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DERLEME /REVIEW

INULINAZ ENZIMININ ONEMIi
Meltem ASAN OZUSAGLAM '
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Inulin B-(2—1) baglartyla bagh polifruktoz zinciri ile ugtaki fruktoza a-(2—>1) bagiyla bagl glu-
kozdan olusan bir polifruktandir. Ticari anlamda inulinler, hindiba, yerelmasi ve enginardan saglan-
maktadir. Inulin, prebiyotik olarak yem sanayinde ve gida sanayi ve endiistriyel fermentasyonda sub-
strat olarak kullanilmaktadir. Prebiyotik olarak inulin, dzellikle kanatli hayvanlarda, gastrointestinal
sistem ve bagisiklik sistemine olumlu etkide bulunmaktadir. Ayrica, inuline olan biiyiik ilgi, zengin
fruktoz surubu elde etmede nispeten ucuz ve ¢ok bulunabilen bir substrat olmasindan kaynaklanmak-
tadir. Inulinazlar inulini hidrolize eden enzimlerdir. Inulinazlar, bitki dokularinca ve fuguslar, mayalar
ve bakteriler gibi cesitli mikroorganizmalarca sentezlenmektedir. Mikrobiyal ve bitkisel inulinazlar,
inulini, fruktoz ya da diger oligosakkaritlere hidrolize ederler. Ekzoinulinazlar (B-D-fructopyranoside
fructohydrolase, EC 3.2.1.80) uctaki B-(2—1)-fructofuranosidic baglar1 parcalarken, endoinulinazlar
(B-D-fructan fructanohydrolase, EC 3.2.1.7) inulinin igteki baglarin1 hidrolize ederek ana reaksiyon
iriinleri olan inulo-oligosakkaritlerin ortaya ¢ikmasini saglar. Endo ve ekzoinulinaz iireten ¢esitli mik-
roorganizmalar izole edilmis olup mikrobiyolojik ve molekiiler ¢aligmalar ile bu enzimleri kodlayan
bazi genlerin niikleotid siralari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Inulin, Inulinaz, Fruktoz.
IMPORTANCE OF INULINASE ENZYME
ABSTRACT

Inulin is a polyfructan consisting of a linear B-(2—1)-linked polyfructose chain with a terminal
glucose residue linked to fructose by an a-(2—1) bond. Commercially available inulins are obtained
mainly from chicory, Jerusalem artichoke and dahlia. Inulin is used in feed industry as a prebiotic and
in the food industry and industrial fermentations as a substrat. Functioning as a prebiotic, especially in
poultry, inulin has been associated with enhancing the gastrointestinal system and immune system.
Moreover, inulin is of great interest because it is a relatively inexpensive and abundant substrate for
the production of rich fructose syrups. Inulinase is an enzyme and hydrolyze inulin. Inulinases have
been secreted from plant tissues and various microorganisms such as fungi, yeasts and bacteria. Mi-
crobial and plant inulinases hydrolyse inulin into fructose and other oligosaccharides. Exoinulinases
(B-D-fructopyranoside  fructohydrolase, EC 3.2.1.80) hydrolyze the terminal B-(2—1)-
fructofuranosidic bonds, whereas endoinulinases (B-D-fructan fructanohydrolase, EC 3.2.1.7) hydro-
lyze the internal linkages in inulin to release inuli-oligosaccharides as the main reaction products.
Various microorganisms and plants secreting endo and exoinulinases have been isolated and nucleo-
tide sequences of some genes coding these enzymes have been determined with microbiological and
molecular studies.
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1. GIRIS

Inulin, diiz zincirli B-(2—1) baglariyla bagh
fruktoz molekiilleri (n~35) ile ucta siikroz
molekiilinden olusan olduk¢a yaygin bir poli-
fruktandir (Edelman ve Jefford, 1964) (Sekil 1).
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Sekil 1. inulinin yapis1 (Anonim, 2007a)

Prebiyotik olarak siniflandirilan inulinler
incebagirsakta sindirilmezler. Prebiyotikler; si-
nirl sayidaki kolonik bakterilerin aktivitesini
selektif olarak artiran ve bdylece konak¢inin
sagligin1 gelistirerek konak¢iya olumlu etkide
bulunan sindirilmeyen gida maddeleridir
(Gibson ve Roberfroid, 1995). Bunun yerine
kolona dogru ilerler, oradaki bakterilerce
metabolize edilirler ve anaerobik fermentasyon
sirasinda kisa zincirli yag asitlerinin tiretimi i¢in
enerji saglarlar (Jenkins vd., 1999). Ozellikle
kanatlilar gibi tek mideli hayvanlar igin dnemli
olan inulinler, Bifidobakterilerce tercih edilen
bir substrattir (Niness, 1999) ve bagirsakta sag-
lik koruyucu etkiye sahip Bifidobakterilerin ge-
lisimini tegvik ederler.

Inulin, yerelmas1 (%15-20), yildiz ¢icegi,
hindiba (%13-20), karahindiba (%8-15), sogan
(%2-6), sarimsak (%9-16), pirasa (%3-10), muz
(%0.3-0.7), enginar (%2-7) ve kuskonmaz
(%10-15) gibi bitkilerde bulunmaktadir (Niness,
1999; Mitchell ve Mitchell, 1995; Smits ve
Herman, 1998; Silver ve Brinks, 2000; Heyer
vd., 1998; van Loo ve Hermans, 2000; Crow,
2005a, b).

Bu bitkilerdeki polifruktan endiistride
hammadde olarak degerlendirilmektedir.
Inulinin endistride kullanimi acisindan baslica
iki 6nemi vardir: inulinin enzimatik hidrolizi
(ekzoinulinaz ve endoinulinaz) ile saf fruktoz
surubunun iretilmesi (Vandamme ve Derycke,
1983) veya inulinin direkt olarak
fermentasyonuyla etanol yada aseton-biitanol
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gibi ¢esitli triinler elde edilmesidir (Marchal
vd., 1985; Margaritis ve Bajpai, 1982).

Ticari anlamda inulinler hindiba, yerelmasi
ve enginarda saptanmigtir. Bu bitkiler arasinda
hindiba, yiiksek oranda inulin icermesi ve
stirekli olarak verim vermesi nedenleri ile
endiistriyel olarak inulin ve hidrolizatlarinin tre-
timinde yaygin olarak kullanilmaktadir (De
Leenheer ve Hoebregs, 1994).

2. INULINAZ ENZiMIiNIiN ONEMi

Inulinaz, PB-fruktan zincirindeki B-(2—>1)
baglarin1 pargalayarak fruktoz ve glukoz olus-
turan enzimdir (Bacon ve Edelmen, 1951; Van-
damme ve Derycke, 1983). Sekil 2’de inulinaz
enziminin etki mekanizmasi goriilmektedir.
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Sekil 2. Inulinaz enziminin etki mekanizmasi
(Anonim, 2007b)

Inulinaz enzimi, funguslar (A4spergillus,
Penicillium, Rhizopus ve Fusarium) (Pavlova
vd., 1991; Gupta vd., 1998; Pessoni vd., 1999),
maya (Kluyveromyces) (Gupta vd., 1994) ve
bakteriler (Flavobacterium multivorum, Bacillus
subtilis, Arthrobacter sp., Bacillus polymyxa,
Bacillus stearothermophilus, Clostridium
thermosuccinogenes) (Allais vd., 1986; Vullo
vd., 1991; Sakurai vd., 1997; Kwon vd., 2003,
Tsujimoto vd., 2003) gibi ¢esitli mikroorganiz-
malar tarafindan sentezlenmektedir. Bu mikro-
organizmalar tarafindan {iretilen inulinazlar
maksimum aktivite gosterdikleri pH optimumla-
r1 3.5-8.5 arasinda yer alirken genelde sicaklik
optimumlar1 28-34°C’dir. Ancak bazi suslarin
sicaklik optimumlarinin 40-50°C arasinda bu-
lundugu bildirilmektedir (Gern vd, 2001).
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Mikrobiyal ve bitkisel inulinazlar, inulini,
fruktoz ya da diger oligosakkaritlere hidrolize
ederler (Ohta vd., 1993). Inulinaz enzimi ilk ola-
rak bitkilerden izole edilmistir (Allais vd.,
1987). Ekzoinulinazlar (B-D-fructopyranoside
fructohydrolase, EC 3.2.1.80) ugtaki B-(2—1)-
fructofuranosidic baglar parcalarken,
endoinulinazlar (B-D-fructan fructanohydrolase,
EC 3.2.1.7) inulinin icteki baglarini hidrolize
ederek ana reaksiyon iriinii olan inulo-
oligosakkaritlerin ortaya ¢ikmasini saglar (Uhm
vd., 1999; Baumgamner ve Praznik, 1995).
Inulinin, ekzoinulinazlar veya ekzoinulinaz ve
endoinulinazlarla hidrolizi sonucunda fruktoz
surubu elde edilir (Byun ve Nahm, 1978;
Kierstan, 1980; Zittan, 1981; Kim vd., 1982;
Vandamme ve Dercyke, 1983). Fruktoz GRAS
(Generally Recognized As Safe) grubuna giren
bir tatlandiricidir. Fruktoz, siikrozdan 1.5 kat
daha fazla tatl olup siikrozdan daha ucuzdur. Bu
nedenlerden dolay1 bir¢ok gidada dzellikle ice-
ceklerde siikroz yerine tercih edilmektedir
(Hanover ve White, 1993). Ayrica siikroz yerine
kullanilabilecek giivenilir alternatif tatlandiric
olan fruktoz, diyabetik hastalar iizerinde yararli
etkileri sahip olup ¢ocuklarda da demir emilimi-
ni artirmaktadir. Diigiik kalorili bir tatlandirict
olmakla birlikte yiliksek oranda ¢oziiniir, diisiik
viskoziteye ve yiiksek tatlandirma kapasitesine
sahiptir (Pandey vd., 1999).

Cogu mikrobiyal inulinazlar ekzoinulinazlar
olup bunlar Aspergillus ficuum (Ettalibi ve
Baratti, 1987), Penicillium janczemskii (Pessoni
vd., 1999), Chrysosporium pannorum (Xiao,
1989) gibi funguslardan izole edilmislerdir.
Hindiba (Van den Ende, 2000), maya (Burne ve
Penders, 1992) ve bakterilerden (Kwon vd.,
2003) elde edilen ekzoinulinazlarin niikleotid ve
amino asit sirasi belirlenmistir. Endoinulinazi
kodlayan genler de cesitli funguslar (Penicillum
purpurogenum  (Onodera vd.,, 1996),
Aspergillus niger (Ohta vd., 1998), Aspergillus
ficuum (Uhm  vd., 1998)) ve bakterilerden
(Arthrobacter sp. S37 (Kang ve Kim, 1999))
klonlanmustir.

Inulinin asit hidrolizi (organik veya mineral
asitler) ya da nisastanin enzimatik hidrolizi ve
modifikasyonu ile fruktoz elde edilebilir (Be-
glov ve Golubev, 2004; Kim ve Hamdy, 1986).
Ancak inulinin suda iyi ¢dzlinmemesi nedeni ile
yiiksek sicaklik derecelerinde (80-100°C) asitle
hidrolizi yapilmakta ve bunun sonucunda da di-
fruktoz anhidrid gibi istenmeyen iirlinler ve renk
meydana gelmekte ve verim de diisiik olmakta-
dir (Matsumoto ve Yamazaki, 1986). Ayrica
nisastanin enzimatik hidrolizi ile fruktoz {ire-
timinde ise {i¢ enzim agamasi (alfa-amilaz, glu-

koamilaz, glukoizomeraz) bulunmaktadir (Van-
damme ve Derycke, 1983). Ancak her iki
yontemde oldukga pahali olup sadece %45 fruk-
toz elde edilebilmektedir. Mikrobiyal inu-
linazlarin kullanimi ile tek asamalik bir inulin
hidrolizi sonucunda %95 saf fruktoz elde edile-
bilmektedir (Gill vd., 2006). Ancak inulinden
endiistriyel anlamda fruktoz tiretiminde iki temel
sorun vardir. Birincisi; inulin soguk suda
¢Oziinmez olup oda sicakliginda sinirh olarak,
55°C’lik suda ise sadece %5 oraninda ¢oziinme-
sidir (Tsujimoto vd., 2003). Digeri ise oda sicak-
liginda mikrobiyal bir kontaminasyonun olma
olasiligidir. Bu nedenlerden dolay1 inulinden
fruktoz {iretimi yliksek oranda hidrolizas-
yonunun gerceklestigi 60°C’de yapilmaktadir.
Bildirilen inulinazlarin ¢ogu bu sicaklikta birkag
saat icerisinde aktivitelerini kaybetmektedirler.
Ancak yiiksek oranda hidrolizasyon saglamak
icin inulinin ¢o6ziiniirligiiniin fazla oldugu yiik-
sek sicakliklarin kullanilmas1 gerekmektedir
(Vandamme ve Derycke, 1983; Allais vd., 1987;
Drent vd., 1991). Bu sebepten dolay1 termostabil
inulinazlarin izolasyonu ve karakterizasyonu
endiistride 6nem tasimaktadir. Termostabil ve
ekstraseliilar inulinaz {ireten bir Aspergillus fu-
migatus susu (Sharma vd., 1998; Kaur vd.,
1999), Clostridium thermosuccinogenes (Drent
vd., 1991) ile Bacillus suslart izole edilmistir
(Allais vd., 1987).

3. INULINAZ ENZiMi UZERINE
YAPILAN MiKROBIYOLOJIK VE
MOLEKULER CALISMALAR

Allais vd. (1986), topraktan karbon ve ener-
ji kaynagi olarak inulini kullanan 32 bakteri susu
izole  etmislerdir.  Bunlardan 20  susu
Flavobacterium multivorum olarak tespit etmig-
lerdir. Tiim bakterilerin inulin ve siikroz {izerine
etkili olan B-fruktosidaz (inulinaz) aktivitesine
sahip oldugunu ve bu bakterilerce iiretilen enzi-
min inulinden fruktoz surubu hazirlamada bir
potansiyel olusturdugunu bildirmislerdir.

Sakuraki vd. (1997), Arthrobacter sp. H65-
7’den, ekstraseliilar inulin fruktotransferazi
(depolymerizing) (inulinaz II) (EC 2.4.1.93)
kodlayan geni (ift geni) E. coli’de klonlayarak
eksprese etmiglerdir. DNA sekans caligmalari
sonucunda; genin 1.314 b¢’den olusan tek bir
acik okuma dizisi i¢erdigi ve bunun da 32 amino
asitlik sinyal peptidi kodladig1 ve olgun protei-
nin 405 amino asitten olustugunu bildirmisler-
dir. Enzim, Artrobacter globiformis S14-3’iin
inulin fruktotransferazi (EC 2.4.1.200) ile %49.8
oraninda homoloji gostermistir. E. coli hiicrele-
rinde ift geni lac promotorunun kontrolii altinda
aktif olarak enzim {rettigini tespit etmislerdir.
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Kato vd. (1999), inulin varliginda
ekstraseliilar inulinaz iireten ve topraktan izole
edilmis termofilik Bacillus stearothermophilus
KP1289 (41-69°C’ler arasinda gelismekte)
susundan inulinaz II'yi saflastirmislardir. Enzi-
min molekiiler agirligim 54.000 Da olarak belir-
lemislerdir. Enzimin, 30-75°C ve pH 4.5-8.6
arasinda aktif oldugunu, sicaklik optimumunun
60°C ve pH optimumunun ise 6.1 oldugunu bil-
dirmislerdir. Enzim, 69°C’de, pH 7.0’da ve 10
dakikada aktivitesinin %50’sini kaybetmektedir.
Inulinaz II, termofilik-termostabil B-D-fructan
fructohydrolase (ekzoinulinaz, EC 3.2.1.80) ola-
rak simiflandirilmstir.

Regina ve Furlan (2001), literatiirlerde bil-
dirilen ve endoinulinaz iireten 16 fungal sus ve
yildiz ¢igegi (dahlia) yetistirilen topraklardan
izole edilmis 3 bakteri susu endo-inulinaz iireti-
mi i¢in test etmislerdir. I1zole edilen dort sus (bir
fungus ve ii¢ bakteri) substrat kullanimi, hiicre
gelisimi ve endo-inulinaz {iretimi agisindan de-
gerlendirilmistir. Bunun sonucunda ii¢ bakteri
susunun endo-inulinaz iirettigi ve bunlarin ara-
sindan da Paenibacillus sp. CDB 003 susunun
endo-inulinaz {iretimi i¢in en uygun oldugu tes-
pit etmislerdir.

Uzunova vd. (2001), inulinaz enzimi lireten
termofilik Bacillus sp. 11 susunu izole etmisler
ve bu bakterinin enzim iiretimi ile ilgili ¢aligma-
lar yapmuslardir. Bakteri iiremeye bagsladiktan
kisa bir siire (4.25 saat) sonra bu bakterice iireti-
len inulinaz ve invertaz enzimlerinin aktiviteleri
bu enzimleri iireten diger aerobik ve anaerobik
termofilik bakteri ve mayalarla kiyaslandiginda
benzer veya daha yiiksek bulunmustur.
Ekzoinulinaz grubunda yer alan bu enzim inulin,
stikroz ve rafinozu hidrolize edebilmektedir. En-
zim pH 5.5-7.5 araliginda ve 65°C’nin iizerinde
kullanilabilmekte  oldugunu  bildirmislerdir.
Inulin substrat olarak kullamldiginda 65°C’de
60 dakika inkiibasyon sonrasinda inulinaz ve
invertaz aktivitelerini %92-98 korumuslardir.

Sharma vd. (2002), hindiba yetistirilen top-
raktan ekstraseliilar inulinaz iireten Penicillium
purpurogenum’u izole etmislerdir. Izole ettikleri
bakteriyi UV ve NTG (3-nitro, 5-methyl
guanidine) ile mutasyona ugratmiglardir. Mutas-
yondan sonra inulinaz aktivitesinin 2.5 kat artti-
g1 tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak iki
mutajenik madde ile muameleden sonra segilen
tim mutantlarda inulinaz aktivitesinin arttigini
gozlemislerdir.

Kwon vd. (2003), Bacillus polymyxa
MGL21 susundan ekzoinulinazi kodlayan geni
(inu) klonlamis ve DNA baz sirasini belirlemis-
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lerdir. Gen, 1.455 niikleotidden olugmus olup
485 amino asitlik bir proteini kodlar. /nu genini
E. coli’de eksprese etmisler ve ekzoinulinaz en-
zimi  saflagtirmiglardir.  Saflagtirilan  enzim
inulinin yanisira stikroz, levan, raffinozi hidroli-
ze etmektedir. Inulinazin sicaklik optimumu
35°C olup pH optimumu 7.0’dir. Enzim,
inulin’den fruktoz tiretiminde kullanilmaktadir.

Tsujimoto vd. (2003), termofilik
Geobacillus  stearothermophilus  (Bacillus
stearothermophilus) KP1289’dan ekzoinulinaz
(EC 3.2.1.80) genini (inuAd) klonlamislardir.
InuA geni 1.482 bg¢’den olusmakta ve 493 amino
asiti  kodlamaktadir. Gen (inud) E. coli
HB101’de eksprese edilmis ve saflastirilan
ekzoinulinaz enziminin molekiiler agirhigini
SDS jelde 54.000 Da olarak belirlemislerdir.
Enzim 30-75°C’lerde aktif olup sicaklik opti-
mumu 60°C’dir.

Gill vd. (2006), Aspergillus fumigatus’un
ekstraseliilar ekstraktinda termostabil inulinaz
aktivitesi belirlemislerdir. Enzimin optimum
sicakligt 60°C olup enzim, inulin yoklugunda
amonyum siilfat ile 72 saatlik inkiibasyon sonra-
st maksimum aktivitesinin yaklasik %70’ini ko-
rumaktadir. Aragtiricilar - A, fumigatus
inulinazinin ~ iki  izoformunu  saflastirip
termostabiliteleri tizerine ¢alismalar yapmuslar-
dir. Inulin varliginda izoform II digerine gore
daha termostabil bulunmus, enzim 3 saat
60°C’de inkiibe edildiginde %54 aktivitesini
korumustur. A4. fumigatus’un irettigi inulinaz,
yiiksek termostabilitesi nedeni ile ticari olarak
fruktoz {iretiminde 6nemli bir potansiyel olus-
turmaktadir.

Gong vd. (2006), deniz alginin yiizeyinden
izole ettikleri bir fungusun besi yerine yiiksek
miktarda inulinaz salgiladigimi belirlemislerdir.
Aragstiricilar identifikasyon ve molekiiler ¢alig-
malar  sonucunda bu fungusun  Pichia
guilliermondii  oldugunu tespit etmislerdir.
Inulinaz iretimi i¢in optimum kosullari, 4.0%
(w/v) inulin ve 0.5% (w/v) yeast extract iceren
besi yeri ve pH 8.0, 28°C ve 170 rpm olarak be-
lirlemiglerdir. Bu sus, optimum kosullar altinda
48 saatlik fermentasyon sonucunda 60 U
ml™""den fazla inulinaz enzimi @iretmistir. Hidro-
lizden sonra biiyiik miktarda monosakkarit ve iz
miktarda oligosakkarit belirlemislerdir. Bunun
sonucunda aragtiricilar bu inulinazin yiiksek
inulinaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmisle-
dir.

Sharma ve Gill (2007), Streptomyces
sp.’den amonyum = siilfat ¢Oktiirmesi ile
ekstraseliilar ekzoinulinazi  saflastirmislardir.
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Saflagtirilan enzim jel elektroforezinde 45
kDa’luk molekiiler agirliga sahip tek bir bant
olusturmustur. Enzimin sicak optimumu 70°C
olup pH optimumu ise 6.0’dir. Arastiricilar,
gliserol ve manitoliin, enzim aktivitesi iizerine
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu tespit etmis-
lerdir. Siikroz ve rafinozla kiyaslandiginda saf-
lastirilan enzimin inulin i¢in daha disik K,
(1.63 mM) ve daha yiiksek V.. (450 mM) de-
gerlerine sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu
sonuglar dahilinde arastiricilar, yiiksek sicaklikta
stabilitesini koruyan saflastirdiklar1 inulinazin,
yiiksek fruktoz surubunun endiistriyel enzimatik
iiretiminde ve diger biiylikk miktarlardaki
biyoteknolojik islemlerde potansiyel olusturabi-
lecegini bildirmislerdir.

Goosen vd. (2008), Aspergillus niger
N402’den saflastirdiklart ekzoinulinaz enzimi-
nin (AnglnuE; E. coli’de ekspre edilmis)
siikroz:inulin ~ hidroliz  oraninin  bir  tipik
ekzoinulinaz karakteristigi olan 2.3 oldugunu
bildirmiglerdir. Enzim ayni zamanda siikroz
konsantrasyonunu artiran onemli
transfruktusilate aktivitesine sahiptir. AnglnuE
proteinin molekiiler agirhigi 57 kDa olup
monomerik bir aktiviteye sahiptir. Arastiricilar,
bulgularinin sonucunda, E. coli’den saflastirdik-
lar1 AnglnuE enziminin, genis bir ekzoinulinaz
spesifitesine sahip ve siikroz iizerine Onemli
transfruktosilate aktivitesi oldugunu bildirmis-
lerdir.

Sheng vd. (2008), deniz mayasi olan
Cryptococcus aureus G7a’nin hiicre kiiltiirii
stipernatantindaki ekstraseliilar inulinazi
saflastirmiglardir. Saflagtirilan enzimin,
molekiiler biiyiikligiinii 60 kDa, pH ve sicaklik
optimumlarini ise sirastyla 5.0 ve 50°C olarak
belirlemislerdir. Enzim, Caﬂ, K", Na', Fe? ve
Zn"* ile aktive olmakta, Mg™*, Hg™ ve Ag” ile
de aktivitesi diismektedir. Saflastirilan inulinaz
ile inulinin hidrolizi sonucunda biiyiik miktarda
monosakkarit saptanmis bu da enzimin yiiksek
ekzoinulinaz  aktivitesine sahip  oldugunu
gostermistir.

4. SONUC

Ozellikle kanatlilar gibi tek mideli hay-
vanlarda prebiyotik olarak kullanilan inulin,
gectigimiz birkag yil igerisinde, sadece ekzoinu-
linaz veya endoinulinaz ile birlikte enzimatik
olarak ultra saf fruktoz surubu iiretiminde sana-
yide de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Inu-
linaz enzimleri izole edilen ¢esitli bakteri ve
funguslardan elde edilmelerinin yami sira
giinimiizde genetik calismalar sonucunda re-

kombinant mikroorganizmalardan da inu-
linazlarin iiretimi yapilmaktadir.
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