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termofilik bakteriler ortamdan izole edilerek, ¢esitli karakteristik o6zellikleri
belirlenmistir. 16s rDNA bolgeleri PCR ile DNA’lardan izole edilmis ve sekanslari
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ABSTRACT
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Thermophilic production and commercial usability of the phytase obtained from the hot
water springs of the habitats of Bacillus Licheniformis are aimed. First, thermophilic
bacteria were isolated from the medium and various characteristics were determined.
16s rDNA regions were isolated from DNAs by PCR and sequenced. Gene regions
expressing phytase enzyme were determined by bioinformatics analysis methods.
Recombinant proteins were purified by Nickel affinity, one of affinity chromatography
techniques. The phytase of Bacillus Licheniformis was cloned in E. coli and produced

recombinantly.
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GIRIS

Diinya genelinde endiistriyel alanindaki yatirimlar, gelisen teknoloji ve artan niifus
nedeniyle giderek artmaktadir. Diinyada ve iilkemizde son yiizyilda hizla artan
sanayilesme siirecinde gida, kimya, tekstil gibi sanayi dallar1 6n plana ¢ikmaktadir.
Sanayinin gelismesi ve ilerlemesinin yani sira beraberinde getirdigi olusan zararli yan
tirlinlerin ve atiklarin uzaklagtirtlmasi igin yeni nesil ¢alismalar yapilmaktadir [1]. Bu

amagla dezavantajlarin daha azaltilmasi icin endiistriyel enzimler c¢alismak bir¢ok

yonden dikkat ¢cekmektedir.

Enzimler hiicre igerisindeki bir seri biyokimyasal tepkimeyi katalizleyen karmasik
protein yapidaki molekiillerdir. Giinliik hayatimizda metabolik reaksiyonlarda 6nemli
islevleri olan enzimler ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Dolayisiyla sanayide de bir¢ok
alanda kullanilmaktadir. Her enzim i¢in bir optimum pH ve sicaklik vardir. Bu optimum

degerler disinda enzimin aktivitesi diiser veya tamamen aktivitesini kaybeder [1].

Enzimatik islemlerin yapildig1 endiistrilerde, diger yontemlere gore zararli yan {iriin ve
atik madde olusturmasi daha diisiiktlir. Boylelikle ¢evre kirliligine yol agmayarak daha
uygun ve ekonomik sartlarda islemler gergeklesir. Endiistride kullanilan enzimlerin
biiyiikk ¢ogunlugu mikroorganizmalardan izole edilen enzimlerdir [2]. Cok az1 bitkisel
ve hayvansal kaynaklhidir. Enzim kaynaginda mikroorganizmalarin daha fazla
kullanilmasinin nedeni az yan iiriin, ekonomik, yiiksek aktivite ve stabil olmalaridir [3].
Endiistride kullanilan enzimlerin biiyiik ¢ogunlugunu proteazlar (%59) olustururken
%28’1ik kismimni karbonhidrazlar, %3’liik kismim lipazlar ve kalan kismini ise diger
enzimler olusturur. Mikroorganizmalarin yasam alanlar1 6zel ¢evrelerle sinirlhi degildir.
Bu canlilarin yiiksek sicaklik, yiiksek tuz orani, asidik ve alkali pH ve yiiksek basing
gibi ekstrem kosullarda da yasayabildikleri ortaya konulmustur. Ekstrem organizmalar
ekstrem  kosullarda yasamaya adapte olmuslardir[4]. Ekstremofil canlilar
yasayabildikleri kosullara gore farkli sekilde isimlendirilirler. Endiistriyel agidan biiyiik
Oonemi olan ekstremozimler i¢inde en yaygin olarak kullanilani termostabil enzimlerdir.
Bu enzimler protein stabilitesi i¢in modeldir ve yiiksek sicakliklarda aktivite

gosterdiklerinden  biyoteknolojik islemlerde birgok avantaja sahiptirler [5].



Biyoteknoloji alaninda bir¢ok termofilik basillus iiyeleri bulunmaktadir. Bacilluslar,
acrob veya fakiiltatif anaerob béliinen ve endospor olusturan Bacillaceae ailesi
tiyeleridir [6].Bacillus suslar iirettikleri enzimleri hiicre disina salgilama yeteneginde
olduklarindan endiistriyel enzim tliretiminde en ¢ok kullanilan bakteri konumundadirlar.
Ozellikle 50-70 °C araliginda aktivite gdsteren Bacillus clostridium, Bacillus coagulans,
Lactobacillus thermophilus, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus

endiistriyel alanda 6nemli mikroorganizmalardir.

Fitaz; inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol iirtinlerini, fitik
asiti, hidrolize ederek elde eden enzimdir [7, 8]. Fitaz enzimi dogada bir¢ok kaynaktan
izole edilebilir. Fitaz enzimi izole edildigi kaynaga gore smiflandirilir ve bu
smiflandirma bitkisel kaynakli, hayvansal kaynakli ve mikroorganizma kaynakli fitaz
seklindedir. Fitaz enzimi, yem, gida, kagit, toprak zenginlestirme gibi bir¢ok endiistriyel

alanda kullanilmaktadir [9].

Fitaz enzimi birgok kaynaktan izole edilir, ancak endiistride en yaygin olarak kullanilani
mikroorganizma kaynakli fitazdir. Fitaz enziminin bir¢ok islevleri bulunmaktadir.
Ekstraselliiler fitaz enzimi, Bacillus licheniformis PFBL-03’ten % 10 verimle ve 39 kat
saf bigimde elde edilmistir [10]. Bacillus licheniformis’ten iiretilen fitazin pH 6.0-8.0 ve
55 °C sicaklikta optimize oldugu belirlenmistir [11]. Bununla birlikte ayrica, fitaz enzim
aktivitesine Cd**, Mn?*, Cu** ve Ba* katyonlarinin ve EDTA’nin etkisinin oldugu

gosterilmistir [11].



GENEL BIiLGILER

1.1. Ekstrem Mikroorganizmalar

Ekstremofiller, genellikle tek hiicreli canlilardir ve ekstrem kosullarda yasayabilen ve
bu sartlarda optimum olarak gelisen ve ¢ogalan mikroorganizmalardir. Bu organizmalar,
diinya yilizeyinin 3 km altinda, yiiksek agir metal igeren bdlgelerde, niikleer
reaktorlerde, hidrotermal ventlerde, tuz kristallerinde, asitli kaynaklarda, buzullarda,
yogun basingli alanlarda ve aerobik olmayan kosullarda gelisebilen canlilardir. Ekstrem
mikroorganizmalarin yasadig1 zor sartlar, sicaklik, basing, radyasyon, oksijen durumu,
pH, tuzluluk, kuruluk gibi fiziksel ve jeokimyasal seklinde siralanabilir. Bu

mikroorganizmalar, asir1 ekstrem alanlarda kolaylikla yasayabilmektedirler [12].

Yukarida bahsedilen ekstrem sartlarda yasayabilen ve molekiiler olarak adapte olmus bu
mikroorganizmalar endiistriyel acidan bir¢ok farkli proseste kullanilabilirler. Yiiksek
sicaklik ve basing altinda c¢esitli reaksiyonlari gergeklestirdikleri i¢in endiistride
kullanabilirliklikleri belirlenmistir. Bu kosullarda kullanilabilen fazla avantajlarmin
olmasma ragmen kimyasal iglemlerde (pH, sicaklik ve iyon konsantrasyonu)
kullanimlar1 smirhdir. Ancak ekstrem mikroorganizmalardan izole edilen enzimler
(ekstremozimler) zor kosullara dayaniklidir. Dolayisiyla, ekstremozimler son
zamanlarda biyoteknolojik uygulamalarda, diger biyomiihendislik alanlarinda model

enzim molekiilleri olarak kullanilmaktadir [12, 13].

Ekstremofil mikroorganizmalar i¢inde bulunduklari ve yasayabildikleri fiziksel ve

kimyasal kosullara goére farkli adlarla isimlendirilirler. Bu isimlendirme su sekildedir;

- Termofiller: Asir1 sicak olan kosullarda yasayan mikroorganizmalar (60-80
°C arasinda)

- Hipertermofiller: 80°C’ nin iizerinde yasayabilen mikroorganizmalar (80-113
°C)

- Psikrofiller: 5 °C’ nin altinda yasayabilen mikroorganizmalar

- Alkalifiller: Asir1 bazik ortamda yasayabilen mikroorganizmalar (pH 9’den
biiyiik)



- Asidofiller: Asirt asidik ortamda yasayabilen mikroorganizmalar (pH 4’den
kiigiik)

- Halofiller: Asir1 tuzlu ortamda yasayabilen mikroorganizmalar

Ekstrem mikroorganizmalarin gelistikleri ortam ve bu alt ekstrem tiirlere 6rnek Tablo

1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Ekstrem mikroorganizmalarin gelistikleri ortam ve mikroorganizma tiirleri

gosterilmistir [14].

Fenotip cesidi  Aktivasyon Ornek mikroorganizma

Sicakhigi (°C)

Termofilik 55-80 Methanobacterium, Thermoplasma, Thermus ve
bazi1 Bacillus tiirleri

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 bazi Bacillus

tirleri

Simdiye kadar yapilan caligmalarda ekstremofil ve hipertermofil organizmalari,
polisakkarit sindirilmesinde 6nemli rolleri olan seliilaz, lipaz, esteraz, amilaz ve fitaz
gibi parcalayic1 enzimlerin karakterizasyonu ile endiistriyel alanda 6nemli olanaklara

yol agmuglardir.

1.2. Termofilik Mikroorganizmalar ve Endiistride Kullanimi

Termofilik mikroorganizmalar son yillarda birgok arastirmacinin dikkatini ¢eken
ekstrem mikroorganizma grubundandir. Termofilik mikroorganizmalarin enzimatik

yapist lizerinde bir¢cok aragtirmalar yapilmis ve bu organizmalarin  diger



mikroorganizmalar ile karsilastirilinca tireme hizlarinin ve kararliligiin yiiksek olmasi,
son lriiniin kolayligi ve polimerlerden dogrudan fermente edilmesi gibi bircok avantaja
sahiptir [15]. Termofilik mikroorganizmalar genellikle 55 °C’nin {izerinde aktivasyon
gosteren organizmalardir. Ancak bazi arastirmacilar termofil grubunu kendi i¢inde alt
gruplara ayirmiglardir [16]. 60-80 °C araliginda aktivasyon gosteren ve ¢ogalan
termofiller i¢in ekstremofil, 80 °C’ nin lizerinde aktivasyon gosteren ve c¢ogalan
termofiller i¢in ise hipertermofil tanimlanmasi yapilmistir. Bu termofilik gruplarin
karakteristik 6zelligi 40 °C’ nin altinda aktivasyon gosterememeleridir [16, 17]. Ayrica
bu enzimler, deterjanlara, organik ¢oziiclilere ve proteazlarin etkilerine Kkarsi

direnglidirler [17].

Bununla beraber, termofilik mikroorganizmalarin yliksek sicakliga karsi dayaniklilik
mekanizmast su sekilde aciklanmistir. Termofilik mikroorganizmalarin yiiksek
sicakliklardaki ortamlarda yasaylp c¢ogalabilmeleri icin hiicreyi dayanikli hale
getirmeleri gereklidir. Termofillerin hiicre membrant doymus yag asitleri icerir ve bu
yag asitleri hiicrede hidrofobik alan yaratarak karalilik saglar [18]. Termofilik canlilar,
revers giraz enzimi igerir ve buda DNA’nin erime noktasini yiikselterek yiiksek
sicakliklara dayakli duruma getirir [12, 19]. Bu mikroorganizmalar diger bilinen
mikroorganizmalara kiyasla hiicresel bilesenleri, enzim ve protein igerikleri daha
termostabildir. Bu termostabilligin yani1 sira kimyasal maddelerde de oldukca

dayaniklidir ve endiistriyel uygulamalarda siklikla kullanilan tiirlerdir.

Termofilik mikroorganizmalar diger organizmalara kiyasla metabolizma hizlari, hizli
gelisme ve yiiksek stabilite 6zellikleri ile Tstiinlik saglamaktadirlar. Gelisme ve
bliylime sicakliklarinin yliksek olmasindan dolay1 substrat vizkositesi azalmaktadir.
Dolayisiyla fermantasyonda karistirma aktivasyonu ve kati-sivi ayrimi hizlanmaktadir.
Dahasi, 1sitma iglemi sogutma islemine gore daha kolay ve ucuz oldugundan ekstrem
termofillerin tiretimi diger organizmalara gore daha ucuz ve kolay olacagi kagimilmazdir
[20, 21]. Ayrica, yiiksek sicaklikta biiyiiyen ve aktivasyon gosteren bu organizmalarin
cogalmasi ve verimliliginin artmasi yiiksek sicaklik gerektiginden kontaminasyon riski
diisiik sicaklikta aktivasyon gdsteren mikroorganizmalara gore ¢ok daha azdir. Yiiksek
sicaklik, {iriinlin geri alinmas1 ve buharlasabilen organik bilesiklerin kolay bir sekilde

ortamdan uzaklastirmay1 saglayacaktir. Bununla beraber, yiiksek sicaklikta besiyeri



icerisindeki oksijen miktar1 azalacagindan anaerobik ortam olmasi kolaylasacaktir [21].
Ek olarak, ekstrem mikroorganizmalarin patojenik Ozelliklere sahip olmamalari bu
termofillerin diger bir avantajidir. Boylelikle bu ekstrem termofiller ile ¢alismak kolay
ve saglik acisindan daha az riskli olacaktir. Ote yandan, termofilik enzimler oda
kosullarinda etkinliklerini ve kararliliklarin1 kaybetmediklerinden diger enzimler ile

olan calismalara gore soguk odalara ihtiyaclar1 yoktur [21].

Endospor olusturan ekspterm termofillerin endiistride farkli enzimlerin iiretilebildigi
yillardir bilinmektedir ve yaygin bir sekilde bu organizmalar kullanilmaktadir. Bu
enzimlerden en ¢ok kullamilan ve 6nemli olani termostabil proteazlaridir. Ornegin;
Basillus thermoproteolyticus susundan elde edilen proteaz 70 °C’de ve 30 saatte
etkinliginin yalmizca kii¢iik bir kismini kaybettigi (%14) bildirilmistir. Ama bu

bakteriye hicbir kiiltiir ortaminda rastlanilamamaktadir.

Endiistriyel alanda kullanilan baz1 termofilik basillus iiyeleri mevcuttur. Ozellikle 50-70
°C araliginda aktivite gosteren Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans,
Bacillus licheniformis, Lactobacillus thermophilus, Bacillus clostridium endiistriyel

alanda 6nemli mikroorganizmalardir.

1.2.1. Basillus ve Basillus licheniformis

Bacillus suslari, ¢omak seklinde, aerob kosullarda bdliinebilme o6zellige sahip,
Bacillaceae ailesinde endospor olusturan bakterilerdir[6]. irettikleri enzimleri hiicre
disina salgilama yeteneklerinden 6tiirli Bacillus suglar1 endiistriyel enzim iiretiminde en
cok tercih edilen bakterilerdir. Endospor olusturmalari ve non patojenlikleri
Bacilluslarin tercih edilmesinin diger nedenleridir. Her ortamdan ve kaynaktan izole
dilebilirler. Bu tiirlerin yasam alanlar1 toprak, bitki dokiintileri, buzullar, sicak su

kaynaklari, deniz suyu, tath su ve ¢ollerdir [22].

Bacilluslarda elde edilen enzimler enzim piyasasinin yaklasik %50’sini olugturmaktadr.
Tibbi, eczacilik ve tarim alanlarinda Bacillus spp.’den elde edilen metabolitlerden ¢esitli

antibiyotikler elde edilmektedir [23].



Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus subtilis gibi tiirler
endiistride kullanilan en yaygin basillus tiirlerdir. Bunlar iginde B. licheniformis enzim

tiretiminde biiyiik 6l¢ekli endiistriyel kullanima sahiptir [24].
B. Licheniformis'in filogenisi asagidaki gibidir.

Domain: Bakteri
Sube: Firmicutes
Smif: Bacilli

Takim: Bacillales
Familya: Bacillaceae
Cins: Bacillus

Tur: Bacillus licheniformis

1.2.1.1. Bacillus licheniformis’in Genomik Yapisi

Bacillus licheniformis 4222336 niikleotid uzunlugunda halkasal kromzoma sahip bir
basillus tiirtidiir. Ayrica Bacillus licheniformis 4208 protein kodlayan gen, 7 rRNA
operonu ve 72 tRNA geni icermektedir. Bacillus licheniformis’in kromozomu Bacillus
subtilis ve Bacillus halodurans kromozomlarina genis 6l¢iide benzerlik igeren bolgelere
sahiptir. Dahasi, B. licheniformis' in kodlama sekansmin yaklasik %80'i B. subtilis
ortologlarim1 icerdiginden, subtilis grubunun bir pargas1 olarak diisiiniiliir. Ancak, B.
subtilis'e benzer olsa da, profajlarin, transpoze edilebilir elementlerin, hiicre disi
enzimlerin ve sekonder metabolik yol operonlarinin miktar1 ve yerleri agisindan farklilik

gosterirler[25].



ATCC 14580 =
4,222,336 bp."

Sekil 1.1 Bacillus licheniformis ATCC 14580 kromozomunun halkasal yapisini

gosterilmesi [25].

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

kiyasla genel genomik 6zellikleri [6].

Ozellik B. B. subtilis  B.

lichenifor halodurans B. cereus B. anthracis

mis

Kromzom  Kromzom  Kromzom  Kromzom  pBcl10987 Kromzom  pXO1 pX02
Boyut, nt 4222748 4214810 4202353 5224283 208369 5227293 181677 94829
Gen sayist 4286 4112 4066 5642 242 5508 217 113
% 87.9 87 85 85 80,9 84,3 77,1 76,2
kodlanan
bolge
% G+C 46,2 43,5 43,7 35,6 33,5 35,4 32,5 33,0
rRNA 7 10 8 12 0 11 0 0
operonlart
tRNA 72 86 78 98 0 95 0 0
genleri




1.2.1.2. Bacillus licheniformis’in Hiicrenin yapisi ve metabolizmasi

Bacillus licheniformis, ¢ubuk sekilli, Gram pozitif bir bakteridir. Topraklarda sporlar
olusturmaya meyilli olan bu enzimler, enzimlerin, antibiyotiklerin ve kiiclik
metabolitlerin iiretimi gibi endiistriyel amaglarla kullanilmasini daha ¢ok isterler. Bu
bakteriler, dogada besin maddelerinin dongiisii ile baglantili ¢esitli hiicre dis1 enzimler
tiretirler.Optimum biiylime sicakligi 50°C'dir, ancak daha yiiksek sicakliklarda bile
hayatta kalabilirler. Fakat, enzim salgilamasi i¢in en uygun sicaklik 37 °C'dir. Bu
bakteri, spor formuna dontiserek sert ortamlardan kurtulabilir; kosullar iyi oldugunda,
vejetatif bir duruma tekrar doner. B. licheniformis, yiiksek pH seviyelerinde hayatta
kalabilen bir proteaz iiretir. Bu proteaz ¢amasir deterjani ic¢inde, disiik sicakliklarda
kullanilabilme o6zelligi nedeniyle, biiziilme ve renklerin solmasini engelleyen bir

bilesendir [6].

1.2.1.3. Bacillus licheniformis’in Ekolojisi

Bacillus licheniformis toprakta spor yapar. Bakteri a¢ oldugu zaman endospor olusumu
baslar. Bu sporlar, 1s1, soguk, radyasyon ve diger gevresel streslere oldukca toleranshdir.
Iyi kosullar altinda sporlar olusur ve vejetatif hiicreler iiretir. B. licheniformis, dogadaki
besin maddelerinin siklizasyonu ile baglantili ¢esitli hiicre dis1 enzimler iiretir. Dogada
bitki ve bitki materyalleri ile c¢ogunlukla baglantili olan apathojenik bir toprak
organizmasidir. Bu bakteriyi topraktan izole etmek en yaygin yol olmasina ragmen, B.
licheniformis 'in neredeyse her yerden izole edilebilecegine inanilmaktadir; ¢iinkii toza

dontisen oldukga direncli endosporlar tiretmektedirler.

Ote yandan, B. licheniformis'in insanlarda gida zehirlenmesine neden oldugu
bilinmektedir; 6zellikle ¢ig siit, sebze, islenmis bebek gidalar1 ve pismis etler gibi

besinlerde bulagma oranlarinin yiiksek oldugu iirtinlerdir.

1.2.1.4. Bacillus licheniformis’in Patolojisi

Bacillus licheniformis, yaygin olarak gida bozulmasi ve zehirlenme ile iliskilidir. Daha
cok ekmek bozulmalarinda karsimiza ¢ikar. Bu bakteri ile kontaminasyon olan ekmek

yapiskan ve lifli bir duruma gelecektir ve sonrasinda keskin bir kokuya sahip olacaktir.



Bozulmanin nedeni rope sporlaridir, ne yazik ki bu sporlar firinlama islemi sirasinda
Olmezler. Bunun yani sira, Siit tiriinlerinin, B. licheniformis'in toksin iireten izolatlari ile

kontamine olma riski yiiksektir. Pismis etler, ¢ig siit, sebze ve islenmis bebek gidalar
da bu risk altindadir[26].

B. licheniformis, gida kaynakli gastro-enterite, yani bagirsakta enfeksiyondan otiirii
septisemi ad1 verilen hayati tehlike olusturan bir duruma neden olabilir. Septisemi kan
zehirlenmesi olup, kanda yliksek miktarda bakteri bulunan bir durumdur. Semptomlar,
mide agrilari, (akut) ishal ve muhtemel kusmay1 icerir. Bunlarin baslangi¢c zamani 2-14

saat ve son 36 saattir.

B. licheniformis, bagirsak ve gastrointestinal sistemle iligkili olmasina ragmen viicudun
diger bolimlerinde sikintiya neden olabilir. G6z iltihab1 olan oftalmosiye neden olabilir.
Hatta hamilelerde diisiige neden olabilir ve erkeklerde sperm hareketliligini
zayiflatabilir. B. licheniformis tarafindan iretilen toksinler hiicre zarlarina zarar
verebilir, hiicresel ATP'yi tiiketebilir ve akrozomun sismesine neden olabilir; fakat

mitokondride herhangi bir zararli etkisinin olmadig1 bulunmustur[26].

1.3. Termostabil Enzimler ve Endiistride Kullanim

Enzimler insan hayatinda, gida, giyim, hastaliklarin teshis ve tedavisinde olmak iizere
cok yiiksek yelpazede kullanim alant mevcuttur [5]. Endiistrinin birgok farkli alaninda
kullanilan enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalarda elde edilen enzimlerdir. Bunun
nedeni ise, mikroorganizmalardan izole edilen enzimler diger kaynaklara gore daha az
maliyetli, verimliligi yiiksek ve daha kararli bir yapidadirlar [5]. Ekstremozimler
icerisinde biyoteknolojik ag¢idan en Onemli enzimler termostabil enzimlerdir ve
stabilitede model olarak kullanilir [5]. Bunun yani sira, ekstremofilik enzimlerin
endiistriyel alanda kullanilmasi yiiksek sicaklik gerektirdiginden diger bakteriler ve
viral kaynakli mikroorganizmalarin kontaminasyonunu azaltir [27]. Ayrica termostabil
proteinler tuz konsantrasyonu, sicaklik, pH ve kuruluk gibi ortamlara karsi yiiksek
dayaniklihk gosterirler. Ote yandan bu mikroorganizmalarin diisiik sicakliklarda
aktivasyon gosteren mezofilik organizmalara gore proteinlerinin daha fazla alfa heliks

ve beta tabakasi icerdigi goriilmistiir [27]. Bununla beraber, bu organizmalardan
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sentezlenen saperonin proteinleri denatiire proteinlerin katlanmasina aracilik ederler ve

natiirel formlarini almalarina ve islevlerini tekrar kazanmalarina yardimer olurlar.

Termostabil proteinlerin sicaklifa dayaniklilik stratejileri bulunmaktadir. Bu proteinler
ve mezofilik proteinlerin benzer ikincil ve {igiinciil yapilar1 mevcuttur. Dahasi, bu
termostabil proteinlerin ¢ok sayida yiikli ve hidrofobik aminoasitleri icermektedir [28].
Proteinlerin yapisal dayaniklilig1 esneklik ve sertlik gibi iki zit faktor arasindaki denge
sonucudur. Termostabil enzimler mezofilik olanlara gére daha sert yapidadirlar ve bu
durum bozulmadan kalmasina yardimci olur. Dolayisiyla katalitik olarak aktif yapiy1

korumay1 saglarlar ve denatiire edici sartlarda da aktivedirler [28, 29].

Arastirmacilarin son yillarda yaptiklari ¢calismalarda, biyoteknolojik alanda kullanilan
enzimler ekstremofillerden izole edilmislerdir. Endiistride kullanilan enzimlerin biiyiik
cogunlugunu proteazlar (%59) olustururken %28’lik kismini1 karbonhidrazlar, %3 liikk
kismini lipazlar ve kalan kismini ise diger enzimler olusturur. Ekstrem termofillerden
izole edilen enzimler Tablo 1.3’de gosterilmistir. Bu enzimlerin besin, kimyasal

endiistrisi ile ¢cevre biyoteknolojisi alanlarinda genis kullanim alanlar1 mevcuttur.

Tablo 1.3. Endiistride yaygin olarak kullanilan ekstrem mikroorganizmalardan izole

edilen enzimler ve uygulama alanlar

Mikroorganizma Enzim Uygulama Alam
Ilimli  termofiller (45- Amilazlar Tatlandiricilar i¢in glukoz,
65°C) fruktoz hidrolizi
Ksilanaz Ksilanaz Kagit beyazlatma
Termofiller (65-85 °C) Beta-galaktozidaz Siit ve siit iiriinlerinde laktoz
Hidrolizi
Proteazlar Ekmekgilik, deterjan sanayisi

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

Canlilar i¢in biiylik 6nemi olan hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen en 6nemli enzimler
proteazlardir. Bu yikici enzim bitki, hayvan ve gesitli mikroorganizmalardan izole
edilebilmektedir.  Proteazlar polipeptid ve protein zincirlerini  katalizleyen
proteinazlardir. Bu enzim yiiksek sicaklik ve pH’da aktif ve stabil yapidadir. Ayrica,

amid baglarini hidrolizleyerek, proteinlerin pargalarlar [30].

Proteazlar endiistride 6zellikle deterjan ve gida endiistrisinde kullanilirlar. Ozellikle
farkli pH araliklarinda aktivite gosterebildiklerinden dolay1 deterjan endiistrisi i¢in
olduk¢a Onemlidir. Bunun yami sira, deri, gida, tekstil, farmakoloji, bakim ve klinik
calismalar gibi genis yelpazeli birgok alanda kullanilmaktadir ve mikroorganizmalardan

izole edilen enzimlerin biiyiikk cogunlugunu olustururlar [30, 31].

1.3.2. Amilazlar

Amilaz olarak adlandirilan enzimler bilinen en eski ve 6nemli endiistriyel enzimlerdir.
Bu enzimin goérevi nisastayr hidrolize ederek dekstrin ve glikoza doniistiirmektir.
Endiistri alaninda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve biiyilk cogunlukla
mikroorganizmalardan izole edilmektedir [32, 33]. Mikrobiyal temelli amilaz
enzimlerinin katalitik aktiviteleri digerlerine nazaran daha yiiksektir ve istenmeyen yan
iriin olusturmazlar. Amilazlar proteazlardan sonra endiistride ikinci yaygin olarak
kullanilan enzimlerdir. Amilaz enzimleri ikiye ayrilir; endoamilazlar ve ekzoamilazlar
[33]. Bunlarin iginde Endoamilazlar nisastayr rastgele parcalarken, ekzoamilazlar
nigastayr indirgen olmayan u¢ kismindan parcalarlar. Bunun yani sira, farkli pH
araliklarinda aktivite gosterdiklerinden 6zellikle deterjan endiistrisinde yaygin olarak
kullanilirlar. Deterjan endiistrisinin yani sira, tekstil, gida ve kagit gibi farkli sanayi

dallarinda da yaygin olarak kullanilabilmektedir [32, 33].

1.3.3. Lipazlar

Lipaz enzimleri, trigliseritleri ii¢c monomere dondstiiriir (di ve mono-agilgliserid, serbest
yag asitleri ve gliserol). Lipazlar diger enzimler gibi, hayvanlar, bitkiler ve

mikroorganizmalardan izole edilebilirler. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanm
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mikrobiyal kaynakli lipazlardir. Mikroorganizmalardan elde edilen lipazlarin
katalizledigi reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha c¢evre dostudur.

Dolayisiyla bu enzimlerin kullanilmasi daha da yaygin hale gelmektedir [34, 35].

Lipazlar, bakteri, maya ve kiif gibi farkli mikroorganizmalardan elde edilebilir. Lipazlar
hidrofilik ve hidrofobik ortamlarda etki gosterdiklerinden dolay: endiistri ve tip alaninda
onemli yere sahiptirler. Ayrica, siit endiistrisi, deterjan, kozmetik, besin ve kagit gibi

farkli sanayi alanlarinda kullanilmaktadir [34, 35].

1.3.4. Fitaz

Fitaz; inorganik monofosfat, myo-inositol fosfat ve serbest myo-inositol tirtinlerini fitik
asiti, hidrolize ederek elde eden enzimdir (Sekil 1.2). iki tip Fitat parcalayan enzimler
vardir. Bunlar 3-fitaz ve 6-fitaz olarak isimlendirilir. 3-fitaz, Fitatin D3 pozisyonundaki
ortofosfati uzaklastirir. 6-fitaz ise myo-inositol halkasindaki L-6 (D-4) pozisyonundaki
defosforilasyonu saglar. 3-fitaz sinifinda mikrobiyal fitazlar, 6-fitaz sinifinda bitkisel
kokenli fitazlar bulunmaktadir [7].

OPOLH, OPOsH, HO HO
Phytase
OPO;H, OH
/ i 5 ) o / i % ) ."l'fj'l’Jl-i.I]l:J.\.lllr|-|’l1l:'lI|1E1-, | Inorganic
i ; or -, -, B, and hale
OPO.H, 1 ! el OH oy petta phi:hph:m‘ orthophosphate
H;PO:0 OH
OPO;H, OH
myo-inositol-hexaphosphate free myvo-inosital

Sekil 1.2. Fitik asitin fitaz enzimi katalizorliigiinde inorganik monofosfat, myo-inositol

fosfat ve serbest myo-inositole hidrolizi [7].

3-Fitaz, C 3 pozisyonundaki hegzafosfat halkasindaki fosfor kalintisin1 hidrolizlerken 6-
Fitaz ise, ayn1 halkadaki C 6 pozisyonundan fosfati hidrolizler [36].

Giiniimiizde fitik asidi hidrolize edebilen dort farkli fosfataz enzimi belirlenmistir:

Histidin asit fosfataz (HAP): Bu enzim tiiriiniin katalitik mekanizma ve 6zgiil aktif bir

bolgesi bulunmaktadir.
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p- Propeller fitazu (BPPhy): Bu grup fosfatazlar digerleri ile homoloji
gostermektedirler. BPPhy’ler ilk olarak Bacillus tiirlerinden izole edilmistir. BPPhy
enzimi katalitik faaliyetleri ve termostabilitesi i¢in kalsiyuma gereksinim duydugu rapor

edilmistir. iki temel bilesen icermektedir: affinite bdlgesi ve ayirma bolgesi[37].

Sistidin fosfataz (CP): CP enzimi ilk olarak Selenomonas ruminantium’da izole
edilmistir. CP monomerik yapida, 50-55 °C’de aktivasyon gosteren ve 4,0-5,5 pH

araliginda optimum olan enzimlerdir [38].

Purple asit fosfataz (PAP): PAP’lar 7 tane metal baglayan amino asid residiisii
bulunduran metaloenzimlerdir. PAP’lar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda
tespit edilmistir. PAP’lar diger fosfataz tiirelerine gore fitat1 hidrolize etme kapasitesi

cok diistiktiir [38].

0-p
OH
3-phytase F-o 0-P
0-p (EC 3.1.3.8) P-0 0-P
0-P +H0 _ .
P-0., —P 1-p-myo-inositol 1,2,4,5,6-pentakisphosphate
aNp-P
P-0 0-pP 0
s 6-phytase

o (EC 3.1.3.26)
myo-inositol hexakisphosphate 0-p
{phytic acid) -
+Hy0 0-p
P P-0
OH

1-L-myo-inositol 1,2,3,4,5-pentakisphosphate
(1-D-myo-inasitol 1,2,3,5,6-pentakisphosphate)

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

Fitaz enzimi dogada bir¢ok kaynaktan izole edilebilir. Yukaridaki siniflandirmanin yam
sira elde edildigi kaynaga gore de siniflandirilmaktadir. Bu smiflandirma; bitkisel
kaynakli, hayvansal kaynakli ve mikroorganizma kaynakli fitaz ol[mak tizeredir. Tablo
1.4°te farkhi kaynaklardan elde edilen fitaz enziminin o6zellikleri gdsterilmistir. Fitaz
enzimi ilk olarak 1907 yilinda bugday kepeginde [39] ve ardindan 1908 yilinda buzagi

kaninda [40] oldugu gosterilmistir. Sonrasinda ise bitki, mantar, maya, bakteri ve insan
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instentinal mukozasindan elde edilmistir. Ancak insan instentinal mukozasindan elde

edilen fitaz aktivitesi digerlerine nazaran daha az etkinlige sahip oldugu gosterilmistir

[7].

Fitaz enzimleri ¢ogunlukla 45-60 °C arasindaki sicaklikta aktivasyon gostermektedir.
Bunun yani sira genis bir optimum pH araligi vardir. Bakterilerden elde edilen fitazlar
4,5-7,0 arasindaki pH’da aktivasyon gostermektedir. Bunun yani sira, mantarlarin
optimum pH aralig1 4-6 arasinda iken mayalarda ortalama 4,5 civarindadir. Bitki ve

hayvansal kaynakli fitazlarin optimum pH aralig1 biraz daha genistir (4-8,7) [41].

Bitkisel kaynakli olarak dogada bakliyat, meyve ve sebzeler gibi bir¢ok kaynakta
oldugu gosterilmistir. Bunlardan en ¢ok aktivite gosteren baklagil tohumlarindan elde
edilen fitazlardir. Bitkilerden elde edilen fitazlarin ortalama optimum pH’1 4,5-6,0’dir.
Ayrica, optimum aktivasyon sicakligi 38-55°C araligindadir. Bitkisel fitazlar genellikle
6-fitaz’dir. Bunun yani sira, bitkisel fitazlarin alkalin fosfataz ve ya purple asit fosfataz

olabilecegi de bildirilmistir [42].
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Tablo 1.4. Farkli kaynaklardan elde edilen fitazin genel 6zellikleri [7].

Siniflandirma Kaynak Molekiiler Optimum Optimum
agirhgi (kDa) sicakhik (°C) pH
Bakteri B. subtilis 36-38 60 6,0-6,5
E. coli 42 55 4,5
Enterobacter - 50 7,0-7,5
K. aerogenes 10-13,700 60-70 4,5; 5,2
Pseudomanos - - 55
Mantar A ficuum 85-100 55-60 4-6
A. niger 200 53 55
A. terreus 214 70 4,5
A. oryzae 120-140 50 5,5
R. oligosporus - 55 4,5
Maya S. castelli 490 77 4,4
Bakers’ yeast - 45 4.6
Bitki Kanola tohumu - 50 5,2
Cucurbita maxima 66,5 48 4,8
Lilium longiflorum 88 55 8,0
Misir 76 55 4.8
Mung fasulyesi 160 57 7,5
Soya Fasulyesi 60 55 4,5-4,8
Spelt 68 45 6,0
Bugday Kepegi 47 55 5,0-5,6; 7,0
Hayvan dokusu  Insan - - 7.4
(instentinal Tavuk - - 8,2
mukoza) Buzagi - - 8,7
Rat 70-90 - 7,0;7,5-7,8

Hayvansal kaynakli fitazlar bitkisel kaynakli olanlara kiyasla karakterizasyonu tam

olarak yapilamamistir. Ancak hayvansal kaynakli fitaz enzimleri tavuk, buzag: ve rat

gibi ¢esitli hayvanlarin instentinal mukozalarindan elde edilmistir [43]. Dahasi, kalin

bagirsakta izole edilen fitazin mikroorganizma kaynakli oldugu gosterilmistir [44].
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Hayvansal ve bitkisel kokenli fitazlarin yani sira en yaygin olarak kullanilam
mikrobiyal kaynakli fitazlardir. Mantar, maya ve bakteri gibi bircok
mikroorganizmalardan elde edilmistir. Bu enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu histidin asit
fosfataz veya alkali fitaz ailesine aittir [45]. Giinlimiizde yaygin olarak kullanilan
fitazlarin biliylik cogunlugu belli avantajlarindan dolayr mikroorganizma kaynakli

fitazlardir.

1.3.4.1. Fitik asit

Fitik asit genellikle bitki tohumlarinda izole edilmektedir. Yagli tohumlarda ve tahil
tanelerinde fitik asit proteinle birlikte ve globoidlerin i¢inde ¢okg¢a bulunan hiicre igi
inkliizyonlar halinde bulunmaktadir. Tohumlarin yani sira fitik asit sebze ve meyve
koklerinde de goriilmektedir. Ayrica fitik asit, baklagil tohumlarinda Mg-K-Ca-Na
tuzlar1 seklinde bulunur. Bu tuzlu yapilarina fitat denilmektedir (Sekil 1.4). Tohumlarin
toprak iistiine ¢ikip biiyiimeye basladigi donemlerde fitik asite fosfor deposu olarak

gorev verilmektedir [9].

Sekil 1.4. Fitik asidin molekiiler yapis1 ve fitik asit metal kompleksi [46].

1.3.4.2. Fitazin Endiistride Kullanim Alanlar:

Fitaz enzimi sikilikla yem sanayide kullanilmaktadir. Bunun yani sira, gida, toprak

zenginlestirme, kagit gibi birgok sanayide kullanilmaktadir.
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Fitatin tohum ¢imlenmesinde 6nemli fosfor kaynagi oldugunu daha 6nce belirtilmisti.
Bagli fosfor tek mideli hayvanlar tarafindan eser miktarda kullanilabilir. Dolayistyla
inorganik fosfor yenilemez ve maliyetli oldugundan bir¢ok hayvan rasyonlarinda fosfor
kayanagi olarak eklenir. Hayvan yemlerine fitaz eklenmesi fosfatin yem malzemesi
icine eklenmesini saglar. Bunlarin yani sira, bitkisel kaynaklardaki kullanilmayan fitat
fosforu zamanla birikerek cevre kirliligi yaratir. Dahasi, topraktaki fazla fosforun
deniz/gollere aktarildigi ve boylelikle burada yasayan canlilar1 olumsuz yonde etkiledigi
rapor edilmistir. Dolayisiyla bu deniz/gdl {iriinleri ile beslenen insanlarda ndrotoksik

etki olusturdugu bildirilmistir [9].

Ote yandan, fitik asitin divalent iyonlar1 selatlayici &zelliginden dolay1 besinlerdeki
kalsiyum, ¢inko, demir, magnezyum gibi minerallerin alinimi zorlasir. Normal
fizyolojik pH’da selat durumundaki fitik asit-mineral kompleksi kararli yapida
oldugundan diisiik mineral emilimine neden olmaktadir. Dolayisiyla gida sektoriinden
kullanilan fitaz enziminin amaci insanlardaki bu mineral emilimini arttirmak igindir
[38]. Gida sektoriinde fitaz enzimi, ekmek yapimi, tahil kepeklerinin pargalanmasi gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Meyve ve sebzelerden alinan besinlerin miktar1 ve iglenme
derecelerine gore giinliik fitat iiretiminin en ¢ok 4500 mg’a yiikseltilmesi gerektigi
gorilmiistiir. Bunun yani sira hayvan etlerinin tiiketilmedigi vejetaryen diyetlerinde fitat
tilkketimi 2000-2600 mg araliginda olmalidir. Fitat tuzlari asidik ve alkali pH’larda
proteinlerle karmasim olusturmaktadirlar [47]. Bu durum protein yapisindan
konformasyonel degisimlere sebep olmaktadir. Dolayisiyla enzimatik aktivasyonda,
proteinin ¢oziiniirliigiinde ve proleolitik sindirilmede diisiis olur. Gida sektoriinde fitat,
bitkisel ve mikroorganizmalarda bulunan fitazlarla tamamen hidrolize edilmezler.
Besinlerdeki demir mineralinden yararmin arttirmak igin fitat seviyesinin indirilmesi

gereklidir [48].

Fitaz enzimi myo-inisitol elde edilmesinde onemli bir enzimdir. Myo-inisitol ve
tiirevleri bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda 6nemli islevleri olan molekiillerdir.
Inositol fosfatlar ve fosfolipidler zar gegis iletiminde ve kalsiyum iletiminde 6nemli
rolleri vardir. Fitaz enziminin buradaki goérevi ise, myo-inisitol fosfati parcalayarak

serbest myo-inositol tiirevlerine dontistiirmektir [49].
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Yiiksek canlilarda myo-inisitol metabolizmasi ve islevi arastirmacilarin ilgi odagi haline
gelmis ve hiicre zarinda myo-inisitol iceren fosfolipid olusumu ve yikimi yaygin olarak
incelenmistir. Myo-inisitolun bazi1 fosfat esterleri hiicre igerisinde ikincil haberci
gorevinde olan fosfotidil inositol yolaginda 6nemli fonksiyonlart bulunmaktadir [7].
Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, fitat sinyal ileti yolaginda, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde, bazi onkogen ve timdr baskilayict genlerin ekspresyon seviyelerini
etkileyerek anti-kanser etkinligi gosterebilecegi bildirilmistir [8]. Bunun yami sira,
myo-inositol fosfatlar1 astim gibi ciddi solunum hastaliklarin1 engelledigi ileri
stirilmektedir. Dahasi, myo-inositol fosfatlarin agr1 kesici olarak kullanilmasi da
onerilmistir [50]. Dolayisiyla, myoinositol fosfatlarin kullanilmasina iligkin ilgi
artmistir. Ancak myoinositol fosfatlarin kimyasal olarak sentezlenmesi ekstrem basing
ve sicaklik gibi zor kosullarda gerceklesmektedir. Boylelikle fitaz araciligr ile
myoinositol fosfatlari ile tiirevlerinin elde edilmesi alternatif bir sentez yontemidir. Bu
nedenler aragtirmacilar, Saccharomyces cerevisiae ve E.coli gibi bakteriler kullanilarak

fitik asitin enzimatik olarak hidrolizinden myo-inositol fosfat tiirevleri hazirlamislardir

9.

Cesitli alanlardaki topraklarda toplam organik fosforun %50°sini fitik asit ve tiirevleri
olusturmaktadir [51, 52]. Islem yapilan topraga fitaz muamelesi yapildiginda fitik asitin
parcalanma oraminin arttigt ve bdylelikle bitkilerin biiyiimenin indiiklendigi

gosterilmistir [51].

Fitaz enzimi toprak zenginlestirme, myo-inisitol parcalanmasi, yem ve gida
sektorlerinin yani sira kagit hamuru ve kagit endiistrisinde olduk¢a onemlidir. Kagit
endiistrisinde fitik asitin uzaklagtirilmasi olduk¢a Onem arz etmektedir. Bu alanda
termostabil fitazlar fitik asidi parcalamak amaciyla kullanilan biyolojik molekiil olarak
kullanilmaktadir. Fitik asidin enzimatik reaksiyonlarla parcalanmasi zararli yan iirlin

tiretmediginden fitaz enziminin kullanilmas1 ¢evre korunmasi i¢in 6nemlidir [7].

Fitaz enziminin minerallerden oldukga fazla sekilde faydalanir. Fitik asit besinlerden
alinan minerallere baglanarak bitkisel kaynakli, potasyum, kalsiyum, ¢inko ve demir
gibi minerallerin sindirimini ve absorbsiyonunu azaltmaktadir [53]. Fitik asit tuzu olan
fitatin konformasyonundan dolay1 bazik ve nétr pH’larda ve sindirim kanalinda negatif

yiikliidiir. Boylelikle fitat ¢inko, bakir, nikel, kolbalt, demir, manganez, kalsiyum gibi
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metal katyonlara baglanarak stabil bilesikler olusturlar. Elde edilen bu fitat-metal

kompleksi mineralin kullanim verimliligini azaltmaktadir [54] (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Fitatin mineraller ile kompleks olusturmasi.

Fitaz enziminin, metabolik enerjiye ve protein sindirimine etkisi de onemli yer
tutmaktadir. Fitatlar farkli pH araliginda (ytiksek-diisiik) proteinlerin bazik amino asit
residuleri ile stabil kopmleks olusturduklart rapor edilmistir. Dolayisiyla, proteinlerin
aktivitesi ve proteazlarin sindirimdeki islevleri olumsuz etkilenmektedir [49]. Protein-
fitat komplekslerinin oldugu ilk olarak 1925 yilinda pamuk tohumu o6zlerinde tespit
edilmistir [55]. Ancak bu kompleksin kiimes hayvanlarinin beslenmesinde olumsuz
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Fitatin farkli pH araligmma proteinler ile iki farkl
kompleks olusturabilecegi ileri stiriilmiistiir. Asidik pH degerlerinde, ikiliprotein-fitat
kompleksleri ve tglii protein-mineral-fitat kompleksleri olusturur (Sekil 1.6). Kisaca,

fitatin hidrolizi ile agiga ¢ikan iiriinler, hayvanlar tarafindan kullanilabilir[56].

Insanlarin aldiklar fitath besinler kan sekeri seviyesini azalttig1 gdsterilmistir. Yapilan
calismalarda lipid ve kalsiyum-fitat kompleksi olustugu ve lipidden elde edilen
enerjinin kisitlandigi goriilmistiir [50, 57].
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Sekil 1.6. Fitazin, fitata baglh fosfat gruplari hidrolizi.

1.3.4.3. Fitazin saflastirilmasi

Enzimlerin safligi kullanim alanina gore degisir. Analitik ¢alismalar i¢in kullanilacak
enzimin saflik derecesinin yiiksek olmasi gerekirken endiistride kullanilan enzimin
saflig1 diisiik olabilir. Saflastirma yoOnteminin se¢imi enzimin hiicre igerisindeki
konumuna bagli olarak degisir. Hiicre i¢i enzimlerin izolasyonu genellikle biyolojik
komplekslerden ayrilmasi ile olur. Enzimler ¢ok karmasik protein yapidaki
molekiillerdir. Enzimi izole etmek i¢in dncelikle, hiicrenin igerigi i¢in parcalanmasi,
temizleme, santrifiij, amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmesi ve diyaliz agamalarinin yapilmasi
gereklidir. Fakat, amino asit sekanst ve X-ism1 kristalografik calismalarinda enzim
miktarmin fazla olmasi bir dezavantaj olarak goriilmektedir. Bu nedenle iglemler
sirasiyla, jel filtrasyonu, iyon degistirme veya afinite kolon kromatografisi gibi ileri

tekniklere ihtiya¢ duymaktadir.

Saflagtirma yontemi ve stratejileri olusturulurken onemli hususlardan birisi de enzim
kaynagidir. Enzimin, bakteri, bitki, hayvan, mantar gibi hangi kaynaktan izole
edilecegine karar verilmelidir. Dahas1 kullanilan kaynaginin hangi 6zgiil bélgesinin
kullanilmasma karar verilmesi gereklidir. Bu izole edilen enzimler ticari olarak
kullanilacagindan maliyeti ve elde edilme zamam &nemlidir. Ozetle enzimin izole

edilmesi i¢in genis bir fizibilite arastirmasi yapilmali ve stratejiler belirlenmelidir.

Giliniimlize kadar yapilan g¢alismalarda fitaz enzimi birgok farkli yontem ile izole
edilmistir ve farkli yontemlerle saflastiriimigtir. 1982 yilinda Powar ve arkadaslar1 [58]

tarafindan yapilan ¢alismada, Bacillus subtilis bakterisinden sentezlenen fitaz enzimi
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cesitli yontemlerle %32 verim ve 39 kat saflastirilmistir. Santrifiijleme metodlarindan
faydalanarak fitaz enziminin molekiiler agirligimin 3.5 kDa olarak tespit edilmistir.
Bunun ardindan 1987 ve 1988 yilinda, Ullah ve arkadaslar1 [59,60,61], Fitaz enzimini
iyon kromatografisi ve kromatografik yontemle 22 kat % 58 verimle ve kromotografik

yontem ile 6.2 kat ve % 54 verimle ve saflagtirmistir.

Bacillus subtiliszen aseton ¢oktiirmesi, katyon ve anyon degisim kromotografileri
teknikleri kullanilarak fitaz enzimi saflastirilmistir[62]. Baska bir ¢alismada, Bacillus
licheniformis fitaz enzimi molekiiler agirligi 36 kDa olarak belirlenmis ve 39 kat, % 10
verimle, amonyum ¢oktiirmesi, iyon kromotografisi ve jel kromotografisi teknikleri ile

saflastirilmistir [10].

Fitazlarin etkinligi ve kararliligi {izerine pH, sicaklik, inhibitér, metal iyonlar1 ve
EDTA’nin (Etilendiamin tetraasetik asit) etkisi oldukc¢a fazladir. Fitaz enziminin
aktivasyonu optimum kosullarinda belirlenen substrattan kalan inorganik fosfat
miktarinin 6l¢iilmesi ile belirlenir. Bacillus sp. DS 11°den izole edilen fitaz enzimi igin
pH 7,0-8,0 ve 70 °C optimum kosullardir. Kim ve arkadaslarinin [63] yaptiklari
calismada ortamda 5 mM CaCl, varliginda ve 90 °C’de 10 dk inkiibe edilmesinin
ardindan enzim aktivasyonun yaklasik %50’lik kisminin korundugu gosterilmistir.
Ayrica baska bir calismada, fitazin Bacillus licheniformis’te saflastirilan halinin
optimum kosullar1 pH 6.0-8.0 ve 55 °C olarak belirlenmistir ve 1 mM PMSF ve 5 mM
DTT varliginda optimum oda siakliginda inkiibasyonu yapildiktan sonra enzim
inhibisyona ugramamis ve Cd*, Mn*, Ccu*, Ba®*, EDTA’nin inhibisyonu sagladigi

gorilmistiir [11].

Fitaz enziminin aktivitesi lzerine metal iyonlarinin etkisi oldugu daha onceki
boliimlerde de bahsedilmisti. Metal iyonlar1 enzimin katalitik aktivitesini etkilemek i¢in
farkl yollarda etki ederler. Metaller substrata baglanarak veya oksidasyon sayilarindaki

dontigiimlii reaksiyonlara katilirlar [64].
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MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Organizma

Materyal olarak kullanilan mikroorganizma Pasinler bolgesinden toplanan su ve ¢amur
ornekleri kullanilmigtir. Organizmamiz ise Bacillus licheniformis MHI101322’ dir.
2.1.2. Cihazlar

Otoklav: Niive OT 40 Otoklav

Hassas Terazi: Vibra AJ3200H Shinko

Etiiv: Niive FN500

Calkamah Inkiibatér: LABWIT ZWYR-200D Orbital

Santrifiij: ScanSpeed mini

Pipetler: Eppendorf

PZR Cihaz : BIOER GenePro

Jel Goriintiileme: Dnr Bio-imaging Systems MiniLumi

Elektorforez: WEALTEC ELITE 300 PLUS

pH Metre: AZ 8685

Sicak Su Banyosu: Labo BMS 5200

Nanodrop Spektrometre: ACTG Gene UVS-99

Vortex: PV-1 Grant-bio Vortex Mixer

Isiticih magnetik karistirici: Are VELP Scientifica
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Distile su Cihazi: Nuve ND 4L

Western Blot: WEALTEC

2.1.3. Kimyasallar ve Cozeltiler

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

¢ozeltisi hazirlanmstr.

Fenol Kloroform izoamilalkol: Sigma

Etanol: MERCK 100983 Ethanol absolute for analysis ACS, Reag. Ph Eur 2.5 L
Kalsiyum Kloriir: 25:24:1, Saturated with 10mM Tris, pH 8.0, ImM 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: SIGMA Anhydrous, >99%, contains 0.5-1.0% ethanol as stabilizer
X GAL: Thermo Fisher Catalog number: 15520018

Izopropanol: Sigma EC no: 200-661-7

TE: Sigma Tris EDTA pH:8.0

Ampisilin: Sigma A 6140 Soliisyon

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

2.2.1. Organizmanin Kiiltiire Edilmesi

Bacillus licheniformis MH101322 bakteri kiiltiirii 48 saat, 65C°’ de inkiibe edilerek saf
kiiltiir elde edilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2. 1: Orneklerin inkiibe edilmesine ait etiiv ici goriintii.

2.2.2. Bacillus licheniformis gDNA izolasyonu

Bakterinin gDNAsin1 saflagtirmak i¢in kullanilan protokol asagida belirtilmistir.

1-

Bakteri LB Broth besiyerinde 24 saat 65°C’de inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 15dk. 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ust s1v1 dokiilmiis ve kalan
kisim santrifiij edilmilmistir. Peletin iizerine; 200ul dH,O, 50ul 0,5M
EDTA, 10ul %20 lik SDS, 10ul Proteinaz K (10mg/ml), 10ul 1M Tris-HCI
(pH:8) ve 5ul 5M NaCl ilave edilmistir. 65°C’deki 6rnekler yarim saatte
bekletilmistir.

Karisimin tizerine fenol: kloroform: izoailalkol (25: 24: 1) eklenerek
DA’larmm ve diger molekiillerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir.

Santrifiij edilen 6rneklerin {ist sivisina, sirastyla 3M NaOAc , 0,3 M NaOAc

ve ethanol eklenmistir.
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4- Santrifij edilen Orneklerin tst sivist atilmig ve pellet 80ul dH,O ile
¢cozlilmistiir. [72].
2.2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

16s TRNA bolgelerinin elde edilmesi i¢in gerceklestirilen reaksiyon ve kosullar1 Tablo

2.1 ve Tablo 2.2’de belirtilmistir

Tablo 2.1. PZR Reaksiyon Kosullari

Bilesenler Bilesen Miktarlari
Taq Polimeraz (5U// pL) | 0,25 pl

10x Buffer PZR 2,5 ul

MgCI2 (25 mM) 2 ul

Primer (25pmol/ puL) 2,5 ul
Primer (25pmol/ puL) 2,5 ul

DNA (Genomik) 1 ul
dNTP (25mM) 1,5 pl
Distile Su 12,75 ul

Tablo 2.2. PZR sicaklik ve Dongii Kosullart

Sicakhik Siire

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 o0

2.2.4. Rekombinant Enzimin Uretilmesi

Bacillus licheniformis bakterisinden fitaz enzimi tiiretmek i¢in fitaz enzimi elde
edildikten sonra elde edilen gen insertiiniin ligasyonu, transformasyonu, plazmit
izolasyonu, restriksiyon enzimleriyle insertii tasiyip tasimadigi ve insertiin dizi analizi
asamalarindan gec¢mistir. Daha sonra klonlanan gen ekspresyon vektoriine ve
ekspresyon konakgisina aktarilmis ve protein iretilmistir. Sonra SDS-page ile bant

bliytikliikleri gozlemlenmis ve Western Blot analizi ile beklenilen enzimin varligi tespit
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edilmistir. Biz ¢alismamizda PGEMTeasy' i klonlama vektorii olarak, E.coli DH5-a
irkint restriksiyon enzimi (Fermentas Xbal ve Kpnl 10,000 u/ml) olarak plazmit
izolasyon asamasinda kullandik. Ekspresyon asamasinda ise restriksiyon enzimi olarak
Sall ve HindIII kullandik. pET 16b vektor olarak ve E. coli Rosetta' y1 ise konakg1
olarak kullandik.
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3. BULGULAR

Bakterilerin molekiiler tiiriiniin belirlenmesi icin 16S rRNA gen bolgesi saflastirilmistir.
Bu boélgenin saflastirilmasi ile beraber baz dizisi Dizi analizi ile hedeflenmistir. Bu
amagla sirasiyla genomik DNA izolasyonu, ardindan 16S rRNA geni; PCR, klonlama

ve sekans analizi yapilarak tiirler tanimlanmistir.
Genomik DNA’ nin Eldesi

Izole edilen bakterilerden elde edilen gDNA’larin, yogunluklarmi belirlemek igin
spektrofotometre ile 6l¢iimleri yapilmigtir. DNA’lar 16S rRNA genine 6zgii primerler
ile ¢ogaltilmis ve elde edilen PCR sonuglari jel elektroforez ile resmedilmistir. 16S
rRNA geninin sahip oldugu baz boyutunun 1700 baz oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 PCR firiinlerinin jel elektroforez goriintiisii.
Dizi Analizi Sonucu

Polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen 16S rRNA geni, klonlanmig ve sekans
analizleri yapilarak ve Bacillus licheniformis tiirtine ait gen bolgesi oldugu ortaya

cikmustir.
Bacillus licheniformis’ten Fitaz’in Klonlanmasi

Bacillus licheniformis’ten Fitaz geninin elde edilmesi i¢in oncelikle gDNA izolasyonu
yapilmistir. Daha sonra PCR ile gen elde edilmis, ligasyon ile gen vektore aktarilmus,
transformasyon ile E.coli’ye aktarilmis, E.coli’den plazmit izolasyonu yapilmis ve elde
edilen bolgenin dizi analizi yapilarak klonlama gergeklestirilmistir. ilk olarak; Fitaz geni

PCR ile elde edilmis ve agaroz jelde gortintiilenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Fitaz geninin PCR sonucunun elektroforez jel goriintiisii.

Fitaz geninin vektdre aktarildiginin belirlenmesi i¢in, Xbal ve Kpnl enzimleri
kullanilarak restriksiyon kesimi yapilmistir. 1200 bg’lik Fitaz geni ve 3000 bg’lik
PGEMTeasy vektorii agaroz jel -elektroforezi ile gorintilenmistir (Sekil 3.3).
Hedeflenen Fitaz geninin agaroz jelde gorintiilenmesinden sonra klonlamanin

gerceklestigi belirlenmistir.

"« 3000 bg

T «—— 1200 be

Sekil 3.3. PGEMTeasy vektoriin de restriksiyon enzimi ile kesilmis Fitaz geninin jel

goriintiisii. M: Lambda Marker
Bacillus licheniformis’ten Fitaz’in Rekombinant Uretilmesi

pET16b vektoriine aktarilmig fitaz genine ait insert Ni-NTA boncuklari ile saflastirilmis
ve western blot ile saflastirildigi teyit edilmistir. Yaklasik olarak 27 kDa olarak
saflagtirilan protein SDS PAGE ile goriintiilenmigtir. Sekil 3. 4’de goriildiigi iizere
protein bantlagsmasi jelde goriilmiistiir (Sekil 3. 4). Ekspresyonun basarili oldugu jel ile

teyit edilmistir.
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Sekil 3. 4: Ni-NTA ile saflastirilan fitaz enzimi SDS jel goriintisii.
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4. TARTISMA

Bu calismada dogal ortami sicak su kaynaklari olan termofilik bakterilerin morfolojik
ve molekiiler yollarla belirlenmesi, tireme kontrolleri, Bacillus licheniformis tiiriiniin
secimi ve ve bu bakteriden gDNA izolasyonu ve bu bakteriden rekombinant enzim

iiretmek amaciyla Diyadin (Agr1) kaplicasindan su ve ¢amur materyalleri alinmistir.

Enzim caligmalarinda mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedeni; yan iiriin
olusturmalarinin daha az olmasi, ekonomik olmasi, stabilitelerinin yiiksek olmasi,
aktivitelerinin yliksek olmasi, yiiksek oranda ve saflikta iiretilebilme 06zelliklerinin

olmasindandir.

Termofilik mikroorganizmalar ekstrem kosullarda yasayan, bu sartlara uyum saglamis
ve bu sartlarda optimum olarak gelisip ¢cogalan mikroorganizmalardir. Fitaz, katalaz,
laktaz, lipaz, siikraz, amilaz, proteaz gibi birgok enzim {iretimi termofilik
mikroorganizmalardan saglanmaktadir. Termofilik mikroorganizmalar gida, giyim,
deterjan, hastaliklarin teshis ve tedavisi gibi genis kullanim alanina sahiptir. Bizim
calismamizda termofilik bakteri kullanildigindan dolay:1 ektrem kosullarda yasayabilen,
kararli, ekonomik, yiiksek sicaklikta aktivite gOsteren enzim olmasi bize avantaj

saglamaktadir.

Bizim ¢aligma alanimiz fitaz enzimi olup, bunun biyoteknoloji ve ticari olarak kullanimi
ve daha verimli fitaz enzimi {iretimi saglanmistir. Termofilik caligmalarda kullanilacak

fitaz enzimi iiretiminde en ¢ok tercih edilen Bacillus tiirti, B. licheniformis tir [68].

Calismamizda ekstrem kosullarda iireyebilen Agr1 Diyadin' den izole ettigimiz Bacillus
licheniformis ' ten rekombinant enzim tiiretimi yapildi. Segilen materyallerin uygun
besiyerlerine ekimleri yapilmis ve gram pozitif, zincirli, sporlu, beyaz renkli izolat

gbzlemlenmistir.

Enzim elde edilirken hangi kaynaktan elde edilecegine ve kaynagin hangi 6zgiil
bolgesinin kullanilacagina karar verilmelidir. Giiniimiize kadar yapilan c¢aligsmalar
sonucunda fitaz enziminin birgok farkli yontem ile izole edildigini ve saflastirildigin
gostermektedir. 1982 yilinda Powar ve arkadaslar1 [58] tarafindan yapilan ¢aligmada,

Bacillus subtilis' ten sentezlenen fitaz enzimi etanol ¢Oktiirmesi ve aseton
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coktlirmesinden sonra uygulanan iki farkli iyon degisim kromatografisi ile 39 kat ve
%32 verimle saflastirilmis ve ultrasantrifiij ile sedimantasyon metodlar1 kullanilarak
enzimin molekiiler agirligim1 3.5 kDa olarak belirlemistir. Ullah ve arkadaslar1 [59]
1987 yilinda Aspergillus ficuum NRRL 3135°dan ekstraselliiler olarak sentezlenen fitaz
enzimini iki farkli iyon degisim kromatografi kromatofokusing iglemlerinden sonra %58
geri kazanimla 22 kat saflagtirildigini gormiislerdir. Fitazlarin etkinligi ve kararliligini
pH, sicaklik, metal iyonlari, EDTA, inhibitorler etkilemektedir. Kim ve arkadaslar1 5
mM CaCl, varliginda yaptiklari ¢alismada enzim aktivasyonunun 90 °C’de 10 dk

inkiibe edildikten sonra %50 lik kisminin korundugu gosterilmistir.

Bakteri genomlarinda 5s rRNA, 16s rRNA, 23s rRNA bdlgeleri 6zel bolgeler olarak
bilinmektedir ki o0zellikle 16s rRNA bolgesi bakteriler arasindaki cesitliligin

belirlenmesinde rol almaktadir [69].

Caligmadan elde edilen gDNA' nin izolasyonlar1 yapilip, primerlerin siparisi verilmis
ve primerlerin 16s rRNA dizi sekansi yapilmistir. Sekans sonucunda elde edilen diziler
Blast analizine tabi tutulmus ve hangi tiire yatkinlik gosterdikleri belirlenmistir. Bizim
elde ettigimiz Bacillus lisheniformis tiirli, 16s rRNA bolgesindeki dizilere gore

belirlenmistir.

Bacillus licheniformis bakterisinden fitaz enzimi tiiretmek igin fitaz enzimi elde
edildikten sonra elde edilen gen insertiiniin ligasyonu, transformasyonu, plazmit
izolasyonu, restriksiyon enzimleriyle insertii tasiyip tagimadigi ve insertiin dizi analizi
asamalarindan gec¢mistir. Daha sonra klonlanan gen ekspresyon vektoriine ve
ekspresyon konakgisina aktarilmis ve protein iretilmistir. Sonra SDS-page ile bant
biiyiikliikleri gozlemlenmis ve Western Blot analizi ile beklenilen enzimin varlig tespit
edilmistir. Biz ¢alismamizda PGEMTeasy' i klonlama vektorii olarak, E.coli DH5-a
ki1 restriksiyon enzimi (Fermentas Xbal ve Kpnl 10,000 u/ml) olarak plazmit
izolasyon asamasinda kullandik. Ekspresyon asamasinda ise restriksiyon enzimi olarak
Sall ve HindIII kullandik. pET 16b vektor olarak ve E. coli Rosetta' y1 ise konakg1
olarak kullandik. Saflastirilan proteinin 27 kDa biiytikliige sahip oldugu belirlenmistir.

Zafar A. ve arkadaslar1 yapmis olduklart ¢alismada; Bacillus licheniformis 9945A'min

fitaz genini klonlamis ve klonlama vektori ile restriksiyon enzimi olarak, pET-22b'nin
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(+) Ndel ve HindIII bolgelerinde lige edilmistir. Sonra E.coli BL21(DE3) konakgisinda
tiremeleri saglamistir. E.coli BL21 ekspresyon konakgisinda protein iiretimi yapilmis,

saflastirilan fitazin molekiiler agirligi, 23 kDa olarak SDS-PAGE ile belirlenmistir [73].

Biz B.licheniformis' ten izole ettigimiz enzimin molekiiler agirligin1 SDS-PAGE ile 71
kDa olarak belirledik

Bai ve arkadaslari alkalifik Bacillus tiirlerinde fitaz enzimi iiretmek igin yaptigi
calismada, klonlama vektorii olan pUC18'in defosforile BamHI bdolgesine klonlama
asamasinda izole edilen fitaz genini lige etmisler ve E.coli DH5a'ya transformasyonunu
yapmiglar. Ekspresyon asamasinda rekombinant plazmid izole edilmis ve ilgili gen
bolgesi pET28a-xynll1A vektoriine lige edilmistir. Sonra E.coli BL21(DE3)' ye
transforme edilmis ve protein {iretimi saglanmistir. Saflastirilmis enzimin SDS-PAGE'

deki molekiiler agirlig1 27-43 kDa arasinda oldugu belirlenmistir [75].

Yine baska bir ¢alisma olan Aygan A. yapmis oldugu ¢alismada Bacillus tiirlerinin
molekiiler agirligini 108, 95, 80, 68 kDa olarak belirlemistir [75].

Bu arastirmalar fitaz enziminin molekiiler agirliginin ayn tiirler ve farkl tiirler arasinda

farkliliklar gosterebilecegini bize gostermektedir.

Bu calisma ile fitaz enziminin rekombinant {iretimi yapilmis ve daha kolay, kararl,
kontrollii, maliyeti diisiik Uiriin elde edilmis ve ticari olarak kullanilabilen fitaz enzimi

tretilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma Bacillus licheniformis fitaz geni basari sekilde klonlanmis ve ekprese
edilmistir.  Incelenen literatiirler mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin,
biyoteknolojide kullaniminin artigini  ve ciddi bir ekonomik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle bu alanlarda kullanilan enzimlerin kararliligi, geri
dondsiilebilirligi, yliksek aktivite gostermeleri ve genis alanlarda kullanilabilirlikler 6ne
cikmaktadir. Ulkemizin disa bagimli oldugu bu alanda iiretilecek yerli enzimlerin 6nemi
yadsinamaz boyuttadir. Bu caligsma ile birlikte iilkemizde termofilik organizmalardan
elde edilmis ve yiiksek kararlilik gosteren fitaz enzimi, Bacillus licheniformis
bakterisinden rekombinant DNA teknolojisi kullamlarak elde edilmistir. Ulkemizin yerli
mal1 liretme politikast ¢er¢evesinde onemli bir pazara sahip enzim endiistrisine katki

saglanmistir.
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