ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
2013-YL-034

FITAZ URETEN FUNGUSTAN ENZIMIN URETIMI,
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Gamze Sevri EKREN

Tez Danismani:
Dog. Dr. Kubilay METIN

AYDIN






ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi Ogrencisi Gamze Sevri
EKREN tarafindan hazirlanan “Fitaz iireten fungustan enzimin iiretimi
saflastirilmasi ve karakterizasyonu” baslikl tez, 27.06.2013 tarihinde yapilan
savunma sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri {iyelerince kabul edilmistir.

Unvani Ad1 Soyadi Kurumu Imzas1
Baskan: Prof.Dr. A. Alev KARAGOZLER ADU
Uye :Dog. Dr. H. Halil BIYIK ADU

Uye : Dog.Dr. Kubilay METIN ADU

Jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiiksek Lisans tezi, Enstitii Yonetim

Kurulunun ............... Sayili karariyla .......... tarihinde onaylanmgtir.

Prof. Dr. Cengiz OZARSLAN
Enstitii Midiiri






ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen
gergcek deney ve gozlemler cergevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢calismada
bana ait olmayan tiim veri, diisiince, sonug ve bilgilere bilimsel etik kurallarin
geregi olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek
belirttigimi beyan ederim.

27/06/2013

Gamze Sevri EKREN






Vii
OZET

FiTAZ URETEN FUNGUSTAN ENZiMIN URETIiMi,
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Gamze Sevri EKREN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damgmant: Dog. Dr. Kubilay METIN
2013, 175 sayfa

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali stok Kkiiltiirlerinde kayitli havadan ve
topraktan izole edilmis 165 adet fungus fitaz enzimi iiretme kapasitesi agisindan
taranmustir. Aspergillus niger UA-D susunun en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
saptanmugtir.  Aspergillus niger UA-D susundan ekstraseliler olarak PSM
ortaminda tiretilen fitaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE Sefaroz CL-
6B ve Fenil Sepharoz CL-4B islemleri uygulanarak % 2.6 verimle 73 kat
saflastirilmistir. SDS-PAGE elektroforezinde tek bant elde edilmis ve molekiiler
agirhigi 65 kDa olarak hesaplanmistir. Maksimum aktivitesini pH 3.0 ve 70 °C
sergiledigi bulunmustur. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda stabil
oldugu saptanmustir. Enzimin fitik asit i¢in K, degeri 180 uM ve Vux degeri
54.35 U/mL olarak hesaplanmistir. Fitaz enziminin genis bir substrat
spesifikligine sahip oldugu belirlenmistir. Fitaz aktivitesi, Ba*" ve Li* tarafindan
artarken, Fe?" AI*" ve Pb? tarafindan inhibe olmustur. Enzim aktivitesi NBS,
PMSF, DTNB, 2,3-biitandion varliginda oldukga inhibe olurken, CMC, DTT ve
B-merkaptoetanol ile aktive olmustur. Bu sonuglar enzimin katalitik merkezinde
triptofan, sistein, serin ve arjinin rezidiilerinin énemli rol oynadigr sonucuna
varilmigtir. Polihidrik alkollerden gliserol ve sorbitoliin sicaklik stabilitesini
artirdig1 ve organik ¢oziiclilerin ise enzim aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi
belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Fitaz enzimi, Aspergillus niger, saflastirma,
karakterizasyon






ABSTRACT

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
PHYTASE FROM PHYTASE PRODUCING FUNGUS

Gamze Sevri EKREN

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kubilay METIN
2013, 175 Pages

Fungal strains that were isolated from air and soil and registered in Adnan
Menderes University Department of Biology culture stocks were screened for
phytase activity of 165 fungal strains. Aspergillus niger UA-D. strain showed
the highest phytase activity. Extracellular phytase produced by Aspergillus
niger in PSM was purified 73-fold with a recovery of % 2.6 referred to the
phytase activity in the crude extract using, ammonium sulphate precipitation,
DEAE Sepharose CL-6B and Phenyl Sepharose CL-4B. Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis of the purified enzyme gave a single
stained band at a molecular mass of approximately 65 kDa. The temperature
and pH for maximum activity of the enzyme were 70 °C and 3.0, respectively.
K and V qax values for phytic acid of the enzyme were calculated to be, 180
uM and 54.35 U/mL, respectively. The phytase exhibited broad substrate
specificity. The enzyme was stimulated by Ba** and Li* and strongly inhibited
by Fe?*, AP** and Pb? The enzyme activity was markedly inhibited in the
presence of NBS, PMSF, DTNB, 2,3-butanedione suggesting that tryptophan,
cysteine, arginine and serine residues play an important role in the catalytic
process. Glyserol and sorbitol enhance thermostability of phytase. The enzyme
was detemined to be highly stable against organic solvents.

Key Words: Phytase, Aspergillus niger, purification, characterization
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ONSOZ

Yiksek lisans tez calismam siiresince tecriibesini ve bilgi birikimini higbir
zaman esirgemeyen, beni her zaman destekleyen ve ¢aligmalarimin her
asamasinda biiylik bir 6zveri ile katkilarin1 sunmaktan asla kaginmayan degerli
danigmanim Saym Dog. Dr. Kubilay METIN’e icten tesekkiirlerimi sunarim.
Pozitif enerjileri ile her zaman yanimda olan ve bilgi birikimi ile yardimlarini
esirgemeyen Saym Dr. Z. Burcu Bakir ATESLIER’e ve Doktora &grencisi
Oznur KOC’a tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmamin her asamasinda bilgi birikimini ve destegini esirgemeyen Sayin
Dog. Dr. H. Halil BIYIK’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calisgmamin istatistik degerlendirmelerindeki yardimlarindan dolay1 ve manevi
destegini her zaman yanimda hissettigim sevgili kardesim Hande EKREN’e
sonsuz tesekkiir ederim.

Akademik caligmalarimda ve yasantimda her zaman yanimda olan ve destegini
esirgemeyen sevgili arkadaglarim Oktay ASICI ve Sedef SOYAL’a tesekkiir
ederim.

Calismamda funguslarin  enzim iretme yeteneklerinin  taranmasinda

yardimlarini esirgemeyen sevgili arkadasim Merve YAVUZ’a tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi destekleri ile bugiine kadar hep yanimda olan ve varliklariyla
bana gii¢ veren, melegim, annem Raziye EKREN ve sevgili babam Yilmaz
EKREN’e en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez g¢aligmamin yiiriitilmesinde FEF-12028 no’lu proje ile aragtirmamizi
destekleyen Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Bagkanligi’na tesekkiir ederim.
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% Yiizde

[S] Substrat Konsantrasyonu

°C Derece santigrad

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

umol Mikromol

APS Amonyum persiilfat

BPP B-Propellar fosfataz

BPPhy B-Propellar fitazi

BSA S1gir serum albumini

cm Santimetre

CMC Sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid
metil-p- toluen-sulfonat

CP Sistidin fosfataz

Da Dalton

dk Dakika

DMSO Dimetil siilfoksit

DTT 1,4- Dithiothreitol

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

g Gram

g Yer ¢ekimi ivmesi

h Saat

HAP Histidin asit fosfataz

HAPhy Histidin asit fitaz

HBF Halil Biyik Fungus

0] Uluslararasi enzim iinitesi

kDa Kilodalton

Keat Turn over sayisi

Km Michaelis-Menten sabitesi

L Litre

M Molar

MEA Malt ekstrakt agar

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar
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mmol Milimol

NBS N-bromo suksinamid

nm Nanometre

Ort Ortalama

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi
PAP Purple asit fosfataz

pCMB p-kloromerkiiri benzoat

pH H* iyonu konsantrasyonu
pHMB p-hidroksimerkiirbenzoik asit
PMSF Fenil metil siilfonil floriir
PSM Fitaz tarama ortami

rpm Dakikadaki devir sayist

S.H. Standart hata

SDS Sodyum dodesil stilfat

SH grubu Siilfidril grubu

sp. Tiir

SSS Substrat spesifik bolgesi
TCA Trikloro asetik asit

TEMED N,N,N’,N’- Tetrametiletilendiamin
U Enzim {initesi

V max Maksimum enzim aktivitesi
o Alfa

B Beta
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1. GIRIS

1.1. Mikrobiyal Enzimler

Enzimler, canlilarda kimyasal reaksiyonlar1 ¢ok yiiksek hizda katalizleme giiciine
sahip molekiillerdir. Organik kimyada kullanilan metotlar ile gergeklestirilmesi
cok gii¢ olan ya da gergeklestirilmesi miimkiin olmayan bir¢ok reaksiyonun uygun
ve spesifik enzimlerle kolaylikla ger¢eklesmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izole
edilerek c¢esitli amagclar i¢in kullanilmasi fikrini dogurmustur. Enzimler, canlilarin
dogal iiriinleri olmasi nedeniyle, ¢evre ile uyumludur. Modern endiistride doganin
kendisine ait teknolojisinin kullanimi, geleneksel islemlere oranla daha az
miktarda atik olusturarak daha az ¢evre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik
sartlarda gergeklestirilebilmesi, enzim kullanimini1 daha cazip hale getirmektedir
(Gumiisel, 2002; Bull vd., 2000; Van Beilen ve Li, 2002).

Gilinimiizde  endiistriyel alanda  kullanmillan  enzimler  genel  olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az bir kismi da
bitkisel ve hayvansal kaynaklardan saglanmaktadir. Hayvansal kaynaklardan
enzim iretiminin, pahali olmasimin yaninda, arz ve talep gibi faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Buna karsilik, birgok bitkisel kaynakli enzim, nispeten daha kolay
elde edilebilir. Fakat bitkisel kaynaklarm, endiistriyel ham madde olarak
kullanilmalari, gida ihtiyaclarina baglhdir.

Mikrobiyal enzimler yenilenebilir kaynaklardan iiretilir ve biyolojik olarak
bozulabilir. Enzimlerin iiretiminden elde edilen atiklar, toprak verimini arttirmada
giibre olarak tarimsal arazilerde kullanilabilir. Cesitli sektorlerde ¢evre ve aletlere
zararli etkilere neden olan kimyasallarin kullanmildigi eski metodlarin yerini,
biyolojik olarak yikima ugrayan enzimlerin kullanildigi yeni islemler almaktadir.
Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin diger nedenleri ise,
olusturduklar1 yan {irlinlerin az olmasi, aktivitelerinin yiiksek ve daha stabil
olmasi, ekonomik ve yiiksek oranlarda saf olarak iiretilebilmeleridir. Ornegin,
mikrobiyal enzimlerin ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde, ¢ok yiiksek diizeyde
aktivite gostermeleri endiistri acisindan olduk¢a Onemlidir (Wiseman, 1987
Horikoshi, 1999, Kirk vd., 2002). Giintimiizde endiistride kullanilan enzimlerin
yaklasik % 90’1 mikroorganizmalardan tiretilmektedir (Wolfgang, 2004).



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

Bu enzimlerin endiistriyel kullamim alanlarina gére dagilimina bakildiginda, %
29’unun gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yemi sektoriinde, % 56’smin ise genel
teknik alanlarda kullanildig1 goriilmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004).

1.2. Enzimlerin Tarihcesi

Insanlar binlerce yi1l ncesinden bu yana enzimlerden yararlanmislardir. Ornegin
alkol fermentasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler ilk biyoteknolojik
islemler olarak tanimlanabilirler. Sarap iiretimi i¢in mayalarin kullanimu ilk olarak
M.O. 2100 civarinda Hammurabi Yasalarinda bahsedilen ¢ok eski bir tekniktir.
Fakat ayn1 zamanda ham enzim preperatlarinin kullanimi canli organizmanin
tamaminin kullanimindan daha eskidir. Homerus’un ilyada (Truva) destaninda
(MO 600) peynir iiretiminde siitiin kesilmesi i¢in “ficin” denilen incir agacindan

elde edilen sivinin (incir enzimi) kullanimindan bahsedilmistir (Buxbaum, 2007).

Binlerce yil 6ncesinde enzimlerin ve enzim iireten organizmalarin kullanilmasina
kargilik, enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak
gectigimiz ylizyillda gozlenmeye baslanmigtir. Fransiz kimyager Reamur 18.
yiizyilda atmaca mide suyunun eti sindirebildigini, kemigi yumusattigini fakat
mide suyuna birakilan bitki materyallerinin degismedigini saptayarak, ilk kez
enzim Ozgilliiglini kanitlamistir. Spallanzani 1783 yilinda, mide suyunun aktif
bileseninin depolama sirasinda aktivitesini kaybettigini ve stabil olmadigini
gostermistir (Buxbaum, 2007). Kirchoff 1811 yilinda, bugday nisastasinin zamanla
dekstrin ve sekerlere doniistiigiini belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet, Boutron ve
Chalan’in amigdalinin act badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmesi,
enzimoloji konusundaki ilk ¢alismalar olarak gosterilebilir (Telefoncu, 1986).

Fransiz kimyagerler Payen ve Persoz 1833 yilinda, nisasta hidrolizinde asitten
daha etkili bir maddeyi filizlenmis arpadan ekstrakte ettiler. Bu maddenin,
ckstraktan etanol ile ¢oktiiriilerek elde edilmesi, enzimoloji alanindaki ilk

saflagtirma girisimlerinden biri olmustur. Alman bilim adami Theodor Schwann



1834 yilinda, mide suyundaki hidroklorik asit ve mide suyunun bilinen diger tiim
bilesenlerinden daha etkin bir sekilde, eti hidrolizleyebilen pepsini izole etti
(Buxbaum, 2007). Berzelius 1835 yilinda, bugiin amilaz olarak bilinen diastaz ile
nigastay1 hidrolizlemeyi basarmis ve 1838 yilinda ferment olarak adlandirilan
enzimler i¢in, katalizor (biyokatalizor) terimini kullanmistir. Bdylece canli
organizmalardaki katalizorlerin kimyasal reaksiyonlar1 daha hizli ve daha hafif
sartlar altinda ger¢eklesmesine imkan verdigi ortaya ¢ikti.

Enzimlerin kesfinin bagladigi ilk yillarda pek c¢ok arastirmaci, fermentasyon
olaylarinda mayalar ve mayalarin etkilerini géz oniine aldiklar1 i¢in, enzimleri
tamimlamaya yonelik olarak ferment terimini kullanmiglardir. 1850’lerde Louis
Pasteur sekerin, maya vasitasiyla alkole fermentasyonunun ‘‘fermentler’
araciligiyla, katalizlendigi sonucuna varmistir. Bu fermentlerin, canli maya
hiicrelerinin yapisindan ayrilamaz oldugunu kabul etmistir. Hansen 1874 yilinda,
enzim preparatinin (rennet) standart bir sekilde iiretildigi ilk ticari firma olan C.
Hansen Laboratuvarini kurmustur. Frederick W. Kiihne 1878’de bu molekiillere
(fermentlere) ‘‘enzim’’ adinmi vermistir (Nelson ve Cox, 2004; Whitehurst ve van
Oort, 2010). Bugilin enzimler ve mikroorganizmalar olarak ayrilan iki olgu, o
tarihlerde organize edilmemis fermentler ve organize fermentler olarak iki gruba
ayrilmistir. Enzim terimini ilk kullanan ise 1878 yilinda Kiihne olmustur
(Buxboum, 2007). Fischer 1894 yilinda, enzimlerin substratlarina olan
spesifikliklerini ortaya koyarak, anahtar-kilit modelini tanimlamis ve bazi temel

kavramlarin enzimoloji alanina girmesini saglamistir.

Alman bilim adamlarn Hans ve Eduard Buchner 1897 yilinda, canli organizma
olmadan maya ekstratlar1 ile sekerin alkole doniisebildigini kesfetmis ve
fermentasyonu saglayan molekiillerin canli hiicre yapisindan ¢ikarildiginda da
fonksiyonuna devam ettigini ispat etmistir. Bununla beraber, yeterli kosullarin
saglanmast durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerin dogal
ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda kullanilabilecegi diisiincesi, yeni enzimlerin
izolasyonu ve onlarin katalitik Ozelliklerini inceleme c¢alismalarma hiz
kazandirmistir (Nelson ve Cox, 2004; Buxboum, 2007). Croft-Hill 1898 yilinda,
maya ekstrakti (a-glikozidaz) kullanarak, enzimatik olarak ilk kez izomaltoz
sentezlemistir. Kastle ve Loevenhart 1900 yilinda, yag ve diger esterlerin
lipazlarla hidrolizlendigini kanitlamislardir.



Willstaetter ve arkadaglar1 1922-1928 yillart arasinda, bugiin anladigimiz anlamda
saflastirma ¢alismalarina baslamislardir. James B. Sumner 1926 yilinda, Cornell
Universitesinde ilk kez iireaz enzimini fasulyeden izole ederek, kristalize etmeyi
basarmistir. Summer, iireaz kristallerinin tamamen proteinden olustugunu bulmus
ve biitlin enzimlerin protein olduklarini ileri siirmiistiir. Bu ¢alismast Summer’e
1947°de Nobel odiiliinti kazandirmistir (Bennet, 1969; Holum, 1968). John
Northrop ve Moses Kunitz’in 1930’larda pepsin ve tripsini kristalize etmeleri ve
bunlarin protein olduklarint bulmalarindan sonra, Summer’in vardigi sonug¢ genis
capta kabul gormiistiir. Enzimlerin molekiiler yapisi tam olarak anlagilmamasina
ragmen, Haldane katalitik reaksiyonlarda kullanilabilen enzim ve substrat
arasindaki zayif baglarin etkilesimi ile ilgili dikkat ¢ekici bir 6neri ileri stirmiistiir.
1940’larda saflastirilmis enzim sayisi ¢ok az iken, 1980°lerde 200 tanesi kristal
formu olusturabilecek saflikta, 1500 tanesi ise yiiksek diizeyde saflastirilmigtir.

1900’1 yillarin baglarinda Svedberg tarafindan gelistirilen ultrasantrifiij teknigi ile
enzimlerin molekiil kiitlelerine gore aymriminin yapilabileceginin belirlenmesi,
riboniikleazin aminoasit dizisinin aydinlatilmast (1960), lizozimin ii¢ boyutlu
yapisinin X-1ginlar1 kristalografisi ile belirlenmesi (1965) enzimlerin kimyasi ve
yapist alanindaki ilk c¢aligmalar olmustur. 1950-1960 yillarinda yapilan
enzimolojik c¢alismalarda, enzimlerin yapisal esnekligi ile ilgili bilgilerin elde
edilmesi ile enzimlerin katalitik giicli ve spesifikligini aciklamak iizere, Koshland

1958 yilinda, indiiklenmis uyum (induced-fit) modelini dnermistir.

1950 yillarinda, enzimler ¢esitli destek materyallerine immobilize edilmeye
baslanmistir. Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamalar1 glukozun
fruktoza izomerasyonu (yiiksek fruktozlu misir suruplarimin iiretimi), optik saf

aminoasitlerin iiretimi, penisilin G’nin hidrolizidir.

1950-1960 yillar1 arasinda enzimlerin deterjan ve nisasta endistrisinde,
tatlandiricilar ve optik saf aminoasitlerin liretiminde kullanilmalari, enzim
teknolojisinin daha da ilerlemesine neden olmus ve c¢ok sayida enzim

saflagtirilarak karakterize edilmistir.

Merrifield ve arkadaslari tarafindan 1969 yilinda, riboniikleaz enziminin aminoasit
onciillerinden kimyasal olarak sentezlendigi bildirilmistir. O zamandan beri
binlerce enzim, X-igm1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR)
teknikleri ile incelenmistir. Genetik miihendisligi tekniklerinin uygulanmasi enzim



tiretimi verimliligini arttirmig ve hatta protein miihendisligi ve evrimsel tasarim
sayesinde, enzimlerin spesifik 6zelliklerinin iyilestirilmesine olanak saglamistir.
2004’°de ilk bilgisayarda tasarlanmis enzim bildirilmistir (Whitehurst ve van Oort,
2010).

Thomas R. Cech ve Sidney Altman 1980’lerde, protein yapisinda olmayan enzim
benzeri aktivite gosteren ribozimleri ilk defa kesfederek, tiim enzimlerin protein
oldugu fikrini degistirmislerdir. Thomas R. Cech ve Sidney Altman 1989 yilinda,
“RNA Kkatalitik o6zelliklerinin kesfi’’ ile kimya alaninda Nobel Odiilii
kazanmiglardir.

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

Fitazlar son yirmi yilda insan sagligi, beslenme ve ¢evrenin korunmasinda dikkat
¢eken enzimlerden biri olmustur. Fitazlar, bitki tohumlarinda fosfatin temel depo
formu olan fitatin inositol ¢ekirdeginden, ortofosfat gruplarmmi ayirarak myo-
inositol fosfatlar, myo-inositol ve inorganik fosfata hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir (Sekil 1.1). Fitazlar genelde histidin asit fosfataz ailesine ait olup,
fosforil transfer reaksiyonunda, fosfohistidin ara {iriinlerini kullanan fosfotazlarin
alt sinifidir (Van Etten, 1982; Pasamontes vd., 1997; Lei vd., 2007).

OPO,H, OPO,H, HO HO

OPO;H, OH
o @ m @ Myo-inositol-mono-, Tnorganic
® T @) o 2N
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Sekil 1.1. Fitatin fitaz ile hidrolizi (Liu vd., 1998)

Fosfatazlar ¢esitli fosfatli organik molekiillerde monofosfoester baglarinin
hidrolizini katalizleyen genis bir enzim siifidir. Ancak, bu enzimler fitik asitteki
monofosfoester baglarin1  hidrolizleyemez. Fitati hidrolizleyen enzimlerin
varligimin saptanmasiyla, fitik asidin monofosfoester baglarini hidrolizleyen
enzimlerin fitaz olarak adlandirilan 6zel bir simifa ait oldugu bildirilmistir
(Kerovuo, 2000). Ik olarak fitaz aktivitesinin Suzuki vd. (1907) tarafindan bugday
kepeginde ve McCollum ve Hart (1908) tarafindan buzagilarin kaninda bulundugu



bildirilmistir. Daha sonra bitki, maya, bakteri ve funguslarda varlig1 belirlenmistir.
Ayrica insan ve hayvanlarda ince barsak mukozasi ve kalin barsaklarda bulunan
mikroflora tarafindan endojen olarak {iretildigi tespit edilmistir. Fakat bitki ve
mikrobiyal fitaz aktivitesinin aksine, insan ve hayvanlarda bulunan endojen fitazin
aktivitesinin daha 6nemsiz oldugu saptanmistir (Weremko vd., 1997; Kumar vd.,
2010).

Fitaz enzimi Shieh ve Ware (1968) tarafindan, fitatin hidrolizi sonucu serbest
kalan inorganik fosfattan dolayi, bitki orjinli hayvan yemlerinin degerini arttirmak
icin, hayvan yemi katkisi olarak dnerilmistir (Mitchell vd., 1997).

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

Fitazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan izole edilmistir. Optimum pH
(alkali ya da asit fitazlar), katalitik mekanizmalar1 (histidin asit fosfataz (HAP), B-
propeller fitaz, sistein fosfataz ya da purple asit fosfataz) ya da fitatin hidrolizinin
stereospesifikligine (3- ya da 6-fitaz) gore gruplandirilmisgtir.

Fitazlar genelde 45-60 °C araligindaki sicakliklarda aktif ve genis pH araliginda
termostabildirler. Fitazlar, 2.2-8.0 arasinda degisen optimum pH’ya sahiptir.
Mikrobiyal fitazlarin ¢ogu oOzellikle fungal kokenli fitazlar, 4.5-5.6 arasinda
optimum pH’ya sahiptir. Bazi1 bakteri fitazlari, 6zellikle Bacillus suslarindan elde
edilen fitazlar, 6.5-7.5 arasinda optimum pH’ya sahiptir. Bitki tohumlarindan elde
edilen fitaz enzimlerinin optimum pH’s1, 4.0-7.5 araliginda iken, genelde optimum
pH’lar1 4.0-5.6 arasindadir (Dvorakova, 1998).

Escherichia coli, Klebsiella terrigena (Greiner vd., 1993; Greiner vd., 1997),
Bacillus subtilis (natto) (Shimizu, 1992) bakterilerinden ve funguslardan
(Dvorakova vd., 1997) elde edilen fitazlar, monomerik enzimlerdir ve izole
edildikleri kaynaklara bagli olarak molekiiler agirligi 35-700 kDa arasinda
degismektedir. Bunlarin aksine Klebsiella aerogenes’den izole edilen fitaz enzimi,
10-13 kDa agirliginda kisa bir peptidden olusmaktadir (Liu vd., 1998). Bakteri ve
funguslardan elde edilen fitazlar, Michaelis-Menten sabiti (K,), optimum pH ve



151 stabilitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinde farklilik gostermektedir (Liu vd.,
1998; Tambe vd., 1994). Bakteriyel fitazlar genelde funguslardan elde edilen
fitazlara gore, daha kiigiik molekiiler agirliga sahiptir. Fungal fitazlarin 6ngdriilen
molekiiler agirliklar1 genelde 50 kDa iken, deneysel sonuglarda elde edilen
verilerin 65-70 kDa arasinda olmasi, fungal fitazlarin glikozillenmis oldugu
gostermektedir (Choi vd., 2001; Golovan vd., 2000).

Son zamanlarda yapilan fitaz arastirmalarin amaci, tek mideli hayvanlarin
besinlerindeki fitata bagli fosforun kullanimini arttirarak, giibrelerinde cevreye
fosfor atilimini azaltmaktir. Ayrica, insanlarin beslenmesinde fitazin kullanilmasi
besinle alinan fitata bagli minerallerin serbest kalmasini ve insan sagligina faydal
0zel inositol fosfatlarin olusumunu saglar (Lei vd., 2007).

1.3.1. Fitazlarin Optimum pH’ya Gore Siniflandirilmasi

Fitaz enzimleri, optimum pH’lar1 esas alinarak histidin asit fosfataz ve alkali fitaz
olarak iki smifa ayrilir. Histidin asit fosfataz, pH 5.0 civar1 optimum aktivite
gosterirken, alkali fosfataz pH 8.0 civarinda aktivite gostermektedir (Baruah vd.,
2007). Bacillus disinda bir ¢ok bakteri, fungus ve bitki fitazlar1 genis substrat
Ozgiilliigii olan histidin asit fosfataz (Selle vd., 2007; Van Etten vd., 1991) sinifina
ait olmasi nedeniyle, gida endiistrisinde alkali fitazdan daha ¢ok arastirilmigtir
(Kumar vd., 2010).

Histidin asit fosfataz sinifinin  biitiin  tyeleri aktif bdlgelerinde korunan
RHGXRXP motiflerine sahiptirler (Van Etten vd., 1991). Histidin asit fosfataz
siift genis bir substrat spesifikligi gosterdigi asidik pH araliklarinda, metal
icermeyen fitatt hidrolizledigi ve hidroliz sonucunda son firiin olarak myo-inositol
monofosfati olusturdugu bildirilmistir. Histidin asit fosfatazlara gore, substrat
spesifikligi daha az olan alkalin fosfataz enzimleri, kalsiyum fitata karsi oldukg¢a
spesifiktir ve hidroliz sonucu son iiriin olarak myo-inositol trifosfatlar1 olusturdugu
bildirilmistir (Oh vd., 2004).

Escherichia coli (Greiner vd., 1993), Klebsiella terrigena (Greiner vd., 1997),
Aspergillus niger (Skowronski, 1978), Aspergillus fumigatus (Ullah vd., 2000),
konola tohumlar1 (Houde vd., 1990) ve bugdaydan (Konietzny vd., 1995) elde
edilen histidin asit fosfatazlarin optimum pH’s1 4.5-5.5 araliginda oldugu
bildirilmistir.



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. poleni (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.

1.3.2. Fitazlarin Katalitik Merkeze Gore Simiflandirilmasi

Bitki, hayvan ve mikrobiyal yagamin ¢esitli formlarinda bulunan farkl fitazlarin
canlilarin kendine 6zgii beslenme gereksinimlerini karsilamak i¢in evrimlestigi
aciktir. Enzimin katalitik etkisi ve Ozgiiligii ile molekiiler yapisal bilesenleri
arasinda dogrudan bir baglant1 oldugu bilinmektedir. Bu yiizden, evrimsel siirecte
fitazin temel spesifik yapisal bilesenleri ile diger kisimlari, ¢esitli substratlari
katalizlemek i¢in yapisal olarak degismistir. Dogada fitatin hidrolizinin
evrimlestirdigi katalitik mekanizmalarin kesin sayisi, gelecekte yapilacak
caligmalar ile tespit edilecektir. Bugilin i¢in fitik asidi hidrolizleyebilen dort
fosfataz enzimi bilinmektedir: (1) Histidin Asit Fosfataz (HAP), (2) B-Propellar
Fitaz (BPPhy), (3) Sistidin Fosfataz (CP) and (4) Purple Asit Fosfataz (PAP).
Bunlarin her birinin, ¢esitli ortamlarda fitik asidi substrat olarak kullanan, farkli
katalitik mekanizmalara sahiptir ve kendine 6zgii yapisal Ozellikleri vardir (Lei
vd., 2007).

1.3.2.1. Histidin asit fosfataz (HAP)

HAP’m 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 baglatan, tek katalitik merkezi olusturacak sekilde birlesir (Van Etten
vd., 1991).

Asit fosfotazlarin genis bir grubu olan HAP’lar, tiiriine gore bir dizi farkli
substratlar1 hidrolizleyebilir. Bu nedenle, biitiin HAP’larin etkin bir sekilde fitati
hidrolize etmediklerini belirlemek oOnemlidir. Fitat olduk¢a negatif yikli bir
substrat olmasi nedeniyle, enzimin aktif bolgesi katalitik mekanizma igin
substratin bu 6zelligine uyum saglayabilmelidir. Bu nedenle, hem 6karyot hem de
prokaryotlarda, fitati etkin bir sekilde hidolizleyen HAP’larin aktif bolgesi



substratin baglanmasini kolaylastirmak icin, asidik pH’larda agirlikli olarak pozitif
yiklidir. Oh vd. (2004) fitat1 hidrolizleyebilen HAP’lar1 etkin bir sekilde
belirlemek icin, histidin asit fitaz (HAPhy) terimini 6nermislerdir. Hem 6karyotik
hem de prokaryotiklerde histidin asit fitazlar HAPhy’ler olarak bilinir. En iyi
karakterize edilen prokaryotik HAPhy E. coli fitazidir (Greiner vd., 1993). Bu
enzimin yapisinin 3 boyutlu molekiiler modeli mevcuttur (Lim vd., 2000).
HAPhy’ler okaryotlarda bircok fungus izolatlarindan ve misirdan klonlanmistir
(Mullaney vd., 2000). En ¢ok calisilan fungal fitazlar Aspergillus niger ve
Aspergillus fumigatus’tur.

HAPhy’lerin yapisinin belirlenmesinde ve stabilize edilmesinde en 6nemli faktor
glikozilasyondur. Proteinlere polisakkarit eklenen bu islem enzime kararlilik
kazandirir ve enzimin dogru katlanmasina yardimci olur. Bugiine kadar
karakterize edilmis ekstraseliiler fungus fitazlarin ¢ogu glikoprotein
yapisindadirlar. HAPhy’lerde diger 6nemli yapisal bilesen, fitazlarda katalitik
aktiviteye olanak saglayan, uygun 3 boyutlu yapinin kazandirilmasinda énemli rol
oynayan disiilfit koprileridir (Wang vd., 2004; Mullaney ve Ullah, 2005;
Kostrewa vd., 1997). A. niger ve A. fumigatus PhyA’larinda mevcut 10 sistein
kalintilarinin tiimi, distlfid kopriilerin olusumunda yer alirlar. E. coli fitazinda
sekiz sisteinin tiimi, disiilfid baglari iginde yer alirlar (Lim vd., 2000). Bunun
yaninda bu fitazlarda alan-hedefli mutajenez, bir disiilfid kopriisii ¢ikarmak igin
kullanildiginda, 6nemli 6l¢iide aktivite artisi elde edilmistir (Rodriguez vd., 2000).
Disiilfit kopriisiiniin kaldirilmasi ¢alisma alaninin esnekliginin artmasina izin

verdiginden dolay1 enzimin katalitik etkinligini arttig1 ileri siiriilmiistiir.

Enzimdeki yeni aktif bolgenin yapisal karakterizasyonu ve katalitik calismalar
farkl substratlar ile etkilesmesini kolaylastiran 6nemli bir rol tistlenmistir (Lei vd.,
2007). Kostrewa vd. (1999) A. niger PhyA molekiiliinde enzimin aktif bolgesini
cevreleyen ve “gatekeeper” olarak gorev alan substrat spesifik bolgesinde (SSS),
cesitli amino asit kalintilart tamimlamuslardir. A. niger NRRL 3135’in substrat
spesifik bolgesinde iki asidik ve dort bazik amino asit kalintilart (E228, D262,
K91, K94, K300 ve K301) saptanmustir (Kostrewa vd., 1999; Mullaney vd., 2000).
A. niger SSS’de pH 2.5’de dort bazik amino asitin (K91, K94, K300 ve K301)
hepsi pozitif yiikliidiir ve fitat molekiiline baglanmaktadir. Ayrica SSS’nin
bolgesel elektrostatik alan1 pH 5.0°¢ yiikseldiginde bile fitat i¢in uygun olmaya
devam etmektedir.
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Wyss vd. (1999a) biitiin bilinen mikrobiyal HAPhy’lar1 substrat spesifikligine
dayanarak iki sinifa ayirnuglardir. Ik sinifin substrat spesifikligi genis, fakat fitat
icin diisiik substrat spesifikligine sahiptir. Ikinci siif ise, substrat spesifikligi daha
sinirli iken, fitata kars1 oldukca spesifiktir. Enzimin SSS bilesenindeki 300. amino
asit kalintis1 ile fitat icin substrat 6zgiilliigli arasinda bir bagintinin mevcut oldugu
belirlenmistir (Mullaney vd., 2002). Bu ¢alismada ayrica, 300. amino asit kalintist
degisken iken, 301. kalint1 lisin (K) olarak kesin korundugu ortaya ¢ikmistir. Wyss
vd. (1999a) fitat1 hidrolizleyebilen enzimlerin, fitata kars1 yiiksek spesifik
aktiviteye sahip olanlarinda, 300. amino asit kalintisinin ya bazik ya da asidik
oldugunu, fitata kars1 diisiik spesifik aktivite gdsteren fitazlarin aym pozisyondaki
amino asit kalintisinin nétral oldugunu saptamiglardir. SSS bolgesinde ve enzimin
fitik asite yiiksek spesifitesinde, lizin kalintisinin 6nemi, alan-hedefli mutajenez ile
saptanmistir (Mullaney vd., 2002).

Optimum pH ve substrat ozgiilliigiiniin belirlenmesinde SSS’nin 6nemi, ikinci
ckstraseliiler A. niger fitazi, PhyB’nin karakterize edilmesi ile agik¢a
anlagilmaktadir (Ullah ve Cummins, 1987). PhyB sadece A. niger izolatindan
mevcut oldugu bildirilmistir. PhyB’nin optimum pH’s1 2.5 olup, PhyA’nin aksine
pH 5°de fitat1 hidrolizleyemez. PhyB ve PhyA HAP’larin aktif bolge 6zellikleri ile
benzerlik gosterirken, SSS’lar farklidir. Kostrewa vd. (1999) PhyB’nin SSS’nin
sadece iki asidik amino asitten (D75 ve E272) olustugunu saptamislardir. Bu
durum, PhyB’nin PhyA’dan neden farkli bir pH profiline sahip oldugunu agiklar.
pH 2.5’de asidik amino asitler yiiksiiz olurken, pH 5.0’de PhyB’nin SSS’indeki
asidik amino asitler negatif yliklenir. Fitat gibi biitiin negatif yiiklii substratlar, bu
nedenle yiliksek pH’larda geri itilecektir. PhyB’nin SSS’i daha nétiir elektrik
alanina sahip oldugundan, PhyA’dan daha genis c¢esitlilikteki fosfomonoesterleri
katalizleyebilir. A. niger PhyA SSS’inin olduk¢a pozitif elektrik alani, fitat gibi
negatif ylikli substratlarin baglanmasi i¢in optimize edilmistir.

1.3.2.2. B- Propeller fitaz1 (BPPhy)

B—Proller fitaz (BPPhy) yeni bir siifi temsil etmektedir, diger bilinen fosfotazlar
ile bir benzerlik sergilememektedir (Kim vd., 1998; Kerovuo vd., 1998; Ha vd.,
2000). P-propeller fitaz (BPPhy) ismi, molekiiler yapisinin belirlenip
aydinlatilmasindan sonra, yapisinda bulunan [-tabakalar ve alt1 kanatli bir

pervaneye benzemesinden dolayi verilmistir (Ha vd., 2000; Shin vd., 2001).
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BPPhy’ler ilk olarak Bacillus ve ilgili tiirlerinde oldugu bildirilmistir. Yapilan
biitiin ¢aligmalar bu enzimlerin hem katalitik faaliyetleri hemde termostabilitesi
icin Ca*"’a gerek duydugu bildirilmistir. Bu gereksinim Ca®*’nin fitata baglanarak
elektrostatik etkileri meydana getirdigi seklinde agiklanmistir. Bdylece
HAPhy’lerde oldugu gibi substrat biyokatalitik doniisiimiiniin meydana gelmesi
icin katalitik bolgeye baglanir. Kinetik c¢aligmalar pH 7.0-8.0 araliginda
gerceklestirilmis ve BPPhy’lerin bu pH araliklarinda kalsiyum  fitati
hidrolizleyebildigi  saptanmistir (Oh  vd., 2001). BPPhy’ler katalitik
mekanizmalarinda iki temel bilesen icermektedir. Biri substrata atakta bulunan
“‘affinite bolgesi’” digeri ise fosfat gruplarini hidrolizlendigi ‘‘ayirma bolgesi’’dir
(Shin vd., 2001).

Bacillus amyloliquefaciens termostabil fitazinin (TS-phy) molekiiler yapist
tanimlanmustir. Fitatr hidroliz eden bu enzim, histidin asit fosfotaz sinifinin bir
iiyesi degildir ve bilinen herhangi bir fosfataz sinifina belirgin bir benzerlik
gostermek yerine, tamamen yeni bir enzim sinifi temsil ettigi saptanmistir.
HAPhy’1n aksine, oldukga ¢alisilan bir enzim sinifidir (Ha vd., 2000).

1.3.2.3. Sistidin fosfataz (CP)

Rumendeki belirli mikroorganizmalarda tespit edilmistir. Bu nedenle, ruminantlar
fitik asidi hidrolizleyebilirken, tek mideli hayvanlar fitik asidi hidrolizleyemezler.
Bu enzim anaerobik rumen bakterisi Selenomonas ruminantium’da saptanmustir.
Monomerik bir enzim olup, 46 kDa molekiil agirhiginda, pH 4.0-5.5 ve 50-55 °C
sicaklikta aktif olan bir enzimdir. Bu enzimin yapist ne HAP’a ne de BPP’ye
benzemektedir. Ciinkii aktif bolgesinde HCXXGXXR(T/S) amino asit kalitilart
igermektedir (Lei vd., 2007).

1.3.2.4. Purple asit fosfataz (PAP)

Purple asit fosfataz, ¢imlenmekte olan soya fasiilyesi kotiledonlarindan izole
edilmistir. PAP’lar aktif bolgesinde DXG..GDXXY.GNH(E,D)..VXXH..GHXH
dizisine sahip olup, 7 tane metal baglayan aminoasit kalintisi igeren (D, D, Y, N,
H, H, H) metaloenzimlerdir. Ayrica; bitkilerde, hayvanlarda, funguslarda ve
bakterilerde de saptanmustir. Bitkilerde kii¢iik monomerik proteinler (~35 kDa) ve
bliylik homodimerik proteinler (~55 kDa) olarak iki smifa ayrilmustir. Diger
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fitazlarla kargilagtirildiginda fitat1 hidrolizleme yetenegi oldukca diisiiktiir (Lei vd.,
2007).

1.3.3. Fitazlarin Stereospesifikligine Gore Siniflandirilmasi

IUPAC-IUB (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi ve Uluslararasi
Biyokimya Birligi) fitazin, fitat molekiiliiniin hidrolizini baslatan bolgeye bagli
olarak, iki sinifa ayrilmasina karar vermistir (Selle vd., 2007). Bunlar, 3-fitaz (EC
3.1.3.8. veya myo-inositol hegzafosfat 3- fosfohidrolaz) ve 6- fitazdir (EC 3.1.3.26
veya myo-inositol hegzafosfat 6- fosfohidrolaz) (Sekil 1.2).

3-Fitaz, myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C 3 pozisyonundaki fosfor
kalintistn1  Oncelikli olarak hidrolizleyerek, D-myo-Ins-1,2,4,5,6-pentafosfat ve
ortofosfat olusturur. 6-Fitaz ise, myo-inositol hegzafosfat halkasindaki C 6
pozisyonundan fosfati dncelikli olarak hidrolizler ve hidroliz sonucunda D-myo-
Ins-1,2,3,4,5-pentafosfat ve ortofosfat olusur (Selle ve Ravindran, 2007).
Mikrobiyal fitazlar genellikle 3-fitaz sinifinda yer alirken, bitkisel kokenli fitazlar
6-fitaz sinifinda yer almaktadir (Konietzny ve Greiner, 2002). Fakat A. niger’den
izole edilen fitaz, 3- fitaz aktivitesi gosterirken, Peniophora lycii ve E. coli 6-fitaz
aktivitesi gosterir (Kumar vd., 2010).

0-7

OH
Fphytase F-o 0-p
0-p (EC3.1.2.8) P-0 0-P
o-P +H0 : .
P-0., . —P 1-p-myoc-inositol 1,2,4,5,6-pentakisphosphate
Pars o-p 0-FP
5

6-phytase
myo-inositol hexakisphosphate

(EC3.1.3.26)
(phylic acid) k 0-p
- 0-°P
P P-0
P-O O_P OH

1-L-myo-inositol 1,2,3,4,5-pentakisphosphate
{1-0-myu-inositol 1,2,3,5,6-pentakisphosphate)

Sekil 1.2. Fitik asidin 3-fitaz ve 6-fitaz ile hidrolizi (Dvorakova, 1998)
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1.4. Fitaz Enziminin Kaynaklar

1.4.1. Bitkisel Fitazlar

Fitaz aktivitesi hububat, bakliyat ve yagli tohumlarda (Viveros vd., 2000) ya da
avokado ve taze sogan yapraklar1 gibi oldukca tiiketilen meyve ve sebzelerde
tespit edilmistir (Phillippy ve Wyatt, 2001). Bazi1 tahil taneleri (bugday, kavuzlu
bugday, cavdar, arpa, tritikale) 5.000 unit/’kg’den daha fazla aktiviteye ulasabilen
yiikksek seviyede fitaz aktivitesi gosterirler. Bu tahillarin ve lriinlerinin bitkisel
fitaz kaynagi olarak kullanimi, hayvan beslenme ¢alismalarinda denenmistir (Han
vd., 1997).

Bitkilerden elde edilen fitazlar genelde optimum pH’s1 4.5-6.0 ve optimum
sicaklig1 38-55 °C aralifinda olan histidin asit fosfatazlardir. Bunun yaninda bitki
fitazlarinin kinetik oOzelliklerinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir (K., 30-300
uM; ke 43-704 s7' ve spesifik aktivite 43-636 U/mg protein). Molekiiler
agirliklar1 47-76 kDa’dur (Lei vd., 2007).

Histidin asit fosfotaz ailesindeki bitkisel fitazlar, genellikle 6-fitaz olarak kabul
edilir. Ancak, yapilan galismalarda bitkisel fitazlarin bazilarinin (Lupin LP11 and
LP12) ortofosfat1 hidrolizlemeye, inositol halkasiin D-3 pozisyonundan bagladigi
belirlenmistir (Greiner vd., 2002). Baz bitkisel fitazlarin alkalin fosfataz ya da
purple asit fosfataz oldugu saptanmustir. Zambak poleni fitazinin optimum
pH’simin 8.0 ve sicakhiginin ise, 55 °C oldugu bildirilmistir (Jog vd., 2005).
Enzimin kalsiyum tarafindan aktive oldugu, EDTA tarafindan inhibisyona
ugradigl ve son iirlin olarak D-myo-Ins-1,2,3-trifosfat agiga ¢iktigi ve dar bir
substrat spesifikligine sahip oldugu bildirilmistir. Hegeman (2001) ¢imlenmis soya
fasiilyesinden izole edilen fitaz geninin, histidin asit fosfataza higbir benzerlik
gostermedigini, fakat iki ¢ekirdekli Fe(III)-Me(II) merkezini icermesi ile purple
asit fosfotazlara yiiksek oranda benzerlik gosterdigini bildirmistir. Enzimin
optimum pH’sinin 4.5-5.0 ve optimum sicakligimin 58 °C oldugu belirlenmistir.

Optimum pH’s1 asidik olan bitki fitazlarinin yanisira alkali ortamda optimum
aktivite gosteren bitki fitazlar1 da mevcuttur. Bu nedenle bitki fitazlar1 optimum
pH’sma gore asidik ve alkali olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Asidik bitki
fitazlari, pH 5.0, alkali fitazlar ise, pH 8.0 civarinda optimum aktiviteye
sahiptirler.
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Asidik fitazlara soya fasiilyesi tohum fitazi (Gibson ve Ullah, 1988), bugday
kepeginin F; fitaz1 (Lim ve Tate, 1973), Lilium longiflorum polen fitazi, (Baldi
vd., 1988) ve Petunia hybrida polen (Jackson ve Linkens, 1982) fitazlar1 6rnek
verilebilir. Asidik fitazlar, fosforlanmig cesitli substratlara karsi aktivite
gostermektedir (Gibson ve Ullah, 1990). Bugday kepegi fitazinin, fitik asit ve
biitin myo-inositol fosfatin ara iriinlerinin myo-inositol-2-fosfata hidrolizledigi
bildirilmistir. Mung fasulyesi kotiledon fitazinin, optimum pH’siin 7.5 olmasina
ragmen, asidik grubun enzimatik 6zelliklerini sergilemektedir (Laboure vd., 1993).

Alkali fitazlar Lilium longiflorum (Baldi vd., 1988) ve Typha latifolia (Hara vd.,
1985) bitkilerinin farkli iki polen tiiriinde tanimlanmistir. Alkali fitazlar, asidik
fitazdan farkl olarak, fitata oldukea spesifiktir ve ii¢ ya da daha az ester gruplari
igeren myo-inositol fosfatlari katalizleyemedigi bildirilmistir (Baldi vd., 1988).

1.4.2. Hayvansal Fitazlar

Fitaz aktivitesi g¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit edilmesine (Bitar ve
Reinhold, 1972) ragmen, hayvansal kaynakli fitazlarin higbirinin molekiiler
karakterizasyonu tamamlanmamistir. Bu enzimlerin ¢ogu fitat i¢in K, degeri,
0.03-2.6 mM araligindadir. Hayvansal fitazlar notral ve alkali aralikta optimum pH
gostermesine ragmen, kiimes hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde yapilan
bir ¢galigmada, optimum pH’nin 5.5-6.0 oldugu gosterilmistir (Ellestad vd., 2002).

Fitazlar bagirsak epitel hiicre membranindan izole edilmis olsa da (Maenz ve
Classen, 1998; Ellestad vd., 2002), tek mideli hayvanlarda besinsel fitat
fosforunun kullanilabilirligini arttirmak igin, diisitk maliyetli ekzojen fitazin ilave
edilmesi hayvansal fitazin arastirilmasim gélgede birakmistir. Kalin bagirsak veya
rumende bulunan fitaz aktivitesi esasen mikrobiyal kokenlidir (Wise ve Gilburt,
1982; Yanke vd., 1998).

1.4.3. Mikrobiyal fitazlar

Fitazlar bugiine kadar birgok fungus, maya, bakteri ve protozoalardan izole
edilmistir. Bu enzimlerin ¢ogu, histidin asit fosfotaz ya da alkali fitazin alt
familyasima aittir. Kinetikleri, stereospesifiklikleri ve biyokimyasal 6zelliklerinde
onemli farkliliklar gésterir. Cesitli mikrobiyal fitazlar, hayvan yemi ilavesi olarak
ticarilestirilmistir (Lei vd., 2007).
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1.4.3.1. Bakteri fitazlar1 (PhyC)

Bakterilerden izole edilen fitazlar glikolizasyona ugramayan histidin asit fosfataz
yada B-propeller yapili alkali fitazlardir (Lei vd., 2007). Bakteriyal fitazlarin enzim
aktiviteleri 200-388 U.ml™" arasinda oldugu bildirilmistir (Quan vd., 2001). Bazi
bakteriyal fitazlar, ozellikle Bacillus tiirlerinden elde edilenlerin, ¢ogunun
optimum pH’lar1 7.0-7.5 ve sicakliklari ise 50 °C oldugu bildirilmistir.

Aerobacter aerogenes (Greaves vd., 1967), Pseudomanas sp. (Irving ve Cosgrove,
1971), Bacillus subtilis (Powar ve Jagannathan, 1982), Klebsiella sp. (Shah ve
Parekh, 1990), Bacillus subtilis (natto) N-77 (Shimizu, 1992), Escherichia coli
(Greiner vd., 1993), Klebsielle aerogenes (Tambe vd., 1994), Enterobacter sp.
(Yoon vd., 1996) ve Bacillus sp. DS11 (Kim vd., 1998) gibi bir¢cok bakteri tiiriinde
fitaz aktivitesi tespit edilmistir. Klebsiella terrigena (Greiner vd., 1993, 1997) ve
B. subtilis (natto) N-77 (Shimizu, 1992) bakterilerinden elde edilen fitazlar
monomerik enzimlerdir ve izole edildikleri kaynaklara bagli olarak molekiiler
agirh@  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 olugsmaktadir (Liu vd., 1998).

Escherichia coli AppA fitaz1 yaklasik 42 kDa molekiil agirlikli periplazmik bir
proteindir. Asidik optimum pH’s1 nedeniyle, pepsin hidrolizine karsi oldukga
direngli ve fitik asit i¢in spesifik aktivitesi yiiksektir. E. coli AppA fitaz1 fitata
bagli fosforun saliniminda domuz ve kiimes hayvanlari besinlerinde A. niger
fitazindan daha etkilidir (Augspurger vd., 2003).

Yanke vd. (1998) sigir rumeninde fitaz iireten bircok anaerobik bakteri
tamimlamislardir. Mitsuokella multiacidus susundan sonra, en yiiksek enzim
iiretimi yapan Selenomonas bakterisi bulunmustur. Cho vd. (2003) Pseudomonas
syringae’den izole ettikleri fitazin molekiiler agirhigimi 45 kDa, spesifik
aktivitesini 649 U/mg protein, optimum pH’sin1 5.5 ve optimum sicakligin1 40 °C
olarak bulmuslardir. Kim vd. (2003) Citrobacter braaki bakteri fitazinin optimum
pH ve sicakligim sirasiyla 4.0 ve 50 °C ve fitik asite diger fosforlanmis
substratlardan daha yiiksek spesifite gosterdigini saptamiglardir. Fitazlar ayrica,
Obesumbacterium proteus (Zinin vd., 2004) toprak bakterisi Klebsiella spp. ASR1
(Sajidan vd., 2004) ve Bifidobacterium genusunun bir¢ok tiirlerinden izole
edilmistir (Haros vd., 2005).
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1.4.3.2. Fungus ve maya fitazlari

Fungus ve mayalardan izole edilen fitazlarin ¢ogu histidin asit fosfatazlardir,
genelde 3-fitaz olarak smiflandirilirlar. Glikozillenmis enzimlerdir ve ¢esitli
substratlara karst aktiftir (Wyss vd., 1999b). Aspergillus niger PhyA, iyi
karakterize edilmis ve ticarilestirilmis ilk fitazdir. 1.4 kb’lik bir DNA pargasi
tarafindan kodlanmis bir enzimdir. pH 2.5 ve 5.0-5.5 olan iki optimum pH’ya
sahiptir. Optimum sicakligr 55-60 °C olan ve fitik asite yiiksek afinite gdsteren,
yaklagik 80 kDa molekiil agirlikli monomer bir enzimdir (Han vd., 1999).
Aspergillus fumigatus fitazi, Aspergillus niger PhyA fitazi ile % 66 dizi
homolojisini paylasir, fakat ¢ok daha iyi termotolerantlik gosterir. Aspergillus
fumigatus fitazinin termotolerantligi, 1s1 denatiirasyonundan sonra, tekrar
katlanmasinin olduk¢a etkin olmasi ve ayrica 1s1 uygulamasinda kullanilan
tamponlarin uygun Ozellikte olmasi ile agiklanabilir. Enzim genis pH araligina
sahiptir ve diisiik diizeyde fosforillenmis inositol fosfatlara karsi oldukga aktiftir.
Bununla birlikte fitata karsi spesifik aktivitesi diisliktiir (Lei vd., 2007).
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 uygulamalari ve proteazlar ya da disik pH’ya duyarli oldugu
saptanmistir (Simon ve Igbasan, 2002).

Quan vd. (2004) hava ile tasinan Cladosporium sp. FP-1 fungusundan diisiik
molekiil agirlikli (32.6 kDa), glikozillenmemis, optimum pH’s1 3.5 ve optimum
sicakligr 40 °C olan, 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 fitazlar1 amino asit dizilimleri
acisindan 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) olduk¢a aktif oldugunu
bildirmislerdir.

Nakamura vd. (2000) 738 maya izolatinda yaptiklar1 tarama sonucunda, 35 izolatta
genis aralikta optimum pH ve sicakligi olan fitaz aktivitesi saptamiglardir. Arxula
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adeninivorans tek fosfat kaynagi olarak fitat iceren ortamda gelismis ve
sentezlenen fitaz enziminin 4.5-5.0 araliginda optimum pH ve 75 °C civarinda ise,
optimum sicakliga sahip oldugu bildirilmistir (Sano vd., 1999). Quan vd. (2002)
tarafindan topraktan izole edilen Candida Krusei WZ-001 mayasindan fitaz
iiretildigini bildirmislerdir. izole edilen fitaz enzimi 116 ve 31 kDa molekiiler
agirhikli iki farkli alt {inite icermektedir, yaklasik % 35 glikozilazyon oranina
sahiptir ve optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla 4.6 ve 40 °C’dir. Fitaz aktivitesi
ayrica Pichia anomala (Vohra ve Satyanarayana, 2001), Saccharomyces
cerevisiae (Tirk vd., 2000), Schwanniomyces castellii (Segueilha vd., 1992)
mayalarinda saptanmistir. Bu enzimler 60-74 °C optimum sicaklik ile asidik pH
araliginda aktiftir.

1.4.3.3. Diger mikroorganizmalar

Freund vd. (1992) protozoan Paramecium tetraurelia’da fitaz enziminin
bulundugunu bildirmislerdir. Optimum pH’s1 7.0 olan enzimin 240 kDa molekiiler
agirhiklt heksamer bir enzimdir ve aktivite i¢in divalent katyonlara gereksinim
duymaz ve ardisik olarak 6, 5, 4 ve 1 konumundaki fosfatlar i¢in stereospesifiktir
(Van der Kaay ve Van der Haastert, 1995). Cheng (2005) psikrofil Shewannella
oneidensis MR-1’dan izole edilen B-propeller fitaz gen dizisinin, Basillus spp
fitazinin peptid dizileri ile % 30 benzerlik gosterdigini bildirmistir. Bu tiirden izole
edilmis sogukta aktif protein-tirozinaz fosfatazlarin varligina baglh olarak, su
riinleri yetistiriciliinde yeni fitaz enziminin potansiyel uygulamalari, bu

caligmay1 6nemli kilmaktadir.
1.5. Fitat ve Yapisi

Fitazin substrati olan fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hekzafosfat) (Sekil 1.3)
baklagiller, tahil, yagli tohum, polen ve sert kabuklu meyvelerde % 1-5 oraninda
bulunan bir bilesendir. Tuz formu fitat, tahil ve baklagillerde fosforun depo
formudur ve toplam fosforun % 80’den fazlasini olusturur (Laboure vd., 1993).
Fitatin 6nemli bir miktar tahil ve baklagiller tohumlarinin olgunlagsmasi sirasinda
birikmektedir (Honke vd., 1998). Tohumlarin yani sira yan iirlinlerinde de % 1-2
oraninda fitik asit bulunmaktadir ve bu oran tohumlardaki toplam fosforun %
60’dan fazlasimi olusturmaktadir (Reddy vd., 1982). Bununla birlikte birgok bitki
tiiriiniin koklerinde, yumrularinda, spor ve polenlerinde de daha diisiik miktarlarda



18

bulunabilmektedir (Feil, 2001). Misir tohumlari, 6rnegin % 0.89 fitik asit
icermektedir ki, total fosforun % 88’ini olusturur. Bu nedenle fitin genellikle
fosfor ve myo-inositol depo sekli gibi kabul edilir. Her ikisi de tohumun
¢imlenmesi i¢in gereklidir (Laboure vd., 1993).

H,O5;PO

H,0;PO OPO;H;

OPOsH,

Sekil 1.3. Fitik asit (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexafosfat)

Fitat pH 0.5-9.0 araliginda ikinci pozisyonda bulunan karbona, bir fosfat grubu
eksenel pozisyondan, diger bes fosfat grubu da ekvatoryal pozisyondan baglanarak
yapiy1 sterik olarak kararli hale getirmektedir (Shamsuddin, 2002). Fitik asitin
kimyasal yapisi hakkindaki caligmalar 1855 yilinda baglamustir. Fitik asitin
taninmasi ise, 1856 yilinda Hartig adl1 arastirmacinin ¢esitli bitkisel tohumlardan,
bitkinin biiyiimesinde depo islevi gordiigli diisiiniilen kiigiik vezikiilleri izole
etmesi ile saptanmistir. Arastirici bu vezikiillerin nisasta igermedigini, ancak
tohumun gelismesinde onemli rolii oldugunu bildirmistir. 1872 yilinda Pfeffer,
fitat1 ilk kez bitki tohumlarindan izole etmis ve kalsiyum, magnezyum ve fosfor
igeren, ancak azot igermeyen organik bir kompleks oldugunu belirtmistir (Reddy
vd., 1982).

Fitin iceren protein kalmtilarimin bulundugu organeller, hububatlarda alevronda,
bakliyat ve yagli tohumlarda endosperm ve ceneklerde bulunmaktadir. Misir
monokotillerde tipik lokalizasyon, bu tip yapilarin disindadir. Ciinkii fitik asidin %
88’1 alevron tabakasindan ziyade embriyoda bulundugu bildirilmistir (Labaure vd.,
1993).
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Fitik asit, merkezinde myo-inositol halkasindan uzanan alt1 fosfat grubu ile negatif
yiiklidiir. Bu 6zelliginden dolayr K*, Mg?*, Ca®*, Zn* ve Fe** gibi katyonlara
mitkemmel bir selatlayici olarak rol oynar. Fitik asit ile divalent katyolarin
olusturdugu kompleks, normal gastrointestinal pH da, yani pH 4.0-8.0 arasinda en
az c¢Oziiniirliktedir. Bu durum, hayvanlar ve insanlarda bu minerallerin
absorbsiyonu ve sindirimini olumsuz etkiler (Raboy, 2001). Fitik asit besinlerin
besinsel degerini azaltir. Bu sebeplerden dolayi, insanlar ve hayvanlar i¢in anti
besinsel faktor olarak kabul edilir (Kumar vd., 2010; DeBoland vd., 1975;
Sandberg, 2002; Reddy vd., 1982; Erdman vd., 1989; Fox ve Tao, 1989; Bhandari
ve Kawabata, 2004).

Fitik asit, fosfor ve myo-inositoliin depo formu olmasinin yani sira, diger bir
fonksiyonunun serbest demir selatlamasi nedeniyle, giiclii bir dogal antioksidan
oldugunu bildirmistir (Laboure vd., 1993). Antioksidan 6zelligi nedeniyle fitat
iceren besinlerin tiiketimi, insanlar1 g¢esitli kanserlere kars1 korur, hiicresel sinyal
iletimini keser, hiicre dongiisii inhibisyonu ve hiicrelerin dogal bagisiklik
aktivitesinin arttirilmasini saglar. Diabetes mellitus, damar sertlesmesinin bir tiirii
olan ateroskleroz ve koroner kalp hastaligina karsi tedavi edici 6zellige sahiptir.
Bobrek tasit olusumu, HIV-1 ve agir metal toksisitesini azaltir, ancak yararl
etkileri ortaya ¢ikarmak i¢in dozaj hakkinda bilgi sinirlidir (Kumar vd., 2010).

1.6. Fitaz Enziminin Endiistride Kullanim Alanlari

1.6.1. Fitaz Enziminin Yemlerde Kullanilmasi

Son yillarda, hayvan yemlerine ekzojen enzimlerin ilavesi, yemlerin besleyici
degerini arttirdig1 i¢in uygulamada oldukc¢a 6nem kazanmistir. Domuz ve kiimes
hayvan atiklarinda biiyiikk miktarlarda fosfor igeriginin bulunmasi, bitkisel
kaynakli yem maddelerinde fitata bagl fosforun kullanilabilirliginin zayif
oldugunun gostermektedir (Selle vd., 2000). Yapilan bir ¢ok ¢alisma, besine fitaz
enziminin ilavesi ile fitik asitten fosfat kullaniminin arttigin1 ve inorganik fosfat

atiliminin % 50’ye varan bir oranda azaldigini géstermistir (Li vd., 1997).

Fitatin defosforilasyonu i¢in, besinlere ekzojen mikrobiyal fitaz ekleme
arastirmalar1 yeni degildir (Nelson vd., 1968). Gegmiste mikrobiyal fitaz tiretim
maliyetinin yiiksek olmasi, fitazin kullanimin1 engellemesine ragmen, rekombinant
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DNA teknolojisi, domuz ve kiimes hayvanlarinda fosfor kullanimini arttiran ve
fosfor atilimini azaltan yeni olanaklar saglamistir. Sonraki yillarda yem enzimi
fitazinin Hollanda’da ticari uygulamasindan sonra bu alana ilgi yogunlagmistir
(Lenis ve Jongbloed, 1999). Mikrobiyal fitazlarin optimum pH’sinin diisiik olmasi
nedeniyle, fitatin en ¢ok ¢oziiniir oldugu mide kosullarina uyumlu olmasindan
dolay1, yem uygulamalarina olduk¢a uygundur (Campbell ve Bedford, 1992). Tek
mideli hayvanlarda, fitata bagli fosforu serbest birakan mikrobiyal fitaz kullanimi,
bagarili bir sekilde uygulanmistir. Kullanilabilir fosforun gelistirilmesi, genelde %
20-45 araliginda oldugu saptanmistir. Fitata bagli fosforun serbest kalan miktari
eklenen fitazin kaynagindan, substrat ile birlikte fitata bagli olmayan fosfordan,
Ca, kolekalsiferol ve Ca:P oranindan etkilenir (Ravindran vd., 1995).

Domuz, kiimes hayvanlari, kus ve balik gibi monogastrik hayvanlar sindirim
sistemlerindeki diisiik fitaz seviyesinden dolayi, fitik asidi metabolize edemezler,
diski ile atarlar (Han vd., 1999). Fakat fosfor hayvanlarin biiylime, {ireme ve
kemiklerinin kalsifikasyonu i¢in gerekli minerallerden biridir (Pandey vd., 2001).
Bu nedenle, inorganik fosfat fosfor ihtiyacini karsilamak i¢in, diyetlere ilave edilir.
Diyetlere ilave edilip absorbe edilemeyen inorganik fosfor ile kiimes hayvanlari ve
domuz tarafindan sindirilmeyen fitat, diski ile gevreye atilir. Toprakta ya da suda
fitaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar tarafindan fitat, enzimatik olarak
hidrolizlenir. Serbest kalan fosfor, nehir ve godllere taginarak sucul ortamlarda
otrofikasyona ya da asir1 alg ¢ogalmasina neden olur. Bu durum ise, suda ¢oziiniir
oksijen eksikligine neden olur. Sonug¢ olarak, hidrolizlenmeden giibre yolu ile
atilan fitat yada yemlere ilave edilip absorbe edilmeyen inorganik fosforun topraga
karigmasi, sadece fosfor kirliligine degil, ayni zamanda toprak veya sulak
alanlarda ekolojik ¢evrenin bozulmasina yol agar. Bu nedenle, monogastrik
hayvanlarin bagirsaklarinda fitik asidin fosforlu myo-inositol tiirevlerine enzimatik
hidrolizi gereklidir (Kumar vd., 2010; Mitchell vd., 1997; Lee vd., 2005; Zhao ve
X. Qu, 2006; Han vd., 1999). Boylece dogada var olan fosfor kaynagmin tekrar
dogaya kontrollii bir sekilde kazandirilmasi ile hem ekolojik kontrol saglanmis,
hem de fosforun kullanilabilir formlarinin ilavesinin ekonomik maliyeti ortadan
kaldirlmis olur. Ozellikle yiiksek verimlilikte canli hayvan iiretimi yapilan
alanlarda agiga ¢ikan ciddi fosfor miktari, cevre i¢in ciddi bir potansiyel tehlikedir.
Yemin besleyici degerini arttirmak ve hayvanlar tarafindan atilan fosfor miktarim
azaltmak i¢in, fitik asidin enzimatik hidrolizine yonelik birgok girisim
gergeklestirilmektedir.
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Ayrica fitat, mineralleri gelatlamasindan dolayi, hayvan yemlerinde anti-besinsel
faktor olarak rol oynar (Deboland vd., 1975; Reddy vd., 1982). Fitazin besine
eklenmesi, bu anti-besinsel faktorlerin uzaklastirilmasini saglayarak yemin
ekonomik degerini de arttiracaktir (Mitchell vd., 1997). Fitaz enzimi ilavesi ile
yemlerin igerdigi fosforun kullaniminin artmasi kalsiyumun kullanimmi da
arttirmaktadir, ¢linkii her ikisi de kemikte depolanmaktadir (Simons vd., 1990).

1.6.2. Fitaz Enziminin Myo-Inesitol Eldesindeki Onemi

Genel olarak myo-inositol ve izomerleri veya biyokimyasal tiirevleri yiiksek
bitkiler, mikroorganizmalar ve memeli hiicrelerinde 6nemli biyolojik fonksiyonlar
yiiriitmektedirler. Beslenme ve metabolik fonksiyonlar i¢in, esas formu myo-
inositoldur. Ayrica Cg alkollerinin sadece biyolojik olarak aktif izomeri olarak
bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde myo-inositoliin metabolizmas1 ve fonksiyonu
yaygin olarak incelenmis olup, 6zellikle hiicre membranlarinda myo-inositol igeren
fosfolipidlerin biyosentezi ve yikimu ilgi odagi olmustur (Liu vd., 1999).

Myo-inositoliin farkli ¢ok diisiik fosfat esterlerinin bazi izomerleri, 6zellikle
1(1,4,5)P% ve 1(1,3,4,5)P, gibi hiicre i¢i ikincil haberci gérevinde onemli rol
oynayan fosfotidilinositol siklusunda bulunur. Son zamanlarda elde edilen veriler,
fitatin antikanser etkilerinin sinyal iletim yollarinda, hiicre dongiisii diizenleyici
genlerinde, farklilagsmig genlerde, onkogenler ve belki de tumor baskilayici
genlerde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir (Shamsuddin, 1999; Selle vd.,
2000; Greiner vd., 1997).

1.6.3. Fitaz Enziminin Minerallerden Yararlanmaya Etkisi

Fitik asit minerallere baglanarak, tek mideli hayvanlar tarafindan tiiketilen bitkisel
kaynakli besinlerdeki P, Ca, Zn ve Fe’in sindirimi ve absorbsiyonunu azaltir.
Besinlerdeki minerallerin biyolojik 6nemi, yaklagik 150 yil once fitik asidin
kesfinden bu yana dikkati ¢ekmistir (Kornegay vd., 1996). Fitat, yapisi nedeniyle
pH’nin bazik veya nétiir oldugu ortamlarda ve sindirim kanalinda giiclii bir sekilde
negatif yiiklidiir. Bu nedenle Zn*, Cu®*, Ni*, Co*, Mn*, Fe** ve Ca®" gibi
katyonlara baglanarak kararli bilesikler olusturur. Sonugta olusan bilesik,
minerallerin kullanim verimliligini azaltmaktadir (Persson vd., 1998). Fitat-
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mineral bilesikleri sivida ¢oziinen selatlar halinde veya sivilarda ¢gokelti olusturan
bilesikler halinde bulunmaktadir (Maenz, 2001).

Insanlarda minerallerin kullamlabilirligine iliskin, besinle fitat alimnin sonuglari,
bazi tartigmalara neden olmustur. Bazi arastirmacilar, fitat igerigi fazla olan
besinlerde, Zn ve Ca eksikligi riskinin oldugunu savunurken (Sandstead, 1992),
diger arastirmacilar bu gibi iddialarin abartili oldugunu savunmuslardir (Walker ve
Walker, 1992).

Bugday kepegi ve biitiin hububat iiriinleri ciddi miktarda fitat icermektedir. Fitat
kalsiyum, demir, ¢inko gibi mineraller ile ¢oziinmeyen kompleks olusturma
kapasitesine sahip olup, bu minerallerin biyolojik olarak kullanimini azaltir. Fitatin
fitazla hidrolizi, minerallerin serbest kalmasini saglayarak canlinin mineralleri
kullanma kapastesini arttirir. Fitatin hidrolizi, bagirsakta absorbsiyondan oOnce
sindirim yolunda meydana gelebilirse, boylece mineral absorbsiyonu olumlu
etkiler.

Sekil 1.4. Mineraller ile kompleks olusturmus fitatin hidrolizi

Ham bugday kepeginde (icerdigi fitaz aktivitesi neden ile) fitatin % 60’1min mide
ve ince bagirsaga gecisi esnasinda hidrolizlendigini, fakat fitazin aktivitesi
Onlenmis bugdayla beslenildiginde, hidrolizin ger¢eklesmedigi kanitlanmistir
(Sandberg ve Andersson 1988, Sandberg vd., 1987). Bu calismalar, insan endojen
fitaz aktivitesinin ihmal edilebilir oldugunu, fakat besinsel fitazin sindirimde
onemli bir faktdr oldugunu gostermistir. Ayrica, arastirmalar insan ince

bagirsaginda fitaz aktivite seviyesinin diisiik oldugunu kanitlamistir.
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1.6.4. Fitaz Enziminin Protein Sindirimine ve Metabolik Enerjiye Etkisi

Fosfor ve diger besinlerden yararlanmada, fitatin olumsuz etkileri yillar 6nce
saptanmistir (Cosgrove, 1966). Fitatlar hem yiiksek hemde diistik pH degerlerinde
proteinlerin bazik amino gruplann ile ¢o6ziinmez kompleks olusturdugu
bildirilmistir. Bu durum, proteinlerin aktivitesini ve proteazlarin sindirimdeki
fonksiyonlarint olumsuz etkiler (Kumar vd., 2010). Yem enzimi olarak fitazin
birincil gorevi, fitata bagli fosforun kullanilabilirligini arttirmak iken, fitaz enzimi
fitatin antibesinsel oOzelliklerine yeni bir anlayis getirmistir. Protein ile fitat
etkilesimi hayvan beslenmesinde ekonomik ve pratik bir 6neme sahiptir (Selle vd.,
2000).

HQ o

O- P

Starch <|)
H

O
Protem H Phytase
J} HO
O—P o
&

6PQ3 4 :
—+ A + o - Protein
n
(}p 0]

O—P—
OH

CH, OH

0.

-0 O-
Starch

Sekil 1.5. Fitazin fitata bagh fosfat gruplarinin hidrolizi ile metalleri, metal bagh
enzimleri ve proteinleri serbest birakmasi

Yem maddelerinde dogal olarak meydana gelen protein-fitat komplekslerinden
proteinin fitaz eklendiginde serbest kalmasi, bagirsakta ikili ve tglii protein fitat
komplekslerinin olusumunun engellenmesi, sindirim enzimleri iizerinde fitatin
olumsuz etkisinin azaltilmasi, endojen amino asit kayiplarin azalmasina 6nemli
katkida bulunan faktorlerdir (Selle vd., 2000).

Protein-fitat komplekslerinin varligi ilk olarak, pamuk tohumunun ekstraktlarinda
saptandi (Jones ve Csonka, 1925). Rojas ve Scott (1969) bu komplekslerin kiimes
hayvanlarinin beslenmesinde olumsuz etkilerinin oldugunu ileri siirdiiler. Fitatin,
pH degerine bagli olarak proteinler ile iki farkli kompleks olusturdugu kabul
edilmektedir (Cosgrove, 1966; Anderson, 1985). Asidik pH degerlerinde ikili
protein-fitat kompleksleri ve nétrale yakin pH degerlerinde katyonik kopri
vasitasiyla ii¢lii protein-mineral-fitat kompleksleri olusturur. Teorik olarak, fitatin
hidrolizi ile agiga c¢ikan fitata bagh protein ve fosfor, hayvanlar tarafindan
kullanilabilir.
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Etlik piliclerde tam defitinizasyon yapilmis misir ve soya fasulyesi kiispesine
dayali rasyonlarla beslemede, sindirilen protein miktarimmin % 12-29 oraninda
arttig1 belirlenmistir (Zyla vd., 1995).

Insanlarda, fitatli besinler kan sekeri seviyesini azaltir (Lee vd., 2006). Fitatin
yemdeki karbonhidratlar ile kompleks formu c¢oziiniirliigiinii azaltir, bdylece
sindirimi olumsuz etkiler. Fitat hidrojen baglar1 aracigiyla direk olarak, nigasta ile
ya da nigasta ile iligkili proteinler aracilifiyla dolayl1 olarak baglanabilir (Laboure
vd., 1993). Ayrica fitatin, Ca** iyonu ile kompleks olusturmasi, amilaz aktivitesini
inhibe ettigi diistiniilmektedir (Selle vd., 2000).

Karbohidratin biyolojik kullanilabilirligi {izerindeki olumsuz etkisinin yani sira,
lipit kullanimin1 da negatif etkiler. Fitat, lipit ve lipit tiirevleri ile kompleks
olusturarak, lipofitin formunu olugturur. Kiimes hayvanlarinin bagirsak liimeninde
lipid ve Ca-fitatin olusturdugu kompleksler, lipid elde edilen enerji kullanimi i¢in
onemli bir kisitlama olusturur (Laboure, 1993; Vohra ve Satanarayana, 2003).

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fitazlarin Saflastirilmasi

Enzimlerin saflik dereceleri uygulama alanlarina bagli olarak, ham enzimlerden
oldukca saf enzime kadar degismektedir. Enzimin saflastirilmasi i¢in metodun
secimi enzimlerin hiicredeki lokalizasyonuna baglidir. Hiicre i¢i enzimlerin
izolasyonu, c¢ogunlukla kompleks biyolojik karigimlardan ayrilmasidir. Diger
taraftan hiicre dis1 enzimler, genellikle sadece birkag bilesen igeren bir ortama
saliirlar. Enzimler ¢cok kompleks proteinlerdir ve katalizor olarak sahip olduklar
yiiksek spesifiklik, sadece enzimlerin dogal formlarinda mevcuttur. Bu dogal
konformasyona sadece belirli pH, sicaklik ve iyon siddetinde ulasilir. Bu nedenle
enzim izolasyonu i¢in sadece 1limli ve spesifik yontemler kullanilabilir. Daha ileri
saflagtirma tekniklerine gegmeden 6nce uygulanan birincil ayirma teknikleri hiicre
parcalanmasi, berraklastirma, santrifiijleme, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
asamalaridir. Ancak amino asit dizisi ve X-1g1m1 kristalografik ¢alismalarinda ya da
kullanilacag: alana bagl olarak ¢ok miktarda saf enzime ihtiya¢ duyuldugundan,
amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra jel filtrasyonu, iyon degistirme veya afinite
kolon kromatografisi gibi ¢ok daha ileri saflastirma tekniklerine ihtiyag¢ vardir.
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Bacillus subtilis bakterisi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi iizerine yapilan
calismada fitaz enzimi etanol c¢oktiirmesi ve aseton c¢oktiirmesinin ardindan
uygulanan iki farkli iyon degisim kromatografisi ile 39 kat ve % 32 verimle
saflagtirilmistir.  Enzimin molekiiler agirligi ultrasantrifiij ile sedimentasyon
yonteminden yararlanarak 3.5 kDa olarak saptanmistir (Powar ve Jagannathan,
1982).

Ullah ve Gibson (1987) Aspergillus ficuum NRRL 3135’dan hiicre dist
sentezlenen fitaz enzimini sirastyla uygulanan iki farkli iyon degisim
kromatografisi ve kromatofokusing adimlariin ardindan % 58 geri kazanim ile 22
kat saflastirmiglardir. Monomer olan dogal enzimin molekiiler agirligi jel
filtrasyon kromatografisi ile 90-100 kDa olarak belirlerken, denatiire enzimin
molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 85-100 kDa olarak belirlemislerdir. Saf fitaz
enziminin  karbohidrat kalintisi  endoglikozidaz H enzimi tarafindan
uzaklastirildiktan sonra molekiiler agirligi jel filtrasyon kromatografisi ile 76 kDa
olarak saptamiglardir.

Ullah A. H. J. (1988) fitaz enzimini Aspergillus ficuum NRRL 3135 (SRRC 265)
fungusundan sirasiyla iyon degisim, afinite kromatografisi ve tekrar iyon degisim
kromatografisi ile 6.2 kat ve % 54 verimle saflagtirmistir.

Aspergillus niger fungusu tarafindan hiicre dig1 sentezlenen fitaz enzimi {izerine
yapilan ¢alismada enzim sirasiyla jel filtrasyonu, art arda uygulanan iki farkli iyon
degisim kromatografisi ile 4.1 kat saflagtirilmistir. Enzimin molekiiler agirligi
SDS-PAGE ile 100 kDa olarak saptanmigtir (Dvotakova vd., 1997).

Klebsiella terrigena bakterisinden dogal ve denatiire enzimin molekiiler agirligi 40
kDa olarak saptanan fitaz enzimi sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, art arda
uygulanan ii¢ farkli iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
ile 410 kat ve % 28 verimle saflastirilmistir (Greiner vd., 1997).

Klebsiella oxytoca MO-3 tarafindan {iiretilen fitaz enzimi % 33 geri kazanimla 1s1
uygulamasi, iyon degisim, jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi
adimlarinin ardindan 424 kat saflastirilmistir (Jareonkitmongkol vd., 1997).

Bacillus subtilis VTT E-6813 fitaz enzimi sirasiyla etanol ¢oktiirmesi, amonyum
silfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 22 verimle 3.7 kat
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saflastirilmigtir.  Enzimin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile 43 kDa olarak
saptanmustir (Kerovuo vd., 1998).

Topraktan izole edilen Bacillus sp. DS11 termostabil fitaz enzimi aseton
cOktiirmesi, hidrofobik etkilesim, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflagtirilmistir. Enzim, saflastirma adimlarinin ardindan % 10 verimle 77 kat saf
olarak elde edilmistir. Monomerik olan enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE ve
jel filtrasyon kromatografisi ile 40 kDa olarak saptanmistir (Kim vd., 1998).

Aspergillus niger SK-57 fitazi tizerine yapilan galismada enzim art arda uygulanan
iki farkli iyon degisim, jel filtrasyon kromatografisi ve kromatofokusing ile 11 kat
ve % 2.5 verimle saflagtirilmistir. Denatiire enzimin molekiiler agirligi 60 kDa
olarak saptanmustir. Saf fitaz enziminin karbohidrat kalintis1 endoglikozidaz H
enzimi tarafindan uzaklastirildiktan sonra molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 55
kDa olarak saptanmistir (Nagashima vd., 1999).

Penicillium simplicissimum fitaz enzimi ultrafiltrasyon, iki farkli iyon degisim
kromatografisi, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi islemlerinin
ardindan 38.2 kat saflagtirilmistir. Enzimin molekiiler agirhigr jel filtrasyon
kromatografisi ile 65-67 kDa, denatiire proteinin molekiiler agirligi ise SDS-
PAGE ile 65 kDa olarak saptanmistir (Tseng vd., 2000).

Haglanmig piringten izole edilen Bacillus sp. KHU-10 tarafindan sentezlenen
termostabil fitaz aseton c¢oktiirmesi, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflagtirillmistir. Enzim saflastirma adimlariin ardindan % 21.1
verimle 105.8 kat saf olarak elde edilmistir. Monomerik olan dogal enzimin
molekiiler agirligi jel filtrasyon kromatografisi ile 46 kDa ve denatiire enzimin
molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 44 kDa olarak saptanmistir (Choi vd., 2001).

Topraktan izole edilen Candida krusei WZ-001 tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
sirastyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon, hidrofobik etkilesim, iyon
degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 5.9 verimle 33.9 kat saflastirilmistir.
Saflagtirilan dogal fitaz enziminin molekiiler agirlig jel filtrasyon kromatografisi
ile 330 kDa olarak bulunmustur. iki alt birimden olustugu saptanan denatiire
enzimin alt birimlerinden birinin molekiiler agirhg SDS-PAGE ile 116 kDa, jel
filtrasyon kromatografisi ile 120 kDa olarak saptanmistir. Diger alt birimin ise
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SDS-PAGE ile 31 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile 30 kDa molekiiler agirliga
sahip oldugu saptanmistir (Quan vd., 2002).

Pichia anomala tarafindan sentezlenen fitaz enzimi aseton ¢oktiirmesi ve iyon
degisim kromatografisi ile saflagtinlmistir. % 19.4 verimle 21.8 kat saflastirilan
fitaz enzimi SDS-PAGE ile 64 kDa molekiil agirligina sahip oldugu saptanmistir
(Vohra ve Satyanarayana, 2002).

Lactobacillus sanfranciscensis CB1 bakterisinden SDS-PAGE ile 50 kDa
molekiiler agirliga sahip oldugu saptanan fitaz enzimi sirasiyla iyon degisim, jel
filtrasyon ve tekrar farkli bir iyon degisim kromatografisi ile % 18 geri kazanimla
160 kat saflagtirilmigtir (Angelis vd., 2003).

Casey ve Walsh (2003) Aspergillus niger ATCC 9142’dan fitaz enzimini sirasiyla
ultrafiltrasyon, iyon degisim, jel filtrasyon kromatografisi ve kromatofokusing
adimlarindan gegirerek % 26 verimle, 24.89 kat saflastirmiglardir. Denatiire
enzimin molekiiler agirligi 84 kDa olarak bulmuslardir.

Pseudomonas syringae MOKI1 tarafindan sentezlenen fitaz enzimi uygulanan
anyon ve katyon degistirici kromatografiler ile iki adimda saflagtirilmistir. % 44.2
verimle 101 kat saflastirilan fitaz enziminin SDS-PAGE ile 45 kDa molekiil
agirligina sahip oldugu saptanmistir (Cho vd., 2003).

Kim vd. (2003) deniz suyundan izole edilen Citrobacter braakii YH-15"dan fitazi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, art arda ii¢ farkli
iyon degisim kromatografisi uygulayarak % 28 verimle, 12800 kat
saflagtirmiglardir. Enzimin molekiiler agirhgi SDS-PAGE ile 47 kDa olarak
belirlemislerdir.

Rhizopus oligosporus ATCC 22959 fungusu tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
ultrafiltrasyon, iyon degisim, jel filtrasyon kromatografisi ve kromatofokusing ile
saflastirilmistir. Enzim saflagtirma adimlarinin ardindan % 32.92 verim, 10.94 kat
saf olarak elde edilmistir. Monomerik olan dogal enzimin molekiiler agirlig: jel
filtrasyon kromatografisi ile 124 kDa ve denatiire enzimin molekiiler agirligi SDS-
PAGE ile 120 kDa olarak saptanmistir (Casey ve Walsh, 2004).

Havadan izole edilen Cladosporium sp. FP-1 fungusu tarafindan iiretilen fitaz
enzimi sirastyla ultrafiltrasyon, etanol ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon
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kromatografisi uygulanarak 6.3 kat, % 22.9 verimle elde edilmistir. Dogal enzimin
molekiiler agirhigr jel filtrasyon kromatografisi ile 31 kDa olarak belirlenirken,
denatiire enzimin molekiiler agirligt SDS-PAGE ile 32.6 kDa olarak belirlenmistir
(Quan vd., 2004).

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 bakterisi tarafindan sentezlenen
fitaz enzimi iizerine yapilan c¢alismada, enzim sirasiyla amonyum siilfat
coktlirmesi, jel filtrasyon kromatografisi ile tuz giderme isleminin ardindan iki
farkli iyon degisim kromatografisi uygulanarak % 16.7 verimle, 181 Kkat
saflastirilmigtir. Dogal enzimin molekiiler agirligt 61 kDa, denatiire enzimin
molekiiler agirlig1 41.7 kDa olarak bulunmustur (Wang vd., 2004)

Sariyska vd. (2005) bu calismada fitaz1 Aspergillus niger 307 fungusundan
sirasiyla ultrafiltrasyon, jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi yardimiyla
30 kat, % 3.81 verimle geri elde etmislerdir. Enzimin molekiiler agirligim1 SDS-
PAGE ile 39 kDa olarak belirlemislerdir.

Aspergillus niger van Teighem tarafindan hiicre disina sentezlenen fitaz enzimi
sirastyla ultrafiltrasyon, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 76
verimle, 1.8 kat saflagtirllmistir. Enzimin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile 66
kDa olarak saptanmigtir (Vats ve Banerjee, 2005).

Aspergillus niger 307 tarafindan hiicre digina sentezlenen fitaz enzimi
ultrafiltrasyon, jel filtrasyonu ve ard arda uygulanan iki farkli iyon degisim
kromatografisi yardimiyla % 1.29 verimle, 37.5 kat saflastirilmistir. Saflagtirilan
enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE ile 70 kDa olarak belirlenmistir (Gargova
vd., 2006).

Boyce ve Walsh (2007) Mucor hiemalis Wehmer tarafindan iiretilen fitaz enzimini
saflastirmayi sirasiyla ultrafiltrasyon, diafiltrasyon, iyon degisim, jel filtrasyon ve
hidrofobik  etkilesim  kromatografisi ~ olmak  tlizere @5  basamakta
gerceklestirmiglerdir. 14.1 kat saflastirilan enzimi % 51 geri kazanimla elde
etmiglerdir. Monomerik olan dogal enzimin molekiiler agirligi jel filtrasyon
kromatografisi ile 30 kDa ve denatiire enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile
45 kDa olarak belirlenmistir.

Atik sulardan izole edilen gram negatif bakterisi tarafindan iretilen fitaz enzimi
strastyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, art arda uygulanan iki farkli iyon degisim
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kromatografisi, jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi ile 173 kat ve % 10
verimle saflastirilmistir. Dogal enzimin molekiiler agirligi jel filtrasyon
kromatografisi ile 42+1.5 kDa, denatiire enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE ile
41.5+2.5 kDa olarak saptanmistir (Greiner ve Farouk, 2007).

Termofil bir bakteri olan Bacillus laevolacticus tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
farkli iyon degisim kromatografisi uygulanarak iki adimda 6.5 kat, % 24.4 verimle
saflagtirilmistir. SDS-PAGE ile enzimin 41 kDa ve 46 kDa molekiil agirligina
sahip iki alt birimden olustugu belirlenmistir (Gulati vd., 2007a)

Mucor indicus MTCC 6333 tarafindan iiretilen fitaz enzimi sirasiyla iyon degisim
ve jel filtrasyon kromatografisi uygulanarak 21.9 kat, % 36.1 verimle elde
edilmistir. SDS-PAGE ile enzimin 39.8 kDa ve 37.2 kDa molekiil agirligina sahip
iki alt birimden olustugu belirlenmistir (Gulati vd., 2007b).

Thermomyces lanuginosus TL-7 termofilik fungusu tarafindan sentezlenen fitaz
enzimi sirasiyla iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 3.44 verimle,
40.75 kat saflastirilmigtir. Enzimin molekiiler agirligt SDS-PAGE ile 54 kDa
olarak belirlenmistir (Gulati vd., 2007¢).

Aspergillus niger NCIM 563 tarafindan sentezlenen iki farkli fitaz enzimi (Phy |
ve Phy II) amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi ile tuz
giderimi igleminin ardindan % 95 verimle, 3 kat saf olarak elde edilmistir. Dogal
Phy I ve Phy II enzimlerinin molekiiler agirlig1 jel filtrasyon kromatografisi ile
sirasiyla 304 kDa ve 183 kDa olarak saptanmuistir (Soni ve Khire, 2007).

Kodamaea ohmeri BG3 mayasi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi {izerine yapilan
calismada, enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon ve iyon
degisim kromatografisi ile 7.2 kat ve % 10.4 verimle saflastirilmistir. Dogal
enzimin molekiiler agirhigi jel filtrasyon kromatografisi ile 92.9 kDa olarak
belirlenirken, denatiire enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 95 kDa olarak
belirlenmistir (Li vd., 2008).

Debaryomyces castellii CBS 2923 mayasi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
iizerine yapilan galigmada, enzim hidrofobik etkilesim kromatografisi uygulanarak
% 59 verimle, 13.6 kat saflastirilmistir. Enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile
77 kDa, kiitle spektrometrisi ile 74.46 kDa olarak bulunmustur. Deglikozilasyon
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isleminin ardindan enzimin molekiiler agirligi ise SDS-PAGE ile 51 kDa, kiitle
spektrometrisi ile 52.98 kDa olarak bulunmustur (Ragon vd., 2008).

Aspergillus niger 11T53A9 fungusu tarafindan hiicre dig1 sentezlenen fitaz enzimi
lizerine yapilan ¢aligmada, enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktlirmesi, ard arda
uygulanan iki farkli iyon degisim, jel filtrasyonu ve tekrar uygulanan iyon degisim
kromatografisi ile 51 kat, % 20.3 verimle saflagtinlmistir. Denatiire ve dogal
enzimin molekiiler agirligi 85 kDa olarak saptanmistir (Greiner vd., 2009).

Termofil bir fungus olan Sporotrichum thermophile tarafindan hiicre disina
sentezlenen fitaz enzimi aseton ¢oOktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon
kromatografisi uygulanarak 13.72 kat, % 4.31 verimle saflagtirilmigtir. Bes alt
birimden olustugu saptanan fitaz enziminin jel filtrasyon kromatografisi ile dogal
enzimin molekiiler agirhigi 456 kDa, SDS-PAGE ile denatiire enzimin molekiil
agirligi 90 kDa olarak belirlenmistir (Singh ve Satyanarayana, 2009).

Aspergillus niger NCIM 563 tarafindan hiicre disina sentezlenen optimum pH’s1
2.5 olan Phy I ve optimum pH’s1 5.0 olan Phy II iki farkli fitaz enzimi konsantre
edildikten sonra sirasiyla hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilmistir. % 30.24 verimle 16.67 kat saflastirilan tetramer Phy I fitaz enzimi
jel filtrasyon kromatografisi ile 264 kDa, denatiire Phy I enziminin SDS-PAGE ile
66 kDa molekiil agirligina sahip oldugu saptanmustir. % 26.55 verimle 14.29 kat
saflastirilan monomer Phy II fitaz enzimi jel filtrasyon kromatografisi ile 150-160
kDa, denatiire Phy II enziminin SDS-PAGE ile 150-160 kDa molekiil agirligina
sahip oldugu saptanmistir (Soni vd., 2010).

Aspergillus ficuum NTG-23 tarafindan sentezlenen fitaz enzimi, sirastyla iki farkl
iyon degisim ve ardindan jel filtrasyon kromatografisi ile % 23.8 verimle, 71.5 kat
saflastirilmigtir. Enzimin molekiiler agirligr jel filtrasyon kromatografisi ve SDS-
PAGE ile 65.5 kDa olarak saptanmustir (Zhang vd., 2010).

Aspergillus niger NCIM 563 fungusu tarafindan sentezlenen fitaz enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi ile tuz giderimi
isleminin ardindan % 69 verimle, 2.5 kat saf olarak elde edilmistir. Dogal enzimin
molekiiler agirligr jel filtrasyon kromatografisi ile 87 kDa olarak saptanmistir
(Bhavsar vd., 2010).
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Sigir diskisindan izole edilen Bacillus subtilis CF92 tarafindan iiretilen fitaz
enzimi, sirasiyla etanol ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
uygulanarak 24 kat, % 12.7 verimle elde edilmistir. Enzimin molekiiler agirligt
SDS-PAGE ile 46 kDa olarak belirlenmistir (Hong vd., 2011).

Mitsuokella jalaludinii bakterisi tarafindan sentezlenen fitaz enzimi {izerine
yapilan c¢aligmada, enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ard arda iyon
degisim kromatografisi, adimlarindan gegirerek 119.5 kat saflastirilmistir (Lan vd.,
2011).

Toprakdan izole edilen Aspergillus niger FS3 fungusu tarafindan tretilen fitaz
enzimi sirasiyla katyon degisim, anyon degisim kromatografisi ve
kromatofokusing uygulanarak 10.1 kat, % 6.35 verimle elde edilmistir. Enzimin
molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 108 kDa olarak belirlenmistir (Spier vd., 2011).

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

2.2. Fitazlarin Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH ve Sicakhgin Etkisi

Klebsiella terrigena fitazinin optimum kosullart pH 5.0 ve 58 °C’dir. Farkh
sicakliklarda 1 saat inkiibe edilen enzim 40 °C’ye kadar aktivitesinin tamamini, 50
°C’de aktivitesinin % 80’ini korurken 60°C’de ise tamamen inaktive oldugu
bildirilmistir. Fakat 20 mg/L sigir serum albiimini varliginda 30 °C ile 50 °C
sicaklik araliginda 5 saat inkiibasyonun ardindan aktivite kayb1 olmazken 60 °C’de
aktivitesinin % 70’ini kaybetmistir. 70 °C’de ise 5 saatin ardindan aktivite
gozlenmemistir. Enzim pH 7.5’in iizerindeki pH degerlerinde inaktif iken 3.0-9.0
pH araliginda 4 °C’de 10 giin boyunca aktivite kaybetmemistir. Fakat pH 2.0 ve
pH 1.0°de 24 saat inkiibasyonun ardindan baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 45 ve
% 85’ini kaybetmistir. Enzimin aktivasyon enerjisi ise 35 kJ.mol™ olarak
hesaplanmistir (Greiner vd., 1997).

Bacillus sp. DS11 fitazinin optimum sicakligr 70 °C’dir. Enzim CaCl;’iin olmadig1
kosullarda 10 dakika farkli sicakliklarda inkiibasyonun ardindan 50 °C ve lizeri
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sicakliklarda aktivitede ciddi bir diisiis oldugu, fakat 5 mM CaCl,’lin oldugu
durumlarda ise 90 °C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 50’sini
koruyabilmistir. Optimum pH’1 7.0-8.0 olan enzimin 4.0-8.0 pH araliginda
oldukga stabil oldugu belirlenmistir (Kim vd., 1998).

Selenomonas ruminantium JY35 mikroorganizmasindan elde edilen ham fitaz
enzimi maksimum aktivitesini 50-55 °C’de ve kullanilan tamponun yapisina bagl
olarak pH 4.0-5.5 araliginda gostermektedir. Enzim 39 °C’den sonra bir hizli bir
artis gosterirken, 60 °C’de aktivitede ciddi bir diigiis gozlenmis ve 60 °C
tizerindeki sicakliklarda aktivitesini kaybettigi belirlenmistir (Yanke vd., 1999).

Aspergillus niger SK-57 fitaz1 optimum pH’s1t 5.5 olan enzimin pH 2.5’de
optimum aktivitesinin % 60’11 sergilemekte, pH 7.0 ve iizerindeki degerlerde ise
inaktif oldugu saptanmustir. Cesitli pH’larda 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilen
enzimin pH 5.0-7.0 araliginda stabil oldugu belirlenmistir. Optimum sicaklig1 50
°C olan enzim, farkli sicakliklarda 60 dakika inkiibasyonun ardindan 0-30 °C
arasinda aktivitenin tamaminmi korurken, 50 °C’de aktivitesinin % 30’unu

koruyabilmistir (Nagashima vd., 1999).

Arxula adeninivorans fitazinin 60 °C’de, optimum pH’s1 4.5-5.0 olarak, 37 °C’de
ise, optimum pH’s1 3.0-3.5 olarak belirlenmistir. Enzimin optimum sicaklig1 ise
75-82 °C oldugu bildirilmistir. Enzimin 75 °C’de 20 dakika inkiibasyonun
ardindan aktivitesinin % 90’11 kaybettigi bildirilmistir (Sano vd., 1999).

Penicillium simplicissimum W46 fitazi optimum pH’1 4.0 olan enzimin pH 7.5 ve
iizerindeki degerlerde ise inaktif oldugu saptanmustir. Enzimin pH 3.5-6.0
araliginda 7 giin stabil oldugu belirlenmistir. Optimum sicaklig1 55 °C olan enzim,
60 °C ve lizerindeki sicakliklarda aktivite gostermemistir. Enzim 12 saat 55 °C’de
inkiibasyonun ardindan orjinal aktivitesinin sadece % 20’sini kaybetmistir (Tseng
vd., 2000).

Optimum sicakligi 40 °C olan Bacillus sp. KHU-10 fitazinin 40 °C’ye kadar olan
sicakliklarda 10 dakika stabil oldugu belirlenmistir. Enzimin 10 mM CaCl,
icerdigi kosullarda ise optimum sicakliginin 60 °C oldugu ve 60 °C’de 10 dakika
inkiibasyonun ardindan orjinal aktivitesinin % 95’ini korudugu saptanmuistir.
Optimum pH araligi 6.5-8.5 olan enzim 6.5-8.5 pH araliginda oldukga stabil
oldugu goriilmiistiir. Enzimin 10 mM CaCl, igerdigi kosullarda ise optimum pH
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araligmmin 6.0-9.5 oldugu ve pH 6.5’den 10.0’a kadar oldukca stabil oldugu
bildirilmistir (Choi vd., 2001).

Candida krusei WZ-001 fitaz1 optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla 4.6 ve 40 °C’dir.
Enzimin pH 2.0-5.0 araliginda aktivitesinin % 80’ini koruyarak stabil oldugu
bildirilmistir. Farkli sicakliklarda 1 saat inkiibe edilen enzimin 20 °C ve altindaki
sicakliklarda stabil oldugu, 50 °C’nin fizerindeki sicakliklarda ise aktivitesini
tamamen kaybettigi belirlenmistir. Enzim 30 pg/mL sigir serum albumini
varliginda 1 saat inkiibasyonun ardindan 40 °C’nin altindaki sicakliklarda olduk¢a
stabil oldugu, 50 °C’de aktivitesinin % 40’1 koruyabildigi belirlenmis ve 70
°C’de tamamen aktivitesini kaybetmistir (Quan vd., 2002).

Vohra ve Satyanarayana (2002) Pichia anomala fitazinin optimum kosullarinin pH
4.0 ve 60 °C oldugunu ve 80 °C’de optimum aktivitesinin % 85’ini, 100 °C’de ise
optimum aktivitenin sadece % 7’sini gosterdigini belirlemislerdir. 60 °C’de 5 giin
boyunca aktivitesinin tamamini koruyan enzimin ayni sicaklikta yarilanma omrii
ise 7 giin olarak bulunmustur. Enzim 70 °C’de 30 saat stabildir ve yarilanma 6émrii
48 saat olarak belirlenmistir. 70 °C’de stabil olmasina ragmen 80 °C’de yarilanma
omrii 5 dakika olarak bulunmustur. Enzimi sicaklik ile denatiirasyona karsi
koruyucu etkisi olan ve stabilizasyonu arttiran sukroz, laktoz ve arabinoz (% 10)
ilavesi ile 80 °C’de yarilanma omrii 5-30 dakika arasinda bir artis gostermistir.
Pichia anomala fitaz1 oda sicakliginda pH 4.0’de 6 giin boyunca stabildir ve
yarilanma 6mrii 8 giin olarak belirlenmistir. Enzim pH 8.0°de yarilanma émri 60
saat olarak belirlenmis ve daha az stabil oldugu goézlenmistir.

Kim vd. (2003) Citrobacter braakii YH-15"in fitazinin optimum aktivitesini pH
4.0 ve 50 °C’de gosterdigini bildirmislerdir. Optimum sicakliginin 50 °C olmasina
ragmen 55 °C ve iizerindeki sicakliklarda aktivitede hizli bir diisiis oldugunu
belirlemiglerdir. Enzimin pH 4.0’de 25-65 °C sicaklik araliginda 30 dakika
inklibasyonu sonucu 25-50 °C’de aktivitesinin tamamini korumustur. Farkli
tamponlarda 37 °C’de 7 giin boyunca inkiibe edilen enzim pH 3.0-5.0 arasinda

aktivitesinin % 50°den fazlasin1 korumustur.

Casey ve Walsh (2003) Aspergillus niger ATCC 9142 fitazinin optimum
sicakliginin 65 °C oldugunu ve domuzlar i¢in fizyolojik sicaklik olan 39 °C’de
optimum aktivitesinin % 39’unu gosterdigini belirlemislerdir. Enzim 80 °C’de 3
saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 22’sini koruyabilmistir. Genis pH
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araliginda aktivite gosteren enzimin optimum pH’1 5.0°dir. Fakat pH 2.5 ve
11.0’de optimum pH’daki optimum aktvitesine yakin bir aktivite gosterdigi icin
birden fazla optimum pH’min olabilecegini bildirmislerdir. Enzim pH 3.0°de 12
saat stabil oldugunu belirlemiglerdir.

Cho vd. (2003) optimum pH’s1 5.5, sicakligi ise 40 °C olan Pseudomonas syringae
MOKI1 fitazinin pH 7.0 ve 70 °C’nin {izerindeki degerlerde inaktif oldugunu
bildirmislerdir.

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitaz enzimi 37 (297 U/mg
protein) ve 55 °C (318 U/mg protein) olmak {izere iki optimum sicakliga sahip
oldugu saptanmugtir. Optimum sicakliklarda pH c¢aligsmast yapilmis ve iki
sicaklikta pH 3.7 ve 5.5 olmak {lizere iki optimum pH’ya sahip oldugu
bildirilmistir. Enzimin pH 3.0°den 5.0’¢ kadar oldukga stabil oldugu, pH 2.0°de ise
enzimin orijinal aktivitesinde % 20 kayip oldugu belirlenmistir. Enzim pH 6.0 ve
iizerindeki degerlerde ise aktivitesinin tamamini kaybetmistir. Enzim 60 °C ve pH
5.0 kosullarinda 4 saate kadar stabil, 65 °C ve 68 °C’de ise 10 dakika
inklibasyonun ardindan orjinal aktivitesinin sirasiyla % 50 ve 80’ini kaybetmigtir
(Wang vd., 2004).

Casey ve Walsh (2004) Rhizopus oligosporus ATCC 22959 fitazinin optimum
aktivitesini 65 °C’de gosterdigini bildirmiglerdir. Enzimin domuzlarin fizyolojik
sicaklig1 olan 39 °C’de orijinal aktivitesinin % 68’ini koruyarak ticari enzimlere
gore daha kararli oldugunu belirlemislerdir. Enzimin 80 °C’deki termal kararliligi
5 dakika boyunca belirlenmis ve 120 saniye sonunda aktivitesinin % 48’ini
korurken, 4 ve 5 dakika sonunda sirasiyla aktivitesinin % 34 ve % 20’sini
korudugu belirlenmistir. Optimum pH’st 5.0 olan enzim, pH 5.5’de optimum
aktivitesinin % 61’ini gdstermektedir. Diisiik pH degerlerinde oldukga kararli

oldugu belirlenen enzim pH 2.0’da 6 saat aktivitesinin tamamini korumustur.

Quan vd. (2004) Cladosporium sp. FP-1 fitazinin optimum aktivitesini pH 3.5 ve
40 °C’de gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin pH 3.5’de 10-90 °C sicaklik
araliginda 60 dakika inkiibasyonu sonucu 10-60 °C sicakliklarinda aktivitesinin %
80’ini korumustur. Farkli tamponlarda 37 °C’de inkiibe edilen enzim pH 3.5-4.5
arasinda aktivitesinin % 80’den fazlasin1 korumustur.
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Optimum pH’1 5.4 olan Rhizomucor pusillus fitaz1 pH 3.0-7.8 araliginda optimum
aktivitesinin % 80’ini sergiledigi bildirilmistir. Enzimin optimum sicaklig1 ise 70
°C oldugu belirlenmistir (Chadha vd., 2004).

Lactobacillus pentosus fitazinin pH 3.5’ten 6.0’ya kadar olan pH araliginda aktif
oldugu belirlenmis ve optimum aktivitesini pH 5.0’de sergiledigi bildirilmistir.
Enzim pH 4.5 ve 5.5°da optimum aktivitesinin % 50’sini, pH 4.0 ve 6.0
degerlerinde ise optimum aktivitesinin % 20’sini sergilemektedir. Optimum
aktivitesi 50 °C olan enzim 37’den 60 °C’ye kadar optimum aktivitesinin % 40’11
sergilemektedir (Palacios vd., 2005).

Aspergillus oryzae AK9 mikroorganizmasindan elde edilen ham fitaz enzimi
maksimum aktivitesini pH 5.0 ve 70-75 °C’de gostermektedir. Enzim 2.0- 3.6 ile
5.0-7.0 pH araliklarinda 2 saat boyunca stabildir. Enzim 40-70 °C araliginda 2 saat
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin % 80’den fazlasini, 80 °C’de ise aktivitesinin
% 66’s1n1 koruyabilmigtir (Chantasartrasamee vd., 2005).

Aspergillus niger 307 tarafindan ekstraseliiler olarak iiretilen enzimin 2.62 (% 80)
ve 5.05 olmak fiizere iki optimum pH’ya sahip oldugu ve pH 2.0-2.5 araliginda
aktivitesinin % 50’sini gosterdigi bildirilmistir. Optimum sicaklig1 ise, pH 2.62°de
58 °C ve pH 5.05’de ise 55 °C oldugu belirlenmistir. Aktivasyon enerjisi 59.16
kJ/mol olarak hesaplanmustir (Sariyska vd., 2005).

Aspergillus niger van Teighem fitazinin optimum pH’1 2.0-2.5 araliginda oldugu
belirlenmistir. Enzimin pH 5.0-5.5 araliginda aktivite kaybinin basladigi, nétral pH
degerlerine dogru ise, aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir. Enzim pH
1.5’da orijinal aktivitenin % 49’unu (384 nkat/mL) gosterdigi bildirilmistir.
Sicaklik arttikca aktivitesi artan enzimin optimum sicakligi, 55 °C olarak
belirlenmistir. Enzim 30, 37 ve 45 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan
aktivitesini koruyabilmistir. Enzim 24 boyunca 55 °C’de higbir stabilizasyon ajan
olmadan aktivitesinin % 89’unu, 10 mM CaCl, varliginda aktivitesinin % 93 ve 10
mM glisin varliginda ise, aktivitesinin % 97’sini koruyabilmistir. Enzim 65 °C’de
30 dakikada inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 50’sini gosterebildigi, 4 saat
sonunda ise, aktivitesinin ancak % 25’ini gosterebildigi bildirilmistir. Enzim pH
2.0-7.0 araliginda 24 saat boyunca aktivitesinin tamamini Koruyabilmistir.
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Enzimin deaktivasyon ve aktivasyon enerjisi sirasiyla 384 ve 1.438 cal.mol™
olarak hesaplanmistir. (Vats ve Banerjee, 2005).

Kodamaea ohmeri BG3 tarafindan ekstraseliiler olarak iiretilen fitaz enziminin
optimum kosullart pH 5.0 ve 65 °C’dir. Farkli sicakliklarda 1 saat inkiibe edilen
enzim 60 °C’ye kadar aktivitesinin tamamini korurken, 70°C’de ise tamamen
inaktive oldugu bildirilmistir. Enzim 3.0-9.0 pH araliginda 4 °C’de 6 saat boyunca
aktivitesini koruyabilmistir (Li vd., 2008).

Mucor indicus MTCC 6333 fitazi, optimum pH ve sicakligi sirasiyla, 6.0 ve 70
°C’dir. Enzim pH 3.0-8.0 araliginda aktiftir ve optimum aktivitesinin % 81 ini
gostermektedir. Farkli pH’larda (3.0, 5.0, 7.0) ve sicakliklarda (50, 60, 70 °C) 4
saat inkiibe edilen enzimin 60 °C’de ve pH 3.0’da 1.5 saat oldukga stabil oldugu
ve pH 5.0 ve 7.0’da aktivitesinin % 80’ini korudugu belirlenmistir (Gulati vd.,
2007D).

Greiner ve Farouk (2007) gram negatif bir bakteri tarafindan sentezlenen fitazin
optimum pH ve sicakligmi sirasiyla, 4.5 ve 65 °C bulmuslardir. pH 7.0 ve
tizerindeki degerlerde inaktif oldugunu bildirmislerdir. Enzim pH 3.0’de optimum
aktivitesinin % 40’11 gosterirken, pH 2.5’de ise optimum aktivitesinin % 20’sini
sergilemistir. Enzim 4 °C’de pH 3.0-8.0 araliginda 14 giin boyunca aktivitesinin
tamamini1 koruyabilmistir, fakat pH 2.0 ve altindaki degerlerde ciddi bir aktivite
kayb1 gozlenmistir. Enzim 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, pH 1.5°de
aktivitesinin % 72’sini kaybederken, pH 9.0°da ise orijinal aktivitesinin % 65’ini
kaybetmistir. Enzimin sicaklik stabilitesi denemelerinde ise, enzimin 10-65 °C
araliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra aktivitesinin tamamimi korudugu
bildirilmistir. Enzim 70 °C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan ise, orjinal
aktivitesinin % 50’sini, 80 °C’de ise aktivitenin % 12’sini koruyabilmistir.
Aktivasyon enerjisi ise 37.5 kJ/mol olarak hesaplanmistir.

Cryptococcus laurentii ABO 510 fitaz1 pH 2.5-7.5 ve 24-80 °C sicaklik araliginda
aktiftir. Enzimin optimum pH ve sicakligi sirastyla 5.0 ve 62 °C’dir. Enzim 70
°C’de 3 saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 40’11 kaybetmistir. Farkli
konsantrasyonlarda polietilen glikol, gliserol, sorbitol ve mannitoliin ilave
edilmesi stabiliteyi etkilememistir (Staden vd., 2007).
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Bacillus laevolacticus kismi saflagtirilmis fitazin optimum pH ve sicakligi sirastyla
7.0 ve 70 °C’dir. Enzim pH 8.0-10.0 araliginda aktiftir ve optimum aktivitesinin %
90’11 gostermektedir. Enzim 60 °C ve pH 8.0’de CaCl, varliginda/yoklugunda 3
saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 80’ini koruyabilmistir. Enzim ayrica 5
mM CaCl, varliginda/yoklugunda pH 8.0 ve 80 °C’de inkiibasyonunun ardindan
aktivitesinin tamamini korudugu belirlenmistir (Gulati vd., 2007a).

Aspergillus niger 11T53A9 tarafindan ekstraseliiler olarak iiretilen fitaz enziminin
optimum kosullar1 pH 5.0 ve 55 °C’dir. Enzimin pH 7.0 ve iizerindeki degerlerde
ise inaktif oldugu saptanmistir. Enzim 4 °C’de pH 3.0-8.0 araliginda 14 giin
boyunca stabil oldugu bildirilmistir. Diisiik pH degerlerinde de stabil olan enzim,
pH 2.0, 4 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan aktivitesinin tamamini, 37 °C’de
ise aktivitesinin % 95’ini koruyabilmistir. Farkli sicakliklarda inkiibe edilen
enzim, 55 °C’ye kadar 10 dakika siiresince aktivitesinin tamamini korurken, 70 °C
de ise 10 dakika sonra aktivitesinin % 45’ini koruyabilmistir. Enzimin 80 °C’de 5
dakika inkiibasyonun ardindan orjinal aktivitesinin ancak % 8’i geriye kalmigtir.
Enzimin fitat: hidrolizlemesi i¢in gerekli aktivasyon enerjisi, 39.1 kJ mol™ olarak
hesaplanmistir (Greiner vd., 2009).

Aspergillus ficuum NTG-23 fitazinin optimum pH’s1 1.3 olarak belirlenmis ve pH
5.2’den sonra notral pH degerlerinde aktivite gostermedigi belirlenmistir. Enzimin
optimum sicakliginin 67 °C oldugu, 70 ve 80 °C araliginda aktivitesinde ciddi bir
diisiis oldugu bildirilmistir. Enzim 70 °C’de 20 dakika inkiibasyonun ardindan
aktivitesinin % 2’sini, 40 dakika sonra % 40’1, 60 dakikanin ardindan ise %
14’1inii kaybettigi belirlenmistir (Zhang vd., 2010).

2.3. Fitazlarin Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak 6nemli rol
oynamaktadirlar. EDTA ise divalent iyonlarin selatlayict ajamidir ve
metalloproteinlerin ve aktivasyonlar1 i¢in divalent katyonlara ihtiya¢ duyan
enzimlerin bir inhibitoriidiir (Zubay, 1988; Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001).

Klebsiella terrigena fitazinin 15 dakika 35 °C’de, 10™ ve 10° M arasindaki
konsantrasyonlarda metal iyonlar ile inkiibe edildikten sonra, Mg”* ve Hg*
iyonlarinin aktivite iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig: bildirilmistir. Mn?** ve
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Ca’* iyonlarina kars: aktivitesini biiyiik oranda korurken, Zn** ve Cu®* iyonlar
tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir. Fe®* ve Fe** varhiginda fitaz aktivitesinin
azalmasi, Fe-fitat ¢okeleginin meydana gelmesinden dolayidir. EDTA’nin aktivite
tizerinde 6nemli inhibisyon etkisinin olmadig1 bildirilmistir (Greiner vd., 1997).

Kim vd. (1998) Bacillus sp. DSI1 fitazimn Mn*, Cd** iyonlar1 ve EDTA
tarafindan Gnemli Slgiide inhibe edildigini bildirmislerdir. Enzimin Mg®, Hg®,
Ba®* ve Cu®* (5 mM) varliginda aktivitesinin yaklasik % 50’sini korudugunu
belirlemislerdir.

Selenomonas ruminantium JY35 fitazinin aktivitesi iizerinde 5 mM Fe®*, Fe*,
Hg* ve Zn’+ iyonlar: ®iddi bir inhibisyona neden olurken, Pb* varhiginda ise
enzim aktivitesinde yaklasik % 50 bir artig gdzlenmistir (Yanke vd.,1999).

Penicillium simplicissimum W46 10 mM Ca*, K" ve Ag" varhginda 6nemli
Olciide inhibe olmamus, aktivitesinin % 90’dan fazlasini korumustur. Enzim
aktivitesi tizerine Mg®*, Mn** ve Cu®" iyonlar1 sirasiyla % 35, 34 ve 13 inhibisyona
neden olmustur. Fe** (% 89), Fe*" (% 60) ve Zn?* (% 62) iyonlarinin ise, aktivite
tizerinde ciddi bir inhibisyona neden oldugunu gozlemislerdir. Metal selatlayici
ajanlar EDTA, okzalat ve tartaratin aktivite lizerinde dnemli inhibisyon etkisinin
olmadig1 bildirilmistir (Tseng vd., 2000).

Bacillus sp. KHU-10 fitazi ile yapilan arastirmada EDTA ile enzim aktivitesinin %
90 inhibe edilmesi, substrat ve enzim arasindaki ara yiizeyleri etkilemesine
baglanmistir. Bunun yaminda ¢ift degerlikli metal iyonlari olan Ba®* (% 65), Cd**
(% 100), Co®* (% 40), Cr** (% 55), Cu** (% 41), Hg** (% 57) ve Mn** (% 83)
aktiviteyi diisiirmiistiir. Metal iyonlarmdan Cd** hari¢ digerlerinin inhibisyon
etkisi, ayni oranda Ca®" ilave edilmesi ile ortadan kaldirildig1 bildirilmistir (Choi
vd., 2001).

Pichia anomala fitazinin aktivitesi iizerine 1 mM Co*', Ca?*, K, MgZ+, Mn%, Fe?*,
Ba2+, Cd2+, Pb%* katyonlar1 ve EDTA bir etkisinin olmadigi saptanmistir. Enzimin
Hg*, Zn** ve Cu®* katyonlarimin varhginda, aktivitesinin % 50’sini koruyabildigi,
Fe®* katyonunun ise, enzimi giiclii bir sekilde inhibe ettigini bildirmislerdir (Vohra
ve Satyanarayana, 2002).
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Candida krusei WZ-001 fitazz Mg katyonu tarafindan Gnemli 6lgiide inhibe
oldugu, Zn** katyonu varliginda ise aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir.
Ba®* ve Pb®* varligimin enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir inhibisyona neden
olmadigi bildirilmistir. Enzim 1 mM Fe* varliginda orijinal aktivitesinin %

2+

30’unu kaybederken, Fe”’nin 5 mM’a kadar artan konstrasyonlarinda ise, orijinal
aktivitesine ulastig1 belirlenmistir. EDTA ve oksalat gibi selatlayic1 ajanlarin
aktivite lizerinde Onemli inhibisyon etkisinin olmadigi bildirilmistir (Quan vd.,

2002).

Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den elde edilen fitazin 45 °C’de 30 dakika
inkiibasyonunun ardindan, 2 mM Mg®*, Co*, Mn*, Ca®, Zn** ve EDTA
varliginda aktivitesinin % 90°dan fazlasini, Cu®* ve Ni*" varliginda ise % 75’den
fazlas: korunmustur. 2 mM Fe** (% 99) ve Hg®* (% 92) tarafindan dnemli 6l¢iide
inhibe edilmigtir. EDTA enzim aktivitesi lizerinde 6nemli bir inhibisyona yol
acmamistir (Angelis vd., 2003).

Citrobacter braakii fitazinin metal iyonlar1 ile 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun
ardindan, 10 mM’a kadar EDTA ve Cd*, Ca*, K*, Mg®, Mn*, Ni**, Na'
katyonlarinin aktivite iizerine bir etkisinin olmadig1, ¢cok diisiik konsantrasyonlarda
bile Fe**, Zn®* ve Cu®*" katyonlarmin enzimi giiglii bir sekilde inhibe ettigi
bulunmustur (Kim vd., 2003).

Aspergillus niger ATCC 9142 fitaz 200 mM Mg, Mn**, Cd**, Cu®*, Hg*, F" ve
Zn** iyonlari tarafindan aktivitede artis saglar iken, Ca®* iyonu inhibisyona neden
olmustur. Fe?* ve Fe** iyonlarmin ise, aktivite iizerine herhangi bir etkisi olmadig
bildirilmistir (Casey ve Walsh, 2003).

Pseudomonas syringae MOK1’den elde edilen fitaz enzimi metal iyonlar1 ile 40
°C’de, 15 dakika inkiibe edilmesinin ardindan, 5 mM Cd*, Cu**, Mn** iyonlar1 ve
EDTA tarafindan Onemli Ol¢lide inhibe edildigi bildirilmistir ve orjinal
aktivitesinin % 70’inin kaybina neden olmustur (Cho vd., 2003).

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitaz1 metal iyonlar1 igermeyen
ortam ile karsilastirldiginda, 5 mM AI** tarafindan % 125, Co®* tarafindan % 120
aktive  edilmesi, enzim ile metallerin etkilesimi  sonucu, enzim
konformasyonundaki degisimlerin, enzimi daha aktif bir hale getirmis olabilecegi



40

seklinde agiklanmigtir. Ayrica, enzimin EDTA tarafindan aktive edildigi ve
muhtemelen eser miktardaki agir metalleri ortamdan uzaklastirarak enzim
aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Ba®*, Ni**, Cd** ve Fe” iyonlar1 aktivite
tizerinde 6nemli bir inhibisyona neden olmazken, Mg2+, Cu*, Mn*, Zn** iyonlari
ve NaNjz’mn ise % 15-20 oraninda inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Enzimin
5 mM Hg®* varliginda tamamen inhibe oldugu gdzlenmistir (Wang vd., 2004).

Rhizopus oligosporus ATCC 22959 fitaz1 200 mM Ca** varhiginda 6nemli 6lgiide
inhibe olmamus, aktivitesinin % 86’sim korumustur. Enzim aktivitesi iizerine Cu®",
Zn**, Mg®*, Mn?, Fe**, Fe*, Hg**, Cd*, Pb*, F iyonlarmimn etkisi olmazken,
bazilarinin aktiviteyi arttirici etkisi oldugu saptanmistir (Casey ve Walsh, 2004).

Cladosporium sp. FP-1 fitaz1 Ba** ve Pb®* varliginda tamamen inhibe oldugu, 1
mM AI*, Ca*, Mg®*, Mn*, Ni*", Zn*, K* ve Na" varliginda aktivitesinin ancak %
50’ini koruyabilmistir. Selatlayici ajan olan EDTA ve oksalat varliginda ise enzim
aktivitesi sirasiyla % 53 ve % 52 oraninda azaldig1 bildirilmistir (Quan vd., 2004).

Aspergillus oryzae AK9 mikroorganizmasindan elde edilen ham fitaz enzimi, 1 ve
100 mM EDTA, Fe**, Ca*, Mn**, Mg®* ve Zn** varliginda, 37 °C’de 1 saat
inkiibasyonun ardindan, enzimin EDTA ve Zn*" disindaki biitiin iyonlara karsi
stabil oldugu, EDTA ve Zn®*"nin ise aktivite tizerinde ciddi bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Fe** varhiginda ise, enzim aktivitesinde orijinal aktivitede yaklagik
% 50°1ik bir artig gézlenmistir (Chantasartrasamee vd., 2005).

Aspergillus niger van Teighem fitazi, 0.5 mM AI** varliginda nerdeyse tamamen
aktivitesini kaybettigi bildirilmistir. Enzim 1 mM Ca®" ve K' disindaki diger
iyonlarin (Cu®’, Mg®* Mn*, Ba*", Fe**, Ni**, Hg", Co®*, Zn*") aktivitesini % 90
oraninda koruyabildigini, Ca®* ve K* iyonlarmm aktiviteyi arttirici etkisi oldugu
belirlenmistir. EDTA, sitrat, oksalat ve tartarat gibi selatlayici ajanlar 2 mM’a
kadar enzim aktivitesi lizerinde etkisinin olmadigi bildirilmistir (Vats ve Banerjee,
2005).

Aspergillus niger 307 fitaz1 Hg*, Hg®* ve Cu®* varhginda tamamen aktivitesini
kaybettigi bildirilmistir. Enzim Zn** tarafindan aktivitesinin biiyiik bir kismu
inhibisyona ugrarken, Fe®*, Fe** ve AI** iyonlarinin aktivite tizerindeki etkisinin
daha az oldugu belirlenmistir. Enzim Pb*" ve Ag" agir metal iyonlari tarafindan
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aktive edilmesi, iyonlarin enzim ile etkileserek aktiviteyi arttiran bir
konformasyon olusturdugu goriisii ile agiklanmistir. Bu sonug, enzimin agir
metaller tarafindan kontamine olan topraklarin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi
fikrinin dogurmustur (Sariyska vd., 2005).

Cryptococcus laurentii ABO 510°dan elde edilen fitazin 1 mM ve 5 mM Li*, Na’,
K* ve Mg® varhgmndan etkilenmedigi, fakat Cd**, Hg®* ve Zn*" varliginda
aktivitesinin % 50’sini koruyabildigi gézlenmistir. Enzimin 1 mM Cu®" tarafindan
onemli 6l¢lide inhibe edildigi belirlenmistir (Staden vd., 2007).

Bacillus laevolacticus fitazi Cu®* ve Zn** varhiginda, orijinal aktivitesinin %
50°den fazlasini1 koruyabilmistir. Enzim aktivitesi {izerine Mg2+, Ca®*, Mn?*, Na*,
K*, Ba®* ve Co® katyonlariminda 6nemli &lgiide inhibisyona neden olmadigi
bildirilmistir. Enzim 1 mM EDTA varliginda aktivitesinin % 90’11 kaybederken,
5 mM EDTA tarafindan tamamen inhibe edilmesi, enzim aktivitesi {izerinde metal
iyonlarmin 6nemli rol oynadigi seklinde aciklanmistir (Gulati vd., 2007a).

Mucor indicus MTCC 6333 fitazi, 5 mM B* (% 43), Mg®* (% 23), Mn** (% 31),
EDTA (% 26), Zn** (% 25), Na* (% 20), K* (% 23), Cu®* (% 30) varliginda oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra, enzim aktivitesi iizerinde farkli
diizeylerde inhibisyona neden oldugu belirlenmistir. Enzimin aktivitesinde en az
etkili olan iyonun ise, Fe** (% 10) oldugu gdzlenmistir (Gulati vd., 2007b).

Greiner ve Farouk (2007) gram negatif bir bakteri tarafindan sentezlenen fitazi, 37
°C’de, 15 dakika metal iyonlar1 ile inkiibasyonun ardindan, 10* ve 107
konsantrasyonlarinda Mg* Ca**, Mn?*, Co*, Ag', Hg* ve Cu®* iyonlarmin
aktivite {izerine ¢ok az ya da bir etkisinin olmadigin1 bildirmislerdir. Fe**, Fe** ve
Zn®* iyonlarimin ise aktivite iizerinde ciddi bir inhibisyona neden oldugunu
gozlemislerdir. EDTA’nin aktivite {izerinde Onemli inhibisyon etkisinin

olmadigimi bildirmislerdir.

Kodamaea ohmeri BG3 fitazin aktivitesi iizerinde 5.0 mM Mn%, Ca*, K*, Li",
Na', Ba”, Mg® ve Co* katyonlarimin aktiviteyi arttirict etkisi oldugu
belirlenmistir. Bunun yaminda 5.0 mM Zn**, Ag®, Cu®*, Fe** ve Fe®* katyonlarinin
ise enzim aktivitesi ilizerinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Enzimin 1.0
ve 50 mM Hg* varliginda aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir.
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EDTA’nin aktivite lizerinde énemli inhibisyon etkisinin olmadig bildirilmistir (Li
vd., 2008).

Aspergillus niger 11T53A9 fitazi, 15 dakika, 37 °C’de 10 ve 10° M arasindaki
konsantrasyonlarda metal iyonlar1 ile inkiibe edildikten sonra Mg2+, Ca®*, Mn?,
Co?*, Ag*, Cu** ve Hg”* iyonlarimin aktivite iizerinde énemli bir etkisinin olmadig
bildirilmistir. Ayni konsantrasyonlarda Zn®*, Fe** ve Fe®* iyonlar1 tarafindan
enzimin giiclii bir sekilde inhibe edilmesi, Fe** ve Fe** varliginda azalan fitaz
aktivitesi, Fe-fitat c¢okeleginin meydana gelmesinden dolayr azalan fitat
konsantrasyonuna dayandirilmaktadir. EDTA, o-fenantrolin, oksalat, sitrat ve
tartarat gibi selatlayict ajanlarin enzim aktivitesi ilizerinde onemli inhibisyon

etkisinin olmadig bildirilmistir (Greiner vd., 2009).

Aspergillus ficuum NTG-23 fitazi, 10.0 M’a kadar K*, Mg?*, Ca®*, Mn*, Cd*,
APl¥, cu®, Hg2+, Zn**, Pb** ve Fe** katyonlariin aktivite lizerinde énemli bir
etkisinin olmadig1 bildirilmistir. EDTA ise, 1.25-10.0 konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesi tizerinde % 10’luk bir artisa yol agtig1 belirlenmistir (Zhang vd., 2010).

2.4, Fitazlarin Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin Etkisi

Klebsiella terrigena fitazinin 15 dakika 35 °C’de 10 ve 10° M arasindaki
konsantrasyonlarda, inhibitorler ile inkiibasyonundan sonra, o-fenantrolin, oksalat,
sitrat ve tartarat selatlayici ajanlarinin aktivite {izerinde 6nemli inhibisyon etkisinin
olmadig bildirilmistir. Bunun yaninda siyaniir, azid ve arsenat aktivite {izerine
hicbir etkide bulunmamistir. Arsenatin aktivite lizerine etkisinin olmayisi, enzimin
aktif merkezinde siilfidril gruplarinin olmadigina isaret etmistir. Bu Oneri, enzim
aktivitesinde etkisi olmayan daha spesifik siilfidril inhibitorleri 2-merkaptoetanol
ve iyodoasetat denenerek dogrulanmistir. Serin inhibitorii olan fenilmetilsiilfonil
floriir (PMSF), énemli bir inhibisyona yol agmamistir. Floriir, fosfat, molibdat ve
vanadatin enzimi kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir (Greiner vd., 1997).

Bacillus sp. DS11 fitazinin 1 mM ve 5 mM PMSF ve 1,4- dithiothreitol (DTT)
tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmistir (Kim vd., 1998).

Penicillium simplicissimum W46 fitazimn 10 mM serin inhibitéri PMSF
tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmistir (Tseng vd., 2000).
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Pichia anomala fitaz1 % 1 veya 1 mM sodyum azid, B-merkaptoetanol, PMSF,
gliserol, toluen, DTT, iyodoasetat ve N-bromosiiksinamid (NBS) varligi enzim
aktivitesi lizerinde bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Enzimin 2,3- biitandion (%
90) tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir ve bu nedenle aktif bolge arjinin amino
asidinin bulundugu ileri siiriilmiistiir. Enzim anyonik deterjanlardan % 0.1°1lik SDS
(% 80) tarafindan kuvvetle inhibe edildigi fakat noniyonik deterjan olan % 0.1°lik
Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 tarafindan % 30 aktivite kaybr ile hafif bir
inhibisyonun gozlendigi bildirilmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002).

Candida krusei WZ-001 fitazinin, siilfidril grubu inhibitorleri olan pCMB (p-
kloromerkiiri benzoat) ve iyodoasetat tarafindan inhibe edildigi, fakat 2-
merkaptoetanol ve DTT tarafindan ise stimiile edilmesi enzimin aktif merkezinde -
SH gruplarinin bulundugunu gostermektedir seklinde agiklanmigtir. Serin
inhibitorii olan PMSF enzim aktivitesi {izerinde énemli bir inhibisyona yol agtig
gbzlenmistir (Quan vd., 2002).

Lactobacillus sanfranciscensis CB1’den elde edilen fitazin 2 mM NEM,
iodoasetamid, PMSF, DL-penisilamin, DTT varliginda 45 °C’de 30 dakika
inkilibasyonunun ardindan, serin inhibitorii olan PMSF tarafindan kuvvetle inhibe
edildigi bildirilmistir. DL-penisilamin tarafindan fitaz aktivitesi ¢ok az
etkilenirken, diger inhibitorler enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir inhibisyona yol

acmamistir (Angelis vd., 2003).

Citrobacter braakii fitazinin 2-mercaptoetanol ve DTT tarafindan inhibe
edilmedigi bildirilmis ve bu nedenle enzimin aktivitesinde molekiil i¢i disiilfit
kopriilerinin  etkisinin olmadig1 ileri siriilmiigtiir. Triton X-100’{in enzim
aktivitesini % 150 arttirdig1, fakat % 0.0025 SDS ve 8 M iire ile inkiibe edilen
enzimin tamamen aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Kim vd., 2003).

Cladosporium sp. FP-1 fitazinin siilfidril grubu inhibitérleri olan iyodoasetat ve
pCMB tarafindan inhibe edildigi, fakat 2-merkaptoeranol ve DTT tarafindan ise
stimiile edilmesi, enzimin aktif merkezinde -SH gruplarmin bulundugunu
gostermektedir seklinde agiklanmistir. Serin inhibitorii olan PMSF enzim aktivitesi
iizerinde 6nemli bir inhibisyona yol ag¢tig1 gdzlenmistir (Quan vd., 2004).
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Lactobacillus pentosus fitaz1 stilfidril grubunu bloke eden iyodoasetik asit ile
inhibe olurken, genelde fitazlar1 inhibe eden L-askorbik asit (1.0 mM) ise, enzim
aktivitesini arttirici etkisi oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan, katalitik
aktivite icin siilfidril gruplarinin gerekli oldugu seklinde agiklanmistir. Serin
inhibitorii olan PMSF, ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda
aktivitede ciddi inhibisyonlar gozlenmistir. Selatlayicit ajanlardan EDTA ve o-
fenantrolinin enzim aktivitesine etkisinin konsantrasyona bagli oldugu, 10 mM da
aktivitesini neredeyse tamamen kaybettigi, | mM EDTA varliginda ise aktivitede
% 30 artis meydana geldigi bildirilmistir. Fosfotazlarin spesifik inhibitorii olan
disodyum pirofosfat 1 ve 10 mM varliginda enzimin inhibe oldugu bildirilmistir
(Palacios vd., 2005).

Aspergillus niger van Teighem fitazi, siilfidril grubu inhibitérii olan -
merkoptoetanol ve iyodoasetat, serin ve sistein kalintilarina spesifik inhibitor olan
PMSF, pHMB (p-hidroksimerkiirbenzoik asit ) ve fosfomisinin 2 mM’a kadar olan
konsantrasyonlarinda, bir inhibisyon olmadigi saptanmistir. Enzim aktivitesi
tizerinde katotropik ajanlardan guanidinyum hidrokloriir, lire ve potasyum iyodiir
0.5-8.0 M araliklarinda etkisi arastirilmis ve aktivite iizerinde ciddi inhibisyonlara

neden oldugu bildirilmistir (Vats ve Banerjee, 2005).

Gulati vd. (2007b) Mucor indicus MTCC 6333 fitazi, 5 mM DTT ve SDS
varliginda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra enzim aktivitesinde
% 20 inhibisyona neden oldugunu bildirmislerdir.

Greiner ve Farouk (2007) gram negatif bir bakteri tarafindan sentezlenen fitaz
enzimi 37 °C’de, 15 dakika 10* ve 10° konsantrasyonlarinda o-fenantrolin,
oksalat, sitrat ve tartarat gibi denaturant ve selatlayici ajanlar ile inkiibasyonun
ardindan, aktivite {izerine bir etkisinin olmadigmni bildirmiglerdir. Bir¢ok
bakteriyal fitazin inhibitori olan, hidroliz {irlinii fosfatin yapisal analogu floriiriin,
aktivite lizerinde ciddi bir inhibisyona neden oldugunu gdzlemislerdir. Floriin
yaninda molibdat, vanadat ve wolframat gibi diger fitaz enzimi inhibitorlerinin de,

aktiviteyi kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir.

Kodamaea ohmeri BG3 fitazinin aktivitesi tizerine 1,10-fenantrolin bir etkisinin
olmamasi, enzimin metaloenzim olmamasimin bir  gdstergesi  olarak

yorumlanmigtir. Serin inhibitérii olan PMSF ve iyodoasetat varliginda enzim
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aktivitesi iizerinde 6nemli bir inhibisyon goézlenmemistir. Enzimin histidin asit
fosfotazin spesifik inhibitorii olan fenilgliyoksal tarafindan kuvvetli bir sekilde
inhibe oldugu belirtilmistir (Li vd., 2008).

Aspergillus niger 11T53A9 fitazi, fitaz inhibitorii olan F™, hidroliz iiriinii olan
fosfatin yapisal analogu olan molibdat, wolframat ve vanadat ile 10* ve 10° M
arasindaki konsantrasyonlarda, 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildiginde, kuvvetli bir
sekilde inhibe edildigi bildirilmistir. Florid fitat hidrolizini K; 158 pmol L™ ile
inhibe ettigi belirlenmistir (Greiner vd., 2009).

2.5. Fitazlarin Stabilitesi Uzerine Organik Coziiciilerin Etkisi

Pichia anomala fitazi % 1 veya 1 mM gliserol ve toluen varliginin, enzim
aktivitesi tizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana,
2002).

Aspergillus niger van Teighem fitaz1 % 10 (v/v) hekzan, biitanol, dimetilstilfoksit
(DMSO0), dimetilfloriir (DMF), ve benzil alkol ile 25 °C’de, 2 saat boyunca
inkiibasyona birakildiginda, DMSO ve DMF enzim aktivitesini etkilemez iken,
benzil alkol ve biitanol ile aktivitenin % 83 ve 88’inin korunabildigi saptanmistir
(Vats ve Banerjee, 2005).

2.6. Fitazlarin Substrat Spesifitesi

Klebsiella terrigena fitazinin fitata kars1 oldukga spesifik oldugu ve fitata karsi en
yliksek turnover sayisina sahip oldugu saptanmistir. NADP (% 57) ve p-
nitrofenilfosfat (% 24) disinda, diger fosforillenmis bilesiklerin ise ancak fitatin
hidrolizleme hizinin maksimum % 10’una ulasabildigi saptanmugtir. Fitatin
hidroliz tirtinlerinin 1 (1,2,4,5,6) Ps ve | (1,2,5,6) P, oldugu belirlenmistir. Sodyum
fitatin hidrolizi i¢in kinetik parametreleri K, 300 mM ve k. 180 s olarak
hesaplanmigtir (Greiner vd., 1997).

Kim vd. (1998) Bacillus sp. DS11 fitazinin ¢esitli fosfat esterlerine karsi
aktivitesini belirlemis ve sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara karsi,
oldukga disiik aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Sodyum fitat i¢in Ky, degerini
0.55 mM olarak hesaplamislardir.
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Aspergillus niger SK-57 mikroorganizmasindan saflagtirilmis fitazin pH 5.5 ve 37
°C’de fitik asit ile K, degeri 18.7+4.6 uM ve spesifik aktivitesi 158 U/mg olarak
hesaplanmistir. Fitik aside oldukga spesifik olan bu enzimin, diger fosforillenmis
bilesikleri hidrolizlenme hizinin, fitatin ancak % 2’si kadar olabildigi
belirlenmistir (Nagashima vd., 1999).

Penicillium simplicissimum W46 fitazinin genis substrat spesifikligine sahip
oldugunu ve dodecasodyum fitatin substrat olarak kullanildiginda en diigiik
aktiviteye sahip olmasina ragmen, dodeka sodyum fitat (Nai,IPg) substrat olarak
kullanildiginda enzimin K, degeri 813U/mL olarak hesaplanmistir. Enzimin agiri
substrat varliginda (>2 mmol/L) inhibe oldugu bildirilmistir (Tseng vd., 2000).

Bacillus sp. KHU-10 fitaz1 sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara karsi
hi¢ aktivite gdstermemistir. Enzimin pH 7.0’de sodyum fitat i¢in, ke 26.6 s ve
K degeri 50 uM olarak hesaplanmistir (Choi vd., 2001).

Pichia anomala fitaz1 p-nitrofenil fosfat ve ATP’ye karsi, fitik aside benzer
aktiviteye sahiptir. Ayrica, ADP ve glukoz-6-fosfat gibi fosfat esterleri igeren
bilesiklere karsi da, aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Fitat icin Ky, ve VWV
degerleri sirastyla 0.20 mM, 6.34 umol/ mg protein/dk olarak belirlenmistir
(Vohra ve Satyanarayana, 2002).

Candida krusei WZ-001 fitazi, fosforillenmis bir¢ok bilesigi hidrolizleyen oldukg¢a
genis substrat spesifikligi gostermesine ragmen, fitat1 hidrolizleme hizinin oldukca
yiiksek oldugu belirlenmistir. D-fruktoz-1,6-difosfat harig, substrat spesifikligi igin
kullanilan diger bilesikleri hidrolizeme hizi, fitata gore maksimum % 24 iken, D-
fruktoz-1,6-difosfat ise, hidrolizlenme hiz1 % 49 olarak saptanmustir. Sodyum fitat
icin K, 0.03 mM olarak hesaplanmistir. Enzimin10 mM’dan daha yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda substrat tarafindan inhibe oldugu belirlenmistir. Fitatin
hidroliz sonucu olusan iriinlerin 1D ve 2D NMR analizleri ile myo-inositol 2-
monofosfat oldugunu tespit edilmistir (Quan vd., 2002).

Kim vd. (2003) Citrobacter braakii YH-15’in fitazinin sodyum fitat disinda
kullanilan diger substratlara karsi, olduk¢a diisiik aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Enzimin sodyum fitat i¢in spesifik aktivitesi 3457 unit. mg ™', K,
degeri 0.46 mM, V. ise 6027 U.mgf1 olarak hesaplamislardir.
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Aspergillus niger ATCC 9142 fitaz1 fitik asidin kalsiyum tuzuna, sodyum
tuzundan daha fazla spesifik iken, fitat olmayan fosforillenmis substratlara karst
daha az aktivite gostermektedir. Enzimin Ky, ve Vo degerleri sirasiyla 100 mM
ve 7 nmol/s olarak bildirilmistir (Casey ve Walsh, 2003).

Fitik aside kars1 oldukga spesifik olan Pseudomonas syringae MOK 1 fitazinin p-
nitrofenil  fosfat, glukoz-1-fosfat, fruktoz-6-fosfat, gliserofosfat, sodyum
pirofosfat, o-naftil fosfat ve ATP gibi ¢esitli fosfat iceren konjugatlart
hidrolizleme hizinin oldukga diisiik (% 5) oldugu bildirilmistir. Optimum kosullar
altinda fitik asit i¢in, Ky, ve Vi kinetik parametleri sirasiyla, 0.38 mM ve 769
U/mg protein olarak hesaplanmigtir (Cho vd., 2003).

Quan vd. (2004) Cladosporium sp. FP-1 fitazinin ¢esitli fosfat esterlerine karsi
aktivitesini belirlemis ve enzimin myo-inositol monofosfat disinda, myo-inositol
fosfatlara da oldukc¢a yiiksek ilgi gosterdigini bildirmislerdir. Asit fosfataz
enzimlerinin genel substrati olan p-nitrofenil fosfat ve B- gliserofosfata karsi bir
aktivite saptanmamigtir. Diger mono- ve difosfat igeren bilesiklere karsi ¢ok az
aktivite gosterdigi, fitat icin K, degerininin 15.243.1 pM oldugu hesaplanmustir.
Fitatin hidroliz sonucu olusan iiriinlerin, 1D ve 2D NMR analizleri ile myo-inositol
1,2,5-trifosfat oldugunu belirlemislerdir.

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitazinin fitik asite spesifik
aktivitesi 318 U mg™ oldugu saptanmistir. p-Nitrofenil fosfat, tripolifosfat,
disodyum pirofosfat, B-gliserofosfat, DL-a-gliserofosfat ve D-glukoz-6-fosfata
kars1 ise, fitik aside oranla daha diisiik spesifik aktiviteye (23-43 U mg™) sahip
oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2004).

Casey ve Walsh (2004) Rhizopus oligosporus ATCC 22959 fitazinin
fosforillenmis substratlara karsi oldukca genis bir Ozgiillige sahip oldugunu
saptamislardir. Na-fitat ve Ca-fitata kars1 ayni 6zgiillige sahip olup, 2-naftil fosfat,
1-naftil fosfat, fenil fosfat, gliserol-2-fosfat ve glukoz-1-fosfata kars1 sodyum fitata
gore % 85 ve lizerinde aktivite gdosterdigini belirlemislerdir. Sodyum fitat igin Ky
degeri 51 5™, Ky degeri 10.4 pM, Ve ise 1.32 nmol.s™ olarak hesaplamuslardir.

Lactobacillus pentosus fitaz1 monofosfatli bilesikleri ve fitati hidrolizlemesine
kargin, en yiliksek hidrolizleme hizim1 p-nitrofenil fosfata karsi goéstermistir.
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Enzimin p-nitrofenil fosfati hidrolizleme hizin1 sirasiyla, D-fruktoz-6-fosfat ve D-
glukoz-6-fosfatin takip ettigi bildirilmistir. Enzim asetil fosfat ve O-fosfo-DL serin
gibi monofosfatlara karsi oldukca diisiik aktivite géstermistir. p-Nitrofenil fosfat
icin, Ky Ve Vinax degerleri sirasiyla, 2.44 pmol L™ ve 820.0 pmol.h.mg™ olarak
hesaplanmustir (Palacios vd., 2005).

Aspergillus niger 307 fitazinin fitat i¢in K, Ve Ve degerleri sirasiyla 0.929 uM ve
52.36 nkat/cm’olarak hesaplanmustir. Fitik aside oldukga spesifik olan enzim,
diger fosforillenmis bilesikleri hidrolizlenme hizi, fitatin maksimum % 3’1 kadar
oldugu belirlenmistir (Sariyska ve ark. 2005).

Vats ve Banerjee (2005) Aspergillus niger van Teighem fitazinin sodyum fitat
disinda kullanilan diger substratlara karsi, oldukca diisiik aktivite gdsterdigini
bildirmislerdir. Sodyum fitat icin spesifik aktivitesi 22.592 U.mg protein”', K,
degeri 130 uM, katalitik turnover sayisi ise 628 s olarak hesaplamuslardir.

Cryptococcus laurentii ABO 510 fitazinin ATP (% 77), D-glukoz 6-fosfat (% 74) ,
D-glukoz-1-fosfat (% 77), D-fruktoz-1,6-difosfat (% 202) ve p-nitrofenil fosfat (%
153) substratlarina karsi, aktif oldugu belirlenmistir. Sodyum fitat i¢in K, degeri,
0.021mM olarak hesaplanmistir (Staden vd., 2007).

Gulatt1 vd. (2007b) Mucor indicus MTCC 6333 fitazinin genis substrat
spesifikligine sahip oldugu, dodekasodyum fitat substrat olarak kullanildiginda
enzimin K., degeri 200 nmol/L ve Va1 113 nmols™® olarak hesaplanmustir.

Greiner ve Farouk (2007) gram negatif bir bakteri tarafindan sentezlenen fitazin
sodyum fitat disinda kullanilan diger substratlara karsi olduk¢a diisiik aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin pH 4.5 ve 37 °C’de sodyum fitat igin key
1164 s, K, degeri 0.15 mmol/L olarak hesaplamislardir. Diger bakteriyal
enzimler agir1 substrat varliginda (>7 mM) inhibe oldugu bildirilmistir.

Alkali pH degerlerinde aktif olan Bacillus laevolacticus fitazinin kalsiyum fitata
olan ilgisinin, sodyum fitata gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Enzim ayrica,
diger denenen p-nitrofenil fosfat, AMP, ATP, fenil fosfat ve NaDPH,.Na,
substratlaria karst % 5.08-40 arasinda aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ky, ve
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Vmax kinetik parametleri sirasiyla 0.526 mM ve 12.3 pmol/dk/mg olarak
hesaplanmistir (Gulati vd.,2007a).

Aspergillus niger 11T53A9 fitazinin fitik aside karsi, en yiiksek ke Kiy degerine
sahip olmasi, fitik aside oldukca spesifik bir enzim oldugunu gostermistir.
Enzimin 37 °C ve pH 5.5’de, K, Ve Ky kinetik parametleri sirastyla, 54 pmol L*
ve 190 s* olarak hesaplanmustir. Diger fungus fitazlar1 gibi, asir1 substrat
varliginda inhibe oldugu belirlenmis ve inhibisyonun 2.5 mM konsantrasyondan
fazla oldugunda gergeklestigi saptanmistir. Enzimin fitat1 hidrolizlemesi sonucu

olusan son {irliniin, Myo-inositol monofosfat oldugu belirlenmistir (Greiner vd.,
2009).

Aspergillus ficuum NTG-23 fitazai ATP, D-glukoz-6-fosfat, D-fruktoz-6-fosfat
substratlarim1  sodyum fitata gore iki kati daha fazla hizda hidrolizledigi
bildirilmistir. Enzimin K, ve V. kinetik parametreleri sirasiyla 0.295 mM ve
55.9 nmol olarak hesaplanmistir (Zhang vd., 2010).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasallar

4-nitrofenil-fosfat, 5-brom-4-klor-3-indol fosfat, AICl;, amonyum vanadat, borik
asit, Coomassie Brillant Blue G-250, cron step liquor, DEAE-Sefaroz CL-6B,
Fenil Sefaroz CL-4B, D-fruktoz-1,6-bisfosfat, D-fruktoz-6-fosfat, D-glukoz-1-
fosfat, D-glukoz-6-fosfat, etilasetat, glukoz, glutation, MnSO,.H,O, N,N'-metilen
bis-akrilamid, NaF, sigir serum albumini, sodyum fitat, standart protein karigimi
[Miyosin (tavsankani, 205 kDa), B-Galaktozidaz (E.coli, 116 kDa), Fosforilaz B
(tavsankani, 97.4 kDa), Albumin (Bovine 66 kDa), Albumin (yumurta 45 kDa),
Karbonik anhidraz (bovin eritrosit, 29 kDa)], sukroz, Tween 80, a-gliserofosfat, a-
naftil fosfat, B-gliserofosfat ve PB-naftil fosfat Sigma (Taufkirchen, Almanya)
firmasindan; Agar-agar, akrilamid, amonyum molibdat, amonyum persiilfat,
amonyum siilfat, aseton, BaCl,, brom fenol mavisi, CaCl,.2H,0O, CoCl,,
CuCl,.2H,0, etanol, etilen diamin tetraasetik asit (EDTA-C;,H14N,Na,0g.2H,0),
FeCl;.6H,0, FeSO,.7H,0, gliserol, glisin, HCI, hekzan, Hg,Cl,, izopropanol, KClI,
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,SOy),
TEMED, trikloroasetik asit, Tris baz, Triton X-100, iire, yeast ekstrakt (maya
0ziitli), ZnCl,, B- merkaptoetanol, Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan; 1,4-
dithiothreitol (DTT), 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), fenil metil
siilfonil floriir (PMSF), iodoasetamid (IAA), metil-p-toluen-sulfonat (CMC), N-
bromo suksinamit (NBS), o-fosforik asit, sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-
karboimid ve tripton Fluka (Buchs, Isvigre) firmasindan; 1,4-dioksan, dimetil
siilfoksit (DMSO), etilen glikol, sodyum asetat, Panreac (Barcelona, Ispanya)
firmasindan; asetonitril SDS (Peypin, Fransa) firmasindan; askorbik asit
Calbiochem (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan; LiCl ve Na,SeO;
AVOKADO (Karlsruhe, Almanya) firmasindan; KH,PO,, NaCl ve sodyum sitrat
CARLO ERBA (Italya) firmasindan; asetik asit, benzen, dietileter, propanol ve
toluen Riedel-de Haén (Seelze, Almanya) firmasindan; malt ekstrakt agar Lab M
(Bury, Ingiltere) firmasindan; sorbitol ACROS (Geel, Belgika) firmasindan;
AFBA Oxoid (Hampshire, Ingiltere) firmasindan saglanmstir.
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3.2. Fitaz Ureten Funguslarin Taranmasi ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvart stok kiiltiirlerinde kayith
havadan ve topraktan izole edildikten sonra tanisi yapilmis, malt ekstrakt agar
ortaminda 4 °C’de muhafaza edilen 165 adet fungus, ¢alismaya baslamadan 6nce
spor gelisimleri saglandi. Bu funguslarin fitaz iiretme kapasitesi, fosfor kaynagi
olarak sodyum fitatin kullanildigt PSM (phytase screening medium) besiyerinde
taranarak belirlendi. Ekstraseliiler fitaz enzimi iireten funguslar besiyerinde seffaf
zon olusturup olusturmadiklarina bakilarak se¢ildi (Lee vd., 2005; Howson ve
Davis, 1983).

Fungus orneklerinin fitaz tiretme kapasiteleri, Lee vd. (2005) tarafindan modifiye
edilen fitaz tarama ortami (PSM) (Howson ve Davis, 1983) ile petrilerde
gerceklestirildi. Icerigi Tablo 3.1°de verilen PSM tarama ortaminin pH’s1 1.0 M
NaOH ile pH 5.0’e ayarlanarak, 121 °C’de, 15 dakika 1.5 psi atmosfer basingta
otoklavda (Hirayama HA-240 M 1V, Japan) sterilize edildi. Besiyeri 40-50 °C’da
kadar soguduktan sonra hazirlanan tarama ortami, aseptik kosullar altinda steril
petrilere dokiilerek besiyerinin katilagmasi beklendi. Daha sonra malt ekstrakt agar
ortaminda spor olusumu saglanarak, stok fungus kiiltlirlerinden PSM igeren
petrilere tek nokta ekimi yapildi. Petri plaklar1 30 °C’deki etiivde (Heraeus T6,
Germany) 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, seffaf zon olusturan her
koloninin mikroorganizma ve koloninin olusturdugu zon caplar1 dlgiildi. Seffaf
zon olusturan her koloninin fitaz enzimi aktivitesi, olusan seffaf zon ¢apinin

koloni ¢apina oranlanmasi ile belirlendi.

Fitaz aktivitesi gosteren funguslar yatik malt ekstrakt agar icerisinde iizerine
mineral yag eklenip hava ile temasi kesilerek 4 °C’de saklandi. Stoklarin uzun
stire muhafaza edilmesi i¢in % 10’luk steril gliserol igerisine fungusun sporlar
alinarak -20 °C’de saklandi. Fitaz enzimi aktivite derecesi asagidaki formiil ile
hesaplandi.

Fitaz enzimi aktivite derecesi = Seffaf zon ¢ap1/ Koloni ¢api

Suslarin  enzim iretim kapasitelerinin  karsilagtirnlmalari  zon ¢ap1  ve
mikroorganizma ¢ap1 oranlanarak yapildi. En iyi fitaz iireten susu belirlemek

amaciyla, yukarida aciklanan tarama yontemine gore, fitaz aktivitesi bakimimdan
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pozitif sonug¢ veren ve zon ¢api ile mikroorganizma c¢apinin birbirine oram 3 ve
iizerinde olan en iyi 25 sus secildi. Bu 25 susun fitaz iiretme kapasitelerini daha iyi
belirlemek igin, s1vi besi ortaminda kiiltiire alinarak, tekrar yeni bir taramaya tabi
tutuldu. Bu suslar, baslangic pH’s1 5.5 olarak ayarlanan, igerigi Tablo 3.6°da
verilen, 100 mL fitaz iiretim ortami igeren, 500 mL’lik erlenlere uygun
seyreltmelerden spor sayisi 10° spor/mL olacak sekilde, inokiile edildi. Kiiltiirler
30 °C’deki inkiibatérde (Newbrunswick Scientific Innova 43, USA) 110 rpm’de
10 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresince aseptik kosullar altinda her
giin alinan 6rnekte aktivite tayini yapildi.

Aktivite tayini, pH ve sicakligin sirasiyla 5.5, 37 °C’de Tablo 3.2°de belirtilen
kosullar altinda gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda, reaksiyon karisimlar1 0.4
mL % 15 TCA (trikloro asetik asit) eklenerek reaksiyon durduruldu. Karigimlar
2.000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi, (Heraeus-Biofuge pico, Germany) ve
siipernatanttan alinan 0.2 mL 6rnek, renk reaktifi ile muamele edilerek, 820 nm’de
kore karsi absorbanslari spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan) ol¢iildii.
Kantitatif fitaz aktivitesi taramasi sonucunda en yiiksek aktiviteye sahip toprak
izolati, Aspergillus niger UA-D susu fitaz tretimi, saflastirillmasi ve
karakterizasyonu i¢in segildi.

Tablo 3.1. Fitaz tarama agar ortaminin igerigi (PSM)

Kimyasal Madde Miktan (g/L)
Sodyum fitat 5
Sukroz 10
(NH4)2S0O4 2
Tripton 3
Yeast ekstrakt 2
KCI 0.5
MgS0,.7H,0 1
MnS0O,.H,0 0.007
FeSO,.7H,0 0.02
Triton X-100 1
Agar 15




53

Tablo 3.2. Kantitatif fitaz aktivitesi taramasinda reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
Enzim cozeltisi 200 pL 200 pL
37 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
% 1 Sodyum fitat - 200 pL

(0.2 M pH 5.5 sitrat tampon)
37 °C’de 15 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
% 1 Sodyum fitat 200 puL -
(0.2 M pH 5.5 sitrat tampon)
2.000 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¢limii

Enzim iinitesi: Belirli kosullarda, dakikada 1 pmol sodyum fitattan inorganik
fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim miktari olarak ifade edilmistir.

3.3. Fitaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Fitaz aktivitesi tayininde Kim ve Lei (2005) tarafindan modifiye edilmis substrat
olarak tamponda hazirlanan sodyum fitatin kullanildig1 kolorimetrik yontem olan
askorbik asit metodu kullanildi. Substratin asidik tamponda hidrolize olmasi
sebebiyle, denemelerden hemen oOnce taze olarak hazirlandi. Aktivite tayini
optimum sicaklik ve pH belirlenmeden 6nce Tablo 3.3’de belirtilen kosullar
altinda, optimum kosullar belirlendikten sonra ise Tablo 3.4’deki standart deney
kosullarinda gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon 0.4 mL % 15 (g/mL)
trikloroasetik asit ile enzimin denatiirasyonu sonucu durduruldu. Karigim 2.000 x
g’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi siipernatanttan 0.2 mL Ornek
almarak 1.8 mL ultrasaf su ile karistirildi. Karisima 2 mL renk reaktifi ilave
edilerek (3:1:1, 1 M siilfirik asit: % 2.5 amonyum molibdat: % 10 askorbik asit) 50
°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda sicakhifma getirildikten sonra 820
nm’de kore karsi absorbanslari spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan)
olgiildii. Kor ise Han vd. (1999) tarafindan c¢alismalarinda belirtildigi gibi
hazirlanmis, fakat enzim ile TCA’nin inkiibasyon siiresi 30 dakikaya uzatildi.
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Tablo 3.3. Kantitatif fitaz aktivite tayini reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu (pH 3.0, 350 uL 350 uL
60 °C)
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL
60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
100 mM Sodyum fitat - 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
60 °C’de 30 dk inkiibasyon

% 15 TCA - 400 pL

100 mM Sodyum fitat 30 uL -

(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 x g’de 10 dk santrifiyj

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

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6lgiimii

Enzim iinitesi: Belirli kosullarda dakikada 1 pmol sodyum fitattan inorganik
fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir.

Tablo 3.4. Standart deney kosullarinda kantitatif fitaz tayini reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu (pH 3.0, 350 uL 350 uL
70 °C)
Enzim cozeltisi 20 uL 20 puL
70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 puL -
20 mM Sodyum fitat - 30 pL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
100 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 x g’de 10 dk santrifiij
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢dzeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

Enzim iinitesi: Standart deney kosullarinda dakikada 1 umol sodyum fitattan
inorganik fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim miktari olarak ifade edilmistir.

Enzim karakterizasyon ¢aligmalarinin tiimiinde, bu enzim tinitesi kullanilmigtir.

Fitaz aktivitenin hesaplanmasi asagidaki formil kullanilarak yapilmustir;



55

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 karisimindaki enzim miktari

3.4. Inorganik Fosfat Standart Grafigi ve Hazirlamisi

Fitazin sodyum fitati hidrolizlemesi sonucu aciga ¢ikan inorganik fosfati
belirlemek icin askorbik asit metodu kullanildi. inorganik fosforu belirlemek icin
kullanilan renk reaktifi ise, 3:1:1 oraninda sirasiyla 1 M H,SO,4, % 2.5 amonyum
molibdat, % 10 askorbik asit karistirilarak hazirlandi. Reaktif denemelerden
hemen Once hazirland1. Askorbik asit metoduna goére, inorganik fosfor amonyum
molibdat ile reaksiyona girerek, 12-molibdofosforik asidi olusturur (Kasim ve
Edwards, 1998). Olusan 12-molibdofosforik asit H,SO,’in sagladigi asidik
kosullarda, askorbik asit ile reaksiyona girerek, molibden mavisi meydana getirir
(Lehrfeld ve Morris, 1992). Bu renk 820 nm’de maksimum absorbans verir.

Inorganik fosfor miktarmni saptamak icin farkli konsantrasyonlarda (5.625, 11.25,
22.5, 45, 90 uM) standart KH,PO, ¢ozeltileri hazirlandi. 1n0rganik fosfor miktari,
askorbik asit metodu ile spektrofotometrik olarak o&lgiildii (Tablo 3.5).
Konsantrasyona karsi absorbans grafigi linear regresyon analiziyle g¢izilerek
konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin inorganik fosfat konsantrasyonu, standart
grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden hesaplandi1 (Sekil 3.1).
Dogrunun denklemi y = 0.0137x - 0.036, regresyon katsayist R”= 0.999°dir.
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Tablo 3.5. Inorganik fosfor miktarmin 8lgiimii

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor
Standart ¢6zeltisi 2mL -
Ultrasaf su - 2mL
Renk Cozeltisi 2 mL 2mL
Karistirilir

50 °C’de 15 dakika inkiibe edilir

Oda sicakligina getirilir

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii

1,4 -

1,2 -

0,6 -

0,4 -

Absorbans (820nm )

0,2 -

y=0.0137x-0.036

20 40

inorganik Fosfat Konsantrasyonu (uM)

60

80

Sekil 3.1. Inorganik fosfat standart grafigi

3.5. Protein Tayini

Caligmanin tiim asamalarinda protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak
yapilmistir (Bradford, M. M., 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue
G-250 boyasinin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk
olusturmasi esasina dayanir. Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu
durumda kirmizi 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 gerceklesir

ve 1 saat stabil kalir. Bradford yontemine gore protein tayini yapilirken kullanilan

¢ozeltiler ve standartlar asagida verildigi gibi hazirlandi.

100
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3.5.1. Coomassie Brillant Blue G250 Cozeltisinin Hazirlanisi

Coomassie Brillant Blue G250°nin 100 mg’1 50 mL % 95°’lik etil alkolde ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozelti 100 mL % 85’lik ortofosforik asitle karistirildi ve hacmi
ultrasaf su ile 1 L’ye tamamlandi. Boya ¢dzeltisi daha sonra ¢éziinmeyen boya
kalintilarini uzaklastirmak igin filtre kdgidindan siiziildii.

3.5.2. Protein Standartlarinin Hazirlanmisi

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

Kiiltiir ortamimin ve saflasgtirmanin her basamaginda protein tayini yapildi.
Orneklerin protein konsantrasyonlarin1 saptamak igin, standart olarak sigir serum
albumini (BSA) kullanilarak konsantrasyona kars1 absorbans grafigi linear
regresyon analiziyle ¢izilip (Sekil 3.2), bilinmeyen protein konsantrasyonu bu
standart grafi§inden elde edilen denklemin formiiliinden hesaplandi. Dogrunun
formiilii y = 0.0008x + 0.0247, regresyon katsayist R?= 0.9976"dir

0,50 -
0,45 -
0,40 -
0,35 - y =0,0008x+ 0,0247
0,30 - R?2=0,9976
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 T T T T \ \

0 100 200 300 400 500 600

Protein Konsantrasyonu (pg/mL)

Absorbans (595 nm}

Sekil 3. 2. Protein standart grafigi
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3.5.3. Yontem

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100’er pl aktarildi, kore ise 100 pl
ultrasaf su eklendi. Biitiin tiiplere 5’er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-
250 ¢ozeltisinden eklendi ve karistirildi. Tki dakika sonra standartlar 595 nm dalga
boyunda kdre kars1 okundu ve protein standart grafigi cizildi (Sekil 3.2).

Orneklerin protein tayini denemeler boyunca yukaridaki ydntem kullanilarak
belirlendi, protein miktarlar ise protein standart egrisinden elde edilen denklem
kullanilarak belirlendi.

3.6. Aflatoksin Testi

Fitaz enzimi tarama sonuglarinda yiiksek aktiviteye sahip 25 susun aflatoksin
iiretip tiretmedigi Czapek Dox Agar, Hg Czapek Dox Agar, Glukoz Yeast Ekstrakt
ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi.

Czapek Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox 200 mL ultrasaf su igerisinde ¢dziinerek

hazirland:.

Hg Czapek Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox agar, 0.0272 g HgCl,, 2.0 g
(NH4)H,PO4 ve 0.1 mL Corn step likor 200 mL ultrasaf su igerisinde ¢6ziinerek

hazirland:.

Glukoz Yeast Ekstrakt; 4 g glukoz, 1 g yeast ve 4 g agar 200 mL ultrasaf su

igerisinde ¢ozilinerek hazirlandi.

AFPA (Aspergillus flavus-parasiticus Agar); 9.1 g AFPA 200 mL ultrasaf su

igerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

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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3.7. Sporulasyon ve Sporulasyon Ortaminin Hazirlanisi

Aspergillus niger UA-D’yi iiretmek i¢in dnce sporulasyon ortaminda spor olusumu
saglandi. Sporulasyon ortami olarak, malt ekstrakt agar kullanildi. 250 mL’lik
erlene 50 mL % 2.4 olacak sekilde malt ekstrakt agar eklenerek 1s1 yardimu ile
agarin iyice ¢Oziinmesi saglandi, sonra 121 °C’de, 10 dakika otoklavda sterilize
edildi. Otoklavdan sonra yiizey alanimi arttirmak amaciyla erlen, 45° egimle
katilagsmaya birakildi. A. niger UA-D’nin stok kiiltiiriinden yatik malt agara ig
nokta ekimi yapilarak, 30 °C’de etiivde 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
sporulasyon ortamina % 0.1°lik steril Tween 80 ve cam bilye ilave edilerek
sporlarin misellerden ayrilmast ve ¢oOzeltiye gegmesi i¢in 5 dakika yavasca
karigtirildi. S1vi ortama gecen sporlar ile spor siispansiyonu elde edildi. Uygun
inokulum miktarimi saglayabilmek i¢in spor solusyonun 1 mL’si, 9 mL steril
fizyolojik tuzlu suya (% 0.9 NaCl) ilave edilerek 10 107, 10, 10° ve 10°° olacak
sekilde seyreltme islemi yapildi. Her seyreltmede mililitredeki spor sayis1i Thoma
laminda sayim yapilarak belirlendi. Seyreltmelerdeki 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 garpani

Her seyreltmedeki spor sayist hesaplanarak inokiilasyon i¢in uygun spor sayisini
iceren seyreltme belirlendi.

3.8. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Miktarimin Etkisi

Inokulum miktarmin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in, 100 mL fitaz
{iretim ortanu (Tablo 3.6) i¢eren 500 mL’lik erlenlere, uygun seyreltmelerden 10°,
10°, 10, 10® ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi.

Inkiibatérde (New Brunswick Scientific Excella E24, New Jersey, USA) 30 °C’de,
110 rpm’de, 10 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon boyunca kiiltiir
ortamindan aseptik kosullar altinda her giin 6rnek alinarak enzim aktivite
olgiimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortam Buhner hunisinde dnceden
darasi alman filtre kagidi (Munktell, Almanya) kullanilarak vakum altinda
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siiziildii. Ustte kalan pelletler cam petriye alinarak 80 °C’de, 24 h bekletildi, elde
edilen kuru agirliklarin tartimi yapildi. Siizlintii enzim kaynagi olarak kullanildi.

3.9. Aspergillus niger UA-D’nin Fitaz Uretim Ortamm

Aspergillus niger UA-D fitaz iiretim ortaminin igerigi Tablo 3.6’da verildi.
Baslangic pH’s1 5.0 olarak ayarlandi.

Tablo 3.6. Aspergillus niger UA-D fitaz tiretim ortaminin igerigi

Kimyasal Madde Miktari (g/L)
Sukroz 10

(NH,4),SO, 2

Tripton 3

Yeast ekstrakt 2

KCI 0.5
MgSQO,.7H,0 1

MnSO,.H,0 0.007
FeS0,.7H,0 0.02

Triton X-100 1

3.10. Aspergillus niger UA-D’nin Fitaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarinin Etkisi

3.10.1. Fitaz Uretimi Uzerine Sicakhgin Etkisi

A. niger UA-D’nin en iyi fitaz trettigi sicakligi belirlemek igin, 500 mL’lik erlene
100 mL farkli sicakliklarda pH 5.5 olacak sekilde hazirlanan fitaz {iretim ortami
eklendi. Ortama, 108 spor/mL inokiile edildi. Kiiltiir ortamu farkli sicakliklarda
(20, 30, 40 ve 50 °C), 110 rpm’de, 15 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresince kiiltiir ortamindan aseptik kosullar altinda her giin 6rnek alinarak, enzim

aktivite dl¢iimleri yapild. inkiibasyon sonunda ise kuru agirliklari tayin edildi.

3.10.2. Fitaz Uretimi Uzerine Baslangi¢ pH’simin Etkisi

A. niger UA-D’nin en iyi fitaz {rettigi baslangic pH’sin1 belirlemek igin, 500
mL’lik erlene 30 °C’de farkli pH’larda (pH 2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0) 100 mL fitaz iiretim ortam: eklendi. Daha sonra ortama, 10° spor/mL
inokiile edildi. Kiiltlir ortami inkiibatérde 30 °C’de, 110 rpm’de, 12 giin
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inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresince kiiltiir ortamindan aseptik kosullar
altinda her giin 6rnek almarak enzim aktivite olgiimleri yapildi. Inkiibasyon
sonunda kuru agirliklar tayin edildi.

3.11. Aspergillus niger UA-D’nin Biiyiime Egrisi

Biiyiime egrisi, eger kesikli bir kiiltiirde, kiiltiir ortami mikroorganizma ile
asilanirsa, enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu evre biiylime egrisi ile
belirlenebilir. Cogu durumda enzimler, maksimum seviyeye ulastiktan sonra hizla
kaybolurlar. Biiylime egrisi kiiltiir kosullarimin optimize edilmesinden sonra
belirlenen 30 °C ve pH 5.0’de yapildi.

A. niger UA-D’nin iretimi igin, 500 mL’lik erlene (24 adet) 100 mL fitaz iiretim
ortami eklenmistir. Ortama, 10°® spor/mL inokiile edildi. inokiile edilmis kiiltiir
ortami inkiibatorde 30 °C’de, 110 rpm, 10 giin inkiibasyona birakildi. A. niger UA-
D’nin biiylime egrisini saptamak i¢in erlenlerden iki tanesi, 24 saatlik periyotlarda
daras1 olgiilmiis filtre kagidi (398 nolu Filtrak, Almanya) kullanilarak Buhner
hunisinde vakum altinda siiziildii. Darasi tartilmig filtre kdgidinda kalan miseller
distile su ile yikand1 ve 80 °C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Hassas terazide
(Scaltec SBA 31, Almanya) agirhg: tartildi ve filtre kdgidinin daras1 ¢ikarilarak
biyokiitle (g/100 mL) hesaplandi. Ayrica kiiltiir ortamui siizlintiislinlin giinlik pH
(Senso Direct pH 200, Almanya), protein tayini ve enzim aktivite Ol¢imleri
yapildi. En iyi enzim aktivitesi gOsteren siizlintii, enzim kaynagi olarak
kullanilmak iizere -20 °C’de derin dondurucuda (Bosch, Almanya) saklandi.

3.12. Fitazin Saflagtirilmasi

A. niger UA-D tarafindan enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon
zamani belirlendikten sonra saflastirma islemlerine gecildi. Optimum kosullarda
(pH 5.0 ve 30 °C) enzim tiretimi yapilarak belirlenen optimum giinde kiiltiir ortami1
stiziildii ve siiziintii enzim kaynagi olarak kullanildi.

Saflagtirmada ilk adim olarak siiziintiide amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve
tuzlarin giderilmesi i¢in diyaliz islemi uygulanarak DEAE Sefaroz CL-6B, Fenil
Sefaroz CL-4B kolon kromatografisi adimlarina gegildi. Aksi belirtilmedik¢e tim
saflastirma adimlar1 4 °C’de yapildi.
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Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri
belirlenen standart kosullarda yapildi. Ham ekstrakt olan ekstraseliiler sivinin
saflagtirma katsayis1 1 kabul edilerek ve diger fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri
ham ekstrakt spesifik aktivitesine oranlanip saflagtirma katsayilar1 hesaplanda.
Fraksiyonlarin % verimlerini belirlemek i¢in ham ekstrakt verimi 100 olarak kabul
edilerek ve fraksiyonlarin total aktivitesi ham ekstrakt total aktivitesine
oranlanarak % verimleri hesaplandi. Elde edilen veriler saflagtirma tablosu
olusturularak dzetlendi.

3.12.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Saflagtirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik teknikler kullanildi.
Enzim saflasgtirmada en ¢ok kullanilan tekniklerden biri, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ¢oktlirmedir. Proteinlerin su igerisindeki ¢oziiniirliikleri ¢ok
azdir. Ortama bir miktar nétral tuz (NaCl ve (NH,),SO, gibi) ilave edildiginde
(diisiik iyonik kuvvet) proteinlerin yiizeyinde veya i¢c kisimlarinda bulunan
hidrofilik gruplarin su ile etkilesim derecesi artar, bu durumda proteinlerin
¢ozlintrliikkleri de artar. Bu olaya salting in denir. Protein ¢ozeltisine ¢ok miktarda
notral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer alan
hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar tarafindan uzaklastirilir,
bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri artar ve proteinler
¢okerler. Bu olaya ise salting out denir. Protein ¢6zeltisinde hidrofobik alanlari
bliylik ve daha fazla olan proteinler, hidrofobik alanlari kiigiik ve daha az
olanlarinkine goére daha c¢abuk birbirleri ile etkileserek c¢okerler. Boylece

proteinlerin fraksiyonlanmasi saglanmis olur (Metin, 2007)

Kiiltlir ortami siiziildiikten sonra elde edilen siiziintii “ham ekstrakt” olarak
adlandirildi ve amonyum siilfat ¢oktiirme denemeleri i¢in kullanildi. Ham
ekstrakta sirasiyla % 0-40, % 40-60, % 60-80, % 80-95 araliklarinda 4 °C’de
doymus amonyum siilfat eklenerek ¢oktiirme islemleri yapildi. Ilk &nce ham
ckstrakta % 40 konsantrasyonlarda, amonyum siilfat eklenerek 2 saat manyetik
karigtiricida yavas yavas karistirilarak inkiibe edildi. Siire sonunda ¢ozelti 20.000
X g de 30 dakika santrifiijjlendi. Siipernatant ve pelletler birbirinden ayrildi. Pellet
20 mM asetat (4 °C, pH 4.5) tamponunda ¢oziildii ve diyaliz isleminden sonra
aktivite ve protein tayini yapildi. Siipernantanta sirasiyla diger konsantrasyonlarda
amonyum siilfat eklenerek isleme devam edildi. Biitiin fraksiyonlar i¢in spesifik
aktivite, saflastirma katsayisi ve % verim hesaplandi.
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3.12.2. Diyaliz

Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan tiim kiicliik molekiilleri uzaklastirmak
icin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlart ve diger
kiiciik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir. Ayrica biyolojik
molekiillere zayif bir sekilde bagli olan kiigiik iyonlar1 ve molekiilleri de bu
yontemle ortamdan uzaklastirmak miimkiindiir (Ozler, 2009).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pellet uygun hacimde 20 mM
asetat (pH 4.5) tamponunda geri ¢oziildi. Daha sonra yar1 gecirgen bir
membrandan olusan diyaliz torbasi (Selilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-
Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25 mm x 16mm) uygun uzunlukta kesildi
ve tek tip gozenek biiyiikligii saglamak ve agir metal kontaminantlar1 gidermek
icin On islemden gegirildi (Tablo 3.7). Diyaliz torbasina 6érnek aktarildi ve her iki
ucu Klipsler yardimi ile baglandi. Daha sonra pelletlerin ¢6ziindiigli ayn1 tampona
kars1 36 saat siireyle tampon 3 defa (toplam 1500 mL) degistirilerek diyaliz edildi.
Diyaliz islemi manyetik karigtiric1 {izerinde 4°C’de gergeklestirildi. Diyalizat bir
sonraki saflagtirma adiminda kullanilmak iizere ayrildi.

Tablo 3.7. Diyaliz torbasinin 6n islemden gegirilmesi

% 0,3’liik sodyum siilfit ¢ozeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletilir.
Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

% 0,2’lik stlfiirik asitte 1 dakika bekletilir.

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

AWIN |-

3.12.3. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi proteinlerin elektrik yiikiine bagli olarak ayrilmasini
saglayan ve protein saflastirma iglemlerinde ¢ok sik kullanilan énemli bir tekniktir.

Bu metotta pozitif veya negatif yiike sahip maddelerin elde edilmesi saglanir.
Sabit faz yiizeyinde ya pozitif yada negatif yiiklii gruplar bulunur. Eger pozitif
yiiklii olanlarin elde edilmesi isteniyorsa, numune katyon degistiren kolona
uygulanmalidir. Bu halde nétiir 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
noétr ve pozitif olanlar, hareketli fazla kolondan gecip atilirlar. Sabit faza



64

baglanmis olan tiirler, hareketli fazdaki iyon yogunlugu artirilarak veya pH
degistirilerek kolondan ayrilirlar.

Iyon degisim kromatografisinde negatif yiiklii proteinlerin saflastirilmasinda kolon
dolgu maddesi olarak pozitif yiike sahip DEAE Sefaroz CL-4B (35 mL yatak
hacimli, 2.5 x 10 cm, Biorad, USA) kullanildi. Diyaliz sonrasi elde edilen 12 mL
diyalizat, 10.000 MWCO ultrafiltrasyon membran (Vivacell 250 ultrafiltrasyon,
Sartorius, Almanya) ile 2.5 mL’ye kadar konsantre edilerek, 20 mM asetat (pH
4.5, 4 °C) tamponu ile dengeye getirilen DEAE Sefaroz CL-6B (2.5 x 10)
kolonuna yiiklendi. Daha sonra, kolon peristaltik pompa ile (ATTA AC-2110,
Japonya) saglanan 60 mL/saat akis hizinda aymi tampon ile yikanarak
baglanmayan proteinlerin kolondan ¢ikmasi saglandi.

Baglanmayan proteinler kolondan uzaklastirildiktan sonra, 20 mM asetat (pH 4.5,
4 °C) tamponu ile hazirlanan 100 mL 0-1 M NaCl ile linear tuz gradienti
uygulanarak kolondaki tuz konsantrasyonu arttirildi ve kolona bagli proteinlerin
¢ikmasi saglandi.

Kolondan ¢ikan 6rnekler fraksiyon kollektorii ile (Spectra/Chrom CF-1, USA) 3’er
mL’lik hacimlerde toplandi. Kolondan proteinlerin ¢ikist spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japonya) 280 nm’deki absorbans OoOlgiilerek izlendi.
Kolondan ¢ikan her fraksiyonda enzim aktivitesi olgtildii. Aktivitesi yiiksek olan
fraksiyonlar birlestirildi ve bu fraksiyonlar bir sonraki saflagtirma adiminda

kullanilarak saflagtirma islemine devam edildi.

3.12.4. 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) bagl kiigiik non-polar gruplar (butil, oktil veya
fenil) icermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin
bulundugu fraksiyon yiiksek tuz derisimi igeren tampon igerisinde (genellikle
amonyum siilfat) kolona yiiklenir. Bagl proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi ise
tampondaki tuz derisimi azaltilarak yapilir. Yani negatif tuz gradienti
olusturularak yikama yapilir. Bu yontem 6zellikle amonyum siilfat gibi tuzlarla
yapilan ¢oOktiirmeden sonra proteinlerin daha ileri saflastirilmasi i¢in idealdir
(Metin, 2007).



65

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak Fenil Sefaroz
CL-4B (16 mL yatak hacimli, 1 x 20 cm, Biorad, USA) kullanildi. Kolon 6nce 2
M (NH4),SO, igeren 20 mM asetat (pH 4.5, 4 °C) tamponu ile yikanarak kolon
kararli hale (hidrofobik alanlarin agiga ¢ikmasi saglandi) getirildi. DEAE Sefaroz
CL-6B kolonundan elde edilen enzim kaynagma 2 M (NH,),SO, eklenerek
ornekteki proteinlerin hidrofobik yiizeylerinin agiga ¢ikmasi saglandi. Bu 6rnek
kolona yiiklendikten sonra, 2 M (NH,4),SO, iceren 20 mM asetat (pH 4.5, 4 °C)
tamponu ile 60 mL/saat akis hizinda kolon yikandi ve kolona baglanmayan
proteinlerin kolondan uzaklagsmasi saglandi. Kolondan ¢ikan fraksiyonlar 3’er
mL’lik hacimlerde toplandi. Kolondan proteinlerin ¢ikist spektrofotometrede 280
nm’deki absorbans oOl¢iilerek izlendi. Kolon yikama islemine 280 nm’de absorbans
diisene kadar devam edildi. Daha sonra kolona 2 M’dan 0 M’a kadar azalan
(NH4);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 c¢ikan her fraksiyonda enzim
aktivitesi olgiildii. Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen bu

fraksiyonlar daha sonra karakterizasyon ¢aligsmalari i¢in kullanildi.
3.13. Aspergillus niger UA-D Fitazinin Karakterizasyonu

3.13.1. PAGE ve SDS-PAGE ile Fitazin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarin safliginin kontrolii ve enzimin
molekiiler agirligit Laemmli yontemine (1970) gore PAGE (poliakrilamid jel
elektroforezi) ve SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi) ile yapildi. Standart olarak miyozin (205.000 Da), B-galaktozidaz
(116.000 Da), fosforilaz B (97.400 Da), sigir albumini (66.000 Da), yumurta
albumini (45.000 Da) ve karbonik anhidraz (29.000 Da) kullanildi. SDS-PAGE ve
PAGE asagida anlatildig1 gibi yapildi.

3.13.1.1. SDS-PAGE i¢in gerekli ¢ozeltiler

% 30’luk akrilamid / N N'- metilenbisakrilamid stok c¢ozeltisi: 30 g akrilamid
ve 0.8 g N,N'- metilenbisakrilamid 100 mL ultra saf suda ¢6ziildii. Hazirlanan
¢ozelti koyu renkli sisede ve 4 °C’de saklandi.
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Ayirma tamponu (separating tamponu): 1.5 M Tris-HCI hazirlandiktan sonra,
konsantre HCI kullanilarak pH’s1 8.8’e ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Yogunlagtirma tamponu (Stacking tamponu): 0.5 M Tris-HCI hazirlandiktan
sonra pH’s1 6.8’¢ ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum persiilfat: % 10’luk amonyum persiilfat ultrasaf su igerisinde taze
olarak hazirlandi.

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

Ornek tamponu: 0.6 M Tris-baz (pH 6.8) 5 mL, SDS 0.5 g, sukroz 5.0 g, B-
merkaptoetanolden 0.25 mL ve % 0.5’1ik stok brom fenol mavisi ¢ozeltisinden 5
mL alinarak karistirildi ve hacmi ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. PAGE i¢in
hazirlanan yiikleme tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanildi. Ornek
tamponu kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi. f-merkaptoetanoliin etkisi

zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona ayni oranda ilave

edildi.

Elektroforez tamponu (Yiiriitme tamponu): 3.0 g Tris-baz ve 14.4 g glisin ve 1
g SDS karigtirllarak hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanarak pH’s1 8.3’e
ayarlandi. PAGE i¢in hazirlanan elektrot tamponunda SDS kullanilmadi.
Hazirlanan tampon kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi. Tampon 2-3 kez

kullanildiktan sonra yenilendi.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi: 0.10 g Coomassie blue, % 50 metanol ve % 10
asetik asit kullanildi. Boya 6nce metanol ve su karisiminda ¢6ziildii daha sonra
asetik asit eklendi.

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

3.13.1.2. Yontem

Jelin Hazirlamisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek igin
biitiin islemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlar1 % 70’lik etanolle
iyice temizlendikten sonra jelin sizmasini dnlemek i¢in standina yerlestirildi. Cam

levhalar arasinda sizinti olup olmadigi kontrol edildikten sonra, hava kabarcig
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kalmayacak sekilde degaze edildi % 8’lik ayirma jeline TEMED ve amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra karistirildi. Hazirlanan jeller mini elektroforez
(Bio-Rad, Mini-PROTEAN, U.S) camlari arasina dokiildii. Ayirma jelinin igerigi
Tablo 3.8’de verildi.

Jelin havayla temasim kesmek icin, lizeri % 70’lik etanolle kapatildi ve jelin
polimerlesmesi igin 1 saat beklendi. Siire sonunda ayirma jelinin tizerindeki alkol
kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavas yavas alindi ve {izerine % 4’liik
yogunlastirma jeli dokiildii. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasina ve
ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi ve polimerlesmesi igin
1-2 saat beklendi. Yogunlagtirma jelinin igerigi Tablo 3.9’da verildi.

Tablo 3.8. % 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 igin) 0.05

% 10’luk amonyum persiilfat 0.025
TEMED 0.00175
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Tablo 3.9. % 4’likk yogunlastirma jelinin icerigi

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

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid 0.3375

% 10’luk SDS (SDS-PAGE igin) 0.025

% 10’luk amonyum persiilfat 0.0125
TEMED 0.0035

3.13.1.3. Orneklerin hazirlamsi ve jele uygulamsi

Jele uygulanacak oOrnekler ve standart, 6rnek tamponuyla uygun seyreltmeler
yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi (PAGE igin 6rnekler
kaynatilmamistir). Tarak jele zarar vermeden ¢ekildi ve jel elektroforez tamponu
ile yikanarak polimerlesmeyen jel uzaklastirlldi. Daha sonra kuyucuklar
elektroforez tamponu ile dolduruldu ve uygun seyreltmeleri yapilan drneklerden
15 ul yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin igine yerlestirildi ve
kuyucuklarin iizerini ortecek sekilde elektroforez tamponu ekledir. Gli¢ kaynag:
(UVP, Almanya) ile iist jele 100 V 20 mA, alt jele 200 V 40 mA elektrik akimi

verilerek proteinlerin ayirma islemi yapildi.

3.13.1.4. Jelin boyanmasi

Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden iist jel ayrildi. Boyanin aldigi yol elektronik
kumpasla Olgiildiikten sonra, protein boyamasi yapildi. Protein boyamasi
Coomassie Brillant mavisi ile 1 saat 100 rpm’de ¢alkalanarak yapildi. Boyamadan
sonra jeldeki fazla boya yikama ¢ozeltisi ile 100 rpm’ de yikanarak uzaklastirildi
ve bantlar goriiniir hale geldi.

SDS-PAGE elektroforez sonucunda elde edilen tek bant ile fitaz enzimi belirlendi.
SDS-PAGE jelinde boyanin, standartlarin ve enzimin kat ettikleri mesafeler
elektronik kumpas (Mitutoyo, CD-15CP, U.K.) yardimu ile 6lgiildii. Standartlarin
ve enzimin Rf degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Ornegin aldig1 yol
Rf =

Boyanin aldig1 yol
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Standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmasi1 alindi ve Rf degerlerine karsi
grafik ¢izildi. Elde edilen standart grafigin denkleminden yararlanilarak enzimin
molekiil agirlig1 saptandi.

3.13.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi hem ham enzimde hemde
saflagtirilmis  enzimde, 5-85 ©°C arasindaki sicakliklarda yapildi. Deneyde
kullanilan tamponlar ham enzim i¢in 5.5’e¢ (0.2 M sitrat tamponu) saf enzim ile
yapilan deneme i¢in pH 3.0’e ayarlandi (0.2 M glisin-HCI tamponu). 100 mM stok
sodyum fitat ¢dzeltisi ham enzim i¢in 0.2 M asetat (37 °C, pH 5.5), saf enzim i¢in
0.2 M glisin-HCI (60 °C, pH 3.0) tamponunda hazirlanmis standart deney ortamina
final konsantrasyonu 7.5 mM olacak olacak sekilde konuldu. Saf enzim ¢ozeltisi
0.2 M glisin-HCI (70 °C, pH 3.0) tamponu ile 5 kat seyreltildi. Enzim aktivitesi
sadece sicaklik parametresi degistirilerek, standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

3.13.3. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek icin, saflagtirilmis enzim
stabilitenin belirlenecegi sicakliklar olan 25 °C, 37 °C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C’de
hazirlanan 0.2 M glisin-HCI tamponu (pH 3.0) ile 2 kat seyreltildi. 0.2 M glisin-
HCI (70 °C, pH 3.0) tamponunda hazirlanan stok sodyum fitat ¢6zeltisi (100 mM),
final konsantrasyonu 7.5 mM olacak olacak sekilde standart deney ortamina
eklendi. 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 igin
baslangigtaki aktivite 6l¢iimii kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi
kontrol degerine gore % deger olarak belirlendi.

3.13.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine pH’nin etkisinin belirlenmesi hem ham enzimde hem de
saflagtirillmis enzimde yapildi. Standart deney ortaminin pH’s1 0.5 birimlik
araliklarla pH 1.5-7.5 araliginda ham enzim i¢in 60 °C de, saf enzim igin ise 70 °C
de ayarlandi. Tampon ¢6zeltileri olarak pH 1.0-3.0 igin 0.2 M glisin-HCI tamponu,
pH 3.5-5.5 i¢in 0.2 M sitrat tamponu ve pH 6.0-7.5 i¢in 0.2 M Tris-maleat
tamponu kullanildi. 100 mM stok sodyum fitat ¢dzeltisi ham enzim i¢in 0.2 M
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glisin-HCI (60 °C, pH 3.0) tamponunda, saf enzim igin ise, 0.2 M glisin-HCI (70
°C, pH 3.0) tamponunda hazirlandi final konsantrasyonu 7.5 mM olacak sekilde
standart deney ortamia konuldu. Ham enzim, 0.2 M glisin-HCI (60 °C, pH 3.0)
tamponu ile saf enzim ise 0.2 M glisin-HCI (70 °C, pH 3.0) tamponunda, 5 kat
seyreltildi. Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda dl¢iildii.

3.13.5. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’ min Etkisi

Enzim stabilitesi lizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in, pH 1.5, 2.0 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 ¢dzeltisi bu tamponlarla 2.5 kat seyreltildi ve 25 °C’deki su
banyosunda (Poly science 911, USA) 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon boyunca
belirli araliklarla 6rnekler alindi ve standart deney kosullarinda spektrofotometrik
olarak aktiviteleri tayin edildi. Her bir deneme igin baslangigtaki aktivite 6lgiimii
kontrol (100) olarak kabul edildi ve geri kalan aktiviteleri % deger olarak
belirtildi.

3.13.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek igin enzim
optimum pH (pH 3.0) ve sicaklikta (70 °C), sabit substrat konsantrasyonunda
(final konsantrasyon 7.5 mM) farkli siirelerde inkiibe edilerek spektrofotometrik
olarak aktivitesi tayin edildi.

3.13.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve
pH’da (70 °C, ve pH 3.0), sabit inkiibasyon siiresinde (30 dk) ve farkli
konsantrasyonlarda (100, 111, 125, 143, 167, 200, 250, 333, 500, 1000 uM
sodyum fitat) substrat kullanilarak enzim aktivitesinin spektrofotometrik olarak
Olgiilmesiyle belirlendi. Enzimin K;, ve V. degerleri Lineweaver-Burk
grafiginden hesaplandi.

3.13.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’min EtKisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek igin AlCls, BaCl,,
CaCl,, CoCl,, CuCl,, FeCls, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, Na,0s;Se, NaCl, NH,CI,
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NiCl,, PbCl,, ZnCl, ve EDTA kullanildi. Metal iyonlar1 100 mM stok
cozeltilerinden final konsantrasyonu 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak sekilde deney
ortamlarina eklendi (Tablo 3.10, 3.11 ve 3.12). Hicbir 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.

Tablo 3.10. I mM metal iyonu igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 70 °C) 346 uL 346 uL
Metal iyonlar 4 uL 4 uL
Enzim cozeltisi 20 pL 20 puL
70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL
(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 x g’de 10 dk santrifiij
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢6zeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢liimii
Tablo 3.11. 5 mM metal iyonu igeren deney ortami
Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 70 °C) 330 uL 330 uL
Metal Iyonlan 20 uL 20 uL
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL
70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL
(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 x g’de 10 dk santrifijj
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢dzeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢limii
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Tablo 3.12. 10 mM metal iyonu igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 310 uL 310 uL
70 °C)
Metal Iyonlar 40 uL 40 uL
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL

70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 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 Sl¢liimii

3.13.9. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin ve Denatiirantlarin EtKisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amactyla; serin spesifik inhibitorii olan fenil metil siilfonil florit (PMSF); SH-
grubu (siilfidril grubu) inhibitorii olan B-merkaptoetanol; SH-grubu ve disiilfit
grubu (-S-S-) inhibitérii olan ve ayn1 zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol
(DTT); sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksidasyon ajani olan 5,5-dithiobis
(2-nitrobenzoik asit) (DTNB); triptofan inhibitorii olan N-bromo siiksinamid
(NBS); karboksil grubu inhibitorii olan sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid
metil-p-toluen-sulfonat (CMC); sistein ve histidin alkilleyici iodoasetamid (IAA);
arjinin inhibitérii olan 2,3 biitandion; kuvvetli fitaz inhibitorii olan vanadat,
molibdat ve askorbik asit ve diger bir kuvvetli inhibitdr olan floriir; katotropik ajan
olan borik asit, okzalat, sitrat; protein denatiirant1 olan iire, sodyum azid ve SDS;
indirgeyici madde olan glutatyon kullanildi.

PMSF n-propanolda, DTNB ise 0.1 M NaOH’de ¢dziildii.

Inhibitdrler 100 mM’lik stok ¢dzeltilerinden, deney ortamina final konsantrasyonu
1 ve 5 mM olacak sekilde eklendi ve standart kosullarda aktiviteleri tayin edildi
(Tablo 3.13 ve 3.14). Hicbir inhibitér veya denatiirant icermeyen deney ortami
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kontrol olarak kabul edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve
deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.

Tablo 3.13.1 mM inhibitér ve denatiirant igeren deney ortamu.

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 342 uL 342 uL
70 °C)
Inhibe edici ajan (100 mM) 8 uL 8 uL
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL

70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 pL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 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

Tablo 3.14. 5 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami.

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 310 uL 310 uL
70 °C)
Inhibe edici ajan (100 mM) 40 uL 40 uL
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL
70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon
% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL
(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 uL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 x g’de 10 dk santrifiij
0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢0zeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon
820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii
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3.13.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Inorganik Fosfatin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine inorganik fosfatin etkisi belirlemek i¢in, deney ortamina,
final konsantrasyonu 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ve 10.0 mM olacak sekilde, stok KH,PO,
(100 mM) c¢ozeltisinden ilave edilerek standart deney kosullarinda aktivite
Olciimleri yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis ve deney
gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.

3.13.11. Enzimin Sicaklik Stabilitesi Uzerine Polihidrik Alkollerin EtKisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amaciyla gesitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol) etkisi incelendi. Polihidrik alkoller, 70 °C’de, pH’s1 3.0
olan 0.2 M glisin-HCI tamponu igerisinde 1 M, 2 M ve 3 M konsantrasyonda
olacak sekilde hazirlandi. Saflastirilmis enzim bu ¢6zeltilerle 3 kat seyreltilerek,
70 °C’deki su banyosunda, 2 saat inkiibe edildi. Polihidrik alkol igermeyen enzim
de kontrol olarak kabul edilerek, ayn1 kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda enzim aktiviteleri standart deney kosullarinda tayin edildi. Her bir
deneme ig¢in baslangigtaki aktivite 6l¢timii kontrol (100) olarak kabul edildi ve 2
saat sonunda geri kalan aktiviteleri % deger olarak belirlendi.

3.13.12. Enzim Stabilitesi Uzerine Organik Céziiciilerin Etkisi

Enzim stabilitesi tizerine organik ¢6ziiciilerin etkisini belirlemek icin 1,4-dioksan,
aseton, asetonitril, benzen, biitanol, dietileter, dimetilsiilfoksit (DMSQO), etanol,
etilasetat, gliserol, hekzan, isopropanol, metanol, siklohekzan ve toluen
kullanilmistir. Organik ¢oziiciiler final konsantrasyonlart % 0.5 ve % 1 olacak
sekilde saflastirilmis enzimle karistirildi ve 25 °C’deki inkiibatorde 150 rpm hizda
calkalamali olarak 1 saat inkiibe edildi (Tablo 3.15 ve 3.16). Higbir organik
¢oziicli icermeyen enzim de kontrol olarak kabul edilerek ve ayni kosullarda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 370 pl karisimin iizerine 30 ul substrat
eklenerek reaksiyon baslatildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi
ve deney gruplariin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.
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Tablo 3.15. % 0.5 organik ¢6ziicii igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 3.0, 70 348 uL 348 uL
Oc)
Organik ¢cézgen 2 uL 2 uL
Enzim cozeltisi 20 pL 20 uL

70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

% 15 TCA 400 pL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon
% 15 TCA - 400 pL
20 mM Sodyum fitat 30 uL -
(0.2 M glisin-HCI tampon)
2.000 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¢limii

Tablo 3.16. % 1 organik ¢dzgen igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
0.2 M glisin-HCI tamponu  (pH 346 uL 346 uL
3.0,70°C)
Organik cézgen 4 uL 4 ulL
Enzim cozeltisi 20 uL 20 uL

70 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

% 15 TCA 400 uL -
20 mM Sodyum fitat - 30 uL

(0.2 M glisin-HCI tampon)
70 °C’de 30 dk inkiibasyon

% 15 TCA - 400 pL

20 mM Sodyum fitat 30 uL -

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

0.2 mL siipernatant + 1.8 mL ultrasaf su + 2 mL renk ¢6zeltisi
50 °C’de 15 dk inkiibasyon

820 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢iimii
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3.13.13. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla pH’s1 3.0 olan 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, f-naftil fosfatin ¢ozeltileri substrat
olarak kullanildi. Enzim aktivitesi standart deney kosullari altinda o6l¢iildii.
Sodyum fitat igin Olgiilen deger kontrol olarak (100) kabul edildi ve aktivite
degisimleri % deger olarak hesaplandi.

3.13.14. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein derisimi, glukoz standardi, Vay Ve Ky, degerleri lineer regrasyon analizi ile
saptand1 (SPSS 15.0). Her deney ii¢ tekrar iizerinden yapildi. Gruplar arasindaki
farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in tek yonli
varyans analizi (Tukey ve Duncan Testi) yapildi (SPSS 15.0). Kontrol grubu ile
deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eslenmis Orneklerde t-testi
uygulandi (SPSS 15.0).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fitaz Enzimi Uretimi icin Funguslarin Taranmasi, Aflatoksin Testi
ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvari stok kiiltiirlerinde kayith
havadan ve topraktan izole edildikten sonra tamisi yapilmig 165 fungus fitaz
aktivitesi agisindan tarandi. Tarama islemi, oldukga hizli ve basit olan PSM ortamu
iceren plaklarda yapildi. Asidik ortamda olusan fitat kompleksinin hidrolizi
sonucu olusan seffaf zon pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 4.1). Funguslarin
fitaz aktivitesi tarama sonuglar1 Tablo 4.1’de sunuldu.

Sekil 4. 1. A. niger UA-D fitaz taramasi pozitif sonucu
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Tablo 4. 1. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglari

Sus Kodu Fungus Ismi Fungus | Zon MC/ZC
Cap1 Capr Oram
MAO01-G Absidia sp. - - -
UD-E Absidia sp. 8.91 15.52 1.74
HBF 57 Acremonium kiliense - - -
HBF 8 Acremonium sp. 16.58 22.45 1.35
ISA-F Acremonium sp. 21.00 3241 1.54
MAO02-G Acremonium sp. 8.75 15.21 1.74
iZCO1-A Acremonium sp. 7.23 15.72 2.17
MAO4-D Acremonium sp. 5.51 18.53 3.36
[ZzCO2-F Alternaria sp. 7.67 11.05 1.44
iZTO1-L Aspergillus candidus 2480 | 34.44 1.39
MAO04-E Aspergillus candidus 7.43 15.09 2.03
HBF 53 Aspergillus flavipes 6.72 10.72 1.60
iZTO1-F Aspergillus flavipes 15.80 26.29 1.66
Kasim 8 Aspergillus flavus 22.95 31.79 1.38
HBF 33 Aspergillus flavus 11.67 34.74 2.98
Eylil 1 Aspergillus flavus 14.58 17.32 1.19
Agustos 8 Aspergillus flavus 10.00 13.00 1.30
Subat 16 Aspergillus flavus 15.23 25.26 1.66
Kasim 9 Aspergillus flavus 4.24 7.91 1.86
Haziran 5 Aspergillus flavus 5.52 10.91 1.98
Kasim 10 Aspergillus flavus 12.86 38.73 3.01
HBF 54 Aspergillus foetidus 15.90 44.94 2.83




Tablo 4. 2. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

Eyliil 5 Aspergillus fumigatus 12.38 20.66 1.67
Temmuz 3 Aspergillus fumigatus 26.05 31.27 1.20
Ocak 17 Aspergillus fumigatus 29.19 35.46 1.22
Eyliil 6 Aspergillus fumigatus 22.74 30.34 1.33
Mart 7 Aspergillus fumigatus 14.22 19.61 1.38
Aralik 5 Aspergillus fumigatus 11.90 16.57 1.39
MAOQ1-J Aspergillus fumigatus 13.36 19.19 1.44
[ZTO1-H Aspergillus fumigatus 4.20 6.12 1.46
UA-G Aspergillus fumigatus 15.35 22.86 1.49
UD-M Aspergillus fumigatus 11.64 17.37 1.49
Ocak 2 Aspergillus fumigatus 19.73 29.37 1.50
HBF 42 Aspergillus fumigatus 12.39 20.80 1.68
[zTO1-] Aspergillus fumigatus 10.84 21.86 2.02
Aralik 9 Aspergillus fumigatus 11.23 23.22 2.07
Aralik 2 Aspergillus fumigatus 11.11 30.32 2.73
HBF 47 Aspergillus glaber 7.98 17.33 2.17
HBF 97 Aspergillus japonicus 18.85 50.92 2.70
Ocak 4 Aspergillus japonicus 5.20 15.22 2.93
Kasim 14 Aspergillus niger 18.58 39.03 2.10
Mart 9 Aspergillus niger 13.33 28.30 2.12
izTO3-L Aspergillus niger 13.34 29.44 2.21
[ZTO1-XA Aspergillus niger 16.79 38.53 2.29
Subat 17 Aspergillus niger 21.77 50.11 2.36
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Tablo 4. 3. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

HBF 39 Aspergillus niger 14.33 34.91 244
MAO03-L Aspergillus niger 14.03 34.74 2.48
Haziran 16 Aspergillus niger 13.29 33.30 251
UA-O Aspergillus niger 15.61 39.13 251
Temmuz 1 Aspergillus niger 13.21 35.35 2.68
Mart 4 Aspergillus niger 13.50 37.72 2.79
Haziran 10 Aspergillus niger 12.24 34.44 2.81
ISAKY-F Aspergillus niger 14.80 42.85 2.90
Mart 6 Aspergillus niger 10.47 31.10 2.97
Eylil 7 Aspergillus niger 13.73 41.03 2.99
MAO4-F Aspergillus niger 14.24 43.43 3.05
Mayis 7 Aspergillus niger 10.97 34.41 3.14
UA-A Aspergillus niger 15.12 47.63 3.15
Aralik 7 Aspergillus niger 12.58 40.37 3.21
izCco1-E Aspergillus niger 12.07 39.13 3.24
Nisan 4 Aspergillus niger 13.39 43.66 3.26
UA-D Aspergillus niger 11.04 36.40 3.29
uD-B Aspergillus niger 11.43 38.77 3.39
Mart 2 Aspergillus niger 11.26 38.73 3.44
Subat 15 Aspergillus niger 11.80 41.75 3.54
Nisan 9 Aspergillus niger 10.96 41.03 3.74
izTOo2-L Aspergillus niger 406 |2142 |527
iZTO02-C Aspergillus niger 21.15 43.74 2.06




Tablo 4. 4. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

Ekim 10 Aspergillus niveus 4.14 7.89 1.91
HBF 99 Aspergillus niveus 5.95 14.48 2.43
MAO04-C Aspergillus sclerotirum 7.54 16.90 2.24
ISAKY-I Aspergillus sclerotirum - - -
Agustos 9 Aspergillus sclerotirum - - -
HBF 44 Aspergillus sclerotirum 7.12 11.19 1.57
ISA-E Aspergillus sclerotirum 10.74 17.54 1.63
IZTO3-A Aspergillus sclerotirum 13.44 24.67 1.84
Mayis 12 Aspergillus sp. 7.06 18.00 2.55
Mayis 6 Aspergillus sp. - - -
Haziran 6 Aspergillus sp. - - -
Haziran 11 Aspergillus sp. - - -
Ekim 12 Aspergillus sp. - - -
izTO3-C Aspergillus sp. 17.74 26.14 1.47
Mart 8 Aspergillus sp. 12.41 39.28 3.16
izCco3-i Aspergillus sp. 11.21 | 46.48 | 4.15
Agustos 11 Aspergillus terreus - - -
Eyliil 8 Aspergillus terreus 13.74 15.43 1.12
Eyliil 4 Aspergillus terreus 17.73 21.01 1.18
Eyliil 3 Aspergillus terreus 12.45 15.07 1.21
Agustos 12 Aspergillus terreus 8.08 11.28 1.40
MAO02-C Aspergillus terreus 11.29 16.33 1.45
izTO1-U Aspergillus terreus 15.92 31.25 1.96
izC02-H Aspergillus terreus 10.37 20.98 2.02
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Tablo 4. 5. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

Aralik 16 Aspergillus versicolor - - -
Aralik 10 Aspergillus versicolor - - -
Aralik 18 Aspergillus versicolor - - -
1ZCO2-N Aspergillus versicolor - - -
Mayis 3 Aspergillus versicolor - - -
UD-D Aspergillus versicolor 16.40 20.05 1.22
HBF 43 Aspergillus versicolor 21.78 27.48 1.26
Ekim 3 Aspergillus wentii 10.15 19.41 191
Subat 4 Aspergillus wentii - - -
Mayis 5 Aspergillus wentii - - -
ISA-P Aspergillus wentii 11.92 17.93 1.50
HBF 103 Aspergillus wentii - - -
MAO1-E Chaetomium sp. 12.28 23.61 1.92
izTO1-Z2 Cladosporium herbarium 12.47 22.22 1.78
HBF 64 Collethotrichum sp. 2.25 7.04 3.13
iz102-] Emericella quadrilineata 12.79 15.65 1.22
[SAKY-P Fusarium solani - - -
iZCO3-E Fusarium sp. - - -
Ekim 11 Fusarium sp. 18.84 25.63 1.36
Mayis 1 Fusarium sp. 531 11.15 2.10
iZTO2-P Mortierella sp. 9.97 |2243 |225
iZC02-M Mortierella sp. - - -
MAO02-A Mortierella sp. - - -
1ZC0O3-D Mucor circinelloides - - -




Tablo 4. 6. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

HBF 75 Mucor hiemalis - - -
Kasim 13 Mucor mucedo - - -
ISA-C Mucor mucedo 15.17 20.12 1.33
iZCO1-M Mucor racemosus - - -
HBF 79 Paecilomyces sp. 10.13 12.93 1.28
HBF 20 Penicillium chrysogenum 10.83 20.04 1.85
[ZCO3-H Penicillium chrysogenum - - -
ISAKY-J Penicillium chrysogenum - - -
Temmuz 7 Penicillium chrysogenum 6.04 17.92 2.97
Temmuz 12 Penicillium chrysogenum 5.84 22.17 3.80
[zCO2-1 Penicillium citrinum 9.86 13.70 1.39
[ZCO2-E Penicillium citrinum 5.47 8.32 1.52
Ocak 10 Penicillium citrinum 9.31 18.96 2.04
HBF 14 Penicillium citrinum 3.96 9.84 2.48
HBF 16 Penicillium citrinum 4.42 11.62 2.63
Mart 5 Penicillium citrinum 4.36 12.87 2.95
uD-C Penicillium decumbens 28.26 37.75 1.33
HBF 11 Penicillium decumbens 13.34 20.47 1.53
[ZTO3-F Penicillium decumbens 851 |20.26 |2.38
HBF 18 Penicillium expansum 8.33 25.12 3.02
HBF 7 Penicillium fellutanum 19.01 32.12 1.69
HBF 17 Penicillium janthinellum 4.67 18.94 4.06
HBF 4 Penicillium miczynskii 5.26 20.69 3.93
MAO03-J Penicillium rugulosum 21.57 26.13 1.21
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Tablo 4. 7. Funguslarin kalitatif fitaz aktivitesi tarama sonuglart (Devami)

Aralik 17 Penicillium sp. - - -
izCO1-B Penicillium sp. - - -
Subat 13 Penicillium sp. 1954 | 28.00 | 1.43
Kasim 7 Penicillium sp. 5.14 8.07 | 157
Ekim 6 Penicillium sp. 7.18 |11.97 | 167
Subat 9 Penicillium sp. 561 |10.02 |1.79
Mayis 10 Penicillium sp. 6.76 |12.40 | 1.83
Subat 7 Penicillium sp. 566 |10.53 | 1.86
ISAKY-B Penicillium sp. 5.96 |22.44 |3.76
Subat 5 Penicillium sp. 294 | 1209 |4.11
Ekim 15 Penicillium sp. 576 | 2381 |4.14
HBF 27 Penicillium sp. 8.24 | 2269 |275
HBF 2 Penicillium variable 411 |1400 |341
HBF 3 Penicillium waksmani 6.26 | 1571 | 251
Nisan 8 Penicillium citrinum 12.27 |19.58 | 1.60
HBF 80 Phoma sp. - - -
HBF 87 Rhizoctonia solanii - - -
ISA-L Rhizopus sp. - - -
MAO04-B Rhizopus sp. - - -
1ZT02-0 Rhizopus sp. - - -
IZTO1-V Rhizopus sp. - - -
iZTO1-D Rhizopus sp. 10.46 |19.35 |1.85
UA-F Rhizopus sp. 1243 |21.03 | 1.69
HBF 71 Rhizopus stolonifer - - -
MAO1-A Rhizopus stolonifer - - -
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Tablo 4.1°de 6zetlenen sonuglar taranan 165 adet fungusun % 77.6’sina tekabiil
eden 128 adet fungusun ekstraseliiler fitaz enzimi iirettigini géstermektedir. Chen
(1998) tarafindan ekstraseliller enzim iireten mikroorganizmalarin tarama
caligmalar1 yapilmis ve toprak izolatlarmin % 71’inin fitaz enzimi iretmesi
calismamizda elde edilen sonucu desteklemistir. Calismamizda tarama yapilan tiir
sayilart farkli olsa da, en ¢ok ve en iyi fitaz aktivitesi gosteren cins Aspergillus
olarak bulunmustur. Bir¢ok fungus tilirlinde yapilan fitaz taramasi sonuglar1 elde
edilen verilerimizi desteklemektedir. Shieh ve Ware (1968) 68’1 topraktan izole
edilmis 2000’nin iizerindeki mikroorganizmay1 fitaz enzimi liretme kapasitesi
acgisindan taramislardir. Sadece 30 izolatta ekstraseliiler fitaz enzimi {iretimi
saptamiglardir. Bu 30 susun 28’inin ise Aspergillus cinsine ait oldugu, en aktif
fitaz enzimine sahip olan grubun ise, A. niger oldugunu bildirmislerdir.
Aspergillus, Penicillium, Mucor ve Rhizopus tiiriine ait 203 adet fungusun fitaz
aktivitesi taramasi sonucunda % 91.6’smin etrafinda zon olusumunun gozlendigi,
en genis zon ¢apina sahip 6 sustan ikisinin ise Aspergillus tiiriine ait oldugu
bildirilmistir. En aktif sus Aspergillus sp. 307 olarak belirlenmis ve ¢alismaya bu
sus ile devam edilmistir (Gargova vd., 1997).

Calismamizda en iyi zon cap1 (5.27) gosteren fungus A. niger IZTO2-L susu
olmasina ragmen, sivi kiiltiir ortamina inkiibe edilen susun, enzim iretmedigi
goriildii. Bunun birinci nedeni, A. niger IZTO2-L susunun plaklarda yapilan
tarama ortamina organik asit salgilayarak, agar ortaminda enzime ait olmayan zon
olusturmasidir. Bu durum A. niger IZTO2-L susunu pozitif sonu¢ olarak
degerlendirmemize neden olmus olabilir. ikinci neden olarak, plakta olusan zonun
enzime ait oldugu ancak sivi kiiltiirde enzim aktivitesinin saptanmamis olmasi,
kiiltiir ortamina salinan pigmentin enzimi inhibe ettigi veya kiiltiir ortamina

salinan pigmentin enzim iiretimini engelledigi ileri stiriilebilir.

A. niger 1ZTO2-L susu tarafindan pigment iiretimini engelleyebilmek igin farkli
inokiilasyon miktarlar1 denendi hatta kiiltiir ortaminin pH’s1 degistirildi. Fakat
pigment iiretiminin Oniine gecilemedi. Bunun yaninda organik asit {ireten
funguslarin etrafinda da zon olusumu meydana gelmekte, dolayisiyla organik asit
iireten funguslarda enzim aktivitesi taramasi pozitif sonu¢lanmaktadir (Mukesh
vd., 2004). Literatiirde organik asit varlifindan dolay1 enzim sentezlenmis gibi
pozitif veren suslarin se¢imi i¢in gesitli boyama teknikleri gelistirilmis olsa da, bu
sorunun simdilik tam olarak ¢6ziilemedigi goriilmektedir. Bu amacla zon capi ile
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mikroorganizma c¢apinin birbirine orani 3 ve {izerinde olan en iyi aktivite gosteren
ilk 25 susun (Kasim 10, MAO4-F, UA-A, 1ZCO1-E, UA-D, UD-B, Subat 15, Mart
2, Nisan 4, Nisan 9, Mayis 7, Aralik 7, ISAKY-B, HBF 2, HBF 18, HBF 64,
MAO04-D, Temmuz 12, HBF 4, Mart 8, iZCO3-i, Subat 5, Ekim 15, HBF 17,
[ZTO2-L) Tablo 3.6’da verilen 100 mL fermentasyon ortanu igeren 500 mL’lik
erlenlerde seyreltmelerden spor sayis1 10° spor/mL olacak sekilde inokiile edilerek
30 °C’de 110 rpm’de 10 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda fitaz aktivitesi
ayrintilar1 “Materyal ve Metod” da belirtilen Tablo 3.2°deki aktivite tayin
yontemine gore kantitatif olarak belirlendi (Tablo 4.2) ve aflatoksin iiretip
tiretmedikleri kontrol edildi. Tablo 4.2’de goriildiigii gibi aflatoksin testi yapilan
biitiin funguslar negatif sonug verdi.

Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’de goriildiigi gibi, A. niger UA-D fungusu en iyi aktiviteyi
gosterdi. Bu nedenle, A. niger UA-D fungusu ile fitaz iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu ¢alismalarina devam edildi. A.niger UA-D’nin malt ekstrakt
agardaki goriintiisii Sekil 4.2°de gosterildi. Fitaz aktivitesi gosteren diger tiirler,

daha sonraki caligmalar icin bir kaynak olusturmak iizere kiiltiir koleksiyonuna
kaydedildi.

Sekil 4. 2. A. niger UA-D’in malt ekstrakt agardaki goriintiisii



Tablo 4. 8. Kantitatif fitaz akivite tayini

Fitaz Aktivitesi Aflatoksin
Sus Ad1 (U/mL) X Testi
(ORT. +S.H.)
Kasim 10 10.37+0.21 b Negatif
Mayis 7 8.18+0.10 b Negatif
HBF 4 7.07+0.24 b Negatif
Mart 8 11.48+1.71 b Negatif
Nisan 9 5.96+1.09 b Negatif
Aralik 7 10.84 £0.72 b Negatif
HBF 18 542+0.44 b Negatif
HBF 64 10.71 £ 0.1 b Negatif
ISAKY-B 5.35+0.17 b Negatif
1ZCO1-E 12.26 +£0.49 b Negatif
1ZCO3-1 8.95+0.85 b Negatif
MAO04-F 12.62 +£0.54 b Negatif
Nisan 4 1431+ 13.40 b Negatif
MAOQ4-D 6.20 £ 0.72 b Negatif
1ZTO2-L 12.39 £ 0.66 b Negatif
Subat 15 8.63+0.73 b Negatif
Mart 2 7.88 £0.51 b Negatif
UA-D 37.24£1.15 a Negatif
UA-A 28.74 +0.63 b Negatif
UD-D 25.43+£0.46 b Negatif
Subat 5 0.00 £ 0.00 b Negatif
HBF 17 0.00 £ 0.00 b Negatif
Temmuz 12 23.75+0.85 b Negatif
Ekim 15 9.96 £0.22 b Negatif
HBF 2 6.03+0.17 b Negatif

ORT. : Her veri ii¢ tekrarmn ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: UA-D’den farkl harf tagiyan ortalamalar istatistiksel olarak

o6nemlidir (p < 0,05)
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4.2. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Miktarimin EtKisi

Inokulum miktarmnim enzim iiretimi {izerine etkisini belirlemek i¢in, 100 mL fitaz
iretim ortami igeren 500 mL’lik erlenlere, uygun seyreltmelerden 10°, 106, 10’
10° ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin
kuru agirliklar, ortamim pH’s1 ve fitaz aktiviteleri tayin edildi, sonuglar Tablo
4.3’da sunuldu. A. niger UA-D fungusunda fitaz iiretimi ig¢in en uygun
inokulasyon miktarmim en yiiksek spesifik aktiviteye sahip olmasindan dolay1 10°

spor/mL olarak belirlendi (Sekil 4.4).

Tablo 4. 9. Enzim uiretimi tizerine inokulum miktariin etkisi

Inokulum Hacimsel Kuru Spesifik

Miktar: Aktivite Agirhk Aktivite

(spor/mL) (U/mL) (mg/mL) (Ulmg  hiicre)

(ORTS.H.) | X (ORTAS.H.) X | pH

10° 154.75+633 |a 0.4073 379.91 + 6.33 a |4.18
10° 18132+2.16 |b 0.3874 468.04 £2.16 b |4.15
10’ 17275+438 | b 0.3764 458.09 + 4.38 b |426
10° 183.48+2.96 | b 0.2905 631.60 +2.96 c |4.29
10° 12947+629 |c 0.2971 435.78 £ 6.29 b |473

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

X: Ayni siitunda farkli harfler tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak énemlidir (p < 0.05).

Spesifik Aktivite (Uf mg hiicre)
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Sekil 4. 4. Enzim tiretimi iizerine inokulum miktarinin etkisi
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Kiiltiir ortamindaki biyokiitle ifade edilen enzim miktarinda oldukga etkili oldugu
icin batik fermentasyonlarda metabolitlerin iiretiminde inokulasyon miktar1 6nemli
rol oynamaktadir (Mittal vd., 2012; Sunitha vd., 2000).

A. niger UA-D susunun en iyi hiicre gelisimi inokulasyon miktarimin 10° spor/mL
oldugu kosullarda olmasina ragmen, 379.91 U/mg hiicre ile en diisiik enzim
tiretimi elde edildi. Fitaz liretimindeki azalma, gelismis biyokiitle liretimi sonucu
besinlerin tiikenmesi nedeniyle, metabolik aktivitenin azalmasi nedeniyle olabilir
(Mittal vd., 2012). inokulasyon miktar1 10° spor/mL oldugu durumda ise, hiicre
gelisimi olduk¢a azdir. Bunun sebebinin ortamdaki hiicre sayisinin ¢ok fazla
olmasindan dolayi, besinlerin yetersiz gelmesi sonucu tam bir gelismenin
saglanamamasi olabilir. Gulati vd. (2007b) tarafindan yapilan calismada elde
ettigimiz sonuglara benzer sekilde en diisiik ve en yiiksek inokulasyon
degerlerinde Mucor indicus MTCC 6333 fungusunun inkiibe edilmesi sonucu
oldukea diistik fitaz aktivitesi elde edilmistir.

Inokulasyon miktarinin artmasiyla birlikte hiicre gelisiminde azalma gdzlenirken
inokulasyon miktar1 10°’ten 10%e kadar arttik¢a spesifik aktivite degerinde artis
saptandi ve 10° spor/mL ile diger inokulasyon miktarlari aralarmdaki fark
karsilastirildiginda istatistiksel olarak &nemli (p<0.05) bulundu. Inokiilasyon
miktarmin 10°, 10" ve 10° spor/mL oldugu kosullarda sonuglar hacimsel aktivite
acisindan aralarindaki fark karsilastirildiginda istatistiksel olarak dnemsiz bulundu
(p>0.05). Fakat 10° spor/mL inokulasyon miktarinda hem 631.60 U/mg hiicre ile
en yiksek spesifik aktiviteye hem de 183.48 U/mL ile en yiiksek hacimsel
aktiviteye sahip olmasindan dolayi, en uygun inokulasyon miktar1 olarak
belirlendi. Inokulasyon miktarinin 10°’ten 10% spor/mL’ye kadar kiiltiir ortaminin
son pH’s1 iizerinde bir etkisinin olmadig1 gézlendi.

4.3. Aspergillus niger UA-D’nin Fitaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarinin Etkisi

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde enzim iiretme kapasitelerinin taranmasi,
besiyeri formiilasyonu ve kiiltlir kosullarinin degerlendirilmesi 6nemli bir adimdir
(Singh ve Satyanarayana, 2008). Kiiltir kosullarinin optimizasyonunda amag,
sadece mikroorganizmanin en iyi gelisimin ve enzim iiretiminin gergeklestigi
sicaklik ve pH’nin belirlenmesi degil, ayn1 zamanda enzimin ortama salindiktan
sonra stabil oldugu sicaklik ve pH’nin belirlenmesidir.
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4.3.1. Fitaz Uretimi Uzerine Sicaklhigin Etkisi

A. niger UA-D’nin en iyi fitaz tiretimini gergeklestirdigi sicakligi belirlemek igin,
500 mL’lik erlene 100 mL 20, 30, 40 ve 50 °C’de pH’st 5.5 olacak sekilde
hazirlanan fitaz tiretim ortami eklendi. A. niger UA-D spor solusyonundan 10°
spor/mL olacak sekilde kiiltlir ortamina inokiile edildi. Kiiltiir ortamlar1 hazirlanan
sicakliklarda, 110 rpm’de, 15 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirlerin kuru agirliklari, ortamin pH’s1 ve fitaz aktiviteleri tayin edildi
(Tablo 4.4). A.niger UA-D en iyi gelisimini ve enzim tretimini gerceklestirdigi
sicaklik 30 °C olarak belirlendi. A. niger UA-D fungusu 50 °C’de gelismedi (Sekil
4.5).

Tablo 4. 10. Fitaz iiretimi tizerine sicakligin etkisi

Hacimsel Kuru Spesifik Aktivite
Sicakhik | Aktivite X | Agirhk (U/mg hiicre) X pH
(°C) (U/mL) (mg/mL) (ORT.£S.H.)
(ORT.#£S.H.)
20 97.75+0.73 | a | 0.3560 274.58 +0.73 a 4.23
30 129.44£0.98 | b | 0.4216 307.02 +0.98 b 4.19
40 44.12+0.28 | c | 0.3634 121.41+0.28 c 4.05
50 00.00+0.00 | d | 0.0000 00.00 = 0.00 d 5.50
ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak énemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4. 5. Fitaz iiretimi tizerine sicakligin etkisi
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Mikroorganizmalar donma noktasindan kaynama noktasina kadar genis bir
sicaklik araliginda biyiiyebilirler. Herhangi bir organizma, minimum ve
maksimum biiyiime sicakligi araliginda gelisebilir. Bu araliklar genel olarak
yaklagik 25-30 °C’dir. Diisiik sicakliklarda bilyiime yavas meydana gelir, ciinkii
enzimler daha az verimle ¢alismaktadir ve ayrica lipitlerin katilasma egiliminden
dolayr membran akiskanligini kaybeder. Mikroorganizma i¢in optimum sicakliga
ulasana kadar biiylime hizinda artis, daha sonra ise biiyiime hizinda tekrar bir
azalma goriilmektedir. Bir mikroorganizma i¢in en uygun ve sinirlayici sicakligi
enzimlerin li¢ boyutlu yapis1 tarafindan enzim sistemlerince belirlenir.
Mikoorganizmalarin optimum gelisimi, genelde maksimum gelisim sicakligina
yakindir. Optimum sicakligin iizerindeki sicakliklarda ise, enzimlerin aktivite
kaybetmesi sonucu gelisimde azalma gorilmektedir (Hogg, 2005). Fitaz iireten
¢ogu mikoorganizmanin kiltlir ortaminda gelisimi ve en iyi enzim iiretiminin
gerceklestigi optimum sicaklik 25-37 °C olarak bildirilmistir (Choi vd., 1999).

A. niger UA-D’nin gelisimi 20 ve 30 °C’de sicakligin artmas ile birlikte arttigi
gozlendi, c¢ilinkii mikroorganizmalarin optimum gelisim sicakligima kadar
sicaklikla fungusun gelisimi paralel oldugu belirlendi. Hiicre gelisimi 30 °C’den
sonra azalmaya baglamis hatta 50 °C’de gelismedigi gozlendi. Bu nedenle
fungusun maksimum gelisebildigi sicaklik sinirt maksimum 50 °C’ye kadar oldugu
belirlendi. Sicakligin degisimi ile enzim iiretiminde meydana gelen degisimler
kargilagtirildiginda aralarindaki farklar istatistiksel olarak Gnemli (p<0.05)
bulundu. En iyi hiicre gelisiminin gergeklestigi 30 °C’de 307.02 U/mg ile en iyi
enzim iretimi gergeklesti. En iyi enzim aktivitesi de 129.44 U/mL ile 30 °C’de
elde edildi. Bu nedenle, hiicre gelisimi ile enzim aktivitesinde paralellik gozlendi.
Mikroorganizmanin gelistigi sicaklik araligi degerlendirildiginde mezofilik bir
fungus oldugu belirlendi.

Lee vd. (2005) Aspergillus sp. L117 fungusu ile yapilan ¢alismadaki bulgular,
sonuglarimiza benzerlik gostermektedir. Fungus 25, 28, 30 ve 32 °C’de gelisim
gostermis, 35 ve 40 °C’de ise gelisimi azalmaya baslamigtir. Kiiltiirlin inkiibe
edildigi sicaklik degismesi ile biyokiitle gelisimi arttif1 siirece fitaz aktivitesinde
de artis gozlenmistir. Fungustan maksimum fitaz lretimi ve en iyi gelisim 30
°C’de elde edilmistir. Vats ve Banerjee (2005) A. niger var teigham fitaz
iiretiminde fungusun en iyi gelistigi ve maksimum enzim iiretiminin ger¢eklestigi
sicakligr 30 °C olarak bildirmislerdir. A. niger var teigham gelisiminde 37 °C’de
azalma gozlenmis, 45 °C ve iizerindeki sicaklilarda ise fungus gelisememistir.
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Aspergillus niger ST-6 tarafindan fitazin iretimi {izerine sicakligin etkisinin
belirlendigi calismada 8000 U/mL ile maksimum enzim iiretimi 48 saat sonra 30
°C’de elde edilmistir (Tahir vd.,2010). Fakat gelisim sicakligi ile enzim iiretim
sicaklig1 birbirine paralel olmayan Pichia anomala’nin en iyi gelisim sicakligi 30
°C iken en iyi fitaz iiretimini 20 °C’de gergeklestirmistir (Vohra ve Satyanarayana,
2001). Benzer sekilde Arxula adeninivorans’m da en iyi gelisim sicakligi 28 °C
olarak belirlenmis, en iyi fitaz liretimini ise 44 °C’de gerceklestirdigi bildirilmistir
(Sano vd., 1999).

4.3.2. Fitaz Uretimi Uzerine Baslangic pH’simin Etkisi

A. niger UA-D’nin maksimum fitaz enzimi trettigi baslangi¢ pH’sin1 belirlemek
i¢in, 500 mL’lik erlene 30 °C’de farkli pH’larda (pH 2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0,
5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) 100 mL fitaz tiretim ortami eklenip, 10 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru agirliklar1, ortamin pH’s1 ve fitaz aktiviteleri
tayin edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da goriilmektedir. A. niger
UA-D fungusundan en iyi enzim fiiretimi pH 5.0’de gergektigi belirlendi, pH
9.0’da ise hiicre gelisimi gézlenmedi.

Mikroorganizmalar ortam pH’sindan etkilenirler. Gelisim i¢in ortamim minimum
ve maksimum pH araliklar1 funguslarda, bakterilere gore daha genistir. Cogu
mikroorganizma, en iyi gelisimi ndtral pH civarinda gosterirler. Funguslar genelde
hafif asidik kosullari tercih ederler. Gelisim devam ettikce mikroorganizmalarin
metabolik faaliyetleri sonucu ¢evrelerindeki pH degismekte ve degisen pH, tirliniin
olusumunu ve stabilitesini etkilemektedir (Hogg, 2005).
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Sekil 4. 6. Fitaz tiretimi {izerine baslangi¢ pH’sinin etkisi
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Tablo 4. 11. Fitaz iiretimi iizerine baslangi¢ pH’sinin etkisi

Hacimsel Kuru Spesifik

pH | Aktivite x | ABrEK | Adivite Final | x
(U/mL) (mg/mL) | (U/mghiicre) pH
(ORT.£S.H,) (ORT.£S.H.)

2.00 1.40+0.04 |a 0.2058 6.80+0.04 | 3.56 a

3.00 | 151.63+3.58 | b 0.2198 689.85+3.58 | 4.07 b

3.50 | 223.50+8.88 |c 0.2702 827.16+8.88 | 3.83 c

400 |261.46+2.68 |d 0.3445 75896 +2.68 | 4.11 d

450 | 294.16+5.57 |e 0.3340 880.72+5.57 | 457 e

500 |332.41+1.24 |ef |0.3373 891.18+1.24 | 3.88 ef

550 | 160.29+5.64 | b 0.2778 577.00+5.64 | 4.91 g

6.00 | 157.03+7.23 | b 0.2989 52536+ 7.23 | 5.67 h

7.00 87.10+2.06 |g 0.2981 292.18+2.06 | 5.55 1

8.00 84.77+6.61 |g 0.3193 265.49 + 6.61 4.85 1

9.00 0.00+0.00 |h 0.0000 0.00+0.00 | 9.00 j

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

olarak 6nemlidir (p < 0.05).

A. niger UA-D en az gelisimi pH 2.0 ve 3.0’de gosterdi. Her iki pH degerin de
benzer Olgiide gelisim gostermelerine ragmen, pH 2.0°de enzim iretimi
belirlenemeyecek kadar az miktarda gerceklesti. A. niger UA-D pH 9.0°da 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. Enzim {iretimi fungus gelisimine paralel bir
artis gosterdigi belirlendi. Enzim {retimi pH 5.0 ve fizerindeki degerlerde
gergeklesse de enzimin bu pH araliklarinda stabil olmamasindan dolayi, enzim
aktivitesinin saptanamadigi disiiniilmektedir. Fungus pH’s1t 5.0 olan ortamda
gelistirildiginde 891.18 U/mg ile en iyi enzim iiretimi elde edildi Maksimum
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enzim iretimi ve fungus gelisimi pH 5.0’de (332.41 U/mL) saptanmis olmasina
ragmen, pH 4.5 ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulunmadi.
Calismamizda elde edilen sonuglar, Aspergillus sp. 307 ile yapilan galigmanin
sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Aspergillus sp. 307°de ortam baslangi¢
pH’sinin 3.0-5.0 araliginda oldugu kosullarda hiicre gelisimi ve enzim tretimi
paralellik gostermistir. Fitaz enzimi {iretimi i¢in pH 3.0-5.0 araligimin, pH 5.0’in
tizerindeki degerlerden daha elverisli oldugu bildirilmistir. Maksimum fitaz
iiretiminin ise baglangic pH’sinin 5.0 oldugu kosullarda elde edilmistir (Gargova
vd., 1997; Gargova ve Sariyska, 2003). Lee vd. (2005) maksimum fitaz aktivitesi
icin en uygun baslangi¢ pH’sinin 5.0 oldugunu, pH 5.0-7.0 araliginda rdlatif olarak
yiiksek fitaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Fitaz {iretimi i¢in kiiltiir
ortaminin en uygun baslangi¢c pH’sinin Aspergillus niger var teigham i¢in pH 6.5
(Vats ve Banerjee, 2002), Aspergillus sp. 5990 igin pH 6.0 ve 7.0 ( Kim vd.,
1999), Pichia anomala i¢in pH 7.0 (Vohra ve Satyanarayana, 2001), Aspergillus
niger i¢in pH 3.0 (Volfova vd., 1994) ve Aspergillus niger ST-6 i¢in pH 6.0 (Tahir
vd., 2010) olarak bildirilmistir.

4.4. Aspergillus niger UA-D’nin Biiyiime Egrisi

A. niger UA-D’nin zamana bagli gelisimini ve en iyi fitaz iiretim zamanini
saptamak i¢in, 10 giin boyunca 24 saatlik periyotlar ile biyokiitle, pH ve enzim
aktivitesi Ol¢iimleri yapildi, elde edilen degerler Tablo 4.6’da verildi.

A. niger UA-D belirlenen optimum pH ve sicaklikta gelistirildiginde hiicre
gelisimi 1. giinde en diisiik seviyede elde edildi ve siireye bagli olarak gelisimin
arttig1 gézlendi. Dolayisiyla elde edilen biyokiitle miktar1 gelisime bagl olarak 5.
giine kadar artmaya devam ettigi gozlendi (Sekil 4.7). Biyokiitle miktarinda 6. ve
7. giinlerde maksimum giine gore bir diisiisiin oldugu, ardindan sabitlendigi ve 7.
giinden itibaren ciddi bir azalmanin oldugu goézlendi.

Baslangicta pH’s1 5.0 olan ortam, 1. giinden itibaren azalmaya baglamis, hatta
enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu 7. giine kadar pH 2.80-3.50 arasinda oldugu
belirlendi. Enzim tiretiminin maksimum oldugu 7. giinde ise, pH’nin birden arttig1
ve pH 4.48’¢ ulastig1 saptand1 (Sekil 4.8).
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Enzim aktivitesinde ilk 3 giinde tespit edilen artiglar arasindaki fark, istatistiksel
olarak &nemsiz bulundu. Inkiibasyonun 4. giiniinden itibaren enzim aktivitesi
artarak 7. giinde maksimum degere ulasti ve Olgiilen diger degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli bulundu (Sekil 4.7). Maksimum degere ulastigi 7.
giinden sonra enzim aktivitesinde bir diisiis gozlendi. Ancak, 7. ve 8. giinler i¢in
elde edilen degerler istatistiksel olarak énemsizdir. Bu aktivite kaybiin ortamdaki
proteazlarin aktivitesinden kaynaklandigir disiiniilmektedir. Ayni1 zamanda
enzimin ortama salindiktan sonra, 3 giin boyunca aktivitesinin biiyiik bir kismini
koruyabilmesinin, inkiibasyon ortaminin pH’sinda (4.3-4.5) stabil oldugu ve
ortamdaki proteazlara karsi direncinin yiiksek olmasi ile agiklanabilir.

Tablo 4. 12. Aspergillus niger UA-D’nin biiyiime egrisi

Inkiibasyon Biyokiitle Hacimsel Aktivite Final X

Siiresi (mg/mL) (U/'mL) pH

(giin) (ORT. £ S.H.)
1 0.0100 483+ 1.37 4.80 a
2 0.3042 8.87+ 0.33 3.04 a
3 0.4546 3823+ 1.25 2.89 a
4 0.5917 198.18 = 3.28 2.80 a
5 0.6558 92496 + 3.68 2.84 b
6 0.6087 1603.24+ 1.12 3.50 c
7 0.6019 2331.71 +22.60 4.48 e
8 0.4703 1996.35+ 8.85 4.33 e
9 0.3700 1805.35+ 9.73 4.35 f
10 0.2517 171493 £13.63 4.10 f

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkl1 harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel

olarak énemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4. 8. A. niger UA-D’nin gelisimi ile kiiltiir ortaminindaki pH ve biyokiitle
degisimi

A. niger UA-D’nin zamana bagli gelisimi incelendiginde hiicrenin ortama

adaptasyon zamani olan 1. glinde lag fazinda olup biyokiitle ve enzim iiretimi en

diisiik seviyededir. Hiicrenin gelisimi ve gerekli metabolitleri meydana getirmesi

icin kendini hazirladig1 bu evre, inokulasyon miktarina baghdir (Hogg, 2005).

Inkiibasyon zamanina bagli olarak 2. ve 5. giinlerde log faz1 meydana gelerek



98

biyokiitlede artis, bu siire icerisinde devam ettigi goriildii. Inkiibasyonun 6. ve 7.
giinlerinde ise durgunluk fazina girerek biiyiime durmus, ortamda besin
kaynaklarinin azalmasina da bagli olarak, hiicreler 6liim fazina gegerek lizize

ugradiklar gozlendi.

Kiiltiir ortaminin pH’s1 lag fazinda baslangic pH’sina yakin degerdedir. Fakat
enzim aktivitesinin maksimum oldugu giline kadar biyokiitle arttikca, kiiltiir
ortaminin pH’sinda azalma meydana gelmistir. Benzer sonuglar Tseng vd. (2000)
tarafindan Penicillium simplicissimum W46 susunun inkiibasyonu sonucu elde
edilmistir. Bu susun 5 giin inkiibasyonu boyunca kiiltiir ortaminin pH’sinin 3.0’e
kadar diistigii bildirilmis, pH degerlerindeki bu diisiisiin hiicrelerin gelisimi

siiresince tiretilen organik asitten kaynaklandigi belirtilmistir.

Calismamizda enzim aktivitesi hiicre gelisiminin azalmaya basladigi, enerji ve
besinin sinirlt oldugu durgunluk fazinin son safhasinda, maksimum seviyeye
ulastigr goriildii. Fitaz enziminin logaritmik fazda sentezlenmemesi hiicrenin
gelisimi sirasinda fitaz enzimine ihtiyag duymamasi ya da bazi besinlerin ortamda
siirl olmasina yanit olarak sentezlenebilecegi diisiiniilmektedir (Choi vd., 2001).
Greiner vd. (1997) fitaz sentezinin fosfatin sinirli oldugu kosullarda stimiile
edildigini bildirmislerdir. Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde
Bacillus sp. KHU-10 inkiibasyondan 5 giin sonra (Choi vd., 2001), Candida krusei
inkiibasyonundan 24 saat sonra (Quan vd., 2001), Selenomonas ruminantium
inkubasyonundan 12 saat sonra (Yanke vd., 1999) durgun fazda fitaz enzimi
maksimum aktiviteye ulagsmistir. Escherichia coli (Greiner vd. 1993) ve Klebsiella
terrigena (Greiner vd. 1997) da fitaz enzimini durgun fazda tiretmislerdir. Fakat
durgun fazin disinda B. subtilis (natto) (Shimizu, 1992) ge¢ logaritmik fazda,
Sporotrichum thermophile (Singh ve Satyanarayana, 2008) logaritmik fazda fitaz

enzimini tiretmislerdir.
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4.5. Fitazin Saflagtirilmasi

Fitazin saflagtirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel kromatografisi, iyon
degisim, hidrofobik etkilesim ve affinite kromatografisi ve RPHPLC yaygin
kullanilan biyokimyasal tekniklerdir (Dvotédkova, 1998).

Enzimin saflagtirma islemine geg¢ilmeden 6nce Aspergillus niger UA-D susu
optimum tretim kosullarinda gelistirildi. Hiicre disi enzim oldugu i¢in, kiiltiir
ortamu stiziildiikten sonra elde edilen siiziintii “Ham ekstrakt” olarak adlandirildi.
Ham ekstrakt sirastyla amonyum siilfat c¢oktiirmesi, diyaliz, iyon degisim
kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi islemlerinden gegirilerek
saflagtirildi. Saflagtirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite ve protein
tayinleri standart kosullar altinda gerceklestirildi. Saflastirma basamaklarinda elde
edilen fraksiyonlar PAGE ve SDS-PAGE ile gorintilendiginde enzimin
saflastirildigr goriildii, daha sonra ise, standart proteinler kullanilarak enzimin
molekiil agirlig1 belirlendi.

Saflagtirma islemlerinin ilk basamaginda yaklagik % 80’inde ¢Oktiirme islemi
uygulanmakta ve bu amag¢ i¢in en c¢ok amonyum siilfat tuzu (% 80)
kullanilmaktadir. Saflagtirma islemlerinde ¢oktiirme ile deristirmenin ardindan
kromatografi adimlarina gegilir. Bu amagla en ¢ok iyon degisim (% 67), jel
filtrasyon (% 60) ve hidrofobik etkilesim (% 18) kromatografileri kullanilmaktadir
(Saxena vd., 2003).

4.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Kiiltiir ortami siiziildikten sonra elde edilen ham ekstrakt amonyum siilfat
coktiirme denemeleri i¢in kullanildi. Ham ekstrakt igin ayr1 ayr1 % 0-40, % 40-60,
% 60-80, % 80-95 araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapildi (Tablo 4.7).

Buna gore % 80-95’lik ¢oktiirmeden elde edilen enzimin saflagtirma katsayisi 1.6,
spesifik aktivitesi 8848 U/mg protein ve % verimi 34 olarak bulunmus olup, diger
konsantrasyonlardaki ¢oktiirmelerden yiiksek oldugu icin, bundan sonraki
asamalarda % 80-95’1ik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve elde edilen pellet
20 mM asetat tamponuna kars1 36 saat diyaliz edildi. Diyalizat bir sonraki
saflagtirma adimi1 olan DEAE Sefaroz CL-6B kolonuna uygulandi.



Tablo 4. 13. Amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklari

100

Fraksiyonlar Total Total Aktivite Total Protein Spesifik Aktivite | Saflagtirma Verim (%)
Hacim (mL) | (U/mL) (mg/mL) (U/mg) katsayisi
(ORT. = S.H.) (ORT. = S.H.)

Ham enzim 250.00 57198.00 + 126.05 | 10.5+1.13 5447 1 100

% 40 (% 0-40) 7.50 272.78 £ 12.67 1.04 +£0.12 262 0.048 0.48

% 60 (% 40-60) 7.50 283.28 £ 09.23 0.37£0.01 758 0.14 0.5

% 80 (% 60-80) 7.00 2177.77 £45.78 1.03 £0.04 2116 0.39 3.8

% 95 (% 80-95) 12.00 19536.00 + 67.45 2.21+0.89 8848 1.6 34




Tablo 4. 14. A. niger UA-D fitazinin saflastirma adimlari

Fraksiyonlar Total Total Aktivite | Total Protein Spesifik Saflagtirma Verim (%)
Hacim (U/mL) (mg/mL) Aktivite katsayisi
(mL) (ORT. +S.H.) | (ORT. £ S.H.) (U/mg)

Ham enzim 250 57198 + 126 10.5+1.13 5447 1 100

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 12 19536 + 67 2.21+£0.89 8848 1.6 34

(% 80-95)

DEAE Sefaroz CL-6B 4320 +98 0.127 £0.02 34016 6.25 7.6

Fenil Sefaroz CL-4B 1494 + 62 0.00375£0.12 398400 73 2.6

T0T
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4.5.2. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.9’da 6zetlendi. Kolon dolgu
maddesi olarak DEAE Sefaroz CL-6B kullanildi. Kolon 6nce 20 mM asetat
tamponu (pH 4.5, 4°C) ile dengeye getirildi. Kolon 6nce baglanmayan proteinlerin
uzaklastirilmast i¢in 20 mM asetat tamponu (pH 4.5, 4 °C) tampon ile yikandi.
Daha sonra kolona baglanan proteinlerin kolondan ¢ikarilmasi igin iyon siddeti
arttirilarak NaCl (0-1 M) ile linear gradient yapildi. Tuz gradientinin 0.66-0.78 M
derisimlerine karsilik gelen 58. ve 60. fraksiyonlarda protein derisim ve enzim
aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Bu yiiksek fraksiyonlar
birlestirilerek enzim aktivitesi Ol¢iildiigiinde kolondan enzimin % 7.6 verimle,
6.25 kat saflastirilarak elde edilgi saptand.

4.5.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.10’da 6zetlendi.
Kolon dolgu maddesi olarak Fenil Sefaroz CL-4B kullanildi. Kolon 6nce 2 M
(NH,),SO, igeren 20 mM asetat (pH 4.5, 4°C) tamponu ile dengeye getirildi.
DEAE Sefaroz CL-6B kolonundan elde edilen aktif fraksiyonlara da 2 M
(NH,),SO, eklendi ve kolona uygulandi. Kolon 6nce baglanmayan proteinlerin
uzaklagtirtlmasi igin 2 M (NH,),SO, igeren tamponla yikandi. Daha sonra kolona
2-0M (NH,),S0O, ters tuz gradienti uygulanarak baglanan proteinlerin ve fitaz
enziminin kolondan ¢ikmasi saglandi. Gradientin sonuna dogru protein ve enzim
¢ikismin oldugu goriildii. Gradientin ardindan kolonda protein ¢ikisi diisene kadar
tuz igermeyen tamponla yikanmaya devam edildiginde enzimin biiyiik kisminin

gradientin bitiminde kolondan ¢iktig1 goriildii.

Yapilan 6n hidrofobik etkilesim kromatografisi c¢alismalarinda disik tuz
konsantrasyonlarinda enzimin kolona hi¢ baglanmadigi goriildii. Bu durum enzim
yiizeyinde mevcut hidrofobik alanlarin ¢ok az oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica,
amonyum siilfat ¢ktiirme ¢alismalarinda da, enzimin yiiksek doygunluktaki tuz
konsantrasyonlarinda ¢okmesi de bu durumu desteklemektedir. Bu nedenle,
yiiksek tuz konsantrasyonlari denenerek enzimin kolona baglanmasi saglandi.
Kolona enzimin baglanmasi ile ters tuz gradienti uygulayarak kolondan 6rnegin
¢ikisinin derecelendirilmesi saglanarak enzim saflastirildi.
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Protein fraksiyonlarinda enzim aktivitesi Olciildiigiinde 53. fraksiyonda enzim
aktivitesi diger fraksiyonlara gore yiiksek bulundu ve bu fraksiyonun enzim
aktivitesi olglildiigiinde enzimin % 2.6 verimle, 73 kat saflastirildign saptandi.
Fraksiyonun SDS-PAGE goriintiisinde tek bant elde edilerek enzimin
saflastirildigr kanitlandi. Hidrofobik etkilesim kromatografisinden elde edilen bu
fraksiyon karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanildi.

4.6. Aspergillus niger UA-D Fitazinin Karakterizasyonu

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

Enzimin safligin1 ve molekiil agirhgimi saptamak i¢in PAGE ve SDS-PAGE
yapildi. Protein saflagtirma adimlarimi izlemek igin PAGE yapildiginda her
saflagtirma adiminda protein bantlarimin sayisinin gittikge azaldigi goriilmektedir
(Sekil 4.11). En son adim olan Fenil Sefaroz CL-6B kolonunda ¢ikan 6rnekte tek
protein bandi goriildii. Boylece elde edilen fraksiyonun sadece fitaz enzimi
icerdigi ve ham ekstrakttan cesitli yontemler kullanilarak fitaz enziminin
saflastirildigr kanitlandi. Saflastirilan enzimin molekiil agirligini1 ve iki veya daha
fazla alt birimden olusup, olusmadigini saptamak i¢in SDS-PAGE yapildiginda
enzimin tek bir alt birimden olustugu goriildii (Sekil 4.12).

Protein standartlarinin Rf degerleri ile molekiil agiliklarinin logaritmasi alinarak
standart grafigi ¢izildi (Sekil 4.13). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi
y= -1.133x + 5.2935, tamamlayicilik katsayis1 R*= 0.9925 bulundu. Bu
denklemden yararlanarak enzimin molekiil agirligi hesaplandi. Buna gore fitazin
molekiiler agirligi yaklasik olarak 64.57 kDa olarak hesaplandi.
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H.E. D. DEAE F.S.

Sekil 4. 11. Saflastirma adimlarinin PAGE goriintiileri
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Sekil 4. 12. Saflagtirma adimlarinin SDS-PAGE goriintiileri

(S: Standart, 205 kDa miyozin, 116 kDa B-galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66
kDa albumin, 45 kDa albumin, 29 kDa karbonik anhidraz, S:Standart, H.E.: Ham
enzim, D: Diyalizat, DEAE: DEAE Sefaroz, F.S.: Fenil Sefaroz)
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Sekil 4. 13. SDS-PAGE protein standart egrisi

Izole edildikleri kaynaklara bagl olarak fitazlar molekiiler agirhig 35-700 kDa
arasinda degismektedir (Liu vd., 1998). Filametli funguslardan izole edilen
fitazlarin molekiiler agirliklari ise genelde 70-100 kDa arasindadir (Wodzinski ve
Ullah, 1996; Casey ve Walsh, 2003). Klebsiella aerogenes’den izole edilen fitaz
enzimi aligtlmisin disinda 10-13 kDa’luk kisa peptidden olugmaktadir (Liu vd.,
1998). Bakteriyel fitazlar genelde funguslardan elde edilen fitazlara gére daha
kiictik molekiiler agirliga sahiptir. Fungal fitazlarin 6ngoriilen molekiiler agirliklari
genelde 50 kDa iken, deneysel sonuglarda elde edilen verilerin 65-70 kDa arasinda
olmasi1 fungal fitazlarda glikozilasyonun gostergesidir (Choi vd., 2001; Golovan
vd., 2000; Han vd., 1999; Kerovuo vd., 1998; Rodriguez vd., 2000). Rhizopus
oligosporus ATCC 22959 fitazinin enziminde karbohidrat igeriginin % 30.5
oldugu bildirilmis, molekiiler agirligi 124 kDa olarak saptanmistir (Casey ve
Walsh, 2004). Aspergillus niger NRRL 3135 dogal fitazinin % 27’sini karbohidrat
iceriginin olusturdugu bildirilmistir (Ullah vd., 1994). Calismamizda A. niger UA-
D fungusundan elde edilen fitazin molekiiler agirligi, 66 kDa molekiiler agirliga
sahip Aspergillus niger van Teighem fitazi ile benzerlik gostermektedir (Vats ve
Banerjee, 2005). Ancak, 68 kDa molekiiler agirliga sahip dimerik Aspergillus
niger NRRL 3135 fitaz1 (Ullah ve Phillippy, 1988; Ullah ve Sethumadhavan 1998)
ve 60 kDa molekiiler agirliga sahip dimerik Aspergillus oryzae fitazi (Shimizu
1993) ile farklilik gostermektedir. Yaptigimiz calismada enzimin karbohidrat
kalintis1 igerip icermedigi saptanmamustir. Daha sonra yapilacak calismalarda

karbohidrat igeriginin ve jel filtrasyon kromatografisi ile dogal enzimin molekiiler
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agirhigimin belirlenmesi diisiiniilmektedir. Boylece enzimin monomerik veya iki ya
da daha fazla es alt birimden olusup olusmadigi kesin olarak belirlenebilecektir.

4.6.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Ham fitaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin sonuglart Tablo 4.9 ve Sekil
4.14’de sunuldu. Enzim aktivitesi 5 °C’de en diisiik degerde (3.94 + 0.21) olup,
sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir sekilde artarak 60
°C’de maksimum seviyeye (40.92 + 0.35) ulastig1 belirlendi. Sicakligin daha {ist
seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitenin hizla diistiigi goriildi. 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, 45, 50, 65, ve 70 °C’lerde aktivite degisimi
optimum aktivitenin sirastyla % 83, 81, 70 ve 29’unu gosterdigi belirlendi.

Tablo 4. 15. A. niger UA-D ham fitaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Sicakhk (°C) | Hacimsel Aktivite % Aktivite

(U/mL )

(ORT. + S.H.) X
5 3.94+£0.21 a 9.63
10 4.18+0.19 a 10.22
15 8.76 + 0.34 b 21.41
20 1041+1.11 c 25.44
25 1491+ 041 d 36.44
30 21.51+£0.19 e 52.57
35 24.49 £ 0.24 e 59.85
40 27.46 £0.27 f 67.11
45 33.95+0.66 g 82.97
50 33.34+£0.60 g 81.48
55 33.85+0.44 g 82.72
60 40.92 +0.35 h 100.00
65 28.53 +£0.55 f 69.72
70 11.70 £ 0.50 c 28.59

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

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar
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Sekil 4. 14. Ham A. niger UA-D fitazinin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Saf fitaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin sonuglari Tablo 4.10 ve Sekil
4.15’de sunuldu. Enzim aktivitesi 15 °C’de en diisiik degerde (313.06 + 14.07)
olup, sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir sekilde
artarak 70 °C’de maksimum seviyeye (3117.60 £+ 41.82) ulastigr belirlendi.
Sicakligin daha st seviyelere ylikseltilmesiyle, aktivitenin hizla distiigli goriildd.
70 °C’deki maksimum enzim aktivitesi ile diger tiim sicakliklardaki enzim
aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak Snemlidir (p<0.05). Maksimum
enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde, 50, 60, 75 ve 80 °C’lerde optimum
aktivitenin sirasiyla % 39, 45, 71 ve 32’ini gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4. 15. A. niger UA-D fitazinin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi
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Tablo 4. 16. A. niger UA-D fitazinin aktivitesi izerine sicakligin etkisi

Sicakhik (°C) Hacimsel Aktivite X % Aktivite

(U/mL)

(ORT. + S.H.)
15 313.06 + 14.07 a 10.04
20 373.88+ 7.07 a 11.99
25 38443+ 7.82 a 12.33
30 537.71 £21.26 b 17.25
35 648.13 +£17.90 c 20.79
40 993.51 £25.76 d 31.87
45 1126.52 +30.23 e 36.13
50 1240.06 £ 4.52 f 39.78
55 1353.00 £ 29.81 g 43.40
60 1410.00 £ 28.25 gh 45.23
65 1794.00 £ 27.54 1 57.54
70 3117.60 = 41.82 j 100.00
75 2233.58 £51.79 ek 71.64
80 99757+ 17.02 bl 32.00
85 391.73+ 8.43 am 12.57

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

X: Ayn siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar

Ham enzim ile saf enzim arasindaki optimum sicaklik 60 ve 70 °C olarak farkli
sicaklik degerlerinde elde edilmistir. Bunun sebebinin ham enzim c¢ozeltisinde
fitaz enzimi digindaki diger proteaz enzimlerinin fitaz enzimi {izerine etkisi veya
ortamda bulunan diger organik veya inorganik molekiilerin enzim aktivitesini

azalttig1 diisiintilmektedir.

Fitazlarin genelde optimum sicakliklar1 45-60 °C arasinda olmasina ragmen, 50-70
°C arasinda sicakliklarda da yiiksek aktivite gosterirler (Vats ve Banerjee, 2004).
Bacillus sp. DS11 (Kim vd., 1998), Mucor indicus MTCC 6333 (Gulati vd.,
2007b), Aspergillus terreus (Yamamoto vd., 1972), Swanniomyces occidentalis
(Matsui vd., 2000), Rhizomucor pusillus (Chadha vd., 2004) ve T. lanuginosus
TL-7 (Gulati vd., 2007c)’den elde edilen fitazlarin maksimum aktiviteleri 70 °C’de
oldugu saptamis olup, ¢calismamizda kullanilan fitazla benzerlik gostermektedir.
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A. niger UA-D fitazimin optimum sicaklik degeri, optimum aktivitesini 40 °C’de
gosteren Pseudomonas syringae MOK1 (Cho vd., 2003), Bacillus sp. KHU-10
(Choi vd., 2001) ve Candida krusei WZ-001 (Quan vd., 2002) fitazlarindan, 50
°C’de gosteren Aspergillus sp. L117 (Lee vd., 2005), Aspergillus ficuum (Liu vd.,
1999), Aspergillus oryzae (Shimizu, 1993), Aspergillus niger SK-57 (Nagashima
vd., 1999), Aspergillus niger NCIM 563 (Soni ve Khire, 2007) fitazlarindan, 60
°C’de gosteren Pichia anomala (Vohra ve Satyanarayana, 2002), Aspergillus niger
(Thyagarajan vd., 2010) ve Cryptococcus laurenti ABO 510 (Staden vd., 2007)
fitazlarindan daha yiiksektir. Buna karsin maksimum aktivitelerini daha yiiksek
sicakliklarda gosteren fitazlar da mevcuttur. Arxula adeninivorans (Sano vd.,
1999) ve Aspergillus oryzae AK9 (Chantasartrasamee vd., 2005) fitazlar1 optimum
aktivitelerini 75 °C’de, Schwanniomyces castelli (Segueilha vd., 1992) 77 °C’de,
Aspergillus caespitosus (Cao vd., 2007) 80 °C’de gosterdigini bildirmislerdir.

4.6.3. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Fitazin stabilitesi ilizerine sicakligin etkisi ile ilgili sonuclar Tablo 4.11-4.12 ve
Sekil 4.16-4.17°de sunuldu. Fitaz enziminin 25 °C’da ilk 30 dakikada aktivitesinin
% 98’ini korudugu ve 8. saate kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak &nemli olmadig1 goriildii (p>0.05). Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren
enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak azalma gdstermesine ragmen, 24

saat sonra aktivitesinin % 87’sini korudugu saptandi.

Fitaz enziminin 37 °C’da 30 dakikadan baslayarak 24 saate kadar inkiibasyonu
sonucu elde edilen sonuglar 25 °C’da elde edilen sonucglar ile paralellik
gostermektedir. Fitazin ilk 30 dakikada aktivitesinin % 96’sm1 korudugu ve 8.
saate kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi
goriildii (p>0.05). Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren enzim aktivitesi kontrole
gore istatistiksel olarak azalma gostermesine ragmen, 24 saat sonra aktivitesinin %

86’s1n1 korudugu saptandi.

Fitaz enzimi 60 °C’da inkiibasyonunda ilk 10 dakikada aktivitesinin % 95’ini
korudugu ve 10. dakikaya kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadigi gériildii (p>0.05). Inkiibasyonun 15. dakikasindan itibaren
inklibasyonun 3. saatine kadar enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
azalma gostermesine ragmen, baslangic aktivitesinin % 90’mndan fazlasim

korudugu belirlendi. Enzim aktivitesi inkiibasyonun 4. ve 8. saatlerinde kontrole
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gore istatistiksel olarak azalma gostermis ve baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 84
ve 83’iinli korumustur.

Fitaz enzimi 70 °C’da inkiibasyona birakildiginda ilk 5 dakikada aktivitesinin %
96’sm1 korudugu ve 5. dakikaya kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak dnemli olmadig1 gériildii (p>0.05). Inkiibasyonun 10. dakikasindan itibaren
inkiibasyonun 45. dakikasina kadar enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel
olarak azalma gostermesine ragmen, baslangic aktivitesinin % 85’inden fazlasin
korudugu belirlendi. Enzim aktivitesi inkiibasyonun 1. ve 2. saatlerinde kontrole
gore istatistiksel olarak azalma gostermis ve baslangic aktivitesinin sirasiyla % 81
ve 76’sim1 korumustur. Enzim, inkiibasyonun 3., 4. ve 8. saatlerinde baslangic
aktivitesinin sirasiyla % 72, 70 ve 63’{inii korumustur.

Fitaz enzimi 80 °C’da inkiibasyona birakildiginda ilk 5 dakikada aktivitesinin %
69’unu korudugu ve 5. dakikasindan itibaren kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugu goriildii (p<0.05). Enzim inkiibasyonun 10. ve
15. dakikalarinda baglangic aktivitesinin sirasiyla % 56 ve 20’sini korumustur.

Fitazlar genelde genis pH araliklarinda termostabildir (Dvofakova, 1998).
Termostabilite fitazlarin endiistriyel uygulamalar1 i¢in 6nemli bir kriter olarak
kabul edilir (Pandey vd., 2001). Ciinkii ticari yemler genellikle pellet formundadir
ve pelletleme islemleri sirasinda yiiksek sicaklik (60-80 °C) ve buhar kullanilir. Bu
islem sirasinda, tiim yem enzimlerinin 6nemli dl¢iide aktivite kaybin1 6nlemek i¢in
1siya dayanikli olmasi gerekir (Lei vd., 2007). Pelletleme islemlerinin yani sira
Salmonella gibi patojen mikroorganizmalarin yok edilmesi i¢in, diinya ¢apinda
diizenlenen mevzuatlar geregi islem sicakliklarinin artmasi, yem endiistrisinde
kullanilan enzimlerde termal stabilite sorunlarinin yasanmasina neden olmustur
(Ullah ve Gibson, 1987). Bu sorun enzimlerin pelletleme islemi sonrasi ilave
edilmesi ile asilmaya calisilmis ve yem pelletlerinin lizerine enzimler sivi formda

puskiirtilmiistiir.

Calismamizda A. niger UA-D fitazinin 25 ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindan aktivitesinin % 85’den fazlasim korudugu saptandi. Enzim 60 °C’de 3
saatte aktivitesinin % 90’mi1, 70 °C’de ise, 1 saat aktivitesinin % 80’inini
koruyabilmistir. Enzim 80 °C’de ise, 10 dakikada aktivitesinin % 50’sini
koruyabilmistir. Elde edilen sonuglarimiz 1 saat inkiibe edildikten sonra, 40 °C’ye
kadar enzim aktivitesinin tamaminin, 50 °C’de aktivitesinin % 80’ini korurken 60
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°C’de ise, tamamen inaktive olan Klebsiella terrigena fitazindan (Greiner vd.,
1997) ve 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 daha yiiksek termal stabiliteye sahip oldugunu
gostermektedir (Nagashima vd., 1999). Quan vd. (2002) Candida krusei WZ-001
fitazim farkl sicakliklarda 1 saat inkiibe ettikten sonra enzimin 20 °C ve altindaki
sicakliklarda stabil oldugunu, 50 °C’nin iizerindeki sicakliklarda ise aktiviteyi
tamamen kaybettigini belirlemislerdir. Enzimin 30 pg/mL si8ir serum albiimini
varliginda 1 saat inkiibasyonun ardindan 40 °C’nin altindaki sicakliklarda oldukga
stabil oldugu, 50 °C’de aktivitesinin % 40’11 koruyabildigi belirlenmis ve 70
°C’de tamamen aktivitesini kaybetmistir. Bunun yaninda termal stabilitesi daha
yiikksek fitaz enzimleri de mevcuttur. Pasamontes vd. (1997) tarafindan 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 korudugunu bildirmislerdir. Kim vd. (1998) Bacillus sp. DS11
fitazinin 5 mM CaCl, varliginda inkiibasyonun ardindan, 90 °C’de 10 dakika
baslangig aktivitesinin % 50’sini, 70 °C’de ise aktivitesinin tamamini korudugunu
bildirmiglerdir. Casey ve Walsh (2003), A. niger ATCC 9142 fitazinin 80 °C’de
ticari fitazlardan daha termal stabiliteye sahip oldugunu bildirmislerdir. S.
thermophile fitazinin 60 °C’de 16 saat yarilanma 6mrii ile 5 saat inkiibasyonun
ardindan aktivitenin tamamini korudugu ve 80 °C’de ise yarilanma émriiniin 90

dakika oldugunu bildirmislerdir (Singh ve Satyanarayana, 2009).
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Sekil 4. 16. A. niger fitazinin 25 ve 37 °C’deki sicaklik stabilitesi



114

120
100
€ g0 A
&
=
g 60 —4—60°C
= —m—70°C
= 40
x 80°C
20
0 T T T T T 1
100 200 300 400 500 600
Zaman (dk)
Sekil 4. 17. A. niger fitazinin 60, 70 ve 80 °C’deki stabilitesi
Tablo 4. 17. A. niger fitazinin 25 ve 37 °C sicaklikta stabilitesi
25 °C Sicakhk 37 °C Sicakhk
) Hacimsel X | % Hacimsel X | %
Inkiibasyon Aktivite Aktivite | Aktivite Aktivite
Siiresi (UImL) (UimL)
(ORT. = S.H.) (ORT. + S.H.)
Kontrol 890.51 +£39.25 a | 100 618.98+ 292 a 100
30 dk 877.80 £ 10.68 a | 98.57 596.42 + 6.38 a 96.36
1 saat 863.20+17.14 a | 96.93 591.56 + 8.48 a | 9557
2 saat 854.12 +26.80 a | 95.91 585.39 £ 12.25 a |94.57
3 saat 834.81 £28.25 a | 93.75 585.01 £11.47 a 9451
4 saat 830.96 + 28.88 a | 93.31 582.95+ 3.68 a 94.18
8 saat 826.07 £18.01 a | 92.76 575.11 £ 5.84 a 92.91
16 saat 79599+ 6.38 b | 89.39 552.83 £ 8.28 b |89.31
24 saat 782.13+ 2.45 b | 87.83 53492+ 6.33 b | 86.42

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

X: Aym stitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0.05).




Tablo 4. 18. A. niger fitazinin 60, 70 ve 80 °C sicaklikta stabilitesi

inkiibasyon 60 °C Sicakhik 70 °C Sicakhk 80 °C Sicaklik

éakl;lam Hacimsel Aktivite | x % N Hacimsel Aktivite X % N Hacimsel Aktivite | x % N
(U/mL) Aktivite | (U/mL) Aktivite | (U/mL) Aktivite
(ORT.  S.H.) (ORT. £ S.H.) (ORT. + S.H.)

Kontrol 806.53 = 1.12 a | 100 883.72 + 1.46 a | 100 362.85 + 12.50 a 100

5 785.44 + 1.95 a | 9738 | 84834+0.93 a | 9600 | 252.39+11.04 b | 69.56

10 768.92 +0.78 a | 9534 |81336+1.12 b |9204 |20552+ 4.14 ¢ | 5664

15 765.64 = 0.73 b | 9493 | 77575+ 1.46 b |87.78 7413+ 197 d |2043

30 761.15 + 0.61 b | 9437 | 78443+1.07 b | 8876 2287+ 084 e 6.30

45 749.17 £ 1.81 b |9288 | 765.50+2.34 b | 86.62

60 74422 £ 0.06 b |9227 | 715801.90 ¢ | 81.00

120 74036 + 0.44 b |91.79 | 678.80+2.77 ¢ | 7681

180 737.74 + 1.65 b |91.47 | 643334097 d | 72.80

240 683.87 + 131 ¢ |8479 | 62035+0.20 d | 70.20

480 673.22 +2.19 ¢ |8347 | 563.76+3.20 e | 6379

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05).

qT1
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4.6.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin EtKisi

Ham fitaz aktivitesi iizerine pH’ nin etkisiyle ilgili sonuclar Tablo 4.13 ve Sekil
4.18’da gosterildi. Enzim aktivitesi pH 1.5°de en diisiikk degerde (2.03 + 0.07)
olup, pH’daki 0.5 birimlik artiglarla beraber, aktivite dogrusal bir sekilde artarak
pH 3.0’de maksimum seviyeye (162.56 + 8.18) ulastigt ve pH’nin daha iist
seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitesinin hizla diistigi gorildi. pH 7.5’ten
itibaren enzim aktivitesi Onemli bir diislis gosterdi. Enzimin pH 3.0’deki
maksimum aktivitesi ile diger tiim pH degerlerindeki aktiviteleri arasindaki fark
istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak
kabul edildiginde pH 2.5 ve 3.5 degerlerinde aktivite degisimi optimum aktivitenin
strasiyla % 68 ve 87’ini gosterdigi belirlendi.

Tablo 4.19. A. niger UA-D ham fitaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Hacimsel aktivite % Aktivite
pH (U/mL) X

(ORT. £ S.H.)
15 2.03+0.07 a 1.25
2.0 39.94+2.11 b 24.57
2.5 110.95 +20.67 c 68.25
3.0 162.56 £ 8.18 d 100.00
3.5 141.87 £3.47 e 87.27
4.0 92.30+8.01 fc 56.78
45 69.08 + 1.74 g 42.50
5.0 36.63 +£3.04 hb 22.53
55 4.03+0.10 a 2.48
6.0 3.54+0.04 a 2.18
6.5 1.42 £0.08 a 0.87
7.0 1.07 £0.07 a 0.66
75 0.75+0.03 a 0.46

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

X: Ayn siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki

fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4. 18. A. niger UA-D ham fitaz aktivitesi izerine pH nin etkisi

Fitaz aktivitesi lizerine pH nin etkisiyle ilgili sonuglar Tablo 4.14 ve Sekil 4.19°da
gosterildi. Enzim aktivitesi pH 1.5’de en diisiik degerde (268.45 + 30.00) olup,
pH’daki 0.5 birimlik artiglarla beraber, aktivitenin dogrusal bir sekilde artarak pH
3.0’de maksimum seviyeye (2036.50 + 43.27) ulastigi ve pH’nin daha {ist
seviyelere yiikseltilmesiyle, hizla distiigii goriildi. Enzim pH 7.5’ten itibaren
enzim aktivitesi onemli bir diisiis gosterdi. Enzimin pH 3.0’deki maksimum enzim
aktivitesi ile diger tiim pH degerlerindeki enzim aktiviteleri arasindaki fark
istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak
kabul edildiginde pH 2.5 ve 3.5 degerlerinde aktivite degisimi optimum aktivitenin
strastyla % 39 ve 88’ini gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4. 19. A. niger UA-D fitaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisi
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Tablo 4. 20. A. niger UA-D fitaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi

Hacimsel aktivite
pH (U/mL) X % Aktivite

(ORT. £ S.H.)
15 268.45 + 30.00 a 13.18
2.0 289.48 +13.05 a 14.22
2.5 791.56 + 34.67 b 38.87
3.0 2036.50 +43.27 c 100.00
3.5 1796.43 £ 9.03 d 88.21
4.0 1199.51 £ 27.63 e 58.90
4,5 668.29 + 4.05 f 32.82
5.0 479.32 +£17.03 g 23.54
55 313.87+ 1.40 a 1541
6.0 280.62 + 4.93 a 13.78
6.5 219.79+ 4.93 a 10.79
7.0 261.96 + 14.42 a 12.86
7.5 300.89 +10.35 a 14.77

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

fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0.05).

Fitazlar optimum pH degerleri pH 2.2-8.0 araliginda degismektedir. Mikrobiyal
fitazlarin ¢ogu oOzellikle fungus kaynakli olanlarin optimum pH’larn 4.5-6.0
araligindadir (Liu vd., 1998). Baz1 bakteri kaynakli fitaz enzimleri ise 6.5-7.5
deger araliklarinda optimum pH’ya sahiptir (Dvorakova, 1998). Optimum pH
degerlerinin genis pH araliginda degismesinin nedeni, farkli kaynaklardan izole
edilen enzimlerin stereospesifikligi ya da molekiiler konformasyonunun farkl
olmasi olabilir (Vats ve Banerjee, 2004).

Penicillium caseoicolum (Amano Pharmaceuticals, 1995) ve Cladosporium sp.
FP-1 (Quan vd., 2004),’den elde edilen fitazlarin maksimum aktivitelerinin pH
3.0’de oldugu saptanmis olup, c¢alismamizda kullanilan fitazla benzerlik
gostermektedir. Asidik kosullarda optimum aktivite gosteren pH 1.3 ile
Aspergillus ficuum NTG-23 (Zhang vd., 2010 ), pH 2.1 ile A. niger (Gargova vd.,
2006 ), pH 2.5 ile A. niger (Vats ve Banerjee, 2002), A. ficuum (phyB) (Ehrlich
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vd.,1993; Ullah vd.,1987), Aspergillus niger van Teighem (Vats ve Banarjee,
2005)’den elde edilen fitaz enzimleri de mevcuttur. Bunun yaninda optimum pH’s1
5.0-5.5 Aspergillus niger NRRL 3135 fitaz1 (Ullah ve Gibson, 1987), pH 2.7 ve
5.5 olan A.niger IIAn/8 fitaz1 (Skowronski, 1978), pH 5.0 olan A. niger 92
(Dvorakova vd., 1997), T. lanuginosus TL-7 (Gulati vd., 2007c), Aspergillus niger
NCIM 563 (Mandviwala ve Khire, 2000) fitaz1 ve pH 5.5 A. oryzae fitaz1
(Shimizu, 1993), pH 4.5 A. terreus fitaz1 (Yamada vd., 1968), pH 5.6 olan A.
carneus fitazi (Ghareib, 1990) ve pH 4.7 olan A. carbonarius fitazi1 (Al Asheh ve
Duvnjak, 1994) mevcuttur. A. niger SK57 fitaz1 caligmamizda elde edilen verilere
paralel olarak pH 7.0’dan sonra denature olarak aktivite kaybettigi bildirilmistir
(Nagashima vd., 1999).

Enzimin optimum pH’simin 3.0 olmasi, bu enzimin 6zellikle midede fitat hidrolizi
icin aktif olabilecegini gostermektedir. Bu sonu¢ enzimimizin endiistri agisindan
onemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, enzimin 6zellikle
fizyolojik pH aralig1 olan pH 2.0-6.5 arasinda aktiviteye sahip olmas1 énemlidir.
Cinkii enzimin pH’st 5.0-7.0 olan tiikiiriik salgisinda, midede (beslenme
durumunda pH 6.5, asit salgisinin uyarilmasi ile pH 3.5-4.5’e kadar diismektedir)
ve pH’s1 4.0-6.0 araliginda olan list duodenum kismlarinda fitat1 kolayca degrade
etmesi i¢in aktif olmasi gerekmektedir (Casey ve Walsh, 2004). Bu durumda
enzimin pH 2.0 ve 6.0 azda olsa aktiviteye sahip olmasi avantaj saglamaktadir.
Aktiviteye sahip olmasimin yaninda enzimin bu pH araliginda stabil olmasi1 da
istenilen diger bir parametredir.

4.6.5. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimin 25 °C’de inkiibasyonu siiresince belirli araliklarda 6érnekler alindi. Enzim
stabilitesi lzerine pH’nin etkisinin sonuglar1 Tablo 4.15 ve Sekil 4.20’da
gosterildi.
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Sekil 4. 20. A. niger UA-D fitaz stabilitesine pH’nin etkisi

Fitaz enziminin pH 1.5’de ilk 30 dakikada aktivitesinin % 94’iinii korudugu ve
kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 goriildi (p>0.05).
Fakat 30 dakikadan sonra elde edilen diger biitiin sonuglarin konrol ile arasindaki
farkin istatistiksel olarak onemli oldugu goriildii (p<0.05). Enzimin 3. ve 4.
saatlerde baslangi¢ aktivitesini sirasiyla % 87 ve 84’lini korudugu, aralarindaki
farkin ise istatistiksel olarak énemsiz oldugu goriildii. Inkiibasyonun 16. saatinde
aktivitesinin % 60 oraninda biiyiik Olglide koruyabilen enzimin 24. saatte
aktivitesinin % 70’ini kaybettigi goriildii.

Fitaz enzimi pH 2.0’da ilk iki saatlik inkiibasyon sonuglar1 pH 1.5 stabilite
calismasinda elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Fitazin ilk 30
dakikada aktivitesinin % 92’sini korudugu ve 30. dakikadan itibaren elde edilen
veriler ile kontrol arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriildii
(p<0.05). Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren enzim aktivitesinin % 75’inden
fazlasini, 24 saat sonra ise aktivitesinin % 59’unu korudugu saptandi.



Tablo 4. 21. A. niger UA-D fitaz stabilitesine pH’nin etkisi

pH 15 pH 2.0 pH 3.0 pH 4.0 pH 5.0
inkiibas | Hacimsel X % Hacimsel X % Hacimsel % Hacimsel X % Hacimsel o
yon Aktivite Aktivite | Aktivite (U/mL) Aktivit | Aktivite (U/mL) Aktivi | Aktivite Aktivite |AKtivite (U/mL) Aktivite
Zamam | (U/mL) (ORT. £ S.H.) e (ORT. +S.H.) te (U/mL) (ORT. +S.H.)
(ORT. £ S.H.) (ORT. + S.H.)

Kontrol 890.51 £39.25 |a 100 890.51 +39.25 a 100 890.51 +39.25 100 940.35+29.18 |a |100 940.35 £29.18 100
30dk 83341+ 6.62 |ab |93.59 824.01 + 245 b 92.53 877.80 + 10.68 98.57 |878.67+32.36 |a [93.44 873.32 £32.36 92.87

1 saat 780.54+ 195 |b 87.65 770.80 £ 25.30 bc |86.56 863.20+17.14 96.93 |891.65+16.06 |a [94.82 886.29 £ 16.06 94.25

2 saat 749.07 1692 |b 84.12 775.02 + 8.28 bc |87.03 854.12 £ 26.80 95.91 |865.04+57.94 |a |91.99 892.13 £11.69 94.87

3 saat 660.18 £37.39 |c 74.13 736.74+ 1.95 cd |82.73 834.81 +28.25 93.75 |875.10+£31.46 |a |93.06 899.27 +£24.83 95.63

4 saat 615.09+11.22 |c 69.07 685.81 £23.85 cd |77.01 830.96 + 28.88 9331 |908.19+ 297 |a |96.58 902.84 £2.97 96.01

8 saat 641.69 £46.24 |c 72.06 676.39 £27.41 d 75.95 826.07 + 18.01 92.76 |832.60+28.22 |a (8854 842.17 £24.74 89.56
16 saat 541.77+ 648 |d 60.84 678.80 + 2.77 d 76.23 795.99 £ 6.38 89.39 |772.22+10.85 bb [82.12 773.40 £10.85 82.25
24 saat 265.698 +6.81 |e 29.84 530.09 +10.94 e 59.53 782.13 £ 2.45 87.83 |742.48 + 3.51 c |78.96 635.77+ 6.48 57.61

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).

T¢1
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Fitaz enzimi pH 3.0’da ilk 30 dakikada aktivitesinin % 98’ini korudugu ve 8. saate
kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi goriildii
(p>0.05). Inkiibasyonun 16. saatinden itibaren enzim aktivitesi kontrole gore
istatistiksel olarak azalma goOstermesine ragmen, 24 saat sonra aktivitesinin %
87’sini korudugu saptandi.

Fitaz enzimi pH 4.0’da inkiibasyonuna birakildiginda ilk 4 saatte aktivitesinin %
96’sm1 korudugu, 8. saatte ise aktivitesinin % 85’den fazlasim1 korudugu ve 8.
saate kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli olmadigi
goriildii (p>0.05). Inkiibasyonun 16. saatinde itibaren enzim aktivitesi kontrole
gore istatistiksel olarak azalma gdstermesine ragmen, 16. ve 24. saatlerde sirasiyla
baslangic aktivitesinin % 82 ve 78’ini korumustur.

Fitaz enzimi pH 5.0’da inkiibasyonuna birakildiginda ilk 4 saatte aktivitesinin %
96’sm1 korudugu, 8. saatte ise aktivitesinin yaklasik % 90’1n1 korudugu ve 8. saate
kadar kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii (p >
0.05). Inkiibasyonun 16. saatinde itibaren enzim aktivitesi kontrole gore
istatistiksel olarak azalma gostermesine ragmen, 16. ve 24. saatlerde sirasiyla

baslangic aktivitesinin % 82 ve 57’ini korumustur.

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitazinin pH 3.0’den 5.0’¢ kadar
oldukga stabil oldugu, pH 2.0’de ise enzimin orijinal aktivitesinde % 20 kayip
oldugu belirlenmistir. Enzim pH 6.0 ve iizerindeki degerlerde ise aktivitesinin
tamamint  kaybetmistir (Wang vd., 2004). 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).

Klebsiella terrigena fitaz1 pH 7.5’in tizerindeki pH degerlerinde inaktif iken 3.0-
9.0 pH araliginda 4 °C’de 10 giin boyunca aktivite kaybetmemistir. Fakat pH 2.0
ve pH 1.0’de 24 saat inkiibasyonun ardindan baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 45
ve % 85’ini kaybetmistir (Greiner vd., 1997). Penicillium simplicissimum W46
fitaz1 optimum pH’1 4.0 olan enzimin pH 7.5 ve lizerindeki degerlerde ise inaktif
oldugu saptanmigtir. Enzimin pH 3.5-6.0 araliginda 7 gilin stabil oldugu
belirlenmistir. Candida krusei WZ-001 fitaz1 pH 2.0-5.0 araliginda aktivitesinin %
80’ini koruyarak stabil oldugu bildirilmistir (Quan vd., 2002). Kim vd. (2003)
Citrobacter braakii YH-15"in fitaz1 farkli tamponlarda 37 °C’de 7 giin boyunca
inkiibe edilen enzim pH 3.0-5.0 arasinda aktivitesinin % 50’den fazlasim
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korumustur. Aspergillus niger van Teighem fitaz1 pH 2.0-7.0 araliginda 24 saat
boyunca aktivitesinin tamamini koruyabilmistir (Vats ve Banerjee, 2005).

4.6.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda inkiibasyona birakildiklarinda ilk 30
dakikada enzim aktivitesi zamana bagli olarak dogrusal artmaktadir (Sekil 4.21 ve
Tablo 4.16). Ancak zamanin artis1 ile enzim aktivitesi dogrusalliktan sapmaktadir.
Bu nedenle standart enzim aktivite deneyleri 30 dakikalik inkiibasyonlarda
yapilmustir.

Tablo 4. 22. A. niger UA-D fitaz aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Zaman (dk) Inorganik Fosfat (umol/mL) X
(ORT. £S.H.)
5 246.79 + 25.46 a
10 352.31+19.39 ab
15 475.43 £22.50 bc
20 562.77 £ 10.54 c
30 743.07+ 1.69 d
45 1122.14+ 3.87 e
60 1302.19+ 9.72 e
75 1254.99 + 26.04 e
90 1627.25 + 69.84 f
105 1711.92 + 62,22 f
120 1694.40 + 16.74 f

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

arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p <0.05).



124

1800 -
1600
1400 -
1200 +
1000
800
600 -

inorganik Fosfat {pmol/fmL)

400 -
200

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (dk)

Sekil 4. 21. A. niger UA-D fitaz aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Enzim aktivitesinin 6l¢iilmesinde zaman 6nemli bir faktordiir. Reaksiyon hizi
belirli bir zamanda firetilen iiriin miktar1 ile belirlenir. Bu nedenle olusan iir{iniin
lineer oldugu bir noktada enzim aktivitesinin tayininin yapilmasi aktivite tayininin
dogru tespiti i¢cin Onemlidir. Calismamizda oOzellikle ilk 30 dk olusan iiriin
miktarinin zamana bagi olarak dogrusal olarak artmasindan dolay1 inkiibasyon
stiresi olarak se¢ilmistir. Ullah (1988) tarafindan Aspergillus ficuum ve Staden vd.
(2007) Cryptococcus laurentii ABO510 fitazinin aktivite tayininde inkiibasyon
stiresi 30 dakika olarak belirlenmistir. Pichia anomala fitazinin aktivite tayininde
ise inkiibasyon siiresi 15 dakika olarak optimize edilmistir (Vohra ve
Satyanarayana, 2004).

4.6.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Fitaz aktivitesi iizerine substratin konsantrasyonunun etkisi saptamak amaciyla,
0.1-1 M arasindaki konsantrasyonlarda sodyum fitat optimum sicaklik ve pH’da
(70 °C ve pH 3.0) belirlenen inkiibasyon siiresinde ortama ilave edilerek enzim
aktivitesi standart deney kosullarinda oOlgiildii (Tablo 4.17). Substrat
konsantrasyonunun 0.1 mM’dan 1mM’a kadar belli bir oranda artirilmasi ile
enzim aktivitesinin kademeli olarak arttigi goriildii. Substrat konsantrasyonuna
karst enzim aktivite grafigi ¢izildiginde enzimin Michaelis-Menten kinetigi
izledigi gorilmektedir (Sekil 4.22). Fitazin maksimum hizini (Vmax) Ve Michaelis-
Menten sabitesini (K.,) saptamak i¢in, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak Lineweaver-Burk
y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V’ye karsi
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1/[S] olarak ¢izildi (Sekil 4.23). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi ise, y
= 3.3217x + 0.0184 olarak, tamamlayicilik katsayisi (R?) ise 0.9948 bulundu.

Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vy = 0,0184 degerini
verdiginden, V. degeri 54.35 U/mL olarak hesaplandi. Dogrunun yatay ekseni
kestigi nokta ise, -1/Ky, = -0.00554 degerinde olup, K, degeri 180 uM olarak
bulundu.

Tablo 4. 23. A. niger UA-D fitaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun

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

100 193.19+ 3.80 a
111 205.84+ 0.00 a
125 221.41+ 0.49 ab
143 23552+ 1.75 ab
167 266.67+ 0.49 bc
200 294.89 + 4.69 bc
250 326.52+ 3.41 cd
333 362.53 £ 4.16 d
500 395.62+£19.71 d
1000 406.81 +22.81 d

ORT: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayn siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki

fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p <0.05).
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Sekil 4. 23. A. niger UA-D fitaz aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun
etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi)

Reaksiyon hizi baslangicta substrata bagli olarak once lineer bir artis gosterdi,
sonra hiperbolik bir sekil aldig1r gozlendi. Hiz, substrat konsantrasyonu artisi ile
artarak, maksimuma ulast. Substrat konsantrasyonu 500 um’dan sonra substratin
daha fazla arttinlmasi ile enzimatik reaksiyonun hizi arttirilamaz, enzim

substratina karsi doygun hale gelmistir ve maksimum hiz ile ¢alisir. A. niger UA-
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D’nin fitaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun (sodyum fitat) etkisi
incelendiginde, enzimatik reaksiyon birinci dereceden (first-order) bir Kinetik
gosterdigi  belirlendi. Ancak, belli bir substrat konsantrasyonundan sonra
aktivitenin artik daha fazla artmadigi ve sabit kaldig1r goriildii. Bu da enzimin
substratina karst doygun hale geldigini ve maksimum hizla calistigin
gostermektedir. Bu durumda enzimatik reaksiyon sifirinci dereceden (zero-order)
bir kinetik gostermistir.

Genel olarak, fitazlarin enzimatik hidroliz hiz1 klasik bir Michaelis-Menten
kinetigi gosterir, yani, serbest kalan inorganik fosfor miktar1 kullanilan substrat
konsantrasyonu baglidir (Vats ve Banerjee, 2004)

Calismamizda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda K, degeri 180 uM olan
fitazin, Ky, degeri 18.7 uM olan A. niger SK57 fitaz1 (Nagashima vd., 1999), K,
ve K.y degeri sirastyla 54pM, 190s™ olan Aspergillus niger 11T553A9 (Greiner
vd., 2009), K, degeri 0.125 mM olan Yersinia intermedia fitazindan (Huang vd.,
2006), Ky, degeri 27 uM olan A. ficuum (Wodzinski ve Ullah, 1996) fitazindan
yiiksektir ve bu enzimlere gore substrati olan sodyum fitata ilgisi diisiiktiir. Fakat
Km Ve ke degeri sirastyla 300 uM ve 180 s™ olan Klebsiella terrigena fitazi
(Greiner vd., 1997), Ky, ve Viax degeri sirasiyla 0.526 mM ve 12.3 umol/dk/mg
olan Bacillus laevolacticus fitazindan (Gulati vd., 2007a), ise diisik olup bu

enzimlere gore daha diisiik substrat konsantrasyonlarinda bile aktiftir.

4.6.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in, enzim 1 mM, 5
mM ve 10 mM final konsantrasyonlarda AICl;, BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCl,,
FeCl;, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, Na,0s;Se, NaCl, NH,CI, NiCl,, PbCl,, ZnCl,
metal iyonlar1 ve EDTA igeren deney ortamlart standart deney kosullarin aktivite
tayini yapildi. Deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak
belirlendi (Tablo 4.18, Sekil 4.24).

APF*’iin 1, 5 ve 10 mM artan konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde inhibisyona
neden olmustur, inhibisyon derecesi sirasiyla % 52, 9 ve 11 olarak olgiildii.
Kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak ¢énemli bulundu (p <0.05).
Calismamizda elde edilen verilere benzer sekilde Cladosporium sp. FP-1 fitaz1 1
mM AI** varliginda aktivitesinin ancak % 50’ini koruyabilmistir (Quan vd., 2004).
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Ancak bazi fitaz enzimlerinde aktiviteyi arttirici etkisi vardir. Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5 fitazi metal iyonlar1 icermeyen ortam ile
karsilatinldiginda 5 mM AI®** tarafindan aktive edilmesi enzim ile metallerin
etkilesimi sonucu enzim konformasyonundaki degisimlerin enzimi daha aktif bir

hale getirmis olabilecegi seklinde agiklanmistir (Wang vd., 2004).

Pb* enzim aktivitesi iizerindeki degisimleri arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemli bulundu (p<0.05). Pb*" enzim aktivitesinde ciddi inhibisyona neden olmus
1 mM konsantrasyonunda dahi aktivitede % 50 azalmaya neden olmustur. Enzim 5
ve 10 mM konsantrasyonlarinda Pb*" varligindan aktivitesinin ancak sirasiyla %
20 ve 13’lnii koruyabilmistir. Calismamizda elde edilen verilere benzer sekilde
Cladosporium sp. FP-1 fitazi Pb?" varliginda tamamen inhibe oldugu bildirilmistir
(Quan vd., 2004). Pichia anomala fitaz1 ve Candida krusei WZ-001 fitaz1
aktivitesi {izerine Pb*" iyonunun bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Vohra ve
Satyanarayana, 2002; Quan vd., 2002). Selenomonas ruminantium JY35 fitazinin
aktivitesi tizerinde 5 mM Pb®* varliginda enzim aktivitesinde yaklasik % 50 bir
artis gozlenmistir (Yanke vd.,1999). Bu metal iyonlarinin fitazin substrat baglama
bolgesine ve katalitik merkezinde gorev alan amino asitlerle etkileserek katalitik
bolge ve substratin arasindaki elektriksel dengenin bozulmasi sonucu inhibisyona
neden oldugunu, ayrica yapiya katilarak enzimin ii¢ boyutlu yapisini degistirdigini
veya substrata baglanarak reaksiyon i¢in substratin dogru yonelimini etkiledigini

diisiinmekteyiz.

Fe’nin 1 mM varliginda dahi enzim tamamen inhibisyona ugramus, hi¢ aktivite
belirlenemedi. Enzim aktivitesinde yasanan inhibisyonun enzimatik reaksiyon
sonucu meydana gelen Fe-fitat kompleksinden kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Olusan kompleks sonucu enzimin kullanabilecegi fitat miktar1 azaldigi i¢in enzim
aktivitesi azalabilir. Bu diistince Wang vd. (1980) tarafindan fitaz aktivitesi
iizerine mineral iyonlarin inhibisyon etkisi fitatin gii¢lii bir selatlayici olmasindan
dolay1 ¢6ziinmez metal-fitat kompleksleri olusur ve bdylece enzim tarafindan
kullanilabilen fitat miktar1 azalir agiklamasi ile desteklenmektedir. Reaksiyonun
gerceklestigi pH’ya ve metal iyonunun konsantrasyonuna bagli olarak fitat metal
ile kompleks olusturmayan formda ya da fitat-metal kompleksi seklinde
bulunabilir (Maenz vd., 1999). Metal iyonlarinin fitaz aktivitesi lizerine etkisi
incelendiginde farkli enzimlerde farkli sonuglar elde edilmistir. Fe?* iyonu
Aspergillus ficuum NRRL 3135 (Ullah, 1988) ve Penicillium simplicissimum
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(Tseng vd., 2000) fitaz enzimleri lizerinde inhibisyona neden olurken Aspergillus
ficuum NTG-23 fitazimin 10 mM’a kadar Fe** katyonunun aktivite iizerinde énemli
bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (Zhang vd., 2010).

Ba®* iyonunun 1 mM’lik konsantrasyonunda enzim aktivitesinde fazla etkisinin
olmadig1, kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu
(p>0.05). Ba*" iyonunun 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde
artis goriildii ve kontrol ile arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulundu. Ba**
iyonlarin enzim yapisi ve substrat ile etkilesime girmedigi veya yapiya katilmig
olsalar dahi ii¢ boyutlu yapiyr degistirmedigini diisiinmekteyiz. Sonuglarimiza
benzer olarak Pichia anomala (Vohra ve Satyanarayana, 2002) ve Candida krusei
WZ-001 (Quan vd., 2002) fitaz enzimlerinin aktivitesi iizerine 1 mM Ba®*
katyonunun bir etkisinin olmadigini bildirmiglerdir. Buna karsin Bacillus sp.
KHU-10 fitazi ile yapilan arastirmada Ba®* varliginda baslangic aktivitesine gore
aktivitesinde % 65 inhibisyon gozlenirken (Choi vd., 2001), Cladosporium sp. FP-
1 fitaz1 Ba®* fitazinin ise tamamen inhibe oldugu bildirilmistir (Quan vd., 2004).

Ca®* ve Co®* iyonunun 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlar: aktiviteyi arttirmis ve
kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu
(p<0.05). Ca*" ve Co®* iyonunun 10 mM’lik konsantrasyonunda aktivitede azalma
gozlendi, kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulundu (p<0.05). Bu metal iyonlar1 fitazin substrat baglama bolgesine ve katalitik
merkezinde gorev alan amino asitlerle etkileserek inhibisyona neden oldugunu,
ayrica yapiya katilarak enzimin {i¢ boyutlu yapisini degistirdigini veya substrata
baglanarak reaksiyon icin substratin dogru yonelimini etkiledigini diistinmekteyiz.
Calismamizda elde edilen sonuglar Pichia anomala fitazi ile yapilan ¢alisma ile
benzerlik gostermektedir. Pichia anomala fitazinin aktivitesi tizerine 1 mM Co®*
ve Ca” Kkatyonlarnin bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (Vohra ve
Satyanarayana, 2002). Elde edilen veriler Greiner vd. (1997) tarafindan yapilan
calismada Klebsiella terrigena fitazinin Ca** varliginda aktivitesini biiyiik oranda
korunmasiyla da desteklenmektedir. Benzer sekilde Penicillium simplicissimum
W46 10 mM Ca”* varhginda 6nemli Slgiide inhibe olmadig bildirilmistir (Tseng
vd., 2000). Buna karsin Bacillus sp. KHU-10 fitaz1 ile yapilan arastirmada g¢ift
degerlikli metal iyonu olan Co®* varhginda akvitesinde % 40 diisiis gozlenmistir
(Choi vd., 2001). Aspergillus niger ATCC 9142 fitaz1 200 mM Ca®* iyonu
inhibisyona neden olmustur (Casey ve Walsh, 2003).
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Cu® iyonunun konsantrasyonun artisiyla fitaz aktivitesi azalmis ve kontrol
grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.05). Elde
edilen sonuglarimiza benzer sekilde Citrobacter braakii fitaz1 c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile, Cu®* katyonunun enzimi giiclii bir sekilde inhibe ettigi
bulunmustur (Kim vd., 2003). Buna karsin Aspergillus niger ATCC 9142 fitaz1
200 mM Cu?* iyonlar: tarafindan stimiile edildigi bildirilmistir (Casey ve Walsh,
2003).

Li" biitiin konsantrayonlarinda enzim aktivitesi iizerinde neredeyse aymi etkiyi
gostermis ve enzim aktivitesinde meydana gelen bu artisin kontrol ile aralarindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (p>0.05). Elde edilen verilerimize benzer
sekilde Cryptococcus laurentii ABO 510°dan elde edilen fitazin 1 mM ve 5 mM
Li* varhigindan etkilenmedigi belirlenmistir (Staden vd., 2007).

Mg®*, Mn* ve Zn*" iyonu 1mM konsantrasyonunda enzim aktivitesinde sirasiyla
% 30, 50 ve 31 oraninda aktive ederken, artan konsantrasyonlarda inhibisyona
neden olup 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda geriye kalan enzim aktivitesi
sirastyla Mg?* icin % 113 ve 76, Mn®" i¢in % 88 ve 50, Zn** i¢in % 50 ve 11
olarak ol¢iildii. Kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulundu (p<0.05). Bu iyonlarin diger fitaz enzimleri iizerindeki etkileri
degismektedir. Klebsiella terrigena fitazimin Mg®* iyonlarmin aktivite {izerinde
onemli bir etkisinin olmadigi, Mn®* iyonlarina kars: aktivitesini biiyiik oranda
korudugu ve Zn?* iyonlari tarafindan kuvvetle inhibe edildigi bildirilmistir
(Greiner vd., 1997). Kim vd. (1998) Bacillus sp. DS11 fitazinn Mn*, 6nemli
Olciide inhibe edildigini bildirmislerdir. Enzimin (5mM) varlifinda aktivitesinin

yaklasik % 50’sini korudugunu belirlemislerdir.

Na,03Se 1 mM’lik konsantrasyonunda aktivitenin % 66’sin1 korudugu goriilmiis
ve kontrol grubuyla arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu bulundu
(p<0.05). 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonunda aktivitesi ise renk reaktifi ile
muamelesi sonu olusan turuncu renkten dolayr saptanamadi. Ortamda asiri
miktarda Na,O;Se varliginin renk reaktifi ile reaksiyona girip molibden mavisinin

olusumunu engelledigi diigiiniilmektedir.

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

Ni?* iyonunun 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonunda sirasiyla % 22 ve % 24
aktivasyona neden olup aktivitedeki degisim ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak o6nemli bulundu (p>0.05). Ni** iyonunun 10 mM’lik
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde bir azalma goriilmiis ve kontrol ile
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Benzer sonuglar
Citrobacter braakii fitazimin metal iyonlar1 ile 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun
ardindan 10 mM’a kadar Ni** katyonunun aktivite iizerine bir etkisinin olmadig
bulunmustur (Kim vd., 2003). Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae XY-5
fitaz1 Ni** iyonu tarafindan 6nemli miktarda inhibisyona ugramanustir (Wang vd.,
2004).

EDTA 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarinda ayni oranlarda enzimi aktive ettigi,
aktivitede sirasiyla yaklasik % 15 ve 22 oraninda artisa neden oldugu belirlendi.
10 mM’lik konsantrasyonunda ise aktivitenin % 86’siin korundugu ve kontrol
grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriildii. Bir metal
tutucu ajan olan EDTA’nin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendiginde elde
edilen sonuglarin fitaz enziminin bir metalloenzim olmadigi diisincesini akla
getirmektedir. Cilinkii enzim EDTA tarafindan yiliksek konsantrasyonlarda bile
tamamen inhibe olmadi. Bu durumda bazi metal iyonlarinin aktiviteyi arttirmis
olmasi, bu metal iyonlariin katalitik bir mekanizmada rol almaktan ¢ok, yapisal
bir role sahip olduklarini gostermektedir. Ayrica, EDTA enzim aktivitesinde azda
olsa artisa neden olmasi, reaksiyon ortaminda enzim aktivitesini azaltan muhtemel
metalleri baglayarak enzimin aktivitesinde artisa neden olmus olabilecegini

diisiinmekteyiz.



Tablo 4. 24. A. niger fitaz aktivitesi {izerine metal iyonlar1 ve EDTA’ nin etkisi

1mM 5mM 10mM
xs:ﬁ;n Hacimsel Aktivite X % o Hacimsel Aktivite X % o Hacimsel Aktivite X % o
(U/mL) Aktivite (U/mL) Aktivite (U/mL) Aktivite
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. £ S.H.)

Kontrol 640.88 + 6.58 a 100.00 640.88 £ 6.58 a 100.00 640.88 £ 6.58 a 100.00
AlCl; 33528 +19.71 b 52.32 5839+ 0.84 b 9.11 0.00 +0.00 b 0.00
BaCl, 644.77 +38.69 a 100.61 1023.36 £37.42 b 159.68 1137.71 £ 13.09 b 177.52
CaCl, 897.81 +£10.22 b 140.09 77421 £ 9.09 b 120.80 507.06 £ 10.13 b 79.12
CoCl, 909.49 +30.14 b 141.91 699.76 £ 5.92 b 109.19 37324+ 3.98 b 58.24
CuCl, 595.62+ 8.13 b 92.94 411.68 £ 3.37 b 64.24 20049+ 2.96 b 31.28
FeCls 0.00+ 0.00 b 0.00 0.00 + 0.00 b 0.00 0.00+ 0.00 b 0.00
KCI 657.42 + 9.28 a 102.58 734.31 £21.96 a 114.58 729.44 £ 24.08 a 113.82
LiCl 811.19+ 5.13 b 126.58 833.57+ 3.37 b 130.07 797.57 £10.16 b 124.45
MgCl, 838.93 +£33.78 b 130.90 725.06 £ 11.96 b 113.14 490.51+ 7.35 b 76.54
MnCl, 979.08 = 13.65 b 152.77 563.02 £3.51 b 87.85 31922+ 243 b 49.81
Na,0sSe 42530+ 2.71 b 66.36 - - - - - -
NaCl 69343+ 1.69 a 108.20 72117  +£26.64 a 112.53 677.86 £21.63 a 105.77
NH,CI 719.71  +£17.66 b 112.30 77470 £ 6.55 b 120.88 749.88 £ 7.60 b 117.01
NiCl, 783.94 +7.35 b 122.32 796.11 £ 9.09 b 124.22 623.84 £ 3.19 b 97.34
PbCl, 291.97 £15.57 b 53.54 11290+ 3.89 b 20.70 70.72 + 2.45 b 12.97
ZnCl, 840.39  +£21.69 b 131.13 32311 + 487 b 50.42 72.51+0.97 b 11.31
EDTA 73528 +£19.48 b 114.73 78248 + 3.04 b 122.10 55231+ 2.71 b 86.18

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata. x: Aym siitunda farkl1 harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05)
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Metal iyonlarmin fitazlar ilizerine etkisini incelemek igin yapilan c¢aligmalar
sonucunda etki diizeylerinin ¢ok farkli oldugu bulundu. Bunlardan bazilar1 enzim
aktivitesini arttirirken, bazilar1 inhibe etmis veya hi¢ etkilemedi. Metal iyonlarinin
aktivite lizerine etkileri enzimlerin izole edildigi kaynaklara gore farklanmaktadir.

4.6.9. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi {izerine etkisini Tablo 4.19
ve Sekil 4.25°da goriilmektedir.

En biiyiik inhibisyon bir protein denatiirant1 olan SDS ve triptofan inhibitorii olan
NBS kullanildiginda goriildii. SDS ve NBS’nin 1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda
% 90 oraninda inhibisyon goriildii. Bu sonu¢ enzimin aktif merkezinde katalizden
sorumlu bir triptofan amino asidinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen
sonuglarimiza benzer sekilde Pichia anomala fitaz1 da SDS’ye karst ¢ok fazla
dayanikli olmayan bir enzimdir, % 0.1’lik SDS tarfindan kuvvetle inhibe
edilmistir. Ancak N-bromosiiksinamid varliginin enzim aktivitesi iizerinde bir
etkisinin olmadigi bildirilmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002). Gulat1 vd.
(2007b) tarafindan Mucor indicus MTCC 6333 fitazinin 5 mM SDS varliginda

enzim aktivitesinde % 20 oraninda inhibisyona neden oldugunu bildirmislerdir.

Serin inhibitorii olan PMSF 1 mM konsantrasyonda enzim aktivitesi iizerinde
yaklasik % 60 oraninda inhibisyona yol agarken, 5 mM konsantrasyonda yaklasik
% 90’lik bir inhibisyona neden oldugu goriildii. Bu sonu¢ enzimin aktif
merkezinde triptofanin yaninda serin amino asidinin de olabilecegini
diisiindiirmektedir. PMSF’nin Candida krusei WZ-001 fitazinin enzim aktivitesi
iizerinde 6nemli bir inhibisyona neden oldugu bildirilmistir ve ¢alismamizda elde
edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir (Quan vd., 2002). Buna karsin
Klebsiella terrigena fitaz1 15 dakika 35 °C’de 10™-10°M PMSF varliginda 6nemli
bir dl¢lide inhibe olmustur (Greiner vd., 1997). Bacillus sp. DS11 fitazinin (Kim
vd., 1998) ImM ve 5 mM konsantrasyonlarin, Penicillium simplicissimum W46
fitazinin (Tseng vd., 2000) ise 10 mM serin inhibitdrii PMSF tarafindan inhibe
edilmedigi bildirilmistir.

Silfidril rediikleyici ajan olan DTT, B-merkaptoetanol, askorbik asit ve IAA
enzimde ne aktivitede artisa neden oldular, ne de aktivite lizerine 6nemli bir



135

inhibisyona neden olmadilar. Sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksitleyici bir
ajan olan DTNB’nin ise, 1 ve 5 mM konsantrasyonlari fitaz aktivitesinde sirastyla
% 30 ve 94’liik bir inhibisyona neden oldu ve kontrol grubu ile aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p> 0.05). Bu sonuglara gore, A. niger UA-D
fitazinin enzimin DTNB tarafindan inhibe olmasi, katalitik merkezinde sistein
amino asitinin katalitik islemde Onemli rol oynadigini gdstermektedir. Ancak
enzim ii¢ boyutlu yapisinda 6nemli rol oynayan disiilfit kopriilerinin DTT, (-
merkaptoetanol, askorbik asit ve IAA tarafindan rediiklenmesi, enzime bir
esneklik kazandirarak, enzim aktivitesinde bir artisa neden oldugunu
diistinmekteyiz. Calismamizda enzimin substrat spesifikligi ve pH profili
incelendiginde, PhyB fitaz1 6zelligi gostermesine ragmen, yapisal konformasyon
acisindan Aspergillus niger ve Aspergillus fumigatus PhyA ile benzerlik gosterdigi
ileri striilebilir. Ctnki Aspergillus niger ve Aspergillus fumigatus PhyA’da
mevcut 10 sistein kalintisi, disiilfit kopriilerin olusumunda yer almaktadir. Disiilfit
kopriilerinin kaldirilmasinin ¢alisma alaninin esnekliginin artmasina izin verdigi
ve dolayisiyla, enzimin katalitik etkinliginin artmasini sagladig ileri stiriilmiistiir
(Lei vd., 2007). Bu ¢alismanin bizim sonuglarimizla benzer oldugu goriilmektedir.
A. niger UA-D fitazindan elde edilen sonuglarimiza benzer sekilde Citrobacter
braakii fitazinin 2-merkaptoetanol ve DTT tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmig
ve bu nedenle enzimin aktivitesinde molekiil i¢i disiilfit kopriilerinin etkisinin
olmadig ileri stirilmiistiir (Kim vd., 2003). Buna karsin Candida krusei WZ-001
fitazinin siilfidril grubu inhibitérleri olan pCMB ve iyotasetat tarafindan inhibe
edildigi fakat 2-merkaptoetanol ve DTT tarafindan ise stimiile edilmesi enzimin
aktif merkezinde -SH gruplarinin bulundugunu gostermektedir seklinde
aciklanmistir (Quan vd., 2002).

Arjinin inhibitori olan 2,3-biitandionun 1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda sirasiyla
fitaz enziminin, aktivitesinin yaklasik % 83 ve 89 unu kaybettigi ve kontrol grubu
ile aralarindaki farkin istatistiksel a¢idan onemli oldugu bulundu (p<0.05). Bu
sonug enzimin aktif merkezinde katalizden sorumlu bir arjinin amino asidinin
olabilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen sonuglarimiza benzer sekilde Pichia
anomala fitazinin (Vohra ve Satyanarayana, 2002) ve A. ficuum fitazinin (Tang
vd., 2006) 2,3-biitandion tarafindan kuvvetle inhibe edildigi bildirilmis ve bu
nedenle aktif bélgede arjinin amino asidinin bulundugu ileri siiriilmiistiir.
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Fitaz enzimlerinin hidroliz iirlinii olan fosfatin substrat analogu olan sodyum
molibdat ve amonyum vanadatin, fitaz enzimimizi % 90 oraninda kuvvetli bir
sekilde inhibe ettigi saptandi. Diger bir fitaz inhibitorii olan floriir 1 ve 5 mM
konsantrasyonlarda % 19 ve 68 enzim aktivitesini azalttig1 goriildii. Aspergillus
niger 11T53A9 fitazinin farkli kaynaklardan izole edilen farkl: fitazlarin inhibitori
olan florilir tarafindan, ve ayrica molibdat ve vanadat tarafindan kuvvetli bir
sekilde inhibe edildigi bildirilmistir (Greiner vd., 2009).

Indirgeyici ajan olan glutatyon 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda sirastyla enzimin %
5 ve 25 oraninda aktivitesini kaybetmesine neden oldu. Kaotropik ajan olan borik
asit 1 mM konsantrasyonda enzim aktivitesinde artisa neden olurken, 5 mM
konsantrasyonunda enzim aktivitesinde bir etkisi olmadi ve kontrol grubu ile
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. Diger bir kaotropik ajan olan
oksalik asitin ve sitratin 1 mM konsantrasyonun aktivite lizerinde higbir etkisiye
neden olmadi. Kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemsiz
oldugu bulundu (p>0.05). Bu kaotropik ajanlarin 5 mM konsantrasyonlar ise,
enzim aktivitesinde ciddi bir inhibisyon meydana gelmistir. Protein denatiiranti
olan {ire ve sodyum siyanit varliginda ise fitaz enzimi 1 mM iire varliginda
aktivitesinin neredeyse tamamini korurken, siyanit varhiginda baslangi¢
aktivitesine gore % 20’lik bir artis ile daha yiiksek bir aktivite gostermistir ve
protein denaturantlarinin konsantrasyonu 5 mM’a cikarildiginda ise enzim
aktivitesinin ancak % 50’sini koruyabilmistir.

Karboksil grubu inhibitérii olan CMC, enzim {iizerinde dikkate deger bir
aktivasyona yol agmistir (% 40-90). Enzimin aktif bolgesinde karboksil grubunun
yer almadigimi veya Kkatalizden sorumlu olmadigimi sdyleyebiliriz. Enzim
aktivitesindeki artis, muhtemelen CMC’nin enzimin aktif merkezi disinda
karboksil gruplarina baglanarak enzimin yapisinda bir esneklige yol acabilecegi ve
enzimin substrat baglanma yetenegini arttirmig olabileceginden

kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, A. niger UA-D fitazinin aktif merkezinde serin, triptofan, sistein ve
arjinin amino asit kalintilarinin katalitik mekanizmada 6nemli rol oynadigini
sOyleyebiliriz. Enzimin 2,3-biitadion ve sodyum molibdat tarafindan inhibe

olmasi, aktif merkezde serin, triptofan, sistein ve arjinin amino asit kalmtilarinin
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bulunmasi, pH 3.0 optimum aktiviye sahip olmasi, substrat spesifikliginin oldukca
genis olmasi1 enzimimizin histidin asit fosfataz oldugunu gostermektedir.

Tablo 4. 25. A. niger fitaz aktivitesi lizerine inhibitorlerin ve denatiirantlarin etkisi

) 1 mM 5mM
Inhibitdrler Hacimsel X % Hacimsel X %
Aktivite (U/mL) Aktivit Aktivite (U/mL ) Aktivite
(ORT. + S.H.) e (ORT. + S.H.)

Kontrol 640.88 + 8.76 a 100.00 640.88 + 8.76 a 100.00
2,3-Biitadion | 110.46 £ 11.15 b 17.24 75.43 £ 6.90 b 11.77
Amonyum 60.83 = 0.84 b 9.49 62.77 £ 1.46 b 9.79
Askorbik 625.63 +10.71 a 97.62 44568 £10.71 | b 69.64
Borik asit 745.72 + 9.73 b 116.36 641.64+10.71 | a 100.12
CMC 926.52 + 13.25 b 14457 | 1222.18+15.19 | b 190.74
DTNB 45596 £5.53 b 71.15 3959+ 421 | b 6.18
DTT 721.49 +£22.16 b 112.58 645.18 + a 100.76
Glutatyon 620.67 +18.01 a 96.85 47122+ 779 | b 73.53
IAA 669.85+ 245 b 104.52 629.02+ 891 | a 98.15
NaF 523.11 +£20.14 b 81.62 204.87+19.05 | b 31.97
NBS 73.97 £23.28 b 11.54 60.83+ 0.84 | b 9.49
Oksalik asit 672.42 + 13.63 a 104.92 327.87+11.20 | b 15.16
PMSF 271.05 £57.09 b 42.29 59.37+2.23 b 9.26
SDS 59.85+ 5.06 b 9.34 6423+ 146 | b 10.02
Sodyum 55.47 + 0.00 b 8.66 6131+ 146 | b 9.57
Sodyum sitrat | 688.91 +27.74 a 107.49 32025+ 487 | b 49.97
Sodyum 77737+ 9.25 b 121.30 31415+ 439 | b 49.02
URE 629.20+ 40.95 a 98.18 801.46£25.66 | b 125.06
B- 775.18 £ 14.06 b 120.96 776.16 £24.09 | b 121.11

ORT: Her veri li¢ tekrarmn ortalamasidir. S.H.: Standart hata. x: Ayni siitunda farkli

harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p <0.05)
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4.6.10. Enzim Aktivitesi Uzerine inorganik Fosfatin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inorganik fosfatin etkisi Tablo 4.20 ve Sekil 4.26°de
sunuldu. Ortamda inorganik fosfat konsantrasyonu arttikca aktivitede azalma
meydana geldi ve 4 mM’dan fazla inorganik fosfat igeren ortamda aktivitede ciddi
bir azalma gézlendi ve inorganik fosfat icermeyen kontrol grubu ile aralarindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Bdylece ortamda 4 mM’dan
fazla fitatin hidroliz iiriinii olan fosfatin bulunmasi halinde enzimin inaktif oldugu
belirlendi.

Tablo 4. 26. Enzim aktivitesi iizerine inorganik fosfatin etkisi

inorganik Fosfat Hacimsel aktivite X
Konsantrasyonu (mM) (U/mL)
(ORT. £S.H.)
0 615.09 £ 16.26 a
2 480.78 = 52.83 b
4 155.07+ 7.87 c
6 48.01 £ 19.13 d
8 35.04+ 0.00 d
10 35.04+ 0.00 d
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Fitazlar genelde fitatin hidroliz iiriinii olan inorganik fosfat ile iiriin inhibisyonuna
(kompetetif inhibisyon) ugradigi bilinmektedir (Greiner vd., 1993). Klebsielle
terrigene fitazinin 2 mM’dan fazla sodyum fitat varliginda (Greiner vd., 1997)
Candida krusei fitazinin ise 10 mM sodyum fitat varliginda inhibe oldugu
bildirilmistir (Quan vd., 2002). 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 ve Satyanarayana,
2002) ve S. Castellii fitazinin (Segueilha vd., 1992) aktivitesi iizerinde sirasiyla 10
ve 40 mM’a kadar inorganik fosfat konsantrasyonunda bir inhibisyon
gbzlenmemistir. Cryptococcus laurentii ABO 510 fitazinin ise 0.1 mM inorganik
fosfat varligindan itibaren enzim aktivitesinde azalma goriilmiis, 0.5 mM
inorganik fosfat varliginda ise enzimin tamamen inaktive oldugu bildirilmistir
(Staden vd., 2007). S. thermophile fitaz1 ise reaksiyon karigimindaki inorganik
fosfat tarafindan 3 mM’dan sonra inhibisyona ugramig fakat 5 mM inorganik
fosfat varliginda bile enzim aktivitesinin % 80’ini korudugu bildirilmistir (Singh
ve Satyanarayana, 2009).

4.6.11. Enzimin Sicaklik Stabilitesi Uzerine Polihidrik Alkollerin EtKkisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amactyla ¢esitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol) etkisi incelendi (Tablo 4.21 ve Sekil 4.27). Kontrol grubu,
70 °C’de 2 saat sonunda aktivitesinin % 75’sini koruyabildi. Etilen glikoliin
denenen konsantrasyonlarda (2-OH grubu) stabiliteyi artirici bir etkisi gozlenmedi,
aksine aktivite lizerinde ciddi kayiplara neden oldugu belirlendi. Gliserol (3-OH
grubu) 1.0 ve 2.0 M konsantrasyonlarinda kullanildiginda kalan aktivitede % 4-
5’lik bir artis gozlendi. Gliserol 3.0 M’da ise, aktivitede yaklasik % 15°lik bir
azalama gortldi. Sorbitol (6-OH grubu) 1.0 M konsantrasyonda ortama ilave
edildiginde aktivitede bir artis gézlenirken 3.0 M konsantrasyonlarinda ise enzim
aktivitesinin ancak % 10’unu koruyabilmistir.

Tuzlarin ve polihidrik alkollerin enzimlerin termal stabilitesini arttirdig
bilinmektedir (Obon vd., 1996; Lamosa vd., 2000). Trehaloz, sorbitol ve gliserol
gibi polialkollerin protein yiizeyinden su molekiillerinin uzaklastiriimasin
saglayarak ve proteinler ile hidrojen baglar1 olusturma kapasitesine sahip
oldugundan proteinlerin dogal konformasyonlarim destekleyerek dnemli rol oynar.
Boylece proteinlerin stabilizasyonun yardimci olur (Obon vd., 1996; Lamosa vd.,
2000). Pichia anomala fitazinin % 1 olacak sekilde gliserol varliginin enzim



141

aktivitesi lizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana,
2002). Sporotrichum thermophile fitazinin ise % 10 gliserol varliginda enzimin
yarilanma dmriinii 90 dakikadan 109 dakikaya ¢ikararak enzim aktivitesi iizerinde
bir artisa neden oldugu, sorbitoliin ise 113 dakikaya cikararak enzim stabilitesini
arttiric etkisi oldugu bildirilmistir (Singh ve Satyanarayana, 2009).
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Tablo 4. 27. A. niger UA-D sicaklik stabilitesi {izerine polihidrik alkollerin etkisi

Gliserol Sorbitol Etilen Glikol
Hacimsel Aktivite % Hacimsel Aktivite o Hacimsel Aktivite o
Polihidrik Alkol (U/mL) X1 Aktivite (Lfmt-) x| Aktivite (Lmt-) x| Aktivite
Konsantrasyonu (ORT. + S.H.) (ORT. £+ S.H.) (ORT.+£S.H)
Kontrol 76691+ 5.42 a 100 76691+ 5.42 a 100 766.91 £ 5.42 a 100
1 804.22 + 7.56 b| 104.86 912.98 +12.32 b 120.22 213.14+£5.92 b 27.79
2 812.00 £ 11.61 b| 105.88 471.69 £10.76 b 61.51 78.83 £1.95 b 10.28
3 673.48+ 1.95 b 87.82 78.83 £ 6.81 b 10.28 69.09 +1.95 b 9.01
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ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05).
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4.6.12. Enzim Stabilitesi Uzerine Organik Céziiciilerin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etki sonuglar1 Tablo 4.22 ve Sekil 4.
28’de sunuldu. A. niger UA-D fitazinin biitanol ve 1,4-dioksan disindaki organik
¢oziiciilerin diisiik konsantrasyonlarina karsi aktivitesinin en azindan % 75’den
fazlasini korudugu hatta cogu ¢oziiciiniin enzim aktivitesinin arttirici etkisi oldugu
saptandi. Fitaz enzimi 1,4-dioksan ¢6ziiciisiiniin % 0.5 ve 1 konsantrasyonlarinda,
sirasiyla aktivitesinin % 75 ve 70’ini, biitanolde ise sirasiyla % 66 ve 61’ini
koruyabilmistir. Fitaz enzimi % 0.5 ve 1.0 konsantrasyonlarinda dietil eter,
DMSO, hekzan ve siklohekzan aktivitesinin neredeyse tamamini korudugu
belirlendi ve elde edilen degerler ile kontrol arasindaki farklarin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 goriildii. Fitaz enzimi 1,4-dioksan disindaki aseton, asetonitril,
benzen, etanol, etilasetat, gliserol, izopropanol ve metanolin % 0.5’lik
konsantrasyonlarinda aktivitesinin en az % 90’11 koruyabildigi saptandi ve elde
edilen degerler ile kontrol arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig:
goriildii (p>0.05). Elde edilen verilere benzer sekilde Sporotrichum thermophile
fitaz1 benzil alkol, etanol ve toluen tarafindan inhibe olurken, hekzan, biitanol,
aseton ve izoamil alkol varliginda aktivitesini koruyabilmistir. Bu sonuglara gore
A. niger (Vats ve Banerjee, 2005) fitazinda bildirildigi gibi enzimin aktif
merkezinin hidrofobik kalintilar igermedigi diisiiniilmektedir. Pichia anomala
fitazinin % 1 veya 1 mM olacak sekilde gliserol ve toluen varliginin enzim
aktivitesi tizerinde bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana,
2002). Aspergillus niger van Teighem fitazinin % 10 (v/v) hekzan, biitanol,
dimetilsiilfoksit (DMSO), dimetilflorid (DMF), ve benzil alkol varliginda 25 °C’de
2 saat boyunca inkiibasyonun ardindan DMSO ve DMF varliginda aktivitesini
kaybetmedigi bildirilmistir. Benzil alkol ve biitanol ile inkiibasyonun ardindan ise
sirastyla aktivitesinin % 83 ve 88’ini koruyabilmistir (Vats ve Banerjee, 2005).

Genel olarak bakildiginda organik c¢oziiciilerin enzim aktivitesini ¢ok fazla
etkilemedigi goriilmektedir. Bu da enzimin ii¢ boyutlu yapisinda hidrofobik
kalintilarin ¢ok az ve dnemli olmadigimi gostermektedir. Bu bulgularin daha 6nce
bahsedilen tuz ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisinde elde edilen
sonuglari destekledigini diigiinmekteyiz.
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Tablo 4. 28. A. niger UA-D fitazinin stabilitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

% 0.5 % 1.0
Hacimsel X | % Hacimsel Aktivite | x | %
Organik | Aktivite Aktivite | (U/mL) Aktivite
Cozgenler | (U/mL ) (ORT. +S.H.)
(ORT. + S.H.)

Kontrol 636.01 +44.77 a | 100.00 636.01 +44.77 a | 100.00
1,4-dioksan | 476.64 +28.84 b 74.94 446.71 +£22.47 b| 70.24
Aseton 707.06 + 32.82 a | 111.17 388.81 £22.11 b| 61.13
Asetonitril 618.98 +35.97 a 97.32 318.73+£19.44 b| 50.11
Benzen 705.11 +£30.17 a | 110.86 775.67 £10.36 b| 121.96
Biitanol 425.30 + 18.60 b 66.87 392.21+57.74 b| 61.67
Dietil eter 691.97 +77.23 a | 108.80 599.51 £ 60.23 a| 94.26
DMSO 637.95 +50.51 a | 100.31 719.71 £ 62.97 a| 113.16
Etanol 758.64 +22.44 a | 119.28 31095 +31.41 b| 48.89
Etil asetat 598.78 £ 61.31 a 94.15 54331+ 5.13 b| 8542
Gliserol 703.16 + 30.35 a | 110.56 821.41 +13.88 b| 129.15
Hekzan 690.02 + 32.03 a | 108.49 668.13 +£57.78 a | 105.05
Izopropano | 566.91 +40.20 a 89.14 500.24 +30.39 b| 78.65
Metanol 626.76 £9.94 a 98.55 450.61 +13.88 b| 70.85
Siklohekza | 661.80 +41.33 a | 104.05 715.33 +£52.25 a| 112.47
Toluen 745.01 + 36.65 a | 117.14 794.16 +41.73 b| 124.87
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4.6.13. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla pH 3.0 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 substratlar ile
enzim aktivitesi 0l¢lilmiis olup, sonuglar Tablo 4.23 ve Sekil 4.29°da sunuldu.

Fitazlar fitik asit i¢cin oldukca spesifik olmalaria ragmen, substrat spesifiklikleri
molekiiler 6zelliklerindeki farkliliklar nedeniyle degisebilir (Vats ve Banerjee,
2004).

Caligma sonuglarima gore, fitazin ¢ok genis bir substrat aralifinda aktivite
gosterdigi saptandi. Bununla birlikte substrat olarak fitik asit kullanildiginda diger
substratlara gore, beklenenden daha diisiik aktiviteye sahip oldugu goriildii. En
yiksek enzim aktivitesi substrat olarak D-fruktoz-1,6-bisfosfat kullanildiginda
elde edildi. Fitaz enzimi, D-glukoz-1-fosfat ve D-glukoz-6-fosfat substratlarinin
fosfat gruplarinin  bulundugu karbon farklt olsa bile, substrat olarak
kullanildiklarinda benzer aktivite gostermislerdir yani her iki bag i¢inde aym
stereospesifiklik gostermislerdir. a-Gliserofosfat substrat olarak kulanildiginda
kontrole goére enzim % 14 daha az aktivite gostermistir. B-gliserofosfat
kullanildiginda ise kontrole gore % 20 daha fazla aktivite gdstermistir. Bu
sonuglardan enzimin 1. karbona daha az, 2. karbona ise daha fazla spesifik
oldugunu soyleyebiliriz. Ciinkii a-gliserofosfatta fosfat grubu 1. karbona bagh
iken, P-gliserofosfatta 2. karbona baglidir. Wyss vd. (1999a) biitiin bilinen
mikrobiyal HAPhys’lar1 substrat spesifikligine dayanarak iki sinifa ayirmustir. {1k
simif genis substrat spesifikligine sahip fakat fitat i¢in substrat spesifikligi diisiiktiir
ve fitik asidi myo-inositol 1- monofosfat yada myo-inositole hidrolizler (Quan vd.,
2004) . Ikinci smif ise dar substrat spesifikligine sahipken fitata karsi oldukca
spesifiktir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda enzimimiz bu smiflandirmanin ilk
smifina dahildir. Pichia anomala fitazi p-nitrofenil fosfat ve ATP’ye kars1 fitik
aside benzer etkinlikte aktiftir. Bunun yaninda ADP, glukoz-6-fosfat gibi fosfat
esterleri iceren bilesiklere kars1 aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Fitat icin K,
ve Vmax degerleri sirasiyla 0.20 mM; 6.34 umol/ mg protein/ dakika olarak
belirlenmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002). Casey ve Walsh (2004) oldukga
genis fosforillenmis substratlara karsi aktivite gosteren Rhizopus oligosporus
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ATCC 22959 fitazinin Na-fitat ve Ca-fitata kars1 benzer ve 2-naftil fosfat, 1-naftil
fosfat, fenil fosfat, gliserol-2-fosfat ve glukoz-1-fosfata kars1 sodyum fitat referans
alindiginda % 85 ve iizerinde aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Bunun disinda
Aspergillus niger 307 fitazinin fitik aside oldukga spesifik oldugu diger
fosforillenmis bilesikleri fitatin hidrolizlenme hizinin maksimum % 3’i kadar
hidrolizledigi belirlenmistir (Sariyska vd., 2005). Vats ve Banerjee (2005)
Aspergillus niger van Teighem fitazinin sodyum fitat disinda kullanilan diger
substratlara kars1 oldukea diisiik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Tablo 4. 29. A. niger UA-D fitazinin substrat spesifikligi

Hacimsel
Substrat Aktivite x | %

(U/mL) Aktivite

(ORT. £S.H.)
Fitik asit 92.52+ 1.25 a | 100.00
5-brom-4-klor-3-indol fosfat 169.67 + 7.44 b | 183.39
D-fruktoz-6-fosfat 110.88 + 4.31 b |119.84
D-fruktoz-1,6-bisfosfat 288.47+ 1.35 b |311.79
a-gliserofosfat 79.68 £ 0.45 b |86.12
B-gliserofosfat 11134+ 2.87 b |120.34
D-glukoz-1-fosfat 101.61+ 1.78 b |109.82
D-glukoz-6-fosfat 184.33 +£10.71 b |199.23
a-naftil fosfat 72.15+ 1.89 b | 77.98
B-naftil fosfat 214.05+ 4.31 b |231.36
4-nitrofenil-fosfat 197.31+ 7.08 b |213.26
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5. SONUC

ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir Stoklari’ndan temin edilen
165 adet fungus fitaz enzimi iiretme kapasitesi agisindan tarandiginda, 128
tanesinin fitaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi, bunlardan 25 tanesinin ise,
kantitatif olarak enzim iiretme kapasiteleri karsilastirildi. Bu taramalar sonucunda,
en iyi fitaz tireticisi olarak A. niger UA-D segildi. A. niger UA-D fungusunun fitaz
tiretimi i¢in, kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde en iyi fitaz {iretiminin baslangic
pH’s1 5.0 ve sicaklik 30 °C, 7 giin (duragan fazin sonu) gelistirildiginde elde
edildigi saptandi. Kiiltiir ortaminin siiziilmesi sonucu elde edilen siiziintii ham
enzim kaynagi olarak kullanilarak sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon
degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi islemleri ile
saflastirildi ve saflagtirma adimlarinda sonra, PAGE ve SDS-PAGE yapildiginda,
tek bir bant elde edilerek saflastirildigi goriildii. Saflastirilan enzimin SDS-PAGE
ile molekiil agirliginin yaklasik olarak 64.57 kDa oldugu bulundu.

Saflagtirillan  enzimin karakterizasyonu yapildiginda, maksimum enzim
aktivitesinin pH 3.0 ve 70 °C’de oldugu saptandi. Enzimin genis bir pH araliginda
(pH 1.5-5.0) oldukea stabil oldugu goriildii. Fitaz enziminin 25-70 °C arasinda
aktivitesinin biiylik bir kismini1 korumasi enzimin sicaklik stabilitesinin iyi oldugu
belirlendi. Fitaz enziminin sodyum fitat i¢in, K, degerinin 180 uM, V.« degerinin
ise 54.35 U/mL oldugu bulundu. Polihidrik alkollerden gliserol ve sorbitoliin
sicaklik stabilitesini arttirdigi gozlendi. Fitazin, denenen organik c¢oziiciilerin
biiyiik bir kisminin diisiik konsantrasyonlarina kars1 (% 0.5) aktivitesini bilyiik bir
oranda (% 75) korudugu, ancak ¢ok azinin yiiksek konsantrasyonlarina karsi
aktivitesini koruyamadigi goriildii. Enzimin 2,3-biitandion, NBS, PMSF ve DTNB
ile biiyllk oranda inhibe olmasi aktif merkezde katalizden sorumlu arjinin,
triptofan serin ve sistein amino asidinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

A’ ve Pb* 5 mM konsantrasyonlarinda ve Cu®* 10 mM konsantrasyonlarinda
enzim aktivitenin en azindan % 50’den fazlasi inhibe oldugu belirlendi. Fe*
iyonunun biitiin konsantrasyonlarinda enzim tamamiyle inhibe oldugu belirlendi.
Bunlar disindaki metal iyonlar1 enzim aktivitesinde ¢ok fazla inhibisyona neden
olmadig1 saptandi. Enzimin EDTA tarafindan inhibe olmamasi nedeniyle bir
metalloenzim olmadigini sdyleyebiliriz. Fitazin diger fosfatlanmig bilesiklere karsi
aktivitesi saptand: ve en yiiksek aktiviteyi D glukoz-1,6-bisfosfata kars1 gosterdigi
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belirlendi. Enzim fosfatlanmis bilesiklere karsi oldukga aktif olmasi enzimin yem
sanayinde kullanilmasi igin avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir. Enzimin
optimum pH’simin asidik olmasi enzimlerin pH’sina gore smiflandirildiginda
histidin asit fosfataz sinifina dahil oldugunu ve PhyB fitaz1 oldugunu
gostermektedir. Substrat spesifikliginin genis olmasi enzimin PhyB oldugunu
desteklemektedir. Ciinkii PhyB’nin aktif bolgesinde daha notiir elektrik alanina
sahip oldugu bilinmektedir. Fitati hidrolizleyen enzimlerden fitata karsi diisiik
spesifik aktivite gosteren fitazlarin 300. amino asit kalintist noétral ozellikte
oldugundan, PhyA’dan daha genis cesitlilikteki  fosfomonoesterleri
katalizleyebilir.

Arastirma sonucunda endiistriyel potansiyeli yliksek bir enzim elde edildi. Elde
edilen enzimin besin degeri yiiksek yem eldesi i¢in yem sanayinde, 6zel myo-
inositollerin elde edilmesinde, ilag ve gida endistrileri gibi endiistrinin bir¢ok
alaninda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Bu amagla, daha sonraki donemlerde
bu enzimin endiistriye uygulanmasina yoOnelik arastirmalarin  yapilmasi
diisiiniilmektedir. Ozellikle yemlere uygulanarak etlik piliglerin performansini
arttirarak daha fazla verim elde edilebilecegi diisiintilmektedir. Enzim saf oldugu
icin 0zel myo-inositoller elde edilerek ilag sanayinde kulanim potansiyeli
arastirilabilir. Bu nedenle fitatin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan tiriinlerin saptanmasi
planlanmaktadir. Dogal enzimin molekiiler agirligini belirlemek i¢in jel filtrasyonu
yapilarak enzimin alt {initelere sahip olup olmadigi belirlenecektir. Enzimin
karbohidrat kalintis1 igerip icermedigi 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 aydinlatilmasi diisiiniilmektedir.
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