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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DOGAL KAYNAKLARDAN iZOLE EDIiLEN Lactobacillus brevis’iN 16S rRNA
ILE MOLEKULER TANILANMASI, FITAZ ENZiMi AKTIiVITESI,
ENDUSTRIYE KAZANDIRILABILIRLiGININ ARASTIRILMASI

Osman MALKOC

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Neslihan DIKBAS

Literatiirde tanmimlanan fitaz aym1 zamanda kimyasal adiyla myo-inositol
hexakisphosphate phosphohydrolase olarak ta bilinmektedir. Fitazlar; bitkiler, hayvanlar
ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilmektedir. Mikrobiyal kaynakli fitazlar
biyoteknolojik uygulamalar i¢in tercih edilmektedir. Fitazlar; gida sanayinde, yem
katkisinda, kagit endiistrisinde ve toprak iyilestirmede tercih edilmektedir.
Biyoteknolojide ise fitaz enzimi c¢alismalari, enzimi gerek iiretmede gerekse
ozelliklerinin gelistirilmesinde kullanilacak olan etkin bir aragtir.

Bu ¢aligmada, taze kasar peynirinden izolasyonu yapilmig olan Lactobacillus brevis
susunun 16S rRNA ile molekiiler tanilanmasi, bakterinin fitaz enzimi aktivitesi ve
endiistriye kazandirilabilirliginin arastirilmast amaglanmigtir. Bakteri 16S rRNA
yontemi ile tanilanmistir. % 99 oraninda tanimlanan Lactobacillus brevis’ten iiretilen
ekstraseliiler fitaz enziminin optimum sicakligi 50°C, optimum pH’st ise 3,0 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore bu bakterinin iirettigi enzimin karakteristik
ozelliklerinden dolay1 endiistriye kazandirilabilecegi, gida sektoriinde starter kiiltiir
olarak kullanilabilecegi ¢alismamizla teyit edilmistir.

2017, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, Fitaz, Lactobacillus brevis



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

A STUDY ON THE MOLECULAR IDENTIFICATION OF Lactobacillus brevis
ISOLATED FROM NATURAL SOURCES BY 16S rRNA, PHYTASE ENZYME
ACTIVITY AND ITS POTENTIAL INDUSTRIAL BENEFITABILITY

Osman MALKOC

Atatiirk University
Institute of Science and Technology
Department of Agricultural Biotechnology
Branch of Enzyme and Microbial Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

The phytase identified in the literature is also known as myo-inositol hexakisphosphate
phosphohydrolase with its chemical name. Phytases are be produced by plants, animals
and microorganisms. Microbial-derived phytases are preferred for biotechnological
applications. Phytases are preferred in food industry, feed additives, paper industry and
soil improvement. In biotechnology, phytase enzyme studies are an effective tool to be
used in the production of enzymes, or in the development of their properties.

The aim of this study was to investigate the molecular identification of Lactobacillus
brevis strain isolated from Kashar cheese by 16S rRNA, to determine its phytase
enzyme activity and to evaluate its possible industrial benefitability. The identification
was performed using the 16S rRNA method. The identification rate of Lactobacillus
brevis was 99% and the optimum temperature of the extracellular phytase enzyme was
determined as 50°C and the optimum pH was pH 3.0. According to the results, it has
been confirmed with our study that the bacterium can be introduced to the industrial use
due to the characteristics of the enzyme produced by this bacterium and that it can be
used as a starter culture in the food industry.

2017, 48 pages

Keywords: 16S rRNA, Phytase, Lactobacillus brevis
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1. GIRIS

Biyoteknoloji terimi, canli sistemler tizerindeki uygulamalara dayal1 bir grup teknolojiyi
ifade eder (Garrett 2009). Biyoteknoloji; molekiiler biyoloji, genetik miihendisligi,
biyokimya ve mikrobiyoloji gibi degisik bilim dallarindan faydalanir (Saez et al. 2008)
ve bu bilim dallarinin uygulamalar ile insanlarin faydalanmasi i¢in gida, ilag ve
kimyasal tiretimi amaglar (Pattinson et al. 2001). Artan niifus nedeniyle insanlarin
ihtiyaglart arttifindan olusan problemlere biyoteknoloji gibi alanlarla bilim insanlari

¢Oziimler aramaktadirlar.

1.1. Lactobacillus Cinsi

Lactobacillus cinsinin en belirgin 6zelligi karbonhidratlar1 par¢alamasi sonucu laktik
asit olusturmasidir. Yapisi hareketsiz, kapsiilsiiz, sporsuz, gram pozitif, anaerop veya
mikroaerofil, kalin bazen ince, goriintimleri polimorf yapili, tekli bazen kisa zincirler
halindeki bakterilerdir. Zenginlestirilmis besiyerlerinde daha kolaylikla {ireme

gosterirler. 5-55°C’de ve pH 5-6 sinirlarinda daha iyi ¢ogalirlar (Anonim 2016a).

1.1.1. Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis, fermantasyon sirasinda CO2 ve laktik asit olusturan,
heterofermantatif olan gram pozitif yapisinda ve ¢ubuk seklinde bir laktik asit bakteri
tirtidiir. Yaklagik olarak 16 farkli susu mevcuttur (Pavlova et al. 2002). Fermente
gidalar gibi birgok farkli ortamda ve normal mikrobiyal biotada rastlanabilir. Genellikle
tursu gibi yiyeceklerde bulunur. L. brevis’in baslica metabolitleri laktik asit ve etanoldiir

(Pidoux 1989).



1.2. Enzimler

C, H, O ve N’tan meydana gelen, hiicrelerde meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlari
katalizleyen, viicuttaki biyokimyasal olaylarin yasamsal faaliyetler ile uyumunu
saglayan biyolojik sistemlerin katalizorleridir (Karademir et al. 2002; Nelson and Cox
2004). Enzimler aktivasyon enerjilerinde diislis yaratarak cesitli biyokimyasal
reaksiyonlarin hizinmi arttirirlar. Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de spesifik
aktivite gosterebilmeleridir. Enzimler tarafindan katalizlenen bir tepkimede oncelikle
enzim substrat ile kimyasal ve kimyasal olmayan baglarla birbirine baglanarak enzim-
substrat ara kompleksi olusur. Reaksiyonun devaminda ise ara kompleks sonucu {iriin
olusurken enzim serbest hale gelerek tekrar ayni reaksiyon dongiistine katilir (Bohn et

al. 2008).

Enzimler protein yapilidir. Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalar sonucu bazit RNA
molekiillerinin de (L19 RNA, snRNA vs) enzim aktivitesi gosterdikleri saptanmistir.
Genetik biliminde transkripsiyonun ardindan RNA’daki intron ad1 verilen kodlanmayan
bolgeler RNA’dan c¢ikarillarak sadece ekson adi verilen kodlanan bdlgelerin
birlestirilmesi splicing mekanizmasi olarak adlandirilir. Okaryotlarda ekson bdlgelerinin
birlestirilmesi sonucunda 6nciil mesajc1 RNA (pre-mRNA) olgun mRNA’ya doniisiir.
Olusan mRNA protein sentezinde baslatic1 gorev goriir. RNA’dan intron bdlgelerinin
cikarilip kalan ekson bolgelerinin birlestirilmesi siireci Philip Sharp ve Richard J.
Roberts tarafindan 1977°de kesfedilmistir (Brocades 1991; Brinch-Pedersen et al.
2000).

1.2.1. Yapis1

Biitin enzimler protein yapisindadir. Ancak buna istinaden katalitk RNA
molekiillerinin kiigiik bir grubu da enzimdir. Enzimlerdeki katalitik aktivite, protein
konformasyonlarinin biitiinliigii ile dogru orantihidir. Enzimin Kkatalitik aktivitesi,
enzimin denatiire edilmesi veya alt initelerine ayristirilmasi sonucu kaybolur. Bir

enzimin katalitik aktivitesi amino asit komponentlerinin yikimina goére degiskenlik



gosterir. Bu degiskenlik sonucu katalitik aktivite daima bozulur. Bu sebepledir ki
katalitik aktivite i¢in enzimlerin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilari

gereklidir (Nelson and Cox 2004).

Enzimlerin bazilar1 sadece proteinden meydana gelmesine ragmen c¢ogu enzimler
fonksiyon ve yapi ve itibariyle iki farkli gruptan meydana gelmektedir. Bunlardan biri
“Apoenzim” digeri ise “Koenzim/Kofaktor’diir. Enzimin spesifikligini belirleyen
(yalmz belirli reaksiyonlar1 katalizleyen) kismi Apoenzim olarak adlandirilir. Bu grup
sadece proteinden olustugu i¢in 1s1 ile kolayca denatiire olabilmektedir. Bazi enzimler
aktiviteleri igin yapisinda bulunan amino asit rezidiilerinden (amino asidin su
kaybetmesiyle arta kalan kismi) bagska kimyasal komponente gerek duymazlar. Fakat
bazi enzimlerse kofaktor olarak adlandirilan ek bir kimyasal komponente gereksinim
duyarlar. Kofaktor, Fe*?, Zn*2, Mg*2, Mn*2 gibi bir veya daha fazla inorganik iyon
olabilmesine karsin, koenzim adi verilen organik veya metalloorganik yapida kompleks
bir molekiil olabilir. Koenzim kendi varliginda bir etki gosteremez. Ancak apoenzim
varliginda etkinlik gdsterebilmektedir. Koenzimler enzim proteinine kovalent olarak
cok siki bir sekilde baglanirsa olusan yap1 “prostetik grup” olarak adlandirilir. Bu yap1
apoenzim ile birlesirse “Holoenzim” adin1 alir (Sekil 1.1)(Pandey and Ramachandran
2006).

Kofaktor Aktif Bolge Koenzim

R/

Apoenzim

\ J
Y

Holoenzim

Sekil 1.1. Enzimlerin genel yapisi (Anonim 2016b)



Substrat, enzimin etki ettigi bilesige denir. Enzim- substrat reaksiyonu sonucu olusan
maddeye de iirlin ad1 verilir. Enzim ile substrat kompleksinin birbirine baglanmasi ile
ilgili 2 teori ortaya atilmistir. ilk teori 1894’te Emil Fischer tarafindan ortaya atilan
anahtar-kilit modelidir. Bu modelde substrat enzimin yapisal olarak aktif bolgesine
anahtar-kilit uyumu gibi baglandigi i¢in bu teori kabul edilmistir (Sekil 1.2). Diger
model ise 1958’de Daniel Koshland tarafindan ortaya atilan indiiklenmis-uyum
modelidir (Sekil 1.3). Bu modelde ise enzim substrat yoklugunda serbest halde bulunur.
Enzim ortama gelen substrat varliginda, substratini Katalize edebilmek igin uygun
sekilde baglayacak bi¢imsel bir degisiklige ugrar. Enzimin bagli oldugu substrat
parcalandigt zaman ve reaksiyon sona erdiginde enzim hicbir degisime ugramadan
c¢ikar. Ve bu nedenledir ki enzimler bu Ozelliklerden dolay1 tekrar tekrar
kullanilabilirler. Enzimler genellikle geri doéniisiimliidiir yani ¢ift yonlii calisirlar

(Nelson and Cox 2004; Acikel ve Celebi 2006; Anonim 2016c¢).

1 _J |

o+ —> L | —> | +

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Urdin
kompleksi

Sekil 1.2. Anahtar-kilit modeli (Anonim 2017a)

&

Actres s

Aktf merkez esnek Degigmeg abtif merkez Akt merkez esnek

Sekil 1.3. Indiiklenmis uyum modeli (Anonim 2017b)

Enzimlerin 6zgiilliigii veya spesifikligi, katalize ettikleri mevcut reaksiyonlar ile ilgili

ozellikleridir. Enzimlerin spesisifiklikleri 4 grup altinda toplanir.



1) Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, sadece kendine 6zgii bir substratin kendine 6zgii bir

reaksiyonunu katalize etmesine dayanir.

2) Grup spesifikligi : Benzer fonksiyonel gruplar1 (amino, metil, fosfat) igeren substrat

ile enzimin reaksiyona girmesi durumudur.

3) Bag spesifikligi: Belli bag tipleri (proteinlerin peptid bagi gibi) lizerine enzimin

etkili olmasidir.

4) Stereokimysal spesifiklik: Bir bilesigin yalnizca bir stereokimyasal sekli {izerine
enzimin etkili olmasidir. Ornegin; arjinaz enzimi, arjininin L formunu etkiler iken D

formunu etkilemez (Agikel ve Celebi 2006; Anonim 2017c).

1.2.2. Siniflandirma ve adlandirma

Enzimler aktif veya inaktif durumlarina gére adlandirilir. Inaktif durumdaki enzimlerde
substratlarinin sonuna “jen” eki getirilerek adlandirma yapilir. Ornegin; tripsinojen.
Aktif durumdaki enzimlerde ise pargaladiklar1 ve ¢dzdiikleri substratin sonuna “ase=az”
eki getirilerek adlandirma yapilir. Ornegin; iireye etki eden enzim iireaz olarak
adlandirihir (Anonim 2016¢). Pepsin, amigdalin, zimaz, pityalin gibi aktivitelerini veya
substratlarin1 tanimlamayan ve ayni zamanda genel tamima da uymayan enzim
adlandirmasi da kullanilmistir. Karisik adlandirmalarin sonucu olarak ayni enzimde
farkli adlar kullanildigindan dolay1 adlandirmada sorunlar meydana gelmistir. Bunun
sonucunda olusan karigikligt  Oonlemek amaciyla enzimleri adlandirmak ve
siniflandirmak i¢in “Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)”
tarafindan tercih edilen sistematik adlandirmada enzimler alt1 ana sinifa ayrilmaktadir

(Cizelge 1.1) (Hooper and Hames 2005). Bunlar;



Cizelge 1.1. IUBMB tarafindan tercih edilen enzim siniflandirilmasi (Anonim 2016c)

1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarini katalize eden
enzimlerdir. Oksidasyon reaksiyonu; molekiile oksijen (O)
eklenmesi veya molekiilden hidrojen (H) ayrilmasi sonucu +
degerin artmasiyla olur. Rediiksiyon reaksiyonu ise; molekiile
hidrojen (H) eklemekle veya molekiilden oksijen (O)
ayrilmakla yani + degerin azalmastyla olur. Bu tepkimelerden
sorumlu enzimler ise 2 alt gruba ayrilmistir.

a)Dehidrogenazlar: Hidrojen (H) aktaran ve tasiyan
enzimlerdir.

b) Oksidazlar: Elektron aktaran ve kaybeden

enzimlerdir.

2. Transferazlar

Molekiilden H* (hidrojen iyonu) disinda, C, N ve fosfor
tastyan gruplar gibi baska gruplarin bir molekiilden digerine

transferini katalize eden enzimlerdir.

3. Hidrolazlar

Su katilmast nedeniyle baglarin pargalandigi hidroliz

reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

4. Liyazlar

C-C, C-N, C-O ve C-S baglarin1 hidroliz ve yiikseltgenme

disinda bir mekanizma ile kiran enzimlerdir.

5. izomerazlar

Molekiil i¢inde birtakim degisiklikler yaparak onun uzayda

diziligini degistiren enzimlerdir.

6. Ligazlar

Bu enzimler, yiiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak

karbon (C) ile N, C, O, S arasinda bag olusumunu katalizler.

Sistematik adlandirmada karigikligi onlemek adina her bir enzime enzim komisyonu

(EC) tarafindan dort rakamli kod numarasit verilir. Ayni zamanda katalizledigi

reaksiyonu tanitan sistematik ad verilmektedir. Ornegin; bir fosfat grubunu ATP’den

glukoza transferini katalize eden ATP:glukoz fosfotransferaz enzimi gibi. ATP:glukoz

fosfotransferazin kod numarasi 2. 7. 1. 1 dir. Burada birinci siradaki rakam tepkimenin

tipi veya sinif adini1 (2; transferaz) belirtir. Ikinci siradaki rakam, donériin ilgili grubunu

belirten alt sinifi (7; fosfotransferaz) belirtir. Uciincii siradaki rakam, akseptdriin ilgili




grubunu (1; -CH-OH) belirtir. Dordiincii siradaki rakam ise akseptor olan substrati (1;
glukoz) ifade eder (Nelson and Cox 2004; Anonim 2016c).

1.3. Fitaz Enzimi

Fitaz, kimyasal adiyla myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase olarak
bilinmektedir. Literatiire 1907 yilinda gegmistir. Fitazlar, fosfomonoesterazlar sinifina
aittir. Fitik asitten fosfatin ayrilmasini ya da fitatin rediikte edilmis inositol fosfat
esterlere ve inorganik fosfata hidrolizini katalize eder (Lei and Porres 2003; Konietzny
and Greiner 2004). Fitazlar, 40-100 kDa molekiil agirligina sahip monomerik
proteinlerdir. Optimum pH 4.5-6.0 ve sicaklig1 45-60°C’dir (Pandey et al. 2001).

1.3.1. Tarihcesi ve kimyasal yapisi

T. Hartig, 1855-1856 yillarinda birgok bitki tohumundan nisastasiz kiigiik tanecikleri
izole etmis; bu tanecikleri tohumun ¢imlenmesi ve bitkinin biiylimesi i¢in gerekli olan
maddelerin kaynagi olarak diistinmiistiir (Scott 1986a; Kim et al. 1999). Pfeffer (1872),
T. Hartig tarafindan izole edilen bu taneciklerin magnezyum, fosfor ve kalsiyum
icerdigini bulmustur. Ayrica tanecikler i¢inde organik maddelerin de bulundugu
gozlemlenmis ve fosfatin karbonhidratla birlestigi tahmin edilmistir. Bu sebeple inosite-
fosforik asit (fitin) olarak isimlendirilmesi 6nerilmistir; ¢iinkii fosforik asit ile hidrolize
edildiginde inositoliin agia ¢iktigr gézlemlenmistir (Schulze and Winterstein 1896).
Posternak (1903) bu bilesik {lizerinde yapmis oldugu fiziksel ve kimyasal ¢alismalar
sonucunda bilesigin “fitin” olarak adlandirilmasina karsi ¢ikmistir. Piring kepeginden
elde edilen fitinden inositoliin ayristirilabilmesi ile Suzuki et al. (1907) fitinin yapisini

cizebilmiglerdir (Sekil 1.4).



Sekil 1.4. Suzuki et al. (1907) tarafindan 6nerilen fitin yapisi

Fitik asit’in kimyasal yapis1 hakkinda cesitli bilim adamlar1 farkli 6nerilerde bulunmus
olsalar da en ¢ok C. Neuberg ve R.J. Anderson’nin tavsiyeleri 6n plana ¢ikmis ve
tartisma konusu olmustur. C. Neuberg ii¢ adet su molekiiliiniin fosforlar arasinda giiclii
baglar olusturdugunu 6nerirken R.J. Anderson ise fosforlar arasinda bag bulunmadigini
onermistir (Lehmann et al. 2000; Rodriguez et al. 2000; Mullaney et al. 2002) (Sekil
1.5).
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Sekil 1.5. (A) Neuberg (1908) ve (B) Anderson (1914) tarafindan 6nerilen fitat (fitik
asit) yapis1 (Tran 2010)



Fitik asidin konformasyonel yapis1 X-1sin1 (Truter and Tate 1970; Blank et al. 1971) ve
3IP.NMR (Johnson and Tate 1970; Isbrandt and Oertel 1980) ile tespit edilmistir.
Johnson ve Tate (1969) C-2 pozisyonundaki fosfatin eksenel konumda, diger fosfatlarin
(C-1, C-3, C-4, C-5, C-6) ise ckvatoral konumda oldugunu ileri siirmiistiir. Bunun
aksine Blank ve arkadaslar1 (1971) C-1, C-3, C-4, C-5 ve C-6 konumundaki fosfatlarin
eksenel pozisyonda, C-2 konumundaki fosforun ise ekvatoral pozisyonda oldugunu 6ne
stirmistiir (Isbrandt and Oertel 1980).

Fitik asit, myo-inositol halkasi ve buna bagli inorganik fosfattan olusan serbest bir ester
asididir (Wyss et al. 1999a) (Sekil 1.6). Gliniimiizde fitik asit, Myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5,
6 hexakisfosfat olarak adlandirilmaktadir (IUPAC-IUB 1977). Molekiiler formiilii
CsH18024Ps ve molekiiler agirhigi 660.04 g mol™” dur (Kumar et al. 2010).

OPOsH,
H,03PO_J ,
H,O5;PO
H,O0;PO—_5 ” OPOzH,
H,O05PO 1

Sekil 1.6. Fitik asit (myo-inositol-1, 2, 3, 4, 5, 6 hexafosfat) (Wyss et al. 1999a)

Fitazlar optimum pH 5.0 degerinde en iyi aktiviteyi gosterir iken, alkalin fitazlar; pH

8.0’e yakin degerlerde en iyi aktivite gosterirler (Baruah et al. 2007).

1.3.2. Karakteristik ozellikleri

Fitaz aktivitesi, genellikle belli sicaklik ve pH sartlarinda segilmis olan substrattan her
dakika bagina serbest halde bulunan inorganik fosfat miktarin1 6lgmektedir. Diger biitiin

enzimlerde de oldugu gibi fitaz aktivitesi enzimin dogal o6zelliklerinden ve ortam
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sartlarindan etkilenmektedir. Fitazin 6zellikleri asagidaki gibi pratik 6neme sahiptir (Lei

and Porres 2003)

1.3.2.a. Substrat spesifikligi

Substrat spesifikligi ve farkli fitazlarin afinitesi iizerine sik¢a arastirmalar yapilmistir
(Ullah and Phillippy 1994; Wyss et al. 1999a; Greiner and Farouk 2007). Fitik asite
kars1 yiiksek afiniteye sahip olan fitazlar mikrobiyal fitazlar grubudur. Buna ragmen
bitki fitazlar1 ve Aspergillus fumigatus gibi fungal fitazlar daha genis substrat
spesifikligine sahiptir. Bu yiizden bitki fitazlar1 ve fungal fitazlar, fitik asidi daha alt
inositol fosfatlara indirgerler (Wyss et al. 1999a). Fitazlarin ¢ogu, son iirlin olarak fitik
asidi inositol monofosfat estere indirgeme yetenegine sahiptir (Ullah and Phillippy
1994; Wyss et al. 1999a; Greiner and Farouk 2007), Ancak Bacillus sp. fitazlari
tercihen komsu fosfat iizerinde hidrolizi her saniye gergeklestirerek son iiriin olarak fitik

asidi inositol trifosfata indirgemektedirler (Kerovuo and Tynkkynen 2000)

1.3.2.b. Optimum ph ve sicakhik

Gilinlimiize kadar izole edilen ¢ogu fitaz enziminin optimum pH araligi 4.5-6.0
araliginda oldugu bilinmektedir. Ama Bacillus sp.’den izole edilen fitazlar alkali veya
notr optimum pH’ya sahip oldugu da aragtirmalarda goriilmiistir (Kim et al. 1998; Choi
et al. 2001). Bitkisel ve mikrobiyal fitazlarin birgogunda optimum sicaklik 45-60°C
arasinda degisiklik gostermektedir. Yiiksek optimal sicakliklar, kanatli ve domuzlarin
(37-40°C) mide sicakliklarinda fitazlarin tiim aktivitesini engellemekte, buna karsin

baliklarda ise fitazlarin performansini diisiirmektedir (Lei and Porres 2003).

1.3.2.c. Termostabilite

Ticari yemlerde genellikle peletlenme olustugu icin proses asamasinda yiiksek sicaklik
(60-80°C) ve buhar islemi kullanilmaktadir. Ayrica proses asamasinda meydana gelen

aktivite kaybindan kag¢inmak i¢in biitlin yem enzimleri stabil 1siya ihtiya¢ duyarlar.
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Termostabil enzimlerde goriilen dezavantajin en 6nemli olani, genellikle sabitlik ile
iligkili olmasidir. Bu nedenle proteinin esnekliginde azaltma yaparak ortam
sicakliklarinda diisiik spesifik aktivite gosterirler. Fitazlarda kimyasal kaplama, 1s1
stabilitelerinin gelistirilmesi i¢in Kullanilmistir. Lakin bu islem midedeki enzimlerin
fonksiyonunu ve miktar salinimini bir sekilde riske atmaktadir. Peletleme esnasinda
uygulanan 65-95°C’lerdeki sicakliklarda olusabilecek olan herhangi bir aktivite
kaybindan otiirii peletleme isleminden sonra piiskiirtme yontemi ile fitaz sivi halde
yemlere uygulanmaktadir. Fakat bu uygulamada is giicii ve maliyet oldukca yiiksektir

(Lei and Porres 2003; Asan 2007).

1.3.2.4 Proteoliz direncliligi

Sindirim sisteminde proteinazlar tarafindan meydana gelebilecek hidrolitik
parcalanmalara kars1 fitaz enziminin etkili ve giiclii bir dirence sahip olmasi
gerekmektedir. Bakteriyel ve fungal fitazlar, tripsin ve pepsine farkli hassasiyet
gosterirler (Kerovuo et al. 1998; Rodriguez et al. 1999). Bakteriyal fitazlarin proteolitik
parglanmalara kargt olan direngliligi fungal fitazlara nazaran daha fazladir (Igbasan et
al. 2000). Fitazlarin proteaza hassas olan bdlgeleri, Site-Directed Mutagenez
kullanilarak molekiillerin yiizeyinde maruz kalan kisimlar degistirilmis veya

engellenmistir (Wyss et al. 1999b).

1.4. Fitaz Enziminin Kaynaklar

1.4.1. Bitkisel fitazlar

Bitkilerden elde edilen fitazlar genelde optimum sicakligi 38-55°C ve optimum pH’s1
4.5-6.0 araliginda olan histidin asit fosfatazlardir. Bununla beraber bitkisel fitazlarin
kinetik 6zelliklerinde bariz biiytlik farkliliklar bulunmaktadir (Km 30-300 puM; kcat 43-
704 st ve spesifik aktivite 43-636 U/mg protein). Molekiiler agirliklar1 47-76 kDa’dur
(Lei et al. 2007). Bitkisel kaynakli fitazlarin ¢esitliligi ve stabilitesinin diisiik olmasi
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rasyonlarda giivenilir enzim kaynaklart olarak kullanimini sinirlandirmaktadir (Angel et
al. 2002).

1.4.2. Hayvansal fitazlar

Cesitli hayvan tiirlerinin dokularinda fitaz aktivitesi tespit edilmesine ragmen (Bitar and
Reinhold 1972), hayvansal kaynakli fitazlarin higbirinde molekiiler karakterizasyon
tamamlanmamistir. Hayvansal kaynakli fitatlarin Km degeri, 0.03-2.6 mM araliginda
degismektedir. Hayvansal fitazlar alkali ve ndtral aralikta optimum pH gdstermesine
ragmen, kiimes hayvanlarinin bagirsak epitel hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada,

optimum pH’nin 5.5-6.0 araliginda oldugu gosterilmistir (Ellestad et al. 2002).

Hayvansal kaynakli fitazlar bagirsak epitel hiicre zarindan izole edilmis olsa da (Maenz
and Classen 1998; Ellestad et al. 2002; Angel et al. 2002), tek mideli hayvanlarda
besinsel fitat fosforunun kullanilabilirligini arttirmak i¢in, diisiik maliyetli dis kaynakli
(eksojen) fitazin ilave edilmesi hayvansal fitazla ilgili ¢alismalar1 gélgede birakmustir.
Rumen veya kalin bagirsakta bulunan fitaz aktivitesi esasen mikrobiyal kaynaklidir

(Wise and Gilburt 1982; Yanke et al. 1998).

1.4.3. Mikrobiyal fitazlar

Gilintimiizde fitazlar bir¢cok bakteri, maya, fungus ve protozoalardan izole edilmistir. Bu
enzimlerin ¢ogu, alkali fitaz ya da histidin asit fosfatazin alt familyasma aittir.
Biyokimyasal 0Ozellikleri, kinetikleri ve stereospesifikliklerinde Onemli farkliliklar
goriiliir. Cesitli mikrobiyal fitazlar, gilinlimiizde hayvan yemi ilavesi olarak

ticarilestirilmistir (Lei et al. 2007).
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1.5. Fitazin Biyoteknolojide Kullanim

Glinlimiizde modern biyoteknoloji genetigi degistirilmis canlilar1 kullanarak ticari
miktarlarda {iriin elde etmeyi amaclamistir. Son 20 yilda fitaz enzimi ¢evre koruma,
beslenme ve biyoteknoloji alanlarinda bilim insanlariin dikkatini ¢ekmistir. Fitazlar
biyoteknolojik uygulmalarda (yem ve gidalarda fitat igerigini azaltmada) yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Lei and Stahl 2001; Vohra and Satyanarayana 2003).

Bu calismada kasar peynirinden izolasyonu yapilmis olan Tarimsal Biyoteknoloji
Kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Lactobacillus brevis susunun molekiiler olarak
tanilanmas1 ve yeni bir mikrobiyal kaynaktan fitaz enzimi iiretimi ve enzimin

karakterizasyonu amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETi

Stimengen et al. (2012), fermantasyon sonucu olusan gida iiriinlerinden izole edilen
Lactobacillus brevis suslarindan elde ettikleri fitaz enzimini {iretmis ve karakterize
etmislerdir. Bu susun fitaz iiretimi, 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra orta
sodyum fitat igeren koloniler etrafindaki seffaf bolgeler liretilerek tespit edilmistir.
Lactobacillus brevis’ten fitazin molekiiler agirligt SDS-PAGE’de 73 kDa ve 34 kDa
olarak hesaplanmistir. Lactobacillus brevis hiicre disi ve hiicre i¢i enzimlerin optimum
aktivitesi sirasiyla 120°C, pH 3,4 ve 110°C, pH 3.4’te ortaya c¢ikti. Lactobacillus
brevis’ten hiicre dis1 enzim, 90°C’de 5 dakika siire ile %91 stabil kalmistir.
Lactobacillus brevis intraselliiler enzim aktivitesi, HgCI> (%157), MnCl> (%140),
ZnCly (%121), MgCl2 (%133), CuCl2 (%131) ve FeClz (%123) ile belirgin sekilde

uyarilmistir.

Aziz et al. (2015), yaptiklari ¢alismada fitaz iireten bakterilerin fiziko-kimyasal
kosullarii incelemiglerdir. Fitaz iireten bakteri izolatlari, fosfat ¢oziindiirlicii ortamda
tarandi1. Lactobacillus casei, Enterobacter intermedius, Bacillus badius, Ecsherichia
coli, Shigella spp. ve Klebsiella spp. izolatlarmin (PHY02, PHY03, PHY06, PHY07,
PHY 12 ve PHY30) sirasiyla morfolojik, mikroskobik ve biyokimyasal karakteristikleri
tanimlandi. Tim izolatlarin (PHY02, PHY03, PHY06, PHYO07, PHY12 ve PHY30)
aktiviteleri sirasiyla 37°C'de (27, 9, 19, 40, 19 ve 32 IU/ml), pH 6,5te (26, 15, 19, 41,
19 ve 32 1U/ml) ve %1 NaCI (27, 15, 17, 41, 18 ve 32 IU/ml) olarak tespit edildi. Sonug
olarak, fitaz iireten bakteri izolatlar1 daha fazla analiz edilebilir ve yerli biyogiibre

olarak gelistirilebilir.

Kang et al. (2015), bu ¢alismada, yiiksek fitaz aktivitesine sahip seg¢ilmis Lactobacillus
sakei Wikim001 ile inokiile fitat indirgenmis kahverengi pirincin beslenmesi yoluyla,
ovariektomize (OVX) farelerde osteoporozun koruyucu etkisini incelemislerdir. %5
BR-WK diyetinin aksine, Lactobacillus sakei Wikim001 (%10 BR-WK diyeti) ile
tiretilen %10 kahverengi pirin¢ igeren normal diyetli OVX fareleri, trabekiiler kemik

hacmi / doku hacmi, kemik yiizeyi / doku hacmi, trabekiiler say1 ve femurdaki kemik
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mineral yogunlugu kontrol OVX farelerine kiyasla azalmistir. Ustelik %10 BR-WK
diyeti ile beslenen OVX fareleri, osteokalsin ve CTX-1 de dahil olmak iizere kemik
dongiisii belirteclerini azaltmistir. Bu sonuglar BR-WK diyetinin OVX kaynakl
trabekiiler kemik kaybinda kemik koruyucu etkisi oldugunu ve kemik dongli oranini
baskilayarak kemik mikro mimarisinin bozulmasin1 Onledigini gdstermektedir. Bu
nedenle BR-WK diyeti kemik kiitlesini ve yapisini osteoporoza karsi korumak icin

faydal1 olabilecegi fikri sunulmustur.

Zeren (2015), yaptigi bu calismada, Tirkiye’nin 30 farkli ilinden alinan toprak
orneklerinden 300 adet bakteri izole etmistir. Bakterilerin morfolojik ve fizyolojik
ozellikleri incelenerek 236 bakterinin Bacillus cinsi oldugu tespit edilmistir. Biitiin
suslarin fitaz aktiviteleri fitaz tarama ortami1 (PSM) kullanilarak tespit edilmis ve acgik
zonlarin ¢apt mm olarak gosterilmistir. Toplam 19 Bacillus sp. susu, ekstraseliiler fitaz
tireticisi olarak bulunmustur. 19 Bacillus sp. suslar1 arasindan en genis zona (11 mm)
sahip 1 adet sus se¢ilmis ve Bacillus sp. EBD 9-1 olarak adlandirilmistir. 16S rRNA
dizi analizi sonucunda Bacillus sp. EBD 9-1 susunun Bacillus megaterium ile %100
benzerlik gosterdigi tespit edilmis ve yeni izolat Bacillus megaterium EBD 9-1 olarak
adlandirilmigtir. Bacillus megaterium EBD 9-1 susunun fitaz enzim geni E. coli DH5a
susunda klonlanmaya calisilmistir. Bacillus megaterium DSM319, Bacillus megaterium
QM B1551 ve Bacillus megaterium WSH-002 suslarinin biitiin genom sekansi NCBI
veri bankasinda mevcuttur. Ancak, bu sekanslarin iginde fitaza ait bir sekans
bulunamamuistir. Bu sebeple, farkli Bacillus tiirlerinin fitaz sekanslar1 hizalanmis ve bir
cifti dejenere olmak tiizere 2 primer cifti hazirlanmistir. PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) sonucunda, sadece dejenere primer ciftleri kullanilarak amplifikasyon
gergeklestirilmigtir. Cogaltilan bu DNA fragmanlari pGEMR-T Easy vektorune
ligasyon ile aktarilmigtir. Rekombinant plazmitlerin E. coli DH5a susuna
transformasyonu gergeklestirilmis ve rekombinant plazmidi iceren saf E. coli DH5a
susunun plazmidleri izole edilmistir. Klonlanmanin kontrolii i¢in, rekombinant plazmid
EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmis ve beklenen boydaki bantlar agaroz
jel elektroforezinde gdzlenmistir. Izole edilen plazmidler T7 primeri ve ABI PRISM-

310 Genetic Analyzer cihaz1 kullanilarak sekanslanmistir. Sonug¢ olarak, 3 DNA
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fragmanmin niikleotit dizisinin fitaz enzimi sekansi ile benzerlik gostermedigi
gozlemlenmistir. Bu nedenle dejenere primerler ile amplifikasyon sonucunda fitaz geni
cogaltilamamistir. Yeni izole edilen bu Bacillus megaterium EBD 9-1 susu endiistriyel

Olcekte fitaz iiretimi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip olabilir.

Siimengen vd (2013), gergeklestirdikleri bu ¢alismada fitazi fermente gidalardan izole
edilen Lactobacillus plantarum’dan  iretmistir.  Lactobacillus  plantarum’un
ekstraseliiler ve hiicre i¢i enzim aktiviteleri sirasiyla 984,50 U/ml ve 494 U/g olarak
saptanmugtir. Lactobacillus plantarum’dan hiicre disi1 fitaz molekiiler agirliginin 46 kDa
oldugu ve hiicre ici fitazlarin SDS-PAGE ile 72 kDa, 36 kDa ve 33 kDa oldugu tespit
edilmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 fitaz aktivitesi i¢in optimum kosullar 120°C ve pH 3,4
olarak bulunmustur. Hiicre i¢i enzim 80°C’de 10 dakika boyunca %94 stabil kalmustir.
Hiicre dis1 enzim aktivitesi 1 mM CoCl; ve FeCly’den 6nemli olgiide etkilenmemistir.
Hiicre i¢i enzim aktvitesi 5 mM MnClx’den 6nemli Olgiide etkilenmemistir. Bu
gozlemler, Lactobacillus plantarum’un fermantasyon tahil ve soya bazli gidalar
gelistirmek icin baslangi¢ kiiltiirleri olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu ve
boylece fitat diizeylerini diisiirdiiglinii ve bu tiir ¢esitli minerallerin biyoyararlanimini
yiikselttigini gostermektedir. Bu, daha giivenli ve daha besleyici fermente edilmis bir

besin saglayacaktir.

Saribuga (2013), yapmus oldugu ¢aligmada Lactobacillus sp. suslarindan fitaz enziminin
izolasyonunu ve karakterizasyonunu incelemistir. Bu bakterilerin fitaz tiretimi MRS
(Man, Ragosa and Sharpe) ortaminda 30°C’de 48 saat inkiibasyon siiresinden sonra,
kolonilerin ¢evresinde olusan zon tliretimi ile belirlenmistir. Yapilan 6nceki ¢alismalarda
en iyi aktivite gosteren suslar kullanilmistir. Lactobacillus plantarum ve Lactobacilus
acidophilus’dan lretilen enzimlerin en yiiksek aktiviteleri pH 6,0’da 167,3 EU/ml ve
pH 5,0’de 163,1 EU/ml olarak belirlenmistir. Lactobacillus plantarum ekstraseliiler
enzimi, 25°C’de 10 dakika siire ile en yiiksek aktivite gosterirken, 10-100°C arasindaki
sicaklik degerlerinde de 2 saat boyunca enzim aktivitesini %90’nin iizerinde
koruyabilmistir. Lactobacillus acidophilus ekstraseliiler enzimi optimum sicaklik degeri
30°C’de 10 dakika siire ile en yiiksek aktivite gosterirken, 10-100°C arasindaki sicaklik
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degerlerinde de 2 saat boyunca enzim aktivitesini %90’nin lizerinde koruyabilmistir. Bu
sonuglara gore, Lactobacillus plantarum ve Lactobacilus acidophilus enzimleri sahip

oldugu karakteristik Ozelliklerden dolay1r endiistriyel alanda kullanima uygun oldugu

belirlenmistir.

Kalsiyum katkili soya silikasinda fitat varligt mineral absorbsiyonuna miidahale
edebilir. Baz1 laktik asit bakterileri, fitatlar1 bozunan ve dolayisiyla mineral biyolojik
kullanilabilirligini ve emilimini potansiyel olarak artirabilecek enzim fitazi {iretirler. Bu
calisma, Lactobacillus acidophilus ATCC4962, ATCC33200, ATCC4356, ATCC4161,
Lactobacillus casei ASCC290, Lactobacillus plantarum ASCC276 ve Lactobacillus
fermentum VRI-003’ igeren 7 susun fizyolojik bozunma potansiyelini ve fitaz
aktivitesini arastirmaktadir. Bu bakterilerin aktiviteleri tarama ortaminda ve potasyum
fitat ile desteklenmis kalsiyum katkili soya silikasinda incelenmistir. Lactobacillus
acidophilus ATCC4962 ve Lactobacillus acidophilus ATCC4161 ile fermente edilmis
zenginlestirilmis soya silikasindaki fitaz aktivitesi, 12 saat ve 24 saat fermantasyon
sonrast sirastyla %85 ve %91 oraninda artis oldugu gozlemlenmistir. Tim suslar
yaklagik pH 5°te en yiiksek fitaz aktivitesi ifade etmislerdir. Fakat fitat bozunmasi
gozlemlenmemistir (Tang et al. 2010).

Raghavendra et al. (2010), tarafindan fitat indirgeme potansiyeline sahip 60 civarinda
laktik asit bakteri susu, bakliyat ve tahil kaynakli bilinen fermente 6rneklerden izole
edilmistir. Myo-inositol hekzafosfat (IP6) indirgeme yetenekleri kobalt kloriir (CoCl>)
plate assay (nitel boyama yontemi) ile incelenmistir. Kiiltiirlerden biri olan Pediococcus
pentosaceus CFR R123’in fitik asitin Kkalsiyum ve sodyum tuzlarimi indirgeme
yeteneginde oldugu goriilmis olup, fitat indirgeyen CFR R123{in faydali 6zelliklerinin
in vitro degerlendirilmesi de yapilmistir. Pediococcus pentosaceus CFR R123, pH 2°de
%53 ve pH 2,5°de %62 oraninda canlilik gostermesine karsilik, Lactobacillus
rhamnosus GG’nin kiiltiirleri, pH 2’de %55 canlilik gosterirken, pH 2,5’da %82
oraninda canlilik gostermistir. GG susu %0,3 6kiiz safras1 bulunan ortam-da hi¢ {ireme
gostermez iken, CFR R123 susunun ksilene hidrofobisitesi %62,8 iken GG susunun
%359 oldugu gozlemlenmistir. Her iki test susunun da Listeria monocytogenes Scott A,



18

Escherichia coli gibi gida kaynakli patojenlere karsi antibakteriyal aktiviteye sahip
olduklar1 ve Pediococcus pentosaceus CFR R123’in [-galaktosidaz aktivitesi ve
kolesterol diistiriicii 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir. Laktik asit bakterileri, fitat
indirgeme kabiliyetleri ve bir¢ok faydali ozellikleriyle fonksiyonel gidalarda besin

giivenligini arttirmak icin starter kiiltiir olarak kullanilabilecekleri ileri siiriilmiistiir.

Palacios et al. (2008), yapmis olduklar1 ¢alismada, fitat yoniinden zengin olan yemlerle
beslenen tavuklarin sindirim (gastrointestinal) sistemlerinin farkli yerlerinden yiiksek
fitat indirgeme aktivitesine sahip suslari segmis olup, bunlarin tam bugday ekmeginin
yapim siireci i¢in uygunluklarmi arastirmiglardir.  Farkli  Lactobacillus ve
Bifidobacterium suslar1 izole edilmis, fitaz ve fosfataz aktivitesi i¢in ayr1 ayri teste tabii
tutulmustur. Her iki enzim de fitatin indirgenmesinde katkida bulunabilecegi diisiincesi
ile ayri ayr test edilmistir. Fitat indirgeme aktivitesi en yiiksek olan izolatlarin,
Lactobacillus salivarius (L-1D15), Bifidobacterium dentium ve Lactobacillus reuteri (L-
M15) tiirlerinin oldugu belirlenmistir. Tam bugday ekmegi yapiminda Lactobacillus
salivarius (L-ID15) ve Lactobacillus reuteri (L-M15) segilerek fermantatif yetenekleri
test edilmistir. Secgilen iki bakteride tam bugday ekmeklerinin kontrol grubu
(laktobasil yoklugundaki ekmekler) ile benzer teknolojik kaliteye sahip oldugu
gorilmistlir. Ayrica laktobasillerin varligi sonucu inositol fosfat diizeyi diisiik ekmek
kirintilart goriilmistiir. Sonug olarak, yiiksek fitat indirgeme aktivitesine sahip olan iki
bagirsak laktobasil suslarinin, tam bugday ekmek yapimi siirecinde “starter” kiiltiir
olarak  kullanilan faydali Gzelliklere sahip oldugu ¢alismamiz ~ sonucuyla
desteklenmektedir.

Zotta et al. (2007), Cornetto di Matera mayalarindan izole edilen LAB’nin 41 susunda,
fermantasyon sirasindaki rollerini aydinlatmak i¢in onlarin enzimatik aktivitelerini
incelemislerdir. Spektrofotometrede, sentetik subtratlar kullanilarak treaz, fitaz,
fosfataz, peptidaz ve B-glukosidaz aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Proteolitik aktiviteleri,
kontrol grubu olarak asitlestirilmis ve notral steril hamurlar kullanilarak numune
hamurlarda arastirilmigtir. Biitiin suslar diisiik tireaz, iminopeptidaz ve glutamil

aminopeptidaz aktivitesine sahip olmakla birlikte diger enzimatik aktiviteler sebebiyle
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tiir igerisinde farkliliklar gozlemlenmistir. Lactobacillus plantarum, Weisella cibaria ve
Lactobacillus pentosus’un enzimatik aktiviteleri suslar arasinda degisiklik gostermekte
iken, Leuconostoc mesenteroides ve Lactobacillus curvatus suslar1 ¢ogunlukla yiiksek
aminopeptidaz, X-prolyl dipeptidylaminopeptidaz, B-glukosidaz ve fitaz aktivitesi
gostermistir. Hiyerarsik kiimeleme analizi yapilarak benzer enzimatik profillerine
dayanarak suslar siniflandirilmistir. Farkli ekmek yapimu siiresince karisik starter kiiltiir
olarak kullanimi ileri siiriilen Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus ve
Leuconostoc mesenteroides’in farkli suslarmin fitaz, proteolitik, B-glukosidaz ve

peptidaz aktivitelerinde ilging kombinasyonlar gériilmiistiir.

Reale et al. (2004), Giiney Italya bolgesindeki mayalardan Lactobacillus brevis,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum ve Saccharomyces cerevisiae
suslarinin fitaz aktivitesini 31P NMR teknigi kullanarak olgmiislerdir. Calismanin
sonucunda, ekmek yapiminda LAB’lerinin kullanimina dayalt maya teknolojisi ortaya

¢ikarilmstir.

Chaoui et al. (2003), fitaz aktivitesi, maya fermantasyonu sirasinda ve unda
fizikokimyasal ve karakteristik (pH, fitik asit hidrolizi ve hamur kabarma kapasitesi)
ozellikleri belirlemek amaciyla dogal mayali ekmek Starterleri tizerinde ¢alismiglar ve
fermantasyon mikroorganizmalar1 (mayalar ve laktik asit bakterileri) tanimlamislardir.
Sonuglara bakildiginda, bilinen starter kiiltiirler ile baglatilan mayalarda fitik asitin
diistiiglinii ve fitaz aktivitesinde genis c¢esitlilige sahip oldugu ortaya cikmigtir.
Fermantasyon sonunda mikroorganizma sayisinda artma meydana gelmis, starterlerin
daha yiiksek fermantasyon aktivitesi gosterdigi gézlemlenmistir. Fermantasyonda laktik
asit bakterilerinin yiiksek sayida oldugu saptanmis, maya popiilasyonlar: genis cesitlilik
gostermistir. Fitaz aktivitesi, Lactobacillus plantarum ve Leuconostoc mesenteroides ile
Saccharomyces cerevisiae’nin birlikte oldugu laktik asit bakteri ve maya izolatlarindan

yapilmis starter kiiltiirlerde ispat edilmistir.

Zamudio et al. (2001), tarafindan 6 laktik asit bakteri (Pediococcus pentosaceus,

Leuconostoc mesenteroides, Lactabacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii,
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Lactobacillus casei ve Lactobacillus plantarum) kiltiri i¢in fitaz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Aralarinda en yiiksek aktivite Lactobacillus plantarum igin
bulunmus olmasina ragmen, fitaz aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Fitat
indirgeyici aktivitesi ile enzimin, molekiiler agirliginin 52 kDa oldugu ve optimum
aktivitenin pH 5,5 ve optimum sicakligin 65°C’de gosterdigi belirtilmistir. Fitaz
aktivitesi, asetil fosfat gibi monofosforillenmis bilesikler ile daha yiiksek bir hidroliz
oranma sahip non-spesifik asit fosfatazdan dolay1 diisiik enzim aktivitesi olarak

agiklanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, taze kasar peynirinden 6rnek alinmistir. Bakteri izolasyonu i¢in gereken
genel ve Ozel besiyeri, bakterinin molekiiler tan1 ve enzim aktivitesi islemlerinde

kimyasallar ve kitler kullanilmisgtir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar:

Inkiibator (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Mikroskop (Bresser, GERMANY)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Calkalayic1 (Shimadzu, PHILIPPINES)

Manyetik Karistirict (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (Ohaus Starter3000, USA)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Hassas Terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Arcelik, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Spektrofotometre (UV-1201V)

Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
Jel Goriintiileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)
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PCR Cihazi (Thermo Cycler Block, GERMANY)
DNA izolasyon Robotu (Qiacube, GERMANY)

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

M17 Agar (Merck), M17 Broth (Merck),Nutrient Agar (Oxoid), Proteinaz K (Merck),
Tris-HCI (Merck), NaCl (Merck), Ethanol (Merck), 1XTAE (Sigma), 1XTBE (Sigma),
20X Dimetil stilfoksit (Sigma), 10 x PCR tamponu: (Sigma), dNTPs (Sigma), Tag DNA
polimeraz (Sigma), Agaroz (Sigma), Jel Red (Sigma).

3.1.3. Kullanilan kitler

Bakteri DNA izolasyonu kiti (QIAGEN).

3.1.4. Cahismada kullanilan ¢o6zelti ve besiyerlerinin hazirlams

Nutrient Agar: Hassas terazide tartilan 28g/L Nutrient Agar karigimi hazir haldeki 1 L
dH20 igerisine ilave edilerek elde edilen besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril hale
getirilip sogumaya birakilmistir. Besiyeri 4°C’ye varincaya kadar sogutulduktan sonra
steril halde bulunan petrilere dagitilarak katilagmasi icin bekletilmistir (Lelliot and
Stead 1987).

M17 Agar: Hassas terazide tartilan 55 g/LL M17 Agar karisimi, hazir haldeki 1 L dH20
icerisine ilave edilerek elde edilen besiyeri 1sitilarak karistirilir. Otoklavda 121°C’de 15
dk steril hale getirilir. Otoklav sonrasinda 45-50°C’a sogutulup, steril petri kutularina
dokiliir. Hazirlanmig besiyeri seffaf ve kahverengi olup, 25°C’da pH’s1 7,2+0,2’dir
(Terzaghi and Sandine 1975).

M17 Broth: Hassas terazide tartilan 42,5 g/ M17 Broth karigimi, hazir haldeki 1 L
dH20 igerisine ilave edilerek elde edilen besiyeri uygun kaplara dagitilarak (tiip, erlen)
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otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri seffaf ve kahverengi
olup, 25°C’da pH’s1 7,2+0,2’dir (Terzaghi and Sandine 1975).

Stok Besiyeri: 0,65g nutrient broth karisimina 36 ml gliserol ilave edildikten sonra
toplam hacim 100 ml olacak sekilde saf su ilave edildi. Tam ¢oziinme olmasi igin
manyetik karisticida karistirilan besiyeri otoklavda steril edildi. Aseptik olarak 2 ml’lik
steril eppendorf tiiplere 1,2 ml konularak hazirlandi (Saygili vd 2006).

Proteinaz K: izolasyon kiti igerisinde hazir bir sekilde gelen proteinaz K’dan 200 ul

alinarak steril eppendorf tiiplere aktarildi. Kullanilmak tizere oda sicakliginda bekletildi.

1XTAE Tamponu: 100 m! 10XTAE’nin (Sigma) hacmi sdH20 ile 1000 mL oluncaya

kadar tamamlandi.

IXTBE Tamponu: 100 ml 10XTBE’nin (Sigma) hacmi sdH20 ile 1000 mL oluncaya

kadar tamamlandi.

%70°lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin iizerine hacmi 100 ml oluncaya kadar saf su
eklendi. -20°C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO): 2ml’lik steril eppendorf tiiplere alinan, %100’lik
DMSO (Sigma) kullanilincaya kadar 25°C’de bekletildi.

6X yiikleme tamponu: 100 ml yiikleme tamponu i¢in %100°liik gliserolden (Sigma-
G9012) 40 ml alinarak, 0,1 g bromfenol blue (Sigma) ile karistirild1 ve hacmi 1x TAE
100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon amber sise igerinde giines almasi

engellenerek, +4°C’de korundu.

10 x PCR tamponu: (Sigma) (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl; ,
%0,01 jelatin pH: 8,3) Taq DNA polimeraz ile birlikte gelmektedir.
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Primerler: 27F - 1492R primer seti MgCl, (Sigma-M1028): 1M olan hazir ¢ozelti 25

MM olacak sekilde steril saf su ile sulandirildi.

dNTPs (Sigma): (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10 mM)
-20°C’de muhafaza edildi.

Taq DNA polimeraz (Sigma)

Agaroz (Sigma-A5093)

DNA markir (Sigma): 1 kb’lik DNA marker.

Primer calisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
kullanma kilavuzunda yazilan protokol dogrultusunda c¢oziilerek (CIxV1=C2xV2)

formiilii uygulanarak son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirland:.

Enzim aktivitesi icin kullanilan ¢ozeltiler

Substratin hazirlanisi

Icerisine 2 mM Na-fitat eklenen 100 mL 0,1 M asetat tamponu (pH 5,5) hazir hale
getirilmistir (Raghavendra and Halami 2009).

a. 2 mM Na-fitat ¢ozeltisi

Sodyum asetat tamponu lizerine 0,132 g Na-fitat ilave edilmistir.
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b. 0,1 M Sodyum asetat tamponu

0,82 g sodyum asetat 100 mL distile su (dH20)’da tamamen ¢6ziindiiriilerek HCI ile pH

5,5’e ayarlanmustir.

Reaksiyonu durdurucu ¢ozeltinin hazirlamisi

Reaksiyonu durdurabilmek i¢in %10’luk TCA (Trikloroasetik asit) kullanilmistir.10 g
TCA 100 ml distile su (dH20)’da ¢oziilerek hazirlanmigtir (Raghavendra and Halami
2009).

Renklendirme ¢ozeltisinin hazirlanisi

Cozelti A: 5,73 mLsiilfirik asit (%96°1lik) 93,7 mL distile su igerisine eklenerek %5,5

(v/v) siilfirik asit ¢ozeltisi hazir hale getirilmistir.

Cozelti B: Cozelti A’da uygun bir oranda ¢6ziinmiis ve son hacim ¢ozelti A ile 100

mL’ye sabitlenmis 2,5 g amonyum molibdat hazirlanmistir.

Cozelti C: Uygun oranda distile suda, 2,5 g demir siilfat ¢oziinmiis ve son hacim distile

su (dH20) ile 100 mL’ye tamamlanmustir. igerisine 1-2 damla siilfirik asit eklenmistir.

Renklendirme ¢ozeltisi: Bir hacim ¢o6zelti C, dort hacim ¢ozelti B ile karistirilarak
renklendirme ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin uzun siire bekletilmemesi
gerekir (Choi et al. 2001; De Angelis et al. 2003).
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pH aktivitesi icin kullanilan tamponlar

a. Tris-HCI tamponu

pH 7,0-9,0 Araligindaki fitazin aktivitesini belirlenmesi i¢in kullanilmistir. 0,121 g
Trizma base 10 mM Tris-HCI] tamponu igin tartitlmis ve 100 ml suda ¢6ziinerek
hazirlanmistir. Uygun pH degerini elde etmek iizere konsantre NaOH ve/veya HCI

¢ozeltisi kullanilmistir.

b. Sodyum asetat tamponu

pH 2,0-6,0 araligindaki fitazin aktivitesini belirlemek nedeniyle kullanilmistir. 0,82 g
sodyum asetat 0,1 M asetat tamponu i¢in tartilmis ve 100 ml dH20 ile tamamlanmustir.
Optimum pH degerlerini ayarlayabilmek i¢in HCI ve/veya 0,1 M’lik NaOH

kullanilmuastir.

c. Karbonat tamponu

pH 10-11 Araligindaki fitazin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. 0,105 g
sodyum karbonat 10 mM Karbonat tamponu i¢in tartilmis ve 100 ml distile su ile iizeri
tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak tizere 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizma izolasyonu ve identifikasyonu

Kasar peyniri 6rneginden 10 g tartilip 100 ml serum fizyolojik tuzlu su igerisinde
vorteks ile homojenize edilmistir. Diliisyon islemi ile ornekten 1’er ml alinarak

igerisinde 9 ml fizyolojik tuzlu su bulunan cam tiiplere aktarim yapilmistir. Vorteksleme
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islemi yapildiktan sonra 10®dan 0,1 ml almarak bakterinin nutrient agara yayma
yontemi ile aktarimi gergeklestirilmistir. 35°C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edildikten

sonra tek kolonilerden ¢izim usulii ekim yapilarak bakteri saflastirilmistir.

3.2.2. Morfolojik ozelliklerin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojileri boyutlar1 ¢ok kiiclik olduklarindan dolayr bireysel yapilari
sadece mikroskoplarla belirlenebilir. Bu nedenle, kat1 ya da siv1 besiyerlerinde saf bir
sekilde gelistirilen hazirlanmis bakteri preparatlar1 spesifik boyalar araciliiyla islem
yapilarak inceleme yapilir. Mikroskoptaki incelemelerde, bakterilerin boyutlari, spor
durumu, boyanma 6zelligi (Gram (-) veya (+), vb.) gibi 6zelliklerinin varlig1 incelenir

(Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

a. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi: Her bir izolattan 6rnek hazirlanarak kristal
violet ile basit boyama yapilmis ve mikroskop altinda goriintiilerine bakilarak sonuclar

elde edilmistir (Temiz 2000; Harley and Prescott 2002).

Bakteri izolatlarinin hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi i¢in gram boyama testi

yapilmustir (Tarak¢ioglu 2016). Bu testte agagidaki yontem kullanilmigtir.

a) Lam Uzerine bir damla saf su aktarilir ve daha sonra iizerine besiyerinde 24 saat
gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak iyice yayailir.

b) Atesten gegirilerek fikse edilir.

¢) Ik olarak kristal viyolet boyast ile 1 dk muamele edilir ve saf su ile 30 sn yikanur.

d) Ligolile 1 dk muamele edilir ve %96’lik etil alkol ile yikanir.

e) Tekrar saf sudan gegirilerek son kez safranin boyasi uygulanir.

f) Preparat yikanip kurutulur.

g) Mikroskop altinda incelenir.
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3.2.3. Calismada kullanilan bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Her bakterinin 24 saatlik saf kiiltiiriinden bir lop alinarak, igerisinde 500 ul %30’luk
gliserol ve 500 pl LB Broth (1 L dH20’ya 10 g tryptone, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract
ilave edilerek hazirlanacaktir.) bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak -etiketlenir.

Vorteks cihazinda vortekslenerek -80°C’de sonraki ¢alismalar icin muhafaza edilir.

3.2.4. Mikroorganizmanin molekiiler tanilanmasi

3.2.4.a. Bakteri izolatlarin DNA izolasyonu

Izolatlarin DNA’lar1 bakteri DNA izolasyon kiti (Qiagenden uyarlanan protokol)

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu asamalar;

a) MI17 agarlarda gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu toplanarak steril eppendorf
tiiplerine alindu.

b) Toplanan tiiplere 200ul Lizozim + trisHCL ¢ozeltisi eklendi.

c) Bukarisim giizelce vorteks edilerek homojen bir ¢6ziinme olmasi saglandi.

d) Vorteks’lenen karigimlar 45 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bu siirede her
15 dakikada bir vorteks yapildi.

e) Inkiibasyon sonunda 6rnekler 12000rpm’de 5 dakika 24°C’de santrifiij edildi.

f) Santrifiijlenen 6rnekler sivi kismi dokiilerek cidara yapisan pelet kisim birakildi.

g) Ornekler robotun bdliimlerine dizilerek izolasyon baslatildi.

0,6 g agaroz, 1XTBE tamponuna aktarildi. Mikrodalgada elde edilen karisim seffaf bir
goriiniim alincaya kadar kaynatildi. El yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul

red kimyasali eklenerek, icerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine

dokiildii. 15-20 dk sonra jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. 1XTBE tamponu



29

jel ylizeyini tamamen kaplayacak sekilde tankin i¢ine yerlestirildi. Marker ve DNA
yiiklemesi yapildiktan sonra %1°lik konsantrasyona sahip agaroz jelde DNA yiiriitiildii.

3.2.4.b. 16S rRNA bélgesinin PCR yardimui ile cogaltilmasi

Bakterilerin sistematigi acisindan Onemli bir yere sahip olan 16S rRNA’nin
sentezlendigi bolge secilmis ve evrensel primerler (27F forward 5°- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG -3’; 1492R reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3°)

kullanilarak laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmistir.

PCR reaksiyonun hazirlanmasi: 30 pl’lik reaksiyonda; asagidaki karigim hazirlanmigtir.

a) 3 ul10x PCR tamponu

b) 0,6 ul ANTPs

c) 0,3 ul 50 uM Forward primer

d) 0,3 ul 50 uM Reverse primer

e) 1,2ul DMSO

f) 1,8 ul MgCl2

@) 0,3 pl 5 unit/pl Tag DNA polimeraz
h) 21,5 pl steril saf su

Son olarak karistma 1 pl kalip DNA ilave edilerek son hacim 30 pl’ye tamamlanmistir

(Baris 2009).

PCR programi: PCR reaksiyonu hazirlanan 6rnek materyal ile asagidaki sathalar olacak

sekilde bir programda calisilmistir.

a) 95°C’de 120 saniye denatiirasyon sonrasinda
b) 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 60 saniye denatiirasyon
c) 53°C’de 60 saniye baglanma
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d) 2°C’de 120 saniye uzama basamaklari ve sonrasinda

e) 72°C’de 5 dakika uzama (Baris 2009).

16S rRNA PCR irinlerinin elektroforezi: 1,8 gr agaroz tizerine 120 ml 1XTAE
tamponu eklendi. Mikrodalga firininda elde edilen karisim seffaf bir gériiniim alincaya
kadar kaynatildi. 50°C’ye veya el yakmayacak kadar sogutulan agaroz jele 0,6 ul jel red
kimyasali eklenerek, igerisine taraklarin yerlestirildigi elektroforez jel kiivetine dokiildii.
Belli bir siire beklenerek dondugu anlasilan jelden taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
1XTAE tamponu jel yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde elektroforez tankinin icine
yerlestirildi. Jeldeki ilk kuyucuga, DNA markerindan [50-100-200-300-400-500-750-
1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 ul yiiklendi.
Diger kuyucuga 6rnek yiiklendi. PCR 6rnegi %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Elektroforez jel diizenegi; 90 volt akimda 60 dakika yiiriitiildi. Yiiriitme isleminden
sonra jel, UV 1s1k sistemi altinda goriintiilendi ve bilgisayar ortaminda analiz edildi

(Baris 2009).

3.2.4.c. DNA dizi analizlerinin alinmasi ve sonug¢larin degerlendirilmesi

Sekans analizi sonuglar1 BioEdit ile analiz edilerek Fasta formatina ¢evrildi. Primerler
bulunup ve dncesindeki kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra aradaki her iki taraftan okunan

kisim kontrol edilerek diizenlendi NCBI veri bankasinda sekans sonuglari karsilastirildi.

3.2.5. Bakterilerin inokiilasyonu

MI17 Agar’da gelisme gosteren bakteriler, M17 Broth’a inokiile edilerek bakterilerin
sivt kiiltiir ortamina aktarilmasi saglanacaktir. 35°C’de 120 saat etiivde inkiibasyona

birakilacaktir.
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3.2.6. Enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Fitaz aktivitesi Ol¢iiliirken her basamakta elde edilen siipernatantlarin hepsinden aktivite
tayini yapilmistir. Fitaz enziminin aktiviteye sahip oldugu araliklar tespit belirlenmistir.
Aktivite tahini hesaplanirken 100 pL enzim ¢ozeltisi iizerine 250 upL substrat
eklendikten sonra vorteks ile karigtirilir daha sonra 10 dakika 50°C’ye ayarlanmis su
banyosunda reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonu durdurmak i¢in 500 pL %10’luk TCA
eklenmistir. 15 dk oda sicakliginda bekletme islemi yapildiktan sonra tiiplere 500 pL
renklendirme ¢ozeltisi ilave edildi. 15 dakika inkiibasyondan sonra 3200 devir/dakikada
10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra 6rnekler kor kullanilarak 700

nm’de spektrofotometre cihazinda dlgiim islemi yapilmistir.

3.2.6.a. Enzimin optimum pH degerinin saptanmasi

Elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi i¢in karbonat
(pH 10,0-11,0), Tris (pH 7,0-9,0), sodyum sitrat (pH 4,0-6,0), ve asetat (pH 2,0-3,0),
tampon ¢ozeltileri kullanilarak farkli pH degerlerinde olan (pH 2,0-11,0) ve igerisinde 2
mM sodyum fitat ihtiva eden substrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Aktivite tayini yapmak
i¢cin 100 pL enzim ve 250 pL substrat 2 ml’lik tiipte vorteks ile karistirilmistir. Ardindan
50°C’ye ayarlanmig su banyosunda 10 dakika reaksiyona girmesi beklenmistir.
Reaksiyonu durdurmak amaciyla 500 pL %10’luk TCA ilave edilmistir. Su
banyosundan alinan tiiplere 500 pL renklendirme ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 15
dakika beklenmis ve sonrasinda Ornekler 4000 devir/dakikada 5 dakika santrifiij
edilmistir. ~ Santrifiij yapildiktan sonra Ornekler kor’e karst 700 nm’de

spektrofotometrede 6l¢iimii yapilmistir.
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3.2.6.b. Enzimin optimum sicaklik degerinin saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90°C’lik sicakliklar segilmistir. Sicaklik Olgiimlerinin saptanmasi i¢in su banyosu
kullanilmistir. Aktivite tayininin yapilabilmesi i¢in 100 uL enzim ve 250 pL substrat

karistirilarak standart aktivite 6l¢iimii yapilmistir.
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterinin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin katt (M17 Agar) ve her bir izolatin
olgun koloni olusturdugu siirede sonuglar alinmistir. Ayrica koloni goriintiisii Sekil
4.1°de gosterilmistir. Kiiltlire alinan bakteri 6ze yardimiyla c¢izgi ekim yoOntemi
kullanilarak ¢izilmistir. Burada saf koloni yapilari incelenmis ve yapilan galigmaya bu

kolonilerden devam edilmistir.

Sekil 4.1. Lactobacillus brevis bakterisinin koloni goriiniimii
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4.2. Molekiiler Yontem ile Lactobacillus brevis’in Tanilanmasi

4.2.1. DNA izolasyon sonucu

Lactobacillus brevis izolatinin genomik DNA izolasyonu bolim 3.2.4.a’da belirtilen
protokole gore herhangi bir degisiklik yapilmadan uygulanmistir. DNA izolasyon

sonuclar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. Lactobacillus brevis (NL-2)’in DNA izolasyon sonucu elektroforezde
gorinimu

4.2.2. PCR sonuglarmnin jel goriintiisii

Lactobacillus brevis izolatindan elde edilen genomik DNA’lar kullanilarak kurulan
PCR reaksiyonlar1 sonucu beklenen biiyiikliik olan 1400-1500 bp biiytikliiglinde oldugu
Sekil 4.3 te goriilmektedir. Isaretli olan bdlge 1400 bp biiyiikliigiindedir.
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1400 bp $

Sekil 4.3. Lactobacillus brevis (NL-2)’in PCR sonucu jel goriintiisii

4.2.3. Dizi analizi sonuclar

PCR sonucunun 16S rRNA gen gen bolgesinin tespitini saglamak i¢in dizi analizi
(sekanslama) yapan sirkete Ornekler gonderilmistir. Sirketten gelen veriler
dogrultusunda blastlama islemi sonucu olusan 16S rRNA dizisi Sekil 4.4’te

belirtilmistir.

> Lactobacillus brevis

GAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAAT
CTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGG
ATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAG
GTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGA
GCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGA
GAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTATAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
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CCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG
TTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAA

Sekil 4.4. Lactobacillus brevis izolatindan 16S rRNA gen bdlgesine ait dizi analizi
sonucu

4.3. Fitaz Aktivitesi Sonugclari

Izolasyonu ve tanilamasi yapilan Lactobacillus brevis’in absorbans degeri
spektrofotometrede 0,318 olarak dl¢iilmiistiir. Optimum sicaklik ve pH degeri igin farkli

sicaklik ve pH degerlerinde aktivitesi dl¢iilmiis, aktivite sonuglar agagida gosterilmistir.

4.3.1. Fitaz enziminin optimum pH sonuclari

Lactobacillus brevis’den iretilip saflagtirilan fitaz enziminin enziminin optimum
pH’sim1 belirlemek i¢in 3 kez dl¢iim yapilmistir (Cizelge 4.1). Optimum pH igin, pH
2,0’dan 11,0’a kadar on farkli pH ortaminda ¢alisilmistir. pH 2,0-6,0 arasi asetat, pH
7,0-9,0 aras1 Tris / HCI ve pH 10,0-11,0 arasinda karbonat tamponlar1 kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar ile aktivitesi hesaplanmig ve “Aktivite-pH” grafikleri ¢izilmistir.

Excel programinda yapilan sonuglar Sekil 4.5’de verilmistir.



37

Cizelge 4.1. Lactobacillus brevis'in optimum pH absorbans (A) degerleri

1.DENEME 2.DENEME 3.DENEME ORTALAMA
pH G (A) (A) (A)

2 0,304 0,308 0,306 0,306
3 0,322 0,325 0,305 0,317
4 0,26 0,262 0,251 0,257
5 0,238 0,227 0,255 0,24
6 0,258 0,26 0,258 0,258
7 0,291 0,312 0,294 0,299
8 0,305 0,309 0,304 0,306
9 0,275 0,318 0,266 0,286
10 0,286 0,283 0,283 0,284
11 0,299 0,303 0,287 0,296

Lactobacillus brevis

0,35 0,317

0,306

0,299 0,306 0,296

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

0
0 2 4 6 8 10 12 m

Sekil 4.5. Lactobacillus brevis’den elde edilen ektraseliiler fitaz enziminin aktivitesi
tizerine pH’nin etkisi

4.3.2. Fitaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

Lactobacillus brevis’den elde edilip saflastirilan fitaz enzimi optimum sicakliklarini tes-
pit etmek icin gerekli dlgtimler yapilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglarla aktivite

hesaplanmis ve “Aktivite-°C” grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen bulgulara gore
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Lactobacillus brevis’e aitt fitaz enziminin optimum sicakligi 50°C olarak bulunmustur.
Lactobacillus brevis’den elde edilen fitaz enzimi optimum sicaklik sonuglari Excel

programi ile yapilmis olup, sonuglar Sekil 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Lactobacillus brevis'in optimum sicaklik absorbans (A) degerleri

SICAKLIK 1.DENEME 2.DENEME 3.DENEME ORTALAMA

30 0,296 0,285 0,289 0,29
40 0,303 0,3 0,297 0,3
50 0,32 0,322 0,317 0,319
60 0,301 0,299 0,297 0,299
70 0,297 0,295 0,295 0,295
80 0,296 0,296 0,294 0,295
90 0,298 0,299 0,295 0,297

Lactobacillus brevis

0,325

0,32

0,315

0,31

0,305

0,3

0,295

0,29

0,285

0,28

0 20 40 60 80 100

Sekil 4.6. Lactobacillus brevis’den elde edilen ektraseliiler fitaz enziminin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Ataiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji laboratuvarlarinda bulunan
kiiltiir koleksiyonundaki yaklasik 50 izolat arasindan yalnizca bir tane Lactobacillus
brevis bakterisi tanimlanmastir. Lactobacillus brevis bakterisini elde edebilmek i¢in
oncelikle orijini oldugu taze kasar peynirinden diliisyon yontemi ile seyreltme
yapilmustir.. Her bir tiipe 1 ml 6rnek aktarilarak sonuncu tiip olan 10®°dan 0,1 ml 6rnek
alinip Nutrient Agar’a yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. 35°C’de 24-48 saat
inkiibasyonda tek koloni olusumu gozlenmis daha sonra bir 6ze yardimiyla tekrar

saflagtirma i¢in ekim yapilmustir.

Lactobacillus brevis’in koloni 6zelliklerine bakildiginda; kiigiik yuvarlak yapili, krem
renkli, piirlizsiiz parlak ve pigment icermeyen opak yapida oldugu gozlemlenmistir.
Yapilan Gram boyama yontemi ile Lactobacillus brevis’in test sonucu mor renkte

goriildiigi tespit edilmis ve Gram (+) bir bakteri oldugu belirlenmistir.

Lactobacillus brevis’i molekiiler olarak tanilamak i¢in 6ncelikle DNA izolasyon islemi
gerceklestirilmistir. QIAGEN bakteri izolasyon kiti ile protokol uygulanarak izolasyon
islemi yapilmistir. Bakterilerin sistematigi agisindan onemli bir yere sahip olan 16S
rRNA’nin sentezlendigi bolge secilerek evrensel primerler yardimiyla PCR protokoli
ile bolgeler cogaltilmistir. Elde edilen PCR sonuglar1 arastirma ve bulgular boliimiinde

Sekil 4.3°te verilmistir.

Lactobacillus brevis bakterisinin fitaz enzimi aktivitesi ve aktivitesini onemli olgiide
etkileyen sicaklik ve pH degerleri farkli degerlerde Olcililmiis, optimum pH ve optimum
sicaklik degerleri ¢alisilmistir. Lactobacillus brevis’ten saflastirilan fitaz enziminin
optimum pH’sin1 saptamak amaciyla pH 2,0-11,0 araliginda aktivite 6l¢iimii yapilmistir.
pH 2,0-6,0 Aralig1 i¢in 0,1 M’lik asetat tamponu, pH 7,0-9,0 Aralig1 icin 10mM’lik
Tris/HCI tamponu ve pH 10,0-11,0 Aralig1 igin ise 10 mM’lik karbonat tamponlari ile

enzimin gosterdigi aktivite spektrofotometrede Olgiilmiistiir (Saribuga 2013).
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Lactobacillus brevis’ten ekstraseliiler olarak iiretilen fitazin optimum aktiviteye pH

3,0°de sahip oldugu belirlenmistir.

Gilinimiize kadar fitazla yapilan degisik ¢alismalarda literatiire farkli optimum pH
sonuglar1 eklenmistir. Stimengen et al. (2012), Lactobacillus brevis susundan izole
edilen fitazin optimum aktivitesini pH 3,4’ te gosterdigini bildirmislerdir. Raghavendra
et al. (2010), izole ettikleri Lactobacillus rhamnosus susunda fitazin optimum
aktivitesini pH 2,5 oldugunu bildirmislerdir. Siimengen vd (2013), Lactobacillus
plantarum susundan izole edilen fitazin optimum aktivitesini pH 3,4’te gosterdigini
bildirmislerdir. Tomschy et al. (2002), Aspergillus niger NRRL 3135 kiifiinden izole
ettikleri fitaz enziminde optimum aktiviteyi pH 2.5 ve pH 5.0-5.5°da gosterdigini
bildirmislerdir. Zamudio et al. (2001), L. plantarum NRRL B-4496’den elde ettikleri
fitazin optimum aktivitesini pH 5.5 olarak bildirmislerdir. Lactobacillus
sanfranciscensis CB1’den izole edilen fitaz enziminin en iyi aktivitesini pH 4.0’da
gosterdigini, L. pentosus CECT4023’dan temin edilen fitazin en iyi aktivitesi pH 5.0°te
gosterdigini saptamiglardir (De Angelis et al. 2003; Palacios et al. 2005). (Luechai and
Dharmsthiti, (2010), Lactobacillus plantarum KV1’den izole ettikleri fitaz enziminin
en iyi aktivite gosterdigi pH degerini 5.5 olarak bildirmislerdir. Gergeklestirdigimiz bu
calismada Lactobacillus brevis susundan izole edilen ekstraseliiler (hiicre disi) fitaz
enziminin gostermis oldugu en iyi aktivite pH’s1 3.0 olup, yukaridaki ¢alismalardan elde

edilen sonuclara yakin oldugu goriilmiistiir.

Lactobacillus brevis’in fitaz enziminin optimum sicakligini saptamak i¢in 10-90°C
araliginda spektrofotometrede Ol¢iimler yapilmigtir. Yapilan Olgiimler sonucunda
optimum sicaklik 50°C olarak goriilmistiir. En diisiik aktivite gosterdigi sicaklik ise
30°C’de goriilmiistiir. Analizlerde kullanilan substrat optimum aktivitenin gerceklestigi
pH 5,5 sodyum asetat tamponundan hazirlanmis ve 10 dakika inkiibasyon siiresinden

sonra aktivite degeri bulunmustur.
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Zamudio et al. (2001), Lactobacillus plantarum susundan izole edilen fitazin optimum
aktivitesini 65°C’de gosterdigini bildirmiglerdir.

Yapmis oldugum bu ¢aligmada; Lactobacillus brevis bakterisinin optimum pH’s1 3,0
olarak bulunmus olup, en diisiik aktivite gosterdigi pH degeri ise 4,0 olarak
belirlenmigtir. Optimum sicaklik degeri ise 50°C olup en diigiik aktivite gosterdigi

sicaklik degeri 30°C olarak bulunmustur.

Bu sonuglar dikkate alindiginda, L. brevis ekstraseliiler enzimi 30°C’den sonra inisli
cikisli bir aktivite gdstermesine ragmen yiikksek bir aktiviteye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu 6zelligi ile termofil bir bakteri oldugu goriilmektedir (Sekil 4.6).
Literatiir verileri ile karsilastirildigi zaman Lactobacillus brevis’ten elde edilen fitazin
en yiiksek optimum aktivite sicakliklarina sahip oldugu tespit esdilmistir. Lactobacillus
brevis fitaz enziminin elde edilen biitiin pH degerleri dikkate alindigi zaman enzimin

asidik pH kosullarinda en iyi aktivite gosterdigi gézlemlenmistir.

Dengesiz beslenen insanlar, yiiksek oranda tahil yiyenler, vejeteryanlar, gelismemis iil-
kelerde mayasiz ekmek yiyen insanlar, tiikettikleri fitat icerigi yiiksek olan tahil,
baklagil ve soya proteinlerince zengin besinlerden dolay: ortaya ¢ikan Zn*?, Fe*?, Ca*?,
Mg*2, Mn*2 ve bakir gibi minerallerin aliniminin negatif etkisinin engellenebilecegi
diistiniilmektedir. Fitik asitin negatif etkilerinin yaninda antikanserojenik (prostat
kanseri, kolon kanseri, gogiis kanseri, kan ve kemik iligi kanseri, karaciger kanseri,
pankreas kanseri, rabdomiyosarkom), antioksidan, antimutajenik, hipokolesterolemik,
hipolipidemik, kolestrolii disiiriicli, dis ¢iiriimesini Onleyici, pihtilasmay1 Onleyici,
bobrek tasi olusumunu Onleyici, HIV, diyabet, kalp rahatsizliklari ve obezite gibi
hastaliklar1 oOnleyici etki etmesi, Parkinson ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde,
besinlerdeki yiiksek fitik asit igeriginin géz oniinde tutulmasi geregi bilim diinyasinda

On plana ¢ikmaktadir.

Bu acidan iistiin fitaz enzim aktivitesi gosteren Lactobacillus brevis’in endistriyel

acidan degerlendirilmesi kac¢inilmazdir. Basit mideli hayvanlar tarafindan yeterince
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yararlanilamayan yem maddelerinin yapisinda bulunan fitik asidi hidrolize eden
mikrobiyal fitaz enzimi, nisasta ve proteinin sindirimine olanak saglar. Bunun
sonucunda karma yemin ham protein, mineral ve enerjisinden yararlanmay1
arttirmasiyla birlikte maddi agidan oldugu gibi hayvansal giibrelerden kaynaklanan

kirliligin azalmas1 bakimindan da yararli olacag: ileri siiriilebilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; Lactobacillus brevis’in iirettigi
ekstraseliiler fitaz enziminin sahip oldugu karakteristik 6zellikleri nedeniyle endiistriye
kazandirilabilecegi, gida sektoriinde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi ¢alismamizla
teyit edilmistir. Ayn1 zamanda Lactobacillus brevis’in fitaz enzimi iretimi {izerine
yapilan calismalarin azligi nedeniyle bu calismanin 6ncii bir ¢alisma niteliginde

oldugunu diisiinmekteyiz.
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