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GİRİŞ 

Dünya genelinde endüstriyel alanındaki yatırımlar, gelişen teknoloji ve artan nüfus 

nedeniyle giderek artmaktadır. Dünyada ve ülkemizde son yüzyılda hızla artan 

sanayileşme sürecinde gıda, kimya, tekstil gibi sanayi dalları ön plana çıkmaktadır. 

Sanayinin gelişmesi ve ilerlemesinin yanı sıra beraberinde getirdiği oluşan zararlı yan 

ürünlerin ve atıkların uzaklaştırılması için yeni nesil çalışmalar yapılmaktadır [1]. Bu 

amaçla dezavantajların daha azaltılması için endüstriyel enzimler çalışmak birçok 

yönden dikkat çekmektedir.  

Enzimler hücre içerisindeki bir seri biyokimyasal tepkimeyi katalizleyen karmaşık 

protein yapıdaki moleküllerdir. Günlük hayatımızda metabolik reaksiyonlarda önemli 

işlevleri olan enzimler çeşitli amaçlarla kullanılmaktadır. Dolayısıyla sanayide de birçok 

alanda kullanılmaktadır. Her enzim için bir optimum pH ve sıcaklık vardır. Bu optimum 

değerler dışında enzimin aktivitesi düşer veya tamamen aktivitesini kaybeder [1]. 

Enzimatik işlemlerin yapıldığı endüstrilerde, diğer yöntemlere göre zararlı yan ürün ve 

atık madde oluşturması daha düşüktür. Böylelikle çevre kirliliğine yol açmayarak daha 

uygun ve ekonomik şartlarda işlemler gerçekleşir. Endüstride kullanılan enzimlerin 

büyük çoğunluğu mikroorganizmalardan izole edilen enzimlerdir [2]. Çok azı bitkisel 

ve hayvansal kaynaklıdır. Enzim kaynağında mikroorganizmaların daha fazla 

kullanılmasının nedeni az yan ürün, ekonomik, yüksek aktivite ve stabil olmalarıdır [3]. 

Endüstride kullanılan enzimlerin büyük çoğunluğunu proteazlar (%59) oluştururken 

%28’lik kısmını karbonhidrazlar, %3’lük kısmını lipazlar ve kalan kısmını ise diğer 

enzimler oluşturur. Mikroorganizmaların yaşam alanları özel çevrelerle sınırlı değildir. 

Bu canlıların yüksek sıcaklık, yüksek tuz oranı, asidik ve alkali pH ve yüksek basınç 

gibi ekstrem koşullarda da yaşayabildikleri ortaya konulmuştur. Ekstrem organizmalar 

ekstrem koşullarda yaşamaya adapte olmuşlardır[4]. Ekstremofil canlılar 

yaşayabildikleri koşullara göre farklı şekilde isimlendirilirler. Endüstriyel açıdan büyük 

önemi olan ekstremozimler içinde en yaygın olarak kullanılanı termostabil enzimlerdir. 

Bu enzimler protein stabilitesi için modeldir ve yüksek sıcaklıklarda aktivite 

gösterdiklerinden biyoteknolojik işlemlerde birçok avantaja sahiptirler [5]. 
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Biyoteknoloji alanında birçok termofilik basillus üyeleri bulunmaktadır. Bacilluslar, 

aerob veya fakültatif anaerob bölünen ve endospor oluşturan Bacillaceae ailesi 

üyeleridir [6].Bacillus suşları ürettikleri enzimleri hücre dışına salgılama yeteneğinde 

olduklarından endüstriyel enzim üretiminde en çok kullanılan bakteri konumundadırlar. 

Özellikle 50-70 ºC aralığında aktivite gösteren Bacillus clostridium, Bacillus coagulans, 

Lactobacillus thermophilus, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus 

endüstriyel alanda önemli mikroorganizmalardır. 

Fitaz; inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol ürünlerini, fitik 

asiti, hidrolize ederek elde eden enzimdir [7, 8]. Fitaz enzimi doğada birçok kaynaktan 

izole edilebilir. Fitaz enzimi izole edildiği kaynağa göre sınıflandırılır ve bu 

sınıflandırma bitkisel kaynaklı, hayvansal kaynaklı ve mikroorganizma kaynaklı fitaz 

şeklindedir. Fitaz enzimi, yem, gıda, kağıt, toprak zenginleştirme gibi birçok endüstriyel 

alanda kullanılmaktadır [9].  

Fitaz enzimi birçok kaynaktan izole edilir, ancak endüstride en yaygın olarak kullanılanı 

mikroorganizma kaynaklı fitazdır. Fitaz enziminin birçok işlevleri bulunmaktadır. 

Ekstrasellüler fitaz enzimi, Bacillus licheniformis PFBL-03’ten % 10 verimle ve 39 kat 

saf biçimde elde edilmiştir [10]. Bacillus licheniformis’ten üretilen fitazın pH 6.0-8.0 ve 

55 °C sıcaklıkta optimize olduğu belirlenmiştir [11]. Bununla birlikte ayrıca, fitaz enzim 

aktivitesine Cd
2+

, Mn
2+

, Cu
2+

 ve Ba
2+

 katyonlarının ve EDTA’nın etkisinin olduğu 

gösterilmiştir [11]. 
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GENEL BİLGİLER 

1.1. Ekstrem Mikroorganizmalar 

Ekstremofiller, genellikle tek hücreli canlılardır ve ekstrem koşullarda yaşayabilen ve 

bu şartlarda optimum olarak gelişen ve çoğalan mikroorganizmalardır. Bu organizmalar, 

dünya yüzeyinin 3 km altında, yüksek ağır metal içeren bölgelerde, nükleer 

reaktörlerde, hidrotermal ventlerde, tuz kristallerinde, asitli kaynaklarda, buzullarda, 

yoğun basınçlı alanlarda ve aerobik olmayan koşullarda gelişebilen canlılardır. Ekstrem 

mikroorganizmaların yaşadığı zor şartlar, sıcaklık, basınç, radyasyon, oksijen durumu, 

pH, tuzluluk, kuruluk gibi fiziksel ve jeokimyasal şeklinde sıralanabilir. Bu 

mikroorganizmalar, aşırı ekstrem alanlarda kolaylıkla yaşayabilmektedirler [12].  

Yukarıda bahsedilen ekstrem şartlarda yaşayabilen ve moleküler olarak adapte olmuş bu 

mikroorganizmalar endüstriyel açıdan birçok farklı proseste kullanılabilirler. Yüksek 

sıcaklık ve basınç altında çeşitli reaksiyonları gerçekleştirdikleri için endüstride 

kullanabilirliklikleri belirlenmiştir. Bu koşullarda kullanılabilen fazla avantajlarının 

olmasına rağmen kimyasal işlemlerde (pH, sıcaklık ve iyon konsantrasyonu) 

kullanımları sınırlıdır. Ancak ekstrem mikroorganizmalardan izole edilen enzimler 

(ekstremozimler) zor koşullara dayanıklıdır. Dolayısıyla, ekstremozimler son 

zamanlarda biyoteknolojik uygulamalarda, diğer biyomühendislik alanlarında model 

enzim molekülleri olarak kullanılmaktadır [12, 13].  

Ekstremofil mikroorganizmalar içinde bulundukları ve yaşayabildikleri fiziksel ve 

kimyasal koşullara göre farklı adlarla isimlendirilirler. Bu isimlendirme şu şekildedir; 

- Termofiller: Aşırı sıcak olan koşullarda yaşayan mikroorganizmalar (60-80 

ºC arasında) 

- Hipertermofiller: 80ºC’ nin üzerinde yaşayabilen mikroorganizmalar (80-113 

ºC) 

- Psikrofiller: 5 ºC’ nin altında yaşayabilen mikroorganizmalar 

- Alkalifiller: Aşırı bazik ortamda yaşayabilen mikroorganizmalar (pH 9’den 

büyük) 
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- Asidofiller: Aşırı asidik ortamda yaşayabilen mikroorganizmalar (pH 4’den 

küçük) 

- Halofiller: Aşırı tuzlu ortamda yaşayabilen mikroorganizmalar 

Ekstrem mikroorganizmaların geliştikleri ortam ve bu alt ekstrem türlere örnek Tablo 

1.1’de gösterilmiştir. 

Tablo 1.1. Ekstrem mikroorganizmaların geliştikleri ortam ve mikroorganizma türleri 

gösterilmiştir [14].  

Fenotip çeşidi Aktivasyon 

Sıcaklığı (ºC) 

Örnek mikroorganizma 

Termofilik  55-80 Methanobacterium, Thermoplasma, Thermus ve 

bazı Bacillus türleri 

Hipertermofilik 80-113 Aquifex, Archaeoglobus, Hydrogenobacter, 

Methanothermus, Pyrococcus, Pyrodictium, 

Pyrolobus, Sulfolobus, Thermococcus, 

Thermoproteus, Thermotoga 

Psikrofilik -2-20 Alteromonas, Psychrobacter 

Halofilik 2- 5 M NaCl Haloarcula, Halobacterium, Haloferax, Halorurum 

Asidofilik pH<4 Acidianus, desulfurolobus, Sulfolobus, Thiobacillus 

Alkafilik pH>9 Natronobacterium, Natronococcus ve bazı Bacillus 

türleri 

Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda ekstremofil ve hipertermofil organizmaları, 

polisakkarit sindirilmesinde önemli rolleri olan selülaz, lipaz, esteraz, amilaz ve fitaz 

gibi parçalayıcı enzimlerin karakterizasyonu ile endüstriyel alanda önemli olanaklara 

yol açmışlardır.  

1.2. Termofilik Mikroorganizmalar ve Endüstride Kullanımı 

Termofilik mikroorganizmalar son yıllarda birçok araştırmacının dikkatini çeken 

ekstrem mikroorganizma grubundandır. Termofilik mikroorganizmaların enzimatik 

yapısı üzerinde birçok araştırmalar yapılmış ve bu organizmaların diğer 
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mikroorganizmalar ile karşılaştırılınca üreme hızlarının ve kararlılığının yüksek olması,  

son ürünün kolaylığı ve polimerlerden doğrudan fermente edilmesi gibi birçok avantaja 

sahiptir [15]. Termofilik mikroorganizmalar genellikle 55 ºC’nin üzerinde aktivasyon 

gösteren organizmalardır. Ancak bazı araştırmacılar termofil grubunu kendi içinde alt 

gruplara ayırmışlardır [16]. 60-80 ºC aralığında aktivasyon gösteren ve çoğalan 

termofiller için ekstremofil, 80 ºC’ nin üzerinde aktivasyon gösteren ve çoğalan 

termofiller için ise hipertermofil tanımlanması yapılmıştır. Bu termofilik grupların 

karakteristik özelliği 40 ºC’ nin altında aktivasyon gösterememeleridir [16, 17]. Ayrıca 

bu enzimler, deterjanlara, organik çözücülere ve proteazların etkilerine karşı 

dirençlidirler [17].  

Bununla beraber, termofilik mikroorganizmaların yüksek sıcaklığa karşı dayanıklılık 

mekanizması şu şekilde açıklanmıştır. Termofilik mikroorganizmaların yüksek 

sıcaklıklardaki ortamlarda yaşayıp çoğalabilmeleri için hücreyi dayanıklı hale 

getirmeleri gereklidir. Termofillerin hücre membranı doymuş yağ asitleri içerir ve bu 

yağ asitleri hücrede hidrofobik alan yaratarak karalılık sağlar [18]. Termofilik canlılar, 

revers giraz enzimi içerir ve buda DNA’nın erime noktasını yükselterek yüksek 

sıcaklıklara dayaklı duruma getirir [12, 19].  Bu mikroorganizmalar diğer bilinen 

mikroorganizmalara kıyasla hücresel bileşenleri, enzim ve protein içerikleri daha 

termostabildir. Bu termostabilliğin yanı sıra kimyasal maddelerde de oldukça 

dayanıklıdır ve endüstriyel uygulamalarda sıklıkla kullanılan türlerdir.  

Termofilik mikroorganizmalar diğer organizmalara kıyasla metabolizma hızları, hızlı 

gelişme ve yüksek stabilite özellikleri ile üstünlük sağlamaktadırlar. Gelişme ve 

büyüme sıcaklıklarının yüksek olmasından dolayı substrat vizkositesi azalmaktadır. 

Dolayısıyla fermantasyonda karıştırma aktivasyonu ve katı-sıvı ayrımı hızlanmaktadır. 

Dahası, ısıtma işlemi soğutma işlemine göre daha kolay ve ucuz olduğundan ekstrem 

termofillerin üretimi diğer organizmalara göre daha ucuz ve kolay olacağı kaçınılmazdır 

[20, 21]. Ayrıca, yüksek sıcaklıkta büyüyen ve aktivasyon gösteren bu organizmaların 

çoğalması ve verimliliğinin artması yüksek sıcaklık gerektiğinden kontaminasyon riski 

düşük sıcaklıkta aktivasyon gösteren mikroorganizmalara göre çok daha azdır.  Yüksek 

sıcaklık, ürünün geri alınması ve buharlaşabilen organik bileşiklerin kolay bir şekilde 

ortamdan uzaklaştırmayı sağlayacaktır. Bununla beraber, yüksek sıcaklıkta besiyeri 
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içerisindeki oksijen miktarı azalacağından anaerobik ortam olması kolaylaşacaktır [21]. 

Ek olarak, ekstrem mikroorganizmaların patojenik özelliklere sahip olmamaları bu 

termofillerin diğer bir avantajıdır. Böylelikle bu ekstrem termofiller ile çalışmak kolay 

ve sağlık açısından daha az riskli olacaktır. Öte yandan, termofilik enzimler oda 

koşullarında etkinliklerini ve kararlılıklarını kaybetmediklerinden diğer enzimler ile 

olan çalışmalara göre soğuk odalara ihtiyaçları yoktur [21].  

Endospor oluşturan ekspterm termofillerin endüstride farklı enzimlerin üretilebildiği 

yıllardır bilinmektedir ve yaygın bir şekilde bu organizmalar kullanılmaktadır. Bu 

enzimlerden en çok kullanılan ve önemli olanı termostabil proteazlarıdır. Örneğin; 

Basillus thermoproteolyticus suşundan elde edilen proteaz 70 ºC’de ve 30 saatte 

etkinliğinin yalnızca küçük bir kısmını kaybettiği (%14) bildirilmiştir. Ama bu 

bakteriye hiçbir kültür ortamında rastlanılamamaktadır. 

Endüstriyel alanda kullanılan bazı termofilik basillus üyeleri mevcuttur. Özellikle 50-70 

ºC aralığında aktivite gösteren Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans, 

Bacillus licheniformis, Lactobacillus thermophilus, Bacillus clostridium endüstriyel 

alanda önemli mikroorganizmalardır.  

1.2.1. Basillus ve Basillus licheniformis 

Bacillus suşları, çomak şeklinde, aerob koşullarda bölünebilme özelliğe sahip, 

Bacillaceae ailesinde endospor oluşturan bakterilerdir[6]. ürettikleri enzimleri hücre 

dışına salgılama yeteneklerinden ötürü Bacillus suşları endüstriyel enzim üretiminde en 

çok tercih edilen bakterilerdir. Endospor oluşturmaları ve non patojenlikleri 

Bacillusların tercih edilmesinin diğer nedenleridir. Her ortamdan ve kaynaktan izole 

dilebilirler. Bu türlerin yaşam alanları toprak,  bitki döküntüleri,  buzullar, sıcak su 

kaynakları, deniz suyu, tatlı su ve çöllerdir [22]. 

Bacilluslarda elde edilen enzimler enzim piyasasının yaklaşık %50’sini oluşturmaktadır. 

Tıbbi, eczacılık ve tarım alanlarında Bacillus spp.’den elde edilen metabolitlerden çeşitli  

antibiyotikler elde edilmektedir [23]. 
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Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus subtilis gibi türler 

endüstride kullanılan en yaygın basillus türlerdir. Bunlar içinde B. licheniformis enzim 

üretiminde büyük ölçekli endüstriyel kullanıma sahiptir [24].  

B. Licheniformis’in filogenisi aşağıdaki gibidir. 

Domain: Bakteri 

  Şube: Firmicutes 

Sınıf: Bacilli 

Takım: Bacillales 

  Familya: Bacillaceae 

  Cins: Bacillus 

  Tür: Bacillus licheniformis 

1.2.1.1. Bacillus licheniformis’in Genomik Yapısı 

Bacillus licheniformis 4222336 nükleotid uzunluğunda halkasal kromzoma sahip bir 

basillus türüdür. Ayrıca Bacillus licheniformis 4208 protein kodlayan gen, 7 rRNA 

operonu ve 72 tRNA geni içermektedir. Bacillus licheniformis’in kromozomu Bacillus 

subtilis ve Bacillus halodurans kromozomlarına geniş ölçüde benzerlik içeren bölgelere 

sahiptir. Dahası, B. licheniformis' in kodlama sekansının yaklaşık %80'i B. subtilis 

ortologlarını içerdiğinden, subtilis grubunun bir parçası olarak düşünülür. Ancak, B. 

subtilis'e benzer olsa da, profajların, transpoze edilebilir elementlerin, hücre dışı 

enzimlerin ve sekonder metabolik yol operonlarının miktarı ve yerleri açısından farklılık 

gösterirler[25]. 
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Şekil 1.1 Bacillus licheniformis ATCC 14580 kromozomunun halkasal yapısını 

gösterilmesi [25]. 

Tablo 1.2. B. licheniformis'in B. subtilis, B. halodurans, B. cereus ve B. anthracis'e 

kıyasla genel genomik özellikleri [6]. 

Özellik B. 

lichenifor

mis 

B. subtilis B. 

halodurans B. cereus B. anthracis 

Kromzom Kromzom Kromzom Kromzom pBc10987 Kromzom pXO1 pXO2 

Boyut, nt 4222748  4214810 4202353 5224283 208369 5227293 181677 94829 

Gen sayısı 4286  4112 4066 5642 242 5508 217 113 

% 

kodlanan 

bölge 

87.9  87 85 85 80,9 84,3 77,1 76,2 

% G+C 46,2 43,5 43,7 35,6 33,5 35,4 32,5 33,0 

rRNA 

operonları 

7 10 8 12 0 11 0 0 

tRNA 

genleri 

72 86 78 98 0 95 0 0 
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1.2.1.2.  Bacillus licheniformis’in Hücrenin yapısı ve metabolizması 

Bacillus licheniformis, çubuk şekilli, Gram pozitif bir bakteridir. Topraklarda sporlar 

oluşturmaya meyilli olan bu enzimler, enzimlerin, antibiyotiklerin ve küçük 

metabolitlerin üretimi gibi endüstriyel amaçlarla kullanılmasını daha çok isterler. Bu 

bakteriler, doğada besin maddelerinin döngüsü ile bağlantılı çeşitli hücre dışı enzimler 

üretirler.Optimum büyüme sıcaklığı 50°C'dir, ancak daha yüksek sıcaklıklarda bile 

hayatta kalabilirler. Fakat, enzim salgılaması için en uygun sıcaklık 37 °C'dir. Bu 

bakteri, spor formuna dönüşerek sert ortamlardan kurtulabilir; koşullar iyi olduğunda, 

vejetatif bir duruma tekrar döner. B. licheniformis, yüksek pH seviyelerinde hayatta 

kalabilen bir proteaz üretir. Bu proteaz çamaşır deterjanı içinde, düşük sıcaklıklarda 

kullanılabilme özelliği nedeniyle, büzülme ve renklerin solmasını engelleyen bir 

bileşendir [6].   

1.2.1.3. Bacillus licheniformis’in Ekolojisi 

Bacillus licheniformis toprakta spor yapar. Bakteri aç olduğu zaman endospor oluşumu 

başlar. Bu sporlar, ısı, soğuk, radyasyon ve diğer çevresel streslere oldukça toleranslıdır. 

İyi koşullar altında sporlar oluşur ve vejetatif hücreler üretir. B. licheniformis, doğadaki 

besin maddelerinin siklizasyonu ile bağlantılı çeşitli hücre dışı enzimler üretir. Doğada 

bitki ve bitki materyalleri ile çoğunlukla bağlantılı olan apathojenik bir toprak 

organizmasıdır. Bu bakteriyi topraktan izole etmek en yaygın yol olmasına rağmen, B. 

licheniformis 'in neredeyse her yerden izole edilebileceğine inanılmaktadır; çünkü toza 

dönüşen oldukça dirençli endosporlar üretmektedirler.  

Öte yandan, B. licheniformis'in insanlarda gıda zehirlenmesine neden olduğu 

bilinmektedir; özellikle çiğ süt, sebze, işlenmiş bebek gıdaları ve pişmiş etler gibi 

besinlerde bulaşma oranlarının yüksek olduğu ürünlerdir. 

1.2.1.4. Bacillus licheniformis’in Patolojisi 

Bacillus licheniformis, yaygın olarak gıda bozulması ve zehirlenme ile ilişkilidir. Daha 

çok ekmek bozulmalarında karşımıza çıkar. Bu bakteri ile kontaminasyon olan ekmek 

yapışkan ve lifli bir duruma gelecektir ve sonrasında keskin bir kokuya sahip olacaktır. 
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Bozulmanın nedeni rope sporlarıdır, ne yazık ki bu sporlar fırınlama işlemi sırasında 

ölmezler. Bunun yanı sıra, Süt ürünlerinin, B. licheniformis'in toksin üreten izolatları ile 

kontamine olma riski yüksektir. Pişmiş etler, çiğ süt, sebze ve işlenmiş bebek gıdaları 

da bu risk altındadır[26]. 

B. licheniformis, gıda kaynaklı gastro-enterite, yani bağırsakta enfeksiyondan ötürü 

septisemi adı verilen hayati tehlike oluşturan bir duruma neden olabilir. Septisemi kan 

zehirlenmesi olup, kanda yüksek miktarda bakteri bulunan bir durumdur. Semptomlar, 

mide ağrıları, (akut) ishal ve muhtemel kusmayı içerir. Bunların başlangıç zamanı 2-14 

saat ve son 36 saattir. 

B. licheniformis, bağırsak ve gastrointestinal sistemle ilişkili olmasına rağmen vücudun 

diğer bölümlerinde sıkıntıya neden olabilir. Göz iltihabı olan oftalmosiye neden olabilir. 

Hatta hamilelerde düşüğe neden olabilir ve erkeklerde sperm hareketliliğini 

zayıflatabilir. B. licheniformis tarafından üretilen toksinler hücre zarlarına zarar 

verebilir, hücresel ATP'yi tüketebilir ve akrozomun şişmesine neden olabilir; fakat 

mitokondride herhangi bir zararlı etkisinin olmadığı bulunmuştur[26]. 

1.3. Termostabil Enzimler ve Endüstride Kullanımı 

Enzimler insan hayatında, gıda, giyim, hastalıkların teşhis ve tedavisinde olmak üzere 

çok yüksek yelpazede kullanım alanı mevcuttur [5]. Endüstrinin birçok farklı alanında 

kullanılan enzimler çoğunlukla mikroorganizmalarda elde edilen enzimlerdir. Bunun 

nedeni ise, mikroorganizmalardan izole edilen enzimler diğer kaynaklara göre daha az 

maliyetli, verimliliği yüksek ve daha kararlı bir yapıdadırlar [5]. Ekstremozimler 

içerisinde biyoteknolojik açıdan en önemli enzimler termostabil enzimlerdir ve 

stabilitede model olarak kullanılır [5]. Bunun yanı sıra, ekstremofilik enzimlerin 

endüstriyel alanda kullanılması yüksek sıcaklık gerektirdiğinden diğer bakteriler ve 

viral kaynaklı mikroorganizmaların kontaminasyonunu azaltır [27]. Ayrıca termostabil 

proteinler tuz konsantrasyonu, sıcaklık, pH ve kuruluk gibi ortamlara karşı yüksek 

dayanıklılık gösterirler. Öte yandan bu mikroorganizmaların düşük sıcaklıklarda 

aktivasyon gösteren mezofilik organizmalara göre proteinlerinin daha fazla alfa heliks 

ve beta tabakası içerdiği görülmüştür [27]. Bununla beraber, bu organizmalardan 
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sentezlenen şaperonin proteinleri denatüre proteinlerin katlanmasına aracılık ederler ve 

natürel formlarını almalarına ve işlevlerini tekrar kazanmalarına yardımcı olurlar.  

Termostabil proteinlerin sıcaklığa dayanıklılık stratejileri bulunmaktadır. Bu proteinler 

ve mezofilik proteinlerin benzer ikincil ve üçüncül yapıları mevcuttur. Dahası, bu 

termostabil proteinlerin çok sayıda yüklü ve hidrofobik aminoasitleri içermektedir [28]. 

Proteinlerin yapısal dayanıklılığı esneklik ve sertlik gibi iki zıt faktör arasındaki denge 

sonucudur. Termostabil enzimler mezofilik olanlara göre daha sert yapıdadırlar ve bu 

durum bozulmadan kalmasına yardımcı olur. Dolayısıyla katalitik olarak aktif yapıyı 

korumayı sağlarlar ve denatüre edici şartlarda da aktivedirler [28, 29].  

Araştırmacıların son yıllarda yaptıkları çalışmalarda, biyoteknolojik alanda kullanılan 

enzimler ekstremofillerden izole edilmişlerdir. Endüstride kullanılan enzimlerin büyük 

çoğunluğunu proteazlar (%59) oluştururken %28’lik kısmını karbonhidrazlar, %3’lük 

kısmını lipazlar ve kalan kısmını ise diğer enzimler oluşturur. Ekstrem termofillerden 

izole edilen enzimler Tablo 1.3’de gösterilmiştir. Bu enzimlerin besin, kimyasal 

endüstrisi ile çevre biyoteknolojisi alanlarında geniş kullanım alanları mevcuttur.  

Tablo 1.3. Endüstride yaygın olarak kullanılan ekstrem mikroorganizmalardan izole 

edilen enzimler ve uygulama alanları 

Mikroorganizma Enzim Uygulama Alanı 

Ilımlı termofiller (45-

65°C) 

Amilazlar Tatlandırıcılar için glukoz, 

fruktoz hidrolizi 

Ksilanaz Ksilanaz Kagıt beyazlatma 

Termofiller (65-85 °C) Beta-galaktozidaz Süt ve süt ürünlerinde laktoz 

Hidrolizi 

Proteazlar Ekmekçilik, deterjan sanayisi 

Hipertermofiller (<85 °C) DNA polimerazlar Genetik mühendisliği 
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1.3.1. Proteazlar 

Canlılar için büyük önemi olan hidroliz reaksiyonlarını katalizleyen en önemli enzimler 

proteazlardır. Bu yıkıcı enzim bitki, hayvan ve çeşitli mikroorganizmalardan izole 

edilebilmektedir. Proteazlar polipeptid ve protein zincirlerini katalizleyen 

proteinazlardır. Bu enzim yüksek sıcaklık ve pH’da aktif ve stabil yapıdadır. Ayrıca, 

amid bağlarını hidrolizleyerek, proteinlerin parçalarlar [30].  

Proteazlar endüstride özellikle deterjan ve gıda endüstrisinde kullanılırlar. Özellikle 

farklı pH aralıklarında aktivite gösterebildiklerinden dolayı deterjan endüstrisi için 

oldukça önemlidir. Bunun yanı sıra, deri, gıda, tekstil, farmakoloji, bakım ve klinik 

çalışmalar gibi geniş yelpazeli birçok alanda kullanılmaktadır ve mikroorganizmalardan 

izole edilen enzimlerin büyük çoğunluğunu oluştururlar [30, 31]. 

1.3.2. Amilazlar 

Amilaz olarak adlandırılan enzimler bilinen en eski ve önemli endüstriyel enzimlerdir. 

Bu enzimin görevi nişastayı hidrolize ederek dekstrin ve glikoza dönüştürmektir. 

Endüstri alanında kullanılan enzimler bitkisel, hayvansal ve büyük çoğunlukla 

mikroorganizmalardan izole edilmektedir [32, 33]. Mikrobiyal temelli amilaz 

enzimlerinin katalitik aktiviteleri diğerlerine nazaran daha yüksektir ve istenmeyen yan 

ürün oluşturmazlar. Amilazlar proteazlardan sonra endüstride ikinci yaygın olarak 

kullanılan enzimlerdir. Amilaz enzimleri ikiye ayrılır; endoamilazlar ve ekzoamilazlar 

[33]. Bunların içinde Endoamilazlar nişastayı rastgele parçalarken, ekzoamilazlar 

nişastayı indirgen olmayan uç kısmından parçalarlar. Bunun yanı sıra, farklı pH 

aralıklarında aktivite gösterdiklerinden özellikle deterjan endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılırlar. Deterjan endüstrisinin yanı sıra, tekstil, gıda ve kâğıt gibi farklı sanayi 

dallarında da yaygın olarak kullanılabilmektedir [32, 33].  

1.3.3. Lipazlar 

Lipaz enzimleri, trigliseritleri üç monomere dönüştürür (di ve mono-açilgliserid, serbest 

yağ asitleri ve gliserol). Lipazlar diğer enzimler gibi, hayvanlar, bitkiler ve 

mikroorganizmalardan izole edilebilirler. Bunlardan en yaygın olarak kullanılanı 
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mikrobiyal kaynaklı lipazlardır. Mikroorganizmalardan elde edilen lipazların 

katalizlediği reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara kıyasla daha çevre dostudur. 

Dolayısıyla bu enzimlerin kullanılması daha da yaygın hale gelmektedir [34, 35].   

Lipazlar, bakteri, maya ve küf gibi farklı mikroorganizmalardan elde edilebilir. Lipazlar 

hidrofilik ve hidrofobik ortamlarda etki gösterdiklerinden dolayı endüstri ve tıp alanında 

önemli yere sahiptirler. Ayrıca, süt endüstrisi, deterjan, kozmetik, besin ve kâğıt gibi 

farklı sanayi alanlarında kullanılmaktadır [34, 35].  

1.3.4. Fitaz 

Fitaz; inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol ürünlerini  fitik 

asiti, hidrolize ederek elde eden enzimdir (Şekil 1.2). İki tip Fitat parçalayan enzimler 

vardır. Bunlar 3-fitaz ve 6-fitaz olarak isimlendirilir. 3-fitaz, Fitatın D3 pozisyonundaki 

ortofosfatı uzaklaştırır.  6-fitaz ise myo-inositol halkasındaki L-6 (D-4) pozisyonundaki 

defosforilasyonu sağlar.  3-fitaz sınıfında mikrobiyal fitazlar, 6-fitaz sınıfında bitkisel 

kökenli fitazlar bulunmaktadır [7]. 

 

Şekil 1.2. Fitik asitin fitaz enzimi katalizörlüğünde inorganik monofosfat, myo-inositol 

fosfat ve serbest myo-inositole hidrolizi [7].  

3-Fitaz, C 3 pozisyonundaki hegzafosfat halkasındaki fosfor kalıntısını hidrolizlerken 6-

Fitaz ise, aynı halkadaki C 6 pozisyonundan fosfatı hidrolizler [36]. 

Günümüzde fitik asidi hidrolize edebilen dört farklı fosfataz enzimi belirlenmiştir: 

Histidin asit fosfataz (HAP): Bu enzim türünün katalitik mekanizma ve özgül aktif bir 

bölgesi bulunmaktadır.  
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β- Propeller fitazı (BPPhy): Bu grup fosfatazlar diğerleri ile homoloji 

göstermektedirler. BPPhy’ler ilk olarak Bacillus türlerinden izole edilmiştir. BPPhy 

enzimi katalitik faaliyetleri ve termostabilitesi için kalsiyuma gereksinim duyduğu rapor 

edilmiştir. İki temel bileşen içermektedir: affinite bölgesi ve ayırma bölgesi[37]. 

Sistidin fosfataz (CP): CP enzimi ilk olarak Selenomonas ruminantium’da izole 

edilmiştir. CP monomerik yapıda, 50-55 ºC’de aktivasyon gösteren ve 4,0-5,5 pH 

aralığında optimum olan enzimlerdir [38].  

Purple asit fosfataz (PAP): PAP’lar 7 tane metal bağlayan amino asid residüsü 

bulunduran metaloenzimlerdir. PAP’lar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda 

tespit edilmiştir. PAP’lar diğer fosfataz türelerine göre fitatı hidrolize etme kapasitesi 

çok düşüktür [38].  

 

Şekil 1.3. Fitik asidin 3-fitaz ve 6-fitaz ile hidrolize edilmesi [7]. 

Fitaz enzimi doğada birçok kaynaktan izole edilebilir. Yukarıdaki sınıflandırmanın yanı 

sıra elde edildiği kaynağa göre de sınıflandırılmaktadır. Bu sınıflandırma; bitkisel 

kaynaklı, hayvansal kaynaklı ve mikroorganizma kaynaklı fitaz ol[mak üzeredir. Tablo 

1.4’te farklı kaynaklardan elde edilen fitaz enziminin özellikleri gösterilmiştir. Fitaz 

enzimi ilk olarak 1907 yılında buğday kepeğinde [39] ve ardından 1908 yılında buzağı 

kanında [40] olduğu gösterilmiştir. Sonrasında ise bitki, mantar, maya, bakteri ve insan 
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instentinal mukozasından elde edilmiştir. Ancak insan instentinal mukozasından elde 

edilen fitaz aktivitesi diğerlerine nazaran daha az etkinliğe sahip olduğu gösterilmiştir 

[7].  

Fitaz enzimleri çoğunlukla 45-60 ºC arasındaki sıcaklıkta aktivasyon göstermektedir. 

Bunun yanı sıra geniş bir optimum pH aralığı vardır. Bakterilerden elde edilen fitazlar 

4,5-7,0 arasındaki pH’da aktivasyon göstermektedir. Bunun yanı sıra, mantarların 

optimum pH aralığı 4-6 arasında iken mayalarda ortalama 4,5 civarındadır. Bitki ve 

hayvansal kaynaklı fitazların optimum pH aralığı biraz daha geniştir (4-8,7) [41]. 

Bitkisel kaynaklı olarak doğada bakliyat, meyve ve sebzeler gibi birçok kaynakta 

olduğu gösterilmiştir. Bunlardan en çok aktivite gösteren baklagil tohumlarından elde 

edilen fitazlardır. Bitkilerden elde edilen fitazların ortalama optimum pH’ı 4,5-6,0’dır. 

Ayrıca, optimum aktivasyon sıcaklığı 38-55
o
C aralığındadır. Bitkisel fitazlar genellikle 

6-fitaz’dır. Bunun yanı sıra, bitkisel fitazların alkalin fosfataz ve ya purple asit fosfataz 

olabileceği de bildirilmiştir [42].  
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Tablo 1.4. Farklı kaynaklardan elde edilen fitazın genel özellikleri [7]. 

Sınıflandırma Kaynak Moleküler 

ağırlığı (kDa) 

Optimum 

sıcaklık (ºC) 

Optimum 

pH 

Bakteri B. subtilis  

E. coli 

Enterobacter  

K. aerogenes  

Pseudomanos 

36-38 

42 

- 

10-13,700 

- 

60 

55 

50 

60-70 

- 

6,0-6,5 

4,5 

7,0-7,5 

4,5; 5,2 

5,5 

Mantar A.ficuum 

A. niger  

A. terreus  

A. oryzae  

R. oligosporus 

85-100 

200 

214 

120-140 

- 

55-60 

53 

70 

50 

55 

4-6 

5,5 

4,5 

5,5 

4,5 

Maya S. castelli 

Bakers’ yeast 

490 

- 

77 

45 

4,4 

4,6 

Bitki Kanola tohumu 

Cucurbita maxima 

Lilium longiflorum 

Mısır 

Mung fasulyesi 

Soya Fasulyesi 

Spelt 

Buğday Kepeği 

- 

66,5 

88 

76 

160 

60 

68 

47 

50 

48 

55 

55 

57 

55 

45 

55 

5,2 

4,8 

8,0 

4,8 

7,5 

4,5-4,8 

6,0 

5,0-5,6; 7,0 

Hayvan dokusu 

(instentinal 

mukoza) 

İnsan 

Tavuk 

Buzağı 

Rat 

- 

- 

- 

70-90 

- 

- 

- 

- 

7,4 

8,2 

8,7 

7,0; 7,5-7,8 

Hayvansal kaynaklı fitazlar bitkisel kaynaklı olanlara kıyasla karakterizasyonu tam 

olarak yapılamamıştır. Ancak hayvansal kaynaklı fitaz enzimleri tavuk, buzağı ve rat 

gibi çeşitli hayvanların instentinal mukozalarından elde edilmiştir [43]. Dahası, kalın 

bağırsakta izole edilen fitazın mikroorganizma kaynaklı olduğu gösterilmiştir [44].  
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Hayvansal ve bitkisel kökenli fitazların yanı sıra en yaygın olarak kullanılanı 

mikrobiyal kaynaklı fitazlardır. Mantar, maya ve bakteri gibi birçok 

mikroorganizmalardan elde edilmiştir. Bu enzimlerin büyük çoğunluğu histidin asit 

fosfataz veya alkali fitaz ailesine aittir [45]. Günümüzde yaygın olarak kullanılan 

fitazların büyük çoğunluğu belli avantajlarından dolayı mikroorganizma kaynaklı 

fitazlardır.  

1.3.4.1. Fitik asit  

Fitik asit genellikle bitki tohumlarında izole edilmektedir. Yağlı tohumlarda ve tahıl 

tanelerinde fitik asit proteinle birlikte ve globoidlerin içinde çokça bulunan hücre içi 

inklüzyonlar halinde bulunmaktadır. Tohumların yanı sıra fitik asit sebze ve meyve 

köklerinde de görülmektedir. Ayrıca fitik asit, baklagil tohumlarında Mg-K-Ca-Na 

tuzları şeklinde bulunur. Bu tuzlu yapılarına fitat denilmektedir (Şekil 1.4). Tohumların 

toprak üstüne çıkıp büyümeye başladığı dönemlerde fitik asite fosfor deposu olarak 

görev verilmektedir [9]. 

 

Şekil 1.4. Fitik asidin moleküler yapısı ve fitik asit metal kompleksi [46]. 

1.3.4.2. Fitazın Endüstride Kullanım Alanları 

Fitaz enzimi sıkılıkla yem sanayide kullanılmaktadır. Bunun yanı sıra, gıda, toprak 

zenginleştirme, kağıt gibi birçok sanayide kullanılmaktadır.  
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Fitatın tohum çimlenmesinde önemli fosfor kaynağı olduğunu daha önce belirtilmişti. 

Bağlı fosfor tek mideli hayvanlar tarafından eser miktarda kullanılabilir. Dolayısıyla 

inorganik fosfor yenilemez ve maliyetli olduğundan birçok hayvan rasyonlarında fosfor 

kayanağı olarak eklenir. Hayvan yemlerine fitaz eklenmesi fosfatın yem malzemesi 

içine eklenmesini sağlar. Bunların yanı sıra, bitkisel kaynaklardaki kullanılmayan fitat 

fosforu zamanla birikerek çevre kirliliği yaratır. Dahası, topraktaki fazla fosforun 

deniz/göllere aktarıldığı ve böylelikle burada yaşayan canlıları olumsuz yönde etkilediği 

rapor edilmiştir. Dolayısıyla bu deniz/göl ürünleri ile beslenen insanlarda nörotoksik 

etki oluşturduğu bildirilmiştir [9]. 

Öte yandan, fitik asitin divalent iyonları şelatlayıcı özelliğinden dolayı besinlerdeki 

kalsiyum, çinko,  demir, magnezyum gibi minerallerin alınımı zorlaşır. Normal 

fizyolojik pH’da şelat durumundaki fitik asit-mineral kompleksi kararlı yapıda 

olduğundan düşük mineral emilimine neden olmaktadır. Dolayısıyla gıda sektöründen 

kullanılan fitaz enziminin amacı insanlardaki bu mineral emilimini arttırmak içindir 

[38]. Gıda sektöründe fitaz enzimi, ekmek yapımı, tahıl kepeklerinin parçalanması gibi 

alanlarda kullanılmaktadır. Meyve ve sebzelerden alınan besinlerin miktarı ve işlenme 

derecelerine göre günlük fitat üretiminin en çok 4500 mg’a yükseltilmesi gerektiği 

görülmüştür. Bunun yanı sıra hayvan etlerinin tüketilmediği vejetaryen diyetlerinde fitat 

tüketimi 2000-2600 mg aralığında olmalıdır. Fitat tuzları asidik ve alkali pH’larda 

proteinlerle karmaşım oluşturmaktadırlar [47]. Bu durum protein yapısından 

konformasyonel değişimlere sebep olmaktadır. Dolayısıyla enzimatik aktivasyonda, 

proteinin çözünürlüğünde ve proleolitik sindirilmede düşüş olur. Gıda sektöründe fitat, 

bitkisel ve mikroorganizmalarda bulunan fitazlarla tamamen hidrolize edilmezler. 

Besinlerdeki demir mineralinden yararının arttırmak için fitat seviyesinin indirilmesi 

gereklidir [48].   

Fitaz enzimi myo-inisitol elde edilmesinde önemli bir enzimdir. Myo-inisitol ve 

türevleri bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda önemli işlevleri olan moleküllerdir.  

İnositol fosfatlar ve fosfolipidler zar geçiş iletiminde ve kalsiyum iletiminde önemli 

rolleri vardır. Fitaz enziminin buradaki görevi ise, myo-inisitol fosfatı parçalayarak 

serbest myo-inositol türevlerine dönüştürmektir [49]. 
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Yüksek canlılarda myo-inisitol metabolizması ve işlevi araştırmacıların ilgi odağı haline 

gelmiş ve hücre zarında myo-inisitol içeren fosfolipid oluşumu ve yıkımı yaygın olarak 

incelenmiştir. Myo-inisitolun bazı fosfat esterleri hücre içerisinde ikincil haberci 

görevinde olan fosfotidil inositol yolağında önemli fonksiyonları bulunmaktadır [7]. 

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda, fitat sinyal ileti yolağında, hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde, bazı onkogen ve tümör baskılayıcı genlerin ekspresyon seviyelerini 

etkileyerek anti-kanser etkinliği gösterebileceği bildirilmiştir [8]. Bunun yanı sıra,  

myo-inositol fosfatları astım gibi ciddi solunum hastalıklarını engellediği ileri 

sürülmektedir. Dahası, myo-inositol fosfatların ağrı kesici olarak kullanılması da 

önerilmiştir [50].  Dolayısıyla, myoinositol fosfatların kullanılmasına ilişkin ilgi 

artmıştır. Ancak myoinositol fosfatların kimyasal olarak sentezlenmesi ekstrem basınç 

ve sıcaklık gibi zor koşullarda gerçekleşmektedir. Böylelikle fitaz aracılığı ile 

myoinositol fosfatları ile türevlerinin elde edilmesi alternatif bir sentez yöntemidir. Bu 

nedenler araştırmacılar, Saccharomyces cerevisiae ve E.coli gibi bakteriler kullanılarak 

fitik asitin enzimatik olarak hidrolizinden myo-inositol fosfat türevleri hazırlamışlardır 

[9]. 

Çeşitli alanlardaki topraklarda toplam organik fosforun %50’sini fitik asit ve türevleri 

oluşturmaktadır [51, 52]. İşlem yapılan toprağa fitaz muamelesi yapıldığında fitik asitin 

parçalanma oranının arttığı ve böylelikle bitkilerin büyümenin indüklendiği 

gösterilmiştir [51].  

Fitaz enzimi toprak zenginleştirme, myo-inisitol parçalanması, yem ve gıda 

sektörlerinin yanı sıra kâğıt hamuru ve kağıt endüstrisinde oldukça önemlidir. Kâğıt 

endüstrisinde fitik asitin uzaklaştırılması oldukça önem arz etmektedir. Bu alanda 

termostabil fitazlar fitik asidi parçalamak amacıyla kullanılan biyolojik molekül olarak 

kullanılmaktadır. Fitik asidin enzimatik reaksiyonlarla parçalanması zararlı yan ürün 

üretmediğinden fitaz enziminin kullanılması çevre korunması için önemlidir [7].   

Fitaz enziminin minerallerden oldukça fazla şekilde faydalanır. Fitik asit besinlerden 

alınan minerallere bağlanarak bitkisel kaynaklı, potasyum, kalsiyum, çinko ve demir 

gibi minerallerin sindirimini ve absorbsiyonunu azaltmaktadır [53]. Fitik asit tuzu olan 

fitatın konformasyonundan dolayı bazik ve nötr pH’larda ve sindirim kanalında negatif 

yüklüdür. Böylelikle fitat çinko, bakır, nikel, kolbalt, demir, manganez, kalsiyum gibi 
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metal katyonlara bağlanarak stabil bileşikler oluşturlar. Elde edilen bu fitat-metal 

kompleksi mineralin kullanım verimliliğini azaltmaktadır [54] (Şekil 1.5). 

 

Şekil 1.5. Fitatın mineraller ile kompleks oluşturması. 

Fitaz enziminin, metabolik enerjiye ve protein sindirimine etkisi de önemli yer 

tutmaktadır. Fitatlar farklı pH aralığında (yüksek-düşük) proteinlerin bazik amino asit 

residuleri ile stabil kopmleks oluşturdukları rapor edilmiştir. Dolayısıyla, proteinlerin 

aktivitesi ve proteazların sindirimdeki işlevleri olumsuz etkilenmektedir [49].  Protein-

fitat komplekslerinin olduğu ilk olarak 1925 yılında pamuk tohumu özlerinde tespit 

edilmiştir [55]. Ancak bu kompleksin kümes hayvanlarının beslenmesinde olumsuz 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Fitatın farklı pH aralığına proteinler ile iki farklı 

kompleks oluşturabileceği ileri sürülmüştür. Asidik pH değerlerinde, ikiliprotein-fitat 

kompleksleri ve üçlü protein-mineral-fitat kompleksleri oluşturur (Şekil 1.6). Kısaca, 

fitatın hidrolizi ile açığa çıkan ürünler, hayvanlar tarafından kullanılabilir[56]. 

İnsanların aldıkları fitatlı besinler kan şekeri seviyesini azalttığı gösterilmiştir. Yapılan 

çalışmalarda lipid ve kalsiyum-fitat kompleksi oluştuğu ve lipidden elde edilen 

enerjinin kısıtlandığı görülmüştür [50, 57].  
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Şekil 1.6. Fitazın, fitata bağlı fosfat grupları hidrolizi. 

1.3.4.3. Fitazın saflaştırılması 

Enzimlerin safliği kullanım alanına göre değişir. Analitik çalışmalar için kullanılacak 

enzimin saflık derecesinin yüksek olması gerekirken endüstride kullanılan enzimin 

saflığı düşük olabilir. Saflaştırma yönteminin seçimi enzimin hücre içerisindeki 

konumuna bağlı olarak değişir. Hücre içi enzimlerin izolasyonu genellikle biyolojik 

komplekslerden ayrılması ile olur. Enzimler çok karmaşık protein yapıdaki 

moleküllerdir. Enzimi izole etmek için öncelikle, hücrenin içeriği için parçalanması, 

temizleme, santrifüj, amonyum sülfat ile çöktürülmesi ve diyaliz aşamalarının yapılması 

gereklidir. Fakat, amino asit sekansı ve X-ışını kristalografik çalışmalarında enzim 

miktarının fazla olması bir dezavantaj olarak görülmektedir.  Bu nedenle işlemler 

sırasıyla, jel filtrasyonu, iyon değiştirme veya afinite kolon kromatografisi gibi ileri 

tekniklere ihtiyaç duymaktadır.  

Saflaştırma yöntemi ve stratejileri oluşturulurken önemli hususlardan birisi de enzim 

kaynağıdır. Enzimin, bakteri, bitki, hayvan, mantar gibi hangi kaynaktan izole 

edileceğine karar verilmelidir. Dahası kullanılan kaynağının hangi özgül bölgesinin 

kullanılmasına karar verilmesi gereklidir.  Bu izole edilen enzimler ticari olarak 

kullanılacağından maliyeti ve elde edilme zamanı önemlidir. Özetle enzimin izole 

edilmesi için geniş bir fizibilite araştırması yapılmalı ve stratejiler belirlenmelidir.  

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda fitaz enzimi birçok farklı yöntem ile izole 

edilmiştir ve farklı yöntemlerle saflaştırılmıştır. 1982 yılında Powar ve arkadaşları [58] 

tarafından yapılan çalışmada, Bacillus subtilis bakterisinden sentezlenen fitaz enzimi 
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çeşitli yöntemlerle %32 verim ve 39 kat saflaştırılmıştır. Santrifüjleme metodlarından 

faydalanarak fitaz enziminin moleküler ağırlığının  3.5 kDa olarak tespit edilmiştir. 

Bunun ardından 1987 ve 1988 yılında, Ullah ve arkadaşları [59,60,61], Fitaz enzimini 

iyon kromatografisi ve kromatografik yöntemle 22 kat % 58 verimle ve kromotografik 

yöntem ile 6.2 kat  ve % 54 verimle ve saflaştırmıştır.  

Bacillus subtilis’ten aseton çöktürmesi, katyon ve anyon değişim kromotografileri 

teknikleri kullanılarak  fitaz enzimi saflaştırılmıştır[62]. Başka bir çalışmada, Bacillus 

licheniformis fitaz enzimi moleküler ağırlığı 36 kDa olarak belirlenmiş ve 39 kat, % 10 

verimle, amonyum çöktürmesi, iyon kromotografisi ve jel kromotografisi teknikleri ile 

saflaştırılmıştır [10].  

Fitazların etkinliği ve kararlılığı üzerine pH, sıcaklık, inhibitör, metal iyonları ve 

EDTA’nın (Etilendiamin tetraasetik asit) etkisi oldukça fazladır. Fitaz enziminin 

aktivasyonu optimum koşullarında belirlenen substrattan kalan inorganik fosfat 

miktarının ölçülmesi ile belirlenir. Bacillus sp. DS 11’den izole edilen fitaz enzimi için 

pH 7,0-8,0 ve 70 °C optimum koşullardır. Kim ve arkadaşlarının [63] yaptıkları 

çalışmada ortamda 5 mM CaCl2 varlığında ve 90 °C’de 10 dk inkübe edilmesinin 

ardından enzim aktivasyonun yaklaşık %50’lik kısmının korunduğu gösterilmiştir. 

Ayrıca başka bir çalışmada, fitazın Bacillus licheniformis’te saflaştırılan halinin 

optimum koşulları pH 6.0-8.0 ve 55 °C olarak belirlenmiştir ve 1 mM PMSF ve 5 mM 

DTT varlığında optimum oda sıaklığında inkübasyonu yapıldıktan sonra enzim 

inhibisyona uğramamış ve Cd
2+

, Mn
2+

, Cu
2+

, Ba
2+

, EDTA’nın inhibisyonu sağladığı 

görülmüştür  [11].   

Fitaz enziminin aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisi olduğu daha önceki 

bölümlerde de bahsedilmişti. Metal iyonları enzimin katalitik aktivitesini etkilemek için 

farklı yollarda etki ederler. Metaller substrata bağlanarak veya oksidasyon sayılarındaki 

dönüşümlü reaksiyonlara katılırlar [64].  
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MATERYAL ve YÖNTEM 

2.1. Materyal 

2.1.1. Organizma  

Materyal olarak kullanılan mikroorganizma Pasinler bölgesinden toplanan su ve çamur 

örnekleri kullanılmıştır. Organizmamız ise Bacillus licheniformis MH101322’ dir. 

2.1.2. Cihazlar 

Otoklav: Nüve OT 40 Otoklav 

Hassas Terazi: Vibra AJ3200H Shinko 

Etüv: Nüve FN500 

Çalkamalı İnkübatör: LABWİT ZWYR-200D Orbital 

Santrifüj: ScanSpeed mini 

Pipetler: Eppendorf 

PZR Cihazı : BİOER GenePro 

Jel Görüntüleme: Dnr Bio-imaging Systems MiniLumi 

Elektorforez: WEALTEC ELİTE 300 PLUS 

pH Metre: AZ 8685 

Sıcak Su Banyosu: Labo BMS 5200 

Nanodrop Spektrometre: ACTG Gene UVS-99 

Vortex: PV-1 Grant-bio Vortex Mixer 

Isıtıcılı magnetik karıştırıcı: Are VELP Scientifica 
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Distile su Cihazı: Nüve ND 4L 

Western Blot: WEALTEC 

2.1.3. Kimyasallar ve Çözeltiler 

Etidyum bromür: 5 ml’lik Ethidium bromide [EB], (Kod: 802511) 10 mg/ml stok 

çözeltisi hazırlanmıştır.  

Fenol Kloroform İzoamilalkol: Sigma 

Etanol: MERCK 100983 Ethanol absolute for analysis ACS,  Reag. Ph Eur 2.5 L  

Kalsiyum Klorür: 25:24:1, Saturated with 10mM Tris, pH 8.0, 1mM EDTA 

Gliserol:  EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur. CAS 56-81-5, EC Number 200-289-5 

10x TAE: Tris Acetate-EDTA buffer BioReagent, 50x suitable for electrophoresis 

EDTA: FLUKA Kat no: 03620 

Kloroform: SİGMA Anhydrous, ≥99%, contains 0.5-1.0% ethanol as stabilizer 

X GAL: Thermo Fisher Catalog number:  15520018 

İzopropanol: Sigma EC no: 200-661-7 

TE: Sigma Tris EDTA pH:8.0 

Ampisilin: Sigma A 6140 Solüsyon 

Tris: Sigma EC No: 201-064-4 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. Organizmanın Kültüre Edilmesi 

Bacillus licheniformis MH101322 bakteri kültürü 48 saat, 65C
o
’ de inkübe edilerek saf 

kültür elde edilmiştir (Şekil 2.1).  

 

 

Şekil 2. 1: Örneklerin inkübe edilmesine ait etüv içi görüntü.  

2.2.2. Bacillus licheniformis gDNA İzolasyonu 

Bakterinin gDNAsını saflaştırmak için kullanılan protokol aşağıda belirtilmiştir.  

1- Bakteri LB Broth besiyerinde 24 saat 65
o
C’de inkübe edilmiştir. Süre 

sonunda 15dk. 4000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Üst sıvı dökülmüş ve kalan 

kısım santrifüj edilmilmiştir. Peletin üzerine; 200µl dH2O, 50µl 0,5M 

EDTA, 10µl %20 lik SDS, 10µl Proteinaz K (10mg/ml), 10µl 1M Tris-HCl 

(pH:8) ve 5µl 5M NaCl ilave edilmiştir. 65
o
C’deki örnekler yarım saatte 

bekletilmiştir. 

2- Karışımın üzerine fenol: kloroform: izoailalkol (25: 24: 1) eklenerek 

DA’ların ve diğer moleküllerin birbirinden ayrılması sağlanmıştır. 

3- Santrifüj edilen örneklerin üst sıvısına, sırasıyla  3M NaOAc , 0,3 M NaOAc 

ve ethanol eklenmiştir.  
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4- Santrifüj edilen örneklerin üst sıvısı atılmış ve pellet 80µl dH2O ile 

çözülmüştür. [72]. 

2.2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

16s rRNA bölgelerinin elde edilmesi için gerçekleştirilen reaksiyon ve koşulları Tablo 

2.1 ve Tablo 2.2’de belirtilmiştir  

Tablo 2.1. PZR Reaksiyon Koşulları 

Bileşenler Bileşen Miktarları 

Taq Polimeraz (5U// µL) 0,25 µl 

10x Buffer PZR 2,5 µl 

MgCl2 (25 mM) 2 µl 

Primer (25pmol/ µL) 2,5 µl 

Primer (25pmol/ µL) 2,5 µl 

  DNA (Genomik) 1 µl 

  dNTP (25mM) 1,5 µl 

  Distile Su 12,75 µl 

 

Tablo 2.2. PZR sıcaklık ve Döngü Koşulları 

Sıcaklık Süre  

94 °C 5:00 dakika  

94 °C 1:00 dakika 

 

55 °C 1:00 dakika 

72°C 1:00 dakika 

72°C 5:00 dakika  

4 °C ∞  

 

2.2.4. Rekombinant Enzimin Üretilmesi 

Bacillus licheniformis bakterisinden fitaz enzimi üretmek için fitaz enzimi elde 

edildikten sonra elde edilen gen insertünün ligasyonu, transformasyonu, plazmit 

izolasyonu, restriksiyon enzimleriyle insertü taşıyıp taşımadığı ve insertün dizi analizi 

aşamalarından geçmiştir. Daha sonra klonlanan gen ekspresyon vektörüne ve 

ekspresyon konakçısına aktarılmış ve protein üretilmiştir. Sonra SDS-page ile bant 

büyüklükleri gözlemlenmiş ve Western Blot analizi ile beklenilen enzimin varlığı tespit 
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edilmiştir. Biz çalışmamızda PGEMTeasy' i klonlama vektörü olarak, E.coli DH5-α 

ırkını restriksiyon enzimi (Fermentas XbaI ve KpnI 10,000 u/ml) olarak plazmit 

izolasyon aşamasında kullandık. Ekspresyon aşamasında ise restriksiyon enzimi olarak 

SalI ve HindIII kullandık. pET 16b vektör olarak ve E. coli Rosetta' yı ise konakçı 

olarak kullandık. 
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3. BULGULAR  

Bakterilerin moleküler türünün belirlenmesi için 16S rRNA gen bölgesi saflaştırılmıştır. 

Bu bölgenin saflaştırılması ile beraber baz dizisi Dizi analizi ile hedeflenmiştir. Bu 

amaçla sırasıyla genomik DNA izolasyonu, ardından 16S rRNA geni;  PCR, klonlama 

ve sekans analizi yapılarak türler tanımlanmıştır. 

Genomik DNA’ nın Eldesi  

İzole edilen bakterilerden elde edilen gDNA’ların, yoğunluklarını belirlemek için 

spektrofotometre ile ölçümleri yapılmıştır. DNA’lar 16S rRNA genine özgü primerler 

ile çoğaltılmış ve elde edilen PCR sonuçları jel elektroforez ile resmedilmiştir. 16S 

rRNA geninin sahip olduğu baz boyutunun 1700 baz olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.1). 

 

 

Şekil 3.1 PCR ürünlerinin jel elektroforez görüntüsü. 

Dizi Analizi Sonucu 

Polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen 16S rRNA geni, klonlanmış ve sekans 

analizleri yapılarak ve Bacillus licheniformis türüne ait gen bölgesi olduğu ortaya 

çıkmıştır.  

Bacillus licheniformis’ten Fitaz’ın Klonlanması 

Bacillus licheniformis’ten Fitaz geninin elde edilmesi için öncelikle gDNA izolasyonu 

yapılmıştır. Daha sonra PCR ile gen elde edilmiş, ligasyon ile gen vektöre aktarılmış, 

transformasyon ile E.coli’ye aktarılmış, E.coli’den plazmit izolasyonu yapılmış ve elde 

edilen bölgenin dizi analizi yapılarak klonlama gerçekleştirilmiştir. İlk olarak; Fitaz geni 

PCR ile elde edilmiş ve agaroz jelde görüntülenmiştir (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2 Fitaz geninin PCR sonucunun elektroforez jel görüntüsü. 

Fitaz geninin vektöre aktarıldığının belirlenmesi için,  XbaI ve KpnI enzimleri 

kullanılarak restriksiyon kesimi yapılmıştır. 1200 bç’lik Fitaz geni ve 3000 bç’lik 

PGEMTeasy vektörü agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiştir (Şekil 3.3). 

Hedeflenen Fitaz geninin agaroz jelde görüntülenmesinden sonra klonlamanın 

gerçekleştiği belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.3.  PGEMTeasy vektörün de restriksiyon enzimi ile kesilmiş Fitaz geninin jel 

görüntüsü.  M: Lambda Marker 

Bacillus licheniformis’ten Fitaz’ın Rekombinant Üretilmesi 

pET16b vektörüne aktarılmış fitaz genine ait insert Ni-NTA boncukları ile saflaştırılmış 

ve western blot ile saflaştırıldığı teyit edilmiştir. Yaklaşık olarak 27 kDa olarak 

saflaştırılan protein SDS PAGE ile görüntülenmiştir. Şekil 3. 4’de görüldüğü üzere 

protein bantlaşması jelde görülmüştür (Şekil 3. 4). Ekspresyonun başarılı olduğu jel ile 

teyit edilmiştir. 

3000 bç 

1200 bç 

   M 
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Şekil 3. 4: Ni-NTA ile saflaştırılan fitaz enzimi SDS jel görüntüsü. 
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4. TARTIŞMA  

Bu çalışmada doğal ortamı sıcak su kaynakları olan termofilik bakterilerin morfolojik 

ve moleküler yollarla belirlenmesi, üreme kontrolleri, Bacillus licheniformis türünün 

seçimi ve ve bu bakteriden gDNA izolasyonu ve bu bakteriden rekombinant enzim 

üretmek amacıyla Diyadin (Ağrı) kaplıcasından su ve çamur materyalleri alınmıştır. 

Enzim çalışmalarında mikroorganizmaların tercih edilmesinin nedeni; yan ürün 

oluşturmalarının daha az olması, ekonomik olması, stabilitelerinin yüksek olması, 

aktivitelerinin yüksek olması, yüksek oranda ve saflıkta üretilebilme özelliklerinin 

olmasındandır. 

Termofilik mikroorganizmalar ekstrem koşullarda yaşayan, bu şartlara uyum sağlamış 

ve bu şartlarda optimum olarak gelişip çoğalan mikroorganizmalardır. Fitaz, katalaz, 

laktaz, lipaz, sükraz, amilaz,  proteaz gibi birçok enzim üretimi termofilik 

mikroorganizmalardan sağlanmaktadır. Termofilik mikroorganizmalar gıda, giyim, 

deterjan, hastalıkların teşhis ve tedavisi gibi geniş kullanım alanına sahiptir. Bizim 

çalışmamızda termofilik bakteri kullanıldığından dolayı ektrem koşullarda yaşayabilen, 

kararlı, ekonomik, yüksek sıcaklıkta aktivite gösteren enzim olması bize avantaj 

sağlamaktadır. 

Bizim çalışma alanımız fitaz enzimi olup, bunun biyoteknoloji ve ticari olarak kullanımı 

ve daha verimli fitaz enzimi üretimi sağlanmıştır. Termofilik çalışmalarda kullanılacak 

fitaz enzimi üretiminde en çok tercih edilen Bacillus türü, B. licheniformis tir [68]. 

Çalışmamızda ekstrem koşullarda üreyebilen Ağrı Diyadin' den izole ettiğimiz Bacillus 

licheniformis ' ten rekombinant enzim üretimi yapıldı. Seçilen materyallerin uygun 

besiyerlerine ekimleri yapılmış ve gram pozitif, zincirli, sporlu, beyaz renkli izolat 

gözlemlenmiştir. 

Enzim elde edilirken hangi kaynaktan elde edileceğine ve kaynağın hangi özgül 

bölgesinin kullanılacağına karar verilmelidir. Günümüze kadar yapılan çalışmalar 

sonucunda fitaz enziminin birçok farklı yöntem ile izole edildiğini ve saflaştırıldığını 

göstermektedir. 1982 yılında Powar ve arkadaşları [58] tarafından yapılan çalışmada, 

Bacillus subtilis' ten sentezlenen fitaz enzimi etanol çöktürmesi ve aseton 
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çöktürmesinden sonra uygulanan iki farklı iyon değişim kromatografisi ile 39 kat ve 

%32 verimle saflaştırılmış ve ultrasantrifüj ile sedimantasyon metodları kullanılarak 

enzimin moleküler ağırlığını 3.5 kDa olarak belirlemiştir. Ullah ve arkadaşları [59] 

1987 yılında Aspergillus ficuum NRRL 3135’dan ekstrasellüler olarak sentezlenen fitaz 

enzimini iki farklı iyon değişim kromatografi kromatofokusing işlemlerinden sonra %58 

geri kazanımla 22 kat saflaştırıldığını görmüşlerdir. Fitazların etkinliği ve kararlılığını 

pH, sıcaklık, metal iyonları, EDTA, inhibitörler etkilemektedir. Kim ve arkadaşları 5 

mM CaCl2 varlığında yaptıkları çalışmada enzim aktivasyonunun 90 °C’de 10 dk 

inkübe edildikten sonra %50 lik kısmının korunduğu gösterilmiştir. 

Bakteri genomlarında 5s rRNA, 16s rRNA, 23s rRNA  bölgeleri özel bölgeler olarak 

bilinmektedir ki özellikle 16s rRNA bölgesi bakteriler arasındaki çeşitliliğin 

belirlenmesinde rol almaktadır [69]. 

Çalışmadan elde edilen gDNA' nın  izolasyonları yapılıp, primerlerin siparişi verilmiş 

ve primerlerin 16s rRNA dizi sekansı yapılmıştır. Sekans sonucunda elde edilen diziler 

Blast analizine tabi tutulmuş ve hangi türe yatkınlık gösterdikleri belirlenmiştir. Bizim 

elde ettiğimiz Bacillus lisheniformis türü, 16s rRNA bölgesindeki dizilere göre 

belirlenmiştir.  

Bacillus licheniformis bakterisinden fitaz enzimi üretmek için fitaz enzimi elde 

edildikten sonra elde edilen gen insertünün ligasyonu, transformasyonu, plazmit 

izolasyonu, restriksiyon enzimleriyle insertü taşıyıp taşımadığı ve insertün dizi analizi 

aşamalarından geçmiştir. Daha sonra klonlanan gen ekspresyon vektörüne ve 

ekspresyon konakçısına aktarılmış ve protein üretilmiştir. Sonra SDS-page ile bant 

büyüklükleri gözlemlenmiş ve Western Blot analizi ile beklenilen enzimin varlığı tespit 

edilmiştir. Biz çalışmamızda PGEMTeasy' i klonlama vektörü olarak, E.coli DH5-α 

ırkını restriksiyon enzimi (Fermentas XbaI ve KpnI 10,000 u/ml) olarak plazmit 

izolasyon aşamasında kullandık. Ekspresyon aşamasında ise restriksiyon enzimi olarak 

SalI ve HindIII kullandık. pET 16b vektör olarak ve E. coli Rosetta' yı ise konakçı 

olarak kullandık. Saflaştırılan proteinin 27 kDa büyüklüğe sahip olduğu belirlenmiştir. 

Zafar A. ve arkadaşları yapmış oldukları çalışmada; Bacillus licheniformis 9945A'nın 

fitaz genini klonlamış ve klonlama vektörü ile restriksiyon enzimi olarak, pET-22b'nin 
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(+) NdeI ve HindIII bölgelerinde lige edilmiştir. Sonra E.coli BL21(DE3) konakçısında 

üremeleri sağlamıştır. E.coli BL21 ekspresyon konakçısında protein üretimi yapılmış, 

saflaştırılan fitazın moleküler ağırlığı, 23 kDa olarak SDS-PAGE ile belirlenmiştir [73]. 

Biz B.licheniformis' ten izole ettiğimiz enzimin  moleküler ağırlığını SDS-PAGE ile 71 

kDa olarak belirledik 

Bai ve arkadaşları alkalifik Bacillus türlerinde fitaz enzimi üretmek için yaptığı 

çalışmada, klonlama vektörü olan pUC18'in defosforile BamHI bölgesine klonlama 

aşamasında izole edilen fitaz genini lige etmişler ve E.coli DH5α'ya transformasyonunu 

yapmışlar. Ekspresyon aşamasında rekombinant plazmid izole edilmiş ve ilgili gen 

bölgesi pET28a-xyn11A vektörüne lige edilmiştir. Sonra E.coli BL21(DE3)' ye 

transforme edilmiş ve protein üretimi sağlanmıştır. Saflaştırılmış enzimin SDS-PAGE' 

deki moleküler ağırlığı 27-43 kDa arasında olduğu belirlenmiştir [75]. 

Yine başka bir çalışma olan Aygan A. yapmış olduğu çalışmada Bacillus türlerinin 

moleküler ağırlığını 108, 95, 80, 68 kDa olarak belirlemiştir [75]. 

Bu araştırmalar fitaz enziminin moleküler ağırlığının aynı türler ve farklı türler arasında 

farklılıklar gösterebileceğini bize göstermektedir. 

Bu çalışma ile fitaz enziminin rekombinant üretimi yapılmış ve daha kolay, kararlı, 

kontrollü, maliyeti düşük ürün elde edilmiş ve ticari olarak kullanılabilen fitaz enzimi 

üretilmiştir.  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalışma Bacillus licheniformis fitaz geni başarı şekilde klonlanmış ve ekprese 

edilmiştir.  İncelenen literatürler mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin, 

biyoteknolojide kullanımının artığını ve ciddi bir ekonomik etki gösterdiği 

belirlenmiştir. Özellikle bu alanlarda kullanılan enzimlerin kararlılığı, geri 

dönüşülebilirliği, yüksek aktivite göstermeleri ve geniş alanlarda kullanılabilirlikler öne 

çıkmaktadır. Ülkemizin dışa bağımlı olduğu bu alanda üretilecek yerli enzimlerin önemi 

yadsınamaz boyuttadır. Bu çalışma ile birlikte ülkemizde termofilik organizmalardan 

elde edilmiş ve yüksek kararlılık gösteren fitaz enzimi,  Bacillus licheniformis 

bakterisinden rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak elde edilmiştir. Ülkemizin yerli 

malı üretme politikası çerçevesinde önemli bir pazara sahip enzim endüstrisine katkı 

sağlanmıştır. 
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