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Bu calismada bolgesel marketlerden saglanan yer elmasi Orneklerinden iniilinaz
aktivitesine sahip anaerobik mezofilik bakteri izole edilmis ve iniilinaz enziminin
ozellikleri belirlenmistir. Izolasyonda, karbon kaynagi olarak sadece iniilin iceren
besiyeri kullanilmig, bakteri tek koloni olarak izole edilmis ve saflastirma islemi dort
defa tekrarlanmistir. Elde edilen izolatin biyokimyasal ve 16S ribozomal DNA analizi
sonucu, Clostridium beijerinckii oldugu belirlenmistir. Mikroorganizmanin optimum
gelisme sicakligi ve pH degerinin sirasiyla 30 °C ve 5.0 oldugu belirlenmistir. Bu
sicaklik ve pH degerinde gelistirilen izolatin aktivitesi gelismenin 32. saatinde
maksimum 1,098 U/mL oldugu anlasilmistir. izolatin iirettigi iniilinazin optimum
sicaklig1 ve pH degerinin ise 60 °C ve 7.0 oldugu saptanmustir. Izolatin gelismesinin en
ylksek oldugu karbon kaynaklarinin laktoz, fruktoz ve sakkaroz oldugu belirlenmis,
buna karsin en yiiksek iniilinaz aktivitesi maltoz, ksiloz ve laktozda gelistirilen
kiiltiirlerde saptanmistir. Enzim aktivitesi, Ag1+ Hg2+, Zn2+, Fez+, Mg2+, A" ve EDTA
eklendigi durumda azalmus, ancak Cu®", Co®" ve Mn?" enzim aktivitesinde artis
saglamiglardir. Iniilinazin sakkaroz ve raffinoz iizerine etki gdstermedigi ve iniiline
spesifik oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

SOME CHARACTERISTICS OF INULINASE OF A Clostridium sp.
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Supervisor: Prof. Dr. Sedat DONMEZ

In this work, an anaerobic, mesophilic bacterium with inulinase activity is isolated from
Jerusalem artichoke provided from local markets, and characteristics of inulinase are
determined. Isolation medium included inulin as sole carbon source, bacterium is
isolated as single colony and single colony isolation is repeated four times. Isolate is
identified as Clostridium beijerinckii as a result of biochemical and 16S ribosomal DNA
analysis. Optimum growth temperature and pH are determined as, 30 °C and 5.0,
respectively. The highest inulinase activity of isolate grown at this temperature and pH,
is determined at 32. hour of growth as 1,098 U/mL. Optimum temperature and pH of
inulinase are determined as 60 °C and 7.0, respectively. It is found that, isolate shows
better growth on medium including lactose, fructose and sucrose as carbon source, on
the contrary the highest inulinase activity is determined with cultures grown on the
medium including maltose, xylose and lactose. Enzyme activity is decreased with Ag'"
Hg2+, Zn2+, Fez+, Mg2+, Al and EDTA, but Cu2+, Co®" and Mn*" increased enzyme
activity. It is found that, inulinase has no activity on sucrose and raffinose, it is spesific
for inulin.
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Key Words: Inulin, Jerusalem artichoke, iniilinase, Clostridium beijerinckii, enzyme
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1. GIRIS

Fruktoz, tatli dogal seker ve sakkaroza alternatif bir tatlandiricidir. Sakkarozun diyabet,
sismanlik ve damar tikanikligina yol actigi bildirilmis, fruktozun ise, insanlarda
inorganik demirden daha g¢abuk emilen, demir-fruktoz selat kompleksi olusturarak,
demirin absorbsiyonunu artirdigi belirtilmistir (Ertan ve Ekinci 2002). Ayrica;
fruktanlar ve/veya fruktoz etanol, aseton-biitanol, 2,3 biitandiol, sorbitol vb., hidroksi-
metil furfural (HMF) ve levulinik asit liretimi gibi endiistriyel fermantasyon prosesleri
icin potansiyel hammadde olarak onerilmistir (D’Egidioa vd. 1998). Gilinlimiizde
endiistriyel fruktozun, misir nisastasindan elde edildigi, bu islemin nisastanin
hidrolizini, glikozun fruktoza izomerizasyonunu ve son olarak fruktozun ayrilmasini

icerdigi bildirilmistir.

Fruktoz, dogrudan yiiksek oranda fruktan iiretip depolayan bitkilerden daha kolay ve
ekonomik olarak {retilebilmektedir. Giliniimiizde, hindiba  (Cichorium intybus)
koklerinden ekstraksiyonla fruktoz {iretiminin sadece kuzey ve orta Avrupa iilkelerinde

(Belgika, Hollanda, Fransa) uygulandig: bildirilmistir (D’Egidioa vd. 1998).

Iniilin, B-2,1 glikozit bagli glikoz {initeleri iceren fruktoz zincirlerinden olusan dogal bir
polisakkarittir ve yer elmasi, hindiba, y1ldiz ¢igegi gibi bitkilerin kok veya yumrularinda
bulunan bir depo karbonhidratidir. Son zamanlarda, iniilin kaynaklarinin fruktoz surubu,
etanol ve diger kimyasallarin iiretiminde yenilenebilir hammadde olarak dikkat ¢ektigi

belirtilmistir (Ertan ve Ekinci 2002).

Iniilinin fruktoz iiretimi igin uygulanan kimyasal hidroliz y&nteminin; enzimatik
hidroliz ile karsilastirildiginda (a) yiiksek maliyet, (b) kontrolsiiz hidroliz ve (c)
difruktoz anhidrit gibi yan iirlinlerin olugmasi nedeniyle tercih edilmedigi bildirilmistir
(D’Egidioa vd. 1998). Baz1 bitki, kiif ve mayalardan elde edilen fruktofuranosidazlarin

enzimatik hidroliz ile, daha etkin ve ekonomik olarak fruktoz elde edilebildigi



aciklanmistir ancak bakteriyel iniilinazlar ile yapilan calisma sayisi1 azdir (Pandey vd.

1999).

Bu calismada yer elmasindan iniilinaz aktivitesine sahip anaerobik bakteri izolasyonu ve

elde edilecek izolatin iniilinazinin baz1 6zellikleri arastirilmast amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 iniilin

Iniilin, birgok bitkide bulunan depo polisakkaritidir. Baz1 sebze, meyve ve hububatta
dogal olarak bulundugundan, giinliik diyetimizde de bulunmaktadir. Iniilin ilk olarak
1804 yilinda Alman bilim adami Rose tarafindan /nula helenium (andizotu)’dan izole
edilmis, ancak iniilin adm ilk olarak Thompson 1808’de kullanmistir (Franck 2006).
Alman bitki fizyolojisti Julius Sachs (1864), fruktan iizerinde birgok arastirma yapmus;
yildiz ¢igegi, yer elmasi ve andizotunun yumru koklerinden etanol ile ¢oktiirerek saf

iniilin kristallerini elde etmistir.

Iniilin, hem ilging besinsel hem de énemli teknolojik 6zellikleri olan bir bilesiktir. Gida
formiilasyonlarinda, iniilinin genis bir uygulamasi vardir ve gidalarda organoleptik
ozellikleri onemli 6lciide gelistirmektedir. Ozellikle, gidalarda kopiik ve emiilsiyonlarin
stabilitesini artirirken, suda jel formunda kullanildiginda, yag benzeri davranis
gostermektedir. Sonug¢ olarak gidalarda iniilin yag ve karbonhidrat ikamesi olarak
kullanilmakta ve besinsel yararlar saglamakta, tat ve tekstiirde de degisiklik
olusturmaktadir. Bu nedenle iniilinin, dengeli ve iyi bir tada sahip gidalarin iiretiminde
yeni firsatlar vaat eden anahtar bir bilesen oldugu bildirilmistir (Franck ve De Leenheer
2005). Bunun yaninda iniilin, biyoteknolojik yontemlerle yiiksek fruktozlu surup
tiretimi i¢in, goreceli olarak daha ucuz ve bol bir substrattir. Ayrica, etanol ve aseton-
biitanol fermantasyonu i¢in substrat, medikal endiistrisinde ve besin olarak

kullanilabilen 6nemli oligosakkaritlerinde kaynagidir (Drent vd. 1990).

Iniilin kullanildig1 her {ilkede yasal olarak, gida veya gida bileseni olarak

degerlendirilmekte, bu nedenle, AB veya Codex Alimentarius tarafindan hazirlanan

gida katki maddesi pozitif listelerinde yer almamaktadir. ABD’de 1992 yilinda

eksperler komitesi tarafindan genel olarak giivenli GRAS (generally recognized as

safe) kabul edildigi ve iniilin isminin yasal olarak kabul edildigi aciklanmistir (Franck

2006). Avrupa iilkelerinde ise diyet lifi olarak smiflandirilmis ve Codex
3



Alimentarius’un diyet lifi tanimina uydugu agiklanmistir (Codex Guidelines on

Nutrition Labelling CAC/GL 2-1985, Rev. 1-1993) (Franck 2006).

Kimyasal olarak iniilin B-(2-1) fruktozil-fruktoz baglar1 iceren farkli biiyiikliiklerde
karbonhidratlardir. Bazen bir terminal glikoz {nitesi icerebilmekte ve GF, veya F,

olarak isimlendirilmektedir (F fruktozil birimi ve G glikozil birimi), (Sekil 2.1).

HOCH,
0]

OH

HO
(GE,) (F

Sekil 2.1 Iniilinin kimyasal yapis1 (Franck, 2006)

Iniilinin polimerizasyon derecesi (PD); kaynag1, hava kosullari, bitkinin fizyolojik yast
gibi etkenlere bagli olarak degismekle birlikte, goreceli olarak diisiiktiir (PD<200).
Standart hindiba iniilininde polimerizasyon derecesi yaklasik 2-60 arasindadir. Bu da
iniilinin, oligomerlerin ve polimerlerin bir karisimi oldugunu gostermektedir. Ancak,
bakteriyel iniilinin maksimum polimerizasyon derecesinin 10.000-100.000 arasinda
oldugu belirtilmistir (Roberfroid 2005). Baz1 bitkilerdeki iniilin igerikleri ¢izelgede

2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1 Insanlar tarafindan tiiketilen bazi bitkilerin iniilin igerikleri (Franck ve De

Leenheer, 2005)

Bitki Yenilen kistm Kuru madde icerigi (%) Efrlil“M;fl‘:;;i) %%
Sogan Sogan 6-12 2-6
Yer elmast Yumru kok 19-25 14-19
Hindiba Kok 20-25 15-20
Pirasa Sogan 15-20" 3-10
Sarimsak Sogan 40-45" 9-16
Enginar Yapraklar1 gobegi | 14-16 3-10
Muz Meyve 24-26 0.3-0.7°
Arpa Hububat NA 0.51.5°
Cavdar Hububat 88-90" 0.1-1
Karahindiba Yapraklar 50-55 12-15
Dulavratotu Kok 21-25 3.5-4.0
Camas Sogan 31-50 12-22
Murnong Kok 25-28 8-13
Yacon Kok 13-31 3-19
Tekesakali Kok 20-22 4-11

NA, Bilgi yok. *Tahmini deger.

Kaynagi ne olursa olsun dogal iniilinin, her zaman glikoz, fruktoz, sakkaroz ve bazi
kiiciik oligosakkaritler igerdigi belirtilmistir. Burada kullanilan dogal terimi, iniilinin
taze koklerden ekstrakte edildigini, bitkinin kendi iniilinaz aktivitesi ve asit hidrolizinin
engellendigini ifade ettigi bildirilmistir. Ayrica, iniilin bilesiminde dogal olarak bulunan
kiiciik oligosakkaritlerin ve monosakkaritlerin giderilmesi ve ayirma islemlerinin
uygulanmadig1 da belirtilmistir. Bu agidan, yer elmasi, hindiba veya yildiz ¢igeginden
kimyasal yontemlerle alinan iniilinin dogal olarak kabul edilemedigi belirtilmistir.
Cinkii bu iriinlerin ekstrakte edildigi bitkilerin

tipik iniilinlerinden kiiciik

oligosakkaritlerin ve monosakkaritlerin ayrilmast sonucu polimerizasyon derecesi



yaklagik 27-29 arasindadir (her ii¢ {riin i¢inde) ve polimerizasyon derecesi 10’dan

diisiik olan zincirleri igermedikleri agiklanmistir (Franck ve De Leenheer 2005).

Yakin zamanlara kadar bitkisel kaynakli iniilinin, dogrusal yapida bir molekiil oldugu
diisliniilmiis, ancak yapilan c¢aligmalarda dogal hindiba iniilininin kii¢iik PD’li
dallanmalara sahip oldugu (% 12) anlasilmis ve bu durumun yildiz ¢igegi iniilini igin de
gecerli oldugu saptanmistir (Franck 2006). Bununla birlikte, bakteri iniilininde dallanma

oraninin % 15 oldugu belirtilmistir (Roberfroid 2005).

Yapisal veya polimerik agidan iniilinin; dairesel merdivenin basamaklar1 gibi
polioksietilen bir iskelete tutunmus fruktoz molekiillerinden olustugu belirtilmistir
(Roberfroid 2005). Her bir monomeri 0.24 nm olan altigenimsi (hegzagonal) alt1 kath
eksen boyunca kristalize oldugu, ayrica, hidrat ve yar1 hidrat olarak iki farkli kristal
alomorfunun bulundugu saptanmus, iki birim arasindaki farkin su icerigindeki degisimle

korelasyon gosteriyor olabilecegi belirtilmistir (Franck 2006).

2.2 Iniilinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Hindiba iniilini kimyasal olarak beyaz, kokusuz ve yiiksek saflikta toz halde
bulunabilen, tatsiz, kokusuz ve agizda tat birakmayan bir bilesiktir. Standart hindiba
iniilininin ¢ok az tatli (sakkarozla karsilastirildiginda % 10 tatl), bununla birlikte uzun
zincirli iniilinin tath olmadig1 belirtilmistir. Iniilinin, {iriin yapisia ve agiz tadma
katkida bulunarak ana bilesen gibi davrandigi belirtilmistir. Genellikle, aspartam ve
asesiilfam K gibi yapay tatlandiricilarla birlikte kullanilarak, bunlarin biraktigi tadin
iniilinle azaltildigi, ayrica iyi bir agiz tadi saglandigi belirlenmis; bu tiir
kombinasyonlarin 6nemli kalitede tathilik sinerjisi sergiledigi bildirilmistir (Franck

2006).

Hindiba iniilininin suda ¢ozliniirliigliniin oda sicakliginda ortalama olarak % 10 kadar

oldugu ve bu konsantrasyonda sulu sistemlerde ¢okelti olusturmadan kullanilabildigi



bildirilmistir. Iniilin ¢dzeltilerinin hazirlanmasi igin 1lik su (50-100 °C) &nerildigi,
hindiba inilininin viskozitesinin diisiik oldugu ( % 5’lik ¢ozelti icin 10 °C’de
1.65 mPas) ve suyun donma ve kaynama noktasi {izerinde ¢ok kii¢iik bir etkiye sahip

oldugu agiklanmistir (Franck 2006).

2.3 Iniilin Kaynaklari

Iniilinin, bitkisel kaynaklardan saglandig1 ve dogada cicekli bitkilerin % 15’inin énemli
miktarda iniilin kaynag: oldugu belirtilmistir. insan diyetinde kullanilan iniilin iceren
bitkilerin Lilliaceae (sogan, Asparagus, sarimsak) ve Compositae (yer elmasi, hindiba,
yakon) ailelerine dahil oldugu agiklanmistir. Yiiksek iniilin igerikleri nedeniyle hindiba,
yildiz ¢igegi ve yer elmasmin endiistriyel iniilin iiretiminde kullanildig1 bildirilmistir

(Franck ve De Leenheer 2005).

Iniilinin, kiif mantarlarinda bulunup bulunmadigi heniiz tam olarak belirlenmemis
ancak, kif sporlarinin sakkarozlu ortamda ¢ogalarak iniilin benzeri molekiiller
olusturdugu, bununla beraber sakkarozun gercek bir kiif karbonhidrati olmadigi igin
sakkaroz:sakkaroz fruktoziltransferaz enzimi ile iniilin sentezi i¢in yeterli baslangi¢
materyali oldugu agiklanmistir (Franck ve De Leenheer 2005). Aspergillus sydowi’nin
molekiiler agirlig1 bitki iniilininden daha yiiksek olan bir iniilin sentezledigi belirtilmis;
bununla birlikte; Penicillium, Pestalotiopsis, Myrothecium veya Trichoderma

cinslerinde fruktan belirlenmemistir (Roberfroid 2005).

Bakteriler arasinda fruktan iireten cinsler daha yaygindir. Bakteriyel fruktanlarin levan
tipi tanimina uydugu ve Pseudomonaceae, Enterobacteriaceae, Streptococcaceae,
Actinomycetes ve Bacillaceae cinslerinde bulundugu aciklanmistir (Franck ve De
Leenheer 2005). Baz1 Streproccocus mutantlarinin iniilin benzeri bilesikler iireten
bakteriler oldugu ve olusan iniilinin dogrusal olup olmadiginin saptanamadigi

aciklanmistir (Franck ve De Leenheer 2005).



Cizelge 2.2 Hindiba iniilininin fizikokimyasal ve teknolojik ozellikleri (Roberfroid
2005, Franck 2006)

Ozellik Iniilin (PD 2-60) Uzun zincirli iniilin (PD 10-60)
Ortalama PD 12 25

Kuru madde (%) 95 95

Iniilin icerigi (%KM) 92 99.5

Seker igerigi (%KM) 8 <0,5

pH (%10’luk ¢ozelt) | 5-7 5.7

Kil (% KM) <0,2 <0,2

Agir metal (%KM) <0,2 <0,2

Renk Beyaz Beyaz

Tat Notral Notral

Sakkaroza gore tatlilik

(%) 10 Yok
e

045 10°Cdo. mps) | 1S 24

Is1l direng Iyi Iyi

Asit direnci Zay1f Iyi

Gida uygulamalan }i?i;ﬁ?;nzsij ani i?i;lt(iinnzsaij ani

2.3.1 Yer elmasi

Yer elmasinin (Helianthus tuberosus L.) Kuzey Amerika’nin orta bolgelerinde dogal
olarak yetistigi, Fransiz kasif Champlain tarafindan 1600’14 yillarin baslarinda
Fransa’ya gotiiriildiigii ve burada 1600’lerin ortasindan itibaren insan gidasi ve hayvan
yemi olarak kullanildig1 agiklanmistir (Killi vd. 2005). Glintimiizde ise, insan ve hayvan
beslenmesinde, alkol ve yiiksek fruktoz surubu iiretiminde kullanilan énemli bir bitki

konumuna geldigi, Fransa’da yer elmasinin uzun yillardir sarap ve bira yapiminda



kullanildig1; ayrica alkol ve biitanol iiretiminde kullanildig1 ancak yer elmasindan etanol

tiretiminin ekonomik olmadigi bildirilmistir (Cosgrove vd. 2005).

Tiirkiye’de yer elmasinin basta Orta Anadolu ve Ege bolgeleri olmak iizere, bir¢ok
yoreye yayildigi, ancak taze tiikketime yonelik olarak c¢ok kiiclik alanlarda yetistirildigi
bildirilmistir (Killi vd. 2005). Bunun, bitkinin sanayide degerlendirilmesiyle ilgili

yeterli calisma bulunmamasindan kaynakladigi belirtilmistir.

Yer elmasinin, yiiksek sicakliklara ve stres kosullarina dayanikli olan bir bitki oldugu
belirtilmistir. Yer elmasinin ¢esitli stres kosullarina boyle bir direng ve adaptasyonunun

fruktan metabolizmasina baglanabildigi agiklanmistir (D’Egidioa vd. 1998).

Yer elmasinda ¢iceklenme Oncesi, fotosentez iiriinii sekerin % 70-80’inin sapta ve geri
kalan % 20-30’unun yumru koklerde depolandigi bildirilmistir. Sadece ¢igeklenme
sonrasi rezervlerin saplarda biriktigi, bu nedenle sapin gegici bir depo organi oldugu,
daha sonra bu rezervlerin yumru koklere tagindigi belirtilmistir. Yer degistirme siiresi
boyunca (30-40 giin) suda ¢6ziinebilen karbonhidratlarin toplam miktarinin her bitki
icin sabit oldugu, 1liman sicakliklarda fotosentez iiriinlinlin yash yapraklardan yumru
koklere tasindigi ve karbonhidrat miktarinda kiigiik bir artis olustugu agiklanmistir
(D’Egidioa vd. 1998). Yer elmasi iniilininin; sadece % 20’sinin polimerizasyon
derecesinin 10’dan yiiksek oldugu, % 6’sinin polimerizasyon derecesinin ise 40’dan
yiiksek oldugu belirtilmistir (Roberfroid 2005). Cizelge 2.3’te yer elmasinin iniilin

verimi verilmistir.

Cizelge 2.3 Yer elmasinin iniilin i¢erigi ve verimi (Franck 2006)

Yumru kokler (ton/ha) 35-60
KM (%) 19-25
Iniilin (%) 14-18
Iniilin (ton/ha) 4.5-8.5
Ortalama PD 6-10

KM: Kuru Madde
PD: Polimerizasyon Derecesi




2.4 Iniilinazlar

Iniilinazlar (2,1-B-D-fruktan fruktanohidrolaz) [EC 3.2.1.7], iniilini hidrolize eden
enzimlerdir. Bu enzimlerin genellikle indiiktif ve ekzo enzimler olduklari, iniilinazlarin
iniilini polimerdeki u¢ glikozidik baglar1 hidrolizle kirarak D-fruktoz olusturduklari, bu
nedenle, iniilinazlarin ticari iniilin hidrolizinde 6nemli rol oynadiklar1 belirtilmistir
(Pandey vd. 1999). Yapilan yeni bir derlemede ise, mikrobiyel iniilinazlarin endiistriyel

enzimlerin 6nemli bir sinifi olduklar1 belirtilmistir (Pandey vd. 1999).

2.4.1 Iniilinazlarin simiflandirilmasi

Bircok mikrobiyel iniilinaz preparatinin, iniilinaz aktivitesi (I) yaninda belirgin bir
invertaz aktivitesi (S) de gosterdigi, bunlarin katalitik aktivitelerinin I/S veya S/I
oranlariyla tanimlandig1 bildirilmistir. Bitkisel iniilinazlarin, sakkaroza etkili degilken
iniilin tizerine etkili oldugu 6te yandan, bazi mikroorganizmalarda bulunan intilinazlarin
iniilin tizerine etki sekline gore, endo-iniilinaz ve ekzo-iniilinaz olarak iki gruba

ayrildigi belirtilmistir (Ertan ve Ekinci 2002).

Maya iniilinazlarinin sakkarozu, iniilini ve levan tipi fruktanlar1 ekzo tarzi hidrolize
edebildigi belirtilmistir (Vijayaraghavan vd. 2009). Ekzo-iniilinazlarin (B-D-fruktan
fruktohidrolaz, EC 3.2.1.80) sakkarozu hidrolize edebildikleri ve iniilin hidrolizini
polimer yapidaki terminal fruktozil tinitelerindeki (D-fruktoz) glikozidik baglar1 kirarak
pargaladiklari, endo-iniilinazlarin (2,1-B-D-fruktan fruktohidrolaz, EC 3.2.1.7) ise
iniilini oligosakkariler olusturacak sekilde molekiiliin ortasindan kirarak parcaladiklari
aciklanmistir. B-D-fruktofuranosidazlar, daha ileri olarak levan, iniilin ve disakkarit
sakkarozu hidrolize edebilme yeteneklerine gore, siikrazlar ve invertazlar olarak
simiflandirilabildikleri ve Bacillus subtilis’in yukarida oOzellikleri belirlenen tiim
enzimleri iiretebilme yeteneginde oldugu aciklanmistir (Vijayaraghavan vd. 2009).
Aspergillus alternata ve Aspergillus niger iniilinazlarinin, iniilini ekzo tipi hidrolize

ettigi, Trichoderma harzianum inlilinazinin reaksiyonun basinda fruktooligomerler
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olusturdugu, bu iniilinazin endo tipi reaksiyon gosterdigi a¢iklanmistir (Ertan ve Ekinci

2002).

g . indirgen u¢ terminal D-Glikoz

CH,0H ]
—~ 1)
CH tekrar eden (-(1-2)-D fruktozil birimleri
2

CH,OH - Iniilinaz

T

Sekil 2.2 Iniilinaz spesifikliginin yapis1 (Vijayaraghavan vd. 2009)

Iniiline 6zgii bir enzim olan iniilinazlar veya iniilazlarin, yer elmas saplarindan izole
edildigi agiklanmigtir (Vijayaraghavan vd. 2009). Ayrica, Bacillus subtilis,
Actinomyces  viscosus ~ ATCC 15987,  Streptococcus  sp.  mutantlarinin,
Kluyveromycesfragilis, Chrysosporium pannorum ve Penicillium sp. iniilin hidrolize
eden iniilinazlar tretebildikleri gosterilmistir. Aspergillus niger’den elde edilen f-
fruktofuranosidazlarin ve Aspergillus niger P-II iniilinazinin iniilin ve sakkaroz {izerinde
etkili oldugu ancak levana etkili olmadig1 kamitlanmustir. Arthrobacter ureafaciens
inlilinaz I’nin levan ve iniilini pargaladigi, ancak sakkarozu hidrolize etmedigi

bildirilmistir (Vijayaraghavan vd. 2009).

2.4.2 Iniilinaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Gilintimiizde ¢ok sayida kiif, maya ve bakteri tiirli iniilinaz liretiminde kullanilmaktadir.
Kiifler arasinda Aspergillus niger, Aspergillus ficuum, Chrysosporium pannorum ve

Penicillium  purpurogenum™un  en iyl  kaynaklar1  oldugu  belirtilmistir
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(Sirisansaneeyakull vd. 2006). Mayalardan ise Kluyveromyces marxianus, Candida
kefyr, Debaryomyces cantarellii ve Pichia polymorpha’in iniilinaz iiretiminde
kullanildiklart bildirilmistir. Mayalar, genellikle sadece ekzo-iniilinaz iiretirken, ¢ogu
kiiflerin ise hem endo- hem de ekzo-iniilinaz {irettikleri belirtilmistir (Sirisansaneeyakull

vd. 2006).

Iniilinaz {iretici kiif mantarlar1 arasinda, Aspergillus sp. (filamentli kiifler)’e dahil olan
kiif suslar1 ve Kluyveromyces sp. (diploid mayalar)’e dahil olan maya suslarinin tercih
edilen mikroorganizmalar olduklar1 bildirilmistir (Pandey vd. 1999). Aspergillus
fumigatus hiicre dis1 termostabil iniilinazi kismen saflagtirmanin ardindan farkl
desteklerde tutularak immobilize edilmistir (Gill vd. 2005). Serbest ve ¢esitli destekler
izerine immobilize edilmis enzimin optimum pH ve sicaklik degerlerinin 5.5 ve 60 °C
oldugu belirlenmistir. Immobilizasyonla enzimin 1s1l direncinin belirgin sekilde gelistigi
ve immobilize enzimin 60 °C de 48 saat inkiibasyon sonrasi aktivitesinin yaklasik % 70

ini korudugu belirlenmistir (Gill vd. 2005).

Yapilan bir ¢calismada, Aspergillus ficuum JNSP5-06 susundan, {i¢ farkli ekzoiniilinaz
ve iki farkli endoiniilinaz izole edilmistir (Chen vd. 2009). Bu iniilinazlarin 50 °C’nin
altindaki sicakliklarda stabil olduklari ve optimum sicakliklarinin 45 °C oldugu
belirlenmistir. Enzimlerin pH 4-8 arasinda stabil olduklari, optimum pH degerinin ekzo-
iniilinaz igin 4.5, endo-iniilinaz i¢in 5.0 oldugu belirtilmistir. Iniilinaz aktivitesinin, Ag"
ile tamamen inhibe olurken, Fe** ve AI’" ile kuvvetle inhibe edildigi; buna karsin K,
Ca2+, Li2+, EDTA ve lirenin enzim aktivitesi lizerine onemli bir etkisinin olmadigi

belirlenmistir (Chen vd. 2009).

Sharma ve Gill (2006), Streptomyces sp. den ekzo-iniilinaz izole etmigler ve enzimin
optimum sicaklik ve pH degerini sirasiyla 70 °C ve 6.0 olarak saptamislardir. Enzimin
NaNOs, EDTA ve HgCl, disinda tiim metal tuzlarini tolere edilebildigi ve bu tuzlarin
inlilinaz aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigi belirtilmistir. Enzimin iniiline

afinitesinin sakkaroz ve rafinoza oranla daha yiiksek oldugu da belirlenmistir.
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Yer elmas1 yumrularindan, iki yeni iniilinaz iireten mikroorganizma izole edilmis ve
bunlar, Aspergillus niger TISTR 3570 ve Candida guilliermondii TISTR 5844 olarak
tanimlanmistir (Sirisansaneeyakull 2006). Her iki mikroorganizmanin iirettigi iniilinazin
endiistriyel boyutta iniilin hidrolizi i¢in uygun oldugu; 4. niger TISTR 3570
inlilinazinin hem endo- hem de ekzo-iniilinaz aktivitesi gosterdigi, buna karsin maya
inlilinazinin  temel olarak ekzo-iniilinaz oldugu belirlenmistir. Kif ve maya
iniilinazlarinin, aktivitelerinin 5:1 olacak sekilde karistirllmasiyla iniilinin fruktoza
hidrolizinde daha etkili oldugu; enzim karigimiyla maya ve kiifiin iniilinazlarindan daha

iyi bir endo- ve ekzo-iniilinaz aktivitesi kombinasyonu elde edildigi belirtilmistir.

Selvakumar ve Pandey (1999), Staphylococcus sp. RRL1 ve Kluyveromyces marxianus
ATCC 52466’ nin karbon kaynagi olarak sadece iniilin igeren ortamda ¢ogaltildiginda
hiicre dis1 intilinaz trettiklerini saptamuslardir. Staphylococcus sp. optimum enzim
aktivitesi i¢in besiyeri pH, sicaklik degerleri ile karistirma ve inokiilim oranlarinin
strastyla; 6.5, 37 °C, 150 ve % 4 oldugu; Kluyveromyces marxianus ATCC 52466 i¢in
ise pH, sicaklik, karistirma ve inokiiliim degerlerinin sirasiyla; 6.0, 30 °C, 150 rpm ve %
4 oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica enzim verimlerinin, Staphylococcus sp. igin

615 U/L ve K. marxianus i¢in 470 U/L oldugu belirlenmistir.

Iniilinazlarm, Acetobacter sp., Achromobacter sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp. ve
Cladosporium sp. gibi farkli bakteriler tarafindan da fretildigine iligkin ¢aligmalar
bulunmaktadir (Pandey vd. 1999). Vernonia herbacea  (Vell rusby)’nin sagak
koklerinden izole edilen bir Bacillus subtilis susundan izole edilen invertazin, iniilinaz
aktivitesi de gosterdigi, invertaz/iniilinaz oraninin 0.62 oldugu ve bu enzimin ekzo-
iniilinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Vijayaraghavan vd. 2009). Hindiba
koklerinden izole edilen bir Arthrobacter sp. E.IM. 278 susundan hiicre dis1 iniilinaz elde
edilmis ve enzimin polifruktan veya sakkarozca zengin kok ekstraktlarindan fruktoz

tiretimi i¢in uygun 6zellikte oldugu acgiklanmistir (Pandey vd. 1999).

Iniilinaz {iretimi igin, termofil bakteri suslarinin kullanilmasinin avantajli oldugu, toprak

orneklerinden ¢esitli oranlarda (73-282 U/L) enzim iireten Bacillus sp. tiri dort
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termofilik susun izole edildigi agiklanmis, bu izolatlarin iniilinaz aktivitesinin oldugu ve
bu aktivitenin ¢ogunun (% 76-100 oraninda) hiicre disinda bulundugu belirlenmistir

(Allais vd. 1987).

Pandey vd. (1999) yaptiklar1 ¢alismalarda, mezofilik ve termofilik aralikta, iniilinaz
aktivitesi gosteren dokuz bakteri susu izole etmisler ve bunlardan Bacillus circulans’in
45 °C’de ve calkalamali kosulda enzim {irettigi aciklanmistir. Mezofilik aralikta
bulunan diger sekiz sustan ti¢liniin Staphylococcus sp. oldugu ve bu ¢aligmada ilk olarak
bir Staphylococcus sp.’nin iniilinaz olusturdugunun belirlendigi bildirilmistir. Bir
calismada ise 45 °C’de ¢ogalan bir Pseudomonas sp.’nin, ¢ok aktif iniilinaz olusturdugu
saptanmistir (Pandey vd. 1999). Diger bir calismada ise, Bacillus subtilis 430 A susu
45 °C’de fermentorde gelistirildiginde en iyi iniilinaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir
(Vullo vd. 1991). Bu susun enzimlerinin ¢ogunun (toplam enzimin % 70’1) kiiltiir
ortamina salindigi, bu nedenle hiicre dis1 oldugu ve % 9’unun hiicre kismindan elde

edildigi bildirilmistir.

Termostabil ekzo-iniilinaz iiretebilen termofilik bir Bacillus sp. gelisen hiicreleri
formaldehitle aktive edilmis polisiilfon membranlara immobilize edilmistir (Uzunova
vd. 2002). Bu kosullarda kiiltiiriin ellinci dongiliden sonra bile baslangi¢ aktivitesinin

% 60-90’n1 korudugu belirlenmistir.

Farkli kaynaklardan iniilinaz aktivitesi olan bazi anaerobik Clostridium sp. suslar1 izole
edilmistir. Bunlardan Clostridium acetobutylicum suslarinin  B-fruktofuranosidaz
aktiviteleri arastirllmis ve her ikisi de iniilini (iniilinaz aktivitesi) ve sakkarozu (invertaz
aktivitesi) hidrolize eden hiicre i¢i ve hiicre dis1 B-fruktofuranosidaz iirettigi
belirlenmistir (Looten vd. 1987). Hiicre dis1 preparatta iniilinaz aktivitesinin invertaz
aktivitesinden daha yiiksek bulundugu hiicre preparati i¢in ise tam tersi durumun gegerli

oldugu bildirilmistir.
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Efstathiou vd. (1986), seker pancar1 ekstrakti, yildiz cigcegi ekilmis toprak ve yer
elmasindan izole edilen baz1 Clostridium acetobutylicum suslarimin iniilini
kullanabildiklerini belirlemislerdir. Bunlardan, ABKn8 susunun spesifik aktivitesinin
3.03 U/(mg protein) olan enzim iirettigi bildirilmistir. Bu ¢alismada enzim aktivitesinin
cogunun siiperatantta bulundugu; iniilinazin, iniilinle indiiklendigi; ksiloz, fruktoz veya
sakkarozla indiiklenmedigi ve glikozla baskilandig1 belirlenmistir. Elde edilen iniilinaz
iniilin, sakkaroz ve rafinoza kars1 etkili, fakat melezitoza karsi etkili olmadig da

belirlenmistir.

Pandey vd. (1999) yildiz ¢igegi yumrularindan, hiicre i¢i intilinaz iireten bir Clostridium
thermoautotrophicum T1 izole etmislerdir. Bu susun, gelisme i¢in optimum sicaklik ve
substrat spektrumu gibi pek ¢ok agidan digerlerinden farkli oldugu belirlenmis, baska
bir calismada ise, bir seker fabrikasindan alinan seker pancari ekstrakti, yer elmasi
etrafindaki toprak, taze inek diskisi ve bir botanik parki tropik havuz tortusundan
Clostridium thermosuccinogenes olarak tanimlanan dort termofilik Clostridium susu
izole edilmistir (Drent vd. 1991). Bu suslarin iniilin i¢eren bir ortamda 40-65 °C’de
gelisebildikleri, optimum ¢ogalma sicakliginin ise 58 °C oldugu belirlenmistir. Tiim
suslarin farkli sekerleri fermente edebildikleri, fruktoz, glikoz ve iniilinden daha ¢ok
format, asetat, etanol, laktat, H, ve suksinat olusturduklar1 belirlenmistir. Iniilinaz
sentezinin mikroorganizma gelismesi ile paralel oldugu ve enzimin ¢ogunlukla hiicreye
bagl oldugu agiklanmistir. Buna karsin, bagka bir susun (Clostridium acetobutylicum
IFP 912), invertaz aktivitesinden daha yiiksek hiicre dis1 iniilinaz aktivitesi gosterdigi
belirtilmistir (Pandey vd. 1999). Allais vd. (1986) farkli toprak orneklerinden 32 bakteri
susu izole etmisler ve bunlarin 20 tanesini Favobacterium multivorum olarak
tanimlamigladir. Tiim suslarin, hiicre i¢i enzimi logaritmik gelisme fazinin sonlarinda
tirettikleri belirtilmistir. Sharma ve Gill (2007), Streptomyces sp. ALKC 4’iin, hiicresiz
ekstraktindan, ekzo etkili ve termostabil bir iniilinaz1 saflastirmiglardir. Saf enzimin
sicaklik ve pH optimumunun, sirastyla 70 °C ve 6.0 oldugu; bu enzimin, iniilinden

fruktoz tiretimi i¢in uygun oldugu belirtilmistir.
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2.4.3 iniilinaz iiretiminde kullamlan substratlar

Iniilinaz iiretimi igin en sik kullanilan subsratin iniilin oldugu, bununla birlikte farkli
mikroorganizmalarla enzim {iiretimi i¢in ¢esitli substratlarin kullanildigi bildirilmistir
(Vijayaraghavan vd. 2009). Bunlar arasinda saf maddeler, iniilin iceren materyaller ve
karigik substratlarin da yer aldigi belirtilmistir. Saf substratlar arasinda (¢ogunlukla
karbonhidratlar), iniilinin ve sakkarozun karbon kaynagi olarak tercih edildigi
belirtilmektedir. Kullanilan susun sadece iniilinaz aktivitesine sahip olmasi durumunda
iniilinin en iyi substrat oldugu; ancak mikroorganizmanin iniilinazin yani sira invertaz
aktivitesi de gosterdigi durumda enzim iiretimi i¢in en iyi kaynagin sakkaroz oldugu

aciklanmistir (Pandey vd. 1999).

Compositae ve Gramineae cinsine ait bitkilerden bazilarinin kok ve yumrularinin veya
bunlarin izolatlarinin iniilinaz {retiminde kullanilabildigi; yildiz ¢igegi  (Dahlia
pinnata), yer elmasi (Helianthus tuberosus), hindiba  (Cichorium intybus) ve
Saussaurea lapa koklerinin bu amacgla yaygin olarak kullanildigi belirtilmektedir
(Pandey vd. 1999). Iniilinaz iiretiminde, iniiline gére daha ucuz olan, yer elmas: veya

hindiba kokleri ile maltoz karigimi kullanan bir yontemin gelistirildigi de bildirilmistir.

Mazutti vd. (2008), melas, misir kogani hidrolizat1 ve maya ekstrakti gibi tarim
endiistrisi atiklarin1 substrat olarak kullanmis ve Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571’in iniilinaz {retimini arastirmiglardir. Makino vd. (2009), tarim endiistrisi
atiklarindan Kluyveromyces suslart ile iniilinaz liretimini aragtirmislar, baslangic olarak,
10 susun yapay ortamda test edildigi ve tarim endiistrisi atiklar1 ve maya ekstrakti igeren
ortamda daha i1yi gelisme gosterdigi belirtilmistir. Optimize kosullarda, elde edilen
maksimum iniilinaz aktivitesi Kluyveromyces marxianus NCYC 587 ve Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 suslari i¢in siras1 ile 735 + 26 ve 722 + 54 U m/L olarak
saptanmig ve buna bagli olarak iniilinaz iiretimi i¢in tarim endiistrisi atiklarinin uygun
oldugu bildirilmistir. Mazutti vd. (2010), Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ile
substrat olarak tarimsal atiklar1 kullanarak kati1 faz ve daldirma fermantasyon yontemi

ile iniilinaz iiretimini arastirmislardir. Daldirma ydntemi ile elde edilen enzimin
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aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 4.5 ve 55 °C; kati
fermantasyonla iiretilen enzim i¢in optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla, 5.0 ve
55 °C oldugu bildirilmis, her iki enziminde yiiksek termal stabilite gosterdigi
belirtilmistir.

2.4.4 iniilinazlarin kullanim alanlari

Iniilininin enzimatik hidrolizi sonucu az miktarda glikoz iceren fruktoz olustugu
saptanmustir (Vijayaraghavan vd. 2009). Iniilinazla iniilin hidrolizi ultra yiiksek fruktoz
surubu iiretiminde ve etanol veya aseton-butanol iiretiminde O©nemli oldugu
belirtilmistir. Iniilinin fruktoza kimyasal yolla hidrolizinin istenmeyen renk degisimleri,
tat ve aromadaki degisiklikler gibi baz1 dezavantajlarinin oldugu, ayrica yaklasik olarak
% 5 oraninda da hi¢ tatlandiric1 6zelligi bulunmayan difuktoz anhidritin iiretilmesine
neden oldugu bildirilmistir (Pandey vd. 1999). Iniilinden veya iniilince zengin
materyallerden fruktoz surubu iiretiminin iniilinaz uygulamalarinin en Onemli
alanlarindan biri oldugu belirtilmistir. Nisastanin fruktoza doniistliriilmesi i¢in a-amilaz,
glikoamilaz ve glikoz izomeraz enzimlerinin gerektigi ve elde edilen {iriiniin yaklasik
% 45 fruktoz icerdigi, bununla birlikte iniilinden fruktoz iiretiminin tek agamali bir
islem oldugu ve bu yontemle iniilinin % 95 gibi yliksek bir verimle fruktoza hidrolize

oldugu bildirilmistir.

Wenling vd. (1999), Kluyveromycessp.Y-85 iniilinazin1 kismen saflastirmis ve iyonik
polistiren boncuklara adsorbsiyon ve c¢apraz baglama yontemleriyle immobilize
etmislerdir. Yer elmasi sapindan elde edilen % 4.5 fruktan ¢ozeltisinden, immobilize
iniilinaz ile, 1 saatte 234.9 g indirgen seker/L maksimum hacimsel verimlilikle % 75
fruktan hidrolizi elde edildigi bildirilmistir. Hidroliz iiriiniiniin % 85 D-fruktoz ve
D-glikoz iceren bir karisim oldugu, biyoreaktoriin yart Omriiniin ise 32 giin oldugu

saptanmistir.

Yu vd. (2010), rekombinant iniilinaz iireten bir Saccharomyces cerevisiae ile yer elmasi
iniilininden glikoz icermeyen fruktoz surubu iiretimi olasiligini arastirmislardir. Bu
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calismada; Saccharomyces cerevisiae susunun fruktoz kullaniminin hekzokinaz
genlerinin bozulmasiyla engellendigi, iniilinaz geninin Kluyveromyces cicerisporus’tan
alinarak aktarildigr belirtilmistir. Rekombinant Saccaharomyces cerevisiae’nin hiicre
dis1 iniilinaz aktivitesinin 96 saat inkiibasyon sonucu 31 U/mL’ye ulastig; mayanin
sadece yer elmasi yumrulart igeren besiyerinde gelistirildigi durumda 24 saat sonra
% 0.1 (ag/h) glikoz iceren fermantasyon ortaminda fruktoz veriminin % 9.2 (ag/h)’ye

ulastig1 bildirilmistir.

Iniilinazlarin etanol iiretimi i¢in de kullamlabildikleri; prosesin, genellikle saf iniilinaz
veya iniilinaz iireten bir mikroorganizma ile etanol iireten bir diger mikroorganizma ile
birlikte kullanildig1 ve es zamanl fruktoz iiretimi ve fermantasyonu islemlerini igerdigi
bildirilmistir (Pandey vd. 1999). Chang vd. (2008) yer elmasi suyunun iniilinazla
muamelesinin ardindan Saccharomyces cerevisiae ile etanol iiretimi ve her iki iglemin
bir arada uygulanmasi ile etanol iiretimini arastirmiglardir. En yiiksek etanol {iretiminin,
hidroliz ve fermantasyon isleminin bir arada yiiriitiilerek, 18 ve 24 saatte, 103 ve 179
g/L yer elmasi suyu ile, 50 g/L ve 82 g/L etanol elde edildigi bildirilmistir. Yu vd.
(2008), iniilinaz olusturan Kluyveromyces cicerisporus Y179 susu ile yer elmasindan
etanol iiretimini arastirmislardir. Karbonhidratlarin etanole doniisiim oraninin teorik
verimin % 86.9’s1 kadar oldugu, fermantasyon sirasinda toplam sekerin % 93.6’sinin
kullanildig1 ve fermantasyon ortaminda % 12.3 etanol (v/v) elde edildigi bildirilmistir.
Tuesombat vd. (2007), yer elmasi iniilininin asit ve enzimatik hidrolizi sonrasi
Saccharomyces cerevisiae ile etanol liretimini arastirmislar, yer elmasi suyunun teorik
verimin yaklasik % 88’ine ulasarak etanol iiretimi gerceklestirmislerdir. Yer elmasinin
yiiksek iniilin igerigi yaninda, etanol iireten mikroorganizmalarin gelisimi ve etanol

iretimi i¢in elzem olan mineralleri de icerdigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 izole Edilen Mikroorganizmalarin Kaynag

Bu ¢alismada kullanilan yer elmas1 6rnekleri yerel marketlerden saglanmistir.

3.2 Besiyeri ve Cozeltiler

3.2.1 Mikroorganizmalarin izolasyonu ve gelisiminde kullanilan besiyeri

Iniilinaz iireten mikroorganizmalar1 izole etmek igin karbon kayna@i olarak sadece
iniilin igeren besiyeri kullanilmigtir. Besiyerinin bilesimi (1 L saf su i¢in); 5 g maya
Oziitli (yeast extract); 5 g pepton; 3 g KH,POy4; 2 g MgS0O4.7H,0; 2 mL mineral tuz
¢oOzeltisi; 1 mL resazurin; 2 g iniilin icermektedir. Kat1 besiyeri i¢in ayni bilesime % 1
oraninda agar eklenmistir. Besiyerinin pH degerleri 1 N NaOH ve 1 N HCl ile istenilen

degere ayarlanmustir. [zolasyon besiyerinin pH degeri 7.0’a ayarlanmustur.

Mineral tuz ¢ozeltisinin bilesimi (1 L saf su i¢in);12.800 g nitrilotriasetik asit; 0.200 g
FeCl,.4 H,0; 0.100 g MnCl,.4 H,0O; 0.170 CoCl,.6 H,0O; 0.100 g CaCl,.2 H,0; 0.100 g
ZnCl,; 0.020 g CuCly; 0.10 g H3BO3; 0.010 g Na;MoO4.2 H,0; 0.026 g NiCl,.6 H,O;
1.000 g NaCl; 0.020 g Na,SeOs.5 H,O’dan olusmaktadir. Oncelikle nitriloasetik asit
coziindirilmis ve pH KOH ile 5.5’e ayarlanmistir (DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Medium 144,

http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium144.pdf).

Besiyerleri sterilizasyon oncesi, N, atmosferi altinda Hungate tiiplerine (Bellco Inc.)

7’ser mL dagitilmig ve tlipler N, atmosferi altinda kapatildiktan sonra otoklavda (ALP
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Co., Ltd., Model; CL-40M ) 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Iniilin,
parcalanmasinin onlenmesi i¢in 110 °C’de 30 dakika sterilize edilmis ve besiyerine

aseptik kosullarda ilave edilmistir.

3.2.2 Tampon cozeltiler

Bu calismada, enzimin optimum pH degerlerinin saptanmasinda kullanilan tampon

¢oOzeltilerin bilesimi asagida verilmistir.

- Asetat tampon: 11.55 mL asetik asidin 1000 mL saf suda ¢ozililmesiyle hazirlanan 0.2
M asetik asit ¢ozeltisi ile 27.2g CH;COONa.3H,O’1in 1000 mL saf suda ¢oziilmesiyle
hazirlanan 0.2 M sodyum asetat ¢oOzeltisinin belirli oranlarda karistirilmasiyla
hazirlanmis, pH 4.0 ve 5.0 i¢in bu ¢ozeltilerin karisim oranlar1 Walpole (1914)’e gore

belirlenmistir.

- Na-P tampon: Bu tampon, 10 mM ve pH 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5 olacak sekilde,
NaH,PO4H,O ve Na,HPO4.7H,O belirli miktarlarda karistirilarak hazirlanmistir
(http://home.fuse.net/clymer/buffers/phos2.html).

- Tris-HCI tampon: 0.2 M tris (hidroksimetil) aminometan ¢ozeltisiyle 0.2 M HCI’nin

belirli oranlarda karistirilarak pH degeri 8.0 ve 9.0 olan tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir.

- Glisin-NaOH tampon: Bu tampon ise 15.01 g glisinin 1000 mL saf suda ¢oziilmesiyle
hazirlanan 0.2 M glisin ¢ozeltisiyle 0.2 M NaOH’in Sorensen (1909)’a gore pH 10.0 ve

11.0 saglayacak oranlarda karistirilmasiyla hazirlanmistir.
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3.3 Mikroorganizmanin izolasyonu ve Muhafazasi

Yer elmasi kabuklar1 100 mL serum fizyolojik i¢inde 1 saat bekletilmis ve bu sekilde
hazirlanan 6rnekler steril besiyerine % 10 (h/h) oraninda asilanmis ve 35 °C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Ayrica, ayni besiyerine yer elmast kabugu alinarak ayni kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kiiltlirler taze besiyerine alinmis, tek koloni
izolasyonu i¢in kiiltiirler ayni1 bilesimdeki kati besiyerine asilanmis ve anaerobik
kosulda gelistirilmislerdir. Saflastirma igin sivi besiyerinde gelistirme ve tek koloni
izolasyonu 4 kez tekrarlanmis, gelisen kiiltiirler ayni besiyeri igerisinde +4 °C’de

saklanmistir.

3.4 Mikroorganizma Gelismesinin izlenmesi

Mikroorganizma gelismesi 660 nm 1siktaki absorbans ve pH degerlerinin 6l¢iilmesiyle
izlenmistir (Drent vd. 1991). Elde edilen izolat, 33 °C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra bu taze kiiltiirlerden 100 mL’lik serum siselerindeki 50 mL’lik besiyerine
% 10 (h/h) oraninda inokiile edilmis, 33 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
siiresince serum sisesindeki kiiltiirlerden belirli zaman araliklarinda 6rneklerde, 660 nm
1siktaki optik yogunluk degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) taze
besiyerine karsi Olgililmiistiir. Orneklerin pH degerleri ise ATC pHmetre (EDT
Instrument, GP 353) ile belirlenmistir. Olgiimlerden elde edilen 660 nm’deki optik
yogunluk ve pH degerlerinin zamana kars1 grafigi cizilerek mikroorganizmanin gelisme

egrisi olusturulmustur.

Mikroorganizma gelismesi sirasinda belirli araliklarla Ependorf tiiplerine alinan
1.0 mL’ lik 6rnekler, 10000 rpm’de (Heraeus Sepatech, Biofuge 15) 10 dakika
santrifiijlenerek berrak bir siipernatant elde edilmis ve bu 6rneklerde iniilinaz aktivitesi
belirlenmigtir. Elde edilen sonug¢larin zamana kars1 grafigi cizilerek mikroorganizma

gelismesi sirasinda iniilinaz aktivitesindeki degisim bu yolla belirlenmistir.

21



3.5 Iniilinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Iniilinaz aktivitesi, enzim etkisi sonucu olusan indirgen seker miktarmim DNS ydntemi

ile belirlenerek saptanmistir (Kato vd. 1999).

Kullanilan ¢ozeltiler;

DNS (3,5-Dinitrosalisilik asit) ¢ozeltisi (1 L i¢in): 10 g DNS (Sigma D-1510), 10 g
NaOH, 1.6 g fenol, 10 mL % 10’luk sodyum siilfit. % 10’luk sodyum siilfit

kullanmadan hemen 6nce ¢ozeltiye eklenmistir.

Rochelle Tuzu: 400 g Na K tartarat 1 L saf suda ¢ozilindiirtilerek hazirlanmistir.

Izolatin iniilinaz aktivitesinin belirlenmesinde, 0.1 mL siipernatant bir deney tiipiine
alimmis ve iizerine 0.9 mL % 2 iniilin igeren 10 mM pH 7.0 sodyum fosfat tampon
cozeltisi ekledikten sonra 50 °C’de 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda enzim
aktivitesinin durdurulmasi i¢in deney tiipleri kaynar su banyosunda bekletilmistir.
Indirgen seker miktarmm belirlenmesi igin 1 mL 6rnek iizerine 2 mL DNS ¢ozeltisi
eklenerek 90 °C’de 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiiplere 1 mL Rochelle tuzu
eklenip sogutulmus ve 5 mL saf su ilave edildikten sonra spektrofotometrede 575 nm
dalga boyunda optik yogunluk Ol¢iilmiistiir. Sonuglar, 0.1-1 mg/L konsantrasyon
araliginda fruktoz cozeltileri ile hazirlanan kurve yardimiyla mg/L fruktoz olarak

hesaplanmustir.

1 U (linite) inililinaz aktivitesi; optimal kosullar altinda, 1 dakikada 1pumol fruktoz

olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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3.6 Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Cesitli Faktorlerin Etkisinin Belirlenmesi

3.6.1 Optimum gelisme sicakhgi ve pH degerinin belirlenmesi

Elde edilen izolatin optimum sicaklik ve pH degerlerini belirlemek icin izolat; pH
degeri 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olan besiyerlerine % 10 (h/h) oraninda
inokiile edilerek oda sicakligr (~24 °C), 30, 33, 35, 37 ve 40 °C’de inkiibe edilmis,

inkiibasyon sonunda mikroorganizma gelismesi ve iniilinaz aktivitesi belirlenmistir.

3.6.2 Farkh karbon kaynaklarinda cogalma ve enzim aktivitesinin belirlenmesi

Mikroorganizma gelisimi ve iniilinaz aktivitesi lizerine farkli karbon kaynaklarinin
etkisini belirleme ¢alismasinda, bakteri izolati besiyerinde karbon kaynagi olarak
kullanilan iniilin yerine % 2 oraninda arabinoz, fruktoz, sakkaroz, rafinoz, meliobiyoz,
galaktoz, glikoz, ksiloz, laktoz, maltoz ve nisasta igeren steril gelistirme besiyerlerine
inokiile edilmis ve 33 °C’de 48 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi
kiiltiirlerden almman O&rneklerde mikroorganizma gelismesi ve iniilinaz aktivitesi

belirlenmistir.

3.7 iniilinaz Aktivitesi Uzerine Cesitli Faktorlerin EtKisinin Belirlenmesi

3.7.1 Sicakhgin etkisi

100 mL’lik serum siselerinde hazirlanmis 50°ser mL besiyerleri bakteri izolatlar ile
% 10 oraninda inokiile edilip 30 °C’de yeterli siire inkiibe edilmesiyle elde edilen taze
kiiltiirlerden alinan 6rnekler 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek elde edilen kaba
enzim sivilari sicaklik optimumunun ve termal stabilitenin belirlenmesi ¢aligmalarinda

kullanilmastir.
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3.7.1.1 Optimum sicakhk degerinin belirlenmesi

Mikroorganizmanin gelisme ortaminda olusturdugu iniilinazin optimum sicaklik

degerleri 30-90 °C arasi sicakliklarda enzim aktivitesi 6lgiilerek saptanmigtir.

3.7.1.2 Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi

Iniilinazin 1s1] stabilitesi, daha dnceki boliimde belirtildigi gibi hazirlanan kaba enzim
stvilariin 60 °C ve 70 °C’deki sicak su banyosunda 1 saat inkiibe edilmesi sirasinda
belirli zaman araliklarinda (her 15 dakikada bir) 6rnek alinmasi ve bu orneklerin

aktivitelerinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

3.7.2 Optimum pH degerinin belirlenmesi

Iniilinazin optimum pH degerlerini belirlemek icin 10 mM pH 4.0 ve 5.0 icin asetat
tamponu; pH 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5 i¢in sodyum fosfat tamponu; pH 8.0 ve 9.0 i¢in tris-
HCI tamponu ve pH 10.0; 11.0 i¢in glisin-NaOH tamponu olmak iizere 4 farkli tampon
cozelti ile hazirlanmis % 2 iniilin ¢Ozeltisi substrat olarak kullanilmis ve optimum

sicaklik degerlerinde enzim aktiviteleri belirlenmistir.

3.7.3 Metal iyonlar1 ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarmin iniilinaz aktivitesi lizerine olan etkisini belirlemek amaciyla
AgH, C02+, Al3+, Cu2+, Fez+, Hg2+, Mg2+, Mn*" ve Zn*" iyonlarint igeren ¢ozeltiler
kullanilmistir. Son konsantrasyonlar1 0.1 mM olacak sekilde, 0.5 mL 20 mM metal
cozeltisi ve 0.5 mL enzim c¢ozeltisi, enzimin optimum aktivite sicakliginda 1 saat
bekletilmistir. Metal ¢ozeltisi yerine 0.5 mL saf su iceren kaba enzim sivisina ayni
islemler uygulanarak tanik olarak kullanilmistir. Ayrica EDTA nin enzim aktivitesi

tizerine etkisi yukarida anlatildig gibi belirlenmistir.
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3.8 Enzimin Hiicre I¢i veya Hiicre Disit Olup Olmadiginin Belirlenmesi

Bakteri izolatinin iirettigi enzimin hiicredeki yerinin belirlenmesi i¢in 1 mL kiiltiir sivis1
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant atilmis ve ornek iizerine 1 mL
10 mM pH 7.0 olan sodyum fosfat tamponu ilave edilmis ve tekrar 10000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenmistir. Slipernatant atilmis ve kalan ¢okelti tizerine 1 mL 10 mM
pH 7.0 olan sodyum fosfat tamponu ilave edilerek sonikatérde (Sonics Vibrocell) hiicre
duvar1 parcalanmistir. Bu sekilde hazirlanan hiicre i¢i enzim Orneginde iniilinaz

aktivitesi belirlenmistir (Vullo vd. 1991).

3.9 Protein Tayini

Orneklerde protein miktar1 saptanmustir. Protein tayini Lowry’ye gore yapilmistir

(Lowry vd. 1951).

Kullanilan ¢ozeltiler:

Lowry A: % 2 Na,CO3 ve 0.1 M NaOH

Lowry B: % 1 CuSOq4

Lowry C: % 2 sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4O¢ 4H,0)

Lowry stok c¢ozeltisi: 49 ml Lowry A, 0.5 ml Lowry B, 0.5 ml Lowry C’den

olusmaktadir.

Folin ciocalteu ¢ozeltisi: 2N Folin - Ciocalteau reaktant1 (Sigma, F-9252) kullanimdan

hemen 6nce demineralize su ile 1:1 oraninda seyreltilmistir.

1 mL Lowry stok c¢ozeltisine, 100 pL 6rnek eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmis ve sonrasinda 100 pL. Folin Ciocalteu reaktanti ilave edilerek tekrar oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 595 nm’ de optik yogunluk Olc¢tilmiistiir.
Protein standart kurvesi, 0.01- 0.1 mg/mL arasinda BSA (Bovine Serum Albumin)
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iceren c¢ozeltilerle hazirlanmis ve protein miktar1 bu kurve yardimiyla mg/mL protein

olarak hesaplanmustir.

3.10 iniilinazin Farkh Sekerler Uzerine Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzimin iniilin {izerine olan aktivitesinin belirlenmesindeki gibi hazirlanan 6rneklerin

rafinoz ve sakkaroz iizerine aktiviteleri DNS yontemiyle belirlenmistir.

3.11 izolatin Molekiiler Tanimlanmasi

Izole edilen mikroorganizma taze besiyerine inokiile edilmis ve 18 saatlik inkiibasyon
sonrast DNA’s1 izole edilmistir (Nucleospin Tissue, Macherey- Nagel). izole edilen 16S

ribozomal DNA dizini Refgen Biyoteknoloji tarafindan analiz edilmistir.

26



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Mikroorganizmalarin izolasyonu

Iniilinaz aktivitesi olan bakterilerin izolasyonu igin, karbon ve enerji kaynag: olarak
sadece iniilin igeren besiyerinde gelistirilen kiiltlirlerde tek koloni izolasyonu
yapilmistir. Sivi besiyeri ve tek koloni izolasyonu 4 kez tekrar edildikten sonra kiiltiiriin
saf oldugu kabul edilmistir. Bakterinin iniilinaz aktivitesine sahip oldugunun
dogrulanmas1 amaciyla saf kiiltiirde iniilinaz aktivitesi saptanmustir. izolatin iniilinaz
aktivitesinin oldugu belirlendikten sonra diger ¢alismalar yapilmis ve izolat YE 2A

olarak kodlanmustir.

4.2 Mikroorganizma Gelismesinin izlenmesi

Mikroorganizma gelismesi ¢ogalan 6rneklerde besiyerinde 660 nm’de optik yogunluk
ve pH ol¢limii ile izlenmistir. Optimum gelisme sicakligi ve pH degerinin belirlenmesi
calismalarindan elde edilen sonuglarda bakterinin optimum iniilinaz aktivitesi gosterdigi
pH ve sicaklik sirasiyla 5.0 ve 30 °C olarak belirlenmistir. Olgiimlerden elde edilen
optik yogunluk ve pH degerlerinin zamana kars1 grafigi cizilerek olusturulan
mikroorganizmanin gelisme egrisi sekil 4.1°de verilmistir, sekil 4.1°de goriildiigii gibi
YE2A izolat1 gelismesini yaklasik 30 saatte tamamlamustir. Ik 20 saatte izolat hizla
gelismis, daha sonra gelisme duragan faza girmistir. Gelisme sirasinda besiyerinin pH
degeri ilk 16 saatte 5.12’den 4.5’in altina gerilemis ve gelismenin sonuna kadar bu

diizeyde kalmistir.

Mikroorganizma geligsmesi sirasinda iniilinaz aktivitesindeki degisim grafigi sekil 4.2°de
verilmistir. Sekilden de anlagilacagi gibi gelismenin 32. saatinde en yiiksek iniilinaz

aktivitesi saptanmis gelisme ilerlerken iniilinaz aktivitesi giderek azalmistir.
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4.3 Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Cesitli Faktorlerin Etkisi

4.3.1 Optimum gelisme sicakhig1 ve pH degerinin belirlenmesi

Bu amagla sterilizasyon 6ncesi pH degeri 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olan
besiyerleri aktif bakteri kiiltiirii ile asilanmis ve 30, 33, 35, 37 ve 40 ° C’de gelistirilen
kiiltiirlerde mikroorganizma gelismesi ve iniilinaz aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore mikroorganizmanin en yiiksek iniilinaz aktivitesi gosterdigi sicakligin
30 °C ve pH’nin 5.0 oldugu anlasilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda, mikroorganizma

saptanan bu degerlerdeki besiyerinde ¢ogaltilmistir.

4.3.2 Farkh karbon kaynaklarinda ¢ogalma ve enzim aktivitesinin belirlenmesi

Farkli karbon kaynaklarinin ¢ogalma ve iniilinaz aktivitesine etkisi belirlenmis ve

sonugclar cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1°den de anlasilacagr gibi mikroorganizma, laktoz, fruktoz ve sakkaroz iceren
ortamda digerlerine gore daha iyi gelismektedir. Buna karsin, en yiiksek iniilinaz
aktivitesi besiyerinde maltoz, ksiloz ve laktoz igceren kosullarda saptanmistir. Nisasta
iceren besiyerinde gelistirilen kiiltiirde ise hem mikroorganizma ¢ogalmasi hem de

iniilinaz aktivitesi en diisiik degerde bulunmustur.
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Cizelge 4.1 Farkli karbon kaynaklari igeren besiyerlerinde mikroorganizma ¢ogalmasi
ve iniilinaz aktivitesi

Karbon Kaynag: | Hiicre Gelismesi (OD 660 nm) | Iniilinaz Aktivitesi (U/mL)
Fruktoz 0,815 0,835
Glikoz 0,785 0,666
Sakkaroz 0,806 0,725
Laktoz 0,832 1,614
Ksiloz 0,726 1,879
Rafinoz 0,683 0,846
Galaktoz 0,593 1,256
Maltoz 0,570 2,136
Meliobiyoz 0,684 0,784
Arabinoz 0,343 0,956
Nisasta 0,298 0,398

4.4 Iniilinaz Aktivitesi Uzerine Cesitli Faktorlerin Etkisinin Belirlenmesi

4.4.1 Sicakhgin etkisi

Iniilinazin optimum sicaklik degeri 30-90 °C arasi sicakliklarda enzim aktiviteleri
Olciilerek saptanmis ve sonuglar sekil 4.2°de verilmistir. Buna goére enzimin optimum
aktivite sicakligin 60 °C oldugu belirlenmistir. Bu sicakliktan daha yiiksek sicakliklarda

enzim aktivitesi giderek azalmistir.
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Sekil 4.3 Enzim aktivitesine sicakligin etkisi

Iniilinazin termal stabilitesi, hazirlanan kaba enzim sivilarmm 60 °C ve 70 °C’deki sicak
su banyosunda inkiibe edilmesi sirasinda her 15 dakikada alinan Orneklerde enzim
aktivitelerinin o6l¢iilmesi ile belirlenmistir. Sekil 4.3’den anlasilacagi gibi enzim
60 °C’de 1 saat inkiibasyon siiresinde aktivitesinin % 15’ini kaybetmistir; benzer sekilde

70 °C’de ise 45 dakika sonra % 11’ini kaybetmistir.
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Sekil 4.4 Su banyosunda bekleme siiresine karsilik enzim aktivitesindeki degisim

4.4.2 pH degerinin etkisi

Iniilinazin pH optimumu, farkli pH degerlerinde 60 °C’de enzim aktivitesi dlciilerek
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore enzimin optimum calisma pH’s1t 7.0 olarak
belirlenmistir. Enzimin pH 5.0-10.0 arasinda aktif oldugu belirlenmistir. Calisilan diger

pH degerlerinde enzim aktivite gostermemistir.

4.4.3 Baz1 metal iyonlari ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarinin iniilinaz aktivitesi iizerine olan etkisini belirlemek i¢in Ag'’,
Co*", AP*, Cu*’, Fe*, Hg2+, Mg2+, Mn** ve Zn** ¢ozeltileri ile EDTA, enzim
¢oOzeltilerine ilave edilerek iniilinaz aktivitesine olan etkileri belirlenmistir. Elde edilen
veriler, ¢izelge 4.2°’de verilmis ve cizelgeden enzim aktivitesinde, AgH, Al3+, Fe%,
Hg2+, Mg2+, Zn** ve EDTA’nin olumsuz etkisi, C02+, Cu’" ve Mn*" ¢oOzeltilerinin ise

olumlu etkileri oldugu anlasilmistir.
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Cizelge 4.2 Enzim aktivitesi lizerine ¢esitli metallerin ve inhibitorlerin etkisi

Metal Enzim Aktivitesi Enzim Aktivitesindeki Degisim
(U/mL) (%)
Ag'” 1,309 96,5
Cu* 1,589 117,1
Hg* 1,143 84,2
Zn*" 1,069 78,8
Fe** 1,016 74,9
Mg** 1,120 82,5
Mn** 3,208 236,4
Co*" 2,802 206,5
Al 1,013 74,6
EDTA 0,790 58,2
Kontrol 1,357 100,0

4.5 Enzimin Hiicre I¢i veya Hiicre Dist Olup Olmadiginin Belirlenmesi

Mikroorganizmanin iirettigi enzimin hiicredeki yerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma
sonucu, slipernatantta ve hiicre i¢i sivisinda bulunan enzim orneklerinde iniilinaz
aktivitesi belirlenmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, cizelge 4.3°de verilmis ve
bu sonuglara gore hem hiicre dist hem de sitoplazmada enzim aktivitesi oldugu

anlasilmistir.
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Cizelge 4.3 Sitoplazma ve ¢cogalma ortaminda enzim aktivitesi

Enzimin hiicredeki yeri Enzim Aktivitesi (U/mL)
Stipernatant 1,171

Hiicre Igerigi 1,106

4.6 Protein Tayini

Yapilan protein analizi sonucuna gore kiiltiirdeki protein miktar1 3,855 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Bu degere gore enzimin spesifik aktivitesi 0,304 U/mg olarak

bulunmustur.

4.7 Iniilinazin Farkh Sekerler Uzerine Aktivitesinin Belirlenmesi

Elde edilen kaba enzim sivisinin sadece iniiline aktif oldugu, sakkaroz ve rafinoz
tizerine etkili olmadig1 belirlenmis, bu sonuca gore enzimin iniilin i¢in spesifik oldugu

sonucuna vartlmistir.

4.8 izole Edilen Mikroorganizmanin Karakterizasyonu

Izole edilen mikroorganizmanin 16S ribozomal DNA analizlerine gore, tiirii

Clostridium beijerinckii oldugu saptanmustir.
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5. TARTISMA

Bu caligmada, bolgesel pazardan saglanan, yer elmalarinin iizerinden, iniilinaz
aktivitesine sahip, anaerobik, bir mezofilik bakteri izole edilmis ve izole edilen bakteri
Clostridium beijerinckii olarak tanimlanmistir. Ayrica bu bakterinin degisik kosullarda

¢ogalma ve iniilinaz aktivitesi aragtirilmigtir.

Bu calismada elde edilen izolatin iniilinaz aktivitesi gosterdigi, ¢ogalmanin en yogun
oldugu sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 30 °C ve 5.0 oldugu anlasilmistir. Bu
sicaklik ve pH degerinde gelistirilen bakterinin gelisme egrisine (Sekil 4.1) gore
bakterinin gelisimini yaklasik 30 saatte tamamladigi, ilk 20 saatteki hizli ¢ogalma
sonrasinda duragan faza girdigi anlagilmistir. Gelismenin yaklasik olarak ilk 20 saatinde
pH’nin 5.1°den 4.5’e diistiigli ve gelisimin sonuna kadar yaklasik bu degerde kaldigi
belirlenmigtir. Gelisim sirasinda iniilinaz aktivitesinin gelismenin baglangicindan
itibaren en yiiksek aktiviteye ulastigi 32. saate kadar arttigi, daha sonra aktivitenin
azaldig1 gozlenmistir. Yapilan bir ¢calismada C.acetobutylicum ABKn8 susunun iniilinaz
aktivitesinin maksimum diizeyine gelismenin duragan fazinda ulastigi belirlenmistir

(Efstathiou vd. 1986).

Izole edilen Clostridium tiiriiniin, farkli karbon kaynaklarinda gelisimi ve iniilinaz
aktivitesi lizerindeki calismada, iniilin yerine % 2 fruktoz, glikoz, sakkaroz, laktoz,
ksiloz, rafinoz, galaktoz, maltoz, meliobiyoz, arabinoz veya nisasta kullanilan
besiyerlerinde gelistirilmistir. Bu kosularda inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin ¢ogalmalari
ve iniilinaz aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen veriler ¢izelge 4.1°de verilmistir, bu
verilere gore en yiiksek bakteri gelisiminin laktozlu besiyerinde c¢ogalan Kkiiltiirde
oldugu, ancak en yiiksek iniilinaz aktivitesinin maltoz iceren besiyerinde c¢ogalan
kiiltiirde oldugu saptanmigtir. Ayrica galaktoz, ksiloz ve laktoz iceren besiyerinde
gelistirilen bakterinin iniilinaz aktivitelerinin diger karbon kaynaklarindan daha yiiksek
oldugu belirlenmis, buna karsin gore nisasta, glikoz, sakaroz ve meliobiyozun iniilinaz
aktivitesini baskiladigi saptanmistir. Yapilan bir ¢calismada, Drent vd. (1991), iniilinaz

aktivitesine sahip bir Clostridium thermosuccinogenes izole etmisler ve bu bakterinin
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glikoz, fruktoz, galaktoz, maltoz, laktoz, sakkaroz, riboz, rafinoz, ksiloz, sellobiyoz, ve
nisastada gelisebildigini belirlemislerdir, ancak bu karbon kaynaklarinda gelistirilen
bakterinin iniilinaz aktivitesi hakkinda bilgi verilmemistir. Allais vd. (1987) ise, izole
ettikleri LCB41 susunun glikoz, fruktoz, sakkaroz ve iniilinde ¢ogalma ozelliklerinin
hemen hemen ayni oldugunu belirlemislerdir. Buna karsin, fruktoz (7 U/L), sakkaroz
(21 U/L) ve glikozda (55 U/L) gelistirilen kiiltiirlerin iniilinaz aktivitesinin, iniilinde
(195 U/L) gelistirilen kiiltiire gére daha az oldugunu belirlenmislerdir. Bu calismada;
karisik karbon kaynaklar1 da iniilin+fruktoz (73 U/L), iniilintglikoz (137 U/L) ve
iniilin+sakkaroz (107 U/L) arastirilmis ve sadece fruktoz, glikoz ve sakkarozda gelisen
kiltiirlere gore yiliksek ancak sadece iniilinde gelistirilen kiiltiirlere gére daha diistik
iniilinaz aktivitesi saptanmustir. Baz1 Clostridium acetobutylicum iniilinazlarinin, iniilin
ile indiiklenirken ksiloz, fruktoz veya sakkarozla indiiklenmedigi, ayrica glikozla

baskilandig belirtilmistir (Efstathiou vd. 1986).

Bu ¢alismada izole edilen C.beijerinckii iniilinazinin, optimum sicaklik degerinin 60 °C
oldugu belirlenmistir. Enzimin termal stabilitesi lizerindeki ¢aligmalarda 60 °C 1 saat
inkiibe edilen kaba enzim ekstraktinda, aktivitesinin % 85’ini korudugu, 70 °C’de ise 45
dakika inkiibasyon sonunda aktivitenin % 89’unu korudugu belirlenmistir. Izolatin
iniilinaz aktivitesinin optimum sicakliginin géreceli olarak yiliksek oldugu belirlenmistir.
Efstathiou vd. (1986), C.acetobutylicum iniilinazinin 35-47 °C arasinda aktif oldugunu
ancak 10 dakika inkiibasyon sonrasi 47-55 °C arasinda aktivitesini kaybettigini
belirlemiglerdir. Drent vd. (1991), C.thermosuccinogenes iniilinazinin 58 °C’de
maksimum aktivite gosterdigini, 60 °C’ye kadar enzim aktivitesinin stabil oldugunu,
ancak daha yiiksek sicakliklarda aktivitenin hizla kaybedildigini bildirmislerdir. Vullo
vd. (1991), Bacillus subtilis 430 A iniilinazinin 50-55 °C’nin iizerindeki sicakliklarda
aktivite gostermedigini, 45-50 °C’de 7 saat inkiibasyon sonucunda aktivitenin

% 20’sini kaybettigini bildirmislerdir.

Bazi kiif ve maya iniilinazlar ile yapilan ¢aligmalarda ise, Aspergillus ficuum JNSP5-06
ekzo ve endo-iniilinazlarinin optimum sicakliklarinin yaklasik 45 °C oldugu; 80 °C’de 1

saat inkiibasyon sonrasi enzimlerin tamamen denatlire oldugu bildirilmistir (Chen vd.
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2009). Ayrica, 60 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda iniilinaz aktivitesinin sadece
% 40’nin korundugunu bildirmislerdir. Sharma ve Gill (2007), Streptomyces sp.’nin
iniilinaz aktivitesinin optimum sicakliginin 70 °C oldugunu, bu sicaklikta 6 saat
inkiibasyon sonrasinda bile aktivitenin hemen hemen etkilenmedigini, 72 saat sonra
aktivitenin % 20’nin korundugunu ancak 80 °C’de 3 saat inkiibasyon sonrasi iniilinaz

aktivitesinin % 50°nin kaybedildigini bildirmislerdir.

Bu calismada C.beijerinckii izolatinin iniilinazinin optimum pH degerinin 7.0 oldugu
belirlenmistir. Daha asidik ve bazik kosullarda enzim aktivitesinin daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Yapilan diger calismalarda Drent vd. (1986) C.thermosuccinogenes
inlilinazinin optimum pH degerini 6.8 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada elde edilen
pH ve sicaklik degeri C.thermosuccinogenes iniilinazi ile yapilan ¢aligmalara benzer
degerler gostermektedir (Drent vd. 1986). Ancak, C.acetobutylicum iniilinazinin
optimum pH degerinin 4.6 oldugu bildirilmistir (Efstathiou vd. 1986). Chen vd. (2009),
A.ficuum JNSP5-06 ekzo- ve endo- iniilinazlarinin optimum pH degerlerinin sirasiyla
4.5 ve 5.0 oldugunu bildirmiglerdir. Sharma ve Gill (2007) ise bir Streptomyces sp.

iniilinazinin optimum pH degerinin 6.0 oldugunu bildirmislerdir.

Iniilinaz aktivitesi {izerine ¢esitli metallerin etkisinin belirlendigi ¢alismada elde edilen
sonuglar cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelgeden de anlasilacag gibi Ag'", Hg*", Zn*",
F e%, Mg2+, Al ve EDTA nin aktivitede azalmaya neden oldugu, ancak Cu2+, Co”" ve
Mn”" iyonlarinin iniilinaz aktivitesini stimule ettigi saptanmustir. Enzim aktivitesinde en
fazla azalmaya Al™’nin neden oldugu, en fazla artist ise Mn’"’nin sagladig
belirlenmistir. Literatiirdeki diger ¢alismalarda Chen vd. (2009), A.ficuum JNSP5-06
ekzo- ve endo-iniilinazlarinin Ag1+ ile tamamen, A" ve Fe*' ile onemli Olciide, Mn2+,
Zn*" ve Cu® ile ¢ok az inhibe olurken, Mg®" ile aktivitenin ¢ok az arttigim
belirlemiglerdir. EDTA’nin enzim aktivitesini etkilemedigini bildirmislerdir. Sharma ve
Gill (2007), Streptomyces sp. iniillinazinin Hg”" ile énemli sekilde etkilendigini, Hg*"
iyonunun protein yapisindaki —SH gruplarini tamamen bozdugunu ve bu iyonun enzim
tizerindeki biiyiik etkisinin enzimin yapisinda —SH gruplar1 bulunmasina isaret ettigini

bildirmisledir. Aym ¢alismada, Co”" ile aktivitenin olumlu etkilendigi, ancak Ag'" ile
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inhibe oldugu belirlenmistir. EDTA’nin iniilinaz1 ¢ok giiclii inhibe ettigi, metal selat
ajan1 olan EDTA’nin aktivite lizerindeki bu etkisinin enzim aktivitesi i¢in metal
gereksinimini goOsterebilecegi belirtilmistir. Bu c¢alismada elde edilen iniilinazin
aktivitesinin en fazla EDTA ile inhibe olmasi enzimin ¢alismasi i¢in metal gereksinimi

oldugunu gostermekte olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu tez caligmasinda, arastirilan enzimin hiicre igindeki yerinin belirlenmesi igin
slipernatantta ve hiicre iceriginde enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen verilere
gbre enzimin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 iniilinaz aktivitelerinin birbirine benzer
diizeyde oldugu belirlenmistir. Kato vd. (1999), B. stearothermophilus KP 1289
susunun kiiltiir gogalmasinin ilk 15 saati sonrasinda, hiicre parcalanmasinin basladigini
iniilinaz aktivitesinin gelisme fazi siiresince hiicreye bagli oldugunu bildirmistir. Vullo
vd. (1991) ise, B. subtilis 430 A susunun iniilinaz aktivitesinin ¢ogunlukla kiiltiir
ortaminda oldugunu, toplam aktivitenin % 70’inin siipernatantta oldugunu bildirmistir.
Diger bir calismada izole edilen bir C.acetobutylicum susunun toplam iniilinaz

aktivitesinin % 90’1nin kiiltlir ortaminda bulundugu belirlenmistir (Efstathiou vd. 1986).

Iniilinazin sakkaroz ve arabinoz iizerine aktivitesi arastirilmis ancak her ikisi iizerinde
de aktivite gostermedigi belirlenmistir. Bu enzimin iniilin iizerine spesifitesini
gostermektedir. Arastirilan diger mikroorganizma iniilinazlarina bakildiginda iniilinaz
aktivitesinin yaninda invertaz aktivitesinin de bulundugu ancak bitki kokenli
iniilinazlarin intiline daha spesifik olduklari bildirilmistir (Ertan ve Ekinci 2002). Ancak
bu calismada izole edilen C.beijerinckii, iniilinazinin iniiline spesifik oldugu
saptanmustir. Efstathiou vd. (1986), Clostridium acetobutylicum iniilinazinin iniilin,
sakkaroz ve rafinoz iizerine etkili iken melezitoz iizerine aktif olmadigim
bildirmiglerdir. Ancak iniilinazin iniilin i¢in bilinen diger iniilinazlardan daha yiiksek

affiniteye sahip oldugu belirtilmistir.
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6. SONUC

Bu c¢alisma kapsaminda izole edilerek, tamimlanan, Clostridium beijerinckii,
Clostridium cinsi, zorunlu anaerobik, mezofilik, gram pozitif, ¢ubuk seklinde, peritris
flagellaya sahip olan, hareketli bir bakteridir. Digki ve topraktan izole edilen bu
bakterinin oval subterminal sporlar trettigi bildirilmistir (Ezeji vd. 2004). Hiicre
morfolojisinin ¢ogalma sirasinda degistigi, erken logaritmik fazda iken hiicrelerin uzun,
filamentli ve ¢ok hareketli olduklari, kiiltiir duraklama fazina ulastiginda hiicrelerin
kisaldigi, genisledigi ve hareketinin azaldigr belirtilmistir (Ezeji vd. 2004).
C.beijerinckii’nin karbonhidrat igeren ortamlarda aseton, butanol ve az miktarda etanol
olusturdugu bildirilmistir (Wilkinson ve Young 1995). Basit ve ucuz besiyerlerinde
gelisebilmesi, sus dejenerasyonuna stabil olmasi, siirekli prosese uyum ve logaritmik
gelisme fazinda yukarida belirtilen solventleri olusturmasi bu bakterinin endiistriyel
boyutta ABE (aseton, butanol, etanol) iiretimi i¢in uygun olmasi bu bakterinin

avantajlar arasinda sayilmistir (http://genome.jgi-psf.org/clobe/clobe.home.html).

Calismamiz sonucunda iniilinaz aktivitesine sahip olan C.beijerinckii yer elmasindan
izole edilmis ve bu bakterinin {irettigi iniilinazin bazi 6zellikleri arastirilmistir. Elde
edilen verilere gore C.beijerinckii inlilinazinin iniiline spesifik, optimum pH ve sicaklik
degerleri 7.0 ve 60 °C oldugu belirlenmistir. Termofilik ve anaerobik
mikroorganizmalarin biyoteknolojik proseslerde faydali olduklar1 bildirilmistir (Drent
vd. 1991). Iniilinin diisiik sicakliklarda ¢dziiniirliigiiniin az olmasinin prosesi sinirlayici
bir faktor oldugu, yiiksek sicakliklarda calisan iniilinazlarin bu acidan daha avantajh
olduklar1 belirtilmistir. Bu ¢alismada elde edilen iniilinazin 60 °C’de aktif olmasi iniilin
hidrolizini igeren proseslerinde avantaj saglayabilecegi; ayrica, yer elmasi gibi iniilin
kaynaklarindan ile aseton, biitanol ve etanol liretimi i¢in bu bakterinin kullanimi

olasiliginin aragtirma konusu olabilecegi diistintilmektedir.
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