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OZET

MISIR NiISASTASINDAN ENZIMATIK YONTEMLE
PREBiYOTIK BiR URUN OLAN iZOMALTOOLIGOSAKKARIT URETIiMi

Gokhan AYGUN
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Osman KOLA
Ocak 2021, 68 sayfa

Bu c¢alismada, bir prebiyotik iiriin olan izomaltooligosakkaritin farkli hammadde maltoz
suruplart ve farkli beta amilaz ve transgluosidaz enzim dozajlar1 kullanilarak laboratuvar
Olgeginde tiretimi amaglanmistir. Hammadde %maltoz igerigi, beta amilaz enzim dozajlar1 ve
transglukosidaz enzim dozajlar1 gibi parametrelerin elde edilen izomaltooligosakkarit
surubunun IMO fraksiyonlar1 ve toplam IMO yiizdesine etkileri incelenmistir. HPLC analizi ile
her reaksiyon sonucunda elde edilen izomaltooligosakkarit surubunun IMO fraksiyon
dagilimlar1 incelenmistir. Elde edilen IMO profilinin ticari iirlinlere uygunlugu géz Oniine
alinarak tretim sartlari belirlenmistir. En yiiksek toplam IMO igerigi %61.1 olarak elde
edilmistir. Bu ¢iktiya karsilik gelen reaksiyon sartlari; %80 hammadde maltoz degeri, 1.4
kg/TDS beta amilaz enzim dozaji ve 0.70 kg/TDS transglukosidaz enzim dozajidir. Ek olarak
reaksiyon, sicaklik 61°C, pH 4.5 sartlarinda 24 saat siire ile gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: prebiyotik, izomaltooligosakkarit, transglukosilasyon, misir nisastasi,

maltoz, surup, amilaz



ABSTRACT

PRODUCTION OF ISOMALTOOLIGOSACCHARIDE
AS A PREBIOTIC PRODUCT FROM CORN STARCH
WITH THE ENZYMATIC METHOD

Gokhan AYGUN
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Osman KOLA
Ocak 2021, 68 pages

In this study, it was aimed to produce isomaltooligosaccharide, a prebiotic product, in
laboratory scale using different raw material maltose syrups and different beta amylase and
transglucosidase enzyme dosages. The effects of parameters such as raw material
maltose%content, beta amylase enzyme dosages and transglucosidase enzyme dosages on IMO
fractions and total IMO percentage of the obtained isomaltooligosaccharide syrup were
investigated. IMO fraction distributions of the isomaltooligosaccharide syrup obtained as a
result of each reaction by HPLC analysis were examined. The production conditions have been
determined considering the conformity of the obtained IMO profiles to commercial products.
The highest total IMO content was achieved with 61.1%. The reaction conditions corresponding
to this output are; 80%raw material maltose value, 1.4 kg / TDS beta amylase enzyme dosage
and 0.70 kg / TDS transglucosidase enzyme dosage. In addition, the reaction was carried out at
61 °C, pH 4.5 for 24 hours.

Keywords: prebiotic, isomaltooligosaccharide, transglucosylation, corn starch, maltose, syrup,

amylase
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1. GIRIS

Izomaltooligosakkaritler, nisastadan baslayarak enzimatik reaksiyonlar silsilesi ile elde
edilebilen a-(1—6) glikozidik baglar yardimiyla birbirlerine baglanmis ve Bifidobakteri tiirleri
tizerinde prebiyotik olarak etki gosteren glikoz izomerleri olarak adlandirilmaktadir (Kolida &
Gibson, 2007; Cho ve ark., 2014). IMO’lar musir, soya, piring, tapyoka ve bugday gibi dogal
nisasta kaynaklarindan elde edilebilir. Ancak bu kaynaklardan ekstrakte edilmesi yiiksek
maliyetlidir. Kimyasal senteze gore daha c¢ok tercih edilen enzimatik sentez, substrat olarak
nisastanin; alfa-amilaz, pullulanaz ve transglukosidaz enzimleri kullanilarak pargalanmasi ile
gerceklestirilmektedir. Geleneksel olarak, IMO ’lar a amilaz, B amilaz ve pullulanaz enzimleri
yardimiyla nisastanin hidrolizi ile elde edilir (Ojha ve ark., 2015). izomaltoz, izomaltotrioz ve
panoz; insan bagirsaginda bulunan mikrobiyal flora {izerine segici sekilde oldukg¢a olumlu etki
gostermektedir. Fermentasyon sonrasinda ortamda laktik asit ve asetat miktarini artirmaktadir
(Tuohy ve ark., 2005). IMO farkli yontemler ile maltoz, nisasta gibi farkli karbonhidratlardan

ekstraksiyon, asit ya da enzimatik hidroliz gibi farkli yollar ile tiretilebilir.

IMO’nun kaynagi olan nisasta ve nisasta bazli sekerler giiniimiizde seker kaynagi olarak da
kullanilmaktadir (Elgiin 2013). Nisasta bazli seker sanayinde elde edilen temel iiriinler, dogal
ve modifiye edilmis nigastalar ile glikoz ve fruktoz suruplaridir. Son yillarda iilkemizde kaynagi
yine misir nisastasi olan sorbitol, maltitol, sitrik asit, organik asitler gibi katma degerli stratejik
liriinlerin sanayi dlgegindeki iiretimi baslamustir. Ulkemizde sakkaroz (sofra sekeri) pancardan
elde edilirken, nisasta bazl tiriinler ise genellikle misirdan elde edilmektedir. Glikoz surubu,
nisastanin hidroliz edilmesi ile elde edilen ilk {irlin olma Ozelligindedir ve glikozun
izomerizasyonu ile elde edilen ve izoglikoz olarak bilinen iiriin ise fruktoz surubudur (Artik ve

ark., 2011). Nisasta hidrolizati sanayide “liquefact” olarak da adlandirilmaktadir.

Misir sekerinin gida sektoriinde kullanimi, kalitesi yiiksek tiriinler iiretilmesi ve ihracat
pazarinda rekabetin artirilmasi hususunda 6nem tagimaktadir. Maliyet agisindan daha avantajh
olmasinin yaninda el degmeden tiretilmesi ve kalitesinin siirdiiriilebilir olmasi durumu da tercih

sebebidir (Artik ve ark., 2011).



Sekerleme sektoriinde glikoz suruplari ile sofra sekerinin birlikte kullanimi, yarattiklari sinerjik
etki ile triin kalitesine sagladiklar1 avantajlar sebebi ile tercih edilmektedir (Artik ve ark.,
2011). Ornegin, tek basma sakkaroz (sofra sekeri) kullamilarak iiretilen sert sekerler,
sakkarozun oda sicakligindaki ¢Oziiniirlik degerinin  smirli  olmasindan  dolay1
kristallenmektedir. Karamel ve fudge gibi iriinlerde ise iiriiniin ¢ignenebilir olmast glikoz

surubu ile saglanan bir 6zelliktir (Artik ve ark., 2011).

Ulkemiz’de seker iiretimi kotaya tabidir. Kota, Tiirkiye genelinde 2 milyon 700 bin ton sekerdir
ve bu rakamin %2,5 ‘u olan 67.500 ton’u nisasta bazli seker iiretim kotasidir. Tiirkiye’de seker
sektoriinde; 15 adet pancar sekeri, 5 adet nisasta bazli seker {ireticisi olarak toplamda 20 adet
sirket faaliyet gostermektedir. Sektorde ayrica kota hakkina sahip olmayan, yalnizca ihracat
amagh iiretim yapan 5 adet nisasta bazli seker iireticisi bulunmaktadir. Bu bahsedilen bes
sitketin yillik toplam iiretim kapasitesi yaklasik 350.000 tondur. Uretilen iiriinlerin tamami

ihrag¢ edilmektedir.

IMO, diistik glisemik indekse sahiptir ve prebiyotiktir. IMO, %15-20 oraninda diisiik sekerler,
%70-80 oraninda yiiksek sekerlerden olusmaktadir. Dolayisiyla IMO, hem sindirilebilen hem
de sindirilemeyen sakkaritleri igerir. Sakkarozun yaklasik %40-50’si kadar tatliliga sahiptir.
Seker ikamesi olarak “saglikli gidalar” kategorisinde yer bulmaktadir. Diisiik tatlilik 6zelligi ile
igerisindeki gidanin tadinin daha iyi alinabilmesini saglar. Yiiksek sicaklik stabilitesi ile
firmcilik iriinlerinde kullanimi uygundur. Giinliikk diyetteki lif ihtiyacinin bir kismini
saglayabilmektedir. Diisiik su aktivitesi ile mikrobiyal iremeyi 6nlemeye yardimcidir. Diistik
viskozite 6zelligi ile de gidalarda kullanim kolayligi saglamaktadir. Higroskopik 6zelligi ile
gidalarda nem tutucu oOzelligi bulunmaktadir. Ayrica islenmis gidalara hacim ve doku

kazandirmaktadir.

Probiyotik bilesenler iceren fonksiyonel gidalar, faydalarinin bilimsel olarak kanitlanmasiyla
umut verici bir pazar olarak yer bulmaktadir. Tiiketiciler, son donemde yayginlasan iyi
beslenme algis1 ile saglia fayda saglayan gidalar1 daha fazla tiikketir duruma gelmistir.
Prebiyotik tanimi ilk kez Gibson ve Roberfroid tarafindan 1995 yilinda yapilmistir (Rolim,
2015). Prebiyotikler, insan ince bagirsaginda enzimlerle sindirilmeden kalin bagirsaga gecer.

Kalin bagirsakta bulunan bakterilerin biiylimesini ve/veya aktivitesini se¢ici olarak uyararak



insan saglhigma faydali, sindirilemeyen bir gida bileseni olarak tanimlanmistir (Gibson &

Roberfroid, 1995; Goffin ve ark., 2011).

Kisa zincirlere sahip karbonhidratlar olarak da bilinen bu prebiyotikler, insan metabolizmasinda
bulunan sindirim enzimleri tarafindan sindirilememektedirler (Li ve ark., 2009; Wang, 2009).
Prebiyotiklerin biiylik ¢ogunlugu oligosakkaritler ve polisakkaritlerden olugsmaktadir ve bazi
poliollerin de prebiyotik 6zellikte oldugu belirtilmistir (Gibson, 2004; O’Donnell & Kearsley,
2012; Al-Sheraji ve ark., 2013).

Prebiyotik 6zelliginin yani sira sindirilemediginden dolay1 kaloriye doniisiimii zordur, kandaki
glikoz seviyesini arttirmaz. Sindirim sistemi sagliginin gelismesinde rol oynamaktadir. Dis
clirimesinin gelisimini azaltmaya yardimci oldugu goriilmektedir. Kolon kanseri riskini

azaltmaktadir. Kandaki toksin miktarini azaltir, bagisiklig1 giiclendirir.

Bu tez ¢alismasinda da; 10-11 dekstroz esdegerligindeki nisasta hidrolizatindan baglayarak beta
amilaz, pullulanaz ve maltojenaz enzimleri ile ultra yiiksek maltoz surubu elde edilecek ve elde
edilen ultra yiiksek maltoz surubu farkli sartlar ve enzim dozajlarinda transglikozidasyon
reaksiyonuna tabi tutulmak suretiyle izomaltoligosakkarit elde edilecektir. Tez ¢alismasinin
amaci degisik maltoz oranlarina sahip ultra yiiksek maltoz suruplarinin farkli L-transglikozidaz
dozaj miktarlarinda reaksiyon hizlarinin, olusan IMO miktarinin ve reaksiyon sartlarinin

incelenmesidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Nisastanin Yapisi

Izomaltooligosakkaritlerin temel hammaddesi olan nisasta; dogal olarak bitkilerin yapisinda
bulunan ve karbonhidratlarin en biiyiik kismini olusturan bir polisakkarittir. Nigasta, hayvanlar
ve bitkiler i¢in Onemli bir enerji kaynagidir ve insan beslenmesinde de biiylik 6nem
tasimaktadir. Basta farmasotik, kagit ve gida sanayinde kullanilan glikoz, fruktoz, seker
alkolleri, maltodekstrin ve bazi tatlandiricilar nisastanin kimyasal -biyokimyasal yollarla
par¢alanmasindan elde edilmektedir (Dziedzic & Kearsley, 1995). Bazi 6nemli nisasta

kaynaklar1 ve bu kaynaklarin kimyasal bilesen igerikleri Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Onemli bazi nisasta kaynaklarmin kimyasal bilesimleri (%) (Kearney ve
Maurer,1990)

Kaynak Nem Nisasta Protein Lif Yag
Misir 16.7 60.0 8.3 2.2 4.0
Tane Sorgum 15.5 62.0 9.5 2.2 3.1
Bugday 125 59.0 10.4 2.2 1.7
Piring 12.0 75.0 7.5 0.6 1.7
Patates 78.0 16.5 2.2 0.4 0.1
Tatl1 Patates 64.5 25.5 15 0.9 0.6
Tapyoka 68.0 25.0 3.0 2.0 0.5

Nisasta, birbirlerine o baglar1 ile baglanmis halkali glikoz birimlerinden olusan bir

karbonhidrattir. Bitkilerdeki fotosentez sonucu olusur (Storz & Steffens, 2004) .

6n CO2 + 12n H,0 — (CsH100s)n + 6n O2 + 7n H20

Nisasta, amiloz ve amilopektin ad1 verilen bilesim ve 6zellikleri birbirinden farkli iki 6geden
olusur. Kaynagindan bagimsiz olarak; dogada bulunan nisastalar, amiloz ve amilopektin isimli
polimerik yapidaki karbonhidratlardan olusmaktadir. Bazi nisasta kaynaklarinin amiloz ve
amilopektin igerikleri Tablo 2.2.de verilmistir. Amiloz, 500-2000 kadar glikoz
monomerlerinin o -1,4 baglantilart ile u¢ uca eklenmesinden olusmaktadir. Amilozdan farkli

olarak amilopektin yapisinda dallanma vardir ve her 24-30 glikoz monomerinden birinde o -1,6



baglantisi ile yan bir zincir baglamaktadir. Amiloz ve amilopektinin yapilar1 Sekil 2.1. ve Sekil

2.2.”de sirast ile verilmistir (Kearney ve Maurer,1990).

Tablo 2.2. Baz1 Nisastalarin Amiloz ve Amilopektin Igerikleri (%) (Kearney ve Maurer,1990)

Nisasta Amiloz Amilopektin
Maisir 28 72
Patates 21 79
Bugday 28 72
Tapyoka 17 83
Waxy Misir 0 100
Yiiksek Amilozlu Misir 40-70 30-60
Tane Sorgum 25 75
Waxy Sorgum 0 100
Piring 17 83
Amiloz CH,0H CH,0H
O O,
S2a s 7 < &)
OH OH n OH

CH,0H CH,OH CH,0H
o, (o] ®)
Amilopektin @ o o
OH =
o)
OH OH OH |
W CH,OH 6 CHy CH,OH
wc o (@] ()
@ o) @ o @
OH OH
OH OH n OH

Sekil 2.1. Amiloz ve Amilopektin Yapisi (Heinze & George, 2017)

Amiloz-amilopektin oranlari, nisasta kaynagi olan bitkinin botanik ¢esidine gore degiskenlik

gosterir (Pomeranz, 1985). Amiloz ve amilopektinin 6zellikleri Tablo 2.3.” de verilmistir.



Tablo 2.3. Amiloz ve Amilopektinin Ozellikleri (Medoff & Masterman, 2010)

Ozellikler Amiloz Amilopektin
Sekil Lineer Dallanmis

Bag yapisi a-1,4 (az miktarda a-1,6) a-1,4 ve a-1,6
Molekiil agirhigi < 0.5 milyon 50-500 milyon
Film olusturma Gicli Zayif
Jellesme Saglam Yumusak

Iyot rengi Mavi Kirmizimsi kahverengi

Giiniimiizde endiistriyel olarak, nisasta ve nisasta bazli tirtinlerin elde edilmesinde kullanilan
en yaygin bitki misirdir. Buna ek olarak patates, tapyoka, bugday ve diger bazi tahillar da bu

amagla kullanilabilmektedir.

Misirin sahip oldugu nisasta, protein ve 6z miktari tiretim agisindan énemlidir. Misirdan hayvan
yemi i¢in yapilan iiretimlerde ayn1 zamanda kepek ve kiil miktar1 da kontrol edilmelidir. Misirin
(Yellow Dent Corn) bilesimi incelendiginde; kurumadde bazinda nisasta (%71.8+1.5), protein
(%9.6£1.1), 6z (%4.6+0.5), kepek (%2.9+0.5), seker(%2.0+0.4)’den olusmaktadir. Bu musir
¢esidinde nem igerigi ise %15.0+1.0 oraninda belirlenmistir (Blanchard, 1992).

Misirin yapisinda, yaklasik olarak %70-75 oraninda nisasta bulunmaktadir. Misirda bulunan bu
yiiksek orandaki nisasta ve nisastanin bir¢ok farkli {irtine doniistiiriilebilecegi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, misirin hammadde olarak kullanildig1 proseslerde, temel iiriin nisastadir.
Misir yapisinda; orta kisimda 6z, 6ziin ¢evresinde protein-nisasta kompleksi ve tiim bunlart da
tamamen saran kepek (kabuk) kismi misira genel goriiniimiinii vermektedir. Protein ve nisasta

i¢ ice gegmis bir kompleks yapidadir. Misirin yapisi Sekil 2.3.”de verilmistir (Blanchard, 1992).

Nisasta kaynaklarinin yapilar1 farkli oldugu gibi fiziksel olarak goriiniimleri de farklidir. Cesitli

bitkilerden elde edilen nisastalarin goriintimleri Sekil 2.4.’de verilmistir.

Farkli tiirleri bulunan musir, farkli oranlarda nisasta, amiloz ve amilopektin igerir. Waxy

misirdan elde edilen nisasta yiiksek oranda amilopektin ve az miktarda amiloz igerir. Misirdan



(yellow dent corn) elde edilen nisasta kaynagina bagli olarak %15-30 oraninda amiloz igerir.
Nigastanin amiloz/amilopektin orani, nisastanin sindirilebilirligini 6nemli olgiide etkiler

(‘Yangcheng ve ark., 2013).

Sekil 2.2. Misirin Yapist
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Sekil 2.3. Cesitli Bitkilerden Elde Edilen Nisastalarin Goriiniimleri (Medoff & Masterman,
2010)



2.2. Nisasta Uretimi ve Sivilastirma

Masir bitkisi, nigasta ve nisasta bazli iiriinlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan bitkilerden
biridir. Nisasta, misirdan yas 6giitme (wet milling) prosesi kullanilarak elde edilmektedir.
Misirin yas 6giitme prosesinde (musir rafinasyonu), hem mekanik hem de kimyasal teknikler

birlikte kullanilmaktadir (Blanchard, 1992).

Yas 6gilitme teknolojisinde ilk asama maserasyon islemidir. Maserasyonda temizlenmis tane
musir, kiikiirtdioksit ilave edilmis, yaklasik 49-53 °C’deki suda 36-48 saat siireyle bekletilir. Bu
islem sirasinda misir tanesi yumusar, su alarak siser ve misirda mevcut enzimlerin aktivasyonu
hizlanir. Boylece dokunun pargalanmasi kolaylasir, nisasta ile protein arasindaki etkilesim
azalir ve endosperm yumusar. Maserasyon islemi sonrasinda misir Ggiitme islemine
(pargalanmaya) hazirdir. Ilk dgiitme isleminden sonra musir, siklonlara aktarilarak misirdan
daha hafif olan embriyo yapis1 fiziksel olarak ayrilmaktadir. Kalan kisim tekrar degirmene
gonderilir, sonrasinda eleme islemi kullanilarak kepek (kabuk) uzaklastirilmaktadir. Misir
tanesinden geriye kalan nigasta ve protein kompleksi ise yogunluk fark: ile santrifiijlenerek
ayrilmaktadir. Proteinin ayrilmasi ile beraber saflagtirilan nisasta siitii (%30-40 kurumaddeli
nisasta) elde edilmektedir. Nisasta siitli kurutularak dogal nisasta iiretilmektedir. Nisasta siitii
kurutulmadan farklt bicimlerde islenerek misir suruplarina da doniistiiriilebilmektedir

(Blanchard, 1992).

Nisastanin kendini olusturan sekerlere ayristirilmast “Nisastanin Konversiyonu”, “Nisastanin
Hidrolizi” veya “Sivilagtirma” olarak adlandirilmaktadir (Tegge, 1974). Bu doéniisiim derecesi
nisastanin sahip oldugu glikozidik baglarin pargalanma yiizdesi olan DE (dekstroz esdegeri) ile
belirtilmektedir. Diger bir deyisle, DE, her 100 gram glikoz surubu kurumaddesinde bulunan
susuz D-glikozun gram olarak sayisi ile ifade edilir. DE, indirgenme seviyesini, dolayisi ile
kararlilig1 ve surubun fonksiyonel 6zelliklerini de yansitmaktadir. DE’si 20’nin {izerinde olan
nisasta hidrolizatlar1 “surup (misir surubu)” olarak belirtilmektedir. Nisasta hidrolizi isleminde
asit, asit-enzim, enzim-enzim konversiyonlar1  birlikte veya ayrt ayri olarak
kullanilabilmektedir. Asit doniisiimiinde sadece bazi asitler, asit-enzim hidrolizinde aside ek

olarak enzim(ler) ve enzim-enzim doéniisiimlerde ise sadece enzim(ler) kullanilmaktadir.

Giliniimiizde daha ¢ok enzim-enzim doniisiimii tercih edilmekle birlikte, doniisiim metodu

secimi iretilecek misir surubunun ¢esidine ve istenen son iirliniin 6zelliklerine baghdir. Surup



tiretiminde kullanilacak olan nisastanin; kurumadde bazinda toplam protein igerigi %0.35°1,
¢cOzlinebilir protein miktart ise %0.015’1 gecmemelidir (Blanchard, 1992). Asit ile
dontistiirmede nisasta siitii, hidroklorik asit gibi bir asit ilavesiyle yiiksek sicaklikta ve basing
altinda tutularak, glikoz ve yliksek sekerlere parcalanmaktadir. Yiiksek sekerler biinyelerinde
fazla sayida glikoz tinitesini bir arada bulundurmaktadirlar. Hidroliz islemine devam ettikce,
giderek daha fazla sayida glikoz parcalanir ve sayilar1 artarak karigtmin molekiil agirhig: diiser

(Junk ve Pancoast, 1975; Howling, 1984).

os0TME UL :
VE AYIRMA ~8] v . == |KURUTMA

NiSASTA &
GLUTEN AYIRMA “Ni

MISIR 6z0

VE LiFLER
SIVILASTIRMA VE
SEKERE CEVIRME (]}

DOGAL VE
MODIFIYE NiSASTA

FILTRASYON VE
DEMINERALIZASYON

- KRIiSTALIZE
&g e DEKSTROZ
(w

GLiKOZ =49 SIVI
SURUPLARI poLioL

Sekil 2.4. Misir Nisastasi ve Tiirevleri Uretim Akis Semasi

Asitle doniisiim islemi basingli bir kazanda gergeklestirilir. Yaklasik %30-40 kurumadde igeren
nigasta siitii (nisasta + su karisimi), seyreltik hidroklorik asit ilavesiyle pH:1.5-2.0 araligina



getirilerek yiiksek sicaklikta bir siire bekletilir. Bu asamada nisasta tanecikleri su alarak siser
ve Once yliksek molekiil agirliklt sekerlere, islem devam ettikgce de basit sekerlere (glikoz)
parcalanir. Islem kosullar1 istenilen DE’ye ulasilacak sekilde ayarlanir. Nisastanin asitle
hidrolizi ile 30-55 DE’li suruplar elde edilir, DE 55’ten fazla olan misir suruplarinin iiretiminde
sadece asit kullanimi yeterli olmayabilir. Istenilen DE degerine ulasildiginda ortam pH’s1 4.5-
5.0 araligina ayarlanir. Asit hidrolizi ile nisasta rasgele parcalanmaktadir ancak sicaklik, siire

ve asit diizeylerini kontrol altinda tutarak oldukca tekdiize bilesimde iirlin eldesi miimkiindiir
(Blanchard, 1992).

Asit-enzim hidrolizi ile iiretimde, nisasta iki asamali bir islemle par¢alanmaktadir. Ilk asamada
asit hidrolizi ile nisasta siitii 20-40 DE’li suruba doniistiiriilmektedir. Hidroliz siiresi, istenen
DE degeri ve seker kompozisyonu ile belirlenir. Asitligi giderme ve berraklastirma islemlerinin
ardindan surup, nisastayr parcalama Ozelligine sahip enzimlerin (o amilaz, f amilaz ve
glikoamilaz gibi) ilavesiyle daha yiiksek dekstroz esdegerlikli suruplara déniistiiriilebilir. Islem
sonrasinda sicaklik arttirilarak ve/veya pH diisiiriilerek enzim aktivitesi durdurulur (Junk ve
Pancoast, 1975 ). Bu sekilde 26-70 DE’ye kadar degisen degerlerde misir suruplari iiretilebilir
(Howling, 1984).

Ayrica 197011 yillarda gelistirilen 1siya dayanikli bakteriyel amilaz enzimin kullanimi ile daha
az asit ortamda hidroliz yapilabilir ve dekstroz verimi %95-97’¢ kadar artirilabilir (Hebeda ve
ark., 1987). Buna ilaveten yiiksek miktarda maltoz iceren ve bu nedenle maltoz surubu olarak
tanimlanan musir suruplari ise 1siya dayanikli a-amilaz enzimi hidrolizini takiben %70-85
oraninda maltoz elde edilene dek amilazlar (a-amilaz, B-amilaz), pullulanaz ve maltogenase

enzimlerinin kombinasyonu ile hidrolize devam edilerek tiretilebilir (Kearsley & Birch, 1985).

Yunta ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir tez ¢alismasinda 10-11 DE’li sivilastirilmis nigasta
hidrolizatindan baslanarak beta-amilaz, pullulanaz ve maltogenase enzimlerinin kombinasyonu
ile ultra yiiksek maltoz suruplar elde edilmistir. Calismada elde edilen ultra yiiksek maltoz
suruplari, malto-oligosakkaritlerin transglikozilasyon reaksiyonlari i¢in temel hammadde
olarak kullanilabildigi belirtilmistir (Yun ve ark., 1994). Bu calismada, hammadde olarak
nisasta kullanilarak gergeklestirilen isomaltooligosakkarit iiretim akis semasi asagida Sekil

2.5.’de verilmistir.
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Kuru nigasta + Su

|

Alfa amilaz enzimi ilavesi

I

Karistirma (homojen oluncaya kadar)

|

Enzim inaktivasyonu

|

Uygun enzimler ile yiiksek maltoz surubu eldesi

|

Enzim inaktivasyonu

|

Transglukosidaz enzimi ile transfer reaksiyonu

|

Enzim inaktivasyonu

|

%35 IMO igeren surup eldesi

|

Nanofiltrasyon

|

Surubun IMO igerigince zenginlestirilmesi

Sekil 2.5. Nisasta Hammaddesi Kullanilarak Gerceklestirilen Isomaltooligosakkarit Uretim
Akis Semast (Yun ve ark., 1994)

2.3. Izomaltooligosakkaritler

Izomaltooligosakkarit, sindirime direngli  Ozellige sahip olabilen kisa zincirli
karbonhidratlardir. IMO, bal gibi gidalarda dogal olarak bulunmaktadir. Ayn: zamanda
nisastanin enzimatik hidrolizi sayesinde ticari olarak iiretilebilirler. IMO yapisinda o-D-(1—6)-

bagi ve a-D-(1—4)-1 bag: iceren glikoz oligomerleridir yani izomaltoz, panoz, izomaltotrioz,
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izomaltotetroz, izomaltopentoz, nigeroz, kojibioz ve diger yiiksek oranda dalli molekiil yapisina
sahip oligosakkaritlerden olusur (Subhan ve ark., 2020).

CH20H CHQOH CH;OH

@ ) Q@

HO CH,

OH

CH
OH

Sekil 2.6:izomaltooligosakkarit Kimyasal Yapisi1 (Sorndech ve ark., 2018)

Insan viicudunda bulunan enzimler o(1,4)-glikozidik bagini parcalayabilirken, a(1,6)-
glikozidik bagina sahip uzun IMO zincirleri insan viicudunda kolaylikla hidrolize olamazlar.
Bu sebeple IMO igerigi gastrointestinal sistemde az miktarda sindirilebilir (Subhan ve ark.,
2020).

Farkl tlkelerdeki izomaltoligosakkarit kullanim uygunluk durumu incelendiginde; IMO ve
diger oligosakkaritlerin kullanimi Cin ve Japonya'nin mevzuat bilgilendirmelerinde
onaylanmustir. Japonya'da IMO, FOSHU (Food for Specified Health Uses) listesinde yer
almaktadir (Nakakuki, 2003). Ticari IMO’lar ise enzimatik olarak firetilir ve Japonya’da
fonksiyonel gidalarin “diyet karbonhidratlar” sektoriinde lider durumdadir (Goffin ve ark.,
2011).

2002 yilinda Japonya'da alkolsiiz icecekler, dondurulmus yogurt, sekerleme {iriinleri,
tatlandiricilar, kurabiyeler, kahve icecegi karisimlari, ekmek, tofu, ¢ikolata ve ¢orba karigimlari
gibi FOSHU gidalarinin %50'den fazlast fonksiyonel bilesen olarak oligosakkaritleri
igermektedir (Nakakuki, 2003).
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2009 yilinda, Kanada merkezli BioNeutra sirketi, IMO i¢in FDA-GRAS ve Health Canada
onayint almistir. GRAS bildiriminde, in vitro ve in vivo hayvan ve insan ¢aligmalar: oral
tiiketimi takiben maltoz-oligosakkarit fraksiyonunun karisimin yani sira izomalto-disakkaritler,
gastrointestinal sistemde hidrolize edildiginden bahsedilmistir. Viicut tarafindan daha sonra
metabolik yolla emilir ve viicut fonksiyonlar: icin gereken enerji olarak kullanilmaktadir.
GRAS bildirimine gore geriye kalan sindirilmemis IMO'lar gastrointestinal sistem boyunca
ilerler ve bakteriyel fermantasyona ugrarlar ve kisa zincirli yag asitleri olusturmaktadirlar
(Larowe & Cappellen, 2011a).

Son otuz yilda fonksiyonel gida pazar1 diinya genelinde gida endiistrisinin hizla biiyliyen bir
boliimii haline gelmistir. Bagirsaklarin mikrobiyal ekolojisinin prebiyotikler ve probiyotikler
kullanilarak diizenlenmesi, onlarca yildir bilimsel ¢calismalarda ve tiiketiciler arasinda 6zel ilgi
kazanmistir. Bununla beraber son yillarda prebiyotikler, sindirim bariyerine direng, diisiik
maliyet, az risk, yeni teknik Ozellikler saglama ve diyete dahil edilmesinin kolaylig1 gibi
avantajlarindan otiiri probiyotiklerin yerini alma egilimindedir. Prebiyotikler, sindirim
sisteminden kolona gegen ve insan/hayvan kolonuna 6zgii faydali bakteri popiilasyonlarinin
aktivitesini secici olarak uyaran sindirilemeyen diyet bilesenleridir. Bu prebiyotiklerin arasinda
en dikkat c¢ekici olanlardan biri sindirilemeyen oligosakkaritlerdir. Bu fonksiyonel
oligosakkaritler arasinda IMO, gida endiistrisindeki uygulamalar i¢in bir¢ok elverisli 6zelligi
sayesinde yillar igerisinde en ¢ok tercih edilen oligosakkarittir. IMO, benzersiz 6zellikleri ile
gida, ilag¢ ve kozmetik alanlarinda fazlaca ilgi gormektedir. En 6nemli 6zelligi ve 6zellikle Asya
ilkelerindeki basarisinin anahtari prebiyotik karakteridir. Daha iy1 bir bagirsak sagligi, mineral
emilimi, kolesterol regiilasyonu, bagisikligin yam1 sira ¢esitli hastaliklara karsi direng
saglamaktadir. Diger onemli ozellikleri ise; anti-karyojeniktir, fermente edilemez, diisiik
tatliliga sahiptir. Diisiik viskozite ve nem tutma O6zelligi vardir. Gida dokusunu korur ve
bozulmay1 geciktirir. IMO’lar dogal olarak miso, sake veya soya sosu gibi ¢esitli fermente

gidalarda ve ayn1 zamanda balda bulunmaktadir (Goffin ve ark., 2011).

European Parliament and of the Council tarafindan 1997 yilinda yeni gidalar ve yeni gida
bilesenleri ile ilgili hazirlanan yayinda, izomaltooligosakkarit igeriginin insan saglig1 tizerinde
olumsuz etkisinin bulunmamasi konusu incelenmistir. Izomalto oligosakkarit igerigi
giiniimiizde hem diisiik kalorili olmas1 (1.5-2 kalori/gram) hem de gastrointestinal sagligi

korumasi, ayrica prebiyotik ve diyet lif olmasi sebebiyle gida sektoriinde sikca
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kullanilmaktadir. IMO, dondurulmus yogurt, gazsiz igecekler, sekerlemeler, kurabiye, ekmek
ve pastacilik irlinlerinde siklikla kullanilmaktadir. IMO karisgimindaki maltoz-oligosakarit
fraksiyonu ve disakkaritler sindirim sisteminde biiyiik 6l¢iide glikoza hidrolize olur ve bu daha
sonra ince bagirsakta emilir ve kullanilir. Kalan sindirilmemis IMO, gastrointestinal sistemden
gecer ve kalin bagirsakta bakteriyel fermentasyona ugrar. Genelde, izomaltooligosakaritlerin
karisimlart hem sindirilebilir hem de sindirilemeyen sakkaritlerden olusur. Sindirilemeyen
oligosakkaritler, ince bagirsaktan absorbe edilmeden gecer ve kalin bagirsakta mikrobiyal
fermantasyona maruz kalir (Qureshi, 2008). Yedi kisiden olusan yetiskin erkek denek grubunda
yapilan bir calismada, 30 giin boyunca 8-24 g araliginda izomaltooligosakkarit tiiketiminin
etkileri gozlemlenmistir. Cikan sonuglara gore bu kisilerin kandaki glikoz miktarlarinda,
toplam proteinde, trigliserid, yliksek yogunlukta lipoprotien kolestrollerinde ve kalsiyum
degerlerinde deney siiresince kayda deger bir degisim gézlemlenmemistir (Chen ve ark., 2001).
Ek olarak, bir takim hayvan toksisite ¢alismalar1 da yapilmistir. Cesitli oligosakkaritlerin, kan
lipit seviyeleri ve bagirsak fizyolojisi lizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmek icin
yapilan bu ¢aligmada, standart keklerin sakkaroz igeriginin %40'1 IMO karisimi ile degistirilmis
ve yetiskin Sprague-Dawley cinsi farelere bu kekler verilmistir. 25 giinlik deney siiresi
boyunca denek farelerin giinliik tiiketimi sonucu yaklasik 6 g IMO/kg viicut agirligi olmustur.
Sonug olarak denek grubu standart sakkaroz igerikli kek verilen kontrol grubundaki fareler ile
kiyaslandiginda kayda deger bir farklilik goriilmemis; viicut agirligr artisi, gida tiiketim
etkinligi, kan iire nitrojen (BUN) seviyesi ve karaciger agirligi incelendiginde iki grubun da
yakin degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak IMO karigimlarinin tikketimiyle ilgili
herhangi bir sistemik toksisite riski olmadig1 belirtilmistir (Larowe & Cappellen, 2011b).

Nisastadan elde edilen izomaltooligosakkaritler, fonksiyonel gida sektoriinde diyet
karbonhidratlarin yaygin olarak kullanilan bir tiiriidiir. Malto-oligosakkaritlerin aksine isomalto
oligosakkaritler (IMO), daha yiiksek bifidojenik etkiye sahiptir. IMO’nun tadi géreceli olarak
hafiftir ve tiretim maliyeti diisiiktiir. Bu oligosakaritler, diistik tatlilik, diisiik viskozite ve hacim
olusturma gibi istenen fizikokimyasal Ozelliklere sahiptir. IMO'lar, diyabet hastalarinin
tiiketimine uygun, dis ¢ilirlimesine sebep olmayan veya bagirsak florasini iyilestiren etkiye
sahiptir. IMO, diger prebiyotik oligosakkaritlerin aksine, bagirsak gegisi sirasinda 6nemli
Olciide sindirim meydana getirir. Bu bilesenin biiyiik bir kism1 bagirsaga ulasir ve bagirsak
enzimleri geri kalanin1 parcalayarak kan sekeri seviyelerinde bir artiga yol acar. Bu nedenle

IMO'nun bir kismi, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan fermente edilmek iizere midede
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pargalanmaz. In vitro fermentasyon c¢alismalari, IMO'nun bifidobakterilerin secici
proliferasyonunu destekledigini gostermistir. Insanlarin beslenme diizeniyle ilgili yapilan
arastirmalarda izomaltooligosakkarit igeren tiriinlerin tiiketiminin saglik iizerine faydali etkileri
tespit edilmistir. Yetiskin insanlarda 10 g/giin IMO alinmasi bagirsak hareketini uyaric etki
yaptig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, izomaltooligosakkaritlerin, inulin veya oligofruktoz gibi
diger tipik oligosakkaritlerden daha yiiksek bifidojenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Meyer ve ark., 2015).

1994 yilinda yapilan bir calismaya ve sonuglarina gore; izomaltooligosakkaritler, diger
oligosakkaritlerle kiyaslandiginda tadi yumusak ve iiretim maliyeti nispeten ucuz olmasi

sebebiyle ilgi gormiis ve 1980’lerin basindan beri ticari olarak tiretilmistir (Yun ve ark., 1994).

Izomaltoligosakkaritler yapilari, ¢oziiniirlik, tatlilik ve viskozite talebine bagli olarak farkl
gida uygulamalari i¢in kullanilmaktadirlar (Sorndech ve ark., 2018). IMO, yiyecek ve
iceceklerde kullanilabilen tatlandirict bir tirtindiir. Tatlandirict olarak IMO'yu dahil edebilecek
yiyecek ve igecekler drnegin, gazl icecekler, soya siitii, meyveli icecekler, ¢ay, bira, sarap,
sekerler, cikolata, biskiiviler, kurabiyeler, kekler, ekmek ve diger pastacilik tirlinleridir. Ticari
olarak tiretilen IMO, gidalarda uygulama i¢in tercihen genellikle beyaz bir toz veya berrak

surup formundadir (Dinges & LIp, 2009).

Bugiine dek IMO iiretim teknolojisiyle ilgili ¢ok sayida patent bagvurusu yapilmis ve bunlarin
sayis1 Ozellikle Asya, ABD, Avrupa, Avusturalya, Yeni Zelanda ve Kanada pazarlarinda artis
gostermistir. Bu irilinlerin popiilaritesinin artmasiin sebebi, saghiga faydalar1 ve verimli
pazarlamadir. Cok sayida in vitro ve in vivo test; IMO’larin diger etkilerin yani sira potansiyel
saglik yararlarini, kanser riskini azaltmay1, serum triglisderidini diisiirmeyi, bifidobakteriler ve
laktobasil gibi yararli bagirsak mikroplarinin diizeylerini artirmay1 ve bagirsak epitelyal tist

yapisindaki hasarin onarimini sagladigini desteklemektedir (Sorndech ve ark., 2018).

Bir patentte, izomaltoligosakkarit igerigine sahip uygulama alanlari ve IMO Pazar talebinden
bahsedilmistir. IMO igeren {iriinler i¢in Pazar talebi oldukc¢a genistir. IMO iiriinleri, amaglanan
uygulamaya bagh olarak toz veya sivi formda olabilmektedir. Potansiyel uygulamalarin ¢ogu
gida alanindadir. Ornek olarak; cesniler, sekerlemeler, islenmis meyve ve sebzeler, et ve balik

tirtinleri, unlu mamuller, hazir pigsmis gidalar, konserve ve siselenmis gidalar, hazir yiyecekler,
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ham alkollii i¢ecekler ve alkolsiiz igecekler siralanabilir. IMO ayrica hayvan yemlerinde de
besinsel igerik olarak kullanilabilmektedir. Gida dis1 kullanim alanlar1 ise kozmetik ve ilagtir.
Oligosakkaritlerin prebiyotik etkisi, kalin bagirsakta bifidobakterilerin ve laktobasillerin
sayisini artirmak ve ¢liriik bakterilerin konsantrasyonunu azaltmaktadir. Bifidobakteriler, ya
asit olusumu ya da anti-mikrobiyal aktivite ile patojenlerin biiylimesinin engellenmesi gibi
sagligr gelistiren baz1 6zelliklerle iligkilidir. Ayrica bagisiklik sisteminin modiilasyonu (anti-
tiimor 6zellikleri) trigliserit ve kolesterol seviyelerinin azalmasi, vitamin iiretimi (B grubu), kan
amonyak konsantrasyonlarmin azaltilmasi, 6nlenmesi gibi ¢esitli etkilerle iliskilendirilmistir

(Shetty ve ark., 2011).

2.4. Izomaltooligosakkaritlerin Uretimi

Izomaltoligosakkarit tiretiminde kullanilan enzimler baslangigta kullanilan hammeddenin
tiriine gore degiskenlik gostermektedir. Hidrolaz ve transferaz familyalarindaki ¢esitli
enzimlerin di-, oligo- ve polisakkarit substratlarinin IMO {iretimi i¢in kullanildig:
bilinmektedir. Ornegin hammadde olarak maltoz kullanilan g¢aligmalarda genellikle o-
glukosidaz enzimi tercih edilmistir. Substrat olarak dekstran kullanildiginda ise endodekstran
enzimi ya da Cycloizomaltooligosaccharide glucanotransferase enzimi kullanilmistir. Nisasta
icin a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri reaksiyonda birlikte gorev almaktadir. Buna ek olarak
nisastanin hammadde oldugu farkli calismalarda a-amilaz enzimi ile birlikte ayr1 ayri
maltojenik a-amilaz, B-amilaz, pullulanaz ya da invertaz enzimleri kullanilmig ve
izomaltoligosakkarit elde edilmistir. Nisasta yerine dekstrin kullanildiginda ise a-amilaz enzimi

ile beraber a-transglukosidaz enzimi sayesinde IMO elde edilmistir (Sorndech ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢alismada, nisasta hammaddesi olarak patates artigi ve kirik piring kullanmis,
olusan nisasta hidrolizatinin sakkarifikasyonu i¢in fungal a-amilaz (Fungamyl 800L),
transglikosidasyon i¢in a-glukosidaz (Transglucosidase L, Amano Enzymes) kullanilmistir. Bu
calismada kullanilan hammaddeler, degerleri goreceli olarak diisiik veya zirai tiretim artig1 olan
patates artign ve kirik pirincin degerlendirilmesi icin de uygundur. Ornegin; kirik piring
genellikle bira {iretiminde kullanilan %60-70 nisasta igeren diisiik degerli bir hammaddedir.
Patates arti1 ise yapisinda %60 nisasta iceren genellikle hayvan yeminde kullanilan zirai
hammadde artigidir. Farkli hammaddeler ile iiretilen suruplarda toplam izomaltooligosakkarit
konsatrasyonunun deneme genelinde patates artig1 ile kirik piringten elde edilen nisasta ile

yapilan reaksiyona gore daha yiiksek oldugu go6zlenmistir. Olusan surubun IMO
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konsantrasyonu g/L cinsinden izomaltose 13.83, maltotrioz 5.58, panoz 39.40, tetrasakkaritler
(DP4) 16.1, pentasakkaritler (DP5) 11.29 ve diger yiiksek oligosakkaritler (>DP6) 8.86 olarak
elde edilmistir. 2016 yilinda yayinlanan bu ¢alismada enzimler es zamanli olarak kullanilmig
(SST) veya sirasiyla eklenerek (CST) reaksiyon siirdiiriilmiis, boylece iki farkli yontem ile
deneme gergeklestirilmistir. CST yontemi ile toplam IMO seviyesi 24 saatte 89.66+2.64 g/L
ulagirken, SST yonteminde 95.08+1.22 g/L toplam IMO elde edilmistir. SST ile ayn1 miktarda
izomaltoolgosakkarit CST yontemine gore daha kisa reaksiyon siiresinde elde edilmis, bu
sayede verimlilik artmistir. Uretim malyeti ise CST’ye gore azalmistir. SST sisteminde glikoz

birikimi (86.43+4.66 g/L) CST’ye gore (109.87+3.03 g/L) daha diisiiktiir (Basu ve ark., 2016).

IMO genellikle endiistriyel olarak nisasta hidrolizatlarindan (maltoz veya maltodekstrin) alfa
transglukosidaz enzimi yardimiyla iiretilmektedir. IMO iretiminin alternatif bir yontemi ise
pullulanaz ile birlestirilmis alfa amilaz ve transglukosidaz kullanimidir. Substrat dogasi ve
transglukosilasyon reaksiyonu nedeniyle, IMO suruplar1 genellikle diisiik DP, yani zararh
sindirilebilir oligosakkaritler ve monosakkaritler i¢erir. Maya fermantasyonu, membran ayirma
islemi ve kromatografi gibi c¢esitli saflastirma yontemleri uygulanabilmektedir. Enzimatik
liretim yonteminin bazi dezavantajlart vardir. Proses basamaklarinin bazilari, nihai {iriinde
istenmeyen mono ve/veya oligosakkaritlerin iiretimine yol acan polisakkaritlerin jellestirilmesi,
stvilastirilmasi, sakkarifikasyonu ve hidrolizini gerektiren ¢ok asamali islemlerdir. Bu
sindirilebilir yan triinler; liriiniin saglik agisindan yararlarini ve ticari degerini 6nemli 6l¢iide
azaltabilir. Membran filtrasyon islemi, mono ve disakkaritleri tiriinden uzaklastiran ve daha
yuksek DP’ye sahip diger oligosakkaritleri tutan bir saflagtirma yontemidir. Bununla beraber
bu islem maliyetli ekipman gerektirmektedir, verimliligi diisiiktiir ve disakkaritlerin aktif
bilesimlerinin kaybina yol acar. Diger bir yontem, mono ve disakkaritlerin iyon degisim
kromatografisi veya monosakkaritlerin aktif karbon kolonu ile uzaklastirilmas1 basamaklarini
igeren adsorpsiyon-ayirma islemidir. Ozellikle izomaltoz, zeolit veya tuzdan armndirilmis beta-
zeolit kullanilarak IMO karisimindan ayrilabilmektedir. Bununla beraber, kolon kapasitesi
diisiiktiir ve bu nedenle birden fazla geri doniisiim adsorpsiyonu islemi gereklidir (Goffin ve

ark., 2011).

2011 yilinda yapilan bir patent ¢alismasinda, IMO’lar1 igeren substrat ve tane bilesimlerinin
iiretimi i¢in yontemler tarif edilmektedir. IMO’lar, bir D-glukosiltransferaz kullanilarak enzim

katalizli transglukosilasyon reaksiyonu ile sentezlenir. Bu enzim, alfa-D-glukooligosakkaritler
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ile inkiibasyon sirasinda hem hidrolitik hem de transfer reaksiyonlarini katalizler. Transfer en
stk olarak 6-OH’ta (glikoz molekiiliiniin 6. hidroksil grubu) meydana gelir ve D-glikozdan
izomaltoz veya maltozdan panoz iiretilir. Enzim ayrica kojibiyoz veya nigeroz olusturmak i¢in
D-glikozun 2-OH veya 3-OH’1na veya yeniden maltozu olusturmak i¢in 4-OH’a aktarilabilir.
Transglukosidaz ~ reaksiyonlarinin ~ bir  sonucu  olarak, malto-oligosakkaritler
izomaltooligosakkaritlere ~ déniistiiriiliir.  Izomalto  oligosakkaritler,  yiiksek  kat1
konsantrasyonundaki glikoz suruplariin (%60-80) glukoamilaz ile muamele edilmesi ile de
iretilebilir. Esas olarak DP2 olmak {izere izomaltooligosakkaritlerin olusumu ile sonuglanir.
Reaksiyonu hidroliz Iehine (normal yontem tersine) ¢evirmek i¢in yiiksek kurumadde seviyeleri
mevcuttur (Shetty ve ark., 2011).

Bugday, arpa, misir gibi tahillar; un, nisasta ve nisasta hidrolizatlar1 (glikoz, fruktoz, yiiksek
maltoz surubu vb.) gibi bir¢ok katma degerli fonksiyonel gida bilesenlerinin ticari iiretimi igin
mitkemmel hammaddelerdir. Yiiksek seviyede maltoz igerikli surup, bir¢ok mikrobiyal
fermantasyonda antibiyotik, ilag, asi, biyokimyasal iiretiminde karbon kaynagi olarak da
kullanilmaktadir. Alkol, aminoasitler, organik asitler vb. ve son zamanlarda fonksiyonel
saglik/gida oligosakkaritlerinin iretiminde kullanilir. Maltoz suruplar1 gibi nisasta
hidrolizatinin iiretimi i¢in geleneksel bir islemde, nisasta genellikle sivilastirma ve maltojenik
alfa amilaz enzimleri ile hidroliz edilir. Maltoz, 1-4 glikozidik bag ile baglanan iki glikoz
molekiiliinden olusan bir disakkarittir ve malto oligosakkarit ailesinin en kiigliglidiir. Yiiksek
maltoz surubu, izomaltooligosakkaritlerin endiistriyel 6l¢ekli liretimi i¢in dnemli bir hammadde

niteligindedir (Shetty ve ark., 2011).

Sakkarozun hammaddesi dekstransukroz (Leuconostoc mesenteroides’den elde edilen 1,6-(a)-
D-glucan 6-(a)-D-glucosyltransferase) ve dekstranaz (Penicillium lilacinum’dan elde edilen
1,6-(a)-D-glucanhydrolase) enzimleri kullanilarak  “recycle-membrane” reaktorii ile
izomaltooligosakkarit tiretimi iizerine ¢aligmislardir. Reaksiyonda sakkaroz hammadesinden
dekstransukroz ve dekstranaz enzimleri yardimiyla glikozil birimlerinin hidrolizi sonucu
dekstran olusur. Dekstran molekkiileri dekstranaz enzimi tarafindan rastgele hidrolize edilir ve
oligodekstranlar ile oligosakkaritler olusur. Halihazirda ticari olarak iiretilen ve kisa molekiil
zincirlerinden olusan izomaltooligosakkarit igerikli tiriinler ile ilgili problem; bu tiriinlerin ince
bagirsakta kismen emiliminin gergeklesmesi ve prebiyotik verimliliginin bu sebeple goreceli

olarak diisiik olmasidir. Bu problemi ortadan kaldirmak amaciyla dekstran enzimi ile membran
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reaktoriinde yapilan ¢aligmalar tirliniin molekiiler agirliginin kontroliinde fayda saglayacaktir.
Daha biiyiik molekiil agirligina sahip seker tiirleri ince bagirsakta daha diisiik emilime sahiptir.
Bu ¢alismada reaksiyon {irtinlerinin molekiiler agirlik dagilimi yiiksek performansli boyut
kromatografi ile belirlenmistir (HPSEC). Bu ¢alismada elde edilen iirliniin azalan molekiiler
agirlik ile bagirsaktan emiliminin arttig1 diistintildiigiinde, bu tiir iiriinlerin halihazirda var olan
daha yiiksek molekiil agirlikli sekerler igeren ticari IMO karisimlarina gore daha iyi prebiyotik
aktiviteye sahip olacagi konusunda arastirmalar devam etmektedir. Artan substrat
konsantrasyonlar1 ile polimerizasyon derecesi 5'ten biiyiik IMO ve oligodekstran
konsantrasyonlart artmistir, ancak kullanilan dekstranaz enzim miktari, bu sekerlerin
konsantrasyonlar1 iizerinde daha 6nemli bir etkiye sahip olmustur. Reaksiyon sonucunda, IMO

(DP>5) ve oligodekstranlar, iirlinlin toplam sekerinin %35'inden fazlasini olusturmaktadir

(Goulas ve ark., 2004).

Yapilan bir ¢alismada (Kuriki ve ark., 1993), nisastadan izomaltooligosakkarit surubu
tretiminde ilk kez neopullulanaz enzimini kullamilmistir. Neopullulanaz, pullulan
hidrolizasyonu i¢in kullanilan Bacillus stearothermophilus'tan iiretilmis yeni bir enzimdir. Bu
enzim, panoz lretmek icin esas olarak pullulanin a-(1-4) glikozidik baglantilarini hidrolize
eder. Calismalarda goriildiigi tizere, neopullulanaz, yalnizca a- (1-> 4) glikozidik baglar1 degil,
ayni zamanda birka¢ dalli oligosakkaritin a-(1-6) glikozidik baglarin1 da hidrolize eder.
Neopullulanaz enzimi ile yapilan ¢alisma sonucunda IMO verimliligi %60 olan surup elde
edilmistir. Bu yeni sistem geleneksel sistemden daha basittir; yontemde sadece iki enzim,
neopullulanaz ve a- amilaz kullanilir. Oysa klasik yontem dort enzim, a- amilaz, pullulanaz, B-
amilaz ve ct-D-glikozidaz kullanir. Ayrica bu ¢alismada kullanilan yeni yontem (Glikoz %20)
ile klasik izomaltooligosakkaritge zengin surup liretim yontemlerine (Glikoz %40) gore daha
az glikoz igeren surup elde edilmistir (Kuriki ve ark., 1993).

[zomaltooligosakkaritler, alfa 1-4 ve alfa 1-6 glikozidik baglarinin karisimina sahip
oligosakkaritlerdir. IMQO’lar; izomaltoz, panoz, izomaltotrioz, izomaltotetraoz, izopanoz ve
fruktooligosakkaritler, galaktooligosakkaritler, xylooligosakkaritler ve gentiooligosakkaritler
gibi diger yiiksek dalli oligosakkaritleri icermektedir. IMO {iretimi, karmasik bir enzimatik
islem yolu ile gerceklesir, bu sayede hammadde bir maltoz surubuna doniistiiriiliir. Ardindan
IMO’lar enzimle kataliz edilen bir transglikozidik reaksiyon ile sentezlenir. IMO, fonksiyonel

saglikli gida oligosakkaritleri (FHFO) olarak siniflandirilan bir grup oligosakkarittir. IMO’lar,
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diizenli olarak tiiketildiginde saglikta bir iyilesme ile iligkilendirilmistir ve prebiyotikler olarak
adlandirilmigtir. Prebiyotikler, faydali mikroorganizmalarin biiyiimesini uyararak birey
lizerinde bazi biyolojik etkiler gosteren sindirilemeyen maddeler, 6rnegin diyet lifi olarak
tamimlanir. IMO, yiyecek ve igeceklerde tatlandirici bir iiriin olarak kullanilabilir (Kuriki ve
ark., 1993). EP2422630A1 no’lu patentte bir IMO bilesimi elde etmek i¢in nisasta bulamacinin
stvilagtirma enzimi ile muamele edilmesi, triiniin bir maltojenik enzim ve bir invertaz ile
muamele edilmesi ile ilgili bir yontem agiklanmaktadir. Burada maltojenik enzim ve invertaz,
IMO dretmek i¢in ayri ayri, sirayla veya ayni anda kullanilabilmektedir. Patentte
oligosakkaritleri, 6zellikle IMO’yu iiretmeye yonelik yontemler agiklanmaktadir. Patentte yer
alan 6rneklerde, maltoz bazli misir surubu substratindan IMO {iretmek igin Aspergillus niger
invertazi kullanilmistir. Ayrica baska bir kaynaktan elde edilen (Aspergillus oryzae) iiretilen bir
invertazin da kullanilabilecegi anlagilmaktadir. Maltozun hidrolizi ve transglikosilasyonu, IMO
icin ¢ok Onemlidir. Konvansiyonel IMO iiretimi, iki asamali bir sakkarifikasyon ile
gerceklestirilir. Iki reaksiyon, ayr1 veya sirali maltojenik ve transglikozidik reaksiyonlari
icermektedir. Geleneksel yontem kullanilarak ise, beta-amilaz 6nce maltoz surubu iiretmek igin
stvilastirilmis surup ile reaksiyona sokularak daha sonra IMO iiretmek icin transglukosidaz
ilave edilmistir. Bununla birlikte, gelistirilmis eszamanli yontem kullanilarak beta-amilaz
enzimi varliginda IMO iiretimi i¢in sivilastirilmis suruba invertazin birlikte eklenmesi de
miimkiindiir. Sonu¢ olarak, Aspergillus niger’den elde edilen bir invertazin 6nceden
kesfedilmemis bir transglikozidik mekanizma yolu ile bir maltoz substratindan IMO iiretme
kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu invertaz enzimi bir maltoz substrat1 ile temas etme
ve reaksiyona girme yetenegine sahip olma gibi beklenmedik bir 6zellik gdstermistir. Invertaz
enziminin IMO {iretimini gelistirerek reaksiyon i¢in gereken siire ve enerjiyi azalttigi

belirtilmistir (David & Data, 2015)

[zomalto oligosakkarit suruplar1; izomaltoz, panoz, izomaltotrioz, izomaltotetraoz, nigeroz,
kojibioz, izopanoz ve daha yiiksek dalli oligosakkaritler gibi 6nemli miktarlarda dalli
oligosakkaritler icerir. Uriinler kullanim amacina gére toz veya sivi formda iiretilmektedir.
IMO’nun standart tiretim yontemi misir, patates veya tapyoka nisastasinin %30 kurumaddelik
bir bulamacinin 1s1ya dayanikl bir alfa amilaz enzimi ile 6-10 DE’ye sivilastirilmasiyla baglar.
Bu sivilagtirilmis iirtin pH 5 ve 60 °C’ye getirilir, ardindan beta amilaz ve transglukosidaz
eklenir. Sakkarifikasyon 48-72 saat devam eder. Sakkarifikasyon siiresinin sonunda surup

filtrelenir ve aktif karbon-iyon degistiriciler ile rafine edilir. Saf {iriin son olarak yaklasik %80
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kurumaddeye getirilir. Kullanilan beta amilaz soya fasulyesi veya bugday kaynaklidir.
Transglukosidaz ise cogunlukla bir mantar, tercihen Aspergillus niger kaynaklidir. Diger liretim
yontemlerinden biri, nisasta hidrolizatinin bir alfa amilaz ve transglukosidaz karigimi ile
dontstiiriilmesini ve nisastanin yiiksek DP3 veya DP4 olusturucu alfa amilazlar ve dall
oligosakkaritler iiretmek icin transglukosidaz enzimlerinin birlikte kullanilmasini igerir.
Izomalto oligosakkaritlerin iiretimi igin ¢dziiniir enzim sistemleri fazlaca dikkat ¢ekmistir.
Hareketsizlestirilmis enzimler alaninda yogunlasma goriilmemistir. Japonya’da yapilan bir
patent basvurusunda (JP63-109790), izomaltooligosakkarit suruplarinin tiretimi igin hareketsiz
bir transglukosidaz konjugatinin kullanimin1  tarif etmektedir. Konjugat, jelatinin
transglukosidaz varliginda glutarik dialdehit ile capraz baglanmasiyla yapilir. Elde edilen
konjugat daha diisiik bir mekanik stabiliteye sahiptir ve tutma kolonlarina tasinmas1 miimkiin
olmadan once &giitiilmelidir. Oldukga heterojen bir reaksiyon olmasi sebebi ile enzim, tasiyici
malzeme i¢inde homojen olarak dagilmaz. Bu da kinetigin bozulmasina yol acar. Boylece verim
diiser. Baska bir dezavantaj ise tasiyicinin tekrar kullanilamamasidir. Enzim aktivitesinin
tilkenmesinden sonra biitiin konjugat ekonomik ve ekolojik olarak tercih edilmeyen bi¢cimde
atiklastirilir. Bahsi gegen bulus, izomaltooligosakkarit suruplari iiretmeye yonelik bir yontemi
aciklamaktadir. Burada bir nigasta hidrolizati, transglukosidazin hareketsizlestirilmesi igin
yeniden kullanilabilir bir tagiyici kullanilarak enzimatik olarak doniistiiriiliir. Nisasta hidrolizatt
tercihen 20-60 DE’ye sahip bir suruptur. Tastyict tercihen bir anyon degisim reginesidir ve
transglukosidaz adsorpsiyon ile bunun iizerine immobilize edilir. Diger enzimlerin
transglukosidaz ile birlikte hareketsizlestirilmesi bulusun baska bir yoniidiir. Bu diger enzimler
pullulanaz veya bir alfa amilazdir. Enzimler aymi tasiyici lizerinde birlikte hareketsiz hale
getirilebilir. Ayn1 zamanda enzimleri ayr1 ayri hareketsizlestirmek de miimkiindiir. Bulusun
baska bir yonii de, tasiyici/enzim konjugati, bir veya daha fazla ¢apraz baglama ajani ile

giiclendirilmektedir (Vercauteren Ronny L. M. ve ark., 1998).

Basu ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Aspergillus niger’den iiretilen a-
glukosidaz enzimi kullanilarak izomaltooligosakkarit tiretimi gerceklestiren kesintili bir sistem)
(batch proses) tasarlanmistir. Kesintili sistemde karsilagilan verim diisiisiinii engellemek igin
“fed-batch” sistemini tasarlamislar ve maltozu kademeli olarak reaktore eklemislerdir. 24 saat
ve 60 saat stiren iki farkli deneme seti iki farkli yontem igin de uygulanmistir. Fed-batch sistem
denemeleri hammadde akis1 0.5, 0.05, 0.005, 0.0005 litre/saat olacak sekilde tekrarlanmistir. 60
saat siiren reaksiyonda, 0.005 L/saat hammadde akisina sahip fed-batch sistemde IMO
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konsantrasyonu 280.22 g/L, batch sistemde olusan IMO konsantrasyonu 227.32’dir. Sonug
olarak maltozdan transglukosilasyon sonucu izomaltooligosakkarit iiretiminde, hammaddenin
sisteme reaksiyon basinda ve tek seferde eklenmesi (batch sistem), verimliligi goreceli olarak
azaltmaktadir. Yapilan ¢alismalarda goriildiigii tizere, reaktor igerisine sabit hizda (0.5-0.005
litre/saat) aktarilan maltozun reaksiyona girmesi sonucu daha yiiksek konsantrasyonda

izomaltooligosakkarit elde edilmistir (Basu ve ark., 2016).

Yiiksek verimlilikte izomaltooligosakkarit iiretimi i¢in bir enzim kokteyli ile ¢alismalar
gerceklestirilmistir. IMO {iretiminde proses verimliligini artirmak i¢in bir yontem gelistirilmis
ve farkli enzimleri igeren bir kokteyl hazirlanmistir. Bacillus licheniformis’den iiretilen
rekombinant Bacillus naganoensis pullulanaz (PulA), Bacillus amyloliquefaciens kaynakl a-
amilaz (BAA), arpa kepegi f-amilaz (BBA) ve Aspergillus niger ‘den iiretilen a-transglukosidaz
(An-TGase) ile nisasta hidrolizatindan eszamanli sakkarifikasyon ve transglikosilasyon
reaksiyonlar1 gerceklesir. Toplam 13 saat siiren reaksiyon sonucunda %49 IMO iceren (toplam
izomaltoz, izomaltotrioz ve panoz miktarina gore) surup elde edilmistir. Denemeler i¢in 500
mL reaktdr kullanilmistir. Oncelikle musir nisasta bulamacit pH 5.8 ve 100 °C’de farkli
reaksiyon siireleri belirlenerek nisasta hidrolizati olusturulmustur. Sakkarifikasyon basamagi
ise BBA 0.1°DP/g, PulA 0.1 U/g ve An-Tgase 500g/KM enzimlerinin eklenmesiyle 55°C’de
gerceklestirilmistir. Calismada enzimlerin etkisi tek tek incelendiginde; PulA miktarinin
arttirllmasi, molekiilerdeki dalli yapinin parcalanmasi ve nigasta hidrolizatinin olusmasi i¢in
olumlu etki yaratmistir. Ancak oligosakkaritlerin a-1,6 bagmm hidrolizinde biyiik bir etkisi
gozlenmemistir. BBA enzimi ile, a-1,4 glikozidik baglarinin hidrolizi sonucu maltoz olusturur.
Sakkarifikasyonda ise >0.5°DP/g BBA enzimi kullanim1 IMO olusma verimliligini artirir. An-
Tgase enzimi sakkarifikasyon asamasinda transglikosilasyon reaksiyonu ig¢in kullanilan
enzimdir. Caligmada enzim dozajlari sirasiyla 500, 1000 ve 2000 U/g olarak denenmistir. Son
tiriindeki IMO verimliligi; 13 saatte %46.47, 8 saatte %45.80, ve 4 saatte %45.46’dir. Biiyiik
Olgekli IMO iiretiminde, maliyetin yiiksek olmamasi agisindan 500-1000 U/g An-TGase
dozajinin uygun olduguna karar verilmistir. Caligsmalarda sivilastirma basamaginda olusan
nisasta hidrolizatinin dekstroz esdegeri (DE) ne kadar yiiksek olursa, sakkarifikasyon sonucu
olusacak izomaltooligosakkaritlerinin oraninin arttigini gézlenmistir. DE’si 30 olan nisasta
hidrolizatinin DE’si 12 olan nisasta hidrolizatina gére IMO olusturma konusunda ayni

reaksiyon siiresinde daha yiiksek verime sahip oldugu goriilmiistiir (Niu ve ark., 2017a).
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Izomaltooligosakkaritler, 6zellikle kolondaki faydali bifidobakterilerin sayisini artirabilen
prebiyotikler olarak uygulamalarda dikkat ¢ekmektedir. IMO’lar, mikroorganizmalardan
enzimlerin transglukosilasyon aktivitesi ile {retilmistir. Tanmim olarak IMO, o-1,4
igeren/icermeyen bir veya daha dazla a-1,6 glikozidik bag igeren glikozil sakkaritlerdir. Ticari
olarak temin edilebilen IMO, esas olarak izomaltoz, panoz ve izomaltotriozdan olusur.
IMO’lar1  olusturabilmek i¢in maltozun transglukosilasyonunu katalizleyen enzime
transglukosidaz denir. a-D-glukosidazin transglukosilasyon aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur. Nisastadan izomaltooligosakkaritlerin tiretimi i¢in geleneksel yontem, nisastay1
ilk oOnce a-amilaz ve pullulanaz kullanarak o-1,4 bagli a-D-gluko-oliggosakkaritlere
indirmektir. Sonrasinda h-amilaz ve a-D-glukosidaz kullanilarak a-1,6 bagli oligosakkaritlere
doniistirilir Transglukosilasyon aktivitesine sahip a-D-glukosidaza genellikle transglukosidaz
veya D-glukosiltransferaz denir. Transglukosidaz, hem a-D-gluko oligosakkaritlerin hidrolizini
hem de glikozil grubunun 6-OH glikoza transferini katalizleyebilir. Glikozilin D-glikoza
aktarimi izomaltoz ve maltoza aktarimi panoz verir. Transglukosidazin etkisi sonucu olusan
iriinler a-(1,6) bagh glikoz oligomerleri sinifin1 igerir ve yan iiriin olarak biiyiik miktarda glikoz
ve bir (1,4) oligomer (maltoz) icermektedir. Transglukosidazin esas olarak mantarlarda mevcut
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, Aspergillus niger’den elde edilen transglukosidaz,
glikozun sadece diisiik dereceli polimerizasyon oligomerleri {izerinde etkilidir.
Transglukosilasyon aktivitesine sahip enzimler, Aurebasidium pullulans, Aspergillus
carbonarious ve Aspergillus nidulans gibi diger birgok mantarda da bulunmustur Bacillus
subitlis’te neopullulanaz adli bir enzimin o-1,6 transglukosilasyon islevine sahip oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle o-amilaz ve neopullulanazin birlikte kullanimi, nigastadan
izomaltooligosakkaritler iiretebilir. Nisastadan IMO iiretimi i¢in yayinlanan yontemlere gore
glikoz ve yan iiriin olarak maltoz gibi a-1,4 bagh oligomerler ile yaklasik agirlik¢a %60 saflikta
IMO elde edilebilir. Nisastanin yani sira konsantre maltoz surubu, transglukosidazin etkisi ile
izomaltooligosakkaritlerin tiretimi igin substrat olabilir. Biyokatalizor olarak hangi enzim ve
hiicre kullanilirsa kullanilsin, IMO’nun en yiiksek safligi hala %60 seviyesindedir. Son
zamanlarda IMO igerigi, maltojenik alfa amilaz ve bir glukanotransferazin ortak kullanimu ile
%68’e yiikseltilmistir. Glikoz, maltoz, maltotrioz gibi sindirilebilir sekerleri ortadan kaldirmak

i¢in maya hiicrelerinin kullanilmas1 IMO safligin1 artirabilmektektir (Pan & Lee, 2005).

Prebiyotik islevsellige sahip gida bilesenleri ¢ok biiyiik ve artan bir ilgiyle karsilagsmistir. Bu

sebeple di-, oligo- ve polisakkaritlere dayali ¢esitli prebiyotik bilesenlerinin {iretimi tegvik
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edilmistir. Izomalto oligosakkaritler prebiyotikler olarak kabul edilir. Bu tiir karbonhidratlar
ayni zamanda gida bilesenleri olarak genis ¢apta uygulama bulmustur. Hem akademik hem de
endiistriyel kurumlar, IMO’larin {iretim teknolojisini iyilestirmeye ve IMO’larin saglig1 tesvik
edici potansiyel etkilerini daha kesin bir sekilde agiklamaya daha fazla 6nem vermeye
baglamislardir. IMO’lar, tipik olarak a-1,2, a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglarla baglanmis glikoz
birimlerinden olusur. IMO igerisinde farkli polimerizasyon derecesine sahip bilesenler DP2
(izomaltoz), DP>3 (panoz, izopanoz, izomaltotrioz, nigeroz, kojibioz, uzun zincirli IMO’lar ve
siklo-IMO’lar mevcuttur. Bu farkli IMO yapilarinin tiimii ¢oziiniirliik, tatlilik ve viskozite
talebine bagli olarak farkli gida uygulamalart icin girdi olabilir. IMO’larin farkli
konfigiirasyonlari, glikoz saliniminin azalmasina ve kalin bagirsaga aktarilan sindirilmemis a-
glukanlarin artmasina neden olan amilolitik enzim aktivitesini geciktirme yetenegine sahiptir.
Bu 6zellikler, bagirsak hormonlarinin modiilasyonu ve saghigi gelistiren kolonik bakteriler
tarafindan desteklenen fermantasyon ile iliskilidir. IMO’larin {iretimi enzim teknolojisine
dayanmaktadir. Hidrolaz ve transferaz familyalarindaki g¢esitli enzimlerin di-, oligo- ve
polisakkarit substratlarindan IMO’larin iiretimi i¢in yararli oldugu gosterilmistir. Nisasta
modifikasyonu ve fonksiyonel gida bilesenleri endiistrisinde cesitli yap1 ve ozelliklere sahip
IMO’larin iiretimi yliksek talep gérmektedir. Geleneksel olarak, IMO’lar ilk sakkarifikasyon
asamasini takiben direngli alfa 1,6 baglarin1 kirmak i¢in ikinci bir hidrolaz/transferaz agsamasini
katalizleyen a-amilaz, maltojenaz ve pullulanaz enzimleri ile iiretilmektedir. Su anda, farkli
transferaz enzimlerinin fiizyonu, canli hiicrelere baglanan enzimler, eszamanli sakkarifikasyon
ve transglukosilasyon yaklagimlari, farkli enzim kombinasyonlari, rekombinant enzimler gibi
yeni teknolojiler hizla gelismektedir. Bu gelismeler, IMO veriminin artmasina, ¢esitli IMO
yapilarinin olusmasina ve iiretim maliyetlerinde diislis saglamistir. Gittikce artan saglik bilinci
ile nig bir iiriin olan IMO pazan giiglenerek biiyiimektedir. IMO’larin ticarilestirilmesindeki
artig, ¢esitli gida tiirlerindeki uygulamalara dayali olarak artan potansiyel saglik talepleri ile
yakindan ilgilidir. Ticari IMO, tipik olarak enzimatik protokoller kullanilarak nisastanin
modifikasyonu ile iiretilmektedir. Geleneksel prosediirde nisastadan IMO {iretimi; sivilastirma,
iki agsamali sakkarifikasyon ve saflastirma dahil olmak iizere ¢ok asamali bir islem
gerektirmektedir. Bu tiretim yontemi ayrica istenen IMO yapilarini elde etmek icin en az bes
enzim tiirii gerektirmektedir. Mevcut IMO piyasasi artarken, IMO’lar1 liretmenin yeni ve daha
tiretken yollarinin olasiliklarini arastirmak i¢in akademik, kurumsal ve endiistriyel seviyelerde
birgok girisimde bulunulmustur. IMO iiretimi i¢in genel strateji, birincil kaynak olarak nigastay1

ve prosediir olarak enzimatik transglukosilasyonu icermektedir. Kullanilan ana enzim
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kategorikeri, glukonotransferaz, hidrolaz ve transglukosidaz aileleri igerisindedir. Bu enzim
gruplari, nisasta ve undan, nisasta ve nisasta tiirevlerinden tiiretilen sakkaroz ve dekstran’dan
IMO fiiretimi i¢in bir¢ok endiistriyel protokol de uygulanmistir. En yaygin olarak kullanilan
enzimler; glukansukraz, dalli yapi olusturucu enzim, a-transglukosidazlar, amilomaltaz ve
siklo-izomaltooligosakkarit glukanotransferaz gibi enzimlerdir. IMO igerigini artirmak iizere
glukanotransferazlar ig¢in optimal substratlar olusturmak amaciyla, glukanohidrolazlar (a-
amilaz, B-amilaz, endodekstranaz, a-glukosidaz, pullulanaz, maltojenik alfa amilaz) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle farkli iiriin yapilarini hedefleyen yiiksek verimli IMO iiretim
sistemleri saglamak icin hem tekli hem de kombinatoryal enzim destekli protokoller
gelistirilmistir. Rekombinant enzim teknolojisi, IMO iiretimini 6nemli olgiide gelistirmistir

(Sorndech ve ark., 2018).

Izomaltooligosakkaritler (IMO), ilag ve gida endiistrilerinde kullanima uygun &zelliklere sahip
sekerlerdir. IMO, farkli a-glikozidik baglar ve farkli polimerizasyon dereceleri ile elde edilir.
Genis bir kimyasal cesitlilige (diiz zincirli, dall1 ve halkali molekiiler yapilar) sahiptir. Sentez
icin farkli substratlar kullanilmaktadir (disakkarit ve monosakkarit kombinasyonlar1 veya
nisasta veya dekstran gibi polimerik karbonhidratlar). Nisasta hammaddesinden, o-1,4
glikozidik baglar tizerinde etkili a-amilaz ve B-amilaz enzimleri kullanilarak hidrolizasyon
gerceklestirilir ve maltoz olusur. Olusan maltozun a-glukosidaz enzimi ile transglukosidasyonu
sonucu; o-1,4 glukosidik baglar1 «-1,6 glukosidik molekiiler baglarina doniisiir ve
izomaltooligosakkaritler olusur. Olusan oligosakkaritlerin polimerizasyon dereceleri DP2 ve
DP5 araliginda degisir ve a-1,4 , a-1,6 glikozidik baglarin yiizdeleri agisindan farklilik gosterir.
IMO bilesiklerinin enzimatik sentezi, transglikosil aktiviteye sahip glikozit hidrolazlar (GH'ler)
ile gergeklestirilebilir (Casa-Villegas ve ark., 2018).

IMO surubu, endiistriyel olarak nisastadan alfa-amilaz, beta-amilaz, neopullulanaz ve alfa-
glukosidaz gibi nisastanin sahip oldugu baglar1 kiran enzimlerin ortak reaksiyonu ile
tiretilmistir. Son donemde nisasta iizerinde neopullulanaz ve alfa amilazin etkisi ile yeni bir
IMO fiiretim prosesi gelistirilmistir. Kesin olarak IMO yalnizca alfa 1-6 glikozidik baglarina
sahip glikozil sakkaritler manasina gelse de, ticari IMO surubunda hem alfa 1-6, hem de alfa 1-
4 glikozidik baglari oldugu kabul edilmistir. Daha 6nce yazilmis olan makalelerde; yazarlar,
Aureobasidium pullulans kaynakli fruktosiltransferazin transfruktozililasyon reaksiyonu ile

sakkarozdan fruktooligosakaritlerin tiretildigi rapor edilmistir. Sonraki bir ¢aligmada ise; bu
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organizmanin, maltoz ortaminda kiiltive edildiginde transglukosilasyon reaksiyonu ile IMO
olusumunda yer alan enzimi {iretme kabiliyetine sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismalarin
sonucunda; %60 maltoz surubu, IMO {iretimi i¢in en uygun substrat olarak belirlenmistir. Elde
edilen surupta agirlikca %50 IMO ile birlikte yan iiriin olarak %25 glikoz elde edilmistir. Ote
yandan, daha diisiik maltoz konsantrasyonlarinda (%30 ve asagis1), elde edilebilen maksimum
IMO konsantrasyonu %46’nin altindadir. Bu durumun sebebi ise enzimlerin hidroliz aktivitesi
ile glikozda meydana gelen yiikselmedir. Panoz ve DP4’iin IMO’sunun olusum hizlar1 tiim
konsantrasyonlardaki substratlarda 20 saat sonunda plato evresine ulasmistir. Yiiksek verimlilik

diisiiniildiiglinde, substrat olarak yiliksek konsantrasyonda maltoz kullanmak daha avantajlidir
(Yun ve ark., 1994).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Misir nisastasindan enzimatik yontemle prebiyotik bir iirlin olan izomaltooligosakkarit
tiretiminin amaglandig1 bu tez ¢alismasinda; kullanilan sarf maddeleri ve sistemlerin 6zellikleri,
izomaltooligosakkarit iiretim agamalar1 ve bunlarla ilgili yapilan analiz yontemleri asagida ilgili

kisimlarda verilmistir.

3.1. Materyal
Nisasta Cozeltisi (Nisasta Siitii): Sunar Misir A.S. tesislerinde misir surubu iiretiminde
kullanilan yaklasik %35-36 kurumaddeli, sulu haldeki (kurutulmamis nisasta) nisasta siitii

kullanilmistir. Kullanilan bu nisasta siitiiniin pH degeri 4.0-4.5 ve sicaklig1 yaklasik 35 °C’dir.
Enzimler: Calismada alfa amilaz-Clearflow AA (Ek-1), beta amilaz-Optimalt BBA (Ek-2),
pullulanaz-Optimax L-2500 (Ek-3), maltojenik alfa amilaz-Optimalt 2G (Ek-4) ve

transglukosidaz-Transglucosidase L-2000 (Ek-5) enzimleri kullanilmistir.

Clearflow AA (E.C.3.2.1.1): Genencor (Danisco-Danimarka) firmasi tarafindan

tiretilmistir.  Bacillus licheniformis ve Bacillus stearothermophilus kokenlidir.
Aktivitesinin 19.750-22.975 LU/g ve molekiiler agirligi ~55/59 kD oldugu firma
tarafindan bildirilmistir. Yiiksek sicakliga dayaniklidir. Nisastadaki a-D-1,4 glikozidik
baglarini kirarak etkin bir sakkarifikasyon yapilmasini saglar. Uretici firma tarafindan
optimum ¢alisma kosullar1 (her ne kadar nisasta siitii cinsi, kKurumadde miktar1, sicaklik
gibi etkenlere baglh olsa da); pH: 5.5- 5.8, enzim konsantrasyonu: 0.30-0.45 kg/TDS,
Ca™ konsantrasyonu: >5 ppm, reaksiyon siiresi: 90-120 dakika (DE >%10) olarak
belirlenmistir (Ek-1).

Optimalt BBA (E.C.3.2.1.2): DuPont (Amerika Birlesik Devletleri) firmasi tarafindan

tretilmistir. Bir arpa 1,4 a-D-glukan maltohidrolazidir. Arpa tanesinden elde
edilmektedir. Beta-amilaz, dekstrin zincirinin indirgenmeyen ucundan 1,4 o-D-
glikozidik baglar1 hidrolize ederek ardisik maltoz birimlerinin salinimini katalizleyen
bir eksoamilazdir. Esas olarak alfa amilaz aktivitesinden yoksundur ve sivilagtirilmis

nisastadan maltoz suruplarinin iiretimi i¢in kullanilir. Bu enzimin aktivitesi “Degrees of
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Diastatic Power” (DP°) ile ifade edilmektedir. Enzim aktivitesi 1230 DP°/g (minimum)
olarak belirtilmistir. Nisastadan maltoz agisindan zengin surup elde edilmesi amaci ile
sakkarifikasyon asamasinda kullanilmaktadir. Uretici firma tarafindan, yiiksek maltoz
suruplar1 {iretimi i¢in, enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH: 5.2- 5.5, enzim
konsantrasyonu: 0.6-1.22 kg/TDS, reaksiyon siiresi: 24-48 saat olarak belirlenmistir
(Ek-2).

Optimax L-2500 (E.C.3.2.1.41): DuPont (Amerika Birlesik Devletleri) firmasi

tarafindan tretilmistir. Genetik olarak modifiye edilmis bir Bacillus licheniformis

susunun kontrollii fermentasyonundan iiretilen bir pullulanaz enzimidir. Yiksek
dekstroz ve yiliksek maltoz suruplar tiretmek icin sakkarifikasyon enzimleri olan
glukoamilaz ve beta amilaz ile birlikte kullanilmak {izere tasarlanmigtir. Enzim, yiiksek
sicaklikta ve asidik pH araliginda stabildir ve 1,4 a-D glikozidik baglarini igeren
dogrusal oligosakkarit zincirleri liretimi i¢in amilopektin ve dekstrinlerde dallanmis
1,6 a-D glikozidik baglarmin hidrolizini katalizlemektedir. Uretici firma tarafindan,
yiiksek maltoz suruplari iiretimi i¢in, enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH: 4.2-
4.6 olarak belirtilmistir. %70 ve tizeri maltoz igerikli suruplarin liretimi i¢in beta amilaz

enzimi ile birlikte kullanimi tavsiye edilmistir (EK-3).

Optimalt 2G (E.C 3.2.1.133): DuPont (Amerika Birlesik Devletleri) firmasi tarafindan

tretilmistir.  Genetigi  degistirilmis Bacillus licheniformis susunun kontrolli
fermentasyonundan tiretilen bir maltoz olusturucu alfa amilaz enzimidir. Sivilastirilmig
nisastanin 1,4 a-D glikozidik baglarin1 hidrolize ederek yiiksek konsantrasyonlarda
maltoz iiretir. Beta amilaz ve pullulanaz enzimleri ile beraber kullanildiginda yiiksek

maltoz igerikli surup elde edilmesini saglamaktadir (Ek-4).

Transglukosidaz L-2000 (E.C 2.4.1.24): DuPont (Amerika Birlesik Devletleri) firmasi

tarafindan  iretilmistir. Glukoamilaz aktivitesi icermeyen saflagtirllmis  bir
D-glukotransferazdir. Genetik olarak modifiye edilmis Trichoderma reeseri susu
kullanilarak ~ kontrollii =~ fermantasyon  yoluyla  idretilir.  Transglukosidaz,
a-D-glukooligosakkaritlerle inkiibasyon sirasinda hem hidrolitik hem de transfer
reaksiyonlarini katalizler. Transglukosidaz reaksiyonlariin bir sonucu olarak, malto-

oligosakkaritler izomalto-oligosakkaritlere doniistiiriilir ve bu da indirgeyici olmayan
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uctan bir a-D-1,6 bagi ile baglanan yiiksek oranlarda glikozil kalintist igeren farkli bir
polisakkarit sinifi ile sonuglanir. Uretici firma tarafindan tavsiye edilen dozaj miktari

0.55-0.60 kg/TDS olarak belirtilmistir (Ek-5).

Biyoreaktor: Sartorius Stedim markali Biostat A model 5L hacimli biyoreaktor kullanilmistir
(Sekil 3.1.).

sartorius stedim

g
. 7 | o

Sekil 3.1. Sartorius Stedim Markali Biostat A Model Biyoreaktor

fyon Degistirici Recineler: Resindion S.R.L. (italya) firmas: tarafindan iiretilmis Relite RPS
(kuvvetli asidik katyon regine, divinil benzen (DVB) stiren kopolimeri, EKk-6) ve Relite Ram1
(zay1f bazik anyon regine, divinil benzen (DVB) stiren kopolimeri, Ek-7) iyon degistirici
regineler kullanilmistir. Denemelerde, iyon degistirme kapasitesi 1.84 eq/L (Na*), 6zgiil agirhg:
1.22 g/mL olan ve boyut ortalamasi1 464 um olan Relite RPS kullanilmistir. Relite Ram1°1n ise;
iyon degistirme kapasitesi, 1.67 eq/L (CI"), 6zgiil agirhig: 1.05 g/mL olan ve boyut ortalamasi

461 pum olarak belirlenmistir. Regineler, iki farklt 1 L’lik cam tiip igerisine (tiip i¢ hacminin
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2/3’1 oraninda) eklenmistir. Denemelerde iiriin, 6nce katyon iyon degistiriciden sonra anyon

Iyon degistiriciden gecirilmistir.

Pilot Iyon Degistirici Sistemi: CEYKA marka pilot iyon degistirici sistem kullanilmustir (Sekil
3.2.).

Sekil 3.2. Pilot Iyon Degistirici Sistemi

Pilot Nanofiltrasyon Sistemi: CEYKA markali pilot nanofiltrasyon sistemi kullanilmigtir
(Sekil 3.3.).

Doner Buharlastirici: Heidolph Laborrota 4001 Efficient (Alman) marka ve model cihaz
kullanilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Doner Buharlastirici
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3.2. Yontem

3.2.1 Izomaltooligosakkarit Uretim Yontemi

Bu tez ¢alismasinda, prebiyotik bir iirlin olan izomaltooligosakkaridin, farkli hammadde maltoz
suruplar1 ve farkli beta amilaz ve transglukosidaz enzim dozajlar1 kullanilarak laboratuar
Olgeginde {retilmistir. Hammadde %maltoz icerigi, beta amilaz enzim dozajlar1 ve
transglukosidaz enzim dozajlart gibi parametrelerin IMO fraksiyonlar1 ve elde edilen
izomaltooligosakkarit surubunun toplam IMO yiizdesi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Akis
semasinda belirtildigi gibi (Sekil 3.5.); ¢alismanin ilk boliimii nisasta ¢ozeltisine alfa amilaz

enzimi dozajlanarak sivilastirilma ve bekletme reaksiyonlarinin gergeklestirilmesidir.

Kuru nisasta + Su

Alfa amilaz enzimi eklenmesi

Homojenlige kladar karistirma
Enzim ina%(tivasyonu
Uygun enzimler ile yﬁkiek maltoz surubu eldesi
Enzim inattivasyonu
Transglukosidaz enzimli ile transfer reaksiyonu
Enzim inattivasyonu
%35 IMO igerlen surup eldesi
Nanofilltrasyon
!

Surubun IMO i¢erigince zenginlestirilmesi
Sekil 3.5. [zomaltooligosakkarit Uretim Akis Semasi

Yas Ogiitme ile nisasta siitii elde edildikten sonra a-amilaz enzimi Tablo 3.1°de belirtilen
kosullarda nisasta hidrolizi saglanmistir. Ardindan gerekli inaktivasyon islemleri

gerceklestirilmistir.

Denemelerde IMO firetimi i¢in kullanilan beta amilaz enzim dozaj1 (kg/TDS), baslangi¢ maltoz

hedefi (%), transglukosidaz enzim dozaji (kg/TDS) parametreleri degisken olarak kullanilarak
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27 farkli uygulama ile IMO iiretimi yapilmistir. Daha sonra beta amilaz ve pullulanaz enzimleri

ile yiliksek maltoz igerikli surup elde edilmistir. Son asamada ise yiiksek maltoz igerikli suruba

transglukosidaz enzimi dozaj1 yapilarak IMO tiiretilmistir (Tablo 3.2.).

Tablo 3.1. isletme Ve Laboratuvar Kosullarinda IMO Uretim Asamalar

NISASTA GOZELTISININ HIDROLIZ]
(ISLETME KOSULLARI)

Nisasta c¢ozeltisine alfa amilaz enzim dozaj
yapilmasi (pH 5.5-5.8 ve enzim dozaji 0.35 kg/TDS)
Nisasta sdtinin sivilastirma ve  bekletme
asamalarindan  sonra  nisasta  hidrolizatina
donustirtlmesi

Alfa amilaz enziminin %30'luk HCI c¢ozeltisi ile
inaktivasyonu (pH'in 3.5 seviyelerine getiriimesi)

YUKSE_K MALTOZ iGERIKLi SURUP
ELDESI (LABORATUVAR KOSULLARI)

%35 kurumadde igerikli nisasta cozeltisine beta
amilaz, pullulanaz ve maltojenik alfa amilaz enzim
dozajlan yapilarak ylksek maltoz igerikli surup
eldesi

1. Beta amilaz enzim dozaji: 1.0-1.4 kg/TDS

2. Pullulanaz enzim dozaji: 0.8 kg/TDS

3. Maltojenik alfa amilaz enzim dozaji: 0.6

kg/TDS pH 4.8 ve sicaklik 64°C

Reaksiyon siresi: 20-36 saat (Farkh reaksiyon
sureleri kullanilarak maltoz igerikli Grlnlerin elde
edilmesi)
Beta amilaz, pullulanaz ve maltojenik alfa amilaz
enzimlerinin %30'luk HCI ¢bzeltisi ile inaktivasyonu
(pH'In 3.5 seviyelerine getiriimesi)

YUKSE_K MALTOZ SURUBUNDAN IMO
ELDESI (LABORATUVAR KOSULLARI)

%75-85 maltoz igerikli suruba transglikosidaz enzimi
dozajlanarak IMO eldesi. Transglukosidaz enzim
dozaji: 0.60-0.70 kg/TDS pH 4.5 ve sicaklik 61°C
Reaksiyon siresi: 24 saat

Transglukosidaz enziminin %30'luk HCI ¢ozeltisi ile
inaktivasyonu (pH'in 3.5 seviyelerine getirilmesi)

IMO'NUN SAFLASTIRILMASI
(PILOT OLGEK)

Pilot iyon degistirici sistemi ile IMO surubunun
iyonlarindan ayrilmasi.

Pilot nanofiltrasyon sistemi ile IMO surubunun
saflastiriimasi.

3.2.2.
3.2.2.1.

Analiz Yontemleri

Rutubet Tayini

Rutubet tayininde, “Analytical Methods of the Member Companies of the Corn Refiners
Association, B-38” metodu uygulanmistir. 5 g numune 90 °C’de Heraus T 12 marka vakumlu
etlivde, sabit tartima gelinceye kadar kurutulmus ve yiizde (%) olarak ifade edilmistir (Anon.,
2006a).
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Tablo 3.2. Baslangic Maltoz Uriinlerinin Elde Edilmesi Igin Gergeklestirilen Reaksiyon
Kosullar1

Beta Amilaz Pullulanaz Dozaji Maltojenik Alfa Amilaz Reaksiyon Maltoz igerigi
Dozaji (kg/TDS) (kg/TDS) Dozaji (kg/TDS) Siiresi (saat) (%)
1.0 0.8 0.6 26 75
1.2 0.8 0.6 23 75
14 0.8 0.6 20 75
1.0 0.8 0.6 30 80
1.2 0.8 0.6 28 80
1.4 0.8 0.6 25 80
1.0 0.8 0.6 36 85
1.2 0.8 0.6 32 85
14 0.8 0.6 29 85

3.2.2.2.  pH Tayini

pH tayinlerinde; Misir suruplari igin, “Analytical Methods of the Member Companies of the
Corn Refiners Association CRA E-48”, nisastalar i¢in “Analytical Methods of the Member
Companies of the Corn Refiners Association CRA B-42” ve sulu haldeki nisastalar i¢in
“Analytical Methods of the Member Companies of the Corn Refiners Association CRA B-44”
yontemleri kullanilmistir. Analizde WTW 526 marka pH metre ile 20 °C sicaklikta
gergeklestirilmistir (Anon., 2006b).

3.2.2.3.  Dekstroz Esdegeri Tayini

Dekstroz esdegeri tayininde Lane ve Eynon metodu kullaniimistir Bu metotta, aldoz ve ketoz
seker miktarlari bakirin indirgenmesi prensibine gore belirlenmistir (Blanchard, 1992). %35°lik
nisasta ¢ozeltisinden 15.4 g alinip 250 mL hacme saf su ile tamamlanmus ve biirete aktarilmistir.
Erlen igerisine 12.5 mL bakir siilfat ¢ozeltisi (CuSO4.5H20, 70 g/L) ve 12.5 mL sodyum
potasyum tartarat (KNaCsH40e.4H20, 346 g/L) ¢ozeltisi eklendikten sonra metilen mavisi
indikatorii yardimiyla biiretteki nisasta ¢ozeltisi ile kaynama noktasinda titre edilmistir.
Orneklerin titrasyon sarfiyat;, saf D-Glikoz’un (dekstroz) titrasyonu ile, ayn1 sartlarda,

karsilastirilarak DE degeri belirlenmistir (Anon., 2006d).
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3.2.24.  Seker Bilesenleri Tayini
Seker bilesenlerinin tayini HPLC ile gergeklestirilmistir (Blanchard, 1992). Bu yontemde, 5
brikse kadar saf su ile seyreltilmis numune, 0.20 um membran filtreden siiziilerek, cihaza

enjekte edilmistir. Yiiksek maltoz igerikli suruplarin ve IMO’larin analizi i¢in HPLC kosullari;

Kromatografi cihazi : Shimadzu HPLC

Dedektor : RID 20A detektor

Kolon : Bio Rad Aminex HPX 87 C (300 x 7.8 mm) (Yiiksek maltoz
icerikli suruplar)
Bio Rad Bio-Sil Amine 5S (IMO)

Kolon sicakligi :80°C

Mobil faz ¢6zeltisi  : Ultra saf su (Yiiksek maltoz igerikli suruplar)
68:32 asetonitril-su (IMO)

Akis hiz1 - Izokratik akis, 1.0 mL/dakika (Yiiksek maltoz icerikli suruplar)
[zokratik akis, 0.8 mL/dakika (IMO)

Enjeksiyon hacmi : 10 uL

Islem Siiresi : 20 dakika

IMO iiretiminde kullanilan bilesenler/degiskenler de Tablo 3.3.’de verilmistir.
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Tablo 3.3. IMO Uretiminde Kullanilan Bilesenler/Degiskenler

No Nj§as?a_ Alfa Ni§a§ta Bgta PuIIuIaljaz Maltojenik Basglangig Transgluk&_)sidaz Reaksiygn Reaksiyon Rea.lfsiy_on
Gozeltisi Amilaz  Hidrolizati  Amilaz Dozaji Alfa Maltoz Dozaji Sicakhgi pH Siiresi
Kurumaddesi  dozaji Dekstroz Dozaji Amilaz Hedefi Degeri
Esdegerligi Dozaji (KM)
% (kg/TDS) (kg/TDS)  (kg/TDS)  (kg/TDS) % (kg/TDS) (°C) (saat)
1 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 75 0.60 61 45 24
2 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 75 0.65 61 45 24
3 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 75 0.70 61 45 24
4 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 75 0.60 61 45 24
5 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 75 0.65 61 45 24
6 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 75 0.70 61 45 24
7 35 0.35 10-11 DE 14 0.8 0.6 75 0.60 61 4.5 24
8 35 0.35 10-11 DE 14 0.8 0.6 75 0.65 61 4.5 24
9 35 0.35 10-11 DE 14 0.8 0.6 75 0.70 61 4.5 24
10 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 80 0.60 61 4.5 24
11 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 80 0.65 61 4.5 24
12 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 80 0.70 61 4.5 24
13 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 80 0.60 61 4.5 24
14 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 80 0.65 61 4.5 24
15 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 80 0.70 61 4.5 24
16 35 0.35 10-11 DE 14 0.8 0.6 80 0.60 61 4.5 24
17 35 0.35 10-11 DE 1.4 0.8 0.6 80 0.65 61 4.5 24
18 35 0.35 10-11 DE 1.4 0.8 0.6 80 0.70 61 4.5 24
19 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 85 0.60 61 45 24
20 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 85 0.65 61 45 24
21 35 0.35 10-11 DE 1.0 0.8 0.6 85 0.70 61 45 24
22 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 85 0.60 61 4.5 24
23 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 85 0.65 61 4.5 24
24 35 0.35 10-11 DE 1.2 0.8 0.6 85 0.70 61 4.5 24
25 35 0.35 10-11 DE 1.4 0.8 0.6 85 0.60 61 45 24
26 35 0.35 10-11 DE 1.4 0.8 0.6 85 0.65 61 45 24
27 35 0.35 10-11 DE 1.4 0.8 0.6 85 0.70 61 45 24
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bulgularin 1s181nda; tiretilen izomalto-oligosakkaritlerin
IMO miktar1 (%) lizerinde proses parametrelerinin etkisi incelenmistir. Degisken olarak
asagidaki proses parametreleri incelenmis ve degerlendirilmistir.

— Beta amilaz enzim dozaj miktar1 (kg/TDS),

— Baslangic maltoz yiizdesi (%),

— Transglukosidaz enzim dozaj miktar1 (kg/TDS) dir.

Bu degiskenlerin, elde edilen IMO miktarina etkisinin belirlenmesi amaciyla da;
— Nisasta ¢6zeltisi kurumadde miktari (%),
— Alfa amilaz enzim dozaj miktar1 (kg/TDS),
— Nisasta hidrolizat1 dekstroz esdegeri (%),
— Pullulanaz ve maltojenik alfa amilaz enzim dozajlar1 (kg/TDS),
— Reaksiyon pH degeri,
— Reaksiyon sicakligi (°C) ve
— Reaksiyon siiresi (saat)

parametreleri sabit tutulmustur (Tablo 3.3.)

Yapilan tiim IMO tiretim denemelerinde; pH degeri 4.5, reaksiyon sicaklig1 61 °C ve reaksiyon
siiresi 24 saat olarak sabit tutulmustur. Baslangi¢ maltoz surubu iiriiniiniin maltoz icerigi %70,
%75, %80 olarak kullanilmistir. Hem baslangi¢ maltoz i¢erigi hem de IMO {iretiminde elde
edilen maltoz ve IM2 degerlerine etkisi olan beta amilaz enzim dozaji 1.0 kg/TDS, 1.2 kg/TDS
ve 1.4 kg/TDS olarak uygulanmustir. Son degisken parametre olan transglukosidaz enzim dozaji
ise 0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS olarak kullanilmistir. Elde edilen IMO
orneklerinde maltoz (%), IM2 (%), IM3 (%), panoz (%), IMH (%) ve toplam IMO (%)

igerikleri incelenmis ve asagidaki kisimlarda ayri ayri verilmistir (Tablo 4.1).

4.1. Izomaltooligosakkarit Surubu IMO icerigine Baslangic Maltoz Miktarin Etkisi
[zomaltooligosakkaritler, alfa 1-4 ve alfa 1-6 glikozidik baglarinin karisimina sahip
oligosakkaritlerdir. Izomalto-oligosakkaritlerin elde edilebilmesi icin gergeklestirilen

reaksiyonda kullanilan hammaddenin maltoz igerigi (%) biiyiik 6nem arz etmektedir. Ciinkii
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calismada asil olarak maltozun transglukosilasyonu reaksiyonu gerceklestirilmektedir.
IMO’lar; izomaltoz, panoz, izomaltotrioz, izomaltotetraoz, izopanoz ve fruktooligosakkaritler,
galaktooligosakkaritler, xylooligosakkaritler ve gentiooligosakkaritler gibi diger yiiksek dalli
oligosakkaritleri igermektedir (Kwon, 2014).

Tablo 4.1 IMO Uretiminde Farkli Parametrelerin Kullanimi ile Elde Edilen IMO Fraksiyonlari
(%) ve Toplam IMO igerikleri (%)

Baslangi¢ Maltoz | Beta Amilaz Enzim |Transglukosidaz Enzim| Maltoz IM2 IM3 Panoz IMH Total
Yiizdesi (%) Dozaji (kg/TDS) Dozaji (kg/TDS) (%) (%) (%) (%) (%) |IMO (%)

0.60 11.2 11.0 0.50 22.0 2.4 35.9

1.0 0.65 5.3 13.3 0.75 21.4 2.8 38.2

0.70 2.0 14.5 0.92 225 31 41.0

0.60 10.5 12.4 0.90 22.8 2.6 38.7

70% 1.2 0.65 6.4 134 1.0 23.0 2.9 40.3

0.70 2.7 15.6 1.8 22.5 3.3 43.2

0.60 9.1 14.8 15 20.8 3.0 40.1

1.4 0.65 6.2 15.0 1.9 21.2 4.2 42.3

0.70 1.8 16.8 25 21.4 4.7 45.4

0.60 8.5 15.6 1.8 23.4 4.1 44.9

1.0 0.65 5.7 16.4 2.4 23.7 5.0 47.5

0.70 1.7 17.4 3.0 23.8 5.6 49.8

0.60 7.8 16.4 2.6 221 5.3 46.4

75% 1.2 0.65 5.8 17.9 3.4 20.4 6.4 48.1

0.70 1.9 18.8 4.7 19.8 7.0 50.3

0.60 7.3 17.6 3.7 21.8 6.2 49.3

1.4 0.65 54 18.5 4.0 21.2 7.8 51.5

0.70 1.7 20.1 5.4 19.6 8.5 53.6

0.60 6.8 20.4 4.6 194 8.3 52.7

1.0 0.65 2.4 21.7 5.3 17.9 9.1 54.0

0.70 1.3 22.3 6.2 15.9 10.8 55.2

0.60 6.3 21.8 5.8 14.6 10.8 53.0

80% 1.2 0.65 35 22.4 6.0 15.7 11.6 55.7

0.70 1.2 23.1 7.3 13.4 13.4 57.2

0.60 54 22.0 7.4 14.8 12.2 56.4

14 0.65 2.8 23.4 8.2 12.6 13.8 58.0

0.70 0.9 24.2 9.4 12.2 15.3 61.1
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Denemeler sonucu, toplam IMO veriminin baslangigtaki artan maltoz degerine (%) paralel
olarak arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.2.). Denemeler sirasinda, baslangigta hammadde olarak
kullanilan maltoz degerleri (%); beta amilaz, pullulanaz ve maltojenik alfa amilaz enzimleri
kullanilarak reaksiyon siiresince maltoz igerigindeki artis takip edilerek %75, %80 ve %85
maltoz igerikli suruplar elde edilmistir. Boylelikle IMO iiretiminde hammadde olarak kullanilan

maltoz igeriginin, reaksiyon sonucu elde edilen iiriiniin seker profiline etkileri de aragtirilmistir.

Tablo 4.2. IMO Uretiminde Baslangic Maltoz Yiizdesi ile IMO Fraksiyonlar1 ve Total IMO
Miktarinin Degisimi

Baslangi¢ Maltoz Beta Amilaz Enzim Transglukosidaz Enzim Maltoz IM2 IM3 Panoz IMH Total
Yiizdesi (%) Dozaji (kg/TDS) Dozaji (kg/TDS) (%) (%) (%) (%) (%) IMO (%)
70 11.2 11.0 0.5 22.0 2.4 35.9
75 1.00 0.60 8.5 15.6 1.8 23.4 4.1 44.9
80 6.8 20.4 4.6 19.4 8.3 52.7
70 10.5 124 0.9 22.8 2.6 38.7
75 1.2 0.60 7.8 16.4 2.6 221 5.3 46.4
80 6.3 21.8 5.8 14.6 10.8 53.0
70 9.1 14.8 15 20.8 3.0 40.1
75 14 0.60 7.3 17.6 3.7 21.8 6.2 49.3
80 5.4 22.0 7.4 14.8 12.2 56.4

Tablo 4.2.°nin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi; diger reaksiyon kosullart sabit
tutuldugunda (pH:4.5, Sicaklik: 61°C, Reaksiyon siiresi: 24 saat), baslangi¢ta hammadde olarak
kullanilan maltoz igerigindeki (%) artisa paralel olarak (%70, %75 ve %80) toplam IMO
yiizdesinde de artis meydana gelmistir. Benzer sekilde literatiirde de yer alan galismalar
gostermektedir ki, IMO iretiminde verimliligi etkileyen parametrelerden biri substrat
konsantrasyonudur (Yun ve ark., 1994). Toplam IMO degeri (%) disinda diger IMO
fraksiyonlari da incelendiginde; IM2, IM3 ve IMH degerlerinde de artis oldugu, buna karsilik,
Panoz degerlerinde azalma oldugu goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglardan, IMO {iiretiminde
hammadde olarak kullanilan maltoz surubunun maltoz igerigi arttik¢a, toplam IMO veriminin

de artt1g1 tespit edilmistir (Tablo 4.2.).

Bu c¢aligmalar sirasinda, beta amilaz enzim dozajinin 1.2 kg/TDS oldugu reaksiyonlar

incelendiginde (Tablo 4.2., Sekil 4.1.); baslangi¢ maltoz seviyesinin %70 oldugu durumda elde
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edilen toplam IMO miktar1 %38.7 iken, baslangi¢ maltoz degerinin %80 oldugu durumda ise
elde edilen toplam IMO miktarinin %53.0 seviyesine ylikseldigi belirlenmistir.

—f— %70 maltoz baslangig —@— %75 maltoz baslangi¢ %80 maltoz baslangi¢

100

% Toplam IMO
= N w Y u D ~ (0] o
o o o o o o o o o

o

0 5 10 15 20 25 30
Reaksiyon siiresi (saat)

Sekil 4.1. Himmadde Baslangi¢ %Maltoz Icerigine Gére Zamana Bagli Toplam %IMO Icerigi

Sekil 4.1.’de de; baslangi¢ maltoz icerigi %70, 75 ve 80 oldugu durumlarda reaksiyon siiresi
boyunca meydana gelen toplam izomaltooligosakkarit (Toplam IMO) degisimi verilmistir. Bu
caligmalarda kullanilan baslangic hammaddelerinin tiretiminde BBA enzimi (1.4 kg/TDS)
kullanilmis ve takiben transglikosidaz (0.7 kg/TDS) ticari enzim preparati kullanilarak
reaksiyon baglatilmistir. Tiim bu reaksiyonlar 24 saat igerisinde gergeklestirilmis ve meydana
gelen degisimler belirlenmistir. Yapilan bu calismalar sonucu; farkli maltoz igerigine sahip
hammaddelerden zamana bagli olarak elde edilen toplam IMO miktarlar1 saptanmistir. Bu
denemelerde, 4. saat sonunda, %70, %75 ve %80 baslangi¢c maltoz igerigine sahip iiriinlerden
sirastyla %10.0, %14.2 ve %17.6 oraninda IMO iretilmistir. %70, %75 ve %80 baslangi¢
maltoz igerigine sahip iiriinler ile yapilan denemelerde, reaksiyon hizinin 20. saate kadar arttig:
goriilmiistiir. Reaksiyonun 20-24°ncii saatleri arasinda %70, %75 ve %80 baslangi¢ maltoz
icerigine sahip iiriinler ile yapilan denemelerde toplam IMO igerigindeki artisin son dort saatte
en az %4-4.7 arasinda degistigi saptanmistir. Elde edilen bu bulgulara gore, maltoz icerigi (%)
yiiksek olan reaksiyonlarda, ayni siirede daha fazla toplam IMO igerigine ulasildigi tespit

edilmistir.
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Sonuglar bir arada degerlendirildiginde; %70, %75 ve %80 baslangi¢ maltoz igerigine sahip
tirtinlerin kullanildig1 reaksiyonlarda, 15. saatten itibaren IMO’ya doniisiim hizinin azaldig
tespit edilmistir. Reaksiyon hizindaki bu yavaslama diger ¢alismalarda da gorilmiistiir ve.
reaksiyon siiresi boyunca toplam izomaltoligosakkarit miktarindaki artis zaman igerisinde
degisim gostermistir. Bu durumun, reaksiyon sirasinda substrat miktarindan bagimsiz olarak
zaman igerisinde IMO miktarinin nihai degerine ulagmasi sonucu oldugu kanisina varilmistir.
Niu ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada da, a-glikoziltransferaz enzim
aktivitesine bagl olarak (500, 1000, 2000 U/g nisasta) ti¢ farkli reaksiyon gergeklestirilmis ve
bu ¢alismanin sonuglarina gore (EK-8), enzim aktivitesinden bagimsiz olarak IMO miktar1 12.
saate kadar arttigi, 12-20’nci saat arasinda ise IMO miktar1 hemen hemen sabit oldugu

gorilmustiir (Niu ve ark., 2017b).

4.2. izomaltooligosakkarit Surubu IMO I¢erigine Beta Amilaz Enzim Dozaj Miktarinin
Etkisi
Beta amilaz enzim dozaj miktar1 (kg/TDS), IMO iiretimi ig¢in gerekli olan hammaddenin
saglanmasi hususunda Onemli bir parametredir. Ayrica, beta amilaz IMO iiretiminde
transglukosidaz enzimine yardimci gorev de gérmektedir. Beta amilaz enzim dozaj miktari
arttik¢a, ara iirlin olan yiiksek maltoz igerikli suruptaki maltoz degeri (%) de artmaktadir. Bu
da dogrudan fiiretilen IMO f{iriiniindeki toplam IMO miktarim1 artirmaktadir. Caligmalar
sirasinda, yliksek maltoz igerikli surup elde etmek i¢in uygulanan beta amilaz enzim dozaj
miktar1 (kg/TDS) degisken parametre olarak belirlenmis ve buna bagli olarak farkli oranlarda
maltoz (%) iceren suruplar elde edilmistir. Elde edilen bu suruplar transglukosilasyon

reaksiyonu i¢cin hammadde olarak kullanilmistir.

Tablo 4.3.’den de goriilebilecegi gibi; aym1 kosullarda altinda, beta amilaz enzim dozaji
artirildiginda (1.00 kg/TDS, 1.2 kg/TDS ve 1.4 kg/TDS) ise toplam IMO (%) oraninin da arttigi
tespit edilmistir. Beta amilaz enziminin hem dogrudan baslangigtaki maltoz (%) oranina etki
ettigi hem de dolayli olarak olusan IMO fraksiyonlarindan IM2 (%) oranini artirdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismalardan %70 maltoz icerikli surubun hammadde olarak kullanildig1
reaksiyonlar incelendiginde, beta amilaz enzim dozajinin 1.0 kg/TDS degerinden 1.4 kg/TDS
degerine yiikselmesi ile artan enzim dozajina bagli olarak elde edilen toplam IMO igeriginin de

%38.2°den %10.7 artis ile %42.3 oranina ulastig1 saptanmistir.
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Tablo 4.3. IMO Uretiminde Beta Amilaz Enzim Dozaj1 ile IMO Fraksiyonlar1 ve Total IMO
Miktarinin Degisimi

Baslangi¢c Maltoz Beta Amilaz Enzim Transglukosidaz Enzim Maltoz IM2 IM3 Panoz IMH Total
Yiizdesi (%) Dozaji (kg/TDS) Dozaji (kg/TDS) (%) (%) (%) (%) (%)  IMO (%)

1.00 0.65 5.3 13.3 0.75 21.4 2.8 38.2

70 1.20 0.65 6.4 134 1.0 23.0 2.9 40.3

1.40 0.65 6.2 15.0 1.9 21.2 4.2 42.3

1.00 0.65 5.7 16.4 2.4 23.7 5.0 47.5

75 1.20 0.65 5.8 17.9 34 20.4 6.4 48.1

1.40 0.65 54 18.5 4.0 21.2 7.8 51.5

1.00 0.65 2.4 21.7 5.3 17.9 9.1 54.0

80 1.20 0.65 3.5 22.4 6.0 15.7 11.6 55.7

1.40 0.65 2.8 23.4 8.2 12.6 13.8 58.0

4.3. Tzomaltooligosakkarit Surubu IMO icerigine Transglukosidaz Enzim Dozaj
Miktarmn Etkisi
Izomaltooligosakkaritler (IMO), genel olarak izomaltoz, panoz ve izomaltotriozdan
olugsmaktadir. Bu olusumlar sirasinda, IMO’lar1 olusturabilmek i¢in maltozun
transglukosilasyonunu katalizleyen enzime de transglukosidaz adi verilmektedir (Pan, 2005).
Bu enzimin elde edilen iiriinlere dogrudan etkisi vardir. Transglukosidaz reaksiyonlarinin bir
sonucu olarak, malto-oligosakkaritler izomalto-oligosakkaritlere donistiirilmektedir ve
transglukosidaz, hem a-D-gluko oligosakkaritlerin hidrolizini hem de glikozil grubunun 6-OH
glikoza transferini katalizlemektedir (Duan, 2011). Transglukosidaz enzim dozaj miktarinin

degistirilmesi, dogrudan elde edilen IMO verimini de etki etkilemektedir.

Yapilan ¢aligmalarda Tablo 4.4. ve Sekil 4.2.’de transglukosidaz enzim dozaj miktarinin 0.60,
0.65 ve 0.70 kg/TDS oldugu durumlarda olusan IMO fraksiyonlarindaki degisimler verilmistir.
Tablo 4.4. incelendiginde; hammadde ozelliklerinin ve reaksiyon kosullarinin ayni oldugu
durumlarda, transglukosidaz enzim dozajinin arttirtlmasinin elde edilen IMO fraksiyonlarinin
(%) oranimni arttirdigi tespit edilmistir. Baglangic hammaddesi olarak %80 maltoz igerikli surup
kullanildig1 durumlarda, ayn sartlarda, transglukosidaz dozaji 0.60 kg/TDS’den 0.70 kg/TDS
miktarma ¢ikarildiginda IM2, IM3, IMH (%) oranlarinin da arttig1 belirlenmistir. Ayrica, elde
edilen toplam IMO miktarinin da %56.4’den %8.3 artis ile %61.1 e yiikseldigi belirlenmistir.
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Tablo 4.4. IMO Uretiminde Transglukosidaz Enzim Dozaj1 ile IMO Fraksiyonlar: ve Total

IMO Miktarinin Degisimi
Baslangi¢c Maltoz Beta Amilaz Enzim Transglukosidaz Enzim Maltoz IM2 IM3 Panoz IMH Total
Yiizdesi (%) Dozaji (kg/TDS) Dozaji (kg/TDS) (%) (%) (%) (%) (%)  IMO (%)
0.60 11.2 11.0 0.5 22.0 2.4 35.9
70 1.0 0.65 5.3 13.3 0.75 21.4 2.8 38.2
0.70 2.0 14.5 0.92 22.5 3.1 41.0
0.60 7.8 16.4 2.6 22.1 5.3 46.4
75 1.2 0.65 5.8 17.9 3.4 20.4 6.4 48.1
0.70 1.9 18.8 4.7 19.8 7.0 50.3
0.60 5.4 22.0 7.4 14.8 12.2 56.4
80 1.4 0.65 2.8 23.4 8.2 12.6 13.8 58.0
0.70 0.9 24.2 9.4 12.2 15.3 61.1
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Sekil 4.2. Transglikosidaz Dozajina Gére (kg/TDS) Zamana Bagli %Maltoz igerigi

Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.”de, transglikosidaz enzimi (0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS)
ve baslangic hammaddesi olarak farkli maltoz igerigine sahip suruplar kullanilarak

izomaltooligosakkarit tiretimi sonucu elde edilen bulgular verilmistir.
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Bu amagla yapilan ¢alismalarda, baslangic hammaddelerinde maltoz igerigi %75’tir ve 1.2
kg/TDS BBA enzimi kullanilarak elde edilmistir. Ardindan farkli transglikosidaz enzim
dozajlar1 (0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS) kullanilarak reaksiyonlar
gerceklestirilmis (Tablo 4.4) ve reaksiyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen
bu reaksiyonlar sonucu, transglikosidaz enzim dozajindaki artisa paralel reaksiyon siiresince
maltoz (%) igeriginde zamana bagli olarak meydana gelen degisimler belirlenmistir. Bu
calismalara gore, 16. saat sonunda 0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS enzim dozajina
bagli olarak maltoz icerigi (%) sirasiyla %18.3, %16.5 ve %14.3 olarak belirlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore, ayni reaksiyon kosullarinda transglikosidaz enzim dozaji arttik¢a

maltozdan izomaltooligosakkarite doniisiimiin de arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Transglikosidaz Dozajina Gére (kg/ton DS) Zamana Bagli %IMO igerigi

Sekil 4.3.7iin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi, transglikosidaz enzim dozaj miktarindaki
(0.60, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS) artisa paralel olarak elde edilen izomaltooligosakkarit
miktari (%) verilmistir. Bu ¢alismalar sirasinda kullanilan hammaddenin maltoz i¢erigi %80’ dir
ve 1.4 kg/TDS BBA enzimi kullanilarak elde edilmistir. Ardindan farkl: transglikosidaz enzim
dozajlart (0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS) kullanilarak reaksiyonlar
gerceklestirilmis (Tablo 4.4) ve reaksiyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
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gerceklestirilen reaksiyonlar sonucu, transglikosidaz enzim dozajindaki degisime bagl olarak
reaksiyon siiresince IMO igeriginde (%) zamana bagli olarak meydana gelen degisim

belirlenmistir.

Bu ¢aligmalara gore, 24. saat sonunda 0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS enzim
dozajina bagli olarak toplam IMO igerigi (%) sirasiyla %56.4, %58.0 ve %61.1 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, ayni reaksiyon siiresinde, transglikosidaz enzim
dozaj1 arttik¢a maltozdan izomaltooligosakkarite doniisiimiin de arttig1 tespit edilmistir. Benzer
calismalarda da oldugu gibi (Niu ve ark., 2017b), transglukosidaz enzim dozajindaki artigin

reaksiyon siiresini kisalttig1 da tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, misir nisastasindan enzimatik yontemle prebiyotik bir iiriin olan
izomaltooligosakkarit (IMO) iiretimi amaglanmistir. Bu amagla yapilan ¢aligmalar sonucu,
izomaltooligosakkarit iiretiminde kullanilan hammaddelerin 6zellikleri (baslangic maltoz
icerikleri, %) yanisira kullanilan enzimlerin etkinlikleri ve dozajlar1 belirlenmistir.

Denemelerden elde edilen bulgularin 1s181nda;

1. Calismalar sonucunda elde edilen izomaltooligosakkaritlerin (IMO igerigi %50 ve
lizeri), ticari olarak piyasada yer alan ve satis1 yapilan iirlinler ile benzer 6zelliklere

sahip oldugu belirlenmistir.

2. Baslangi¢ maltoz icerigine bagli olarak (%70, %75 %80); kullanilan beta amilaz (1.0
kg/TDS, 1.2 kg/TDS ve 1.4 kg/TDS) ve transglukosidaz (0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve
0.70 kg/TDS) enzim dozajlarindaki artisa bagh olarak elde edilen toplam IMO miktar1

artirmigtir.

3. Reaksiyon siiresi ve pH, sicaklik gibi ortam sartlari sabit tutuldugunda; artan beta amilaz
enzim dozaji (1.0 kg/TDS, 1.2 kg/TDS ve 1.4 kg/TDS), elde edilen toplam IMO

miktarini (%) artirmistir.

4. Transglukosidaz enziminin IMO olusumuna etkisi incelendiginde, transglukosidaz
enzim dozaj miktari arttik¢a (0.60 kg/TDS, 0.65 kg/TDS ve 0.70 kg/TDS) olusan toplam
IMO miktar1 (%) artmistir.

5. Maksimum IMO miktarma (%); %80 maltoz igeren suruplarin hammadde olarak
kullanildig1 ve enzim olarak 1.4 kg/TDS beta amilaz ile 0.70 kg/TDS transglukosidazin

kullanildig1 denemelerde ulasilmistir.
Misir nigastasinin hidrolizini takiben elde edilen nisasta siitiiniin, beta amilaz enzimi ile

sakkarifikasyonu sonucu, %70-80 maltoz igeren suruplar elde edilmistir. Ardindan

transglukosilasyon reaksiyonu igin gerekli sartlar saglanmistir. Reaksiyonun baslangicinda

46



pH’y1 ayarlamak ve reaksiyon bitisinde enzim inaktivasyonunu saglamak igin asit ve baz
cozeltileri kullanilmustir. Izomaltoligosakkarit igerigi yiiksek olan suruplar, pH dengesinin
saglanmasi i¢in iyon degistirici regine ile iyon yiikiinden arindirilmistir. Takiben nanofiltrasyon
sistemi kullanilarak izomaltoligosakkarit iceriginde kalan safsizliklarin uzaklastirilmasi

saglanmistir.

Izomaltoligosakkarit tretilirken nisasta hidrolizatinin dekstroz esdegeri (DE) Onemli
parametrelerden biridir. Bu tez ¢alismasinda 10-11 DE’li sivilastirilmis nisasta hidrolizatindan
baslanarak beta-amilaz, pullulanaz ve maltogenase enzim kombinasyonlari kullanilarak maltoz
igerigi ylksek suruplar elde edilmistir. DE degeri daha disiik (6-8 DE) olan nisasta
hidrolizatidan elde edilecek maltoz igerigi daha yiiksek olacaktir. Bu sayede elde edilecek

toplam IMO miktar1 (%) arttirilabilir.

fleride yapilacak ¢alismalarda; izomaltoligosakkaritlerin saflastirilmasi asamalarinda farkl
yontemler uygulanabilir. Enzimatik sentez ile elde edilen IMO igerigini diger sakkaritlerden
ayirmak i¢in iyon degistirici recineler kullanilarak katyonlarin adsorpsiyon iizerindeki etkisini
aragtirmak amaciyla kromotografi yéntemi uygulanabilir. Bu amacla Ca?*, K*, Na* ve H*
katyonik formlarda iyon degistirci reginesi Dowex 5S0WX4 (Ek-9) kullanilabilmektedir. Ayrica,
stirekli kromotografik ayirma (SMB) yontemi, IMO ve prebiyotik olmayan sakkaritleri

birbirinden ayirmada kullanilabilir.
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Ek 1 Clearflow AA Enzimi

EKLER

_

CLEARFLOW® AA

Amylases for Starch Liquefaction for Dextrose

DESCRIPTION

Clearflow” AA is the first in 2 new line of Iiquefaction enzyme
products from DuPont; starch hydrolyzing a-amylases with
excellent stability against the high temperatures, low pH
and limited calcum levels of industrial starch liquefaction.
Huydrolytic properties are optimized for dextrose production
and combine the best features of the thermostable bacterial
amylses from Bagllus licheniformis  and  Geobucillus
stearothermaphilis along with DuoPonts lisest a-amylase
protein  engineering  technologies.  Efficent  production
is accomplished by fermentarion in our stace-ofthe-art
recombinant host microorganisms.

Amylises reduce liquefacr viscosiry by liquefying starch under
direct steam injection heating conditions, hydrolyzing 2-D-1.4
glucosidic bonds in starch to produce soluble dextrins for
efficient saccharification to dextrose hydrolyzace. Rapid viscosity
reduction ensures high quality mixing and shear in che jet
cooker, enabling high-solids operation without compromising
hydrolyzare qualiry.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Trival nomes: Alpha-amylase

Classifications: Carbohydrase, hydrolase
Systematic Name: 1.4-a-D-glscan glucanohydrolase
EC:3211

CAS: 9000-90-2

Appearance: Dark brown, non-viscous liquid
Density: 1.10 + 0.05 g/ml

LIMIT OF IMPURITIES

Bacterial count and heavy metals conform to Food
Chemicals Codex:

Total Viable Count: < 50m, 000/g

Production Organism: Negative in 1 ml

E. Coli, Salmonella sp.: Negative in 25 ml
Coliforms: < 30/g

Heavy Metals, as lead: < 30 ppm

Lead, ppm: < 5 ppm

BENEFITS

Ihe technologies embodied in Clearflow” AA products provide
benefies noc opeimized with traditional amylases alone.

Thorough and reliable removal of residual starch, leaving
no iodine-staining material in dextrose hydrolyzae

Rapid viscasity seducrion, allowing high solids liquefaction,
with gains in throughpus and reduced evaporation costs

Minimal spin-tube sediment in dextrose hydrolyzaze,

carrelating with good hydrolyzare Rltration

Operation ar lower pH to minimize loss of dextrose to

-

malrulose and color formarion, reducing chemical and
refining costs

Higher potency than prior FRED products, allowing
economical shipping and storage

Operation without added calcium in mast sysems

No process changes are required in mast systems

APPLICATION RECOMMENDATIONS

Clearflow” AA products are used primarily in the “enzyme,
shore time” or EST process employed widely in the dextrose
indusery. First is a starch preparation step in which enzyme is
added after adjustments are made to solids, pH and sometimes
calcium, Table 1. The warm (near gelatinization) starch slurry
is then pamped under pressure into a direct steam injection
jet cooker where the temperature rises immediately to 108 +
3°C (226 + 5°F). The starch is disrupted by the heas and shear
in the cooker and, after an initial spike, the viscosity falls over
the next 5-7 minutes. This first stage of cooking is critical
to removal of stubbom residual starch. The hot liqueface is
Hashed 10 96 + 3°C (205 + 5°F) and held in 2 second stage
foran addissonal 120 + 30 minutes dunng which the DE rises
to above ~10, The DE formation during this second stage of
cooking prevents later retrogradasion.

EK-1
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EK-1 (Devam)

COMMENDED OPERATIONAL CONDITIONS
o scbnce [—

$5wis

I o e
s required wo produce 10 DE
appeox. 0.32 kg/von ds scarch

Liquetaction
Primaty 106 to 110°C (223 1o 230°F) 5-7 min
95°F 90-120 minuzes to 10 DE

First stage - Starch paste viscosity in the jer cooker can
reach peaks over 1000 centipoise, thicker than molasses
and dilacane until the granules fully rupeure. High viscosity
affeces the efficiency of mixing and the eransfer of shear
energy to disrupting the starch granules. Clearflon” AA
amylase improves liquefaction efbciency in past by reducing
the peak viscosity, as demonstrated in a lab cooker, Figure 1.
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Figure 1: Liquefact Viscosity Reduction

Conditions: Yorque on agitator in jacketed, stimed reactor,
indicates viscosity Tempemature ramp of «2*C/min,

40% ds starch, pH 5.8, 15 ppm total CA~.

Second stage - The recommended dosage Clearflow® AA
amylise, designed to yield high qualicy hydrolyzace, will
give a rate of DE formarion essentially identical to Spezyme”
FRED and FRED L products, Figure 2. Liquefact clarity and
“break” will also be unchanged.
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figure 2: De Formation in 2nd Stage - Lab

Conditions: U.S. wet mill plants, 36-38% ds starch, pM 5.7-5.8
46 minute primary at 108.5%C (227%F), no added CA™.
Secondary at 56.7°C (206%F).
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Figure 3: De Formation in 2nd Stage - Plant

Conditions: U.S. wet mill plants, 36-38% ds starch, pM 5.7.5.8
46 minute primary at 109°C (227-229%)

Secondary at 55°C (201-206%F).

DOSAGE

A dosage of 0.32 kg per metric ton dry starch i cypical. The
precise dosage required will depend on process parameters
inchuding starch quality, pH, temperature, solids level,
available reaction times, and other factors. Congace a DuPont
technical service representative for recommendations specific
to your process and needs.
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Ek-2: Optimalt BBA Enzimi

OPTIMALT® BBA

Barley Beta-Amylase for High Maltose Syrup Production

DESCRIPTION

OPTIMALT" BBA enzyme is a barey 14-a-Dglucan
maltohydrolase (E.C.3.2.1.2) and is commonly referred o as
beta-amylase. It is extracted from barley grain. Beta-amylase is
an exoamylase that catalyzes the release of successive maltose
units by hydrolyzing 1.4-2-D-glucosidic linkages from the
nonreducing end of the dextrin chain. OPTIMALT" BBA
enzyme is essentially free of a-amylase activity and is used
for the production of maltose syrups from liquefied starch.
This product complies with the current recommended
purity specifications for food-grade enzymes given by the
Joint FAO/WHQ Expert Committee on Food Additives
(JECFA) and the Food Cheamicals Codex (FCC) and s
GRAS (Generally Recognized As Safe) in the United States.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Activity: 1230 DP®/g (minimum)
Appearance: Clear brown liquid
Solubility: Completely miscible in water
Specific gravity: 1.16 - 1.28 g/ml

The activity of OPTIMALT" BBA barley B-amylase is
expressed in Degrees of Diastatic Power (DP?). It is the
amount of enzyme contained in 0.1 ml of 2 5% solution of
the sample enzyme preparation thae will produce sufficient
reducing sugars to reduce $ ml of Fehling’s solution when
the sample is incubated with 100 ml of substrate for 1| hour
ar 20°C (68°F). A detailed assay method is available upon

rcqucst.

APPLICATION

The starch syrup industry uses OPTIMALT ' BBA enzyme to
saccharify starch from variows sources such as corn, potatoes,
;Illd \N}KJ[ toa m\g" ot l“ll‘u‘l:‘fwh ):'TUPS.

Very high maltose syrups containing at leass 70% maleose,
less than 2% glucose, with fermentability of 90% are
produced from enzyme-liquefied starch in 24 to 48 hours
by the combined use of OPTIMALT" BBA enzyme and a

debranching enzyme hydrolyzing

16-¢-D-glucosidic bonds (OPTIMAX™ L-1000). Typical
dosage of OPTIMALT" BBA enzyme is 0.6 to 122 kg/MT
drl\' substance (DS).

ngh maltose syrups containing 45 to 60% maltose and
lowest possible glucose are obtained from both acid-

liquefied and enzyme-liquefied starches. Typical dosage of

OPTIMALT” BBA enzyme is 0.12 to 0.36 kg/MT DS, with

a saccharification time of 4 to 24 hours.

High-conversion syrups of 60 to 63 DE containing 30 to
40% maltose and 30 to 38% glucose are readily achieved
from both add-liquefied and enzymeliquefied starches
by the combined use of OPTIMALT" BBA enzyme and
glucoamylase. A saccharification time of 12 to 24 hours is
typical.

The brewing industry uses OPTIMALT™ BBA enzyme to
increase fermentability of the wore, especially when starchy

adjuncts are added to the mash.

The aleohol industry can use OPTIMALT" BBA enzyme
since this it is identical to the B-amylase found in barley male.
EFFECT OF pH

Figures 1 and 2 illustrate the effect of pH on sctivity and
stability of OPTIMALT" BBA enzyme. For maximum

activity, the optimal pH range is rom pH 5.2 10 5.5.

EFFECTS OF TEMPERATURE

£ 100
z

% w0
2

g o
& 40
§ 2
ci’o

pH

Figure 1: Effect of pH on Enzyme activity
Substrate: 1% soluble starch hedd for 10 minutes at 26° C

EK-2
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Figure 2: Effect of pH on Enzyme stability
Substrate: 30% wjw enzyme liquefied coen starch, DE 10

The recommended saccharification temperature is 55 to
60°C (131 to 140°F), optimally 57°C (135°F). With reaction
times of six hours or less, 60 to 63°C (140 to 145°F) may
be advantageous. At 30% substrate concentration, barley
B-amylase will be inactivated in 70 minutes at 70°C (158°F)
or in 15 minutes at 75°C (167°F), as shown in Figure 3.

z 100 Sre
'E 80 &5°C
£
& w
-
20
o %°C
0 15 30 45 &0
Holding Time (minutes)

Figure 3: Residual Activity vs. Holding Time
Substrate: 30% wjw enzyme fiquefied coen starch, DE 20, pH 6.5

PACKAGING

OPTIMALT" BBA enzyme is available in various package
sizes. Please consult your DuPong representative for detailed
information.

STORAGE

Storage of OPTIMALT" BBA enzyme under refrigerated
conditions is recommended. Storage above 25°C (77°F)
should be avoided. During storage, the expected activity
reduction is about 1% per month at 4°C (40°F) and about
2% per month at 25°C (77°F).

SAFETY & ENZYME HANDLING
Inhalation of enzyme dust and mists should be avoided. In

case of contact with the skin or cyes, promptly rinse with
water for at least 15 minutes.

gl PONT

For detailed handling information, please refer to the
appropriate  Material Safety Data Sheer. the Enzyme
Technical Association (ETA) handbook Wimking Safely
With Enzymes, and the Association of Manufacturers and
Formulators of Enzyme Products (AMFEP) handbook
Guide to the Safe Handling of Microbial Enzyme Preparations.
All are available from DuPont.

TECHNICAL SERVICE

Information covering specific applications of this product
is available. DuPont will work with customers to enhance
processes and solve problems. Let us know what you need
and we will assise you.

CONTACT INFORMATION

NORTH AMERICA
Rochester, New Yook (USA)
@ +1 800 847 3311

2 +1 5852565295

EUROPE, MIDDLE EAST & AFRICA
Letden, The Necherlands

@ +3171 5686 168

2 +31715686 169

ASIA/PACIFIC

Singapore
€ +6565115600
2 +656511 5666

Shaaghai. PR. China
© +86212307 9588
= +86212307 9599

Mumbai, India
LATIN AMERICA © +91 223008 7131
Buenos Aires, Argencing £ +91 22 3008 7150
© 454 11 48759500
Z +54 11 48759529 Lahore, Pakistan

& +92 300 8476 404
SAD PAULO, BRAZIL £ +92423 5437 866
# +55 11 4613 3800
£ 4551146121101

www.dupont.com
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OPTIMAX® L-2500

Low pH, Heat Stable Debranching Enzyme

DESCRIPTION

OPTIMAX® L-2500 enzyme is intended for use with
saccharifying
to produce high dexwose and high malrtose syrups,
respectively. OPTIMAX® L-2500 enzyme is a pullulanase
(E.C. 3.2.1.41) produced from controlled fermentation
of a genctically modified swrain of Bacillus licheniformis.
The enzyme is stable in the acidic pH range ar high
temperature and caralyzes the hydrolysis of branched
(1,6-¢-D) glucosidic linkages in amylopectin and dextrins
to produce lincar oligosaccharide chains containing

enzymes, glucoamylase and  R-amylase,

(1,4-2-D) glucosidic linkages.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Activity: 2250-2750 ASPU/g

Appearance: Brown liquid

pH:40-55

Specific gravity: 1.16 - 1.19 g/ml

One Acid Stable Pullulanase Unir (ASPU) is defined as che
amount of enzyme which liberates one equivalent reducing
potential as glucose per minute from pullulan ar pH 4.5 and

a temperature of 60°C. A denailed assay method is available
upon request.

PERFORMANCE BENEFITS

OPTIMAX"* L-2500 enzyme offers the following benefits in
the commercial production of high glucose and high maltose
S)'YUPSZ

o Increases producr yicld

o Increases the reaction rate

o Allows the use of higher dissolved solids

o Increases plant capaciry

o Reduces energy costs

APPLICATION RECOMMENDATIONS

The maximum performance of OPTIMAX"® L-2500 enzyme
marches the pH and temperature oprimal performance
of a commercial glucoamylase and can work in concerr to

produce high-glucose syrups (Figures 1 and 2). Similarly,
OPTIMAX" L-2500 enzyme and £-amylase can be used in
a single reaction step ro produce very high malrose syrups
coneaining greater than 70% maltose.

EFFECT OF pH

The relative activity at 60°C shows an optimum pH range of
4.2 to 4.6 and cffective pH range of 4.0 to 5.0 (Figure 1).

100
@ glucoamylase
<
3
= 40
§ 20 OPTIMAX L2500
o

o

25 3 35 4 45 5 55 6 7

Figure 1: Effect of pH on Activity at 60°C (150°F)
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Figure 2: Effect of Temperature on Activity at pH 4.5

EK-3
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Wi

OPTIMALT® 2G

Maltogenic Alpha Amylase Enzyme

DESCRIPTION

OPTIMALT" 2G enzyme is a Maltose-forming alpha amylase
(EC 32.1.133: glucan 14-alpha-maltohydrolase) produced
from controlled fermentartion of a genctically modified strain
of Bacillus licheniformis . This product is hydrolyzing alpha-1 4.
glucosidic bonds of conventional liquefied starch, producing
high concentrations of Maltose (DP2).

TYPICAL CHARACTERISTICS

Activity: 7500 BU/g (minimum)
Appearance: brown liquid
pH: 6.0-7.0

The activity of OPTIMALT" 2G enzyme is expressed in Bera-
amylase Units. One Beta- amylase unit of activiry is the quantity
of enzyme which will form | micromole of glucose from
maltotriose in one minute under specific assay conditions.

EFFECT OF PH

OPTIMALT" 2G enzyme has on optimum pH range of pH
5.0 10 6.0 2t 60 °C (140°F )as scen in Figure 1. It can cffectively
hydrolyze liquefied starch over a pH range of pH 4.0 to 7.0
ar 60 °C (140°F).

EFFECT OF TEMPERATURE

OPTIMALT" 2G enzyme has a temperature optimum of
60°C (145°F) to 70°C (158°F) and can hydrolyze liqucfied
starch over the temperature of 55-80°C (131-176°F).

PROCESS
PARAMETER

OPTIMUM
RANGE

500 6.0

60 10 70°C
(145 to 158°F)

Up o 80°C
(176°F)

Figure 1: Effect of pH and Time on Maltose formation. Substrate: 32%

wjw liguefied corn starch; 60°C 0.25 kg/MT OPTIMALT® 2G.

60%
50% 4

~ 40%

£

§ 30%-

=

2 20% 1

10%

~Time: 24 h
0% T T T 1

30 40 50 &0

Temperature (°C)

70

Figure 2: Effect of Temperature and Time on Maltose formation.
Substrate: 32% w)w liquefied corn starch at pH s5.0; 0.25 kg/MT
OPTIMALT® 26G.

HIGH MALTOSE SYRUP COMPOSITION

The oligosaccharide composition of maltose syrup ar different
enzyme dosages using OPTIMALT" 2G enzyme (pH 5.0; 60°C)
is provided below (Table 2).

The maximum concentration of DP2 can be improved by using
lower dissolved solids, lower starting DE of the starch liquefactand
the addition of a debranching enzyme like OPTIMAX" L 1000.
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m PERCENT COMPOSITION

0L £5,0 i7 TE 27
0,063 579 iz M6 34
0,125 523 3l 402 id
ns 452 12 473 53
050 ITH 13 7 82
104 e 0z e &7
200 25,4 03 &8 72
400 24,0 03 837 72

Table 2 Carbohydrate profile of High Maltase Syrup using
COPTIMALTE 26, Suhstrate: liguefed com starch Conditions:
pH 5.25, &o°C, 32% DEA, 48 howrs.

DOSAGE GUIDELINES

QOPTIMALT® 3G dose will vary with different substrates and
operzting conditions sudh ax ]:-H.. tEmperature, and reaction
tme. Small-scale experiments are recommended to determine
optimam enzyme ﬂuugz An QOPTIMALT 26 dose of 025 =
2.0 kg per metric ton dry substance ([¥5) is recommendied a5 a

starting poins for the optimization of enzyme dosage.

REGULATORY STATUS

This product complies with current recommended  purity
specifications for food-grade enzymes given by the Joint FAQY
WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) and is
GRAS (Generally Recognized As Safe] in the United Seates.

PACKAGING
OPTIMALT " 2G enzymeis available in various pack sizes. Please
consult your DuPont representasive for detailed informasion.

STORAGE

OPTIMALT® 2G enzyme should be stored under conl, dr:.-'
conditions. Refrigeration at 4-10°C is recommended for

long-verm storage.

SAFETY & ENZIYME HANDLING

Inhalarion of enzyme dust and miss should be avoided. In
case of contact with the skin or eyes, prompely rinse with
water for at least 15 minuocex.

For detailed |u|n-c||inﬁ information, Fle:.-n: refer to the
appropriate Material Safery Data Sheet, the Enz}mz
Technical Associasion (ETA) handbook HWorking Safely

Hish .F_u'z;lm:, and the Assodarion of Manofacturers and
Formulators of Enz}me Produces (AMFEP) handbook
(raicde to rbz.'i;g‘éﬁmdifngqflfmhd Em:ymzﬁepumham.
All are available from DuPomt.

TECHMICAL SERVICE

Information covering specific applications of this product
is available. DuPont will work with cstomers o enhance
processes and solve problems. Let us know what you need
and we will assist you.

CONTACT INFORMATION

NORTH AMERICA ASIAPACIFIC
Ruochester, Mew York (LISA) Sir
T +1 500 847 5311 T +E E%11 Se00

= +1 485 256 5195 = #5555 eEe
EURDPE, MIDDLE EAST & AFRIMA
Leidess, The Nechedands

B 43171 5685 158

= +3171 S6d6 1639

Shanghai, PE. Chiss
T 8621 2507 $haE
£ <8520 2307 9599

Mlumibad, India
T o+91 223008 7131
& #9122 3008 7150

LATIN AMERICA
Bl.:lm&ﬂ.irn..ﬂ.rgﬂuuu
T +%4 L1 4574 3400
E %4 11 4879 00X0 Labeire, Pakisran
T 00 300 BiTE 40
SKAD PAULD, BRAZIL £ 00 435 L45T BEs
T 445 L1 4613 3800

= +45 114612 1101
www.dupont.com
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Ek-5: Transglucosidase L-2000 Enzimi

TRANSGLUCOSIDASE L-2000

Enzyme for the Production of Isomalto-Oligosaccharide (IMO) Syrups

DESCRIPTION

Tonsghecosidae L2000 i a2 purified D-glucosyleransferase
(transglucosidase, EC 2.4.124) free from glucoamylase activity.
Tongiucosidae L2000 & produoced  through  comrolled

fermentarion, usinga genetically modified strain of Trichedermus recser.

Iransglucosidase cazalyses both hydralytic and transfer reacrions
on incubation with 2-D glucooligosaccharides. Transfer occurs
most frequentdy to HO -6, producing isomaltose from D-glucase,
and panose from malrose. The enzynwe can also mansfer to the
HO-2 or HO-3 of D-glucase to form kojibiose or nigerase, or
back to HO-4 to form maltose. The action on maltose produces

equimolar concentration of panase and glucose.

As a resulr of mansglucosidase reactions, the malto
oligosaccharides are converted to isomakto- oligosaccharides
resulring in a different dass of polysaccharides contining high
propartions of ghucosyl residues linked by 2 «-D-1, 6 linkages
from the non-reducing end.

The enzymaric action on maltose is illustrated below (Fig. 1).

Step 3: Formation of the Glocosyd Esgyme Complex
GG + E =K BB + G—Glucose

MNat2awe Lunwrse)

Step 2: Glucosyl Transfer
1) Primary Reaction

EG

3
GG ¢
Wtz Gee  Pacoms

IL) Secondary Reaction

A) EG E
G .___4_... G
Koucons) G Imawarces
B) © EG E G
Parcas) Gaeels Deatean trowp O-ghacoee
G EG E G
& =T . ¢
feorndiow] G Marakotrced

Figure 1: Transgluccsyiation Reaction Mechanism

REGULATORY STATUS

Transglucosidase L2000 is Generally Recognized As Safe
{GRAS) for use in making so-maltooligosaccharides and che
production of ethanol from molasses.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Activity: 1700 TGU /g (minimum)

Appearance: Light brown liquid

pH: 5

Specific gravity: 1.15 g/ml

The Transglucosidase Unit (TGU]} is defined as che activity
of enzyme required o produce one micromole of panose per

minute under the conditions of the assay. A denailed assay
procedure is available upon request.

OPERATIONAL CONDITIONS
DOSAGE GUIDELINES

Typacal dosage for che enzyme isin the range of 0.55 0 0.6 kg
using at more than 55% makose dsb.

[ Jelwm] i Jwlelt]8]im]

TGL2000 —

2 0 23 2
075 kg 1l " “ A &6
TGL2000

2 & 2
1hgech 24 9 s 0 15 6 24 &6
TGLS00 <

2 i5 0 26 2 19
3hg ede 5 " b

Legend: G: Ghucose, M: Maltoco, = Komakose
ME: Maltotsase, P: Pancse, IT: Komako >iese,
8: Branch G3e, lm: MO number

Liquefact
L 8x |iodine | 0 | pH | femn | 05 |
36.2 Red 132 53 are 2%

Test with Transglucosidase L-2000

i | o | b [ o [ e | 3

TG 150 XLSa0 29

TG 12000 n3 0w o an
MO = KIS S A2 Sk 9 29
{2

Reaction time 13 hrs (RS
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Omme plant trial was teszed with 3 mearmenis, the control
was dosed ar 292 kg/MT of Liquefact and rearmene 1
was 1/3 of Transglocosidase L-500 and sill performed
better on IMO Prn-d.l.lcl:im, the treatment 2 was 1/4 of
Transglucosidase L-500 which had less IMO than contmel. S0
1/3 unir of Transglucosidase |-2000 is performed as 1 unic of
Transghucosidase L-500.

Effect of pH

100
=
& 80
a1
P w
5
& a0
P .
a

o

Reaction canditions: 5o°C, G0 minules, 30% maltase

Effect of Temperature

Parcent Ralative Activity
B & & B

=3

15 40 45 50 55 &0 &5 MO TS5 BO BS

Temparature ['C)
Reaction conditions: pH 4.0, G0 minuies, 30% maliose

PACKAGING

Transglucnsidase L2000 enzyme & availadble in various
package sizes. Please consult your DuPonc represenicative for
demiled informarion.

STORAGE

1 ﬁn:_gtumsid.m L-2000 enzyme will meet the declared
acriviry upen armival at che cussomer's plant. Transghucosidase
L-208 erizyme can be safely scored in unopened and sealed
mi;inﬂcmrainem.E'mmaxhru:nﬂ:])i]ity.:n:ym: CONILiners
shauld be sored below 2070 (70°F), prefecably refrigesaced
and sheltered aﬁ:.in:l: direct :unti.ghr. Ilel:’rignr:'l:iun ar 5°C
(41°F} is recommenided for long term scorage.

SAFETY & ENZYME HANDLING
Inhalation of erzyme dust and miss shoald be avoided. In

case of conmct with the skin or eves, promply rinse wish
water for ar least 15 minutes.

For dersiled handling informarion, please refer o the
appropriate  Marerial Safery Daa Sheer, the Enzyme
Technical Association (ETA) handbook Working Safely
With .f'_'rr:..rm and the Association of Manufacturers and
Formuolarors of Enzyme Produces (AMFEP) handbook
Cruide to the Safe Handling af Microbial Encyme Preparations.
All are available from DuPonr.

TECHMICAL SERVICE
Infosmation covering specific applications of this product

is available. DuPonr will work with costomers 1o enhance
processes and solve problems. Ler us know whar you need

and we will assist you.
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RESINDION RESINS FOR FOOD TREATMENTS

Product Information I RELITE RPS - Strongly Acidic Resin |

TDS 11036

TOS 1938

RELITERPS

RELITE RPS is a highly porous type strongly acidic cation exchange resin.

RELITE RPS has a controlled porosity specifically developed for use in high concentrated sugar solutions and
oxidising solutions. This homogeneous structure resuits ina key factor for the ion exchange kinetics and useful
capacity of RELITE RPS, in particular treating solutions which contain inorganic salts and high level
nitrogenous compounds such as amino-acids, peptides, proteins and others.

Its composition complies with the existing food processing rules and regulations.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Matrix Highly porous copolymer styrene-DVB
Functional group $ Sulphonic

Colour and physical form ! Light brown opaque beads
Particle size range : 0425+118 mm

Effective size s 0.45 min mm

Uniformity Coefficient : 16 max

lonic form at the delivery : Na*

Volume change s +10% max Na' -> H' form
Total exchange capacity : 1.8 min eg/l

Water retention s 48 + 56 %

Chemical stability : stable in the whole pH range
Thermal stability $ 120 °C max

Shipping density g 830 gl approx.
Standard packaging : 25 or 1000 liter bags

RECOMMENDED OPERATING CONDITIONS

Operating pH range 1+14

Operating temperature range : 5+120°C

Minimum bed depth mm 800

Linear operating flowrate m/h 2+50

Backwash expansion % s 50 + B0

Regenerants : HCI HSO, NaCl HNO,
Regenerant level range g/l S 40 + 150 60 + 200 80 + 240 40 + 150
Concentration range % 3 5+10 15+25 5+15 6+ 10
Slow rinse volume BV : 15+2 15+2 15+2 15+2
Fast rinse volume BV - 3+5§ 3¢5 3+5 3+5

Resindion s..

A Subsidiary of 2 MITSUBISHI CHEMICAL
Via Roma 55 - 20082 Binasco (MI) - ITALY - Fax: +39.02.80090774 - Phone: +38.02.900130221-223 - E-mait technical @ resindion.com
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(_ ResinpDion Resins For Foopb TREATMENTS )

TCeE 11058

OPERATING CAPACITY

Operating capacity depends on vanous parameters, such as inlet composition, endpoint, kinetic load and
regenerant level.

Incase of need, please contact our TECHNICAL DEPARTMENMNT.

Fig. 1 BED EXPANSION IN WATER Fig. 2 PRESSURE DROP IN WATER
T L
e Il ", - g m A
[ = [ ™ "
[ e = H Ve~
L] - /',‘,/ L= L]
f = . L L
iw .-rf-r ,.-"""'r - d
[ .l Y L] ol
H ™ e H j/_‘;"/""hl"‘
- Z = :
L ] P -"’
i =t i / /
& | i r. i i 1
L] 5 50 7a L1 %) 125 158 75 me & ] AL o oae 3 38 4048 55
RECOMMENDED HCIQUALITY RECOMMENDED HZ 5044 QUALITY RECOMMENDED MaC|QUALITY
FORREGEMERATION () EORREGEMERATION (") EORRECGENERATION
Suspendead sollds 0 pprm Purity a5 o, Purity a7 % min
Chiafine 10 pprm Suspended solids a ppm Muostire 2 % max
Iram 20 ppm Won 50 pom Suspanded sollds 0 %
Heavy metals 10 pprm Aresnic 5 ppm Ca*™ + Mg* 0.5 % max
Sulphatas S000 pprm Lead 5 pom Sulphates 1 %% max
Sodulble iron 0 %
(") Values referred to HC| 100%. (") Vialues referred to H 50, 100%. Alkalimity 0001 max
o ppmCaC0,

Al it A BRSNS Mase DS 25 harod LPON DUF SERMRCH Bnd 20 Dalitvid 0 B ACrUrale. HOwIvEd, A0 Julianiod i Made o Impiod since aiBens and menods of v of o o an
meyond ow conmrol O producTs. ase s0kd o The Condians thai the user will cvaiuale them himse, as wall 2 cur fomseian and necormandaions, 10 deemeng Mer sulabiity for s own puTose.
Algn, stwterrants me i e pes of o prodects ane ot ba ponsirusd e recommandaions for e e in e infrngernents of any patent
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N

ResiNDION RESINS FOR FOOD TREATMENTS /

Product Information | RELITE RAM1/M - Weakly Basic Resin |

TDS 05025

TOoS 025

RELITERAM1/M

RELITERAM1/Misa highly porous lypeweakly basic anion exchange resin characterised by a highly uniform
screen grade distribulion, aspect granting a homogeneously distributed exchange kinelics across the whaole
rasin bed.

Its main characleristics are a high oparaling capacity combined with a good exchange kKinelics and a greal
rasislance to physical, thermal and asmaolic shocks.

RELITE RAM1/Mis supplied in a properly calibraled screen grade o as lo be applied in demineralization and
decolorization of sugar solutions (sucrose and starch syrups), gelatin, glycerin and organic acids.

Its composition complies with the axisting food processing rules and regulations.

TYPICAL CHARACTERISTICS

Matrix Highly porous copolymer styrene-DVE
Functional group ! Tertiary amine

Colour and physical form ! Light yellowish opague bead
Particle size range ! 06+ 0.8 mm

Moan particle sire : 0.7 mm min

Uniformity Coefficient ! 11 max

lonic form at the delivery : Free Base

Volume change : *28% max (F.B. => CI" form)
Total exchange capacity H 1.5 egil min

Water retention : BE & B2 Y

Chemical stability : stable in the whole pH range
Thermal stability : 100°C max ([F.B.)

Shipping density : B20 g Appro.

Standard packaging ! 25 ar 1000 liter bags

RECOMMENDED OPERATING CONDITIONS

Operating pH range 0+3

Operating temperature range : B+ 80 *C

Minimum bed depth mm BoD

Linear operating flowrate m/h B + 50

Backwash expansion : B0 & B0 %
Regenerants : MO i OH
Regenerant level range al ! B0 + B0 B0+ T0
Concentration range k] : 2+8B 2+4
Slow rinse volume BY ! 18+2 18+2
Fast rinse volume BY ! 4+8 4+8

Resindion s..

A Subsidiary of S MITSLIBISHI CHEMICAL
Via Roma.55 - 20082 Binasco (W) - ITALY - Fax «35 02 30080774 - Frons: +38.02.80013021-223 - E-mail: technical @ resindion.com
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EK-7(DEVAM)

ReSINDION RESINS FOR FOOD TREATMENTS

TOS05025

OPERATING CAPACITY

Operating capacity depends on various parameters, such as inlet composition, endpoint, kinetic load and
regenerantievel.

Incase of need, please contact our TECHNICAL DEPARTMENT.

Fig. 1 BED EXPANSION IN WATER Fig. 2 PRESSURE DROP IN WATER
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Siica 10 ppm Seodium carbonate 05 %
Iron 10 ppm Seodium chioride 05 %
Mercury 2 ppm Sedium sulphate 02 %
Heavy metals S ppm Hardness 0 ppm
Chicrates 10 ppmas O, Suspended solids 0 ppm
(") Values referred to NaOH 100%.
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EK-8

Oligosaccharides percentage

of total sugar (%)

50 -
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=~ 500 U/g dry starch
—&— 1000 U/g dry starch
10 - —A— 2000 Ulg dry starch
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0 4 8 12 16 20
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Effects of a-glucosyliransferase dosage on IMO formation.
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EK-9
Ek-9: Dowex 50 WX 4 Regine

Specification

1.05238.0250  lon exchanger Dowex® 50 WX 4 (strongly acidic cation exchanger), H* form

Specification
Dhecscripian maikst baige
spherules
Tolal capacity (weal) g1.1 mali]
Farticla size (9,18-0.5 mm} 2T 5

Dir. Manuel Schatroth
Rasponabls labaralory ranager quakly conkol

This documant has baen produced aleciranically and ks valld withaul & signaluna,

Merck KGaA, Frankfurter Strafe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +48 6151 72-0 Page 1 of 1
EMD Millipore Carporation - a subsidiary of Merck KGah, Darmstadt, Germany

400 Summit Drive, Burlingten, MA 11803, USA, Phaone +1 [TB1) 533-6000
SALES Wersion TIZFI0 SIOMOGOG0GY  Daa S8 08 3803
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