fitaz enzimi kullanimiyla olmustur. 1940’1 yillarin yiiksek kalitedeki bitkisel
protein kaynagi olan soya gibi 1990’11 yillarin hayvansal iiretimde kullanilan en 6nemli

bulusu fitaz enzimidir (Kornegay, 2001).

Ruminantlar ise, rumendeki mikrobiyal flora tarafindan iiretilen fitaz enzimi yardimu ile
fitat1 pargalayabilmektedirler (Yanke ve ark. 1998). A¢iga ¢ikan fosfor ise hem

mikrobiyal flora hem de konak¢1 ruminant tarafindan kullanilmaktadir.

30



Yem katkisi olarak en yaygin kullanilan fitazlar A. niger (3-fitaz), Peniophora lycii (6-
fitaz) ve Escherichia coli (6-fitaz) fitazlaridir. Kanatli rasyonlarina fitaz enzimi graniil,
sivi formda veya yiiksek peletleme sicakligindaki (>80 °C) enzim denatiirasyonunu

engellemek igin peletleme sonrasinda uygulanabilmektedir (Selle ve Ravindran 2006).

Balik iiretim masraflarinin %70’ini yem giderleri olusturmaktadir (Rumsey 1993). Tek
mideli hayvanlarda oldugu gibi baliklarda yem maddeleri icerisindeki fitin fosforundan
yararlanacak sindirim enzimine sahip degildir. Bu nedenle fitaz enzimi su iriinleri
iiretmek amaciyla, hem disiik fiyatli bitkisel kokenli maddelerin kullanimini artirmak
hem de suda fosforu kabul edilebilir seviyede tutabilmek amagclari ile kullanilmaktadir.
Balikgilikta yiiksek seviyede bitkisel kokenli maddeler igeren yemlerde fitaz enziminin
kullanilmasi ile ilgili birgok ¢aligma yapilmaktadir (Robinson ve ark. 1996, Mwachireya
ve ark. 1999).

2.10.2. Gida endiistrisi

Fitatlar, bitki tohumlar1 ve danelerde fosfat ve inositoliin baslica depo formudur. Fitat
bitki tohumlarinin olgunlagmasi sirasinda olusur ve olgun tohumlarda toplam fosfatin %

60-90’nin1 olugturmaktadir (Loewus 2002).

Diyetlerdeki bitki kokenli gidalarin miktarina ve islenme derecelerine bagli olarak
giinlik fitat tiiketimi en fazla 4500 mg olmalidir. Yaklasik olarak vejetaryen
diyetlerinde ve gelismekte olan iilkelerin kirsal kesimlerinde giinliik fitat tiiketimi 2000-
2600 mg civarinda iken bu deger karigik diyetlerde 150-1400 mg’dir (Reddy 2002).

Diyetlerde fitatin varhig1 ile ilgilenilmesinin nedeni ¢inko, demir, kalsiyum,
magnezyum, manganez ve bakir gibi minerallerin alimindaki negatif etkisinden
dolayidir (Lopez ve ark. 2002, Konietzny ve Greiner 2003). Cesitli pH degerlerinde
¢oziinmez mineral-fitat kompleksleri olusmakta, bu kompleksler insan sindirim
sisteminde absorbe edilemediginden diisiik mineral emilimine neden olmaktadir. Ayrica
sindirim sisteminin st kisminda sinirli miktarda mikrobiyal popiildssyonun olmasi ve
igsel fitat1 hidrolize edici enzimlerin olmamasindan dolay1 ince bagirsakta, fitat ¢cok
sinirli miktarda hidroliz olabilmektedir (Igbal ve ark. 1994). Fitat, asidik ve alkali pH’da
proteinlerle kompleks olusturmaktadir (Cheryan 1980). Bu interaksiyon proteinin

yapisinda degisiklikler meydana getirmekte ve bunun sonucunda enzimatik aktivitede,
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proteinin  ¢Ozlinlirliginde ve proteolitik parcalanmada azalmalar meydana

gelebilmektedir.

Fitaz enzimi gida sanayinde ¢ok 6nemli bir potansiyele sahip olmasina ragmen yakin
zamana kadar marketlerde fitaz enzimi kullanilmis {irinler bulunmamaktaydi. Bu
alandaki caligmalar, gida islemede teknik gelistirmenin yani sira bitki kokenli gidalarin
besleyici degerlerinin artirilmasi {izerine yogunlasmustir. Fitat icerigi yiliksek diyetler
mineral maddelerin emilimini olduk¢a azaltmakta (Lopez ve ark. 2002, Konietzny ve
Greiner 2003) ve gidalarin islenmeleri sirasinda fitatin defosforilasyonu, sadece kismen
fosforile olmus myo-inositol fosfat esterlerinin olusmasina neden olmaktadir
(Sandstrom ve Sandberg 1992, Han ve ark. 1994, Sandberg ve ark. 1999). Myo-inositol
fosfat esterleri insanlar i¢in onemli fizyolojik Ozelliklere sahiptir (Shears 1998). Bu
nedenle fitaz enziminin gida tretimi sirasinda kullanilmasi ile birlikte fonksiyonel
gidalarin tretilmesi miimkiin olacaktir (Greiner ve ark. 2002) ve boylelikle fitaz enzimi
yardimiyla biyokimyasal olarak aktif myo-inositol fosfat esterleri olusacaktir. Bu
sayede insanlar mineral maddelerden daha iyi faydalanabilecekler ve minerallerin

sindirim sisteminden emilmesi kolaylasmis olacaktir.

Gida sanayinde gidalarin islenmesi sirasinda fitaz ilavesi ekmek yapimi (Haros ve ark.
2001), bitkisel protein izolatlarinin tiretimi (Wang ve ark. 1999, Fredrikson ve ark.
2001) ve tahil kepeklerini parcalamada kullanilmaktadir (Kvist ve ark. 2005). Gida
isleme ve hazirlama sirasinda, fitat genel olarak bitkilerde ve mikroorganizmalarda
dogal olarak bulunan fitazlarla tamamen hidrolize edilememektedir. Demir basta olmak
tizere minerallerden yararlanma potansiyelini artirmak i¢in gidalardaki fitat miktarinin

cok diistik diizeylere indirilmesi gerekmektedir (Hurrell 2003).

Yaygin bir tiiketime sahip olan yogurdun, bugday riiseymi ilavesiyle hem protein
yoniinden zenginlestirilmesi hem degisik bir lezzet kazanmasi hedeflenmistir. Fitaz
enzimi ilavesiyle de, tahillardaki mineralleri baglayarak yarayisliligi engelleyen fitik
asidin olumsuz etkisi ortadan kaldirilmaya calisilmistir. Fitazin mineral miktarlari
acisindan olumlu etkileri kesindir ve yogurt iiretiminde tahil driinleriyle birlikte
kullanilmasi yararli olacaktir. Yalginkaya ve ark. (2003) tarafindan yogurda bugday
riseymi ilavesiyle yogurdun protein, yag ve mineral madde bakimindan

zenginlestirilmesine yonelik yapilan calismalardan olumlu sonuclar elde edilmistir.
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Ayrica riiseym katkisi, kalsiyum, sodyum, magnezyum, ¢inko, demir ve fosfor gibi
minerallerin toplam miktarlarini artirici etkide bulunmaktadir. Yapilan islem neticesinde
mikrobiyal gelisme ve laktik fermantasyonunun hizlandig1 gézlemlenmistir. S6z konusu
minerallerin ¢oziinebilirliklerinin, riiseym katkisi ile 6nemsiz oranda dustiigii, fakat fitaz
enzimi katkisi ile normal yogurdun biyoyararlilik seviyesinin iizerine ¢ikabildigi

saptanmustir.

2.10.3. Kagit endiistrisi

Kagit endiistrisinde bitki fitik asit’inin uzaklagtirilmas: gerekmektedir. Giiniimiizde
kagit hamuru ve kagit’in yapim asamalarinda fitik asit’i par¢alamak amaciyla
termostabil fitazlar kullanilmaktadir. Fitik asit’in enzimatik olarak pargalanmasi
sonucunda kanserojen veya toksik maddeler i¢eren tirtinler olusmamaktadir. Bu nedenle
kagit endiistrisinde fitaz enzimlerinin kullanimi, daha temiz bir teknolojinin kullanilmig

olmasi ve dolayisiyla ¢cevreyi koruma agisindan 6nem tasimaktadir (Liu ve ark. 1998).

2.10.4. Toprak iyilestirme calismalari

Baz1 toprak alanlarinda, fitik asit ve tiirevleri toplam organik fosforun %50’sini
olusturabilmektedir (Dalal 1978). Findenegg ve Nelemans (1993), musir bitkisinin
topraktaki fitik asit fosforunu kullanilabilmesinde fitazin etkisini arastirmislardir.
Topraga ilave edilen fitazin, fitinin par¢alanma oraninin artmasini saglayarak biiylimeyi
uyardigini bildirmislerdir. Bu ¢alisma bitkilerin koklerine fitaz geninin ekspresyonu ile
olusturulabilecek transgenik bitkilerin, topraktaki fitin fosforundan faydalanabilecegi

diislincesini ortaya koymustur (Day 1996).

2.10.5. Biyoteknoloji
Gegtigimiz 20 yil igerisinde fitaz enzimi, besleme, ¢evre koruma ve biyoteknoloji
alanlarinda calisan bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmektedir. Fitazlar biyoteknolojik

uygulamalarda (6zellikle yem ve gidalardaki fitat igerigini azaltmada) biiylik 6nem

tagimaktadir (Lei ve Stahl 2001, Vohra ve Satyanarayana 2003).

2.10.6. Myo-inositol fosfatlarin hazirlanmasi

Genel olarak myo-inositol ve izomerleri veya biyokimyasal tiirevleri yiiksek bitkiler,
mikroorganizmalar ve memeli hiicrelerinde 6nemli biyolojik  fonksiyonlar

yiiriitmektedirler. Beslenme ve metabolik fonksiyonlar igin, esas formu myo-inositoldur.
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Giliniimiizde, transmembran sinyalizasyonunda ve intraseliiler kaynaklardan kalsiyumun
hareketini saglamada gérev alan inositol fosfat ve fosfolipidlere olan ilginin artmasi,
cesitli inositol fosfatlarin hazirlanmasini giindeme getirmistir (Billington 1993, Liu ve
ark. 1999). S.cerevisiae fitaz1 kullanilarak fitik asit’in enzimatik hidrolizi ile D-myo-
inositol 1,2,6-trifosfat, D-myo-inositol 1,2,5-trifosfat, L-myo-inositol 1,3,4-trifosfat ve
myo-inositol 1,2,3-trifosfatlarin hazirlandig: bildirilmistir (Siren 1986a). Ayrica E. coli
fitaz1 kullanilarak inositol 1,2,3.,4,5-pentakisfosfat, inositol 2,4,5-trifosfat ve inositol
2,5-bifosfat da hazirlanmaktadir (Greiner ve Konietzny 1996). inositol fosfat tiirevleri
enzim stabilizatorii (Siren 1986b), enzim inhibitorli, biyokimyasal ve metabolik
arastirmalarda enzim substrati ve ila¢ olarak da kullanilmaktadir (Laumen ve Ghisalba
1994). Inositol fosfat karisimlar1 eklem iltihabr ve astim gibi solunum hastaliklarna
kars1 kullanildigr ve spesifik inositol trifosfatlarin agr1 kesici olarak onerildigi de
bildirilmigtir. Ayrica inositol tirifosfat esterlerinin HIV’in da dahil oldugu retroviral
enfeksiyonlara karst 6nemli derece Onleyici etkiler gosterdigi gézlemlenmistir (Siren
1998). Bunlarin yani sira, fitatin antikanser etkilerinin sinyal iletim yollarinda, hiicre
dongiisii diizenleyici genlerinde, farklilasmis genlerde, onkogenler ve belki de tiimor
baskilayict genlerde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir (Greiner ve ark 1997,

Shamsuddin 1999, Selle ve ark. 2007).

Inositol veya inositol fosfatlarin endiistriyel iiretiminde, fitik asitten myo-inositol fosfat
tiirevleri, serbest myo-inositoller ve inorganik fosfat eldesinde fitaz enzimi kullanimi
onerilmektedir (Brocades 1991). Bu enzimatik hidrolizin avantaji fitaz enziminin

spesifitesi ve reaksiyon kosullarina uygun olmasidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada kullanilacak Bacillus suslar1 Tiirkiye’nin 30 farkli ilinden alinan toprak
orneklerinden izole edilmistir (Sekil 3.1). Izolasyon sonucu en yiiksek fitaz aktivitesine
sahip Bacillus sp.’ler, farkli igerikli ortamlarda iiretilmisler ve bunlardan en iyi enzim
aktivitesinin saptandigi tireme ortami ve Bacillus sp. tespit edilerek, ¢alismaya bu
bakteri ile devam edilmistir ve Bacillus sp.” ler daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak

tizere kiiltiir saklama besiyerinde korunmustur.

Sekil 3.1. Kullanilan toprak orneklerinin alindigi iller: Adana, Amasya, Ardahan,
Artvin, Balikesir, Bartin, Bilecik, Burdur, Denizli, Edirne, Eskisehir, Hatay,
Kastamonu, Kayseri, Kirklareli, Kocaeli, Konya, Kiitahya, Malatya, Manisa, Mersin,
Nigde, Ordu, Sakarya, Sinop, Sivas, Trabzon, Tunceli, Tokat ve Zonguldak

3.2. Yontem

3.2.1. Fitaz pozitif bakterilerin izolasyonu

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

agizlan kapatilarak sogumaya birakilmistir (Lennette ve ark. 1985)

Bakterilerin fitaz liretme kapasitelerinin kati besiyerde belirlenmesi amaciyla fitaz

tarama ortam1 (PSM) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Fitaz tarama ortaminin
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hazirlanmasinda, tiim maddeler miktarina uygun bir sekilde dl¢iiliip erlende karigtirilmis
ve pH’s1 7.0 ye ayarlandiktan sonra otoklavlanmistir. Otoklav islemi bittikten sonra 50-
55 °C’ ye kadar sogutulan besiyerleri, 180 °C’ de 1 saat pastor firmninda steril edilen

petri kaplarma 15’er mL dokiilerek sogumaya birakilmistir.

Farkli illerden alian toprak drneklerinden 107, 10°, 10°, 107, 10®, 10°, 10 olmak
tizere seri dillisyonlar yapilmis ve petrilere 0,1 mL 6rnek pipetlenerek yayma yontemine
gore ekim yapilmistir (Temiz 1994). Ekimi tamamlanan petriler 37 °C’ de 96 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda petri kaplarindaki koloniler
gbézlemlenmis, zon olusumunun varligina gore bakteriler fitaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Zonlarin biiyiikliikleri cetvel ile dl¢iilmiistiir. Calismada zon cap1
biiyiik olan suslar se¢ilmis ve saf kiiltiir olarak niitrient agarli ortamda kiiltiire edilerek,

daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere +4 °C’ de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Fitaz pozitif bakterilerin se¢iminde kullanilan kati besiyeri (PSM) (Howson
ve Davis 1983)

Icerik Fitath Besiyeri (PSM) (g/L)

Glukoz 20
Na-Fitat 4
CaCl,.2H,0 2
NH;NO3 5
KCI 0,5
MgSO,.7H,O 0,5

FeSO4.7H,0 0,01

MnSQ,4.7H,0 0,01
Agar 15

pH 7.0

3.2.2. Bacillus’un taksonomik smiflandirmas1 icin morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin belirlenmesi

Elde edilen bakterilerden, en biiyiikk zon capina sahip bakterilerin saf kiiltiirlerinin
morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri incelenerek, Bergey’s Manual of Systematic

Microbiology’ den alinan tayin anahtarina gore Bacillus 'lar belirlenmistir (Buchanan ve

Gibbons 1974).
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Bacillus cinsini tanimak i¢in 3 adet biyokimyasal test ve 2 adet morfolojik test olmak

tizere, toplam 5 adet test yapilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Biyokimyasal ve morfolojik testlerde kullanilan besiyerleri (Cotuk 2003)

Hareketlilik ~ Nisastanin Katalaz Spor Gram
Icerik Testi Hidrolizi Testi Boyama Boyama
(% 0) Testi (% g) (% 0) (% 0) (% 0)
Nisasta - 0.5 - - -
Nutrient 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Broth
Agar 1 2 2 1 -
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

3.2.2.1. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi icin agar ve niitrient broth kullanilarak ortam hazirlanmistir (Cizelge
3.2). Steril petriler, alt taraflarindan kalemle ¢izilerek ikiye boliinmiis ve bakteri
ekilecek kisim isaretlenmistir. Belirlenen bolgeye 0,1 mL pipetlenen mikroorganizma
iremis sivi kiltiir, ¢izgiyl gegmeyecek sekilde, drigalski 6zesi ile iyice yayildiktan

sonra 37 °C’ de 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir (Temiz 1994).

3.2.2.2. Katalaz testi

Katalaz testinde kati ve sivi ortamlar kullanilarak, farkli yontemlerle test
yapilabilmektedir. Calismada ise, % 0,8 niitrient broth igeren agarli ortama ekilmis
bakteriler, 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan koloniler
tizerine 1-2 damla % 3’ lik HyO; damlatilmis ve gaz ¢ikisi olup olmamasina gore

degerlendirme yapilmaistir.

3.2.2.3. Nisastamin hidrolizi testi

Cizelge 3.2°de gosterilen ortama, seri diliisyon yapilan bakteriler tek koloni olusturacak
sekilde ekilip, 37 °C’de, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
besiyerine % 0,5 | (iyot) ve % 5 KI (potasyum iyodiir) ile hazirlanmis iyot ¢ozeltisi
damlatilarak koloniler etrafinda agik renkli bolge olusumu izlenmistir (Koneman ve ark.
1992)
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3.2.2.4. Gram boyama

Gram boyama iglemi Temiz (1994)’ in belirttigi yonteme gore yapilmistir. Buna gore;
bakterilerin 18 saatlik taze kiiltiirlerinden, steril 6ze ile alinarak 1 damla steril distile su
ile yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar havada kurumaya birakilmistir. Kuruma
tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden gegirilerek tespit islemi yapilmigtir. Daha
sonra lamlarin {izerine, mikrobiyal film tabakasimi kaplayacak sekilde, bol miktarda
kristal viole damlatilarak 1 dakika beklenmistir. Kristal viole yikanarak
uzaklastirildiktan sonra lamlarin {izerine % 0,5 I ve % 5 Kl ile hazirlanmis gram iyodin
(lugol) dokiilerek yine 1 dakika beklenmistir. Boya, suyla uzaklastirilmis ve lamlar %
95°lik etil alkol ile renk kayboluncaya kadar yikanmistir. Ardindan, film tabakasinin
lizerine safranin eklenmis ve 45 saniye beklenmis ve boya yikanarak uzaklastirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan preparatlar, havada kurutulmus ve immersiyon yagi ile 10x100’
liik objektifte, Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda incelenmistir. Iyi boyanmus
olan 6rneklerde Gram (+) olan mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renkli, Gram (-)

olanlar ise acik pembe renkli goriiniimleri ile ayirt edilmistir.

3.2.2.5. Spor boyama

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

Olympus CH-2 marka arastirma mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

3.2.3. Bakteri iiretiminde kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi amaciyla farkli besiyerleri
kullanilmistir (Cizelge 3.3). Buna gore, bakterilerin buzdolab1 kosullarinda uzun siire
dayanmalarin1 saglamak icin, Cizelge 3.3’de verilen kiiltiir saklama besiyeri kullanilmis
olup, kiiltiirler 30 glinde 1 kez yeniden hazirlanan agarli besiyerine agilanmak sureti ile

korunmuglardir.
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Cizelge 3.3. Bakteri saklanmasinda ve gelistirmesinde kullanilan besiyerleri

icerik Kiiltiir Saklama Besiyeri ~ Bakteri On Gelistirme Besiyeri

(% g) (Sarikaya 1995) (LB) (% )
Tripton - 1
Maya Oziitii - 0,5
Na-Fitat - 0,5
Niitrient Broth 0.8 -
NacCl 0.8 1
Agar 2.0 -
pH 7.0 7.0

3.2.4. Enzim uretim ortaminin belirlenmesi

Biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tespit edilen Bacillus sp.’ler igerisinde
fitaz hidroliz oran1 (zon ¢api1) en yiiksek olan Bacillus susu secilmistir. Segilen Bacilus
sp. susu 3.2.5.°da belirtilen kosullarda, Cizelge 3.4‘te goriilen 6 farkli fitaz iiretim
ortaminda 96 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite tayinleri 24.,
48., 72. ve 96. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafikleri ¢ikarilmis ve maksimum

enzim Uretiminin gerceklestigi besiyeri belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Fitaz iiretim ortamimnin tespitinde kullanilan sivi besiyerleri Besiyeri 1
(Howson ve Davis 1983), Besiyeri 2 (TS) ve 3 (PSM) (Park 2001) Besiyeri 4 (Mittal ve
ark. 2011), Besiyeri 5 ve 6 (Choi ve ark. 2001)

Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
Icerik 1 2 3 4 5 6
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Glukoz 20 - 15 - 20 -
Na-Fitat 4 1 5 1 2 0,1
Dekstroz - 5 - - - -
Maltoz - - - - - 10
Pepton - 10 - 10 20 10
Beef Ekstrakt - - - - 10 5
Maya Oziitii - 5 - - - -
CaCl,.2H,0 2 1 - - 2 1
NH4NO3 5 - 5 - - -
(NH,4),S0O4 - - - 2 - -
KCI 0,5 - 0,5 0,5 - -
MgS0O,4.7H,0O 0,5 1 0,5 0,5 2 -
FeSO,.7H,0 0,01 - 0,01 0,3 - -
MnS0O,.7H,0 0,01 - 0,01 0,3 - -
ZnCl, - - - - - 1
Na;HPO, - - - - - 0,01
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

3.2.5. Bakteri iiretim kosullar

Kiiltiir saklama ortamindan (Cizelge 3.3) steril 6ze ile alinan bakteri kiiltiirii, igerisinde

30 mL bakteri gelistirme besiyeri (Cizelge 3.3) bulunan 100 mL’lik erlene asilanmus,

37°C’ de 150 devir/dk ¢alkalama hizina sahip inkiibatorde 18 saat siire ile tiretilmistir.

Bu bakterinin enzim {iretim kapasitesini saptamak amaciyla 18 saatlik bakteri

kiiltiirlerinin 600nm’deki optik yogunluklar1 (O.D) spektrofotometre (Beckman Coulter-

DU 700) kullanilarak, bir standart elde edebilmek amaciyla, steril fizyolojik tuzlu su ile

0.3’e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kiiltiir ¢ozeltilerinden, igerisinde 150 mL

maksimum enzim tretiminin belirlendigi besiyeri (Cizelge 3.4) bulunan 500 mL’lik

erlenlere %1 oraninda asilanmis ve 37°C’ de 150 devir/dk g¢alkalama hizina sahip

inkiibatorde 96 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite tayinleri
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8., 24., 32., 48., 56., 72., 80. ve 96. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi

¢ikarilmis ve maksimum enzim tiretim zamani saptanmistir.

3.2.6. Bakteri iiremesinin ol¢iilmesi

Bakteri iiremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmiistiir. 3.2.4 ve 3.2.5°te belirtilen yontemle inkiibasyona birakilan
besiyerlerinden, belirlenen saatlerde 6rnek alinarak, 600 nm dalga boyunda okunmustur.
Fitaz iiretiminde kullanilan besiyeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD)

degerlerinin okunmasiyla bakteri tireme miktar1 belirlenmistir (Sarikaya 1995).

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

egrileri ¢ikarilmistir.

3.2.7. Enzim aktivitesinin ol¢ciilmesi

Fitaz aktivitesinin tayininde Choi ve ark. (2001)’nin kullandiklar1 yontemden
faydalanilmistir. Bu amagla, 6ncelikle kiiltiir ortamindan 10 mL alinarak 15 dakika siire
ile +4 °C’ de santrifiij edilerek (5000 devir/dk) bakteri hiicrelerinin bulundugu pelet

kismui ile enzim igeren sivi kisim birbirinden ayrilmistir.

Enzim aktivite tayininde substrat ¢ozeltisi olarak 50 mL 0,1 M Tris-HCI (pH 7.0)
tamponuna 2mM Na-Fitat eklenmistir. Substrat ¢6zeltisi her aktivite tayin isleminden

once taze olarak hazirlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve her bir enzim 6rnegi i¢in 2 adet drnek tlipti kullanilmigtir
(Cizelge 3.5). Her iki 6rnek tiipiine 0.9 ar mL substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 0,75 mL
TCA ¢ozeltisi ilave edilmis ve tiipler 37°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek
reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonra substrat igeren tiiplere 0.1 mL enzim
¢ozeltisinden, kor tiipe ise 0,1 mL Tris-HCI (pH 7.0) tamponu ilave edilerek 37°C’ de
30 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnek tiiplerine 0,75
mL TCA ¢o6zeltisinden eklenerek reaksiyon durdurulmus ve kor tiipiine ise 0,9 mL
substrat eklenip, tiipler tiip karistiricisinda (Vortex) karistirtlmistir. Bu karisima % 5,5
stilfiirik asitle hazirlanan % 2,5 amonyum molibdat ¢ozeltisi ile % 2,5 ferroz siilfat renk
reaktifinden 1,5 mL ilave edilmis ve Orneklerin absorbanslari kore karsi

spektrofotometrede Sl¢tilmiistiir.
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Cizelge 3.5. Fitaz aktivite tayini reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Tiipii Kontrol (Kor) Tiipii
Substrat ¢ozeltisi 0,9 mL -
% 5’ lik TCA ¢ozeltisi - 0,75
37 °C’ de su banyosunda 5 dakika bekletilir.
Enzim ¢ozeltisi 0,1 mL -
0.1 M Tris-HCI Tamponu - 0,1 mL
Vorteksle karistirilir ve 37 °C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilir.
% 5’ lik TCA ¢ozeltisi 0,75 mL -
Substrat ¢ozeltisi - 0,9 mL
Vorteksle karistirilir.
Renk ¢ozeltisi 1,5mL 1,5mL

Vorteksle karistirilir ve 5 dakika bekletilir.

700 nm’ de absorbans dl¢timii yapilir.

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

miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplanmistir

(Anonim, 2014)

Pi(uM)

Enzim Aktivitesi (U/mL) = t (dk) x Vg (mL)
E

Pi: Salinan fosfatin miktari
t: Zaman
VE: Kullanilan enzimin hacmi

3.2.8. Inorganik fosfat standart grafigi ve hazirlamis:

Inorganik fosfor miktarin1 saptamak igin farkli konsantrasyonlarda (0-100 uM) standart
KH,PO, c¢ozeltileri hazirlandi. 1n0rganik fosfor miktari, 3.2.7°de tarif edildigi gibi

spektrofotometrik olarak 6lctilmiistiir.

3.2.9. Enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan soliisyonlar

3.2.9.1. 0,1 M Tris-HCI tamponunun (pH 7) hazirlanmasi

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

getirilir. Son hacim 1 L’ ye tamamlanur.
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3.2.9.2. % 5’lik TCA (Trikloroasetik asit) ¢cozeltisinin hazirlanmasi

5 gr TCA tartilir ve son hacim distile su ile 100 mL’ ye tamamlanur.

3.2.9.3. Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

50 mL 0,1 M Tris HCI (pH: 7.0) ¢6zeltisi igerisine 2mM Na-Fitat karigtirilir. (Kim ve
ark. 1998)

3.2.9.4. Renk ayraci ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Renk ayiraci a ve b ¢ozeltileri ile sirasiyla 4:1 oraninda hazirlanir.

a) % 5,5 Siilfiirik asitte hazirlanan % 2,5 amonyum molibdat ¢ozeltisi

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

tartilir ve bu ¢ozeltiye ilave edilir.

b) % 2,5 Ferroz siilfat

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

hazirlanir.

3.2.9.5. KH,PO, ¢ozeltisinin hazirlanmasi
0,14 gr KH,POy4 tartililir ve ¢ozeltiye 100 mL distile su ilave edilir.

3.3. Bakteri Gelisimi ve Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Faktorler
3.3.1. Karbon (C) kaynaklarinin etkisi

Mikroorganizmalarin tiremesinde karbon kaynaklarinin 6nemi géz oniine alinarak farkli
karbon kaynaklar1 ile calhisilmistir. Bu amacla Cizelge 3.4°te igerigi verilen
besiyerlerinden en yliksek fitaz aktivitesinin saptandigi besiyerindeki karbon kaynagi
cikarilarak yerine ayni oranda glukoz, fruktoz, siikroz, maltoz, laktoz, gliserol, patates
nisastasi, bugday kepegi, misir nisastas1 ve bugday nisastas1 karbon kaynagi olarak

kullanilmastir.

Bakterilerin agilanmasi ve tiretimi 3.2.5’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan

en 1yi enzim iiretim zamanina gore iireme ve fitaz aktivite tayinleri yapilmistir.
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3.3.2. Azot (N) kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklarmin lireme kapasiteleri {izerine olan etkilerinin arastirilmasi amaciyla
cesitli azot kaynaklarinin, enzim iiretimine olan etkileri arastirilmistir. Bu amacla
Cizelge 3.4’te icerigi verilen besiyerlerinden en yliksek fitaz aktivitesinin saptandigi
besiyerindeki azot kaynagi ¢ikarilarak yerine ayni oranda organik azot kaynagi olarak
pepton, maya oziitii (yeast ekstrakt), misir islatma suyu (corn step-liquor), tripton,
yagsiz siit tozu (skimmed milk), ve et oziitii (meat ekstrakt), inorganik azot kaynagi
olarak ise NH4sNO3, KNO3, (NH,4),SO,4, NaNO3; ve NH,Cl kullanilmustir.

Uretim islemi 3.2.5°te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan en iyi enzim iiretim

zamanina gore lireme ve fitaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.3.3. Metal iyonlarinin etkisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi tizerine
etkisini arastirmak amaciyla, Cizelge 3.4’te igerigi verilen besiyerlerinden en yiiksek
fitaz aktivitesinin saptandigi besiyerindeki metal iyonu ¢ikarilarak yerine ayni oranda
MgSQy, LiSO4, FeSO4, CaCl,, KCI, NaCl, MnSO,4 ve ZnSO, kullanilmustir.

Uretim islemi 3.2.5°te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan en iyi enzim iiretim

zamanina gore lireme ve fitaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.3.4. Maksimum fitaz iiretimi i¢cin modifiye ortamin hazirlanmasi

En yiiksek fitaz aktivitesinin saptandigi karbon, azot kaynaklar1 ve metal iyonlarim
iceren yeni bir modifiye ortam hazirlanmis ve bu ortamda enzim aktivitesi kontrol

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Fitaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

Bu calismada Tiirkiye’nin 30 farkli ilinden alinan toprak 6rneginden 300 adet bakteri
izole edilmistir. izole edilen bakterilerin Bacillus olup olmadigini belirlemek iizere
biyokimyasal ve morfolojik testler yapilmis, bu testlerin sonucunda 236 adet bakterinin
Bacillus sp. oldugu belirlenmistir. PSM ortamimda 96. saat boyunca inkiibe edilen
Bacillus sp. suslar1 arasindan 20 tanesinde agik renkli hidrolitik zonlar goriilmistiir.
Bunlarin igerisinden 6 tanesinin zayif agiklikta ¢evresel hidrolitik zon (2-4 mm), 11
tanesinde orta agiklikta ¢evresel hidrolitik zon (5-8 mm), 3 tanesinin genis aciklikta
cevresel hidrolitik zonlu bdlgelere (9-11 mm) sahip oldugu gézlemlenmistir. Bunlardan
11 mm zonu gosteren Bacillus sp. susu EBD 9-1 olarak adlandirilmistir. Fitaz pozitif

ozellik gosteren izolatin besiyerindeki goriintiisii Sekil 4.1° de verilmistir.

Sekil 4.1. Fitaz tireten Bacillus sp. EBD 9-1" in PSM ortamindaki goriintiisii
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Cizelge 4.1. Fitaz pozitif bakterilerin 96. saatteki zon ¢aplari

Bakteri No Tller Koloni Cap1 (mm)  Zon Capi (mm)
2-1 Bilecik 3,2 5
2-2 Bilecik 3,2 3,5
3-6 Kirklareli 2,8 3
4-8 Kayseri 2 2,2
5-4 Manisa 4 4,5
5-5 Manisa 3 31
9-1 Trabzon 7 11
9-9 Trabzon 2,8 3
10-8 Tunceli 4,2 6
14-3 Balikesir 45 7,5
14-5 Balikesir 5 6,5
14-6 Balikesir 4.8 7.8
15-7 Hatay 6,5 8,2
15-9 Hatay 6,8 7,3
18-7 Bartin 6,2 6,5
19-4 Edirne 6,1 9
19-9 Edirne 5 9
23-1 Sivas 55 5,6
23-2 Sivas 51 8
28-5 Kocaeli 5 8

4.2. Biyokimyasal ve Morfolojik Testler

Genel olarak Bacillus cinsini

kullanilmaktadir (Sekil 4.2).
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Bacillaceae

Hicreler kalin
comak seklinde

Hucreler dairesel

Sporosarcina

Katalaz (+) Katalaz (-)

Bacillus

Anaerobik

Mikroaerofilik

Sporolactobacillus Clostridium

Sekil 4.2. Bacillus sp. izolatlarin taksonomik 6zellikleri (Buchanan ve Gibbons 1974)

4.2.1. Biyokimyasal testler
4.2.1.1. Katalaz testi

Katalaz bir enzim olup ¢ogunlukla aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulurlar.
Bu enzim ortamdaki hidrojen peroksit’i (H,0,) su ve oksijene ayristirmaktadir. 3.2.2.2
ye gore yapilan katalaz testi sonunda, kat1 bakteri kiiltiirlerine H,O, damlatildiginda,
serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde gozlenmesi, hidrojen peroksitin ayrigmasini
dolayisiyla da katalaz varligin1 gosterdiginden tiim bakteriler katalaz (+) olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Belirlenen kolonilerde serbest oksijenin kabarciklar halinde goriinimii
(Bacillus sp. EBD 9-1)
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4.2.1.2. Nisasta hidroliz testi

Bacillus tiirleri 6zellikle a-amilaz enzimi iretimi agisindan ¢ok dnemlidirler ve ¢cogu
tiiri nisastay1 hidroliz edebilme yetenegindedir (Priest 1977). 3.2.2.3’e gore yapilan test
sonucunda, iyot varliginda nisasta, besiyerinde mavi-siyah bir renk vermistir. Bu durum
nisastay1 par¢alayan enzimin bulunmadiginin bir gostergesi olup, eger nisasta hidroliz
edilmisse koloni etrafinda agik renkli bir zon olusumunun goriilmesi pozitif bir sonug

olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Nisasta hidrolizi sonucunda iyotla boyanmis ve boyanmamis bdlgeler
(Bacillus sp. EBD 9-1)

4.2.2. Morfolojik testler
4.2.2.1. Koloni yapisi ve bakterilerin sekli

Bakteriler, farkli karakteristik koloni tiplerine sahiptirler (Sekil 4.5).

Noktasal Yuvarlak Dalgall

Flamentli Rizoid

Sekil 4.5. Bakteriyel koloni tipleri
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Calismamizda izole edilen bakterilerin noktasal, flamentli ve dalgali koloni tipi 6zellik
gosterdigi tespit edilmistir, fitaz treten Bacillus sp. EBD 9-1’in dalgali koloni tipi
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. EBD 9-1 bakterisinin dalgali koloni yapisi

4.2.2.2. Hareketlilik testi

3.2.2.1°e gore yapilan hareketlilik testi sonucunda tiim bakterilerin hareketli (Sekil 4.7)
oldugu belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.2).

Sekil 4.7. Petri kutusundaki yumusak agarli besiyerinde hareketlilik kontrolii (Bacillus
sp. EBD 9-1)
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4.2.2.3.Gram boyama

Bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli bir agama olan gram boyama 3.2.2.4° e gore
yapilmis olup, ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyi hiicre iginde tutabilen
bakteriler gram (+) olarak kabul edilmis olup, denemeye alinan tiim bakteriler mor
menekse bir renk gosteren gram (+) olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.8).
Mikroskobik incelemeler (Olympus CH-2) sonucunda ise bakterilerin hepsinin ¢ubuk

(basil) seklinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Bacillus sp. EBD 9-1’in 151k mikroskobunda goriiniimii (10X100)

4.2.2.4. Spor boyama

Spor olusumu Bacillaceae familyasinin tipik 6zelligidir. Endospor olusumu bu
familyanin {yeleri olan Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde goriilmektedir.
Denemeye alinan bakterilerde spor boyama 3.2.2.5’e gore yapilmis olup, tiim
bakterilerin sporlu olduklar1 ve sporun hiicre i¢cindeki konumunun terminal (ug) bolgede
oldugu saptanmustir. incelemeler Olympus CH-2 marka 151k mikroskobunda, 100X
objektifte, immersiyon yagi ile yapilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Bacillus sp. EBD 9-1’in spor boyama sonrasi goriiniimii (10X100)

Yapilan biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tiim bakterilerin Bacillus cinsine
ait oldugu belirlenmistir. Calisma sonrasinda zon ¢aplar1 dikkate alinarak segilen bir

adet bakteri lireme egrileri ¢ikarilmak iizere denemeye alinmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bacillus cinsinin belirlenmesinde kullanilan morfolojik testler ve test
sonugclari

TESTLER 9-1 19-4 19-9
Koloni Sekli Dalgali Dalgali Dalgali
Sekil Basil Basil Basil
Gram Boyama + + +
Spor Boyama + + +
Endospor Pozisyonu T T T
Hareketlilik + + +

4.3. Fitaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

Bacillus sp.lerin fitaz enzimi iiretimine tesvik edilmesi bulunduklar1 ortamdaki fitatin
varligina ve ortamdaki diger maddelere bagli oldugundan farkli arastirmacilarin
calismalarinda kullandiklart 6 ortam (Cizelge 3.4) fitaz iiretim kapasitesi acisindan
denemeye alinmistir. Denemeye alinan bu 6 ortamdan 2 numarali besiyerinde Bacillus
sp. EBD 9-1’den 48 saat sonunda en yiiksek enzim iretimi (208 U/mL) ve tireme
saptanmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Daha sonraki ¢alismalara bu

besiyeri ile devam edilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli besiyerlerinin 24-96. saatte, Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim {iretimi
ve liremesi iizerine etkileri

Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri Besiyeri
§ 1 2 3 4 3) 6
u v/ 1/ 10/ U/ U/ 1/
mL OD mL OD mL OD mL OD mL OD mL oD
150 160 110 100 120 40
24. 115 0,97 43 0,94 115 1 16.1 0,72 48 1,03 115 0,12
160 208 120 120 180
48. 43 0,83 115 1,22 115 1,19 +3 0,73 145 0,87 | 70 | 0,15
160 205 130 130 190 70
72. 115 0,81 6.1 1,14 145 1,21 43 0,74 145 0,74 115 0,16
130 170 120 110 170
96. 45 0,78 45 0,9 185 1,19 115 0,56 43 0,61 | 40 | 0,12
250
7 200
£
g === Besiyeri 1
= 150 .
3 =#—Besiyeri 2
= L
% 100 - == Besiyeri 3
c =8=Besiyeri 4
ESO- Besiyeri 5
Besiyeri 6
0 . . .
24 48 72 96

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 4.10. Bacillus sp. EBD 9-1’in Cizelge 3.4’te verilen besiyerlerindeki fitaz iiretim
kapasitelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.11. Bacillus sp. EBD 9-1’in Cizelge 3.4’te verilen besiyerlerindeki {ireme
degerleri

Bacillus sp. EBD 9-1 susun enzim {iiretim saatini belirlemek iizere bakterinin lireme
egrisi ¢ikarilmigtir. 8-96 saatler arasi yapilan tireme sonucunda bakterinin en yiiksek
enzim tretim zamani 48 saat (210 U/mL) olarak saptanirken, iireme egrisinin zamani
genis tutuldugundan bakterinin maksimum {ireme zamanmi ise 32. saat olarak

slciilmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.12).

Cizelge 4.4. 2. Besiyerinin 8-96. saatte, Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim iretimi ve
liremesi lizerine etkileri

Besiyeri
2

Saat 8. 24. 32. 48. 56. 72. 80. 96.

IU/mL 130+5 170+7,4 190+£3,6 210455 210+8,1 210+7 210+11 160+10
OD 0,6 0,84 0,95 0,93 0,91 0,78 0,75 0,50
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Sekil 4.12. Bacillus sp. EBD 9-1’in Besiyeri 2 (Cizelge 3.4)’de fitaz iiretim kapasitesi
ve lireme degerlerinin zamana bagli degisimleri

4.4. Inorganik Fosfat Standart Grafigi ve Hazirlamisa

Inorganik fosfor miktarini saptamak icin farkli konsantrasyonlarda (0-100 uM) standart
KH,PO, cozeltileri hazirlandi. Inorganik fosfor miktari, daha dnce tarif edildigi gibi
spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi lineer
regresyon analiziyle ¢izilerek konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin inorganik fosfat
konsantrasyonu, standart grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden
hesaplandi (Sekil 4.10). Dogrunun denklemi y = 0,0011x + 0,0014, regresyon katsayisi
R®=0.9995"dir.

0,12 ~

0,114
0,1 -
E 0,08 -
c
o
o
= 0,06 -
2
S 004
S
2 ] y =0,0011x + 0,0014
< 002 R2 = 0,9995
O T T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110

Inorganik fosfat konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.13. inorganik fosfat standart grafigi
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4.5. Bakteri Gelisimi ve Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Faktorler

Bakterilerin enzim iiretim kapasiteleri, bulunduklari ortama bagli oldugundan, ortam
sartlariin degistirilmesi enzim iiretim miktarina etki etmektedir. Bu nedenle, besiyeri
2’nin karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklari degistirilmis, degisen ortam

sartlarinin Bacillus sp. EBD 9-1’in fitaz iiretimi iizerine olan etkileri belirlenmistir.

Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve c¢izelgelerde ortalama

degerler verilmistir.

4.5.1. Karbon kaynaklarinin etkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarmin bakteri gelismesi ve enzim iiretimi
tizerine etkilerini belirlemek amaciyla, Cizelge 3.4’te icerigi verilen besiyerindeki
karbon kaynagi (Dekstroz) ¢ikarilarak yerine ayni oranda Glukoz, Fruktoz, Siikroz,
Maltoz, Laktoz, Gliserol, Patates nisastasi, Bugday kepegi, Misir nigastasi ve Bugday
nisastasi igceren besiyerinde bakteri 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve 48. saatte alinan

orneklerde fitaz aktivitesi ve lireme degeri tayinleri yapilmstir (Cizelge 4.5, Sekil 4.14).

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.14’nin incelenmesinden de anlasilacagi iizere 48. saatte Bacillus
sp. EBD 9-1’in enzim liretimi agisindan karbon kaynagi tercih sirasi sirasiyla Laktoz =
Bugday kepegi > Siikroz > Bugday nisastas1t > Maltoz > Misir nisastas1 > Fruktoz >
Patates nisastasi > Kontrol (Dekstroz) > Glukoz > Gliserol olarak belirlenmistir.
Maksimum bakteri liremesinin sirasiyla Laktoz = Siikroz = Maltoz > Kontrol (Dekstroz)
> Bugday nisastas1 > Bugday kepegi > Patates nisastas1 > Gliserol = Glukoz > Misir
nisastast = Fruktoz varliginda oldugu goriilmektedir. Laktozlu besiyerinde ve Bugday
kepegi bulunan besiyerinde fitaz aktivitelerinde kontrole gore %94’lik artis
gozlenirken, gliserol ve glukozlu ortamlarin aktivitelerinde sirasiyla %52 ve %8’lik

kayiplar gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Farkli karbon kaynaklarinin 48. saatte, Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim
iiretimi ve iireme lizerine etkileri

Karbon Kayaklari ODggg IU/mL Bagil Aktivite (%)
Kontrol (Dekstroz) 1,27 210+2,1 100
Glukoz 0,82 170 £ 8,7 81
Fruktoz 0,55 284 +£6,3 135
Siikroz 1,36 388+ 1,5 185
Maltoz 1,34 341 £ 6,1 162
Laktoz 1,35 408 £3 194
Gliserol 0,84 100 £4,5 48
Patates Nisastasi 1,02 226 £ 6,1 108
Bugday Kepegi 1,06 408 + 4,6 194
Masir Nisastasi 0,55 322 +£1,5 153
Bugday Nisastasi 1,13 372+6,1 177
450 ~ - 1,6
400 - 14
:EI 350 - 19
D = ~—
2 300 1 E
& 250 S
Z 200 088
A ) m)
L o)
T 150 06
g 100 - 04
50 - - 0,2
0 - ‘ -0
> v v v v v > &> S &> &>
@ ’é‘g C}\\\& Q @é’O % 3’90 @‘b*\@ 3 %\?0 C;\\%@& ’Q\%blé,‘b' %\&QQ) ’&ép’é‘b‘ l&é\b’%{b’
¢ & &
e U/mL =—4=—0D T T

Sekil 4.14. Farkli karbon kaynaklarmin 48. saatte, Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim
aktivitesi lizerine etkileri

4.5.2. Azot kaynaklarimin etkisi

Azot kaynaklarmin bakteri liremesi ve enzim {izerine etkilerini belirlemek amaciyla
kontrol ortamindaki pepton ve maya Oziitii yerine sirasiyla musir 1slatma suyu (corn
step-liquor), tripton, yagsiz siit tozu, pepton, maya Oziitii ve et Oziitii; inorganik azot
kaynagi olarak ise NH4NO3z, KNO3, (NH4)2,SO4, NaNO3 ve NH,4Cl kullanilmistir. Farkli

56


http://www.ehow.com/list_7460761_alternatives-potato-starch.html

azot kaynaklar1 iceren besiyerlerinden 48. saatte alinan 6rneklerde tireme degerleri ve
enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar grafik ve cizelge olarak ayri
ayr1 verilmis olup, buralarda da goriilebilecegi gibi en yiiksek enzim aktivitesi organik

azot kaynaklarindan ‘et 6ziitii’ varhiginda elde edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.15).

Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim iiretimi agisindan organik azot kaynagm sirasi ile et
Oziitli > Maya 0Oziitii > Misir 1slatma suyu (Corn step-liquor) > Pepton > Kontrol (Pepton
ve Maya 6ziitii) > Tripton > Yagsiz siit tozu seklinde tercih ettigi goriilmiistiir. Belirtilen
tercih siralar1 incelendiginde, kullanilan azot kaynaklari igerisinde et 6ziitii (365 1U/mL)
kontrol (210 IU/mL)’e gore %74°liik bir verim artig1 sagladigi saptanmistir. Yagsiz siit
tozu (46 1U/mL) varhiginda ise kontrole gére enzim aktivitesinde %78’lik bir diisiis

oldugu bulunmustur.

Inorganik azot kaynaklarmin sirasityla NaNOz > KNO; > NH4NO; > NH,CI >
(NH4)2SO4 seklinde tercih edildigi goriilmiistir. KNO3 (165 1U/mL) ve NaNO; (203
IU/mL) varliginda ise kontrole yakin aktiviteler goriiliirken diger inorganik azot
kaynaklarinin aktivitelerinde énemli diisiisler (%35-66 arasinda) saptanmustir. Inorganik
azot kaynaklarinin Bacillus sp. EBD 9-1°den elde edilen fitaz enzimi iiretimi iizerine

pozitif bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Bakteri iiremesi lizerine organik azot kaynaklarimin etkisi incelendiginde tercihin farkl
sekilde siralandig1 goriilmektedir. Buna goére; Misir 1slatma suyu (Corn step-liquor) >
Maya 6ziitii > Kontrol (Pepton ve Maya 6ziitii) > Et 6ziitii > Tripton > Pepton > Yagsiz
siit tozu olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.15). Inorganik azot kaynaklarmin
etkisi incelendiginde ise, NaNO3 > KNO3; > NH4NO3; > NH4Cl > (NH,;)2SO4 seklinde bir
siralama gergeklesmektedir. ilk {i¢ siradaki inorganik azot kaynaklarinda kontrole yakin
tireme go6zlenirken NH4Cl (0,54) ve (NH4),SO,4 (0,46)’ta iiremenin oldukg¢a diistiigii
belirlenmistir. Ayrica inorganik azot kaynaklarinda tiremenin enzim aktivitesiyle paralel

sekilde degistigi gbzlenmistir.
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Cizelge 4.6. Organik ve inorganik azot kaynaklarinin 48. saatte Bacillus sp. EBD 9-1’in
fitaz aktivitesi ve lireme miktari iizerine etkileri

Azot Kaynaklari ODggo IU/mL Bagil Aktivite (%)
Kontrol 1,27 210+ 2,1 100
Misir Islatma Suyu 1,54 334+ 1,5 159
Tripton 1,01 200+ 4,5 95
Yagsiz Siit Tozu 0,32 46 +£4,5 22
Pepton 0,83 291+4)5 138
Maya Oziitii 1,41 350 + 6,1 167
Et Oziitii 1,11 365+ 3 174
NH4NO; 1,3 137+1,5 65
KNO3; 1,56 165+ 1,7 78
(NHy4)2SO4 0,46 72+3 34
NaNO; 1,65 203+4,5 97
NH,4CI 0,51 96+ 3 46
400 - 18
350 - - 16
~ | 14
El 300 L
-] rod,
E, 250 - ’é‘
2 15
£ 200 - =
3 08 X
.'<§ 150 - 06 )
L’%‘ 100 04
50 - 0,2
0 -0
AV K 03 > N
& $ &P xS OSSN > 0 O S
,%90\ &&%0 <8 (‘)é\\o &R ‘@{Z’o Q,}'o“’ %&% @ \'\%’ %‘v% %“2‘
<& & >
XS

= |U/mL ——0D

Sekil 4.15. Organik ve inorganik azot kaynaklarinin 48. saatte Bacillus sp. EBD 9-1’in
fitaz tiretim kapasitesi lizerine etkileri

58



4.5.3. Metal kaynaklarimn etkisi

Metal iyonlarmin bakteri iiremesi ve enzim iiretimi {lizerine etkisini arastirmak {izere
yapilan ¢alismalarda kontrol ortamindaki MgSQO,4-CaCl; yerine sirasiyla MgSQy, LiSQOy,
FeSQ,4, CaCl,, KCI, NaCl, MnSO,4 ve ZnSO, kullanilmistir. Farkli metal kaynaklar
iceren besiyerlerinden 48. saatte alinan 6rneklerde lireme degerleri ve enzim aktivite
tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar grafik ve ¢izelge olarak ayri ayri verilmis
olup, buralarda da goriilebilecegi gibi en yiiksek enzim aktivitesi CaCl, varliginda elde

edilmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.16).

Bacillus sp. EBD 9-1’in enzim iiretiminde metal kaynagini siras1 ile CaCl, > NaCl >
Kontrol (MgSO,4 - CaCl,) = MgSO4 > MnSO, > LiSO, > KCI > ZnSO, > FeSO,
seklinde tercih ettigi goriilmiistiir. Belirtilen tercih siralari incelendiginde, kullanilan
metal kaynaklar1 igerisinde CaCl, (282 IU/mL)’nin kontrol (210 IU/mL)’e gore
%34°lik, NaCl (223 IU/mL)’tin  %6’lik gibi ¢ok az bir verim artig1 sagladigi
saptanmistir. M@SOs’te kontrolle ayni aktiviteyi gosterirken diger tiim metal
kaynaklarinin enzim aktivitesinde diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Ozellikle

ZnSQO,4 ve FeSO4’lin enzim liretimini oldukc¢a diistirdiigii (%70-74) gozlenmektedir.

Bakteri tiremesi ilizerine metal kaynaklarinin etkisi incelendiginde siralamanin farkl
sekilde degistigi goriilmektedir. Buna gore; MnSO, > MgSO,4 > NaCl = LiSO, > KCI >
Kontrol (MgSO, - CaCl,) = ZnSO4 > CaCl, > FeSOy olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7
ve Sekil 4.16). Ozellikle CaCl, (0,54) ve FeSOy (0,31)’te iiremenin kontrole (1,27) gre

cok azaldig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.7. Metal kaynaklarinin 48. saatte Bacillus sp. EBD 9-1’in fitaz aktivitesi ve
tireme miktari iizerine etkileri

Metal Kaynaklari OD¢no IU/mL Bagil Aktivite (%)
Kontrol 1,27 210+ 2,1 100
MgSO, 2,17 209+1,5 100

LiSO4 2 161+4,5 77
FeSO, 0,31 55+45 26
CaCl;, 0,54 282+ 45 134

KCI 1,47 125+ 45 60

NaCl 2,1 223+6,1 106
MnSO, 2,22 176 £ 7,6 84
ZnS0Oq, 1,28 62+1,7 30
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Sekil 4.16. Organik ve inorganik azot kaynaklarinin 48. saatte Bacillus sp. EBD 9-1’in
fitaz tiretim kapasitesi lizerine etkileri

4.5.4. Maksimum fitaz iiretimi icin modifiye ortamin olusturulmasi

En yiiksek fitaz tiretiminin elde edildigi karbon ve azot kaynag: ile metal iyonlart bir
araya getirilerek besiyeri 2 (kontrol ortam) modifiye edilmis ve bu ortamda enzim
tiretiminin arttirtlmast yoluna gidilmistir. Karbon kaynagi olarak Laktoz, azot kaynagi
olarak et 6ziitii ve metal iyonu kaynaklarindan da CaCl, ve NaCl kullanilarak modifiye

ortam olusturulmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kontrol olarak kullanilan besiyeri ve yeni modifiye besiyerinin igerikleri

Icerik Besiyeri 2 (g/L) Modifiye Ortam (g/L)
Na-Fitat 1 1
Dekstroz 5

Laktoz - 5

Pepton 10 -

Maya Oziitii 5 -
Et Oziitii - 7,5
MgSO,.7H,0O 1 -
CaCl, 1 1
NaCl - 1
pH 7.0 7.0
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Cizelge 4.8’da goriildiigi gibi modifiye edilen ortamda kontrol (Besiyeri 2)’e gore
yiiksek verimde fitaz iiretimi gergeklestirilmis olup, 48. Saatte aktivitede %48 oraninda
artis saglanmustir (Cizelge 4.9, Sekil 4.17). Bacillus sp. EBD 9-1’in maksimum enzim
tretimine (311 1U/mL) 48. saatte ulastigi, {iremenin ise 56. saatte go6zlendigi

saptanmustir (Cizelge 4.9, Sekil 4.17).

Cizelge 4.9. Modifiye ortamdaki fitaz aktivitesinin ve bakteri iiremesinin Besiyeri 2 ile
karsilastirilmasi

S Besiyeri 2 Modifiye Ortam
aat
ODegno IU/mL B.Akt (%) ODgpo IU/mL B.Akt (%)
8. 0,6 130+ 5 62 0,66 145 £33 69
24. 0,84 170+ 7,4 81 0,8 220+ 6,4 105
32. 0,95 190 £ 3,6 90 0,92 247 £ 4 118
48. 0,93 210£5,5 100 0,98 311+7,5 148
56. 0,91 210+ 8 100 1,02 307 +£6,2 146
72. 0,78 210+ 7 100 0,85 303+8 144
80. 0,75 210+ 11 100 0,83 295+ 12 140
96. 0,50 160 £ 10 76 0,55 247 £ 8.7 118
350 -~ - 1,2
311
300 - 1
< 250 -
£ 210 210 210 21? - 0,8
3 —
S 200 - ¢ S £
S
€ 150 - Q
é O
£ - 04
uEJ' 100 === |U/mL (Besiyeri 2)
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inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 4.17. Besiyeri 2 ve Modifiye ortamda Bacillus sp. EBD 9-1’in zamana kars1
enzim aktivitelerinin ve iireme degerlerinin karsilagtirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kdkenli
olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedirler. Bunun
nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yliksek olmasi,
istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari, biiyiik
boyutlarda ve yiliksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir.
Mikroorganizmalarin avantajlar1 yaninda endiistride faydali olan ve ticari olarak
kullanilan enzimlerin de bazi avantajlara sahip olmasi gerekmektedir. Buna gore bir
enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilmesi i¢in islem maliyeti bakimindan
ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal kosullara bagli olmadan aktivitesini en yiiksek
diizeyde korumasi ve miimkiin olan en uzun siireyle siirdiirmesi, ¢cok farkli alanlarda
kullanilabilme 6zelliginde olmasi, alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani

glivenilir olmasi gerekir (Wiseman 1987, Sarikaya 1995, Horikoshi 1996).

Mikrobiyal yolla enzim {iretiminin ilk asamasi uygun mikroorganizmanin se¢imidir.
Kiltir ortami ve fermantasyon kosullari da enzim iretimini etkileyen Onemli
parametrelerdir. Ortam igeriginin optimize edilmesi amaciyla farkli kaynakli karbon,
azot ve metal iyon kaynaklari kullanilmaktadir (Lan 2002, Gulati 2007b). Enzim
tiretiminde mikroorganizmalarin yiiksek bir paya sahip olmasi nedeni ile iretimi
artirmak i¢cin Uretim ortaminin  modifiye edilmesi kadar modifiye edilmis

mikroorganizmalarin kullanilmasi1 yoluna da gidilmektedir.

Bugiine kadar tanimlanan 3000 degisik enzimin ¢ogunun endiistriyel ve biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmasina karsin, bu enzimler talebi karsilayamamaktadir. Bu
noktada esas sorun enzimlerin ¢ogunun endiistriyel reaksiyon kosullarina dayanikli
olmamasidir. Bu yiizden, yeni enzim kaynaklarmin ortaya c¢ikarilmas: amaciyla
mikroorganizmalarin karakterizasyonu ve tanimlanmasi bilim insanlarimin ve
endiistrinin yogun ilgisini ¢cekmektedir. Enzimler ve diger mikrobiyal {iriinlerin ortaya
cikarilmas: icin Oncellikle dogadan mikroorganizmalarin izole edilmesi ve etkin
yontemlerle taranmasi gerekmektedir. Yapilan eleme c¢aligmalari sonucunda bulunacak
olan yeni gen kaynaklar1 yeni endiistriyel mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir. Ayrica dogal gen havuzlarinin korunmasi, incelenmesi ve

siniflandirilmasinin 6nemi de ortaya ¢ikmaktadir.
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Endiistriyel amacli enzim iiretimlerinde kullanilacak olan mikroorganizmalar ya
dogadan izolasyon yoluyla elde edilmekte ya da enzim verimi potent olan
mikroorganizmalardan rekombinant DNA teknolojisi ve mutasyon teknikleri ile
arttirtlma yollarina gidilmektedir (Uhling, 1998) . Dogadan yeni verimli kaynaklarin
bulunmasi ile yeni bakteri suslar1 agiga c¢ikarilmakta ve bilim diinyasina
kazandirilmaktadir. Ulkemizde genellikle var olan potent mikroorganizmalar ile
calisilmaktadir. Ulusal kaynaklarimiz kullanilarak dogadan elde edilecek yeni potent

Bacillus sp. suslarinin ortaya ¢ikarilmasi konusunda yeterince ¢alismalar yapilmamustir.

Diinyada oldugu gibi, Tiirkiye’de de enzim kullanim1 her gegen giin artmaktadir. Bu
proje kapsaminda arastirilacak fitaz enzimi, yem endiistrisi tarafindan kullanilan ve her

gecen giin kullanim orani artan bir enzimdir.

Enzimler, endiistride hemen her alanda kullanilabilmekte ve bu alanlarin sayisi giin
gectikce artmaktadir. Bu nedenle bir¢ok bilim adami dogal kaynaklardan bakteri
izolasyonuna gitmekte, boylelikle yeni tiirlerin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir. Fitaz
enzimi, diinya c¢apinda kullanim alani acgisindan giderek yayginlasan ve biiyliyen bir
pazar payina sahip olup, genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Belirli bir
mikroorganizma tipi, ayni enzimi farkli ortamlarda farkli oranlarda tiretebilmektedir. Bu
nedenle, enzim lretim ortami degistirilerek, enzim {iretim kapasitesinin arttirilmasi
yoluna gidilmesi, yliksek miktarda enzim iiretimi icin alternatif yollardan biridir

(Uhling, 1998).

Son yillarda endiistriyel dneminden dolayr hem bilim adamlari, hem de girigimcilerin
ilgisini ¢gektigi i¢in ¢alismalarimizda fitaz enzimi liretimi amaciyla Bacillus suslar izole
edilerek, bunlardan en iyi sonucu veren sus kullanilmistir. Bu amagla Tiirkiye’nin gesitli
illerinin topraklardan izole edilen Bacillus suslarinin fitaz enzim aktivitesi analizleri

yapilmugtir.

Tiirkiye topraklarinin 30 farkli sehrinden toplam 300 bakteri izole edilerek bakterilerin
Bacillus olup olmadigini tayin etmek amaci ile Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’e (Buchanan ve Gibbons 1974) gore uygulanan biyokimyasal ve
morfolojik testler (Cizelge 4.2) ile bu mikroorganizmalarin 236 tanesi’nin Bacillus sp.

susu oldugu tayin edilmistir. Bu suslardan 20 tanesinin PSM besiyerinde (Cizelge 4.2)
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fitaz pozitif oldugu belirlenmistir. Fitaz pozitif Bacillus sp. suslar1 cetvel yardimiyla
Olgiilerek (Cizelge 4.1) en genis zonu veren sus Bacillus sp. EBD 9-1 olarak

adlandirilmis ve fitaz iiretim kapasiteleri farkli ortamlarda arastirilmistir.

Dogadan yeni fitaz pozitif mikroorganizmalarin izolasyonu bir¢cok arastirmaci
tarafindan kendi dogal kaynaklar1 kullanilarak arastirilmistir. Bunlardan Sreeramulu ve
ark. (1996), Lactobacillus amylovorus 'tan, Yoon ve ark. (1996) Enterobacter sp. 4’ten,
In ve ark. (2004) Pseudomonas fragi Y9451 susundan, Casey ve Walsh (2004)
Rhizopus oligosporus ATCC 22959 susundan, Soni ve Khire (2007) Aspergillus niger
NCIM 563 susundan, Anastasio ve ark. (2010) Enterococcus faecium A86 ve
Lactobacillus plantarum HS5 susundan ekstraseliiler fitaz enzimi {iretimini

aragtirmiglardir.

Yaptigimiz izolasyon ¢alismalar1 sonucunda en genis zon gosteren Bacillus sp. EBD 9-
1’in maksimum fitaz irettigi ortami belirlemek amaci ile Cizelge 3.4’te belirtilen 6
farkli icerikli s1v1 ortamlarda 24-96 saat arasinda yapilan takip sonucunda Besiyeri 2’nin
digerine gore daha verimli bir enzim {iretim ortami oldugu saptanmistir. Bu besiyerinde
bakterinin tireme egrisi ¢ikarilmis ve maksimum enzim aktivitesi 48. saatte 210 U/mL
olarak saptanirken, maksimum bakteri {iremesinin de 32. saatte O.D 0,95 oldugu

gozlenmistir.

En 1yi enzim liretim ortami olarak belirledigimiz Besiyeri 2’de, bakterinin lireme zaman
aralig1 genis tutulmus ve Bacillus sp. EBD 9-1’in maksimum enzim iiretim zamani ve
bakterinin tiremesini belirlemek amaci ile 8., 24., 32., 48., 56., 72., 80. ve 96. saatlerde
enzim aktivite ve O.D. tayinleri yapilmistir. Yapilan ¢alismalar Bacillus sp. EBD 9-1" in
ireme grafigi incelendiginde maksimum enzim iiretiminin duragan fazin ortasinda
oldugu ve bu fazin sonuna kadar ayni aktiviteyi korudugu saptanmustir. Bakterinin
maksimum enzim tiretiminin 48. saatte 210 U/mL olarak gergeklestigi ve bu aktivitenin
80. saate kadar devam ettigi gozlenmistir. En yiiksek tireme O.D’si ise 32. saatte 0,95
olarak belirlenmistir. Uremenin duragan fazinda maksimum enzim iiretimi elde
edilmistir. Enzim dretiminin bakteri {iremesi (OD) ile paralelik gostermedigi

belirlenmistir.
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Dechavez ve ark. (2011), B. megaterium ile fitaz iiretimini 96 saatlik inkiibasyon
sonrasi saptamislardir. Sreedevi ve Reddy (2012), izole ettikleri bir Bacillus sp.’nin 72

saat liretimi sonucu maksimum fitaz verimi saglamislardir.

Sreeramulu ve ark. (1996), Lactobacillus amylovorus B4552 susuna ait ekstraseliiler
fitaz aktivitesinin 125-146 U/ml araliginda oldugunu belirlemislerdir. Raghavendra ve
Halami (2009), Pediococcus pentosaceus CFR R38 ve CFR R35 suslarina ait
intraseliiler fitaz aktivitesinin sirasiyla 213 U/ml, 89 U/ml oldugunu saptamislardir.
Anastasio ve ark. (2010), Enterococcus faecium A86 susunun ekstraseliler fitaz
aktivitesini 0,74 U/mL, Lactobacillus plantarum H5 ekstraseliiler fitaz aktivitesini ise
0,71 U/mL olarak bulmuslardir. Fu ve ark. (2011) 12 izolat elde etmisler ve bu
izolatlardan B.licheniformis ZJ-6 susundan en yiiksek fitaz aktivitesini 0,1511 U/mL
olarak saptamislardir. Lata ve ark. (2013) Aspergillus heteromorphus MTCC 10685
susundan logaritmik fazin sonu olan 120 saatte maksimum fitaz aktivitesini (17,88
U/mL) elde etmislerdir. Singh ve ark. (2013) yeni izole ettikleri Bacillus subtilis DR6
susundan maksimum fitaz iiretimini logaritmik fazin sonu olan 72. saatte 378 U/mL

olarak elde etmislerdir.

Priest (1977), maksimum enzim {iretiminin logaritmik {ireme fazinin sonlarina dogru
oldugunu ve artigin bir siire sonra durma fazinda da devam ettigini belirtmisse de, kendi
yaptigimiz ve diger arastiricilarin ¢alisma sonuglar kiyaslandiginda bunun her zaman

gecerli olmadigimi gostermektedir.

Uretim ortamu igerigi fitaz iiretimini arttirict bir etkiye sahiptir (Gulati,2007). Bu amagla
izole ettigimiz Bacillus sp. EBD 9-1 bakterisinin fitaz iiretim kapasitesini arttirmak igin
tretim ortaminda farkli karbon, azot ve metal iyonlar1 kaynaklar1 denenmis ve elde
edilen sonuglara gore yeni bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu amagla yapilan
calismada laktoz veya bugday kepegi bulunan ortamlarda, diger karbon kaynaklarinin
kullanildigi ortamlara gore fitaz liretiminde en iyi karbon kaynagi olduklari ve % 94’liik
bir verim artig1 saglandig1 belirlenmistir. Laktozu ve bugday kepegini % 85 ile siikroz,
% 77 ile bugday nisastasi takip etmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz bulunan ortamda
% 19’1luk bir aktivite kayb1 gozlenirken en diigiik aktivite % 52°lik bir aktivite kaybu ile

gliserollii ortamda gdézlenmistir.
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Cesitli arastirmacilar en iyi enzim {iretimi i¢in karbon kaynaklarini incelemisler ve bu
aragtirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuglara ulasmislardir. Fakat Bacillus sp.
suslarinda yapilan bazi c¢alismalarda, en iyi fitaz {retiminin goézlendigi karbon
kaynaklar1 igerisinden bugday kepegi ve siikrozun 6n plana ¢iktig1 goriilmiistiir (1driss
2002, Gulati 2007a). B. laevolacticus’ta ise bu maddelerin fitaz iiretimine katkisinin
olduk¢a az oldugu bildirilmistir. Bunun yerine fitaz iiretimine fruktoz maltoz ve
stikrozun daha etkili oldugu belirtilmistir (Gulati 2007a). Kim (1997), B.
amyloliquefaciens iizerinde yaptig1 ¢alismalarda fitaz enziminin glukoz, fruktoz, siikroz
ve maltoz tarafindan uyarilmadigini gozlemlemistir. Yapilan diger ¢alismalarda ise yeni
izolat Bacillus subtilis BPTK4 (Shamna 2012), Bacillus subtilis (Kerovuo 1998),
Lactobacillus amylovorus B4552 (Sreeramulu ve ark. 1996)’de en iyi fitaz iiretiminin
glukozlu ortamda gergeklestigi bildirilmistir. Sighn ve ark. (2013) B. subtilis DR6
tirlinlin optimum fitaz aktivitesinin % 0,75 glukoz + % 0,75 siikroz varliginda
gerceklestigini agiklamislardir. Cesitli monosakkarit ve disakkarit karbon kaynaklar
ortamlara teker teker ilave edilerek analiz edilmis ve maksimum enzim tiretimi siikroz
varhginda (0,106 U/mL) bulunmustur. Ayni1 caligmada siikroz ve bezelye unu
karisimiyla olusturulan ortamda ise fitaz aktivitesinin 0,35 U/mL’ye yiikseldigi
bildirilmistir (Gulati 2007a).

Bu sonuglardan da anlasilacagi iizere karbon kaynaklarmin fitaz {retimine olan
etkilerinin arastirlldigi calismalarda kullanilan mikroorganizma ¢esidi ve karbon
kaynaginin, maksimum enzim liretimine biiyiik etkileri oldugu goriilmektedir. Ayrica
ortamdaki diger bilesenlerin, karbon kaynaklar ile etkilesimlerinin maksimum fitaz
tretimi  {izerine etkili oldugu sonucuna ulasabilmektedir. Bu da bize

mikroorganizmalarin kullandig1 metabolik yollarin farkli oldugunu gostermektedir.

Azot kaynaklarinin bakteri iremesi ve enzim iiretimi {izerine olan etkilerini aragtirmak
tizere yapilan ¢aligmalarda organik azot kaynaklari icerisinden en yiiksek verim %74’ile
et oOziiti ile saglanirken en diisiik aktivite %88’lik kayip ile yagsiz siit tozunda
gorilmistlir. Tripton bulunan ortamda ise %5’lik bir aktivite kaybi belirlenmistir.
Inorganik azot kaynaklarmin varhiginda ise, fitaz iiretiminin organik azot kaynaklarma

gore olduke¢a diistiigii gdzlenmistir. Inorganik azot kaynaklari icerisinde en yiiksek
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aktivite NaNOgs’te %3 liik bir aktivite kaybi ile gozlenmistir. Organik azot

kaynaklarmin, inorganik azot kaynaklarina gore daha etkili oldugu ifade edilebilir.

Bacillus subtilis KHU-10 igin en iyi azot kaynaklarinin pepton ve beef ekstrakt oldugu
bildirilmistir (Choi 1999). Cesitli arastirmalarda ise Bacillus sp. suslar1 i¢in en iyi azot
kaynaginin maya Oziitii oldugu agiklanmistir (Fu 2011, Shamna 2012). Gulati ve
arkadaglar1 (2007a), Bacillus laevolacticus ile yaptiklari ¢alismalarda beef ekstrakt,
pepton ve triptonun fitaz enzimi tretimi ilizerine uyarict bir etkisinin olmadigini
aciklamiglardir (Gulati 2007a). Bacillus subtilis MJA susu ile yapilan ¢alismada fitaz
iiretimini en ¢ok uyaran azot kaynaginin malt ekstrakt oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda bazi inorganik azot kaynaklarinin enzim iiretimi agisindan daha etkili
oldugunu gostermektedir. Oregin NH4NO3 (Fu 2011) ve NH4H,PO, (Gulati 2007a)
inorganik azot kaynaklarinin bulundugu ortamlarda fitaz {retiminin uyarildigi

bildirilmistir.

Yaptigimiz calismada inorganik azot kaynagi varliginda fitaz {retiminin fazla
olmamasinin nedeni, besi ortaminda bulunan diger bilesenlerle amonyum tuzlarinin
negatif etkilesime girdigi disiiniilebilir. Ayrica, bu durum bakterinin ortamdaki
amonyumdan faydalanma yeteneginin olmadigimi gostermektedir. Boyle bir sonug
Shaheen ve ark. (2008) tarafindan da ifade edilmistir. Tiim bu sonuglara gore
amonyuma spesifik represyon mekanizmasimnin karmagsik bir yapisi oldugu ifade
edilmektedir (Shaheen ve ark. 2008). Bu sonuclar bakteri suslarinin farkli azot

kaynaklar1 varliginda farkli enzim iiretim kapasitelerine sahip olduklarin1 gostermistir.

Metal iyonlarini bakteri gelisimi ve fitaz iiretimi lizerine etkisini arastirmak tiizere
yapilan ¢aligmalarda ¢esitli metal iyonlar1 kullanilmis ve CaCl, varhiginda %34’°liik
aktivite artig1 ile en yiiksek enzim tretimi saglanmistir. NaCl ve MgSO, ise fitaz
tiretimini olumlu yonde etkilemistir. Ortamda kullanilan diger metal iyonlarinin ise fitaz
tiretimini olumsuz yonde etkiledikleri tespit edilmistir. Bakteri ve mantarlarin, fitaz
iiretiminde metal iyonlarmin etkisi {izerine yapilan bir¢ok c¢alisma bu bulgularn
desteklemektedir. B. amyloliquefaciens (Oh 2001), Bacillus sp.DS11 (Kim 1998),
Bacillus subtilis (natto) (Shimizu 1992) ve Bacillus subtilis (Kerovuo 1998)’in fitaz
iiretiminde CaCly’iin olduk¢a nemli bir metal iyonu oldugu bildirilmistir. Fe**, Zn*" ve

cu* gibi bazi metal iyonlariin fitaz aktivitesini %50 oraninda inhibe ettigi
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bildirilmistir (Segueilha 1992). Yaptigimiz ¢alismada da benzer sonuglar gézlenmistir.
Ortamlarda FeSO, varliginda enzim aktivitesinde %74’lik bir kayip gozlenirken;
ZnS0O4 varhiginda %70’lik bir aktivite kayb1 gézlenmistir. Ozellikle iiremenin CaCl, ve
FeSQ, varliginda kontrole gore ¢ok azaldig1 gézlenirken, CaCl, nin fitaz aktivitesindeki
(282 IU/mL) artis dikkat cekmektedir.

Elde edilen sonuglara gére Ca*? un enzim iiretimi iizerine bityiik bir etkisinin oldugu
belirlenmistir. Doyle ve ark. (1980) yaptiklar1 calismalarda bakteri hiicre duvarinin
yapisinda bulunan peptidoglukan ve teikoik asit yapisina giren kalsiyum iyonlarinin,

bakteri tiremesinde artis sagladigini bildirmislerdir.

Tim bu sonuglar bakterilerin fitaz enzimini olusturabilmesi ve stabilizasyonunu
saglayabilmesi i¢in ortamda bir veya birka¢ etkili metal iyonunun mutlaka bulunmasi

gerektigini ortaya koymaktadir (Manning ve ark. 1961).

Yaptigimiz ¢alismada en yiiksek enzim iretiminin gozlendigi karbon, azot ve metal
kaynaklar1 kullanilarak modifiye edilen ortamda Bacillus sp. EBD 9-1 susu enzim
tiretimi agisindan degerlendirilmis olup, fitaz enziminin aktivitesi 311 U/mL olarak
bulunmustur. Modifiye ortamda yapilan enzim iiretiminde, kontrole gore %48 oraninda

bir verim artis1 saglanmistir.

Goriildiigt gibi literatiirde Bacillus tiirlerinden elde edilen fitazlar ile ilgili ¢ok ¢esitli
sonuglar bildirilmistir ve bu da bize Bacillus tiirlerinin ¢ok c¢esitli 6zelliklerde fitazlara

sahip olduklarini gostermektedir.

Enzimler farkli endiistri dallarinda yaygin olarak kullanilan biyolojik katalizorlerdir ve
bu alanlarin sayis1 giin gegtikce artmaktadir. Enzimler, yem sanayinde 30 yili agkin bir
stiredir kullanilmaktadir. Son yillarda ABD, Avrupa ve Tiirkiye’de yem katki maddesi
olarak enzimler yogun sekilde kullanilmaktadir ve kullanimlart  giderek
yaygmlasmaktadir. Ozellikle, Diinyada fitaz enziminin kullanimmin artmasi nedeniyle
bu enzim bilim ve teknolojinin oldukga ilgilendigi bir alan olmugstur. Fitaz enziminin
ilavesi hayvanlarin yem hammaddeleriyle aldiklar fitat fosforundan yaralanmalarini
artirmakta ve Ozellikle entansif hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda hayvansal
atiklardaki fosforun birikiminden kaynaklanan cevre kirliligini azaltmaktadir. Ayrica

fitaz enzimi insan beslenmesine ve sagligina olumlu katkilarda bulunmaktadir. Spesifik
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fitik asit veya inositol tiirevi iriinlerdeki gelismeler de dikkati ¢cekmekte ve fitaz
enziminin kullanimi i¢in yeni bir alan olugturmaktadir. Mikrobiyal fitazlar {iretimleri ve
uygulanmalarinin  uygunlugu nedeni ile teknolojik ve ekonomik anlamda
onerilmektedir. Biyoteknoloji ise fitaz enzimlerinin kullanim alanlarinin artmasiyla
birlikte giiniimiizde kullanilan ve gelecekte de bu enzimleri liretmede ve ozelliklerinin

gelistirilmesinde kullanilacak oldukga etkin bir teknolojidir (Asan 2007).

Calisma sonucunda, kendi kaynaklarimizdan yeni izole edilen ve Bacillus sp. EBD 9-1
olarak adlandirdigimiz bakteriden yiiksek verimde enzim iiretimi saglanmistir. Enzim
maksimum tiretimini karbon kaynagi olarak laktoz, azot kaynagi olarak et oziitii ve
metal iyonu olarak CaCl, ve NaCl varliginda elde edilmistir. Calismada olusturulan
yeni modifiye ortamda enzim tiretimi kontrol ortama gore %48’lik bir artis géstermistir.
Elde edilen bu enzimin besin degeri yiiksek yem eldesi igin yem sanayinde, 6zel myo-
inositollerin elde edilmesinde, ilag ve gida endiistrileri gibi endiistrinin bir¢ok alaninda
kullanilabilirligi olabilir. Ozellikle yemlere uygulanarak etlik piliglerin performansimi
arttirarak daha fazla verim elde etme potansiyeli olabilir. Bu amagla, fitaz enzimi U.U.
Veteriner Fakiiltesi, Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklart Anabilim Dali’nda
kanatli rasyonlarina katilarak enzimin yemlerde kullanilabilirligi arastirilacaktir.
Boylece dis lilkelerden satin alinan fitaz enziminin iilkemizde genis ¢apta liretilmesi ve

bii sayede lilke ekonomisine katkida bulunmas1 miimkiin olabilecektir.
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