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OZET

. Fruktooligosakkaritler; tabii olarak domates, sogan, yerelmasi ve muzda
bulunan, oligosakkaritlerdir. Bunlar bir, iki veya ¢ fruktoz biriminin B-(2-1)
glukosidik baglanyla siikroz’a ilavesinden elde edilirler.

Fruktooligosakkaritler yenildiginde sindirime ugramadan kalin
bagirsaga ulagip orada Bifidobakteriler’in goZalmasim saglarlar. Bu karbohidratlar
sikroz’a fruktosiltransferaz enziminin  etkisiyle elde edilir. Ele gegen kanigimda
fruktooligosakkaritlerin yanisira reaksiyona girmeden kalan siikroz ile yan iiriin olan

glukoz bulunur.

Bu c¢aligmada ilk olarak siikroz’dan, immobilize fruktosiltransferaz enzimi
kullamlarak, fruktooligosakkaritler, siikroz ve glukoz’dan olugan bir seker karigimi
elde edildi. Daha sonra elde edilen bu seker karigimi, Leuconostac mesenteroides B-
512 FM Dextransucrase enzimiyle reaksiyona sokularak seker karnigiminda bulunan
siikkroz'un tamami ve bir miktar glukoz kalin bagirsakta bulunan Bifidobakteriler’i
cogaltan bir diger karbohidrat olan isomaltooligosakkaritlere doniigtiiriildii.



- SUMMARY

Fructooligosaccharides are oligosaccaharides, found naturally in domato,
onion, Jerusalem artichoke, and banana. These compounds are obtained by
transferring one, two, or three fructose units to sucrose. The fructose unites are

linked to sucrose by B-(2—1) glucosidic linkages.

Fructooligosaccharides are non-caloric and, when ingested, they can reach
large intestine where they can enhance the number of Bifidobacteria.
Fructoligosaccharides are produced from sucrose using a fructosyltransferase. The
product contains fructooligosaccharides, glucose as a by-product and some unreacted

SUCrose.

In this study, a sugar mixture composed of fructooligosaccharides, sucrose,
and glucose was obtained from sucrose using an immobilized fructosyltransferase.
Then by reacting the sugar mixture with Leuconostoc mesenteroides B-512 FM
Dextransucrase, all of the unreacted sucrose and some of the glucose was converted
into isomaltooligosaccharides, which are also Bifidobacteria enhancing

carbohydrates.
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1. GIRIS

Kalin bagirsakta bulunan bakteriler insan sagh@ acisindan faydah
(Bifidobakterium ve Lactobasillus) zaratl (E.coli, Clostrodium veya Proteus) ve
notral bakteriler olarak smmiflandinlabilir(Mitsuoka, 1989).  Gastro intestinal
sistemdeki mikroorganizmalarla saglik arasinda kompleks bir iligki vardir.
Mikroorganizmalarin endogenous ve exogenous substratelerden kanserojen ve toksin
iirettikleri bilinmektedir. Diyetin, intestinal mikrofloranin metabolik karekterlerini

ve kompozisyonunu etkiledigi agiktir.

Bifidobakteriler insan bagirsaginda tabii olarak bulunur ve kompleks B
vitamini sentezi(Hughes,and Hoover, 1991), serum kolesteroliiniin azaltiimasi,
kansere karsi olan etkileri, kalsiyum absorbsiyonu(Robert et al, 1995; Chanon et al,
1995), immiin sistemin aktive edilmesi, ishal ve kabizlifin iyilegtirilmesi gibi
saghkla ilgili pek ¢ok fayda saglamaktadir(Hoover, 1993). Ayrnca
Fruktooligosakkaritler’in  g6giis kanseri tedavisinde de etkili oldugu
belirtilmistir(Roberfroid et al, 1998). Insan bagirsagindaki Bifidobakteriler’in sayis1
iki sekilde ¢o@altilabilir.  Bifidobakteri ihtiva eden yiyecekler alnabilir veya
Bifidobakteriler 'in kalin bagirsakta geligmesini artiran 6zel karbohidratlar alinabilir.
Bu karbohidratiar, Fruktooligosakkaritler, Isomaltooligosakkaritler,
Galaktooligosakkaritler ve Cyclodextrinler’dir(Mitsuoka, 1989). Insanlann disiik
kalorili ve saglikl yiyeceklere taleplerinin artmasiyla birlikte alternatif tatlandiricilar
olarak  adlandirtlan  palatinoz, isomaltooligosakkaritler, soya fasiilyesi
oligosakkaritleri ve fruktooligosakkaritler 1980’ den sonra 6nem kazanmigtir(Yung,
1996). Bunlann ticari iiretimi yapilarak pek ¢ok yiyecegin icinde alternatif
tatlandirici olarak kullanilmaktadirlar(Yun, 1996).

Fruktooligosakkaritler ince bagirsaktaki enzimler tarafindan sindirilmedigi i¢in
kana gecip kan sekerini yiikseltmez ve insam sigmanlatmaz(Molis et al, 1996).
Ulkemiz insanlarinin 6nemli saglik problemlerinden birisi de dis giirimesidir. Agiz
boslugunda bulunan Streprococcus mutans tirii bakteriler sitkroz’u dis yiizeyinde
film tabakasi olugturan dekstran’a ¢evirirler. Dextran olugumu dig ¢iiriimesinin
baslangicidir.  Fruktooligosakkaritler dextran ve asit olusturmadign icin dis
ciiritmeyen seker 6zelligine sahiptir(Yun, 1996).



Fruktooligosakkaritler - ‘yer elmasinin  hidrolizinden veya siikroz’a
fruktosiltransferaz enziminin etkisiyle elde edilirler. Fruktooligosakkaritler baghca
1-kestose (GF2), nystose (GF3) ve 17-fructosyl nystose (GF4) den olusan fruktosil
oligomerlerdir ve fruktoz iiniteleri B-(2—>1) glukosidik baglanyla siikroz’a
baglamirlar(Yun, 1996). Sekil 1 de fruktooligosakkaritlerin siikroz kullamlarak
sentezi gosterilmektedir:
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Sekil 1. Fruktooligosakkaritlerin sentezi.



Bu reaksiyon esnasinda glukoz bir yan iriin olarak agiga ¢ikar. Glukoz’un
bir kompetatif inhibitér olmasindan dolayi, siikroz’un hepsi fruktosiltransferaz
enzimi tarafindan kullanilamaz ve elde edilen iiriinde %10 civarinda siikroz bulunur.
Kore’li bir aragtirma grubunca yapilan galigmada, fruktooligosakkarit enzimi ile
birlikte glukoz oksidaz enzimi de kullamlarak olusan glukoz, glukonik aside
cevrilmis ve siikroz’un biiyilk bir kismi iriine dénigtiiriilebilmigtir.(Jung et. all.
1993)

Leuconostoc mesenteroides B-512 FM Dextransucrase enzimi sukroz’un
glukoz birimlerini a-(1—>6) baglariyla birbirine baglayarak dextran molekiliini
olusturur ve fruktoz yan iiriin olarak a¢ia ¢ikar. Leuconostoc mesenteroides B-512
FM Dextransucrase siikroz kanigiminda akseptor adi verilen gesitli karbohidratlar
bulundugunda, enzim yiiksek molekiil agirhkli dextran sentezi yerine siikroz’un
glukoz kismim bu akseptorlere transfer ederek akseptor iriinleri olugturur. Cesitli
karbohidratlar (glukoz, maltoz, fruktoz, isomaltoz) akseptor olarak hareket ederler.
Baz akseptor tirinleri, mesela glukoz’un akseptor oldugu akseptor iiriinleri, kendileri
de akseptor olarak hareket ederek yeni akseptor iiriinleri olugtururlar. $ekil 2°de
glukoz akseptér oldugunda meydana gelen iiriinler (isomaltooligosakkaritler)
gosterilmektedir.
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Sekil 2. Dextransucrase enziminin akseptor reaksiyonlar: ve

isomaltooligosakkaritlerin sentezi.

Sicakliga, sitkroz’un konsantrasyonuna ve kullamlan akseptore ve
konsantrasyonuna goére, akseptor Uriinlerinin miktan deSigir. Baz akseptorler
dextran olusumunu tamamen durdurur ve bu durumda Dextransucrase sadece
akseptor liriinleri olusturur.



Bu tez galigmasindaki amacimiz, yukanda belirttifimiz biyolojik éneme
sahip fruktooligosakkaritleri iilkemizde de ekonomik bir sekilde iiretmektir.
Fruktooligosakkarit eldesinde, meyve suyu iretiminde kullamlan ve yiiksek
fruktosiliransferaz aktivitesine sahip olan Pectinex Ultra SP-L’ yi kullanildi. Enzimi
orjinal bir yontemle %18’ lik Ca -alginate kullanarak immmobilize edildi. Na -
alginate, su-gliserol kanigiminda ¢ozilerek alginate’in ¢dziinirligi artinldi ve bu
sayede enzimin ¢6zeltiye kagmasi 6nlendigi gibi matriksin fiziksel dayamkhihg da
artmug oldu. Geligtirilen bu metodla, diigitk molekiil agirhkli enzimler de Ca-alginate
kullamlarak immobilize edilebilirler.

%60’k siikroz ¢ozeltisi immobilize fruktosiltransferaz enzimi ile reaksiyona
sokularak fruktooligosakkarit ihtiva eden seker kangimi elde edildi. Reaksiyona
girmeden kalan sitkroz’un tamami ve yan iriin olarak meydana gelen glukoz’un bir
kismu Leuconostoc mesenteroides B-512 Dextransucrase enzimi kullamlarak,
Bifidobakteriler'i artiran karbohidratlardan olan isomaltooligosakkaritlere ¢evrildi.
Fruktooligosakkarit, isomaltooligosakkarit, glukoz ve fruktoz igeren bir karigim elde
edildi.
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2. KONU iLE ILGILI CALISMALAR

2.1. Bifidobakterilerin Insan Sagh@ Uzerine Etkileri

Bifidobakteriler ilkk kez 1899 yihinda Paris pastor laboratuvannda Henry
Tissier tarafindan yeni dogan g¢ocuklann digkilannda kesfedildi(Ishibashi and
Shimamura, 1993). Bifidobakteriler gram-pozitif bakterilerdir ve ¢ok yaygin
olmayan bir glukoz metabolizma sistemini kullanarak asetik asit ve laktik asitlerin
her ikisini de iretirler. Bu asitlerin yaninda az miktar da etil alkol ve formik asitte
fermantasyonla iiretilir(Hughes, and Hoover, 1991). Bu bakteriler anne siitii ile
beslenen g¢ocuklarin intestinal florasinin biyilk bir gogunlugunu olusturur.
Bifidobakteriler yeni dogan g¢ocuklarin kalin bagirsaklarinda bulundugu gibi
yetigkinlerde de bulunur. Her insanin intestinal florasinda yiiz degisik bakteri susu
bulunur ve bunlarn sayilan takriben yiiz tirilyon civarindadir. Intestinal florada
bulunan bakteriler ti¢ gruba aynlabilirler(Mitsuoka, 1991).

1-) Laktik asit bakterileri ( Bifidobakterium, Lactobasillus, Streptococcus )
2-)Anaerobik bakteriler (Bakteriodaceae, Anaerobic curvedrods, FEubacterium,
Peptococcacea, Veillonella, Megasphaera, Gemmiger, Clostrodium ve Treponema )
3-)Aerobikbakteriler(Enterobakteriaceae, Staphylacoccus, Basillus,

Corynebakterium Pseudomonas ve mayaiar )

intestinal florada bulunan bakteriler insan sagh@ agisindan ise faydah
(Bifidobakterium veya Lactobasillus) zararh ( Escherichia coli, Clostridium veya
Proteus) ve nétral bakteriler olarak simflandinlabilir[ishibashi, and Shimamaura,
1993].

Cocuklar dogduktan sonra bagirsaklan Bifidobakteriler tarafindan kolonize
olmaktadir. Anne siitii ile beslenen cocuklarin intestinal florasimin %92’ sini
Bifidobakteriler olugturdugu halde siitle beslenen cocuklarda bu oran %20
dir(Hughes, and Hoover). Yetiskinlerde Bifidobakteriler’in sayis: azalirken zararl
bakterilerin sayisinda artiy olmaktadir (Clostrodia gibi) (Hidaka et al, 1991).
Bifidobakteriler bazi hayvanlarin bagirsaklarinda da bulunmaktadir(Muramatsu, et
al, 1992). Intestinal flora insan sagh igin cok énemlidir. Kaln bagirsakta bulunan
zararh bakterilerin ¢ogalmast karaciger ve bobrek bozukluklan, hipertansiyon
,atherosclerosis, kanser ve yaglanma gibi metabolik bozukluklara sebep



olmaktadir(Mitsuoka, 1989). Bifidobakteriler Enteropatojenik . bakterilerin
gelismesini engelleyerek kanserojen N-nitrosaminleri azaltirlar. Farelerde yapilan
deneyler de Bifidobakteriler 'in karaciger tiimorlerini azalttif
goridmigtir(Muramatsu, et al, 1992).

2.2. Bifidobakterilerin Biyolojik Onemi

Anne siitii ile beslenen ¢ocuklar formula ile beslenen g¢ocuklardan daha iyi
buiyirler. Bu durum anne siitii ile beslenen gocuklarda ¢ok sayida Bifidobakteri
bulunmasiyla agiklanabilir. Bifidobakteriler tarafindan iretilen asitler (asetik asit ve
laktik asit ) ortamin pH’sim digiirerek zararli bakterilerin iiremesini onler. Cok
sayida Bifidobakteri’ye sahip olan g¢ocuklar bazi enterik enfeksiyonlara etkili bir
sekilde direnirler. Japon gocuklarinda bu tiir enfeksiyonlan tedavide Bifidobakteri
ihtiva eden siit tiriinleri baganyla kullanilmigtir. Diizenli olarak kiigiik ¢ocuklann
yiyeceklerine Bifidobakteri ilavesi normal intestinal sartlant korumak igin
kullamlabilmektedir. Cocuk ve yetigkinlerle kiyaslandifinda yaghlarda daha az
Bifidobakteri bulunur. Yaghlarda zararli bakteri sayisinda ise bir artig goriilmektedir.
Canh Bifidobakteri ihtiva eden yiyecekler alinarak bu durum diizeltilebilmektedir.
34 Rus kozmonotunda gorilen intestinal bozukluklar Bifidobakteri ihtiva eden
tabletler alinarak tedavi edilmistir(Hughes, and Hoover, 1991)

Bifidobakteriler, thimin, riboflavin, B¢ ve K vitaminlerini insan kalin
bagirsaginda iiretirler. Bu vitaminler viicut tarafindan absorb edilirler. (Hidaka, et al
1991)

Bifidobakteriler 'in serum kolesterol seviyesini nasil diigiirdiigt bilinmemektedir.

Farelerle yapilan galigmada Bifidobakteri verildiginde serum kolesteroliiniin diigtigu
gozlenmigtir(Hidaka, et al 1991).

Bifidobakteriler dogrudan veya dolayli olarak kanser yapici (procarcinogen )
maddeleri uzaklagtirmak suretiyle wviicudun immiin sistemini aktive ederler.
Bifidobakteriler kanser yapici maddelerin kaynaklarini veya onlari meydana getiren
enzimleri uzaklagtirirlar. Mesela intestinal florada E.coli, Enterococcus feacalis ve

Clostridium paraputrificum bulundugunda farelerde ¢ok sayida karacier tiimorleri



olusur.  Bununla birlikte Bifidobakterium longum bulunduunda tiimérlerin
bityiimesi buyik olgiide azaltiimaktadir. (Hughes, and Hoover, 1991)

Danimarka’da doktorlar bafirsak rahatsizlifi olan hastalara Bifidobakteri ihtiva
eden yiyecekleri tavsiye etmektedirler(Hughes, and Hoover, 1991). Kabizlik ¢ok
sayida yasl insanlar igin bir problem olugturmaktadir. Japonya’ da yapilan bir
caliymada, kabizlik ¢eken ve 20 giinde 10.8 defa tuvalete giden yaghlara
Bifidobakteri ihtiva eden yogurt verildifinde ortalama olarak bu oran 13.1° e
¢ikmigtir(Ishibashi, and Shimamura, 1993). Bu yogurdun kullammu kesildiginde
kabizlifin eski haline dondiifi goézlenmistir. Japonya’da cocuklardaki ishaller
Bifidobakteri ihtiva eden yiyecekler verilerek tedavi edilmistir(Hoover, 1993).

Yashlarda ve menopozdan sonra pek ¢ok kadinda kemik erimesi gériilmektedir.
Estrogen miktarindaki azalma kadinlardaki kemik erimesini artirmaktadir.
Bifidobakteriler’in(Roberts, 1995) ve onlarin g¢ogalmasim temin eden
oligosakkaritlerden olan galaktooligosakkaritlerin[Chanon, et al, 1995] kalsiyum
absorbsiyonu ve kemik kaybinin onlenmesinde etkili olduklan bilinmektedir.
Kalsiyum absorbsiyonu, Bifidobakteriler tarafindan olusturulan ugucu yag asitlerinin
kalsiyumun ¢oziiniirliliigiini artirmasiyla agiklanabilmektedir(Chanon, et al, 1995).

Insan saghigina faydali etkileri olan Bifidobakteriler’i insan kalmbagirsaginda
artirmak ic¢in iki degisik metot kullamimaktadir: birincisinde Bifidobakteriler
fabrikada uretilip cesitli yiyeceklere ilave edilebilmektedirfHughes and Hoover,
1991]. Ikincisinde ise Bifidobakteriler’in kullamp ¢ogalabilecegi ozel
oligosakkaritler tiiketilebilir(Machida, et al. 1988). Bu oligosakkaritler yenildiginde
agizda, midede, ve ince bagirsakta hi¢ bir degisiklie ugramadan kalin bagirsaga
ulagip orada yalmz viicuda faydali bakteriler ( Bifidobakteriler ) tarafindan
kullamlmaktadirlar.

Giniimiizde gelismig pek ¢ok lilkede (Amerika, Japonya, Fransa, Almanya,
Danimarka, Kanada, Italya, Ingiltere ve Brezilya) 70°den fazla Bifidobakteri ihtiva
eden yogurt ve dondurulmug tathlar iiretilmekte ve bu iiriinler genis halk kitleleri
tarafindan kullanmilmaktadir(Molis,et al, 1996). Bu iriinlerden bazilar1 sunlardir: siit,
siit tozu, yogurt ve dondurulmug tathlar. Anaerobik oldugundan Bifidobakteri ihtiva

eden Uriinler hazirlanirken Urtiniin oksijen bulundurmamasina dikkat edilmesi



gerekmektedir(Ishibashi and Shimamura, 1993). Intestinal Bifidobakteriler’in
sayisini artiran oligosakkaritler isomaltooligosakkaritler(IMO)(Tanriseven, 1993),
fruktooligosakkaritler(FOS)(Sipiegel,1994) ve galaktooligosakkaritlerdir(GOS).
(Hoshimoto, et al, 1990). Bu oligosakkaritler igin prebiotik ismi son zamanlarda
kullamlmaya baglanmigtir(Food Manufacture, 1995). Asagida kimyasal formiilleri
verilen bu oligosakkaritler Japonya’da bilyilk miktarlarda iiretilmekte ve gesitli
urtnlerde kullamlmaktadir(Fujii and, Komoto 1991).

CHOH
CHOH oA H
H H OH H
OH H OH
H OH

&y s 3!
T ncH,
LH7 n =0-10 OHCHﬂH /@\( CHZ% l .

OH
H
OH H
N H
H OH OH H CH,OH
H OH
1
Isomaltooligosakkaritler 6-Galaktosyllaktoz Fruktooligosakkarit

Sekil 3. Prebiotiklerin kimyasal formiilleri

Yoshiaki Machida ve arkadaglan tarafindan yapilan bir galigmada(Patel et al.,
1994) isomaltooligosakkaritlerin in vitro olarak Bifidobakteriler’in sayisini artirdifi
bunun yanisira zararh bakterilerin bu ortamda biiyiimedikleri tesbit edilmigtir. Aym
grup tarafindan yapilan bir deneyde isomaltooligosakkaritler ihtiva eden ekmekler
hazirlanmig, kadin ve erkeklerden olugan bir grup bu ekmekleri 4 hafta siireyle
yemiglerdir. Bu deneyin baglangicinda ve sonucunda feces ornekleri toplanmig ve
orneklerde bulunan mikroorganizma sayilan belirlenmistir. Isomaltooligosakkaritler
ihtiva eden yiyecekleri tiikketen insanlarin feceslerinde bulunan mikroorganizma
sayisinin 100 kat arttifn ve aym zamanda zararli bakterilerin, (Clostrodium ve
Escherichia coli,) sayilarinda azalma oldugu bulunmustur. Isomaltooligosakkaritler
ihtiva eden tabletler hazirlanmig ve bunlar kullanan insanlarda da Bifidobakteriler ’in
¢ogaldig1 bulunmustur.



Bifidobakteriler'in  sayisim1  artiran  diSer  bir oligosékkérit. ise
fruktooligosakkaritlerdir. Bunlar az miktarda muz, arpa, sogan, sanmsak, domates,
bugday, yer elmasi, kuskonmaz bitkisinin dallan ve sekerpancarinda
bulunmaktadir(Borthomeuf, and Pourrat, 1995). Bu oligosakkaritler Amerika ve
Japonya’da bityiik miktarlarda ¢ay gekerinden iiretilmekte, ozelikle Japonya’da
besylizden fazla yiyecegin iginde kullamlmaktadir(Borthomeuf, and Pourrat, 1995).
Insan tizerinde yapilan klinik deneyler fruktooligosakkaritlerin Bifidobakteriler
tarafindan  kullamldifini  ishali ve kabizhifn iyilestirdifini g&stermigtir.
Galaktooligosakkaritler de Bifidobakteri sayisini artirmaktadir(Shin, and Yong,
1994). Anne siitinde de bulunan 6'-galaktosyllaktoz Japonlar tarafindan sentetik
olarak iiretilmekte ve bebek mamalarinda kullamlmaktadir(Dya Yukijirushi et al.,

1990). Bu seker aym zamanda domuz yavrularinin geligmesini de hizlandirmaktadir.

Ciftlik hayvanlannin hasta olsun veya olmasinlar, yemlerine ¢ok sayida
bakterilere kars: etkili olan antibiyotikler ilave edildiginde, bu hayvanlar daha hizl
gelisme gostermektedirler(New scientist, 1990). Yemlere katilan antibiyotikler
hayvan bagirsafinda bulunan zararh bakterileri oldirmektedir.  Ancak bu
antibiyotiklerin zararlani da vardir. Bu antibiyotikier bafirsakta bulunan faydali
bakterileride oldiirdiigii gibi, antibiyotiklere dayamkli bakterilerin meydana
gelmesinede sebep olmaktadirlar. Bu tarzda beslenen hayvanlarnin etleri ilede
insanlara gegmektedir. Hayvanlarin hizli gelismesini saglamak igin hayvan
yemlerinde antibiyotikler yerine prebiotikler kullanilabilmekte ve daha saglikh
sonuglar alinabilmektedir. Prebiotikler sayesinde sayilan artan Bifidobakteriler
yiyecek zehirlenmesi ve dier enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin sayisim azaltir
ve bazi yiyeceklerin sindirimine yardimc: olmaktadir.  Boylece hayvaniar
yiyecekierden daha ¢ok faydalanabilmektedirler. Bifidobakteriler aym zamanda
zararh mikroorganizmalann yok eden makrofajlarida aktif hale gegirmektedirler.
Bifidobakteriler’i artiran 6zel bir oligosakkarit gelistirilmigtirfNew scientist, 1990].
Bu prebiotik domuz yavrularina verildiginde @i¢ ay i¢inde bunlarin kontrol domuz

yavrularina gore alti kilo daha agir olduklan tesbit edilmistir.

Ozet olarak, insan ve baz hayvan kalin bafirsaklaninda bulunan
Bifidobakteriler, serum kolesterol seviyesini diigirmekte, kompleks B-vitamini

sentezlemekte, kabizlik ve ishali iyilegtirmekte, immiin sistemi aktive etmekte , baz



kanserleri 6nlemekte, kalin bagirsaktaki zararl bakterilerin sayilarim -azaltmakta ve
kalsiyumun viicut tarafindan absorbsiyonunda etkili olmaktadirlar. Bifidobakteriler
prebiotik ad1 verilen 6zel oligosakkaritlerle veya canli Bifidobakteri ihtiva eden
yiyeceklerle cogaltilabilmektedir.  Geligmis ilkelerde (ozellikle Japonya’da)
Bifidobakteri ihtiva eden yiyeceklere veya Bifidobakterileri ¢ogaltan
oligosakkaritlere olan ilgi giderek artmaktadir.
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2.3. Fruktosiltransferaz

2.3.1. Fruktooligosakkarit Enzimini Sentezleyen Bitkiler ve Mikroorganizmalar

+  Cok sayida yiksek yapili bitkide depo karbohidrat1 olarak; siikroz’dan
fruktoz oligomerleri ve polimerleri tiretilmektedir(Yun, 1996).
Fruktooligosakkaritler sofan, asparagus, bugday, cavdar, fritikale(Duon et al,
1993), yer elmasi, sarimsak ve muzda dogal olarak bulunmaktadir(Yun, 1996).
Fruktooligosakkarit enzimi bitki ve mikroorganizmalar tarafindan iretilmektedir.
Tablo 1 ve Tablo 2’de fruktosiltransferaz enzimi iireten bitki ve mikroorganizmalar

gosterilmektedir.



Enzim kaynaf

_Kaynaklar

Agave ameicana (agave)

Agave vera cruze (agave)

Asparagus officinalis

(asparagus root)
Allium cepa (anion bulbs)

Cichorium intybus (chicory)

Crinum longifolium
Sugar- beet leaves
Heliantus tuberosus

(Jerusalem artichoke)

Lactuca sativa L. (lettuce)

Lycoris radiata (monocot)

Taraxacum officinale (dandelion)

Bhatia et al. (1979); Nandra
and Bhatia (1980)
Bhatia et al.(1954, 1955),
Satyanarayana (1976)
Shiomi et al. (1976,1979a, 1979,
1980, 1981, 1982)
Darbishire et al.(1978); Henry
Henry and Darbishire (1980)
Sing and Bhatia (1971); Chan-
Dorkar and Collins (1972)
Bhatia et al. (1959)
Allen and Bacon (1956)
Edelman and Dickerson
(1966); Scott et al. (1966),
Praznik et al. (1990)
Candorkar and Collins (1972)
Nagamatsu et al. (1990)

Chandorkar and collins (1972)

Tablo 1: Fruktooligosakkarit enzimi sentezleyen bitkiler



Mikroorganizmalar

Kaynaklar

Aureobasidium pullulans

Aureobasidium sp.

Arthrobacter sp.
Aspergillus japonicus
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Aspergillus phoenicis
Aspergillus sydowi
Claviceps purpurea

Fusarium oxysporum

Penesillum frequentas
Penesillum spinulosum
Phytophtora parasitica
Scopuloriopsis brevicaulis

Saccaromyces cerevisiae

Jung et al. (1987, 1989); Yun et al.
(1990, 1992, 1993a, b,c,d); Smith et

al. (1980)

Hayashi et al. (1989, 1990, 1991a,
1991b)

Fujita et al. (1990)
Duan et al. (1994)

Hidaka et al. (1988, 1989); Bealing
and Bacon (1953)
Pazur (1952), Kida et al. (1988);
Bealing and Bacon (1953)

Balken et al (1991)

Muramatsu et al. (1988)

Dikerson (1972) ,Arcomone et al.
(1970)
Grupta et. al.(1982);, Maruyama et al
(1979); Patel et al.(1994)

Usami et al. (1991)

Bealing and Bacon (1953)

Hankin and Meintype (1977)
Takeda et al. (1994)

Straathof et al. (1986)

Tablo 2: Fruktooligosakkarit enzimi sentezleyen mikroorganizmalar

U
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24. Bitki ve Mikroorganizma Kaynakh Fruktooligosakkéritlerin
Sentezi Hakkinda Bilgi

*  Fruktooligosakkarit sentezi igin enzim kaynaklan baglica bitki ve
mikroorganizma olarak iki kisma ayrilmaktadir. Bitkilerin gelisim dénemlerinin
uzun olmasi nedeniyle enzim eldesi zor ve simrhidir. Bunun igin
fruktooligosakkaritlerin siikroz'dan enzimatik reaksiyonla ticari lretiminde fungal
(Aspergillus niger, Aureobasidium sp. gibi ) kaynakh enzimler tercih
edilmektedir(Yun, 1996).

Aynica bitki kaynakli fruktooligosakkaritlerin sentezlenmesinde bir seri
enzim rol oynarken; mikroorganizma kaynakli fruktooligosakkaritlerin sentezini tek
tip enzim gergeklestirebilmektedir. Ornegin yer elmast bitkisinde iki enzim
tarafindan yiritilen fruktooligosakkarit olusumu asagida gosterildigi gibidir[Yun,
1996].

GF + GF —» GF-F,+ G SST tarfindan (1)
GF-F, + GFF,, —p GF-Fu.1 + GF-Fun1 FFT tarafindan (2)
GF : siikroz

G :glikoz

F  : fruktoz

SST : stiikroz: siikroz 1-fruktosyltransferaz
FFT : B-(2-1) fruktoz: B-(2—1) fruktan 1-fruktotransferaz
n :fruktooligosakkaritte bulunan fruktoz sayisi

Amerika’da yetisen sabir otunda’ki fruktooligosakkarit sentezi de agagida

gosterildigi gibidir.
GF + Fruktosiltransferaz———p F-Fruktosiltransferaz + G 3)
F- Fruktosiltransferaz+ GF________, GF; + Fruktosiltransferaz 4

Shiomi ve arkadaglar1 (1979)Asparagus dallarindan 11 Fruktooligosakkarit
bilsigini izole ederek invitro olarak sentezlemiglerdir. Asparagus oligosakkaritlerinin
en az U¢ cesit enzimin birlikte ¢aligmasiyla sentezlendigini gostermiglerdir. Bu
enzimler: 1-Fruktosiltransferaz, 6-Fruktosiltransferaz ve 1F-Fruktosiltransferaz’dir.

Bu aragtiricilar enzimleri saflastirip karekterlerini de belirlemigtir.

X ".n,“i .
S



2.5. Cesitli Fruktosiltransferaz Enzimleri

Cok sayida fruktosiltransferaz enzimi saflagtinlip karekterize edilmistir.
Genellikle mikroorganizma kaynakh enzimler bitki kaynakli enzimlerden daha
biiyiik molekiil agirhigina sahiptir ve sicaklia daha dayanikhdir.

Duan ve arkadaglari (1993) tarafindan yapilan ¢alismaya gére Aspergillus
Japonicus dan elde edilen B-Fruktofronosidase enziminin optimum pH’s:1 5.4 ve
optimum sicaklifi 60°C dir. Molekiler agirlii 236 kda. ve iki alt birimden
olugmustur. Enzimin izoelektrik pH’s1 4 diir. Ayrica enzim 5mM Hg"? ve Ag iyonlan
tarafindan da inaktive edilmektedir.

Aspergillus niger’den elde edilen enzimler meyve suyu iiretiminde kullanilan
pektinolitik ve seliilotik enzimlerdir. Hang ve Wooddams (1995) tarafindan ¢aligilan
22 ticari enzimden fruktosiltransferaz en iyi aktivitesini Pectinex Ultra SP-L
gostermis ve seker pancan kiispesinde bulunan siikroz’dan fruktooligosakkarit
tiretmiglerdir(Jung et al., 1993), Pectinex Ultra SP-L enziminin optimum sicakligi
65°C, optimum pH’s1 5.6 olarak tesbit edilmistir(Hang and Woodams, 1995).

Genel olarak enzimin optimum pH ve sicaklig1 5 - 6.5 ve 50 —60 °C dir®.
Agave americana dan elde edilen fruktosiliransferaz, Ca™ |, Mg™? Co ve Li*
tarafindan aktive edilitken Ag", Pb, Hg, Al ve Sn tarafindan da inhibe
edilmektedir(Yun, 1996).

Fruktosiltransferaz enzimi bir gluko proteindir. Patel ve arkadaglarinin
(1997) yaptiklan bir ¢aligmada; enzim iizerindeki glukoz birimlerini uzaklagtirarak
molekiil agirhigi 260 K Da olan FTF enziminin molekil agirhifim % 42 oraminda
azaltmiglardir, Buna bagli olarak enzimin stabilitesi azalirken aktivitesi lizerinde

onemli bir etkisi olmamigtir.

Fujita ve arkadaglarimin (1994) vyaptiklann bir ¢aliymaya gore,
heterooligosakkarit lreten Arthrobacter sp. K-1° in urettigi B-Fruktofuronosidase
enzimi siikroz’lu ortamda hem fruktoz transferi ve hem de hidroliz reaksiyonlarini

katalizleyebilmektedir. Enzim yiiksek siikroz konsantrasyonunda transfruktosilasyon



reaksiyonunu katalizleyebilmektedir. Buna ilave olarak enzimin yiiksek sicaklikta
caligmas: ticari iretimde kontaminasyonu onledigi igin olduk¢a kullamghidir(Yun,
1996).

2.6. Fruktooligosakkaritlerin Fiziko Kimyasal Ozellikleri

2.6.1. Fiziko Kimyasal Karekterler

Fruktooligosakkaritlerin fizikokimyasal karekterleri hakkinda ¢ok fazla
¢alisma yoktur. Beyaz ve kristal formdadirlar. %10’luk siikroz ¢ozeltisine gore 1-
kestose, nystose ve 17-fructofuranosylnystose’un tathlik oranlar, sirastyla %31, 22,
ve 16’ olarak tesbit edilmigtir[Yun, 1996]. Fruktooligosakkaritler yiikksek derecede
nem gekicidirler. Atmosfer sartlan altinda fruktooligosakkaritleri kristal halde
tutmak zordur. Fruktooligosakkaritlerin ¢6zelti viskositesi aym1 konsantrasyondaki
sikkroz’dan daha yiiksektir ve sicaklia dayamklilifi da siikkroz’dan daha yiiksektir.
Bunlara ilave olarak yiyecekler igindeki fruktooligosakkaritler normal pH arahiinda
(4 - 7) siikroz’a gore daha dayamklidirr Buz dolabinda bir yildan daha fazla
bozulmadan kalabilirler. Siikkroz’dan enzim reaksiyonu ile elde edilen
fruktooligosakkaritlerin  ¢liziiniirlik, donma ve kaynama noktalarnn siikroz’a
benzemekedir(Yun, 1996).
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2.7. Fruktooligosakkaritlerin Uretimi
2.7.1. iniilinden Fruktooligosakkarit Uretimi

+ Inilin Fruktoz’un B-(2—>1) baglanyla baglanmasindan olusan lineer bir
polimerdir ve yer elmas,, Chicory ve Dahlia’da deﬁb karbohidrat1 olarak
bulunur(Fujiita et al., 1994). Inillinden elde edilen iniilooligosakkaritler,
fruktooligosakkaritlere ¢ok benzer yapt ve fonksiyona sahiptir. Ticari
fruktooligosakkarit kangimmin sadece %55-60’1mm kestose, nystose ve 1°-
froktosylnystose olugtururken, geri kalan kismu siikroz, glukoz ve fruktoz’dan
ibarettir(Novaik et al., 1996). Fruktooligosakkarit karigiminda siikroz’un bulunmasi
istenmeyen bir durumdur. Bunun igin Yun ve arkadaglan 1997°de yiiksek aktivitede
endo  inillinase  kullanlarak  iniilinden  inilooligosakkarit iirettiler.
Iniilooligosakkaritler ticari olarak iniilinin hidroliziyle tiretilmektedir.

Farkli enzimlerle iiretilen fruktooligosakkarit ve iniilooligosakkaritlerin
karbohidrat kompozisyonunu Jon Won Yun ve arkadaglan(1997) tarafindan
karsilagtinlmig ve iniilooligosakkaritlerin fruktooligosakkaritlerden daha az siikroz
icerdigi gosterilmigtir.

2.7.2. Fruktooligosakkaritlerin Endiistriyel Uretimi

Fruktooligosakkarit tretiminde ortamda biriken glukoz, fruktosiltransferaz
enzimini belirli bir konsantrasyondan sonra inhibe etmektedir. Bu nedenle enzim,
ortamdaki siikroz’un hepsini fruktooligosakkaritlere doniigtiremez. Jung ve
arkadaglan (1993), fruktooligosakkarit tretimi esnasinda glukoz oksidaz enzimini
kullanarak glukoz’u glukonik aside ¢evirip Uriin inhibisyonunu onlemiglerdir.
Glukonik asidi iyon degistirici ile triinden ayirip fruktooligosakkarit miktarim

%90’ na ¢ikarmuglardir.

Fruktooligosakkaritlerin endiistriyel uretimi bach (kesikli) yada siirekli
sistemler kullamlarak  yapilmaktadir. Meiji Seika sirketi ilk olarak
fruktooligosakkaritleri Aspergillus niger hiicrelerini Ca-alginate jele immmobilize
ederek iirettiler. Daha sonralari Cheil foods and Chemicals girketi de Ca-alginate
kullamlarak immobilize edilen Aspergillus pullulans ile fruktooligosakkaritleri
urettiler.(Yun, 1996).
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Fruktooligosakkaritlerin kesikli (bach) ve siirekli sistemde iiretimi gekil 4°de

gosterilmistir.

+

Hiicre kiiltiiri

Enzim oziiti

immobilize hiicre

Enzim reaksiyonu

Kolon reaktorii

Kesikli iiretim

Siikroz cozeltisi

Saflagtirma

l

Konsantrasyon

I

Sterilizasyon

I

Uriin

Siirekli liretim

Sekil 4. Fruktooligosakkaritlerin endiistriyel iiretimi(Yun, 1996).
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Japonya’da fruktooligosakkaritler ticari olarak siikroz’dan fungal B -
Fructofronosidase kullanilarak iiretilip neosugar G ve P adi altinda satilmakta olup
insan yiyecek ve besin maddeleri ile hayvan yemlerinde kullamlmaktadir (Hand
Book of Amylases). Neosugar G ve P’nin Uretim basamaklan sekil 5°de

gosterilmigtir.

Uretim basamaklan

Siikroz ¢ozeltisi

v Siikroz 1 ton; su 0.82 ton;, pH 5.5 (HCl1)
Enzim reaksiyonu

Enzim, 2500 tinite; 60°C, 20-25 saat
Enzimin inaktivasyonu

pH 6.0 (NaOH), 80°C, 30 dak.

v
Renk giderme (aktif karbon )

Deiyomyzasyon (iyon degistirici matriks )

Konsanire etme Ayvlnna (iyon degistirici matriks )
v v
Neosugar G Konsantre etme
v
Neosugar P

Sekil 5. Neosugar G ve P’nin tiretim basamaklar

Elde edilen Neosugar G ve P’ nin bilegenleri asagida verilmistir.

Neosugar G ve P’nin Bilesenleri (%)
Uriin G(F) GF GF; GF; GF, (GF2-4 )

Neosugar G <12 25 25 11 56
Neosugar P <5 35 50 11 95



Bu yontemle elde edilen neosugar G, % 12 oraninda siikroz icermektedir. Neosugar
P ise iyon degistirici matriksten gegirilmigtir. Bu sayede karigimdaki sitkroz miktar:
% 5’ten daha az seviyeye diigmiigtiir. Neosugar P daha az siikroz igerdigi i¢in daha
yiiksek talep gormiigtiir.

Tablo 3’de fruktooligosakkarit iiretiminde uygulanan prosesler gosterilmigtir.

Enzim kaynagi Substrate Proses® Stabilite”  Kaynaklar

A.. pullulans 770 g 17 sitkroz Semibatch IC) 60 giin Yun et al.
(1990)

A pullulans. 770 g 17 siikroz Continuous (IC) 100gin  Yunetal
(1992)

A.. pullulans 770 g 17 siikroz Semibatch IE) 20 giin Yun et al.
(1993)

Aureobasidium sp. 400 g 17 sitkroz Continuous (IE) 30 giin Hayashi et al.
(1991)

A. Phoenicis 750 g 17 siikroz Batch (M) - Balken et al.
(1991)

A.. pullulans Sugar beet molasses Continuous (IC) 25 giin Fujisaki et al.
(1989)

’IC, IE ve M kisaltmalari sirasiyla immobilize hiicre, immobilize enzim ve
miselyumlan ifade etmektedir.

®Stabilite: enzimin ilk aktivitesini kaybetmedigi maksimum reaksiyon siiresi.

Tablo 3. Fruktooligosakkarit iiretiminde uygulanan prosesler| Yun, 1996].

2.7.3. Fruktooligosakkaritlerin Tesbiti ve Saflastirnlmas:

Enzimatik reaksiyonla siikrozdan elde edilen fruktooligosakkaritlerin tesbiti
HPLC veya TLC teknikleri ile yapilmaktadir.(Yun 1996)

Karbohidrat kangimindan fruktooligosakkaritleri ayirmak ¢ok gugtir.
Fruktooligosakkaritler, aktif Karbon-celite kolonunda ethanol kullanilarak
aynlabilmektedir. Hidaka ve arkadaglan (1987) GF; ve GF3’u aktif karbonla, GF4’ii
de HPLC ile ayirmiglardur.

2.7.4. Yiiksek Miktarda Fruktooligosakkarit iceren Kangim Eldesi

Sadece fruktosiltransferaz enzimi kullanlarak fruktooligosakkarit tiretiminde
en biiyiik problem, reaksiyon esnasinda olusan glikozun enzimi belirli bir siire sonra
inhibe etmesidir. Bu sebeple pek ¢ok ticari fruktooligosakkarit Grtnleri dikkate
deger miktarda siikroz ve glikoz icermektedir. Piyasada fruktooligosakkarit olarak

satilan  uriinler, fruktooligosakkarit, sikroz ve glukoz kansimdir.
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Fruktooligosakkaritler kuru afirhigin en fazla %55-60’1m olusturmaktadir. Bu durum
fruktooligosakkaritlerin tercih edilen ozelliklerini sinirlamaktadir. Son zamanlarda
aragtirmacilar ekonomik ve yiiksek miktarda fruktooligosakkarit igeren iriiniin
uiretimi iizerinde ¢aligmaktadirlar(Yun 1996).

Jung ve arkadaglari(1993) fruktosiltransferaz ile birlikte glukoz oksidaz
enzimini de kullanarak ortamdaki glukoz’u glukonik aside doniigtiirerek glukoz’un
enzimi inhibe etmesini Onlemiglerdir.  Olusan glukonik asid kromatografik
yontemlerle triinden ayrilarak iriindeki fruktooligosakkarit miktarinin artmasi
saglanmigtir. Glukoz’un inhibisyonunu gidermek i¢in, fruktosiltransferaz ile birlikte

glukoz izomeraz enzimide kullanilmig ancak ¢ok basarili bir netice alinamamugtir.

2.7.5. Fruktooligosakkaritlerin Fonksiyonlar ve Uygulama Alanlan

Fruktooligosakkaritlerin pek ¢ok o6nemli ozellikleri vardir. Ik olarak
fruktooligosakkaritler siikkroz’un tgte biri kadar tada sahiptir. Bu ozelligi ile
sikroz’un yiksek tathlifmnin simirladigi ¢ok sayidaki yiyecekte kullanilabilir.
Fruktooligosakkaritler kalori vermezler. Ince bagirsaktaki sindirim enzimleri
tarafindan hidroliz edilmedigi igin sindirilmez ve enerji kaynag: olarak kullanilmaz
ve seker hastalarinin da kullanabilecegi dogal bir tatlandiricidir(Yun,1996).

Agiz boslugundaki Streptococcus mutans tarafindan kullanilmadi@; igin laktik
asit ve dextran meydana getirmemekte ve dolayisiyla disleri giiriitmemektedir.
Fruktooligosakkaritler yenildiginde agizda, midede ve ince bagirsakta hi¢ bir
degisiklise ugramadan kalin bagirsaga gecip orada sadece viicuda faydali olan
Bifidobakteriler tarafindan kullanilmaktadir. Bifidobakteriler in sayisinin artmasiyla
kalin bagirsakta ishale sebep olan zararlh mikroorganizmalarin gelismesi
engellemektedir ve serum kolesteroliinii diigiirmektedir.  Fruktooligosakkaritler
sitkroz’un kullamldig: biitiin yiyeceklerde kullamlmaktadir. Yurt diginda yiyecek
marketlerinde  fruktooligosakkarit = igeren  triinlere  talep  yiiksektir.
Fruktooligosakkaritlerin yiiksek konsantrasyondaki misir surubu ve tablet sekerlerle
birlikte kullanim daha etkilidir.



2.8. Leuconostoc mesenteroides B-512 FM Dextransucrase

Onemli bir endistriyel enzim olan Dextransucrase, siikroz’un glucosyl
kisimlarim kullanarak Sekil 6°da goériildigii gibi dextran meydana getirir. Enzimin
molekiil agirlif 177-195 kDa. arasindadir. Enzim ii¢ monomerden olugmustur ve
monomerin molekiil agirlif: ise 65 kDa. dur. Saflagtirilmig enzimin optimum pH’s1
5.0-5.5arasinda olup, isoelektrik noktasi ise 4.0’dir. Enzim, iiriinii olan dextran
tarafindan kararh hale getirilir.

Dextran glukoz molekiillerinden meydana gelen bir polimerdir ve siikroz’a
Leuconostoc mesenteroides B-512 FM Dextransucrase’in etkisiyle elde edilir.
Dextran polimerinde D-glukoz birimleri birbirlerine a-(1—6) baglariyla baglanmigtir
ve ayrica % 5 oraninda a-(1—3) dallanma baglan vardir. Dextran’in kimyasal yapisi
asagida gosterilmigtir.

OH

Dextransucrase
Sucrose .

+Fructose

B-512F Dextran

Sekil 6. Dextran Biyosentezi

Dextran’in molekal agirhii, enzim miktarina, sicaklia ve kullamlan

sikroz’un konsantrasyonuna bagli olarak degismekte ve 5.10%e¢ kadar



ulagabilmektedir. Cesitli metodlarla degisik molekiil agirliklarina sahip olan Dextran
polimerleri elde edilebilir. Molekiil agirhigs 50.000 ile 100.000 arasinda olan
Dextran’a “Clinical Dextran” denir ve bu dextran kan-plasma substitute olarak
kullanihr.  Istenilen molekiil agirhigina sahip olan dextran asagida gosterilen
metodlarla elde edilebilmekdir:

Siikroz  Destrensikraz p Dextran (Yiiksek molekiil agirlikii) + Fruktoz

Asit veya Dekstransiikraz

Dextran (Istenilen molekiil agirhikli)

Siikkroz ve dekstransiikraz kullanilarak elde edilen yiiksek molekillii dextran, asit
veya dextranase enzimiyle hidrolize edilerek istenilen molekiil agirlikli Dextran elde
edilmektedir.

2.
Siikroz + Akseptor Delstransikraz ), Dextran (Istenilen molekiil agiriikl) + Fruktoz

Akseptor: Glukoz

Maltoz

Isomaltoz

Isomaltodextrin
Karigimda siikroz’un yamisira aksept6r adi verilen gesitli karbohidratlar da varsa
meydana gelen Dextran’in molekiil agirlig: kontrol altinda tutularak Clinical Dextran
elde edilmektedir.
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2.9. Enzim immobilizasyonu
2.9.1. Enzimlerin Ca-alginate ile immobilizasyonu:

. Alginate deniz yosunlarinda bulunan bir polisakkarit olup, aralarinda (1—4)
glukosidik baglan olan B-D-mannuronik asit ve o-L- gluronik asitlerden meydana
gelir(Simidsrod et al., 1990). Asagida D-mannuronik asid ve L-gluronik asidin

formiilleri gosterilmektedir.

COOH
COOH
‘ OH ©
o OH OH OH
D-mannuronik asid L-guluronik asid

Genellikle hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilan bu metod, enzimler igin
kullamldiginda, baz1 6zel tekniklerin de kullanilmas: gerekir. Alginate ile enzimlerin
immobilizasyonunda, Na-alginate gozeltisine enzim ilave edildikten sonra bu ¢ozelti
0.2 M CaCl, gozeltisine damlatilir. Na- alginate, CaCl, ile temas ettiginde Na-Ca
degisimi nedeniyle suda ¢oziinmeyen Ca-alginate iplik veya boncuklar1 meydana
gelir ve enzim molekiilleri bu matriks’lerin iginde bulunur. Zamanla enzim
molekiilleri matriksin digina sizar. Bu durumu o6nlemek igin gesitli metodlar
kulamlmaktadir : Immobilizasyonda kullanilan enzimlerin molekiil agirliklart bazi
polimerlerle etkilegmesiyle artinlabilir. Mesela, Dextransucrase, molekiil agirligimin
dextran polimerleriyle arttinlmasiyla basarili bir sekilde Ca-alginate iginde
immobilize edilmigtir(Reischwitz et al., 1995). Enzimlerin alginate matriks’lerinden
sizmasini  Onlemek  igin  enzimler  alginate  kovalent olarak da
baglanabilmektedir(Dominguez et al., 1988).

Sekil 7 de enzimlerin alginate ile immobilizasyonu gosterilmistir. Genellikle
%2-3’luk alginate ¢ozeltileri kullamlir. Enzimlerin matriks’in digina sizmasim
onlemek igin ve Ca-alginate matriks’in sertligini artirmak igin kolloidal silika
kullamlabilmektedir(Fukushima et al., 1988).



26

% 3’liikk Na-alginate + enzim
L
O
0]
o ®
.. [ ) .. i o ¢ CaCl, Cozeltisi
® [ ®
e o 0 "o (02M)

Sekil 7. Enzimlerin Ca-alginat ile immobilizasyonu
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullamilan Maddeler

ADI URETICI FIRMA KATOLOG NO
Alginic asit Sigma A-2033
Glycerol Merck K 2094093
Pectinex Ultra SP-L Nova Nordisk

Dextransucrase Dr. John F. Robyt, Iowastate Univ.

NaOH Fluka 71692

CaCl, Merck 2381.1000
Sodyum asetat Merck 1.06265
Siikroz Sigma S-5016
Glikoz Sigma G-8270
Fruktoz Sigma F-0127
Sodyum azide Merck 1.06688.0250
Asetik asit Merck 1.00056
Thymol Sigma T-0501
a-naftol Sigma N-1000
H2S04 Sigma

C,HsOH Merck 1.00030
Aceton Merck 13.2500

Whatman K5 TLC  plaka
Tablo 4 Deneyde kullanilan sarf maddeler

4.1.2 Kullamlan Aletler

ALETIN ADI BULUNDUGU YER

Densitometre Kimya laboratuvan

Tablo 5 Deneyde kullanilan demirbag aletler.
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3.2. Yontem
3.2.1. Ince Tabaka Kromotografisi ile Fruktooligosakkarit Analizi

Fruktooligosakkaritler, Whatman K5 TLC plakalan ve iki degisik ¢ozelti sistemi
kullanilarak aynildi. Cozelti 1- 2: 3: 5: ( V/ V/ V ) nitrometan- su- 1-
propanol(Robyt, 1987).

Cozelti 2- 1.5: 8.5 ( V/ V) su- asetonitril(Robyt, 1987).

TLC plakalann ilk o6nce 1.¢ozelti sistemi kullamlarak TLC plakalarinin
2/3’une kadar ii¢ kez yirituldi. Yuritilme iglemlerinden sonra plakalar sag
kurutma makinasinda kurutuldu. TLC plakalari daha sonra 2. Cozelti sistemi
kullanilarak plakalar {i¢ kez tepelerine kadar yiiritiildi.

TLC, iizerindeki karbohidratlan goriniir hale getirmek i¢in TLC plakalan
% 0,5 tymol ve % 5 H,SO, ihtiva eden etanol ¢ozeltisine daldinlip hot-plate tizerinde
110°C’de 5 dakika 1sitildu.

3.2.2.Enzimler
3.2.2.1.Pectinex Ultra SP-L

Bu enzim Novo-Nordisk tarafindan hediye edildi. Aspergillus niger’den elde
edilen ve meyve suyu iiretiminde kullamilan Pectinex Ultra SP-L enziminin optimum

sicakhigt 65°C, optimum pH’st 5.6 dir(Hang and Woodams, 1995).

3.2.2.2. Leuconostoc mesenteroides B-512 FM Dextransucrase

Bu enzimin aktivitesi 42/ml international unit (IU) idi. Bir IU asagidaki
sekilde tammlanmigtir. 25°C ve pH 5.4° de bir dakikada sukroz’dan 1 mikromol
glukoz’un dextran’a katilabilmesi igin gerekli olan enzim miktar(Robyt,1990)
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3.2.3. Pectinex Ultra SP-L Enziminin Ca-alginate Immobilizasyonu

Metod A: 0.45g Na — alginate, 1.25 ml glycerol, 1ml Pectinex Ultra SP — L.
ve 2.5 ml 50 mM asetat tampon ( pH 5.4 ) ¢6zeltisiyle homojen olarak kangtinldi ve
elde edilen bu alginate — enzim karigimi bir enjektér kullamlarak %5°lik 50ml CaCl,
¢ozeltisine iplik halinde ilave edildi. Immobilize enzim, bir saat CaCl, ¢ozeltisinde
bekletildi ve tampon ¢ozelti ile (100 ml ) yikandiktan sonra 1 cm uzunlugunda kiigik
parcaciklara ayrildi. Immobilize enzim kullamhincaya kadar asetat tampon
cozeltisinde bekletildi(Gokmen, 1998).

Metod B: 1ml Pectinex Ultra SP-L, asetat tampon ¢ozeltisiyle (50mM pH
5.4 ) hazirlanan 10ml % 5°’lik Na-alginate ile homojen olarak karigtirildi ve % 5°lik
50ml CaCl, iplik halinde ilave edildi. Immobilize enzim, bir saat CaCl, ¢dzeltisinde
bekletildi ve tampon ¢ozelti ile ( 100 ml ) yikandiktan sonra 1cm uzunlugunda kiigiik
pargaciklara ayrildi. Immobilize enzim kullamlincaya kadar asetat tampon
¢ozeltisinde bekletildi
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3.2.3. Fruktooligosakkarit Uretimi

Metod A kullanilarak alginate ile immobilize edilen Pectinex Ultra SP-L,
asetat tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan (pH 5.4 50 mM) 50ml’lik % 60 siikroz
gézéltisiyle 60°C’de 8 saat reaksiyona ugratildi. Yapilan TLC (Asetonitril / su
8,5/1.5) sikroz’un ¢ogunun fruktooligosakkaritlere donistigini  gosterdi.
Reaksiyon kangiminda fruktooligosakkaritlerin yanisira, bir miktar reaksiyona
girmeden kalan siikroz ve reaksiyon yan iriinii olan glukoz vardi. Reaksiyon
karigimindan 25ml alinarak 2ml Dextransucrase enzimi ile oda sicakhiginda 16 saat
reaksiyona tabi tutuldu. Yapilan TLC, reaksiyon kanigimina siikroz’un
bulunmadiin1 ve isomaltooligosakkaritlerin olugtugunu gésterdi(Gokmen, 1998).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Alginate immobilizasyonu, mikroorganizmalar igin ¢ok uygun oldugu halde,
kiigjik molekiil agirliklanindan dolay: enzimler igin uygun degildir. Molekil agirlig:
300.000’¢ kadar olan enzimler zamanla alginate matriksinden disan sizabilmektedir.
Alginate kullamlarak yapilan immobilizasyonun ikinci bir sakincasi ise matriksin gok
dayamkli olmamasidir. Bu tez ¢aliymasinda, Pectinex Ultra SP-L enzimini alginate
kullanarak yeni bir metodla immobilize ettik. Na-alginate’in sudaki ¢oziinirligi az
oldugundan yaklagtk olarak % 10 dan daha konsantre alginate ¢ozeltisi
hazirlanamamaktadir, ve alginate matriksinin mekanik dayamkliligi konsantre
alginate ¢ozeltilerinin kullanilmasiyla artmaktadir.

Buldugumuz yeni metodda Na-alginate, su-gliserol karigimi kullamlarak
¢oziilmekte ve yiiksek konsantrasyonlu Na-alginate ¢ozeltileri elde edilebilmektedir.
Bu metodla hazirladigimiz Ca-alginate matriksleri, sadece su kullanilarak hazirlanan
matrikslerden ¢ok daha dayamkli olmuglardir. Bulunan bu metod, ozellikle

substrate’1 ve iriinii kiigiik molekiil agirlikli olan enzimler igin uygundur.

Fruktooligosakkaritler biyolojik oneme sahip olan ve su anda bazi geligmis
iilkelerde bilyilkk miktarlarda iiretimi yapilan oligosakkaritlerdir. Bu karbohidratlarin
kullamm alanlan siirekli olarak artmaktadir. Fruktooligosakkaritler, siikroz ve
fruktosiltransferaz enzimi kullanilarak elde edildiginde seker karigiminda % 55 — 60
oraninda fruktooligosakkaritler bulunurken yaklagik olarak % 10 reaksiyona
girmeyen siikroz ve % 30 glukoz (yan iiriin) bulunur. Yan iriin glukoz’un, enzim
igin  bir kompetatif inhibitér olmasindan dolayn siikkroz’'un  tamamu
fruktooligosakkaritlere diniistiirilememektedir.  Sitkroz iilkemiz insanlarinin da
biiytik bir problemi olan dis ¢lirimesine sebep olmaktadir. Diigiik verime ve dig
ciiriimesine sebep oldugu i¢in uriinde siikroz’un bulunmas: istenmez. Reaksiyon
esnasinda yan-iiriin olarak meydana gelen glukoz’un kompetatif inhibitor etkisi,
glukoz oxidaz enziminin Fruktosiltransferaz enzimiyle birlikte kullamlmasiyla
giderilmig ve olusan glukoz’un glukonik aside g¢evrilmesiyle siikroz’un biiyitkk bir
kismi fruktooligosakkaritlere donigtiirilebilmigtir.  Bu metodun bir sakincasi,
olugturulan glukonik asitin ortamdan aynlmas: igin iyon degistirici kolon

kromatografisi’ne ihtiya¢ duyulmasidir.
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Fruktooligosakkarit eldesinde reaksiyona girmeden kalan siikroz’un ortamdan
uzaklastirlmas: i¢in yeni bir metod gelistirdik. Ik olarak sukroz ve immobilize
Pectinex Ultra SP-L kullanilarak fruktooligosakkarit ihtiva eden bir seker karigimi
elde edildi. Sekil 8’de goriildiigii gibi seker karigiminda fruktooligosakkaritlerin

Fruktoz

Glukoz

Siikroz

GF; (Kestose)

GF; (Nystose)

GF, (1-Fructosyl Nystose)

Isomaltooligosakkaritler

FOS FOS+DS ST
FOS: Fruktooligosakkarit Surubu

FOS+ DS: Fruktooligosakkarit Surubu + Dekstransiikraz
ST: Standart

Sekil 8. Pectinex Ultra SP-L; Pectinex Ultra SP-L + Dextransucrase enzimleri ile
elde edilen seker karigimlarimin TLC analizi.
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yaninda reaksiyona girmeden kalan siikroz ve yan iiriin olarak meydana gelen glukoz
bulunmaktadir. $eker kangiminda bulunan siikroz’un tamamini ve glukoz’un bir
kismin1 Dextransucrase enzimi kullanarak isomaltooligosakkaritlere gevirdik. Sekil
8 gorildigii gibi Dextransucrase ile reaksiyona sokulan seker karigiminda hig siikroz
bulunmamaktadir. Bu seker kangiminda fruktooligosakkaritler,
isomaltooligosakkaritler, glukoz ve fruktoz bulunmaktadir. Isomaltooligosakkaritler
de Bifidobakteriler i artinir. Isomaltooligosakkaritler siikroz’a belirli bir oranda ilave
edildiginde siikroz’un sebep oldugu dis ciirtimesini de onler. Isomaltooligosakkritler,
aynca, Clinic Dextran’la birlikte insanlara yapay plazma olarak verilerek bazi
insanlarda meydana gelen dextran-antibody reaksiyonunu onleyebilmektedir.
Buldugumuz  metodla  sikroz’un tamamu  fruktooligosakkaritlere  ve
isomaltooligosakkaritlere ~ déniigtiirilebilmektedir. Bu metod, literatiirdeki
metodlardan daha iyidir. Hi¢ bir kromatografik ayirma iglemi gerekmeden, elde
edilen geker kanigimu direkt olarak kullanlabilir.
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