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OZET

TEZIN BASLI GI: PREBIYOTIiK URETIiMi
YAZAR ADI: ZEHRA OLCER

Tez cakmasinda bgarsaklarda ygayan, mide-bgirsak ve karager
sorunlarina kam biyolojik  fonksiyonlari olan faydal  bakterileri
(Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp) uyararan prebiyotiklerin Gretimi icin yeni
ve etkili metodlar geitirildi. izomaltooligosakkaritler, fruktooligosakkaritler
ve galaktooligosakkaritler prebiyotik oligosakkaeitdir. Tez
izomaltooligosakkaritlerin tGretim metodlarinin gdbigi dort bolimden
olusmaktadir.

Birinci bolimde,Leuconostoc mesenteroides dekstransikraz v@enicillum
lilacinum  dekstranaz  birlikte  immobilize edildi ve  sikrozdan
izomaltooligosakkarit tretiminde kullanildi. Birki&immobilizasyon dgsik
alginat matrikslerde (bead, fiber ve kapsiul), setlekstransikraz ve Eupergit
C Uzerine immobilize edilen dekstranaz ile yapil&n iyi immobilizasyon
verimi (%71) alginat kapsul ko-immobilizasyonundargeklatirildi ve bir ay
suresince aktivitede azalma goOrdlmedi. Birlikte-iolilize enzimlerin
suikrozdan izomaltooligosakkaritlerin tretiminde lamhlabilecgi gosterildi.
Ayrica Uretilen oligosakkaritler, stikroz ilavesi afginat fiberlerde immobilize
dekstranstikraz ile reaksiyon vyapildiSeker kargimindaki prebiyotik
oligosakkaritlerin miktarr %43 (w/w) tur.

Ikinci  bolimde, izomaltoz vyiiksek saflikla, birlikiemobilize
dekstransukraz ve dekstranaz kullanarak sukroz h&kog karsimindan
uretildi. Dekstransikraz, stukrozun glukoz birimharikullanarak dekstran
olusumunu katalizlerken, aga cikan fruktozun akseptdr etkisiyle lukroz
olusur. Dekstranaz ve glukozun etkisiyle, fruktozun exx®r etkisi tamamen
ortadan kaldirildi ve dekstran glumu da inhibe edildi. Dekstranazin g&n
oligosakkaritleri hidroliziyle izomaltoz uretildilzomaltoz, oligosakkaritler,
fruktoz ve glukozdan okan kargim ekmek mayasiSaccharomyces cerevisiae)
ile muamele edildi, fruktoz ve glukoz uzaklaildi. izomaltozun saffi %82
(w/w) dir.



Ucuincu bolimde, dekstransiikraz substratkee@torlerin (maltoz, laktoz,
fruktoz, glukoz ve galaktoz) vapginda dietilpirokarbonat (DEP) ile modifiye
edildi. Calsma sartlarinda DEP histidinlerin imidazol gruplariyl&aksiyon
verir. Substrat ve akseptorlerin va@hda enzim DEP inaktivasyonundan
korundu. DEP-modifiye dekstransikrazin dekstramsentezi inhibe olurken
akseptor reaksiyonlarini etkijekilde gercekigtirdigi goruldu. Bulgular aktif
bolgede imidazol gruplarinin roli ve énemini godierAyrica DEP-modifiye

dekstranstkraz prebiyotik oligosakkaritlerin Greitiohe kullanildi.

Dordincu bolimde, DEP-modifiye dekstransikrae ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisia) alginat bead’lerde birlikte immobilize edildi ve
sikrozdan izomaltooligosakkaritle elde edildi. Reig&n karsgiminda ekmek
mayas! invertazi sukrozu hidroliz ederken, DEP-rfigeli dekstranstkraz
akseptor reaksiyonlari yoluyla izomaltooligosakkkeri Uretir. Bu metod

izomaltooligosakkaritlerin endistriyel Gretimindallanilabilir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: PREBIOTIC PRODUCTION
AUTOR NAME: ZEHRA OLCER

The thesis work is on the development ofai@and effective methods for
the production of prebiotics, which are oligosaatties stimulating the growth
of beneficial bacteria Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp) in the human
intestine. The beneficial bacteria have biologieaictions including resistance
to gastrointestinal infections, restoration of bbw#era, and improvement of
liver enzymes in human alcohol-induced liver injurfrebiotics include
isomaltooligosaccharides, fructooligosaccharidesgd a@alactooligosaccharides.
In thesis, consisting of four chapters, productiomethods for
iIsomaltooligosaccharides were studied.

In the first chapterslLeuconostoc mesenteroides dextransucrase and
Penicillum lilacinum dextranase were co-immobilized and used for the
production of isomaltooligosaccharides from sucroSe-immobilization was
carried out by encapsulating in alginate (bead®r, and capsules) of soluble
dextransucrase and dextranase covalently attach&lipergit C. The alginate
capsule co-immobilization was resulted in a highmabilization yield (71%)
retaining their activities for a month in storagk. was shown that co-
immobilized enzymes could be used for the produnctioof
iIsomaltooligosaccharides from sucrose. In additidhe oligosaccharides
produced, after addition of sucrose, were reacteidh wdextransucrase
encapsulated in alginate fibers to increase the uarnhof prebiotics. The
percentage of prebiotic oligosaccharides in sugtune was 43% (w/w).

In the second chapter, high pure isomalteas produced from a mixture
of sucrose and glucose using co-immobilized dexuanase-dextranase.
Dextransucrase catalyzes the formation of dextramgu glucosyl units of
sucrose molecules releasing fructose as an accépform leucrose. Dextranase
hydrolyzes dextran forming oligosaccharides inchgdisomaltose. The action of
dextranase and presence of glucose almost complelieninated acceptor

activity of fructose and formation of dextran. Thus mixture composed of
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isomaltose, oligosaccharides, fructose and gluswas obtained. The sugar
mixture was treated with yeas®atcharomyces cerevisiae) to remove fructose

and glucose. The purity of isomaltose obtained 828 (w/w).

In the third chapter, dextransucrase was ifiead with
diethlypyrocarbonate (DEP) in the presence and radeseof substrate and
acceptors (maltose, lactose, fructose, glucose, gathctose. Under the
conditions studied, DEP reacts with imidazole gug histidines. The
presence of substrate and the acceptors partiayepted the enzyme from
DEP inactivation. Partially DEP-modified dextransase carried out the
acceptor reaction effectively. However, dextraaslgnthesis was inhibited to a
large degree. These findings show the importanue the role of imidazole
groups at the active site. In addition, DEP-madifdextransucrase was used to
produce prebiotic oligosaccharides.

In the last chapter, DEP modified dextransase and yeas&4ccharomyces
cerevisiae) were co-immobilized in alginate beads and uswdtiie production
of isomaltooligosaccharides from sucrose. Yeaseitase hydrolyzes sucrose
forming glucose and fructose which act as acceptorsdextransucrase
reactions. DEP-modified enzyme carries out mostigeator reactions forming
isomaltooligosaccharides. The method developeddchalve potential to be used

in industrially production of isomaltooligosacchaes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR D iZINI

Hng mikrogram

ul mikrolitre

M molarite

mg miligram

ml mililitre

w kutle

% hacim

mm milimetre

nm nanometre

°C santigrad derece

rpm bir dakikadaki devir sayisi
MW molekdl &irhg

pH -log[H']

U uluslar arasi enzim birimi
DNS dinitrosalisilik asit

PEG polietilen glikol

NaOH sodyum hidroksit

CaCb kalsiyum Klorar

Na sodyum

KH,PO, potasyum dihidrojen fosfat

DEP dietilpirokarbonat

TLC ince tabaka kromatografisi
IM izomaltoz

IM3 izomaltotrioz

IMO izomaltooligosakkarit

FOS fruktooligosakkarit

GOS galaktooligosakkarit

Fru fruktoz

Glu gluktoz

Suc suikroz

Leu likroz
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1. GIRIS

1.1. Fonksiyonel Gidalar; Probiyotik ve Prebiyotikler

Foksiyonel gidalar, geleneksel besinler gibrmal diyetin bir parcasi olarak
tuketilen temel besleyici 6zelliklerinin 6tesindepnik hastalik risklerini indirgeme

Ozelligi ve fizyolojik faydalari olan gidalardir [NeesarcaGerman, 2004].

Son yillarda fonksiyonel gidalara olan talelrtmasiyla birlikte sut ve st
urtnleri, bebek mamalargekerlemeler, ygurtlar, enerji icecekleri ve tahil Grtnleri
gibi bircok alanda kullanilmaya kHanmstir. Bu gidalarin etkileri ve faydalari
iceriklerine gore farkh yollarla ganir; vitamin ve minerallerle guclendirme,
kolesterol dguruculer, antioksidanlar, bitki kaynaklilar; fitokyasallar,
probiyotikler, prebiyotikler ve sinbiyotikler [Gilos1 and Williams, 2000].

Vitamin ve minerallerle canlandirilan Grinelé@rnekler; kalsiyum ve folik asit
ile zenginlgtirilen meyve sulari ve sit drinleridir. Hamilelilkneminde folik asit ve
kalsiyum aliminin 6neminin argdmasindan sonra, Ozellikle kalsiyumun ileri
yaslarda kemik ygunlugunun korunmasi acgisindan 6nemli giduargtirmalarla
ortaya ciktiktan sonra kalsiyum agisindan zengigdilara ilgi artmtir. Ozellikle
gelismis Ulkelerde bu tir fonksiyonel gidalara talep coklddir [Scholz-Aherns et
al, 2001].

Bircok gida icegi kalp hastaliklarinin en 6nemli nedenlerinden lildugu
distinulen kolesterolin absorpsiyonunu engellemek ar@a&atki maddesi olarak
kullaniimaktadir [Gibson and Williams, 2000]. Bunlamega-3 ya asitleri ve bitki
sterolleridir. Bu alanda kullanilan trtnlere, bigkerol y& asit esterleri ve omega-3

yag asitleri ile zenginlgtirilen margarinler 6rnek verilebilir.

Kanser ve d@er mutasyonlarin, aerobik metabolizmanin yan etkiirak

uretilen serbest radikallerle DNA da meydana gelesidatif yikimin sonucu oldiw



bilinmektedir. Bitki ve hayvan hucreleri bu etkderantioksidan adi verilen
bilesiklerle kagl koyarlar ve antioksidanlar vicudun koruma Kkalkiamer.

Antioksidanlarin icinde E vitamini, karoten, C vitani ve fitokimyasallar yeralir.
Fitokimyasallarin kanser, osteoporoz ve kalp hddéal gibi kronik hastalik
risklerini indirgeme 06zellikleri vardir. Bunlar; gkosinolatlar ve flavonoidlere
benzer fenolik bilgklerdir ve oldukga etkili antioksidanlardir. Buldiikler bitki

kaynakli olup, bitkilere renk, koku, aroma ve baz#m toksik 6zellikler katan
bilesiklerdir. Son yillarda bitki kaynakl bir cok bes{ginkgo, ginseng) foksiyonel
gida pazarinda fiziksel ve zihinsel aktiviteyi artak amach kullaniimaktadir. Enerji
icecekleri, spocurcu besinleri ve igcecekleri de gararda yerini almgtir. Bunlar

genellikle kreatin, kafein, karnitin ve triptofagermektedir.

Probiyotikler, baairsak mikrobiyal dengesini getirerek faydali etkiler gdayan,
canli mikrobiyal besin maddeleri olarak tanimlamri[Salminen et al, 1999].
Kolesteroli dgurme, kanser risklerini azaltma, gwgklik sistemine etkiler gibi
sgliga faydall etkileri vardir ve dinyada fonksiyonedayiUriinlerinde en cok
kullanilan katkilardir. Son yillarda, pasaklarda faydali bakterilerin artiriimasinda
etkili olan prebiyotiklerin geftiriimesiyle, probiyotik ve prebiyotiklerin birlikt
kullanildigi sinbiyotiklerin tretilmesiyle fonksiyonel gidazs canlanngtir. Mide-
bagirsak bolgesinin insan &gl acisindan 6neminin artmasiyla birlikig an

fonksiyonel gida biliminde en ¢ok ¢ghanin yapildil alandir.

1.1.1. Probiyotikler

20. yuzyilin bgarinda bazi spesifik bakterilerin @ga faydal olduklari
disintlmeye bgladi. Nobel 6duli sahibi ve Pasteur Enstitisi miid&lie
Metchnikoff, ylzyilin bainda yg@urttaki bakterilerin faydali etkilerinin olgunu
Oonerdi. 1907 de yayinlanan “The Prolongation ofelifadl kitabinda, bakteri
(Lactobacillus bulgaricus) iceren fermente ygurtlarin tiketilmesinin insan
sgliginda rol oynadiini yazdi [Metchnikoff, 1907]. Bulgar koéylulerinimzun
yasamlarinin nedenini lactobacillus turler igcerengyudlari tuketmelerine kgadi.
Sonra H.Tisser'in anne sutuyle beslenen kuguk dacd& bifidobakterileri



kesfetmesi, sgligin korunmasinda rol oynayan bakteri fikrinin kurasmda anahtar
bir rol oynadi [Tissier, 1906]. Fakat §ort bakterisinin barsakta fazla
yasayabilmesine, kolonize olmasina ve bakteriyel tefiggne stipheyle bakiliyordu.
Delillerin artmasiyla bilim adamlari ve medikal uantar arasinda bu bakterilere
talep artmaya b#adi [Shortt, 1999].

Probiyotikler, insan ghgina etkilerinin anlg@lmasina bagh olarak birkag yolla
tanimlandilar. Probiyotik, Yunanca'dan tiretiémifor life” anlamina gelen bir
kelimedir. 1965 yilinda D.M. Lilly ve R.H. Stillwklprobiyotikleri, bir digerinin
gelismesini uyaran mikroorganizmalar, antibiyotiklerimrdtti olarak tanimladilar
[Lilly and Stillwell, 1965]. Daha sonra R.B. Park&®74 yilinda probiyotikleri,
bagirsak dengesine katkida bulunan organizmalar oléaakmladi.Simdi en cok
kullanilan tanimi 1989 yilinda R. Fuller yapti: Bigwtikler, konak canliya faydal
etkileri olan, canlinin karsak mikrobiyal dengesini dizenleyen, canli mikyab
besin ilaveleridir [Fuller,1989].

Probiyotiklerin kullanildiklari yiyeceklerdsazlikli imaji olusturmalari, ticari
olarak da tuketimlerinin artmasina yol agtm Dinya capinda pek cok Ulkede,
ulkemiz de dahil probiyotik iceren sttler ve praitiklerle fermente edilen sit
artnleri Uretilmektedir [Salminen, 1999].

Tablo 1.1 Probiyotik trtinlerde kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik Urtinlerde Kullanilan Mikroorganizmalar
Lactobacillus Turleri Bifidobakteri Turleri Di gerleri

L.acidophilus B.animalis E.faecium
L.casel B.breve E.faecalis
L.salvarius B.infantis Sbolulardii
L.johnsonii B.lactis
L.plantarum B.bifidum
L.crispatus B.langum




Probiyotikler, kronik tlser, laktozu sindineyen kgilerde sindirim guclgu,
kabizlik, ishal gibi hastaliklari engellemede ya hiifletmede, antibiyotiklerle
bozulan bairsak florasinin dengesini yeniden kurmak icin &nilir [Adawi et al,
2001], [Kirpich et al, 2008], [Fukushima et al, BJ9 Kolesteroli dglrme,
H.pylori'nin etkisiz hale getirilmesi, hiper tansiyonu diaame etkileri insanlar
Uzerinde pozitif sonuclar vermesinegmaen, daha ileri agirmalar yapiimasi

gereken konulardir [German et al, 1999].

1.1.2. Prebiyotikler

Bifidobakteri, lactobacillus gibi Basaklarda ygayan bakterileri uyararak insan
saligina olumlu etkileri olan, sindirilemeyen fakat fesnte olabilen karbonhidratlar
prebiyotikler olarak adlandirlirlar [Gibson and Bofroid, 1995]. Prebiyotiklerin

ozellikleri sunlardir:

» Sindirim sistemi tarafindan hidroliz edilemezler.

» Bagirsaklarda bulunan faydali bakteriler tarafindafente edilirler.

« Bifidobacterium, Lactobacillus ve Eubacterium gibi faydali bakterileri
artirirken Clostridium ve Bacteroides gibi zararli bakterileri azaltarak
bagirsak florasini dizenlemek.

* Konak canlinin g2ligi icin faydali etkileri artirmak.

Prebiyotik etkileri olan karbonhidratlarydok farkli ¢ait oligosakkaritlerdir ve
glukozidik baglarla ba&li 2-10 monosakkarit biriminden aolan sakkarit
polimerleridir. Bunlar; izomaltooligosakkaritlerMIO), fruktooligosakkaritler (FOS)
ve galaktooligosakkaritler (GOS) dir. En 6nemli kikkeri sindirim enzimlerine
karsi dayanikli olmalari ve konak tarafindan direkt @abg edilememeleridir. Bu
yiizden dguk kalorilidirler. Uretim yontemleri, bitki kaynaitindan ekstrakte
edilme, polisakkaritlerin enzimatik ya da kimyasadirolizi veya enzimatik sentez
seklinde olabilir [Gibson and Roberfroid, 2008].



1.1.2.1.izomaltooligosakkaritler (IMO)

Isomaltooligosakkaritler (IMO),a(1-6) glukozidik bglarla basli glukoz
monomerlerinden  okan  prebiyotik  etkileri  olan  oligosakkaritlerdir.
Izomaltooligosakkaritler siikroz, maltoz,sasta ve dekstran gibi karbohidratlar
kullanilarak farkli metodlarla Uretilebilirler. Basta, Bacillus subtilis a-amilaz ve
neopullulanaz ile muamele edilerek glukoz, maltpanoz ve IMO kagimi elde
edilir [Krike et al, 1993]. Dekstran, asit veya d#lanaz kullanilarak
izomaltooligosakkaritlere dostiirtlir. Sukroz ile birlikte akseptdr olarak glukoz
substrat olarak kullanii@inda izomaltooligosakkaritler elde edilir [Tanrisavand
Dogan, 2002]. Sukrozdan oligosakkaritlerin tretimiksteansiikraz velekstranazin
birlikte kullanimi ile de gercek$@iriimektedir. Dekstranstkrazin glikozil transferaz
aktivitesi ile dekstran molekulleri ojurken, dekstranaz enziminin hidroliz
aktivitesiyle de dekstran molekdlleri hidroliz oli@oulas, 2004]fekil 1.1).

Isomaltooligosakkaritler, bifidobakteriler v@acteroides fragilis tarafindan
fermente edilir, fakatE.coli ve dier bakteri populasyonlarn tarafindan fermente
edilemezler. Laktik asit bakterilerini de etkileyendukca etkili prebiyotiklerdir
[Olano et al, 2000].izomaltooligosakkaritlerin izomaltotriozdan buylkaolari
kalinbairsakta fermente edilirler, izomaltoz ve izomalimtr ise ince bgrsakta

kismen sindirilir.

Izomaltooligosakkaritlerin prebiyotik etkilerinin gada, dekstran-antibody
cbkme reaksiyonlarina engel olma 6zgllile vardir. Dekstran-antibody etkilmi,
agir kan kayiplarinda kan hacmini eski haline getde&ullanilan klinik dekstranin
neden oldgu bir durumdur. IMO ¢0zeltisi bazi insanlarda yakilere sebep olan
dekstran-antibody ¢cokme reaksiyonunu engeller [mga et al, 1980].

Izomaltooligosakkaritlerin 6nemli bir 6zdiide di cirimesini 6nlemektir. Bi
curimesinin en blyuk nedenlerinden birgizabglugunda bulunan c¢ok sayidaki

bakterilerden biri olarBtreptococcus mutans bakterileridir. Bu bakterilerin trefii



dekstransiikraz enzimi, siikroz ile reaksiyona diresada c¢Ozinmeyen dekstran
polimerini meydana getirir. Bakteri Uretilen polires dise yapsir ve dg plagini
olusturur. Dis plagl, bakterileri d§ ylzeyinde tutar ve ayni zamanda fermentasyon
icin anaerobik bir ortam ghar. Sikroz ve fruktoz anaerobik fermentasyonlaikak
asite ceuvrilir. D§ minesi icin kritik pH dgerinin (pH 5.0) altinda digctrimesi bglar
[Taubman, 2006]. Sukroza IMO ilave edfdide, sikrozdan dekstran polimerinin

sentezi engellenir ve gdcirimesi 6nlenir [Miyake, 1981].
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Sekil 1.1 Dekstransiikraz ile sikrozdan dekstran sentezi kstidmin dekstranaz ile

hidrolizi.



1.1.2.2. Fruktooligosakkaritler (FOS)

Fruktooligosakkaritler  farkli  polimerizasyonderecelerine  sahip B-D-
fruktanlardir. Fruktooligosakkaritler, Bday, s@an, sarimsak ve muzda dahayo
olmak Uzere bircok sebze, meyve ve tahillarda hulufOS’lar indlinin endo-
intlinaz enzimi tarafindan hidrolizi ile elde edilintlin Glu a(1-2)[ B-Fru (1-2)},
n>10 yapisinda, fruktoz birimlerinden g&mn ve kudis enginarinda §m olarak
bulunan bir polimerdir [Gibson et al, 1995]. AyricAspergillus sp. ve
Aureobasidium sp. gibi bakterilerden elde edilen fruktoziltransfdeazle sikrozdan
FOS’ ler Uretilir. Fruktoziltransferazlar, sikroxildruktoza 1-3 adet fruktoz transfer
ederek FOS sentezini gerceftiar [Yun, 1996].
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Sekil 1.2 Fruktooligosakkaritlerin molekdl yapisi (n=1-3).



1.1.2.3. Galaktooligosakkaritler (GOS)

Galaktooligosakkaritler galaktoz iceren Gw[p-Gal 1-6}, n=1-4 yapisinda
bulunan oligosakkaritlerdif}-galaktosidaz enziminin trans-galaktosidaz aktsnte
laktozdan uretilir. Bitki kaynaklarindan (baklagill soya fasulyesi) ekstrakte
edilerek de elde edilirler [Bouhnik et al, 1997].
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Sekil 1.3 Galaktooligosakkaritlerin molekul yapisi (n=1-4).
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1.1.2.4. Prebiyotiklerin Sgliga Yararli Etkileri

Prebiyotikler, insan asainda yaayan faydali bakterilerin blytmesini ve
aktivitesini uyaran, sindirim sistemi enzimleri daanda sindirilemeyen fakat
bakteriler tarafindan fermente edilen oligosakkendlir. Basirsaklardaki zararli
bakteriler kolon kanseri icin risk faktérudurler.igkii bazi bakteriyal enzimler,
bagirsakta aktif kanserojen maddelere dgamu prekanserojen maddeler Uretirler.
Bagirsak mikroflorasinin metabolik aktivitesi ya dankeozisyonu prebiyotiklerle
degistirilerek kolon kanseri riski azaltilabilir. Prelagklerin  olumlu etki
mekanizmasi karsinojenlerin aktivitesini detoksafiljon ve metabolik aktivasyon
yoluyla desistirmek ya da butirat gibi kisa zincirli gaasitinin tretilmesini uyarmak
seklinde olabilir [Lim et al, 2005], [Campbell et, d1997].

Bairsak mikrobiyal dengesini dizenleyerek faydal iletk olan canli
mikrobiyal besin icegii olarak kullanilan probiyotiklerin aksine prebiyder
mikrobiyal buylmeyi ve aktiviteyi artiran, baktehtcrelerini direkt etkileyen
gidalardir. Bu yuzden prebiyotikler, probiyotikld&dapsayan daha ggnsahasi olan
gidalardir. Ayrica probiyotikler, arsak mikrogevresinin bilgminde gegici
degisimler yapar, probiyotik verilmesi birakilginda dgisimler devam etmez
[Alender et al, 1999].

Bakteriyel buyime, mide-pasak bolgesi enzimlerinden kacan polisakkaritler
(seluloz, hemiseluloz), bazi oligosakkaritler, abgsoedilemeyeryekerler veseker
alkolleri gida iceriklerinin anaerobik fermentasyoite desteklenirinsan sindirim
sistemi enzimleri bu besinleri metabolize edemezksakkarolitik bakteri turleri
bunlar kisa zincirli ya asitlerine (propionat, asetat ve butirat; dahaosmda
format, valerat ve kaprolat) ddgtirebilirler. Bakteriyel metabolik aktivite ve
sakkarolitik fermentasyonun hepsi kalinglvaakta meydana gelir ve kisa zincirligya
asitlerinin Uretimi sonucu lgasak pH'I asidik aralikta (pH 5-6) kalir. Prebijdéer
bagirsak bakterileri icin fermente edilebilen karbalaidkaynaklaridir. Bu nedenle

kisa zincirli y& asitlerinin Uretimiyle ve toksigenik bakteri reaianlarinin
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baskilanmasiyla kolon kanseri risklerinin indirgezgimde oldukg¢a 6nemli etki gar
[Reddy, 1998].

Prebiyotikler, barsak pH'ini dgurerek kalsiyum, magnezyum ve demir
iyonlari gibi minerallerin ¢ézunurfiint ve emilimini artirirlar. Divalent katyonlara
baglanan bazi maddelerin (myoinositol hekzafosfatjniemtasyonu yoluyla bu etki
gorultr. Ayrica kalsiyum-kisa zincirli gaasitleri etkilgimi de mineral emilimini
artirir. Arastirmalar uzun sureli prebiyotik tiketimi ve osteamoriskinin azalmasi,
kemik ygzunlugunun artmasi arasindaki @antiy1 géstermektedir. Asidik gasak
mikrogevresi prokarsinojenik enzim ofhidroksilaz ve nitrorediiktaz) aktivitesinin
azalmasina da neden olur [Lamprecht, 2003]. Birgcaksma prebiyotiklerin bu

enzimlerin ve metabolitlerin seviyesini@iidigini géstermektedir.

Prebiyotikler, barsak floralarindaBifidobacterium sp. sayilari azalngi yerine
zararli bakterilerin geglti yasli bireylerde uygulanganda kabizlik gibi bgairsak
sorunlarinin giderilmesinde oldukca etkilidir. Bé&le¥de probiyotik sayisini
artirdgindan dolayl gida alerjilerini 6nlemede etkilidRrebiyotiklerin bifidogenik
etkileri en 0Onemli O6zellikleridir. Probiyotik Bifidobacterium sp. ile birlikte
prebiyotikler kullanildginda fizyolojik ve sglik etkileri gorulmektedir. Prebiyotikler
bifidobakterilerin sayilarinin artmasinigsar ve boylece bifidobakterilerin ghaga

faydali etkilerinin ortaya ¢cikmasinda dnemlidirlBu etkilersunlardir:

Bifidobakteriler, B, riboflavin, Bs ve K vitaminlerini insan kalin @garsgzinda
uretirler. Bu vitaminler vicut tarafindan yaea absorbe edilirler. Bifidobakteriler
tarafindan Uretilen asitler (asetik ve laktik astfamin pH'ini dg§urerek zararli
bakterilerin biylimesini 6nler. Bifidobakterilerire vonlarin ¢@almasini sglayan
oligosakkaritlerin kalsiyum absorbsiyonu ve kemiykinin dnlenmesinde etkili
olduklar bilinmektedir. Kalsiyum absorbsiyonu, iddbakteriler tarafindan
olusturulan ucucu ya& asitlerinin  kalsiyumun ¢o6zUnUg@inu artirmasiyla
aciklanmaktadir. Farelere bifidobakteri verdidide, serum kolesterolinin digu

gozlenmgtir. Bifidobakteriler'in  serum kolesterol seviyesimasil dgurdigl



12

bilinmemektedir [Ishibashi and Shimamura, 1993]. ri&g bifidobakterilerin
bagisiklik sistemini pozitif yonde etkile@i gordlmistir. Hayvan modelleri ve
insanlar Gzerinde yapilan gahalarda bu bakterilerin immunoglobulin ve cytokin

seviyesini artirdil gozlenmgtir [Fukushima et al, 1998].

2. KONU iLE iLGILi CALI SMALAR

2.1. Dietilpirokarbonat (DEP)

Dietilpirokarbonat  proteinlerde histidin  gtarinin  modifikasyonunda
kullaniimaktadir. Reaksiyon sonunda N-karboksitistitirevi olymaktadir ve bu
reaksiyon 230-250nm de maksimum absorbans olaraktrefotometrik olarak
izlenebilir (Sekil 2.1). Dietilpirokarbonat sulu ¢ozeltilerindarbondioksit ve etanole
bozundgu icin, DEP c¢ozeltileri etanol ile hazirlanir ve olst ¢ozeltilerin
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi gerekir. Stoklgde DEP konsantrasyonu, 50
mM pH 6.0 asetat tampon ¢ozeltide hazirlanan 10 Mab&etil-L-histidin ¢cozeltisine
kicuk miktarlarda DEP ilavesiyle alan karbetoksi tlrevinin 240nm de absorbans
artisiyla belirlenir €240=3200 M'cm™) [Fu and Robyt, 1988].
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Sekil 2.1 Dietilpirokarbonat (DEP) ile histidinin reaksiyonte hidroksilamin ile

reaksiyonun geri dogimu
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Dietilpirokarbonat (DEP), birgcok enzimin miigk edilmesinde yaygin olarak
kullaniimistir [Fu and Robyt, 1988], [Beau et al, 1971], [Beltand Ganzhorn,
1992]. Bu modifikasyon proteinlerdeki amino asitnyaincirlerinin (6zellikle
histidinin imidazol grubu) dietilpirokarbonat ileakbetoksilasyonu temeline dayanir.
Uygun pH dgerlerinde DEP, lisin amino asidingzamino grubu, sisteinin sulfidril
grubu ve tirozinin hidroksil grubu gibi gier amino asit yan-zincirleriyle de reaksiyon
(>pH 7) verebilir. Fakat pH 7 ve dahasdlé pH larda DEP histidin amino asidinin
imidazol grubuyla spesifik olarak reaksiyon veriReaksiyon sonunda N-
karboetoksihistidin tirevi okur ve bu reaksiyon 240 nm de maksimum absorbans
artisiyla spektrofotometrik olarak izlenebilmektedirsiA miktarda DEP varfiinda
imidazol halkasindaki her iki azot atomunun modifikonuyla disubstitue olmu
histidil gruplar olgur (Sekil 2.2). Bu gruplar da hidroksilamin ile reaksiyoerir;

imidazol halkasi acilir, fakat modifikasyon gerndiirilemez.
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Sekil 2.2 Asiri DEP varlginda disubstitue histidil gruplarinin glumu

Dietilpirokarbonat ile histidinin modifikaspu hidroksilamin ile inkiibe edilerek
geri cevrilebilir. Tirozin, lizin ya da sulfidril gn zincirlerinin dietilpirokarbonat ile
etoksiformilasyonu pH 6 da minimum dizeyde olmasir@gmen notral
hidroksilamin ile reaksiyon geri dondurilemgdicin, histidin modifikasyonunun

hidroksilamin ile geri dongumu 6nemlidir.
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2.2.Dekstransukraz ve Dekstran Sentez Mekanizmasi

2.2.1. Dekstransukraz

Ik olarak 1941 yilinda Henre tarafindan, siukroddwlarak hiicreden gamsiz
olarak dekstranin sentezlepdiyayinlandi. Bundan kisa bir sire sonra sentezden
sorumlu enzim dekstransikraz (EC 2.4.1.5) olarakaratlrildi. Leuconostoc
mesenteroides ve Streptococcus sp. soylarinin dekstransitkraz Urettikleri bulundu
[Naessens et al, 2005]. Dekstransikraz, sukrozadakl fyapilarda dekstranlar
sentezleyen enzim ailesinin genel ismidir. Deksiténaz, sukrozdan fruktoz ge
cikarken, D-glukopiranozil birimlerinin  dekstranaransferini  katalizleyen
ekstraselllar bir glukoziltransferazdir. Dekstranla..mesenteroides ya da
Sreptococcus sp. soylarl tarafindan Uretilen dekstransikrazalibalarak, ana
zincirdea (1,6) glukozidik bglar ve ¢ farkh dallanma noktasinda (1,2), o (1,3)
ya daa (1,4)] yan zincirler iceren glukanlardir. Jeanes arkadglari 1954 de
L.mesenteroides ve Streptococcus sp. lerin 96 soyu tarafindan sentezlenen birgok
farkll cesit dekstranin sentezlerigini yayinladilar. Streptococciler anaerob iken
L.mesenteroides soylari ise kgula bali olarak anaerobturlar ve heriki tip bakteri de
gram-pozitif bakterilerdir. Bu iki tr arasindakigér bir fark ise,L.mesenteroides
soylarinda glukansiukrazlarin gumunun indiklenmesi icin kultir ortaminda stikroz
bulunmasi gerekirkestreptococcus sp. lerde siikroz gerekmez, yani konstittifdir
[Robyt et al, 2008]. Kim ve Robyt, bir mutajen olatii metansulfonat kullanarak
birka¢ tanel.mesenteroides soyunda (B-512 FMC, B-742 CA, B-1142C, B-1299C,
B-1355CA ve B-1355CB) mutasyon gercekieliler ve kultir ortaminda stkroz
olmadan da dekstransiukraz Uretebildiklerini yaydriéa [Kim and Robyt, 1994].

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F dekstransikraz ticari olarak dekstran
uretiminde en fazla kullanilan enzimdir. Bu enziiltér sivisinda oldukga buyuk
miktarlarda uretilir. Bu 6zelfiiyle diger L.mesenteroides turleri ve dg plagina neden
olan Streptococci turlerinin Uredti dekstranstkrazdan farkhdir. Bu gér turler
cobzlnebilir ve ¢cozinemeyen dekstranin her ikisiai toletirler ve ayrica oldukca
fazla miktarda invertaz ve levansikraz gibi istepen&kontamine enzimleri de

uretirler. Bu sebeplerden dolayimesenteroides NRRL B-512 F, dekstransikraz ile
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dekstranin biyosentez mekanizmasi sgasilarinda tercih edilen dnemli bir tardur
[Naessens et al, 2005].

L.mesenteroides NRRL B-512 F dekstransukrazin saflalmasi  ve
karakterizasyonu konusunda bircok gaa yapilmgtir. Enzimin agregasyon ile
olusan coklu molekuler formlarinin olgu ve saflatirlmasinda zorluklara neden
olan polisakkarit triintyle bigégi gosterilmgtir [Miller et al, 1986]. Enzim, 185
kDa molekul girligina, pl 4.1 ve sukroz icin Michelis-Menten sabKi§ ~12-16
mM deserlerine sahiptir. Optimum pH 5.0-5.5 ve optimunsagiik 30°C dir ve
enzim Uretimi ve aktivitesi icin giik miktarda kalsiyum gereklidir [Kim and Robyt,
1994].

2.2.2. Dekstransukrazin Etki Mekanizmasi

Yaklgik 30 kadar glukoziltransferaz geninin dizi analiapilms, katalitik
bolgeleri tanimlanmgive glukozid-hidrolaz 13 ailesindea-&milaz ailesi) enzimlerle
karsilastiriimistir [Plou et al, 2002]. Her iki enzim ailesinde oekanik ve yapisal
Ozellikleri acisindan benzerlikler vardir. Bu slamidirmaya gore dekstransikraz,
glukozid-hidrolaz (GH) 70 (EC. 2.4.1.5) ailesinermaeptur.

GH 70 ailesinden olan glukansikrazlar, lakisit bakterilerindet.euconostoc,
Sreptococcus ya dalactobacilluslar tarafindan Uretilen ekstraseltlar enzimlerdir.
Sukrozdan yiksek molekulgalikli glukanlarin sentezini katalizlerler. Ayrica
sukrozun bir akseptore dondr ofdu ve “akseptdr reaksiyonu” denilen
transglikozilasyon reaksiyonuyla oligosakkaritlesientezini de gercekdgrirler. GH
70 ailesi enzimleri-1,4; 0-1,3; a-1,2 ya davn-1,6 glukozidik bg cesitlerinin hepsini
sentezleme yetegime sahiptirler [Moulis et al, 2006]. Bu yuzden enzzelligine
bagli olarak farkli buyuklik, yapr ve dallanma deresele sahip cok céli
glukanlar Uretebilirler.
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Gunumuzde GH 70 ailesinden en az 44 farklkapsikrazin birincil yapisi
mevcuttur. Bunlarin hepsi de benzer organizasyahg katalitik bolgeyi iceren N-
terminal ve benzer tekrarlayan birimleri iceren e@tinal domaine sahiptirler ve
molekdl & rliklar ortalama 160000 Da dan fazladir. Streptmal glukanstkrazlarin
bir ¢cogunda veL.mesenteroides NRRL B-512 F dekstransikrazda C- terminal
domaini enzim glukan REanmasinda 6nemli roli olgu gosterilmgtir ve bu
domain “glukan (dekstran) pemnma domain” i olarak adlandirilir [Robyt et al,
1995], [Monchois et al, 1998]. Dekstran sentezlgndiaman enzim agregatlari
olusur ve dekstran, dekstranganma bdlgesine ganir, dekstransukrazin allosterik
aktivasyonu meydana gelir. Ayrica dekstransukra#daadet sukroz bdanma
bdlgesi ve bir adet akseptorgi@nma bdlgesi bulunmaktadir [Su and Robyt, 1994].

2.2.2.1. Dekstran Sentezi

Dekstran ismi ilk olarak Scheibler tarafindd874), misir ve pancar sularinda
meydana gelen gizemli koyglaa ve tortularin, pozitif rotasyona sahip bir
karbonhidrat tarafindan aftugunu bulmasiyla kullanilngtir [Scheibler,1874]. Daha
Oonce Pasteur ve va Tieghem (1861)saftu bu yapikan maddenin bakteriyel bir
etkiyle olutugunu soylemigler ve bu bakteriyiLeuconostoc mesenteroides olarak
adlandirmglardir [Pasteur, 1861]. [@ada dekstranlarin blylk ganlugu
Leuconostoc, Streptococcus  ve  Lactobacillus  turleri  tarafindan  Gretilen

dekstransiikraz enzimleri ile sentezlenirler [Naess al, 2005].

Dekstranlar, ana zincirin %50’sinden faziasia (1,6) balari ile bali glukoz
iceren bir homopolisakkaritlerdir. BuD-glukanlar, cgunluklaa (1,3) ve az da olsa
a (1,4) ya dan (1,2)-dallanmalari iceren yan zincirlere sahiptirIDekstranin yapisi
onu Ureten bakteriye, dolayisiyla dekstransikrazingne bgldir. Dekstranin
molekul &irligi enzim miktarina, sicalga ve kullanilan siikrozun konsantrasyonuna
bagll olarak deisir ve 5.1¢ dalton’a kadar ukmbilir. Cesitli metodlarla istenilen
molekdl &irligina sahip dekstran elde edilebilgekil 2.3).
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Sikroz __Dekstransikraz - nepsiran (yilksek Mw) + Fruktoz

Asit veya Dekstranaz

Y
Dekstran (istenilen Mw)

Sekil 2.3 istenilen molekdl @rlikli dekstran eldesi.

Molekdl &irhgr 50-100 kDa arasinda olan dekstran klinik dekstoderak
adlandirihr ve kan plazmasi icgriolarak kullanilir [De Balder, 1996]. Molekdl
agirh gl 40 kDa olan dekstran, kan ik iyilestirici olarak organlarin muhafazasinda
kullanilir. Sephadex olarak adlandirilan ve prataidkleik asitler, polisakkaritler
gibi biyomolekdllerin ayrilmasinda ve saflauilmasinda kullanilan capraz $ia
dekstran ise, dekstranin epiklorohidrin ile muamedémesiyle elde edilir. Molekl
agirh gl 5000 Da olan dekstran demirsitaci olarak kullanilir. Merkaptodekstran,
gumis, civa ve bakir iyonlari gibi @r metal iyonlarina kar yuksek afiniteye
sahiptir. Bu 6zelginden dolayr gir metal cevre kirlenmelerinde uygulama alani
vardir. Ayrica dekstran ve turevlerinin kozmetik gela sektdriinde bir ¢cok g#
uygulamalari vardir [Naessen et al, 2005].

Dekstransukrazin reaksiyon mekanizmasi smgalar, dekstransikraz ile
suikrozdan sentezlenen B-512 F dekstranin, glulesailirinleri yoluyla olgtugunu
gostermektedir [Robty and Eklund, 1982]. Glukoazltgalari enzimin aktif bdlgesine
kovalent olarak bgi buyimekte olan glukanozil zincirinin indirgen w@ transfer
olur. Robyt tarafindan, B-512 F dekstranda(1,6) ba&l glukoz birimlerinin
sentezinde aktif bolgede iki nukleofilin rol agdn ve sikroza etki ederek fruktozu
iki B-glukozil ara gegini vermek (izere ayirdi mekanizmay 6ne surngiir. 1“C
etiketli suikroz ile yapilan “pulse and chase” galalari L.mesenteroides NRRL B-
512 F veStreptococcus mutant 6715’in her ikisinde de dekstranin, glukozun bisyily
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dekstran zincirinin indirgen ucuna eklenmesiyle tselendgini ve zincir
blylumesinin “two-site insertion” mekanizmasiylagpigunu géstermektedir [Robyt
et al, 1974].

Robyt ve Eklund’in calmasina gore, glukozil birimlerinden bir tanesinir6C
OH grubu dger glukozil biriminin C-1'ine etki eder ve bir (1,6) ba olusur, bir
glukozil birimi digerine transfer olur. Serbest kalan nukleofil, ybini glukozil ara
arini olgturmak Uzere gier bir siikroz molekiline saldirir. Yeni glukozilaar
arinindn C-6 OH grubu izomaltozil (blylyen deksteamciri) biriminin C-1'ine
etki eder. Glukozil ve dekstranozil birimleri ikiikleofil arasinda sira ile transfer
olur ve boylece dekstran zinciri indirgen ugta uagen devam ederSékil 2.5).
Reaksiyon sirasinda, sikroz molekdlinin fruktozntare bir hidrojen iyonu
transfer olur ve fruktoz ayrilir. Zincir uzamasisaptor reaksiyonlariyla ya da
dallanma noktasi ofturarak sonlanir. Yiksek molekulgidikli dekstran zinciri
akseptor oldgu zaman, akseptor dekstran zincirinin C-3 OH grutbekstranozil
enzim kompleksinin C-1'ine etki ederek, dekstramciini birakmasini ggar ve iki
dekstan zinciri arasinda dallanma noktas! swu [Robyt Eklund, 1982].
Dekstransukrazin kimyasal modifikasyonu dekstramtesz igin iki histidinin
imidazol grubunun etkili oldgunu go6stermektedirS€kil 2.6). Bu iki imidazol
grubunun, ayrilan fruktoz birimlerine hidrojen iyyanni verdgi, sonra ikinci adimda
glukozil enzim kompleksinin C-6 OH grubuna saldakabir proton koparg ve a
(1,6) baini olusturdusu kabul edilmgtir [Fu and Robyt, 1988].

Glukozid-hidrolaz ailesi (GH 70) enzimleraktif bolge yakinlarinda sakli g
amino asitin (Asp-551, Glu-589 ve Asp-662) benkediOsterdgine dayanarak,
dekstransiikrazin dekstran sentezi mekanizmasi Rabgfindan tekrar yazilgtir
[Robyt et al, 2008] Jekil 2.4). Reaksiyon mekanizmasinda, Glu-589’'urbkésil
grubu bir asit-baz katalizi betir; Asp-551 ve Asp-662 nin karboksilat gruplar
sukrozun D-glukozil grubunun C-l'ine etki ederek-khtalitik bolge nukleofilik
atakta bulunur. Glu-589 stikrozun ayrilan fruktoznbine proton verir. D-glukoz
birimleri biribirine kovalent bglanirken Glu-589’'un karboksilat grubu tekrar
protonlanir. Bu sekilde D-glukoz birimleri zincirin indirgen ucunaklenir.

Reaksiyonlar iki katalitik bélge arasinda devamrede



20

—") Y \qpﬂ‘\l
Aspssl .?J? = Aﬁscl—o—. HD_'*Q A—sp&—]o—. Y c|>
-0 (ﬁ I i g Q ﬂ } g‘_(-éo —£—
o \'hfo—u—l —_— E’\?_C_ 0 H\I e 9 r ciusew
| ﬁ—O—H cuss | ﬁ_o_ 4 Gmsse _!:I‘_Ge Glusy e
Asp662 I S | | Haptiod m - v
1 "
1, I, & Ill = baglangig l
55 —o—i@
_._? .n\l.p{\'Sl ﬁ ,—O—‘%EL I HU—O . Q./ . G_Cf‘ﬂﬁl
0 |_C_G? e 8 ,L i E ) d
ﬁ - - Glusgy  =H—0- _j 4y
{ P Glusse
e H - r—zo—j— .—J;.L Sms62 _._o_j_
Glussy ., Asphti2 o4 7 hepoi2
VIl 5 (L VI v
IV, V, VI, & VIl = polimerizasyon
e W D-Fru
Lt 2 " lariin HO_.—EL{._?]». Ho—@
dekstran 5 I gukaz
AspS51 AspS51 AspS51 g 08
el B el AR g AT
eo—y H/DAH__,?D_L_I — B'O\H HO— L L_
j G mﬁsi.» o_( Clussy —E—oe . _g oy Glussy
o e
Asp62 \O_[[] {._ﬁ‘ Asl-'zlt ) {._? n' Aspht2 Aspbbl o

Vill = aktif bél ukozil&dekstranil L idrolizi Xl =reaksiyon |
gede gl IX 8 X = dekstran ve glukozun hidrolizi ve s e e

ara kompleksi sonlanma basamain
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Sekil 2.5 Dekstran sentezi ve akseptor reaksiyonunun mekasizfRlou et al, 2002]
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Sekil 2.6 Aktif bolgedeki imidazol grubunun etki mekanizmasia (1,6)-glukozidik

bagin olusumu.

Dekstransukrazin aktif bolgesinde, enzinakaticin etkili bir lizin rezidistinin
de yer aldgl yapilan caimalarla gosterilngtir. Bu calsmalarda lizin spesifik reaktif
pyrodoksal 5fosfat ve o-fitalaldehit kullanilngtir [Goyal and Katiyar, 1998].
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2.2.2.2. Oligosakkarit Sentezi (Akseptor Reaksiyoru

Dekstranstikraz dekstran sentezindelkdyaikrozun D-glukoz biriminin mono-
ve oligosakkaritlere transfer olgu ikincil transglikozilasyon reaksiyonlarini da
katalizler. Dekstran sentezine kamlusan bu reaksiyonlar akseptor reaksiyonu
olarak adlandirilir. Akseptor reaksiyonlari dgekilde olgabilir: 1) D-glukoz bir
akseptor monosakkarite ya da oligosakkarite trandi@, 2) D-glukoz, D-glukozil
dallanma noktalari okiurmak lizere dekstran zincirine transfer olur, 3pl0koz
kicuk olasilikla suya transfer olur ve siikroz hiidrolur, 4) Dekstran zinciri suya ya
da bir akseptor sakkarite (glukoz, fruktoz, maly@zda izomaltoz) transfer olur ve
aktif bolgeden dekstran birakilir, polimerizasyamlanir [Robyt et al, 2008K€kil
2.5).

Sukrozla birlikte, orrign maltoz gibisekerler kullanildginda, dekstranstkraz
yuksek molekdl girlikli dekstran olgturmak yerine oligosakkaritler sentezlemeye
baslar [Paul,1986]. Sukrozun glukozil birimleri dekatr olyturmaz, akseptor adi
verilen sekerlerin serbest hidroksil grubuna transfer oMekanizma c¢akmalari
akseptortin kovalent dekstran zinciri ya da enziakgiil ara Grininu, glukoz ya da
dekstran arasinda kovalentgbalusturarak aktif bolgeden ayirgini géstermektedir.
Akseptor aktif bolgeden dekstrani uzakladigi zaman dekstran zincirinin

polimerizasyonu sonlanir [Robyt and Eklund, 1983].

Bir cok aksepttgeker reaksiyon hizlarina, oligosakkarit gilirma etkilerine
gore siniflandiriimgtir [Robyt and Eklund, 1983]. Akseptorler, maltoz momaltoz
gibi kuvvetli akseptorler ve fruktoz gibi zayif aorler olmak tzere iki bélime
ayrilirlar. Kuvvetli akseptorler dekstran sentezinhibe ederken reaksiyon hizini
artirici etki gostererek akseptor dranlerinistlmurlar. Zayif akseptorler ise dekstran
olusumunu kismen inhibe ederler, akseptor Granlerirenimei disuktir. Akseptor
olarak glukoz, metil 1-Q+D-glukopiranozid, maltoz ya da izomaltoz kullamgd
zaman, sulkrozun glukoz birimi monosakkaritin C-6 @idbuna ya da disakkaritin
indirgen olmayan ucundaki glukozun 6-OH grubunagfar olur. Boylece bir dizi
izomaltodekstrinler olgur [Daum and Buchholz, 2002], [Fernandes and Radsdg
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2006]. Zayif bir akseptor olan fruktoz kullangchda liikroz olgur. Glukan sentez
reaksiyonunun sonsamasinda, fruktoz konsantrasyonu yuksek gildaa [Ukroz

sentezi meydana gelir. Sikroz ve fruktoz gnda IGkroz Uretim prosesi
gelistirilmi stir [Buchholz et al, 1998].
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2.3. Dekstransiikraz'inimmobilizasyonu

Dekstransukrazin immobilizasyonu icinsgé&k metodlar denenmive alginatla
immobilizasyon en iyi metod olarak bulungtur [Tanriseven and Fan, 2002],
[Reischwitz et al, 1995]. Bu metod yalniz oligosalk Uretimi icin uygun olup
yuksek molekdl girhikli dekstran polimerlerinin sentezi icin kulldmmaz. Alginat
bead veya fiberlerinin igcinde olan dekstran ¢ozeltiye gecemez ve bir stire sonra
bead ve fiberler bozulur. sagida verilen tabloda dekstransikraz igin kullanilan

metodlar 6zetlenngiir.

Tablo 2.1 Dekstranstikrazin immobilizasyon metodlari.

Immobilizasyon

Immobilizasyon metodu o Uriin Referans
verimi (%)
Eupergit C (epoksi grubunga Oligosakkarit
Perg (ep g 9.0 g [Segura et al, 2004]
kovalent bglanma) /Dekstran
Glutaraldehit aktive edilni 42 Oligosakkarit [Monsan and Lopez,
aminosilica ' /Dekstran 1981]

Glutaraldehit aktive edilmi 13.0 (iki guin icinde Oligosakkarit
[Alcalde et al,1999]

aminosilica %83 aktivite kaybetti) /Dekstran
Glutaraldehit aktive edilmi 196 Oligosakkarit [Kaboli and Reilly,
aminosilica ' /Dekstran 1980]
) ) | [Tanriseven and Ogan,
Entrapment (alginat) 90.0 Oligosakkari
2002]
Entrapment (alginat) 84.0 Oligosakkari [Reischwvétal, 1995]
) . 80.6 (4 saatte
Adsorpsiyon (fenoxyasetil o
aktivitenin %89'u Dekstran [Chang et al, 1981]

selliloz
) kaybedildi)
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Tablo 2.1 den goruld@l gibi bu enzimin dekstran sentezinde kullanilaiste
bir immobilizasyon bgarili bir sekilde yapilamanstir. Serbest dekstransukraz ve
dekstranazin birlikte kullanimiyla ilgili bazi cghalar mevcuttur [Goulas et al,
2004], [Paul et al, 1989]. Polonyali stiamacilar dekstransiikrazi alginat bead’leri
icinde immobilize ederek serbest dekstranazlakiterlsiikrozdan glukooligosakkarit
dretiminde kullannglardir [Kubiket al, 2004]. Herbiri 24 saat sureraksiyonlar
sonunda bdangicta sikrozun %90'1 Urtinlere d@idiken 6. reaksiyon sonunda bu

oran %60’a dimektedir.

2.4. Kalsiyum Alginat

Alginat kahverengi deniz yosunlarindan @iphyceae, aca Laminaria
hyperborea) elde edilar(1-4)-L-gluronik asit (G) ve3(1-4)-D-mannuronik asit (M)
birimlerinden olgmus lineer bir polisakkarittir (Mw 10-600 kDa). Algiha
polimerinin kimyasal yapisgekil 2.7 de gorulmektedir. Alginat polimerinde boan
G ve M monomerlerinin orani ve dizili alginatin elde edilgi kaynga gore
desismektedir. Alginatlar sulu ¢ozeltilerde Cagibi iki degerlikli katyonlarla iyonik
baglanma yaparak jel olgururlar. Jel olgumu farkl alginat zincirlerindeki G lerin
karboksil gruplari ile C% iyonlari arasindaki lianma sonucu gercekie

Alginat ile enzimler farkh metodlarla immitibe edilebilir. Enzim alginat
cOzeltisiyle kamtirilarak kalsiyum Kklorir c¢ozeltisine damlatganda kalsiyum
alginat bead’leri olgur. Enzim kalsiyum klorir cozeltisi ile katirilarak alginat
cOzeltisine damlatilginda ise kalsiyum alginat kapsulleri @lw. Enzim-alginat-
gliserol kargimi kalsiyum klorir c¢ozeltisine bigiringa ile iplik seklinde enjekte
edildiginde ise kalsiyum alginat fiberleri aglur. Olisan bead, fiber ve kapsulin
g6zenek buyuklgl, alginat ve kalsiyum klorir c¢ozeltisinin dgniine bahdir.
Molekul ggirhgr 300 kDa olan proteinler bile alginat jellerindeacabilmektedir. Bu

durumu Onlemek icgin proteini caprazghema, bead’leri film tabakasi ile kaplama ya
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da bead ve fiberleri kurutarak gozenekleri kugulty@ntemleri uygulanabilir.
Enzimler alginat polimerine karbodiimid kullanil&r&ovalent olarak b#lanabilir.

Koloidal slika yardimiyla alginat bead’leri@amlastirilabilir.

coor
o
O OH OH
coor
o o ‘R
HO HO

beta-D-mannuronat (M) alfa-L-guluronat (G)
‘ooc OH )
\ “00C ooc
(¢}
0 OH J o QoH Ia\ / OH
/ o] \
o \ OH OoH o o
o) ‘00C \
OH ‘00c OH
G G M M G

‘00C

Sekil 2.7 Alginat’in yapisi ve kalsiyum iyonuyla etkgeni.
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2.5.1zomaltoz

izomaltoz (6-Oe-D-glukopiranozil-D-glukoz),a-1,6-glikozidik balarla bagli
iki glukoz molekulinden okan bir disakkarittir $ekil 2.8). Kalori dgeri sikrozun
(3.94 kcallg) %50 si kadardir ve viskozitesi maltaz diguktir. Sreptococcus
mutans ile sikrozdan glukan ofumunu oOnleyen der seker alkolleri ve sikroz
izomerleri gibi d§ plagini 6nleme 6zelfii vardir. izomaltoz, panoz, izomaltotrioz,
izomaltotetraoz gibi en az bi-1,6-glikozidik ba& iceren izomalto-oligosakkarit

grubunun bir Gyesidir [Harrion, 2007].

HO
T~CH,
o)
OH
OH 0
OH S,
o)
HO
OH OH
OH

Sekil 2.8 izomaltozun molekiil yapisi

Izomaltooligosakkaritlerin insanlarda ve hayvanlardanliik beslenmedeki
onemi ve sglik tzerine faydali etkileri oldgu bilinmektedir. Dglik monosakkarit
konsantrasyonlu oligo ve disakkagtiruplari, tatlandiricilar ve lifli gidalar gibi
bircok gida uygulamalarinda glik kalorili gida katkisi olarak kullaniimaktadiritS

aranleri, dondurmalar, cikolatalar, biskiviler, meykarsimlari ve ila¢ preparatlari
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en cok kullanildiklari yerlerdir. Biilk monosakkarit iceriklerinden dolay sdi
curiimesine neden olmazldzomaltoz sekerlemeler, meyve ve sebze sulari gibi gida
endustrisinde kullanim alaninin yaninda, hayvaralgrihda, kozmetikte ve ilag
alaninda kullaniimaktadir. bastanin hidrolizi ve glukoz iceresuruplarin eldesinde
kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar sirasinda elddlire Henliz endustriyel
proseslerle disakkaritlerce zenggtlelmis driin olarak elde edilmesi mumkin
degildir. Izomaltozu ayrica dekstransiikraz ve dekstranazin imatik

reaksiyonlariyla elde etmek mumkunddr.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Enzim

Dekstransukraz, Prof.Dr.John F Robyt (lowaté& University, Ames, |IA USA)
tarafindan sglanan ([euconostoc mesenteroides B-512 FMC-13 Glc) sglar
kullanilarak dretildi.

Dekstranaz 50L Novozyme tarafindan hediyddiedEnzimin aktivitesi 63
[U/ml" dir. 1 1U: Molekul agirligi 5000 Da olan %2 w/v’ lik dekstran ¢ozeltisinden
30°C de, pH 5.4 de, 1 dakikada 1pmol izomaltookdksarit (izomaltoz ve

izomaltotrioz) olgturan enzim miktaridir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Kalsiyum asetat, potasyum dihidrojen fos&tkroz, glukoz, fruktozg-naftol,
sulfurik asit, etanol, asetonitril, nitrometan, tiseasit, hidroklorik asit, dinitro
salisilik asit, magnezyum sulfaspdyum klorar, kalsiyum klortir, mangan stilfat,
demir sulfat, MRS Broth ve agar, yeast extractt@epcozinir rasta, polietilen
glikol 2000, coomassie brillant blue ve histidin mabidroklorit Merck’den, Sodyum
alginat (medium viscosity) ve laktoz, maltoz, gatek dietil pirokarbonat, bovin
serum albumin Sigma’dan ve TLC tabakalar ise Whatdan (New York, USA)
satin alindi. Eupergit C Roehm GmbH&Co. KG (Darrdst@lmanya) tarafindan
hediye edildi.



3.1.3. Arag ve Gerecler

Tablo 3.1Deneylerde kullanilan arag ve gerecler
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Arac/Gereg Marka Model

TLC-Densitometre Bio-Rad (Kaliforniya, ABD) GS 670

UV-Spektrofotometre Shimadzu (Kyoto, Japonya UV 3600

Mikroplate Reader Bio-Rad (Kalifoniya, ABD) 3550-UV

Manyetik Karstirici Heidolph (Schwabach, MR 3004
Almanya)

Su Banyosu Gesselschaft Fur Labortechnik 1086

(Burladingen, Almanya)

Inkubatér Calkalayicl New Brunswick Scientific, Excella E25
Amerika

Hassas Terazi Sartorius (Goetingen, BA 110S
Almanya

TLC-plate 1siticisi Camag (Muttenzisvicre) Ceran

pH-metre Ino-Lab (Kladno, Cek pH 730

Cumbhuriyeti)

Santrif(j Beckman Coulter, Amerika Allegra 64R

Mikro siringa Hamilton (Bonaduziscicre) 7105

Otomatik pipet Eppendorf (Hamburg, 20ul, 200ul ve
Almanya) 1000pl
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3.2. Metod

3.2.1. Dekstransiikraz Uretimi

MutantLeuconostoc mesenteroides B-512 FMC-13Glc sgu glukoz ve sukroz

besiyerlerinde gagida gdsterilen prosedur kullanilarakgedtildi [Kitaoka, 1998].

1. Liyofilize materyal 2ml siikroz besiyerine alinar&8(C’de mikroaerofilik
kosullarda 15-24 saat inktbe edilir.

2. Inkiibasyon siiresince lreyen kiiltiirden 0.2ml alin@raksiikroz besiyerine
aktarilir ve ayni kgullarda inkibasyona birakilir.

3. Sikroz besiyerinde Uretmgamnasindan sonra bu kiltirden 0.2ml alinip 2 ml
glukoza (MRS broth) aktarilir ve ayni ¢dlarda inkiibasyona birakilir. Bu
islem bir kere daha tekrarlanir.

Laboratuvarda liyofilize slarin  canlandinima ve @altma glemi
tamamlandiktan sonra yatik MRS agara ekim yapilataklanmasi sgandi ve
+4C'ye vyerlatirildi. Her iki ayda bir besiyeri yenilendi. -80°Gtazu, %80 lik
gliserol (500 pl)e MRS broth da buyldyen kalturd€s00 ul) ilave edilerek
hazirland.

Dekstransukraz Uretiminde 6nce kultir hacmtirmak icin MRS broth da taze
kaltar, stoklardan ekim yapilarak (2 ml) hazirlanBide edilen 2ml kdltar 18 ml
glukoz besiyerine aktarildi. Bu c¢ghalar sirasinda bakteri kultir hacminin son
hacmin %10’u olmasina dikkat edildi. Daha sonragkinaada 20 ml'lik kultirden 10
ml alinip 90ml glukoz besiyerine aktarildnkiibasyonslemleri 30°C de 15-24 saat
sureyle 150 rpm de katirilarak yapildi. Dekstranstikraz enzimini elde ebieek
icin, 100 ml bakteri kalturd, 900 ml sukroz besiperaktarildi 15 saat inkiibe edildi
(30°C, 150 rpm). Sonra besi ortami santriflj eékef10000xg, 15 dakika, 4°C)

hicreler uzakiginldi. Enzim konsantrasyonu polietilen glikol (BE 2000)
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cOzeltisine kan dializ yapilarak gercekdérildi. Kullanilan besiyeri ortamlarinin
kimyasal icerikleri Tablo 3.2 de yer almaktadir.

Tablo 3.2Kullanilan besi ortamlarinin kimyasal icerikleri

Kimyasal (g/l) Glukoz Siikroz MRS MRS
Medyum Medyum Agar Broth
Glukoz 18.80 - 20.0 20.0
Siukroz - 25.00 - -
Bactopeptone 4.20 4.20 10.0 10.0
Yeast Extract 4.20 4.20 4.0 4.0
Meat Extract - - 8.0 8.0
Tween 80 - - 1.0 1.0
D_|-am0nyumh|dr01en 20 20
sitrat
Sodyum asetat - - 5.0 5.0
K,HPO, 20.00 16.70 2.0 2.0
MgSO, 0.17 0.17 0.2 0.2
NaCl 0.008 0.008 - -
FeS0O,-7H,0 0.008 0.008 - -
MnSQO,-2H,0 0.008 0.008 0.04 0.04
CaCl,-2H,0 0.010 0.010 - -
Agar-Agar - - 14.00

3.2.1.1 DekstransiUkrazin Aktivite Tayini

Dekstransukraz (0.5 ml), kalsiyum asetatpam cozeltisi (25 mM, pH 5.4)
kullanilarak hazirlanan sikroz (300 mM, 10 ml) egecozeltide 25°C de 30 dakika
500 rpm hizda kagtirilarak reaksiyon gercektrildi. Reaksiyon sonunda alinan
numune (300 ul), saf suya (700 pl) ilave edilerék dakika slre kaynatildi.
Reaksiyonda okan fruktoz miktari DNS (3,5 -dinitrosalisilik asithdirgen seker
tayini metodu ile analiz edildi. Aktivite 234 UAmbir unit (U) dekstransukraz
aktivitesi; yukarida belirtilenartlar altinda, dakikada 1pmol fruktoz guran enzim
miktari olarak belirlendi.
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3.2.2. Kantitatif Protein Tayini

Protein tayini, bovin serum albumin standalarak kullanilarak Bradford
Metodu ile yapildi [Bradford, 1976].

3.2.3. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)-Densitometre ile
Kantitatif Karbohidrat Tayini

Standart ¢ozelti ve drneklerden Hamilton nmkinga ile alinan érnekler (1 pl),
TLC tabaka (Whatman K5 Slika) tizerine damlatildi keeutuldu. Once (¢ kere,
nitrometan/su/1-propanol (2/3/5 viv) ¢ozelti sistalm TLC tabakanin dgte ikisine
kadar, sonra 3 kere tabakanin tamami asetonit{@s(1L5 v/v) sistemi ile yurutulda.
Karbonhidratlarin gérinurfiini sglamak icin TLC plakasi %5 sulfirik asit ve %
0.5 a-naftol iceren etanol c¢otzeltisine daldinlip 110" °d@: 10 dakika hot plate
Uzerinde 1sitildi. Karbonhidratlarin kantitatif #imaTLC densitometre (Bio-Rad GS-
670) kullanilarak yapildi [Grozs et al, 1989], [Robt al, 1994].

3.2.4. Dinitrosalisilik Asit (DNS) Metodu ile Kantitatif Karbonhidrat
Tayini

Standart ¢ozelti ve 6rneklerden alinan nustem(100 pl) ve DNS ¢ozeltisi (100
pl) karstirilir ve 100°C de 5 dakika isitilir. Soduktan sonra saf su ile 1 ml'ye
tamamlanir ve 575 nm de spektrofotometrik olaragodbans olculir. 200 ml DNS
cOzeltisinde; 1.6 g NaOH, 1.0 g 3,5-dinitrosalksidisit, 30.0 g KNa-tartarat, 0.2 g
fenol ve 50 mg sodyum karbonat bulunmaktadir [MjllE959].
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3.2.5. Birlikte-immobilize  Dekstransikraz ve  Dekstanaz

Kullanarak izomaltooligosakkarit Uretimi

Eupergit C Uzerine immobilize edignblan dekstranaz enzimi ve serbest
dekstransiikraz, alginat (bead, fiber ve kapsullakakak birlikte immobilize edildi.
Dekstranstikraz’in alginat bead, fiber ve kapsiigen ¢ozeltiye gegcmesini 6nlemek
ve kararlilgint artirmak amaciyla enzim immobilizasyondan Orsigroz ile
muamele edildi. Boéylece ajan dekstran, enzimin alginat polimerinin

gozeneklerinden kagmasini engeller.

3.2.5.1. Dekstranaziimmobilizasyonu

Dekstranaz (100 pl) fosfat tampon ¢ozeldisifs ml, 1 M, pH 5.3) Eupergit C
(200 mg) ile 150 rpm, 25°C de 24 saat calkalananmaknobilize edildi.
Immobilizasyondan sonra Eupergit C beadleri stuzultosfat tampon ¢ozeltisi (10
ml, 0.1 M, pH 5.3) ve saf suyla (10 ml) yikanbiinmobilizasyon verimi %90 [Aslan
and Tanriseven, 2007].

3.2.5.2. Dekstransikraz ve Dekstranazin Alginat Kagillerde

Birlikte- Immobilizasyonu

Dekstransukraz (2 ml, 32.4 IU) ve Eupergitigerine immobilize dekstranaz
(200 mg) ya da serbest dekstranaz (0.1 ml, 6.3 higasta (2.0 g), Cagl(0.1 g),
kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisi (3 ml, 25 mM, pH)Zkarstirildi ve siringa ile
karsmakta olan Na-Alginat cozeltisine [100 ml %1 (w/Wlamlatildi. Olgan
kapsuller tampon c¢o6zeltide (200 ml) yikandiktanraoGaC} ¢ozeltisinde [100 ml,
%1 (w/v)] yarim saat bekletildi. Alginat kapsullkallanilana kadar kalsiyum asetat
tampon c¢ozeltisinde (25 mM, pH 5.4) buzdolabind&C§4saklandi. Kapsullerin

ortalama capi 4.48 mm ve duvar kalgnlo.14 mm.
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3.2.5.3. Dekstransukraz ve Dekstranazin Alginat Bel'lerde

Birlikte- immobilizasyonu

Dekstransukraz (2 ml, 32.4 IU) ve Eupergitigerine immobilize dekstranaz
(200 mg), Na-Alginat cotzeltisiyle [8 ml, %2 (w/vRarstirildi ve kargsim bir
siringayla kalsiyum asetat tampon cozeltisiyle (281,npH 5.4) hazirlanan Cagl
(100 ml, %2 wl/v) ¢oOzeltisine damlatilarak ortalagepr 3.54 mm olan bead’ler
olusturuldu. Bead’ler bu ¢ozeltide 1 saat bekletildiksonra kalsiyum asetat tampon
cOzeltisiyle (100 ml, 25 mM, pH 5.4) yikandi ve lamilana kadar ayni tampon
cOzeltide buzdolabinda (4°C) bekletildi.

3.2.5.4. Dekstranstikraz ve Dekstranazin Alginat Figrlerde Birlikte-

Immobilizasyonu

Dekstransukraz (2 ml, 32.41U), Eupergit @rilze immobilize dekstranaz (200
mg), Na-Alginat (0.25 g), Na-asetat tampon ¢ozellsml, 25 mM, pH 5.4) ve
gliserol (4 ml) kullanarak hazirlanan kam bir siringa yardimiyla kalsiyum asetat
tampon ¢ozeltisiyle (25 mM, pH 5.4) hazirlanan kais klortr [100 ml, %2 (w/v)]
cOzeltisine ilave edilerek alginat fiberler giuruldu (4.3 g, ortalama ¢ap:1.74 mm)
ve fiber olyumu stresince ¢ozelti katriimadi. Fiberler 1 saat bekletildikten sonra
kalsiyum asetat tampon c¢otzeltisiyle (100 ml, 25 npi, 5.4) yikandi ve bir makas
ile kiicik parcalara (0.5 cm) kesildi. Kullanilanadir ayni tampon ¢ozelti icinde
buzdolabinda (4°C) saklandi.

3.2.5.5. Dekstransiikrazin Alginat Fiberlerdeilmmobilizasyonu

Dekstransukraz (2 ml, 32.4 IU) daha onceinflapan cakmadaki sartlarla
immobilize edildi [Tanriseven and Ban, 2002]. Fiberler kucuk parcalara kesildi
(0.9 cm, 4.49 g, ortalama ¢ap:2.00 mm) ve kullaralkadar kalsiyum asetat tampon
cozeltisinde (25 mM, pH 5.4) buzdolabinda (4°C)lzadi.
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3.2.5.6. Dekstranazn Aktivite Tayini

Kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisinde (10 2B, mM, pH 5.4) hazirlanan
dekstran (MW:5000 Da, %2 w/v), serbest ya da imiimebidekstranaz ile 200 rpm
hizda su banyosunda (25°C) 1 saat slreyle muantdidi. eReaksiyon sonunda
alinan numune (200 ul), saf suya (800 pl) ilaveldedve enzim aktivitesini
durdurmak icin 10 dakika sure ile kaynatildi. Reyasda olgan izomaltoz ve
izomaltotrioz miktari TLC metodu kullanilarak tayedildi. Aktivite 63 1U/ml, 1 1U:
Molekul agirligi 5000 Da olan %2 w/v’ lik dekstran ¢ozeltisindedfG de, pH 5.4
de, 1 dakikada 1pmol izomaltooligosakkarit (izomalve izomaltotrioz) olgturan

enzim miktari olarak tanimlandi.

3.2.5.7. Dekstransikrazin Aktivite Tayini

Serbest dekstransiikraz (2 ml), kalsiyumaagatmpon ¢ozeltisi (25 mM, pH 5.4)
kullanilarak hazirlanan sikroz (300 mM) ve gluk@®@@ mM) seker kargimini
iceren ¢ozeltide (20 ml), 25°C de 30 dakika 500 tmzda kagtirilarak reaksiyon
gerceklatirildi. Reaksiyon sonunda alinan numune (300 sdf, suya (700 pl) ilave
edilerek 10 dakika kaynatildi. Reaksiyondasahu fruktoz, TLC metodu ile tayin
edildi. Enzim aktivitesi 16.2 IU/ml. 1 [U: sukroZB@0 mM)+glukoz (300 mM)
cOzeltisinden 25°C de, pH 5.4 de, 1 dakikada 1pmé&toz olusturan enzim miktari

olarak tanimlandi.

3.2.5.8. Dekstransikraz-Dekstranaz Aktivite Tayini

Serbest veya birlikte immobilize dekstramsizkve dekstranaz, kalsiyum asetat
tampon c¢ozeltisi (25 mM, pH 5.4) kullanarak handa sikroz ¢ozeltisiyle (20 ml,
300 mM) manyetik kastiricida, 25°C’de 30 dakika 500 rpm hizda muaméeliidie
Reaksiyon sonunda alinan numune (300 pul), saf 618@ pl) ilave edildi ve enzim
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aktivitesini durdurmak icin 10 dakika sire ile kaydi. Reaksiyonda ofan fruktoz
ve oligosakkaritler (izomaltoz ve izomaltotriozyita edildi.

3.2.5.9. Dekstransukrazin Aktivitesine Dekstranaziretkisi

Dekstranaz enziminin dekstranstkraz Uzerohen etkisi; kalsiyum asetat
tampon c¢ozeltisi (7.9 ml, 25 mM, pH 5.4) icerisindiekstranstikraz (2 ml, 32.4 1U)
ve dekstranaz (0.1 ml, 6.3 1U) enzimleri 25°C dkkliasurelerde (0, 2 ve 4 saat)
muamele edilerek test edildi. Stre sonlarinda dekstikraz aktivitesi belirlendi.

3.2.5.10. Alginat Matrislerden (kapsil, bead ve fibrler)

Dekstranazin Kacsi

Dekstranaz (0.1 ml, 6.3 IU) alginat kapskitad ve fiberlerde daha o6nce
yukarida anlatilan yéntemlerle immobilize edildigkat matrisler (kapsul, bead ve
fiberler) kalsiyum asetat tampon ¢6zeltisinde (29,mpH 5.4, 20 ml) 500 rpm hizda
3 saat sureyle katirlldi ve matrisler filtre edildi. Kacan dekstranaktivitesi

filtratta belirlendi.

3.2.5.11. Alginat Kapsdullerde Dekstransikrazin Aktvitesine

Nisastanin Etkisi

Birlikte-immobilizasyon prosesinde sastanin dekstranstkraz Uzerindeki
etkisini belirlemek icin, dekstransikraz ve Euperd (zerine immobilize
dekstranazin birlikte immobilizasyonu sirasinda skdler hazirlanirken, viskozite
arttirici olarak rgasta yerine maltoz kullanildi. Dekstransikraz (2 38.4 1U) ve
Eupergit C lzerine immobilize dekstranaz (200 nmggtoz (4.0 g), CaGl(0.1g),
kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisi (3 ml, 25 mM, pH)Zkarstirildi ve siringa ile
karsmakta olan Na-Alginat cozeltisine [100 ml %1 (w/\Wlamlatildi. Olgan
kapsiller saf su ile (200 ml) yikandiktan sonra G&Gzeltisinde [100 ml, %1 (w/v)]
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yarim saat bekletildi ve sonra kapstiller, kalsiyasetat tampon c¢ozeltisi ile (50
mix8, 25 mM, pH 5.4) maltozu uzaktamak icin yikandi.

3.2.5.12. Birlikte-immobilize Enzimlerin Kullanim ve Saklama

Kararlili g1

Kullanim kararliigl, birlikte-immobilize enzimler kalsiyum asetat tpom
cozeltisinde (25 mM, pH 5.4) hazirlanan sukroz 4&ag%10 w/v) ile 25°C de 3
saat sure ile ve ard arda 20 kez reaksiyon yapilkest edildi. Saklama kararil

testi, 30 guin boyunca, iki giinde bir yapilan regdasia gerceklgirildi.

3.2.5.13. Birlikte-immobilize Enzimler Kullanarak

Izomaltooligosakkarit Uretimi

Alginat kapsullerde birlikte-immobilize deksstkraz ve dekstranaz ve
kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisinde (25mM, pH &airlanan sukroz ¢ozeltileri ile
[15 ml, (%5, 10, 20 ve 40 (w/v)] reaksiyon yapildarkli sirelerde (1-12 saat) alinan
orneklerdeki (0.1 ml) Grtnler analiz edildi. Stkrgazeltileri [%5, 10 ve 20 (w/V)]
kullanarak elde edilen reaksiyon kamlarina (10 ml) suikroz (sirasiyla 4, 3 ve 2Q)
ilave edildi ve alginat fiberlerde immobilize dekststkraz (4.49q) ile 25°C de 12
saat muamele edildi. TLC analizi sikrozun tamamimkseptér Urlnlerine

donistiglini gosterdi.

3.2.6. Birlikte-immobilize Dekstransukraz ve Dekstanaz

Kullanarak izomaltoz Uretimi

izomaltoz eldesi, alginat kapsiillerde birlikte-imritide sistem ve farkli
konsantrasyonlarda suikroz (150, 300 ve 600 mMkalebine edilen glukoz (150,
300 ve 600 mM) cozeltileriyle reaksiyon yapilaralergeklatirildi. Sikroz

tuketildikten sonra izomaltotriozun veger oligosakkaritlerin izomaltoza dogriiesi
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icin karsim immobilize dekstranaz ile muamele edildi. Rewdsi kargiminda
bulunan fruktoz ve glukoz ise son basamakta imnmeebinaya kullanarak tuketildi.

Boylece kagimda izomaltoz yiksek saflikla elde edildi.

3.2.6.1. Ekmek Mayasinin $accharomyces cerevisiae) Alginat

Bead’lerinde Immobilizasyonu

Ekmek mayasi (0.3 g), Na-Alginat ¢cozeltld [mL, % 2 (w/v)] ile kagtirildi ve
karisim  bir sirlngayla Ca-asetat tampon c¢ozeltisiyle (100 mL,i28l, pH 5.4)
hazirlanan CaGl(%2 w/v) ¢cozeltisine damlatilarak bead’ler gliruldu. Bead’ler bu
cOzeltide 1 saat bekletildikten sonra Ca-asetaptam ¢ozeltisiyle (25 mM, pH 5.4)
yikandi ve kullanilana kadar ayni tampon ¢ozeltidedolabinda (4°C) saklandi.

3.2.6.2. Birlikte-immobilize Dekstransiikraz ve Dekganaz ile

Izomaltoz Eldesi

Dekstranstikraz ve dekstranaz enzimlerinirrlikt@-immobilizasyonu ve
dekstranaz enziminin Eupergit C Uzerine immobilypemi daha 6nce bolim 3.2.5.1

ve 3.2.5.2 de anlatilan metodla yapildi.

Alginat kapsdullerde birlikte-immobilize dekansikraz-dekstranaz, kalsiyum
asetat tampon coOzeltisinde (25 mM, pH 5.4) hazama ve farkl
konsantrasyonlardaki siikroz (150, 300 ve 600 m®kdmbine edilen glukoz (150,
300 ve 600 mM) cozeltileriyle 25°C de manyetik kancida kargtirilarak (500
rpm) reaksiyon gercekjarildi. Cozeltilerde sukroz tamamen tiketildiktesonra
cOzeltiden kapsduller filtre edilerek uzaytiauldr ve kargimlara Eupergit C de
immobilize dekstranaz (600 mg) ilave edilerek réaksa devam edildi. Farkli
surelerde (1-13 saat) alinan orneklerdeki izomakez izomaltotrioz miktarlari
hesaplandi. Daha sonra kamdan immobilize dekstranaz filtre edilerek
uzaklgtinldi ve immobilize maya ilave edilerek fruktoz \glukoz tiketilene kadar

(4 saat) 35°C de muamele edildi.
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3.2.7. Dietilpirokarbonat (DEP) ile Dekstransiikrazn Modifikasyonu

Dietilpirokarbonat (DEP) ile alginat beadde immobilize dekstransikraz
modifiye edilerek, enzimin dekstran tretimi durddw Modifikasyon sirasinda bazi
karbohidratlarin, 6zellikle maltozun enzimi koruyuetkisi gozlendi ve modifiye
enzimle oligosakkarit elde edildi.

3.2.7.1. Dietilpirokarbonat (DEP) Stok COzeltisinin

Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Yapilan catmada dietilpirokarbonat stok c¢ozeltisinin konsasynu, asetat
tampon c¢ozeltisinde (50 mM, pH 6.0) hazirlanan idiist monohidroklorid
monohidrat ¢ozeltisine (3 ml, 10 mM) ilave edilerkii miktarlarda DEP ¢o6zeltisi
[2, 3, 5, 10, 20, 30 ve 50 pl (1:10 etanolle seyneis)] ile olusan karbetoksi
trevinin 240 nm de absorbans gstia belirlendi. Maksimum absorbans artlO pl
DEP c¢ozeltisi ilave edilginde gozlendi. Daha sonra DEP ilavelerinde maksimum
absorbans deri sabit kaldi. Yapilan hesaplamalar sonucu DEK gbzeltisinin

konsantrasyonu 5.12 M olarak hesaplandi.

3.2.7.2. Dietilpirokarbonat (DEP) ile Serbest Deksansikrazin
Modifikasyonu

Dekstransukraz (0.3-0.6 mg/mL, 24 1U/ml)rkfa konsantrasyonlarda DEP
cOzeltisi (102, 51.0, 25.5, 15.0 ve 5.0 mM) iceld,PO, tampon c¢ozeltisi (100
mM, pH 6.0) kantirilarak (25°C) farkli surelerde (2, 4, 6, 8, 1®12. dakika) alinan
ornekler (0.4 ml), KHPO, tampon ¢ozeltisinde (20mM, pH 6.0) hazirlapmistidin
cOzeltisine (100 mM, 3.6 ml) ilave edilerek reaksiydurduruldu. Aktivite tayini igin
alinan ornekler stikroz c¢ozeltisine (4mL, %20 whave edilerek 4 saat reaksiyon

gerceklatirildi. Reaksiyonun sonunda alinan numuneler (400 saf suya (600 pl)
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ilave edildi ve enzim aktivitesini durdurmak icirD ldakika sure ile kaynatildi.
Reaksiyonda okan fruktoz DNS metodu ile tayin edildi.

3.2.7.3. DEP-Modifiye Dekstransikrazin Hidroksilamn ile Tekrar

Aktivasyonu

Dekstransukraz (1.33 mL,24 IU/ml), DEP ctigel[5, 15 ve 25.5 mM] ve
KH2,PO, tampon ¢ozeltisi (toplam hacim 5 ml, 100 mM pH)&@rstirilarak (25°C)
12. dakika sonunda herbirinden alinan iki 6rnels (hl), her biri KHPQO, tampon
cOzeltisinde hazirlanmi(20 mM, pH 6.0) histidin ¢ozeltisine (100 mM, 131)
ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Bu iki drnekteiri Gzerine KHPQO, tampon
cOzeltisinde (15 mL,100 mM) hazirlargrhidroksilamin ¢ozeltisi (200 mM, pH
7.0) ilave edilerek 4 saat siureyle (4°C) #amidi. Hidroksiaminin fazlasi asetat
buffer’a (25 mm , pH 5.4) kar 20 saat 4°C de dializ edilerek uzakiald!.

3.2.7.4. Dietilpirokarbonat (DEP) ile Immobilize Dekstransiikraz’in

Modifikasyonu

3.2.7.4.1immobilize Dekstransiikraz Bead'lerinin Hazirlanmasi

Dekstransukraz (2 mL, 48 1U) ve Na-Algindgizeltisi [8 mL, %2 (w/Vv)] ile
karistirildi ve kargim bir siringayla, kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisiyle (ht1Q 25
mM pH 5.4) hazirlanan Cafl (%2 w/v) coOzeltisine damlatilarak bead’ler
olusturuldu. Bead’ ler bu ¢oOzeltide 1 saat bekletildiktsonra bead hazirlamada

kullanilan tampon ¢ozeltiyle yikandi (96 adet bead)



43

3.2.7.4.2immobilize Dekstransiikrazin DEP ile Modifikasyonu

Immobilize dekstransiikraz bead’leri hazirlandi veiltmak 13 ayri gruba
ayrildi. immobilize dekstransiikraz bead’leri, DEP ¢ozeltisdd mM (etanolde
hazirlanmg)] ve kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisi (25 mM, pH)Skarstirilarak
(25°C) farkli strelerde (0-60 dk) muamele edildiir&erin sonunda bead’ ler

tampon ¢ozeltiyle yikandi. Aktivite tayin edildi.

3.2.7.5. DEP-Modifiyelmmobilize Dekstransiikraz Aktivite Tayini

Kalsiyum asetat tampon cozeltisi (25 mM, pkHl) kullanilarak hazirlanan
sukroz (300 mM) ya da sikroz (300 mM)+glukoz (308)miceren c¢ozelti ile
bead’ler calkalayicida 25°C de kgmilarak (1 saat) reaksiyon yapildi. Reaksiyon
sonunda alinan numunelerdeki fruktoz miktari TLGade ile tayin edildi.

3.2.7.6. Immobilize Dekstransiikrazin DEP ile Modifikasyonuna
Akseptorlerin (Maltoz, Stkroz, Glukoz, Laktoz ve Gdaktoz) Etkisi

Immobilize dekstransiikraz bead’leri hazirlandi ve Ihie akseptor icin 5 ayri
gruba ayrildi. Birinci grup bead’ ler akseptorle amele edilmediikinci grup 250
mM akseptor iceren kalsiyum asetat tampon ¢oz€RiSimM, pH 5.4) ile, tglncu
grup 500 mM, dordincu grup 750 mM vesioei grup bead’ ler ise 1000 mM
akseptor iceren kalsiyum asetat tampon cozeltisigtgtinidiktan (15 dakika) sonra
her bir gruba DEP c¢o6zeltisi [102 mM (etanolde Hammg)] ilave edilerek 1 saat
sureyle calkalayicida (150 rpm) ka@mimaya devam edildi. Stre sonunda bead’ ler
kalsiyum asetat tampon ¢oOzeltisiyle (25 mM, pH Syikama ¢ozeltisinde akseptor
bulunmayana kadar (~8x10 mL) yikandi. Cozeltygger tayini TLC metodu ile
yapildi. Aktivite tayini yapilarak akseptoérlerirketine bakildi.
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3.2.7.7. Immobilize Dekstransiikraz'in DEP ile Modifikasyonuna

Akseptdr Karisimlarinin Etkisi

Immobilize dekstransiikraz bead’ leri hazirlandi agilarak 11 git parcaya
bolundu. Birinci grup bead’ ler DEP ile muamelelediyen kontrol grubu (1), ikinci
grup ise akseptdorle muamele edilmeyen kontrol gr@®u yapildi. Dger grup
bead’ler sirasiyla maltoz (1 M), sikroz (1 M), lakt(1 M), galaktoz (1 M), glukoz
(1 M), stkroz (0.5 M)+maltoz (0.5 M), sukroz (0.5Nbktoz (0.5 M), stikroz (0.5
M)+galaktoz (0.5 M) ve siikroz (0.5 M)+glukoz (0.5 Bkseptor kagimlarini iceren
kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisiyle kanldiktan (15 dakika) sonra her bir gruba
DEP c¢ozeltisi [102 mM (etanolde hazirlagjhiilave edilerek 1 saat sureyle
calkalayicida (150 rpm) katirilmaya devam edildi. Sire sonunda bead’ ler
kalsiyum asetat tampon cozeltisiyle (25 mM, pH 5y4Kama c¢ozeltisindgeker
bulunmayana kadar (~8x10 ml) yikandi. Cozeltigder tayini TLC metodu ile
yapildi.immobilize enzimlerin aktivitesine bakilargikerlerin etkisi gorildi.

3.2.7.8. Dietilpirokarbonat (DEP) In Akseptor Urtinlerinin

Olusumuna Etkisi

Immobilize dekstransiikraz bead’leri hazirlandi vgr@oa ayrildi. Birinci grup
bead’ler kontrol beadleri olmak tizere DEP ile mukmedilmedi. ikinci grup
bead’ler, 1 M maltoz iceren kalsiyum asetat tampgizeltisiyle (13,5 ml)
karstirildiktan (20 dakika) sonra DEP c¢ozeltisi [1.5,nmll02 mM (etanolde
hazirlanmg)] ilave edilerek 1 saat sureyle calkalayicida (¥pfh) kargtirilmaya
devam edildi. Stre sonunda bead’ler kalsiyum agatapon c¢ozeltisiyle (25 mM,
pH 5.4) yikandi. Uglincti grup beadler aynsWtarda yalnizca DEP ile mumele
edildi. Akseptor Uriinleri okumu igin, serbest ve immobilize dekstransukrazragik
(80 mM)+glukoz (80 mM) cozeltisi ile reaksiyon yhpive trnler TLC metodu ile

incelendi.
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3.2.7.9. Dietilpyrokarbonat (DEP) ile Immobilize Dekstransiikraz
Modifikasyonunda Modifikasyon Suresinin Akseptor Uriinlerinin

Olusumuna Etkisi

Immobilize dekstransiikraz bead’leri hazirlandi vgrdba ayrildi. Birinci grup
kontrol grubu olmak tGzere DEP ile muamele edilmé&lger grup bead’ler, 1 M
maltoz iceren kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisideskrildiktan (20 dakika) sonra
DEP co6zeltisi [102 mM (etanolde hazirlagjhilave edilerek farkh surelerde (5, 10,
15, 30, 45 ve 60 dakika) calkalayicida (150 rpm)skailmaya devam edildi. Sure
sonunda bead’ ler kalsiyum asetat tampon c¢ozda#igig5 mM, pH 5.4) yikandi.
Akseptor drlnleri olgumu, serbest ve immobilize dekstransikraz sukrd0 (3
mM)+glukoz (300 mM) ¢ozeltisi ile reaksiyon yapike olsan Grinler TLC metodu

ile incelendi.

3.2.8. Dekstransiikraz Ile Ekmek Mayasinin Gaccharomyces

cerevisiae) Birlikte-immobilizasyonu

3.2.8.1. Dekstransikraz Aktivite Tayini

Dekstransuikrazin aktivite tayini, bolim 2.2.de anlatildy sekilde yapildi. Bir
unit (U) dekstransiikraz aktivitesi; belirtilgartlar altinda, dakikada 1pumol fruktoz

olusturan enzim miktari olarak belirlendi.

3.2.8.2. Ekmek Mayasinvertazin Aktivite Tayini

Ekmek mayasi (50 mg), kalsiyum asetat tampon gézéR5 mM, pH 5.4) ile
hazirlanan sikroz (300 mM, 20 ml) iceren ¢oOzeltRE&C de 15 dakika hizda
karstirilarak (500 rpm) reaksiyon gerceddieildi. Reaksiyon sonunda alinan numune
(300 ul), saf suya (700 pl) ilave edilerek 10 daksdre kaynatildi. Reaksiyonda
olusan indirgenseker miktari DNS metodu ile belirlendi. Bir unit \Unvertaz
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aktivitesi; yukarida belirtilenartlar altinda, dakikada 1pmol indirggeker olgturan
maya miktari olarak belirlendi.

3.2.8.3. Dekstransiikraz ve Maya Aktivite Orani Dgisiminin Uriin

Bilesimi Uzerine Etkisi

Dekstransuikraz (DS, 0.3 mg/ml, 16.0 1U/md) maya (M, 2.0 IU/mg) invertaz
enziminin aktive oranlari DS/M: 0.1 ; 0.25 ; 0.%.0 ; 2.0 ; 4.0 ; 8.0 ve 10.0 olacak
sekilde alinarak, kalsiyum asetat tampon c¢ozel#s (MM, pH 5.4) kullanilarak
hazirlanan sikroz ¢ozeltisinde (final konsantrasy0@ mM, 15 ml) 25°C de 1 saat
karstirilarak reaksiyon gerceldérildi. Reaksiyon sonunda alinan numunelerde,

olusan oligosakkaritler TLC metodu ile belirlendi.

3.2.8.4. DEP ile Modifiye Edilen Dekstransikraz veMayanin

Birlikte- immobilizasyonu

Dekstransukraz (2 ml, 32 IU), DEP c¢o6zeltjsi5ml, 102 mM (etanolde
hazirlanmg)] ve kalsiyum asetat tampon cozeltisinde (2.5 28, mM, pH 5.4)
hazirlanan maltoz c¢dzeltisi (final konsantrasyorO@OnM) ile kargtirilarak 30
dakika sure ile muamele edildi. KPIO, ¢Ozeltisinde (pH 6.0,200 mM) hazirlargmi
histidin ¢ozeltisi (1 ml, 1000 mM) ilave edilerekaksiyon durduruldu. Daha sonra
maya (1.6 mg, 3.2 IU) ve Na-Alginat ¢ozeltisi [6,r®b4 (w/v)] ile karstirilldi ve
karisim bir siringayla, kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisiyle (b@1I0 25 mM pH 5.4)
hazirlanan CaGl(%2 w/v) ¢ozeltisine damlatilarak bead lerspluuldu. Bead ler bu
cOzeltide 1 saat bekletildikten sonra bead hazatiarkullanilan tampon c¢ozeltiyle
yikandi (8x10 ml). IMO eldesi, kalsiyum asetat tamg6zeltisi (25 mM, pH 5.4)
kullanilarak hazirlanan sikroz (300 mM) c¢ozeltign(RO0 mL) 25°C de 3 saat
yapildi.
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4. SONUCLAR VE TARTI SMA

4.1. Birlikte-immobilize Dekstransiikraz ve Dekstranaz

Kullanarak Izomaltooligosakkarit Uretimi

4.1.1. Dekstransikraz ve Dekstranaz'in Alginat Kapgl, Bead ve

Fiberlerde immobilizasyonu

Dekstransuikraz ve dekstranaz alginat matdsl birlikte immobilize edilmeden
once,Penicillium lilacinum dekstranaz epoksi fonksiyonel gruplagiyan ticari bir
matriks olan Eupergit C Uzerine %90 verimle kovaletarak immobilize edildi
[Aslan and Tanriseven, 2007]. Dekstranaz, dekstramdroliz ederek
izomaltooligosakkarit Uretir. Enzim literatirde utdraldenhit ile aktive aktive edilen
kitosan [Naby et al, 1999], cam ylzey ve bentdRaddalski et al, 1998], [Madhu and
Prabhu, 1985] gibi farkli metodlar kullanarak damobilize edilmgtir. Dekstrandan
izomaltooligosakkarit Uretiminde enzim karagiliagisindan Eupergit C polimer

beadlerine immobilize dekstranaz daha avantajlidir.

Eupergit C ye kovalent §la dekstranaz ve serbest dekstransikraz alginat
kapsul, bead ve fiberlerde gaauli bir sekilde ko-immobilize edildi§ekil 4.1). En iyi
sonug, alginat kapsiller kullanilarak elde ediBdi7(l). Alginat fiber ve bead’ ler ile
elde edilen immobilizasyon verimleri ise sirayla®ofe %64 tirimmobilizasyon
verimi, birlikte-immobilize dekstransukraz-dekstaam aktivitesinin
immobilizasyonda kullanilan serbest dekstransikielkstranazin aktivitelerine orani
olarak tanimlandi. Fruktoz ve oligosakkaritlerinofinaltoz ve izomaltotrioz) ojum
hizlar arasinda bir korelasyon offluigin aktivite belirlenirken fruktozun ofum

hizi kullanildi.



48

Fibers Capsules

Sekil 4.1 Alginat fiber, kapsil ve bead’lerde birlikte-immtbe dekstranstikraz-

dekstranaz

Birlikte-immobilize enzimler sikrozdan izolligosakkarit Uretimi igin
kullanildi. Immobilize sistemde, dekstransiikraz siikrozu dekstdimistiriirken,
dekstranaz ise ojan dekstrani izomaltooligosakkaritlere hidroliz ed&@psil icinde
birlikte immobilize edilen enzimlerin uzun stre larilabilirligi gosterildi. Ard arda
yapilan yirmi reaksiyonS§ekil 4.2) ve otuz guin suresince her g8ekil 4.3) yapilan
aktivite testlerinde azalmalar olmgdibulundu. immobilizasyon veriminin yiiksek
olmasi ve ayrica birlikte-immobilize enzimlerin wdielerini 30 gin stresince
korumasi gelitirilen bu metodun sikrozdan oligosakkarit Uretideénuzun strel

olarak kullanilabilecgini gostermektedir.
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Sekil 4.2 Birlikte-immobilize dekstransiikraz ve Eupergit C-immobilidekstranazin
kullanim kararlilgi: alginat kapsiil &), bead ¢), fiber (o). immobilize enzimler kalsiyum
asetat tampon ¢oOzeltisinde (25mM, pH 5.4) hazirasiskroz ¢ozeltisiyle (20ml, 300mM)
25°C de 3 saat reaksiyon yapildi ve aktivite betidi.

100 -\%-iifi:l—!—i—i—i—l—!—i—i—i—I—li

e

\§\
cz\ ‘\]
LY )
of RDE °-0-0-3-0-3-0-0-0-00

T d T d
0 5 10 15 20 25 30

Relatif aktivite (%)

\
[
!\i\

Zaman (gun)

Sekil 4.3 Birlikte-immobilize dekstransiikraz ve Eupergit C-immobiligekstranazin
saklama kararlif: alginat kapsul &), bead ¢), fiber (o), maltoz kapstiilf). immobilize
enzimler kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisinde (25mpM 5.4) hazirlanan sikroz ¢ozeltisiyle
(20ml, 300mM) iki guinde bir 25°C de 3 saat reaksiyapildi ve aktivite belirlendi. +4°C de
saklandi.
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Alginat fiber ve bead’lerde birlikte-immdize enzimlerde ise zamana gha
aktivitede azalmalar goruldiSékil 4.2). 30 gun icinde fiberlerde ve beadlerde
aktivitede sirasiyla %74 ve %99 azalma gozleSdkil 4.3). Bu aktivite azalmalari
Eupergit C partikullerinin zamanla alginat fiber bead ylzeylerinden ayrilmasi ve
buna bgli olarak dekstransikrazin acilan shiklardan kagmasiyla ya da
immobilizasyon matrikslerinin yapisini bozan ve iemzeaksiyonlarini inhibe eden
dekstranin matriks icinde birikimiyle aciklanahiliAlginat fiber ve bead’ lerde
zamanla yumgama vesismeler gézlenmesi bu aciklamayi desteklemektediyinak

kapsullerde bdyle bir problem gorilmemektedir.

Literatirde dekstranstikraz ve dekstranaartikte kullanimiyla ilgili bazi
calismalar bulunmaktadir. Serbest dekstransikraz vetdelez birlikte stkrozdan
yuksek miktarda izomaltoz ihtiva eden kikker kargiminin tretiminde kullaniingtir
[Paul et al, 1989]. Bir bka calsmada Polonyali bir grup, glutaraldehitle capraz
baglanan dekstransiikraz alginat beadler iginde immeebiledilerek serbest
dekstranazla birlikte siukrozdan glukooligosakkafitetiminde kullanilmytir.
Yaklasik olarak %38 oraninda bir aktivite verimi elde ledi ve herbiri 24 saat
suren reaksiyonlar sonundaslamgicta sikrozun %90'1 Urtnlere dg@iiken 6.
reaksiyon sonunda bu oran %60 gmhiistiir [Kubik et al, 2004]ingiltere’de yapilan
calismada ise serbest dekstransiikraz ve dekstranaadidiomaltooligosakkarit ve

oligodekstran dretiminde kullanilgtir [Goulas et al, 2004].

Literatiirde dekstransukraz ve dekstranamiikte immobilizasyonuna dair bir
Alman grubun c¢aémasi bulunmaktadilChaetomium erraticum dekstranaz bentonit
Uzerine adsorplandiktan sonra dekstransikrazlaiktbirl alginat beadlerde
izomaltooligosakkarit eldesi icin immobilizasyonrgeklestirilmi s. Fakat tekrarlanan
alti reaksiyon sonunda fangic aktivitenin %25’inden daha az aktivite gostistir
[Erhardt et al, 2006]. Ayni grup tarafindan ko-imoilze enzimler izomaltoz sentezi
icin de kullaniimgtir [Erhardt et al, 2005].
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4.1.2. Dekstranstkrazin Aktivitesine Dekstranazin Eisi

Serbest dekstransikraz ve serbest dekstratginat kapsullerde birlikte
immobilize edildiler.Sekil 4.4 de goruldgi gibi, 11 ginde b#angi¢ aktivitesinin
yalnizca %35'i kalmgtir. Aktivitedeki azalma, serbest dekstranazin k#dpslen
kacmasi ve dekstransukrazgbdulunan dekstranin dekstranaz tarafindan hiziroli
ya da dekstranaz kaminda az miktarda bulunan proteaz aktivitesinin
dekstransikrazi inaktive etmesiyle aciklanabilirekBtransikrazin stabilitesini
korumasinda kg bulunan dekstranin 6nemli olgw bilinmektedir [Willemot et al,
1988].
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Sekil 4.4 Alginat kapsullerde birlikte-immobilize serbest delansikraz ve serbest
dekstranazd); serbest dekstransiikraz ve Eupergit C-immobiliekstranazina) saklama
kararliligi. Immobilize enzimler kalsiyum asetat tampon g¢ozeitisi (25mM, pH 5.4)
hazirlanan sukroz cézeltisiyle (20ml, 300mM) 25°€ 3 saat reaksiyon yapildi ve aktivite
belirlendi.
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Dekstranazin alginat matrislerden kaggi anlamak icin, serbest dekstranaz
alginat kapsul, bead ve fiberlerde immobilize edil@& 3 saat sireyle tampon
cOzeltide kamtirildiginda c¢ozeltide dekstranaz aktivitesi tesbit edildekstranaz
enziminin molekdl girligi 35 kDa ve izoelektrik noktasi 4.85 ofglundan dolayi,
enzim alginat kapsullerden, gik molekul &irligi ve negatif yuki sebebiyle
sizmaktadir. Ayrica bu ¢amada kullanilan dekstranaz kicuk miktarlarda pmtea
glukoamilaz, karboksimetilselllaz ve kitinaz akigberi iceren ticari bir enzimdir
[Rogalski et al, 1998].

Dekstransukrazin dekstranaz ile inaktiveugld yapilan cakbmada goruldi.
Dekstransukraz, dekstranaz ile gala kaullarinda iki saat muamele edifginde
baslangic aktivitesinin %82 sini, dort saatte ise akdisinin %86 sini kaybefi
bulundu. Bu sonuctan da agldigi Uzere, dekstranazin serbest halde
dekstransikrazla birlikte-immobilize edilmesi uyguaesildir. Dektransiukraz,
Eupergit C-immobilize dekstranaz ile alginat kapeile birlikte immobilize

edildiginde aktivite azalmasi gozlenmestni(Sekil 4.3).

Yapilan cadmalarda, alginat kapsuller hazirlanirken viskozar@rici olarak
kullanilan ngastanin dekstransikrazi, dekstranazdan kguwdwlundu. Koruma
etkisini gostermek amaciyla ko-immobilizasyon samda nasta yerine viskozite
artirici  olarak maltoz kullanildi. Maltoz ile hadaman kapsullerde birlikte
immobilize enzimlerin 7 gun icinde aktiviteleriniakbettgi goraldu Sekil 4.3).
Nisastanin, dekstransukrazaghabulunan dekstrani hidroliz eden dekstranazdan
dolayisiyla inaktivasyondan koruglw aciktir. Serbest dekstranazda bulunan proteaz
ise ya dekstranazin Eupergit C ye immobilizasyansireda immobilize olmuyor ya

da nkastanin koruma etkisinden dolayi dekstransukragnde aktif deildir.
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4.1.3. Birlikte-immobilize Dekstransiikraz ve Dekstanaz ile

Siikrozdan Izomaltooligosakkarit Uretimi

Alginat kapsullerde birlikte immobilize dekansiikraz ve dekstranaz ve farkli
konsantrasyonlarda [% 5, 10, 20 ve 40 (w/v)] sukgizeltileri ile reaksiyon
gerceklatirildi. Sikrozun tamami konsantrasyonlarglbalarak sira ile 6, 7, 9 ve 12
saatte dUrlnlere dostil. Saat b@ alinan 06rneklerde, zamana gha Urin
kompozisyonu dgsimlerine bakildi $ekil 4.5). Sikroz konsantrasyonunun
artmasiyla akseptor reaksiyonlarininsolonu da artar [Tanriseven and Robyt, 1993]

ve bdylece oligosakkaritlerin miktarinin agitSekil 4.5 de acikca gorilmektedir.

izomaltotriozdan biiyiik oligosakkaritlegjeker kargimindaki miktarlari, siikroz
konsantrasyonlarina [% 5, 10, 20 ve 40 (w/v)] gémasiyla % 1.1, 13.2, 18.7 ve
22.6 w/w olarak bulundu. Sukroz konsantrasyonungi lmdarak oligosakkaritlerin
miktarl da artmaktadir§Seker karsimlarinda oligosakkarit ylizdesinin @mlugunu
izomaltoz ve izomaltotrioz olturmaktadir. Bunlarin da miktari sikroz
konsantrasyonuna pla olarak, izomaltoz igin; % 18.9, 14.7, 9.9 ve A lw/w,
izomaltotrioz icin; % 17.9, 11.7, 12.6 ve 14.3 walarak dgismektedir Sekil 4.5).

Izomaltooligosakkaritlerin (lyesi olan izomaltoz zemaltotrioz ince barsakta
kismen sindirime grar. izomaltozdan daha buyiik olan oligosakkaritler pretiky
vazifesi gorurler ve Rarsaklarda bifidobakterilerin btyltmesini artirirfgtolzapfel
and Schillinger, 2002].
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Sekil 4.5 Alginat kapsdullerde birlikte-immobilize dekstransék ve Eupergit C-immobilize
dekstranazin farkli konsantrasyonlarda sukroz {6/ [A], %10 (w/v) [B], %20 (w/v)
[C], %40 (w/v) [D]} ile reaksiyonunda okan Urtinlerin zamana pla degisimi.

Fru, fruktoz; Glu, glukoz; Suc, stikroz; Leu, likrdlel, izomaltoz; IM3, izomaltotrioz.
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Prebiyotik oligosakkaritlerin miktarini arak icin farkli konsantrasyonlardaki
sukroz ¢ozeltileriyle elde edilen reaksiyon kamlarina sukroz ilave edildi ve alginat
fiberlerde immobilize dekstransiikraz ile reaksiy@pildi. Cozelti kagimlarindaki
izomaltoz ve izomaltotrioz dekstransikraz icin ghée sekerlerdir. Bu ikinci
basamakta dekstransiukrazin  akseptdr reaksiyonlaullankarak  kiguk
oligosakkaritler  (izomaltoz, izomaltotrioz), izonariozdan daha bulyuk
oligosakkaritlere dongitraldiu Sekil 4.6).

0

likroz konsantrasyonlany
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B %10 (B1)
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Karbohidratlar

Sekil 4.6 Uretilen seker kargimlarinin kompozisyonu. Al, B1 ve C1; ko-immobilize
dekstransiikraz-dekstranazin farkli konsantrasydalaiikroz [% 5, 10 ve 20 (w/v)g 25°C

de 9 saat reaksiyonundan sentezlegelter kargimi. Sonra kagimlara farkli miktarlarda
sukroz (4, 3 ve 2g) ilave edildi ve fiberlerde immilze dekstransikraz ile 25°C de 12 saat
reaksiyon yapildi, sirasiyla A2, B2 ve ggker kargimlari elde edildi.

Fru, fruktoz; Glu, glukoz; Suc, stikroz; Leu, likrdle!, izomaltoz; IM3, izomaltotrioz.
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Sekil 4.6 da goruldgi gibi, izomaltotriozdan buyuik oligosakkaritlerinikiari
suikroz konsantrasyonurj@ 5, 10 ve 20 (w/v)lbagh olarak sirasiyla %1.1, 13.2 ve
18.7 (w/v) den %37.7, 37.3 ve 43.4’e (w/v) yukselllinci reaksiyonda, ortamdaki
fruktoz da akseptor etkisi gostegaiden likroz miktarlarinda da artyoruldid. TLC
analizinden de izomaltoz ve izomaltotrioz miktaman azaldgl, buna kagilik
izomaltotriozdan buyuk oligosakkaritlerit miktankam arttgi acikga gorilmektedir
(Sekil 4.7).

Sekil 4.7 (A1, B1, C1) ve (A2, B2, C2eker kargimlarinin TLC analizi
Fru, fruktoz; Glu, glukoz; Suc, sukroz; Leu, lUkrdl¥l, izomaltoz; IM3, izomaltotrioz; IMn,
izomaltotriozdan buyuk oligosakkaritler.
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izomaltooligosakkarit  GUretimi  silkroz ~ ¢oOzeltisinderdekstransiikraz ~ ve
dekstranaz serbest halde kullanilarak da denea#atflekstranazin dekstransikrazi

inaktivasyonundan dolayi siikrozun drtinlere domédigi gorulda.

Boylece yapilan bu ¢gitnadaleuconostoc mesenteroides B-512 FMC-13 Glc
dekstransiikraz véenicillum lilacinum dekstranazin Barili bir sekilde birlikte
immobilize edildgi ve siikrozdan izomaltooligosakkaritlerin yuksekrmta Uretildi
gorulmektedir. Geftirilen bu metod prebiyotik Uretiminde etkili bigekilde

kullanilabilir.

4.2.1zomaltoz Uretimi

Izomaltoz eldesi igin suikroz, glukoz, birlikte-imnilie dekstransiikraz ve
dekstranaz kullanildi. Dekstransukraz icin yan Uirisktoz akseptor etki gosteigli
ve lukroz olgtugu icin, fruktozun akseptor etkisini en aza indirmakaciyla
suikrozla birlikte substrat olarak glukoz kullanilBruktoz ve glukoz akseptor bélgesi
icin yarsma halindedir. Reaksiyon sirasinda glukoz aksegiisi ile dekstrani ve
oligosakkaritlerin ayrilmasini gkyarak dekstransiikraz reaksiyonlarini sonlandirir.
Dekstranaz ise dekstrani parcalayarak izomaltazomaaltotriozu olgturur.

Sukroz+glukoz c¢ozeltisi, birlikte-immobilizelekstransikraz ve dekstranaz
reaksiyonu sonunda izomaltoz, izomaltotrioz, glukezfruktoz iceren kagim elde
edildi. ikinci asamada Eupergit C de immobilize dekstranaz ile igaka devam
edilerek izomaltotriozun da izomaltoza démiesi sglandi. Uglincii samada,

fruktoz ve glukozu uzaktairmak icin immobilize maya kullanildi.

Dekstransuikraz ve dekstranaz ikili enzintesmsnde yalniz sikroz kullanilsaydi
izomaltoz olgumu ytzde verim olarak ifade edilebilirdi. Sukrotialikte akseptor
olarak glukoz kullanildii icin molar verim ifadesi kullaniimaktadir; molaerim=
Y ws; IM, izomaltoz; S, sikroz [Erhardt et al, 2008].
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Bu calmada birlikte-immobilize enzimler farkl oranlardglukoz/stkroz
konsantrasyonlari ile ¢alldi (suk:150-600 mM; glu:150-600 mM). Molar oranla
(Mol mols) 0.25-4.00 arasinda gigmektedir. Bu oran 1'in altinda oldunda
ariin izomaltoz dekstranazin e&n dekstrani hidrolizi yoluyla meydana gelir. Oran
10'un Uzerinde oldgunda ise, izomaltoz dekstransiikrazin akseptor ngaMar
yoluyla olwur [Erhardt et al, 2008]. Glukoz/stikroz konsantoesy1-10 arasinda her
iki enzimde izomaltoz okumunda rol alir.

Birinci basamak, farkli konsantrasyonlardalétkroz (150, 300 ve 600 mM) ile
kombine edilen glukoz (150, 300 ve 600 mM) ¢Ozetiive alginat kapsullerde ko-
immobilize dekstranstikraz ve dekstranaz ile reaksiyapilarak gercekgarildi.
Ikinci basamakta birlikte-immobilize enzimler ¢oiedn uzaklatirildi ve reaksiyona

immobilize dekstranaz ile devam edildi.
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Sekil 4.8 Alginat kapsillerde ko-immobilize dekstransikraz dekstranazin sikroz (150
mM) ve farkli konsantrasyonlarda glukoz {150 mM [AJ00 mM [B], 60 OmM [C]} ile
reaksiyonunda okan Urunlerin zamana Pla degisimi. Sukroz bittgi an birlikte-immobilize

sistem ayrildi ve immobilize dekstranaz ile reatingy devam edildi.

150 mM siikroz ve 150 mM glukoz ile $l@nan izomaltoz eldesinde, birinci
adimda sukroz birlikte-immobilize sistem tarafindénsaatte tuketildi. Okan
izomaltoz miktari 5.4 g/l, izomaltotrioz miktari B g/l dir. ikinci adimda,

immobilize dekstranaz ile reaksiyona devam edild izomaltotrioz miktari
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azalirken, izomaltoz miktari agu gorulda Sekil 4.8 A). Birinci ve ikinci adim
reaksiyonlari grafiklerde bird@rilmistir. Sonug olarak izomaltoz ve izomaltotrioz
konsantrasyonlari sirasiyla 42.7 ve 0.56 mM (1460\28 g/l) ve molar verim,

Y ms=0.28 olarak hesaplandi.

150 mM sukroz ve 300 mM glukoz ileslzman izomaltoz eldesinde de, birinci
adimda sukroz birlikte-immobilize sistem tarafindénsaatte tuketildi. Okan
izomaltoz ve izomaltotrioz miktarlari 9.2 g/l vel@y/l dir. ikinci basamak dekstranaz
reaksiyonu sonunda izomaltoz ve izomaltotrioz arilirl sirasiyla 15.7 ve 0.33 g/l

(45.9 ve 0.66 mM) ve molar verim,s=0.31 olarak hesaplandj€kil 4.8 B).

150 mM stuikroz ve 600 mM glukoz substratd@ilan reaksiyonlarda ise stikroz
4 saatte bitti. Akseptor konsantrasyonunurgiud bgll olarak stikrozun tiketim hizi
da artmaktadir. Sidkrozun tiketildikten sonraki iatioz miktari 8.8 g,
izomaltotrioz miktari ise 5.6 g/l diikinci adimda dekstranaz ile muameleden sonra
izomaltoz ve izomaltotrioz miktarlari sirasiyla4&e 0.83 g/l (53.9 ve 1.66 mM) ve
molar verim Yj,s=0.36 olarak hesaplandj€kil 4.8 C).
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Sekil 4.9 Alginat kapsullerde birlikte-immobilize dekstransék ve immobilize dekstranazin
suikroz (300 mM) ve farkli konsantrasyonlarda glukbZ0 mM [A], 300 mM [B], 600 mM
[C]} ile reaksiyonunda olgan drlnlerin zamana Pl degisimi. Sikroz bittgi an ko-

immobilize sistem ayrildi ve immobilize dekstrarlazreaksiyona devam edildi.
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300 mM sukroz ve 150 mM glukoz kullanilan reaksigan sukroz birlikte-
immobilize sistem tarafindan 7 saatte tlketildi @emaltoz miktari 21.1 g/l,
izomaltotrioz miktar1 8.6 g/l olarak hesaplandihaasonra immobilize dekstranaz ile
reaksiyona devam edildi. Sonuc¢ olarak izomaltoz izemaltotrioz miktarlar
sirastyla 30.6 ve 1.71 g/l (89.4 ve 3.4 mM) ve analerim Yjs=0.30 hesaplandi
(Sekil 4.9 A).

300 mM sukroz ve 300 mM glukoz kullanilareksiyonda sikroz birlikte-
immobilize sistem tarafindan 7 saatte tiketildiaksgyonlarin sonunda izomaltoz
miktari 14.1 g/l den 29.8 g/l ye artarken, izomitoz miktari ise 14.0 g/l den 4.94
g/l ye azaldi. Konsantrasyonlari ise 87.2 ve 9.8,midlar verim Yy;s=0.29 olarak
hesaplandiSekil 4.9 B).

300 mM siikroz ve 600 mM glukoz substrata@ilan reaksiyonlarda ise siikroz
8 saatte bitti ve izomaltoz miktar1 32.7 g/l, izdtoioz miktari 17.5 g/l dir.
Dekstranaz ile reaksiyondan sonra izomaltoz ve &totrioz miktarlari sirasiyla
41.4 ve 8.2 g/l (121 ve 16.2 mM) ve molar vering,¥=0.40 olarak hesaplandi.
Siukroz konsantrasyonunun amia ba&li olarak izomaltoz miktari da artmaktadir
(Sekil 4.9 C).
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Sekil 4.10 Alginat kapsullerde birlikte-immobilize dekstransék ve immobilize
dekstranazin siikroz (600 mM) ve farkh konsantratmla glukoz {150 mM [A], 300 mM
[B], 600 mM [C]} ile reaksiyonunda okan Urtinlerin zamana Bla degisimi. Sukroz bittgi

an ko-immobilize sistem ayrildi ve immobilize delsiaz ile reaksiyona devam edildi.
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Bu denemede ise 600 mM sikroz ve farkll katresyonlarda glukoz kullanildi.
Her ¢ glukoz konsantrasyonunda sukroz birlikte-wbitize sistem tarafindan 7
saatte tuketildi. Sonug¢ olarak 600 mM sikroz ve 2@ glukoz kullanildginda
izomaltoz ve izomaltotrioz miktarlari sirasiyla B&/I den 49 g/l ye ve 36.4 g/l den
11.8 g/l ye dgisti. Son konsantrasyonlar 143.2 ve 23.5 mM ve malarim
Y wms=0.24 hesaplandiS€kil 4.10 A). 600 mM sikroz ve 300 mM glukoz ile
reaksiyonda, izomaltoz miktari 34.1 g/l den 53.T @57 mM) ye artarken,
izomaltotrioz miktari ise 29.2 g/l den 4.9 g/l (9M) ye azaldi. Molar verim
Y wms=0.26 olarak hesaplandj€kil 4.10 B). 600 mM stikroz ve 600 mM glukoz ile
yapilan reaksiyonlarda ise, izomaltoz ve izomahatmiktarlari siikroz tuketildikten
sonra 35.6 g/l ve 36.0 g/l iken dekstranaz reaksipdan sonra sirasiyla 59.7 (174.5
mM) ve 6.3 g/l (12.5 mM) olarak hesaplandi. Molarimn ise Yys=0.29 hesaplandi
(Sekil 4.10 C).

En yiksek izomaltoz miktarlari 600 mM sukridg yapilan reaksiyonlarda
meydana geldi. Substrat konsantrasyonwlagibgli olarak izomaltoz miktari da
artmaktadir. Izomaltoz miktarlari 14.6-59.7 g/l arasindagigmektedir. Fakat
reaksiyonlarin molar verimi ayni oranda artmamaiktad;,s=0.24-0.40 arasinda
degismekte, en dgitk verim; 600 mM siikroz+150 mM glukoz ve en yuksekim;
300 mM siikroz+600 mM glukoz ile yapilan reaksiyodéaelde edilngtir. 300 mM
sukrozla en yiksek verim hesaplanmasinanen kalan izomaltotrioz miktari da
fazladir (8.17 g/l). Artan substrat konsantrasy@nurgli olarak, izomaltotrioz
miktarlari da artmakta ve 0.28-8.17 g/l arasindaisgeektedir. Cunkl substratin
konsantrasyonu arttikca ghn akseptor Urdnlerinin miktari da artmaktadir. Bu
yuzden reaksiyonun ikinci samasinda immobilize dekstranaz ile muamelede
izomaltotriozun tamaminin izomaltoza d@athi de guclgmektedir ve c¢ozeltide
artan miktarlarla kalmaktadir. Bu ylzden saf olaraémaltoz Gretiminin Gg¢unci
asamasi olan immobilize maya ile fruktoz ve glukozwraklgtiriimasi basamana
en az miktarda (0.28 g/l) izomaltotrioz iceren, 1BM stikroz ve 150 mM glukoz ile
reaksiyon yapilan kamm ile devam edildi. Kagimdan immobilize dekstranaz
suzulerek uzakkurildi ve alginat bead’lerde immobilize maya eldexe 35°C de 3
saat sire ile muameleye devam edildi, fruktoz w&atun tamami maya tarafindan

tuketildi. Sonra immobilize maya bead’leri kamdan hemen uzaldarildi ve
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izomaltoz %82 w/w saflikla elde edildi. Yapilan Tlabalizinde izomaltoz yuksek
saflikla elde edildii gorulmektedir §ekil 4.11).

M3

Sekil 4.11 izomaltoz eldesi basamaklarinin TLC analizi. Fruktfoz, Glu, glukoz; suc,
sukroz; Leu, lukroz (1); sukroz (150 mM) + glukox50 mM) ile birlikte-immobilize

dekstransiikraz ve dekstranazin reaksiyonu (2); fgitp€ de immobilize dekstranaz ile
reaksiyon (3); alginat beadlerde immobilize maya rihuamele (4); IM, izomaltoz; IM3,

izomaltotrioz.
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En yaygin monosakkaritlerden olan glukeaktoz, mannoz ve galaktoz maya
(Saccharomyces cerevisiae) tarafindan hizla fermente edilir ve ortamdan
uzaklgtirlir. Monosakkaritlerin uzakkirilmasinda birincil reaksiyonlar anaerobik
glikolizdir ve karbohidrat etanol ve G@ doniur. Karbohidratin anaerobik
glikolizinin son urunleri C@e dekarboksile olan piruvik asit ve asetaldehittir
Asetaldehit ise NADH reaksiyonu ile etanole inditge Disakkaritlerden maltoz ve
suikroz da tamameacerevisiae fermentasyonu ile uzakdarilabilir. Maltoz, mayao-
glukosidazi tarafindan iki glukoz birimine hidrolur ve sonra glukozlar fermente
olur. Suikroz ise maya invertazi ile glukoz ve faktbirimlerine hidroliz olduktan
sonra fermente ediliizomaltoz ise maya-glukosidaz! tarafindan ¢ok yayhidroliz
edildigi icin deney sartlarinda fermentasyona kardirenclidir. B-bagi iceren
disakkaritler; sellobioz ve laktoz gibi, trisakkéer ve tetrasakkaritler maya-
glukosidazi tarafindan hidroliz edilemgdiigin fermente olamazlar [Yeon et al,
2003].

Izomaltoz Uretimine dair literatiirde birka¢ sala bulunmaktadir. Nastanin
amiloglukosidaz ile muamelesiyle %10 verimle izoalelde edilmgtir [Harder et
al, 1983]. Bir Alman grup, dekstransiukrazin aksepéksiyonlari yoluyla izomaltoz
olusumu sirasinda, izomaltozu zeolite adsorbe ederedksigon ortamindan
ayirmstir (saflik %80) [Holtkamp et al, 2009]jzomaltozun zeolite kar yiiksek
affinitesi vardir [Berensmeimer and Buchholz, 200&pkat zeolitten kaynakl
problemler olgmaktadir. Reaksiyon ortamindaki su zeolitin adsggrskapasitesini
azaltmaktadir. Ayrica izomaltozun desorbe edilglemi 70°C de 50 saatten fazla
surmektedir. Ard arda yapilan deneylerde, zeaditida yarilanma omri 50 saat iken,

kolonda surekli sistemde yapilan deneylerde isdayana dmri 7 saate glaektedir.

Yine bir Alman grubun camasinda, serbest ve immobilize dekstransikrazin
glukoz ile akseptor reaksiyonlari galimis ve siikroz ile glukozun konsantrasyonlari
degistirilerek izomaltoz elde edilngiir [Berensmeimer et al, 2006]. Dekstran
olusumu glukoz konsantrasyonu artirilarak baskilgtmiEn iyi sonu¢ 250 mM
sukroz ile birlikte kullanilan yiksek glukoz konsasyonunda (2523 mM;500 g/l)
alinms, yaklgik 60 mmol/l izomaltoz ve yaninda gdr oligosakkaritler
(izomaltotrioz;~20 mM ve izomaltotetraoz;~15 mM)etiimis. Dekstransikraz
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alginat bead’lerde immobilize edifgiicin, reaksiyonda okan dekstran bead’lerden
disari ¢cikamadil ve diflizyon problemleriyle birlikte bead’lerde hdmalar oldgu
gozlenmgtir. Bu grup ayni cagmay! fluidized bed reakttr sisteminde de galstir
[Ergezinger et al, 2006]. Benzer sonuclar eldenagilve reaktor sistemiyle Griin

verimi %25’e ¢ikarilabilmtir.

Bir patent caymasinda, polimerizasyon derecesi 2 olan sakkantgunlukta
oldugu (%20-50 w/w) oligosakkarguruplari Uretilen bir proses gsirilmistir [US
Patent, 2003]. Bu prosestesastanin hidrolizinde kullanilan glukoamilaz enzimin
yuksek glukoz konsantrasyonundasal geri-hidroliz reaksiyonlari kullanilgtir.
Farkli konsantrasyonlarda (%40-50 w/w) glukoz ctileglyle yiksek sicakliklarda
(50-80°C) farkh kaynaklardan glukoamilazlar ile igwsakkarit kagimlari
uretilmigtir. Ultrafiltrasyon ve nanofiltrasyon yontemleriulkanarak oligosakkarit
karisimlari polimerizasyon derecelerine goére ayrglnae di-, tri- ve tetra sakkarit
karisimi elde edilmgtir.

Baka bir calgmada; Streptococcus oralis glukozil transferazin glukozilasyon
affinitesi yuksek genetik varyantlari ile izomalteldesi cakiimistir. Bu enzimlerin
Ozelligi; kaynaina kiyasla hidroliz aktiviteleri %11, akseptor firdlusturmalari
%89 daha fazladir. Bu ¢caitnada da izomaltoz zeolite adsorbe edilerek gafinis
[Erhardt et al, 2010] ve ger calsmalarda oldgu gibi, zeolit adsorpsiyon-
desorpsiyon problemleriyle kalasiimistir. Erhardt ve arkadéar alginat bead’lerde
ko-immobilize dekstransiikraz ve dekstranaz ile ialboz eldesini cagmistir
[Erhardt et el, 2005] [Jordening et al, 2008]. §ahda 88 mM sukroz ve 450 mM
glukoz kargimi kullanarak olgan izomaltoz zeolite adsorbe edilerek kandan
uzaklatiriimistir (32 mM izomaltoz).Immobilizasyon sisteminde dekstransiikrazin
dekstranaz vagiinda aktivitesini kaybetmesi sebebiyle ve dekstzandentonite
adsorbe  edilerek  immobilizasyonu  yonteminde  enzimirkararliligini
koruyamamasindan dolayl bu sistemin izomaltoz riiiatie uzun stre kullanimini

olanaksiz yapmaktadir.
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Birbirinin  benzeri olan bu camalardaki en blyuk problem glukoz
konsantrasyonunun seciminde sgamaktadir. Yuksek glukoz konsantrasyonu
izomaltoz verimini artirirken adsorbent olarak kullan zeolitin secicigini
azaltmaktadir. Glukozun konsantrasyonu yikseldiltgseptor etkisi artar, bunun
anlami; dekstransikrazin dekstran Uretimi baskilamomaltoz miktari artar. Tez
calismasinda dgiilk glukoz konsantrasyonlarinda da izomaltoz venramirabilmek
amaclyla birlikte-immobilize dekstransikraz ve deksaz kullanildi. Birlikte-
immobilize sistemdeki dekstranaz gdm dekstrani hidroliz ederek; ikincgaanada
kullanilan immobilize dekstranaz da oligosakkaritl@idroliz ederek izomaltoz
miktarini artirir. Ugiinciisamada ortamdaki fruktoz ve glukoz, immobilize méga
uzaklgtinldi ve %82 w/w saflikla izomaltoz elde edil@oylece adsorbent malzeme

kullanimina ve adsorbentin optimizasyonugahlarina gerek kalmamaktadir.

4.3. Dietilpirokarbonat (DEP) ile Dekstransitkrazin
Modifikasyonu

4.3.1. Dietilpirokarbonat (DEP) ile Serbest Dekstrastkrazin
Modifikasyonu

Dekstransukraz farkli konsantrasyonlarda DIEfPnuamele edilginde zamana
bagli enzim aktivitesindeki azalma goruldu. Aktivitele logaritmik degerlerine
bakildginda inhibitor etkisi bgkonsantrasyon gerinde de lineerdir§ekil 4.12).
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Sekil 4.12Farkh konsantrasyonlarda DEP ile dekstransukramaktivasyonu. Fosfat tampon
¢Ozeltisinde (100 mM, pH 6.0) dekstranstikraz (Ogopmotein/ml, 24 1U/ml) ile DEP (5-102
mM) degisik sirelerde (0-12 dk) muamele edildi. Alinan 6rdeek0.4 ml), fosfat tampon
¢cozeltisinde (pH 6.0, 100 mM) hazirlaryrhistidin ¢ozeltisine (20 mM, 3.6 ml) ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. Aktivite 3.2.7.2.laldirtilen metodla tayin edildi.

Bu grafikteki dgrularin eimleri alinarak Kps (pseudo first-order hiz sabitleri)
hesaplandi (1.00, 3.50, 7.50, 10.2 ve 11.4xdl6"). DEP konsantrasyonuna kar
Kobs deserleri grafge aktarildi §ekil 4.13) ve grafiin lineer arty gosterdgi araligi
alinarak cizilen grafiin de €imi alinarak reaksiyonun ikinci derece hiz sabif2
M™min™ olarak hesaplandi.
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Sekil 4.13 DEP ile dekstransikrazin inaktivasyon kigetiSekil 4.12 deki dgrularin
egimleri alinarak hesaplanan gDEP (mM) grafgi [A] ve ikinci derece hiz sabitinin

hesaplangy grafik [B].

Dietilpirokarbonat (DEP) ile dekstranstikrazin madisyonu 240nm de absorbans syta
da gozlendi§ekil 4.14).
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Sekil 4.14 DEP modifikasyonunda zamana ghaabsorbans dgsimi. Fosfat tampon
¢Ozeltisinde (100 mM, pH 6.0) dekstransikraz (0@ protein/ml) ile DEP’in (102 mM)
25°C de reaksiyonu 240 nm de UV spektrofotometogidgendi.

4.3.2. DEP ile Modifiye Dekstransitkraz’'in Hidroksilamin ile Tekrar
Aktivasyonu

Dietilpyrokarbonat ile histidin arasinda @o karbetoksilasyon reaksiyonu
hidroksiamin ile geri dondurulebilir ve dekstransiiktekrar aktive edilebilir [Fu and
Robyt, 1988]. Yapilan ¢aimada 5 mM DEP konsantrasyonunda aktivitenin %98’i
geri kazanilirken, 25.5 mM DEP konsantrasyonundiecsa %15 aktivite elde edildi
(Tablo 4.1). DEP konsantrasyonu gria ba&li olarak histidinin imidazol
halkasindaki her iki azot atomunun modifikasyonugigubstitue olmg histidil
gruplari olgur. Hidroksilamin ile bu gruplarda reaksiyon veiimidazol halkasi
acthr, fakat modifikasyon geri dondurilemgidicin dekstransiukraz tekrar aktive

olamaz.

Tirozin, lizin ya da sdlfidril yan zincirlerin dietilpyrokarbonat ile

etoksiformilasyonu pH 6 da minimum dizeyde olmasir@gmen notral



73

hidroksilamin ile reaksiyon geri dondurilemgdicin, histidin modifikasyonunun

Tablo 4.1 Modifiye dekstrazsuikrazin hidroksilamin ile tekektivasyonu.

DEP (mM) Aktivite (%)
Once Sonra
0.0 100 100
5.0 54.8+2.1 98.6%1.9
15.0 46.7+2.5 66.8+2.1
25.5 13.1+£2.0 15.6+£1.8

DEP ile muamele edilen dekstransikraz ornekfesfattampon c¢ozeltisinde (100 mM)

hazirlanmg hidroksilamin ¢ozeltisi (200 mM, pH7.0) ile 4asalreyle (4°C) inkibe edildi.

Hidroksiaminin fazlasi asetat buffer'a (25 mM , pH) kagl 20 saat 4°C de dializ edilerek

uzaklatirildi.

4.3.3. Dietilpirokarbonat (DEP) ile immobilize Dekstransiikrazin

Modifikasyonu

Dekstransukraz alginat bead’lerde immobiliedildikten sonra, DEP

ile

modifikasyonda enzimin tamamen inaktive olma sutadundu. Enzim aktivite

Olciminde sikroz ve sukroz+glukoz cozeltileriylekith. Enzim modifikasyon

siresine bal olarak aktivitesini kaybetmektedirilk 30 dakikada aktivitenin
yaklasik %80’i, 60. Dakikada ise %90 dan fazlasini kagiektedir Sekil 4.15).
Dekstran ve akseptor Urinleri glumu 45. dakikadan itibaren durmaktadir. Bunun
anlami; aktif bdlgedeki histidinler DEP ile reaksina girmektedir.
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Sekil 4.15 immobilize dekstransiikrazin DEP ile modifikasyonarkfi sirelerde (0-60 dk)
DEP cozeltisi (102 mM) ile muamele edilen immokdlizlekstransikraz beadleri asetat
tampon c¢ozeltisi (25 mM, pH 5.4) ile hazirlanan reizk(300 mM) ve sikroz (300 mM)+
glukoz (300 mM) cozeltileri ile reaksiyon yapilaraktivite 3.2.7.5. de belirtilen metodla
tayin edildi. Relatif aktivite; farkli strelerde [PEile muamele olan enzimin aktivitesinin,

kontrol grubunun (0 dk) aktivitesine orani olarakitlandi.

4.3.4. Dekstransiikraz'in DEPile Modifikasyonuna Akseptorlerin
(Maltoz, Sukroz, Glukoz, Laktoz ve Galaktoz) Etkisi

Dekstransukrazi, DEP inaktivasyonundan kakiemaciyla d&ésik akseptorler
(maltoz, suikroz, glukoz, laktoz ve galaktoz) kuildnve bu karbohidratlarin farkli
konsantrasyonlarinin (0-1000  mM), DEP ile enzimirodifikasyonu Uzerine
etkilerine bakildi. Her bir akseptdr grubu icinfaar konsantrasyona ga olarak,
dekstransiikrazin aktivitesini DEP inaktivasyonuagikkorudyu gozlendi. En iyi
koruma maltoz (1000 mM) kullaniiginda goraldu §ekil 4.16). Maltozun en iyi

akseptor oldgu bilinmektedir. Maltozu sirasiyla, glukoz, laktee galaktoz izler.
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Sekil 4.16 Dekstransiikrazin modifikasyonunda akseptorlerinukar etkisi. Immobilize
dekstransiikraz farkli konsantrasyonlarda (0-1000 ) nKgrbohidratlar (maltoz, stikroz,
glukoz, laktoz ve galaktoz) vaginda DEP (102 mM) ile muamele (60 dk) edildi, sonra
aktivite stikroz (300 mM) kullanarak tayin edildi.

Akseptor karbohidratlar dekstransikrazin aktif ledigde akseptor BEnma
bdlgesine bganir. Yiksek konsantrasyonda, aktif bdlge tamash@yuruldigu icin
koruma etkisi en yiksek seviyededir. Maltoz ile tna c¢algmasinda aktivitenin

%76’s1 DEP inaktivasyonundan korundu.

4.3.5. Dekstransiikraz’'in DEP ile Modifikasyonuna Akseptor

Kari simlarinin Etkisi

Bu cakmada tekli sekerlerin yaninda, ikili seker kargimlari da
konsantrasyonlari 1000 mM alinarak koruma etkikerbakildi. Kontrol grubu 1,
immobilize dekstransiikraz DEP ile muamele edilmédintrol 2 de, immobilize
dekstransiikraz DEP ile modifiye edilirken korumani@kseptér kullaniimadi.
Yalnizca sikrozun (1000 mM) koruma etkisi % 40 daikroz (0.5 M)+maltoz (0.5
M) ile % 81’e yukseldi. Ayngekilde yalnizca laktoz (1000 mM) ile koruma etlési
32 den, sukroz (0.5 M)+laktoz (0.5 M) kami ile % 47'ye ylUkseldi. Galaktoz
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(1000 mM) i¢in % 30 dan % 39’a; glukoz (1000 mMinigse % 24 den % 36 ya
yukseldi. DEP modifikasyonu sirasinda karbohidrdtakilimadgl durumda (kontrol
2) ise enzim aktivitesinin yalnizca % 8’ine sahipti

ikili karbohidrat kargimlarinin dgerleriyle kagilastirildiginda daha fazla koruma

etkisi oldigu sekil 4.17 de gorulmektedir.
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Sekil 4.17 Dekstransiikrazin DEP ile modifikasyonunda aksedgmsimlarinin etkisi.
Immobilize dekstransiikraz 1000 mM karbohidratlar l{oza siikroz, glukoz, laktoz ve
galaktoz) ve karbohidrat kammlari [siikroz (0.5 M)+maltoz (0.5 M), siikroz (VH+laktoz
(0.5 M), siikroz (0.5 M)+galaktoz (0.5 M), suikroz5M)+glukoz (0.5 M)] varlginda DEP
(202 mM) ile muamele (60 dk) edildi, sonra sukr82@ mM) kullanarak enzim aktivitesi

tayin edildi.

4.3.6. Dietilpirokarbonat  (DEP)In  Akseptér  Urtinlerinin

Olusumuna Etkisi

Dekstransuikraz alginat beadlere immobilizdilde Hazirlanan 3 grup
immobilize enzimlerden birinci grup kontrol grub@apildi ve DEP ile muamele
edilmedi.ikinci grup DEP ile mumele edilirken, tglincii grup BEP ile modifiye

edilirken enzim ayni zamanda 1000 mM maltoz il&kiiv@syondan korundu. Serbest
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dekstransiikraz ve bu 3 grup enzimin sukroz (80 nglikoz (80 mM) ¢ozeltisiyle
reaksiyonunda stkrozun zamanla tuketyekil 4.18 de gosterilngtir. Serbest enzim

ve konrol grubunda suikroz sirasiyla 3 ve 4 saategkien, maltozla korumali DEP
ile muamele olan enzim sukrozu 5 saatte tukettinifea DEP ile muamele edilen
enzim ise inaktive oldiu icin, 5 saatin sonunda sukrozun sadece %10’'unu
kullanmstir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 DEP modifiye enzimlerin akseptor reaksiyonunda zsankasi-kalan sukroz.
Serbest enzim, kontrol grubu, DEP+maltoz ve yamBEP ile muamele enzimler, asetat
tampon c¢ozeltisi (25 mM, pH 5.4) ile hazirlanan reik (80 mM)+glukoz (80 mM)
¢cOzeltisiyle 25°C de reaksiyon yapildi.
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Sekil 4.19 Akseptor trdnlerinin TLC analizi. Serbest enzimpkol grubu, DEP+maltoz ve
yalnizca DEP ile muamele edilen enzimler asetaptamcozeltisi (25 mM, pH 5.4) ile
hazirlanan stikroz (80 mM)+glukoz (80 mM) c¢ozellisi$ saat sureyle 25°C de reaksiyona

sokuldu. Fru, fruktoz; Glu, glukoz; Suc, sukroz;@Vlizomaltooligosakkaritler.

Uriin bilgikleri TLC analiz metodu ile incelendi vgekil 4.19 da goruldgil
gibi maltoz varlginda DEP ile modifiye olan dekstransiikraz, sukrdizketti ve
oligosakkaritler olgtu. Serbest enzim, reaksiyon sonunda dekstragtuotaaktadir.
TLC de orngin damlatildgl balangi¢c noktasinda dekstran gorulmektedir. Kontrol
grubu beadlerde ofan dekstran dari ¢cikamadii icin TLC de gorulmuyor, fakat
deney sonunda beadlerde w@lo sismeler ve yapisal bozulmadan dekstranin garl
anlgildi. Oysa, DEP+maltoz grubunda bdyle bir durumIgémedi. Reaksiyonda
dekstran olgmamaktadir, akseptdr reaksiyonlari yoluyla oligésaitler meydana

gelmektedir. Bu durumda dekstransikrazin DEP ildifry@ oldugu gostermektedir.

Dekstransukrazin DEP ile modifikasyonundagdifikasyon siresi de Urin
kompozisyonunu etkilemektedir. Yapilan galada, bolim 3.2.7.9. da belirtigli
gibi 7 grup immobilize dekstransukraz hazirlandeFDile farkh surelerde (5, 10, 15,
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30, 45 ve 60 dakika) muamele sirasinda ortamdalD 1M maltoz ile enzim
inaktivasyondan korundu. Serbest enzim ve kontrobg ile dger 7 grup enzimin
ariin kompozisyonlarina sikroz (300 mM)+glukoz (30M) cozeltisiyle reaksiyon

yapilarak bakildiSekil 4.20 de goruldgil gibi modifikasyon stresine fla olarak
sukrozun zamana pltiketim hizi da d@smektedir.
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Sekil 4.20 Farkh sirelerde DEP ile modifiye enzimlerin akggpteaksiyonunda zamana
karsi-kalan sikroz. Serbest enzim, kontrol grubu vklfatrelerde DEP ile muamele edilen
enzimler, asetat tampon ¢o6zeltisi (25 mM, pH 5ld)hiazirlanan siikroz (300 mM)+glukoz

(300 mM) cozeltisiyle 25°C de reaksiyon yapildi.aRgiyonlarin sonunda alinan érnekler
TLC metoduyla incelendi.
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Sekil 4.21 Farkli surelerde DEP modifikasyonunda akseptdr l@rimin TLC analizi. Serbest
enzim, kontrol grubu (0 dk) ve farkli surelerde 6®-dk) DEP ile muamele edilen
immobilize dekstransiikraz, asetat tampon ¢oz€RsimM, pH 5.4) ile hazirlanan sikroz
(300 mM)+glukoz (300 mM) c¢ozeltisiyle 25°C de reigks yapildi. Fru, fruktoz; Glu,

glukoz.

Sekil 4.21 de TLC’ye bakilginda, 30, 45 ve 60 dakika DEP ile modifiye edilen
dekstransiikrazin akseptor trnleri olan oligosaktkamrasinda yeni sentezlenenler

gorulmektedir.
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Dekstransukraz DEP ile pH 6 da muamele ed#denzimin inaktive oldgu
goraldi  Qekil 4.12). Be farkli DEP konsantrasyonunda, dekstransikrazin
modifikasyonu ve inaktivasyonu arasindagdman bir korelasyonusaret eden
pseudo-first-order kinedi vardir. DEP konsantrasyonlarina apseudo-first-order
hiz sabitleri orjinden gegen bir gl vermektedir $ekil 4.13). DEP ile
modifikasyonun 240 nm de zamana skaabsorbansi izlenginde karakteristik bir
artis gozlenmgtir (Sekil 4.14). Bu ary N-(karboksi)histidin rezidulerinisaret eder.
DEP, pH 6.0 ve daha glik pH deerlerinde histidin rezidlerinin yan zinciriyle
spesifik olarak reaksiyon verir. g@r rezidilerle reaksiyonun mumkin olmadi
bilinmektedir [Fu and Robyt, 1988]. Orgia, dekstransiikrazda siilfidril gruplari
ditiyobis(2-nitro benzoik asit) ile pH 8.1 de titeglilmis ve enzim molekuli Bana
sulfidril gruplarinin orani 1.1 olarak hesaplagimni Daha sonra aktivitesinin %
10'una sahip DEP modifiye enzim igin bugge 1.0 olarak hesaplanghr [Fu and
Robyt, 1988]. Buradan sdlfidril gruplarinin DEP ieodifiye olmadg ve enzim
inaktivasyonundan da sorumlu rezidiler olngadsonucuna varilmaktadir. Lizin
reziduleri ise pH 7.0 den daha ylksekselderde DEP ile modifiye olabilir ve
hidroksilamin ile etoksiformilasyon reaksiyonu gedoéndirilemez. Yapilan
calismada, DEP ile aktivitesinin %45.2'sini kaybeden steknsiikraz, hidroksilamin
ilavesiyle aktivitesinin tamamini geri kazagdgorildi (Tablo 4.1). pH 6.0 ve daha
disik pH deerlerinde imidazol gruplariyla DEP reaksiyonunuessfik olmasi, 240
nm de absorbans amna ba&li olarak enzimin aktivitesindeki azalma,
dekstransiikrazin histidin rezidulerinin DEP ile nfigé oldugunu gostermektedir.

Alginat bead’lerinde immobilize dekstransaikrDEP ile muamele edildi ve
enzimin 40. dakikadan sonra inaktive gidugérildi Sekil 4.15). DEP’in alginat
beadlerinde immobilize enzim ile reaksiyonu, serbawime kiyasla daha yava
olmasina bg olarak modifikasyon siresi de uzamaktadir. Fdak&hsantrasyonlarda
(0-1000 mM), farkli akseptorler (maltoz, glukozktlez ve galaktoz) ve substrat
sukrozun varfiinda enzimin DEP inaktivasyonundan korugaugérulda Sekil
4.16). Sukroz dekstransukrazin substraildrema boélgesine, akseptorler ise aktif
bbdlgede bulunan akseptor g@nma bdlgesine kganir Sekil 2.5). En yuksek
koruma etkisi (%76) maltoz (1000 mM) vahda DEP modifikasyonunda tespit

edildi. Maltozun en etkili akseptor olgu, glukoz, laktoz ve galaktozun da sirasiyla
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daha zayif akseptorler olgu bilinmektedir [Robyt and Eklund, 1983]. Fakat bir
disakkarit olan laktozun DEP inaktivasyonundan em&oruma etkisi (%32) glukoz
(%24) ve galaktozdan (%30) fazladir. Substrat aékroz enzim tarafindan hizla
dekstrana doniigti icin DEP inaktivasyonuna karenzimi koruma etkisi (%40)
duUsuktar. Bu karbohidratlarin dekstranstkrazi DEP tvalsyonundan korumalart,
enzimin aktif bolgesinde katalitik gruplar olarakseptorler ile etkigmde olan
histidin rezidulerinin varfini desteklemektedir. Ayrica yapilan ilave bir dyohes
dekstransikrazin kararfiinda etkili oldgu, daha 6nce boélim 3.2.5.11. de yapilan
calismadan bilinen gastanin, enzimi DEP inaktivasyonundan korurgadorildu.
Nisasta, akseptor karbohidratlar gibi dekstransiukragtif bolgesine bglanma
Ozelligi olmayan bir molekuldir. Enzimi histidine karspesifik reaksiyon veren
DEP inaktivasyonuna kgr koruyamamasi, dekstransikrazin aktif bélgesindeki

histidinlerin varlgini géstermektedir.

DEP ile dekstransukrazin modifikasyonundakraz ile birlikte akseptorler
kullanildiginda enzimi inaktivasyondan koruma etkisinin grttgézlendi Sekil
4.17). Sukroz, dekstransukrazin substratidir vef dddlgede substrat Banma
bdlgesine bganirken, akseptor karbohidratlar ise aksepttgldvana bdlgesine
baglanir. Aktif bolgede substrat ve akseptorglamma yerleri ayni bdlgededir.
Boylece aktif bolge yuksek konsantrasyonda substeabkseptor ile doyurulngu
olur. Reaksiyon mekanizmasinda iki histidin sulistra akseptor ile etkifgm
halindedir. Doygun konsantrasyonda substrat ve pas#n dekstransikrazi DEP
modifikasyonu sirasinda inaktivasyondan korumasumagikga gostermektedir.

Dekstransukraz, DEP ile muamele edildiktenraaktivitesini kaybetmesi, yani
dekstran polimerinin oimamasi, enzimin kataliz mekanizmasinda imidazol
gruplarinin varkgini gostermektedir. Akseptdr karbohidratlarin véstatin enzimi
inaktivasyondan korudiu goruldu. Dekstransiikrazin reaksiyonunda, polinasgon
sirasinda glukozil ve dekstranil-kovalent ara trdhigur. Dekstran sentezi sirasinda
sukrozun glukoz birimi buylyen dekstran zincirinindirgen ucuna eklenir,
reaksiyonda bir aktif bolgede U¢ amino asit ror §Robyt et al, 2008]. Robyt
tarafindan, B-512 F dekstranddl,6) bali glukoz birimlerinin sentezinde aktif
bolgede iki nukleofilin rol aldiini ve siikroza etki ederek fruktozu [kiglukozil ara
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geckini vermek Uzere ayirdi mekanizmay! Onesurmngiiir [Robyt and Eklund,
1982]. Yapilan cajmalarda, dekstransiukrazin kimyasal modifikasyonisuan
sentezi icin iki histidinin imidazol grubunun eikdldugunu goéstermektedir [Fu and
Robyt, 1988]. Bu iki imidazol grubunun, ayrilan Ktaz birimlerine hidrojen
iyonlarini verdgi, sonra ikinci adimda glukozil enzim kompleksii@ré OH grubuna
saldirarak bir proton kopaggive o (1,6) b&ini olusturdugu kabul edilmgtir.

Monsan ve ekibil..mesenteroides B-512F dekstransiikrazin kritik amino asit
rezidulerini belirlemek amaciyla, dekstransukrazisiidiger glukoziltransferazlarla
karsilastirilarak iki aspartik asit (Asp-511 ve Asp-551) be histidin (His-661)
rezidisu site-directed mutasyonlaggérilmistir. Aspartik asit mutasyonlarinda
dekstran ve oligosakkarit sentez aktivitesi tamamhe@rmu, histidin mutasyonunda
ise dekstransikraz aktivitesinin (1040 U/g) tamayakinini (5 U/g) kaybetstir.
Yalnizca histidin mutantlarinda panoz @lmu g6zlenmgtir [Monchois et al, 1997].
Bu calsmada bir histidin mutasyonunda dekstran sentezinimasi fakat akseptor

ardnindn olgmasi ilgingtir.

L.mesenteroides B-512F dekstranstikrazinsigak mekanizmasi ile ilgilsu
ana kadar yapilan catnalar, aktif bolgede iki adet sikrozg@nma bolgesi ve bir
adet akseptor anma bolgesiyle birlikte histidin  rezidilerinin  ragini
gostermektedir [Neely, 1959], [Fu and Robyt, 1988pbyt, dekstransiikrazin aktif
bdlgesinde iki adet imidazol grubunun, iki nukldi&figrup ile birlikte reaksiyon
mekanizmasinda rol akglni bildirmistir [Su and Robyt, 1994]. Daha sonra yapilan
calismalarda, enzim aktivitesinde rol alan aspartik gsitplarinin varig da tespit
edilmistir [Monchois et al, 1997]. Robyt, dekstransukraziekstran biyosentezi
mekanizmasi ile ilgili yayinlagi son makalesinde; glukanstikrazlarda aktif bolgede
sakli ¢ amino asitin (Asp-551, Glu-589 and Asp)e@2nzerlik gosterdine
dayanarak dekstran sentezinde nukleofil olarak rékpasitlerin bulundgunu
Onermitir [Robyt et al, 2008]. Aktif bolgedeki glutamik s@in varlgini,
dekstransikraz ile glukozil hidrolaz enzim ailesiasandaki amino asit dizi
benzerliklerine dayanarak ©ne suwtiii. Glutamik asitin, dekstranstkrazin
reaksiyon mekanizmasinda proton alma-verme gibi diirevi oldgunu iddia

edebilecek bir delil yoktur.
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DEP ile dekstransukrazin modifikasyonunaaiig tip enzim molekull ofur. 1.
Modifiye olmayan enzim, 2. iki imidazol grubundair tanesinin modifiye oldgu
enzim ve 3. iki imidazol grubu da modifiye olan enz Modifiye olmayan enzim
dekstran ve akseptdr drtnlerini sentezleyebilidn¥zaca bir imidazol grubu modifiye
olan enzim dekstran sentezleyemez fakat akseptirla@imi sentezleyebilir. Aktif
bdlgede her iki imidazol grubu da modifiye olan iemzse dekstran ve akseptor

aranlerini sentezleyeme&€kil 4.22).

—Xx- Q —y. O —X- W
—x- O _x- & Xx- @
A B C
—x- O x~AO O )(f:??
_Z) —_— —L)
e x- ® X @ X- @ —x- @
D

Sekil 4.22 DEP ile modifikasyon sonunda ghn farkli tiplerde dekstransiukrazlar (A, B, C)
ve akseptdr reaksiyonu. A, modifiye olmayan enzZBnpir imidazolu modifiye enzim; C,

her iki imidazolu modifiye enzim; D, aktif bdlgedhdr imidazolun modifiye oldgu enzimin
(B) akseptdr reaksiyonu. X-, aktif bolgedeki nUI{IboO, modifiye olmayan imidazol

grubu; ., modifiye imidazol grubu,O, glukoz; d, fruktoz; 0, sUkroz;°'¢ , maltoz ve

! ? , panoz akseptor trind [Su and Robyt, 1994].
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Histidin/histidinler reaksiyon mekanizmasaniiti sekilde rol alabilir: Birincisi,
asit-baz (proton alma-verme) katalizine katilapilkincisi, aktif bolgede substrat
baglanma mekanizmasinda etkili olabilir. Dekstransikmaaktif bélgesinde iki adet
substrat bglanma bélgesi ve bir adet akseptor glamma bdlgesi oldiu
bilinmektedir. Tez cajmasi deneylerinde imidazol grubuna spesifik biktié@lan
DEP ile modifiye enzim aktivite gbstermezken, akéepnolekil maltoz varfinda
DEP-modifiye enzimin aktivite gostegdi (%76) tespit edildi. Oysa, enzimin
substrati olan stikrozun DEP modifikasyonunasikkoruma etkisi dgiikttr (%40).
Histidin ya da histidinler, enzim katalizinde substb&lanmasinda etkili iseler;
akseptor bglanma bolgesine Iganan bir molekilin; maltozun, enzimi DEP
inaktivasyonundan korumasi beklenemezdi. Aksepailabma boélgesinde bulunan
bir moleklliin enzim katalizini koruyucu etkisinitnzasi, bu molektlin; maltozun,
reaksiyon mekanizmasina direkt katilan histidireilkilesim halinde oldgunu ve bu
histidinin substrat danma bdlgesinde yalnizca sukrozu kararl halermgetigorevi
olmadgini gostermektedir. Maltoz korumali DEP-modifiyezenin dekstran sentezi
azalirken, akseptor drunleri eturma yetengi olumlu yonde dgismektedir,
artmaktadir $ekil 4.19 ve 4.21).

Tez cakmasi deneylerinden alinan sonugclar, dekstransiikkif bélgesinde
enzim katalizinde hisitidinlerin rol algh fikrini desteklemektedir. Enzimin aktif
bdlgesinde iki adet nukleofilik grup (aspartik &sit ve iki adet histidinin yer algh
distindlmektedir $ekil 4.23). Buna goére, dekstransukraz ile dekssantezinde
aktif bolgede bulunan iki nukleofil (aspartik asigubstrat bglanma bolgelerinde
bagli bulunan iki siikroz molekuline atak yapar ve Gzgrinden nikleofile kovalent
bagll iki glukozil birimi olusur. Bu proseste aktif bolgede, iki histidin reziddgén
imidazol grubu, ayrilan fruktoz birimlerinin oksije atomlarina proton verir.
Imidazolyum iyonlari daha sonra imidazol gruplarndénisir: kovalent bali
glukozil gruplarindan birinin 6-hidroksil grubundair proton alir, 6-hidroksil grubu
da dger glukozil biriminin C-1 Uzerine nukleofilik atakt bulunur ve a(1-6)
glukozidik ba& olusur. Serbest kalan nukleofil grubu daseli sikroz molekiline
atak yapar. Ayrilan fruktoza imidazol grubu tekpaoton verir. Dger imidazol ise 6-
OH grubundan bir proton alir ve ikinci bir gluko#dbag olusur. Bu proses, iki

nikleofil grubu ve iki imidazol grubu arasinda devader $ekil 4.24).
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Sekil 4.23 Dekstransiikrazin aktif bélgesi. S vé, Sukroz bglanma bélgesi; A,

akseptor bglanma bolgesi.
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Dekstransukrazin enzim aktivitesi i¢in Oneralan karboksil ve imidazol
gruplari enzim amino asit dizisinde lokalize oktuu. Fakat bu rezidilerin katalitik
prosesteki rolleri kesin olarak tanimlanmasi heniibmkin dgildir. Diger sakli
amino asit reziduleri de sikroz glanma ve doéngtimine katkida bulunabilir. Bu
calismada dekstransiikraz DEP ile modifiye eggidfarkli karbohidratlarin enzimi
DEP inaktivasyonundan korugu ve enzimin modifiye edilerek dekstran sentezinin
durdurulabildgi, oligosakkarit sentezinin yeni oligosakkaritlederceklgtigi ve bu

etkilerin aktif bélgede yer alan iki histidinle geklesebilecei gosterildi.

Glukoziltransferazlarin ¢ boyutlu yapisntie bilinmedgi igin, yapi-fonksiyon
iliskisi hakkinda bilgi simirhdir.  Ug¢  boyutlu  yapininaydinlatiimasiyla,
siklodekstringlukoziltransferazlar ya da amilazadizi kagilastirmalari ve site-
directed mutasyonlar yapilarak glukoziltransferamlanekanizmalarinin daha iyi

anlaiimasini sglayacaktir.
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4.4. Dekstransukrazile Ekmek Mayasinin Gaccharomyces

cerevisiae) Birlikte-immobilizasyonu

Dekstransuikraz ekmek mayasi ile birlikte irdgy bead’lerde immobilize
edilmeden 0©Once immobilizasyonda kullanilacak uygemzim miktarlarinin
bulunmasi icin, 6nce serbest dekstransiikraz ve nfakd aktivite oranlariyla
(DS/M: 0.1 ; 0.25;0.5; 1.0; 2.0 ; 4.0 ; 8.0 12.0) alinarak sukroz cozeltisi ile
reaksiyonlar yapildi (Tablo 4.2). Stikroz her ikzen icin; dekstranstikraz ve maya
invertazi, substrattir. Dekstranstikraz sukrazd&stden Uretirken, invertaz sikrozu
glukoz ve fruktoza hidroliz eder. Her iki enzimi llanarak oligosakkarit elde

edebilmek icin enzim oranlarinin belirlenmesi garek

Diuk DS/M:0.1-0.25 oranlarinda, invertaz aktivitdsi isuikroz hizli bigekilde
hidroliz olmaktadir. Bir saat reaksiyon sonundaakakikroz miktari daha azken,
glukoz ve fruktoz miktari daha fazladir. Bu ylUzdelekstransikraz aktivite
gosterememekte ve agln oligosakkarit miktari daha azdir. DS/M:0.5-1.faro
artisina balh olarak, dektransikraz aktivitesiyle izomaltoz veomaltotrioz
(IM+IM3) miktar ve izomaltotriozdan blyuk oligoskdrit miktarlari artmaktadir.
Fakat heniiz dekstransiikraz akseptor aktivitesitéryee gosteremegli dekstran
olustugu cozeltideki koyulgmadan anlgaldi. DS/M:1.0 den sonra DS/M:10’a kadar
kalan sikroz miktari, invertaz etkisinin azalmasmd dolayr artmaktadir.
DS/M:10'da kalan sukroz miktan tekrar azalmaktadiekstransiikraz akseptor
reaksiyonlari etkisini gostermeyesktamistir. Ayrica IM+IM3 miktari azalirken, IM3
den buylk oligosakkarit miktari biraz azalirkenrorditen sonra désmemektedir.
(Tablo 4.2). Dekstransikraz akseptér reaksiyonu UyoiM3 den buydk
oligosakkaritlere dgru desismektedir. Bu nedenle destransikraz ve maya birlikte
immobilize edilirken DS/M:10 orani kullanildi.
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Maya invertazi, sukrozu glukoz ve fruktozirbierine hidroliz eden yuksek
molekdl a&irhkh (270 kDa) bir glukoproteindir. Maya hicreiein sitoplazmik
membran dunda, hiicre duvarinda lokalize olgwr. invertaz aktivitesi icin tim
hiicre immobilizasyonu saf protein kullanmaktan dakanomiktir. Maya hucreleri
kisa sdreli 1si muamelesinden sonra invertaz da&svikullanilabilir. 70°C de 4
dakika 1s1 glemi gérm{ mayalar canh daldirler; glukoz ve fruktozu fermente

edemezler fakat invertaz aktivitesine sahiptirfeirg et al, 1991].

Dekstransukraz, immobilizasyondan dnce DIEEAmodifiye edilmesinin amaci,
dekstran olgumunu 6nlemek ve enzimin sadece aksepttr Urinlegtusmasini
sgilamaktir. Dekstranstkraz, DEP ile bolum 3.2.7. d&ataan sartlarda modifiye
edildikten sonra maya ile birlikte alginat beadderimmobilize edildi ve sukroz
cozeltisi (300 mM) ile muamele edildi. Birlikte-inohilizasyonda DEP
modifikasyonunun etkisini gormek amaciyla kontrdarak, DEP ile modifiye
edilmeden maya ile ko-immobilizasyon yapilan deks$tikraz ile Urln
kompozisyonlari karlastirildi. Sekil 4.25 de TLC analizinde gorulga gibi DEP ile
modifiye edildikten sonra maya ile birlikte immake edilen dekstransikraz
bead’lerinde, sukrozdan izomaltooligosakkaritleusatken kontrol beadlerinde
olusmamaktadir. Konrol bead’lerinde reaksiyon sonugdane gozlendi, bu da
bead’lerde bir miktar okan dekstranin kanitidir. Oysa DEP-modifiye dekstiitiraz

birlikte-immobilizasyonunda bead’lergesme ve deformasyon gozlenmedi.
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Tablo 4.2 Dekstransiikraz/Maya (DS/M) aktive oraniggéminin Uriin kompozisyonuna
etkisi.

DS/M Fru Glu Suc Luc  IM+IM3  >IM3
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

0.1 37.8 35.8 9.7 51 3.6 8.0
0.25 32.1 30.7 9.1 6.3 8.9 12.9
0.5 24.0 20.4 9.7 8.5 10.8 26.6
1.0 26.1 15.7 11.8 9.2 10.0 27.p
2.0 24.2 16.1 21.4 6.5 8.0 24.5
4.0 24.7 14.5 27.3 5.2 5.5 22.8
8.0 21.1 10.3 35.8 5.9 4.7 22.2
10.0 23.3 11.0 33.6 6.5 3.8 21.8

Dekstransitkraz (DS, 0.3 mg/ml, 16.0 1U/ml) ve mélyl 2.0 1U/mg) invertaz farkli aktive
oranlariyla alinarak, kalsiyum asetat tampon c¢isidR5 mM, pH 5.4) ile hazirlanan siikroz
¢cOzeltisinde (300 mM), 25°C de 1 saat kamlarak reaksiyon gerceldtrildi. M,

izomaltoz; IM3, izomaltotrioz{IM3, izomaltotriozdan blytk oligosakkaritler.
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Sekil 4.25 Birlikte-immobilize dekstransiikraz ve mayanin siikile reaksiyonunda ajan
Uriin bilgimi. Alginat bead’leri kalsiyum asetat tampon c¢ézahde (25 mM, pH 5.4)
hazirlanan sikroz (300 mM) cozeltisinde 25°C deadtsmuamele edildi. 1, birlikte-
immobilize DEP- modifiye dekstransiikraz ve mayajk@;immobilize dekstransikraz ve
maya. Fru, fruktoz; Glu, glukoz; Suc, siikroz; LElkroz; IMO, izomaltooligosakkaritler.
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5. GENEL SONUC

Bu tez cajmasinda, bda prebiyotik etkileri olmak Uzere bircok
biyofonksiyonlara sahip, bircok Ulkede buylik mikkada Uretimleri yapilan
izomaltooligosakkaritlerin tretimlerine dair yontkemn gelitirilmi stir. Leuconostoc
mesenteroides dekstransuikraz vePenicillum lilacinum dekstranaz alginat
matrikslerde (kapsul, bead ve fiber) birlikte imniae edildi ve sikrozdan
izomaltooligosakkarit tretiminde kullanildi. Kapsibead ve fiberlerde sirasiyla
%71, %64 ve %70 aktive verimleri ile immobilizasygapildi. 30 gun slresince
hergiin yapilan aktivite testlerinde alginat fibex bead’lerde aktivitede sirasiyla
%74 ve %99 azalma goOzlenirken, alginat kapsull&idéte-immobilize enzimlerde
ise aktivitede azalma go6rilmedi. Ayrica kapsullerbelikte-immobilizasyon
sirasinda kullanilan gastanin dekstransikrazin karagida énemli etkileri oldgu
goriildi. Immobilizasyon veriminin yiilksek olmasi (%71), bitikmmobilize
enzimlerin aktivitelerini 30 gun siresince korumagelistirilen bu metodun
suikrozdan izomaltooligosakkarit Uretiminde uzuneguolarak kullanilabilecgni
gostermektedir. Birlikte-immobilize enzimlerle sokdan Uretilen, 6zellikle
izomaltotriozdan buytk olan izomaltooligosakkaritle miktarini artirmak igin
sukroz ilavesi ve alginat fiberlerde immobilize defansiikraz ile reaksiyon yapilarak
prebiyotiklerin miktari artirildi.izomaltotriozdan buyiik oligosakkaritlerin miktari
reaksiyonlarda kullanilan sikroz konsantrasyonéaffb 5, 10 ve 20 (w/v)] kg
olarak sirasiyla %1.1, 13.2 ve 18.7 (w/v) den %3373 ve 43.4’e (w/v) yukseldi.
Gelistirilen bu metod prebiyotik tretiminde etkili bgekilde kullanilabilir. Eupergit
C ye kovalent bgi dekstranaz ve serbest dekstransikrazin algiagsiklerde
birlikte-immobilizasyonu yontemi ve prebiyotikleriaretimi metodu bu iki enzim

icin literatirdeki en bgarili yontemdir.

izomaltooligosakkaritlerin bir Uiyesi ayni zamandzarti 6nemi olan izomaltoz,
birlikte-immobilize dekstransikraz ve dekstranaz glukoz kullanarak sikrozdan
yuksek saflikla (%82 w/w) elde edildi. Farkh orarda sikroz+glukoz cozeltisileri
(siik:150-600 mM; glu:150-600 mM) ile alginat kapside birlikte-immobilize

dekstransiikraz ve dekstranaz reaksiyonu sonund& edilen izomaltoz,
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izomaltotrioz, glukoz ve fruktoz iceren kamlar ikinci ggamada Eupergit C de
immobilize dekstranaz ile muamele edildi ve izom@bzun da izomaltoza
dongmesi s@landi. Substrat konsantrasyonu sana ba&li olarak izomaltoz
miktarlari da argil ve 14.6-59.7 g/l arasindad@stigi goruldi. Reaksiyonlarin molar
verimi, Y;ws=0.24-0.40 arasinda gigmekte, en dgilk verim; 600 mM sikroz+150
mM glukoz ve en yuksek verim; 300 mM sikroz+600 nglMikoz ile yapilan
reaksiyonlarda elde edildi. Artan substrat konsmyionuna bzl olarak, kalan
izomaltotrioz miktarlari da artmakta ve 0.28-8.171 grasinda d&smektedir.
Reaksiyonun ikinci gmasinda immobilize dekstranaz ile muamelede
izomaltotriozun tamaminin izomaltoza d@aihi de guclgigi ve c¢ozeltide artan
miktarlarla kaldg! icin saf olarak izomaltoz Uretiminin Uclnclsamasi olan
immobilize maya ile fruktoz ve glukozun uzagtiaslmasi basan@na en az miktarda
(0.28 g/l) izomaltotrioz iceren, 150 mM suikroz v801mM glukoz ile reaksiyon
yapilan kagim ile devam edildi ve izomaltoz %82 w/w safliklae edildi. Birlikte-
immobilize dekstransiikraz ve dekstranaz ilgldtiikonsantrasyonlarda sikroz ve
glukoz c¢ozeltilerinin kullanildy bu yontem, yiksek saflikta izomaltoz eldesi icin

basarili bir metodtur.

Leuconostoc mesenteroides dekstransikraz, histidin rezidulerine spesifikktéa
olan dietilpirokarbonat (DEP) ile modifiye edildeenzimin oligosakkarit olturma
yetengi arttirildi. Modifikasyonsartlari belirlenirken farkli konsantrasyonlarda (O-
1000 mM), farkh akseptorler (maltoz, glukoz, laktwe galaktoz) ve substrat
sukrozun varfiinda enzimin DEP inaktivasyonundan korugdoruldi. En yiksek
koruma etkisi (%76) maltoz (1000 mM) vahda DEP modifikasyonunda tespit
edildi. Dekstransukraz, DEP ile muamele edildiksamra aktivitesini kaybetmesi,
yani dekstran polimerinin ojmamasi, akseptor karbohidratlarin ve substratimenz
inaktivasyondan korumasi enzimin kataliz mekanianmde imidazol gruplarinin
varligint  gostermektedir. L.mesenteroides B-512F dekstransikrazin reaksiyon
mekanizmasi ile ilgilsu ana kadar yapilan cginalar, aktif bdlgede iki adet siikroz
baglanma bolgesi ve bir adet akseptérgloama bolgesiyle birlikte histidin
rezidulerinin varlgini gostermektedir. Elde edilen sonuclamesenteroides B-512
FMC dekstransikrazin enzim katalizinde, aktif béigde imidazol gruplarinin

yeraldgini fikrini desteklermektedir. Tez canasinda dekstransiikraz DEP ile
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modifiye edildi; farkl karbohidratlarin enzimi DERaktivasyonundan korugu ve
enzimin modifiye edilerek dekstran sentezinin duwnthbildigi, oligosakkarit
sentezinin yeni oligosakkaritlerle gercefigi ve bu etkilerin aktif bolgede yer alan

iki histidinle gerceklgebilecesi gosterildi.

Son bolimde, DEP ile modifiye edilerek oBgkkarit olgturma o6zellgi
artirllan Leuconostoc mesenteroides dekstransiikraz, maya ile alginat bead’lerde
birlikte-immobilize edildi ve siUkrozdan oligosakkéer elde etmek icin bu
immobilizasyon metodunun kullanilabilegegdsterildi. Sikrozdan oligosakkarit
uretimi, dekstransukraz ve dekstranaz ikili enzistesninin birlikte kullaniimasiyla
mumkin olurken, bu ¢ginada ilk defa, dekstransukraz ile birlikte, sukrezbstrat
olarak kullanan maya invertazinin da immobilize lex@ék oligosakkaritlerin
uretilebilir oldygu gorulmigtir. Bu calsma, immobilizasyon ve reaksiyggartlari
degistirilerek farkli polimerizasyon derecelerine saluligosakkaritler elde etmeye

aciktir.
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ABSTRACT

Dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides and dextranase from Penicillium lilacinum were
co-immobilized and used to produce isomaltooligosaccharides from sucrose. The enzymes were co-
immobilized by encapsulating soluble dextransucrase and dextranase covalently attached to Eupergit
Cin alginate (beads, fibers, and capsules). The alginate capsule co-immobilization was done in the pres-
ence of soluble starch and resulted in a high immobilization yield (71%), and the enzymes retained their
activities during 20 repeated batch reactions and for a month in storage at 4°C. The presence of starch
was essential for the stability of dextransucrase in alginate capsules. Furthermore, it is important that
the dextranase be pre-immobilized prior to alginate capsule co-immobilization to prevent dextranase
leakage and inactivation of dextransucrase. The co-immobilized enzymes formed oligosaccharides from
sucrose, which can be used as prebiotics. In addition, the oligosaccharides that were produced after
the addition of sucrose reacted with the alginate fiber-encapsulted dextransucrase, thus increasing the
amount of prebiotics. Co-immobilization in alginate fiber and beads also resulted in high yields (70 and
64%), but enzymatic activities decreased by 74 and 99%, respectively, after a month in storage at 4°C.
The newly developed alginate capsule method for co-immabilization of dextransucrase and dextranase
is simple yet effective and has the potential for industrial-scale production of isomaltooligosaccharides.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Sucrose is the most commonly used sweetener; however, it con-
tributes significantly to the formation of dental plaque and caries.
In the oral cavity, Streptococcus mutans converts some of the glu-
cose in sucrose into glucan. This glucan binds to teeth and helps S.
mutans adhere to teeth surfaces. The bacteria ferment the resulting
fructose to lactic acid, which is held close to the tooth surface where
it attacks the enamel, leading to dental caries [1]. Some carbo-
hydrates, including isomaltooligosaccharides, reduce the harmful
cariogenic effects of sucrose when consumed with sucrose [2]. Also,
some components of isomaltooligosaccharides (isomaltose and
isomaltotriose) are partially digested by the small intestine. Isoma-
Itooligosaccharides are larger than isomaltotriose and could serve
as prebiotics, enhancing the growth of bifidobacteria in the human
large intestine [3]. Bifidobacteria occur naturally in the human
intestine and provide many health benefits, including resistance to
gastrointestinal infections, restoration of bowel flora, and improve-
ment of liver enzymes in human alcohol-induced liver injury [4-6].
In addition to isomaltooligosaccharides, other prebiotics include
fructooligosaccharides and galactooligosaccharides. Solutions of
isomaltooligosaccharides administered intravenously to humans

* Corresponding author. Fax: +90 262 605 31 01.
E-mail address: tanriseven@gyte.edu.tr (A. Tanriseven).

1359-5113/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.procbio.2010.06.011

could prevent the dextran-antibody precipitation reaction, which
is sometimes observed when a solution of dextran is given to
humans as a plasma substitute [7]. Isomaltooligosaccharides can be
produced either by acceptor reactions of dextransucrase or hydrol-
ysis of dextran by dextranase. Leuconostoc mesenteroides B-512 FM
dextransucrase catalyzes the polymerization of the glucosyl moi-
ety of sucrose to form dextran, which has 95% «-(1— 6) linkages
and 5% «-(1— 3) branch linkages. Dextran is hydrolyzed by dex-
tranase, forming isomaltooligosaccharides (Fig. 1). Dextransucrase
and dextranase have been used together to produce these oligosac-
charides from sucrose because their optimum pHs are the same (pH
5.4). Soluble dextransucrase and soluble dextranase were reacted
with sucrose to produce syrup containing isomaltose and isoma-
Itotriose [8]. Goulas et al. also studied in detail the synthesis of
isomaltooligosaccharides and oligodextrans by the combined use
of soluble dextransucrase and soluble dextranase [9]. In a different
work, dextransucrase treated with glutaraldehyde was immobi-
lized in alginate and used with soluble dextranase to synthesize
isomaltooligosaccharide from sucrose with little success; sucrose
conversion dropped to 60-70% from 90% by the sixth batch [10].
Recently, a fusion enzyme of dextransucrase from L. mesenteroides
B-1299CB4 and dextranase from A. oxydans was constructed and
used successfully for one-step synthesis of isomaltooligosaccha-
rides from sucrose [11].

Acceptor reactions have been widely studied for the produc-
tion of isomaltooligosaccharides from glucose and maltose. In these
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Fig. 1. Dextran formation from sucrose by dextransucrase and hydrolysis of dextran by dextranase.

studies, either soluble or alginate-immobilized dextransucrase was
used [12-14]. Using immobilized enzymes makes production of
isomaltooligosaccharides more economical. Studies on immobi-
lization of dextransucrase in the literature have not been successful
with respect to yield and stability. One reason is that the dex-
tran associated with the enzyme masks the reactive groups of the
enzyme. Kaboli and Reilly studied the immobilization of dextran-
sucrase using different carriers and retained more than 10% activity
upon immobilization using activated alkylamine porous silica[15].
Alcalde et al. studied the immobilization of native and dextran-free
dextransucrase onto glutaraldehyde-activated porous silica, which
resulted in 0.6 and 13% immobilization yields, respectively [14].
Dextran-free dextransucrase was also immobilized onto Eupergit
C with a maximum activity recovery of 22%, and the work was
patented [16,17]. In stability tests carried out at 30 °C, Eupergit C-
immobilized dextransucrase lost more than 55% of the recovered
activity. Thus, there are no reported successful covalent immo-
bilization methods for dextransucrase. Encapsulation in alginate
is the only method that results in high immobilization yield for
this enzyme. There are several studies on immobilization of dex-
transucrase in alginate that result in immobilization yields up to
90% [13,14,18]. The encapsulation method can only be used for
the production of oligosaccharides because dextran accumulates
in alginate beads and causes them to rupture.

Dextranase can be used to produce isomaltooligosaccharides
from dextran. The enzyme has been immobilized using differ-
ent methods including glutaraldehyde-activated chitosan, which
retains 63% of the original specific activity [19]. The enzyme was
also immobilized on porous glass and bentonite [20,21]. Recently,
dextranase was immobilized onto a commercially available matrix,

Eupergit C, with high yield (90%) in our laboratory [22]. The
immobilized enzyme was stable and could be used to produce iso-
maltooligosaccharides from dextran.

As of now, there has only been one report regarding the
co-immobilization of dextransucrase and dextranase, in which dex-
tranase pre-adsorbed onto bentonite and soluble dextransucrase
were co-immobilized onto alginate beads for the production of
isomaltooligosaccharides from sucrose. This method was not very
successful due to the low immobilization yield for dextranase and
the substantial loss in activity in the co-immobilized system during
repeated batch reactions [23]. The co-immobilized enzymes were
also used by the same group to synthesize isomaltose from sucrose
[24]. The present study is on the successful co-immobilization of
dextransucrase and dextranase in alginate matrices (beads, fibers,
and capsules) to produce isomaltooligosaccharides from sucrose.

2. Materials and methods
2.1. Materials

2.1.1. Chemicals

Dextran (5000 Da) was a gift from Dextran Products Limited (Ontario, Canada).
Calcium acetate, sucrose, fructose, H S04, ethanol, acetonitrile, and calciumchloride
were obtained from Merck. Sodium alginate (medium viscosity), maltose, soluble
potato starch, and «-naphthol were from Sigma. Eupergit C was a gift from Roehm
GmbH & Co. KG (Darmstadt, Germany).

2.1.2. Enzymes

Dextranase 50 L was a gift from Novozyme (Denmark). The activity of dextranase
was determined as 63 [U/ml. The activity unit (1U)is defined as the amount ofenzyme
needed to produce 1 mol isomaltooligosacharide (isomaltose and isomaltotriose)
from a dextran solution (MW = 5000, 2% (w/v)} in 1 min at pH 5.4 and 30°C.
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Dextransucrase was produced from a L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc strain
provided by Dr. John F. Robyt (lowa State University, Ames, 1A USA), as previously
described [25]. The activity of the enzyme was 16.2 IU/ml. The activity unit (IU) is
defined as the amount of enzyme needed to produce 1 wmol fructose froma mixture
containing sucrose (300 mM) and glucose (300 mM) at pH 5.4 and 25°Cin 1 min.

2.2. Immobilization of dextranase

Immabilization was carried out under optimum conditions according to previ-
ously published work [22]. Eupergit C (200 mg) was reacted with dextranase (0.1 ml)
in phosphate buffer (5ml, 1.0M, pH 5.3) at 25°C with gentle shaking (150rpm)
for 24 h. Beads (0.71g) were obtained after filtering and washing with phosphate
buffer (10ml, 0.1 M, pH 5.3) and distilled water (10 ml) on a sintered glass filter by
suction under vacuum. The immebilized enzyme was stored at 4°C until use. The
immabilization yield was 90%.

2.3. Co-tmunobilization of dextranase and dextransucrase in aiginate capsules

Capsules were formed by dropwise addition of a solution of dextransucrase
(2ml,32.41U), soluble dextranase (0.1 ml, 6.3 IU)or Eupergit C pre-immobilized dex-
tranase (200 mg), soluble starch (2 g), CaCl, (0.1 g), and calcium acetate buffer (3 ml,
25mM, pH 5.4) through a syringe with a 1 mm diameter needle into a well-stirred
sodium alginate solution [100 ml, 1% (w/v)]. The capsules were kept in solution for
10 min; distilled water (200 ml) was added, and the capsules were obtained by filtra-
tion. The capsules were hardened for 30 min with 1% (w/v) CaClz in calcium aceftate
buffer (100ml, 25 mM, pH 5.4) and were stored in calcium acetate buffer (25 mM,
pH 5.4) at 4°C until used. The capsules had an average diameter of 448 mm and a
wall thickness of 0.14 mm.

24. Co-immobilization of dextranase and dextransucrase in alginate beads

Dextransucrase (2 ml, 32.41U) and dextranase pre-immaobilized onto Eupergit C
(200 mg) were mixed with an alginate solution [8 ml, 2% (w/v)], which was added
dropwise through a syringe into a CaCly solution [100 ml, 2% (wj/v)] prepared in
calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4). The CaCl, solution was agitated at 500 rpm
during bead formation for 1h. The beads in the calcium acetate buffer (25 mM, pH
5.4) were stored at 4°C until used. The beads had an average diameter of 3.54 mm.

2.5. Co-immobilization of dextranase and dextransucrase in alginate fibers

Fibers were produced by pumping a solution of dextransucrase (2ml, 32.41U),
dextranase pre-immobilized onto Eupergit C (200 mg), alginate (0.25g), glycerol
(4ml}, and sodium acetate buffer (1 ml, 25mM, pH 5.4) through a syringe into a
CaCly solution [100ml, 2% (w/v)] prepared in calcium acetate buffer (25 mM, pH
5.4). The CaCly solution was not agitated during fiber formation. The fibers were
hardened for 1 h, washed with calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4), cut inta 0.5-
cm-long pieces and stored in the same buffer at 4°C until used. A total of 4.3 g of
fiber was obtained, and the fibers had an average diameter of 1.74mm.

2.6. Immobilization of dextransucrase in alginate fibers

Dextransucrase (2ml, 32.41U) immobilization was carried out as previously
described [26]. The fibers were cut into 0.9-cm-long pieces and stored in cal-
cium acetate buffer (25mM, pH 5.4} at 4°C until used. A total of 4.49¢g of fiber
was obtained, and the fibers had an average diameter of 2.00 mm. Immobilization
resulted in 90% relative activity.

2.7. Determination of carbohydrates

Thin layer chromatography (TLC) was used for carbohydrate analysis. TLC plates
(Whatman K5 silica) were developed using three ascents of a solvent system consist-
ing of nitromethane/water/1-propanol (2/3/5 parts per volume ) for two-thirds of the
plate followed by three ascents of a solvent system consisting of acetonitrile/water
(85/15 parts per volume) to the top of the plate. Carbohydrates were visualized by
dipping the plates into 5% sulphuric acid in ethanol containing 0.5% a-naphthol fol-
lowed by heating on a hot plate at 110°C for 10min. A TLC-imaging densitometer
(Bio-rad GS-670) was used for quantitative determination of carbohydrates [27,28].

2.8. Determination of dextranase activity

Free or immobilized dextranase was reacted with dextran [MW: 5000 Da, 2%
(w/v)] in calcium acetate buffer (10ml, 25 mM, pH 5.4) with agitation at 200 rpm
at 30°C for 1 h in a water bath. The reaction mixture (0.2 ml) was added to dis-
tilled water (0.8 ml) and boiled for 10 min to inactivate the enzyme. The amount of
isomaltose and isomaltotriose formed was determined.

2.9. Determination of dextransucrase activity

Soluble dextransucrase was reacted with a sugar mixture containing sucrose
(300 mM) and glucose (300 mM) in calcium acetate buffer (20ml, 25 mM, pH 5.4)

with agitation at 500rpm at 25°C for 30 min. The reaction mixture (0.3 ml) was
added to distilled water (0.7 ml) and boiled for 10 min to inactivate the enzyme. The
amount of fructose formed from sucrose was determined.

2.10. Determination of relative activity and immobilization yield for
co-immobilized dextranase-dextransucrase

Dextransucrase and dextranase (both enzymes soluble or immobilized) were
reacted with sucrose (20ml, 300 mM) in calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4)
with agitation at 500rpm at 25°C for 30 min. The reaction mixture (0.3 ml) was
added to distilled water (0.7 ml) and boiled for 10 min to inactivate the enzyme. The
amount of fructose formed from sucrose was determined.

2.11. Effect of dextranase on dextransucrase activity

The effect of commercial dextranase preparation on dextransucrase was tested
by treating dextransucrase (2 ml, 32.41U) with soluble dextranase (0.1 ml, 6.31U) in
calcium acetate buffer (7.9 ml, 25 mM, pH 5.4) at 25°C for various times (0, 2, and
4 h). The remaining activities of dextransucrase and dextranase in each digest were
determined.

2.12. Leakage of dextranase from alginate matrices (beads, fibers, and capsules)

Dextranase (0.1ml, 6.3 1U) was immobilized in alginate beads, fibers, and cap-
sules using the procedures described previously. The alginate matrices (beads,
capsules, and fibers) were agitated in calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4, 20ml)
at 500rpm for 3 h, and the leaked dextranase activity in the filtrate was determined
after removing the alginate matrices by filtration.

2.13. Effect of starch on dextransucrase activity in alginate capsules

To study the effect of starch on dextransucrase in the co-immobilization pro-
cess, co-immobilization of dextransucrase and dextranase pre-immobilized onto
Eupergit C was carried out by the procedure described above using maltose instead
of soluble starch as a viscosity modulator. Capsules were formed by dropwise
addition of a solution composed of dextransucrase (2 ml, 32.41U), dextranase pre-
immobilized onto Eupergit C (200 mg), maltose (4g), CaCl; (0.1g), and calcium
acetate buffer (3 ml, 25 mM, pH 5.4) through a syringe with a 1 mm diameter needle
into a well-stirred sodium alginate solution [100ml, 1% (w/v)]. The capsules were
kept in solution for 10 min; 200ml distilled water was added, and the capsules
were obtained by filtration. The capsules were hardened for 30 min with 1% (w/v)
CaClz in 100 ml calcium acetate buffer (25mM, pH 5.4), and the remaining maltose
in the capsules was removed by washing the capsules with calcium acetate buffer
(50ml x 8,25 mM, pH 5.4).

2.14. Operational and storage stabilities of co-immobilized enzymes

Storage stability was tested for 30 days by determining the relative activity every
other day. Co-immobilized enzymes were stored at 4°C when not in use. The oper-
ational stability test consisted of 20 batch reactions in which the co-immobilized
enzymes were reacted with sucrose (10% (wj/v)) in acetate buffer (25 mM, pH 5.4)
at 25=C for 3 h, and the relative activity was determined.

2.15. Production of isomaltooligosaccharides using soluble and co-immobilized
enzymes

Co-immobilized dextransucrase-dextranase in alginate capsules was reacted
with sucrose [15ml, 5, 10, 20, and 40% (w/v)] in calcium acetate buffer (25 mM,
pH 5.4) at 25°C, with agitation at 500 rpm with a magnetic stirrer. At various times
(1-12 h),samples (0.1 ml) were taken for analysis of digestion products. TLC demon-
strated that the sucrose in each digestion reaction was converted into product by
the co-immebilized enzymes within 12 h. In addition, sucrose powder (4, 3, and 2 g)
was added to the sugar mixtures (10 ml) obtained using sucrose solutions [5%, 10%,
and 20% (w/v)] and reacted with dextransucrase immobilized onto alginate fibers
(4.49 g)at25°Cfor 12 h. TLC showed that all the sucrose was converted into acceptor
products.

Isomaltooligosaccharide preduction was also carried out using soluble enzymes
[dextransucrase (32.41U), dextranase (6.31U)] and sucrose [15ml, 10% (w/v)] in
calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4) at 25°C for 12 h.

3. Results and discussion

Dextransucrase catalyzes the formation of dextran, which can
be hydrolyzed by dextranase to form isomaltooligosaccharides
(Fig. 1). Recently, dextranase from Penicillium lilacinum was cova-
lently immobilized onto a commercially available matrix, Eupergit
C, with high yield (90%) in our laboratory and was used to pro-
duce isomaltooligosaccharides from dextran [22]. In the present
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Fig. 2. The images of alginate matrices used in immobilization.

work, P. lilacinum dextranase covalently attached to Eupergit C
and soluble L. mesenteroides dextransucrase were co-immobilized
in alginate matrices, as shown in Fig. 2. The best immobilization
yield (71%) was realized in alginate capsules. The immobiliza-
tion yield is defined as the ratio of the rate of fructose formation
by co-immobilized dextransucrase-dextranase to that of soluble
dextransucrase-dextranase.

The alginate capsule co-immobilized enzymes were able to
produce isomaltooligosaccharides from sucrose. In alginate cap-
sules, dextransucrase converts sucrose into dextran, which is then
hydrolyzed by dextranase to form isomaltooligosaccharides (Fig. 1).
The enzymes in the alginate capsules retained their activities for 20
consecutive batch reactions and a month in storage at 4°C without
any decrease in activity (Figs. 3 and 4). Alginate fiber and beads
were also used for the co-immobilization with 70 and 64% immo-
bilization yields, respectively. Co-immobilization in fiber and beads
resulted in a decrease in activity with time due to dextranase-
meditated hydrolysis of dextran attached to dextransucrase and the
leakage of enzymes. After 30 days at 4°C, there was a 74 and 99%
reduction in dextransucrase activity in fibers and beads, respec-
tively (Fig. 4). Eupergit C particles that have dextranase activity
separate out on the surface of fibers and beads, forming cavities,
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Fig. 3. Operational stability of co-immobilized dextransucrase and dextranase
pre-immobilized onto Eupergit C: alginate capsules (W), beads (), fibers (®). Co-
immobilized enzymes were reacted with sucrose (20 ml, 300 mM) at 25°C for 3h
in calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4) and then the relative activity was deter-
mined. The relative activity is calculated as the ratio of formation rate of fructose
formed by co-immobilized enzymes to that of by newly prepared co-immobilized
enzymes.
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Fig. 4. Storage stabilitiy of co-immobilized dextransucrase and dextranase pre-
immobilized onto Eupergit C: alginate capsules (W), beads (), fibers (@), capsules
made using maltose (). Co-immobilized enzymes were reacted with sucrose (20 ml,
300mM) at 25°C for 3 h every other day in calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4)
and then the relative activity was determined.

which can facilitate the leakage of soluble dextransucrase within
beads or fibers. Soluble dextransucrase and soluble dextranase
were also co-immobilized in alginate capsules. Fig. 5 shows that
only 35% of the initial relative activity is retained after storage at
4°C for 11 days. The reduction in activity could be due to leak-
age of dextranase and inactivation of dextransucrase by dextranase,
which hydrolyzes endogenous dextran providing stability to dex-
transucrase [29], or by small amounts of protease activity from the
dextranase preparation. Soluble dextranase can leak out of alginate
capsules; dextranase activity was detected in the filtrate of alginate
matrices (capsules, fibers, beads) in which immobilized dextranase
was kept in buffer with stirring for 3 h. The molecular weight of dex-
tranase is about 35 kDa, and its isoelectric point is 4.85. The enzyme
could easily leak out of alginate capsules due to its low molecu-
lar weight and the fact that it is negatively charged at pH 5.4. The
dextranase used in this work wasa commercial enzyme, which con-
tains small amounts of proteases, glucoamylase, polygalacturonase,
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Fig. 5. Storage stability of soluble dextransucrase and soluble dextranase co-
immobilized in alginate capsules (0) and soluble dextransucrase together with
dextranase pre-immobilized onto Eupergit C co-immobilized in alginate capsules
(m). Co-immobilized enzymes were reacted with sucrose (20 ml, 300 mM) at 25°C
for 3 hevery other dayin calcium acetate buffer (25 mM, pH 5.4) and then the relative
activity was determined.
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Fig. 6. Time course of the production of isomaltooligosaccharides obtained by reaction of alginate capsule co-immobilized dextransucrase and dextranase pre-immobilized
onto Eupergit C with varying sucrose concentrations of 5% (wjv) (A), 10% (w/v) (B), 20% (w/v) (C), and 40% (w/v) (D). Fru, fructose; Glu, glucose; Suc, sucrose; Leu, leucrose;

IM, isomaltose; IM3, isomaltotriose.

carboxymethylcellulase, laminarinase, and chitinase [20]. Dextran-
sucrase was inactivated by dextranase preparation; the enzyme lost
82 and 86% of its initial activity after treatment with dextranase
for 2 and 4h, respectively. However, the activity of dextranase
was retained in the presence of dextransucrase. Dextransucrase
was not inactivated when co-immobilized in alginate capsules
with dextranase pre-immobilized onto Eupergit C. Surprisingly,
soluble starch in alginate capsules protects dextransucrase from
dextranase, which hydrolyzes the dextran associated with dextran-
sucrase. Protection by starch was demonstrated by carrying out the
enzyme co-immobilization in alginate capsules using maltose as a
viscosity modulator instead of soluble starch. Maltose leaks out of
alginate capsules, whereas soluble starch remains in the capsules.
Fig. 4 shows thatdextransucrase in the co-immobilized system pre-
pared using maltose lost almost all its activity after storage at 4°C
for 7 days. However, dextransucrase in the co-immobilized sys-
tem prepared using soluble starch retained all of its activity after
30 days of storage at 4°C. This finding clearly shows that starch
protects dextransucrase from dextranase.

Various attempts have been made to covalently immobilize L.
mesenteroides dextransucrase with no success [14,15,17]. The best
immobilization method for dextransucrase is alginate encapsula-
tion, which only allows synthesis of oligosaccharides by acceptor
reactions because the dextran formed accumulates in the algi-
nate beads and causes the beads to rupture. In the present study,

accumulation of dextran in the capsule is prevented by immobi-
lized dextranase. Several groups have studied the production of
isomaltooligosaccharides using soluble dextransucrase and solu-
ble dextranase, but co-immaobilization makes the production more
economical. There has been only one work regarding the co-
immobilization of dextransucrase and dextranase. Erhardt et al.
studied co-immobilization of Chaetomium erraticum dextranase
adsorbed onto bentonite and soluble L. mesenteroides B-512F dex-
transucrase in alginate beads [23]. They found that co-immobilized
enzymes exhibited less than 25% of the initial activity after six
repetitive batch reactions at 30°C using sucrose (100g/l), each of
which took 24 h. In the present study, soluble dextransucrase and
dextranase covalently attached to Eupergit C were co-immobilized
in alginate capsules with high immobilization yield and were
used to produce isomaltooligosaccharides. Capsule co-immobilized
enzymes were reacted with varying concentrations of sucrose [5,
10, 20, and 40 (w/v)] at 25°C. All the sucrose in every diges-
tion reaction was converted into products in 6, 7, 9, and 12h,
respectively. Product composition was determined from 1 to 12h
(Fig. 6). The amount of oligosaccharides increases when high con-
centrations of sucrose are used due to increased acceptor reactions
[30]. In reaction mixtures, the percentages of oligosaccharides
larger than isomaltotriose were 1.1, 13.2, 18.7, and 22.6% (w/w)
for sucrose solutions [5, 10, 20, and 40% (w/v)], respectively. In
these experiments, the majority of oligosaccharides were isoma-
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Fig. 7. Compositions of sugar mixtures produced. A1, B1, and C1 were synthesized
by reacting the co-immobilized dextransucrase-dextranase with varying concentra-
tions of sucrose |5, 10, and 20% (w/v)], respectively at 25°C for 9 h in calcium acetate
buffer (25 mM, pH 5.4). Sucrose in powder form (4, 3, and 2g) was added to A1, B1,
and C1, respectively and then they were reacted with dextransucrase immobilized
in alginate fiber at 25°C for 12 h to get sugar mixtures of A2, B2, and C2, respec-
tively. Fru, fructose; Glu, glucose; Suc, sucrose; Leu, leucrose; IM, isomaltose; IM3,
isomaltotriose.

Itose and isomaltotriose, which are not prebiotics because they are
hydrolyzed in the small intestine. In order to increase the amount
of oligosaccharides that could be used as prebiotics, sucrose pow-
der was added to the reaction mixtures obtained using sucrose
solutions [5, 10, and 20% (w/v)] and reacted with dextransucrase
immobilized on alginate fibers (Figs. 7 and 8). Thus, the percentages
of oligosaccharides larger than isomaltotriose increased from 1.1,
13.2,and 18.7% to 37.7, 37.3, and 43.4% (w/w) for sucrose solutions
[5, 10, and 20% (w/v)], respectively. In this second step, acceptor
reactions of dextransucrase were used to convert small oligosac-
charides (e.g., isomaltose and isomaltotriose) into oligosaccharides
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larger than isomaltotriose, which could be used as prebiotics. The
amount of leucrose also increased during the second reaction due
to fructose acting as acceptor. The results of this study clearly show
that the newly developed method is very effective in producing
prebiotics. There are several uses for the products obtained in this
reaction, including use in diabetic foods. [somaltooligosaccharide
production from 10% sucrose (w/v) was also studied using solu-
ble dextransucrase and dextranase. However, it was not possible
to convert all the sucrose into products even after 12 h due to the
inactivation of dextransucrase by dextranase preparation.

In conclusion, L. mesenteroides B-512 FMC-13 Glc dextransu-
crase and P. lilacinum dextranase were successfully co-immobilized
in alginate capsules with a high immobilization yield (71%).
Dextranase covalently attached to Eupergit C was used in the
co-immobilization to prevent leakage of dextranase from the
alginate capsules. The co-immobilization was carried out in the
presence of soluble starch, which protected the activity of dextran-
sucrase from dextranase. It is known that dextranase hydrolyzes
the endogenous dextran, stabilizing dextransucrase. Furthermore,
the co-immobilized enzymes were able to synthesize isomal-
tooligosaccharides, which can be used as prebiotics. In addition, the
co-immobilized enzymes retained their activity during 20 repeated
batch reactions and after a month of storage at 4°C.
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