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Vii
OZET

Aspergillus tubingensis TARAFINDAN URETILEN FiTAZ
ENZIMININ URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Sedef SOYAL

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Kubilay METIN
2014, 147 sayfa

Aspergillus tubingensis HBF 202 susundan ekstraselliiler olarak PSM ortaminda
iiretilen fitaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Fenil Sepharoz CL-4B, DEAE
Sefaroz CL-6B ve Sefadeks G-100 islemleri uygulanarak % 7.24 verimle 101 kat
saflastirilmigtir. SDS-PAGE de tek bant elde edilmis ve molekiiler agirlig1 63.48
KDA olarak hesaplanmistir. Maksimum enzim aktivitesi pH 2.50 ve 60°C
bulunmustur. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda stabil oldugu
saptanmistir. Enzimin sodyum fitat icin K, degeri 267 uM, ve V.« degeri 109.89
U/mL olarak hesaplanmistir. Fitaz enziminin genis bir subsrat spesifikligine sahip
oldugu belirlenmistir. Fitaz aktivitesi, Ba** ve Li* katyonlar1 tarafindan artarken,
Fe?* AP ve Pb* katyonlar1 tarafindan inhibe olmustur. Enzim NBS, PMSF,
DTNB ve 2,3-biitandion tarafindan inhibe edilmistir. Ancak enzim CMC, DTT, ve
- merkaptoetanol ile aktive olmustur. Bu sonuglar enzimin katalitik merkezinde
triptofan, sistein, serin ve arjinin kalintilariin 6nemli rol oynadigi sonucuna
varilmistir. Polihidrik alkollerden yalnizca sorbitoliin sicaklik stabilitesini artirdigi
ve organik ¢oziiciilerin ise enzim aktivitesini ¢cok fazla etkilemedigi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Fitaz, Aspergillus tubingensis, saflastirma, karakterizasyon.






ABSTRACT

PRODUCTION, PURFICATION AND CHARACTERIZATION OF
PHYTASE FROM Aspergillus tubingensis HBF 202

Sedef SOYAL

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kubilay Metin
2014, 147 pages

Extracellular phytase produced by Aspergillus tubingensis HBF 202 in PSM was
purified 101 - fold with a recovery of % 7,24 referred to the phytase activity in the
crude extract using, amonium sulphate precipitation, Phenly Sepharose CL-4B,
DEAE Sepharose CL-6B and Sephadex G-100. SDS-PAGE of the purrified
enzyme gave a single stained band at a molecular mass of approximately 63.48
kDa. The temperature and pH for maximum activity of the enzyme were 60°C and
2.50, respectively. Ky, and Vmax values for sodium phytate of the enzyme were
calculated to be 267 uM and 109.89 U/mL, respectively. The phytase exhibited
broad substrate specificity. The phytase activity was stimulated by Ba*"and Li"
cations inhibited by Fe?*, AI** ve Pb®*cations. The enzyme activity was inhibited
in the presence of NBS, PMSF, DTNB and 2,3-biitandion while CMC, DTT, ve
B- merkaptoetanol were actvited. This results shows that tryptophan, cysteine,
arginine and serine residues play an important role in the catalytic process.
Sorbitol enchances thermostability of phytase. The enzyme was detemined to be
highly againist organic solvents.

Key Words: Phytase, Aspergillus tubingensis, purification, characterization
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek 1limh
kosullarda gerceklesmesini saglayan, tim canli sistemler i¢in gerekli, islevsel
protein yapisinda olan molekiillerdir (Wolfson vd., 2008). Biyolojik katalizérler
olarak da tanimlanan enzimler, hiicre i¢inde iiretilmelerine ragmen, hiicre disinda
da etki gosterebilirler. Bu o6zelliklerinden dolay1 endiistride onemli kullanim

alanina sahiptirler.

1.2. Enzimlerin Yapisal Ozellikleri

Katalitik RNA molekiillerinin kiiglik bir grubu hari¢ biitiin enzimler proteindirler.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin biitiinliigiine
baghdir; bir enzim denatiire edilirse veya alt initelerine ayristirilirsa katalitik
aktivitesi genellikle kaybolur; bir enzim amino asit bilesenlerine yikilirsa katalitik
aktivitesi bozulur. Bu nedenle; enzim proteinlerinin primer, sekonder, tersiyer ve
kuarterner yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in esastir. Enzimler, diger proteinler gibi
12.000°den 1.000.000 iizerine kadar degisen molekiiler agirliga sahiptirler (Nelson
ve Cox, 2004).

Bazi enzimler yalmz proteinden olusmasina karsilik ¢ogu enzimler yap: ve gorev
bakimindan iki farkli gruptan olusmaktadir. Bunlar: “Apoenzim” ve
“Koenzim/Kofaktor’dir. Apoenzim, enzimin yalniz belirli reaksiyonlar
katalizlemesini saglayan yani enzimin spesifikligini belirleyen kismidir. Bu grup
protein yapisinda oldugundan dolay: 1s1 ile kolayca denatiire (proteinin dogal
ozelliginin kaybolmasi) olabilmektedir. Bazi enzimler aktivite igin, protein yapiyi
olusturan amino asit rezidiilerinden bagka kimyasal bilesene ihtiya¢ duymazlar.
Bazi enzimler ise kofaktor diye adlandirilan bir ek kimyasal bilesene ihtiyag
duyarlar. Kofaktér, ya Fe**, Mg®, Mn?*, Zn? gibi bir veya daha fazla inorganik
iyon ya da koenzim diye adlandirilan organik veya metalloorganik kompleks bir
molekiildiir. Koenzim organik ve inorganik maddelerden meydana gelmis enzimin
yardimci ve etkin bi¢imi olup apoenzim varliginda etkinlik gostermektedir.
Apoenzim gibi koenzim de tek basina etkin degildir. Koenzimlerin enzim



proteinine ¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagli olup diyalizle enzim
proteininden ayrilmayanlari “prostetik grup” olarak adlandirilirlar. Koenzim
(prostetik grup) ve apoenzim birlikteligine “Holoenzim” (aktif enzim) denir
(Pandey ve Ramachandran, 2006).

Enzimin etki ettigi bilesige substrat denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen
maddeye ise tiriin ad1 verilir. Enzim ile substratin birbirine baglanmasi ile ilgili 2
model ileri siiriilmiigtiir. 1894°te Emil Fischer tarafindan ileri siiriilen anahtar-Kkilit
modelinde, substratin enzimin aktif bolgesine baglanirken yapisal olarak uygun
sekilde anahtar kilit gibi birbirine baglandigi kabul edilir. 1958’de Daniel
Koshland tarafindan ileri siiriilen indiiklenmis-uyum modelinde ise; enzim
substrat: olmadiginda serbest halde bulunur. Substrat varliginda enzim, substratini
katalize uygun bigimde baglayacak bigimsel degisiklige ugrar. Enzimin baglandig:
substrat, liriine veya irilinlere doniisiir ve reaksiyon tamamlandiginda enzim
degismeden ayrilir. Bundan dolay: enzimler tekrar tekrar kullanilabilmektedir.
Enzimler genellikle ¢ift yonlii ¢alisir yani geri doniistimliidiir (Agikel vd., 2006).

Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlar: hizlandirirlar; substratlar i¢in yiiksek
derecede spesifiteye sahiptirler; sulu ¢ozeltilerde ¢cok 1limh sicaklik ve pH’larda
fonksiyon gosterirler. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizim
ve Ozgilliginii diizenlemekle beraber hiicre disinda da etkinliklerini korurlar.
Enzimlerin spesifikligi veya 6zgiilligii, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar ile
ilgili 6zellikleridir. Enzimler igin ¢esitli spesifiklikler (6zgiilltikler) tammlanmistir;

a) Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalize etme 6zelligidir.

b) Grup spesifikligi: Bir enzimin, amino, fosfat ve metil gruplari gibi benzer
fonksiyonel gruplar: igeren substrati katalizleme 6zelligidir.

c) Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bag: gibi belli bag tipleri

tizerine etkili olmasi 6zelligidir.

d) Stereokimyasal spesifiklik: Bir enzimin bir bilesigin sadece bir stereokimyasal
sekli iizerine etkili olmasi 6zelligidir. Ornegin; arjinaz enzimi, L-arjinini etkilerken
D-arjinini etkilemez (Agikel vd., 2006).



1.3. Enzimlerin Siniflandiriimasi ve Numaralandiriimasi

Enzimlerin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarin ilk yillarinda, bulunan enzimlere
herhangi bir ayrintili sistematik kural olmaksizin verilen isimler, sayilarinin azlig
nedeniyle yirminci ylizyilin ortalarina kadar énemli bir problem olusturmamustir.
Ancak 1950’lerin sonlarma dogru enzimolojik arastirmalarin hizla gelismesi
neticesinde, bulunan enzimlerin sayisindaki artis aymi bir enzime farklh
aragtirmacilar tarafindan degisik isimlerin verilmesi sonucunu dogurmustur.
Enzimlere verilen isimlerin ¢cogu zaman o enzimin katalizledigi reaksiyonla hicbir
ilgisinin olmamasi 6nemli karigikliklara yol agmistir. Bundan dolay: enzimlerin
adlandirilmas: ve siniflandirilmas: ig¢in Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan onerilen sistematik adlandirmada enzimler
alti ana sinifa ayrilmaktadir. Bunlar:

Enzim sinifi 1: Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, oksidasyon (yiikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme)
reaksiyonlarint katalizleyen enzimlerdir. Yiikseltgenme; molekiile oksijen
eklemekle veya molekiilden hidrojen ayrilmakla, boylece + degerin artmasiyla
olur. Indirgenme ise; molekiilden oksijen ayrilmakla veya molekiile hidrojen
eklemekle, yani + degerin azalmasiyla olur. Bu tepkimeleri diizenleyen enzimler 2
gruba ayrilmustir.

a) Dehidrogenaz: Hidrojen tasiyan ve aktaran enzimlerdir.
b) Oksidazlar: Elektron kaybeden ve aktaran enzimlerdir.
Enzim sinifi 2: Transferazlar

Transferazlar, molekiilden H* disinda, baska gruplarin (C, N ve fosfor tasiyan
gruplar) bir molekiilden digerine transferini katalizleyen enzimlerdir.

Enzim simf1 3: Hidrolazlar

Hidrolazlar, su katilmas: suretiyle baglarin pargalandig: hidroliz reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir.



Enzim sinifi 4: Liyazlar

Liyazlar, C-C, C-O, C-N ve C-S baglarim yiikseltgenme ve hidroliz disinda bir
mekanizma ile kiran enzimlerdir.

Enzim sinifi 5: izomerazlar

Izomerazlar, optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu Katalizleyen diger
bir deyisle molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
enzimlerdir.

Enzim sinifi 6: Ligazlar

Ligazlar, yiiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak karbon ile C, O, S, N
arasinda bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir.

Sistematik adlandirma sisteminde her enzime enzim komisyonu (EC) tarafindan
verilen dort rakamli kod numarasi ve Katalizledigi reaksiyonu tanitan sistematik ad
verilmektedir. Ornegin; ATP:glukoz fosfotransferaz enzimi, bir fosfat grubunun
ATP’den glukoza transferini katalizledigini belirtir. ATP:glukoz fosfotransferazin
kod numaras:1 (EC numarasi) 2.7.1.1 dir. Burada birinci rakam, tepkimenin tipi
veya sinif adini (2; transferaz); ikinci rakam, dondriin ilgili grubunu belirten alt
sinifi (7; fosfotransferaz); tiglincii rakam, akseptoriin ilgili grubunu (1; ~CH-OH);
dordiincii rakam akseptor olan substrat1 (1; glukoz) ifade eder (Nelson ve Cox,
2004).

1.4. Mikrobiyal Enzimler

Azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok iiretim alani igin
potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun calismalar yapilmaktadir.
Bugiin endiistride kullanilan birgok enzim mikrobiyal kokenli oldugu igin,
endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain
ve Solomon, 1981). Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel
veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek
olmalari, istenmeyen yan tiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla
miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Mikroorganizmalar yalnizca
enzim lretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen
olmamasina gore de se¢ilmektedir (Demain ve Solomon, 1981).



Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzimler ekstraseliiler ve intraseliiler
enzimler olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Intraseliiler enzimler; sitoplazmaya
dagilmis olarak bulunan ribozomlarda sentezlenirler ve bu enzimlerin substratlar
sekerler, amino asitler, karboksilik asit gibi kiiclik molekiil agirligina sahip, hiicre
zarindan gegebilme yeteneginde olan molekiillerdir. Ekstraseliiler enzimler ise;
besiyeri ve hiicre yapilarinin dis kismi ile baglanti halinde olan enzimler olup,
ortamda bulunan yiiksek molekiil agirhkli besin maddelerini hidroliz ederek
mikroorganizma tarafindan almabilir forma dondstiirtirler. Bu enzimlere genel
olarak hidrolazlar denir (Madsen vd., 1973; John ve Sons, 1998). Intraseliiler
enzimlerin aksine ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi yiiksek olup, ¢evre
kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler (John, 1987; Furlan ve Pant,
2006).

Teknolojideki yeniliklerle beraber mikrobiyal kaynaklarn kullanimina bagl,
endiistriyel enzimlerin gelisimide hiz kazanmistir. Endiistriyel enzim pazar1 2000
yilinda 2 milyar dolara ulasirken, giiniimiizde ise bu pazar gittik¢e biiyiimektedir
(Barredo, 2005).

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

Fitazlar son 15 yildir biyoteknoloji, cevresel koruma, besin alanlarinda hem bilim
adamlar1 hem de girisimcilerin ilgisini ¢gekmektedir (Lei ve Stahl, 2001). Fitazlar;
hububat, baklagiller ve yagli tohumlarda bulunan fosfatin temel depo formu olan
fitatin inositol ¢ekirdeginden, ortofosfat gruplarini ayirarak myo-inositol fosfatlar,
myo-inositol ve inorganik fosfata hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Sekil 1.1)
(Harland ve Morris, 1995; Van Etten, 1982; ; Lei vd., 2007).

Enzimlerin fosfomonoesterazlar siifina ait olan fitazlar, fitik asitten adim adim
fosfatin ayrilmasini ya da fitatin indirgenmis inositol fosfat esterlere ve inorganik
fosfata hidrolizini katalize etmektedir (Lei ve Porres, 2003; Konietzny ve Greiner,
2004). Fosfatazlar, birgok organo-fosfat bilesiklerindeki monofosfoester baglarinin
parcalanmasini katalizleyen genis bir enzim sinifi olup bu enzimler fitik asit
icindeki monofosfoester baglarini hidrolize edemezler. Fitik asidin monofosfoester
baglarim hidrolizleyen enzimlerin fitaz olarak adlandirilan 6zel bir smifa ait
oldugu bildirilmistir (Kerovuo, 2000).



OPO;H, OPO.H, OH OH
OH
— 3
—
OH O
PHYTASE .
OPO;H; OH
Phytic acid Inosicol
e 1248 E Tavalic
myo-inositol 1,2,3.4,5,6-hexakis OH OPOH,
dihydrogen ortophosphate
CH
3
OH
5

Imositol monophosphate

Sekil 1.1. Fitatin fitaz ile hidrolizi (Baruah vd., 2007)

Ik olarak fitaz aktivitesi 1907 yilinda Suzuki, Yoshimura ve Takaishi tarafindan
piring kepeginde kesfedildi. Daha sonraki yillarda bitki, maya, bakteri, fungus ve
bazi hayvan dokularinda da varligi saptanmistir (Konietzny ve Greiner, 2002).

Fitaz enzimi; bitki orjinli hayvan yemlerinin degerini arttirmak igin hayvan yemi
katkis1 olarak kullanilmaktadir. ilk ticari fitaz enzimi olan Natuphos, toprak
fungusu Aspergillus niger’den izole edilmis olup, 10 N-glikolizasyon bolgeleri ile
80 kDa molekiiler agirliga sahip ve 1.4 kb DNA fragmenti tarafindan kodlanmus,
Aspergillus niger PhyA’dir (Van Hartingsveld vd., 1993; Han ve Lei, 1999) ve
1991°de piyasaya gikmistir.

Fitazin molekiiler agirliginin organizma tiirlerine bagh olarak 35-700 kDa arasinda
degistigi saptanmustir (Liu vd., 1998). Fitazlar, 45-60 °C araligindaki sicakliklarda
aktif ve genis pH araliginda termostabildir. Genel olarak fitazlar, pH 2.2-8.0
arasinda degisen optimum aktiviteye sahiptirler. Mikrobiyal fitazlarin c¢ogu
ozellikle fungal kokenli olup, 4.5-5.6 arasinda optimum pH’ya sahiptir. Bazi
bakteri fitazlari, 6zellikle Bacillus suslarindan elde edilen fitazlar, 6.5-7.5 arasinda
optimum pH’ya sahiptir. Bitki tohumlarindan elde edilen fitazlarin optimum pH’s1

ise 4.0-7.5 araligindadir (Dvorakova, 1998).



Glinlimiizde fitaz arastirmalarin baglica amagclari, tek mideli hayvanlarin (kanath
hayvan ve balik yetistiriciliginde) besinlerindeki fitata bagli fosforun kullanimini
arttirarak, giibrelerinde ¢evreye fosfor atilimini azaltmak ve insan beslenmesinin
iyilestirilmesi i¢in, insan sagligma faydali 6zel inositol fosfatlarin olugumunu
saglamaktir (Silva vd., 2005; Yoo vd., 2005).

1.6. Fitazlarin Siiflandirilmasi

1.6.1. Fitazlarin Katalitik Ozelliklerine Gore Siiflandiriimasi

Bitkiler aleminde fitatin yaygin bulunusu bitkiler, mikroorganizmalar ve bazi
hayvanlar i¢in bu bilesigi hidroliz etme ihtiyacin1 da beraberinde getirir. Birgok
fitat1 hidroliz eden enzim saptanmis ve ¢alisilmistir. Ancak bu enzimler ne yapisal
olarak ne de fitattan fosfat gruplarmnin ayrilma mekanizmasi olarak benzerdir. Bu
enzimlerde go6zlemlenen cesitli katalitik ozellikler ve de gereksinimler,
organizmalarda myo-inositol fosfatlar tiretmek igin fitat1 hidroliz eden
mekanizmalarda farkliliklara neden olmaktadir. Fitazlar, katalitik merkezlerine
gore dort farkli simifa ayrilmistir. Bunlar: Histidin Asit Fosfataz (HAP), B-
Propellar Fitaz (BPPhy), Purple Asit Fosfataz (PAP) ve Sistidin fosfataz (CP)’dir
(Mullaney ve Ullah, 2005).

1.6.1.1. Histidin asit fosfataz (HAP)

Bugiin fitik asidi hidrolizleyebilen dort fosfataz enzimi arasinda en yaygin
caligilmis ve en ¢ok bilinen HAP dir (EC 3.1.3.8) (Edward vd., 2003). HAP’in
tiim iyeleri ortak bir katalitik mekanizma ve spesifik bir aktif bolge bilesenine
sahiptir. N-terminal aktif bolge bileseni RHGXRXP ve C-terminal bileseni HD’dir
(Wodzinski ve Ullah, 1996). Polipeptid zincirinin bu uzak dizileri uygun bir
sekilde katlandiginda, iki asamali reaksiyon olan fosfomonoesterlerin hidrolizini
baslatan, tek katalitik merkezi olusturacak sekilde birlesir (Van Etten vd., 1991).

Son arastirmalar enzimin substrat spesifikligi i¢in baglanma boélgesinin hayati bir
rol oynadigini kanitlamaktadir (Kostrewa vd., 1999). Fitatin olduk¢a negatif yiiklii
bir substrat olmasi nedeniyle, enzimin aktif bolgesi katalitik mekanizma igin
substratin bu 6zelligine uyum saglayabilmelidir. Bu nedenle, hem 6karyot hemde
prokaryotlarda, fitatt etkin bir sekilde hidolizleyen HAP’larin aktif bdolgesi



substratin baglanmasini kolaylastirmak i¢in, asidik pH’larda agirlikli olarak pozitif

yiikliidir.

Histidin asit fitaz (HAPhy) terimi, fitatt hidrolizleyebilen HAP’lar1 etkin bir
sekilde belirlemek icin Onerilmistir (Oh vd., 2004). Hem prokaryotik hem de
Okaryotik HAPhy’larin bilinen ve korunmus aktif bolge bileseni disinda ¢ok az bir
sekans benzerligi vardir. E.coli’ye ait HAPhy’1, prokaryotik fitazlar arasinda en
cok calisilan ve en iyi karakterize edilendir (Greiner vd., 1993). Okaryotlarda en
¢ok ¢alisilan HAPhy’lar1 ise A. niger ve A. fumigatus’tur (Mullaney vd., 2000).

Glikozilasyon, HAPhy’lerin yapisinin belirlenmesinde ve stabilize edilmesinde en
onemli faktordiir. Proteinlere polisakkarit eklenen bu islem enzime kararlilik
kazandirir ve enzimin dogru katlanmasina yardimci olur. Bugiline kadar
karakterize edilmis ekstraseliller fungus fitazlarin ¢ogu  glikoprotein
yapisindadirlar. HAPhy’lerde diger onemli yapisal bilesen, fitazlarda katalitik
aktiviteye olanak saglayan, uygun 3 boyutlu yapimin kazandirilmasinda 6énemli rol
oynayan disilfit kopriileridir (Wang vd., 2004; Mullaney, 2005; Kostrewa vd.,
1997).

Mikrobiyal HAPhy’lar, substrat spesifikligine dayanarak iki sinifa ayirilir (Wyss
vd., 1999a). i1k smifin substrat spesifikligi genis, fakat fitat i¢in diisiik substrat
spesifikligine sahiptir. Ikinci smif ise, substrat spesifikligi daha sinirli iken, fitata
kars1 oldukea spesifiktir.

HAPhy’larin substrat spesifik bolgesinde (SSS), farkli subsratlar ile etkilegimini
kolaylastiran, optimum pH ve substrat 6zgiilliiglinii belirlenmesinde rol oynayan
gesitli amino asit kalintilar1 tamimlanmistir. A. niger NRRL 3135’in substrat
spesifik bolgesinde iki asidik ve dort bazik amino asit kalintilart (E228, D262,
K91, K94, K300 ve K301) saptanmigtir (Mullaney vd., 2000). A. niger’den izole
edilen PhyA ve PhyB HAP’larin aktif bolge 6zellikleri ile benzerlik gosterirken,
SSS’lan1 farklidir. PhyA molekiiliinde enzimin aktif bdlgesini gevreleyen ve
“gatekeeper” olarak gorev alan SSS’de gesitli amino asit kalintilar1 tanimlanmigtir.
PhyB’nin SSS’nin ise sadece iki asidik amino asitten (D75 ve E272) olustugunu
saptanmistir (Kostrewa vd., 1999). A. niger SSS’de pH 2.5’de dort bazik amino
asitin (K91, K94, K300 ve K301) hepsi pozitif yiikliidiir ve fitat molekiiliine
baglanmaktadir. SSS’nin bdlgesel elektrostatik alan1 pH 5.0’e yiikseldiginde bile



fitaz i¢in uygundur. Oysa PhyB’nin optimum pH’s1 2.5 olup, Phy A’nin aksine pH
5’de fitat1 hidrolizleyemez.

1.6.1.2. -Propeller fitazi (BPPhy)

B-Propeller fitazi (BPPhy) diger fosfotazlardan ¢ok farkli olmasi nedeniyle, yeni
bir smif olarak kabul edilmistir (Kerovuo vd., 1998; Ha vd., 2000). HAP fitaz
yapisindan farkli olarak da B-propeller fitaz, pervane gibi yerlestirilmis 6 tane [3-
tabakadan olusur (Ha vd., 2000; Shin vd., 2001). BPPhy, bilinen dort fosfotaz
smifi i¢inde nétr ve alkalin pH da fitaz aktivite sergileyen tek simiftir (Cheng ve
Lim, 2005; Greiner vd., 2007).

BPPhy’larin Caulobacter sp., Pseudomonas sp., Shewanella sp., (Chan, 2004),
Bacillus subttilis (natto) N-77 (Shimizu, 1992), Bacillus subttilis strain VTT E-
68013 (Kerovuo vd., 1998), Bacillus amyloliquefaciens DS11 (Kim vd., 1998),
Bacillus subtilis 168 ve Bacillus licheniformis (Tye vd., 2002) tiirlerinde oldugu
bildirilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda BPPhy’larin  hem  Kkatalitik faaliyetleri hem de
termostabilitesi i¢cin Ca*”a gerek duydugu bildirilmistir. BPPhy’ler dort ayri
kalsiyum baglama bolgeleri ile metalloenzimlerdir (Shin vd., 2001). B-Propeller
fitaz ailesinin bir liyesi olan 168 PhyA, genis optimum pH araligina ve yliksek
termostabiliteye sahiptir (Chan, 2004). BPPhy’lar fitik asit i¢in yiiksek bir
baglanma affinitesine sahiptir (Kerovuo, 1998; Kim vd., 1998; Shin vd., 2001).

1.6.1.3. Purple asit fosfataz (PAP)

Hayvanlar, bitkiler, funguslar ve bakterilerde saptanan PAP’lar metalofosfoesteraz
ailesinin  bir {yesidir (Oh vd., 2004). PAP’lar aktif bolgesinde
DXG..GDXXY.GNH(E,D)..VXXH..GHXH dizisine sahip olup, 7 tane metal
baglayan amino asit kalintis1 (D, D, Y, N, H, H, H) igerir. PAP fitazlarinin fitat1
hidrolizleme yetenekleri diger fitazlarla karsilastirildiklarinda olduke¢a diigiiktiir
(Lei vd., 2007).

Cimlenmekte olan soya fasulyesi kotiledonlarindan izole edilen Purple asit
fosfataz, metalloenzimlerin genis smifi ile iligkili katalitik mekanizma igerir
(Hegeman ve Grabau, 2001). GenBank’a PAP olarak kaydedilen sadece soya

fasulyesi ve piring fitazlar1 mevcuttur.
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1.6.1.4. Sistidin fosfataz (CP)

Kisa zaman once, anerobik rumen bakterisi Selenomonas ruminantium’dan fitazin
diger sinift olan Sistidin fosfataz (CP) saptanmistir (Mullaney ve Ullah, 2005).
Saptanan bu fitaz ile diger mikrobiyal fitazlar arasinda higbir dizi homolojisi ve
yapisal benzerlik gozlenmemistir. Ancak enzim, sistein fosfataz siiper ailesinin
iiyelerinin katalitik alan1 ve amino asit sekansinin aktif bolge bileseni ile 6nemli
bir benzerlik gostermektedir (Chu vd., 2004). CP’nin aktif bdlgesi
HCXXGXXR(T/S) amino asit kalintilar1 igermektedir (Denu ve Dixon, 1998).

Sistidin fosfataz (CP) monomerik bir enzim olup, 46 kDa molekiil agirliginda, pH
4.0-5.5 ve sicaklik 50-55 °C aktif olan bir enzimdir (Cheng vd., 1999). Kursun
katyonlari, CP’1n aktivitesini artirdigi, Fe**, Fe **, Hg? * ve Zn?* iyonlarinm ise
aktiviteyi inhibe etdigi saptanmistir (Yanke vd., 1999).

1.6.2. Fitazlarm Optimum pH ve Amino Asit Dizilerine Gore
Smiflandirilmasi

Son zamanlarda gesitli tiirlerden birgok alkali fitaz ve HAP genleri klonlanmis ve
dizilenmistir. Cesitli fitazlarin amino asit dizilerinden olusan bu filogenetik analiz,
fitazlar1 biyokimyasal ve katalitik 6zelliklerine gore dort alt grupla (PhyA, B, C,
D) iki ana sinifa (HAP'ler ve alkalin fitazlar) ayirmistir (Oh vd., 2004) (Sekil 1.2).

Histidin asit fosfataz sinifi genis bir substrat spesifikligi gosterdigi asidik pH
araliklarinda, metal icermeyen fitati hidrolizledigi ve hidroliz sonucu son iiriin
olarak myo-inositol monofosfat olusturdugu bidirilmistir (Van Etten vd., 1991).
Histidin asit fosfataz smifinin biitlin iiyeleri aktif bolgelerinde korunan
RHGXRXP motiflerine sahiptirler. Bu sinif, spesifik katalitik merkezi ve optimum
pH gibi amino asit dizi homolojisi ve biyokimyasal 6zelliklerine gore 3 farkl alt
gruba (PhyA, PhyB, PhyC) ayrilmaktadir. Grup I (PhyA), 465-469 amino asitten
olusur ve A. niger (Van Hartingsveldt vd., 1993), A. niger (awamori) (Piddington
vd., 1993), A. fumigatus (Pasamontes vd., 1997), Emericella nidulans
(Pasamontes vd., 1997), Myceliophthora thermophila (Mitchell vd., 1997) ve
Talaromyces thermophilus (Pasamontes vd., 1997) ekstraseliiler HAP’larin PhyA
alt grubunu igermektedirler. Bu fitazlar iki optimum pH degeri (2.5, 5.5) ve 55-
60°C optimum sicakliga sahiptir. Grup II (PhyB), 453-479 amino asitten olusur ve
A. niger (Ehrlich vd., 1993), Saccharomyces cerevisiae (Bajwa vd., 1984),
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Schizosaccharomyces pombe (Elliott vd., 1986) ekstraseliiler HAP’larin PhyB alt
grubunu icermektedirler. Bu grup, tek bir optimum pH degere (pH 2.5) ve 55-
60°C optimum sicakliga sahiptir. Grup III (PhyC), 354-439 amino asitten olusur.
E. coli’nin (Dossa vd., 1990) asit fitazlari, rat ve insanlarin lizozomal ve prostatik
asit fosfatazlar1 (Van Etten vd.,1991) PhyC alt grubuna dahildir. PhyC tek bir
optimum pH degere (~ 5.0-6.0) ve 45-60 °C optimum sicakliga sahiptir.

A.niger

[,'l. awamorii

A. terreus <
[: T. thermophilus Group I, PhyA, 3-phytase
pH 2.5,5.0

— A. fumigatus
E. nidul
M. thermophilia

A.niger Group 11, PhyB, 3-phytase
| E S. cerevisiae pH25
Class 1 S. pombe

Histidine acid phytases Human prostate
Rat prostatate
—‘__[qunn lysosome Group 111, PhyC, 6-phytase
Mouse lysosome pH 5.0-6.0
E. coli
B. subtilis VTT E-68013
B. subtilis
B. amyloliquefaciens DS11
il [l
4 i pH 7.0-8.0

B. subtilis 168
B. licheniformis

Alkaline phytaes

Sekil 1.2. Fitazlarin optimum pH ve amino asit dizilerine gore siniflandirilmasi (Oh
vd., 2004)

Histidin asit fitazlara gore, substrat spesifikligi daha az olan alkalin fitazlar (Sinif
1), kalsiyum fitata kars1 oldukg¢a spesifiktir ve hidroliz sonucu son iiriin olarak
myo-inositol trifosfatlar1 olusturmaktadir. Bu biyokimyasal farkliliklar ve
filogenetik verilere dayanarak, Bacillus ve bazi bitki tohumlarinda bulunan alkali
fitazlar baska bir grup olarak siniflandirilabilir: PhyD. Bacillus (Powar ve
Jagannathan, 1982; Shimizu, 1992; Kerovuo vd., 1998; Kim vd., 1998; Choi vd.,
2001; Idriss vd., 2002) ve bazi bitki tohumlari, Typha latifolia L. polleni (Hara vd.,
1985) ve Lilium longiflorum poleninden (Scott ve Loewus, 1986) elde edilen
alkalin fitaz enzimleri 6.5-8.0 araliginda optimum pH’ya sahiptir.
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1.7. Fitaz Enziminin Kaynaklan
1.7.1. Mikrobiyal Fitazlar

Fitik asit tizerine dogrudan hidrolitik etki gosteren enzimler g¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan iiretilirler (Dvorakova, 1998). Bu enzimlerin ¢ogu,
histidin asit fosfotaz ya da alkali fitazin alt familyasina aittir (Lei vd., 2007). Fitaz
enzimi bitkilerde, mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunmasina
ragmen yapilan son arastirmalar, mikrobiyal fitazlarin biyoteknolojik uygulamalar
icin en iumit verici oldugunu gostermistir (Pandey vd., 2001; Vohra ve
Satyanarayana, 2003).

1.7.1.1. Bakteriyel Fitazlar

Bakterilerden izole edilen fitazlar glikolizasyona ugramayan histidin asit fosfataz
yada B-propeller yapili alkali fitazlardir (Lei vd., 2007). Escherichia coli (Greiner
vd., 1993), Bacillus subtilis (Greiner vd., 1997), Klebsiella terringa,
Lactobacillus sp. ve Pseudomonas spp (Kerovuo vd., 1998), Pseudomanas sp.
(Irving ve Cosgrave, 1971), Bacillus subtilis (Powar ve Jagannathan, 1982),
Klebsiella sp. (Shah ve Parekh, 1990), Bacillus subtilis (natto) N-77 (Shimizu,
1992), Klebsielle aerogenes (Tambe vd., 1994), Enterobacter sp. (Yoon vd., 1996)
ve Bacillus sp. DS11 (Kim vd., 1998) gibi birgok bakteri tiiriinde fitaz aktivitesi
tespit edilmisgtir.

Klebsiella terrigena (Greiner vd., 1997) ve B. subtilis (natto) N-77 (Shimizu,
1992) bakterilerinden elde edilen fitazlar monomerik enzimlerdir ve izole
edildikleri kaynaklara bagli olarak molekiiler agirligi 35-700 kDa arasinda
degismektedir. Bunun disinda Klebsiella aerogenes’den izole edilen fitaz enzimi
diger fitazlardan farkli olarak, 10-13 kDa olup kisa bir peptitden olugmaktadir (Liu
vd., 1998).

Genel olarak funguslardan iiretilen fitazlar ekstraseliiler olmasina ragmen
bakteriler tarafindan iretilen fitazlar g¢ogunlukla sitoplasmik membran ile
iligkilidir (intarselliiler). Bakteriyel fitazlarin ortalama olarak molekiiler agirlig:
(40-55 kDa) glukolizasyon farki oldugu i¢in fungal fitazlardan (80-120 kDa) daha
kiigiiktiir (Choi vd., 2001; Golovan vd., 2000; Han ve Lei, 1999; Kerovuo vd.,
1998). Izole edilen fitazlarin g¢ogunun pH optimumu 4.5-6.0 arasinda yer
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almaktadir. Ancak, Bacillus sp.’ye ait nétral veya alkali fitazlar da bulunmaktadir
(Choi vd., 2001; Kim vd., 1998).

E. coli ve Citrobacter braakii fitazi, ticari olarak kullanilan Aspergillus niger
fitazina kiyasla pepsin ve pankreatine daha direnglidir (Kim vd., 2003; Rodriquez
vd., 2000). Ayrica C. braakii fitaz1 tripsine de direnglidir. E. coli fitaz1, Bacillus
fitaz1 ile karsilastirildiginda, pankreatine benzer hassasiyet gosterirken pepsine
kars1 daha hassastir (Simon ve Igbasan 2002). E. coli ve C. braakii fitazlar1 yem
katkisi olarak uygun 6zelliklere sahiptirler (Greiner vd., 1993).

1.7.1.2. Fungus ve Maya Fitazlarn

Mikrobiyal fitaz aktivitesi en ¢ok funguslarda, 6zellikle de Aspergillus tiirlerinde
belirlenmistir. Shieh ve Ware (1968) fitaz iiretimi i¢in topraktan ikibinden fazla
mikroorganizma izole etmislerdir. Cogu fitaz pozitiflerin sadece intraseliiler fitaz
irettigi gozlenmistir. Az sayida goriilen ekstraseliiler fitaz iireticilerin filamentoz
funguslar oldugu goézlenmistir. Bunlarin biiyiik ¢gogunlugu Aspergillus cinsine ait
organizmalar, ayrica az bir kismu da Penicillium ve Mucor cinsine ait
organizmalardir. Diger caligmalarda, en iyi ekstraseliller fitaz {ireticilerinin
Aspergillus niger tiirleri oldugu gosterilmistir (Howson ve Davis; 1983; Volfava
vd., 1994). Fungus ve mayalardan izole edilen fitazlarin ¢ogu histidin asit
fosfatazlardir, genelde 3-fitaz olarak simiflandirilirlar, glikozillenmis ve cesitli
substratlara kars1 aktiftir enzimlerdir (Wyss vd., 1999b). Aspergillus niger PhyA,
iyi karakterize edilmis ve ticarilestirilmis ilk fitaz olup 1.4 kb’lik bir DNA pargast
tarafindan kodlanmis bir enzimdir. Monomerik bir enzim olup, 80 kDa molekiil
agirhginda, pH 2.5-5.5 ve sicaklik 55-60 °C aktif olan bir enzimdir (Han vd.,
1999).

Mikrobiyal fitazlarin ¢ogunun optimum sicakligt 45-60 °C arasinda yer
almaktadir. Ancak Pasamontes vd., (1997) A. fumigatus’a ait sicakliga direngli
fitazin 100 °C’ye kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik inkiibasyonlarda sadece %
10’luk kayipla aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Peniophora lycii PhyA
mikroorganizmasindan elde edilen fitaz enzimi de ticarilestirilmistir. Peniophora
lycii PhyA 6-fitaz enziminin optimum pH’s1 4.0-4.5 ve optimum sicakligi 50-55
°C’dir ve dimerik konformasyona sahiptir (Lassen vd., 2001). Is1 uygulamalar1 ve
proteazlar ya da diisiik pH’ya duyarli oldugu saptanmistir (Simon ve Igbasan,
2002). Termofilik bir fungus olan Rhizomucor pusillus’dan izole edilen fitaz
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kismen saflagtirilmig ve 70 °C ve pH 5.4 de aktive gosterdigi saptanmustir (Chadha
vd., 2004). Quan vd., (2004) hava ile tagsinan Cladosporium sp. FP-1 fungusundan
diisiik molekiil agirlikli (32.6 kDa), glikozillenmemis, optimum pH’s1 3.5,
optimum sicaklig1 40 °C ve son iiriin olarak inositol 3- fosfat iireten fitaz enzimi
izole etmislerdir. Myceliophtora thermophila ve Talaromyces thermophilus
termofilik funguslarindan izole edilen fitazlar (Mitchell vd., 1997; Pasamontes vd.,
1997), diger A. niger, A. terreus ve A. fumigatus fungal fitazlari amino asit
dizilimleri agisindan yiiksek derecede dizi homolojisi gostermektedir. Berka vd.,
(1998) Thermomyces lanuginosus termofilik fungusundan izole edilen fitaz
enziminin, A. niger fitazlarindan daha iyi termostabilite ve katalitik verimlilige
sahip oldugunu saptamislardir. Chadha vd., (2004) Mucor pusillus termofilik
fungusu tarafindan iretilen fitazin, genis pH araliginda (3.0-7.8) oldukga aktif
oldugunu bildirmislerdir.

Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Torulopsis candida, Debaryomyces
castelli, Kluyveromyces fragilis ve Schwanniomyces castelli gibi mayalarin da
fitaz tirettikleri goriilmiistiir (Nayini ve Markasis, 1984).

1.7.2. Bitkisel Fitazlar

Fitaz enzimi, birgok bitkisel kaynaktan izole edilip tanimlanmistir. Bu
kaynaklardan bazilari; piring (Hayakawa vd., 1989), kolza tohumu (Houde vd.,
1990), soya fasulyesi, misir (Maugenest vd., 1999), bugday (Nakano vd., 1999) ve
cavdardir (Weremko vd., 1997). Bu bitkilerin yaninda beyaz hardal, patates,
marul, 1spanak, turp, ¢imen ve zambak poleninden de fitaz elde edilmistir
(Dvorakova, 1998). Ayrica ¢avdar ve tritikale (bugdayx¢avdar melezi) gibi
bitkisel kaynaklar asit fosfataz aktivitesine sahiptir (Viveros vd., 2000). Bu
tahillarin ve trilinlerinin bitkisel fitaz kaynagi olarak kullanimi, hayvan beslenme

caligmalarinda denenmistir (Han vd., 1997).

Bugday, ¢avdar, tritikale ve arpada yliksek diizeylerde fitaz enzimi bulunmaktadir
ve enzim Ozellikle tanenin kepek kisminda yogunlasmistir (Selle ve Ravindran,
2007). Bu bitkilerin tanelerinin gesitli varyetelerinde fitaz etkinligi genis 6l¢iide
cesitlilik gostermektedir. Misir, pamuk tohumu ve soya fasulyesi kiispesinde ise
fitaz etkinligi diisiik diizeyde olup, mikrobiyal fitazlar kadar etkili degildirler
(Woyengo ve Nyachoti, 2011). Bitki fitazlarinin zayif performans sebeplerinden
biride pH araliklarinin dar olmasidir (Greiner ve Konietzny, 2006).
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Bitkilerden elde edilen fitazlarin ¢ogunun molekiiler agirliklar1 47-76 kDa olup,
optimum pH’st 4.5-6.0 ve optimum sicaklign 38-55 °C arahigindadir. Bitki
fitazlarmin kinetik 6zelliklerinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir (K 30-300
uM; Ko 43-704 7' ve spesifik aktivite 43-636 U/mg protein) (Lei vd., 2007).

Bitkisel fitazlar histidin asit fosfataz ailesine ait olup, genellikle 6-fitaz olarak
kabul edilir. Ancak, yapilan c¢aligmalarda bitkisel fitazlarin bazilarmin (Lupin
LP11 ve LP12) ortofosfat1 hidrolizlemeye, inositol halkasinin D-3 pozisyonundan
basladig1 belirlenmistir (Greiner vd., 2002). Baz1 bitkisel fitazlarin alkalin fosfataz
ya da purple asit fosfataz oldugu saptanmistir. Cimlenmis soya fasulyesinden izole
edilen fitaz geninin, histidin asit fosfataza hicbir benzerlik gdostermedigini, fakat
iki ¢ekirdekli Fe(l11)-Me(IT) merkezini i¢ermesi ile purple asit fosfatazlara yiiksek
oranda benzerlik gosterdigini bildirilmistir (Hegeman, 2001). Zambak poleni
fitazinin optimum pH’smin 8.0 ve sicakliginin ise, 55 °C oldugu bildirilmistir (Jog
vd., 2005). Enzimin kalsiyum tarafindan aktive oldugu, EDTA tarafindan
inhibisyona ugradigi ve son {irlin olarak D-myo-Ins-1,2,3-trifosfat agiga ¢iktig1 ve
dar bir substrat spesifikligine sahip oldugu bildirilmistir. Enzimin optimum
pH’sinin 4.5-5.0 ve optimum sicakligmnin 58 °C oldugu belirlenmistir.

1.7.3. Hayvansal Fitazlar

[lk hayvansal fitaz, buzagilarin karaciger ve kaminda saptanmistir. Hayvansal
fitazlarin arastirilmasi, mikrobiyal ve bitki fitazlar ile karsilastirildiginda oldukca
sinirhdir. Insan, rat, tavuk ve buzagilarin bagirsak mukozalarinda fitaz aktivitesi
gozlemlenmistir (Liu vd., 1998). Insan ve rat ince bagirsak fitaz aktivitesi
karsilastirildiginda ise, insan ince bagirsagindaki fitaz aktivitesinin daha diisiik
oldugu saptanmistir (Igbal vd.,1994). Domuz yavrularinin (7-10 giinliik) tikiirik
salgilarinda fitaz aktivesi (6000 U/mg) saptanmustir. Saptanan bu fitaz aktivitesin
domuz yavrularmin biiyiimeleriyle orantili olarak azaldigr gozlemlenmistir
(Golovan vd., 2001).

Bagirsak epitel hiicre membranindan fitazlar izole edilmis olsa da (Maenz ve
Classen, 1998; Ellestad vd., 2002), tek mideli hayvanlarda besinsel fitat
fosforunun kullanilabilirligini arttirmada yeterli degildir (Wise ve Gilburt, 1982).
Gliniimiizde hayvan yemlerine diisiik maliyetli ekzojen fitazin ilave edilmesi
alternatif bir yol olup, hayvansal fitazin arastirilmasini golgede birakmistir (Yanke
vd., 1998).
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1.8. Fitat ve Yapisi

Fitatlarin bulunusu 1855-1856 yillarinda Hartig’in birgok bitki tohumundan
nisastasiz kiigiik tanecikleri izole etmesiyle baslar. Hartig bu kiigiik partikiilleri
tohumun ¢imlenmesi ve bitkinin biiyiimesi i¢in temel olan maddelerin kaynagi
olarak diisliniir. Daha sonra 1872 de Pfeffer, Hartig tarafindan izole edilen bu
partikiillerin nisasta icermedigini ancak Ca, Mg ve P igerdigini bulmustur. Ayrica
bu partikiiller icinde organik maddeler de gozlemlenmis ve fosfatin karbonhidrat
ile birlestigi tahmin edilmistir ve inosite-fosforik asit olarak adlandirilmigtir. Pek
¢ok aragtirmaci tarafindan yapilan c¢aligmalarda, bu bilesik i¢in cesitli kimyasal
yapilar gosterilmistir. Fitik asidin konformasyonel yapist X-ray analizi ve *'P-
NMR igeren modern kimyasal analizlerle artik bilinmektedir. Fitik asidin
giliniimiizde kabul edilen ad1; Myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 hexakis fosfattir ve fitik
asit tuzlar1 genelde fitatlar olarak adlandirilir (Bilgin, 2007).

Fitazin substrat: olan fitik asitin, (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis fosfat) (Sekil
1.3) 6nemli bir miktar1 tahil ve baklagiller tohumlarinin olgunlasmas: sirasinda
birikmekte olup, bu tohumlarin ¢ogunda ve yan irinlerinde % 1-2 fitik asit
bulunmaktadir ve bu oran tohumlardaki toplam fosforun % 60’dan fazlasim
olusturmaktadir. Bununla birlikte bir¢cok bitki tiiriiniin koklerinde, yumrularinda,
spor ve polenlerinde de daha diisiik miktarlarda bulunabilmektedir. Fitik asit; myo-
inositol halkas1 ve buna baglh inorganik fosfattan olusan bir ester asidi olup tahil,
baklagiller ve yagh tohumlarda fosforun ana depo formudur. Kimyasal formiili
myo-inositol  1,2,3,4,5,6-hekzadihidrojen  fosfat’tir.  Molekiiler  formiilii,
CeH15024Ps ve molekiiler agirhg 660.04 g mol *dur (Siimengen, 2011).

OPOL I~ OPOsHI >
| |
H-O PO OFPOsH
H
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Sekil 1.3. Fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexafosfat)
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1.8.1. Fitik Asitin Anti-Besinsel Etkisi

Fitik asit; Cu?*, Ca**, Mg¥, Zn®* ve Fe*" gibi divalent minerallerin giiclii bir
selatoriidiir. Fitik asidin bu mineralleri selatlama 6zelliginden dolay1 fitik asit,
insan ve hayvanlarm beslenmesini etkileyen énemli bir molekiildiir. Insanlar ve
hayvanlarda yapilan invivo ve invitro calismalar gostermistir Ki; fitatlar bu
minerallerle kompleksler olusturarak, bu minerallerin biyolojik kullanimini
azaltmaktadir. Birgok fitat-mineral kompleksi ¢6ziilemez ve dolayisiyla normal
fizyolojik sartlarda absorbsiyonu saglanamayabilir. Fitatlar, dogada iyonik halde
olduklar: igin, proteinlerin yiiklii olan gruplariyla direkt olarak ya da Ca®* gibi
pozitif yiklii iyonlar vasitasiyla proteinlerin negatif olan gruplariyla indirekt
olarak reaksiyona girebilirler. Fitat-protein ve fitat-mineral-protein kompleksi
olusumu, proteinin pargalanmasini ve biyolojik kullanimimi da olumsuz bir sekilde
etkileyebilir (Ekren, 2013).

Fitatlar aym1 zamanda proteinler ve nisasta ile bilesikler olusturabilmektedir.
Proteinler fitat molekiiline disiik pH’da dogrudan elektrostatik bolgelere veya
yiksek pH’da tuz kopriileri olusturarak baglanabilmektedir. Nisasta ise fitat
molekiiliine hidrojen baglar1 ile baglanmaktadir. Fitat ile olusan bu bilesikler
protein ve nisasta sindirimi {izerine olumsuz etki yapmaktadir. Proteinler yalniz
fitata bagl form olarak kalmayip, proteaz etkinligine de daha az duyarli hale
gelebilmektedir. Daha az duyarlhi fitat-enzim bilesiklerinin olusmasi mineral
selasyonu ile sekillenebilmekte ve sonucta en uygun enzim etkinligi i¢in gerekli
kofaktorler ortadan kalkmaktadir. Dahasi protein ve nisastayla olusan bu bilesikler
fitatin iyonizasyon diizeyini artirmakta ve fitat-mineral bilesiklerinin olugabilme
kapasitesinin artmasina yol agmakta, bu da farkli fitazlarin potansiyel etkinliginin
degismesine neden olmaktadir (Maenz, 2001).

1.8.2. Fitik Asitin insan Sagh@ Uzerine Etkileri

Yapilan son calismalarda diyetle alinan fitik asitin faydali etkilerinin de
olabilecegine iliskin veriler elde edilmistir. Fitik asitin kolon kanserinin ve bobrek
taglarinin  olugsumunu azaltti§i, kan kolesteroliinii diisiirdiigii literatiirde
bildirilmistir (Bayraktar ve Akbulut, 2013). Ayrica fitik asitin kemoterapide
oldukga etkili oldugu ve lipaz aktivitesinde Onemli azalmaya sebep oldugu
belirtilmistir. Arastirmacilar, fitik asitin deoksi hemoglobinle ¢ok siki baglanmasi
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nedeniyle, fitatin hemoglobin oksijen affinitesini diisiiren en etkili kimyasallardan

biri oldugunu bulmuslardir (Bilgigli, 2002).

1.9. Fitaz Enziminin Endiistride Kullanim Alanlari

1.9.1. Fitaz Enziminin Yemlerde Kullanilmasi

Fitat, tohumlarin ¢imlenmesi sirasinda enerji ve fosfor kaynagi olarak gorev alsa
da, bagh fosfor tek mideli hayvanlarca ¢ok az miktarda kullanilabilmektedir. Bu
nedenle inorganik fosfor; yenilenemez ve pahali bir mineral olup kanath, domuz
ve balik rasyonlarinda fosfor kaynagi olarak ilave edilmektedir. Bitkisel fosfor
kaynaklarindaki kullanilmayan fitat fosforu zaman igerisinde birikmekte ve
entansif olarak hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Topraktaki asir1 fosfor deniz ve géllere akmakta ve burada yasayan
canlilarda birikerek insanlarda da noérotoksik etki olusturmaktadir (Asan, 2007).

Fitat ve fitata baghh fosfor tiim kanatli rasyonlarinda bulunmakta ve fitat
fosforunun da kismen kullanildigi bilinmektedir. Ik olarak Warden ve Schaible
1962 yilinda broylerde, ekzogen olarak verilen fitazin, fitat fosforunun kullanimini
ve kemikteki mineralizasyonu artirdigimi bildirmislerdir. Ancak bundan yaklagik
30 yil sonra, yem katkisi olarak, fitata bagli fosforu serbest birakacak ve fosfor
atiginm azaltacak Aspergillus niger fitazinin ticari olarak kullanimi baglamustir.
Gliniimiizde tek mideli hayvanlarda yem katkis1 olarak fitaz kullanimi oldukga
yayginlagsmig olup hatta nisasta yapisinda olmayan polisakkaritleri parcalayan
enzimlerden daha fazla kullanilmaktadir (Asan, 2007).

Hayvan yemlerine fitaz eklenmesi fosfatin yem malzemesi i¢ine gegmesini saglar
ve gilibredeki fosfat miktarin1 azaltir. Hayvanlar, fitazli yemle beslemenin kirlilik
tizerindeki etkisi belirlenmigtir. Eger fitaz Amerika Birlesik Devletleri’nde
yetistirilen tim monogastrik hayvanlarin yemlerinde kullanilsaydi 168 milyon
dolar degerinde fosfor agiga ¢ikardi ve 8.23x10* ton fosfat cevreye gegmezdi
(Wodzinski ve Ulah, 1996). Domuz besinine Finaz® fitaz1 eklenerek
kullanilmayan fosfatin yaklagik 1/3’ii kullanilabilir forma doniistiirilmiistir
(Cromwell vd., 1993).

Bircok farkli kaynaktan elde edilen mikrobiyal fitaz {iriinleri giiniimiizde ticari

olarak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda yem katkisi olarak en yaygin
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kullanilanlar1 A. niger, Peniophora lycii ve Escherichia coli fitazlaridir. Kanath
rasyonlarina fitaz, graniil veya sivi formda eklenmektedir. Bazende yiiksek
peletleme sicakligindaki (>80 °C) enzim denatiirasyonu probleminden kaginmak
icin peletleme sonrasinda uygulanabilmektedir (Asan, 2007).

Su iiriinleri liretiminde, soya kiispesi ve diger bitki kokenli kiispeler kullanilarak
birgok ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Pahali protein kaynaklar yerine daha diisiik fiyath
bitkisel protein kaynaklar1 kullanildiginda masraflarda Onemli derecelerde
azalmalarin olabildigi bildirilmektedir. Balik iiretim masraflarinin % 70’ini yem
giderleri olusturmaktadir. Kanathh ve domuzlarda oldugu gibi baliklarda yem
maddeleri igerisindeki fitin fosforundan yararlanacak sindirim enzimine sahip
olmadigindan suda fosfor birikimi meydana gelmektedir. Bu nedenle fitaz su
iriinleri iiretmede, hem diisiik fiyath bitkisel kokenli maddelerin kullanimim
artirmak hem de suda fosforu kabul edilebilir seviyede tutabilmek amagclar ile
kullanilmaktadir. Balik beslemesinde, yiiksek seviyelerde bitkisel kokenli
maddeler igceren yemlerde fitaz enziminin kullanilmasi ile ilgili birgok caligma
yuriitiilmektedir (Asan, 2007).

1.9.2. Fitaz Enziminin Gida Endiistrisinde Kullanilmasi

Besinlerdeki fitat, gelismekte olan ilkelerdeki insanlarin temel besini olan
baklagiller ve tahillar gibi bitkiden tiiretilmis gidalarin ortak bilegenidir.
Genellikle baklagiller kaynakli gidalar, tahil kaynakl gidalardan daha fazla
miktarda fitat icermektedir (Greiner ve Konietzny, 2006). Tahil, baklagiller ve
soya proteinlerince zengin beslenme, fitat alimminda artisa neden olmaktadir.
Vejeteryanlar, yiiksek oranda tahil yiyen, dengesiz beslenen insanlar, gelismemis
ilkelerde mayasiz ekmek yiyen insanlar fazla oranda fitat almaktadir (Simell vd.,
1989). Diyetlerdeki bitki kokenli gidalarin miktarina ve gidalarin islenme
derecelerine bagli olarak giinliik fitat tiiketimi en fazla 4500 mg’a kadar
yiikselmelidir. Ortalama olarak vejetaryen diyetlerinde ve gelismekte olan
tilkelerde kirsal kesimlerde giinliik fitat tiiketimi yaklagik 2000-2600 mg olup bu
deger karisik diyetlerde 150-1400 mg’dir (Asan, 2007).

Diyetlerde fitatin varligr ile ilgilenilmesinin nedeni mineral alimindaki negatif
etkisidir. Bu mineraller ¢inko, demir, kalsiyum, magnezyum, manganez ve
bakirdir. Fizyolojik pH degerlerinde ¢oziinmez mineral-fitat komplekslerinin

olusumu diigiik mineral emiliminin temel nedeni olarak bildirilmektedir. Cilinkii bu
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kompleksler aslinda insan sindirim sisteminde absorbe olmamaktadir. Ayrica
sindirim sisteminin tist kisminda sinirli miktarda mikrobiyal popiilasyonun olmasi
ve igsel fitat1 hidrolize edici enzimlerin olmamasi nedenleri ile ince bagirsakta,
fitat ¢ok sinirli miktarda hidroliz olabilmektedir (Asan, 2007).

Fitat, asidik ve alkali pH’da proteinlerle kompleks olusturmaktadir. Bu
interaksiyon proteinin yapisinda degisiklikler meydana getirmekte ve bunun
sonucunda enzimatik aktivitede, proteinin ¢Oziiniirliiglinde ve proteolitik

parcalanmada azalmalar meydana gelebilmektedir (Asan, 2007).

Fitaz enzimi yem katkisi olarak kullanilmasinin yan1 sira gida sanayinde de biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Ancak simdiye kadar marketlerde fitaz enzimi kullanilmis
gidalar bulunmamaktaydi. Bu alandaki c¢alismalar, gida islemede teknik
geligtirmenin yan1 sira bitki kokenli gidalarin besleyici degerlerinin artirilmasi
lizerine yogunlagmustir. Fitat icerigi yiiksek diyetler mineral maddelerin
absorbsiyonunu oldukc¢a azaltmakta ve gidalarin iglenmeleri sirasinda fitatin
defosforilasyonu, sadece kismen fosforile olmus myo-inositol fosfat esterlerinin
olugmasina neden olmaktadir (Asan, 2007).

Cimlendirme, pisirme, hidrotermal muamele, fermantasyon ve 1slatma gibi bazi
gida isleme yontemleri ile baklagillerdeki fitatin az da olsa hidrolize edilebildigi
gozlemlenmistir (Rehms ve Barz 1995). Gida sanayinde gidalarin islenmesi
sirasinda fitaz ilavesi ekmek yapimi (Haros vd., 2005), bitkisel protein
izolatlarmin tretimi (Wang vd., 2004) ve tahil kepeklerinin pargalanmasinda
kullanilmaktadir (Kvist vd., 2005).

1.9.3. Fitaz Enziminin Myo-inositol Eldesindeki Onemi

Myo-inositol ~ fosfatlarin  astim gibi solunum hastaliklarin1  engelledigi
diistiniilmektedir. Ayrica spesifik inositol-trifosfatlarin  agr1  kesici olarak
kullanilmas1 da onerilmistir (Siren, 1995). flging olarak inositol-trifosfat
esterlerinin HIV’1 da i¢ine alan retroviral enfeksiyonlara karsi inhibitor etkisinin
oldugu gosterilmistir (Siren, 1998). Bu tip etkilerinden dolay1 spesifik myo-
inositol fosfatlarin kullanilmasina olan ilgi artmuistir.

Myo-inositol fosfatlarin kimyasal sentezi olduk¢a zordur ve oldukca ekstrem
basing ve sicakliklarin uygulanmasi gerekmektedir (Billington, 1993). Fitazlar,
myo-inositol hexafosfatin sirali hidrolizini sagladigi igin, myo-inositol fosfat
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tiirevleri ve serbest myo-inositoliin fitaz kullanilarak iiretilmesi kimyasal senteze
potansiyel bir alternatiftir.

Saccharomyces cerevisiae fitazinin, fitik asidi hidroliz etmesiyle; D-myo-inositol
1, 2, 6-trifosfat, D- myo-inositol 1, 2, 5-trifosfat ve myo-inositol 1, 2, 3- trifosfatin
elde edilebilecegi gosterilmistir. Ayrica E. coli fitazi kullanilarak inositol
1,2,3,4,5-pentakisfosfat, inositol 2,4,5-trifosfat ve inositol 2,5-bifosfat da
hazirlanmaktadir. Inositol fosfat tiirevleri enzim stabilizatorii, enzim inhibitori,
biyokimyasal ve metabolik arastirmalarda enzim substrati ve ilag olarak da
kullanilmaktadir. inositol fosfat karisimlar eklem iltihab1 ve astim gibi solunum
hastaliklara kars1 kullanildig1 ve spesifik inositol trifosfatlarin agr1 kesici olarak
onerildigi de bildirilmistir (Asan, 2007).

Myo-inositoliin farkli ¢ok diisiik fosfat esterlerinin bazi izomerleri, 6zellikle
|(1,4,5)P23 ve 1(1,3,4,5)P, gibi hiicre i¢i ikincil haberci gorevinde 6nemli rol
oynayan fosfotidilinositol siklusunda bulunur. Son zamanlarda elde edilen veriler,
fitatin antikanser etkilerinin sinyal iletim yollarinda, hiicre dongiisii diizenleyici
genlerinde, farklilasmis genlerde, onkogenler ve belki de tiimdr baskilayict
genlerde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir (Shamsuddin, 2002).

Inositol veya inositol fosfatlarin endiistriyel iiretiminde, fitik asitten myo-inositol
fosfat tiirevleri, serbest myo-inositoller ve inorganik fosfat eldesinde fitaz enzimi
kullanim1 Onerilmektedir. Bu enzimatik hidrolizin avantaji fitaz enziminin

spesifitesi ve reaksiyon kosullarina uygun olmasidir (Asan, 2007).
1.9.4. Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisi

Kagit endiistrisinde bitki fitik asitinin uzaklastirilmas: olduk¢a Onemlidir.
Gilinlimiizde termostabil fitazlar, kdgit hamuru ve k&git yapma asamalarinda fitik
asiti pargalamak amaciyla kullanilan biyolojik maddelerdir. Fitik asitin enzimatik
olarak pargalanmasi sonucunda kanserojen veya toksik maddeler i¢eren iriinler
olugmaz. Bu nedenle kagit endiistrisinde fitaz enzimlerinin kullanimi, daha temiz
bir teknolojinin kullanilmis olmasi ve dolayisiyla ¢evreyi koruma agisindan 6nem
tagimaktadir (Liu ve ark. 1998)
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Fitazlarin Saflastirilmasi

Oncelikle saflastirilacak enzimin ne i¢in gerekli olduguna karar verilmelidir.
Genel olarak analitik ¢aligmalari i¢in ve sanayide kullanim igin saflagtirma istenir.
Analitik calismalar icin az enzim ama saflik derecesi miimkiin oldugu kadar
yiiksek; sanayideki kullanimi i¢in ise ¢gok enzim ama saflik derecesi fazla olmayan
enzim istenir. Aktivite, yapi, yapi-islev iliskileri i¢in % 80-90’lik saflik derecesi
gerekmektedir. Hatta yapisal ¢alismalar i¢in bu oran % 95’den fazla olmalidir.
Aksi takdirde hatali sonuglarin normal sinirlar1 gegmesi kaginilmaz olacaktir.

Saflastirma stratejisi belirlenirken dikkate alinmasi gereken hususlardan birisi de
enzim kaynagidir. Yani enzimin hangi canlidan elde edilecegine karar verilmelidir.
Bunlar bakteri, mantar, bitki, hayvan vs. olabilir. Hatta daha derinlemesine
canlinin belirli bir kismi da enzim kaynagi olarak belirlenebilir. (Ornegin, fare
karacigeri, insan kani). Olmazsa olmaz sartlarindan birisi de maliyet ve zamandir.
Bu tiir ¢alismalarda kullanilan arag-gerecler ve kimyasal maddeler ¢ok pahalidir.
Bunlarin se¢imi ¢ok iyi planlanip eldeki imkéanlara gore yapilmaya ¢alisilmalidir.
Kullanilabilecek alternatif yollar, araglar ve kimyasal maddeler belirlenmelidir.
Yapilacak caligmalarin ¢ok uzun siireler alacagi hesap edilerek buna gore de
gerekli tedbirler alinmalidir. Belirli yerlerde yapilacak hatalar ¢ok miktarda zaman
kaybina neden olacaktir. Bu ayni zamanda maliyetin de artmasi anlamina gelir ki
bu da hatalarin en aza indirilmesi i¢in gerekli Onlemlerin mutlaka alinmasi

gerektigini diislindiirmektedir.

Powar ve Jagannathan (1982) Bacillus subtilis’den hiicre i¢i sentezlenen fitaz
enzimini sirasiyla etanol ¢oktiirmesi, aseton ¢oktiirmesi ve iki farkli iyon degisim
kromotografisi ile % 32 geri kazanim ile 39 kat saflagtirmiglardir. Enzimin
molekiiler agirlig1 ultrasantrifiij ile sedimentasyon yontemi kullanilarak 3.5 kDa
olarak saptamiglardir.

Aspergillus ficuum NRRL 3135 (SRRC 265) fungusundan izole edilen fitaz enzimi
sirastyla iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve tekrar iyon
degisim kromatografisi ile 6.2 kat ve % 54 verimle saflastirmigtir (Ullah A. H.
J.,1988).
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Greiner ve ark. (1997), Klebsiella terrigena’daki sitoplazmik fitazi sirasiyla
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, art arda uygulanan ii¢ farkli iyon degisim
kromotografisi ve jel filtrasyon kromotografisi ile % 28 geri kazanim ile 410 kat
saflastirmiglardir. Saflagtirilan bu enzimin yaklasik 40 kDa molekiiler agirliginda,
monomerik bir protein oldugunu da tespit etmislerdir.

Bacillus subtilis VTT E-6813 tarafindan iiretilen fitaz enzimi % 22 geri kazanimla
etanol ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve jel filtrasyon kromotografisi
adimlarinin ardindan 3.7 kat saflagtirllmistir. Saflastirilan fitaz enziminin SDS-
PAGE ile 43 kDa molekiiler agirligina sahip oldugu saptanmistir ( Kerovuo vd.,
1998).

Kim ve ark.,, (1998), Bacillus sp. DS 11’den ekstraseliiler fitazi; aseton
¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile
% 10 verimle 77 kat saf olarak elde etmislerdir. SDS-PAGE ile de enzimin
molekiiler agirliginin 44 kDa oldugunu saptamislardir.

Tseng ve ark., (2000) Penicillium simplicissimum tarafindan sentezlenen fitazi
ultrafiltrasyon, iki farkli iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim ve jel
filtrasyon kromatografisi ile 38.2 kat saflagtirmislardir. Enzimin molekiiler agirlig:
jel filtrasyon kromatografisi ile 65-67 kDa, denatiire proteinin molekiiler agirlig:
ise SDS-PAGE ile 65 kDa olarak saptamislardir.

Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den fitaz enzimi sirasiyla iyon degisim, jel
filtrasyon ve tekrar farkli bir iyon degisim kromatografisi uygulanarak % 18
verimle 160 kat saflagtirilmis ve denatiire enzimin molekiiler agirligi 50 kDa
olarak bulunmustur. (Angelis vd., 2003).

Deniz suyundan izole edilen Citrobacter braakii YH-15dan fitaz1 amonyum siilfat
¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, art arda ii¢ farkli iyon degisim
kromatografisi uygulanarak % 28 verimle, 12800 kat saflastirilmistir (Kim vd.,
2003).

Cladosporium sp. FP-1 tarafindan iiretilen fitaz enzimi sirasiyla ultrafiltrasyon,
etanol ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi uygulanarak %
22.9 geri kazanimla 6.3 kat, saflagtirilmistir (Quan vd., 2004).
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Debaryomyces castellii CBS 2923 mayasi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
hidrofobik etkilesim kromatografisi uygulanarak % 59 verimle, 13.6 kat
saflagtirilmig ve denatiire enzimin molekiiler agirligi 77 kDa olarak bulunmustur.
(Ragon vd., 2008).

Aspergillus ficuum NTG-23 fungusundan SDS-PAGE ile 65.5 kDa molekiiler
agirliga sahip oldugu saptanan fitaz enzimi, sirasiyla iki farkli iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 23.8 geri kazanimla, 71.5 kat
saflagtirilmistir. (Zhang vd., 2010).

Flammulina velutipes fungusu tarafindan {iretilen fitaz enzimi, sirasiyla iyon
degisim kromatografileri (DEAE-selilloz, CM-seliiloz), afinite kromatografisi
(Affi-gel blue gel), hizli protein likit kromatografisi (Superdex 75) uygulanarak 30
kat, % 19 verimle saflagtirilmigtir. Monomerik olan enzimin molekiil agirhigi, jel
filtrasyonu ve SDS-PAGE ile 14 kDa olarak saptanmistir (Zhu, vd., 2011).

Aspergillus tamari tarafindan hiicre dis1 sentezlenen fitaz enzimi iizerine yapilan
caligmada, enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi (% 0-90), iyon degisim
kromotografileri (DEAE-Sefaroz CL6B, CM-Sefaroz CL6B) ve jel filtrasyon
kromotografileri (Sephacryl S-200HR, MonoS HR5/5) uygulanarak 51 kat, % 20.3
verimle saflagtirilmigtir. Monomerik olan enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile
85 kDa olarak saptanmigtir (Shah ve Trivedi, 2012).

Klebsiella pneumoniae 9-3B tarafindan iretilen fitaz enzimi sirasiyla amonyum
silfat ¢oktiirmesi, iki farkli iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
uygulanarak 2077 kat, % 15.8 verimle saflagtirilmistir. Monomerik olan enzimin
molekiiler agirligi, SDS-PAGE ile 45 kDa olarak belirlenmistir (Escobin-Mopera
vd., 2012).

Rhizopus oligosporus MTCC5556 tarafindan {iretilen fitaz enzimi sirasiyla
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromotografisi uygulanarak 5.8 kat,
% 35.2 verimle saflastirilmigtir. Monomerik olan enzimin molekiiler agirligi SDS-
PAGE ile 88 kDa olarak saptanmistir (Surya vd., 2013).

Bacillus subtilis ATCC 6051 tarafindan iiretilen ekstraselliiler fitaz enzimi, aseton
coktlirmesi, katyon ve anyon degisim kromotografileri uygulanarak
saflagtirilmigtir. Saflastirilan enzimin molekiiler agirligi ise SDS- PAGE ile 43
kDa olarak saptanmustir (Soma vd., 2013).
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Bacillus nealsonii ZJ0702 tarafindan sentezlenen ndtral ve 1siya dayanikli fitaz
enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
uygulanarak 44 kat, % 5.7 verimle saflastirilmigtir. Monomerik olan enzimin
molekiiler agirligi, SDS-PAGE ile 43 kDa olarak belirlenmistir (Yu ve Chen,
2013).

Bacillus licheniformis PFBL-03 tarafindan sentezlenen ekstraselliiler fitaz enzimi
iizerine yapilan c¢alismada, enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon
degisim kromotografisi ve jel filtrasyon kromotografisi ile 39 kat, % 10 verimle
saflastirtlmigtir.  Enzimin molekiler agirhgi SDS-PAGE ile 36 kD olarak
belirlenmistir (Feyisola vd., 2014).

Schizophyllum commune tarafindan sentezlenen fitaz enzimi, polietilen glikol (%
22) / sodyum sitrat (% 14) sulu iki-fazli bir sistem (ATPS) kullanilarak 5.43 kat, %
367 verimle (iist faz da) kismi olarak saflastirilmistir (Salmon vd., 2014).

2.2. Fitazlarin Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH ve Sicakhgin Etkisi

Fitaz aktivitesi, genellikle belli pH ve sicakhik kosullari altinda segilmis
substrattan dakika basina serbest kalan inorganik fosfat miktarint Slgmektedir.
Diger enzimler gibi fitaz aktivitesi de enzimin dogal ozelliklerinden ve ortam
kosullarindan etkilenmektedir.

Enterobacter sp.4. fitazinin optimum kosullar1 pH 7.0-7.5 ve 50-60 °C’dir. Enzim
40 °C’de 20 saatlik inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 15°ni kaybederken 70
ve 80 °C’lerde ise aktivitesinin tamamini kaybetmistir (Yoon vd., 1996).

Bacillus sp. DS 11’den izole edilen ekstraseliiler fitazin optimum kosullar1 pH 7.0-
8.0 ve 70 °C’dir. 5 mM CaCl, varliginda, 90 °C’de 10 dakika inkiibasyondan sonra
enzim aktivitesinin % 50’sini koruyabilmistir (Kim ve ark., 1998).

Kerovuo ve ark. (1998), Bacillus subtilis VTT-E- 68013 'den izole ettikleri fitazin
maksimum aktivitesinin pH 7.0 ve 55 °C’de oldugunu tespit etmistirler.

Aspergillus niger NCIM 563 mikroorganizmasindan elde edilen ham fitazin
optimum kosullart pH 5.0 ve 50 °C’ dir. Enzim 55 °C de 1 saat inkiibasyonun
ardindan orijinal aktivitesinin % 75’ni korudugu saptanmistir (Mandviwala ve
Khire, 2000).
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Optimum sicakligi 60 °C olan Pichia anomala fitazinin 80 °C’de optimum
aktivitesinin % 85’ini, 100 °C’de ise optimum aktivitesinin sadece % 7’sini
koruyabildigi saptanmistir. Enzimin optimum pH’1 ise 4.0 olarak belirlenmistir.
Enzim 70 °C’de 30 saat stabildir ve yarilanma 6mrii 48 saat olarak saptanmigtir.
(Vohra ve Satyanarayana 2002).

Aspergillus niger ATCC 9142 fitazinin optimum kosullart pH 5.0 ve 65 °C’dir.
Genis pH aralifinda aktivite gosteren enzimin pH 3.0°’de 12 saat stabil oldugu
saptanmigtir. Enzim 80 °C’de 3 saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin %
22’sini koruyabilmistir (Casey ve Walsh 2003).

Mucor indicus MTCC 6333 fitazinin optimum aktivitesini pH 6.0 ve 70 °C’de
gosterdigi saptanmustir. Farkli sicakliklarda (50-70 °C) 4 saat inkiibe edilen
enzimin 60 °C’de 1.5 saat stabil oldugu saptanmustir (Gulati vd., 2007b).

Optimum sicakligi 65 °C olan Kodamaea ohmeri BG3 fitazinin 60 °C’ye kadar
sicakliklarda 1 saat stabil oldugu saptanmistir. Optimum pH’1 5.0 olan enzim, 3.0-
9.0 pH araliginda 4 °C’de 6 saat boyunca aktivitesini korudugu bildirilmistir (Li
vd., 2008).

Aspergillus niger 11T53A9 tarafindan ekstraseliiler olarak iiretilen fitaz enziminin
optimum aktivitesinin 55 °C’de gosterdigi bulunmustur. Farkli sicakliklarda
inkiibe edilen enzim, 55 °C’ye kadar 10 dakika siiresince aktivitesinin tamamin
korurken, 70 °C de ise 10 dakika sonra aktivitesinin % 45’ini koruyabilmistir.
Optimum pH’s1 5.0 olan enzim, diisiik pH degerlerinde ise stabildir (Greiner vd.,
2009).

Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen termostabil B-propeller fitazin optimum
kosullart pH 6.0-8.0 ve 55 °C ’dir. Enzim, 80 °C’de 1 mM CaCl, varliginda 10
dakika inkiibasyon sonucunda aktivitesinin % 57.36’sim1 Koruyabilmistir. [3-
propeller fitazi1 pH 6.0-8.0 araliklarin da 1 mM CaCl, varliginda 55 °C de 1 saat
inkiibasyon sorasi aktivitesinin % 60’indan fazlasin1 korumustur (Wang vd.,
2013).

Aspergillus niger UA-D’den izole edilen fitazin optimum kosullar1 pH 3.0 ve 70
°C’dir. Enzim 60 °C’de 3 saatte aktivitesinin % 90’mi1, 70 °C’de 1 saatte
aktivitesinin % 80’inini koruyabildigi saptanmistir (Ekren, 2013).
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Bacillus licheniformis PFBL-03 tarafindan ekstraseliiler olarak firetilen fitazin
optimum kosullar1 pH 6.0 ve 55 °C’dir. Enzim pH 4.0-7.5 araliginda 5 saat
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin % 90’dan fazlasin1 korumustur. Enzim 80
°C’de 90 dakikalik inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 55’ini korumustur
(Fasimoye vd., 2014).

2.3. Fitazlarin Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin Etkisi

Reaksiyon mekanizmalarmin aydinlatilmasinda en onemli adim enzim aktif
merkezinde yer alan amino asitlerin saptanmasi ve konumlarmin belirlenmesidir.
Bu amino asitler baglanma merkezi ve katalitik merkez olarak gorev alirlar. X-
1s1n1 yontemleri bu iki grup amino asidi belirlemede ¢ok yararlidir.

Bacillus subtilis (natto) N-77 fitazmin 5 mM sodyum azid (NaNy),
fenilmetilstilfonil floriir (PMSF) ve p-kloromerkiiri benzoat (pCMB) varliginda
inhibe olmadigi bildirilmistir (Shimizu, 1992).

Hordeum vulgare (Arpa) fitaz1 10 ve 102 M siyaniir, azid, spesifik siilfidril
inhibitorii  2-merkaptoetanol ve iyodoasetat ve serin inhibitérii olan
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) varliginda 37 °C’de 15 dakika inkiibe edidikten
sonra enzim aktivitesi lizerinde Onemli bir inhibisyon gdzlenmemistir. Fitaz
inhibitorii olan floriir, hidroliz {iriinii olan fosfatin yapisal analogu olan molibdat
ve vanadatin enzimi kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir (Greiner vd., 1998).

Pichia anomala fitazinin % 1 veya 1 mM sodyum azid, f-merkaptoetanol, PMSF,
gliserol, toluen, DTT, iyodoasetat ve N-bromosiiksinamid (NBS) tarafindan inhibe
edilmedigi bildirilmistir. Enzim % 0.1’lik SDS (anyonik deterjan) tarafindan
kuvvetle inhibe edildigi fakat % 0.1°lik Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20
(noniyonik deterjanlar) tarafindan % 30 aktivite kaybi ile hafif bir inhibisyona
ugradi saptanmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002).

Angelis vd., (2003) Lactobacillus sanfranciscensis CB1 fitazin 2 mM NEM,
iodoasetamid, PMSF, DL-penisilamin, DTT varliginda 45 °C’de 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan, serin inhibitorii olan PMSF tarafindan kuvvetle inhibe
edildigi ve diger inhibitorlerin ise enzim aktivitesi iizerinde onemli bir inhibisyona

yol agmadiklarini bildirmislerdir.



28

Aspergillus niger van Teighem fitazi, f-merkoptoetanol, iyodoasetat, PSMF,
pHMB ve fosfomisinin 2 mM’a kadar olan konsantrasyonlarinda bir inhibisyona
neden olmadig1 saptanmistir (Vats ve Banerjee, 2005).

Kodamaea ohmeri BG3 tarafindan sentezlenen fitaz enziminin serin inhibit6rii
olan PSMF ve iyodoasetat varliginda 6nemli bir inhibisyona neden olmadig:
saptanmistir. Enzimin histidin asit fosfatazin spesifik inhibitorii olan fenilgliyoksal
tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe oldugu belirtilmistir (Li vd., 2008).

Aspergillus niger 11T53A9 fitazinin 10 ve 10 M floriir, molibdat, wolframat ve
vanadat, varliginda 37 °C’de 15 dakika inkiibasyonun ardindan, fitaz inhibitorii
olan floriir, hidroliz iiriinii olan fosfatin yapisal analogu olan molibdat, wolframat
ve vanadat tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edildigi bildirilmistir (Greiner
vd., 2009).

Bacillus licheniformis termostabil B-propeller fitazi, 1 mM ve 5 mM PMSF ve
DTT varliginda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra enzim
aktivitesi onemli bir inhibisyona ugramamistir (Wang vd., 2013).

2.4. Fitazlarin Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’min Etkisi

Metal iyonlar1 katalitik isleme farkli yollarla yardimci olurlar. Ya substrata
baglanarak reaksiyon icin onun dogru yonelimini saglarlar, ya oksidasyon
sayilarindaki doniigiimlii degisimlerle redoks reaksiyonlarina katilirlar yada
substratin negatif yiikiinii elektrostatik olarak kararli hale getirirler. Divalent
iyonlarin selatlayici ajan1 olan EDTA, metalloproteinlerin ve aktivasyonlari igin
divalent katyonlara ihtiya¢ duyan enzimlerin bir inhibitoriidiir (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001).

Bacillus sp. DS11 fitazinin aktivitesi tizerinde 5 mM Mn?*, Cd** iyonlar1 ve EDTA
ciddi bir inhibisyona neden olurken, Mg®*, Hg*", Ba®* ve Cu* iyonlar1 varliginda

ise enzim aktivitesinin yaklasik % 50’sinin korundugu saptanmistir (Kim vd.
1998).
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Yanke vd. (1999) Selenomonas ruminantium JY35 fitazinin 5 mM Fe?*, Fe**, Hg?*
ve Zn* iyonlar1 varhginda enzim aktivitesi tizerinde ciddi bir inhibisyona neden
oldugunu saptamislardir.

Aspergillus niger NCIM 563 fitaz1 1 mM Zn** varhginda aktivitesinin % 55’ini
korurken diger katyonlarm (Ca*", Mn?*, Mg®, Ni?* ve Fe?*) varliginda ise herhangi
bir degisim gézlemlenmemistir (Mandviwala ve Khire, 2000).

Candida krusei WZ-001 fitaz1 Ba®* ve Pb®* katyonlari, EDTA ve oksalat gibi
selatlayic1 ajanlarin aktivite tiizerinde Onemli inhibisyon etkisinin olmadig1
bildirilmistir. Enzim 1 mM Fe?* varliginda orijinal aktivitesinin % 30’unu
kaybederken, Fe?* *
aktivitesine ulastig1 saptanmistir (Quan vd., 2002).

nin 5 mM’a kadar artan konstrasyonlarinda ise, orijinal

Citrobacter braakii fitazinin metal iyonlar1 ile 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun
ardindan, Fe*, Zn** ve Cu” katyonlarmin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
enzimi giliclii bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Kim vd., 2003).

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitazin 5 mM EDTA tarafindan
aktive edildigi ve muhtemelen eser miktardaki agir metalleri ortamdan
uzaklastirarak enzim aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. (Wang vd., 2004).

Aspergillus oryzae AK9 fungusundan elde edilen ham fitaz enzimi, 1 ve 100 mM
EDTA, Fe*, Ca*, Mn%, Mg2+ ve Zn** varliginda, 37°C’de 1 saat inkiibasyonun
ardindan, enzimin EDTA ve Zn?* digindaki biitiin iyonlara kars: stabil oldugu
belirlenmistir. EDTA ve Zn®* ’nin ise aktivite tizerinde ciddi bir etkiye sahip
oldugu saptanmustir. Fe** katyonunun varliginda ise, enzim aktivitesinde orijinal
aktiviteye gore yaklasik % 50°lik bir artis gozlenmistir (Chantasartrasamee vd.,
2005).

Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen termostabil B-propeller fitazin aktivitesi
iizerinde 1 ve 5 mM Cd**, Mn?*, Cu** ve Ba®* katyonlarmin ve EDTA’nin inhibe
edici etkisi oldugu gozlemlenmistir (Wang vd., 2013).

Rhizopus oligosporus tarafindan iiretilen fitaz aktivitesi tizerine 5 mM da Mn?®*,
Zn*> Mg? ve Ca*" katyonlarmimn etkisi ¢alisilmustir. Bunlar igerisinden fitaz



30

aktivitesini artiran 5 mM Mg?®* katyonu olmustur. Diger katyonlarin ise aktivite

tizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir (Surya vd., 2013).

Lactobacillus plantarum fitazi, 1 ve 5 mM CaCl, (% 62, % 63), HgCl, (% 68, %
67), MgCl, (% 72, % 62), MnCl, (% 65, % 66), ZnCl, (% 62, % 56), NiCl, (% 61,
% 66), CuCl, (% 67, % 63), CoCl, (% 74,% 68) ve FeCl, (% 74,% 67) varhiginda
37 °C’de 1 saat inkiibasyondan sonra, enzim aktivitesi iizerinde farkli diizeylerde
inhibisyona neden oldugu belirlenmistir (Siimengen vd., 2013)

Bacillus licheniformis PFBL-03 fitazin aktivitesi iizerine 2 mM da Ca**, Fe”,
Mn®*, Mg®, Cu®* ve Hg®* ve Zn®* katyonlarmm ve EDTA’min etkisi calisiimustir.
Bunlar igerisinden fitaz aktivitesini artiran Ca®* (2 mM) katyonu olmustur. Fe*",
Mn®*, Cu®* ve Hg®* ve Zn*" katyonlarinin ise enzim aktivitesi iizerinde giiglii bir
inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Mg®* katyonu ve EDTAnin ise aktivite
izerinde 6nemli bir etkisi olmamigtir (Fasimoye vd., 2014).

Aspergillus japonicus Saito URM 5633 tarafindan iiretilen fitaz aktivitesi tizerine
10 mM ve 100 mM konsantrasyonlarinda Cu2+, Zn2+, Ni2+, Ag+, Mgz+, Fe?*ve Ca**
katyonlariin ve EDTA’nin etkisi ¢aligilmigtir. Bunlar igerisinden fitaz aktivitesini
onemli derecede artiran Fe?* katyonu (10 mM ve 100 mM) olmustur. Diger
katyonlarm ve EDTA’nin ise aktivite iizerinde oOnemli bir etkisi olmadig
gbzlemlenmistir (Moreira vd., 2014).

2.5. Fitazlarin Substrat Spesifitesi

Aspergillus niger SK-57 fungusundan saflastirilmis fitazin pH 5.5 ve 37 °C’de
fitik asit substrat1 ile Kn, degeri 18.7 uM ve spesifik aktivitesi 158 U/mg olarak
hesaplanmustir. Fitik aside oldukga spesifik olan bu enzimin, diger fosforillenmis
bilesikleri hidrolizleme hizinin, fitatin ancak % 2’si kadar olabildigi saptanmistir
(Nagashima vd., 1999).

Pseudomonas syringae MOKI1 mikroorganizmasindan saflagtirilmig fitazin
optimum kosullar altinda fitik asit subsrati ile Ky degeri 0.38 mM ve spesifik
aktivitesi 769 U/mg olarak hesaplanmigtir. Fitik aside olduk¢a spesifik olan bu
enzimin; p-nitrofenil fosfat, glukoz-1-fosfat, fruktoz-6-fosfat, gliserofosfat,
sodyum pirofosfat, a-naftil fosfat ve ATP gibi ¢esitli fosfat igeren konjugatlari
hidrolizleme hizinin oldukga diisiik (% 5) oldugu bildirilmistir (Cho vd., 2003).
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Wang vd., (2004) Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitazinin fitik
asite spesifik aktivitesinin 318 U mg™ oldugu saptanmuslardir. p-Nitrofenil fosfat,
tripolifosfat, disodyum pirofosfat, f-gliserofosfat, DL-a-gliserofosfat ve D-glukoz-
6-fosfata karsi ise, fitik aside oranla daha diisiik spesifik aktiviteye (23-43 U mg™)
sahip oldugunu belirlemislerdir.

Fitik aside kars1 oldukga spesifik olan Aspergillus niger 307 fitazinin, ADP, ATP,
p-NPP, D-glukoz-6-fosfat, D-fruktoz-6-fosfat gibi ¢esitli fosfat iceren konjugatlar
hidrolizleme hizinin oldukga diisiik oldugu saptanmistir. Fitazin fitat i¢in K, ve
Vi degerleri sirasiyla 0.929 pM ve 52.36 nkat/cm® olarak hesaplanmistir
(Sariyska vd., 2005).

Aspergillus ficuum NTG-23 fitazi ATP, D-glukoz-6-fosfat, D-fruktoz-6-fosfat
substratlarini sodyum fitata goére iki kati daha fazla hizda hidrolizledigi
bildirilmistir. Enzim, optimum kosullar altinda fitik asit subsrat1 ile Ky, degeri
0.295 mM ve spesifik aktivitesi 55.9 nmol olarak hesaplanmistir (Zhang vd.,
2010).

Fitik aside karsi oldukga spesifik olan Shigella sp. CD2 fitazinin ADP, ATP, p-
NPP, D-glukoz-6-fosfat, D-fruktoz-6-fosfat gibi gesitli fosfat igeren konjugatlari
hidrolizleme hizinin oldukg¢a diisiik oldugu saptanmigtir. Optimum kosullar altinda
fitik asit subsrat1 ile Ky, degeri 0.25 mM ve spesifik aktivitesi 780 U/mg olarak
hesaplanmustir (Roy vd., 2012).

Aspergillus niger UA-D fungusundan saflastirilmis fitazin ¢ok genis bir subsrat
araliginda aktivite gosterdigi saptandi. Saf enzimin pH 3.0 ve 70 °C’de fitik asit
substrat1 ile K., degeri 180 puM ve spesifik aktivitesi 54.35 U/mL olarak
hesaplanmistir (Ekren, 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Coomassie Brillant Blue G-250, 4-nitrofenil-fosfat, 5-brom-4-klor-3-indol fosfat,
AICI3;, amonyum vanadat, borik asit, cron step liquar, DEAE-sefaroz CL-6B, Fenil
sefaroz CL-4B, Sefakril 200HR, D-fruktoz-1,6-bisfosfat, D-fruktoz-6-fosfat, D-
glukoz-1-fosfat, D-glukoz-6-fosfat, etilasetat, glukoz, glutatyon, MnSQ4.H,0,
N,N'-metilen bis-akrilamid, NaF, sigir serum albumini, sodyum fitat, standart
protein karisimi [Domuz miyosini, 200 kDa), B-Galaktozidaz (E.coli, 116 kDa),
Fosforilaz B (tavsan kasi, 97 kDa), Albumin (sigir albumini, 66 kDa), Albumin
(yumurta 45 kDa), Karbonik anhidraz (sigir eritrosit, 29 kDa)], sukroz, Tween 80,
a-gliserofosfat, a-naftil fosfat, B-gliserofosfat ve B-naftil fosfat Sigma firmasindan;
Agar-agar, akrilamid, amonyum molibdat, amonyum persiilfat, amonyum siilfat,
aseton, BaCl,, brom fenol mavisi, CaCl,.2H,0, CoCl,, CuCl,.2H,0, etanol, etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA-C1oH14N,Na,05.2H,0), FeCl;.6H,0, FeS0,.7H,0,
gliserol, glisin, HCI, hekzan, Hg,Cl,, izopropanol, KCI, maleik asit, metanol,
MgCl,.6H,0, MgS0,.7H,0, MnCl,.2H,0, NaOH, n-biitanol, NH,CI, NiCl,, sitrik
asit, sodyum dodesil siilfat (SDS), siilfiirik asit (H,SO,4), TEMED, trikloroasetik
asit, Tris baz, Triton X-100, iire, yeast ekstrakt (maya oOziti), ZnCl,, B-
merkaptoetanol, Merck firmasindan; 1,4- dithiothreitol (DTT), 5,5-dithiobis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), fenil metil siilfonil florlir (PMSF), iodoasetamid
(IAA), metil-p-toluen-sulfonat (CMC), N-bromo suksinamit (NBS), o-fosforik
asit, sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid ve tripton Fluka firmasindan; 1,4-
dioksan, dimetil siilfoksit (DMSO), etilen glikol, sodyum asetat, Panreac
firmasindan; asetonitril SDS firmasindan; askorbik asit Calbiochem firmasindan;
LiCl Avokado firmasindan; KH,PO, NaCl ve sodyum sitrat Carlo Erba
firmasindan; asetik asit, benzen, dietileter, propanol ve toliien Riedel-de Haén
firmasindan; malt ekstrakt agar Lab M firmasindan; sorbitol Acros firmasindan;
AFBA Oxoid firmasindan saglandi.

3.1.2. Mikroorganizma

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Ana Bilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvari fungus stoklarinda bulunan,
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fitaz Urettigi daha Onceden kalitatif olarak saptanmis (Ekren, 2013) olan
Aspergillus sp. susu, enzim tiretimi igin segildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Fungusdan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in taze kiiltiirler kullanildi. Agar ylizeyindeki misellerden steril
bistiiri yardimi ile yaklagik 1 cm®lik alan kesildi. Miseller steril Eppendorf igine
alinarak, -20 °C’de bir saat bekletildi. Daha sonra miseller 55 °C’lik su
banyosunda 15-20 dk bekletilerek ¢6zdiirtildii. Dondurma-¢6zdiirme islemi en az 2
kez tekrarlandi. En son -20 °C’de dondurulan miseller steril pestil yardimi ile
ezildi. Misellerin tizerine 600 pL STE, 25 pL proteinaz K (25 mg/ml) ve 75 pL
SDS (%10) eklenerek 2 saat 55 °C’lik su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Inkubasyon sonra tiiplere 1:1 fenol-kloroform izoamil alkol eklenerek 5 dk alt iist
edildi ve daha sonra 13.200 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Orneklerin iist faz1 steril
Eppendorf icine alinarak tizerlerine 1 mL % 96°lik etanol eklendi ve 2-3 kez alt iist
edildi. Daha sonra 20 dk, -20 °C’de bekletilen 6rnekler 13.200 rpm’de 5 dk
santriflyj edildildikten sonra 37 °C’lik etiivde bekletilip etanol uzaklastirildi. Son
olarak Eppendorflara 100 pL steril distile su eklenerek bir gece 37 °C’lik etiivde
bekletildi (Tran-Dinh vd., 1999).

3.2.2. izole Edilen Funguslarin Molekiiler Tanilanmasi

Tanilama iglemi ig¢in internal transcribed spacer (ITS), PCR ile cogaltild:.
Kullanilan PCR karisimi Cizelge 3.1.°de verildi. Primer olarak ITS 1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS 4 (5>-TCCTCCGCTTATTGATATG-
3’) tercih edilmistir. PCR kosullart; 94 °C’de 3 dk 6n denaturasyon sonrasinda, 35
dongiiliik 94 °C’de 1 dk denaturasyon, 60 °C’de 1 dk primer baglanma, 72 °C’de 1
dk uzamayi icermektedir. Son adim 72 °C’de 5 dakikalik final uzamay1
icermektedir (Tran-Dinh vd., 1999).
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Cizelge 3.1. ITS bolgesini cogaltmak i¢in kullanilan PCR karigimi

Reaktifler (konsantrasyon) Hacim
PCR buffer 10X 5uL
MgCl, (25 mM) 4 uL
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer R (10 p/Mol) 2 uL
Primer F (10 p/Mol) 2 ul
Taq Polimeraz (5U/uL) 0.4 uL
DNA (100 ng/uL) 1 uL
Distile su 34.6 uLL
Toplam hacim 50 uL

PCR firiinlerinden 3 pL, yiikkleme tamponundan da 3 pL alinarak % 5 safe view
iceren % 1,5’luk agaroz jele yiiklendi. DNA biiytikliik standardi; 1 kb’lik
(Fermentas Gene Ruler TM) kullanildi. Jel elektroforezi 75 V, 45 dk yapildi. PCR
iriinleri sekans i¢cin Macrogen (Giliney Kore) firmasina gonderildi. Sekans her
ornek igin revers ve forward olarak yapildi. Oncelikle Clustal W programi
kullanilarak hizalandi, ardindan BLAST programu kullanilarak tanis1 yapildi.

3.3. Aflatoksin Testi

Aspergillus sp. susun aflatoksin liretip tretmedigi Glukoz Yeast Ekstrakt, Hg
Czapek Dox Agar, ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi.

Glukoz Yeast Ekstrakt; 4 g glukoz, 1 g yeast ve 4 g agar 200 mL ultra saf su
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi (Yabe vd., 1987).

Hg Czapek Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox agar, 0.0272 g HgCl,, 2 g NH4;H,PO,
ve 0.1 mL Corn step likor 200 mL ultra saf su icerisinde ¢o6ziilerek hazirlandi
(Hara vd.,1974).

AFPA (Aspergillus flavus-parasiticus Agar); 9.1 g AFPA 200 mL ultra saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirland1 (Pitt vd., 1983).

Hazirlanan bu ortamlara malt ekstrakt agarda spor olusumu saglanan stoklardan
tek nokta ekimi yapildi ve 30 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kiiltiirler UV 15181 altinda incelenerek 1s1ma yapan tiirlerin aflatoksin tirettigi kabul
edildi.
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3.4. Fitaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Fitaz aktivitesinin kantitatif tayini i¢in sodyum fitatin substrat olarak kullanildig:
kolorimetrik yontem kullanildi (Kim ve Lei 2005). Aktivite tayini Cizelge 3.2’de
belirtilen standart deney kosullarinda gergeklestirildi. Enzimin substratla
inkiibasyon sonunda, reaksiyon 0.4 mL % 15 (g/mL) trikloroasetik asit ile enzimin
denatiirasyonu sonucu durduruldu. Karisim 2000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi.
Olugan inorganik fosfat (Pi) tayini ise, slipernatantdan 0.2 mL 6rnek alinarak 1.8
mL ultrasaf su ile karigtirildi. Karigima 2 mL renk reaktifi ilave edilerek (3:1:1,
IM siilfirik asit: % 2.5 amonyum molibdat: % 10 askorbik asit) 50 °C’de 15
dakika inkiibe edildi ve Ornekler oda sicakligina getirildikten sonra 820 nm’de
kore karsi absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan) 6l¢iildi.

Cizelge 3.2. Fitaz aktivite tayini i¢in standart deney bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

0.2 M glisin-HCI tamponu
(pH 2.5, 60 °C)

Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL

350uL 350 uL

60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

% 15 TCA 400 pL -
100 mM Sodyum fitat ) 30 Ul
(0.2 M glisin-HCI tampon) K
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 uL

100 mM Sodyum fitat
(0.2 M glisin-HCI tampon)

2000 x g’de 10 dk santrifiyj

30 uL -

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi

50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢limii

Enzim iinitesi: Belirli kosullarda dakikada sodyum fitatdan 1 pmol inorganik

fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim miktari olarak ifade edildi.
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Fitaz aktivitesi agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Pi (uM) x V1 (mL)
Hacimsel Aktivite = = U/mL
t (dk) x Ve (mL)

Hacimsel aktivite (U/mL)
Spesifik Aktivite = = U/mg protein
mg protein /mL

Pi  :Inorganik fosfat konsantrasyonu
V1 : Total reaksiyon hacmi
T  : Inkiibasyon siiresi

Ve : Reaksiyon karigimindaki enzim miktar1

3.5. inorganik Fosfat Standart Grafigi ve Hazirlamsi

Fitazin sodyum fitat1 hidrolizlemesi sonucu a¢iga ¢ikan inorganik fosfati (Pi)
belirlemek amaciyla askorbik asit metodu kullanildi (Kim ve Lei, 2005). inorganik
fosforu belirlemek i¢in kullanilan renk reaktifi, 3:1:1 oraninda sirasiyla 1 M
H,SO,4, % 2.5 amonyum molibdat, % 10 askorbik asit karistirilarak hazirlandi.
Reaktif her deneme igin taze olarak hazirlandi. Bu metoda gore, inorganik fosfor
amonyum molibdat ile reaksiyona girerek, 12-molibdofosforik asidi olusturur.
Olusan 12-molibdofosforik asit H,SO,’in sagladig: asidik kosullarda, askorbik asit
ile reaksiyona girerek, 820 nm’de maksimum absorbans veren molibden mavisi
meydana getirir.

Inorganik fosfat standart grafigi olusturmak igin farkli konsantrasyonlarda (5, 10,
15, 20, 40, 60, 80, 100 uM) standart KH,PO, ¢ozeltileri hazirlandi. inorganik
fosfor miktari, askorbik asit metodu ile spektrofotometrik olarak dlgiildi (Cizelge
3.3). Konsantrasyona kars1 absorbans grafigi linear regresyon analiziyle ¢izilerek,
konsantrasyonu bilinmeyen 6rnegin inorganik fosfat konsantrasyonu (Pi), standart
grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden hesaplandi (Sekil 3.1).
Dogrunun denklemi y = 0.0133x + 0.0132, regresyon katsayis1 R*= 0.9996"dir.



Cizelge 3.3. Inorganik fosfat miktarinin 6lgiimii

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor

Standart ¢ozeltisi 2mL -

Ultra saf su - 2mL

Renk Cozeltisi 2mL 2 mL
Karigtirilir

50 °C’de 15 dakika inkiibe edilir

Oda sicakligina getirilir

820 nm’de spektrofotometrede dl¢iim

1,6 -

14 - y =0.0133x +0.0132
R? = 0.9996

1,2 -

0,6 -

Absorbans (820 nm)

0 \

0 20

40

60

80

inorganik Fosfat Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.1. Inorganik fosfat standart grafigi

3.6. Protein Tayini

100

120
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Calisma boyunca protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapildi
(Bradford, M. M., 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G-250
boyasinin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk olugturmasi

esasia dayanir. Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda

kirmiz1 renklidir ve 470 nm’de maksimum absorbans verir. Boya proteindeki

pozitif yiiklii gruplara baglandiginda mavi renk alir ve 590 nm’de maksimum

absorbans verir. Bu yontemde renk olusumu 2 dakika sonra gergeklesir ve 1 saat

stabil kalir. Bradford yontemine gore protein tayini yapilirken kullanilan ¢ozeltiler

ve standartlar asagida verildigi gibi hazirlandi.
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3.6.1. Coomassie Brillant Blue G-250 Cozeltisinin Hazirlanis

Coomassie Brillant Blue G-250’nin 100 mg’1, 50 mL % 95’lik etil alkolde
¢Oziildi. Cozelti 100 mL % 85’lik fosforik asitle karistirildi ve hacmi ultra saf su
ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan boya ¢ozeltisi ¢oziinmeyen boya kalintilarm

uzaklastirmak i¢in filtre kdgidindan siiziildd.

3.6.2. Protein Standart Grafiginin Hazirlanisi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. BSA’nin 1
mg/mL’lik standart ¢ozeltisi kullanildi. Standart ¢ozeltiler bu stoktan 20-200
ug/mL olacak sekilde, % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100’er pL aktarildi, kore ise 100 pL ultra
saf su eklendi. Biitiin tiiplere 5’er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250
cozeltisinden eklendi ve karistirildi. iki dakika sonra standartlar 595 nm dalga
boyunda kore karsi okundu ve protein standart grafigi konsantrasyona karsi
absorbans grafigi, linear regresyon analiziyle ¢izildi (Sekil 3.2). Bilinmeyen
Ornegin protein konsantrasyonu, bu standart grafigin ciziminden elde edilen
denklemin formiiliinden hesaplandi. Grafigin formiilii y = 0.0015x + 0.0084,
regresyon katsayis1 R?= 0.998"dir.

0,35

0,30

y =0.0015x + 0.0084

25 7 R2=0.998

,20
,15 1

,10

Absorbans (820 nm)
o o o o o

,05

0,00 T T T T 1

1 1 2 2
0 5Brotein Kon%%ntrasyon&?pg/mL) 00 >0

Sekil 3.2. Protein standart grafigi
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3.7. Sporulasyon Ortamimin Hazirlanisi

Aspergillus tubingensis HBF 202’yi iiretmek i¢in dnce sporulasyon ortaminda spor
olusumu saglandi. Sporulasyon ortami olarak malt ekstrakt agar kullanildi. Malt
ekstrakt agar 250 mL’lik erlene 50 mL % 2.4 olacak sekilde eklenerek 1s1 yardim
ile agarin iyice ¢0zlinmesi saglandi, Hazirlanan malt ekstrat agar 121 °C’de, 10
dakika otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan sonra yiizey alanimi arttirmak
amaciyla erlen, 45° egimle katilasmaya birakildi. A. tubingensis HBF 202’nin stok
kiiltiiriinden yatik malt agara ii¢ nokta ekimi yapildi. Kiiltiir 30 °C’de etiivde 5 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sporulasyon ortamma % 0.1’lik steril Tween
80 ve cam bilye ilave edilerek sporlarin ¢ozeltiye gegmesi icin 5 dakika yavasga
karistirildi. Stvi ortama gegen siispansiyonun 1 mL’si, 9 mL steril fizyolojik tuzlu
suya (% 0.9 NaCl) ilave edildi. Uygun inokulum miktarini belirleyebilmek igin ilk
seyreltme (10™) kullanilarak 107, 10, 10 10 ve 10° olacak sekilde seyreltme
islemi yapildi. Her seyreltmede Thoma lamu ile mililitredeki spor sayimi yapildi.
Spor sayisi asagidaki formiille hesaplandi.

Mililitredeki spor sayis1 = A x SF x 10*
A = 0.1 mm® hacimde sayilan spor
SF = Seyreltme faktorii
10* = Mililitreye ¢evirme garpan
Her seyreltmedeki spor sayisi1 yukaridaki formiile gore hesaplanarak inokiilasyon

icin uygun spor sayisini igeren seyreltme belirlendi.

3.8. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin Fitaz Uretim Ortam

Aspergillus tubingensis HBF 202 fitaz iiretim igin yapilan tiim denemelerde
Cizelge 3.4 de verilen ortam igerigi kullanildi. Baslangic pH’s1 5.5°a ayarlandi.
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Cizelge 3.4. Aspergillus tubingensis HBF 202 fitaz iiretim ortaminin icerigi

Kimyasal Madde Miktari (g/L)
Sukroz 10

(NH4),SO, 2

Tripton 3

Yeast ekstrakt 2

KCI 0.5
MnSO4.H20 0.007
FeS0O,.7H,0 0.02

Triton X-100 1

3.9. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin Fitaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarimin EtKisi

3.9.1. Fitaz Uretimi Uzerine inokulum Miktarinin Etkisi

Inokulum miktarinin enzim iiretimi {izerine etkisini belirlemek icin, 100 mL fitaz
tiretim ortam1 (Cizelge 3.4) igeren 500 mL’lik erlenlere, uygun seyreltmelerden
10°, 10° 107, 10® ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi. Kiiltiir ortamlar1 30
°C’de, 110 rpm’de, 7-12 giin boyunca g¢alkalamali inkiibatérde (New Brunswick
Scientific Excella E24, New Jersey, USA) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
boyunca kiiltiir ortamindan aseptik kosullar altinda her giin 6rnek alinarak enzim
aktivite dlgiimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortami buhner hunisinde
onceden darasi alman filtre kagidi (Munktell, Germany) kullanilarak vakum
altinda siiziildii. Ustte kalan pelletler cam petriye alinarak 80 °C’de, 24 saat
bekletildi, elde edilen kuru agirliklarin tartimi yapildi.

3.9.2. Fitaz Uretimi Uzerine Sicakhigin Etkisi

A. tubingensis HBF 202’in en iyi fitaz liretimini gergeklestirdigi sicaklig
belirlemek i¢in, 100 mL fitaz {iretim ortam1 500 mL’lik erlenlere pH 5.5 olacak
sekilde eklendi. Hazirlanan bu besi ortamlarina A. tubingensis HBF 202 spor
solusyonundan 10° spor/mL olacak sekilde inokiile edildi. Kiiltiir ortamlar1 farkl
sicakliklarda (20, 30, 40 ve 50 °C), 110 rpm’de, 10-20 giin inkiibasyona birakildi.
Kiltlir ortamlarindan aseptik kosullar altinda her giin 6rnek alinarak, enzim
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aktivite lgiimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda ise kuru agirliklar ve ortam pH’1
tayin edildi.

3.9.3. Fitaz Uretimi Uzerine Baslangic pH’1mmin Etkisi

A. tubingensis HBF 202’nin en iyi fitaz iirettigi baslangic pH’m1 belirlemek i¢in,
500 mL’lik erlenlere 30 °C’de farkli pH’larda (pH 2.0-9.0) 100 mL fitaz iiretim
ortami hazirlandi. Kiiltiir ortamlarinin pH’larmin hazirlaniginda: pH 2.0-3.0 igin
0.2 M glisin-HCI tamponu, pH 3.5-5.5 i¢in 0.2 M sitrat tamponu, pH 6.0-7.5 i¢in
0.2 M Tris- maleat tamponu ve pH 8.0-9.0 i¢in Tris-HCI tamponu kullanildi.
Hazirlanan bu kiiltiir ortamlaria A. tubingensis HBF 202 spor solusyonundan 10°
spor/mL olacak sekilde inokiile edildi. Kiiltlir ortamlar1 110 rpm’de, 10-15 giin
inkiibasyona birakild. inkiibasyon siiresince kiiltiir ortamlarindan aseptik kosullar
altinda her giin drnek almarak, enzim aktivite Slgiimleri yapildi. Inkiibasyon
sonunda ise kuru agirliklart ve ortam pH’1 tayin edildi.

3.10. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin Biiyiime Kinetigi

Mikrobiyal bitylime kinetikleri: kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) veya
stirekli (continous) kiiltiir yontemleriyle yiiriitiilmektedir. Filamentéz yapili
funguslar da biiylime kinetigi ise en iyi kesikli (batch) kiiltiir ortamlarinda saptanir
(Colakoglu, 2001).

Biiytime kinetigi, kiiltlir kosullarinin optimize edilmesinden sonra belirlenen 30 °C
ve pH 5.0’da ¢alisildi. A. tubingensis HBF 202’ nin {iretimi igin, 100 mL fitaz
iretim ortami, 500 mL’lik erlene (20 adet) eklendi. Bu besi ortamlarina A.
tubingensis HBF 202 spor solusyonundan 10° spor/mL olacak sekilde inokiile
edildi. Kiiltiir ortamlar1 g¢alkalamali inkiibatorde 30 °C de, 110 rpm, 10 giin
inkiibasyona birakildi. A. tubingensis HBF 202’nin biiylime kinetigini saptamak
icin her giin erlenlerden iki tanesi, darasi dl¢iilmiis filtre kdgid1 (398 nolu Filtrak,
Germany) kullanilarak, Buhner hunisinde vakum altinda siiziildii. Daras1 6l¢iilmiis
filtre kagidinda kalan miseller distile su ile yikanarak, 80 °C’daki etiivde 24 saat
kurutuldu. Hassas terazide (Scaltec SBA 31, Germany) tartild1 ve filtre kdgidinin
daras1 ¢ikarilarak biyokiitle (g/100 mL) hesaplandi. Ayrica kiiltiir ortami
sliziintiistiniin glinliik pH (Senso Direct pH 200, Germany), protein tayini ve enzim



42

aktivite Ol¢iimleri yapildi. En iyi enzim aktivitesi gosteren siiziintii, enzim kaynagi

olarak kullanilmak iizere -20 °C da derin dondurucuda (Bosch, Germany) saklandi.

3.11. Fitazin Saflastirilmasi

A. tubingensis HBF 202 tarafindan enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik, pH ve
inkiibasyon zamani belirlendikten sonra saflagtirma iglemlerine gegildi. Optimum
kosullarda (pH 5.0 ve 30 °C) enzim liretimi yapilarak belirlenen optimum giinde

(8. giin) kiiltiir ortamu siiziildii ve siiziintii enzim kaynag1 olarak kullanildi.

Saflastirmada ilk adim olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi, daha sonra ise
sirastyla fenil sepharoz CL-4B (hidrofobik etkilesim), DEAE sepharoz CL-6B
(iyon degisim) ve Sefakril 200HR (jel filtrasyon) kolon kromatografileri
uygulandi. Aksi belirtilmedikce tiim saflagtirma adimlar1 4 °C’de yapildi.

Saflastirma boyunca elde edilen fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri
belirlenen standart kosullarda yapildi. Ham ekstrakt olan ekstraseliiler sivinin
saflastirma katsayis1 1 kabul edilerek ve diger fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri
ham ekstrakt spesifik aktivitesine oranlanarak saflagtirma katsayilar1 hesaplandi.
Fraksiyonlarin % verimlerini belirlemek i¢in ham ekstrat verimi 100 olarak kabul
edilerek ve fraksiyonlarin total aktivitesi ham ekstrakt total aktivitesine
oranlanarak % verimleri hesaplandi. Elde edilen veriler saflagtirma Cizelgesi
olusturularak 6zetlendi.

3.11.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Saflagtirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik teknikler kullanilir.
Enzim saflagtirmada en ¢ok kullanilan tekniklerden biri, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ¢oktiirmedir. Proteinlerin su igerisindeki ¢oziiniirliikleri ¢ok
azdir. Ortama bir miktar nétral tuz (NaCl ve (NH,),SO, gibi) ilave edildiginde
(disiik iyonik kuvvet) proteinlerin yiizeyinde veya i¢ kisimlarinda bulunan
hidrofilik gruplarin su ile etkilesim derecesi artar, bu durumda proteinlerin
¢ozlnirlikleri de artar. Bu olaya salting in denir. Protein ¢ozeltisine ¢ok miktarda
ndtral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer alan
hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar1 tarafindan uzaklagtirilir,
bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri artar ve proteinler
¢okerler. Bu olaya ise salting out denir. Protein ¢ozeltisinde hidrofobik alanlari
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biiyiik ve daha fazla olan proteinler, hidrofobik alanlar1 kiiciik ve daha az
olanlarinkine gore daha c¢abuk birbirleri ile etkileserek c¢okerler. Boylece
proteinlerin fraksiyonlanmasi saglanmis olur (Metin vd., 2007).

Optimum kosullarda tiretimi yapilan kiiltiir ortam1 (ham ekstrakt) amonyum siilfat
¢oktiirme denemeleri i¢in kullanildi. Ham ekstrakta sirasiyla % 0-20, % 20-40, %
40-60, % 60-80, % 80-100 araliklarinda 4 °C’de doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi
eklendi. Ham ekstrakta ilk olarak % 20 amonyum siilfat eklenerek 2 saat manyetik
karistiricidda  yavas yavas karigtirildi. Cozelti 20.000 x g de 30 dakika
santrifiijjlendi. Siipernatant ve pelletler birbirinden ayrildi. Stipernatanta sirasiyla
diger konsantrasyonlarda doygun amonyum siilfat eklenerek isleme devam edildi.
Her bir fraksiyondaki pellet, 20 mM asetat (4°C, pH 4.5) tamponunda ¢oziilerek
asagida anlatildigi gibi diyaliz yapildi. Diyaliz sonras1 aktivite ve protein tayini
yapildi. Biitlin fraksiyonlar i¢in spesifik aktivite, saflastirma katsayisi ve % verim
hesaplandi.

3.11.2. Diyaliz

Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan tiim kiiglik molekiilleri uzaklastirmak
icin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlar1 ve diger
kiiciik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir. Ayrica biyolojik
molekiillere zayif bir sekilde bagli olan kiigiik iyonlar1 ve molekiilleri de bu
yontemle ortamdan uzaklagtirmak miimkiindiir (Metin, 2007).

Sirastyla % 0-20, % 20-40, % 40-60, % 60-80 ve % 80-100 amonyum siilfat
¢oktiirmesinden elde edilen pelletler, uygun hacimde 20 mM asetat (pH 4.50)
tamponunda geri ¢oziildii. Daha sonra yar1 gegirgen bir membrandan olusan
diyaliz torbasi (Selilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut
Off 12.000 Da, 25 mm x 16mm) uygun uzunluklarda kesildi ve tek tip gdzenek
bliyiikligli saglamak ve agir metal kontaminantlar1 gidermek i¢in 6n islemden
gecirildi (Cizelge 3.5). Diyaliz torbalarina ornekler aktarildi ve uglart klipsler
yardimi ile baglandi. Daha sonra pelletlerin ¢ozlindiigli ayn1 tampona kars1 36 saat
siireyle tampon 3 defa (toplam 1500 mL) degistirilerek diyaliz edildi. Diyaliz
islemi manyetik karigtiric lizerinde 4°C’de gerceklestirildi.



44

Cizelge 3.5. Diyaliz torbasinin 6n islemden gegirilmesi

1| % 0.3’ lik sodyum siilfit ¢6zeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletilir.
2 | Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

3 | % 0.2’ lik silfiirik asitte 1 dakika bekletilir.

4 | Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

3.11.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi protein molekiillerinin hidrofobik gruplari ile
durgun faz arasindaki hidrofobik etkilesime dayanir. Durgun faz hidrofilik bir
polimere (dekstran veya agaroz) baglh kiigiik non-polar gruplan (butil, oktil veya
fenil) icermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin
bulundugu fraksiyon yiiksek tuz derigsimi iceren tampon igerisinde (genellikle
amonyum siilfat) kolona yiiklenir. Bagli proteinlerin kolondan uzaklastirilmas: ise
tampondaki tuz derisimi azaltilarak yapilir. Yani ters tuz gradienti olusturularak
yikama yapilir. Bu yontem o6zellikle amonyum siilfat gibi tuzlarla yapilan
¢oktiirmeden sonra proteinlerin daha ileri saflagtirilmasi i¢in idealdir (Metin vd.,
2007).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in fenil sefaroz CL-4B (20 mL yatak
hacimli, 1 x 20 cm, Biorad, USA) kolon dolgu maddesi kullanildi. Kolon 6nce 1
M (NH,),SO, iceren 20 mM asetat (pH 4.50, 4°C) tamponu ile yikanarak kararl
hale (hidrofobik alanlarin agiga ¢ikmasi saglandi) getirildi. % 80-100’liik
amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen enzim kaynagi diyaliz islemi
uygulanmadan, fenil sefaroz CL-4B kolonuna yiiklendi. Daha sonra, kolon
peristaltik pompa ile (ATTA AC-2110, Japonya) saglanan 66 mL/saat akig hizinda
ayni tampon ile yikanarak kolona baglanmayan proteinlerin kolondan uzaklagmasi
saglandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler fraksiyon kollektorii ile (Bio-Rad Model 2110,
USA) 5’er mL’lik hacimlerde toplandi. Kolondan proteinlerin  ¢ikisi
spektrofotometrede 280 nm’deki absorbans Oolgiilerek izlendi. Kolon yikama
islemine 280 nm’de absorbans diisene kadar devam edildi. Daha sonra kolona 1
M’ dan 0 M’a kadar azalan (NH,;),SO, ters tuz gradienti uygulandi. Gradientin
bitiminin hemen ardindan, kolona bagli muhtemel proteinlerin kolondan ¢ikmasi
i¢in, tuz igermeyen ayni tamponla yikamaya devam edildi. Kolondan ¢ikan her

fraksiyonda enzim aktivitesi Olciildii. Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar
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birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlardan (NH,),SO,4 tuzunu uzaklagtirmak igin 20
mM asetat (pH 4.50, 4°C) taponuna kars1 12 saat siireyle diyaliz edildi.

3.11.4. fyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi proteinlerin elektrik yiikiine bagl olarak ayrilmasimni
saglayan ve protein saflagtirma islemlerinde ¢ok sik kullanilan 6nemli bir tekniktir.
Bu metotta pozitif veya negatif yiike sahip maddelerin elde edilmesi saglanir.
Sabit faz yiizeyinde ya pozitif ya da negatif yiiklii gruplar bulunur. Eger pozitif
yiklii olanlarin elde edilmesi isteniyorsa, numune katyon degistiren kolona
uygulanmalidir. Bu halde nétr ve negatif yiiklii olanlar mobil fazda kalirlar ve
pozitif yiiklii olanlar sabit faza baglanirlar. Aksine negatif yiikli olanlarin elde
edilmesi gerekiyorsa, bu kez bir anyon degistiricisi kolona ilave edilir. Boylece
ndtr ve pozitif olanlar, hareketli fazla kolondan gecip atilirlar. Sabit faza
baglanmis olan tiirler, hareketli fazdaki iyon yogunlugu artirilarak veya pH
degistirilerek kolondan ayrilirlar.

Iyon degisim kromatografisi igin, negatif yiiklii proteinlerin saflastirilmasinda
kolon dolgu maddesi olarak pozitif yiikke sahip DEAE sefaroz CL-6B (35 mL
yatak hacimli, 2.5x10 cm, Biorad, USA) kullanildi. Diyaliz sonrasi elde edilen
diyalizat, 20 mM asetat (pH 4.50, 4°C) tamponu ile dengeye getirilen DEAE
sepharoz CL-6B kolonuna yiiklendi. Daha sonra, kolon peristaltik pompa ile
(ATTA AC-2110, Japan) saglanan 86 mL/saat akis hizinda ayni tampon ile
yikanarak baglanmayan proteinlerin kolondan ¢ikmasi saglandi. Baglanmayan
proteinler kolondan uzaklastirildiktan sonra kolona 0 M’ dan 1 M’a kadar artan
NacCl linear tuz gradienti uygulanarak kolona bagli proteinlerin ¢ikmasi saglandi.
Kolondan ¢ikan ornekler fraksiyon kollektorii ile (Bio-Rad Model 2110, USA)
5’er mL’lik hacimlerde toplandi. Kolondan protenlerin ¢ikis1 spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 280 nm’deki absorbans 6l¢iilerek izlendi. Kolondan
¢ikan her fraksiyonda enzim aktivitesi olgiildii. Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar
birlestirildi ve bu fraksiyonlar bir sonraki saflagtirma adiminda kullanilarak
saflastirma islemine devam edildi. DEAE sefaroz CL-6B kolonundan ¢ikan aktif
fraksiyonlar  10.000 MWCO ultrafiltrasyon membran1  (Vivacell 250
ultrafiltrasyon, Sartoris, Almanya) ile konsantre edildi. Konsantre edilen 6rnekte
aktivite ve protein tayini yapildi ve bir sonraki saflastirma adimi olan jel filtrasyon
kolonuna uygulandi.
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3.11.5. Jel Fitrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi farkli molekiil biiyiikliigiindeki proteinlerin ayrimini
saglayan bir kromatografi seklidir. Bu amagla, 70 mL yatak hacmine sahip
Sefakril 200HR igeren kolon (1x100 cm) kullanildi. Kolon énce 20 mM asetat (pH
4.50, 4°C) tamponu ile dengeye getirildi. Bir dnceki adimda konsantre edilen
ornek peristaltik pompa yardimiyla kolona yiiklendi. Kolon 15 mlL/saat akis
hizinda 20 mM asetat (pH 4.50, 4°C) tamponu ile yikanarak, proteinlerin ¢ikist
spektrofotometrede 280 nm’deki absorbans 6lgiilerek izlendi. Kolonda protein
¢ikig1 olmayincaya kadar kolonu yikama iglemine devam edildi. Kolondan ¢ikan
ornekler fraksiyon kollektorii ile (Bio-Rad Model 2110, USA) 5’er mL’lik
hacimlerde toplandi. Kolondan ¢ikan her fraksiyonda enzim aktivitesi Ol¢iildii.
Aktivitesi yliksek olan fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen bu fraksiyonlar daha

sonra karakterizasyon caligmalar i¢in kullanildi.
3.12. Elektroforez ve Zimografi

3.12.1. Fitazinin Molekiil Agirhiginin Belirlenmesi

Saflastirma boyunca elde edilen fraksiyonlarin safligin1 ve enzimin molekiiler
agirligi Laemmli yontemine (1970) gére PAGE (poliakrilamit jel elektroforezi) ve
SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi) ile tayin edildi.
Standart olarak domuz miyozini (200.000 Da), E. coli’den B-galaktozidaz
(116.000 Da), tavsan kasindan fosforilaz B (97.400 Da), sigir albumini (66.000
Da), yumurta albumini (45.000 Da) ve sigir eritrositinden karbonik anhidraz
(29.000 Da) kullanildi. Fitazin goriintiilenmesi i¢in PAGE ve SDS-PAGE
kullanilarak zimogram yapildi. SDS-PAGE, PAGE (Laemmli, 1970) ve zimogram
(Chen vd.,2004; Sung vd., 2005) asagida anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

3.12.1.1. PAGE ve SDS-PAGE i¢in Gerekli Cézeltiler

Yiizde 30’luk akrilamid/N N'-metilenbisakrilamid stok ¢ozeltisi: 30 g
akrilamid ve 0.8 g N,N'-metilenbisakrilamid 100 mL ultra saf suda ¢ozildii.
Hazirlanan ¢ozelti koyu renkli sisede ve 4 °C’ de saklandi.

Ayirma tamponu (separating tamponu): 1.5 M Tris-HCI hazirlandiktan sonra,
konsantre HCI kullanilarak pH’1 8.8’¢ ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.
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Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 0.5 M Tris-HCI hazirlandiktan
sonra pH’1 6.8’e ayarlandi ve oda sicakliginda saklandu.

Amonyum persiilfat: % 10’luk amonyum persiilfat ultra saf su igerisinde taze

olarak hazirland.

Sodyum dodesil siilfat (SDS): % 10’luk SDS ultra saf su icerisinde yavas yavas
karigtirilarak hazirlandi.

Ornek tamponu: 0.6 M Tris-baz (pH 6.8) 5 mL, SDS 0.5 g, sukroz 5.0 g, B-
merkaptoetanol’den 0.25 mL ve % 0.5’lik stok brom fenol mavisi ¢ozeltisinden 5
mL alinarak karigtirildi ve hacmi ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. PAGE igin
hazirlanan yiikleme tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmadi. Ornek
tamponu kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi. B-merkaptoetanol’iin
etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona ayni oranda
ilave edildi.

Elektroforez tamponu (Yiiriitme tamponu): 3 g Tris-baz ve 14.4 g glisinve 1 g
SDS karistirilarak hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanarak pH’1 8.3’¢ ayarlandi.
PAGE ig¢in hazirlanan elektrot tamponunda SDS kullanildi. Hazirlanan tampon
kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi. Tampon 2-3 kez kullanildiktan sonra
yenilendi.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi: Commasie blue boyadan 100 mg, 6nce 200 mL
metanol (% 50) i¢cinde ¢6ziildii, daha sonra 35 mL asetik asit (% 10) ilave edilerek,
ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Yikama Cozeltisi: % 10 metanol ve % 7 asetik asit ¢ozeltisinden olugmaktadir.

Jelin Hazirlamisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi dnlemek igin
biitiin igslemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlari % 70’lik etanolle
iyice temizlendikten sonra jelin sizmasini énlemek i¢in standina yerlestirildi. Cam
levhalar arasinda sizint1 olup olmadigi kontrol edildikten sonra, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde degaze edilmis % 8’lik ayirma jeli, TEMED ve amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra karistirildi. Hazirlanan jel mini elektroforez (Bio-
Rad, Mini-PROTEAN, U.S) camlar1 arasina dokiildii. Ayirma jelinin igerigi
Cizelge 3.6’ de verildi.
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Jelin havayla temasii kesmek i¢in, lizeri % 70’lik etanolle kapatildi ve jelin
polimerlesmesi i¢in 1 saat bekletildi. Siire sonunda ayirma jelinin iizerindeki alkol
kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavas yavas alindi ve lizerine % 4’lik
yogunlastirma jeli dokiildii. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasma ve
ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi ve polimerlesmesi i¢in
1-2 saat beklendi. Yogunlastirma jelinin igerigi Cizelge 3.7°de verildi.

Cizelge 3.6. % 8’lik ayirma jelinin igerigi

Jelin Icerigi Miktar (mL)
Distile su 2.59
Ayirma tamponu (pH 8.8) 1

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid | 1.33

% 10’ luk SDS (SDS-PAGE i¢in) | 0.05

% 10’luk amonyum persiilfat 0.025
TEMED 0.00175

Cizelge 3.7. % 4’ lik yogunlastirma jelinin icerigi

Jelin Icerigi Miktar (mL)
Distile su 1.875
Yogunlastirma tamponu (pH 8.8) | 0.25

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid | 0.3375

% 10’ luk SDS (SDS-PAGE i¢in) | 0.025

% 10’luk amonyum persiilfat 0.0125
TEMED 0.0035

3.12.1.2. Orneklerin hazirlamsi ve jele uygulanisi

Jele uygulanacak Ornekler ve standart, ornek tamponuyla uygun seyreltmeleri
yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. (PAGE i¢in ornekler
kaynatilmadi). Tarak jele zarar vermeden c¢ekildi ve jel elektroforez tamponu ile
yikanarak polimerlesmeyen jel uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar elektroforez
tamponu ile dolduruldu ve uygun seyreltmeleri yapilan orneklerden 15 pL
yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin icine yerlestirildi ve
kuyucuklarn iizerini ortecek sekilde elektroforez tamponu eklendi. Gii¢ kaynag:
(UVP, Germany) ile 200 V 20 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin ayirma
islemi yapildu.
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3.12.1.3. Jelin boyanmasi

Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden st jel ayrildi. Boyanin aldigi yol elektronik
kumpasla olgiildiikten sonra, protein boyamasi yapildi. Coomassie Blue G-250
cozeltisi ile 1 saat 100 rpm’de calkalanarak boyandi. Boyamadan sonra jeldeki
fazla boya yikama ¢ozeltisi ile 100 rpm’ de yikanarak uzaklastirildi ve bantlar
gOriiniir hale geldi.

3.12.1.4. Zimografi

Zimografi i¢in cam plaklar arasindan ¢ikarilarak ayrilan jel, oda sicakliginda 5 dk
ultra saf su ile yikandi. Jel % 1°lik Triton X-100 igeren 20 mM asetat (pH 4.50,
4°C) tamponunda oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Daha sonra jel bu tampondan
alinarak birka¢ kez ultra saf su ile yikandi. Jel, 4 mM sodyum fitat iceren 20 mM
asetat (pH 4.50, 4 °C) tamponda (30 mL) 55 °C’de 1 saat etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda ¢dzelti uzaklastirildi ve jel ultra saf su ile yikandi. Yikama
isleminden sonra jel, taze hazirlanan renk c¢ozeltisi i¢inde yesil bantlar
belirginlesene kadar oda sicakliginda 1-2 saat bekletildi. Gerekli olglimler
yapildiktan sonra renk ¢ozeltisi uzaklastirildi ve ultra saf su igerisinde 4 °C’de
sakland1 (Chen vd.,2004). Taze hazirlanan renk ¢ozeltisinin igerigi Cizelge 3.8’de
verildi.

Cizelge 3.8. Taze hazirlanan renk ¢dzeltisinin igerigi

Renk ¢ozeltisinin igerigi Miktar (mL)
Distile su 13

2.5 N HCI 18

% 2.6’lik amonyum molibat 18

% 0.126°11ik malasit yesili 0.025

3.12.1.5. Fitazin molekiil agirhginin hesaplanmasi

Elektroforez sonucunda PAGE ve SDS-PAGE sonuglar1 karsilagtirilarak fitaz
band1 belirlendi. SDS-PAGE jelinde boyanin, standartlarin ve enzimin kat ettikleri
mesafeler elektronik kumpas (Mitutoyo, CD-15CP, U.K.) yardimi ile &lgiildii.
Standartlarin ve enzimin Rf degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
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Ornegin aldig1 yol

Boyanin aldig1 yol

Standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmasi alindi ve Rf degerlerine karsi
grafik ¢izildi. Elde edilen standart grafigin denkleminden yararlanilarak enzimin
molekiil agirlig1 saptandi.

3.13. Aspergillus tubingensis HBF 202 Fitazinin Karakterizasyonu

3.13.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesi {lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi hem ham enzimde hem
de saflagtirilmig enzimde, 5-80 °C arasindaki sicakliklarda yapildi. Sodyum fitat
¢ozeltisi (100 mM) ham enzim igin 0.2 M asetat tamponunda (pH 5.5), saf enzim
i¢in ise 0.2 M glisin-HCI (55 °C pH 2.5) tamponunda hazirlanarak, standart deney
ortamina final konsantrasyonu 7.5 mM olacak olacak sekilde konuldu. Saf enzim
cozeltisi 0.2 M glisin-HCI (55 °C, pH 2.5) tamponu ile 5 kat seyreltildi. Enzim
aktivitesi sadece sicaklik parametresi degistirilerek, standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

3.13.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisinin belirlenmesi hem ham enzimde hem de
saflagtirilmig enzimde yapildi. Standart deney ortaminin pH’s1t 0.5 birimlik
araliklarla pH 1.5.-8.0 araliginda (sicaklik ham enzim i¢in 55 °C, saf enzim i¢in ise
60 °C) ayarlandi. Tampon ¢ozeltiler olarak pH 1.5-3.0 i¢in 0.2 M glisin-HCI
tamponu, pH 3.5-5.5 i¢in 0.2 M sitrat tamponu ve pH 6.0-8.0 i¢in 0.2 M Tris-
maleat tamponu kullanildi. 100 mM stok sodyum fitat ¢dzeltisi ham enzim igin 0.2
M asetat (55 °C, pH 5.5) tamponunda, saf enzim i¢in ise, 0.2 M glisin-HCI (60 °C,
pH 2.5) tamponunda hazirlanmis final konsantrasyonu 7.5 mM olacak sekilde
standart deney ortamina konuldu. Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda
olgtildii.

3.13.3. Enzim Aktivitesi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek icin sabit substrat
konsantrasyonunda (final konsantrasyon 7.5 mM), optimum pH (0.2 M glisin-HCI,
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pH 2.5) ve sicaklikta (60°C) enzim farkli siirelerde inkiibasyona birakilarak
standart deney kosullarinda aktivite tayin edildi.

3.13.4. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek igin, saflastirilmis enzim
stabilitesinin belirlenecegi sicakliklar olan 25 °C, 37°C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C’ de
hazirlanan 0.2 M glisin-HCI tamponu (pH 2.5) ile 5 kat seyreltildi. Enzim bu
sicakliklardaki su banyosunda (Poly science 911, USA) 24 saat boyunca inkiibe
edildi ve belirli araliklarda Ornekler alinarak standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapildi. Her bir deneme i¢in baslangigtaki
aktivite dl¢limii kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol
degerine gore % deger olarak belirlendi.

3.13.5. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’n Etkisi

Enzim stabilitesi {izerine pH’1n etkisini belirlemek i¢in, pH 1.5; 2.0; 2.5 ve 3.0
degerlerinde 0.2 M glisin-HCI tamponu, pH 4.0 ve 5.0 i¢in 0.2 M sitrat tamponu
kullanildi. Enzim ¢ozeltisi bu tamponlarla 5 kat seyreltildi ve 25 °C’deki su
banyosunda (Poly science 911, USA) 24 saat inkiibe edildi. Enzim ¢ozeltisinden
inkiibasyon boyunca belirli araliklarla 6rnekler alind1 ve standart deney kosullar
altinda aktivite dl¢limil yapildi. Her bir deneme igin baslangictaki aktivite 6lglimii
kontrol (100) olarak kabul edildi ve geri kalan aktiviteleri % deger olarak
belirtildi.

3.13.6. Enzimin Sicaklik Stabilitesi Uzerine Polihidrik Alkollerin Etkisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amaciyla gesitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol) etkisi incelendi. Polihidrik alkoller, 60 °C’de, pH’s1 2.5
olan 0.2 M glisin-HCI tamponu igerisinde 1, 2 ve 3 M konsantrasyonda olacak
sekilde hazirlandi. Saflagtirilmig enzim bu c¢ozeltilerle 5 kat seyreltilerek, 60
°C’deki su banyosunda, 2 saat inkiibe edildi. Polihidrik alkol igermeyen enzim de
kontrol olarak kabul edildi ve ayni kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
enzim aktiviteleri standart deney kosullarinda tayin edildi. Her bir deneme igin
baslangictaki aktivite 6l¢iimii kontrol (100) olarak kabul edildi ve 2 saat sonunda
geri kalan aktiviteleri % deger olarak belirlendi.
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3.13.7. Enzim Stabilitesi Uzerine Organik Céziiciilerin Etkisi

Enzim stabilitesi tizerine organik ¢06ziiciilerin etkisini belirlemek i¢in 1,4-dioksan,
aseton, asetonitril, benzen, biitanol, dietileter, dimetilsiilfoksit (DMSO), etanol,
etilasetat, gliserol, hekzan, isopropanol, metanol, siklohekzan ve toluen kullanildi.
Organik c¢oziiciiler final konsantrasyonlari1 % 0.5 ve % 1 olacak sekilde
saflagtirilmis enzimle karigtirildi ve 25 °C’deki inkiibatérde 150 rpm hizda
calkalamali olarak 1 saat inkiibe edildi (Cizelge 3.9 ve 3.10). Inkiibasyon sonunda
enzim aktiviteleri standart deney kosullarinda tayin edildi. Higbir organik ¢oziicii
icermeyen enzim de kontrol olarak kabul edildi ve ayni kosullarda inkiibe edildi.
Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve deney gruplarinin kontrole
gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.

Cizelge 3.9. % 0.5 organik ¢oziicii igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu
(pH 2.5, 60 °C) 348 uL 348 uL
Organik ¢ozgen 2 uL 2 uL
Enzim ¢ozeltisi 20 uL 20 uL
60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat i 30 il

(0.2 M glisin-HCI tampon)

60 °C’de 20 dk inkiibasyon

% 15 TCA - 400 pL

20 mM Sodyum fitat

(0.2 M glisin-HCI tampon)
2000 x g’de 10 dk santrifiij

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢timii

30 uL -
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Cizelge 3.10. % 1 organik ¢6ziicii igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu
(pH 2.5, 60 °C) 346 uL 346 uL
Organik ¢ozgen 4 uL 4 uL
Enzim ¢ozeltisi 20 pL 20 pL
60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL. -
20 mM Sodyum fitat i 30 il

(0.2 M glisin-HCI tampon)
60 °Cde 20 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat
(0.2 M glisin-HCI tampon) 30 ulL i
2000 x g’de 10 dk santrifiij
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

3.13.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Enzim aktivitesi tizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve
pH’da (60 °C ve pH 2.5), sabit inkiibasyon siiresinde (20 dk) ve farkh
konsantrasyonlarda (100, 111, 125, 143, 167, 200, 250, 333, 500, 1000 uM
sodyum fitat) substrat kullanilarak enzim aktivitesinin spektrofotometrik olarak
Olglilmesiyle belirlendi. Enzimin K, Vve Vp. degerleri Lineweaver-Burk

grafiginden hesaplandi.

3.13.9. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla 0.2 M glisin-HCI tamponunda
(optimum pH 2.5) hazirlanan 20 mM 4-nitrofenil-fosfat, 5-brom-4-klor-3-indol
fosfat, D-fruktoz-1,6-bisfosfat, D-fruktoz-6-fosfat, D-glukoz-1-fosfat, D-glukoz-6-
fosfat, a-gliserofosfat, B-gliserofosfat, a-naftil fosfat, B-naftil fosfatin ¢ozeltileri
substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesi standart deney kosullar altinda 6l¢tildii.
Sodyum fitat igin Olgiilen deger kontrol olarak (100) kabul edildi ve aktivite

degisimleri % deger olarak hesaplandi.
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3.13.10. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin spesifik inhibitorii olan fenil metil siilfonil floriir (PMSF); SH-
grubu (siilfidril grubu) inhibitdrii olan B merkaptoetanol; SH-grubu ve disiilfit
grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve aymi zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol
(DTT); sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksidasyon ajani1 olan 5,5-
dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB); triptofan inhibitérii olan N-bromo
suksinamid (NBS); karboksil grubu inhibitorii olan sikloheksil-N-(2-
morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-sulfonat (CMC); sistein ve histidin
alkilleyici iodoasetamid (IAA); arjinin inhibitorii olan 2,3 biitandion; kuvvetli fitaz
inhibitorii olan vanadat, molibdat ve askorbik asit ve diger bir kuvvetli inhibitor
olan floriir; kaotropik ajan olan borik asit, okzalat, sitrat; protein denaturanti olan
iire, sodyum azid ve SDS; indirgeyici madde glutatyon kullanildi.

PMSF, n-propanolda, DTNB ise 0.1 M NaOH de ¢6ziildii. Inhibitrler 100 mM’lik
stok c¢ozeltilerinden, deney ortamina final konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak
sekilde eklendi ve standart kosullarda aktiviteleri tayin edildi (Cizelge 3.11 ve
3.12). Hicbir inhibitdr veya denatiirant icermeyen deney ortami kontrol olarak
kabul edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve deney
gruplarmin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.

Cizelge 3.11. 1 mM inhibitdr ve denatiirant igeren deney ortami.

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu
(%H 25, 60°C) P 342 UL 342 UL
inhibe edici ajan (100 mM) 8 uL 8 uL
Enzim cozeltisi 20 pL 20 pL
60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat i 30 Ul
(0.2 M glisin-HCI tampon)
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM _Sodyum fitat 30 il i
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2000 x g’de 10 dk santrifiij
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi
50 °C°de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii
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Cizelge 3.12. 5 mM inhibitor ve denatiirant igeren deney ortama.

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu

(pH 2.5, 60 °C) 310 uL 310 uL

Inhibe edici ajan (100 mM) 40 pL 40 pL

Enzim ¢ozeltisi 20 pL 20 pL

60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL. -
20 mM Sodyum fitat i 30 il

(0.2 M glisin-HCI tampon)

60 °Cde 30 dk inkiibasyon

% 15 TCA - 400 pL

20 mM _Sodyum fitat 30 il i

(0.2 M glisin-HCI tampon)
2000 x g’de 10 dk santrifiij

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

3.13.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in AICl;, BaCl,,
CaCl,, CoCly, CuCl,, FeCls, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, NaCl, NH,CI, NiCl,,
PbCly, ZnCl, ve EDTA kullanildi. Metal iyonlar1 100 mM stok ¢dzeltisinden final
konsantrasyonu 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde deney ortamlarina eklendi (Cizelge
3.13, 3.14 ve 3.15). Higbir metali igermeyen deney ortami, kontrol olarak kabul
edildi. Standart kosullarda aktivite tayini yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100
olarak kabul edildi ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger
olarak belirlendi.

3.13.12. Enzim Aktivitesi Uzerine inorganik Fosfatin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inorganik fosfatin etkisini belirlemek i¢in, hazirlanan stok
KH,PO, (100 mM) ¢ozeltiden, final konsantrasyonu 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ve 10.0 mM
olacak sekilde deney ortamina ilave edilerek, standart deney kosullarinda aktivite
Ol¢iimleri yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve deney

gruplarmin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.
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Cizelge 3.13. 1 mM metal iyonu igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu
(%H 25, 60°C) P 346 L 346 L
Metal Iyonlar 4 uL 4 uL
Enzim ¢ozeltisi 20 pL 20 pL
60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM _Sodyum fitat i 30 il
(0.2 M glisin-HCI tampon)
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL

20 mM Sodyum fitat
(0.2 M glisin-HCI tampon)

30 uL

2000 x g’de 10 dk santrifiij

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi

50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

Cizelge 3.14. 5 mM metal iyonu iceren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu

(%H 25, 60°C) P 330 L 330 L

Metal iyonlar: 20 pL 20 pL

Enzim ¢ozeltisi 20 pL 20 uL

60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -

20 mM _Sodyum fitat i 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
60 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL

20 mM Sodyum fitat
(0.2 M glisin-HCI tampon)

30 uL

2000 x g’de 10 dk santrifiij

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi

50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii
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Cizelge 3.15. 10 mM metal iyonu iceren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

0.2 M glisin-HCI tamponu 310 uL 310 uL
(pH 2.5, 60 °C)

Metal Iyonlar 40 uL 40 pL

Enzim ¢ozeltisi 20 pL 20 pL

60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)

60 °C’de 20 dk inkiibasyon

% 15 TCA - 400 pL

20 mM Sodyum fitat 30 uL -

(0.2 M glisin-HCI tampon)
2000 x g’de 10 dk santrifiij

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢ozeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

3.13.13. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein derisimi, fosfor standardi, Vs Ve K, degerleri lineer regresyon analizi ile
saptandi (STATISTICA 7.0). Her deney ii¢ tekrar {izerinden yapildi. Gruplar
arasindaki farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in tek
yonli varyans analizi (Tukey ve Duncan Testi) yapildi. (STATISTICA 7.0)
Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eslenmis
orneklerde t-testi uygulandi (STATISTICA 7.0).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fungusun Molekiiler Tanmisi

Morfolojik olarak A. tubingensis HBF 202 olarak teshis edilen izolatin, ITS gen
bolgesi PCR ile cogaltildi. PCR firiinleri, sekans i¢cin Macrogen (Giliney Kore)
firmasma gonderildi. Gelen sekans sonucu, Clustal W programi kullanilarak
hizalandi. Hizalanan sekans dizisi www.pubmed.com adresinde yer alan niikleotid
blast programi araciliiyla veri tabaninda yer alan ITS dizileri ile karsilagtirild.
Veritabaninda kayitli ve tlir tanist yapilmis olan funguslar arasinda en yiiksek
benzerlik orant orani (% 99) Aspergillus tubingensis olarak saptand:. Nikleotid
blast programinda elde edilen diziler ile neighbor joining agaci elde edildi (MEGA
6) (Sekil 4.1). Buna gore HBF 202 izolatimiz A. tubingensis’in de iginde
bulundugu grupta yer alip daha once yapilan morfolojik taniy1 destekledi. A.
tubingensis HBF 202 izolatinin sekansi igin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html adresinde bulunan Sequin

programi kullanilarak Genbank’tan KM285407 kayit numarasi alindi.
4.2. Aflatoksin

A. tubingensis HBF 202 fungusunun aflatoksin tiretip tiretmedigi Hg Czapek Dox
Agar, Glukoz Yeast Ekstrakt ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi.
Hazirlanan bu ortamlara malt ekstrakt agarda spor olusumu saglanan stokdan tek
nokta ekimi yapildi ve 30 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kiiltiirler UV 15181 altinda incelenerek 1s1ma yapip yapmadigina bakildi. A.
tubingensis HBF 202’nin UV 15181 altinda 151ma vermemesi dolayisiyla aflatoksin
iiretmedigi saptandi. Bu sonug, calistigimiz fungusun endiistriyel calismalarda

giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gosterdi.

4.3. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin Fitaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarimin Etkisi

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde enzim iiretme kapasitelerinin taranmasi,

besiyeri formiilasyonu ve kiiltiir kosullarinin degerlendirilmesi 6nemli bir adimdir
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(Singh ve Satyanarayana, 2008). Kiiltiir kosullarinin optimizasyonunda amag,
sadece mikroorganizmanin en iyi gelisiminin ve enzim iiretiminin gerceklestigi
sicaklik ve pH’mn belirlenmesi degil; ayn1 zamanda enzimin ortama salindiktan

sonra stabil oldugu sicaklik ve pH’1n belirlenmesidir.

Aspergillus tubingensis - KF434096
Aspergillus niger - KF879927
Aspergillus awamori -DQ235784
Aspergillus costaricaensis - FJ629327
— Aspergillus phoenicis - U65307
Aspergillus piperis - FR733803
Aspergillus tubingensis - HBF 202
g9 Aspergillus tubingensis - GQ149492
Aspergillus tubingensis - KC796398
Aspergillus oryzae - JN227035
Aspergillus terreus - JN851044
Aspergillus brasiliensis - FJ867942
Aspergillus ficuum - EU821312
Aspergillus hennebergii - EU821313
Aspergillus ibericus - AY656627

93

85

66

100

Aspergillus lacticoffeatus - FJ629336

93

Aspergillus sclerotioniger - NR077192
Aspergillus carbonarius - AJ280012
Aspergillus ellipticus - NR103605

Penicillium cosmopolitanum - JX559861

|Aspergillus fumigatus - FJ878717
| Aspergillus fumigatus - JX006233
Aspergillus fumigatus - KJ001801

—_
0.0

Sekil 4.1. A. tubingensis HBF 202 ITS gen bdlgesinin dizileri ile en yiiksek
homoloji gosteren GENBANK’daki dizilerle elde edilmis neighbor

joining agact.

4.3.1. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Miktariin Etkisi

Inokulum miktarmnin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek icin, 100 mL fitaz
iiretim ortamu igeren 500 mL’lik erlenlere, uygun seyreltmelerden 10° 10° 10’
10° ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin
kuru agirliklari, ortamin pH’s1 ve fitaz aktiviteleri tayin edildi, sonuglar Cizelge
4.1’de sunuldu. A. tubingensis HBF 202 fungusunda fitaz {iretimi igin en uygun
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inokulum miktarin en yiiksek spesifik aktiviteye sahip olmasindan dolayr 10°
spor/mL olarak belirlendi (Sekil 4.2).

Calismamizda, inokulasyon miktarinin artmasiyla birlikte hiicre gelisiminde
azalma gozlenirken, inokulasyon miktar1 10° den 10° e kadar arttikca spesifik
aktivite degerinde artis saptandi ve 10° spor/mL ile diger inokulasyon miktarlari
aralarindaki fark karsilastirildiginda istatistiksel olarak énemli (p < 0.05) bulundu.
inokulasyon miktar1 10° spor/mL oldugu durumda ise, hiicre gelisimi oldukca
azdir. Inokiile edilen spor miktar1 ¢ok fazla olmasindan dolayz, kiiltiir ortamindaki
besinlerin yetersiz gelmesi sonucu tam bir gelismenin saglanamadigt ve spor
formunu korudugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.2). inokiilasyon miktarinmn 10°, 10’
ve 10° spor/mL oldugu kosullarda sonuglar hacimsel aktivite agisindan aralarindaki
fark karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. Fakat 10° spor/mL
inokulasyon miktarinda hem 596.43 U/mg hiicre ile en yiiksek spesifik aktiviteye
hem de 179.50 U/mL ile en yiiksek hacimsel aktiviteye sahip olmasindan dolayzi,
en uygun inokulasyon miktari olarak belirlendi.

Batik kiiltiir ortamlarina inokiile edilen mikroorganizma miktari, metabolitlerin
iretiminde  6nemli bir rol oynamaktadir (Mittal vd., 2012). Batik kiiltiir
ortamlarina yiiksek miktarda inokiile edilen mikroorganizma, iiretim ortaminda
hizl1 besin tiiketimine sebep olmaktadir. Kiiltlir ortaminda ki yetersiz besin ise,
mikroorganizmanin metabolik aktivitesinde azalmaya sebep olabilir. Eger batik
kiiltir ortamina inokiile edilen mikroorganizma az gelirse, bu seferde
mikroorganizma  metabolit  (6zellikle seconder  metabolit)  iiretimini
gerceklestiremez (Sunitha vd., 2000).

Rhizopus oligopoporus ( Sabu vd., 2002), Mucor indicus MTCC 6333 (Gulati vd.
2007b) ve Klebsiella sp.DB-3FJ711774.1 (Mittal vd., 2012) funguslariyla yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar, bizim c¢alisma sonuclarimiza benzer sekilde
olup; en diisiik ve en yiiksek inokulasyon degerlerinde oldukga diisik fitaz
aktivitesi elde edilmistir.
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Sekil 4.2. Enzim iiretimi lizerine inokulum miktarinin etkisi



Cizelge 4.1. Enzim {iretimi {izerine inokulum miktarinin etkisi

Inokulasyon | Hacimsel Aktivite | x | Kuru Spesifik Aktivite x| pH | Inkiibasyon
Miktar: (U/ml) Agirhik (U/mghiicre) Siiresi
(spor/mL) (ORT.£S.H.) (mg/mL) (ORT.  S.H.) (Giin)
10° 137.60 £ 5.28 a| 0.3707 371.19 £5.28 al421 12
10° 127.05+3.14 | a| 03312 383.61 +3.14 a| 4.09 12
10’ 131.40+£3.44 | a| 02709 485.05 +3.44 b|4.36 12
108 179.50+2.33 [ b | 0.3009 596.43 +2.33 c | 4.09 10
10° 7520 +£5.21 c 0.2979 25243 £5.21 d| 4.98 7

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.
X: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05).

9
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4.3.2. Fitaz Uretimi Uzerine Sicakhigin Etkisi

A. tubingensis HBF 202’nin en iyi fitaz tretimini ger¢eklestirdigi sicakligi
belirlemek i¢in, 500 mL’lik erlene 100 mL 20, 30, 40 ve 50 °C’de pH’1 5.5 olacak
sekilde hazirlanan fitaz liretim ortami eklendi. A. tubingensis HBF 202 spor
solusyonundan 10® spor/mL olacak sekilde kiiltiir ortamima inokiile edildi ve 110
rpm’de, 10-20 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
kiiltiirlerin kuru agirliklari, ortamin pH’s1 ve fitaz aktiviteleri tayin edildi (Cizelge
4.2). A. tubingensis HBF 202 en iyi gelisimini ve enzim {iretimini gergeklestirdigi
sicaklik 30 °C olarak belirlendi. A. tubingensis HBF 202 fungusu 50 °C’de
gelismedi (Sekil 4.3).

A. tubingensis HBF 202’nin 20, 30, 40 ve 50 °C’lerdeki inkiibasyonlarinda
meydana gelen degisimler karsilastirildiginda aralarindaki farklar istatistiksel
olarak dnemli (p<0.05) bulundu. En iyi hiicre gelisiminin gergeklestigi 30 °C’de
595.04 U/mg ile en iyi enzim iiretimi gerceklesti. En iyi enzim aktivitesi de 233.32
U/mL ile 30 °C’de elde edildi. Fungusumuzun gelistigi sicaklik araligi
degerlendirildiginde mezofilik bir karakterde oldugu saptandi.

A. tubingensis HBF 202 nin 20 °C’deki inkiibasyonu 30 °C’ye gore daha fazla
siirdii. Fungusun 20 °C’de ki en yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi giin 17. giin
olup inkiibasyonun sona erdigi giin 20. giin olarak saptandi. Ciinkii diisiik
sicakliklarda biiylime yavas meydana gelir, enzimler daha az verimle calisir ve
lipitlerin katilasma egiliminden dolayr membran akiskanligimi kaybeder. A.
tubingensis HBF 202, 50 °C’de gelisme gostermedi bu da fungusumuzun
termofilik bir karakterde olmadigini gostermektedir.

Sicaklik bir organizmanin biiyiime miktar1 ve derecesini tayin eden 6nemli bir
faktordiir. Sicakligin 6zellikle enzim aktivitesi ve kimyasal reaksiyonlar agisindan
etkisinin biiylik oldugu, sicakligin her 1°C artsinda birgok enzim aktivitesinin 2
kat, kimyasal reaksiyonlarin ise 10 kat artirdig1 bilinmektedir (Kasik, 2010).

Mikroorganizmalarin viicut 1silarin1 kontrol eden mekanizmalar1 yoktur. Yani
kendi hiicre 1silarmi kontrol etmeleri veya kontrol altinda tutmalart miimkiin
degildir. Mikroorganizmalarin bulunduklari ortamin 1sist ne derece ise, hiicre

1silar1 da ayni derecede olur. Dolayisiyla mikroorganizmalarin bulunduklari
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ortamin 1s1s1, mikroorganizma iizerinde rol oynayan en dnemli faktorlerin basinda
gelir. Mikroorganizmalarin dayanabildikleri sicaklik araliklar1 tiirlere gore
farkliliklar gosterir (Sakar, 2004). Mantarlarin ¢ogunun 1s1 istekleri 22-40°C
arasinda degisir. Bundan dolayr mantarlarin ¢ogu mezofilik karakterdedir.
Mezofilik mantarlarin optimum gelisme sicakligi 25-30°C arasindadir. Bazi
mantarlar ise termofilik olup 45-60°C araliginda optimum gelisme gosterirler
(Kasik, 2010). Fitaz iireten ¢ogu mikroorganizmanin en iyi enzim {iretimini
gerceklestirdigi optimum kiiltiir sicakligmmin 25 ve 37 °C araliginda oldugu
bildirilmistir (Choi vd., 1999). Calismamiza benzer olarak, A. niger var Teigham
(Vats ve Banerjee, 2005) ve Aspergillus niger UA-D (Ekren, 2013) fitaz
iiretiminde fungusun en iyi gelistigi ve maksimum enzim iiretiminin gerceklestigi
sicaklik 30 °C olarak bildirilmistir. Aspergillus sp. L117 fungusu ile yapilan
caligmadaki bulgularda sonuglarimiza benzerlik gostermektedir. Fungus 25, 28, 30
ve 32 °C’de gelisim gostermis, 35 ve 40 °C’de ise gelisimi azalmaya baslamus,
maksimum fitaz iiretimi ve en iyi gelisimise 30 °C’de elde edilmistir (Lee vd.,
2005). Ama c¢alismamizdan farkli olarak, Pichia anomala’nin en iyi gelisim
sicaklig1 30 °C iken en iyi fitaz iiretimini 20 °C’de gerceklestirmistir (Vohra ve
Satyanarayana, 2001). Bu ¢alismaya benzer sekilde Arxula adeninivorans’in da en
iyi gelisim sicaklig1 28 °C olarak belirlenmis, en iyi fitaz iiretimini ise 44 °C’de
gergeklestirdigi bildirilmistir (Sano vd., 1999).
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Sekil 4.3. Fitaz tiretimi iizerine sicakligin etkisi



Cizelge 4.2. Fitaz iiretimi iizerine sicakligin etkisi

Sicaklik Hacimsel Aktivite Kuru Spesifik Aktivite Inkiibasyon
IEOC)I (U/mL) X | Agirhk (U/mg hiicre) X | pH Siiresi
(ORT. £ S.H.) (mg/mL) (ORT .£8S.H.) (Giin)
20 46.73 £ 0.79 a| 0.2210 211.45+£0.79 a|4.10 20
30 233.32 £0.91 b| 0.3921 595.04 + 0.91 b|4.21 10
40 152.83 £ 0.58 c| 0.4187 121.41 +0.58 c|4.02 12
50 00.00 £ 0.00 d | 0.0000 00.00 + 0.00 d | 550 -

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05).

99
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4.3.3. Fitaz Uretimi Uzerine Baslangic pH’sinin Etkisi

A. tubingensis HBF 202’nin maksimum fitaz enzimi {rettigi baslangi¢ pH’sin1
belirlemek igin, 500 mL’lik erlene 30 °C’de farkli pH’larda (pH 2.0- 8.0) 100 mL
fitaz iiretim ortamu eklenip, inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru
agirliklar, ortamin pH’s1 ve fitaz aktiviteleri tayin edilip, elde edilen sonuglar
Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4’de goriilmektedir. A. tubingensis HBF 202 fungusu en iyi
enzim tretimini pH 5.0’deki kiiltlir ortaminda gerceklestirdigi saptandi. Fungus,
pH 6.5 {izerinde olan kiiltiir ortamlarinda ise gelismedi.

Mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini belirleyen 6nemli faktorlerden biri
de pH’ dir. Her mikroorganizmanin sevdigi ve yasadigi belli bir pH aralig1 vardir.
Bu pH araliklarinda mikroorganizmalar maksimum hizla biiytime gostermektedir
(Sakar, 2004). Uygun olmayan pH kosullarinda, hiicre gecirgenligi ve enzim
aktiviteleri olumsuz etkilenir, protein sentezi durur, hiicreler toksik maddelere
kars1 daha duyarli hale gelir, mikroorganizma da morfolojik degisiklere neden
olur, bazi iyonlarin ¢6ziiniirliigli ve mikroorganizmalarin bunlardan yararlanmasini
etkiler (kalsiyum iyonlar alkali ortamlarda ¢6ziinemez ve kullanilamaz) ve lag

(gecikme) fazlar1 uzar (Giirsoy, 2011).

Funguslarda pH derecesi ¢ok genis bir varyasyon gosterir. Genel olarak pH
istekleri 5.0-6.5 arasinda oldugu bilinmektedir. Funguslar asit ortamlar1 bazik
ortamlara tercih ederler. Hiicre dis1 pH konsantrasyonu hiicre i¢i pH derecesini de
etkilemektedir. Bu da enzim aktivitesi tizerinde etkili olmaktadir (Kasik, 2010).

A. tubingensis HBF 202 en az gelisimi pH 2.0, 2.5 ve 3.0’de gosterdi. A.
tubingensis HBF 202 pH 6.5 tizerinde ise gelisim gostermedi. Fungusun gelisimi
pH 2.0-5.0 araliginda pH’daki artis ile paralel olarak artarken, pH 5.0’den sonraki
degerlerde ise pH’daki artis fungus gelisiminde azalmaya neden oldu. Fungus
pH’s1 5.0 olan kiiltiir ortaminda gelistirildiginde 1180.37 U/mg ile en iyi enzim
iiretimi elde edildi Maksimum enzim {iretimi ve fungus gelisimi pH 5.0’de (360.13
U/mL) saptandi.

Aspergillus sp. 307 (Gargova ve Sariyska, 2003) ve Aspergillus niger UA-D
(Ekren, 2013) fitaz1 ile yapilan galigmalar, sonuglarimiza benzerlik gostermektedir.
Fungus, kiltir baslangic pH’smin 3.0-5.0 araliginda oldugu kosullarda hiicre
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gelisimi ve enzim liretimi paralellik gostermistir. Maksimum fitaz iiretiminin ise
baslangic pH’sinin 5.0 oldugu kosullarda elde edilmistir.

Calismamizdan farkli olarak, fitaz iretimi i¢in kiiltiir ortaminin en uygun
baslangi¢ pH’sinin Aspergillus niger var Teigham i¢in pH 6.5 (Vats ve Banerjee,
2002), Aspergillus sp. 5990 i¢in pH 6.0 ve 7.0 (Kim vd., 1999), Pichia anomala
icin pH 7.0 (Vohra ve Satyanarayana, 2001) ve Aspergillus niger i¢in pH 3.0
(Volfova vd., 1994) olarak bildirilmistir.
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Sekil 4.4. Fitaz iiretimi iizerine baglangi¢c pH’sinin etkisi



Cizelge 4.3. Fitaz iiretimi {izerine baglangi¢c pH’sinin etkisi

(o2}
oo

Hacimsel Aktivite (U/mL ) Kuru Agirhk | Spesifik Aktivite (U/mg hiicre) | Final Inkiibasyon Siiresi

pH (ORT. + S.H.) X1 (mg/mL) (ORT.  S.H.) pH | X (Giin)
2.00 6.15+0.08 a 0.2212 27.82+0.08 327 |a 6
2.50 8.00+4.21 a 0.2249 61.54 +4.21 412 | b 6
3.00 39.51+6.54 b 0.2209 178.86 + 6.54 388 |c 7
3.50 95.19+5.18 C 0.2319 410.51+5.18 417 |d 7
4.00 202.90 £ 6.12 d 0.2355 861.60 = 6.12 450 |e 8
4.50 302.00 +7.78 e 0.3224 936.68 + 7.78 384 | f 8
5.00 360.13 +£2.21 f 0.3051 1180.37 £2.21 390 |g 10
5.50 227.50 +4.44 d 0.2665 853.54 +4.44 569 | h 10
6.00 156.68 + 3.37 g 0.2213 707.97 +£3.37 544 |1 8
6.50 111.70 £2.06 h 0.2256 495.15+ 2.06 477 | j 8
7.00 0.00 £ 0.00 1 0.00 0.00 + 0.00 566 | k -
7.50 0.00 +0.00 1 0.00 0.00 £ 0.00 6.78 | k -
8.00 0.00 +0.00 1 0.00 0.00 £ 0.00 8.00 | k -

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05).
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4.4. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin Biiyiime Kinetigi

A. tubingensis HBF 202’nin zamana bagli gelisimini ve en iyi fitaz iretim
zamanini saptamak i¢in, (optimum pH ve sicaklikta) 10 giin boyunca 24 saatlik
periyotlar ile biyokiitle, pH ve enzim aktivitesi Olglimleri yapildi, elde edilen

degerler Cizelge 4.4’de verildi.

A. tubingensis HBF 202 belirlenen optimum pH ve sicaklikta gelistirildiginde;
hiicre gelisimi 1. giinde en diisiik seviyede olup, siireye bagli olarak biyomas
miktar1 artmaya devam etti, 6. ve 8. giinler arasinda sabit bir degere ulasti.
Sekizinci glinden sonra siireye bagl olarak biyomas miktar1 azalmaya devam etti
ve 10. giinde hiicreler pargaland1 (Sekil 4.5).

Enzim aktivitesinde ilk 4 giinde goriilen artislar arasindaki fark, istatistiksel olarak
dnemsiz bulundu. Inkiibasyonun 4. giiniinden itibaren enzim aktivitesi artarak 8.
giinde maksimum degere ulastt ve Olglilen diger degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli bulundu (Sekil 4.5). Maksimum degere ulastigi 8.
gilinden sonra enzim aktivitesinde bir diislis gozlendi. Ancak 7. ve 8. giinler igin
elde edilen degerlerin istatiksel olarak onemsiz oldugu tespit edildi. Bu aktivite
kaybinin ortamdaki proteazlarin aktivitesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Ayni zamanda enzimin ortama salindiktan sonra aktivitesinin biiyiik bir kismini
koruyabilmesinin, inkiibasyon ortaminin pH’sinda stabil olmasi ve ortamdaki

proteazlara kars1 direncinin yiiksek olmasi ile agiklanabilir.

Baglangic pH’1 5.0 olan kiiltlir ortamimin 1. giinden itibaren pH’inda bir azalma
gozlemlendi. Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu 8. giine kadar pH 2.83-4.07
arasinda oldugu belirlendi. Enzim iiretiminin maksimum oldugu 8. giinde ise, pH
4.64 olarak saptand1 (Sekil 4.6).

Aspergillus tubingensis HBF 202’nin zamana bagl gelisimi incelendiginde
hiicrenin ortama uyum zamani olan 1. giinde lag fazinda olup biyokiitle ve enzim
iretimi en diigiik seviyededir. Hiicrenin gelisimi ve gerekli metabolitleri meydana
getirmesi icin kendini hazirladigi bu evre, inokulasyon miktarina baglhidir.
Fungusun biiylime kinetigindeki log faz1 2. giinde baslayip 5. giinde sona erdi. Log
fazinda, fungusun gelisimine paralel olarak hacimsel aktivitede de artig
gbzlemlendi. Inkiibasyonun 6-8. giinlerinde ise hiicresel bilyiimenin durdugu
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saptand1 (Sekil 4.5). Sekizinci giiniin ardindan kiiltiir ortamindaki besin
kaynaklarinin azalmasina bagli olarak, hiicrelerin 6lim fazina gegerek lizise
ugradiklar1 gozlemlendi (Sekil 4.7).

Kiiltiir ortaminin pH’s1 lag fazinda baslangic pH’ina yakin degerdedir. Fakat
enzim aktivitesinin maksimum oldugu giine kadar biyokiitle arttik¢a, kiiltiir
ortaminin pH’inda diislis saptandi. Ciinkii mikroorganizmalar kendi faaliyetleri

sonucunda bulunduklar1 ortamin pH degerini degistirebilmektedir.

Benzer sonuglar Ekren, (2013) tarafindan Aspergillus niger UA-D susunun
inkiibasyonu sonucu elde edilmistir. Bu susun 5 giin inkiibasyonu boyunca kiiltiir
ortaminin pH’1nin 2.84’e kadar diistiigli bildirilmis, pH degerlerindeki bu diisiisiin

hiicrelerin gelisimi siiresince iiretilen organik asitten kaynaklandig1 belirtilmistir.

Aspergillus tubingensis HBF 202’nin enzim aktivitesi hiicre gelisiminin azalmaya
basladig1, enerji ve besinin sinirlt oldugu durgunluk fazinin son sathasinda,
maksimum seviyeye ulastigi goriildii. Fitaz enziminin logaritmik fazda
sentezlenmemesi hiicrenin gelisimi sirasinda fitaz enzimine ihtiyag duymadigini

gostermektedir (Choi vd., 2001).

Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde Aspergillus niger UA-D
inkiibasyondan 7 giin sonra (Ekren, 2013), Candida Krusei inkiibasyonundan 24
saat sonra (Quan vd., 2001) ve Bacillus sp. KHU-10 inkiibasyondan 5 giin sonra
(Choi vd., 2001), durgun fazda fitaz enzimi maksimum aktiviteye ulagmustir.
Ancak calismamizdan farkli olarak; B. subtilis (natto) (Shimizu, 1992) geg
logaritmik fazda, Sporotrichum thermophile (Singh ve Satyanarayana, 2009)

logaritmik fazda fitaz enzimini tiretmislerdir.



Cizelge 4.4. Aspergillus tubingensis HBF 202’nin biiyiime kinetigi

Inkiibasyon | Biyokiitle | Hacimsel Aktivite | Final | X
Siiresi (mg/mL) (U/'mL) pH
(giin) (ORT. +S.H.)
1 0.112 478+ 1.35 4.74 a
2 0.301 587+ 0.44 3.54 a
3 0.435 40.13+ 2.25 2.90 a
4 0.541 177.65+ 4.28 2.83 a
5 0.592 46731+ 3.88 3.14 b
6 0.541 730.43 = 1.17 3.66 c
7 0.542 970.04 £22.69 4.07 d
8 0.531 1239.94 + 6.85 4.64 d
9 0.432 873.43+ 9.33 4.44 e
10 0.399 758.43 +£11.63 4.04 e

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkl harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05).
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4.5, Fitazin Saflastirilmasi

Enzimin saflastirma islemine gecilmeden 6nce Aspergillus tubingensis HBF 202
susu optimum liretim kosullarinda gelistirildi. Hiicre dig1 enzim oldugu igin, kiiltiir
ortam siiziildiikten sonra elde edilen siiziintii “Ham ekstrakt” olarak adlandirildi.
Ham ekstrakt sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim, diyaliz,
iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi islemlerinden
gecirilerek saflagtirildi. Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite
ve protein tayinleri standart kosullar altinda gergeklestirildi. Saflastirma
basamaklarinda elde edilen fraksiyonlar, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ve poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile zimografi
yapilarak goriintiilendi ve standart proteinler kullanilarak enzimin molekiil agirlig
belirlendi.

Genellikle saflastirma islemlerinin ilk basamaginda ¢oktiirme islemi uygulanmakta
olup, bu amag i¢in en ¢ok amonyum siilfat tuzu kullanilmaktadir. Saflastirma
islemlerinde ¢oktiirme ile deristirmenin ardindan kromatografi adimlarina gegilir.
Bu amagla en ¢ok iyon degisim, jel filtrasyon ve hidrofobik etkilesim
kromatografileri kullanilmaktadr.

4.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Optimum kosullarda iiretimi yapilan A. tubingensis HBF 202’nin fitaz kiiltiir
ortami stiziilerek enzim kaynagi (ham ekstrakt) olarak kullanildi. Elde edilen ham
ekstrakt amonyum siilfat ¢oktiirme denemeleri i¢in kullanildi. Ham ekstrakt igin
ayri ayrt % 0-20, % 20-40, % 40-60, % 60-80, % 80-100 araliklarinda amonyum
stilfat ¢coktiirmeleri yapildi (Cizelge 4.5). Buna gore % 80-100’lik ¢oktiirmeden
elde edilen enzimin saflagtirma katsayisi 2.2, spesifik aktivitesi 13544 U/mg
protein ve % verimi 49.59 olarak bulunmustur. Diger konsantrasyonlara gore
spesifik aktivitesi yiiksek oldugu i¢in, bundan sonraki asamalarda % 80-100’liik

amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi.



Cizelge 4.5. Amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklar

Total | Total Aktivite (U/mL Total Protein e AL

Fraksiyonlar Hacim ( ) (mg/mL) SpeSI(lejljr,:gk)tIVIte Sig?:;lyrl::a Verim (%)
(mL) (ORT.+S.H.) (ORT. S.H.)

Ham enzim 150.00 23130.43 +£116.50 378 +1.10 6111 1 100

% 20 (% 0-20) 2.10 42,00+ 10.54 0.18 +0.19 223 0.04 0.18

% 40 (% 20-40) 4.40 154.00 £ 16.32 0.1940.12 797 0.13 0.67

% 60 (% 40-60) 5.00 200.00 + 55.78 0.16 £ 0.06 1214 0.20 0.86

%80 (% 60-80) | 5.20 200.84 + 69.41 0.15 +0.54 1318 0.22 0.87

(0) (o) -

1/83?0 (%680 750 11471.01 + 89.54 0.84 + 0.34 13544 222 4959

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

=7
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4.5.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.8’de ve Cizelge
4.6’da oOzetlendi. Kolon dolgu maddesi olarak fenil sefaroz CL-4B kullanildi.
Kolon 6nce 1 M (NH4),SO, igeren 20 mM asetat (pH 4.50, 4°C) tamponu ile
yikanarak kararli hale (hidrofobik alanlarin agiga ¢ikmasi saglandi) getirildi. % 80-
100’liik amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen enzim kaynagi hidrofobik
gruplarin etkili olabilmesi i¢in direk olarak diyaliz islemi uygulanmadan, fenil
sefaroz CL-4B kolonuna yiiklendi. Kolon &nce baglanmayan proteinlerin
uzaklagtiritlmasi igin 1 M (NH,),SO, iceren tamponla yikandi. Sekil 4.8’de
goriildiigii gibi baglanmayan proteinlerin ¢ok biiyiik bir kismi kolonun amonyum
siilfatli tamponla yikanmasi esnasinda ¢ikti. Bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi
saptanmadi. Bu durum enzimin tamamen kolona baglandigin1 gostermektedir.
Daha sonra kolona baglanan proteinlerin kolondan ¢ikarilmasi igin tuz derisimi
azaltilarak (NH4),SO,4 (1-OM ) ile ters tuz gradienti yapildi. Gradientin 0.60-0.40
M derisimlerine karsilik gelen 61.-65. fraksiyonlarda enzim aktivitesinin ¢ok
yiiksek oldugu belirlendi. Bu yiiksek fraksiyonlar birlestirilerek enzim aktivitesi
Ol¢iildigiinde kolondan enzimin % 12.79 verimle, 52 kat saflastirilarak elde
edildigi saptandi.

4.5.3. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi ile ilgili sonuclar Sekil 4.9°de ve Cizelge 4.6 da
ozetlendi. Kolon dolgu maddesi olarak DEAE sefaroz CL-6B kullanildi. Kolon
once 20 mM asetat tamponu (pH 4.5, 4 °C) ile yikanak tampon ile dengeye
getirildi. Fenil sefaroz CL-4B kolonundan elde edilen aktif fraksiyonlardaki tuzu
diyaliz islemi ile uzaklastirdiktan sonra kolona uygulandi. Kolonda baglanmayan
proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in, 20 mM asetat tamponu (pH 4.5, 4°C) ile yikandi.
Daha sonra kolona baglanan proteinlerin kolondan ¢ikarilmasi icin, iyon siddeti
arttirilarak NaCl (0-1 M) ile linear gradient yapildi. Tuz gradientinin 0.33-0.43 M
derisimlerine karsilik gelen 58.-61. fraksiyonlarda protein derisim ve enzim
aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Bu yiksek c¢ikan
fraksiyonlar birlestirilerek enzim aktivitesi 6lgiildiigliinde enzimin % 7.25 verimle,
55 kat saflagtirilarak elde edildi.
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4.5.4. Jel Fitrasyon Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.10°da ve Cizelge 4.6 da
ozetlendi. Jel filtrasyon kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak Sefakril
200HR kullanildi. Kolon 6nce 20 mM asetat (pH 4.50, 4 °C) tamponu ile dengeye
getirildi. DEAE Sefaroz CL-6B kolonundan ¢ikan Ornek ultrafiltrasyon ile
konsantre edilerek kolona uygulandi. Kolon 20 mM asetat (pH 4.50, 4 °C)
tamponu ile yikanarak, proteinlerin ¢ikist spektrofotometrede 280 nm’deki
absorbans Olgiilerek izlendi. Kolonda protein ¢ikisi olmayincaya kadar kolonu
yikama islemine devam edildi. Fraksiyonlarda enzim aktivitesi 6l¢iildiigiinde 13-
15. fraksiyonlarda enzim aktivitesi diger fraksiyonlara gore daha yiiksek bulundu
ve bu fraksiyonun enzim aktivitesi 6l¢iildiigiinde enzimin % 7.24 verimle 101 kat
saflastirildigi saptandi. Fraksiyonun SDS-PAGE goriintiisiinde tek bant elde
edilerek enzimin saflagtirildigi kanitlandi. Jel filtrasyon kromatografisinden elde

edilen bu fraksiyon karakterizasyon ¢alismalarinda kullanildi.



Cizelge 4.6. Aspergillus tubingensis HBF 202 fitazinin saflastirma adimlari

8.

Total Total Aktivite Total Protein Spesifik Saflast Verim
Fraksiyonlar Hacim (U/mL) (mg/mL) Aktivite i‘(a?:alrl::a (%)

(ML) | (ORT.=S.H.) (ORT. £ S.H.) (U/mg) y °
Ham enzim 295.00 62242 +122 147+1.10 4233 1 100
Amonyum siilfat ¢coktiirmesi
(% 80-95) 4.70 31640 £ 52 1.56 +£0.59 20220 5 50.83
Fenil sefaroz CL-4B 17.00 7958 £ 15 0.036 +0.02 220290 52 12.79
DEAE sefaroz CL-6B 2.00 4510+ 57 0.019+0.12 234268 55 7.25
Sefakril 200HR 10.50 4507 £ 53 0.011 £0.16 429227 101 7.24

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (p<<0.05).
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4.6. Aspergillus tubingensis HBF 202 Fitazinin Karakterizasyonu

4.6.1. PAGE ve SDS-PAGE yontemi ile Fitazin Molekiil Agirhginin Tayini

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarda enzimin safliginin kontrolii ve
molekiiler agirligimin saptanmasi icin PAGE ve SDS-PAGE yapildi. PAGE ile
elde edilen jel ikiye boliindii ve bir yarisi protein boyamasi diger yarist da
zimogram i¢in kullanildi. En son adim olan Sefakril 200HR kolonunda ¢ikan
ornekte tek protein bandi goriildii. Boylece elde edilen fraksiyonun sadece fitaz
enzimi ig¢erdigi ve ham ekstraktan c¢esitli yontemler kullanilarak fitaz enziminin
saflagtirildig1 kanitlandi. Saflagtirilan enzimin molekiil agirligini ve iki veya daha
fazla alt birimden olusup, olusmadigin1 saptamak i¢cin SDS-PAGE yapildiginda
enzimin tek bir alt birimden olustugu goriildii (Sekil 4.11 ve 4.12).

Protein standartlarmin Rf degerleri ile molekiil agiliklariin logaritmasi alinarak
standart grafigi ¢izildi (Sekil 4.13). Bu grafigin denklemi y= -1.1142 + 5.4036,
tamamlayicilik katsayist R>= 0.98 bulundu. Bu denklemden yararlanarak enzimin
molekiil agirligi hesaplandi. Buna gore fitazin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak
63.48 kDa olarak hesaplandi.

HE DEAE JF HE JF

m—  F[TAZ —

A B

Sekil 4.11. Saflastirma adimlarinin PAGE (A) ve zimogram (B) goriintiileri
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Sekil 4.12. Saflastirma adimlarinin SDS- PAGE goriintiileri. (S: Standart, 200 kDa

miyozin, 116 kDa B-galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66 kDa sigir
albumini, 45 kDa yumurta albumini, 29 kDa karbonik anhidraz,
S:Standart, HE: Ham enzim, AS Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE:
DEAE sepharoz, FS: Fenil sefaroz JF: Jel filtrasyon kromotografisi)

y=-1,1142x + 5,4036
R?=0,98

4,2 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Rf
Sekil 4.13. SDS-PAGE protein standart egrisi




84

Liu vd., (1998), fitazin molekiiler agirliginin organizma tiirlerine bagl olarak 35-
700 kDa arasinda degistigini belirtmislerdir. Ancak, Flammulina velutipes’ten
(Zhu vd., 2011) ve Klebsiella aerogegenes’den (Liu vd., 1998) izole edilen
fitazlarin molekiil agirliklar1 alisgilmisin disinda sirasiyla 14.8 ve 10-13 kDa’dur.
Filametli funguslardan izole edilen fitazlarin molekiiler agirliklar1 genelde 70-100
kDa arasindadir (Wodzinski ve Ullah, 1996; Casey ve Walsh, 2003). Bakteriyel
fitazlar ise funguslardan elde edilen fitazlara gore daha kiiciik molekiiler agirliga
sahiptir. Ohtani ve ark. (2012) Klebsiella pneumoniae 9-3B ait fitazin molekiiler
agirligini 45 kDa olarak saptamiglardir.

Molekiiler agirlig1 40-70 kDa olan fitazlarin ¢ogunlugu monomerik enzimlerdir.
Bununla birlikte, bazi fitat1 hidroliz eden enzimler ise birgcok alt birimden
olusmaktadir (Greiner ve Konietzny, 2002). Segueilha vd., (1992)
Schwanniomyces castellii tarafindan {iretilen fitazi, biiyiik bir alt birimi (125 kDa)
ve ii¢ Ozdes kiiclik alt birimleri (70 kDa) ile bir tetramerik proteini olarak
tanimlamuglardir. Candida krusei WZ-001 fitaz iki alt birimden (120 kDa ve 30
kDa) olusan dimerik bir enzimdir (Quan vd., 2002).

Fungal fitazlarin 6ngdriilen molekiiler agirliklart genelde 50 kDa iken, deneysel
sonuglarda elde edilen verilerin 65-70 kDa arasinda olmasi fungal fitazlarda
glikozilasyonun gostergesidir (Choi vd., 2001; Golovan vd., 2000; Han vd., 1999;
Kerovuo vd., 1998; Rodriguez vd., 2000; Van vd., 1993). Aspergillus niger ATCC
9142 fitazinin enziminde karbonhidrat igeriginin % 31 oldugu bildirilmis,
molekiiler agirhigi 87 kDa olarak saptanmistir (Casey ve Walsh, 2003).
Glikozilasyon, A. niger NRRL 3135’in asit fosfatazi da dahil bircok fungal
eksraseliiler fiztazin karakteristik 6zelligidir (Ullah vd., 1994).

Calismamizda A. tubingensis HBF 202 fungusundan elde edilen fitazin molekiiler
agirhigr (63.48 kDa), 64.57 kDA molekiiler agirliga sahip Aspergillus niger UAD
fitaz1 (Ekren, 2013), 66 kDa molekiiler agirliga sahip Aspergillus niger van
Teighem fitaz1 (Vats ve Banerjee, 2005) ve 60 kDa molekiiler agirliga sahip
Aspergillus niger SK-57 fitaz1 (Pandey, vd., 2001) ile benzerlik gostermektedir.
Ancak, 60 kDa molekiil agirliga sahip dimerik Aspergillus oryzae fitazi (Shimizu,
1993) ve 68 kDa molekiiler agirliga sahip dimerik Aspergillus niger NRRL 3135
(Mullaney ve Ullah, 2005) ile farkliik gostermektedir. Calismamizda A.
tubingensis HBF 202 fitazinin karbohidrat kalintis1 igerip igermedigi saptanmamig

olup ileriki ¢aligmalarda karbohidrat igeriginin saptamasi planlanmaktadir.
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4.6.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Ham fitaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisinin sonuglar1 Cizelge 4.7 ve Sekil
4.14°de sunuldu. Enzim aktivitesi 5 °C’de en diisiik degerde (22.58 = 0.23) olup,
sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle dogrusal bir sekilde artarak 55 °C’de
maksimum seviyeye (198.79 + 0.27) ulastig1 belirlendi. Sicakligin daha {ist
seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitenin hizla diistigii gorildi. 55 °C’deki
maksimum enzim aktivitesi ile diger tiim sicakliklardaki enzim aktiviteleri
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi
100 olarak kabul edildiginde, 50, 60 ve 70 °C’lerde aktivite degisimi optimum
aktivitenin sirastyla % 81, 79 ve 30 'unu gosterdigi saptandi.

Cizelge 4.7. A. tubingensis HBF 202 ham fitaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

SlEfcl:()llk Hacir(nUs/erlnﬁl;tivite X Kalan thivite
(ORT. + S.H.)
5 22.58 £0.23 a 11.36
10 36.83+£0.17 a 18.52
15 44.80 = 0.44 b 22.53
20 58.93+0.55 C 29.64
25 69.32 £0.27 d 34.87
30 90.09 + 0.60 e 45.32
35 103.62 + 0.66 e 52.12
40 120.04 £ 1.11 f 60.38
45 137.07 £ 0.34 g 68.95
50 162.31 +£0.21 g 81.65
55 198.79 + 0.27 h 100.00
60 157.48 £ 0.50 g 79.22
65 114.13£0.19 f 57.41
70 60.51£0.24 c 30.43

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel

olarak 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.14. A. tubingensis HBF 202 ham fitaz1 aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Saf fitaz aktivitesi ilizerine sicakligin etkisinin sonuglar Cizelge 4.8 ve Sekil
4.15’de sunuldu. Enzim aktivitesi 5°C’de en diisiik degerde (10.57 + 14.76) olup,
sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir sekilde artarak 60
°C’de maksimum seviyeye (955.08 £ 11.82) ulastig1 saptandi. Sicakligin daha {ist
seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitenin hizla distiigi goriildi ve 60 °C’deki
maksimum enzim aktivitesi ile diger tiim sicakliklardaki enzim aktiviteleri
arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.05). Maksimum enzim
aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde, 55, 65, ve 80 °C’lerde aktivite degisimi
optimum aktivitenin sirastyla % 80, 72 ve 20’sini gosterdigi saptandi.

Mikrobiyal fitazlarin g¢ogunun optimum sicakliklart 45-60 °C arasinda yer
almaktadir (Pasamontes vd., 1997). Calismamiza benzer olarak, Pichia pastori
(Han ve Lei, 1999), Saccharomyces cerevisiae (Han vd., 1999), Klebsella
aerogenes (Qian vd., 1996) Pantoea agglomera ve Pichia anomala (Greiner ve
Konietzny, 2006)’dan elde edilen saf fitazlarin maksimum aktivitelerinin 60 °C’de

oldugu saptanmigdir..



Cizelge 4.8. A. tubingensis HBF 202 fitazinin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Stcaklik | Hacimsel Aktivite (UML) | aan
°C) (ORT. £S.H.) -
5 10.57 + 14.76 a | 110
10 46.66+ 12.90 a | 486
15 10210+ 726 b | 10.69
20 161.25 % 17.26 b | 16.88
25 335.03 £ 25.90 ¢ | 3507
30 427.51+ 1576 d | 2476
35 477.89 + 1023 d | 50.00
40 52052+ 7.52 e | 5544
45 562.10 £ 19.81 ef | 5885
50 632.28 + 18.25 g | 6620
55 764.61 £ 21.54 h | 80.05
60 955.08 + 11.82 | 100.00
65 692.43 < 11.79 i | 7249
70 542.05+ 7.02 ek | 56.75
75 328.52 £ 1.02 o | 3439
80 192,18+ 332 am | 2012

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel

olarak dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.15. A. tubingensis HBF 202 fitazinin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

4.6.3. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Fitaz stabilitesi iizerine sicakligin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.9, 4.10 ve
Sekil 4.16, 4.17°de gosterildi. Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini
saptamak amaciyla enzim, farkli sicakliklarda (25, 37, 60, 70 ve 80°C) inkiibe
edildi. Enzim c¢ozeltisinden belli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak aktivitesi
tayin edildi ve kontrol degerine gore kalan enzim aktivitesi % olarak belirlendi.

Fitaz enzimi 25 ve 37 °C’da ilk yarim saatte aktivitesinin % 94’tinii korudugu ve
sekizinci saate kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Gnemli
olmadigr goriildii (p>0.05). Yirmidort saatlik inkiibasyon sonunda ise enzim

aktivitesinin % 83 ve % 78’ini korundugu saptandi.

Fitaz enzimi 60 °C’da inkiibasyonunda ilk onbes dakikada aktivitesinin % 95’ini
korudugu ve onbesinci dakikaya kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak dnemli olmadig1 gériildii (p>0.05). Inkiibasyonun otuzuncu dakikasindan
itibaren inkiibasyonun f{igiincii saatine kadar enzim aktivitesi kontrole gore
istatistiksel olarak azalma gostermesine ragmen, baslangic aktivitesinin %
80’ninden fazlasini korudugu belirlendi. sekiz saatlik inkiibasyon sonunda ise

enzim aktivitesinin % 74’iinii korudugu bulundu.
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Fitaz enzimi 70 °C’da inkiibasyona birakildiginda ilk kirkbes dakikada
aktivitesinin % 82’sini korudugu saptandi. Enzim aktivitesi inkiibasyonun birinci
ve ikinci saatlerinde kontrole gore istatistiksel olarak azalma gostermis ve
baslangi¢ aktivitesinin sirastyla % 79 ve 73’iinii korumustur. Enzim inkiibasyonun
3, 4 ve 8. saatlerinde ise baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 71, 70 ve 64’{inii
korudugu bulundu.

Fitaz enzimi 80 °C’da inkiibasyona birakildiginda ilk bes dakikada aktivitesinin %
67'sini korudugu ve 5. dakikasindan itibaren kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriildii (p>0.05). Enzim inkiibasyonun onuncu
ve onbesinci dakikalarinda baslangic aktivitesinin sirasiyla % 59 ve 33’ini

korudugu bulundu.

Termostabilite fitazlarin endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir kriter olarak
kabul edilir (Pandey vd., 2001). Ticari yemler genellikle pellet formundadir ve
pelletleme islemi 60-90 °C’da iki dakika boyunca yapilir (Wyss vd., 1999a). Bu
ylizden hayvan yemlerine uygulanan fitazlarda, aktivite kaybini onlemek i¢in
termostabilite aranan bir &zelliktir (Lei vd., 2003). Fitaz enziminin, pelletlenmis
yemlere aktivite kayb1 olmamasi i¢in sonradan spreylenmesi veya kimyasal olarak
kaplanmasi yontemleri olsa bile yem katkist olarak termostabil fitaz enzimlerinin
kullanimi daha iyi bir ydontem olacaktir (Asan, 2007).

A. tubingensis HBF 202 fitazi, farkli sicakliklarda 60 dakika inkiibasyonun
ardindan 0-30 °C arasinda aktivitenin tamamini korurken, 50 °C’de aktivitesinin
% 30’unu koruyabilen Aspergillus niger SK-57 fitazindan (Nagashima vd., 1999)
ve 35-80 °C 2 saatlik inkiibasyonun sonunda aktivitesinin % 48’ni korurken, 80
°C’de 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan aktivitenin % 20’sini koruyabilen
Rhizopus oligosporus fitazindan (Casey ve Walsh, 2006) daha yiiksek termal
stabiliteye sahip oldugu saptandi.

Ancak A. tubingensis HBF 202 fitazindan daha yiiksek termal stabiliteye sahip
fitazlarda bulunmaktadir. Rhizopus oryzae fitaz1 50 °C’de 30 dakikalik inkiibasyon
ardindan aktivitesinin % 100°nii, 60, 70 ve 80 ° C sicakliklarda ise baglangic
aktivitesinin % 90’nindan fazlasini korudugu saptanmistir. Rhizopus oryzae
fitazi’min 70 °C°da yarilanma omriiniin ise 225 dakika oldugu saptanmustir (Rani
ve Ghosh, 2011). Sporotrichum thermophile fitaz1 60 °C’de 1 saatlik
inkiibasyonunda aktivitesini % 100 koruruken, 60 °C ve 80 °C’lerde yarilanma
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Omiirleri sirastyla 960 ve 90 dakika olarak saptanmistir (Singh ve Satyanarayana,
2009). A. fumigatus’dan elde edilen fitaz enziminin sicakliga direngli oldugu ve
enzimin 100 °C’ye kadar olan sicakliklarda 20 dakikalik inkiibasyonlarda, sadece
%10’luk kayipla aktivitesini korudugu saptanmistir (Pasamontes vd., 1997).
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Sekil 4. 16.  A. tubingensis HBF 202 fitazinin 25 ve 37 °C’deki sicaklik stabilitesi
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Sekil 4. 17. A. tubingensis HBF 202 fitazinin 60, 70 ve 80 °C’deki stabilitesi

Cizelge 4.9. A. tubingensis HBF 202 fitazinin 25 ve 37 °C sicaklikta stabilitesi

25°C 37°C
) Hacimsel X Kalan Hacimsel X Kalan
Inkiibasyon Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
Siiresi (U/mL) % (U/mL) %
(ORT. +S.H.) (ORT. £S.H.)
Kontrol 340.45+19.21 | a 100 34045+ 1921 | a 100
30 dk 32290+11.68 | a 94.84 32140+ 6.56 a 94.40
1 saat 311.12+15.19 | a 91.38 317.14+ 8.78 a 93.15
2 saat 310.12+28.88 | a 91.09 313.38 £ 12.25 a 92.04
3 saat 305.61 £18.25 | a 89.76 309.62 £ 11.47 a 90.94
4 saat 303.35+28.88 | a 89.62 299.34+ 3.98 a 87.92
8 saat 303.35+18.71 | a 89.10 293.08 = 6.84 a 86.08
16 saat 290.82+ 6.18 | b 85.42 281.30+ 8.28 b 82.62
24 saat 28531+ 744 | b 83.80 268.52+ 9.33 b 78.87

ORT: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
o6nemlidir (p < 0.05).




Cizelge 4.10. A. tubingensis HBF 202 fitazinin 60, 70 ve 80 °C sicaklikta stabilitesi

c6

. 60 °C 70 °C 80 °C

Inkiibasyon piovimsel Aktivite | x | Kalan | Hacimsel Aktivite | x | Kalan | Hacimsel Aktivite | x | Kalan
Zamam (U/mL) Aktivite (U/mL) Aktivite (U/mL) Aktivite
(dk) (ORT. + S.H.) % (ORT. S.H.) % (ORT. S.H.) %
Kontrol 340.45 +19.21 a 100 340.45 +19.21 a 100 340.45 +19.21 a 100
5 336.69 £ 0.95 a| 98.89 322.90 + 2.88 a| 94.84 228.67 + 1.04 b 67.16
10 333.68 + 0.88 a| 98.01 311.12+1.19 b| 91.38 204.11+ 9.14 C 59.95
15 326.16 +0.13 a| 9580 299.59 + 1.46 b| 88.00 114.88+ 1.97 d 33.74
30 315.88 +3.61 b| 9278 293.83 + 1.88 b| 86.30 20.40 + 0.64 e 5.99
45 307.11 + 7.80 b| 90.20 280.05 +2.39 b| 8225 - -

60 290.57 + 0.09 b| 8535 272.28 + 8.90 c| 7997 - -
120 285.81 + 0.49 b| 8395 251.47 +2.97 c| 7386 - -
180 279.29 + 3.65 b| 8203 244.46 +0.97 d| 7180 - -
240 263.75 + 1.39 c| 7747 238.44 +0.26 d| 7003 - -
480 253.98 + 3.78 c| 7460 219.64 +7.20 e| 6451 - -

ORT: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0.05).
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4.6.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’ nin Etkisi

Ham fitaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuclar Cizelge 4.11 ve Sekil
4.18’da gosterildi. Enzim aktivitesi pH 1.5’de en diisiik degerde (44.54 + 0.56)
olup, pH’daki 0.5 birimlik artislarla beraber, aktivite dogrusal bir sekilde artarak
pH 2.5°da maksimum seviyeye (201.08+ 3.79) ulastigi ve pH’nin daha iist
seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitesinin diistiigii goriildii. Enzim, pH 7.5 ve 8.0’
de aktivite gostermedi. Enzimin pH 2.5’daki maksimum enzim aktivitesi ile diger
tim pH degerlerindeki aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak &nemlidir
(p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde pH 2.0, 3.0 ve
3.5 degerlerinde baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 76, 89 ve 81 ’ini korudugu
saptandi.

Cizelge 4.11 A. tubingensis HBF 202 ham fitaz aktivitesi izerine pH nin etkisi

oH Ham;zs/i?;ﬂwte % Kalan Aktivite
(ORT. +S.H.) %
15 44.54 £ 0.56 a 22.15
2.0 153.26 £ 1.71 b 76.21
2.5 201.08+ 3.79 c 100.00
3.0 180.67 £ 6.98 d 89.84
3.5 163.88 + 6.48 d 81.50
4.0 139.85+5.91 e 69.54
4.5 120.53+ 0.34 f 59.93
5.0 95.89+£9.46 g 47.68
5.5 80.55 +5.90 g 40.06
6.0 65.33+1.91 h 32.49
6.5 47.34+0.45 h 23.54
7.0 31.88+£0.07 h 15.85
7.5 00.00 £ 0.00 1 00.00
8.0 00.00 £ 0.00 1 00.00

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki

fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.18. A. tubingensis HBF 202 ham fitaz aktivitesi izerine pH nin etkisi

A. tubingensis HBF 202 saf fitaz aktivitesi {izerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuglar
Cizelge 4.12 ve Sekil 4.19°de gosterildi. Enzim aktivitesi pH 1.5°de en diisiik
degerde (224.39 + 0.12) olup, pH’daki 0.5 birimlik artiglarla beraber, aktivite
dogrusal bir gekilde artarak pH 2.5’da maksimum seviyeye (586.23 + 13.70)
ulastigt ve pH’nin daha iist seviyelere yikseltilmesiyle, aktivitesinin diistiigii
gorlildii. Enzimin pH 2.5’daki maksimum enzim aktivitesi ile diger tim pH
degerlerindeki enzim aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde pH 2.0, 3.0 ve
3.5 degerlerinde baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 49, 67 ve 55’ini korudugu
saptandi.

Enzim karakterizasyonunda bir diger parametre enzimin aktivite gosterdigi pH
araligmin saptanmasit ve optimum pH’in belirlenmesidir. Fitazlarin optimum
pH’lar1 2.2-8.0 arasinda degismektedir. Cogu mikrobiyal fitazlar, 6zellikle de
fungal orijinliler 4.5-5.6 arasinda degisen optimum pH’a sahiptir. Cogu fungal
fitazlara zit olarak Aspergillus fumigatus fitaz1 genis bir aralikta optimum pH’a
sahiptir. Bu suglarda pH 4.0 ve 7.3 arasinda yiiksek aktivite gozlenmistir. Bazi
bakteriyel fitazlar 6zellikle Bacillus suslarindan elde edilenler, 6.5-7.5 optimum
pH sahiptirler (Kerovuo, 2000).
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Sekil 4.19. A. tubingensis HBF 202 saf fitaz aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi

Cizelge 4.12. A. tubingensis HBF 202 saf fitaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi

Hacimsel aktivite (U/mL ) Kalan
PH (ORT. £S.H.) X Aktivite %
1.5 224.39+0.12 a 38.27
2.0 290.57 £ 1.12 a 49.56
2.5 586.23 +13.70 b 100.00
3.0 397.46 £3.24 c 67.79
35 327.77+ 0.23 d 55.91
4.0 300.96 +22.31 e 51.33
4.5 241.06 + 2.85 f 41.12
5.0 217.63 £ 14.23 g 37.12
5.5 184.05+ 3.40 a 31.39
6.0 159.90 = 6.61 a 27.27
6.5 13552+ 7.82 a 19.36
7.0 87.43 £0.03 a 14.91
7.5 68.11+11.35 a 11.61
8.0 50.72 £ 12.76 a 8.65

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata

X: Ayni siitunda farkls harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemlidir (p < 0.05).
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Aspergillus niger (PhyB), A. ficuum NRRL 3135 (Mullaney ve Ullah, 2005), A.
niger (Vats ve Banerjee, 2004) ve A. ficuum (PhyB)’den (Ehrlich vd., 1993) elde
edilen fitazlarin maksimum aktivitelerinin pH 2.5°de oldugu saptanmis olup,
calismamizda kullanilan fitaz ile benzerlik gostermektedir. Aspergillus niger UAD
fitazinin ise pH 3.0 oldugu bildirlmistir (Ekren, 2013).

Ancak c¢aligmamizdan farkli olarak baska calismalarda optimum pH’s1 5.0-5.5
Aspergillus niger NRRL 3135 fitaz1 (Ullah ve Gibson, 1987), pH’s1t 5.0
Aspergillus niger 92 (Dvotakova vd., 1997), T. lanuginosus TL-7 (Gulati vd.,
2007c) ve Aspergillus niger NCIM 563 (Mandviwala ve Khire 2000) fitaz1 ve
pH’s1 5.5 A. oryzae fitazi (Shimizu, 1993), pH’s1 4.5 A. terreus fitaz1 (Yamada vd.,
1968), pH 5.6’s1 A.carneus fitazi ve pH 4.7 olan A. carbonarius fitaz1 (Pandey,
2001) saptanmustir.

Aspergillus tubingensis HBF 202 fitazin optimum pH’sinin 2.5 olmasi, enzimin
endiistri agisindan 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir. Ayrica
enzimin pH 2.0-6.0 arasinda aktiviteye sahip olmasi, sindirim kanalinda fitat
hidrolizi i¢in aktif olabilecegini gostermektedir. Ciinkii enzimin pH’s1 5.0-7.0 olan
tikiirik salgisinda, midede (beslenme durumunda pH 6.5, asit salgisinin
uyarilmasi ile pH 3.5-4.5’¢ kadar diismektedir) ve pH’s1 4.0-6.0 araliginda olan {ist
duodenum kisimlarinda fitati kolayca hidrolize etmesi igin aktif olmasi
gerekmektedir (Casey ve Walsh, 2004).

4.6.5. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’mn EtKkisi

Enzim stabilitesi iizerine pH’ nin etkisiyle ilgili sonuglar Cizelge 4.13-4.14 ve
Sekil 4.20°de gosterildi. Fitaz enzimi pH 1.5’da ilk 30 dakikada aktivitesinin %
90°’nm1 korudugu ve kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli
olmadigr goriildii (p>0.05). Ancak 30 dakikadan sonra elde edilen diger biitiin
sonuglarin kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu goriildii
(p<0.05). Enzim 3. ve 4. saatlerde baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 64 ve 62’ sini
korudugu, aralarindaki fakin ise istatistiksel olarak Onemsiz oldugu goriildii
(p>0.05). Inkiibasyonun 8. ve 16. saatlerde ise baslangi¢ aktivitesinin sirastyla %
56 ve 51 sini korudugu aralarindaki fakin ise istatistiksel olarak dnemsiz oldugu
goriildi (p>0.05).
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Fitaz enzimi pH 2.0°da ilk {i¢ saatte aktivitesinin % 81’ini korudugu saptandi.
Enzim 4. ve 8. saatlerde baslangic aktivitesinin sirasiyla % 78 ve 76’sin1
korudugu, aralarindaki fakin ise istatistiksel olarak Onemsiz oldugu gorildi
(p>0.05). Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren enzim aktivitesinin % 70’inden

fazlasini, 24 saat sonra aktivitesinin % 63’iinii korudugu saptandi.

Fitaz enzimi pH 2.5 de ilk 8 saatte aktivitesinin % 92’sini korudugu ve kontrol ile
arasindaki farkin istatistiksel olarak oOnemli olmadig1 gorildi (p>0.05).
Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren enzim aktivitesi kontrole gére istatistiksel
olarak azalma gostermesine ragmen, yirmidort saat sonra aktivitesinin % 85’ini

korudugu goriindii.

Fitaz enzimi pH 3.0’da ilk dort saatte aktivitesinin % 85’ini korudugu ve kontrol
ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigr goriildi (p>0.05).
Inkiibasyonun 8. saatinden itibaren enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel
olarak azalma gostermesine ragmen, yirmidort saat sonra aktivitesinin % 70’ini

korudugu saptandi.

Fitaz enzimi pH 4.0’da inkiibasyonuna birakildiginda ilk 30 dakikada aktivitesinin
% 88’ini korudugu ve biitliin sonuglarin kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak &nemli oldugu goriildii (p< 0.05). Inkiibasyonun 4. saatinden itibaren enzim
aktivitesinin % 80’ini korudugu saptandi. Enzimin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
aktivitesinin % 56’s1i1 korudugu goriildi.

Fitaz enzimi pH 5.0’da inkiibasyonuna birakildiginda ilk 30 dakikada aktivitesinin
% 87’ini korudugu ve biitiin sonuglarin kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak onemli oldugu goriildii (p<0.05). Enzim 16. ve 24. saatlerde sirasiyla
baslangi¢ aktivitesinin % 70 ve 51'ini korudugu saptandi.

Vohra ve Satyanarayana, (2002) Pichia anomala fitazinin pH 4’de oda
sicakliginda 6 giin stabil oldugunu saptamuslardir. Aspergillus oryzae AK9
mikroorganizmasindan elde edilen ham fitaz enzimi 2.0-3.6 ile 5.0-7.0 pH
araliklarinda 2 saat boyunca stabildir (Chantasartrasamee vd., 2005). Candida
krusei WZ-001 fitazinin pH 2.0-5.0 araliginda aktivitesinin % 80’ini koruyarak
stabil oldugu bildirilmistir (Kim vd., 2003). Penicillium simplicissimum W46
fitazinin optimum pH’1nin 4.0 oldugu enzimin pH 7.5 ve {izerindeki degerlerde ise
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inaktif oldugu saptanmustir. Enzimin pH 3.5-6.0 araliginda 7 gilin boyunca stabil
oldugu belirlenmistir (Quan vd., 2002).
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Sekil 4.20. A. tubingensis HBF 202 fitaz stabilitesi tizerine pH’nin etkisi



Cizelge 4.13. A. tubingensis HBF 202 fitaz stabilitesi lizerine pH nin etkisi

pH 15 pH 2.0 pH 2.5
Inkiibasyon Hacimsel Kalan Hacimsel Kalan | Hacimsel Aktivite Kalan
Zamam Aktivite (U/mL) X | Aktivite | Aktivite (U/mL) | x | Aktivite (U/mL) X Aktivite

(ORT. £ S.H.) % (ORT. + S.H.) % (ORT. +S.H.) %
Kontrol 425.60 £ 19.25 a 100 425.60 £ 19.25 a 100 425.60 £ 19.25 a 100
30 dk 383.57+11.68 a 90.12 378.99 + 8.25 b 89.05 418.36 £ 5.41 a 98.30
1 saat 342.29+0.87 b 80.36 364.49 £ 19.65 b 85.64 41546 +0.34 a 97.62
2 saat 302.41 +£12.51 c 71.05 353.62+5.98 b 83.09 407.97 £3.75 a 95.86
3 saat 276.57+1.21 d 64.98 347.10+1.25 b 81.56 402.90 + 0.64 a 94.67
4 saat 267.14 +3.56 d 62.77 332.37+£19.56 C 78.09 396.86 + 2.22 a 93.25
8 saat 241.06 +£7.12 e 56.64 327.05 +£5.87 c 76.85 391.55 +28.65 a 92.00
16 saat 217.63 £9.67 e 51.13 317.63 +£12.25 c 74.63 380.92 + 14.54 b 89.50
24 saat 117.87 £3.86 f 27.69 270.77 £7.53 d 63.62 365.46 + 21.62 b 85.87

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata Xx: Ay siitunda farkl: harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemlidir (p < 0.05).
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Cizelge 4.14. A. tubingensis HBF 202 fitaz stabilitesi lizerine pH’nin etkisi

pH 3.0 pH 4.0 pH 5.0
Inkiibasyon Hacimsel Hacimsel Hacimsel
Zaman Aktivite Kalan Aktivite Kalan Aktivite Kalan
(U/mL) X | Aktivite (U/mL) x | Aktivite (UimL) X Aktivite
% % %
(ORT. £S.H.) (ORT. £S.H.) (ORT.+S.H.)
Kontrol 425.60 +19.25 a 100 425.60 + 19.25 a 100 425.60 + 19.25 a 100
30 dk 407.97 +£9.32 a 95.86 378.26 £ 5.61 b 88.88 37295+ 21.54 b 87.63
1 saat 400.48 +0.22 a 94.10 366.91 +£0.33 b 86.21 364.49 £33.12 b 85.64
2 saat 39541 £5.12 a 92.91 35290+ 7.77 b 82.92 344.69 + 16. 32 b 80.99
3 saat 381.64 +£0.15 a 89.67 34541 +£1.21 b 81.16 339.13+£12. 10 c 79.68
4 saat 363.04 £ 0.08 a 85.30 342.03 £34.12 c 80.36 330.19 £ 18.01 c 77.58
8 saat 338.80 £12.71 b 79.63 325.12+12.59 | ¢ 76.39 319.32 £ 6.38 c 75.03
16 saat 334.30 + 3.81 b 78.55 299.03 + 6.89 c 70.26 299.03 +10.94 c 70.26
24 saat 302.42 +2.45 b 71.06 241.06 + 3.32 d 56.64 219.57 £ 1.95 d 51.59

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata x: Ayni sititunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemlidir (p < 0.05).

00T
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4.6.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim ve substrat farklt zaman araliklarinda inkiibasyona birakildiklarinda ilk 20
dakikada enzim aktivitesi zamana bagli olarak dogrusal artmaktadir (Sekil 4.21 ve
Cizelge 4.15). Ancak inkiibasyon zamanmin artist ile enzim aktivitesi
dogrusalliktan sapmaktadir. Bu nedenle standart enzim aktivite deneyleri 20
dakikalik inkiibasyonlarda yapildi.

Zaman, enzim aktivitesinin 6l¢iilmesinde 6nemli bir faktérdiir. Ciinkii reaksiyon
hiz1 belirli bir zamanda {iretilen {iriin miktari ile belirlenir. Aktivite tayininin dogru
tespiti i¢in, olusan iiriiniin linear oldugu bir noktada enzim aktivitesinin tayininin
yapilmasi gerekmektedir. A. tubingensis HBF 202 fitazi ve substrat farkli siirelerde
inkiibe edildiginde olusan {iriin miktar1 zamana bagl olarak artig gdsterdi. Bununla
birlikte ilk 20 dakikalik artisin dogrusal oldugu tespit edildi ve bu sire,
inkiibasyon siiresi olarak se¢ildi. Aspergillus niger UA-D (Ekren, 2013), A. ficuum
(Ullah, 1988) ve Cryptococcus laurentii ABO510 (Staden vd., 2007) fitazlarinin
aktivite tayininde, inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.15. Fitaz aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Zaman (dk) Hacimsel Aktivite (U/mL) y
(ORT. + S.H.)

> 271.01 +5.86 a

10 374.39 % 1.79 ab

20 568.11 £ 0.94 c

30 65724+ 1.09 q

40 74420+ 1.07 o

60 84130+ 5.22 r

90 85338 + 16.14 f

120 878.74 +6.56 P

ORT.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni stitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.21. A. tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin
etkisi

4.6.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi sabit inkiibasyon
siiresinde, optimum sicaklik ve pH’da (60 °C ve pH 2.50) farkh
konsantrasyonlarda (50-1000 puM) substrat sodyum fitat kullanilarak, enzim
aktivitesi standart deney kosullarinda 6l¢iildi (Cizelge 4.16).

Substrat konsantrasyonunun 50 uM’dan 1000 pM’a kadar belli bir oranda
artirllmasi ile enzim aktivitesininde kademeli olarak arttigi goriildii. Substrat
konsantrasyonuna karsi enzim aktivite grafigi ¢izildiginde enzimin Michaelis-
Menten kinetigi izledigi goriilmektedir (Sekil 4.22). Fitazin maksimum hizini
(Vmax) Ve Michaelis-Menten sabitesini (Ky,) saptamak igin, 1/V’ye karst 1/[S]
olarak Lineweaver- Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-
Burk grafigi, 1/V’ye karst 1/[S] olarak ¢izildi (Sekil 4.23). Bu grafigin dogru
denklemi ise, y = 2.4325 + 0.0091 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise 0.9956
bulundu. Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,0091
degerini verdiginden, Vmax degeri 109.89 U/mL olarak hesaplandi. Dogrunun
yatay ekseni kestigi nokta ise, -1/Km = -0.003743 degerinde olup, K, degeri 267
uM olarak bulundu.



Cizelge 4.16. A.

Hacimsel Aktivite (U/ml)

konsantrasyonunun etkisi
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tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi {izerine substrat

Hacimsel aktivite
Substrat (U/mL ) X
Konsantrasyonu (uM)
(ORT. +S.H.)

50 17.09 +0.84

111 32.38+1.14

125 3439+2.12
143 40.15+1.43 bc
167 43.00 +0.34 bc
200 48.55 +1.81 bc
250 53.81 +£0.48 cd
333 60.00 = 0.01 cd
500 69.10 = 0.06 d
1000 7224 +£1.12 e

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. x: Ayni siitunda farklh
harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir

(p <0.05).
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Sekil 4.22. A.tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi iizerine substrat
konsantrasyonunun etkisi (Michaelis-Menten Grafigi)
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Sekil 4.23. A.tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi {izerine substrat
konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi)

A. tubingensis HBF 202’nin fitaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun
etkisi incelendiginde, enzimatik reaksiyonun birinci dereceden (first-order) bir
kinetik gosterdigi belirlendi. Ancak, 500 uM substrat konsantrasyonundan sonra
aktivitenin artik daha fazla artmadigir ve sabit kaldig1r goriildii. Bu da enzimin
substratina  karst doygun hale geldigini ve maksimum hizla c¢alistigini
gostermektedir. Bu durumda enzimatik reaksiyon sifirinci dereceden (zero-order)
bir kinetik gosterdigi bulundu. Fitazlarin hidroliz hizi kullanilan substrat
konsantrasyonu baghdir ve klasik bir Michaelis-Menten kinetigi gdostermektedir
(Vats ve Banerjee, 2004) .

Aspergillus  tubingensis HBF 202 fitazindan elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda Ky, degeri 21 uM olan Cryptococcus laurentii ABO 510 fitazi
(Staden vd.,2007), K, degeri 30 uM olan Candida krusei WZ-001fitaz1 (Quan vd.,
2001), K, degeri 200 uM olan Pichia anomala fitaz1 (Vohra ve Satyanarayana,
2002), K, degeri 156 uM olan Sporotrichum thermophile fitazi (Singh ve
Satyanarayana, 2009) ve K, degeri 117 uM olan Zea mays (Laboure vd., 1993)
fitazindan yiiksektir ve bu enzimlere gore sodyum fitata ilgisi diistiktiir. Ancak, Kp,
degeri 606 uM olan A.niger van Teighem fitaz1 (Vats ve Banerjee, 2005), Ky
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degeri 295 uM olan Aspergillus ficuum NTG-23 fitaz1 (Zhang vd., 2010) ve K, ve
Vmax degeri sirasiyla 4.7 mM ve 49.01 pmol/dk/mg olan Bacillus licheniformis
PFBL-03 fitazindan (Fasimoye vd., 2014) ise diisiik olup bu enzimlere gére daha

diistik substrat konsantrasyonlarinda bile aktiftir.

4.6.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA’mn EtKisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in, enzim 1 mM, 5
mM ve 10 mM final konsantrasyonlarda AICIl;, BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCl,,
FeCl;, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, NaCl, NH,CI, NiCl,, PbCl;, ZnCl, metal iyonlar
ve EDTA igeren deney ortamlarinda 60 °C’lik su banyosunda 20 dakika inkiibe
edildi ve aktivite tayini yapildi.

Metal iyonlar1 ve EDTA igermeyen deney ortami kontrol olarak kabul edilip, aynm
kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda deney gruplarinin kontrole gére
aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi (Cizelge 4.17; Sekil 4.24).

Aspergillus tubingensis HBF 202 fitazi, 1 mM Pb? iyonu varhiginda ciddi bir
inhibisyona ugrayarak kontrole gére aktivitesinin ancak % 44’tinii koruyabildigi
saptandi. 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda ise aktivitenin sirasiyla % 28 ve
13’iiniin korunabildigi bulundu. A. tubingensis HBF 202 fitazinda Pb* iyonlarinin
substrat baglama bolgesi ve katalitik merkezinde gorev alan amino asitlerle
etkileserek katalitik bolge ve substratin arasindaki elektriksel dengeyi bozdugu ve
inhibisyona neden oldugunu 6ne siirebiliriz. Calismamizda elde edilen verilere
benzer sekilde A.niger UA-D 1 mM Pb* iyonu varhiginda dahi ciddi bir
inhibisyona ugramistir (Ekren, 2013). Ancak Aspergillus ficuum NTG-23 fitaz1
1.25 mM, 25 mM, 5 mM ve 10 mM Pb®* iyonunun varliginda aktivitesini
korudugu saptanmistir (Zhang vd, 2010). Selenomonas ruminantium JY35
fitazinin aktivitesi iizerinde 5 mM Pb*" iyon varhgmnda enzim aktivitesinde
yaklasik % 50 bir artis gdzlenmistir (Yanke vd.,1999).

Fe?’nin 1 mM varliginda dahi A. tubingensis HBF 202 fitazi tamamen inhibisyona
ugradi. Bu inhibisyon, enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen Fe-fitat
kompleksinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu diisiince Wang vd., (2004)
tarafindan fitaz aktivitesi lizerine mineral iyonlarin inhibisyon etkisi fitatin giiglii

bir selatlayici olmasindan dolay1 ¢éziinmez metal-fitat kompleksleri olusur ve
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boylece enzim tarafindan kullanilabilen fitat miktar1 azalir agiklamasi ile
desteklenmektedir.

Enzim APF" {in 1 mM konsantrasyonunda kontrale gére aktivitesinde % 40’lik
kayip saptandi. 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinde
inhibisyona neden oldugu belirlendi. Kontrol grubuyla aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p< 0.05). Calismamiza benzer olarak, A.niger
UA-D fitazs 1 mM AP varliginda aktivitesinin % 52’sini koruyabilmistir (Ekren,
2013). Sporotrichum thermophile fitazi 1 mM AI** varhginda aktivitesinin %
72’ini koruyabilmistir (Singh ve Satyanarayana, 2009)Cladosporium sp. FP-1
fitazt 1 mM AP varhgida aktivitesinin ancak % 50’ini koruyabilmistir (Quan
vd., 2004).

Cu? iyonunun 1 ve 5 mM konsantrasyonunda aktivitesinin % 93 ve % 70’iinii
koruyabilmistir. 10 mM konsantrasyonda fitaz aktivitesi azalmis (% 60) olup
kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05).
Vohra ve Satyanarayana (2002) P. anomala fitazimn 1 mM Cu®* katyonu
varliginda inhibe oldugunu saptamiglardir. Citrobacter braakii fitazi, ¢cok diisiik
Cu® konsantrasyonlarda dahi, giiglii bir sekilde inhibasyona ugradigi saptanmustir.

Ba?* iyonunun 1 mM’lik konsantrasyonunda enzim aktivitesinde fazla etkisinin
olmadigi, kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6énemsiz oldugu
bulundu (p>0.05). Ba®* iyonunun 5 ve 10 mM’hk konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinde sirasiyla % 62 ve 84’lik artig saptandi. Aspergillus niger UA-D
(Ekren, 2013), Pichia anomala (Vohra ve Satyanarayana, 2002) ve Candida krusei
WZ-001 (Quan vd., 2002) fitaz enzimlerinin aktivitesi tizerine 1 mM Ba®

katyonunun bir etkisinin olmadigini bildirmiglerdir.

Li* iyonlari, denen tiim konsantrayonlarinda (1 mM, 5 mM ve 10 mM) enzim
aktivitesi tizerinde artis gosterdi ve enzim aktivitesinde meydana gelen bu artisin
kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli oldugu bulundu (p> 0.05).
Calismamiza benzer olarak Li* iyonunun 1 mM, 5 mM ve 10 mM’luk
konsantrasyon varliginda Aspergillus niger UA-D fitazinin aktivitesini artirdigi
saptanmistir (Ekren, 2013). Ancak Cryptococcus laurentii ABO 510’dan elde
edilen fitazin 1 mM ve 5 mM Li" varligindan etkilenmedigi belirlenmistir (Staden
vd., 2007).
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Ca®* ve Co®* iyonlarinin 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlari aktiviteyi arttirdigi ve
kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu bulundu
(p<0.05). Ca®* ve Co?* iyonlarmmn 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinin sirastyla % 72 ve 48’ini korudugu saptandi ve kontrol grubu ile
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.05). Vohra ve
Satyanarayana, (2002) tarafindan yapilan ¢alisma da Pichia anomala fitazinin
aktivitesi iizerine 1 mM Co™ ve Ca' katyonlarmm bir etkisinin olmadig

saptanmistir.

Mg®*, Mn** ve Zn** iyonlarmin 1mM’lik konsantrasyonlari enzim aktivitesini
sirasiyla % 29, 41 ve 15 oraninda aktive ederken, artan konsantrasyonlarda
inhibisyona neden olup 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda geriye kalan enzim
aktivitesi sirasiyla Mg igin % 121 ve 81, Mn?* igin % 74 ve 31, Zn*" igin % 52
ve 9 olarak saptandi. Kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemli
oldugu bulundu (p<0.05). Greiner vd., (1997) tarafindan yapilan c¢alismada
Klebsiella terrigena fitazinin aktivitesi {izerine Mg®* iyonlarmm 6nemli bir
etkisinin olmadigi, Mn®" iyonlarina kars:1 aktivitesini biiyiik oranda korudugu ve
Zn** iyonlari tarafindan ise kuvvetle inhibe edildigi bildirilmistir.

Ni%* iyonunun 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlar1 aktiviteyi arttirdigi ve kontrol
grubu ile aralarindaki farkin istatiksel olarak onemli oldugu bulundu (p<0.05).
Enzimin 10 mM’hk Ni** iyonunu varhginda aktivitesinde yalmzca % 17°lik bir
azalma saptandi ve kontrol ile arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05). Ekren, (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Ni** iyonunun 1 ve 5 mM’lik
konsantrasyonlar1 enzimde sirastyla % 22 ve 24 oraninda aktivite ederken, 10 mM
Ni** iyonunun varhginda aktivite de yalnizca % 3’lik bir azalma saptanmustir.
Citrobacter braakii fitazinin metal iyonlari ile 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun
ardindan 10 mM’a kadar Ni*" katyonunun aktivite iizerine bir etkisinin olmadig
bulunmustur (Kim vd., 2003).

Na® ve NH;" iyonlarmin her {i¢ konsantrasyonunda enzim aktivitesinde
aktivasyona neden oldugu ancak, Na* i¢in bu degisimin dnemli bir degisiklik
olmayip, kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunurken
(p>0.05), NH," igin degisimin 6nemli olup kontrol ile aralarindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Elde edilen sonuglarimiza
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paralel olarak Citrobacter braakii fitazinin 10 mM’a kadar Na® katyonunun
aktivite tizerine bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (Kim vd., 2003).

Enzim aktivitesinde artisa neden olan bu iyonlarin ya enzimin yapisinda bulunan
negatif yiikli yan zincirlere sahip amino asitlere baglanip enzimin
konformasyonunu degistirerek yapisini stabilize ettigi yada substrata baglanarak
reaksiyon i¢in onun dogru yonelimini sagladigini sdyleyebiliriz.

K" iyonu her ii¢ konsantrasyonunda enzim aktivitesinde &nemli bir degisiklik
saptanmadi1 ve kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu
(p<0.05).

Aspergillus tubingensis HBF 202 fitazinin 1 ve 5 mM EDTA varhiginda
aktivitesinde sirasiya % 20 ve % 23 oraninda artis saptandi. 10 mM’lik
konsantrasyonunda ise aktivitenin % 92’sinin korundugu ve kontrol grubu ile
aralarindaki farkin istatistiksel olarak ©Onemli oldugu gorildi (p>0.05).
Aspergillus  ficuum NTG-23 fitazi 10 mM dan 1.25 mM azalan
konsantrasyonlarda % 11.6 - % 7.5 ’lik bir aktivasyon saptanmistir (Zhang, vd.,
2010). Sporotrichum thermophile fitazt 1 mM ve 5 mM EDTA varliginda inhibe
olmadig1 saptanmistir (Singh ve Satyanarayana, 2009). Enzimin EDTA tarafindan
inhibe edilmemesi fitaz aktivitesi i¢in bir metal iyonuna ihtiyact olmadigini yani

metalloenzim olmadigini géstermektedir.



Cizelge 4.17. A.tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi lizerine metal iyonlari ve EDTA’ nin etkisi

1mM 5SmM 10 mM
_Metal Hacimsel Aktivite Kalan Hacimsel Aktivite Kalan | Hacimsel Aktivite Kalan
Iyonlar (U/mL) X | Aktivite (U/mL) x | Aktivite (U/mL) X | Aktivite
(ORT. £ S.H.) % (ORT. £ S.H.) % (ORT. + S.H.) %
Kontrol 760.60 + 3.21 a | 100.00 + 760,60 + 3.21 a | 100.00 760.60 = 3.21 a | 100.00
AICl; 45784+ 0.43 b 60.20 35.44 £ 4.58 b 4.66 0.00 £0.00 b 0.00
BaCl, 771.13 £12.89 a 101.38 1237.89 +£2.78 b | 162.75 1407.07 = 8.81 b | 184.99
CaCl, 1040.30 = 7.23 b 136.77 962.71 £0.58 b | 126.57 551.08 £12.12 b 72.45
CoCl, 1050.83 £3.19 b 138.16 845.31 £4.58 b 111.14 396.69 £ 0.77 b 52.16
CuCl, 708.47 £ 6.34 b 93.15 534.04 £19.33 b 70.21 295.94+4.23 b 38.91
FeCl; 0.00+ 0.00 b 0.00 0.00 £+ 0.00 b 0.00 0.00+ 0.00 b 0.00
KCI 774.14 £ 3.58 a 100.78 855.84 + 12.67 a 112.52 865.86 + 1.67 a 113.84
LiCl 1003.71 £ 4.51 b 131.96 1042.31 +3.40 b | 137.04 979.15+7.19 b | 128.73
MgCl, 983.66 + 21.12 b 129.33 921.00 +£9.21 b | 121.09 620.25+ 2.22 b 81.55
MnCl, 1077.39 +£3.33 b 141.65 565.11 +£7.44 b 74.30 239,30 £ 0.04 b 31.46
NaCl 787.17 +0.03 a 103.49 849.32 + 13.76 a | 111.66 832.78 £ 4.09 a | 109.49
NH,CI 873.38 +4.12 b 114.83 896.94 + 0.05 b | 117.93 879.40 +0.78 b | 115.62
NiCl, 849.32+£19.32 b 111.66 902.46 + 0.08 b 118.65 632.28 £7.52 b 83.13
PbCl, 336.04 £ 21.91 b 44.18 219.25+ 22.12 b 28.83 101.95 + 3.51 b 13.40
ZnCl, 881.90 + 2.11 b 115.95 397.19 + 11.98 b 52.22 68.45 +12.09 b 9.00
EDTA 91549+ 244 b 120.36 942.56 + 5.67 b 123.92 702.96 £ 23.09 b 92.42

ORT: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. X: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05)
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4.6.9. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin ve Denatiirantlarin Etkisi

Serin inhibitdrii olan PMSF ve sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksitleyici bir
ajan olan DTNB’nin 1 mM konsantrasyonunda yakalagik % 34-52 oraninda
inhibisyona gozlendi. PMSF ve DTNB’nin 5 mM konsantrasyonunda, protein
denatiirant1 olan SDS, triptofan inhibit6rii olan NBS, arjinin inhibit6rii olan 2,3-
biitandion, fitaz enzimlerinin hidroliz iirlinii olan fosfatin substrat analogu olan
sodyum molibdat ve amonyum vanadat’in ise 1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda
enzimin ¢ok yiik oranlarda (~% 94) inhibe oldugu saptanmistir. Bu sonuglarla
ilgili veriler Cizelge 4.18 ve Sekil 4.25’de gosterilmistir. PMSF’nin inhibisyona
neden olmasi, enzimin aktif merkezinde serin amino asidinin olabilecegini, DTNB
sistein amino asitinin, NBS ile inhibisyonu triptofan ve 2,3-biitandion’un
inhibisyonu enzimin aktif merkezinde katalizden sorumlu bir arjinin amino
asidinin olabilecegini diigiindiirmektedir.

Elde edilen sonuglarimiza benzer sekide Candida krusei WZ-001 (Quan vd., 2002)
fitazinin ve A. niger UA-D fitazinin (Ekren, 2013) PMSF tarafindan kuvvetle
inhibe edildigi bildirilmistir bu nedenle aktif bolgede serin amino asidinin
bulundugunu ileri siirmiistiirler. Buna karsin Sporotrichum thermophile fitazin 1
ve 5 mM PMSF varliginda sirasiyla % 87 ve 72 oraninda aktivitesini korudugu
saptand1 (Singh ve Satyanarayana, 2009). Pichia anomala fitazi 1 mM serin
inhibitorii olan PSMF tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmistir (Vohra ve
Satyanarayana, 2002). Bir protein denatiiranti olan SDS’nin 1 ve 5 mM
konsantrasyonlarinda % 90 dan fazla denatiirasyon goriildii. Elde edilen
sonuglarimiza benzer sekilde Sporotrichum thermophile fitaz1 da SDS’ye karsi ¢ok
fazla dayanikli olmayan bir enzimdir, % 0.1’lik SDS tarfindan kuvvetle inhibe
edilmistir. Ancak 1 ve 5 mM NBS varliginin enzim aktivitesi iizerinde bir
etkisinin olmadigi bildirilmistir (Singh ve Satyanarayana, 2009). A. niger UA-D
fitazinin (Ekren, 2013), Pichia anomala fitazinin (Vohra ve Satyanarayana, 2002)
ve A. ficuum fitazinin (Tang vd., 2006) 2,3- biitanedion tarafindan kuvvetle inhibe
edilmistir ve bu nedenle aktif bdlge arjinin amino asidinin bulundugu ileri

stirdlmustir.

Diger bir fitaz inhibitorii olan floriir 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda % 25 ve 75
enzim aktivitesini azaltigi1 goriildi. Greiner vd., (2009) Aspergillus niger 11T53A9
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fitazinin farkli kaynaklardan izole edilen farkli fitazlarin inhibitorii olan F™, ve
ayrica molibdat ve vanadat tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edildigi
saptamislardir.

Indirgeyici ajan olan glutatiyon varliginda enzim 1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda
sirastyla % 6 ve 38 aktivite kaybina neden oldu. Borik asit 1 mM da enzim
aktivitesinde artiga neden olurken, 5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitende bir
etkisi olmamig ve kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz
bulundu (p >0.05). Diger bir katotropik ajan olan oksalik asitin ve sitratin 1 mM
konsantrasyonu aktivite {izerinde higbir etkisi olmadi. Bu kaotropik ajanlarin 5
mM konsantrasyonlar1 ise, enzim aktivitesinde ciddi bir inhibisyon meydana

gelmistir.

A.tubingensis HBF 202 fitazindan elde edilen sonuglarimiza benzer sekilde
Citrobacter braakii fitazinin 2-mercaptoethanol ve 1,4- dithiothreitol (DTT)
tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmis ve bu nedenle enzimin aktivitesinde
molekiil i¢i disiilfit kopriilerinin etkisinin olmadig: ileri siiriilmiigtiir (Kim vd.,
2003). Buna karsin Candida krusei WZ-001 fitazinin siilfidril grubu inhibitérleri
olan pCMB ve iyodasetat tarafindan inhibe edildigi fakat 2-merkaptoeranol ve
DTT tarafindan ise stimiile edilmesi enzimin aktif merkezinde -SH gruplarinin
bulundugunu gostermektedir seklinde agiklanmistir (Quan vd., 2002).

Protein denaturanti olan iire ve sodyum siyanit varliginda ise fitaz enzimi 1 mM
iire varliginda aktivitesinin neredeyse tamamini korurken, siyanit varliginda ise
baslangi¢ aktivitesine gore % 15’lik bir artis saptand1 ve siyanitin konsantrasyonu
5 mM’a arttirildiginda ise enzim aktivitesinin ancak % 45’ini korudugu saptandi.

Ancak, ayn1 orandaki lire enzimi % 22 oraninda artirmistir.
> Ay

Karboksil grubu inhibitérii olan CMC, enzim fizerinde 1 ve 5 mM
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 35 ve 68 oraninda aktivasyona yol actig1
saptandi. Enzimin aktif bolgesinde karboksil grubunun yer almadigini veya
katalizden sorumlu olmadigini soOyleyebiliriz. Enzim aktivitesindeki artisi,
muhtemelen CMC enzimin aktif merkezi disinda karboksil gruplarina baglanarak
enzimin yapisinda bir esneklige neden olarak enzimin substrat baglanma

yetenegini arttirmis olabileceginden kaynaklanmaktadir.



Cizelge 4.18. A.tubingensis fitaz aktivitesi {izerine inhibitérlerin ve

denatiirantlarin etkisi

113

1mM 5mM

inhibitérler Hacimsel Aktivite Kalan | Hacimsel Aktivite Kalan

(U/mL) X | Aktivite (U/mL) X | Aktivite

(ORT. % S.H.) % (ORT. % S.H.) %

Kontrol 549.77 + 0.46 a | 100.00 549.77 + 0.46 a 100.00
2,3-Biitadion 85.49 £0.08 b 15.55 69.32 £0.21 b 12.61
cargggg’t”m 39624812 | b | 721 38494880 | b | 7.00
Sodyum molibdat 55,41 £0.07 b 10.08 65.93 £3.12 b 11.99
NBS 80.60 £ 17.12 b 14.66 33.98 £0.12 b 6.18
SDS 43.01 +8.34 b 7.82 49.02 £9.21 b 8.92
PMSF 264.44 £ 0.55 b 48.10 36.24 £ 13.25 b 6.59
DTNB 363.31+£0.99 b 66.08 47.51+7.34 b 8.64
Oksalik asit 592.26 £ 0.87 a | 107.73 59.17+3.21 b 10.76
NaF 409.92 £22.21 b 74.56 141.50 £ 0.44 b 25.74
Askorbik Asit 527.59+4.12 a 95.97 23473 £5.16 b 42.70
Sodyum siyanit 636,62 +9.76 b | 115.80 246.76 + 3.64 b 44.89
Borik asit 619.32+9.12 b | 110.65 558.04 £8.16 a 101.51
CMC 744.89 £ 0.21 b | 135.49 925.71 £16.12 b 168.38
Sodyum sitrat 603,53 £ 16.98 a | 109.78 279.47 £0.08 b 50.83
DTT 631.35+7.12 b | 114.84 555.78 £5.12 a 101.09
Glutatyon 517.07 £ 6.55 a 94.05 34488 +£0.77 b 62.73
IAA 600.53 + 13.55 b | 109.23 535.48 +£0.54 a 97.40
URE 545,26 +£6.12 a 99.18 674.96 £ 1.89 b 122.77
B-merkaptoetanol | 692,26 +20.12 b | 125.92 702.03 +5.81 b 127.70

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata. x: Ayni siitunda farkl
harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05)
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4.6.10. Enzim Aktivitesi Uzerine inorganik Fosfatin Etkisi

(Cizelge 4.19 ve Sekil 4.26) Inorganik fosfat konsantrasyonu artis enzim
aktivitesinde azalisa neden oldu Bu azalmaya neden olan derisimlerin, inorganik
fosfat igermeyen kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulundu (p<0.05). Boylece ortamda 4 mM’dan fazla fitatin hidroliz iiriinii olan
fosfatin bulunmasi halinde enzim inaktif oldugu belirlendi. Calismamiza benzer
olarak A.niger UA-D fitaz1 da 4 mM inorganik fosfat varliginda inhibe oldugu
bildirilmistir (Ekren, 2013). Emericella nidulans, A. niger, A. fumigatus ve
A.terreus CBS fitazlar1 10 mM inorganik fosfat varliginda inhibe oldugu
bildirilmistir (Wyss vd., 1999b). A. ficuum asit fosfatazinin 3 mM inorganik fosfat
varliginda inhibe oldugu, fakat fitazin aktivitesinde inhibisyona neden olmadig:
bildirilmistir (Shieh vd., 1969). P. anomala fitazinin (Vohra and Satyanarayana,
2002) ve S. castellii fitazinin (Segueilha vd., 1992) aktivitesi lizerinde sirastyla 10
ve 40 mM’a kadar inorganik fosfat konsantrasyonunda bir inhibisyon

gozlenmemistir.

Cizelge 4.19. Enzim aktivitesi ilizerine inorganik fosfatin etkisi

Inorganik Fosfat Hacimsel aktivite (U/mL ) «
Konsantrasyonu (mM) (ORT. + S.H.)
0 380.05 £ 0.34 a
2 320.65+0.09 b
4 185.31 £0.12 c
6 81.80 £ 1.25 d
8 59.25 £ 0.65 d
10 59.25+0. 65 d

ORT: Her veri ii¢ tekrarmn ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p <0.05).
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Sekil 4.26. A.tubingensis HBF 202 fitaz aktivitesi iizerine inorganik fosfatin etkisi

4.6.11. Enzimin Sicaklik Stabilitesi Uzerine Polihidrik Alkollerin Etkisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amaciyla ¢esitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol) etkisi incelendi (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.27). Kontrol
grubu, 60 °C’de 1 saat sonunda aktivitesinin % 85’ini koruyabilirken (Cizelge 4.
10 ve Sekil 4.17), etilen glikol (2-OH grubu) ve gliserol (3-OH grubu) denenen
konsantrasyonlarda stabiliteyi artirict bir etkileri gdzlenmedi, aksine aktivite
tizerinde ciddi kayiplara neden olduklari belirlendi. Sorbitol (6-OH grubu) 1 ve 2
M konsantrasyonlarinda aktivitede sirastyla % 13 ve 29’luk bir artis gézlemlendi.
Kontrol grubu ile aralarindaki fark istatiksel olarak onemli bulundu (p<0.05).
Sorbitol (6-OH grubu) 3 M konsantrasyonda ise, enzim aktivitesinin % 76’sin1
koruyabildi. Bu sonuglardan sadece sorbitoliin termal stabiliteyi korudugu ve
arttirdigini soyleyebiliriz.

Dielektrik katsayis1 suyunkinden diisiik olan ¢ozeltilerin dielektrik katsayilarinin
diistiigii oranda (su 78, gliserol 42, etilen glikol 37 ve sorbitol 33,5) enzimin
termostabilitesini artirdigim1 ve bu c¢ozeltiler proteinlerin tersiyer yapilarinin
korunmasinda ¢ok onemli olan hidrofobik etkilesimleri kuvvetlendirdikleri ve
boylece daha yiiksek sicakliklarda enzimin yar1 dmriinii artirdiklart bildirilmistir
(Nawani ve Kaur, 2000). Chakraborty ve Raj (2008) ise, enzim stabilitesinin,
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polihidrik alkollerdeki serbest hidroksil (-OH) grubu sayisi ile dogru orantili
olarak arttigin1 yani daha fazla hidroksil grubu icerenlerin stabiliteyi daha ¢ok
artirdigint  sdylemiglerdir. Bu  bilgiler bizim c¢alisma sonuglarimizi
desteklemektedir. Ciinkii hidroksil grubu 6 olan sorbitol stabilize edici etki
gostermistir. Daha az sayida hidroksil grubu bulunan etilen glikol ve gliserolde ise
bu etki gbzlenmemistir.

Polihidrik alkollerin enzimlerin termal stabilitesini arttirdigi bilinmektedir
(Lamosa vd., 2000). Ekren, (2013) tarafindan Aspergillus niger UA-D fitazinin
polihidrik alkollerden gliserol ve sorbitoliin (1 mM) sicaklik stabilitesini arttirdig
bildirilmistir. Singh ve Satyanarayana (2009) tarafindan Sporotrichum thermophile
fitazinin % 10 gliserol varliginda enzimin yarilanma émriinti 90 dakikadan 109
dakikaya ¢ikararak enzim aktivitesi {izerinde bir artisa neden oldugu, sorbitoliin ise
113 dakikaya ¢ikararak enzim stabilitesini arttirict etkisi oldugu bildirilmistir.
Pichia anomala fitazinin % 1 olacak sekilde gliserol varliginin enzim aktivitesi
iizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002).
Cryptococcus laurentii ABO 510 fitaz1 % 1 ve % 5 (w/v) gliserol, sorbitol ve
mannitol varhiginda enzim aktivitesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig
bildirilmistir (Staden vd., 2007).
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Cizelge 4. 20. A. tubingensis HBF 202 sicaklik stabilitesi iizerine polihidrik alkollerin etkisi

Gliserol Etilen Glikol Sorbitol
o Hacimsel Kalan Hacimsel Kalan Hacimsel Kalan
Polihidrik Alkol | Axtivite (U/ML )| x | Aktivite |Aktivite (U/mL)| x 19| Aktivite (U/mL) | x aan

Konsantrasyonu| (QRT. + S.H.) % (ORT. = S.H.) Aktivite % | oRT. £ 8.H.) Aktivite %

Kontrol 411.12+£2.18 a 100.00 411.12+2.18 a 100.00 411.12+£2.18 a 100.00

1M 298.59 +3.98 b 72.63 164.01 £3.20 b 39.89 466.26 = (0.88 b 113.41

2M 240.45 +0.09 b 58.48 90.57 £ 0.45 b 22.03 531.42 +0.33 b 129.26

3M 126.54 +7.34 b 30.68 38.44 £ 0.08 b 9.35 31435+ 1.15 b 76.47

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05).

6TT
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4.6.12. Enzim Stabilitesi Uzerine Organik Céziiciilerin Etkisi

A. tubingensis HBF 202 fitazinin biitanol digindaki organik ¢oziictilerin diisiik
konsantrasyonlarina kargi aktivitesinin % 80’den fazlasini korudugu hatta ¢ogu
¢ozliciinlin enzim aktivitesine arttirici etkisi oldugu saptandi (Cizelge 4.21 ve Sekil
4.28). Fitaz enzimi biitanol ¢Oziictisiiniin % 0.5 ve 1 konsantrasyonlarinda,
sirasiyla aktivitesinin % 49 ve 41’ini koruyabildi. Fitaz enzimi % 0.5 ve 1.0
konsantrasyonlarinda DMSO, hekzan, dietileter ve siklohekzan aktivitesinin
neredeyse tamamini korudugu ve elde edilen degerler ile kontrol arasindaki
farklarin istatistiksel olarak Onemli olmadigi goriildii (p >0.05). Fitaz enzimi
biitanol disindaki aseton, asetonitril, benzen, etanol, etilasetat, gliserol,
izopropanol ve metanoliin % 0.5’lik konsantrasyonlarinda aktivitesinin en az %
80’nini koruyabildigi saptandi ve elde edilen degerler ile kontrol arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli olmadig1 goriildii (p>0.05).

Genel olarak bakildiginda c¢oziiclilerin  dielektirik sabiteleri arttkga enzim
aktvitesinde ¢ok azda olsa azalisa neden oldugu goriilmektedir. Bu ¢dzeltilerin
hidrofilik 6zelligi nedeniyle (dielektrik sabitelerinin yiiksek) enzimle etkilesim
etkileserek, enzim yapisinda degisimlere neden oldugunu sdyleyebiliriz. Coziilerin
hidrofobik ozellikleri (dielektrik sabiteleri diisiik) enzimin konformasyonunu
koruyucu bir etki gostererek, yapiy1 stabilize ettigini ileri siirebiliriz. Bu sonuglar,
A. tubingensis HBF 202 fitazinin {i¢ boyutlu yapisinda hidrofobik kalintilarin ¢ok
az ve onemli olmadigim gostermektedir. Saflagtirmanin ilk adiminda uygulanan
amonyum siilfat ¢oktiirme denemelerinde enzimin ¢ok yiiksek tuz derisimlerinde
(% 80-100) ¢okmiis olmasi da, hidrofobik kalintilarin fitaz enziminde ¢ok az
oldugunu goéstermektedir. Aspergillus niger UA-D fitazinin biitanol ve 1,4-dioksan
disindaki organik c¢dziiziilerin diisiik konsantrasyonlarina karsi aktivitesinin %
75’den fazlasini korudugu bildirilmistir (Ekren, 2013). Sporotrichum thermophile
fitazinin aktivitesi tlizerine organik ¢oziiciilerin etkisi ¢alisilmis ve % 10 aseton,
biitanol, izoamil alkol, benzil alkol, toluen, etanol ve heksan varliginda enzimin
aktivitesi {izerinde Onemli bir etkisinin olmadigi saptanmugtir (Singh ve
Satyanarayana, 2009). Pichia anomala fitazinin % 1 veya 1 mM olacak sekilde
gliserol ve toluen varliginin enzim aktivitesi lizerinde bir etkisinin olmadig
belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002). Aspergillus niger van Teighem
fitaz1 %10 hekzan, biitanol, dimetilsiilfoksit (DMSO), dimetilflorid (DMF) ve
benzil alkol varliginda aktivite kaybetmedigi bildirilmistir.
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Cizelge 4. 21. A. tubingensis HBF 202 fitazinin stabilitesi iizerine organik
¢Oziiciilerin etkisi

% 0.5 % 1.0

Organik . . . .
Cozgenler D|elek_t|_'|k Hau_m_sel X Kalla_n Hau_msel X Ka_la.n

Sabiti Aktivite Aktivite|  Aktivite Aktivite

€ (U/mL) % (U/mL) %
(ORT. £ S.H.) (ORT. = S.H.)

Kontrol 58580 +212 |a| 100.00 | 585.89+2.12 | a | 100.00
Hekzan 1.89 601.43 £12.86 |a| 102.65 | 610.39+5.50 | a 104.18
Siklohekzan 2.02 621.21£5.56 |a| 106.03 | 643.98 +8.85 | a 109.91
1,4-dioksan 2.25 512.55+0.08 |b| 87.48 | 496.88+5.13 | p 84.81
Benzen 2.27 639.05+£7.91 |a| 109.07 | 652.21+645 | b 111.32
Toluen 2.38 633.99+222 |a| 108.21 | 678.58+4.44 1 | 11587
Dietil eter 4.33 61222 +429 |a| 104.49 | 576.48+6.72 | a 98.39
Etil asetat 6.02 543.33£18.67 |a| 92.74 | 427.58+7.09 | p 72.98
Biitanol 17.8 288.45+0.54 |p| 49.23 |244.03+26.12| p 41.65
izopropanol 17.9 477214655 |a| 8145 | 360.64+2.26 | b 61.55
Aseton 20.7 62143 +6.78 |a| 106.07 | 455.09+8.89 | b 77.67
Etanol 245 633.54+£0.45 |a| 108.13 |275.71 £12.65| p 47.06
Metanol 32.7 572.67+£19.65 |a| 97.74 |398.73+16.15| p 68.06
Asetonitril 375 532.17+339 |a| 90.83 |376.55+12.54| p 64.27
DMSO 46.7 589.71£12.10 |a| 100.65 | 618.81+9.32 | 3 105.62
Gliserol 42.5 465.65+11.87 |p| 79.48 | 422.55+6.32 | p 72.12

ORT: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0.05).
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4.6.13. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla pH 2.5 0.2 M glisin-HCI
tamponunda hazirlanan 20 mM 4-nitrofenil-fosfat, 5-brom-4-klor-3-indol fosfat,
D-fruktoz-1,6-bisfosfat, D-fruktoz-6-fosfat, D-glukoz-1-fosfat, D-glukoz-6-fosfat,
a-gliserofosfat, B-gliserofosfat, a-naftil fosfat ve P-naftil fosfat substratlar1 ile
enzim aktivitesi 0l¢iilmiis olup, sonuglar Cizelge 4. 22 ve Sekil 4.29°de sunuldu.

A. tubingensis HBF 202 fitazinin genis bir substrat araliginda aktivite gosterdigi
saptandi. Bununla birlikte en diisiik enzim aktivitesi substrat olarak a-gliserofosfat
kullanildiginda saptandi. En yiiksek enzim aktivitesi ise D-fruktoz-1,6-bisfosfat
substrat olarak kullanildiginda elde edildi. Fitaz enzimi, D-glukoz-1-fosfat ve D-
glukoz-6-fosfat substratlarinin fosfat gruplarmin bulundugu karbon farkli olsa bile,
benzer aktivite sergilediler (her iki bag i¢cinde aymi steriospesifiklik). Bu sonug,
neden D-fruktoz-1,6-bisfosfat substrat olarak kullanildiginda yiiksek spesifiklik
oldugunuda dogrulamaktadir. A. tubingensis HBF 202 fitaz1 B-naftil fosfat ve -
gliserofosfat’in her ikisine yiiksek spesifik gosterirken, o-naftil fosfat ve a-
gliserofosfata kars1 daha diisiik spesifiklik gdstermistir. Bu sonugtan enzimin
pozisyonu igin steriospesifik oldugunu séyleyebiliriz.

Subsrat spesifikligi ve affinitesi fitazlar i¢in onemli katalitik 6zelliklerdir (Oh vd.,
2004). Mikrobiyal fitazlar (A. niger, E. coli, Bacillus sp.) fitik asite kars1 yiiksek
afiniteye sahip olmalarina ragmen, bitki fitazlar1 ve Aspergillus fumigatus gibi
fungal fitazlar daha genis substrat spesifikligine sahiptirler (Wyss vd., 1999a).

Bacillus subtilis (natto) N-77 fitazinin sodyum fitat i¢in oldukga spesifik oldugu
bildirilmistir. Ancak enzim, fosfotazlarin genel substrati olan p-nitrofenil fosfata
(PNPP) kars1 aktivite gostermedigi saptanmustir (Shimizu, 1992). Bacillus sp.
DSI11 fitazinin sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara karsi ¢ok az veya
hi¢ aktiviteye sahip olmadigi saptanmistir (Kim vd., 1998). Vats ve Banerjee
(2004) tarafindan Sporotrichum thermophile fitazinin genis bir substrat araliginda
aktivite gosterdigi saptanmistir.Cryptococcus laurentii ABO 510 fitaz1 ATP, D-
glukoz 6 fosfat-D-fruktoz 1,6-difosfat ve p-nitrofenil fosfat (p-NPP) de dahil
olmak tizere genis bir substrat araliginda aktivite gostermistir (Staden vd., 2007).
Rhizomucor pusillus fitaz1 fosfo fenol piruvat, riboflavin fosfat, AMP, ADP, ATP
ve NADPH;’ye karsi fitik aside benzer etkinlikte aktiftir (Chadha vd., 2004).
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Fitazlarin subsrat spesifikligi karsilastirildiginda histidin fitazlar (HAPhy), alkalin
fitazlara gore daha genis spesifik aralifina sahiptirler (Oh vd., 2004). Mikrobiyal
HAPhy’lar ise substrat spesifikligine gore iki simifa ayrilmaktadir. ilk smifta yer
alan fitazlar genis substrat spesifikligine sahipken fitik asit igin substrat
spesifikligi diisiiktiir. Ikinci sinifta yer alan fitazlar ise fitik aside karsi oldukga
spesifikdir ve subsrat spesifikligi dardir (Wyss vd., 1999b). Calismamizdan elde
edilen sonuglar dogrultusunda enzimin bu smiflandirmanin ilk sinif olan histidin
fitazlara (HAPhy) dahil oldugu soylenebilir.

A. tubingensis HBF 202 fitaz1 genis bir substrat araliginda aktivite gdstermektedir.
Genis substrat spesifikligi fitazlarda aranan bir 6zelliktir (Chadha vd., 2004) ve
yem takviyeleri i¢in daha uygundur (Wyss vd., 1999b; Gulati vd., 2007a). Bu
sonu¢ enzimimizin yem endiistri a¢isindan 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.22. A.tubingensis HBF 202 fitazinin substrat spesifikligi

Hacimsel

Substrat Aktivite X % .

(U/mL) Aktivite
(ORT. + S.H.)

Fitik asit 51444 £5.85 a | 100.00
D-fruktoz-1,6-bifosfat 861.43 +12.44 b | 167.45
5-brom-4-klor-3-indol fosfat 686.24 =0.06 b | 133.40
B-naftil fosfat 626.84 +1.06 b | 121.85
B-gliserofosfat 585.11 £2.19 | b | 113.74
4-nitrofenil-fosfat 614.81 £1.19 b | 119.51
D-glukoz-1-fosfat 598.65 £2.24 b | 116.37
D-glukoz-6-fosfat 575.71 £3.45 b 111.91

D-fruktoz-6-fosfat 402.03 £339 | b 78.15

a-naftil fosfat 46782+ 1444 | b 90.94

a-gliserofosfat 352.03 £6.54 b 68.43

ORT: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Aynt siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0.05).
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5. SONUC

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji ~Boliimii
Mikrobiyoloji fungus stoklarinda bulunan, fitaz iirettigi daha 6nceden kalitatif olarak
saptanmig (Ekren, 2013) olan Aspergillus sp. susu, enzim iretimi i¢in se¢ildi.
Morfolojik olarak A. tubingensis HBF 202 olarak teshis edilen susun ITS gen
bolgesinin dizi analizi yapilarak www.pubmed.com adresinde yer alan veritabaninda
kayith ve tiir tanisi yapilmis olan funguslar ile karsilastirildi. Karsilastirilan dizler
arasinda en yiiksek benzerligin (% 99) Aspergillus tubingensis ile oldugu saptandi.
A. tubingensis HBF 202 izolatinin Genbank kayit numaras1 KM285407 dir.

A. tubingensis HBF 202 fungusunun fitaz tretimi igin, kiiltiir kosullar1 optimize
edildiginde en iyi fitaz iiretiminin pH’s1 5.0, sicakligin 30 °C ve 8. giin (duragan
fazin sonu) oldugu saptandi.

Optimum kosullarinda iiretilen A. tubingensis HBF 202 kiiltir ortamu siiziildiikten
sonra elde edilen ham ekstrakt sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik
etkilesim, diyaliz, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
islemlerinden gegirilerek % 7.24’liik geri kazanimla 101 kat saflagtirildi.

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen fraksiyonlar, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve poliakrilamit jel elektroforezi
(PAGE) ile zimografi yapilarak goriintiilendi, enzimin monomerik yapida oldugu
goriildii. Standart proteinler kullanilarak enzimin molekiil agirlig1 63.48 kDA olarak
hesaplandi.

Saflagtirilan enzimin karakterizasyonu yapildiginda, maksimum enzim aktivitesinin
pH 2.5 ve 60 °C’de oldugu saptandi. Enzimin genis bir pH araliginda (pH 1.5-5.0)
oldukca stabil oldugu goriildii. Fitaz enziminin 25-70 °C arasinda aktivitesinin
biiyiik bir kismin1 korumasi enzimin sicaklik stabilitesinin iyi oldugunu gosterdi.
Fitaz enziminin sodyum fitat i¢in, Ky, degerinin 267 uM, V.« degerinin ise 109.89
U/mL oldugu bulundu. A. tubingensis HBF 202 fitazinin genis bir substrat
araliginda aktivite gosterdigi saptandi. En yliksek enzim aktivitesi substrat olarak D-
fruktoz-1,6-bisfosfat kullanildiginda elde edildi. Enzim fosfotlanmig bilegiklere karsi
oldukca aktif olmasi enzimin yem sanayinde kullanilmasi i¢in avantaj saglayacagi
diisiiniilmektedir. Enzimin optimum pH’sinin asidik olmasi enzimlerin pH’sia gore
smiflandirildiginda histidin asit fosfataz smifina dahil oldugunu ve PhyB fitaz1
oldugunu gosterir. Substrat spesifikliginin genis olmasi enzimin PhyB oldugunu
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destekledi. Polihidrik alkollerden yalnizca sorbitoliin sicaklik stabilitesini artirdig
gozlendi. Fitazin, denenen organik c¢oziiciilerin biiyiik bir kisminin diisiik
konsantrasyonlarina karsi (% 0.5) aktivitesini biiyiik bir oranda (% 80) korudugu,
ancak cok azinin yiiksek konsantrasyonlarina karsi aktivitesini koruyamadig
goriildii. Enzimin 2,3-biitandion, NBS, PMSF ve DTNB ile biiyiik oranda inhibe
olmasi aktif merkezde katalizden sorumlu arjinin, triptofan serin ve sistein amino

asidinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

AIF* 5 mM konsantrasyonunda, Zn** ve Pb* 10 mM konsantrasyonlarinda
aktivitenin % 90’nindan fazlasmm inhibe oldugu belirlendi. Fe** iyonunun biitiin
konsantrasyolarinda enzim tamamiyle inhibe oldugu belirlendi. Bunlar disindaki
metal iyonlar1 enzim aktivitesinde ¢ok fazla inhibisyona neden olmadigi saptandi. A.
tubingensis HBF 202 fitaz1 EDTA'nin denenen yiiksek konsantrasyonlarinda dahi bir
inhibisyon goézlenmemistir. Elde ettigimiz bu saptama enzimin bir metalloenzim
olmadig diisiincesini akla getirmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler sonucunda A.tubingensis HBF 202 fitaz
enziminin sahip oldugu karakteristik 6zellikleri ile endistriyel alanda kullanilmasi
ve ekonomik acidan degerlendirilmesi Onerilebilir. Elde edilen enzimi o6zellikle
yemlerde kullanarak basit mideli hayvanlar tarafindan yeterince yararlanilamayan
fitik asidi hidrolize ederek protein ve nisastanin sindirimine olanak saglamak, yemin
protein ve enerjisinden yararlanmay1r ve ayni zamanda hayvansal giibreden
kaynaklanan fosfor kirliliginin azaltimasi planlanmaktadir. A.tubingensis HBF 202
fitaz enzimi gidalara eklenerek fitat igerigi yiiksek tahil, baklagil ve soya
proteinlerince zengin besinlerin tiikketilmesinden dolay1 ortaya ¢ikan ¢inko, demir,
kalsiyum, magnezyum, manganez ve bakir gibi minerallerin alimminin negatif
etkisinin engellenebilecegi diisiiniilmektedir. Enzim saf odugu igin 6zel myo-
inositollerin elde edilerek ilag sanayisindeki potansiyeli arastirilabilir. Bu nedenle
fitatin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan iiriinlerin saptanmasi planlanmaktadir. Enzimin
karbonhidrat kalintis1 igerip igermedigi tespit edilecektir. Enzimin ait oldugu alt
sinifin tam olarak belirlenebilmesi i¢in enzimin elektroforezde saptanan bandi
kesilerek, elde edilecek saf fitazin amino asit sekanslarinin ¢ikarilmasi ve ii¢ boyutlu

yapisinin aydilatilmasi diistintilmektedir.
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