Aspergillus wentii’ DEN INULINAZ ENZIMININ
ELDE EDILMESI
Rumeysa KARATOP
Yiiksek Lisans Tezi
BIYOLOJi ANABILIiM DALI
Tez Yoneticisi
Yrd. Dog. Dr. Filiz SANAL

2012, EDIRNE






T.C

TRAKYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

Aspergillus wentii’ DEN INULINAZ ENZIMIN
ELDE EDILMESI

RUMEYSA KARATOP

BIYOLOJI ANABILIM DALI

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Filiz SANAL

EDIRNE, 2012



TRAKYA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Aspergillus wentii’ DEN INULINAZ ENZIMIN
ELDE EDILMESI

Rumeysa KARATOP

Yiiksek Lisans Tezi
BIYOLOJI ANABILIM DALI

Bu tez 5/7 /2012 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan kabul edilmigtir.

Dog¢. Dr. Figen INCEOGLU Do¢. Dr. Hiillva YAGAR

(i

Yrd. Do¢. Dr. Filiz SANAL

EDIRNE, 2012



Yiiksek Lisans Tezi
Aspergillus wentii’Den INULINAZ ENZIMIN ELDE EDILMESI
T. U. FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Biyoloji Anabilim Dah

OZET

Bu c¢alismada Aspergillus wentii’den iniilinaz enziminin ftretilmesi, tretim
sartlarinin iniilinaz aktivitesi lzerine etkileri ve enzimin bazi biyokimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

A.wentii’den iniilinaz enziminin iiretim sartlarinin iniilinaz aktivitesine olan
etkileri arastirildiginda, {iretim siiresi 3.giin, tiretim sicakligmim 25 'C, baslangic pH’s1
6.0 oldugu saptanmustir.

Uretim ortamina eklenen karbon ve azot kaynaklarmin iniilinaz sentezine etkisi
aragtirildiginda, en yiiksek aktivite % 3.0 yer elmasi igeren ortamda goriildii.
(NH4)2HPO4 (% 1) kullanilan iiretim ortami diger azot kaynaklarindan daha iyi bir
kaynak oldugu bulundu.

Enzimin optimum c¢alisma kosullar1 incelendiginde; inkiibasyon pH’s1 6.0,
inkiibasyon sicakligi 35 °C olarak bulundu.

A.wentii’den elde edilen iniilinaz enziminin pH ve termal kararliligi
arastirldiginda, enzimin pH 3.0-6.0 araliginda kararli oldugu ve aktivitesini 50 C’ye
kadar 20 dakika siire ile korudugu gozlendi.

A.wentii inlilinazinin kinetik degerleri arastirildiginda K, degeri yaklasik 0,1/ 108
UM, Viax degeri ise 6.134 U/ml olarak bulunmustur.

Yil 12012
Sayfa sayisi : 68

Anahtar Kelimeler : Iniilinaz, Aspergillus wentii, {iretim, kinetik, termal kararlilik



Master Thesis
INULINASE ENZYME TO BE OBTAINED from Aspergillus wentii
Trakya University Institute of Naturel Sciences

Biology Department

ABSTRACT

This study was undertaken to obtain production of Aspergillus wentii inulinase
to determine, the effect of production conditions on inulinase activity and its some
biochemical properties.

When the effect of production conditions on the inulinase activity were
examined, the enzyme activity have demonstrated that was maximum when the
production time was third days, at a temperature 25 °C, with the initial pH 6.0.

When the effect of the C and N resources added to the medium on synthesis of
inulinase it was discovered that the highest activity occurs in the medium containing 3.0
% Jerusalem artichoke extract. (NH4),HPO, (% 1) were found to be better nitrogen
sources that using other for ones for Aspergillus wentii.

When the optimum working conditions of the enzyme was studied, it was found

that pH of incubation is 6.0 and the temperature of the incubation is 35 'C.

When the pH and termal determination of A. wentii inulinase studied it was
observed that the pH of enzyme is stable between 3.0-6.0 and it kept out its activity at
50 “C for 20 min.

When the kinetic working conditions of the enzyme was studied, it was found
that the Km is 0.1/10° uM and Vmax 6.134 U/ml
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BOLUM 1

GIRIS

Enzimler canli organizmada olusan tiim reaksiyonlarin 1limli kosullarda
gerceklesmesini saglayan bu reaksiyonlart koordine eden protein ana yapisinda
spesifik biyokatalizorlerdir (Onal S, 2007). Cok defa hiicre disinda etkinligini korurlar.
Solunumun, biiyiimenin, kas kasilmasimin, sinirlerdeki iletimin, fotosentezin, azot
baglamasinin, deaminasyonun ve sindirim islemlerinin temelini olustururlar
(Karademir vd., 2002).

Willy Kiihne 1878 yilinda, biyolojik reaksiyonlar1 hizlandiran biyokatalizorler
icin “hiicrede bulunan” anlamina gelen enzim deyimini ilk defa kullanmistir
(Telefoncu vd., 2000)

Hiicrelerde c¢ok oOnemli metabolik gorevleri olan enzimler c¢esitli amaclarda
kullanilmak tizere giinliik ve ekonomik hayata girmistir (Kiran vd., 2006).

Endiistrinin  hemen  her alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakl
enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve
fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Kiran O, 2006).

Bugiin endiistride kullanilan birgok enzim mikrobiyal kokenli oldugu igin

endiistriyel enzimlerin tiretiminde mikroorganizma kullanimi artmistir (Kango ve Jain,

2011).



Giliniimiizde endiistri dogal polisakkaritleri biiyiik Olgiide kullanmakta ve
endiistride kullanilabilir yeni polisakkarit kaynaklar1 aramaktadir. Bu nedenle son
yillarda dikkatler fermantasyon ile ekstraselliiler polisakkarit iiretimine dogru
yonelmistir. Seker endiistrisi diisiik maliyetli alternatif tatlandiricilar olarak
kullanilan yogun fruktoz suruplarinin rekabeti ile kars1 karsiyadir (Ekinci F, 2002).

Fruktoz surubu tamamen dogal ortamda misir nisastasinin glukoza
doniistiriilmesi, sonrada bu glukozun enzimatik izomerasyonu ile elde edilen bir
monosakkarit sekerdir. Fruktoz suruplarinin tatliligi invert seker surubuna benzer
derecededir. Fruktoz suruplari nemi ¢ekme oOzellikleri ile {irlinlerin kurumasini
onlerler. Lezzet gelistirici bir 6zellige sahip olmalar1 nedeni ile aromali gidalarda

rahatlikla kullanilabilmektedirler (Artik vd., 2011).

Fruktoz surubunun osmotik basincinin yiiksek olmasi ile mikrobiyal agidan
dayaniklilik saglanmaktadir (Artik vd., 2011). Fruktoz, nisastanin alfa amilaz,
amiloglukozidaz ve glukoz izomeraz enzimlerini iceren bir metotla nisastadan
iretilebilir, iiretimin sonucunda iriinlerin % 8’ini oligosakkarit, %45’ini fruktoz,
%5’ini glukoz olusturur (Sharma ve Gill, 2007) fakat fruktoz surubu tretiminin
sonunda fruktoz verimi % 45 dir (Gupta vd., 1997).

Bu metot fruktoz surubu elde edilmesinde kullanilmasi i¢in oldukga pahali ve

ekonomik olmayan bir metottur (Gill vd., 2004).

Iniilinin enzimatik hidrolizinden fruktoz iiretimi son yillarda dikkate deger ilgi
gosterilen ve umut vaat eden bir prosestir ¢iinkii geleneksel yontemlere dayali glukoz
izomerasyonundan daha fazla fruktoz konsantrasyonu kazandirmaktadir (Ricca vd.,
2010).

Iniilinin iniilinaza bagli hidrolizi ile % 95 fruktoz iiretimi olur (Sguarezi vd.,
2009).



Iniilinaz iireten pek ¢ok maya, sukroz, rafinoz ve iniilinde bulunan terminal B-
(2,1) ve B-(2,6) fruktofranozitik baglar1 hizla saf fruktoza parcalar. Bununla birlikte
tiretilen bu enzimlerin endiistriyel olarak uygulanmasi, uygun maliyet ve biiyiik
miktarda eldesi ile miimkiindiir (Lima vd., 2009).

Fruktoz surubu disinda etonol, iniinlooligosakkarit, glikonik asit, sorbitol,
pullunal ve asetobiitanol iiretiminde ve Onemli amaglarda mikrobiyal iniilinazlar
kullanilir (Lima vd., 2009).

Fruktoz surubu hazirlanmasinda tercih edilen enzimler mayalar ve filamentli
funguslar tarafindan iretilmektedir, bu nedenle iniilinli ortamda yetisen
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen iniilinazlar arastiricilarin ilgisini ¢ekmektedir
(Gupta vd., 1997).

Buhar diflizyonunu igeren tekrarlarla saf iniilin eldesi mesakkatli ve maliyetli
olmasindan dolayr islenmemis iniilin kullanimi proseslerin maliyetini diistirmek
acisindan etkili bir yoldur (Vogel M, 1993).

Calismamizda ham iniilin kaynagi olarak sogan(Allium cepa), sarimsak(Allium
sativum) ve yer elmasi (Helianthus tuberosus L.) kullanilmustir.

Glinlimiizde mikrobiyal iniilinazlarin kullanim avantajlari gz Oniine alinarak
inlilinaz iretimin ve Ozelliklerinin belirlenmesi yoniinde yapilan c¢alismalar hizla
artmaktadir.

Bu nedenle, bu c¢alismada tarama medyumunda iiretilerek iniilinaz sentezledigi
belirlenen A. wentii iniilinaz kaynagi olarak kullanilmig ve iretim sartlarmin
optimizasyonu ve enzimin bazi biyokimyasal 6zellikleri belirlenmeye calisiimistir. Bu
sayede iniilinaz tretimi ile ilgili c¢aligmalara daha Once iniilinaz sentezledigi

bilinmeyen A. wentii iniilinaz1 hakkinda katk1 saglanacag diistiiniilmektedir.



BOLUM 2

2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Iniilin ve Oligosakkaritler

Karbonhidratlar, birden fazla hidroksil (-OH) grubu igeren alkollerin aldehit ya
da keton tiirevleri veya bu tiirevlerin hidrolizi ile olusan bilesiklerdir .
Karbonhidratlar, genellikle ii¢ biiyiik sinifa ayrilarak incelenirler:
- Monosakkaritler
- Disakkaritler

-Polisakkaritler

Monosakkaritler, bir veya daha fazla hidroksil gruplu ya aldehit ya da keton
yapisinda en basit karbonhidratlardir. Reaktif gruplarina gore; aldozlar(aldehit grubu
icerenler), ketozlar(keton grubu icerenler) ve karbon zincirinin uzunluguna gore;
triozlar, tetrozlar, pentozlar, heksozlar, heptozlar diye siniflandirilirlar. Dogada ve
organizmada en yaygin bulunan monosakkaritler; trioz, pentoz ve heksozlardir.
Heksozlardan en fazla bulunanlar1 da glukoz, fruktoz, galaktoz ve mannozdur. Kan

sekeri deyince, bir aldoheksoz olan glukoz anlasilir.



Disakkaritler, iki monosakkaritin bir su kaybederek glukozidik bagla kovalent
olarak baglanmasi sonucu olugmus bilesiklerdir. En yaygin disakkaritler; maltoz, laktoz

ve sukroz’dur.

Polisakkaritler, pek ¢ok sayida monosakkarit veya monosakkarit tiirevi
molekiiliin art arda O-glukozid baglar1 vasitasiyla baglanmasi suretiyle olusmus
molekiil yapisindaki karbonhidratlardir. Polisakkaritler, zincirleri boyunca tekrarlayan
monosakkarit {initelerinin benzerligi, bu {initeleri baglayan baglarin tipi ve dallanma
derecesi bakimindan farklidirlar (Altimisik M, 2010).

Polisakkaritler bitkilerin hiicre duvarlarinda (seliiloz) bulunur ve yengeg/karides
gibi canlilarin kabuklarinda bulundugundan dolay1 6nemli ekonomik materyaller olarak
tanimlanirlar. Ek olarak, polisakkaritler yapilarinda bulunan biiylik miktarda kiral
merkezlerden dolay: 6nemli materyallerdir (Iwaza ve Hasegawa, 2012).

Polisakkkaritler iginde yer alan iniilin, bitkisel kaynaklarda bulunan bir depo
maddesidir ve yenilenebilir karbonhidrat kaynaklar1 i¢in bulunan en belirgin adaydir
(Vijayaraghavan vd., 2009).

Iniilinin kelime anlami Inula helanium’dan gelmektedir (Roberfroid M.B., 2011)
Iniilin B-(2,1, frukto-franozitik) baglarla baglanmis terminal glukoz iiniteli dogrusal bir
fruktoz polimeridir (Gill vd., 2006). Ek olarak, nadir bulunan alt1 kivrimli spiral bir
yapisi vardir (lwaza ve Hasegawa, 2012). Iniilinin oda sicakliginda ¢oziiniirliigii
sinirhidir (Gill vd., 2006).

Soguk suda ¢ok az, fakat sicak su igerisinde tuzla eriyebilir. Inulin, iyot ¢dzeltisi
ile mavi renk olusturmaz. Beyaz, amorf bir tozdur ve asitlerle hizla hidroliz olur (Artik
vd., 2011).

Oligofruktozlarin polimerizasyonu incelendiginde genellikle 2 - 8 fruktoz {initesi
arasinda cesitlilik gosterdikleri belirlenmistir fakat iniilin 2 ile 60 fruktoz iinitesinden
olusmaktadir ve her zaman son zincir glukozla bitmektedir (Debski vd., 2011).
Molekiiler agirligi n’ye baglidir (Niness K.R., 1999).

Yapilan arastirmalar sonunda iniilin i¢in 1.5-1.7 kcal/g enerji degeri saptanmistir

(Roberfoid M., 2011).
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Sekil 2.1. Iniilinin kimyasal formiilii (Niness K.R., 1999)

Iniilinin yillik iiretimi tahmini 350.000 tondur. Uretiminde 6nde gelen iilkelere
Belgika, Fransa, Hollanda ve Cin 6rnek olarak verilebilir (Kango ve Jain, 2011).

Iniilin bitkiler tarafindan enerji kaynag olarak kullanilir ve genellikle bitkilerin kok
kisimlarinda bulunur. Iniilin sentezleyen ve depolayan bitkilerin ¢ogunda nisasta gibi
diger depo maddeleri depolanmaz (Roberfroid M, 1993).

Iniilin 36.000 bitki tiiriinde bulunur (Oztiirk H, 2008). Bunlara 6rnek olarak;
pirasa, kudiis enginari, kuskonmaz, sogan, sarimsak, muz, bugday ¢avdari, karahindiba,
yildiz ¢igekleri tiirleri ve Asteracea (Kango N, 2008), Composite ve Liliacea (Naidoo K,
2009) familyalar1 6rnek olarak verilebilir (Vijayaraghavan vd., 2009).



Cizelge 2.1. Cesitli bitkisel kaynaklardaki iniilin icerigi (Crow D, 2005, Asan ve Ozcan,
2006)

Iniilin (9/1009)
Bitkisel Kaynaklar Oran Ortalama Deger
Sogan

Cig 1.1-7.5 4.3
Pismis 0.8-5.3 3.0
Yerelmasi (yumru) 16.0-20.0 18.0
Hindiba(kok) 35.7-47.6 41.6
Kuskonmaz

Cig 2.0-3.0 25
Haglanmig 1.4-2.0 1.7
Pirasa (¢ig) 3.0-10.0 6.5
Sarimsak

Cig 9.0-16.0 12.5
Kurutulmus 20.3-36.1
28.2

Enginar (yaprak) 2.0-6.8 4.4
Muz

Cig 0.3-0.7 0.5
Konserve 0.1-0.3 0.2
Bugday

Kepek (¢ig) 1.0-4.0 2.5
Un (pismis) 0.2-0.6 0.4
Piring ( pismis) 0.5-0.9 0.7
Arpa

Cig 0.5-1.0 0.8
Pismis 0.1-0.2 0.2




Bitki kok ve tiiberlerinde yaklasik 68-86 % oraninda bulunan iniilin, bitki yas
agirliginin % 50 sini olusturmaktadir (Treichel vd., 2009).

.
ol TR

Sekil.2.2. Iniilinin fiziksel olarak goriiniimii(http://tr.wikipedia.org/wiki/iniilin)

Onceleri iniilinin saf olarak endiistriyel anlamda elde edilmesi ekonomik
sayllmazdi ve insanlarin beslenmesinde gida bileseni olarak kullanilmas1 uygun degildi.
[k olarak 1920°den sonra Almanya’da endiistriyel anlamda iiretimi yapilmistir (Asan ve
Ozcan., 2006).

Son yillarda iniilinin kimyasal modifikasyonlariyla olusturulan yararli besinsel
maddeler ile iniilinin yapisal 6zelliklerine duyulan merak gittikge artmistir (Ren vd. ,
2011).

Iniilin ve hidrolatlari; sitrik asit, bioetonol, ultra yiiksek fruktoz surubu, 2,3-
butandiol, laktik asit, mannitol, sorbitol iiretiminde kullanilan 6nemli mikrobiyal
biyoteknoloji materyalidir. Ticari iniilin genellikle seker yerine tatlandirict maddesi
olarak kullanilir (Bruhwyler vd., 2009, Yu vd., 2011) ve son zamanlarda iniilin kaynakli
ilaglar kolon kanseri tedavisinde kullanilmak i¢in gelistirilmektedir (Iwaza ve Hasegawa

., 2012).



Iniilin tip bitkisel fruktanlar birgok Avrupa iilkesinde dogal katki maddeleri,
Amerikada ise zararsiz kabul edilmistir (Giilmez ve Gliven, 2002).

Iniilin ve iniilin igeren materyallerin etanol {iretiminde diger kullanilan
maddelere gére birgok avantajlar1 vardir (Wang vd., 2011). Iniilin ayrica gida ve besin
endiistrisinde oldukca sik kullanilan tek hiicre proteini iiretiminde kullanilir(Cui vd.,
2011). iniilin ve fruktooligosakkaritlerin prebiyotik olarak kullanimlar1 oldukca
yaygindir (Tamura vd., 2006, Yoshikawa vd., 2006).

Sindirilemeyen oligosakkaritler, iniilinden zenginlestirilen oligofruktanlar yada
fermente olabilen diyet liflerinin diyetlerde kullanimi1 oldukga yaygin bir aligkanliktir
(Ito vd., 2011).

Fruktooligosakkaritler ve iniilin gastrointestinal enzimler ile hidroliz edilemezler
(Wada vd., 2005, Aravind vd., 2012). Bunun yerine kolona dogru ilerler, oradaki
laktobasillerce metabolize edilirler ve anaerobik fermentasyon sirasinda kisa zincirli yag
asitlerinin tiretimi i¢in enerji saglarlar (Jenkins vd., 1999).

Iniilin bifidobakteriler ve lactobasillerce tercih edilen bir substrattir (Prata vd.,
2010) ve bagirsakta saglik koruyucu etkiye sahip bu bakterilerin gelisimini tegvik eder.
Bifidobakteriler ve Laktobasiller konak¢inin 1yi bir gastrointestinal fonksiyonu i¢in
indikator organizmalar olarak bilinirler. Bu mikroorganizmalar iniilin ve oligofruktozu
fermente ederek kisa zincirli yag asitleri ve laktat olustururlar. Boylece patojenik
mikroorganizmalarin gelisimini sinirlayacak asidik bir ortam meydana getirirler. Bunun
sonucunda prebiyotikler sindirim sistemindeki yararli mikroorganizmalarin (dogal
probiyotiklerin) gelisimini tesvik ederek Escherichia coli ve Salmonella gibi patojenik
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu azaltirlar.

Ayrica, bu mikroorganizmalar vitamin, 6zellikle de B vitamini sentezlerler,
sindirim ve emilime yardimci olurlar ve bagisiklik sistemini uyarirlar (Kolida vd., 2002,
Santos ve Maugeri, 2007).Insan saglig1 acisindan kolonik mikroflora olduk¢a énemlidir
(Spizzirri vd., 2011).



10

Kosinski vd.,(1992) yaptigi ¢alismada oligofruktozun tavuklarin bagirsagindaki
Salmonella  kolonizasyonuna etkisini arastirmis ve B-(2,1) fruktan ilaveli yemlerle
beslenmis tavuklarda Salmonella kolonizasyonunun azaldigini bildirmistir(Roberfroid
M.B., 2000). Iniilin gibi sindirilmeyen karbonhidratlarin kolonik fermentasyonuyla
olusan kisa zincirli karboksilik asitin 6zellikle kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg*?)
gibi minerallerin bagirsakta emilimini artirdigini bildirmistir (Markosyan vd., 2007,
Roberfroid M.B., 2000). Ayrica iniilin ¢ocuklarda demir absobsiyonunu arttirir(Mazutti
vd., 2010).

Iniilinazlar ilac ve besin endiistrisinde 6nemli malzemeler olan iniilinden frukto-
oligosakkaritler ireten - fruktan fruktohidrolazdir (Gill vd., 2006).

Fruktooligosakkaritlerden olan fruktoz; meyve ve balda bulunan ve tatlilik orani
sakkaroza gore 173 olan bir monosakkarittir. Mono ve disakaritler i¢inde en tath
olanidir (Artik vd., 2011) . Suda ¢ok kolay ¢oziiniir. Polarize 15181 sola gevirir (-90°). Bu
ozelligi nedeniyle leviiloz olarak da adlandirilmaktadir. Organizmada, karaciger ve
bagirsaklarda glukoza cevrilerek kullanilir.  Indirgendir. Glukozla aym osazonu
olusturur (Basim P, 2009).

Fruktozun ince bagirsakta emilimi kolaylastirilmis difiizyonla gerceklesir. Bu

nedenle emilimi daha yavastir. Fruktoz karacigerde hizla glukoza ve glikojene
cevrilebilir veya glikoliz mekanizmasi ile yikilarak asetil Co A’lara doniistiiriiliir.
Bu esnada glukozdan farkli olarak hiicre i¢ine tasinabilmesi i¢in insiiline ve yikilmasi
icin fosfofruktokinaz enzimine ihtiya¢ duymaz bu nedenle diyabet gibi dokularin
glikolitik enerjiye ihtiya¢ duyduklari durumlarda fruktoz, kan sekerini ylikseltmeksizin
ve insliline gerek duymaksizin yakilarak kullanilabilmektedirler.

Diyabette fosfofruktokinaz glikojen sentetaz ve glikokinaz enzim seviyeleri
diisiiktiir ve indiiklenebilmeleri i¢in insiiline ihtiya¢ duyarlar bu nedenle fruktoz iceren
gidalarin 6zellikle diyabetlilerde kullanimi son yillarda biiyiik 6nem kazanmistir (Artik
vd., 2011).
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Kolon ve gastrointestinal bolgelerdeki organlarin aktivitesi ayarlanmasi gibi
saglikta ¢ok cesitli rolleri tanimlanir ve sendrom risklerinin azaltilmasinda rol oynarlar.
(Roberfroid M.B, 2011) Ayrica lipit metobolizmasinin kontroliinde rol oynarlar
(Nguyen vd., 2011).

Ek olarak psikolojik ve immiinolojik fonksiyonlarda da 6nemli rol oynarlar.
Bir¢ok hayvan c¢alismalarinda iniilin tipi fruktanlarin lipit metobalizmasinda etkili
olduklar1 gézlemlenmistir (Alexiou ve Franck, 2008)

Fruktooligosakkaritler ~ kolesterol, fosfolipit ve trigliserit  seviyesinin
azaltilmasinda 6nemli rol oynarlar (Sangeetha vd., 2004). Boylece kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesinde yararl etkileri vardir (Wada vd., 2005).

Fruktooligosakkaritlerin fizyolojik énemi ve saglik iizerine etkilerini Cizelge

2.2’de toplu olarak verilmistir.
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Cizelge.2.2.
etkileri(Roberfroid M.B., 2011)

Fruktooligosakkaritlerin

fizyolojik Onemi ve

Fizyolojik etki

Saghk iizerine olan etkisi

Kolon  bakterilerinin  karbonhidrat
metobolizmalarini diizenleyerek bakteri
sayisinda, kisa zincirli yag asitlerinde

ve gazlarda artisa sebep olur.

Kisa zincirli yag asitleri bagirsak
epitelinin  enerji  kaynagi olurken
farklilasmada kontrol altina alinir,

ancak gaz birikimi problem olabilir ve
lakzatif etki de meydana gelir.

Kalin bagirsakta bifidobakterilerin ve
laktik selektif

tiremesini saglar.

asit  bakterilerinin

Bu bakteriler de patojen tutunmasina

kars1 direng olustururlar.

Agiz florast tarafindan  hidrolize | Dis ¢lirlimesini onlerler.

edilmezler.

Glisemik degildirler. Diyabetik hastalar ozellikle
kullanabilirler.

Immun fonksiyonlar1 spesifik olmayan

yolla arttirilirlar.

Enfeksiyonlara kars1 direng gelismesine

katkida bulunurlar.

Karsinojen metobolizmasini bozarlar.

Antikarsinojenik etki gosterirler.

Karacigerden ¢ok diisiik yogunluklu

lipoprotein  Kkolesterolleri ve serum

trigliseritlerinin sentezi azaltir.

Koroner kalp hastaliklarina karst etkili

olurlar.

saglik {izerine
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2.1.1. Arastirmada Kullanilan Dogal Iniilin Kaynaklar

2.1.1.1. Yerelmasi

Yerelmasi (Helianthus tuberosus L.), insan ve hayvan beslenmesinde, alkol ve
fruktoz sekeri tretiminde kullanilan 6nemli bir bitkidir (Ak¢a ve Karsli., 2009).
Yumrulart %75-80 oraninda iniilin formunda karbonhidrat igeren, ekolojik
kosullarda yiiksek adaptasyon yetenegine sahip ve streslere direngli bir
bitkidir(Swanton C.J., 1986). H. tuberosus sicak iklimlerin serin bolgelerinde yetisir
ve yumrular1 Avrupa, Kuzey Amerika ve bazi kiiltiir ortamlarin1 iceren yaygin bir
yetisme alan1 vardir (Takeuchi ve Nagashima, 2011). Ayrica H. tuberosus biyodizel
tiretiminde de kullanilmaktadir (Zhao vd., 2011).

Sekil.2.3. Yerelmas: (Helianthus  tuberosus L.)(http://tr.mydearbody.com/sifali-

bitkiler/yer-elmasi.html)



http://tr.mydearbody.com/sifali-bitkiler/yer-elmasi.html
http://tr.mydearbody.com/sifali-bitkiler/yer-elmasi.html
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2.1.1.2 Sarimsak

Vataninin Orta ve Bati Asya stepleri oldugu soOylenen sarimsagin(Allium
sativum) ¢ok eski kiiltiir bitkileri arasinda yeri vardir. Eski zamanlardan beri sarimsak
¢esni veya baharat olarak kullanilmaktadir (Doaa vd., 2011).

Sarimsak 25-100 cm yiikseklikte, yesilimsi beyaz veya pembe ¢i¢ekli, otsu kok,
govde, yaprak, dis ve ¢igek kisimlarindan meydana gelen bir kiiltiir bitkisidir. Tibbi
O6nemi bliylik olan bu bitki; keskin kokulu, istah acicit 6zelligi ve yakict lezzeti
nedeniyle, basta etliler olmak iizere pek ¢ok yiyecekler igerisinde yer alir ve bunlara
cesni verir. Kalori degeri 140 olan sarimsagin 100 graminda 63.8 gr su, 28.2 gr
karbonhidrat, 5.3 gr protein, 0.2 gr yag, L.l gr seliiloz vardir.

Sarimsak 200’den fazla kimyasal bilesik icermekte olup bunlarin en
onemlilerinden bazilar1 kiikiirt ihtiva eden bilesiklerden (alicin, alliin ve ajoene) olusan
ugucu yaglar ve enzimler (alinaz, peroksidaz ve mirasinaz), karbonhidratlar (sakkaroz,
glukoz), mineraller, aminoasitler, A, B1, B2, Niasin ve C vitaminidir. Keskin kokusunu
veren allil siilfit, kiikiirtlii ve eterli yaglardan olusmustur . Bu bilesik kiikiirtlii bir amino
asit olan alliin'in alliinaz ile parcalanarak allicin'i vermesi, allicin'in de, su buhar1 veya
su karsisinda, alil disiilfiir'e doniismesi sonucu meydana gelir. Sarimsaga 6zel koku ve
lezzeti veren tasidig kiikiirtlii ugucu yagdir (Ozgelik vd., 2007).

Sarimsak iniilin depolayan bir bitkidir ve iniilinaz iiretiminde kullanilmaktadir

(Doaa vd., 2011).

2.1.1.1.3 Sogan

Sogan(Allium cepa) 60-100 cm. yiikseklikte soganli ve otsu bir bitkidir.
Yapraklar boru bi¢iminde, i¢i bos, mavimsi yesil renktedir. Bilesiminde karbonhidratlar,
yag, organik asitler, vitaminler(A, B, C) ve alliin tiirevleri bulunur. Soganin istah agici
ve suyunun balla karigtirilip gérme azligina karst kullanildigindan bahsedilmistir. Fazla

yenmesi bas agritir ve diiiretiktir (Kiran O, 2006).
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Sogan cesitleri, iklim sartlar1 farkli genis bir bolgeye adapte olamamistir. Giin
uzunlugu ve temperatiir, sogan yetistirmeyi tehdit eden iki 6nemli unsurdur ve ikisi de
ayni derecede onemlidir (Apan H, 1971).

Caligmalarda kullanilan tiim bitkisel kaynaklarda fruktan icermesine ragmen
iniilinaz aktivitelerine bakildiginda farkliliklar gézlemlenmektedir. Bu farkliliklara;
tiirlerdeki fruktan bilesenlerinin farkli olmasi, molekiil agirligimin ve buna ek olarak
polimerlerin konsantrasyonlarinin ve sayilarimin farkli olmasi sayilabilir. Tim bu
sebepler aktivitelerin farkli olmasina sebep olabilir.

Iniilin iceren bitkilerdeki iniilin yapilar1 birbirinden farkliklar gostermektedir. Bu
sebepten dolay1 iniilin iceren bitkilerde iniilinaz aktivitesi farkliliklar géstermektedir.
Sarimsak yapisal 6zelliklerinden dolayr yiiksek iniilinaz aktivitesi i¢in uygun bir
substrattir. Sogan ve sarimsak benzer tip fruktanlar olmalarina ragmen sarimsaktaki
iniilinin polimer uzunlugu daha genistir ve  polimerizasyon derecesi 50’dir; soganin

polimerizasyon derecesi ise 5’dir (Doaa vd., 2011).
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2.2. Enzimler

2.2.1. Iniilinazlar(2-1, p-D-fruktonohidrolaz) E.C.3.2.1.7

Iniilinazlar sukroz parcalar1 ile biten(B-2,1) baglariyla baglanmis fruktoz
dizilerinden olusan bitkisel depo polimeri olan iniilin ve iniilin serilerinin hidrolizini
katalizleyen hidrolazlar arasinda simiflandirilan  glukozidaz hidrolaz ailesinin bir
tiyesidir (Kim vd., 2008).

Iniilinazlar, iniilin ve levan tip oligofruktozitler, stokiyoz, rafinoz ve sukroz da
bulunan B-2,1 ve B-2,6 fruktofranozid baglarini kirar (Uhm ve Byun, 1987, Goosen vd.,
2009).

Iniilinazlar ve fruktofranozil hidrolazlar; birgok bitki, bakteri, kiif ve mayalarda
bulunan c¢ok cesitli tiir tarafindan iiretilebilmektedir(Kango ve Jain., 2011). iniilinaz
tireten tiirlere Pichia guilliermondii (Zhang vd., 2009), Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces marxianus, Candida kefyr, Debaryomyces cantarelli, Staphylococcus
sp, Yarrowia lipolytica (Li vd., 2012), Xanthomonas sp, Psedomonas sp ve Aspergillus
ve Penicillum tiirlerinin ¢ogu 6rnek olarak verilebilir (Makino vd., 2009).

Fruktandan fruktoz ayirabilme yetenegi olan iniilinazlar ilk olarak 1951 yilinda
Helianthus tuberosus bitkisinin yumrularinda kesfedilmistir (Kochhar vd., 1999).

Iniilinazlar ilk olarak bitkilerden izole edildigi halde yeterli miktarda ve kalitede
bitkisel kaynakli iniilinaz tiretmek oldukga zordur (Kumar vd., 2005). Fungal, bakteriyel
ve bitkisel kaynaklara gore mayalardan iniilinaz iretimi daha fazla miktarda
yapilabilmektedir (Zhang vd., 2012). Son yillarda iniilinaz iretiminde solid-state
fermantasyon yontemi kullanilmaktadir (Xiong vd , 2007), bu yontem de kullanilan
substrat miktarinin maliyeti olduk¢a ucuzdur ve bu yontem ile iniilinaz tiretimi yiiksek

verimle gergeklesmektedir (Mazutti vd., 2009).
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Mikrobiyal iniilinazlar iniilin iizerinde gosterdikleri etki sekillerine gore, ekzo ve
endo-iniilinazlar ~ bigiminde  siniflandirilirlar.  Endoiniilinazlar  (2,1-B-D-fruktan
fruktohidrolaz; E.C 3.2.1.7) iniilin i¢in spesifiktir ve i¢sel B-2,1-fruktofranozitik baglar
hidroliz eder ve iiriin olarak genellikle iniilotetroz, iniilotrioz ve iniilopentoz olusur.
Ekzoiniilinazlar (B-D-fruktanfroktohidrolaz; E.C 3.2.1.80) iniilinin indirgenmis olmayan
sonundan terminal fruktoz {initelerini art arda boler ve ayrica rafinoz ve sukrozu
hidrolize eder (Chen vd., 2009).

Endoiniilinazlar ~ birgok  mikroorganizmadan izole edilebildigi  halde
iniilooligosakkaritlerin endiistriyel tiretiminde genellikle ekzointilinazlar

kullanilmaktadir (Kang vd., 1998).

B, 2-1 fruktozil bag:

\

KOO0 iilin

Ekzo-iniilinaz Endo-iniilinaz
C©  Verimli O-O0—0—O O Inulo-
& O fruktoz OO0 oligosakkaritler
surubu
Diisiik kalorili tatlandirici Nutrosonik ( diyet lifi)
Fermente edilebilen substrat Fonksiyonel gida maddesi

Sekil 2.4. Mikrobiyal endo ve ekzo-inilinaz enzimlerinin iniilinin tizerindeki

fonksiyonlar1 (Kango ve Jain, 2011).
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Fruktozil-hidrolitik enzimlerin ¢ogu genis substrat spesifikligine sahiptir.
Enzimlerin simiflandirilmasinda hangi tiirden oldugunun belirlenmesi, iniilinin sukroza
gore par¢alanma oraninin (S/I oran) yiiksek veya diisiik olup olmadigina gore yapilir
(Kango ve Jain., 2011).

Invertazlar iniilin gibi yiiksek molekiil agirlikli substratlarda diisiik aktivite
gosterirler. Iniilinaz ve invertaz arasinda farkliliklar1 aciklamada S/I oran1 yardimci
olur. Diisiik S/I orami (iniilinle yiiksek aktivite) iniilinazlar1 belirlemede kullanilir.
Enzim aktivitesinin belirlenmesinde S/I orani olduk¢a 6nemlidir (Vijayaraghavan vd.,
2009).

Hazirlanmis mikrobiyal kaynakli ¢ogu iniilinaz; iniilinaz aktivitesine eslik eden
invertaz aktivitesinede sahiptir. Bunlarda katabolik aktivite I/S orani ile tanimlanir
(Kango ve Jain., 2011).

Arastirmalardan ¢ikarilan sonuglara gore ¢esitli mikrobial intilinazlarin I/S orani
0.002 ve 7.9 arasinda bir deger almaktadir (Moriyama vd., 2002).

Mikroorganizmalarda iniilinaz tiretimi kontrolii katabolik represyona baglidir (Mughal
vd., 2009).

Cogu fungal iniilinazlar; 4.0-6.0 pH araliginda optimum aktivite gosterirler
(Kango ve Jain, 2011).

Iniilinazlar, endiistride kullanilan en 6nemli enzimlerden biridir (Danial vd.,
2010). Iniilinazlar iniilooligosakkarit, etanol(Skowronek ve Fiedurek, 2005), aseton,
biitanol, pullulan, glukonik asit ve sorbitol tretiminde kullanilir (Mazutti vd., 2009).
Iniilinaz kullamimi ile fruktoz surubu iiretimi tek basamakta ve yiiksek verimde
gerceklesir (Skowronek ve Fiedurek, 2003).

Sicaklik ve pH enzimin aktivitesi i¢in ¢ok Onemlidir. Optimum sartlarin
belirlenmesi enzimin yiiksek verimde ¢alismasi igin iyi arastirilmalidir. Yiiksek sicaklik
ve diisik pH kontaminasyon riskini azaltir, bazi substratlarin vizkozitesini arttirir.
Fruktoz surubu iiretiminde renklenmeyi ortadan kaldirir(Mazutti vd., 2010). Birgok

iniilinaz yiiksek sicakliklarda aktivitelerini kisa siirede kaybeder. Bakteri, maya ve
kiiflerden elde edilen iniilinaz enzimlerinden ¢ok az miktar1 60 C de optimum olarak

aktivite gosterir (Singh ve Gill, 2006). Bu sebepten termostabil iniilinazlarin izolasyonu

ve karakterizasyonuna duyulan ilgi gittikge artmaktadir.
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Mikroorganizmalardan elde edilen endiistriyel proseslerin ortam sartlarinin
zorlugundan dolay1 termostabil iniilinazlarin endiistriyel ve biyoteknolojik proseslerde
kullanim alanlar1 ¢ok genistir (Haki ve Rakskit., 2002).

Iniilinaz {iretiminde seker kamis1 melas1 musir ¢ozeltisi kullanilabilir (Roberfroid M.B.,
2011).

Endiistriyel atiklarin ucuz fiyath olduklarindan dolayi iniilinaz {iretiminde
kulanim1 oldukga iyi bir alternatiftir, diger taraftan endiistriyel tarimsal atiklardan
olusan karigimlar oldukca kompleks bir yapidadir ve agir metaller (demir, ¢inko,
kalsiyum, magnezyum, manganez) icerdiginden dolayr iniilinaz {retimini inhibe
edebilir.

Kobalt elementi ise Penicillium sp. tiirlerindeki intilinazlar i¢in aktivator olarak

gorev yapmaktadir (Nakamura vd., 1997).
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2.3. Aspergillus wentii

Bilindigi gibi mantarlar, hiicre yapilari, beslenme tipleri ve sindirim sekilleri goz
Oniine alinarak, Robert Whittaker tarafindan 1969 yilinda yapilan siniflandirmaya gore,
Plantae, Animalia, Protista ve Monera’dan ayr1 bir alem olarak kabul edilmektedir.

Mantarlar Okaryotik mikroorganizmalar olup canlilarin besinci alemini
olusturmaktadirlar. Mantarlarin sitoplazma zar1 yapisal olarak insan sitoplazma zarina
benzemekte olup sporlar ile ¢evreye yayilmaktadirlar. Klorofil igermemeleri ile yiiksek
bitkilerden ayrilmaktadirlar. Mantarlarda mitoz ile gergeklesen eseysiz veya mayoz ile
gerceklesen eseyli iireme goriilmektedir. Uremeleri esnasinda ve vejetatif gelismenin
yant sira dis ortama dayanikli eseysiz ve eseyli sporlart aym1 anda
olusturabilmektedirler. Kiif mantarlar1 filamant6z yap1 olustururken, mayalarin ¢ogu
filamantdz yap1 olusturmazlar. Mantarlar, hiicre duvar yapilari ile hayvan hiicrelerinden,
hiicre duvar yapisinda bulunan kitin ile de bakteri ve yiiksek bitkilerden
ayrilmaktadirlar.

Mantarlar, morfolojik yapilarina gore kiif ve maya olmak iizere iki grupta
incelenir. Bazi mantarlar ise dogal ortamlarda kiif, insan viicut 1sisinda (37 °C) maya
seklindedir. Isiya bagl olarak yapi degistiren bu mantarlara dimorfik mantarlar denir
(Direkel S., 2010).
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A.wentii’nin sistematik siniflandirilmasi

Alem : Mycetae(mantarlar)
Divizyon: Mycota

Altdivizyon-2: Eumycota(Hiicre duvari olan mantarlar)

Sinif : Deuteromycotina(Deuteromycetes, fungi imperfecti)
Familya: Maniliaceae

Cins: Aspergillus

Tiir: Aspergillus wentii

(Kantarcioglu ve Yiicel, 2003)

Aspergillus’lar yeryiiziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir
(Yiicel A, 2008). Aspergillus cinsi Deuteromycota daki hifomisetler arasinda
Maniliaceae ailesinde siniflandirilirlar. Eseyli (telemorf) sekilleri

Ascomycota’ da Euratiales takiminda Euratum, Emericella, Neaortaria ve diger

cinsler yer almaktadir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003). Ascomycota 45.000 tiir igerir
(Siimer S., 2006).
Aspergillus genusu 180°den fazla tiir igerir. Bu tiirler arasinda insanda enfeksiyona yol
acan tirler A.fumigatus, A.niger, A.flavus, A.terreus, sayilabilir (Uztan vd, 2008).
Aspergilluslar diinyada yaygin olarak her tiirlii atmosferde bulunan bitki, hayvan ve
insanda parazit yasayan, meyve, sebze, depolanan maddeler, ekmek, peynir, regel,
jelatinli maddeler, et ve deri esyalarda saprofit yasayarak kiiflenme bozulma ve iireme
yaratan ekonomik ve saglik yoniinden 6nemli mantarlardir.(Stimer S, 2006) Aspergillus
tirlerinin Greme hiz1 da yiiksektir. Havada en yiiksek yogunlukta bulunan
mantarlardandir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Aspergillus cinsi tibbi bakimdan da 6énemlidir. Bazi tiirleri ozmofoliktir (Asan
ve Ekmekei, 2004). Baz tiirleri kullanilarak organik asit alkol ve antibiyotik tiretilir
(Gomi ve Machida, 2010). Aspergillus tiirlerinin birgogu sekonder metabolit igerir.
Bunlarin bazilar1 insan saglig1 i¢in zararli olabilir ve bitki, hayvanlar i¢in patojenik
olabilir (Stiimer S., 2006). A. wentii 6zellikle bitkilerin fidelerinde bodur kalmaya ve
giiciinde azalmaya neden olur (Hasan H.A.H., 1998).
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A.wentii toksigenik, genellikle toprakta yasayan ciirimiis bitkilerde ve nemli
yiizeylerde yasayan bir tiirdiir. A. wentii bir¢ok toksik metabolit tiretir bunlara 6rnek
olarak aflotoksin, emodin ve okratoksin verilebilir; bunlara ek olarak kojik asit, 1-
amino-2-siklopentankarboksilik asit, asit, 3-nitroproponik asit ve wentilactone A ve B
gibi sekonder metobolitler iiretir (Yildirim K, 2010). Afrotoksin bir¢ok hayvan tiiriinde
hastaliklara yol agtig1 ve ayrica nekrozlar meydana getirdigi gosterilmistir (Aydin N.,
2003).

Koloni rengi ve yapisi: Konidiyalar ¢ok ¢esitli sekillerde goriiniir, zeytin kahvesi

tizerinde grimsi yesil renkte; yogun miselyumlu, beyaz ya da siirlart sar1 renkte; bazi

formlarinda pembemsi biiyiik halka kitleleri vardir.

Mikroskobik 6zellikleri: Konidial kafalari, sagilmis genelde yaslandik¢a yarilmalar
olusur; saplar1 200-1200 (3000)* 10-12 (16) mm, sik¢a kavisli, genellikle renksiz, diiz
duvarli yada altinda keseleri olan hafifce sigilli; keseler kiiresel sekilde uzamakta, 30-
80mm genisliginde; ylizey kabarcikli ortii ile kapli; konidiyalar genis elipsodyial kiire
seklinde (3.5) 4-5 mm, yiizey piiriizlii yada ¢ok kabarik sekildedir.

Ayirt edici Ozellikleri: A. wentii conidiyalar1 zeytin kahvesi renginde olmaktadir ve

miselleri beyaz yogunluklu yesilimsi ve mat gériiniimliidiir. 37 "C’de yasamazlar ( Klich
M.A., 2002)

Habitat: Tropikal ve subtropikal topraklar temel yayilim alanlaridir. Genellikle 26-35 'C
aras1 sicakliklarda yasadiklari tespit edilmistir. Bitki ¢opleri ve tohumlar: {lizerinde
yasarlar. Asyada besin fermentasyonunda kullanilirlar (Domsch ve Gams, 1980,
Samson vd ., 2000).
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Sekil.2.5. A.wentii 'nin Pda’daki 7 giinliik goriintiisii
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1. Kullamilan Mikroorganizma

Bu calismada kullanilan A. wentii Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nden temin edildi. PDA da 25 'C’de 5-7 giin siire ile iiretilerek elde edilen stok
kiiltiirleri daha sonraki deney asamalarinda kullanmak iizere + 4 'C saklandi. Stok

kiiltiirler ayda bir pasaj edilerek yenilendi.

3.2. Kullanilan Ortamlar

Derycke ve Wandamme (1984)’in kullandigi, karbon kaynagi olarak sadece
iniilin igeren tarama medyumu, iniilin yerine yer elmasi tozu kullanilarak yeniden
diizenlendi ve A. wentii’nin iniilinaz iretimi belirlenmek i¢in kullanildi (Derycke ve
Wandamme, 1984).
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Tarama Ortaminin Icindekiler

Yer Elmast Ekstraktt..........ccccooieiinnnns %1
KH2POu...o %0.1
MQSO4.7H20.....coiiiiiiee % 0.05
KClL i % 0.15
FeSO4TH20 ..o, % 0.05
NH4H2PO 4. % 0.01
AGAr....oooi % 0.2
NANO3. ..o % 0.05

Iniliinaz Uretim Ortami

Yer Elmasi EkstraKti...........ccccveeveiurennnnen. %1
MGSO4TH0...c.o o % 0.05
Yeast EKStrat........cccovoiiiiiiiciiece, % 0.15
KHoP Oy e % 0.1
NHANO:. ..o % 0.023

Hazirlanan iiretim ortamlar1 115 "C de 30 dakika siire ile otoklavda steril edildi.
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Yerelmasi Ekstraktinin Hazirlanmasi

Taze yerelmalar1 yikandi, daha sonra robotton g¢ekilerek parcalandi. Pargalanan
yerelmalar1 80 'C’lik firnda kurutuldu. Kurutulan yerelmalar1 degirmende dgiitiilerek

toz haline getirildi.

3.3. iniilinaz Uretimi ve Eldesi

250 ml erlenlerde icerisinde 50 ml olacak sekilde hazirlanan steril iiretim
ortamlarina stoktaki kiiltiirlerden ekim yapildi. Ekim yapilan ortamlar, degisen deney
kosullarina gore farkli sicaklik ve farkli stirelerde 100 rpm ¢alkalama hizina sahip su
banyolarinda tiretime birakildi.

Ureme sonrasi besiyerinde iireyen migeller siiziilerek toplandi ve migel agirligi
80 ‘C’lik firinlarda kurutularak kuru agirhk cinsinden &lgiildii. Siiziintii kaba enzim

kaynagi olarak kullanildi.

3.4. Iniilinaz Aktivitesinin Olciilmesi

Iniilinaz aktivitesi reaksiyon sonucunda agi§a ¢ikan {iriin miktarinmn
hesaplanmasi ile 6lgiildii. Aktivite 6lgiimleri 3,5-dinitrosalisilikasit(DNS) yontemi ile
gergeklestirildi.

Reaksiyon icin enzim kaynagi olarak elde edilen siiziintii kullanildi. Substrat
olarak 0,1 M pH: 55 Sodyum-asetat tamponu ile hazirlanmis % 0.1°lik iniilin
siispansiyonu kullanildi.

Aktivite Olgiimlerinde reaksiyon sonucu agiga cikan iirtiniin(rediiktér sekerin)
3,5-dinitrosalisilikasit ile olusturdugu rengin sogutulduktan sonra 550 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmasi ile gerceklestirildi. Aktivite Olglimlerinde

kullanilmak tizere kor, kontrol ve drnek tiipleri olusturuldu.
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Kér Tiipiin Icerigi: 1 ml Sodyum-asetat tamponu ( pH: 5), 3 ml DNS

Kontrol Tiipiin icerigi: 1 ml Na- Asetat tamponu( pH: 5), 0.1ml enzim, 3 ml DNS

Ornek Tiipiin Icerigi: 1 ml % 0.1 iniilin ¢6zeltisi, 0.1ml enzim, 3 ml DNS

Kor, kontrol ve 6rnek tiipleri igerisine DNS inkiibasyon siiresi bitiminde eklendi.
Yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan kor, kontrol ve 6rnek tiipleri 35 °C de su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde oncelikle ornek
tiiplerindeki reaksiyonu durdurmak igin her bir 6rnek tiiptine 3 ml DNS eklenerek
reaksiyon durduruldu. Daha sonra kor ve kontrol tiiplerine de 3 ml DNS ilave edildikten
sonra tiipler 10 dakika kaynatildi.

Enzimatik reaksiyon sonucu olusan ortamdaki fruktoz miktar1 550 nm dalga
boyunda spektrofotometrede kor tiipiine karsi okundu.

Ornek tiiplerinin verdigi absorbans degerinden kontrol tiiplerin absorbans degeri
c¢ikarild1 ve enzim tarafindan reaksiyon sonucu agiga ¢ikarilmis rediiktor seker miktar
bulundu.

Hazirlanmis olan fruktoz standart egrisinden agiga cikan fruktoz miktari
mikromol cinsinden hesaplandi. Bir {inite iniilinaz aktivitesi 1 dakikada 1umol

fruktozu agiga ¢ikaran enzim miktart olarak tanimlandi (Telefoncu vd., 2000).
3.5. Fruktoz Standart Grafiginin Hesaplanmasi
Enzim aktivitesinin U/ml cinsinden hesaplanmasinda kullanilacak olan fruktoz

standart grafigi ¢izimi igin oncelikle 0.018 gram fruktoz ilizerine 10ml. Sodyum asetat

tampon eklendi ve stok ¢ozeltisi olarak kullanildi.
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Grafik ¢izimi i¢in kullanilacak 6 tane nokta asagidaki sekilde hazirlanmistir.

1.0 ymol: 0.1 ml Stok ¢ozeltisi + 0.9 ml tampon
1.5 umol: 0.15 ml Stok ¢ozeltisi + 0.85 ml tampon
2.0 umol: 0.2 ml Stok ¢ozeltisi + 0.8ml tampon
2.5 umol: 0.25 ml Stok ¢ozeltisi + 0.75ml tampon

3.0 umol
3.5 pmol

: 0.30 ml Stok ¢ozeltisi + 0.7 ml tampon
: 0.35 ml Stok ¢ozeltisi + 0.65 ml Tampon

\N \N \N
NN RO

~ ~

Peere
N B O 0

OD (absorbans)
oo
H O 0 -

o
N)

y=0,767x - 0,2665
R?=0,9981

o

0
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Fruktoz Konsantrasyonu (pmol)

Sekil 3.1.

Fruktoz standart grafigi
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3.6. Uretim Kosullarinin A. wenti Iniilinaz Aktivitesine Etkisi

Calismanin bu boliimiinde enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi iiretim
kosullarinin belirlenmesi amaglandi.
Iniilinaz aktivitesine etkisi olabilecegi diisiiniilen {iretim siiresi, iiretim sicaklig1,

tiretim pH’1, liretim ortamindaki farkli azot ve karbon kaynaklar etkileri ¢alisildi.
3.6.1 Uretim Siiresinin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

Uretim siiresinin enzim aktivitesi ile ilgisini arastirmak igin A. wentii’nin
tiremesi farkli iiretim siirelerinde (1, 2, 3, 4, 5 giin) 30 ‘C’de calkalamal1 ortamda pH’s1
5.5 olan iiretim ortamlarinda gerceklestirildi.

Bu siirenin sonunda 3.3’de belirtildigi gibi kaba enzim elde edildi, enzim
aktiviteleri her gilinlin sonunda olgiilerek iiretim siiresi ile enzim aktivitesi arasindaki

iliski degerlendirildi.
3.6.2. Uretim Sicakhigmin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

A. wentii nin tretimi 25, 27, 30, 35 C’ lik calkalamali su banyosunda pH’1 5.5
olan iiretim ortamlarina 72 saat siire ile gerceklestirildi. Farkli sicakliklarda
gerceklestirilen tiretimin sonunda fungus’un enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesi ile {iretim

sicakliginin enzim aktivitesine etkisi belirlendi.
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3.6.3. Uretim Ortaminin Baslangi¢c pH’sinin Iniilinaz Aktivitesine Etkisi

Uretim ortaminin baslangic pH’ nin iniilinaz aktivitesine etkisini belirlemek igin,
degisen pH dereceleri degistirilen (4.0 5.0 6.0 7.0 ) iiretim ortamlarina ekim yapildi ve
30 ‘C’da calkalamali (100 rpm) su banyosunda 72 saat liretime birakildi. Enzim

aktiviteleri 6l¢iilerek tiretim pH’ 1ile enzim aktivitesi arasindaki iliski belirlendi.

3.6.4. Farkl Karbon Kaynaklarinin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

A. wentii iniilinaz aktivitesine gesitli karbon kaynaklarinin etkisini aragtirmak
amact ile %1 oraninda iniilin, sukroz, glukoz, fruktoz, nisasta, maltoz, pektin ve seliiloz
kaynaklar1 iceren iiretim ortamlar1 hazirlandi. Uretim sonucu farkli karbon kaynaklari

ile enzim aktivitesi arasindaki iliski belirlendi.

3.6.5. Azot Kaynaklarinn Iniilinaz Aktivitesine Etkisi

Azot kaynaklariin iniilinaz aktivitesi ile olan iliskisini arastirmak i¢in % 3 yer
elmasi igeren tiretim ortamlarina %1 (NH4):HPO4, % 0.5 (NH4),HPO4 %1
(NH4H2PO4, % 0.5 (NH4H,PO4, % 1 NH4NO3, % 0.5 NH4NO3, % 1 NH4CI, % 0.5
NH4CI, % 1 pepton, % 0.5 pepton, %1 kazein, % 0.5 kazein, %1 yeast ekstrakt, % 0.5
yeast ekstrakt, % 1 NaNOj; % 0.5 NaNOj3 eklenerek hazirlanan besiyerlerine ekim
yapildi ve 30 ‘C’de 72 saat siire ile tiretime birakilarak iiretim sonucunda aktivite

Ol¢timii yapildi.
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3.7. A.wentii Iniilinazinin Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde kaba iniilinaz enziminin bazi1 biyokimyasal 6zellikleri
arastirlldi.  Bu amagla  Oncelikle; inkiibasyon pH’nin, sicakligin, substrat
konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi arastirildi. Daha sonraki calismalarda

ayrica kaba enzimin pH ve termal kararlilig1 calisildi.
3.7.1. inkiibasyon pH’mn Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

A.wentii kaba iniilinaz enziminin optimum pH degerini bulmak igin enzim
substrat karisimi pH” lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, olacak sekilde(asetat tamponu pH 3-
5, Fosfat tamponu pH 6-7, Borat tamponu pH 8) hazirlandi. Her bir 6rnekteki iniilinaz
aktivitesi U/ml cinsinden 6lgiilerek optimum pH degeri belirlendi. inkiibasyon 35 "C de
10 dakika olarak gergeklestirildi.

3.7.2. inkiibasyon Sicakhiginin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

Farkli inkiibasyon sicakliklarinin aktiviteye etkisinin arastirilmasi i¢in enzim
substrat karisimi 25, 30, 35 ve 40 ‘C’lik su banyolarinda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi 10 dakika, iiretim ortami pH’1 6.0 olarak ayarlandi. Inkiibasyon

sonrast aktivite degerleri U/ml cinsinden hesaplandi.
3.7.3. Substrat Konsantrasyonunun Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

Farkli konsantrasyonlara sahip (% 0.1- % 0.7) substrat ¢ozeltileri hazirlandi.
Enzim aktivitesi U/ml cinsinden 6lgiilerek en uygun substrat konsantrasyonu saptandi.
Reaksiyon pH 6 ve 35 °C’de gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi 10 dakika olarak
uygulandi.
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3.7.4. A . wentii iniillinazinin K, ve V.« degerlerinin hesaplanmasi

Enzimin iniilin i¢in K, degerinin bulunmasi amaci ile artan konsantrasyonlarda
substrat ¢ozeltisi hazirlandi. Her bir konsantrasyon igin enzim aktivitesi ol¢iildi. 1/[S]
ve 1/V degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten

yararlanarak A.wentii iniilinazinin iniilin i¢in Ky, V& Vax degerleri bulundu.

3.7.5. Iniilinaz Enziminin pH Kararhhiginin Arastirilmasi

0.1 ml kaba enzim tizerine farkli pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0)’larda hazirlanan
tampondan 0.1 ml eklenip karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 1 ml
pH 6.0’da hazirlanmis substrat ¢ozeltisinden eklenip 35 'C’de 10 dakika inkiibasyona

birakildi, daha sonra enzim aktivitesi U/ml cinsinden 6lgtldii.

3.7.6. Iniilinaz Enziminin Termal Kararliigimin Arastirilmasi

Kaba enzimin artan sicakliklarda aktivitesinin ne kadarmi korudugunun
belirlenmesi i¢in farkli sicakliklarda (30, 40, 50, 60, 70, 80 OC) ayarlanmig etiivlerde
enzim 20 dk siire ile inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda farkli sicakliklarda inkiibe

edilmis enzimler kullanilarak inkiibasyon sonrasi aktivite dl¢limii yapildi.

3.8. Yerelmasi Tiiberleri, Sogan ve Sarimsak Kullanilarak Hazirlanan Sivi Uretim

Ortamlarinda Iniilinaz Aktivitesi Ol¢iimii

Asagidaki oranlarla hazirlanmis petrilere dokiilen kati iiretim ortamlaria
A.wentii nokta ekimi yapilmistir. Koloninin belirli bir boya ulagsmasi i¢in 1 hafta 25
“C’deki etiivlerde bekletilmistir. Belirli boya ulasan kolonilerden halka seklinde kesim

yapilip hazirlanan siv1 liretim ortamlarina eklenmistir.
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Uretim ortami1

Yer Elmasi1 Ekstrasi % 3
KH2PO, % 0.1
MgSQO,4.7H,0 % 0.05
KCI % 0.15
FeSO,7H,0 % 0. 05
NH4H,PO, % 0.01
Agar % 0.2
NaNOs % 0.05

3.8.1. Sivi Uretim Ortamlarimin Hazirlanmasi

Sivi iiretim ortamlarinda karbon kaynagi olarak yer elmas: tiiberleri, sogan ve
sartmsak kullanildi. Her bir bitki i¢in farkli tiretim ortami hazirlandi. 50 gr, taze yer
elmasi ve 200 ml distile su ile robot kullanilarak ezildi. Partiikiillerin ¢okmesi beklendi.
Daha sonra tiilbent kullanilarak stiziildii.

Sogan ve sarimsak i¢in de ayn1 yontem kullanildi ve siiziintii elde edildi. Elde
edilen filtratlarin 50 ml’ne % 2’lik yeast ekstrakt azot kaynagi olarak konuldu.
% 0.05 MgS0O,47H,0, % 0.1 KH,PO, eklenerek daha sonra tiretim ortamlar1 20 dk 121
"Cde steril edildi.

Iniilinaz aktivitesinin dl¢iimii Boliim 3.4’de belirtildigi gibi yapilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Uretim Kosullarmin A. wentii Iniilinaz Aktivitesine EtKkisi

4.1.1. Uretim Siiresinin iniilinaz Aktivitesine Etkisi

30 ‘C’de calkalamal etiivde iiretime birakilan besiyerlerinde tiremenin 3.
giiniinde maksimum iniilinaz aktivitesi 5,23 U/ml 6lgiildii. Uretim siiresi artirildiginda
migel agirliginda belirgin bir degisiklik olmazken, iniilinaz aktivitesinde diisiis gézlendi

( Sekil 4.1).

—o—Iniilinaz Aktivitesi (U/ml) —e—Migel Agirhg (gr/ 50 ml)
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Sekil 4.1. Uretim siiresinin iniilinaz aktivitesine etkisi
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4.1.2. Uretim ortaminmin baslangi¢c pH’ mn iniilinaz aktivitesine etkisi

Degisen pH degerleri (4.0, 5.0, 6.0, 7.0) ile hazirlanmis tiretim ortamlar1 25 'C’
de calkalamali olarak iiretim yapildi. Uretim siiresinin {iiincii giiniinde migel agirlig1 ve
iniilinaz aktiviteleri olgiildii. Maksimum aktivite 4.78 U/ml pH 6.0’ya ayarlanmis
ortamda gozlendi( Sekil4.2).

—+—Iniilinaz Aktivitesi (U/ml)  —e—=Migel Agirlig1 (gr/ 50ml)
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Sekil 4.2. Uretim ortam1 baslangi¢ pH’ sinn iniilinaz aktivitesine etkisi
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3.5.3 Uretim Sicakhigimin Iniilinaz Aktivitesine Etkisi

A. wentii’ nin iiretimi 20, 25, 27, 30 ve 35 °C lik ¢alkalamali su banyosunda (100
rpm) ve pH’6.0 olacak sekilde ayarlanmis olan iiretim ortamlarinda 72 saat siire ile
tiretime birakilan kiiltiirlerin 72 saat sonra enzim aktivitesi ve micel agirligi 6lgiildii. En
yiiksek enzim aktivitesi 25 C derecede saptandi. Yiiksek sicakliklarda enzim
aktivitesinde diisiis gozlendi 35 'C’de aktivite 1,86 U/ml’ye diistiigii gézlendi
(Sekil 4.3).

—o—Iniilinaz Aktivitesi (U/ml)  —#=Migel Agirhg (gr/50 ml)
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Sekil.4.3. Uretim sicakliginin iniilinaz aktivitesine etkisi
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4.1.4. Farkli Karbon Kaynaklarinin Iniilinaz Aktivitesine Etkisi

Uretim ortamindaki farkli karbon kaynaklarmin iniilinaz aktivitesine etkisi

arastirildiginda en yiiksek aktivite% 3 liik yer elmasi igeren besiyerinde gozlendi. Daha

sonra % 1’lik yer elmali ortam da ve tigiincii olarak %1’lik iniilinli ortamda aktivite en

yiiksek olciildii.

Cizelge 3.1. Farkli karbon kaynaklarinin iniilinaz aktivitesine etkisi

Karbon Kaynaklari Aktivite Migel Agirligi
(%1) (U/ml) (gr/50 ml)
Pektin 0.729 0,32
Sukroz 0.844 0,13
Maltoz 0.923 0,12
Nisasta 0.876 0,30
Seliiloz 0.899 0,51
Glukoz 0.855 0,25
Iniilin 1.089 0,28

%1 yer elmasi 1,101 0,31

%3 yer elmasi 1.340 0.38

4.1.5. Azot Kaynaklarinn Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

Uretim ortamindaki farkli azot kaynaklarmin iniilinaz aktivitesine etkisi

aragtirldiginda en yiiksek aktivite% 1’ lik kazein iceren besiyerinde gdzlendi. inorganik

kaynaklardan ise % 1’lik (NH4)2SO, igeren ortamda en yiiksek aktivite 6lgiildii.
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Cizelge 3.2. Farkli azot kaynaklarinin inliilinaz aktivitesine olan etkisi

Azot Kaynaklar1 (Organik) | Aktivite(U/ml) Migel Agirlik(gr/50 ml)
Pepton % 0.5 0.252 0.85
Pepton %1 0.529 1.08
Maya % 0.5 0.305 0.83
Maya % 1 0.661 0.90
Kazein % 0.5 1.306 1.0
Kazein %1 1.724 1.29
Normal* 1.182 1.07
AzotKaynaklari ( Inorganik) | Aktivite (U/ml) Migel Agirlik (gr/50 ml)
NHsH,PO,  %0.5 0.996 0.82
NH;H,PO, %1 1.793 0.86
NH;NO3 %0.5 1.432 0.82
NH4NO; %1 1.448 0.84
NH,CL %0.5 1.247 0.80
NH,CL %1 1.448 0.97
NaNO; %0.5 0.746 0.99
NaNO; %1 1.059 0.99
(NH4);HPO, %0.5 1.338 0.91
(NH4),HPO, %1 2.249 1.15
(NH4)2:SO4  %0.5 1.692 0.94
(NH4)2:SOs %1 3.456 0.88
Normal* 1.182 1.07

*Normal tiiplerde kontrol besiyerleri 0.4m M NH4H,PO, ve 0.2 mM NH;NO;

igcermektedir.
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4.2.  Awentii Kaba Iniilinaz Enziminin Baz Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi
4.2.1. Inkiibasyon pH’ min Iniilinaz Aktivitesine EtKisi
A. wentii’ nin kaba iniilinaz enziminin en iyi ¢alistigt pH degeri saptamak igin

yapilan bu ¢alismada, iniilinaz aktivitesinin (1.345 U/ ml) en yiiksek oldugu pH degeri
6.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Inkiibasyon pH nin iniilinaz aktivitesine etkisi
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4.2.2. Inkiibasyon Sicakhginin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

Bu caligmada inkiibasyon sicakliginin iniilinaz aktivitesine etkisi aragtirilmistir.
Farkli sicakliklarda (25-40 'C) inkiibasyon sonrasi aktivite degerleri olgiilmiistiir.
Iniilinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu (1.555 U/ml) inkiibasyon sicakhigi 35 "C olarak
belirlenmistir (Sekil 4.5).

1,8 r

(o))
T

)

’

1,4 r ‘—_
1,2 -

1,0 +
08 -
06 -
04 -

Iniilinaz Aktivitesi (U/ml

0,2
0,0

25 30 35 40
Sicaklik ( C)

Sekil 4.5. Inkiibasyon sicakliginin iniilinaz aktivitesine etkisi

4.2.3. inkiibasyon Siiresinin Iniilinaz Aktivitesine EtKisi

A. wentii iniilinaz1 i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaci ile
farkli siirelerde inkiibasyona birakilip daha sonra enzim aktivitesi Ol¢lilmistiir. En

yiiksek enzim aktivitesi (1.526 U/ml) 10 dakika olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. inkiibasyon siiresinin iniilinaz aktivitesine etkisi

4.2.4. Substrat Konsantrasyonunun Iniilinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

A.wentii iniilinaz1 i¢in en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek igin
enzim substrat karigimindaki iniilin konsantrasyonu 0.1-0.7 mM araliginda artan
miktarlarda hazirlandi. Iniilinaz aktivitesinin 0.6 mM’lik substrat konsantrasyonuna

kadar arttig1, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise sabit kaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Substrat konsantasyonunun iniilinaz aktivitesi lizerine etkisi
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A.wentii iniilinaz1 i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek K, degeri yaklagsik
1X10* M, Viax degeri ise 6,134 mmol/ml/dk olarak hesapland: (Sekil 4.8).

0,35 -

0,05

0O-00

% y =0,0165x + 0,1636

T T T T T T T T T O, U0 T T T T T T

-11-10-9 -8 -7 6 54 -3-2-101 2 3 45 6 7 8 9101112

1/[S]

Sekil 4.8. Lineweaver Burk Grafigi
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4.2.5. Iniilinaz enziminin pH kararlih@mnn arastiriimasi

Farkli pH’da 20 dakika bekletilmis enzim aktivitesi Olcildiigliinde pH 3-6

araliginda aktivitesini (% 96.8) korudugu 7-8 pH araliginda ise azaldig1 gézlenmistir.

120 ¢
100 -
80 r

60

Bagil Aktivite (%)

20

pH

Sekil 4.9. Iniilinaz enziminin pH kararliliginin arastirilmasi

4.2.6. Iniilinaz Enziminin Termal Kararhliginin Arastirilmasi

Elde edilen kaba iniilinaz enziminin termal kararliligin1 arastirmak iizere yapilan
deneylerin sonucunda 50 ‘C dereceye kadar enzimin aktivitesinde gozlenen kayip azdr,
50 'C’den sonra enzim aktivitesinde diisis gozlemlenmistir. 80 ‘C’de enzim

aktivitesinin % 62.3’nu korumaktadir.
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Sekil 4.10. Iniilinaz enziminin termal kararliliginin arastirilmasi

4.3. Yerelmasi Tiiberleri, Sogan ve Sarimsak Kullamilarak Hazirlanan Sivi Uretim

Ortamlarinda Iniilinaz Aktivitesi Olciimii

Cizelge 3.4. Yerelmasi tiiberleri, sogan ve sarimsak kullanilarak hazirlanan sivi

tiretim ortamlarinda iniilinaz aktiviteleri 6l¢iimii

Yer elmasi ile hazirlanan tiretim ortami 0.895 U/ml
Sogan ile hazirlanan iiretim ortami 0.713 U/ml
Sarimsak ile hazirlanan iiretim ortami 0.998 U/ml
Yer elmasi tozu ile hazirlanan tiretim ortami | 3.456 U/ml

En yiiksek aktivite yer elmasi tozu ile hazirlanan {iretim ortaminda daha sonra

ise sarimsak ile hazirlanan iiretim ortaminda gézlenmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu calismada A.wentii’ den iniilinaz enzimi iretimi ve enzimin bazi
biyokimyasal Ozellikleri belirlenmesi amaglanmistir. Calisma iki  kisimdan
olusmaktadir. Birinci kisimda oOncelikle Derycke ve Vandamme,(1984)’dan modifiye
edilerek kullanilan ve karbon kaynagi olarak yerelmasi ekstrati iceren tarama
medyumunda A.wentii fungusunun iiretimi yapilmistir. Daha sonra sivi besiyerinde
iiretim gerceklestirilmis ve enzim aktivitesini etkileyen parametreler arastirilmistir.

Ayrica A.wentii’den iniilinaz iretiminde kullanilan Kango N (2008)’dan
modifiye edilmis sogan ve sarimsak ve yer elmasi taze ekstraktlar1 kullanilarak farkli
bir iiretim ortaminda da enzimin aktivitesi 6l¢iimii yapilmistir.

Caligmanin ikinci kisminda A.wentii iniilinazinin bazi biyokimyasal 6zellikleri
belirlenmesi amaglanmustir.

Iniilinaz enzimi birgok endiistride ila¢ ve gida sanayiinde yaygim kullanimi olan
bir enzimdir.

Endiistriyel iiretim ortaminin c¢alisma sartlart g6z Oniline alinacak olursa
tiretimlerin Ozellikle yliksek sicakliklarda gerceklestigi gdzlemlenmistir. Bu yiizden
yiiksek sicakliklarda ¢alisan termal stabilitesi yliksek olan enzimler daha fazla tercih
edilmektedir.

Iniilinaz enzimi ile fruktoz surubu iiretimi o6zellikle endiistriyel olcekte
kullanilan alternatif bir metottur. Uretim ortami o6zelliklerine baktigimizda diisiik
sicakliklarda kontaminasyon riski ve diisiik pH’larda ise istenmeyen reaksiyonlarin
meydana gelme riskinin azaldig1 gézlemlenmistir. Mikrobiyal iniilinazlarin cogu yiiksek
sicakliklarda da stabildir. Enzimlerin ¢alistig1i optimum kosullar1 belirlemek reaksiyon
verimini arttirmak i¢in olduk¢a onemlidir.

Bu sebeplerden dolay:r iniilinaz enziminin {iretimi ve aktivitesi i¢in gerekli

optimum sicaklik, optimum pH, termal ve pH kararlilig1 arastirilmistir.
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Uretim siiresinin iniilinaz aktivitesi {izerine etkisi arastirildiginda, maksimum
iniillinaz aktivitesi 72 saatte 5.23 U/ml olarak saptanmistir (Sekil.4.1). incelenen
calismalar arasinda ; Aspergillus niger AUP19 (Kumar vd., 2005), Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 (Makino vd., 2009), K.marxianus (Bernardoo vd., 2005),
Pichia gquilliermondii (Gao vd., 2007), Cryptococcus aureus (Gao vd., 2007),
Debaryomyces hansenii (Gao vd., 2007), Yarrowia lipolytica (Gao vd., 2007), Bacillus
smithi T7 (Gao vd., 2008), A.niger MTCC 1344 (Kumar vd., 2011)
mikroorganizmalarinin da maksimum aktivitelerini 72 saat sonucunda gosterdigi
belirlenmistir.

Aspergillus tiirleri gbze carpan iniilinaz {reticileridir. Aspergillus tiirleri ile
yapilan calismalara bakildiginda {iretim siiresi Aspergillus parasiticus(Ertan vd.,
2002)’ta 24 saat, Aspergillus niger (Zhang vd., 2004)’de 120 saat, Aspergillus ficuum
JNSP 5-06 (Jing vd., 2003)’ da 120 saat, A. oryzae (Kochhar vd., 1999), A. aureus, A.
fischeri, A. flavus, A.nidulans (Cruz vd., 1998), A.candidus, A. chevalieri (Baysal vd.,
1994) tiirlerinde ise tiretim siiresi 9 giin olarak belirtilmistir. A.candidus’ da ise (Baysal
vd., 1994) 6 giin olarak bildirilmistir.

Genellikle ayni cinsteki mikroorganizmalarin iiretim siiresi birbirine yakin
oldugu, digerlerinin ise tiirden tiire farklilklar gosterdigi goriilmiistiir. Ornegin
Rhizoctonia solani (Ertan vd., 2003) i¢in 96 saat, Cryptococcus aureus ( Sheng vd.,
2007) i¢in 42 saat, Streptomyces sp. GNDU-1 (Gill vd., 2003) icin 24 saat olarak
belirlenmistir.

Genel olarak iniilinaz {reten mikroorganizmalara baktigimizda  iiretime
birakilan inkiibasyon siirelerinin bakteri tiirlerinde maya ve kiiflere nazaran daha kisa
siire-oldugu gdzlemlenmistir. Ornegin Xanthomonas sp. (Park ve Yun, 2001) igin 22
saat, Xsanthomonas campestris pv. Phaseoli (Naidoo vd., 2009) igin 18 saat olarak
belirtilmistir.

Uretim ortam1 pH’sinm A.wentii iniilinaz aktivitesine olan etkisi arastirildig
caligmada, 25 °C’de 72 saat ¢alkalamali su banyosunda iiretim yapildiginda arastirilan
pH’lar i¢inde en yiiksek pH’s1 6.0 olan ortamda maksimum aktivite gostermistir

(4.78 U/ml)(Sekil.4.2).
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Farkli fungus tiirlerinin {iretim ortaminin pH’lar1 arasinda kiyaslama yapilacak
olursa; kiif tiirleri iginde A. niger SL 09 (Ge ve Zhang, 2005)’ de, T. viride (Ertan vd.,
2003) ve bir tiir maya olan K.marxianus ATCC 52466 (Selvakumar vd., 1999)
tiirlerininde maksimum aktivite pH’6 da ol¢iilmiistiir.

Iniilinaz iireten tiirlerin  optimum pH’larma baktigimizda ¢ok genis pH
araliginda maksimum aktivite gosterdikleri gozlemlenmistir. Ornegin K.marxianus
(Bernardoo vd., 2005) i¢in asidik bir pH olan 3.5’da maksimum aktivite Ol¢iimii
yapilmistir. Bakteri tiirleri icin ise genelde daha yiiksek pH’larda maksimum aktivite
dl¢iilmiistiir. Ornegin Streptomyces sp. GNDU-1 (Gill vd., 2003) i¢in maksimum
aktivite pH 7.5’da gozlemlenmistir.

Aspergillus tubingensis CR16 (Trivedi vd., 2012) i¢in optimum pH 5.0 olarak
gozlemlenmistir.

Diger bir bakteri tiirii B. smithi 17 ‘nin (Gao vd., 2008) ise maksimum aktivite
gosterdigi pH 7.0 olarak belirlenmistir. Diger benzer galigmalarda ise C. aureus (Sheng
vd., 2007) pH 5.0’de, K.bulgaricus (Vranesic vd., 2002) i¢in pH 6.8 de, R. solani
(Ertan. F, 2003) i¢in pH 4.0’de maksimum aktivite 6l¢limii yapilmistir.

Uretim ortamimin sicakliginm iniilinaz aktivitesine olan etkisini arastirmak icin
cesitli sicakliklarda iniilinaz aktivitesi 6l¢iimii yapilmstir. En yiiksek aktivite 25 'C’de
olgtilmiistiir (4.65 U/ml)(Sekil.4.3.).

Cesitli fungus tiirlerinde iniilinaz aktivitesinin liretim sicakligi ile olan iligkisi
arastirildiginda  genellikle 28-30 'C arasinda maksimum aktivite gdsterdigi
gozlemlenmistir. Ornegin, A. niger AUP19 (Kumar vd., 2005), K. marxianus
(Selvakumar vd., 1999), P. guilliermondii (Gao vd., 2007) ve C. aureus (Gao vd., 2007)
tiirleri i¢in optimum sicaklik 28 "C’dir.

A.niger SI 09 (Ge ve Zhang ., 2005), A. parasiticus (Ertan vd., 2002) ve K.
Marxianus (Bernardoo vd., 2005) ,A. ficuum (Chen vd., 2009), K. marxianus NRRL Y-
7581 (Sguarezi vd., 2009) tiirlerinde ise maksimum aktivite 30 Cde gbzlemlenmistir.
T. viride (Ertan vd., 2002) ile yapilan iiretim sonucu maksimum aktivite 25 "C’de

Olgiilmiistiir.
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Bakteri tiirlerinde ise maksimum aktivite daha yiiksek sicakliklarda
gdzlemlenmistir. Streptomyces sp. GNDU ( Chi vd., 2009) icin 46 'C, B. smithi T7 (Gao
vd., 2008) icin 50 'C’de maksimum aktivite Olcimii yapilmistir. Termofilik
topraklardan izole edilen B. stearothermophilus KP1289 (Zherebtsov vd., 2002)’da
maksimum aktivite 69 ‘C’de ®lgiilmiistiir. Thermotoga maritima (Liebl vd., 1998)
bakterisinin iirettigi iniilinaz enzimi i¢in optimum sicaklik 90 ‘C’dir.

Bazi maya tiirlerinin de yliksek sicaklilarda maksimum aktivite gosterdikleri
gézlemlenmistir. Ornegin, K. fragilis (Kim vd., 1982) i¢in 45 'C, Basidiyomicota
cinsinden iniilinaz tiretimi gozlenen ilk tiir olan Panaeolus papillonaceus (Mukherjee ve
Sengupta., 1987)’da maksimum aktivite 6l¢iimii 60-65 C’de gOriilmiistiir.

Aragtirilan diger bir parametre ise iiretim ortaminda kullanilan karbon
kaynaginin iniilinaz aktivitesine olan etkisidir. %1°lik iniilin varliginda 1.089 U/ml
olarak maksimum iniilinaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Iniilin yerine kullanilan diger karbon
kaynaklarinda (fruktoz, nisasta, maltoz, pektin, seliiloz, glukoz, sukroz) aktivitenin daha
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Seliilloz ve pektin igeren ortamda micgel agirliginda artig
gbzlemlenmis ama aktivite atis1 olmamistir. Karbon kaynagi olarak % 1°lik yerelmasi
ekstrat1 kullamldiginda ise 1.101 U/ml’lik aktivite elde edilmistir. Uretim ortamininda
bulunan yerelmast miktarmi artirildiginda iniilinaz  aktivitesinde de artis
gozlemlenmistir.

Glukoz, friiktoz ve sukrozun tek baslarina ya da iniilinle kombine kullanimlari
sonucu iniilinaz yapimimin baskilanmasi ortaya ¢ikmaktadir (Vandamme ve Derycke,
1984, Allais vd., 1987). Serbest sekerlerin diisiik yogunlukta oldugu ortamlar yada
yavas metabolizma olan polisakkaritlerin yiliksek oldugu ortamlar iniilinaz {retimini
destekler (Derycke ve Vandamme, 1984) fakat serbest sekerlerin diisiik
konsantrasyonlarinin (0.1%) goriildiigii ortamlarda organizmalarinin hizli biiylimesinin
uyarici etkisi iniilinaz sentezini destekler.

Nitekim mantarlardaki iniilinaz sentezi serbest sekerlerin kullanim hizi
tarafindan kontrol edilen katabolik represyona baghdir (Viswanathan ve Kulkarni,
1995).
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Karbon kaynagi olarak cesitli bitki yumrulari, artiklari, posasi ve melasi
kullanilmasi ve bunlarin iniilinaz aktivitesine olan etkisi bir¢ok arastiricinin ilgisini
¢cekmistir.

Kango N,(2008), iniilinaz iiretim ortaminda karbon kaynagi olarak kara hindiba
bitkisinin koklerinin kullanarak elde edilen eksrakti kullanmustir. Ertan vd., (2002)
ise yerelmasi tozunu kullanmiglardir.

Mazutti vd., (2010) karbon kaynagi olarak sekerkamigi melasini ortamlarina
eklemislerdir. Yine Singh ve Gill, (2006) karbon kaynagi olarak geven bitkisinin
koklerini kullanmiglardir.

Buhar difiizyonunu iceren tekrarlarla saf iniilin eldesi mesakatli ve maliyetli
olmasindan dolayr islenmemis iniilin kullanimi proseslerin maliyetini diigiirmek
acisindan etkili bir yoldur (Vogel M, 1993). Calismamizda da goriildiigii gibi karbon
kaynagi olarak yerelmasi ekstrati, iniilin yerine kullanilabilecek alternatif bir yoldur.

Karbon kaynaklarinin iniilinaz aktivitesi lizerine olan etkisinin arastirildigr diger
calismalarda da genellikle maksimum aktivite iniilin igeren ortamda gerceklesmistir.
Ornegin; Gao vd., 2008, Selvakumar vd., 1999, Gill vd., 2003, Sheng vd., 2007, Gong
vd., 2007 arastirmacilar1 karbon kaynagi olarak iniilini kullandiklar1 ortamda maksimum
iniilinaz aktivitesi gozlemlemislerdir.

Kiifler tarafindan {iretilen iniilinaz i¢in sukroz ve iniilin diger karbon
kaynaklarina gére daha ¢ok tercih edilen substratlardir (Kango vd., 2011). Ornegin;
Bernardoo vd., (2005) K.marxianus’ dan elde ettikleri iniilinaz enzimi aktivitesi 176
U/ml*dir ve karbon kaynagi olarak sukrozu kullanmislardir.

Uretim ortamma eklenen azot kaynaklarinm A.wentii iniilinazina olan etkileri
arastirildiginda; kontrol degeri 1.182 U/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Kontrol grubunun iiretim
ortami igerigi 0.4 mM NH4;H,PO, ve 0.2 mM NHy4NOjz’dan olusmaktadir. Azot
kaynaklar1 iginde maksimum aktivite (NH4)2SO4 (%1)’lik ortamda 6lgiilmiistiir(3,456
U/ml). En diisiik aktiviteler pepton (%0.5) (0,252 U/ml) ve yeast ekstrakt (%0.5)(
0,305 U/ml) igeren ortamlarda gozlenmistir. NH4CI(%0.5) iceren ortamda iniilinaz
aktivitesinde artis orani oldukga diisiik olarak gozlenirken (1,247 U/ml) NH4H,PO,4 (%
0.5) igeren ortamdaki iniilinaz aktivitesi kontrol grubundan diisiik olarak hesaplanmistir

(0.996 U/ml).
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Diger arastirmacilarin ¢aligmalarina baktigimizda; Kumar vd.,(2005) en yiiksek
aktiviteyi (NH;)2SO, igeren ortamda gozlemlemistir. Chen vd., (2009) A.ficuum JNSP-
06 iniilinazinda maksimum aktiviteyi % 2 yeast ekstrakt ve 0.5 %’lik NH4H,PO, igeren
ortamda ortamda elde etmiglerdir. Kumar vd., (2011) ise azot kaynagi olarak en uygun
% 0.5 et ekstrat ve % 0.2 NaNOjs igeren ortamda belirlemislerdir.

Skowronek ve Fiedurek, (2003) ise azot kaynagi olarak maya eksrati, NaNOs,
(NH4),HPOy igeren karisimda en yiiksek aktiviteyi elde etmislerdir. Naidoo vd., (2009).
Ayychamy vd., (2007) ise azot kaynag1 olarak % 2 maya eksrakti, 0.5% (NH4),HPO, ve
0.2 % NH4H,POQOy igeren iiretim ortaminda maksimum aktivite dl¢limii yapilmistir.

Bu durum her bir fungal tiiriin iniilinazinin optimum {iretimi i¢in spesifik bir
azot kaynagini tercih ettigini gostermektedir (Kochhar vd., 1999).

Ozet olarak calismanmn birinci boliimiinde A. wentii’den kaba iniilinaz
tiretiminde, iretim siiresinin 72 saat, iniilinaz {iretimi i¢in en uygun substratin % 3’likk
yerelmasi eksrati ve iiretim ortam1 pH’s1 6.0 ve iiretim ortamimin sicakligi 25 "C olarak
bulunmustur. Ortama eklenen azot kaynaklarindan maksimum aktivite oOlglimi
(NH34)2SO4 (% 1)’lik ortamda 6l¢iilmiistiir (3,456 U/ml).

A.wentii'den elde edilen kaba iniilinaz enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalarda optimum inkiibasyon pH’s1t 6.0 olarak
bulunmustur (Sekil 4.4.).

Farkli aragtiricilar tarafindan yapilan deneylere baktigimizda; Zhang vd., (2009)
P. guilliermondii’ den elde ettikleri ve daha sonraki basamakta saflastirilmis iniilinaz
enziminin optimum inkiibasyon pH’sin1 6.0 olarak bulmuslardir.

Fakat Bacillus polymyxa MGL21 dan elde edilen ekzoiniilinaz ise optimum pH’1
7 olarak gozlemlenmistir. Genellikle bakterilerden elde edilen ekzoiniilinazlar maya ve
mantarlara gore inkiibasyon pH’s1 daha yiiksek olarak not edilmistir. Fakat Tsujimoto
vd., (2003) bakteriden elde ettikleri ekzo-iniilinaz i¢in optimumum inkiibasyon pH’sini
yaklasik 6.0 olarak bulmuslardir.

Penicillum sp.TN-88 den elde edilen endoiniilinaz i¢in uygun inkiibasyon
pH’sinin  arastirildigi  bir ¢alismada maksimum aktivite Ol¢iimi pH 5.2°de
gbzlemlenmistir (Nakamura vd., 1997). Artrobacter sp. S37 den elde edilen endo

iniilinaz igin ise inkiibasyon pH’s1 optimum 7.5 olarak not edilmistir (Kang vd., 1998).



52

Bu verilere dayanarak bakterilerden elde edilen endo iniilinazlarin mantarlardan
elde edilen endo iniilinazlara gore daha yiiksek pH’da inkiibasyon sonucu maksimum
aktivite gozlemlenmistir (Chi vd., 2009). Fakat Pseudomonas sp.’den elde edilen diger
bir endoiniilinaz i¢in ise optimum inkiibasyon pH’s1 5.5 olarak bildirilmistir (Kim vd.,
2008).

Maya ve mantarlardan saflastirilan iniilinaz enziminin optimum pH aralig1 4.5-
6.0 olarak gozlenmistir (Sheng vd., 2008, Selvakumar ve Pandey, 1999; Ge ve Zhang,
2005, Singh ve Gill., 2006).

Inkiibasyon sicakligmin iniilinaz aktivitesi ile iliskisinin incelendigi arastirmada
maksimum aktivitenin 35 'C’de oldugu gbzlenmistir. Zhang vd., (2009) ise P.
guilliermondii’ni  inillinazin optimum inkiibasyon sicakligii 60 'C  olarak
gbzlenmislerdir.

Diger arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalara baktigimizda; P.guilliermondii’den
elde edilen iniilinaz i¢in en yliksek aktivitenin 6l¢iildiigli inkiibasyon sicakliginin ise 60
“C oldugu not edilmistir (Sheng vd., 2008). Toprak mikroorganizmalarindan elde edilen
iniilinazlar1 genellikle 50 'C’nin altinda maksimum aktivite gostermektedirler.
Genellikle optimum sicaklik 30 -55 'C arasinda bir deger olmaktadir (Chi vd., 2009).

Mantar ve bakterilerden elde edilen endo-iniilinazlar genellikle 50-55 "C’de
maksimum aktivite gostermislerdir (Nakamura vd., 1997, Kang vd., 1998, Kim vd.,
2008).

Literatiirde enzimin katalitik etkinliginin bir 6l¢lisii olarak Vyax / K degeri
kullanilmastir. Vma/Kn degerinin endiistriyel uygulamalarda en etkili enzimin segimi
icin kullanigh bir parametre oldugunu rapor etmislerdir (Ortega vd., 2004).

Yapilan deneyler sonucu iniilinaz aktivitesi optimum sartlarda farkli substrat
derigsimlerinde oOl¢iilmiis ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Ky, degeri 0,1 / 10° M
Ve Vmax degeri ise 6,09 U/ mmol/ml/dk olarak belirlenmistir.

Bir enzim i¢in K, maksimum hizin yarnisina erisildigi andaki substrat
konsantrasyonunu gosterir. Ky, degeri enzimin substrata olan ilgisini ifade eder ve bu
deger ne kadar kiigiikse enzimin substrata ilgisi o kadar ytiksektir.

Metabolizmada diisiik Ki,'e sahip (yiiksek affinitedeki) enzimler biiyiik 6nem

tagir.
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Diisiik K, degerleri 10° M olarak verilir. Veya hatta daha da kiiciik 107,10 M
olabilir. Diislik affinitedeki yiiksek Kpn’e sahip enzimler ise metabolizma i¢in az

onemlidir. Bu Ky, degerleri 1/100 M > 10 veya 10™ M olarak verilir.

Bu konu ile ilgili diger ¢alismalara baktigimizda; Arand vd., (2002) A. awamori
Km degerini 0,003 mM olarak bulmuslardir. Mutanda vd., (2009) ise A. ficuum ile
yaptiklart arastirmalarda Ky 4.75 MM Vpa degerini 833.3 pmol min * mg?
bulmuslardir. Wanker vd., (1995) Bacillus subtilis ile yaptiklart arastirmalarda K,

degerini 6.8 mM Vpax degerini ise 2.17 nmol st olarak bulmuslardir.

Iniilinaz enziminin pH kararliligin1 arastirmak iizere farkli pH degerlerinde
iniilinaz enzimini oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakild1 ve aktivite dl¢iimii
yapildiginda 4-6 pH araliginda aktivite kayb1 azdir(Aktivite kaybi: % 7,8), aktivitesini
% 92.2 oraninda korudugu, pH 7’den sonra aktivitede diisiis oldugu goézlenmistir
(Aktivite kayb1: % 14.9).

Zhang vd., (2009) P. guilliermondii’ den elde ettikleri iniilinaz enzimin pH
kararliligimi aragtirmak i¢in 4-9 pH araliklarinda 2 saat inkiibasyon sonrasi aktivite
Olctimii yaptiklarinda, pH 6-7 araliginda aktivitesinin %95.1 ‘ini korudugu ve 7’den
yiiksek pH degerlerinde ise 6nemli miktarda aktivite kaybinin oldugu belirtmislerdir.

Treichel vd., (2009) Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ile yaptiklar
calismada iniilinaz enziminin pH kararliligin1 aragtirmak i¢in farkli pH araliklarinda 50
°C’de farkl siirelerde enzimi bekletip aktivite 6l¢iimii yaptiklarinda pH 4.4’de 82 saat
sonrasinda aktivite 6l¢timii yaptiklarinda 31.7 % kayip oldugunu gézlemlemislerdir.

pH 4.0 ise aktivitede %35.2 kayip oldugu not edilmistir. Mikrobiyal
iniilinazlarin enzimatik reaksiyonlarinda pH stabilitesi arastirildiginda genellikle
enzimin 3.5-6.5 arasinda aktivitesini korudugu goézlemlenmistir (Zittan L., 1981).
Cazetta vd., (2005) K. marxianus ile yaptiklar1 arastirmada optimum pH’1 4.0 olarak not
etmigler ve bu pH’ {izerindeki reaksiyonlarda aktivite kaybinin arttigi ve 10.5 pH’ da

ise enzim aktivitesi bulunmadigini belirtmislerdir.
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Yiiksek sicakliklarin iniilinaz aktivitesine olan etkisini arastirmak tizere farkli
sicakliklarda (30-80 "C) 20 dakika bekletilip daha sonra iniilinaz aktivitesi 6l¢iimii
yapildiginda A.wenti iniilinazi 80 "C’de aktivitesini % 62.3 korumaktadr.

Konu ile ilgili diger ¢aligmalara baktigimizda ; Lima vd., (2009)’ nin
K.marxianus CCMB 322 ile yaptigi ¢alismada 80 'C’de enzim aktivitesini tamamen
kaybetmistir.

Saflagtiritlmis enzim ile yapilan c¢alismalarda ; Sharma ve Gill.,, (2007)
Streptomyces sp.tiiriiniin irettigi iniilinaz enzimini arastirmalarinda kullanmiglar ve
Streptomyces sp. iniilinazimin 70 'C’de 6 saat bekletilip aktivite l¢iimii yapitiklarinda
iniilinaz aktivitesinde onemli bir kayip goriilmemistir. 12 saat sonucunda ise %75
aktivitesini korudugu gozlemlenmistir. 80 "C’de ise iniilinaz aktivitesinin hizla azaldig
not edilmistir (50 %). Scytalidium acidophilum (Kim vd., 1994)’ dan iiretilen iniilinaz
enziminin iyi bir termostabil enzim oldugu belirtilmistir ve enzim 60 ‘C’de 6 saatin
sonunda aktivitesinin % 95’i korumustur.

Kumar vd., (2011) A.niger ile yaptiklar1 g¢alismalarinda farkli sicakliklarda
(20-80 'C) saflastirilmis iniilinaz enzimini 30 dakika bekletip aktivite Ol¢iimii
yaptiklarinda maksimum aktivitenin 60 'C’de oldugunu gézlemlemislerdir ve 80 C’de
aktivitenin yaklasik %60 oraninda korundugunu not etmislerdir.

Chen vd., (2009)’nin  A.ficuum’dan elde edilen saflagtirilmig iniilinazin
termostabilitesini belirlemek i¢in farkli sicakliklarda (40-90 "C) bir saat bekletip daha
sonra kalan aktiviteyi belirlemek igin 6lgiim yaptiklarmda 50 "C’de %80 aktivitesini
korudugu ve 60 'C’de ise aktivitesinde % 60 azalma oldugu gozlemlenmis fakat 80
“C’de 1 saat inkiibasyon sonucu aktivitesinin tamamini yitirdigi tespit edilmistir.

Deniz funguslarindan olan C.aureus G7’den saflastirilan iniilinaz enziminin 65 "C’de

inkiibasyona birakildiginda oldukga stabil oldugu gézlemlenmistir (Sheng vd., 2008).
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Sonug¢ olarak iniilinaz enzimi endiistriyel amacglarda kullanilabilen bir enzim
kaynagidir. Iniilinaz enziminin kullanimi ile ortaya cikan reaksiyon iiriinleri gida
sanayiinden c¢esitli amaglarda kullanilabilmektedir ayrica substrat olarak kullanilan
maddeler atik maddelerin degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir yoldur. Calismamizda daha
Once arastirilmamis olan A. wentii iniilinazinin c¢esitli ozellikleri belirlenmistir.
Yaptigimiz arastirmalar ve deney sonuglari  enzim saflagtirllmasi gibi ilerleyen
calismalar i¢in basamak olusturmaktadir. A.wentii iniilinazi tarimsal {irlinlerden saf

fruktoz hazirlanmasinda yeni ve degerlendirilebilir bir kaynak olabilir.
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