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TOPRAK BAKTERILERINDEN iZOLE EDILEN FiTAZLARIN
OZELLIKLERI

Characterization of Phytases Isolated from Soil Bacteria

Esen BILGIN Sadik DINCER
Biyoloji Anabilim Dal Biyoloji Anabilim Dal
OzZET

Toprak izolatlarindaki fitaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu
calismada; Cukurova Universitesi kampisi topraklarindan Bacillus cinsine ait
organizmalar izole edilmistir. Bu bakterilerin fitaz Gretimi, fitatli besiyerinde 37°C‘de
24 saatlik inkiibasyon sonucu mikroorganizmalarin etrafinda olusan seffaf zonlarla
saptanmigtir. Bacillus sp. 6'dan izole edilen enzim en iyi aktivite gésterdigi i¢in bu
sus diger ¢alismalarda kullaniimigtir.

Uretilen enzimlerin kismi saflagtirimasi yapildiktan sonra, enzim
drneklerinin belirli sicaklik ve pH degerlerindeki aktiviteleri saptanmistir.Deney
sonucunda Bacillus sp. 6’dan izole edilen fitazin 65°C'de pH 6'da maksimum
aktiviteye sahip oldugu saptanmistir.

SDS-PAGE uygulamasidan sonra ilk bandi 53 kda ve ikinci bandi 60 kda
olan iki farkli molekuler agirliga sahip bant bulunmustur
Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Fitaz, Fitik Asit.

ABSTRACT

In this study, to determine phytse activity in soil isolates, the organisms
belong to Bacillus spp. were isolated from Cukurova University campus. Phytase
production of these strains were determined by production of clear zones around
the colonies on the phytate containing media, after 24 hours incubation at
37°C.The organisms called Bacillus sp.6 showed the best activity, so choosed for
other studies.

After portial purification of enzymes, phytase activities were determined at
different temperature and pH values. Consequently the highest phytase activity of
Bacillus sp.6 was obtained at 65°C and pH 6.

After SDS-PAGE, two bands with different molecular weights were seen.It
was found that, the first one was 53 kda and the second band was 60 kda.
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Giris

Tahil bitkileri, legimler diinyada hasat edilen alanlarin yaklasik % 90’inda
uretilmektedir. Bunlar, hayvanlar alemi icin temel besin kaynaklaridir. Bu bitkilerin
en 6nemli iceriklerinden biri de fitik asittir (myo-inositol hexakis fosfat). Tahil bitkileri
ve legimlerdeki toplam fosforun %80’inden fazla miktari tuz formunda (fitat) depo
edilir (Reddy ve ark.,1989).

Kimyasal yapisina baglh olarak fitik asit oldukga stabildir. Normal fizyolojik
sartlar altinda fitik asit kalsiyum, magnezyum, demir ve c¢inko gibi bazi temel
mineralleri selatlar. Ayni zamanda protein ve aminoasitlere baglanabilir ve sindirim
enzimlerini inhibe edebilir (Pallauf ve Rimbach, 1996). Dolayisiyla bitkisel kdkenli
gidalarda fitik asit antinutritive bir etki gosterir ve bu nedenle enzimatik hidrolizi
sarttir.

Fosfatazlar, birgok organo-fosfat bilesiklerindeki monofosfoester baglarinin
pargalanmasini katalizleyen enzimlerdendir. Ancak bu enzimler fitik asit igindeki
monofosfoester baglarini hidrolize edemez. Fitik asidin hidrolizi olduk¢a 6nemli
oldugu igin, fitik asidi hidrolizleyen enzim sinifina fitazlar denmistir. Bu enzimler
(myo-inositol hexakisfosfat hidrolazlar) fitik asidi daha az fosforlanmis myo-inositol
tirevlerine hidrolize ederler ve inorganik fosfat agiga cikarirlar. Fitazlar dogada
oldukga yaygindir; mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hatta bazi hayvan
dokularinda vardir (Kerovno, 2000).

Gevis getiren hayvanlar; anaerobik bagirsak funguslari ve rumen
mikroflorasinda bulunan bakteriler tarafindan Uretilen fitazlarin aktivitesine bagh
olarak fitik asidi parcalarlar. Ancak domuz, kimes hayvanlar ve balik gibi
monogastrik hayvanlar fitat fosforunu ¢ok az kullanabilirler. CUnkU bunlar
gastrointestinal fitaz sisteminden yoksundurlar. Dolayisiyla bunlarin yemlerine
inorganik fosfat eklenir ve iyi bir buyime saglanir. Ancak bu eklenen inorganik
fosfat, fitik asidin antinutritive etkisini azaltmaz. Bu problem fitaz eklenip fitat
hidrolizinin saglanmasi ile ¢ozilebilmistir (Simell ve ark., 1989). Dolayisiyla fitaz
onemli bir endustriyel enzim ve genis kapsamli arastirmalarin konusu olmustur.
Eklenen fitaz, substrati lzerinde etkili bir sekilde calisarak fitik asidin antinutritive
etkisini azaltmis ve inorganik fosfat eklenme gereksinimini azaltarak ya da yok
ederek besinlerin maliyetini de azaltmistir. Ayrica fitaz dogaya gecen fosforlarin
miktarini da azaltarak doga icin faydali bir Griin olmustur(Wodzinski ve Ulah, 1996).

Bunlarin yani sira fitazlar, fitatlarin parcalanmasiyla olusan spesifik
urinlerin ekonomik kullanimi icin énemlidir. Fitazlar myo-inositol hexafosfatin sirali
hidrolizini gerceklestirerek, myo-inositol fosfat Uretimini saglarlar (Greiner ve
Konietzy, 1999).

Myo-inositol fosfatlar hayvan hicrelerinde de bulunmustur. Ancak hayvan
hicrelerindeki bu bilesikler fosfor deposu ya da myo-inositol deposu olarak rol
almazlar. Bunlarin temel roll, hiicre zari yapisinin saglamhg ve butanligund
saglamaktir. Myo-inositol fosfatlar metabolik pargalanma igin enzim substrati,
enzim inhibitérleri ve dolayisiyla ila¢ olarak kullanilabilirler (Laumen ve Ghisalba,
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1994). Bu bilesiklerin kimyasal sentezi oldukga zordur (Billington, 1993).
Dolayisiyla fitazlar bu 6zel myo-inositol fosfat tirevlerinin endustriyel Gretimi igin
kullanilir.

Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada  kullanilan  bakteri  érnekleri Cukurova  Universitesi
kampusinden dort farklh Legim bitkisinin (akasya agdacinin) bulundugu
topraklardan izole edilmigtir.

Metot

Tim saflastirma basamaklari 0-4°C’de vyapilmistir. Islak bugday
ekstraktinda bulyuatilen bakteriler 30 dakika boyunca 7000xg’de santrifijle
toplanmistir. Daha sonra supernatant alinmis ve lzerine son konsantrasyonu 1mM
olacak sekilde CaCl, eklenmistir. Enzim Uzerine 3 hacim soguk etanol eklenmis ve
¢okme igin buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Presipitat 1800xg’de 20 dakika
santrifijle  toplanmis ve toplanan presipitat soguk etanolle tekrar
yikanmistir. Ardindan bir defa da soduk asetonla yikanmigtir. Fazla aseton azot
gazi akimi ile uzaklastinimis ve kurutmaya liyofilizasyonla devam edilmistir.Kuru
presipitat bu sekilde buzdolabinda saklanmistir.Bu sekilde enzimin kismi
saflastiriimasi yapilmistir (Kim ve ark., 1998).

Fitaz enzimin molekdler agiriginin belirlenmesi amaciyla %10’ luk SDS-
PAGE elektroforez kullaniimistir. Standart protein olarak Amresco K494-500UL
kullanilmigtir. Marker protein i¢cinde molekuller agirliklar farkli olan 4 protein bant
olusmustur.

Enzim proteinleri 1:3 oraninda 6rnek tamponu iginde ¢éziimis ve 20
mikrolitrelik miktarlarda gukurlara uygulanmistir. Ornekler jele uygulandiktan sonra
alt ve Ust rezervuara elektroforez tamponu doldurularak 100 mA voltajda izleme
boyasi jel tabaninin 2-3 cm Uzerine gelinceye kadar separe edilmistir.

SDS-PAGE jeli elektroforez igsleminden sonra CBB R-250 protein boyasi ile
boyanmisg, fazla boya geri alinmigtir (Bollag ve Edelstein, 1991).

Arastirma Bulgulan

Bacillus sp.’den izole edilen fitaz enziminin pH 3’de absorbans degeri
0.070 olarak ve aktivite yizdesi 12 olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesi pH 3’ten
sonra pH 6’yva kadar giderek artmistir. Enzim enylksek aktivitesini pH 6'da
gostermistir. pH 6’da enzimin absorbans degerinin 0.576 oldugu goérulmustur. pH
7’de enzim aktivitesinin azaldigi ama bu azalisin ¢ok fazla olmadigi gorilmektedir.
pH 7’den sonra enzim aktivitesi hizli bir sekilde dismustir. pH 9da absorbans
degerinin 0.096 ve aktivite ylizdesinin 17 oldugu gorilmdstur.
SDS-PAGE elektroforez sonuglarina goére 60kDa ve 53 kDa olmak Uzere iki bant
go6zlenmisgtir.

Tartisma ve Sonuglar
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Endistride faydali olan ve ticari olarak kullanilan enzimlerin bazi
avantajlara sahip olmasi gerekmektedir. Buna gére bir enzimin herhangi bir
endustri alaninda kullanilabilmesi igin islem maliyeti bakimindan ucuz olmasi,
fiziksel ve kimyasal kosullara bagl olmadan aktivitesini en yiksek dizeyde
korumasi ve mumkin olan en uzun sureyle sdrdirmesi, ¢ok farkli alanlarda
kullanilabilme 6zelliginde olmasi, alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani
glvenilir olmasi gerekir (Sarikaya,1995).

Endlstriyel alanda kullanilan  enzimler bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli olmakla birlikte adirlikh olarak mikroorganizmalardan izole
edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin Kkatalitik
aktivitelerinin ylksek olmasi, istenmeyen yan Urln olusturmamalari, daha stabil ve
daha ucuz olmalari, blylk boyutlarda ve yiksek saflikta elde edilmesi gibi
avantajlara sahip olmasidir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1996).

Fitazlar; (myo-inositol-hexakis fosfat fosfohidrolazlar) asit fosfataz
enzimleridir; etkili olarak fitik asitten fosfati ayirir ve myo-inositol ve inorganik fosfat
olustururlar (Mitchell ve ark., 1997).

Fitazlar son 15 yildir biyoteknoloji, gevresel koruma, besin alanlarinda hem
bilim adamlari hem de girigsimcilerin ilgisini gekmektedir (Lei ve Stahl, 2001).

Domuz ve kimes hayvanlarinin basit yapili midelerinden dolayi (Bitar ve
Reinhold, 1972), bu hayvanlar, yemlerinde kullanilan tohumlardaki fitat fosfatini
kullanamazlar ve diyetlerine inorganik fosfat eklenmesi oldukga pahalidir. Ayrica
diyetteki kullanilmamis fitat fosforu bu hayvanlar tarafindan digki ile atilir ve bu da
fosfor kirliligine neden olur (Sweeten, 1992). Hindistan’da hayvan yemlerine
dikalsiyum fosfat (DCP) eklenmektedir ve fitazin %50-60 DCP’nin yerini aldigi
gorilmuistur.10 kg DCP’nin 250 gr fitaz enzimine karsihk geldigi tahmin
edilmektedir.

Bunlarin yani sira fitazlar, fitatlarin parcalanmasiyla olusan spesifik
urinlerin ekonomik olarak Uretimi icin 6nemlidir. Fitazlar, myo-inositol-hexafosfat'in
sirall hidrolizini gergeklestirerek, myo-inositol fosfat uretimini saglarlar (Greiner ve
Konietzy, 1999).

Son yillarda endustriyel 6neminden dolayr hem bilim adamlari, hem de
girisimcilerin ilgisini ¢ektigi icin calismalarimizda fitaz enzimi Uretimi amaciyla
Bacillus sp. drnekleri izole edilerek, bunlardan en iyi sonucu veren sus
kullanilmistir. Bu amagla Cukurova Universitesi kampusiinden Legim bitki
koklerinin bulundugu topraklardan izole edilen Bacillus sp. bakterisinin fitaz enzim
aktivitesi analizleri yapilmistir.Liu ve ark. (1998), legimin6z bitkilerinin oldugu
topraklardan bazi bakteriyal strainleri izole etmiglerdir.

Liu ve ark. (1998) fitazin molekiler agiriginin organizma turlerine bagh
olarak 35-700 kDa arasinda degistigini belirtmiglerdir. Tambe ve ark. (1994)
Klebsiella aerogenes fitazinin molekuler agirliginin 700 kDa; Greiner ve ark. (1997)
Klebsiella terrigera fitazinin molekuler agirhdinin 40 kDa oldugunu bulmuslardir.
Shimuzi (1992) Bacillus subtilis’e ait fitazin molekiler agirhginin 38 kDa oldugunu
rapor etmiglerdir. Powar ve Jagannathan (1982) Yaptiklari ¢alismada, Bacillus
subtilis’den izole ettikleri fitazda birbirine yakin iki protein bandi bulmusglardir.Her iki
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bandin da fitaz aktivitesi verdigini géormuslerdir. Bu iki izozimin bakteri tarafindan
uretilebilecegini dusunmduslerdir. Kim ve ark. (1998) Bacillus amyloliquefaciens
tarafindan dretilen fitazin 44 kDa oldugunu tespit etmislerdir. Calismada Bacillus
sp.’den izole edilen fitazin SDS_PAGE analizi sonucu molekiler agirhgi 60kDa ve
53 kDa olarak saptanmistir (Sekil 4.7).

Enzim karakterizasyonunda bir diger parametre enzimin aktivite gosterdigi
pH aralidinin saptanmasi ve optimum pH'in belirlenmesidir. Fitazlarin optimum
pH’lari 2,2’den 8’e kadar degismektedir. Cogu mikrobiyal fitazlar, 6zellikle de fungal
orijinliler 4,5 ile 5,6 arasinda degisen optimum pH’a sahiptir. Codu fungal fitazlara
zit olarak Aspergillus fumigatus fitazi genis bir aralikta optimum pH’a sahiptir.Bu
suslarda pH 4.0 ve 7.3 arasinda yiiksek aktivite gozlenmistir.Bazi bakteriyel fitazlar
Ozellikle Bacillus suslarindan elde edilenler, 6.5-7.5 pH optimumuna sahiptirler
(Kerovuo, 2000).Yaptigimiz calismada Bacillus sp.’ye ait fitazin pH 3-9 arasindaki
aktiviteleri incelenmigtir. Spektrofotometrik analizler sonucunda pH 6’da enzimin
maksimum aktiviteye sahip oldugu gbzlenmistir. Benzer sonuglar farkli
arastirmacilar tarafindan bildiriimigtir. Powar ve Jagannathan (1982) Bacillus
subtilis’ten izole edilen fitazin optimal pH aralidinin 6-6.5 oldugunu, Kim ve ark.
(1998) Bacillus sp. DS 11’e ait fitazin pH 7.5te maksimum aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir. Bugdaydan elde edilen hazir fitazda ise pH 5’'te maksimum
aktivite gozlenmistir. Lim ve ark. (1973) budday unundan elde ettikleri fitazin
maksimum pH’inin 5.6 oldugunu bulmuslardir. Bitki tohumu fitazlarindaki optimum
pH 4.0-7.5 arasindadir. Cogu ise 4.0 ve 5.6 arasinda degisen optimum pH’a
sahiptir. Zambak poleni (Hara ve ark. 1985), ve legim tohumunda (Scot, 1999)
yaklasik pH 8'de maksimum aktivite gosteren 2 alkali bitki fitazi bulunmusgtur.
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