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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Brevibacillus brevis (P14) VE Brevibacillus borstelensis (P35) BAKTERILERI
TARAFINDAN AYNI ORTAMDA MANNANAZ VE FiTAZ ENZIMLERININ
URETILEBILIRLiIGININ ARASTIRILMASI

Shadi SADIGH

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Mikrobiyoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Bu c¢alismada; fitaz ve mannanaz enzimlerinin Uretimi, Serbest ve immobilize
Brevibacillus brevis (P14) ve Brevibacillus borstelensis (P35) bakterileri kullanilarak
kegiboynuzu (KB) ve misir (MSR) bulunan dogal besiyeriortaminda yapilmistir. Bu
amagla farkli oranlarda KB (10, 20, 30 ve 40 g ) ve MSR (10, 15 ve 20 g ) ihtiva eden
ortama, test bakterileri inokiile edildikten sonra biiyiime kosullari olan pH 7.0 ve 55°C’
de inkiibasyona birakildi.

Florosil destek materyaline Oncelikle APTES ile -NH; grubu takildi. Ardindan
glutaraldehit ile ara kolu olusturuldu ve olusan schiff baz1 kararli hale getirmek i¢in
sodium borhidriir ile indirgendi. Aktiflestirilmis florosil destek materyali nano Fe3O4
bilesigi ile magnetik hale getirildi ve bakterilerin immobilizasyonu i¢in kullanildi. Her
iki bakteri hazirlanan magnetit florosil nanopartikiillerine yaklasik %65 oraninda
immobilize edildigi belirlendi.

Fitaz ve mannanaz enzimlerinin Uretimi ise hem serbest hem de matrikse bagh
mikroorganizmalar ile gergeklestirildi. KB ve MSR dogal karbon kaynaklar
kullanilarak yapilan B. brevis (P14) ve B. borstelensis (P35) bakterilerinin fitaz ve
mannanaz enzim lretiminin, serbest haldeki izolatlara gore, bagl olanlarda yaklasik %
59-81 civarinda bir artig gozlemlendi. Elde edilen bu bulgular 1g1ginda magnetit florosil
nanopartikiile bagli test strainlerinin gida, ziraat, ila¢ basta olmak iizere bircok
endiistriyel alanda giivenle kullanilabilecegi sonucuna varildi.

2014, 49 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mannanaz, Fitaz, Brevibacillus brevis, Brevibacillus borstelensis
Enzim, Immobilizasiyon



ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF THE PRODUCIBILITY OF THE MANNANASE AND
PHYTASE ENZYMES BY brevibacillus brevis (P14) AND Brevibacillus
borstelensis (P35) IN THE SAME CONDITIONS

Shadi SADIGH

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Science

Departman
of Molecular Biology and Genetics
Departman of Microbiology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

In this study, production of the mannanase and phytase enzymes was carried out in a
natural medium which includes corn (C) and carob (CB), using free and immobilized
Brevibacillus brevis (P14) and Brevibacillus borstelensis (P35) bacterial strains. For this
purpose, the test bacteria were inoculated in a medium containing different amounts of
CB (10, 20, 30 and 40 g ) and C (10, 15 and 20 g ) and then they were incubated under
the growth conditions; pH 7.0 and 55°C.

First, florisil support material was attached to the NH2 group by APTES. Then
intermediate arm was created with glutaraldehyde and schiff base was reduced with
sodium borohydride, in order to make it stable. Activated florisil support material was
made magnetic with nano Fe304 compounds and used for the immobilization of
bacteria. It was determined that both bacteria were immobilized on the prepared
magnetic florisil nanoparticles approximately 65%.

The production of phytase and mannanase enzymes was performed with both free and
matrix-immobilized microorganisms. An increase was observed approximately 59-81%
in the immobilized ones compared to free ones of B. brevis (P14) and B. Borstelensis
(P15) bacteria used in the production of phytase and mannanase enzymes that C and CB
were used as a carbon source. According to the findings, it was concluded that the test
strains that were immobilized to magnetic florisil nanoparticles could be safely used in
many industrial fields like food, agriculture and particularly medicine.

2014, 49 pages

Keywords: Mannanases, phytase, Brevibacillus brevis, Brevibacillus borstelensis,
enzyme, immobilization
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1. GIRIS

Modern molekiiler yontemler kullanilarak canlilar; Bacteria, Archaea ve Eucarya
olarak ii¢ domaine ayrilmistir. Bu ayrim, 16S ve 18S rRNA dizileri basta olmak ftizere,
hiicre duvari, lipit igerikleri, RNA polimeraz ve protein sentezi gibi 6zellikleri temel
alinarak gergeklestirilmistir.  Yapilan filogenetik incelemelerde, Archaea’larin,
Bacteria’dan ziyade koken olarak Eucarya’ya daha yakin olduklari gozlemlenmistir
(Madigan et al. 2000).

Mikroorganizma; mikroskobik canlilarin genel adi olup, c¢ogunlukla tek hiicreli
olmalarina karsi, ¢cok hiicreli olanlari da bulunmaktadir. Genel olarak optimum biiyiime
sicakliklar1 agisindan; psikrofil, mezofil ve termofil olmak tiizere 3 gruba ayrilirlar
(Jakob and Kristjansson 1992). Termofilik organizmalar; yiiksek sicakliklarda
yasamaya adapte olup, kendi aralarinda 1limli termofiller (45-65°C) ve hipertermofiller
(85°C) seklinde 2 gruba ayrilir (Demirjian et al. 2001).

Termofilik basiller; genellikle sicak su kaynaklarindan, solfatarlardan ve jeotermal
kaynaklardan, lagim aritma sistemlerinden, giibreden, nehir ve gollerden, hava
kontaminantlarin dan ve konservelerden izole edilmektedir. Bu ortamlardan saflastirilan
Bacillus’lar; endospor olusturmalari, ¢ubuk seklinde olmalari ile pek ¢ok Obakter
cinsinden ayrilmaktadirlar (Baker et al. 2001). Termofillerin hiicre membrani, doymus
yag asitlerinden olusturmaktadir. Bu 6zellik hiicreye hidrofobik bir ortam saglamakta ve
yiiksek sicaklikta yasamasi igin hiicreyi siki ve sert tutmaktadir (Giiven 2011).
Termofilik organizmalarin membrani1 ve bilesenleri; yiiksek derecede asidik ve alkali
sartlara, proteolize, yiiksek sicakliga dayaniklidir (65-85°C)  (Kristjansson and
Asgeirsson 2002). Ayrica bu organizmalarin sicaklik toleransinda, igerdikleri
aminoasitlerin pozitif ve negatif yiikleri arasindaki bag sayisi artist ve proteinlerin
sitozolde hidrofobik 0zelliklerinden dolayr ortaya koyduklari ¢éziinmeme direnci

onemli rol oynar (Fujiwara 2002; Haki and Rakshit 2003).



Bacillus; Cohn tarafindan 1872’de belirlenen bucins, ¢ok biiylik taksonomik
degisikliklere ugramustir. Ik dnceleri Bacillus cinsinin siniflandirmasi, aerobik ¢cogalma
ve endospor olusturma gibi iki temel Ozellige go6re yapilirken, son yillarda
konvensiyonel o&zelliklerin  yaninda molekiiler yontemlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Fritze 2004). Bu cinse ait bakteriler sporlu, acrop veya fakiiltatif
olup, 0.5-1.2 pm eninde ve 2.5-10 um boyundadir. Kdseleri birbirine paralel ve diiz olan
vejetatif formlar i¢eren bu cinsin tiyeleri gram pozitiftirler. Birkag tiirii hari¢ genellikle
patojen olmayan bir ailedir. Bacillus cinsinin dogadaki avantaji; antibiyotik tlretimleri
ve bocekler icin toksik etki olusturmalaridir. Olusturduklari bu endosporlar kimyasal ve
fiziksel etkilere kars1 dayanikli olup, laboratuvar ortaminda bu mikroorganizmalarin
eldesini kolaylastirmaktadir (Chao and Hsu 2004). Bu grup iginde alkalofilik,
psikrofilik, asidofilik, termofilik ve halofilik organizmalar yer aldigi gibi hetetrofik
bliylime i¢in farkli karbon kaynaklarini kullanabilen bakteriler de bulunmaktadir

(Nazina et al. 2001).

Brevibacillus brevis: Bacillus brevis ilk kez 1900 yilinda tanimlandi. Daha sonra Goto
et al. (2004) tarafindan Brevibacillus brevis olarak yeniden siniflandirildi. Bu
organizma genellikle toprak, hava, su ve ¢iiriiyen maddelerin iizerinde bulunur. Gram-
pozitif, sporlu, aerop veya fakiiltatif anaerob bir basildir. Farkli karbon kaynaklarini
kullanabilen psikrofilik, asidofilik, halofilik formlar1 bulunmaktadir. Nadiren
enfeksiyon olusturan suslari bulunmakla birlikte en uygun gelisim sicakliklart 35-
55°C’dir (Goto et al. 2004; Panda et al. 2014).

Brevibacillus borstelensis: Bacillus borstelensis ilk kez 1995 yilinda Shida et al. (1995)
tarafindan tanimlandi ve daha sonra Brevibacillus borstelensis olarak yeniden
simiflandirildi. Bu tiiriin strainleri; katalaz, oksidaz, gram, endospor pozitif, aerobic

olup, ¢ubuk seklinde bir hiicre morfolojisine sahip termofillerdir (Panda et al. 2014).

Termofilik bakteriler, diger bakteriyal strainlere gore olumsuz kosullara kars1 gostermis
oldugu yiiksek direng ve termal stabiliteden dolayi, bilim insanlarinin ilgi odag: haline

gelmis ve bu organizmalar kullanilarak ¢ok sayida ¢alisma gergeklestirilmistir. Ozellikle



bu bakterilerden elde edilen enzimler endiistriyel agidan olduk¢a 6nemli olup, modern
molekiiler biyolojide ve farkli endiistri kollarinda yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir  (Adiguzel 2006; Basbiilbiil ve Biyik 2010). Ticari olarak kullanilan
enzimlerin; %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’iinii lipazlar ve %10 unu
ise diger enzimler olusturmakta olup, biyoteknolojik agisindan 6nemli olan termostabil
enzimler giinimiizde, ekstermofilik ve hipertermofilik bakterilerden, archaealar’dan
elde edilmektedir (Cizelge 1.1). Bu enzimler: besin, kimya ve ilag endiistrisi ile ¢evre

biyoteknolojisinde potansiyel kullanim alanina sahiptir (Eichler 2001).

Cizelge 1.1. Termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel uygulamalari
(Demirjian et al. 2001).

Mikroorganizma Enzimler Uygulama
[liml1 termofiller (45-65°C)  Amilazlar Tatlandiricilar i¢in glukoz, fruktoz
Ksilanaz hidrolizi ve kagit beyazlatma
Termofiller (65-85°C) Beta-galaktozidaz  Siit ve siit tiriinlerinde laktoz
Proteazlar hidrolizi ve ekmekgilik, deterjan
sanayisi
Hipertermofiller (<85°C) DNA polimerazlar ~ Genetik miihendisligi

Enzimler: Hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden, Kkatalitik RNA
molekiillerinin kiigik bir gruba hari¢ protein yapisina sahip olan molekiillere enzim
denir. Enzimlerin protein kismina “Apoenzim” denir. Baz1 enzimler, fonksiyonlarimni
protein yapilartyla yerine getirebilirken, bazilar1 da aktivite gosterebilmek igin, protein
yapisinda olmayan organik bilesige veya metal yonuna bazen de her ikisine de ihtiyag
duyarlar. Sonradan eklenen kisma “kofaktor ~ denilir. “Kofaktor ” bir enzimi aktif hale
getiren, enzimin protein olmayan organik bilesenidir. Kofakor ile beraber halde bulunan
Apoenzim-kofaktor biitiiniine, “Haloenzim” denilir. Koenzim veya kofaktori ile
birlikte katalitik olan haloenzimler aktif durumdadir. Koenzimlerin yapisinda
cogunlukla vitaminler bulunmaktadir. Enzimler hiicre i¢inde iiretildikten sonra gorevini
bitirmek i¢in hiicre disina salinirlar ve bunlara “Ekzoenzimler” ve iretildikleri hiicre

icinde kalanlara ise, “Endoenzimler” adi verilir. Protein yapilar1 farkli, fakat



katalizledikleri kimyasal reaksiyonu ayni olan enzimlere ise, “izoenzim” veya “izozim”
adi1 verilmektedir (Maruta et al. 2010).

Endistrinin @ hemen  her alaninda  kullanilan  enzimler, zaman zaman
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
katalitik aktiviteleri, bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore ¢ok daha yiiksek
olup, daha stabil ve fiyat agisindan uygundurlar. Ayrica istenmeyen yan {iriin
olusturmamalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi pozitif avantajlar1 da
bulunmaktadir (Burg 2003). Biyoteknolojide endiistriyel 6nemi olan enzimlerin farkli
bilim insanlar tarafindan arastirma konusu olarak se¢ilmesinin nedenleri ise; iriinlerin
kullanim alanlarinin farkli, ekonomik degerinin olduk¢a yiiksek olmasi ve enzim

teknolojisinde saglanan 6nemli ilerlemelerdir (Gessesse 1998).

Enzimlerin adlandirilmasi, genel olarak katalize ettikleri reaksiyonun niteligine gore
yapilir. Cogu zaman enzimin etki ettigi substrata “az” eki getirilirken, bazen de
substratin sonuna “litik” eki getirilmek subustratiyla isimlendirilir. Mesela proteinleri

pargalayan enzimlere “proteazlar” denildigi gibi “proteolitik enzimler “de denilir.

Enzimler baslica alt1 biiyiik sinifa ayrilir. Bunlar kisaca sunlardir:

1. Oksidorediiktazlar:  Oksidasyon-rediiksiyon  yani, yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun, transfer reaksiyonunu Kkatalize eden
enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani, hidrolitik reaksiyonlar1 katalize eden
enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglari, hidrolizden ve
oksidasyondan farkli bir yolla yikar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave ederler.

5. lIzomerazlar: Bir molekiil igindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani,

izomerizasyon reaksiyonlarini katalize ederler.



6. Ligazlar: C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olugsmasini saglayan enzimlerdir.
Bu enzimler genellikle ATP’deki veya diger trifosfatlardaki pirofosfati hidrolize ederek,
iki molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler (Turgut 2009).

Enzimlerin aktiviteleri birtakim c¢evresel faktorlerden etkilenirler. Bunlar oldukga

onemlidir ve enzim-substrat reaksiyonunu etkilemektedir:

1. Enzim konsantrasyonunun etkisi: Enzimin miktar1 ¢ogaldik¢a reaksiyonun hizi da

artar ve bu nedenle enzim reaksiyonu hizi konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Sekil
1.1).

Reaksiyon Hizi

Enzim Konsantrasyonu

Sekil 1.1. Enzim reaksiyonunun hizi ile enzim konsantrasyonun baglantist (Lehninger
2005).

2. Substrat konsantrasyonunun etkisi: Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim
reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya kadar substrat konsantrasyonu ile artarken, belli

bir noktadan sonra substrat konsantrasyonun’daki artis reaksiyon hizini degistirmez
(Sekil 1.2).



Reaksiyon Hizi

Substrat konsantrasyonu

Sekil 1.2. Enzimin reaksiyon hizi ile substrat konsantrasyonun baglantis1 (Lehninger

2005).

3. Enzimatik aktiviteye sicakligin etkisi: Enzim reaksiyonlarinin hizi sicaklikla artar.

Fakat belirli bir sicakligin iizerinde (optimum sicaklik) enzimler denatiire olduklarindan

etkilerini kaybederler (Sekil 1.3)

Reaksiyon Hizi

Temperatir

Sekil 1.3. Enzimin reaksiyon hizi ile sicaklik baglantis1 (Lehninger 2005).



4. pH'nin enzim aktivitesindeki rolii: Enzimler genellikle belirli bir pH degerinde en
yiiksek aktiviteyi gosterirler. Bu pH'ya enzimin optimum pH'st denir (Sekil 1.4). Her
enzimin aktivitesinin optimum oldugu bir pH degerleri bulunmaktadir. Bu degerlerin
iistlinde ve altinda aktivite diismektedir. Bununla beraber biitiin enzimlerin pH aktivite

egrileri degisiklilik gdsterir.

Reaksiyon Hizi

PH

Sekil 1.4. Enzimin reaksiyon hizi ile pH’1n baglantis1 (Lehninger 2005).

5. Zamanin rolii: Enzim aktivasyonunda reaksiyon siiresi ve olusan iiriinlerin de etkisi

vardir (Develioglu ve Taner 1998).

Enzim-substrat kompleksini olusturan aktif bir bolge bulunmaktadir. Substratin
baglandigi, enzim tarafindan degisiklige ugratildigi ve baska yeni bir bilesige
doniistirildigi bu bolgeye aktif merkez adi verilir. Bu merkezde en az bir aminoasit,

enzim aktivitesinde 6zel bir rol oynar.

Enzim faaliyetinin azalmasina yol agan bilesiklere “Enzim Inhibitérleri”, bu olaya ise

“Enzim Inhibisyonu ” denir. Enzimler genel olarak 3 sekilde inhibisyona ugrar.

e  Yarismali inhibisyon
e Yarigmasiz inhibisyon

e Yariyarigsmali inhibisyon



Yarigmali inhibisyonda: kimyasal olarak enzimin kendi substratina ¢ok benzeyen bir
madde, enzimin aktif merkezine baglanarak, kendi substratinin baglanmasina izin
vermez. Yarismasiz inhibisyonda ise madde: aktif bolgeye degil, enzimin tiizerine
baglanarak, enzimin substratla reaksiyon hizini azaltir. Eger bir inhibitor, serbest
enzime degil de, enzim substrat kompleksine baglanarak bir inhibisyona neden

oluyorsa, bu tip inhibisyona yariyarismali inhibisyon denir (Ozler 2009).

Enzim, substrat: iiriine doniistiiriirken 6nce onunla bir “Enzim-Substrat Kompleksi”
olusturur, daha sonra bu kompleks, iiriin ve enzime doniisiir. Enzim kinetiginin

mekanizmasi asagidaki gibidir:

E+ S8

Burada ES kompleksi, E ve S’den kj hizi ile olusur: ES’nin ayrismasi ise K, hizindaki
geri reaksiyonla tekrar substrat olusumu seklinde olabilir. Ancak asil reaksiyon ks
reaksiyon hizi ile ilerleyen iiriin olusumu reaksiyonudur. Reaksiyon kararli duruma
ulaginca ES’nin olusmas1 ayrismasina esit olur, yani sicaklik ayni kaldig siirece derisim

degismez (Ozler 2009).

Enzim reaksiyonlart iizerinde ilk genis kinetik caligmalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir (Sekil 1.5). Michaelis-Menten kinetigine gore baslangi¢
enzim derisimi sabit alinip, reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilii incelenir.
Enzim (E) ve substrati (S) arasinda 6nce bir veya iki molekiillii reaksiyon gergeklesir ve
bir enzim-substrat reaksiyonu (ES) meydana gelir. Michaelis-Menten bagintis1 su

sekilde tanimlanir;

Y = YmaxlS] (Michaelis—-Menten denklemi)
Km+[S]


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kimyasal_kinetik&action=edit&redlink=1

Burada Vmax: katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim bolgeleri substratla

tam doygunluga gegince Viax’a ulagir.

Tepkime Rz

Substratyodunludu

Sekil 1.5. Michaelis—Menten grafigi (Schnell 2014).

Km (Michaelis Menten sabiti): En yiiksek hiz degerinin (Vmax) yarisina ulasmak igin
gerekli olan substrat miktaridir. Birimi mol/L’dir. Ky bir enzime ve onun substratina
Ozgiidiir. Ky enzim substrat iliskisinde bir olgidiir. Ky’si diisiik olan bir enzim,
substratina yiiksek ilgi gosterir. Ky degerinin bilinmesi; enzimlerin saflagtirilmasi,
dokularda enzim aktivitesinin saptanmasi, ila¢ imalatinda enzim inhibitorlerinin

belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Schnell 2014).

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat derisimi
distiktiir ([S] << Ky) ve substrat derigimi arttik¢a hiz 1. dereceden enzim kinetigine
gbre artmaktadir. Ikinci bdlgede ise substrat derisimi ve hiz arasindaki reaksiyon,
karisik derecede yiiriir. Ugiincii bolgede ise [S]>>K,’dir. Substrat derisimi artsa da,
artik hizda bir degisme olmaz ve birinci dereceden bir enzim kinetigi gozlenir
(V=Vmax). Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda
kolaylik saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir.

Bu amagla eksen oOlcekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru
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denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilant Lineweaver-Burk

denklemidir;

_t o1 1
Vmax.[S] Vmax

< e

Bu denkleme gore ordinatta 1/V, absiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru elde
edilir. Bu dogrunun egimi ise, Kyn/Vmax’ dir (Sekil 1.6). Diiz egrinin ¢izilmesi Vmax Ve
Km degerlerinin daha rahat hesaplanmasini saglar (Menten and Michaelis 1913;
Lineweaver and Burk 1934).

. Hm

WA

<]

_#\/“&uﬁ:

Sekil 1.6. Lineweaver-Burk grafigi (Ozler 2009).

Bugiine kadar, ekstremofil ve hipertermofil mikroorganizmalardan polisakkarit
pargalayan bir ¢ok enzim (seliilaz, amilaz, lipaz, esteraz, fitaz vd) karakterize edilmis ve

endiistriyel prosesler i¢in yeni olanaklar saglanmistir (Bhat 2000).
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Fitaz enzimi: Genelde histidin asit fosfataz ailesine ait olup, fosforil transfer
reaksiyonunda, fosfohistidin ara {irlinlerini kullanan fosfotazlarin alt sinifidir (Lei et al.
2007). IUPAC-IUB (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi ve Uluslararasi
Biyokimya Birligi) fitazin, fitat molekiiliiniin hidrolizini baslatan bolgeye bagli olarak
iki smifa ayrilirlar. 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 1.7) (Selle and Ravindran 2007). Mikrobiyal fitazlar; ¢ogunlukla 3-fitaz sinifinda
yer alirken, bitkisel kokenli fitazlar 6-fitaz sinifinda yer almaktadir. Bu duruma istisna
olarak Aspergillus niger’den izole edilen fitaz, 3-fitaz aktivitesi gosterirken,

Peniophoralycii ve Escherichia coli ise, 6-fitaz aktivitesi gosterir (Kumar et al. 2010).

o=-F
OH
3-phytase P-0 0-pP
o-p (EC 3.1.3.8 P-0 0-P
0-P +H0 .
P-0 —P 1-B-myo-inositol 1,2,4,5,6-pantakisphosphate
4 ﬂ- P
& phylase

EC 3.1.3.26)
myc-incsitol hexakisphosphate 0-
{phytic acid) +Hz0
-P o-pP

1myo-inositol 1,23 4,5-pentakisphosphate
(1-o-myo-inosital 1,2,3,5,6-pentakisphosphate)

Sekil 1.7. Fitik asidin 3-fitaz ve 6-fitaz ile hidrolizi (Dvorakova 1998).

Domuz, kiimes hayvanlari, kus ve balik gibi monogastrik hayvanlar sindirim
sistemlerindeki diisiik fitaz seviyesinden dolayi, fitik asidi metabolize edemezler ve bu
fitatlar1, diski ile birlikte ¢evreye atarlar (Han et al. 1997). Fakat fosfor hayvanlarin
biliylime, lireme ve kemiklerinin kalsifikasyonu i¢in gerekli minerallerden biridir.

Toprakta ya da suda fitaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar tarafindan fitat,
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enzimatik olarak hidrolizlenir. Serbest kalan fosfor, nehir ve gollere tasmarak suda
¢Oziiniir ve oksijen eksikligine neden olur. Sonu¢ olarak, hidrolizlenmeden giibre
yoluyla atilan fitat ile yemlere ilave edilip absorbe edilmeyen inorganik fosforun
topraga karismasi, sadece fosfor kirliligine degil, ayn1 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 et al. 2010).

Boylece dogada var olan fosfor kaynaginin tekrar dogaya kontrollii bir sekilde
kazandirilmasiyla fosforun kullanilabilir formlarinin ilavesinin getirdigi ekonomik
maliyet ortadan kaldirilmis olur. Ozellikle canli hayvanlar tarafindan iiretilen fosfor
miktar1 ¢evre igin ciddi bir potansiyel tehlikedir. Bu olay1 ¢6zmek ig¢in, fitik asidin
enzimatik yolla hidrolizine yonelik yapilan g¢alismalar biliyilk 6nem tasimaktadir
(Kerovuo 2000).

Fitazlarin optimum pH’ya gore siiflandinlmasi: Fitazlar, optimum pH’lar esas
alinarak histidin asit fosfataz (pH 5.0 civar1) ve alkali fitaz (pH 8.0 civari) olmak tizere,
iki sinifa ayrilir (Baruah et al. 2007). Bacillus disinda bir ¢ok bakteri, fungus ve bitki
fitazlari, genis substrat Ozgiilligii olan histidin asit fosfataz sinifina dahil olmasi
nedeniyle, gida endiistrisinde alkali fitazdan daha c¢ok arastirilmistir. Alkali fitazlar,
asidik fitazdan farkli olarak, fitata oldukga spesifiktir ve ii¢ ya da daha az ester gruplari

iceren myo-inositol fosfatlari katalizleyemezler (Kumar et al. 2010).

Fitazlarin Kkatalitik merkeze gore simflandiriimasi: Enzimin katalitik etkisi ve
ozgiliigli ile, molekiiler yapisal bilesenleri arasinda dogrudan bir baglanti oldugu
bilinmektedir. Bu ylizden, evrimsel siirecte fitazin temel spesifik yapisal bilesenleri ile
diger kisimlari, ¢esitli substratlar1 katalizlemek icin yapisal olarak degismistir. Bugiin
igin fitik asidi hidrolizleyebilen dort fosfataz enzimi bilinmektedir: (1) Histidin Asit
Fosfataz (HAP), (2) B-Propellar Fitaz (BPPhy), (3) Sistidin Fosfataz (CP) ve (4) Purple
Asit Fosfataz (PAP). Bunlarin her birinin gesitli ortamlarda fitik asidi substrat olarak
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kullanan farkli katalitik mekanizmalar ve kendine 6zgii yapisal 6zellikleri vardir (Lei et

al. 2007).

Fitaz enziminin kaynaklari

Bitkisel fitazlar: Fitaz aktivitesi; hububatta, bakliyatta, yagli tohumlarda, ayrica
avokado ve taze sogan yapraklar1 gibi siklikla tiikketilen meyve ve sebzelerde tespit
edildi. Baz1 galismalarda; 5.000 unit/kg’dan daha fazla aktiviteye ulasabilen yiiksek
seviyede fitaz aktivitesi gézlemlendi ve bitkisel fitaz kaynaklar1 hayvan beslemesinde
kullanildi. Bitkilerden elde edilen fitazlarin optimum pH’s1 genellikle 4.5-6.0 iken,
sicakliklar ise 38-55°C’dir (Viveros et al. 2000).

Hayvansal fitazlar: Fitaz aktivitesi; ¢esitli hayvan tiirlerinin dokularinda tespit
edilmesine ragmen, hayvansal kaynakl fitazlarin hi¢birinin molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirilmedi. Hayvansal fitazlar nétral ve alkali araliklarda optimum pH
gostermesine ragmen, kiimes hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde optimum pH

5.5-6.0°dir (Ellestad et al. 2002).

Mikrobiyal fitazlar: Fitazlar; bugiine kadar fungus, maya, bakteri ve protozoalardan
saflastirilmistir. Bu enzimlerin ¢ogu, histidin asit fosfotaz ya da alkali fitazin alt
familyasina aittir. Kinetikleri, stereospesifiklikleri ve biyokimyasal 06zelliklerinde
onemli farkliliklar goriilmektedir. Cesitli mikrobiyal fitazlar, hayvan yemi ilavesi olarak
ticarilestirilmistir. Mikrobiyal fitazlarin optimum pH’sinin diisiik olmasi nedeniyle,
fitatin en ¢ok c¢ozinlir oldugu mide kosullarma uyumlu olmasindan dolayi, yem

uygulamalarina olduk¢a uygundur (Lei et al. 2007).

Bakteri fitazlar1 (PhyC): Bakterilerden izole edilen fitazlar, glikolizasyona ugramayan
histidin asit fosfataz yada B-propeller yapili alkali fitazlardir. Baz1 bakteriyal fitazlarin,
ozellikle de Bacillus cinsi iginde yer alan mikroorganizmalardan elde edilenlerin
cogunun optimum pH’larmin 7.0-7.5 ve sicakliklar ise 50°C oldugu gdzlemlendi (Lei
et al. 2007).
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Fitaz enziminin endiistride kullamim alanlarn: Son yillarda, hayvan yemlerine
ekzojen enzimlerin ilavesi, yemlerin besleyici degerini arttirdigi i¢in uygulamada
oldukca 6nem kazanmistir. Domuz ve kiimes hayvan atiklarinda biiylik miktarlarda
fosfor iceriginin bulunmasi, bitkisel kaynakli yem maddelerinde fitata bagl fosforun

kullanilabilirliginin zayif oldugunu gostermektedir (Selle and Ravindran 2007).

Mannanaz; bakteri, bitki, mantar ve hayvanlardan saflastirilmistir. Esas olarak
mikrobiyal mannanaz, hiicre dis1 bir enzim olup, genis pH ve sicakliklarda galisabilir.
Bu nedenden dolay1 enzim; kagit hamuru, gida, beslenme, petrol ve tekstil endiistrisinde
kullanilmaktadir. Mannanaz; hemiseliilozun ana bilesenlerinden olup, p-mannanaz, §-
mannosidaz ve B-glukosidaz olmak iizere 3 gruba ayrilir. Mannanaz, bir araya

baglanmis, manon molekiillerden olusur (Schroder et al. 2009).

(a)

OH OH OH
HO_g HO_q HO o
HO o HO o HO [a]
o HO 8] — HO o a HO
HO oH HO oy H0 oH
-4 -3 -2 -1 +1 +2
Non-reducing Reducing

Sekil 1.8. p-mannanaz yapisi (Van Zyl et al. 2010).

Mannamn hidroliz mekanizmasi: Mannan degrade eden enzimler; f-mannanaz (1,4-
B-D-mannan mannohidrolaz, E.C. 3.2.178), p-mannosidaz (1,4-3-D-mannopiranosid
hidrolaz, E.C. 3.2.1.25) ve pB-glukosidazdir (1,4-B-D-glukosid glikohidrolaz, E.C.
3.2.1.21). Mannan degredasyonuna yardimeci enzimler ise asetil mannan esteraz (E.C.
3.1.1.6) ve a-glukosidaz (1,6-a-D-galaktosid galaktohidrolaz, E.C. 3.2.1.22) dir
(Dhawan and Kaur 2007; Moreira and Filho 2008).

B-mannanaz endoenzimdir ve mannan omurgasindaki B-1,4 baglarmi hidroliz eder
(Shallom and Shoham 2003). Dogada endo-1,4-f-mannanaz, galaktomannan ana
zincirini pargalayarak oligosakkaritleri ve mannobiyozu meydana getirir. Daha sonra ise

1,4- B-mannosidaz (E.C. 3.2.1.25) aktivitesi ile mannoz serbest kalir. 3-mannosidaz ise
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ekzo tip enzim olup, mannosidler arasindaki B-1,4 baglarin1 pargalayarak mannan ya da
mannooligosakkaritlerin indirgenmemis uglarindan mannozun serbest kalmasini
katalizler.  B-glukosidaz ise, ekso tip enzim olup glukomannan ve
galaktoglukomannandan, B-mannanaz aktivitesi sonucu salinan oligosakkaritlerin
indirgenmemis ucglarinda 1,4-B-D-glukopiranoz hidrolizini yapar. a-galaktosidaz,
galaktomannan ve galaktoglukomannanlarin o-1,6 bagli D-galaktopiranosil yan
zincirlerinin hidrolizini katalizler. Asetil mannan esterazlar, galaktoglukomannanlardan

asetil gruplariin serbest kalmasini saglar (Howard et al. 2003).

Mannanazin iiretim kosullar1 ve ozellikleri: Mikrobiyal mannanaz genellikle
ekstraselliiler ve reaksiyonu yiikselten bir enzimdir. Mannanazin iretimi en ¢ok ortamin
beslenme kosullarina ve ayni1 zamanda fiziksel kosullara, zaman, sicaklik, pH, nitrojen,
karbon kaynaklari, mineral tuzlar ve oksijen oranina baglidir. Mikrobiyal mannanaz
farkli sicakliklarda aktivite gosterebiliyor ve bu sicaklik araligi 37°C-70°C olarak
belirlenmistir.  Genel olarak bakteriyal mannanaz, mantar mannanazi ile
karsilastinidiginda, bakteriyal mannanazlar sicakliga daha dayanakhidirlar (Aziz vd
2008; Chauhan et al. 2012).

Mannanazlar, genellikle mikrobiyal kaynaklarda yaygindir. Mikrobiyal mannanazlar,
cogunlukla ekstraseliiler olarak yiiksek seviyedeki pH ve sicakliga direnclidirler. Bu
nedenle petrol, eczacilik, kagit hamuru, tekstil ve gida miihendisligi gibi alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Mannanaz, mikrobiyal kaynaklarindan genelikle Gr
(+) olan ve ¢ogunlukla da Bacillus cinsine ait olan bakterilerden elde edilmistir. Baz1 Gr
(-) bakterilerden (Klebsilla oxytoca) de elde edildigi bilinmektedir. Mantarlarda ise
genellikle Aspergillus, Penicillium ve Trichoderma cinslerinde mannanaz enziminin

varligi goriilmistir (Chauhan et al. 2012).

pH: Mannanaz tretimi bakteriler de bazik pH’larda olurken, funguslarda bu islem
asidik ortamlarda olur. Ornegin Bacillus cinslerinde enzim iiretimi pH 9.5°de
gerceklesmektedir (Chauhan et al. 2012).
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Mannanazin bazi1 kullanim alanlari: Mannanaz yiiksek sicaklik ve pH’da aktivite
gostermesinden dolay1, 6zellikle kagit sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Pan
et al. 2011). Yine son zamanlarda; mannanazdan deterjan, sag jelleri, sampuanlar ve dis
macunlart saglik ve giizellik bakim iirtinleri, kontakt lens temizleyicileri ve sert ylizey
temizleme sektorlerinde faydalanilmaktadir (Bettiol et al. 2000). B-Mannan bir
polisakkarit olarak; soya unu (SM), guar unu (GM), hindistan cevizi gibi malzemeler ve
susam gibi yemeklerde bulunabilir. Tim bu yemekler baz1 ortak 6zelliklere sahiptir.
(Ornegin: yiiksek lif icerigi, diisiik lezzet ve gesitli temel aminoasit eksikleri gibi).
Bagirsaklarda sinirli olarak p-mannanaz eklenmesi hayvan diyetlerine ¢esitli sekillerde
yardimct olur. Genis bir pH araliginda aktif olan mannanaz, proteazlara (pepsin ve
Tripsin) dayanikli oldugundan yemlerde kullanim1 oldukga faydali olmaktadir (Meng et
al. 2008; Yang et al. 2009).

Mannozun kullanimi farmasotik uygulamalarda ve tip alaninda her gegen giin
artmaktadir. Ozellikle sekillendirme ve hizli ¢dziinme o6zelligi sagladigindan, ilag
tabletlerinin yapiminda kullanilmaktadir. Yine idrar yolu enfeksiyonu igin bir ¢are
olarak da mannoz onerilmektedir. Bu nedenlerden dolayr mannanaz enzimi ¢ok
kullanilmaktadir (Van Zyl et al. 2010).

Enzim immobilizasiyon: immobilize hiicrelerin serbest haldeki hiicrelere gore iiriinden
kolayca ayrilabilmeleri, tekrar tekrar kullanilabilmeleri, yiiksek hacimsel verimlilik
degerleri elde edilebilmesi, proses kontroliin daha kolay olmasi ve kontaminasyona
daha az duyarli olmalar1 gibi baz1 Gistiinliikleri vardir. Immobilize enzim; serbest enzime
gore, daha yiiksek aktiviteye sahip ve c¢evresel kosullara karsi daha dayanikli
olmasindan dolayr son zamanlarda kullanim1 siklikla tercih edilmektedir. Yiiksek fiyata
sahip olan enzimlerin degisik yontemlerle immobilize edilmeleri ve defalarca kullanimi

tizerine ¢ok sayida galisma bulunmaktadir (Goksungur ve Giiven 2002).

Tutuklama yonteminde, enzim molekiilii belirli bir mekanda durmaya zorlanmaktadir.
Enzim bulundugu cevreden disariya g¢ikamaz. Bu islem polimer matriks igindeki

kafeslerde  gerceklestirilebilecegi  gibi  yar1  gecirgen membranlar iginde,
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mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent baglama
ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en O&nemli 6zelligi, enzim
molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis
olmasidir. Tutuklama ydntemi; polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom

teknigi olmak tizere tige ayrilir (Yener 2007).

Immobilize edilen enzimlerden beklenilen; yiiksek kararlilik, tekrar kullanilabilirlik,
stirekli iiretime olanak vermesi, reaksiyon kontroliine olanak vermesi, yliksek saflik,
yiksek {lriin yiizdesi, ekonomik olmasi gibi Ozelliklerdir (Yener 2007). Enzim
immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki grupta toplanir.
Kimyasal yontemle immobilizasyon saglam kovalent baglart igerirken, fiziksel
immobilizasyonda daha zayif baglarla tutunma s6z konusudur. Kimyasal yontemle
immobilizasyonda ilk adim; ylizeyin silanlama, fonksiyonel gruplarla kaplama, esnek
fonksiyonel gruplarin ilavesi ile modifiye edilmesi yada aktif hale getirilmesidir.
Ardindan enzim ylizeye tutturulur. Bu islemlerin yanisira enzim yiizeye bir c¢apraz
baglayici ajan yardimi ile de immobilizes edilebilir. Enzim immobilizasyonu igin
kullanilan destek malzemesinin yiizey 6zelliklerinin (hidrofilik, hidrofobik karakteri)
yanisira, gozeneklilik, gézenek boyutu gibi yigin o6zellikleri de, immobilize edilen
enzim miktarint  ve enzimin aktivitesini belirleyen faktorlerdir. Fiziksel
immobilizasyonda enzim polimer matriksinin igine hapsedilebilecegi gibi, enzim
¢ozeltisi substrat ve reaksiyon tirliinlerine karst gegirgenligi olan bir membran i¢inde de

tutuklanabilir (Altinkaya vd 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Yiksek sicaklik degerlerinde yasamin kesfiyle birlikte bu ortamlarda yasayan
mikrobiyal biotanin tespitine ydnelik calismalar ciddi bir ivme kazanmustir. Ozellikle
Yellow Stone Ulusal Parkindan izole edilen Thermus aquaticus’dan Taqg DNA
polimerazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu molekiiler biyoloji ve biyoteknolojik
caligmalarin Ontinii 6nemli Olgiide agmistir  (Adigiizel 2006). Nazina vd (2001)
tarafindan yapilan bir calismada; 7 filogenetik grup, Bacillus cinsinden ayri olarak
tekrar smiflandirilmistir (Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Virgibacillus, Salibacillus ve Gracilibacillus). Tespit edilen termofilik
tiirler 16S rRNA’dan yola ¢ikilarak gruplandirilmig, Bacillus cinsi genetik olarak 1. ve
5. gruplara dahil edilmistir. Brevibacillus brevis ve Brevibacillus borstelensis 1900’li
yillarda kesfedilmis ve son yillarda genomik diizeyde calismalar bu bakterileriler
tizerinde yogunlagmistir (Shida et al. 1996; Panda et al. 2014). Fitaz ve mannanaz
enzimlerinin bakterilerde varligina dair ¢ok sayida ¢aligma bulunmakta olup, bakteriyel
kaynakli bu enzimler, endistriyel alanda genis bir kullanim potansiyeline sahiptir
(Horikoshi 1999). Demirjian vd (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise ekstremofil
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin, ekstrem kosullara daha dayanikli
olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle son 20 yilda ekstremofil ve ekstremozimlere olan
ilgi artmis ve enzimler, endiistriyel biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaya baglanmistir.

Yapilan calismalarda; Aerobacter aerogenes, Pseudomanas sp., Bacillus subtilis,
Klebsiella sp., Bacillus subtilis N-77, Escherichia coli, Klebsiella spp. ASR1,
Klebsielle aerogenes, Obesumbacterium proteus, Enterobacter sp., Bacillus sp. DS11
ve Bifidobacterium genusunun bir ¢ok tiirlerinde fitaz aktivitesi tespit edilmistir (Kim
et al. 1999; Zinin et al. 2004).

Fitik asitin kimyasal yapis1 hakkindaki ilk c¢alismalar 1855 yilinda baslamistir. Fitik

asitin tanimlanmasi, 1856 yilinda Hartig adli arastirmacinin ¢esitli bitkisel tohumlardan,
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bitkinin biiylimesinde depo islevi gordiigl diisliniilen kiiciik vezikiilleri izole etmesi ile
gerceklesmistir. Arastirict bu vezikiillerin nisasta i¢ermedigini, ancak tohumun
gelismesinde dnemli rolii oldugunu bildirmistir. 1872 yilinda Pfeffer, fitat1 ilk kez bitki
tohumlarindan izole etmis ve kalsiyum, magnezyum ve fosfor igeren ancak azot

icermeyen organik bir kompleks oldugunu belirtmistir.

Protein-fitat komplekslerinin varligi ilk olarak, pamuk tohumunun ekstraktlarinda
saptanmigtir. Rojas and Scott (1969); bu komplekslerin kiimes hayvanlarinin
beslenmesinde olumsuz etkilerinin oldugunu ileri siirmiistiir. Anderson (1985)
tarafindan yapilan bagka bir calismada ise fitatin pH degerine bagl olarak proteinler ile
iki farkli kompleks olusturdugu kabul edilmistir. Asidik pH degerlerinde ikili protein-
fitat kompleksleri ve noétrale yakin pH degerlerinde katyonik koprii vasitasiyla tiglii
protein-mineral-fitat kompleksleri olusturur. Teorik olarak, fitatin hidrolizi ile agiga

cikan fitata bagl protein ve fosfor hayvanlar tarafindan kullanilabilir (Ekren 2013).

Ik olarak fitaz aktivitesinin bugday kepeginde ve buzagilarmn kaninda bulundugu
bildirilmistir (Suzuki et al. 1907; Mccollum and Hart 1908). Daha sonra bitki, maya,
bakteri ve funguslarda da fitazvarlig1 belirlenmistir. Ayni ¢alismada bu enzimin, insan
ve hayvanlarin ince bagirsak mukozasinda ve kalin barsaklarda bulunan mikroflora
tarafindan endojen olarak iiretildigi tespit edilmistir. Fitazlar bagirsak epitel hiicre
membranindan izole edilmis olsa da, tek mideli hayvanlarda besinsel fitat fosforunun
kullanilabilirligini arttirmak i¢in diisiik maliyetli ekzojen fitazin ilave edilmesi
hayvansal fitazin arastirilmasimi golgede birakmustir. Kalin bagirsak veya rumende
bulunan fitaz aktivitesi esasen mikrobiyal kokenlidir (Yanke et al. 1999; Ellestad et al.
2002).

Fitaz (myo-inositol hexakisfosfat fosfohidrolaz) myo-inositol hexakisfosfat’in (fitik
asit), inorganik mono fosfata ve diisitk myo-inositol fosfatlara ve bazi durumlarda ise
serbest myo-inositol’e hidrolizini katalizler. Baslica iki tip fitaz bilinmektedir; 3-fitaz
(E. C. 3. 1. 3. 8) ve 6-fitaz (E. C. 3. 1. 3.26). Bu siiflandirma, enzim tarafindan tutulan
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ilk fosfat grubuna gore yapilmistir. 3-fitaz mikroorganizmalar i¢in ve 6-fitaz ise bitkiler

icin tipiktir (Powar and Jagannathan 1982).

Greiner et al. (1997), Klebsiella terrigena’dan sitoplazmik fitaz1 izole etmisler ve bu
enzimin yaklasik olarak 40 kDa molekiiler agirligina sahip, monomerik bir protein
oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin 6zellikle fitat i¢in spesifik oldugunu, pH 5’de

55°C’de maksimum aktivite gosterdigini gézlemlemislerdir.

O’Neill et al. (2000) c¢alismalarinda, farelerin besinlerine fitik asit ekleyerek, ince
bagirsaklarindaki fitaz iiretim aktivitesini incelemislerdir. Ince bagirsakta ii¢ ayri
segmenti (duedonum, jejunum ve ileum) ele almislardir. Fitik asit ve bugday unu verilen
farelerde kontrol grubuna gore daha fazla fitat hidrolize edildigi ve Ca absorbsiyonunun

da daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Casey and Walsh (2004) c¢alismalarinda, Aspergillus niger ATTC 9142 fitazim
ultrafiltrasyon, iyon degistirme kromotografisi, jel filtrasyonu gibi yontemlerle
saflagtirmiglardir. Saflagtirllmis enzimin optimum pH degerinin 5 ve optimum
sicakliginin 65°C oldugunu tespit etmislerdir. Substrat spesifite caligmalarinda enzimin
fitat1 tercih ettigini ancak fitat igermeyen fosforillenmis substratlar1 da kullandigini
gostermislerdir. Enzimin 80°C’de diger bazi ticari fitazlara gore daha yiiksek
termostabilite gosterdigini ve dolayisiyla enzimin hayvan yeminde kullanilmasinin

uygun olacagini diisiinmiislerdir.

Casey and Walsh (2004) , Rhisopus oligosporus ATCC 22959°dan izole ettikleri fitaz
enziminin fizikokimyasal karakteristiklerine bakarak, enzimin endiistriyel agidan
kullanilabilme potansiyeli oldugunu goérmiislerdir. HPLC analizi ile enzimin, fitatin
neredeyse tamamini parcaladigini tespit etmislerdir. Diisiik pH’da aktivitesini oldukga

fazla oranda korudugunu gérmiislerdir.
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Mitchell and Edwards (1996), fitaz enzimi tarafindan fitatin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan
serbest inorganik fosfatin, bitki orjinli hayvan yemlerinin degerini arttirmak amaciyla,

hayvan yemi katki maddesi olarak kullanabilecegini 6nermislerdir.

Shin et al. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ilk olarak fitaz enziminin varlig

Bacillus ve ilgili tiirlerde gosterilmistir. Yapilan biitiin ¢alismalarda, bu enzimin hem

katalitik faaliyetleri, hemde termostabilitesi i¢in Ca?"iyonuna ihtiya¢ duydugu ortaya
2+,

konulmustur. Bu gereksinimin ise Ca“’iyonunun fitata baglanarak elektrostatik etki

olusturmasina baglamiglardir (Yanke et al. 1999).

Ik ticari fitaz enzimi olan Natuphos, ilk olarak Aspergillus niger’den izole edilmistir.
Escherichia coli, Klebsiella terrigena, Bacillussubtilis bakterilerinden ve funguslardan
elde edilen fitazlar, genellikle monomerik enzimlerdir. Bakteri ve funguslardan elde
edilen fitazlarin, (Ky,), optimum pH 7 ve 1s1 stabilitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinde
farklilik gozlenmektedir  (Shimizu 1992; Tambe et al. 1994; Han et al. 1997;
Dvorakova 1998, Greiner 1998).

Yanke et al. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, sigir rumeninde fitaz iireten birgok
anaerobik bakteri tanimlanmis ve Mitsuokella multiacidus ve Selenomonas ruminantium
strainlerinin yiiksek enzim aktivitesi gosterdiklerini belirlemislerdir. Haki et al. (2003),
Pseudomonas syringae’den izole ettikleri fitaz enziminin, spesifik aktivitesinin 649
U/mg protein, optimum pH’sinin 5.5 ve optimum sicakliginin ise 40°C oldugunu tespit
etmislerdir. Howard et al. (2003) tarafindan yapilan basgka bir ¢alismanin sonucunda
ise, Citrobacter braaki fitazinin; optimum pH ve sicakliginin sirasiyla 4.0 ve 50°C
oldugunu ve fitik asite kars1 diger fosforlanmis substratlara gore daha yiiksek bir

spesifite sergiledigini belirlenmistir.

Dhawan and Kaur (2007) ile Moreira and Filho (2008) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
mikrobiyal mannanazin yapisi incelenmis tir. Bu enzimin yaygin olarak gram pozitif
bakteriler tarafindan {iretildigi, gram negatif bakterilerden de Klebsiella oxytoca’da
bulundugu gosterilmistir (Ma et al. 2004; Singh et al. 2010; Pan et al. 2011). Bacillus
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cinsine ait organizmalarda, Van Zyl et al. (2010) ise gram negatif bir organizma olan E.

coli’de B-mannanaz enziminin yiiksek oranda bulundugunu ifade etmislerdir.

Mannanaz enziminin varligi bakterilerin yanisira bazi mantar tiirlerinde de
belirlenmistir (Cai et al. 2005; Meng et al. 2008). Kemme et al. (1999) tarafindan
yapilan bir calismada; Aspergillus niger fitazinin domuzlardaki besin pargalama
performansi, idrar kompozisyonu iizerine olan etkisi incelenmistir. Mikrobiyal fitazin,
hayvan performansini oldukca iyi bir sekilde etkiledigini gozlemlemislerdir. Formik asit
ve fitazin yemdeki fosfatin parcalanmasint 0,20 g/kg oraninda arttirdigini
belirlemislerdir. Mikrobiyal fitazin, idrardaki Ca ve P igerigini etkiledigini ancak pH,

osmolarite ve Mg iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini gérmiislerdir.

Duruksu et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada; ilag, kimya, tekstil ve gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaya baslayan ve ilerleyen yillarda daha degerli bir
duruma gelecek olan mannanaz enziminin, saf kimyasallar ve dogal kaynaklar
kullanilarak tretimi ve yeni teknolojiler kullanilarak saflagtirilmasi, patent altina
alinmasina yonelik arastiricilarin ciddi girisimleri bulundugu ifade edilmis. Bu amagla
mannanaz enzimini dogal olarak iireten bir patojen olan ve irettigi enzimin toksik
etkisinden dolay1r gida endistrisinde kullanilamayan Aspergillus fumigatus (IMI
385708)’dan, mannanaz geninin proteinini kodlayan bdlges izole edilmis. Izole edilen
gen, toksin tiretmedigi i¢in GRAS (Generally Recognized As Safe) listesinde yer alan
Aspergillussojae 'ye transfer edilerek yiiksek seviyede mannanaz iireten rekombinant
Aspergillus sojae (ATCC 11906) elde edilmis ve enzim iiretim sartlarinin optimize

edilmesi i¢in, kiigiik 6lgekli flask denemeleri gergeklestirilmistir.

Norita et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, en yaygin mannanaz grubunun A.
penicillium’da, Chauhan et al. (2012) ise Trichoderma reesei’de bulundugunu
belirtilmistir. Ilk olarak enzim immobilizasyonu, 19. yiizyilin baslarinda damlatmali
filtre yontemiyle, odun yongasi iizerine adsorbe edilen asetik asit bakterileri kullanilarak
sirke liretmek amaciyla gergeklestirilmistir (Goksungur ve Giiven 2002). Ahmed (2008)

yaptigi bir caligmada, ucuz ve toksik olmayan sodyum alginate iizerine Bacillus
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macerans hiicrelerini immobilize etmis ve bu hiicreleri ¢evre kosullarina kars1 dayanikli

hale getirmistir.

Fitaz enziminin immobilizasyonuyla ilgili ¢ok az sayda ¢alisma bulunmaktadir (Liu et
al. 1999). ilk olarak bu enzim A.niger’dan elde edilmis ve immobilizasyonu
gerceklestirilmistir (U lah 1988). Ayrica immobilize E.coli olarak fitazin da yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. immobilize fitaz enzimi iizerine pH nin etkisine

kars1 onemli derecede direncli oldugu belirlenmistir (Ekren 2013).

Liu et al. (1999) yaptiklar bir galismada, immobilize edilmis A.niger fitazinin optimum
pH ve sicaklik degerlerini incelemislerdir. Optimum pH’nin 5, sicakhigin ise 50°C,
pH’nin optimum degerinin serbest ve immobilize edilmis enzimlerde hemen hemen ayn1
oldugunu, sicakligin ise serbest ve immobilize edilmis enzim i¢in farklilik gosterdigini

bulmuslardir.

Konietzny and Greiner (1996) yaptiklar1 ¢aligmada, ayni substrat kullanilarak
immobilize ve serbest fitaz enzimi i¢in Ky, degerlerini saptamislar. Sonugta immobilize
edilmis fitaz enziminde, Ky degerinin digerine gore daha yiiksek oldugunu

belirlemislerdir.

Mckelvie et al. (1995) yaptiklar1 bir ¢alismada ise dogal sularin biinyesindeki fitatin
giderilmesi yoniinde kendi gelistirdikleri enjeksiyon sisteminde, immobilize enzimler
kullanmislar, sonugta immobilize fitazin en yiiksek etkinlik ve dayaniklilik gosterdigini

tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullamilan Materyal, Cihaz ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Materyal

Calismada mannanaz aktivitesini 6lgmek i¢in sodyum sitrat, locust beangum,
dinitrosalisilik asit, fitaz aktivitesini belirlemek i¢in ise sodyum asetat, sodyum fitat,
trikloroasetik asit ve renklendirme ¢ozeltisi kullanildi. Ayrica ¢alisma materyali olarak;
Amonyum siilfat ( (NHg4).SO,), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), magnezyum
stilfat (MgSQ,), kalsiyum kloriir (CaCl,), Demirsiilfat (FeSO,4), Sodyum kloriir (NaCl),
Keg¢iboynuzu, misir, Brevibacillus brevis (P14) ve Brevibacillus borstelensis (P35)’den

faydalanildi.

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma esnasinda kullanilan ¢ozeltiler, hazirlanma prosediirleri ve kullanildiklar

yerler asagida belirtilmistir:

Tripticase Soy Agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karigimi (Oxoid), 1 L saf su
igerisinde ¢oziildiikten sonra, 121°C 15 dakika siireyle otoklavlandi. 45-50°C’ye kadar

sogutulduktan sonra, steril petrilere dokiildii.

Tripticase Soy Broth (TSB): 30 g tripticase soy agar alinip (Oxoid), 1 L saf su

icerisinde ¢oziildiikten sonra, 121°C 15 dakika siireyle otoklavlandi.

Plate Count Agar (PCA): 17,5 g PCA besiyeri alinip (Oxoid), 1 L destile su igerisinde

¢oziildiikten sonra, 121°C, 15 dakika siireyle otoklavlanarak kullanildi.
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10 mM sitrat Tamponu; 0,588 g Sodyum Sitrat tartilip, 80 mL saf suda ¢6ziildii, pH’s1
6,0’ya 0.1 M HCl ile ayarland1 ve son hacim distile su 100 mL’ye tamamlandi.

Mannanaz aktivite tayini i¢in gerekli olan substratin hazilanmasi amaciyla; 0,05 ¢
locust bean gum tartildi ve son hacmi 100 mL olacak sekilde sodyum sitrat tamponu

icerisinde ¢oziildii.

DNSA ¢ozeltisi; 500 mL saf su igerisinde 10 g DNSA ve 4 g NaOH, ¢oziildiikten sonra

son hacim 1L’ye tamamlandi.

10 mM Sodyum Asetat Tamponu; 0,823 g sodyum Asetat alinip, 80 mL saf suda
¢ozildi, pH s1 0,1 M HCI ile 5,5’¢e ayarlandiktan sonra, son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

Fitaz aktivite tayini i¢in gerekli olan substratin hazilanmasi amaciyla; 0,05 g sodyum
fitat tartildi, 80 mL sodyum asetat tamponu igerisinde ¢6ziildiikten sonra, son hacmi 100

mL tamamlandu.

%010 luk TCA: 10 g TCA alinip, saf suda ¢oziildiikten sonra son hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.

Fitaz ve mannanaz enzimlerinin besiyerilerinin hazirlanmasi: 10 g kegiboynuzu
bulunan 3 farkli reaksiyon ortamlarina sirasiyla 10, 15 ve 20 g misir ilave edildi. Ayrica
her reaksiyon kabina 2 g ( (NH4)2SO,), 1,5 g (KH,PO,), 1 g (Mg SO,), 0,3 g (CaCl,),
0,03 g (FeSQy,) eklenip, 800 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 7,0’a ayarlandiktan

sonra son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Ayni prosediir 20 g ve 30 g kegiboynuzu kullanarak gergeklestirildi.
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Serbest ve immobilize bakteri sayisimin tespiti: Brevibacillus brevis (P14) ve
Brevibacillus borstelensis (P35) izolatlar1 ayri ayr1 Tripticase Soy Agar (TSA)
besiyerine inokiile edildi ve 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda petrilerden ayr1 ayr1 saf koloniler segilip, Tripticase Soy Broth (TSB)
besiyerine ekildi ve ¢alkalamali inkiibatérde 24 saat siireyle bekletildi. Daha sonra bu
oOn kiiltiirlerin 1 mL’sindeki bakteri sayisi, spektrofotometrik yontem (OD 600 nm) ile
belirlendi (Arda, 2006). Serbest bakteri sayisinin tespiti i¢in; 1000 ul 6n kiiltiirden

alind1 ve tlizerine 2 mL distile su ilave edilerek toplam hacmi 3 mL’ye tamamlandi.

Immobilize edilmis bakteri sayisinin belirlenmesi igin; Bakteri &ncelikle magnetit
florosil nanopartikiilii iizerine immobilize edildi. Bu amagla; 0,1 g magnetit florosil
nanopartikiilii tartildi ve tizerine 1000 ul 6n kiilttir, 2000 ul distile su ilave edildi. Sonra
icinde nanaopartikiil ve bakteri bulunan ependorf tiipti alinarak 55°C’ye ayarli
calkalayicida, 40 dakika siire ile inkiibe edildi ve boylece bakterilerin magnetit florosil
nanopartikiillerine baglanmasi saglandi. Ayn1 islemler diger bakteri i¢inde tekrarlandi.
Baglanmis olan bakteri miktarini belirlemek amaciyla; igerisinde nanopartikiil bulunan
epondorflarin iist faz1 alinarak atildi, alt fazi ise su ile birkag kez pipetajlama ile yikandi
ve 1000 ul steril saf su ile yeniden homojenize edildi. Bu epondorf tiiplerinden 1000 ul
alinip diliisyonla sayma teknigi (Arda 2006) kullanilarak ml deki serbest ve immobilize

bakteri sayis1 belirlendi.

Mannnanaz enziminin aktivite 6l¢iimii: Mannanaz enziminin aktivitesini 6lgmek i¢in
DNSA metodu kullanildi. Reaksiyon ortamindan 1 mL numuneden alindi ve 5000 x
g’de santrifiij edildi. Numuneden 50 uL alinip 800 uL locust beangum bulunan substrat
ortamina ilave edildi ve 10 dakika 50°C’ye ayarli subanyosunda bekletildi. Ardindan
DNSA eklenip 5 dakika siire ile 90°C’ deki su banyosunda bekletikten sonra absorbans
degisimi 540 nm’de spektrofotometrik olarak belirlendi. 3 giin boyunca 6 saat

araliklarla mannanaz aktivitesi olgtildii. Kor deney saf su kullanilarak yapildi.

Fitaz enzim aktivitesinin tayini: Reaksiyon ortamindan alinan numunede fitaz aktivite

Ol¢timii yapildi. Bu amagla; 500 uL sodyum fitatin bulunan reaksiyon ortamin 50 uL
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numune konulup, 10 dakika 50°C’deki su banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 1 mL
%10’lu TCA eklenip, 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ortama renklendirme
cozeltisi eklendikten sonra, absorbans degisimi saf su kullanilarak hazirlanan kore karsi

700 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Florisilin Akrilamin Tiirevinin Glutaraldehit ile Aktiflestirilmesi ve Schiff Bazinin

Indirgenmesi

10 g florosil once 50 mL %5’lik HNOj3 ile yikandi, ardindan destile su ile yikanarak
nétralize edildi ve 120°C’de kurutuldu. Kurutulmus destegin 1 grami, %4 lik (V/v) 3-
APTES’in aseton icerisinde hazirlanmis ¢ozeltisine eklenerek 45°C’de 25 saat boyunca
inkiibe edildi (Sekil 1.9). Daha sonra aktiflestirilen destek materyali saf su ile yikanarak
etiivde 105°C’de 1 gece boyunca kurutuldu,

CoHs C,H;OH CoHs
? o
Florisil +—gj—oH + CZH5—O—SIi—(CH2)3NH2 — Florisil —Si—O—éi—(CH2)3NH
o o 2
' i
CaHs CzHs
Florisil 3_APTES

Sekil 1.9. Florisil destek materyalinin 3-APTES ile active edilmesi.

1 g krilamin tiirevi alinarak 50 mM pH 7.0 fosfat tampon igerisinde %2,5 (w/v) olacak
sekilde hazirlanmis olan glutaraldehit ¢ozeltisinden 25 mL eklenerek, 2 saat boyunca
oda sicakliginda karigtirildi (Sekil 1.10). Destek saf su ile yikanarak glutaraldehit
giderildi. Siiziintiide glutaraldehit olup olmadigi Boratynski and Zal (1990), serbest
amino grubu miktar tayini ise Alptekin vd (2009) tarafindan onerilen yonteme gore

yapildi.
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Sekil 1.10. Aktiflestirilmis florisil desteginin glutaraldehit ile reaksiyonu

Kurutulan destek materyalinde bulunan Schiff bazi alinarak 50 mM pH 7.0 fosfat
tampon ortaminda 0,25 M NaCNBHj; cozeltisinin 10 mL’si eklenerek oda sicakliginda

12 saat kanistirilarak indirgenmistir. Elde edilen destek materyali saf su ile yikanip

kurutulmustur.
CoHs i
3 0 ///\\V//“\\//JL\ T NaCnBH,
Florisil +—si—0-Si—(CH,);N=—= H

9

CoHs
CoHs i
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Florisil 4—si—0-§i—(CH,)sNH— H

(0]
(|32H5

Sekil 1.11. Aktiflestirilmis florisil desteginin glutaraldehit ile reaksiyonu sonucu olusan
Schiff bazinin indirgenmesi
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Nanomagnetit florosil nanopartikiillerin hazirlanmasi: 1 g aktiflestirilmis florisil
destek materyali 100 mL 1M asetik asit c¢ozeltisi icerisinde ¢oziildii. 3 g FeszO4
nanomateryali ile 1 gece boyunca karistirildi. Bu islemin ardindan aktiflestirilmis

florisil bilesiklerinin yiizeyi homojen bir sekilde nano Fe3O, ile kaplanmis oldu.

CaHs i

o /\/\)J\
Florisil +—si—0-Si—(CHy)sNH— H

9

CaHs

Sekil 1.12. Aktiflestirilmis florisil desteginin nano Fe3O,4ile muamele edilmesi
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P(14) ve P(35) bakterilerinden elde edilen mannanaz ve fitaz enzimlerinin ayn:1 ortamda
tretim degerlerinin, istatistiksel (SPSS 19.0) analizi sonucunda P<0.05 diizeyinde

onemli oldugu bulundu. Bu degerlendirmeler Cizelge 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5°de gosterildi.



31

4. ARASTIRMA BULGULARI

Serbest ve immobilize bakteri sayisinin tespiti

ODggo’de yapilan bu olgtimler sonucunda; Brevibacillus brevis (P14) ve Brevibacillus
borstelensis (P35) bakterilerine ait OD degerlerinin sirasiyla 0.24 ve 0.30 oldugu
belirlendi. Bakterilerin logaritmik faza gelme asamasindaki OD’leri 0.6 civarinda
oldugundan (Bilgehan, 2002) P14 izolat1 i¢in, 1 mL bakteri kiiltiirii + 3 mL TSB, P35
straini i¢in ise; 1 mL bakteri kiiltiirii +4 mL TSB karisimi hazirlandi. Daha sonra her iki
bakteriye ait bu karisimindan 1000’er uL alinarak 4 tiipliik bir deneme kuruldu. Her bir
tip icin ayr1 ayri bir seri diliisyon calismasi gerceklestirildi. Yapilan bu calisma
sonucunda; serbest bakteri sayisi ve immobilize edildikten sonra iist fazdan alinan
ornekteki hiicre sayist mukayese edildiginde, yaklasik olarak %350-60 oraninda
bakterinin magnetit florisil nanopartikiil yiizeyine baglanmis oldugu gozlemlendi
(Cizelge 4.1). Bu ¢izelgede 30-300 arasinda koloni bulunan petrilere ait sayim sonuglari

bulunmaktadir.

Cizelge 4.1. Serbest ve immobilize B. brevis (P14) ve B. borstelensis (P35)’e ait
dilisyon oranlar1 ve bakteri sayilari

B. brevis (P14) B. borstelensis (P35)
Diliisyon Immobilize Serbest Immobilize Serbest
Oranlar Hiicre saysi Hiicre sayisi Hiicre sayisi Hiicre sayisi
10° 195 299 183 300
10 117 180 114 175
10° 78 120 76 116
10° 49 75 47 80

10”7 30 46 30 45




32

10, 20, 30 ve 40 g keg¢iboynuzu (KB) bulunan reaksiyon ortamina B. brevis (P14)
mikroorganizmasi ile birlikte 10, 15 ve 20 g misir (MSR) ile olusturulmus olan besiyeri
ortamindan alinan 6rneklerde fitaz ve mannanaz enzimlerinin ortak iretiminin zamana
bagl olarak aktivite degerleri takip edildi. Bu amacla 66 saat boyunca yapilan fitaz

aktivitesi 6l¢limlerinin sonuglar1 Cizelge 4.2°de verildi.

Elde edilen bulgulara gore; serbest B. brevis (P14) bakterisinin inokiile edildigi KB
ortamlarina (10, 20, 30 ve 40 g) ilave edilen misir miktar1 arttik¢a fitaz enzim {liretiminin
arttig1 goriildii. En yiiksek aktivite ise; 10 g KB + 20 g MSR ve 20 g KB + 20 g MSR
bulunan ortamlarda 30. saat’te 1.85+0.02 EU/mL ile maksimum fitaz aktivite,
gozlemlendi. 30 g KB + 20 g MSR bulunan besiyeri ortaminda 36. saat’te fitaz enzim
aktivitesi 3.69+0.02 EU/mL ile maksimum seviyeye ulastigi belirlendi. Son besiyeri
ortami1 olan 40 g KB ve 15 g MSR bulunan ortamda fitaz enzim iiretiminin 18. saat’te

3.72 EU/mL ile maksimuma ulastig1 bulundu.

B. brevis (P14) bakterisi magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize
edilip ayn1 ortamda fitaz irettirildiginde ise; 10 g ke¢iboynuzu ve 20 g musir bulunan
ortamda 30. saat’te en yiiksek oranda (2.94+0.01 EU/mL) aktivite gosterdigi belirlendi.
20 g KB ve 20 g MSR bulunan ortamda 30. saat’te fitaz enzim aktivitesinin 2.92+0.01
EU/mL’de en yiiksek oranda aktivite gosterdigi belirlendi. 30 g KB ve 20 g MSR
bulunan besiyeri ortaminda 60. saat’te 3.43+0.02 EU/mL fitaz enzim aktivitesi ile
maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir. Son besiyeri ortami1 olan 40 g ke¢iboynuzu
ve 20 g misir bulunan ortamda fitaz enzim iretiminin 60. saat’te maksimuma ulastig1 ve
3.77+0.03 EU/mL fitaz aktivite gosterdigi belirlendi. Tiim besiyeri ortamlarinda B.
brevis (P14) bakterisinin magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize
edilip fitaz iretildiginde, enzim aktivitesinin serbest liretime gore yaklasik %60

oraninda arttig1 goriilmiustiir.
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Cizelge 4.2. Fitaz enziminin (P14) bakterisi tarafindan iiretiminde zamana bagh

degisimi
B. brevis (P14)
Zaman Serbest Immoblize
(saat) Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)

10 g KB 10 g KB 10 g KB 10 g KB 10 g KB 10g KB
10gMSR | 15g MSR 20 g MSR 10g MSR 15 g MSR 20 g MSR

6 1.68+0.01 1.52+0.02 1.78+0.01 2.82+0.01 2.78+0.03 2.82+0.02
12 1.714+0.02 1.47+0.01 1.784+0.03 2.36 +£.02 2.71+0.01 2.47+0.03
18 1.70+0.03 1.59+0.03 1.70+0.02 2.84+0.01 2.36+0.02 2.28+0.03
30 1.71+0.03 1.78+0.02 1.85+0.02 2.81+0.03 2.85+0.03 2.94+0.01
36 1.72+0.03 1.72+0.03 1.55+0.02 2.74+0.01 2.68+0.03 2.67+0.02
42 1.58+0.05 1.78+0.03 1.55+0.03 2.75£0.02 2.73+0.01 2.64+0.02
54 1.72+0.04 1.80+0.02 1.54+0.03 2.65+0.02 2.79+0.03 2.79+0.01
60 1.70+0.01 1.77+0.02 1.54+0.03 2.67+0.02 2.73+0.02 2.58+0.02
66 1.56+0.02 1.67+£0.02 1.54+0.04 2.55+0.02 2.52+0.01 2.13£0.02
20 g KB 20 g KB 20 g KB 20 g KB 20g KB 20 g KB
10g MSR | 15g MSR 20 g MSR 10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR

6 1.71+0.03 1.69+0.03 1.79+0.01 2.78+£0.02 2.76+0.02 2.89+0.02
12 1.65+0.02 1.68+0.02 1.77+0.04 2.74+0.02 2.66+0.03 2.17+0.03
18 1.65+0.02 1.69+0.04 1.81+0.03 2.26+0.03 2.56+0.04 2.10+0.02
30 1.714+0.02 1.77+0.02 1.85+0.02 2.78+0.03 2.89+0.03 2.92+0.01
36 1.68+0.01 1.72 +0.02 1.794+0.02 2.65+0.02 2.73+0.04 2.69+0.02
42 1.69+0.02 1.71 +£0.04 1.77+0.02 2.08+0.03 2.70+0.04 2.52+0.02
54 1.71+0.02 1.70 +0.03 1.78+0.03 2.30+0.01 2.79+0.03 2.79+0.03
60 1.69+0.02 1.69+0.01 1.69+0.02 2.64+0.04 2.78+0.04 2.80+0.03
66 1.70+0.02 1.68+0.02 1.71+0.02 2.60+0.04 2.69+0.03 2.64+0.03
30 g KB 30 g KB 30 g KB 30 g KB 30 g KB 30 g KB
10g MSR | 159 MSR 20 g MSR 10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR

6 3.13+0.02 3.50+0.02 3.60+0.03 2.61+0.02 2.02+0.03 3.31+0.02
12 3.49+0.03 3.53+0.02 3.48+0.01 2.74+0.02 2.54+0.03 2.66+0.02
18 3.30+0.02 3.57+0.02 3.46+0.02 2.79+0.03 2.80+0.03 2.72+0.02
30 3.45+0.02 3.51+0.03 3.57+0.01 2.65+0.02 2.70+0.02 2.59+0.04
36 3.51+0.02 3.55+0.02 3.69+0.02 2.73+0.02 2.68+0.03 2.26+0.02
42 3.41+0.02 3.44+0.02 3.58+0.02 2.79+0.02 3.18+0.02 3.03+0.02
54 3.36+0.02 3.37+0.03 3.47+0.02 3.09+0.05 3.28+0.02 3.24+0.02
60 3.44+0.03 3.54+0.02 3.30+0.02 3.38+0.02 3.39+0.03 3.43+0.02
66 3.29+0.02 3.46+0.03 3.45+0.02 2.54+0.05 3.15+0.03 3.17+0.03
40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB
10g MSR | 159 MSR 20 g MSR 10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR

6 3.34+0.02 3.50+0.03 3.27+0.04 2.51+0.02 2.22+0.03 2.62+0.04
12 3.51+0.02 3.55+0.05 3.47+0.07 2.87+0.02 3.81+0.03 2.67+0.05
18 3.44+0.03 3.72+0.04 3.51+0.05 2.45+0.05 2.69+0.03 2.83+0.04
30 3.54+0.05 3.60+0.02 3.54+0.03 2.82+0.03 2.88+0.04 2.98+0.04
36 3.57+0.02 3.47+0.02 3.40+0.04 2.60+0.02 2.06+0.02 2.70+0.03
42 3.52+0.02 3.65+0.03 3.51+0.04 3.39+0.05 3.30+0.02 3.17+0.02
54 3.46+0.02 3.68+0.04 3.52+0.04 3.05+0.02 3.37+0.03 3.35+0.02
60 3.48+0.04 3.28+0.04 3.10+0.02 3.54+0.05 3.62+0.03 3.77+0.03
66 3.41+0.05 3.56+0.05 3.30+0.04 3.37+0.03 3.40+0.04 3.32+0.04




34

10, 20, 30 ve 40 g kegiboynuzu bulunan reaksiyon ortamina B. borstelensis (P35)
bakterisi ile birlikte: 10 g, 15 g, 20 g misir konularak, fitaz ve mannanaz enzimlerinin
ortak tiretimi yapildi ve reaksiyon 66 saat boyunca takip edildi. Bu amagla 66 saat

boyunca yapilan fitaz aktivitesi 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.3’de verildi.

Elde edilen bulgulara gore; 10 g KB bulunan ortama ilave edilen MSR miktar1 miktari
arttik¢a, fitaz enzim tretiminin de arttigi goriildi. En yiiksek fitaz enzim aktivitesi ise
30 g KB ve 15 g MSR bulunan ortamda 30. saatte 3.87+0.03 EU/mL olarak

gbzlemlendi.

B. borstelensis (P35) bakterisi magnetit florosil nanopartikiiller iizerine kovalent olarak
immobilize edilip ayn1 ortamda fitaz irettirildiginde ise 30 g ke¢iboynuzu ve 20 g misir
bulunan ortamda 4.09+0.04 EU/mL ile %20’lik bir artisla en yiiksek fitaz aktivitesi
goriildi. Takip edilen 66 saatlik siiregte, fitaz enzim firetiminin dengeye ulastigi

distiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. Fitaz enziminin B. borstelensis (P35) tarafindan tiretiminin zamana bagli

degisimi
B. borstelensis (P35)
Serbest Immoblize
Zaman Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Fitaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) 10 g KB 10 g KB 10 g KB 10 g KB 10 g KB 10 g KB
10 g MSR 159 MSR 20 g MSR 10g MSR 15g MSR 20 g MSR
6 1.78+0.02 1.79+0.04 0.90+0.07 2.88+0.03 2.794+0.03 3.07+0.04
12 1.97+0.04 1.68+0.01 0.91+0.04 2.58+0.02 2.70+0.04 2.69+0.03
18 2.21+0.02 1.99+0.02 0.9440.04 2.174+0.02 2.67+0.03 2.50+0.03
30 1.99+0.05 2.11+0.02 0.95+0.08 2.734+0.03 2.26+0.03 1.51+0.01
36 1.90+0.03 2.06+0.02 1.10+0.03 2.50+0.05 2.60+0.01 2.52+0.02
42 2.19+0.02 2.21+0.03 1.00+0.32 1.82+0.03 1.66+0.03 1.62+0.02
54 2.19+0.04 2.27+0.03 2.46+0.04 3.01+0.04 3.49+0.05 3.50+0.03
60 1.96+0.02 1.92+0.02 0.79+0.06 2.80+0.02 2.89+0.04 2.72+0.04
66 1.79+0.02 1.62+0.05 0.72+0.05 1.42+0.05 1.20+0.03 1.05+0.02
20g KB 20g KB 20g KB 20g KB 20g KB 20g KB
10 g MSR 15g MSR 20 g MSR 10 g MSR 15g MSR 20 g MSR
6 1.88+0.03 2.61+0.04 1.89+0.01 2.76+0.04 2.66+0.02 2.48+0.03
12 2.06+0.02 2.67+0.03 1.98+0.03 2.70+0.02 2.76+0.02 2.82+0.02
18 2.04+0.03 2.71+0.04 2.12+0.02 2.57+0.03 2.70+0.03 2.69+0.04
30 2.03+0.01 2.38+0.03 2.03+0.02 2.45+0.02 2.45+0.03 2.74+0.03
36 2.24+0.03 2.75+0.02 1.89+0.03 2.50+0.03 2.53+0.10 2.69+0.04
42 2.05+0.03 2.87+0.03 2.20+0.02 1.60+0.03 1.67+0.03 1.57+0.03
54 2.25+0.04 2.49+0.03 2.12+0.03 2.67+0.03 2.80+0.02 2.87+0.03
60 1.85+0.04 2.58+0.03 1.94+0.04 2.73+0.02 2.72+0.05 2.68+0.03
66 1.70+0.02 2.33+0.04 1.89+0.03 1.25+0.02 1.42+0.04 1.26+0.04
30gKB 30gKB 30gKB 30gKB 30gKB 30g KB
10gMSR | 15gMSR | 20gMSR | 10gMSR | 15gMSR | 20gMSR
6 3.55+0.02 3.56+0.03 3.53+0.03 3.09+0.01 3.224+0.03 2.98+0.05
12 3.40+0.01 3.37+0.03 3.38+0.02 3.16+0.02 3.21+0.02 3.18+0.02
18 3.54+0.03 3.41+0.02 3.30+0.02 3.01+0.04 3.15+0.03 3.20+0.02
30 3.25+0.03 3.87+0.03 3.2240.01 3.52+0.04 3.54+0.02 4.09+0.04
36 3.44+0.03 3.43+0.01 3.53+0.03 2.98+0.05 3.25+0.02 3.37+0.04
42 3.50+0.01 3.18+0.04 3.43+0.04 3.30+0.02 3.20+0.03 3.28+0.02
54 3.30+0.02 3.47+0.03 3.53+0.01 3.38+0.03 3.444+0.03 3.62+0.02
60 3.17+0.02 3.34+0.02 3.46+0.01 3.19+0.04 3.21+0.02 3.20+0.05
66 3.27+0.03 3.41+0.03 3.50+0.03 3.22+0.04 3.07+0.02 3.26+0.03
40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB
10 g MSR 15g MSR 20 g MSR 10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR
6 3.49+0.02 3.51+0.02 3.55+0.03 2.58+0.08 3.34+0.05 3.28+0.05
12 3.31+0.02 3.56+0.03 3.48+0.03 3.35+0.07 3.23+0.01 3.16+0.03
18 3.38+0.03 3.49+0.04 3.53+0.04 3.15+0.04 3.28+0.03 3.32+0.02
30 3.63+0.02 3.56+0.03 3.51+0.04 3.27+0.02 3.25+0.04 3.28+0.04
36 3.54+0.03 3.53+0.03 3.52+0.03 3.31+0.02 3.30+0.03 3.30+0.03
42 3.62+0.03 3.43+0.04 3.57+0.05 3.33+0.04 3.11+0.03 3.16+0.05
54 3.56+0.03 3.69+0.03 3.83+0.01 3.40+0.03 3.32+0.04 3.21+0.02
60 3.43+0.02 3.46+0.03 3.29+0.04 3.35+0.02 3.40+0.02 3.43+0.01
66 3.65+0.01 3.50+0.02 3.52+0.02 3.31+0.03 3.24+0.02 3.16+0.06
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Farkli miktarda KB (10, 20, 30 ve 40 g ) ve MSR ( 10,15 ve 20 g ) bulunan besiyeri
ortamia B.brevis (P14) izolat1 inokiile edilerek, fitaz ve mannanaz enzimlerinin ortak
liretiminin zamana bagli olarak aktivite degerleri takip edildi. Bu amacla 66 saat

boyunca yapilan mannanaz aktivitesi 6l¢iimlerinin sonuglar1 Cizelge 4.4’de verildi.

Elde edilen bulgulara gore; serbest B. brevis (P14) bakterisinin inokiile edildigi 10, 20,
30 ve 40 g KB bulunan ortamlarina ilave edilen MSR miktar1 artikga mannanaz enzim
aktivitesinin de fitaz enzimine benzer bir sekilde arttigi goriildii. Mannanaz aktivitesi
ise; 10 g KB ve 20 g MSR bulunan ortamda 54. saatte 3.83+0.03 EU/mL olarak
belirlendi. 20 g KB ve 20 g MSR bulunan bulunan besiyeri ortaminda 54. saat’te
mannanaz enzim aktivitesi 6.93+0.09 EU/mL maksimuma ulastig1 belirlendi. 54. saat’te
30 g KB ve 20 g MSR bulunan besiyeri ortaminda mannanaz enzim aktivitesinin
1.29+0.02 EU/mL, 40 g KB + 15 g MSR bulunan ortamda ise 66. saat’te 1.86+0.03

EU/mL ile maksimuma ulastig1 gortildi.

B. brevis (P14) bakterisi, magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize
edildikten sonra, mannanaz enzim aktivitesi takip edildi. 10 g KB + 20 g MSR bulunan
ortamda 60. saat’te 3.43+0.02 EU/mL ile en yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. 20 g
KB ve 20 g MSR bulunan ortamda 66. saat’te mannanaz 7.77+0.03 EU/mL ile
maksimuma ulastigr goriilmiustiir. 30 g kegiboynuzu ve 20 g misir bulunan besiyeri
ortaminda 66. saat’te 1.35+0.04 EU/mL ile mannanaz enzim iretiminin en yiiksek
seviyeye ulastigi goriildii. Son besiyeri ortami olan 40 g KB ve 20 g MSR bulunan
ortamda immobilize B. brevis (P14) bakterisinin mannanaz enzim iiretiminin 54. saat’te
maksimuma ulastigit ve 1.56+0.04 EU/mL mannanaz enzim aktivitesi gosterdigi
belirlendi. Tiim besiyeri ortamlarinda B. brevis (P14) bakterisinin magnetit florosil
nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize edilip mannanaz enzimi iiretildiginde enzim

aktivitesinin serbest liretime gore yaklasik %22 oraninda arttig1 gérilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Mannanaz enziminin B. brevis (P14) tarafindan iiretiminin zamana bagl
degisimi

B. brevis (P14)

Serbest Immoblize

Zaman Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB
10 g MSR 15g MSR 20 g MSR 10 g MSR 15g MSR 20 g MSR

6 3.49+0.02 3.51+0.02 3.55+0.04 2.58+0.03 3.34+0.03 3.284+0.04
12 3.31+0.03 3.56+0.03 3.48+0.01 3.35+0.03 3.23+0.04 3.16+0.03
18 3.38+0.04 3.49+0.03 3.534+0.10 3.15+0.05 3.28+0.04 3.32+0.01
30 3.63+0.02 3.56+0.03 3.51+0.02 3.27+0.04 3.25+0.03 3.2840.02
36 3.54+0.03 3.53+0.02 3.52+0.03 3.31+0.04 3.30+0.04 3.30+0.04
42 3.62+0.03 3.43+0.04 3.57+0.02 3.33+0.01 3.11+0.02 3.16+0.03
54 3.56+0.04 3.69+0.06 3.83+0.03 3.40+0.01 3.32+0.03 3.21+0.02
60 3.434+0.05 3.46+0.04 3.29+0.02 3.35+0.04 3.40+0.01 3.43+0.02
66 3.65+0.04 3.50+0.03 3.52+0.04 3.31+0.05 3.24+0.04 3.16+0.07
20g KB 209 KB 209 KB 209 KB 209 KB 20g KB

10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR 10gMSR | 15gMSR | 20gMSR

6 2.25+0.04 2.17+0.02 2.30+0.03 4.114+1.04 4.96+0.01 4.58+0.04
12 2.66+0.04 3.32+0.03 3.224+0.04 4.58+0.04 4.51+0.03 4.49+0.07
18 4.02+0.05 4.09+0.04 4.13+0.03 4.55+0.04 5.81+0.02 4.96+0.03
30 4.01+0.05 4.07+0.05 4.49+0.08 4.02+0.03 4.66+0.04 3.70+0.03
36 2.89+0.02 4.81+0.06 4.56+0.04 4.96+0.02 6.28+0.03 6.17+0.02
42 5.37+0.03 5.79+0.04 4.914+0.04 3.68+0.02 5.58+0.12 5.72+0.04
54 4.33+0.01 6.45+0.06 6.93+0.09 5.70+0.04 6.80+0.04 7.70+0.04
60 5.72+0.07 6.90+0.04 1.52+0.05 4.86+0.03 6.84+0.02 6.96+0.04
66 6.15+0.05 6.63+0.01 2.56+0.06 4.27+0.01 6.60+0.03 7.77+0.03
30g KB 30g KB 30g KB 30g KB 30g KB 30g KB

10 g MSR 15g MSR 20 g MSR 10 g MSR 15g MSR 20 g MSR

6 0.40+0.02 0.34+0.04 0.28+0.05 0.37+0.03 0.38+0.04 0.24+0.04
12 0.49+0.03 0.55+0.06 0.54+0.05 0.25+0.03 0.25+0.03 0.25+0.06
18 0.50+0.02 0.64+0.04 0.64+0.03 0.27+0.03 0.30+0.03 0.30+0.03
30 0.77+0.03 0.85+0.01 0.98+0.07 0.33+0.04 0.38+0.04 0.45+0.03
36 0.89+0.04 0.91+0.04 1.11+0.04 0.39+0.04 0.44+0.03 0.49+0.05
42 1.00+0.04 0.9440.02 1.12+0.02 0.53+0.03 0.61+0.03 0.68+0.06
54 1.02+0.04 1.18+0.04 1.29+0.02 0.82+0.03 0.97+0.03 1.04+0.04
60 0.66+0.03 0.83+0.05 0.92+0.07 1.20+0.05 1.05+0.34 1.30+0.03
66 0.92+0.06 0.95+0.05 1.01+0.32 1.22+0.05 1.21+0.03 1.35+0.04
40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB

10 g MSR 15 g MSR 20 g MSR 10gMSR | 15gMSR | 20gMSR

6 0.40+0.02 0.40+0.02 0.35+0.02 0.32+0.04 0.47+0.03 0.28+0.04
12 0.70+0.03 0.75+0.03 0.76+0.04 0.40+0.02 0.31+0.04 0.30+0.02
18 0.78+0.03 0.84+0.03 0.85+0.04 0.40+0.05 0.36+0.01 0.37+0.04
30 1.17+0.03 1.21+0.04 1.27+0.04 0.79+0.06 0.50+0.02 0.49+0.03
36 1.21+0.05 1.32+0.03 1.35+0.04 0.80+0.03 0.53+0.02 0.53+0.04
42 1.24+0.03 1.37+0.04 1.50+0.03 1.22+0.04 1.03+0.03 0.92+0.04
54 1.05+0.03 1.05+0.03 1.06+0.03 1.51+0.05 1.53+0.04 1.56+0.04
60 1.60+0.03 1.68+0.03 1.51+0.03 1.32+0.04 0.68+0.04 0.73+0.04
66 1.71+0.03 1.86+0.03 1.55+0.04 1.51+0.02 0.71+0.03 0.78+0.05
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10, 20, 30 ve 40 g kegiboynuzu (KB) bulunan besleyici ortamlara, B. borstelensis (P35)
mikroorganizmasi ile birlikte 10 g, 15 g, 20 g misir (MSR) ilave edilerek olusturulan
reaksiyon ortamindan almman Orneklerde, fitaz ve mannanaz enzimlerinin ortak
liretiminin zamana bagli olarak aktivite degerleri takip edildi. Bu amacla 66 saat

boyunca yapilan mannanaz aktivite 6l¢tim sonuglar1 Cizelge 4.5’de verildi.

Elde edilen bulgulara gore; serbest B. borstelensis (P35) bakterisinin inokiile edildigi
10, 20, 30 ve 40 g KB bulunan ortamlara ilave edilen misir miktar1 artikga, mannanaz
enzim aktivitesininde ciddi oranda arttigi gorildi. Her bir besiyeri ortami
incelendiginde en yiiksek aktiviteyi, birinci besiyeri ortaminda: 10 g KB ve 15 g MSR
bulunan ortamlarda 42. saat’te 4.04+0.05 EU/mL ile maksimum mannanaz aktivitesi
goriildii. kinci besiyeri ortamimnda: 20 g KB ve 20 g MSR bulunan ortamda ise 66.
saat’te 5.39+0.02 EU/mL ile maksimum mannanaz aktivitesi giizlemlendi. Ugiincii
besiyeri ortaminda ise; 42. saat’te 30 g kegiboynuzu ve 20 g musir bulunan besiyeri
ortaminda, 0.98+0.03 EU/mL ile ve doérdiincii besiyeri ortaminda da 40 g KB ile 20 g
MSR bulunan ortamda mannanaz enziminin iiretiminin 66. saat’te 1.61+0.01 EU/mL ile

maksimum enzim aktivitesine ulastig1 belirlendi.

B. borstelensis (P35) bakterisi magnetit florosil nanopartikiil ile kovalent olarak
immobilize edildikten sonra mannanaz enzimi irettirildiginde ise; 10 g KB + 15 g MSR
bulunan ortamda, 66. saat’te en yiiksek oranda 7.31£0.01 EU/mL mannanaz enzim
aktivitesi gosterdigi belirlendi. 20 g kegiboynuzu ve 20 g misir bulunan ortamda 66.
Saat’de mannanaz enzim aktivitesinin 7.41£0.03 EU/mL ile maksimuma ulastig
goriildi. 30 g KB ve 20 g MSR bulunan besiyeri ortaminda da 66. saat’te 1.10+0.06
EU/mL ile mannanaz enzim iiretiminin tiim ortamlar igerisindeki en yiiksek aktiviteye
ulastigi gézlemlendi. Son besiyeri ortami olan 40 g KB + 20 g MSR bulunan ortamda
immobilize B. borstelensis (P35) bakterisinin mannanaz enzim {iretiminin 66. saat’te
maksimuma ulastigt ve 1.53+0.03 EU/mL mannanaz enzim aktivitesi gosterdigi
belirlendi. Tiim besiyeri ortamlarinda B. borstelensis (P35) bakterisinin magnetit
florosil nanopartikiil ile kovalent olarak immobilize edilip mannanaz enzimi
tirettirildiginde enzim aktivitesinin serbest iiretime gore yaklasik %27 oraninda arttigi

tespit edildi.
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Cizelge 4.5. Mannanaz enziminin B. borstelensis (P35) bakterisi tarafindan {iretiminin
zamana bagl degisimi

B. borstelensis (P35)

Serbest Immoblize

Zaman Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL) Mannanaz Enzim Aktivitesi (EU/mL)
(saat) 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB 10g KB
10g MSR 15g MSR 200MSR | 10gMSR 15g MSR 20 g MSR
6 1.81+0.02 1.41+0.05 1.69+0.02 3.68+0.01 3.29+0.02 3.37+0.02
12 2.11+0.05 2.04+0.03 2.30+0.03 3.72+0.04 3.62+0.02 3.43+0.01
18 2.19+0.03 2.10+0.02 2.39+0.02 3.21+0.03 3.92+0.02 3.88+0.02
30 1.84+0.04 2.23+0.04 2.17+0.01 3.57+0.02 3.51+0.04 4.60+0.02
36 2.16+0.03 2.27+0.04 2.47+0.03 3.92+0.02 4.13+0.04 4.43+0.03
42 3.65+0.04 4.04+0.05 3.22+0.02 3.62+0.03 4.41+0.02 4.62+0.04
54 1.88+0.03 1.74+0.03 1.91+0.03 3.70+0.04 4.90+0.02 5.17+£0.04
60 1.68+0.04 1.33+0.03 3.25+0.03 3.80+0.03 5.15+0.03 5.51+0.03
66 2.15+0.03 1.80+0.01 3.31+0.01 4.00+£0.04 7.31+0.01 5.62+0.02
20g KB 20g KB 20g KB 20g KB 20 g KB 20g KB
10 g MSR 15g MSR 20gMSR | 10gMSR 15g MSR 20 g MSR
6 2.95+0.03 3.12+0.06 2.78+0.01 3.51+0.03 4.47+0.03 4.66+0.03
12 3.32+0.37 3.55+0.03 3.20+0.03 4.41+0.03 5.37+0.02 4.88+0.03
18 3.33+0.52 3.01+0.04 3.4440.03 4.86+0.02 5.58+0.04 5.49+0.03
30 3.29+0.06 2.33+0.04 3.15+0.03 3.98+0.06 4.47+0.03 5.0040.05
36 2.98+0.05 2.07+0.07 3.03+0.04 3.88+0.05 5.78+0.02 6.53+0.02
42 3.78+0.04 2.88+0.03 4.80+0.05 4.08+0.05 6.68+0.05 6.35+0.02
54 3.20+0.03 2.08+0.04 3.69+0.07 5.02+0.06 6.92+0.04 6.04+0.02
60 4.43+0.03 3.29+0.03 4.99+0.04 5.60+0.03 7.02+0.06 6.11+0.05
66 3.74+0.04 4.46+0.03 5.39+0.02 6.43+0.04 6.79+0.03 7.41+0.03
30g KB 30g KB 30g KB 30g KB 30g KB 30g KB
10g MSR 15g MSR 20gMSR | 10gMSR 15g MSR 20 g MSR

6 0.30+0.02 0.60+0.03 0.60+0.02 0.31+0.04 0.29+0.04 | 0.29+0.05
12 0.45+0.03 0.47+0.03 0.44+0.03 0.37+£0.04 0.36+0.05 0.35+0.02
18 0.56+0.04 0.58+0.03 0.53+0.02 0.34+0.03 0.34+0.03 0.40+0.01
30 0.70+0.04 0.69+0.04 0.82+0.04 0.33+0.03 0.42+0.02 0.47+0.04
36 0.80+0.03 0.68+0.03 0.90+0.02 0.49+0.04 0.52+0.03 0.58+0.02
42 0.75+0.02 0.76+0.03 0.98+0.03 0.65+0.03 0.71+0.04 0.82+0.03
54 0.82+0.04 0.90+0.04 0.85+0.04 0.75+0.02 0.83+0.03 0.92+0.03
60 0.95+0.02 0.95+0.03 0.90+0.02 0.76+0.02 0.81+0.03 0.91+0.03
66 0.79+0.03 0.85+0.03 0.82+0.03 0.81+0.02 0.88+0.04 1.10+0.06
40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB 40 g KB
10 g MSR 15g MSR 20gMSR | 10gMSR 15g MSR 20 g MSR
6 0.44+0.03 0.44+0.03 0.68+0.05 0.31+0.03 0.28+0.05 0.24+0.03
12 0.51+0.02 0.51+0.04 0.50+0.02 0.44+0.01 0.43+0.04 0.31+0.02
18 0.61+0.01 0.62+0.04 0.67+0.02 0.50+0.06 0.46+0.03 0.48+0.02
30 0.92+0.03 1.02+0.02 1.25+0.06 0.57+0.04 0.52+0.03 0.62+0.03
36 0.98+0.04 1.11+0.03 1.26+0.06 0.78+0.05 0.69+0.02 0.75+0.02
42 0.97+0.02 1.13+0.04 1.29+0.04 0.87+0.03 0.83+0.03 1.08+0.01
54 1.15+0.05 1.30+0.02 1.27+0.04 0.85+0.02 0.82+0.06 1.09+0.05
60 1.22+0.04 1.24+0.04 1.594+0.04 1.09+0.02 1.08+0.05 1.12+0.06
66 1.23+0.04 1.25+0.06 1.61+£0.01 1.25+0.03 1.26+0.03 1.53+0.03
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5. TARTISMA ve SONUC

Fitaz (myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase), fitik asiti (myo-inositol
hekzafosfat), myo-inositol fosfat, inorganik monofosfat ve serbest myo-inositol’e
hidrolize eden enzimdir (Saribuga vd 2014a; Saribuga vd 2014b; Nadaroglu ve Onem
2014).

Mannanaz ise; endo-f-D-mannanazi (EC 3.2.1.78, mannan endo 1,4-f-D-mannosidase)
mannan, galaktomannan, glukomannan ve galaktoglukomannan igerisinde bulunan 1,4
n beta-D-mannosidik baglar1 hidroliz eder. Hemiseliiloz tabiatta en fazla bulunan
heteropolimerlerden biridir. Heteropolimerlerin en énemlileri 1,4- B-D-ksilan ve hetero

1,4,- B-D-mannan’dir (Adiguzel vd 2014; Nadaroglu vd 2014).

Bu calismada, florisil destek materyal olarak kullanildi. 3-APTES ile aktif edilerek
yiizeyinde —NH; gruplar1 olusturuldu. Ardindan matriksin yiizeyindeki amin gruplari
glutaraldehit ile modifiye edilerek Schiff bazi olusturuldu. Olusan Schiff baz1 kararh
olmadig1 i¢in sodyum siyanoborhidriir kullanilarak se¢imli olarak indirgenmesi
gerceklestirildi. Ardindan modifiye florisil destek materyalini magnetik hale
doniistiirmek ve ylizey alanini genisletebilmek amaciyla; alinan florisilin agirliginin 3

kat1 kadar miktarda nano Fe3O4 bilesigi ile muamele edilerek magnetit nano florisil elde

edildi.

Literatiirde, Brevibacillus brevis (P14) ve Brevibacillus borstelensis (P35)
mikroorganizmalarinin magnetit nano florisile immobilizasyonu ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Aktiflestirilmis magnetit florisile, gluteraldehit ara kolu
tizerinden B. brevis (P14) ve B. borstelensis (P35) mikroorganizmalarinin en uygun
baglanma pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla; pH 7.0 ve 55.0°C oldugu goriildii. Bu
degerler aynt zamanda mikroorganizmalarin iiretilme pH ve sicaklik degerleridir.
Ayrica; mikroorganizmalarin magnetit florosil nanopartikiil destek materyaline yaklasik

%065 oraninda baglandigi yayma ekim yontemi kullanilarak belirlendi.
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Hem serbest hem de magnetit florosil nanopartikiilleri {izerine immobilize edilmis B.
brevis (P14) ve B. borstelensis (P35) izolatlarinin inokiile edildigi, karbon kaynagi
olarak degisik oranlarda KB (10, 20, 30 ve 40 g) ve MSR (10 g, 15 g ve 20 g) ihtiva
eden reaksiyon ortamlarindan alinan 6rneklerde, fitaz ve mannanaz enzimlerinin ortak
liretiminin zamana bagli degisimi takip edildi. Bu amagcla 3 giin 6’sar saat araliklarla
yapilan fitaz ve mannanaz aktivite 6l¢lim sonuglar1 Cizelge 4.2 — 4.5’de verildi. Bu
veriler incelendiginde, genel olarak enzim aktivitesinin zamanla bakteri sayisina paralel
olarak literatiirde belirtildigi (Riaz et al. 2003; Mishra et al. 2014) gibi artis gosterdigi

gbzlemlendi.

Elde edilen sonuglara gore; serbest B. brevis (P14) bakterisinin fitaz enziminin tretimi
maksimum olarak 30 g KB + 20 g MSR bulunan ortamda, 3.69+0.02 EU/mL ve
magnetit florosil nanopartikiil yiizeyine immobilize olmus formu ise 3.43+0.02 EU/mL
ile maksimum oranda fitaz enzimini irettigi belirlendi. Mannanaz enziminin ise hem
serbest (6.93+0.09 EU/mL) hemde immobilize (7.77+£0.03 EU/mL )edilmis bakteri
icin aynm1 ortamda (20 g KB + 20 g MSR) maksimum enzim {iretimine ulastig
gozlemlendi. B. borstelensis (P35) bakterisinin KB ve MSR’1 karbon kaynagi olarak
kullanim1 sonucunda, fitaz ve mannanaz enzim iretimi ise sdyle degismistir: Fitaz
enzimi serbest bakteri ortaminda (30 g KB + 15 g MRS) 3.87+£0.03 EU/mL ve bagh
bakteri ortaminda (30 g KB+ 20 g MSR) 4.09+0.04 EU/mL degerleri ile maksimuma
ulagmistir. Mannanaz enzimi ise; serbest ve bagl bakteri i¢in ayni oranda karbon
kaynagi igeren ortamda (20 g KB + 20 g MSR) sirasiyla, 5.39+£0.02 EU/ mL ve
7.41£0.03 EU/mL aktivite degerleri ile maksimuma ulastig1 belirlendi. Nurullah (2011)
yaptig1 bir ¢alismada, Bacillus licheniformis ATCC 12759 izolatinin inokiile edildigi
kiiltiir ortamina ilave edilen farkli karbon kaynaklarinin, dogalligi ve miktarinin enzim
aktivitesi lizerine olumlu etkisinin oldugunu gézlemledi. Demirkan et al. (2014), farkli
karbon kaynaklarinin bakteriyal fitaz {iretimi iizerine etkisini tespit etmek amaciyla
yaptig1 arastirma sonucunda; modifiye besiyerinde, standart besiyerine gore bakteriyal
tiremenin daha hizli oldugu ve buna parallel olarak da enzim aktivitesinde %62’lik bir

artisin oldugunu tespit etti. Mishra et al. (2014), mikrobiyal kiiltiir ortaminda kullanilan
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misir nigastasi gibi dogal karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi tizerine pozitif etkisinin

oldugunu gosterdi. Tiim bu bulgular bizim sonug¢larimizi desteklemektedir.

Sonuglar géz oniline alindiginda, elde edilen yliksek fitaz enzim aktivitesinden dolayz,
her iki bakterinin de 6nce manani daha sonra fitati karbon kaynagi olarak kullandigi
sonucuna varilmistir. Ayrica her iki bakterinin mannanaz enzim aktivitelerinin, fitaz

enzim aktivitelerine gore daha ytiksek oldugu gozlemlendi.

Her iki bakterinin kovalent olarak destek materyaline %65 oraninda baglanmasinin;
izolatlart ~stabil hale getirildigi ve enzim {retiminde artisga sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Ciinkii daha az sayida bakterinin daha fazla miktarda hem mannanaz
hemde fitaz enzim iiretmesi stabil ve sterik engel ortadan kalkmis olan bir ortamda
kolaylikla saglanacaktir. Bu sebepten dolayr besiyeri ortamindaki karbon kaynaklari
daha ergonomik olarak kullanilip daha fazla enzim iiretimi saglanmistir. Ozellikle
hiicrenin kendisinin kullanilarak fitaz ve mannanaz iiretilmesi, enzim aktivitesinin farkl
cevre kosullarindan etkilenerek aktivite kaybetme riskinin de ortadan kaldirmasi
acisindan 6nemlidir (Yan et al. 2008; Cho et al. 2011). Hem fitaz hem de mannanaz
enzimlerinin farkli destek materyallerine immobilize edilerek gergeklestirilen bazi
caligmalarda bizim elde ettigimiz verimden daha diisiik deger elde ettikleri belirtilmistir
(Celem ve Onal 2009; Kumar and Mukesh 2014). Bu sebepten dolay1 yaptigimiz bu

caligma alaninda gelecekte planlanacak olan diger ¢aligmalara yon verecektir.

Elde edilen verilerin 15181inda; magnetit florisil nano partikiillere immobilize edilen B.
brevis (P14) ve B. borstelensis (P35) bakterilerinin bir preparat seklinde dizayn
edilebilecegi ve bu bakteri immobilize sistemlerin; yem katkisi, gida sanayi, toprak

lyilestirme, ila¢ sanayi ve bir ¢ok alanda giivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.



43

KAYNAKLAR

Anderson, A., 1985. Interactions between proteins and constituents that affect protein
quality. In: Digestibility and amino acid availability in cereals and oilseeds. In
Minnesota: American Association of Cereal Chemists, pp. 31-45.

Adigiizel, A,. 2006. Bazi termal tesislerden alinan su orneklerinden izole edilen
termofilik bakterilerin molekiiler karakter zasyonu. Atatiirk.

Adigiizel, A., Nadaroglu, H., ve Adigiizel, G., 2014. Purification and Characterisation
of Mannanase from Bacillus pumilus (M27) and Its Aplication In Some Fruit
Juices, Journal of Food Science and Technology.

Ahmed, S.A., 2008. Invertase production by Bacillus macerans immobilized on calcium
alginate beads. J Appl Sci Res, 4(12), pp.1777-1781.

Alptekin, O., Tiikel, S.S., Yildirim. D., ve Alagdz, D., 2009. Characterization and
properties of catalase immobilized onto controlled pore glass and its application
in batch and plug flow type reactors. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic. 58:124-131.

Altinkaya, S.A., yemenicioglu, A., ve yiirekl, Y., 2008. Enzim Immobilize Edilmis
Membranlarin Hazirlanmasive Karakterizasyonu: Membran Performanslarinin
Belirlenmesi, Izmir.

Aziz, S.A., Ong, L.G.A., Hassan, M.A., ve Karim., M.L.A., 2008. Production parameters
optimization of mannanse production from Aspergillus niger FTCC 5003 using
palm kernel cake as carbon source. Asi J Biochem, 3(5), pp.297-307.

Baker, G.C., Gaffar, S., Cowan, D.A., and Suharto, A.R., 2001. Bacterial community
analysis of Indonesian hot springs. FEMS microbiology letters, 200(1), pp.103—
9.

Baruah, K., Sahu, N.P., Pal, A.K., Debnath, D., Yengkokpam, S., and Mukherjee, S. C.,
2007. Interactions of Dietary Microbial Phytase, Citric Acid and Crude Protein
Level on Mineral Utilization by Rohu, Labeo rohita (Hamilton), Juveniles.
Journal of the World Aquaculture Society, 38(2), pp.238-249.

Basbiilbiil, G., ve Biyik, H.H., 2010. Termofilik Bakteri izolatlarinin Antibakteriyal
Aktivite Spektrumlart ve 16S rRNA Dizi Analizi ile Tanilanmalart. , 1(1), pp.1—
7.

Bettiol, J.L.P., Boutique, J.P., and Gualco, L.M.P., 2000. Nonaqueous liquid detergent
compositions comprising a borate releasing compound and a mannanase.

Bhat, M., 2000. Cellulases and related enzymes in biotechnology. Biotechnology
advances, 18(5), pp.355-83.

Bilgehan, H., 2002, Temel Mikrobiyoloji ve Bagisiklik Bilim , Baris Yayinlari,
Fakiilterler Kitab evi, Izmir, 622s.

Boratynski, J., Zal, T., 1990 Colorimetric micromethods for glutaraldehyde
determination by means of phenol and sulfuric acid or phenol and perchloric
acid. Analytical Biochemistry az a source for novel enzymes. Current Opinion
in Microbiology, 6 (3), pp.213_218.

Burg, B., 2003. Extremophiles as a source for novel enzymes. Current Opinion in
Microbiology, 6(3), pp.213-218.



44

Cai, X.P., Zhang, J., Yuan, H.-Y., Fang, Z., Li, and Y.-Y., 2005. Secretory expression
of heterologous protein in Kluyveromyces cicerisporus. Applied microbiology
and biotechnology, 67(3), pp.364-9.

Casey, A., and Walsh, G., 2004. Identification and characterization of a phytase of
potential commercial interest. Journal of biotechnology, 110(3), pp.313-322.

Celem, E.B., ve Onal, S., 2009. Immobilization of phytase on epoxy-activated Sepabead
EC-EP for the hydrolysis of soymilk phytate. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 61(3-4), pp.150-156.

Chao, W., and Hsu, A,. 2004. Response of the soil bacterial community to the addition
of toluene and toluene-degrading bacteria. Soil Biology and Biochemistry,
36(3), pp.479-487.

Chauhan, P.S., Puri, N., Sharma, P., and Gupta, N., 2012. Mannanases: microbial
sources, production, properties and potential biotechnological applications.
Applied microbiology and biotechnology, 93(5), pp.1817-30.

Cho, E.A., Kim, E.J.,, and Pan, J.G., Adsorption immobilization of Escherichia coli
phytase on probiotic Bacillus polyfermenticus spores. Enzyme Microb Technol.
2011 Jun 10;49 (1):66-71.

Cho, H.-N., Hofrichter, M., and Ziegenhagen, D., 2011. Nutritional status according to
sensitized food allergens in children with atopic dermatitis. Allergy, asthma and
immunology research, 3(1), pp.53-7.

Demirjian, D., Moris-Varas, F., and Cassidy, C., 2001. Enzymes from extremophiles.
Current opinion in chemical., pp.144-151.

Demirkan, E., Baygin, E., ve Usta, A., 2014. Topraktan fitat hidrolize eden bacillus sp.
lerin taranmas: ve fitaz iiretimi tizerine bazi besinsel ve fiziksel faktorlerin
optimizasyonu.

Develioglu, H., ve Taner, L., 1998. Myeloperoksidaz’in 6zellikleri ve periodontal
hastaliktaki 6nemi. , pp.24-27.

Dhawan, S., and Kaur, J., 2007. Microbial mannanases: an overview of production and
applications. Critical reviews in biotechnology, 27(4), pp.197-216.

Duruksu, G., 2009. Cloning , Expression and Characterization of Endo-b-1, 4-
Mannanase from Aspergillus fumigatus in Aspergillus sojae and Pichia pastoris.,
pp.271-276.

Dvorakova, J., 1998. Phytase: Sources, preparation and exploitation. Folia
Microbiologica, 43(4), pp.323-338.

Demirkan, E., Baygin, E., ve Usta, A., 2014. Screening of phytate hydrolsis Bacillus
sp. Isolated from soil and optimization of the certain nutritional and physical
parameters on the production of phytase.Turk Biyokimya dergisi Turkish
Journal of Biochemistry _ Turk J Biochem 2014; 39(2); 206_214.

Eichler, J., 2001. Biotechnological uses of archaeal extremozymes. Biotechnology
Advances, 19(4), pp.261-278.

Ekren, G., 2013. Fitaz {ireten fungustan enzimin iretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu.

Ellestad, L., and Angel, R.J.R.J.S., 2002. Intestinal phytase Il: a comparison of activity
and in vivo phytate hydrolysis in three teleost species with differing digestive
strategies. Fish Physiology and Biochemistry, (Ravindran 1996), pp.259-273.



45

Celem, E., ve Onal, S., 2009. Immobilization of Avocado Phytase on Epoxy Activated
Sepabead EC-EP and its Application in Soymilk Phytate Hydrolysis Artificial
Cells, Blood Substitutes, and Biotechnology , 2009, 37: 195-202.

Fritze, D., 2004. Taxonomy of the genus Bacillus and related genera: the aerobic
endospore-forming bacteria. Phytopathology, 94(11), pp.1245-8.

Fujiwara, S., 2002. Extremophiles: developments of their special functions and potential
resources. Journal of bioscience and bioengineering, 94(6), pp.518-25.

Gessesse, A., 1998. Purification and Properties of Two Thermostable Alkaline
Xylanases From an Alkaliphilic Bacillus. sp. Applied and Enviromental
Microbiology, pp.3533-3535.

Goksungur. Y., ve Giiven, U., 2002. Kalsiyum Aljinatta Hiicre Immobilizasyonu ve
Biyoteknolojideki Uygulamalari. Gida teknolojisi Dernegi, 27(6), pp.511-518.

Goto, K., Omura, T., Hara, Y., and Sadaie, Y., (2004). Application of the partial 16S
rDNAsequence as an index for rapid identification of species in the genus
Bacillus. J Gen Appl Microbiol 46, 1-8.

Greiner, R., Haller, E., Konietzny, U., and Jany, K.-D. (1997). Purification and
characterization of a phytase from Klebsiella terrigena. Archet. 1997.
Purification and Characterization of a Phytase from Klebsiella terrigena.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 341(2), pp.201-206.

Greiner, R., 1998. Purification and properties of a phytase from rye. Journal of Food
49(0), pp.143-161.

Giiven, R.G., 2011. Termofilik Bakteriler ve Biyoteknolojik Acidan Onemli Bazi
Enzimleri. , (3), pp.1-10.

Nadaroglu, H., Adiguzel, A., ve Adiguzel, G., 2014. Purification and characterization of
mannanase from Lactobacillus plantarum (M24) and its application in some
fruit juices, International Journal of Food Science and Technology.

Haki, G., and Rakshit, S., 2003. Developments in industrially important thermostable
enzymes: a review. Bioresource Technology, 89(1), pp.17-34.

Han, Y.M. Oh, B. C,, Shin, S, Kim, H. J., Oh, T. K., Kim, Y. O., and Oh, B.H., 1997.
Supplemental phytases of microbial and cereal sources improve dietary phytate
phosphorus utilization by pigs from weaning through finishing . The online
version of this article , along with updated information and services , is located
on the World Wide W. , 75, pp.1017-1025.

Horikoshi, K., 1999. Alkaliphiles: some applications of their products for
biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 63(4), pp.735—
750.

Howard, R.L. Abotsi, E.,, L, JV.R.E., and Howard, S., 2003. Lignocellulose
biotechnology : issues of bioconversion and enzyme production. , 2(December),
pp.602-6109.

Jakob, K., and Kristjansson., 1992. Thermophilic Bacteria, London: CRC Press.

Keiichi, G., Rieko, F., Yuko, k., Mika, A., and Akira, Y., 2004.Reclassification of
Brevibacillus brevis strain NCIMB 13288 and DSM 6472 as Aneurinibacillus
danicus sp. nov. and Brevibacillus limnophilus sp. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 54, 419 427.

Kemme, P.A.AW., Jomgbloed, Z., Mroz, A.C., and Beynenet., 1999. Digestibility of
nutrients in growing—finishing pigs is affected by Aspergillus niger phytase,



46

phytate and lactic acid levels: 1. Apparent ileal digestibility of amino acids.
Livestock Production Science, 58(2), pp.107-117.

Kerovuo, J., 2000. A Novel Phytase from Bacillus. Characterization and Production of
the Enzyme. Helsinki.

Kim, D., Godber, J.S., and Kim, H., 1999. Culture conditions for a new phytase-
producing fungus. , pp.1077-1081.

Konietzny, U., and Greiner, R., 1996. Construction of a bioreactor to produce special
breakdown products of phytate. Journal of biotechnology, 48(1), pp.153-159.

Kristjansson, M.M., and Asgeirsson, B., 2002. Enzymes, Properties of Extremophilic
Technology, and Their Importance in Food Science and J.R. Whitaker, ed.,
Newyork.

Kumar, V., Sinha, A.K., Makkar, H.P.S., and Becker, K., 2010. Dietary roles of phytate
and phytase in human nutrition: A review. Food Chemistry, 120(4), pp.945-959.

Kumar, S.P. and Mukesh, K., Cost-Effective Endo-Mannanase From Bcillus sp.
CFR1601 and Its Application In Generation Of Oligosaccharides From Guar
Gum and As Detergenr Additive Preparative Biochemistry and Biotechnology,
44(4),pp.392-417, 2014.

Lehninger, A.L., 2005. Lehninger principles of biochemistry.

Lei, X.G., Porres, J.M., Mullaney, E.J. and Brinch-Pedersen, H., 2007. Phytase: source,
structure and application. In: Industrial Enzymes (Section E). , pp.505-529.

Lineweaver, H., and Burk, D., 1934. The Determination of Enzyme Dissociation
Constants. Journal of the American Chemical Society, 56(3), pp.658-666.

Liu, B.-L., Jong, C.-H., and Tzeng, Y.-M., 1999. Effect of immobilization on pH and
thermal stability of Aspergillus ficuum phytase. Enzyme and Microbial
Technology, 25(6), pp.517-521.

Ma, Y., Xue, Y., Dou, Y., Xu, Z., Tao, W., and Zhou, P., 2004. Characterization and
gene cloning of a novel B-mannanase from alkaliphilic Bacillus sp. N16-5.
Extremopbhiles, 8(6), pp.447—454.

Madigan, M.T., Martinco, J.M. and Parker, J., 2000. Procaryotic diversity the Archaea.
Brock Biology of Microorganisms P. F. Corey, ed.

Maruta, M.T., Tanouchi, A., Tamoi, M., Yabuta, Y., Yoshimura, K., Ishikawa, T., and
Shigeoka, S.T., 2010. Arabidopsis chloroplastic ascorbate peroxidase iso
enzymes play a dual role in photoprotection and gene regulation under
photooxidative stress. Plant and cell physiology, 51(2), pp.190-200.

Mccollum, E.V., and Hart, E.B., 1908. On the occurrence of a phytin-splitting enzyme
in animal tissues. Journal of Biological Chemistry, 4(6), pp.497-500.

Mckelvie, 1.D., Hart, B.T., Cardwell, T.J., and Cattrall, R.W., 1995. Use of immobilized
3-phytase and flow injection for the determination of phosphorus species in
natural waters. Analytica Chimica Acta, 316(3), pp.277-289.

Meng, K. Luo, H., Wu, N., and Fan, Y., 2008. Gene Cloning , Expression , and
Characterization of a Novel f -Mannanase from CGMCC 1416. , 18, pp.160—
166.

Menten, L. and Michaelis, M.1., 1913. Die kinetik der invertinwirkung. Biochem Z, 49,
pp.333-3609.

Mishra, M., Huang, J., and Balasubramanian, M.K., 2014. The yeast actin cytoskeleton.
fems microbiology reviews, 38(2), pp.213-27.



47

Mitchell, R.D., and Edwards, H.M., 1996. Additive effects of 1,25-
dihydroxycholecalciferol and phytase on phytate phosphorus utilization and
related parameters in broiler chickens. Poultry science, 75(1), pp.111-9.

Moreira, L.R.S., and Filho, E.X.F., 2008. An overview of mannan structure and
mannan-degrading enzyme systems. Applied microbiology and biotechnology,
79(2), pp.165-78.

Nadaroglu, H., Adigiizel, A., ve Adigiizel, G., 2014. Purification and characterization of
mannanase from Lactobacillus plantarum (M24) and its application in some
fruit juices, International Journal of Food Science and Technology.

Nadaroglu, H., ve Onem, H., 2014. Preparation and properties of purified phytase from
oakbug milkcap (Lactarius quietus) immobilised on coated chitosan with iron
nano particles and investigation of its usability in food indutry, Journal of Food
and Nutrition Resarch.

Nazina, T.N. Tourova, T.P., Poltaraus, A.B., Novikova, E.V., Grigoryan, A.A., lvanova,
A.E., and Ivanov, M.V., 2001. Taxonomic study of aerobic thermophilic bacilli:
descriptions of Geobacillus subterraneus gen. nov., sp. nov. and Geobacillus
uzenensis sp. nov. from petroleum reservoirs and transfer of Bacillus
stearothermophilus, Bacillus thermocatenulatus, Bacillus th. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 51(2), pp.433-446.

Norita, S., Rosfarizan, M., and Ariff, A.B., 2010. Evaluation of the activities of
concentrated crude mannan-degrading enzymes produced by Aspergillus niger.
Mal J Microbiol, 6(2), pp.171-180.

Nurullah, A., Romanian Biotechnoi. Lett., 2011, 16(6), 6833-6840

O'Neill, C., Lopez, A., Esteves, SRR, Hawkes, FR., Hawkes, DL., and Wilcox, SJ.,
2000. Azo-Dye Degradation in An Anaerobic-Aerobic Treatment System
Operating on Simulated Textile Effluents. Applied Micobiology and
Biotechnology 53 ,249-

Ozler, A., 2009. malatya kayisisindan (prunus armeniaca l.) pektinesteraz enziminin
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu. Ankara Universitesi.

Pan, X., Zhou, J., Tian, A., Le, K., Yuan, H., Xue, Y., and Lu, H., 2011. High level
expression of a truncated B-mannanase from alkaliphilic Bacillus sp. N16-5 in
Kluyveromyces cicerisporus. Biotechnology letters, 33(3), pp.565-70.

Panda, A.K., Bisht, S.S., DeMondal, S., Senthil Kumar, N., Gurusubramanian, G., and
Panigrahi., 2014. Brevibacillus as a biological tool: a short review. Antonie van
Leeuwenhoek, 105(4), pp.623-39.

Powar, V.K., and Jagannathan, V., 1982. Purification and properties of phytate-specific
phosphatase from Bacillus subtilis. Journal of bacteriology, 151(3), pp.1102-8.

Riaz, S., Ahmed, S., and Jamil, A., (2009) Molecular cloning of fungal xylanase: an
overview. ApplMicrobiol Biotechnol 84:19-35.

Rojas, S.W., and Scott, M.L., 1969. Factors Affecting the Nutritive Value of Cottonseed
Meal As a Protein Source in Chick Diets. Poultry Science , 48 (3 ), pp.819-835.

Saribuga, E., Dikbas, N., Nadaroglu, H., ve Senol, M., 2014a. Partial Purification,
Characterization of Phytase Enzyme from Lactobacillus acidophilus Bacteria
and Determination of Its Some Kinetic Properties Journal of Pure and Applied
Microbiology 8, 91-96.

Saribuga, E., Nadaroglu, H., Dikbas, N., ve Senol, M., Cetin, B., 2014b. Partial
Purification, Characterization of Phytase Enzyme from Lactobacillus plantarum



48

bacteria and Determination of Its Some Kinetic Properties African Journal of
Biotechnology 13 (23) 2373-2378.

Schnell, S., 2014. Validity of the Michaelis—Menten equation—steady astate or reactant
stationary assumption: that is the question. FEBS Journal, 281(2), pp.464—72.

Schroder, R., Atkinson, R.G., and Redgwell, R.J., 2009. Re-interpreting the role of
endo-B-mannanases as mannan endotransglycosylase hydrolases in the plant cell
wall. Annals of botany, 104(2), pp.197-204.

Selle, P.H., and Ravindran, V., 2007. Microbial phytase in poultry nutrition. Animal
Feed Science and Technology, 135(1-2), pp.1-41.

Shallom, D., and Shoham, Y., 2003. Microbial hemicellulases. Current Opinion in
Microbiology, 6(3), pp.219-228.

Sharma, M.C., 2013. Pharmacophore and QSAR modeling of some structurally diverse
azaaurones derivatives as anti-malarial activity. Medicinal Chemistry Research,
23(1), pp.181-198.

Shida, O., Takagi, H., Kadowaki, K., Udaka, S., Nakamura, KL., and Komagata, K.,
1995. Proposal of Bacillus reuszeri sp. nov., Bacillus formosus sp. nov., nom.
rev. and Bacillus borstelensis sp. nov., nom. rev. Int J Syst Bacteriol 45(1): 93—
100

Shida, O., Omagata, K., Takagi, H., and Kadowaki, Ket., 1996. Proposal for Two New
Genera, Brevibacillus gen. nov. and Aneurinibacillus gen. nov. International
Journal of Systematic Bacteriology, 46(4), pp.939-946.

Shimizu, M., 1992. purification and characterization of phytase from bacillus subtilis
(natto) N-77. , 58(8), pp.1266-1269.

Shin, S. Ha, N., Oh, B., and Oh, T., 2001. Enzyme mechanism and catalytic property of
B-propeller phytase. Structure, 9(9), pp.851-8.

Singh, G., Bhalla, A., and Hoondal, G.S., 2010. solid state fermentation and
characterization of partially purified thermostable mannanase from Bacillus sp.
MG-33. BioResources, 5(3), pp.1689-1701.

Suzuki, U., Yoshimura, K., and Takaishi, M., 1907. Uber ein Enzym “Phytase” das
Anhydro-oxy-methylendiphosphosaure spaltet. , pp.503-505.

Tambe, S.M. Kaklij, G. S., Kelkar, S. M., and Parekh, L. J., 1994. Two distinct
molecular forms of phytase from Klebsiella aerogenes: Evidence for unusually
small active enzyme peptide. Journal of Fermentation and Bioengineering,
77(1), pp.23-27.

Turgut, K., 2009. Sakaraya bolgesinde yetisen deve dikeni (Silybum marianum)
bitkisinden peroksidaz enziminin karakterizasyonu. Sakarya Universitesi.

Ullah, A.H.J., 1988. Aspergillus ficuum phytase: partial primary structure, substrate
selectivity, and Kkinetic characterization. Preparative biochemistry, 18(4),
pp.459-471.

Viveros, Centeno, C., Brenes, A., Canales, R., and Lozano, A., 2000. Phytase and acid
phosphatase activities in plant feedstuffs. Journal of agricultural and food
chemistry, 48(9), pp.4009-13.

Yan, Q., Wu, A, Jiang, Z., Tang, L., and Bo, S., 2009. Enhanced production of a
thermostable mannase by immobilized cells of Bacillus subtilis on various
membranes.World J Microbial Biotechnol. 25:1057-1063.



49

Yan, X,. Song, H.-T., Ma, and L.-X., 2008. Generating High-Current Monoenergetic
Proton Beams by a Circularly Polarized Laser Pulse in the Phase-
StableAcceleration Regime. Physical Review Letters, 100(13), p.135003.

Yang, X.-S. Jiang, Z.-B., Song, H.-T., Jiang, S.-J., Madzak, C., Ma, and L.-X., 2009.
Cell-surface display of the active mannanase in Yarrowia lipolytica with a novel
surface-display system. Biotechnology and applied biochemistry, 54(3), pp.171—
6.

Yanke, L., Selinger, L., and Cheng, K., 1999. Phytase activity of Selenomonas
ruminantium: a preliminary characterization. Letters in applied 29(1), pp.20-25.

Yener, F., 2007. pektinaz enziminin farkli iki destek {lizerine immobilizasyonu ve
karakterizasyonu. ¢ukurova tliniversitesi.

Zinin, N. V., Serkina, A. V., Gelfand, M. S., Shevelev, A. B., and Sineoky, S.P., 2004.
Gene cloning, expression and characterization of novel phytase from
Obesumbacterium proteus. FEMS microbiology letters, 236(2), pp.283-90.

Van Zyl, W.H., Rose, S. H., Trollope, K., and Goérgens, J. F., 2010. Fungal -
mannanases: Mannan hydrolysis, heterologous production and biotechnological
applications. Process Biochemistry, 45(8), pp.1203-1213.



50

OZGECMIS

1988 yilinda iran’da dogdu. Ik, orta ve lise 6grenimini Iran’da tamamladi. 2006 yilinda
Islamic Azad Bonab Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda lisans 6grenimine basladi ve 2010 yilinda bitirdi.
2012 yilinda, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans 6grenimine basladi.



