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OZET
NUTRISYONEL KOMPOZISYONLAR

Mevcut bulus, maya kulturinden izole edilen yeni bir sakkarit kompozisyonuna
yoneliktir. Bulus ayrica arttinlmis su ¢ozunurlugi ile maya hucresi bazh sakkarit
kompozisyonuna da yoéneliktir. Bulusta aciklanan sakkarit kompozisyonlar, soz
konusu kompozisyonun uygulandigi hayvan ya da insan deneklerin saglhigini
desteklemek icin besinsel ya da farmasoétik katki maddeleri olarak ya da besinsel ya
da farmasétik kompozisyonun bir pargasi olarak kullanilabilir. Bulus ayrica, bahsedilen

sakkarit kompozisyonlarin tUretim yontemlerine de yoneliktir.
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ISTEMLER

1. Mide rahatsizliklarinin, bagirsak hastaliklarinin énlenmesinde ve hayvanlarda
va da insanlarda buyumenin desteklenmesinde kullanim igin sakkarit iceren trinun

dretimi icin metot olup, 6zelligi:
a. maya hammaddesi, tercih edilen sekliyle bira mayasi hammaddesinin saglanmasi,

b. sakkarit kompozisyonunu elde etmek igin HCI, fosforik asit ya da sulflurik asit
grubundan secilen inorganik asit ile 0,5 M ila 1 M konsantrasyonda ve 75-100 °C
arasinda reaksiyon sicakhdinda ve 2 ila 8 saat reaksiyon slresinde optimize asit
hidrolizi ile hidroliz; ya da enzim ile ve HCI, fosforik asit ya da sulfurik asit grubundan
secilen inorganik asit ile 0.5 M ila 1 M konsantrasyonda ve 75-100 °C arasinda
reaksiyon sicakliginda ve 2 ila 8 saat reaksiyon slresinde optimize asit hidrolizini
icermesi, burada kompozisyonun toplam ¢ozunurliginin, su i¢cinde % 1'lik ¢ozelti
olarak % 55'in Gzerinde olmasidir.

2. istem 1'e gdre metot olup, dzelligi; burada hem enzimatik hidroliz hem de

optimize asit hidrolizi kullarmlmasidir.

3. Istem 1 ya da 2'den herhangi birine gére metot olup, ézelligi; burada enzimatik
islemin pronaz, savinaz, pektinaz ve/ veya endoglukanaz icermesi ya da ayni protein

va da polisakarit tipine 6zgl olan enzimleri icermesidir.
4. Istem 1’e gdre metot olup, dzelligi:

a. maya hammaddesi, tercih edilen sekliyle de bira mayasi hammaddesinin

saglanmasi
b. materyalin fiziksel homojenizasyonu
c. inorganik asit ile hidrolizi adimlarini icermesidir.

5. istem 4'e gdre metot olup, ézelligi; burada reaksiyon siresinin 3 ila 5 saat ya da

3.5ila 4.5 saat olmasidir.

6. Mide rahatsizliklarinin, bagirsak hastaliklarinin dnlenmesinde ve hayvanlarda
va da insanlarda biyumenin desteklenmesinde kullanim igin, istem 1-5ten herhangi
birine goére islemle elde edilebilen bir sakkarit iceren urun olup, 6zellidi; burada

kompozisyonun toplam ¢ozanurligunun suda % 1'lik ¢ozelti olarak % 55'in Uzerinde,
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% 60 ila % 80 arasinda ya da % 70'in uzerinde ya da % 90'in Uzerinde olan gruptan

secilmesidir.

7. Istem 6'ya gdre sakkarit iceren Uriin olup, dzelligi; buradaki kompozisyonun,
toplam elusyon hacmi 18 ml ve kolon uzunlugu 30 cm olan Superdex Peptide 10/300
GL kolonundan yaklasik 6 ila 16 ml ve/ veya 6 ila 14 ml arasinda elie edilen artmis

miktarda sakkarit icermesidir.

8. istem 7've gore sakkarit iceren Uriin olup, 6zelligi; buradaki kompozisyonun

artmis miktarda Mana3ManaZ2-oligosakkaritler icermesidir.

9. Istem 1-5ten herhangi birine gére metot olup, 6zelligi; burada goziinebilir
sakkarit fraksiyonunun, asagidaki gruptan secilen bir metot ya da bunlarin herhangi bir

kombinasyonu ile izole edilmesi ya da saflagtinimasidir:
a. kromatografik metotlar drnegin
i. yukla ve/ veya lipofilik (hidrofobik impUritelerin) absorbe edilmesi igin kromatografiler

ii. boyut dislama kromatografisi, Ozellikle dusiuk molekuler agirhktaki impuriteleri

uzaklastirmak igin jel filtrasyonu

iii. sakkaritlere ya da bunlarnn bir kismina baglanan matrislerle, tercih edilen sekliyle

aktif karbon Gzerinde kromatografi ile afinite kromatografileri
ve/ veya

b. Solventlerle ekstraksiyon ve/ veya impuritelerin ya da sakkaritlerin ¢gékeltilmesi gibi

faz ayirma ¢dzelti metotlar

ve/ veya

¢. Cozelti ve ¢okeltinin santrifujlenmesi ve ayriimasi
ve/ veya

d. istenmeyen bilesenleri degrede etmek igin kimyasal ya da enzimatik metotlar, tercih
edilen sekliyle alkali kararsiz impuriteleri degrede etmek icin hafif alkali hidroliz ve/

veya Glca iceren glikojen/ nisasta tipi sakkaritlerin enzimatik hidrolizi.

10. istem 9'a gdre metot olup, dzelligi; burada impiritelerin ya da sakkaritlerin
¢okelmesi igin kullanilan organik solventin metanol ya da etanol gibi bir alkol ya da
keton olmasi, daha tercih edilen sekliyle, tercih edilen boyuttaki sakkaritlerin gcokelmesi

igin etanol ya da aseton kullanilmasidir.
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11.  Istem 8'e gdre sakkarit iceren Griin olup, dzelligi; burada, 12-16 dakika arasinda
eliie edilen toplam Mana3Mana2-mannoz sakkaritlerin en az yaklasik % 10'u olan

Mana3Mana2-mannoz oligosakkarit miktari bulunmasidir.

12. istem 8 ya da 11'e gdre sakkarit iceren triin olup, 6zelligi; burada yaklasik 4.53
ppm'de GlcB'nin integral H1 proton NMR sinyalinin, Mana3Mana2-H1 proton NMR
sinyalinin en az % 80'i olacag sekilde bir GlcB-sakkarit miktan bulunmasidir.
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TARIFNAME
NUTRISYONEL KOMPOZISYONLAR

Mevcut bulus, maya kulturinden izole edilen yeni bir sakkarit kompozisyonuna
yoneliktir. Bulus ayrica arttinlmis su ¢ozunurlugi ile maya hucresi bazh sakkarit
kompozisyonuna da yoéneliktir. Bulusta aciklanan sakkarit kompozisyonlar, soz
konusu kompozisyonun uygulandigi hayvan ya da insan deneklerin saglhigini
desteklemek icin besinsel ya da farmasoétik katki maddeleri olarak ya da besinsel ya
da farmasétik kompozisyonun bir pargasi olarak kullanilabilir. Bulus ayrica, bahsedilen

sakkarit kompozisyonlarin tretim yontemlerine de yoneliktir.
BULUSUN ARKA PLANI

Progut™ iyi bagirsak saghgini korumak, blylimeyi arttirmak ve hayvanlardaki ¢ogu
gastrointestinal problemde antibiyotiklerin yerini almak i¢in maya bazlh hayvan gida
maddesidir (bakiniz US 20020061345). Progut™, tUim bira mayasindan
(Saccharomyces cerevisiae) Uretilir ve bu nedenle hem maya hlcre duvari partikilleri
(¢ogunlukla mannoproteinler ve B-glukanlar) hem de internal hicre nukleotidlerini
icerir. Tum bu bilesenlerin Progut™'un etkinligi icin onemli oldugu gosterilmistir.

Patent bagvurusu WO 98/27829, bir gida katki maddesini hazirlamak igin, bir bitkisel,
hayvansal ve/ veya mikrobiyal Urline dayanan ve oligosakkaritleri ve/ veya
polisakkaritleri iceren bir hammaddenin hidrolitik olarak muamele edildigi ve boylece
hicre duvari yapisinin agildigl ve gastrik rahatsizliklarin ve bagirsak hastaliklarinin

onlenmesi igin gida katki maddesinin kullaniimasini igeren bir prosedur agiklamaktadir.

US 2002/061345, bir gida katki maddesini hazirlamak i¢in, oligosakkaritleri iceren
maya hammaddesini ve/ veya polisakkaritleri filtreledigi ve hidrolitik olarak isleme tabi
tutuldugu ve boylece hiucre duvar yapisinin agildigi ve gastrik rahatsizliklarin ve
bagirsak hastaliklarinin énlenmesi i¢in gida katki maddesinin kullanilmasini igeren bir

prosedur aciklamaktadir.

WO 2006/121803, maya ve bgr-glukan ve mannan preparatlarinin Uretilmesi icin
yontemler agiklamaktadir. Metotlar, bir otolisiz prosesini, bunu takiben, bir yliksek-PH
proteazi ya da bir yuksek PH proteazi kullanarak enzimatik bir muamele, ardindan bir
amilaz, lipaz ve bunlarin bir kombinasyonundan en az birini igeren bir enzimle

muameleyi kullanir.
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RU 2007928, maya biyokutlesinden maya ekstrelerinin uUretimini, iki tip maya
ekstrelerini Uretmek icin, iki asamal hidroklorik asit ¢ozeltileri ile muamele edilmesi,

notralizasyon ve ayirma ile aciklanmaktadir.

JP 2004 099580, mayanin bagisiklik aktive edici etkisini arttirmak igin, mayayi
dzsindirimi ile, 6z sindirim sirasinda ya da 6zsindirimden sonra bir enzim igeren bir
proteaz ve bir beta-1,3-glukanasez ekleyerek elde edilen bir bagisiklik takviye edici

kompozisyonu aciklamaktadir.

Mevcut bulug, dzellikle optimize edilmis glg¢la asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz
kosullarn ile uretilen yeni progut tipi Grunleri ya da yeni biyoaktif ve yiksek dlgude
¢6zUnebilir Grinu elde etmek igin bunlarin sasirtici sekilde etkili kombinasyonlarini
ortaya koymaktadir. Sasirtici derecede glcll asit muamele kosullarinin, yaklagik 0.5
M ila yaklasik 1 M asit ve/ veya yiiksek reaksiyon sicakliginin 75-100 derece Santigrat
derece dahil olmak Uzere ¢ok ylksek asit konsantrasyonlarini igermesinin daha ylksek
¢ozunme elde etmek ve yuksek oranda biyoaktif dusuk molekdl agirlikl polisakkaritler
ve oligosakkaritler elde etmek icin gerekliydi oldugu gozlemlenmistir. Kosullar drastiktir
ve maya materyallerinin hidrolize karsi yuksek direncini ortaya c¢ikarir, bununla birlikte,
kosullar optimumdur, bdylece ylksek sicaklikta asitin 2M'ye ylkselmesi, hiicre duvar
materyallerinin daha az etkili ¢oéziindlriimesine ve/ veya hidrolizin total hidrolize

kapatilmasindan kaynaklanan artan miktarda serbest monosakkaritlere neden olur.

YUksek mannoz oligosakkarit ve dusik nisasta oligosakkarit iceridi ve ylksek Glc[3-
sakkarit icerigi iceren esgsiz kimyasal ozellik, yeni sakkarit fraksiyonlarinin yluksek
biyoaktivitesi ile ilgilidir. Bunlar, énceki trunlerden ve rakip Urlinlerden a¢ik¢a farkhdir.
Ayni preparasyona ¢énemli miktarda etkili mannoz oligosakkaritleri ve Glcp-sakkaritleri
dretmek icin optimal hidroliz kosullar yenidir ve 6zellikle sakkaritler ayni preparattan
ve major hidrolitik ya da mayalama igleminden (retilen maya gibi fermentasyondan
uretilen maya gibi ekstraksiyon kimyasal muameleleri olmaksizin dogal mayayi iceren
maya hammaddesinden Uretildiklerinde yenidirler.

Arka planda maya maddelerinin asit muamelelerinin esas olarak diusik pH araliklari
ve reaksiyon sicakliklarinda disuk asit konsantrasyonlari ile hafif muameleler oldugu,
genellikle glukanlar diye deginilen esas olarak ¢6zinmeyen hlcre duvari
preparasyonlarini elde etmek igin alkali igslemlerle birlikte kullanildigi anlasiimaktadir.

Glukan preparasyonu asit beta6'nin kaniti yoktur.
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Bu bulusta, bir dizi eski ve yeni Progut™ numunesi ve ayni zamanda secilmis ilgili
drlinlerden numuneler analiz edilmektedir. Analiz, esas olarak jel gegirgenlik
kromatografisi ile gerceklestirilir, ancak proses, jel gecirgenlik kromatografisi ile burada

izole edilen ¢dzunebilir bilesenlerin NMR analizini kullanir.

Bu ¢alismanin bir diger amaci, etkililigini kaybetmeden artmis ¢ozundrlige sahip yeni
bir Progut™ dretmek olmustur. Bu, mannoproteinleri ve/ veya B-glukanlari hem
enzimatik olarak, mekanik olarak hem de asit hidroliziyle degrede ederek

gerceklestirilebilir.
SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1. Progut tipi Grin (PG) ve ilgili numunelerde ¢oziinebilir bilesenlerin

miktarlari.

PG1-PG9, Progut tipi Griin numuneleri; ilgili numuneler: C1, Agrimos; C2, Ascogen;
C3, Alphamune Alpharma; C4, Bio-Mos.

Sekil 2. 0.2% ¢ozeltisinden PG1 ve PG2’nin karsilagtirmasi. A. PG1 ve B. PG2'nin
suda c¢ozunebilir bilegenlerin % 0.2 ¢o6zeltisinden (egit numune preparatlar) jel
gecirgenlik kromatogramlar; Superdex Peptid kolonunda (Az14 6l¢uldn).

Sekil 3. 0.1% cozeltisinden PG1 ve PG2’nin kargilagtirmasi. A. PG1 ve B. PG2'nin
suda ¢ozinebilir bilegenlerin % 0.1 ¢dzeltisinden (egit numune preparatlian) jel

gecirgenlik kromatogramlari; Superdex Peptid kolonunda (Az14 dlculdi).

Sekil 4. Bes Dokuz PG numunesi ve ilgili numunelerin karsilagtirmasi. A. PG1, B.
PG2, C. PG3, D. PG4, E. PG5, F. PG6, G. PG7, H. Pugs, I. PG9, J. C1 K. C2, L. C3,
M. C4'Un suda ¢ozunebilir bilesenlerin % 0.1 ¢dzeltisinden (esit numune preparatliar)
jel gecirgenlik kromatogramlari; Superdex Peptid kolonunda (Azso olgulda). PG9 ile,
yaklagik % 50 daha az materyal analiz edildi. Ancak bu, sonuglan esit olarak

karsilagtirabilmek i¢in dlgedi uygun sekilde ayarlayarak telafi edilir.

Sekil 5. Bes PG numunesinin karsilagtirmasi. A. PG10, B. Pug11, C. PG12, D.
PG13, E. PG14'Un suda c¢ozunebilir bilesenlerin % 0.1 ¢ozeltisinden {esit numune
preparatlar) jel gegirgenlik kromatogramlari; Superdex Peptid kolonunda (Azao

Slgiildi).

Sekil 6. Bira mayasi ¢ozeltisinden uretilen PG numunelerinin ve bunlarin

homojenlestirilmig versiyonunun karsilagtinlmasi. Asit hidrolize edilmis A. bira
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mayasi ve B. homojenlestiriimis bira mayasinin % 1 ¢ozeltiden suda ¢ozunen
bilesenlerin (esit numune preparatlar) jel gegirgenlik kromatogramlan; Superdex

Peptid kolonunda (Az214 Olculdu).

Sekil 7. Bakteriyel adezyon testleri igin enzimatik ya da kimyasal
degredasyonlarla iretilen numunelerin karsilastinlmasi. A. Bira mayas| (BY) +
glucanex (G), B. Homojenize BY (HBY) + G, C. BY G + savinaz (S), D. HBY G+S, E.
BY 1M H3POs4, F. HBY 1M H3PO4, G. BY G + pektinaz (PE), H. HBY G+PE, I. PG1 PE,
J. PG1 + PR'Un suda ¢6zinebilir bilesenlerin % 0.1 ¢dzeltisinden (esit numune
preparatlari) jel gecirgenlik kromatogramlan; Superdex Peptid kolonunda. A, B ve |,
Azso'un Olglldugu (birbiriyle karsilastirilabilir) preparatif kromatogramlardir; digerleri

analitikti, burada Az14 dlgllda (birbiriyle kargilastinlabilir).

Sekil 8. PG1, suda ¢o6ziinebilir PG (PG WS), suda ¢oéziinebilir PG ile emiilgator
(PG WS + E) ve asiri hidrolize PG'nin karsilastinlmasi. A. Pug1, B. PGWS, C. PG
WS+E ve D. PG'Un suda ¢ozunebilir bilesenlerin % 0.1 ¢ozeltisinden (esit numune
preparatlari) 15sa jel gecirgenlik kromatogramlari; Superdex Peptid kolonunda (Azao
olguldu).

Sekil 9. Pronazin Progut tipi Griin numuneleri lGzerine etkisi. Progut tipi Grln
numuneleri 1 ve 2 (PG1 ve PG2) pronaz sindirimi olmaksizin (gri sttunlar) ve pronaz

sindirimi ile (koyu gri sttunlar).

Sekil 10. Pronazin Progut tipi Griin ve bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. Progut tipi
arun numuneleri 1 ve 2 (PG1 ve PG2), pronaz sindirimi (ikinci deney) olmadan (gri
sutunlar) ve varken (koyu gri sttunlar). Bira mayas! (BY), dnce ya pronaz ve daha
sonra asit hidrolizi (BY 1)} ile ya da once asit hidrolizi ve daha sonra pronaz (BY2) ile
islendi, koyu gri kolonlar. Kontrol olarak BY, proses proseduru (gri kolonlar) ile asit

hidrolize edildi.

Sekil 11. Pronazin Progut tipi lriin ve bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. Progut tipi
artn numuneleri 1 ve 2 (PG1 ve PG2), savinaz sindirimi olmadan (gri sutunlar) ve
varken (koyu gri situnlar). Bira mayasi (BY), dnce ya savinaz ve daha sonra asit
hidrolizi (BY 1) ile ya da once asit hidrolizi ve daha sonra savinaz (BY2) ile islendi, koyu

gri kolonlar. Kantrol olarak BY, proses proseduru {(gri kolonlar) ile asit hidrolize edildi.
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Sekil 12. Prektinatin Progut tipi urun ve bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. Progut tipi
drin numuneleri 1 ve 2 (PG1 ve PG2), pektinaz sindirimi olmadan (gri sttunlar) ve
varken (koyu gri sutunlar). Bira mayasi (BY), once ya pektinaz ve daha sonra asit
hidrolizi (BY1) ile ya da once asit hidrolizi ve daha sonra pektinaz (BY2) ile islendi,
koyu gri kolonlar. Kontrol olarak BY, proses prosediiri {gri kolonlar) ile asit hidrolize
edildi.

Sekil 13. Glucanex’in bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. ilk deney, 30°C'de (sirasiyla,
G5 30C, G20 30C, G100 30C) glucanex 5, 20, 100 mg ile bira mayasi, islemden sonra
asit muamelesi, koyu gri sttunlar. ikinci deney, 37 ya da 50°C 'de (sirasiyla, G5 30C,
G20 30C, G100 30C) 20 mg ile bira mayasi, islemden sonra asit muamelesi, koyu gri
sutunlar. Kontrol olarak, her iki deneyde de bira mayasi sadece asit muamelesi prosesi
ile islendi, gri kolonlar.

Sekil 14. Glucanex ve savinazin bira mayasi ¢ozeltisine kombine etkisi. A. Bira
mayasi ¢ozeltisi 6nce 30°C'de glucanex 5, 20, 100 mg (sirasiyla, G 548, G 20+5, G
100+3) ve daha sonra 37°C'de 4 pl savinaz ile, bundan sonra asit muamele prosesi,
koyu gri kolonlar. B. Bira mayasi ¢ozeltisi dnce 37°C'de glucanex 20 mg ve daha sonra
37°C'de 4 ya da 20 ul savinaz (sirasiyla, G 37+5S4, G 37+S20) ile, koyu gri kolonlar, ya
da 50°C'de glucanex 20 mg ve daha sonra 37°C'de 4 ya da 20 pl savinaz (sirasiyla, G
50+54, G 50+520) ile, bundan sonra asit muamele prosesi, koyu gri kolonlar. Hem A.
hem de B. icin kontrol olarak, bira mayasi ¢ozeltisi enzimler olmadan inkibe edildi ve

sadece asit muamele prosesi ile islem gordu, gri kolonlar.

Sekil 15. Glucanex ve endoglukanaz ve/ veya savinazin bira mayasi ¢ozeltisine
kombine etkisi. 37 °C ya da 50 °C'de glukanex 20 mg ve endoglukanaz 200 ug
(sirasiyla, G 37+EG, G 50+EG) ile bira mayasi ¢ozeltisi ya da énce 37 °C ya da 50
°C'de glukanex 20 mg, endoglikanaz 200 ug ve daha sonra 37 °C'de savinaz 4 yl ile
(sirasiyla G 37+EG+S, G 50+EG+S) asit muamele prosesi, koyu gri sutunlar. Kontrol
olarak, bira mayasi ¢ézeltisi enzimler olmaksizin inkube edildi ve sadece asit muamele

prosesi, gri kKolonlar, ile islendi.

$ekil 16. Bira mayasi gozeltisi lizerinde daha yuksek konsantrasyonlarda H3PO4
savinaz kombinasyonunun etkisi. Farkh H3PO4 konsantrasyonlari, 0.3M, 0.5M, 1M
100°C'de (sirasiyla 0.3M, 0.5M, 1M) koyu gri kolonlar, ile bira mayasi ¢ozeltisinin asit

hidrolizi. Bira mayasi ¢Ozeltisinin savinaz (4 pl) ile inkiibasyonu, ardindan farkli Hz3PO4
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konsantrasyonlari, 80°C'de 0.3M, 0.5M, 1M, 2M (sirasiyla, 0.3M+S, 0.5M+S, 1M+S),
koyu gri kolonlar, ile asit hidrolizi. Kontrol olarak, bira mayasi ¢dzeltisine, asit muamele

islemi ile muamele edildi, gri kolonlar.

Sekil 17. HCI'un bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. Farkli H2504 konsantrasyonlari,
0.3M, 0.5M, 1M, 2M 80°C'de (sirasiyla 0.3M, 0.5M, 1M, 2M} koyu gri kolonlar, ile bira
mayasi ¢ozellisinin asit hidrolizi. Kontrol olarak, bira mayasi ¢ozeltisine, asit muamele

islemi ile muamele edildi, gri kolonlar.

Sekil 18. H28S04’nun bira mayasi ¢ozeltisine etkisi. Farkll H2SO4 konsantrasyonlari,
0.3M, 0.5M, 1M, 2M 80°C'de (sirasiyla 0.3M, 0.5M, 1M, 2M} koyu gri kolonlar, ile bira
mayasi ¢ozeltisinin asit hidrolizi. Kontrol olarak, bira mayasi ¢ozeltisine, asit muamele

islemi ile muamele edildi, gri kolonlar.

Sekil 19. Homojenizasyonun etkisi. Bira mayasi ¢bzeltisi, asit hidroliz prosesi ya da
1 M HsPOkq ile islendi ve homojenlestiriimis bira maya ¢ozeltisi, 80°C'de 1 M HsPOa ile
islendi (sirasiyla BY, BY 1M, HBY 1M).

Sekil 20. Glukanex, savinase ve pektinaz ile homojenizasyonun etkisi. Bira
mayasi ¢ozeltisine (gri) ve homojenlestirilmis versiyonu (koyu gri), glukanex, glukanex
ve savinaz ve glukanex ve pektinaz (sirasiyla, BY G, BY G+S, BY G+P) ile muamele

edilir, bunu asit hidroliz prosesi takip etmigtir.
Sekil 21. PG 1, PG 2, PG WS ve PG WS+E’nin ¢oziiniirlilklerinin kargilagtirmas..

Sekil 22. PG1, PG-WS, Agrimos, Ascogen, Alphamune Alpharma, ve Bio-Mos’un
jel gecirgenlik kromatografisi ile kargilagtirmasi. % 1'lik ¢bzeltiden alinan
numuneler Superdex Peptid kolonunda (A2 dlclld) ylritdldQ.

Sekil 23. % 1'lik ¢ozeltilerden olgulen, sudaki maya dranlerinin ¢ézunurlugu. PG Av,
Progut™ ortalama (n=9); PG S, Progut tip c¢ozunebilir Gran; Ag, Agrimos; Al,
Alphamune™: BM, Bio-Mos®

Sekil 24, bes Progut tipi numunenin analitik GPC analizini gostermektedir. Bu analiz,
¢dzunebilir materyalin GPC profilinde ¢ok az varyasyon oldugunu ve bu nedenle Uretim

sdrecinin iyi standardize oldugunu gostermektedir.

$Sekil 25. PG, Progut™*in analitik GPC analizi; PG S, Progut tipi Cézunebilir Grun; ve
PG WS, Progut tipi Suda Cdzunebilir (tamamen (su) ¢dzlnebilir Grin, Progut S'den

daha fazla islendi).
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Sekil 26. Cozunebilir poli ve oligosakkaritlerin yani sira peptitlerin kargilastiriimasi.
Goreceli miktarlarda materyal, 214 nm'de 6-14 ml elisyon hacminde jel gegirgenlik
kromatogramlarindan alanlar olarak dlgulmustur. PGay, bes farkl PG serisinin ortalama

alanini ifade eder ve 1'e ayarlanir.
Sekil 27. PG’nin GPC analizi; PG S; Agrimos; Alphamune™; ve Bio-Mos®.

Sekil 28. Progut tipi materyallerde ve ¢ rakip urinde poli- ve oligosakkaritlerin ve
peptidlerin miktarinin karsilastirimasi. PG Av, ortalama (bes farkli PG grubunun
ortalama alanini ifade eder ve 1'e ayarlanir); PG S; PG WS; Ag, Agrimos; Al,
Alphamune™; BM, Bio-Mos®. Sonuglar, jel gegirgenlik kromatogramlarindan, 230

nm'de 6-14 ml'den odlglilen bagil miktarlar olarak gdsterilmistir.

Sekil. 29. Bes Progut tipi Urlin serisinin bakteriyel adezyon analizi sonuglan ile
¢bzunebilir orta buyuklukteki materyalin miktarinin korelasyonu. Panel A. Cozunebilir
poli- ve oligosakkarit- boyutlu materyalin bagil miktari. (Kismen saflastiriimis preperatif
GPC analizinden veriler, yani 400 mg % 1 PG ¢ozeltilerden neredeyse amino asit/
peptid serbest ¢ozunebilir bilesenler, 230 nm'de 6-14 ml'den 6lguldi. Burada, bes PG
numunesinin ortalama alani 27800 mAu idi, bu 1 degerini verdi). Panel B. E. coli

bakteriyel adezyon analizi sonuglari.

Sekil. 30. Progut tipi urtin ve rakip numunelerin bakteriyel adezyon analizi sonuglar
ile ¢dzUnebilir materyal miktarinin korelasyonu. Panel A. Coézunebilir poli- ve
oligosakkarit- boyutlu materyalin bagil miktari. (% 1'lik numuneden analitik datalar,
kismen saflastirilmis GPC analizi, yani 400 mg % 1 PG ¢ozeltilerden neredeyse amino
asit/ peptid serbest ¢cozunebilir bilesenler, 230 nm'de 6-14 ml'den olguldl. Burada, bes
PG numunesinin ortalama alani 205 mAu idi, bu 1 degerini verdi). Panel B. E. coli

bakteriyel adezyon analizi sonuglari.

Sekil. 31. Cozunebilir poli- ve oligosakkarit- boyutlu materyalin mannoz igerigi. (yani
% 1 PG ya da ilgili ¢ozeltilerden GPC, Superdex Peptide 10/30 kolon ile 6-16 ml'de
izole edilen ¢dzlnebilir bilesenler) PG Av, ortalama (n=5) ; PG WS; Ag, Agrimos; Al,
Alphamune™; BM, Bio-Mos®

Sekil. 32. Mannoz igeriginin, bes Progut tipi Grln serisinin bakteriyel adezyon analizi
sonugclari ile karsilastinimasi. Panel A. Cozinebilir poli- ve oligosakkarit- boyutlu

materyalin mannoz icerigi. (yani, % 1 PG ¢ozeltilerinden GPC, Superdex Peptide 10/30
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kolon ile 6-16 ml'de izole edilen ¢dzUnebilir bilesenler). Panel B. E. coli bakteriyel

adezyon analizi sonuglari.

Sekil 33. Progut tip Griinden ¢6zlnebilir poli- ve oligosakkaritlerin '"H NMR'1. Manno-

oligosakkaritlerin bazi yapisal 6zellikleri NMR spektrumundan gosterilmistir.
Sekil 34. PG ve rakiplerinin "H NMR karsilastiriimasi.

MEVCUT BULUSUN DETAYLI AGIKLAMASI

Yeni ¢ozunehilir bira mayasindan tiretilmis drinun uretimi

Bulug, mayadan, tercih edilen sekliyle bira mayasi tipi materyallerden ¢ozinebilir
terapotik ya da nutraséotik arunler {gida ya da yem durunleri ya da bunlann katki
maddeleri) Uretmek i¢in yeni ydntemler ortaya koymustur. Bulus, spesifik hidrolitik ve/
veya degradatif ydntemler dahil olmak lizere materyallerin (retimi icin ¢esitli ydntemler
ortaya koymustur.

1) spesifik glikozidaz, dzellikle de endoglikozidazlar,

2) proteazlar pronaz ve savinaz gibi protein parg¢alama enzimleri,
3) gelismis kimyasal hidroliz 6zellikle de gugcla asit hidrolizi ve

4) hammaddenin fiziksel homojenizasyonu.

Bulus ayrica, ¢ézinme etkinliginin arttinlmasi ile yontemlerin kombinasyonunu da

yoneliktir.
Yeni ¢ozlinebilir tirlinti retmek icin kullanilan hammadde

Mevcut bulus, tercih edilen sekliyle uygun maya materyallerinin, 6zellikle fermantasyon
isleminden mayalarin, en ¢ok tercih edilen sekliyle de maya mayalama isleminden
tlretildiginde hammadde olarak bira mayasinin kullaniimasina ydneliktir. Bu tlr maya
materyalinin, bitkisel kaynakh ¢ozunur olmayan materyalleri, 6zellikle de hemiseluloz
sakkaritler (pektinaz ile bolunme ile gosterildigi gibi) gibi bitki polisakkaritlerini ve tahil
kaynakh beta glukanlar gibi bitkisel kaynakh B-glukan materyallerini igeren bitki
kaynakh ¢oézunmeyen materyalleri icerecegi anlasiimaktadir, tercih edilen sekliyle
tahil, mayalama igleminde kullanilan tahildir, en ¢ok tercih edilen sekliyle de arpadadir.
Yeni enzimatik reaksiyonlar, yeni drline ek miktarlarda tahil tipi ¢ozinebilir sakaritlerin

uretimi icin faydal oldugu anlagiimaktadir.
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Belirli enzimatik reaksiyonlarla ya da alternatif olarak kimyasal yontemlerle uretilen
yeni sakkaritlerin ek yararl saglik etkilerine sahip oldugu anlasiimaktadir.

Ayrica, tercih edilen ¢ézunebilir kombinasyonlarin, hammaddeler icin kombinlenerek

dretilebilecedi anlasiimaktadir
1) mayalamada kullanilmayan mayalar ve

2) bitkisel kaynakli polisakaritler tercih edilen sekliyle hemiseliloz polisakaritler ve/
veya bitki glukanlan, ozellikle tahil ve dzellikle tercih edilen sekliyle arpadan tiretilmis
polisakaritler ya da tahil glukanlar, en ¢ok tercih edilen sekliyle de arpa glukan gibi

bitkisel polisakkaritleridir.

Tercih edilen proses

Tercih edilen optimize proses en azindan asagidaki adimlar igerir
1. Bira mayasi| hammaddesi saglanmasi

2. Optimize asit hidrolizi ile hidroliz ya da enzim ve optimize edilmis asit hidrolizi ile
hidroliz.

Bulus ayrica asagidaki adimlari igeren proseslere yoneliktir:
1. Bira mayasi hammaddesi saglanmasi

2. Materyalin fiziksel homojenizasyonu

3. Asitle hidroliz

Bulus ayrica asadidaki adimlari iceren proseslere ydneliktir:
1. Bira mayasi hammaddesi saglanmasi

2. Materyalin fiziksel homojenizasyonu

3. Asitle ve enzimle hidroliz

Yeni oligosakkaritler ve dtistik molekill agirikli polisakkarit kompozisyonlari

Yeni degradatif Uretim sUregleri, ¢cozunurligu arttiran ya da daha az ¢ézunmeyen
materyale sahip Orln vermigtir. Artan ¢ézUn0rldgun yani sira, materyaller enfeksiyonlar
nedeniyle meydana gelen diyareye kargi artmis biyolojik etkinlige ve hayvanlarin
buylUmesini arttirmaya yonelik etkinlige sahiptir.

Yeni (riinden ¢ézlinebilir bilesenin izolasyonu
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Bulus ozellikle bira mayasi materyallerinden Uretilen yeni ¢dzunebilir fraksiyonun

ayrilmasina yoneliktir.
Urtin iginde tercih edilen Oligosakkarit kompozisyoniari

Bulus sahipleri, yeni ¢ozunebilir drunlerin biyolojik etkinliklerini Superdex Peptid
kromatogram (% 1 su ¢dzeltileri) profillerinden analiz etti. Absorbans, ¢ozlnebilir farkli

boyuttaki bilegenlerin nispi miktarlarini gosterir.

Progut tipi urtnun biyolojik modellerde ve ilgili materyallerdeki nispi etkinlidi, ellisyon
alanlarinin hesaplanmasiyla sayilar halinde sunulabilir (0rnegin Tablo 1). Bulus, E. coli
etkinligine neden olan diyare gibi zararh bakteriyel aktivitenin girmesi icin yararl olan
"COzunebilir" ve "Suda ¢dzinur" materyaller olarak adlandirilan yeni ¢éztnebilir sakarit
preparasyonlarini ortaya c¢ikarmigtir. Bu tar preparatlarin insan ve hayvanlarin
blylmesi ve saghgdi icin faydah oldugu anlasiimaktadir.

Tercih edilen {r(n tipleri

Yeni hidraliz isleminin, mayadan turetiimis fraksiyone olmayan kompozisyon gibi
kullanilabilecek yeni ¢ozunebilir sakaritler urettigi anlasiimaktadir. Tercih edilen
uygulamada preparasyon, tercih edilen sekliyle sodyum hidroksit gibi guclu alkalinle
ndtralize edilmis ya da kismen nétralize edilmigtir. Tercih edilen bir uygulamada Grin,
oérnegin sprey boya, tambur kurutma ya da diger bilinen kurutma ydntemleri ile

kurutulur.

Bulus ayrica, kismen fraksiyone olmus ve saflastinlmis sakkarit Grinleri dahil olmak
uzere fraksiyone olmus urunlere yoneliktir. Tercih edilen kismi saflagtirma metotlari, 1)
tuzsuzlagtirma, tercih edilen uygulamada, fosfatin Kalsiyum ya da baska iyonlarla
¢okeltiimesi gibi tuzun ¢okeltiimesiyle tuzdan arindirilmasi, 2) iyonik molekullerin ya da
hidrofobik molekullerin, hidrofobik ya da iyon dedistirici matrisler gibi spesifik katki
maddeler ile uzaklastiriimasi ve/ veya 3) ¢dzunur olmayan materyalin ya da bunun bir
parcasinin uzaklastinimasi gibi baslhica sakkarit olmayan bilesenlerin bir kisminin
uzaklastinimasini igerir. Kismi saflastirmanin, preparatin yeni sakkarit icerigini tipik
olarak % 10-30 veya hatta % 50 oraninda arttirdid anlasiimaktadir. Kuvvetli fosforik
asit hidrolizinden sonra tuzdan arindirma, preparasyondaki sakkarit miktarini % 30-60
oraninda bile artiracaktir, boylece tercih edilen Mana3Man- mannoz sakkaritlerin tercih
edilen miktarlarini yaklasik 15, daha fazla tercih edilen sekliyle 20 g/ kg ila yaklasik 20
g/ke ve daha tercih edilen sekliyle 30 g/kg arasinda arttirmaktadir.
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Tercih edilen saflastirma yontemleri, sakkarit fraksiyonunun ya da bir kisminin
izolasyonunu icerir. Saflastiriimis kisimdaki sakkaritlerin igerigi tercih edilen sekliyle en
az % 10, daha tercih edilen sekliyle en az % 25, daha tercih edilen sekliyle en az
yaklasik % 50'dir. NMR'da dl¢len jel filtrasyon fraksiyonlarinin, en az % 60, hatta daha
tercih edilen sekliyle en az % 70 olan sakkarit safliklarini igerecegi tahmin edilmektedir.
Benzer safliklarin diger standart saflastirma ve fraksiyonasyon yontemleri ile elde

edilebilecedi anlasiimaktadir.
Sakkarit materyallerinin tercih edilen boyutlari

Bulus tercih edilen bashca buyukluk araliklarini ortaya gikarmigtir, bunlar Superdex
Peptid kolonundan 6 ila 12 dakika arasinda ellisyon yapan buylk boyutlu dGrinlerin ve

yaklasik 12 dakika ila yaklasik 16 dakika arasinda eliisyon yapan ara boyutlu Grinddir.

Bulusg 6zellikle, yeni kullanigh sakkaritler igeren ve triiniin gelistirilmig biyolojik etkinligi

ile iliskili olan agiklanan sakkarit fraksiyonlarina yoneliktir.
Tercih edilen ¢bzunebilir polisakkarit boyutlart ve fraksiyonlari

Uriin, yaklasik 20 ila yaklasik 30 Heksoz (Heks) birim jel filtrasyon buylklugine ve
olasi daha buyuk ¢ozunebilir polisakaritlere sahip sakkaritlere karsilik gelen boslukta
bir pike sahiptir. Daha tercih edilen sekliyle, yaklasik 7.7 dakikalik bosluk, yaklagik 25
heksoz birim sakkarit ve daha blylk olan ¢dzlnebilir polisakaritlere karsilik gelir.
Bulusg, yeni urlnler igin bir karakteristik olan yliksek miktarda ¢ozinebilir polisakarit
materyalleri iceren yeni Urlnlere yodneliktir. Tercih edilen polisakkarit fraksiyonlari,
yaklasik 20 heksoz birimlik sakkaritlere karsilik gelen ve Superdex Peptid kolonundan
ve 6-12 dakikadan daha bilyuk olan 6-9 dakikadan eliie edilen fraksiyonu igerir.

12 dakikalk elusyon pozisyonunun, 10'dan fazla monosakkarit kalintisi igceren

oligosakkaritlerin (DP10) ve polisakkaritlerin sinirinda oldugu anlasiimaktadir.
Bulus boylece asagidaki polisakkarit fraksiyonlarina yonlendirilmigtir

a) 10 ila 30 mer ya da jel filtrasyon boyutu 10 ila en az 30 Hex birime kadar olan ve
daha buylk ¢ozunebilir polisakkaritler

b) 20 ila 30 mer ya da bulusa goére islemlerle Uretilen jel filtrasyon boyutu 20 ila en az
30 Hex birim
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Bahsedilen ara bliyikitikteki rin

Bulus ayrica yaklasik 12 dakika ila yaklagik 16 dakika arasinda elle edilen tercih edilen
ara urun urunune vyoneliktir. Bu arahk, yaklasik di/ trisakkaritlerden yaklasik
dekasakkaritlere ya da 3 ila en az yaklasik 10-Heks birim jel filtrasyon boyutuna sahip

sakkaritlerden oligosakaritlere karsilik gelir.
Tercih edilen daha biiyiik oligosakkaritler ve polisakkarit fraksiyonu

Bulus ayrica, yaklasik 6 dakika ila 14 dakika arasinda elie edilen daha buyuk
oligosakkaritlerin ve polisakaritierin kombinasyon fraksiyonuna yéneliktir. Bu tercih
edilen fraksiyon yaklagik 4-6 mer oligosakkaritleri, daha tercih edilen sekliyle yaklasik
5-6-mer'den en az yaklasik 20-30 mer polisakkaritleri ya da 5 ila en az yaklasik 30-Hex

birim jel filtrasyon boyutu ve daha biyik ¢ozunebilir polisakkaritleri igerir.

Jel filtrasyonunda iki heksoz (glikoz, mannoz ya da galaktoz gibi) birimi, tipik olarak
oligosakkarit ya da polisakarit igindeki bir HexNAc'ye (6rnegin, GIcNAc ya da GalNAc)
karsilik gelir ve bir sakkaritin beklenen elisyon buyukligu tipik olarak Heks birim

miktarindan hesaplanabilir.
Hammaddenin homojenizasyonu ve hidroliz ile kombinasyonu

Asit hidroliz igsleminden 6nce bira mayasi ¢ozeltisinin homojenizasyonunun, Progut tipi
drtn ¢6zinUrlagind, bira mayasi hammaddesi ve daha fazla asitle % 15 oraninda

arttird1d1 ortaya cikmisgtir.

Bulus &zellikle tercih edilen bir uygulamada asit hidrolizinde, hidrolizden &nce

homojenizasyon igeren islemlere yoneliktir.
Enzimatik muamele asit hidroliz Grintnin (PG) ¢bzlndrliglini artirir

Bulus, asit ile hidrolize edilen Grunun, proteaz ya da polisakkarit pargalama enzimleri
ile enzimatik islemle daha da c¢ozulebilecegini ortaya ¢ikarmistir. Tercih edilen
enzimatik igslem, Pronaz, Savinaz, Pektinaz, Glucanex ve ayni protein ya da polisakarit
tipi icin spesifisiteye sahip olan savinaz ya da enzimlerle kombine edilmis Glucanexi
igerir.

Asit hidrolizinden dnce enzimatik muamele

Bulus, asit hidrolizinden once enzimatik olarak proteaz ya da polisakkarit pargalama

enzimleri ile muamele edildiginde asit tarafindan hidrolize edilen Grunin daha
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¢ozunebilir oldugunu ortaya koymustur. Tercih edilen enzimatik iglem, Pronaz,
Savinaz, Pektinaz, Glucanex ve ayni protein ya da polisakarit tipi i¢in spesifisiteye
sahip olan savinaz ya da enzimler ile istege bagh olarak kombine edilmis savinaz ve

englukanaz enzimiyle kombine edilmis Glucanex'i igerir.
Optimize asit hidroliz kogullarr

Bulus, yeni ¢cozunebilir arandn dretilmesi icin optimize edilmis asit hidroliz kosullarina
yoneliktir. Bulug, artan asit miktarlariyla asit muamelelerinin, bira mayasinin

¢6zUndrliguna arttirdidini ortaya koymustur.

Bulus ozellikle optimize hidroliz iglemlerine yoneliktir, burada kuru agirlik olarak
hesaplanan ham maya maddesinin miktari, reaksiyon toplam hacminin % 5-35'i
agirlik/hacim (w/v) arasindadir, daha fazla tercih edilen sekliyle, reaksiyon toplam
hacminin % 10-30'u (w/v), daha da tercih edilen sekliyle % 15-25'i (w/v) ve en gok tercih
edilen sekliyle yaklasik% 20'si (w/v) arasindadir.

Bu bulug, zamana, sicaklifa, asit konsantrasyonuna (numune miktari basina asit
miktan) ve asit tipine gore optimize edilmis hidroliz kosullarina yéneliktir. Tercih edilen
asit, inorganik asitler fosforik asit (HaPOa4), hidroklorik asit ve sulfurik asiti icerir. En ¢ok

tercih edilen asit fosforik asittir (HzPOa).

Mevcut bulus, ézellikle gelistirilmis glc¢lu asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz kogullari
ile Uretilen yeni progut tipi Grtinleri ya da yeni biyoaktif ve ¢dzlinebilir Grind elde etmek
icin bunlarin sagirtici sekilde etkili kombinasyonlarini ortaya koymaktadir. Yaklasik 0.5
M ila yaklagik 1 M asit ve/ veya 75-100 derece Santigrat yuksek reaksiyon sicakhgi
dahil Uzere ¢ok yUksek asit konsantrasyonlar gibi, sasirtici derecede guglu asit
muamele kosullarinin daha yuksek ¢ézunurluk elde etmek ve yuksek oranda biyoaktif
dusuk molekul agirlikli polisakkaritler ve oligosakkaritler elde etmek i¢in gerekli oldugu
gozlenmistir. Kosullar drastiktir ve maya materyallerinin hidrolize kargi yuksek direncini
ortaya cikarir, bununla birlikte, yuksek sicaklikta asitin 2 M'ye yukseltiimesi, hicre
duvar materyallerinin daha az etkili coztunurllige ve/ veya hidrolizin tamamen hidrolize
kapatiimasinin neden oldugu serbest monosakkaritlerin artan miktarina neden olacak

sekilde kosullar ile optimumdur.

H3POyqile optimize hidroliz
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Bulus tercih edilen sekliyle 0.5 M'nin Uzerinde, daha tercih edilen sekliyle yaklagik 0,75
M'nin Uzerinde ya da en ¢ok tercih edilen sekliyle yaklagik 1 M'nin uzerinde

konsantrasyonlara sahip fosforik asit (HsPOa4) kullanimina yoneliktir.

Cozunurlugun etkisi 2 M fosforik asit ile 0,5 M etkisinin altinda bile azalmis, asir asit
yogunlugu sasirtici sekilde hidrolizi artirmamis, fakat materyalin ¢okelmesine neden
olmustur. Bu, etkin ¢ozunurlUk igin optimum asit konsantrasyonunun yaklasik 0.5 M ila

yaklasik 1 M oldugunu gosterir.

Tercih edilen bir uygulamada yaklasik 1 M HsPOas optimal konsantrasyon olarak
kullanihr, bir ornekte, reaksiyon vyaklasik 80 santigrat derece sicaklikta
gerceklestirildiginde (tercih edilen gekliyle 70-100 derece Santigrat arasinda, daha da
tercih edilen sekliyle 70 ila 95 derece Santigrat arasinda) yaklasik 0.75 M ila yaklasik
1.25 M arasinda ve hatta yaklasik 0.8 M ila yaklasik 1.2 M arasinda ve en ¢ok yaklasik
0.9 M ila yaklasik 1.1 M arasindadir. Tercih edilen reaksiyon suresi yaklasik 4 saat,
tercih edilen sekliyle 2 ila 8 saat, daha tercih edilen sekliyle 3 ila 5 saat, daha da tercih

edilen sekliyle 3.5 ila 4.5 saattir.

Bulus ozellikle gugla hidroliz kosullarina ya da guglu asit hidroliz kosullarina ve bulusa
gore artan miktarda yuksek 6lglde ¢ozunebilen ve biyoaktif sakkaritlerin elde edilmesi
icin enzimatik hidrolize yoneliktir, tercih edilen bir uygulamada, mevcut buluga uygun

hidroliz kosulu kullanilir.

Tercih edilen bir uygulamada, kosullar yaklasik 4 saat boyunca yaklasik 1 M HsPO4 ve
yaklagik 75 ila 90 derece Santigrat derecedir. Sicaklik arttiginda, asit miktarn ve/ veya
reaksiyon slresi azaltilabilir ve bunun tersi yapilabilir. Tercih edilen baska bir
uygulamada, sicaklik yaklasik 90 ila 100 derece Santigrat derece artar ve asit miktari
yaklagik 0.5 Mila yaklagsik 1 M arasindadir ve reaksiyon suresi yaklasik 4 saattir. Sekil

16, 0,5 ve 1 M asit ile 100 derecede yuksek ¢ozinurliik gdsterir.

Ayrica, yuksek derecede ¢ozunur ve biyoaktif Grindn, savinaz enzimi icin Sekil 16'da
gOsterildigi gibi bir enzim ya da asit hidroliziyle kombinasyon halinde bir enzim
kullanilarak elde edilebilecedi de anlagiimaktadir. Enzimin kullanimi ¢oziOnarlUk
islemini geligtirir, bu nedenle daha dusuk asit konsantrasyonu, reaksiyon sicakhgi ya
da reaksiyon sUresi gereklidir. Tercih edilen bir uygulamada bulus, bulusa uygun bir

enzimin 0.3 - 1 M asit ile kombinasyon halinde kullanimina yéneliktir.

Hidroklorik asit HCI ile optimize hidroliz
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Bulus tercih edilen sekliyle 0.5 M'nin Uzerinde, daha tercih edilen sekliyle yaklagik 0,75
M'nin (zerinde ya da en c¢ok tercih edilen sekliyle yaklagsik 1 M'nin Uzerinde
konsantrasyonlara sahip HCI kullanimina yoneliktir. 2 M asit daha yuksek ¢ozunurluk
saglar, ancak ayni zamanda asit hidroliz kosullari olarak monosakkaritlerin miktarinin
artmasl, ¢ok kuvvetli mineral asidin toplam hidroliz kosullarina yaklasmasina neden

olur.

Tercih edilen bir uygulamada yaklasik HCI optimal konsantrasyon olarak kullanilir, bir
drnekte, reaksiyon yaklasik 80 santigrat derece sicaklikta gergeklestirildiginde (tercih
edilen sekliyle 70-90 derece Santigrat arasinda, daha da tercih edilen sekliyle 75 ila
85 derece Santigrat arasinda) yaklasik 0.75 M ila yaklasik 1.25 M arasinda ve hatta
yaklagik 0.8 M ila yaklasik 1.2 M arasinda ve en ¢ok yaklagik 0.9 M ila yaklagik 1.1 M
arasindadir. Tercih edilen reaksiyon siresi yaklasik 4 saat, tercih edilen sekliyle 2 ila
8 saat, daha tercih edilen seklivle 3 ila 5 saat, daha da tercih edilen sekliyle 3.5 ila 4.5

saat arasindadir.

Bulus ayrica, diger asit muameleleri icin yukarida tarif edildigi gibi, 0.5 M'nin Uzerinde
ve yaklasik 1 M'de yiksek konsantrasyonlarda H2SO4'Un kullanimina yoneliktir.
Veriler, 2 M asidin artmig ¢ézindurme meydana getirmedigini ve muhtemelen artan

¢coktlrmeye isaret ettigini gostermektedir.
Dahasi

Cozinme yontemlerinin kombinasyonlari

Bulus ayrica deney bolumtnde tarif edilen metotlarin ¢oklu yararli kombinasyonlarini
ortaya ¢ikarmigtir. Tercih edilen kombinasyonlar, enzimatik ya da kimyasal hidroliz ile

homojenizasyonu icerir.

Tercih edilen bir uygulamada bulug, homojenizasyon ve geligtiriimis kimyasal hidroliz
gibi yontemlerin kombinasyonlarina ydneliktir. Bu yontem, Uriintn ¢dzandurtimesinde

yuksek verimlilik ve ydntem ve reaktiflerin diisik maliyetleri nedeniyle tercih edilir.

Bulus ayrica, proteinlerin enzimatik par¢calanmasinin ve glikozidaz pargalanmasinin
tercih edilen kombinasyonlarini ortaya c¢ikarmistir. Metot tercih edilen sekliyle

homojenizasyon ile kombine edilir.
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Bulus, enzimatik protein pargalanmasi ile kimyasal par¢alanma yéntemlerinin ve/ veya
yuksek Urin verimi Ureten glikozidaz parcalanmasinin kombinasyonlarini ortaya

cikarmistir. Metot tercih edilen sekliyle homojenizasyon ile kombine edilir.
Coziinebilir karbonhidratlarin gelistiriimis etkinlikleri

Bulus, tercih edilen ¢ozindUrme yontemlerinin, yararl biyolojik etkinliklere sahip, artan
miktarlarda ¢dzunur molekuler materyal Urettigini ortaya ¢ikarmigtir. Bulus ozellikle,
diyareye neden olan mikroplar, 6zellikle de E. coli iceren bakteriler gibi patojenik

mikroplara karsi artan etkinlige yoneliktir.
Tercih edilen enzimatik iglemler
Tercih edilen endoglikozidazlar

Glikoz polisakkaritlerinin parcalanmasi

Bulus, glikoz polisakkarit parcalama enzimlerinin, yeni ¢dzlnebilir Griniin Uretiminde

faydali oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Tercih edilen bir uygulamada, endo-glukosidaz ve selllaz aktiviteleri igeren glukanex
gibi B-bagh glikoz polisakkarit parcalama endo-B-glukosidaz enzimleri, yeni Gretim
prosesinde ¢ozunmeyen materyalin azaltilmasinda yararl etkinliklere sahiptir. Bulus
ozellikle sellloz tipi ve beta-glukan polisakkaritleri pargalamakla ilgilidir. Tercih edilen
sekliyle pargalanacak B-glukanlar, seliloz gibi B-glukanlar, glikoz kalintilari arasinda
B4 ve B3-baglari dahil tahil b-glukanlari iceren GlcB4Glc yapisidir. Tercih edilen endo-

B-glukosidaz, endo-glukosidazlar ve selllazlardir.

Bulus 6zellikle daha yuksek ¢ozunurluk tretmek ve/ veya ¢ozunebilir biyoaktif glukan
oligosakkaritleri Uretmek i¢in tercih edilen bir uygulamada, bira mayas| materyalinde
maya hucre duvarn glukani, tahil glukani ve/ veya sellloz malzemesi gibi kalinti

¢dzunmeyen [3-glukanlarin parcalanmasiyla ilgilidir.

Bulus dzellikle, asagdidaki formile gore yapilan igceren seliloz ve/ veya tahil B-glukan

oligosakkaritlerinin uretilmesine yoneliktir:
[GlcR4]nGlc-yapilar,

Burada n, 2-20, daha tercih edilen sekliyle 2-10 arasinda bir tamsayidir,
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Bulus daha ¢ok tercih edilen sekliyle Grtn igin tahil tipi glukan oligosakkarit uretimine
yoneliktir. Tercih edilen sekliyle urin, agsadidaki formule gore glikoz kalintilar1 arasinda

B4 ve B3-badlantilarini igerir:
[GlcB4]n1[GlcB3]n2[GlcB4]naGlcB3[Glcp4]naGle-yapilar,

Burada, n1, n3 ve n4, 0 ila yaklasik 5, tercih edilen sekliyle 1 ila 4, daha da tercih edilen

sekliyle 1 ila 3 arasinda bagimsiz tamsayilardir
ve
nz, 0 ya da 1'dir

Bir ornek oOzellikle glukan oligosakkaritlerin, endo-B-glukozidaz katalize uretimine

yoneliktir.

Bulus, bulusa gore tercih edilen fraksiyonlarda a-bagh glikoz materyallerinin varhgini
ortaya c¢ikarmigtir. Bulug ayrica, yeni ¢ozUnebilir Griintin UGretiminde endo-a-
glukosidazlarin kullanimina yoneliktir. a-glikoz polisakkarit pargalama enzimleri
dzellikle yeni Urlin kompozisyonunun tercih edilen ayarlanmasi ve optimizasyonudur
ve endo-a-glukosidaz aktivitesi, ozellikle de nigasta ya da amiloz pargalama enzimi,
ozellikle de endo-a4-glukosidaz aktivitesi olan ek enzimler olarak tercih edilir.

Pektin ve ilgili hemiseliiloz materyallerinin parcalanmasi

Bulus ayrica, bira mayasi materyalinin bir pektinaz enzim preparati ile iglenmesine de
yoneliktir. Pektinazlarin ¢oklu etkinlik igerdigi bildirilmistir. Bu bulus, pektinaz enzimi
iceren pektin ve/ veya diger hemisellloz tipi materyallerin, pektinaz enzimi igeren

preparatlari iceren hemiseluloz materyalleri ile pargalanmasina yoneliktir.

Tercih edilen bir uygulamada, bulug Grine, pektin ve/ veya hemiseluloz turevli
oligosakkaritlerin ya da dusuk molekul agirhkh ¢oztnebilir polisakkaritlerin uretiimesine

yoneliktir.
Tercih edilen proteaz islemi

Bir ornek, protein materyallerini hammaddeden vya da asitle hidrolize edilmig
malteryalden ayirmak icin proteazin kullanimina yoneliktir. Tercih edilen proteazlar

savinaz ya da pronazdir.

Arttirillmis ¢cozunurlige sahip materyaller iceren yveni glikan,

Progut tipi trtin Cozunebilir ve Progut tipi Urtin Suda ¢coziunebilir
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Mevcut bulusg, bulusa gdre optimize edilmis yontemler ile artmig su ¢ézunurludu olan
bir asit hidrolize maya preparasyonu Uretmenin mimkun oldugunu ortaya koymustur.
Yuksek derecede ¢ozunur olan materyalin, yem ve gidalarin daha etkili formulasyonu
icin faydali oldugu anlasiimaktadir. Cozunebilir kisim 6zellikle sivi yem ve sivi gida
veya gida katki maddeleri, dzellikle de icecekler ve mesrubatlar icin tercih edilir.
Cozunebilir materyalin % 50'sinden daha azina sahip olan materyalin sivi gidalar ya
daicecekler i¢in sivi maddelerin siselenmesi ve Uretim sirasinda aktarilmasi gibi pratik
nedenlerden dolay! yararll olmadifi ve pratik malzemenin tercih edilen sekliyle %
50'nin Uzerinde g¢oOzunurluge sahip olmasi gerektigi anlasiimaktadir. Bazi
uygulamalann kismen ¢dzinmeyen materyalleri tolere edebilecegi ve ¢dziinmeyen
materyalin kliglik bir kisminin, gida bilegsimlerinde, beslenme ve saghd desteklemek
icin lif olarak tercih edilen bir uygulamada kullanilabilecegdi anlagiimaktadir. Progot tipi
drinin toplam ¢oézanarligu ve hayvan yeminde kullanilan bazi referans Urinlere
kiyasla Cozunebilir versiyonu Sekil 23'te gosterilmistir.

Yeni ¢ozunebilir drunler, arttinlmis biyolojik etkinlige sahip daha yuksek miktarda
¢ozunur sakarit materyalleri (oligosakkaritler ve polisakaritler) icerir. Cozunebilir poli ve
oligosakkarit materyallerinin (Sekil 25'de gosterildigi gibi Superdex Peptid kolonundan
6-14 dakika arasinda elle edilerek) miktar Sekil 26 ve 28'de gosterilmektedir. Progut
tipi driin Cézunebilir ve Progut tipi Grin Suda Cdzindrlerde bulunan oligosakkaritlerin
miktan, daha az optimize edilmis Progut tipi Uriine gore yaklasik 2 kat daha ylksek ve

hatta 3 kat daha yuksek olmustur.

Yeni ¢Hzinebilir materyallerin tercih edilen cozuniirlik araliklar

Bulus ozellikle yeni Progut tipi Cozulebilir urine yoneliktir, burada toplam ¢dzunurluk
% 1 su ¢ozeltisi olarak % 55'in Uzerindedir, daha tercih edilen sekliyle % 60'In
tzerindedir, daha da tercih edilen sekliyle % 65'in (izerinde, daha da tercih edilen
sekliyle % 63'Un lzerinde, daha da tercih edilen sekliyle % 66'nin (zerinde, daha da
tercih edilen sekliyle % 67'nin Uzerinde ve en ¢ok tercih edilen sekliyle % 68'in
Uzerindedir. Tercih edilen bir uygulamada, suda ¢dézinurltk % 70, tercih edilen sekliyle
% 55 ila % 85 araliginda, daha tercih edilen sekliyle % 60 ila % 80 araliginda, daha
tercih edilen sekliyle % 63 ila % 77 arahiginda, daha tercih edilen sekliyle % 65 ila %
75 araliginda, daha da tercih edilen sekliyle % 66 ila % 74 araliginda, daha da tercih
edilen sekliyle % 67 ila% 73 araligindadir.
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Bulus ayrica, pratik olarak tamamen suda ¢ézunur sakkarit i¢eren urtnlere yoneliktir,
burada suda ¢o6zunlr urln, oda sicakhginda (tercih edilen sekliyle 20-25 derece
Celsius arasinda) hemen hemen % 1 su ¢ozeltisi olarak suda ¢ozunurliGgu tamamlar.
Tercih edilen suda ¢ézunur fraksiyon, Progut tipi uriinden, tercih edilen sekliyle Progut
tipi Uriin Cozulebilirden izole edilir. Tercih edilen tam su ¢dzinurligl en az % 90 ya
da % 90 Uzeri, daha tercih edilen sekliyle % 23 Uzeri, daha da tercih edilen sekliyle %
95'in Uzeri, daha da tercih edilen sekliyle % 96'nin Gzeri, daha da tercih edilen sekliyle

% 97 Uzeri ve en ¢ok tercih edilen sekliyle % 98 lzerindedir.

Bulus ayrica, ¢ozundr olmayan materyallerin kismen uzaklastinldigi Progut tipi Grin
Suda Yari Cozulebilir'e yoneliktir. Disuk kismi uzaklastirma igleminin Cozunebilir
urine ve ylksek bir uzaklagtirmanin Suda Coézunebilir drine benzer materyal
sagladigi anlagiimaktadir. Tercih edilen bir uygulamada, ¢éziinmeyen bilesenler Suda
Yari Cozunlr drln elde etmek igin yaklasik % 10 ila yaklasik % 80 arasinda, daha
tercih edilen sekliyle yaklasik % 20 ila yaklasik % 75, daha tercih edilen sekliyle
yaklasik % 25 ila yaklasik % 66 arasinda, daha cok tercih edilen sekliyle yaklasik %
33 ila yaklasik % 66 arasinda degdisen bir oranda ¢ikarilabilir. Suda Yan Cozunur
drtinn toplam ¢ozundrligi tercih edilen sekliyle yaklasik % 73 ila yaklasik % 94, daha
tercih edilen sekliyle yaklasik % 76 ila yaklasik% 92.5, daha da tercih edilen sekliyle
yaklasik % 80 ila yaklagik % 90 ve hatta daha tercih edilen sekliyle yaklasik % 81 ila
yaklasik % 89 araligindadir. Tercih edilen bir uygulamada, ¢dzlnurlik yaklasik % 80'e
yakin, tercih edilen sekliyle yaklasik % 75 ila yaklagik % 85'e yakin ya da yaklasik %
85 ila yaklasik % 95 arahdinda, yaklasik % 90'a yakindir. Suda Yari ¢oz(nebilir
fraksiyonun toplam ¢ozunurltgu, tercih edilen sekliyle Cozunebilir ve Suda Cozunebilir

fraksiyon / materyaller arasindaki ¢ozunurlUkleri kapsayacak sekilde ayarlanir.

Yaklasik olarak kelimesi tercih edilen sekliyle, tercih edilen uygulamada, tam degerin
% 2 hirimi iginde ve daha tercih edilen sekliyle % 1 ya da daha tercih edilen sekliyle %
0.5 birim icinde ya da ayri bir uygulamada tam olarak degere isaret etmektedir.

Biyolojik olarak aktif karbonhidrat bilesenleri

Bulus ayrica, geligtiriimis ¢ozunurlige sahip yeni materyalin, diyareye neden olan
bakterilere karsi biyolojik etkinligini gelistirdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu, Sekil 29, Sekil
30 panel B'deki ilgili materyallerle kargilastinldiginda gértlmektedir. Biyolojik etkinlik,

UV absorbe edici materyallerin varligi ile iligkilidir. Materyaller deproteinize edilmis ve
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hidrofobik impuriteler ¢ikariimistir ve NMR ile gozlemlenebilen oligosakkarit araliginda
onemli impdrite igermiyordu. Bu nedenle absorbansin karbonhidrat materyallerine,
suda cozunebilir oligo ve polisakkaritleri iceren sakkaritlere, kismen de aldehit
absorbansinin azaltiimasina ve iglemde olusan ug¢ turevlerinin azaltlmasina ve
sakaritlere bagli az miktarda GIlcNAc kalintisina bagh oldugu gordlmektedir. Mindr
miktardaki peptit materyalleri muhtemelen sekil lejantlarinda belirtildigi gibi dahil edilir,

ancak NMR'ye dayanarak bunlarin nicel énemi sinirlidir.

Aktif karbonhidrat bilesenleri

Mannoz sakkaritier

Sekil 31'de gobsterilen analiz, yUksek derecede aktif, ¢dzlnebilir Progut tipi yeni
drdnlerin artan miktarlarda mannoz oligosakkaritleri igerdigini ortaya koymaktadir.
Sekil 32, fraksiyonlarin biyolojik aktivitelerinin kismen mannoz igeridi ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Bulus sahipleri, Progut tipi UrUnlerdeki yeni yuksek aktif mannoz
oligosakkaritleri ve polisakkaritleri NMR analiz ile tanimlayabilmigtir. Bu tip
oligosakkaritlerin artisi ozellikle yeni nutrasotik molekuller igin yararhdir. Yeni
¢ozunebilir Granlerdeki mannoz iceridi yaklasik % 50 oraninda artmistir.

Tercih edilen terminal Mana3 yapilari

Bulug, mannoz iceriginin yaninda, Progut tipi drlnlerin daha ylksek etkinliginin
(6rnegin, Sekil 30'da gosterildigi gibi) mannoz oligosakkaritlerinin spesifik yapilari ile
aciklandigini ortaya koymustur. Bulus 6zellikle sekil 33-34'te gosterildigi gibi artmis
miktarda Mana3 yapilari iceren oligosakkarit sekanslarina yoneliktir. Bulug ayrica,
mayadan elde edilen mannoz sakkaritlerin énemli pargalari olan lineer Mana2-
yapilarinda, indirgeyici olmayan uc terminal ve 3-substitUeli Mana2-epitoplar ve orta

zincirli Mana2-epitoplarinin ayri miktarini ortaya ¢ikarmisgtir.

Bulus, tercih edilen sekliyle, bu bulusa uygun islemle Uretilen oligosakkaritleri iceren
ve bira mayasindan uretilen tercih edilen bir uygulamada, arttirimig terminal Mana3
yapilarina, daha tercih edilen sekliyle indirgeyici olmayan u¢ Mana3Mana3'ye
yoneliktir. Tercih edilen bir uygulamada terminal Mana3 yapilarinin miktari NMR
sinyalini verir, bu indirgemeyen ug terminal ve 3-substitueli Mana2-epitoplarin NMR
sinyalinden daha blyulk ya da Sekil 33-34'te gosterildigi gibi lineer Mana2-yapilarinda
orta zincirli ManaZ2-epitoplarin NMR sinyalinden daha buayuktir. Tercih edilen bir

uygulamada Mana3 sinyali, Sekil 33 ve 34'te gosterildigi gibi proton NMR
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spektroskopisinde Sekil 33'te isaretlenen ManaZ2-epitop sinyallerinden birine gore
daha yUksektir. Bulus 6zellikle Mana3-glikanlara yoneliktir, burada Mana3
pozisyonundaki proton NMR sinyali, Sekil 33'te gosterilen karsilastirmali Mana2-
sinyalinden en az % 5 daha yiksek, daha tercih edilen sekliyle en az % 7 daha, daha

da tercih edilen sekliyle 9 ve en c¢ok tercih edilen sekliyle en az % 10 daha ylksektir.

Terminal indirgemeyen u¢g Mana3Mana2 yapilarinin, patojenlerin, dzellikle E. coli gibi
diyarejenik bakterilerin inhibisyonu icin yonlendirilecek yeni etken maddeler oldudu
anlasiimaktadir. indirgeyici ug Mana2 yapisi, glikan yeni konformasyonunu verir. Bu
glikanin etkinligi, Mana3ManB4GIcNAc yapilari ya da disakkarit epitoplarinin

azaltiimasi gibi diger glikanlara dayali olarak bilinemez.

Mevcut bulus ayrica, tercih edilen mannoz oligosakkaritlerinin kg'i basina en az
yaklasik 10 gram, daha da tercih edilen sekliyle en az 15 gram/kg, daha da tercih edilen
sekliyle en az 16 gram, daha da tercih edilen gekliyle en az 17 gram. daha da tercih
edilen sekliyle en az 18 gram, daha da tercih edilen sekliyle en az 19 gram, daha da
tercih edilen sekliyle en az 20 gram, daha da tercih edilen sekliyle en az 21 gram, daha
da tercih edilen sekliyle en az 22 gram ve en ¢ok tercih edilen sekliyle en az 23 ya da
24 gram igeren terminal Mana3 ile zenginlestirilmis sakkarit fraksiyonlarina yoneliktir.
Tercih edilen mannoz oligosakkarit, tercih edilen sekliyle esas olarak mannoz olmak
Uzere mannoz igeren oligosakaritleri icerir, fakat ayrica diger monosakkarit kalintilar
tercih edilen sekliyle Glc ya da GIcNAc ya da GIcN, tercih edilen sekliyle kiglk
bilesenler olarak icerebilir.

Dider aktif karbonhidrat bilesenleri, 6zel B-glukosakkarit sinyalleri

Bulus sahibi, proton NMR spekirumunda yaklasik 4.51-4.53 ppm'lik bolgede ozel 3-
glukoz oligosakkarit sinyallerini gozlemlemistir. Bunlar, alisilmadik dusuk molekuler
agirlikh glikoz oligosakkarit ve polisakkarit sinyalleri ile iligkilidir. Bulus &zellikle,
bolgedeki karakteristik sinyallere sahip B6- bagl glikoz sakkariti ile zenginlestiriimis
oligosakkaritlere yoneliktir. (Glc6'nin gentiobiose H1'si yaklasik 4.51 ppm'dir, orta zincir
Glc6é kalintilaninin sinyalleri yaklasik 4,519; 4,529 ve 4.523 ppm'dir; Lo V.M. et al.
Carbohydr Res. (1993) 245, 333-345).

Bulus bundan bagka, materyalin ayrica az miktarda GIcN/GIcNAc igerdigi, tercih edilen

sekliyle materyallerin mayadan elde edilen GlcB- materyalleri oldugu ve daha ¢ok
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tercin edilen gekliyle Glcp6 kalintilan igerdigi, bulugsa gore sakarit materyallerine
yoneliktir.

Bulus, p4-bagh glukoz oligosakaritlerine yonelik olarak ayri bir uygulamada, maya ham
materyali (tahil) B3/4glukan ya da seluloz iceren materyallerde yetistirildiginde, tercih
edilen B(3/)glukoz sakkarit sinyalleri tercih edilen bolgede yer almaktadir (ér.
B3/4glukan oligosakkaritler, yaklasik 4.53 ppm'de 4-badl Glc H1 sinyallerine sahiptir).
Glikoz materyallerinin miktari, monosakkarit analizine dayanan numunedeki mannoz
materyalleri ile Kkarsilastinlabilir, Glc materyallerinin bir kismi Glca-materyallerini
icermektedir, ancak hem alfa hem de beta sinyalleri, dnemli miktarda sakkaritlere

karsilik gelmektedir.
Bulusa gére tercih edilen zenginlestiriimis oligosakkaritlier

Bulusg, buluga gore tercih edilen sakkaritlere yonelik olup, burada sinyaller 6zellikle
Progut tipi Urunlerin NMR sinyallerinin keskinliginden dolayi oligosakkaritlerden elde
edilir. Bulusa gore oligosakaritler 2-10 arasinda oligomerizasyon derecesine sahiptir.
Arka planin ¢ogunun, ¢cozunmeyen glukanlar ve buyuk polisakaritler gibi polisakarit
maddelere yonelik oldugu anlasiimaktadir.

Toplam sakarit icerigi ve daha bliviik sakarit iceridi

UV absorbansi ile oligosakkaritler ve polisakkaritlerin miktar tayini

Bulusg, spesifik buyik oligosakkarit ve polisakkarit igerigine sahip yeni Progut tipi

drlnlere yoneliktir.

0.4 gram kuru Progut tipi Grtin ya da nispi Uran numunesi % 1’lik ¢ozelti (agirhk / hacim)
olarak su iginde seyreltiimistir. Numune santriflj edilmis ve suda ¢dzUnebilir fraksiyon
kurutulmus ve daha fazla analiz icin alinmistir. Oligosakkarit ve polisakkarit fraksiyonu,
1.4 ml Dowex H + -resin ve bond elut kolonu (analiz, deney bolimu) ile inktbe edilerek
proteinler ve peptitler ve lipofilik impuritelerin uzaklastinimasi ile daha da

saflastinimistir.

Saflastinimis numune vakum santrifijinde kurutulmus ve 1000 mikrolitre su iginde
¢bzulmuUstir. 1000 mikro litrenin 15 mikrolitre numunesi, Superdex peptit kolonunda
gerceklestiriimis ve 6 ila 14 dakika arasinda absorbans alani, 214 nm'de toplanmistir.

Standardize edilmis Progut tipi Urln, kolondan 6-14 dakika (daha buyik
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oligosakkaritler ve polisakkaritler iceren) arasinda elue edilerek daha buyuk sakkaritler
araliginda 614 mAU (absorbans birimleri) vermistir.

Bulus, spesifik olarak, sakkarit fraksiyonu gerekli olarak kirletici peptitlerden ve
proteinlerden sakkarit fraksiyonundan saflastirildiginda, 1.0 ml/ dak akis hizi ile
Superdex peptit kolonunda (Amersham Pharmacia, Analiz Ornekleri) cahistinldiginda,
6 mg orijinal kuru numune basina 6-14 dakika arasinda absorbans integrali olarak 680
mAU'dan (Abs birimleri, absorbans birimleri) daha ylksek deder veren, yeni Progut tipi
drinlere, ozellikle ¢6zinebilir ve suda c¢ozlnebilir Grine yoneliktir. Bulus, ayni
zamanda, jel filtrasyonunda karsilk gelen materyal boyut araligi ile esdeder
oligosakarit fraksiyonlarina ve bulusa gore proses ile lretilen materyale de yoneliktir.
Absorbans integrali i¢in tercih edilen degerler 1.3 kat, daha fazla tercih edilen sekliyle
1.5 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle 1.7 kat, daha da fazla tercih edilen gekliyle
1.8 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle 2.0 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle
2.3 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle 2.5 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle
2.7 kat, daha da fazla tercih edilen sekliyle 2.8 kat ve en ¢ok tercih edilen haliyle 2.9
kat, 3.0 kat ya da 3.2 kat 680 mAU'dur.

QOligosakkaritler ve polisakkaritlerin Mannoz kitlesi ile miktar tayini

Bulus, spesifik total oligosakkarit ve polisakkarit icerigine sahip yeni Progut tipi Griinlere
yoneliktir. Bu, Superdex peptit kolonundan 6 ila 16 dakika arasinda elle edilen
oligosakarit ve/ veya polisakkarit fraksiyonundaki toplam mannoz iceriginin analiz

edilmesiyle gerceklestirildi.

Cozinebilir sakkarit materyallerin saflastirilmasi va da izolasyonu

Mevcut bulus, 6zellikle, bulusa gore tercih edilen sakkarit tiplerinden bir ya da daha
fazlasini iceren saflastinimis ya da zenginlestiriimis fraksiyonlara yoéneliktir.
Zenginlestiriimis veya da saflagtinlmis fraksiyonlarin, nutrasétik fonksiyonel gidalar ya
da yem veya nutrasotik (gida ya da yem) katki maddeleri olarak ozellikle yuksek
spesifik etkinlige sahip oldugu anlasiimaktadir.

Tercih edilen saflastirma metotlan asagidakileri ve bunlarin kombinasyonlarini

icermektedir
a) kromatografik metotlar 6rnegin

i. yakli ve/ veya lipofilik {hidrofobik impdritelerin) absorbe edilmesi igin kromatografiler.
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ii. boyut diglama kromatografisi, ozellikle dusik molekuler agirhktaki impuriteleri
uzaklastirmak igin jel filtrasyonu

iii. sakkaritlere ya da bunlarnn bir kismina baglanan matrislerle, tercih edilen sekliyle

aktif karbon Uzerinde kromatografi ile afinite kromatografileri
ve/ veya

b) Solventlerle ekstraksiyon ve/ veya impuritelerin ya da sakkaritlerin ¢okeltiimesi gibi
faz ayirma c¢ozelti yontemleri. Tercih edilen bir uygulamada, ¢okeltme icin organik
¢ozucl, tercih edilen sekliyle metanol ya da etanol gibi bir alkol ya da keton, daha
tercih edilen sekliyle etanoldur; ya da tercih edilen boyutta sakkaritlerin ¢okeltiimesi

icin aseton kullanilir.

ve/ veya

¢) Cozelti ve ¢okeltinin santrifiljlenmesi ve ayriimasi
ve/ veya

d) istenmeyen bilesenleri degrede etmek icin kimyasal ya da enzimatik metotlar, tercih
edilen sekliyle alkali kararsiz impuriteleri degrede etmek icin hafif alkali hidroliz ve/
veya Glca igeren glikojen/ nisasta tipi sakkaritlerin enzimatik hidrolizidir.

Bulus, 6zellikle, yeni sakkarit fraksiyonunun saflagtirlimasi igin impdritelerin ve/ veya
boyut dislama kromatografilerinin uzaklastiriimasi icin iyon degisimi ve/ veya hidrofobik
kromatografilere yoneliktir. Tercih edilen bir uygulamada katyon degdisim recinesi
materyalindeki iyon degisiminin ayni zamanda lipofilik bilesikleri de absorbe ettigi ya

da her iki matrisin ayni kolona dahil edilebilecedi anlagilmaktadir.

Cozinurlik denevleri

Sekil 9-21, asit ve/ veya enzim islemlerinden sonra ¢dzlnebilir Urun fraksiyonunu
gostermektedir. % 0,2 su c¢ozeltilerinde kalan ¢dzunmeyen materyal olguldi.
Gosterilen miktarlar, 50 ml'de 100 mg orijinal kuru (rline karsilik gelir. Belirtilen mg
miktarlan, bu nedenle ¢ozinmeyen maddelerin % 'sine karsihk gelir. Sekil 23'te
¢bzunUr materyal miktan % olarak belirtilmistir.

DENEYSEL BOLUM
Kisaltmalar

BY Bira mayasi
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HBY Homojenlestiriimis bira mayasi
G Glucanex

PG Progut tipi uran

PGS Cozunebilir Progut tipi run

PG WS Suda ¢ozunebilir Progut tipi Grin

PG WS+E Emiilgatér ile suda ¢dzlnebilir Progut tipi artin

PE Pektinaz
PR Pronaz
S Savinaz
ORNEK 1

Materyal ve Metotlar
Materyaller

Suomen Rehu’dan Progqut™ (PG) numuneleri

Farkli Uretim serilerinden on dort Progut ™ tipi urun numunesi: PG1-PG14. Farkli
aretim islemlerinden G¢ Progut tipi Grin numunesi: PG 15 saat, 15 saat boyunca
hidrolize edilmis; PG WS, suda ¢Ozlunebilir PG; PG WS E +, emulgator ile suda
¢6zlnebilir PG.

PG1'in iyi calistigi gosterilmistir, PG2 ise, bakteriyel adezyon analizlerinde gésterildigi
kadar etkili degildi. PG4 kegilerle test edildiginde sahada iyi sonuglar vermistir.

Diger Ureticilerin ticari numuneleri

Agrimas (C1), ve Ascogen (C2), Alphamune alpharma (C3), ve Bio-Mos (C4).

Tim bira mayasi numuneleri

Bira mayasi, BY ve homojenize edilmis bira mayasi, HBY.
Analiz proseduru
Numunenin hazirlanmasi

Progut tipi Orin ve ilgili numunelerden ya % 0.2'lik su ¢dzeltileri ya da % 1’lik su
¢ozeltileri hazirlanmistir.  Bunlar, hafifge karistinlarak 2-5 saat boyunca oda
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sicakhginda inkube edilmisgtir. Kangimlar daha sonra santrifij edilmis (20 dakika
boyunca 4000 rpm), supernatant liyofilize edilmis ve kuru agirhk dlgGimuastr.

Coziinebilir bilegenlerin analizi

Numunelerin ¢dzunebilir bilegsenleri, jel gegirgenlik kromatografisinden once iki
saflastirma asamasi ile saflastinimistir: ilk olarak, kuru materyal, H*-boncuklarinin bir
bulamag ¢ozeltisi (0.4 g numune i¢cin 1.4 ml, AG 50W-X8 regine, Bio-Rad,) icine
seyreltiimistir ve 2 saat boyunca oda sicakliginda hafif¢ce karistirilarak inkiibe edilmistir.
Ikincisi, H*-boncuk ¢ézeltisinden gelen siipernatant, BondElut C-18-kolon (500 mg / 6
ml, Varian) aracih§iyla eliie edilmistir. Konsantrasyondan sonra numuneler, Akta
Purifier 10’da (Pompa P-903, UV-900, Amersham Biosciences), 214 ya da 230 nm'de
absorpsiyonu dlgerek, 1 ml / dak akis hizinda, 50 mM amonyumbikarbonat ile,
Superdex Peptide 10/300 GL (Amersham Biosciences) kolonunda jel gegirgenlik
kromatografisinde gergeklestiriimistir. Superdex Peptid kolonu: Bos hacim, 6.7 ml;
toplam eltisyon hacmi, 18.0 ml; poli/ oligo/ monosakkaritlerin elisyonu: Bos hacim 30
Hex biriminde; 7.7 ml 25 Hex biriminde; 14.4 ml bes Hex biriminde; 16.7 ml iki Hex
biriminde ve 17.3 ml bir Hex biriminde.

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

NMR analizi icin numuneler, asadidaki gibi Superdex Peptide kromatografisinden
toplanmigtir: BlyUk boyutlu bilegenler (6 ila 12 ml arasinda eltisyon) ve ara boyutlu
bilesenler (12 ila 16 ml arasinda eliisyon). Bir boyutlu "H NMR deneylerinden once,
numuneler ilk dnce D20 (% 99,9)'den liyofilize edilmis ve sonra D20 (% 99,9) i¢erisinde
¢ozundurdlmustir. NMR spektrumlari, 23 °C'de Varian Unity 500 spektrometresi

(Varian Inc.) tarafindan kaydedilmistir.
Bira mayasinin asit hidrolizi

HsPQ4 ile biitiin bira mayasi-¢dzeltisinin asit hidrolizi, Progut tipi Griin Gretim igleminde
kullanilan hidrolize benzerdir: pH, HaPO4 (2.4% ) ile 2.4'e ayarlanmakta ve doért saat
boyunca 80 °C'de inkube edilmektedir. Bu asit hidrolizi bundan sonra metinde "asit

hidrolizi prosesi” olarak anilacaktir.
Sonuglar

Cozlnebilir bilesenlerin miktarlarinin karsilasgtiriimasi
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Dokuz Progut tipi ran numunesinin % 1'lik ¢ozeltileri ve ilgili dort numune hazirlanmig
ve suda ¢ozlnebilir bilesenlerin kuru agirhklar olglimastir (Sekil 1). Sekil 1'de
gosterilen sonuclardan, ¢dzunurlligun seriye baglh olarak dedismesine ragmen, Progut
tipi trtin materyalinin yaklasik % 50'sinin suda ¢ozunebilir oldugu sonucuna varilabilir.
Alphamune alpharma (C3), Bio-Mos (C4) ve Agrimos (C1) Progut tipi Urlinlere gore
daha az c¢dzunebilir bilesenlere sahiptir. Bunun yanisira, Ascogen (C2) iyi bir

¢ozundrlige sahip gibi gérinmektedir.

Bununla birlikte, bu liyofilize numunelerde, dedisken miktarlarda su birakilabilecegine
dikkat edilmelidir. Bu nedenle, kuru agirliklardaki hata, ortalamadan daha ylksek

olabilmektedir.

Jel gecirgenlik kromatografisi ile ¢ozlunebilir materyallerin kargilastirimasi
% 0.2°lik ¢gozeltilerden elde edilen kromatogramlar

PG 1 ve 2'nin Karsilastinimast

PG1 ve PG2'nin % 0.2lik ¢ozeltileri Materyal ve Metotlar bolumiinde tarif edildigi gibi
hazirlanmistir ve ¢ozunebilir materyalin kromatogramlan Sekil 2'de gosterilmektedir.
PG1 ve 2'nin ¢ozlinebilir materyallerinin karsilastinimasi, PG1'in PG2'den nispeten
daha fazla ara boyutlu bir materyale sahip oldugu (12-16 ml arasinda ellsyon) ve
aksine, PG2’nin PG1'den daha biiylk boyutlu bir materyale (6-12 ml arasinda ellisyon)
sahip oldugu gorulebilir. Cézinebilir materyalin genel miktan, PG1'de daha ylksek
emilimin gosterdidi gibi PG1'de PG2'den daha ylksek gibi gdrinmektedir. Ayni

fenomen, Sekil 1'den de isaret edilebilmektedir.

Cozunarlik ve kromatografik davranistaki bu farkliliklar, PG1 ve PG2'nin etkinligini
dolayli olarak gostermektedir: PG1 ve PG2, bakteriyel adezyon testleri ile test edilmistir

ve PG1'nin etkili oldugu, PG2'nin ise etkisiz oldugu gosterilmigtir.
% 1°lik ¢ozeltilerden elde edilen kromatogramiar
PG1 ve 2'nin karsilagtiriimasi

Cozulebilir bilesenlerin NMR analizi, buyudk miktarda materyale ihtiyag duymaktadir.
Bu nedenle, yari-preparatif jel gegirgenlik kromatogramlan igin % 1'ik ¢dzeltiler
dretiimistir.  Sekil 3'teki % 0.2k c¢ozeltilerden elde edilen kromatogramlarla
karsilastirnildiginda, % 1'lik PG1 ve 2 c¢dzeltilerinden ¢o6zlUnebilir materyallerin

kromatogramlari gosterilmektedir. Dedektdr biraz asin yukli olsa da, belki de PG2'de,
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PG1'de oldugu kadar ¢ok fazla ara boyutlu ¢oziunebilir bilesenlerin olmadigini daha da

net olarak gorulmektedir.
Dokuz Progut tipi tiriin ve ilgili dért numunenin kargilastirilmasi

Dokuz Progut tipi urin (PG1-9) ve ilgili dort numune (C1-4) es zamanl olarak
hazirlanmis ve esit olarak analiz edilmistir. Bu nedenle, jel gecirgenlik kromatogramlari
kargilastirilabilirdir. Burada, numuneler Azzp'da tespit edilmis ve uygun karsilastirma
icin, PG1 ve 2 yeniden analiz edilmigtir. Absorbans ekseninin élgedi, numunelerin
karsilastiriimasini kolaylastirmak amaci ile tum kromatogramlarda esdegder olacak

sekilde ayarlanmaktadir.

PG1, 3, 4 ve 6'nin kromatogramlari, hem materyalin sekli hem de miktan agisindan
oldukga benzer (Sekil 4, A, C, D, F) gorinmektedir. Hem PG1 (bakteriyel adezyon
analizinde) hem de PG4'lin (kegilerle yapilan saha deneylerinde) etkili oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, PG2, 5, 7 ve 8 diger PG numunelerinden daha az
materyale sahiptir (Sekil 4, B, E, G, H). Bu PG2'den bakteriyel adezyon analizinde
etkisiz oldugu bilinmektedir. Veriler, tercih edilen bir uygulamada, etkili Progut tipi
arunun, kromatogramin sekli ve ozellikle de ara boyutlu ¢ozUnur materyal miktar ile
tahmin edilebilecegini gostermektedir. Ara boyutlu materyalin nispi miktarlar (12-16
ml'de ellie edilerek), kromatogramdan (mAbs birimleri ml ile ¢arpilarak) alan olarak
hesaplanabilir ve bu degerlerin kargilastirimasi (Tablo 1), Progut tipi triin numuneleri
arasindaki farkhliklarin tahminlerini dogrular. Blylk boyutlu (6-12 ml'de ellie edilerek)

ve ara boyutlu (12-16 ml'de elue edilerek) materyal NMR analizi i¢in toplanmistir.

llgili numunelerde, ara boyutlu ve hatta blylk boyutlu materyalin miktarlari, Progut tipi
artn numunelerinde ¢ok daha azdir (Sekil 4, J, K, L, M). Alphamune alpharma (C3) ve
Bio-Maos'de (C4) (Sekil 4, L, M, sirasiyla) toplam ¢ozunebilir materyal miktar, Sekil 1'de
de gorilebilen, Progut tipi 0rin numuneleri ile kargilastinldiginda kiguk
gézukmektedir. Agrimos'da (C1) ve Ozellikle Ascogen'de (C2) ¢bzunebilir materyalin
toplam miktar Progut tipi Grun ile karsilastinlabilir, ancak ¢ogu, molekil agirhigr dusik
materyaldir (Sekil 4, J, K). Dlslik molekiler agirliktaki materyal, difer bazi yararli

ozelliklere sahip olmasina ragmen, bakteriyel adezyonu inhibe etmede iyi degildir.
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Tablo 1. Sekil 4'teki kromatogramlardan elde edilen bilegenlerin nispi miktarlari.
Alan, ml ile ¢arpllan mAbs birimleri olarak hesaplanmistir (burada, alanlar G¢ yari

preparatif kromatogramdan birlestirilmistir).

Numune Sekil 4 Alan (12-16 ml) Alan (6-14 ml)
PG1 A 17600 22805
PG2 B 6400 7189
PG3 C 14900 21685
PG4 D 12400 22300
PG5 E 7700 11899
PG6 F 10000 16429
PG7 G 5600 9573
PG8 H 2800 6474
Agrimos J 7100 2445
Ascogen K 14500 6724
Alphamune L 1100 1593
Bio-Mos M 2400 1384

Bes Progut tipi Uriin numunelerinin karsilagtirimast

Progut tipi Gran numuneleri PG10-14, Sekil 4'Un numuneleri olarak jel gecirgenlik
kromatografisi i¢in benzer sekilde hazirlanmistir. Bu nedenle, Sekil 4 ve 5'in
kromatogramlar karsilastirilabilirdir. PG10-14'Un biyoaktivitelerinin hicbir bilgisi
bulunmamakla birlikte, bu kromatogramlar, bu (PG10-14) Progut tipi trlin serilerinin iyi
calismasi gerektigini dolayh olarak gdstermektedir, ¢unkd tim numunelerde, blyik
Olglde ara ila yUksek molekdl agirlikli bilegiklerden olugsan 6nemli miktarlarda
¢ozunebilir materyal bulunmaktadir. NMR analizi i¢in buyldk boyutlu (6-12 ml'de elle

edilerek) ve ara boyutlu (12-16 ml'de elue edilerek) materyal toplanmistir.
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Asit hidrolize edilmis bira mayasi! ve homojenlestirilmis versiyonu

Bira mayasi ¢ozeltisi, bir endustriyel basingli homojenizator ile homojenlestiriimis ve
hem bira mayasi ¢ozeltisinin hem de homojenlestiriimis versiyonunun numuneleri,
Materyal ve Metotlarda tarif edildigi gibi Progut tipi trln asit hidroliz prosesi ile hidrolize
edilmistir. Yan preparatif jel gecirgenlik kromatografisi ile NMR icin numunelerin izole
edilmesi amaciyla, detektdér asin ylklenmistir ve Sekil 4 ve 5 ile karsilagtinlabilir
kromatogramlar mevcut degdildir. Bununla birlikte, analitik jel gecirgenlik
kromatogramlari (Sekil 6) ¢alistirilmis ve kromatogramlarin profilleri, PGl'inkini (Sekil
2A) taklit etmektedir. Sekil 6A ve B'nin  kromatogramlarnindaki alanlarin

karsilagtiriimasi, homojenizasyonun ¢ozuanuarluga % 15 arttirdigini gdstermektedir.
Bakteriyel adezyon testleri igin hazirlanan numuneler

Progut tipi riintn daha yiksek ¢dzunurligu, sivi beslenme arasinda, en ¢ok tercih
edilen haliyle de igme suyunda dozlanmasi igin gereklidir. On numune aday yeni suda
¢dzunebilir Progut tipi Grine yonelik secilmisti. Bu numuneler, bakteriyel adezyon
testleri icin yeterli miktarlarda hazirlanmis, jel gegirgenlik kromatogramlar $Sekil 7°de
sunulmaktadir. (Deneysel prosesler, Ornek 2'nin Materyal ve Metotlarnda

sunulmaktadir.) Numuneler:

1. Bira mayasi glucanex ve asit hidroliz prosesi ile muamele edilmistir, BY G (Sekil 7
A)

2. Homoijenlestirilmis bira mayasi glucanex ve asit hidroliz prosesi ile muamele
edilmistir, HBY G (Sekil 7 B)

3. Bira mayasi glucanex ve savinaz ile muamele edilmig, bunu asit hidroliz prosesi
takip etmistir, BY G + S (Sekil 7 C)

4. Homojenlegtiriimig bira mayasi glucanex ve savinaz ile muamele edilmis, bunu asit
hidroliz prosesi takip etmistir, HBY G + S ($ekil 7 D).

5. Bira mayasi 1 M H3sPOu4 ile muamele edilmig, BY 1M (Sekil 7 E})
6. Homojenlestiriimis bira mayasi 1 M HsPOa ile muamele edilmis, HBY 1M (Sekil 7 F)

7. Bira mayasi glucanex ve pektinaz ile muamele edilmis, bunu asit hidroliz prosesi
takip etmistir, BY G+PE (Sekil 7 G)
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8. Homojenlestiriimis bira mayasi glucanex ve pektinaz ile muamele edilmig, bunu asit
hidroliz prosesi takip etmistir, HBY G+PE (Sekil 7 H)

9. PG1 pektinaz ile muamele edilmis, PG1 PE (Sekil 7 1)
10. PG1 pronaz ile muamele edilmisg, PG1 PR {$ekil 7 J)

Yeni suda ¢ozlnebilir Progut tipi Urin icin adaylarin besi (numune 1, 2, 5, 6 ve 9) son
olarak bakteriyel adezyon testleri igin secilmistir. Bira mayasinin glucanex ile ve 1 M
H3PO4 ile muamele edilmesi, eski Progut tipi Grlin test prosesine benzer sekilde
gerceklestirilen bakteriyel adezyon analizinde en iyi aktiviteye sahip materyali

vermistir.

liging bir sekilde, bira mayasi ve enzimatik muameleden sonra homojenlestiriimis
versiyonunun kromatogramlari oldukg¢a benzerdir. Buna karsiik, 1 M HsPOa ile
muamele edilen homojenlestiriimis bira mayasi iginde, homojenize olmayan
numunelerden daha fazla ¢6zinUr, ara boyutta materyal bulunmaktadir (Sekil 7, F'ye
karsi E).

Suda ¢oziinebilir Progut tipi Uriin

1 M HsPOs ile muamele edilmis bira mayasinin sahada etkinligini test etmek icin, bu
endustriyel dlgekte Uretilmis ve Grin, suda ¢6zlnebilir Progut tipi Grin (PG WS) olarak
adlandiriimigtir. PG WS'nin bir baska versiyonu da emulgator tanitilarak Uretilmis ve
buna PG WS + E adi verilmigtir. Cozunurlikleri jel gegirgenlik kromatografisi ile analiz
edilmis ve kolay karsilastirma igin, PG1 ayni deney grubunda analiz edilmistir {Sekil
8). PG (Sekil 8 A) ve PG WS' nin (Sekil 8 B) kromatogramlari ve bunlardan hesaplanan
materyalin nispi miktarlar (Tablo 2) karsilastiriirken, PG WS'de % 30'un Uzerinde
daha fazla ¢ozunebilir materyal oldugu sonucuna varilabilir. Spesifik olarak, cok buyuk
boyutlu materyalin nispi miktari (6-2 ml'de elue edilerek) onemli dlgude, % 60, artmistir.
Bununla birlikte, ara boyutlu materyalin nispi miktari (12-16 ml) yaklasik olarak esittir.
Bu nedenle, PG WS Uretiminde daha yuksek H3PO4 konsantrasyonu, ¢ézlnmeyen
kismin su ile ¢ézilmesini sadlayacak kadar kirdigy goriiimektedir. Urlin tamamen
¢bzunebilir olmasa da, dedisim PG WS'nin icme suyu arasinda sivi besleme olarak

teslim edilmesine izin verecek kadar yuksektir.

Bir bagka numune, farkli normal tretim prosesinde daha uzun (15 saat) hidroliz (PG

15s) ile haziranmigtir. PG 15 saat'in jel gecirgenlik kromatogrami (Sekil 8 D), trdinin
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PG1'e benzer oldugunu dolayli olarak gdstermektedir. NMR analizi, bilesenlerin

yapilarinda degisiklik olup olmadigini ortaya koyacaktir.

Tablo 2. Sekil 8A ve B'deki kromatogramlardan gelen nispi miktarlarda materyal.
Materyal miktari, ml ile ¢arpilarak hesaplanan mAb birimleri olarak kromatogramlardan

alan olarak belirtilir.

Elisyon PG1 (alan) PG-WS (alan) PG1 (nispi PG-WS (nispi
hacmi miktar) miktar)

6-16 ml 2454 3226 1.00 1.32

6-12 ml 1846 2515 1.00 1.36

12-16 ml 607 711 1.00 1.32

6-9 ml 1071 1727 1.00 1.61

9-16 ml 1383 3225 1.00 1.31

Progut tipi uriin numunelerinde ara boyutlu bilegenlerin NMR analizi. Ara boyut
fraksiyon NMR analizindeki en belirgin sinyaller, a-glikozidik karbonhidrat zincirlerinin
H-1'ine baglanabilir. Analiz edilen materyalin biyolojik kokeni dikkate alindiginda, a-

glukan zincirleri ve a-mannosidik zincirler, sinyallerin beklenen kaynadidir.

Spektrumlar ayrica B-glikozidik birimlerin  H-1'inden kaynaklanan sinyalleri de
gostermektedir. Bu sinyallerin  ¢esitli  B-glikoz kalintilarindan kaynaklanmasi
beklenmektedir. Bu gibi birimleri iceren karbonhidrat oligomerlerinin, mevcut bulusun

prosesinde, drnedin maya ve arpanin beta-glukanlarindan uretilmesi beklenmektedir.
Sonug

Progut tipi Urin numuneleri ve ana udreticilerden ilgili numuneler, ¢ozunarllkleri
acisindan analiz edilmis ve jel gecgirgenlik kromatografisi profilleri Uretilmistir. Bu
sonuglardan, esit olarak islenmis numunelerin ¢ozUnebilir materyalinin nispi miktarinin,
50z konusu Progut tipi Urinun s6z konusu hayvan besini olarak etkililigini dolayli olarak
gosterdigi gortlmektedir. Hem buyuk hem ara boyutlu materyalin miktari, 6zellikle
énemli gibi gériinmektedir. ligili tim numunelerde, blyiik ve ara boyutlu materyal
miktar, Progut tipi (iriin numunelerinden acgik¢a daha disiktir. ilgili numunelerin
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bazilarinda, ¢dzunebilir materyalin gogu, bakteriyel adezyonu inhibe etmede etkili
olmas) muhtemel olmayan, disuk molekul agirlikh bir boyuta sahiptir.

Bulus, bu jel gecirgenlik kromatogramlarinda gosterilen ¢dzunebilir bilesenlerin
izolasyonuna ve materyallerin istege baglh olarak daha fazla kisimlara ayrilmasina ve
ornegin izole edilmis ve/ veya pargalara ayrilmis materyaller icin NMR ile daha ayrintili
kimyasal analizlerine yoneliktir,

Bulus, 6zellikle, ara boyutlu materyale ve etkinligi icin dnemli bilesen olarak nispi
miktarina yoneliktir. Bulus, aynica buylk boyutlu materyale ve etkinligi igin énemili

bilesen olarak nispi miktarina yoneliktir.
ORNEK 2

Materyal ve Metotlar

Materyaller

Suomen Rehu’dan Progqut™ (PG)-tip Uriin numuneleri

PG1; PG2; PG 15 saat, 15 saat boyunca hidrolize edimis PG; PG WS, suda
¢ozunebilir PG; PG WS E+, emulgator ile suda ¢ozinebilir PG.

PG1'in iyi calistigi gosterilmistir, oysa PG2 bakteriyel adezyon analizleri Uzerinde ¢gok
etkili degildi.

Tim bira mavasi numuneleri

Mevcut deneylerde kullanilan bira mayasi numuneleri, ortalama olarak, % 20 oraninda

kuru maddeye sahiptir.
Asit ile hidroliz
Fosforik asit

HsPO4 ile tUm bira mayasi-¢ézeltisine yonelik ana asit hidrolizi, Progut tipi Gran tretim
prosesinde kullanilan hidrolize benzerdir: pH, H3PO4 (konsantre, % 87) ile 2.4'e
ayarlanmakta ve dort saat boyunca 80 °C'de inkibe edilmektedir. Bu asit hidrolizi

bundan sonra metinde "asit hidrolizi prosesi” olarak anilacaktir.

Daha ylksek H3sPQO4 konsantrasyonlarina sahip asit hidrolizi, ya 80 °C'de ya da 100
°C'de dort saat boyunca, 0.3 M, 0.5 M, 1 M ve 2 M H3POu ile gergeklestiriimistir.
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Hidroklorik asit

HCI ile asit hidrolizi, dért saat boyunca 80 °C'de 0.3 M, 0.5 M, 1M ve 2 M HClI ile
gerceklestiriimistir.

Siilfiirik asit

H2S04 ile asit hidrolizi, 4 saat boyunca 80 °C'de 0.3 M, 0.5 M, 1 M ve 2 M H2804 ile
gerceklegtiriimigtir.

Cozundrlak deneyi

% 0.271k su ¢dzeltisi ya Progut tipi Urin numunelerinden ya da bira mayasi-
gOzeltisinden (6rne@in 100 mg kuru agirlik materyali igeren reaksiyon kangiminin 500
pl'si, H20 ile 50 ml'ye kadar seyreltilmis) hazirlanmistir. Bu, hafifce karistirilarak 2-5
saat boyunca oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Ink{ibasyon s(iresinin ¢éziinirlik igin
uygun olmadigi gosterilmigtir. Karigim santrifiije edilmistir (20 dakika boyunca 4000
rpm) ve liyofilizasyondan sonra ¢Okeltinin agirfhigr dlguimustar.

Enzimatik muameleler
Pronaz

5 ml bira mayasi-¢ozeltisi / % 20 Progut tipi drun ¢ozeltisi, 5 mM CacClz igcin 20 mg
pronaz (Streptomyces griseus, 48 U / mg, Sigma), bes saat boyunca 37 °C'de
inkdbasyon. Asit hidroliz prosesi, ya enzimatik muameleden 6nce ya da sonra

gerceklestiriimistir. Pronazin etkisi, ¢ézUnlrlik deneyi ile analiz edilmistir.
Savinaz

5 ml bira mayasi-¢ozeltisi / % 20 Progut tipi urin ¢ozeltisi, NaOH ile 10'a ayarlanmig
pH, 4 ya da 20 pl savinaz (Bacillus sp’den proteaz, 16 mU / ul, Sigma), bes saat
boyunca 37 °C'de inkubasyon. Asit hidroliz prosesi, ya enzimatik muameleden énce

ya da sonra gerceklestiriimisgtir. Savinazin etkisi, ¢ozunurlik deneyi ile gosterilmistir.
Glucanex

Glucanex'in (Trichoderma harzianum'dan gelen parcalayici enzimler, 1.18 U / g,
Sigma), bira mayasi-¢ozeltisinin ¢ozunirligine etkisi, glukanex miktarini ya da
reaksiyondaki sicakhigin dedistiriimesi ile ¢calisiimigtir. 5 ml bira mayasi-¢ozeltisi icin 5-

100 mg glucanex ilave edilmis ve bes saat boyunca 30, 37 ya da 50 °C'de inkube
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edilmigtir. Asit hidroliz prosesi, enzimatik muameleden sonra gergeklestirilmigtir.
Glukanex'in etkisi ¢ozunrllk deneyi ile gosterilmigtir.

Pektinaz

20 mg pektinaz (Aspergillus niger, 1 U/ mg, Calbiochem) 5 ml bira mayasi-¢ozeltisi ya
da % 20 Progut tipi Urlin ¢ozeltisi icin ilave edilmis ve bes saat boyunca 37 °C'de inklibe
edilmigtir. Asit hidroliz prosesi, ya enzimatik muameleden once ya da sonra

gerceklestirilmistir. Pektinazin etkisi, ¢cozunurlik deneyi ile gosterilmistir.
Endoglukanaz

5 ml bira mayasi-gozeltisi icin 200 pg endoglukanaz (7. reese/den, VTT'den
endoglukanaz 1), bes saat boyunca 37 °C ya da 50 °C'de inkiibasyon. Bu reaksiyon,
ya sadece glucanex ya da hem glucanex hem de savinaz ile birlikte gerceklestiriimigtir
(asagiya bakiniz).

Kombine edilmis enzimatik muameleler

Glucanex ve savinazin kombine etkisi: Tarif edildigi gibi glucanex ile ilk reaksiyon ve

daha sonra tarif edildigi gibi pH 10'da savinaz. Asit hidroliz prosesi, enzimatik
muamelelerden sonra gerceklestiriimis, daha sonra enzimlerin etkisi, ¢ozunurlik

deneyi ile gosterilmigtir.

Glucanex ve endoglukanazin kombine etkisi: Glucanex ve endoglukanaz ile eszamanl

reaksiyonlar, 37 ya da 50 °C'de, tarif edildigi gibi. Asit hidroliz prosesi, enzimatik
muamelelerden sonra gercgeklestiriimis, daha sonra enzimlerin etkisi, ¢ozunurllk

deneyi ile gosterilmistir.

Glucanex, endoglukanaz, ve savinazin kombine etkisi: Tarif edildigi gibi 37 ya da 50

°C'de, glucanex ve endoglukanaz ile ilk reaksiyon, ve daha sonra tarif edildigi gibi pH
10'daki savinaz. Asit hidroliz prosesi, enzimatik muamelelerden sonra

gerceklestiriimis, daha sonra enzimlerin etkisi, ¢dézunrlik deneyi ile gosterilmistir.
Sonuglar

Her deney serisi, orijinal Progut tipi Orinin Oretim prosesini taklit eden bir kontrol
reaksiyonunu icermigtir, diger bir deyisle bira mayasi-¢dzeltisi, Materyal ve Metotlar

bolimunde tarif edildigi gibi asit hidroliz prosesi ile muamele edilmistir.
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Enzimatik ve/ veya asit hidroliz deneylerinden sonra bilesenlerin ¢ozunurlugundeki
artis ters bigimde olgllmustur: Cézunen bilesenlerin kuru agirhiginin élgtlmesi oldukea

imkansiz oldugundan, ¢cozunmeyen bilesenlerin azalmasi yerine dlgulmastur.
Pronazin etkisi

Progut tipi trin numuneleri, Materyal ve Metotlarda tarif edildi§i gibi pronaz ile
muamele edilmistir. PG1, bakteriyel adezyon inhibisyon testlerine gore, hayvan besini
olarak etkilidir ve PG2'den daha iyi ¢ozinurlide sahip gibi gérinmektedir. Her iKi
Progut tipi Grin numunelerinin ¢ozunGrligu, ¢oéziunmeyen materyalin miktarlarinin
sunuldugu $ekil 9'da goruldiagu gibi, pronaz muamelesi ile 6nemli diglide artmaktadir

(bu numunelerdeki orijinal kuru agirlik materyali 100 mg olmustur).

Bir sonraki deney serisinde PG1 ve PG2 ile pronaz sindirimleri tekrarlanmis ve Sekil

10'da gdsterildidi gibi, sonuglar oldukga benzerdir.

Bu deney serisinde ayrica, bira mayas! ile pronaz sindiriminde pHIn etkisi
incelenmistir. Sindirimler pH 5'te (dokunulmamis bira mayasi ¢ozeltisinin pH'1) ve pH
8'de gergeklestiriimis ve ardindan asit hidrolizi yapilmistir. inkiibasyon sirasinda
pH'daki degdisim, c¢ozunurlikte anlaml bir farkhliga neden olmamistir (veriler

gosterilmemistir).

Ya asit hidrolizinden énce ya da sonra inkiibe edilen pronaz etkinligi de ¢alisiimistir.
Sekil 10'daki sonuglar, pronazin asit hidrolizinden sonra 6éncekisinden daha etkili
oldugunu, muhtemelen asit hidrolizinden sonra proteinlerin denatire edildigini ve

proteaz i¢in daha erisilebilir oldugunu dolayli olarak gostermektedir.

Bu nedenle, pronaz, asit hidrolizinden ©6nce kullanilsa dahi Progut tipi urlndn
¢ozunurlugunu artiracaktir. Progut tipi Urun uretim prosesi dikkate alindiginda, bu
yararlidir, ¢cunku asit hidrolizi pronazi yok edecekti ve Urunun kendisi, hayvan besini

olarak kullanildiginda kalan enzimatik etkinlige sahip olmayacakti.

Progut tipi Urlinun ya da bira mayasinin ¢ozunirlik sonuglarinin kargilastirimasi (Sekil
10}, orijinal, endUstriyel Progut tipi Urin Gretim prosesinin (1) daha fazla ¢ozinebilir
drinin Uretilmesinde daha etkili oldugu ve (2) bu drinin pronazin etkisine karsi
bozulmamis bira mayas! igin laboratuar olgekli asit hidroliz isleminden daha

savunmasiz oldugu gorilmektedir.

Savinazin etkisi
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Progut tipi bir urin ile bagska bir proteazin reaktivitesini incelemek i¢in, endustriyel
uretimde temel bir proteaz olan savinaz (Bacillus sp.'den Proteaz) secilmistir. Progut
tipi urun ile test edildiginde, savinaz ¢ozunmeyen materyalin miktarini neredeyse
yariya dusurmustur (Sekil 11). Bununla birlikte, pronazin etkinligi (Sekil 10) daha iyi
gorinmektedir: Pronaz, ¢ozinmeyen materyalin miktarim % 22'ye (PG1) kadar
azaltirken, savinaz ile muamele edilen PG1'de % 53 craninda kalmistir. Pronazin
hareketinin aksine, cozinmeyen materyalin miktari, savinazin asit hidroliz prosesinden
dnce ya da sonra (karsilastiriniz Sekil 10 ve 11, bira mayasi ile deneyler) kullanihp

kullaniimamasindan bagimsizdir.

Savinaz bir endistriyel enzim oldugundan, makul maliyetlerde kullanilabilir. Bununla
birlikte, savinaz kullanimi, pronazin kullanimi kadar pratik degildir: Savinaz, temel bir
proteaz oldugundan, etkili bir reaksiyon elde etmek icin pH'In 10'a ayarlanmasi
gerekmektedir. Bu, nétralizasyondan sonra (savinazin asit hidroliz prosesinden dnce
ya da sonra gerceklestirilip gergeklestiriimedigine bakilmaksizin) Grunin sodyum
fosfat konsantrasyonunun onemli oldugu anlamina gelmektedir.

Pektinazin etkisi

Pektinler blylk, heterojen ve negatif yukIi hicre duvari polisakkaritlerdir. Endustriyel
pektinaz, pektini pargalayan bir enzimdir ve buna ek olarak, diger birka¢ enzimatik
etkinligi de icermektedir. Bu nedenle pektinaz muamelesinin Progut tipi drin
¢cOzeltisinde etkili olabilecedi disunulmustir. Aslinda, pektinazin, daha fazla suda
¢dzunebilir Progut tipi Urtn Uretiminde pronaz kadar etkili olmadidi, ancak savinazdan
daha etkili oldugu gosterilmistir (Sekil 10, 11 ve 12). Ornek olarak, PG1'de
¢ozunmeyen materyalin kuru agirhdi, % 22've kadar pronaz ile ve % 34'e kadar
pektinaz ile azalmigtir ve sirasiyla 8.5 ya da 15 mg'lik ¢cozunmeyen materyal kalmistir.
Proteazlar pronaz ve savinazin aksine, pektinaz muamelesi, sadece asit hidroliz

prosesinden sonra bira mayasi ¢ozeltisi ile etkilidir (Sekil 12).
Glucanex etkisi

B-glukanlarin Progut tipi Grlndn ¢dzindrlidline olan etkisini analiz etmek igin, B-
glukanaz muameleleri gergeklestiriimistir. Glucanex (Trichoderma harzianum'dan
gelen pargalayici enzimler) segilmigtir gunkil uygun maliyetli maya hicre duvari
glukani hidrolize edici enzim olarak biliniyordu. Glucanex'in ayrica sellllaz, proteaz ve

kitinaz aktiviteleri icerdigi bilinmektedir. ilk olarak, cesitli miktarlarda glucanexin etkisi
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30 °C'de ¢aligilmistir. Az miktarlarda glucanex'in bira mayasinin ¢éztnurligunua énemli
Ol¢lide arttirmadigi agikga gosterilmistir. Bununla birlikte, 100 mg / 5 ml'lik bira ¢ozeltisi
ile, cdzunmeyen materyal miktar $ekil 13'te gosterildigi gibi % 46'ya kadar azalmistir.
ikinci reaksiyon serisinde, sicakligin etkisi incelenmistir ve bir ay boyunca + 4 °C'de
olan, biraz daha swvi hale getirilen bira mayasi ile gergeklestirilmistir. inkiibasyon
sicakhgint 7 °C'ye (30 ° C ila 37 °C arasinda) yukseltmek, ¢ozinurluglu acikca
arttirmistir (¢6zUnmeyen materyal % 64 ila % 54 arasinda). Buna karsilik, sicaklik 50
°C'ye yikseltildiginde, ¢ozinmeyen materyal miktar sadece % 26 azalmig, bu da
enzimin boyle yuksek sicakliklan tolere etmedigini dolayli olarak gostermistir. 37 ° C'de
glucanex, pronaz ve pektinaz olarak ¢éziinmeyen materyal miktarinda yaklasik olarak

ayni indirgemeyi Uretmektedir (kargilastininiz $ekil 10, 12 ve 13).
Kombine enzim muamelelerinin etkisi

Protein ve polisakkarit degrede edici enzimler, Progut tipi Urin ya da bira mayasi
¢Ozeltilerinde ¢ozUunmeyen materyalin - miktarinin  yukanda gosterildigi  gibi
azaltilmasinda oldukga etkili olmustur. Bununla birlikte, bu enzim tiplerinden higbiri tek
basina suda ¢ozunebilir arun dretememistir. Daha sonra, proteazlann reaktivite olup
olmadigi incelenmigtir ve 6rn. glukanazlar kombine edicidir, yani bu enzimlerin

kombine etkisi ile uretilebilen ¢ozinebilir bir Grinddr.
Glucanex ve savinaz

Glucanex ve savinaz her ikisi de uygun maliyetli endistriyel enzimlerdir ve bu nedenle
kombine reaktivite agisindan test edilmek Uzere secilmigtir. Tek bagina glucanex (Sekil
13) ya da tek basina savinaz ($ekil 11) etkisi onlarin kombine etkisi ile karsilastirirken,
birlikte daha etkili bir sekilde calistiklan agikga gorulmektedir (Sekil 14). Cozunmeyen
materyal, tek basina glucanex (20 mg, 37 °C) muamelesi ile % 47 oraninda ve tek
basina tek basina savinaz (4 ul, 37 ° C) muamelesi ile % 32 oraninda azaltilmig,
kombine reaksiyon sirasinda azalma ise % 77 olmustur (yani sadece orijinal kuru
agirhk materyalin 12 mg’t ¢ézunmeden kalmistir). Bununla birlikte, yapilan en iyi
reaksiyonda bile (30 °C'de 100 mg glucanex ve 37 °C'de 4 pl savinaz), baslangigta
bira mayasi ¢ozeltisi iginde kalan 100 mg kuru agirlik materyalinden hala 8.5 mg vardir.
Savinazin, pronaz ya da pektinazdan daha az etkili oldugu ve glucanex'in pronaz ve
pektinaz kadar yaklasik olarak esit derecede etkili oldugu gosterilmistir (yukariya

bakiniz). Glucanex ve savinazin bira mayasi ¢ozeltisi ile kombine etkisi, pronaz ve
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pektinazdan ¢ok daha iyi sonuclar vermektedir ve aslinda Progut tipi urun ile pronaz
ve pektinazin etkinligine benzerlik gdstermektedir.

Glucanex ve/ veya savinaz ile kombine endoglukanaz

Polisakkarit degradasyonunu iyilestirmek icin, glucanex ve savinaz ile kombinasyon
halindeki endoglukanaz (T. reesei/den endoglukanaz |) etkinlidi incelenmistir. Tek
basina glucanex (Sekil 13) ve endoglukanaz muamelesinin (Sekil 15) ve glucanex
deneylerinin hichir ilave etki gdstermez; kontrol ile karsilastirildiginda ¢dézunmeyen
materyalin miktarlar sirasiyla % 54 ve% 53'dlr. Benzer sekilde, glucanex ve savinaz
ile, bu deneylerde endoglukanaz, ¢ézunurlugu geligtirmez (% 22 EG ile ve kontrole

karsi ¢cozunmeyen materyalin % 23'U olmadan).
Asitlerin etkisi

HsPQO4'Un diger asitlere kiyasla ¢dzUnurlestirici etkisi arasindaki farki belilemek igin,
iki gugld asit, HC1 ve H2S04 asit hidroliz deneyleri igin segilmistir. Daha yuksek asit

konsantrasyonlarinin bira mayasi ¢ozeltisinin ¢ozunarllgune etkisi de incelenmistir.
H3POs - savinaz ile ya da onsuz artan konsantrasyonun etkisi

Sekil 16, bira mayas ¢ozeltisi ile iki deney setinin sonuglarini gostermektedir. Acgikea,
daha yuksek HsPOs konsantrasyonlan (0.3 M, 0.5 M ve 1 M, 100 C'de) urdnun
¢OzUunUrlGglnu arttirmaktadir (Sekil 16, ilk Gg¢ kolon cifti). 80 °C'de asit hidrolizi ile
kombine edilen bira mayasi ¢ozeltisi ile Savinaz muamelesi, daha ylksek HsPO4 (0.3
M, 0.5 M, 1 M ve 2M) konsantrasyonlarinda, 100 °C'de asit hidrolizi gibi olduk¢a benzer

bir ¢ozunurluge yol agmaktadir.
HCI

Degisken HCI konsantrasyonlari ile bira mayasi ¢ozeltisinin asit hidrolizi (Sekil 17),

HsPOy4 ile hidrolizde oldugu gibi oldukga benzer bir etkinlik gostermektedir.
H2504

HsPO4 (Sekil 16) ile hidrolize kiyasla, H2SOs konsantrasyonlarinin artmasi ile bira
mayasi ¢ozellisinin asit hidrolizi (Sekil 18), asitlerin olduk¢a benzer ¢oziunirlikler
verdigini gdstermektedir. ilging bir sekilde, asit hidroliz Griiniiniin ¢dzinarliga, 1 M ile
karsilastinldiginda 2 M asit ile azalmaktadir. 2 M H2S0s4, bira mayasi ¢ozeltisinden

bilesenleri ¢oktirebilir, ¢linki boyle gligli bir asittir.
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Homojenizasyonun etkisi

Bira mayasi ¢ozeltisinin mekanik muamelesinin asit hidrolizinin etkisini artirabilecegini
analiz etmek icin, bir bira mayasi numunesi, bir endustriyel homojenizator ile
homojenlestiriimistir. Homojenlestiriimis ve normal bira mayasi 1 M asit hidroliz
sonuglari ile karsilastinldiginda ¢dzinurlikte % 10'luk bir artis vardir (Sekil 19, bira
mayasi ¢ézunmeyen materyal % 75 kaldi ve hidroliz prosesi ile kargilastinidiginda
homojenlestiriimis bira mayasi % 65 kaldi). Aksine, $Sekil 20'de gosterildidi gibi
homojenizasyon, glukanex, savinaz ve pektinaz enzimlerinin degrede edici etkinligine

sadece kuguk bir etkisi vardir.
PG, PG WS ve PG WS E+ 'nin Karsilagtirmasi

Burada sunulan bu ¢ézunidrlik sonuglarina gbre, bakteriyel adezyon inhibisyon

deneyleri i¢cin bes numune hazirlanmisgtir. Bu numuneler:
1. Glucanex muamelesi ve asit hidroliz prosesi ile bira mayasi ¢ozeltisi,

2. Glucanex muamelesi ve asit hidroliz prosesi ile homojenlestiriimis bira mayasi

gozeltisi,

3. Bira mayasi ¢ozeltisine 1 M HaPO4 asit hidrolizi,

4. Homojenlestirilmis bira mayasi ¢ézeltisine 1 M H3PO4 asit hidrolizi, ve
5. Pektinaz ile muamele edilen PG1.

Bunlarin hepsi, bakteriyel adezyon analizlerinde (eski Progut tipi (rlin test prosesinde
oldugu gibi benzer sekilde gergeklestiriimistir} iyi sonuglar vermistir, glucanex ile
muamele edilen numune en etkili olanidir. Bununla birlikte, 1 M H3PO4 asit hidroliz-
ariinu neredeyse etkili oldugu i¢in saha deneyleri igin Uretilmek Uzere segilmistir.

Bu suda ¢ozunebilir Progut tipi uran (PG WS) ve emulgatér (PG WS + E) ile suda
¢dzunebilir Progut tipi urin, endustriyel surec¢te uretilmistir ve bunlardan alinan
numuneler, ¢dézUnUrlUkleri icin incelenmistir. Sekil 21, PG1 ve 2 ile karsilastinldiginda,
emulgatorll ve emdulgatorsuz suda ¢ozunebilir Progut tipi drinan ¢oézunurlUklerini
gOstermektedir. Coziunmeyen materyal miktari, PG1 ve PG WS ile karsilastinidiginda
% 40 azalmistir. Diger bir taraftan, emdilgatérin PG WS'nin ¢6zinUrlGgu ile

karsilastinldiginda ¢ozunurlugu arttirmadigr gorulmektedir.
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Ek olarak, asiri hidrolize Progut tipi Grunun bir numunesi analizi i¢in getirilmigtir. Bu 15
saatlik hidrolize Progut tipi urunun ¢dézUnurluk deneyini, PG1 ile karsilastirildi§inda
neredeyse esit miktarda ¢ozunmeyen materyalin kaldigini gdstermistir. Daha fazla

analiz, érnegin, asin degradasyon olup olmadigini dikkate alabilmek igin yapilmahdir.
Sonuglar

Proses Uretiminde bira mayasi ¢ézeltisinin 1 M HszPO4 hidrolizi, igme suyunun bir
bileseni olarak hayvanlara verilebilen bir Grin Gretmektedir. Bu, suda ¢oznebilir
Progut tipi Grinde (% 26) birakilan ¢ézunmeyen materyalin miktarinin, hayvanlara
verilme prosesi sirasinda sivi iginde kalacak kadar kuglUk oldugu anlamina
gelmektedir. PG-WS'yi Ureten bu prosedir, mevcut Progut tipi uriinintin ¢ézinmeyen
materyalin % 42'sinden PG-WS'nin % 26'sina kadar, ¢ozunarluga énemli bigimde
arttirmigtir.

Ya Progut tipi urin ya da bira mayasi ¢ézeltisinin asit hidroliz prosesi ile kombine
enzimatik muameleler, yukarida belirtilen tek basina 1 M HzPO4 hidrolizinden daha
fazla ¢dzinebilir Gran Gretmistir. En iyi ihtimalle, ¢ézinmeyen materyalin miktari,
pronaz ya da glucanex ve savinazin kombine etkisi ile muamele edildiginde % 10'a

azaltilmistir.
ORNEK 3
Progut tipi triiniin, yeni ¢ézilebilir rinun ve suda rakiplerinin ¢oziilebilirligi

Hidroliz prosesi, Progut tip Cozinebilir Griin olarak adlandirilan, Progut tipi ¢dznebilir
arin uretmek igin daha da gelistirilmistir, bu da besleme sorunlari olmadan otomatik
besleyicilerdeki sivi karngimlan olarak hayvan beslenmesinde kullanilabilmektedir.
Progut tipi Urunun ¢ozunarlugu yaklasik % 50 (n = 9) iken Progut tipi Cozunebilir Grun
% 70'in uzerinde bir ¢ozunurluge sahiptir. Rakip urunlerin hepsinde ¢ozunurluklerin %

40'tan az oldugu gorulmektedir (Sekil 23).
Progut tipi Cozinebilir Giriiniin ozellikleri

Hayvanlarin saghgir ve refahi ile ilgili olarak, Progut tipi Grun ve diger maya
dranlerindeki biyolojik olarak uygun materyallerin, ¢ozinebilir poli- ve oligosakkaritler
oldugu dusunilmektedir. Burada, % 1 ya da daha fazla seyreltiimis ¢ozeltilerde, tim
oligosakkaritler, ¢ozlnebilirdir. Coziinmeyen kisim, hicre duvari bilesenlerinden, yani

esas olarak ¢bzlinmeyen polisakkaritler ve proteinlerden olusmaktadir. Jel- gegirgenlik
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kromatografisinde (GPC), ¢ozunebilir poli-ve oligosakkaritlerin yani sira peptitler (bu
raporda "orta buylklukte materyal” olarak anilacaktir) 6-14 ml'de elue edilmekte ve

bunlarin nispi miktarlan 214 nm'de olguimektedir.

Progut tipi Cozunebilir Grinunun modifiye hidroliz prosesi, orta buyuklUkteki
materyalde neredeyse 2 kat artisa neden olur ve daha fazla islenmis yeni Progut tipi
Cozunebilir Griinde tespit edilen miktar neredeyse U¢ kat daha yliksektir (Sekil 25 ve
26). Bulus ayrica, Suda Coézunebilir Progut tipi Grin olarak adlandirilan izole edilmis,

pratik bir sekilde tamamen ¢oziunebilir urinU ortaya ¢ikarmistir.

Poli- ve oligosakkaritlerin ve peptitlerin miktari, GU¢ rakip Grunde 6nemli olglide daha
didsuktar (Sekil 27 ve 28).

Coziinebilir materyalin bakteriyel adezyon analizi ile korelasyonu

Progut tipi Grtniin biyolojik etkinligi, orta blydklikteki materyal miktari ile orantilidir.
Sekil 29, daha ylUksek miktarlarda poli- ve oligosakkaritlerin ve peptitlerin, bakteriyel
adezyonda daha yuksek bir aktiviteye yol actigimi gostermektedir. Ayrica, dlsuk
miktarlarda orta buyUklukte materyal tasiyan rakip Urlnlerin, ¢cok daha dusuk E. coli
bakteriyel adezyon gosterdikleri de aciktir (Sekil 30).

Monosakkarit analizi - mannoz iceriginin karsilagtirnnimasi

Maya Urlnlerinde mannoz ve mannooligosakkaritlerin biyoaktif bilesenler olduguna
inaniimaktadir. Cozlnebilir poli- ve oligosakkarit fraksiyonunun mannoz igerigi
dlculmastur ve Sekil 31'de gdsterildigi gibi, Progut tipi Grln Grinleri, rakip Grlnlere

kiyasla agik¢a daha fazla ¢ozunebilir mannooligosakkaritlere sahiptir.

Mannoz iceridi ayrica E. coli bakteriyel adezyon etkinlidi ile karsilastinimistir. Mannoz
miktar ile bakteriyel adezyon etkinligi arasindaki korelasyonun basit olmadigi
bulunmustur (Sekil 32). Bu nedenle, tim mannoz poli- ve oligosakkaritlerin benzer
bakteriyel adezyon etkinligi gostermedidi, ancak bazi yapilarin daha yiiksek
biyoaktivite gosterdigi varsayilmaktadir.

Cozinebilir bilegsenlerin NMR analizi

"H NMR analizi, Progut tipi Urlin ve diger maya trinlerinde mannooligosakkaritlerin
yapisal ozelliklerini ortaya koyabilmektedir. Sekil 33, Progut tipi Grin numunesinin
NMR analizini gdstermektedir. Tipik bir maya mannan sakkaritinin yapisal 6zellikleri ve

bunlarin karakteristik NMR pikleri, ekte gosterilmektedir.



10

15

20

25

43

Progut tipi urun ve U¢ rakip urtnun NMR spektrumlarini kargilastirarak (Sekil 34),
terminal Mana1-3 birimlerinin nispi miktarinin (Sekil 33 ve 34'teki mavi isaretler) Progut
tipi urinde agikga daha yuksek oldugu sonucuna varilabilir. Bazi E.coli suglarinin
(bagirsak saghgina zararli)) memelilerde Mana1-3 yapilarina tercih edilen sekliyle
baglandigi gosterilmistir. Terminal Mana1-3 birimleri ile oligosakkaritlerin artisi, Progut

tipi 4run hidroliz prosesi adiminin bir sonucudur.
1H NMR analizinin detaylari
NMR numuneleri, sakkarit kompozisyonlarina gore iki kategoriye ayriimigtir.

Dusuk molekuler agirlikl Mannopolisakkarit/ mannoz oligosakkarit iceren numuneler.
Sakkarit sinyallerinin gizgi sekilleri / geniglikleri sakkaritlerin oldukga biyik oldugunu
gOstermektedir. Yapitasi mannoz birimlerinin anomerik 1H sinyalleri, daha ylksek
mannan oligosakkaritleri igin yayinlanan verilere dayanarak belirlenmistir. Asagdidaki
manno-oligosakkarit fragmentleri tespit edilmistir. BuylUk harflere karsilik gelen
mannoz birimi  kalindir. Her numunede farkl mannoz kalintilarinin  nispi
konsantrasyonu Tablo 1'de verilmistir. Entegrasyon pik yukseklikleri kullanilarak
gerceklestiriimistir ve A icin sinyal degeri 1 olarak verilmistir. Entegrasyona gore, bir a-
D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2) terminalinin ve diger yaygin mannoz epitoplarinin
konsantrasyonu, PG numunelerinde, rakiplerinden alinan numuneler ile
karsilagtinldiginda daha yiksektir, ayrica a-D-Manp-(1-3}-a-D-Manp-(1-2) epitopu
B'nin, internal a-D-Manp-(1-2) epitopu A'va olan nispi orani daha ylUksektir. Bu
numunelerin  hepsinde ayni zamanda Tablo 3'te belirtildigi gibi nigasta (+)
bulunmaktadir. Anahtar mannoz sinyalinin entegrasyonu, nisasta igeriginin PG tipi

numunelerde daha kuguk oldugunu gostermektedir.

Mannoz NMR sinyalleri A-E’ye karsilik gelen spesifik monosakkarit yapilarinin listesi.
A) -a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-

B) a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-

C)

-a-D-Manp-(1-6)-a-D-Manp-( | -6)-¢.-D-Manp-

|
a-D-Manp-(1-2)+
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D) -a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-6)-a-D-Manp-

E) -a-D-Manp-(1-6)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-

ve

-a-D-Manp-(1-6)-0-D-Manp-(1-6)-a-D-Manp-
o-D-Manp-( l-2)|+

ve

a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-

Tablo 3. Mannooligosakkarit fragmentlerinin "H- NMR sinyalleri ve farkli mannoz
kalintilaninin nispi konsantrasyonlari. Numune adindaki 'bldyuk’, 6-12 mi'de elle

edilerek, jel gecirgenlik kromatografisinden buyuik boyutlu bilesenleri gdstermektedir.

NMR numunesi Nisast | Manno-oligosakkarit fragmentleri
a

A B C D E

5.302 5.144 5118 5.096 5.048 ppm

ppm ppm ppmM ppm
PG1 blyluk + 1 1.5 0.9 0.8 1.3
PG2 blyuk + 1 1.4 0.8 0.7 1.3
PG4 blyuk + 1 1.3 1 0.8 1.3
PG 15 saat blylk | + 1 1.5 1 1 1.5
PG S bayuk + 1 1.3 1 1 1.4
PG WS buyuk + 1 1.4 1.1 1.1 1.6
PG S +E buyik + 1 1.4 0.8 0.8 1.4
PG10 buytk + 1 1.4 1 1 1.5
PG11 buyik + 1 1.3 0.9 0.8 1.3
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PG12 biiylk + 1 1.4 0.9 0.8 1.4
PG13 blylk + 1 1.6 0.8 0.8 1.5
PG14 blyuk + 1 1.7 0.9 0.9 1.5
Agrimos buyuk + 1 >1% 1.3 1.4 2.1
Ascogen blylk + 1 1.1 1 1 1.2
Alphamune buyik | + 1 1.1 0.8 0.8 1.1
Bio-Mos buylk + 1 0.9 0.9 0.8 1

* arka plana gdre belilemesi zor ama agikga 5.302'den daha kigik

Nisasta oligosakkarit iceren numuneler

Asagidaki numuneler, sadece tanimlanabilir sakkarit bileseni olarak nisasta
oligosakkaritleri icermektedir: PG1 ara Grunt (12-16 ml'de GPC'den elte edilir), PG2
ara Urlind, PG3 ara arani, PG4 ara Grin(, PG6 ara Urlind, PGY ara urtni, PG8 ara
arina, PG9 ara trana, PG 15saat ara drunu PG10 ara aruna, PG11 ara uriunu, PG12
ara urtinu, PG13 ara urtnt, PG14 ara Griinl, Ag ara urinu, As ara drind, Al ara trtiint

ve BM ara Uriing.

Belirleme, sirasiyla, [0-(1-4)Glcp]n —zincirinin anomerik H1'lerine, a-(1-6)-Glcp
dallanma noktasina ve indirgeyici ucun a-D-Glcp ve B-D-Glep'ye karsilik gelen, 5.409
ppm, 4.972 ppm, 5.231 ppm ve 4.645 ppm’'de sinyallerin varliina dayanmaktadir.

Ayrica, nisasta oligosakkarit ana bilesenine ek olarak muhtemelen mannooligosakkarit
fragmentlerini iceren birka¢ orek bulunmaktadir. Bu molekillerin tanimlanmasi daha

fazla arastirma gerektirmektedir.

NMR spektrumlarinda PG1 ara Griind PG S ara urtint PG S+E ara drini ve PG WS
ara urtini numunelerinin sinyallerine karsilik gelen a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2)-a-
D-Manp- ve  a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-Manp-terminal  fragmentleri

bulunmaktadir.
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Dustlik nisasta miktariar

Tablo 4, NMR ile blylk sakkarit fraksiyonundaki nisastanin miktarini igermektedir.
Tercih edilen bir uygulamada bulus, sakkarit fraksiyonlarina (6-12 dakika ve istege
bagh olarak ayrica oligosakkaritler) ve bulugsa gore olan materyale yoneliktir, burada
nisasta Glcad epitoplarinin miktari Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2 'den 3,5 kat daha az,
daha da tercih edilen sekliyle 3 kattan daha azdir. Bulus ayrica, dusuk molekul agirlikh
nisasta zincirlerini gosteren mevcut numunelerde nisasta uc¢ sinyallerini azaltarak
varligini ortaya ¢cikarmistir. Buna ek olarak bulusa gore tercih edilen nigsasta, mitevazi
miktarlarda Glca6-dal yapilar igermektedir. Bulus, tercih edilen mannoz sakkaritlerin
yuksek miktarlari baglaminda disik miktarlarda nisastaya yonlendirilir. Nisasta
fragmentlerinin amilaz tipi enzimler tarafindan degrede edilebilecedi anlasiimaktadir.
Tercih edilen bir diizenlemede, kalinti nisasta materyali, daha saf mannoz/ glikoz
sakkaritleri elde etmek icin amilaz gibi nisasta degrede edici enzimler tarafindan
degrede edilmektedir. Ara uriin Superdex peptit jel filtrasyon fraksiyonunun analizi,
yveni ¢Ozunebilir fraksiyonlarda (PG Suda c¢ozUnur ve CoOzunebilir) nisasta
oligosakkaritlerinin miktarinin 6zellikle disuk oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Yeni coziinebilir preparasyoniarda daha yiksek miktarlarda mannoz oligosakkaritlerin

varigi

Mannoz oligosakkaritlerinin sinyalleri, ¢dzinebilir (Cézunebilir ve Suda Cdzlnebilir)
sakkarit preparasyonlarinda daha belirgindi. a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp-(1-2)-a-D-
Manp-sinyalini, ¢dzunebilir preparasyonlar arasindaki nigasta oligosakkarit sinyali ile
karsilastirirken, bu sinyaller, nisasta GlcB4 sinyalinin en az yaklagik % 20'si, bazi
preparasyonlarda nisasta sinyalinin yaklasik % 30-60"1 ve yaklasik olarak ayni
miktarda toplam belirlenebilir oligosakkarit idi. Eski proses preparasyonlarinda sadece
¢ok kiuglk a-D-Manp-(1-3)-a-D-Manp sinyalleri gdzlemlenmis ve bunlar sadece birkag
% , tipik olarak nigasta sinyalinin yaklasik % 5'inden daha az olmustur. 12-16 dakika
arasinda elie edilerek daha blyuk oligosakkaritler igeren ara fraksiyon,
oligosakkaritlerin cogunu en kiglk olanlar (disakkaritler ve muhtemelen kisim ya da
trisakkaritler) haric  icermektedir, ancak monosakkaritleri icermemektedir.
Numunelerde daha kig¢lik mannoz oligosakkaritlerinin bulunmasinin mimkin olmadigi
anlasiimistir. Ara fraksiyon miktan (superdex peptid 12-16), toplam sakkaritlerin
yaklasik % 20-50'si oldugu tahmin edilen jel filtrasyon profilleri ile gosterilen toplam

sakkarit tipi materyalin énemli bir parcasidir. Bu nedenle, numuneler toplam
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sakkaritlerin en az yaklasik % 4 ila % 30, daha tercih edilen sekliyle en az yaklasik %
5-30, daha da tercih edilen sekliyle en az yaklasik % 10-30 mannoz oligosakkaritlerini
icermektedir. Sakkaritleri iceren toplam mannozun mannoz oligosakkaritlerinin miktari,
numunenin mannoz ve glukoz icerigine gore yaklasik % 10-60, daha tercih edilen
sekliyle % 20-60'd1r.

Preparasyonlardaki mannoz oligosakkaritleri, mannoz baglayici patojenlerini inhibe
eden yeni biyoaktif mannoz sakkaritin zenginlestigini gosteren, preparasyonlarda

majér mannoz sinyali olan terminal Mana3-epitopu ile oldukga zenginlestirilmistir

Veriler, 12-16 dakika arasinda elue edilerek duguk molekuler agirhiga sahip gergek
major mannoz oligosakkaritlerinin, dnceki progut metotlari ya da rakip metot dahil
olmak Uzere, ¢ozinebilir fakat diger metotlar Uretmek icin mevcut optimize metot ile

etkili bir sekilde Uretildidini ortaya kaymaktadir.

Rakip materyallerin  dnemli miktarlarda mannoz oligosakkarit icermedigi
anlagsiimaktadir, vyine de Dbunlardan bazilanr manno-oligosakkaritler olarak
tanitiimaktadir. Mannoz oligosakkaritlerinin mayadan etkin uretiminin, bir¢ok sirketin
¢abalarina ragmen kolay bir is olmadidi anlasilmaktadir.

Rakiplerin kalinti mannoz materyalleri, mevcut bulusa gére materyallerin daha dar ve
dizgin sinyalleri ile karsilastinldijinda ¢ok genis ve zayif NMR sinyallerinin de
gosterdigi gibi yiuksek molekller agirhkh zayif ¢ozinur materyaller olarak
gorinmektedir. Bulusg, tercih edilen sekliyle benzer pik geniglidi ve/ veya benzer pik
integralleri ve yukseklikleri ve benzer duguk miktarlarda nigasta sinyalleri ve / veya
karbonhidrat olmayan muhtemel materyal de dahil olmak (zere, yaklasik 4.7 ppm'de
safsizlik sinyali gibi diger safsizliklari iceren bulusa gore mannoz sinyalleri A-E ve
Glcbeta sinyalleri agisindan esas olarak benzer olan NMR spektrumunu ureten bulusa

gore yeni sakkarit materyaline yonelik tercih edilen bir uygulamadir.
NMR analizi igin referanslar:

Kath, F., and Kulicke, W-M (1999) Die Angewandte Makromoleculare Chemie 268, 69-
80 Shibata, N., Kojima, C., Satoh, Y., Satoh, R., Suzuki, A., Kobayashi, H., and Suzuki,
S. (1993) Eur. J. Biochem 217, 1-12 lkuta, K., Shibata, N., Blake J.S., Dahl M.V,
Nelson, R.D., Hisamichi, K., Kobayashi, H., Suzuki, S., and Okawa Y. (1997) Biochem
J. 323, 297-305
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Sonug olarak, Progut tipi riin, "H NMR ile gésterildidi gibi daha fazla terminal Mana1-
3 birimi icermektedir (Sekil 33 ve 34) ve mannooligosakkarit igeridi, ¢ozunebilir
materyalin rakip Urlunlerden daha fazla ¢ozunebilir materyalin monosakkarit analizi ile
gosterildigi (Sekil 31) gibi daha yuksektir. Bu sonuglara gore, Progut tipi urlnlerde aktif
mannooligosakkaritlerin miktarinin, rekabetc¢i Urinlere gore acikca daha yuksek

oldugu sonucuna varilabilir.

Alfa- ve beta-Glc iceren materyallerin belilenmesi

Tablo 4, Progut tipi numunelerde spesifik Glch materyallerinin varhgini géstermektedir.
En yuksek miktarda Glcb materyali, yaklagik 4.53 ppm'de NMR sinyali ile gosterilen
Cozillebilir Grinden bulunmustur. Bulus, 6zellikle yaklagik 4.53 ppm'de Glc NMR
sinyali miktari, yaklasik 5.14 ppm'de Mana3 sinyalinin en az yaklasik % 80'i (Tablo 4'te
0.8 kez), daha tercih edilen gekliyle Mana3 sinyalinin % 90" (Tabloda 0.9 kez)
oldugunda, yeni Cozunebilir Urlnlere yoneliktir. Bulus esit mol miktarlarinda terminal
Glep ve Mana3 materyallerine bile yonelikir.

Rakip materyallerin higbirinin Glcp sinyalini igermedigi dikkate dederdir. GlcB-sinyalinin
buylk miktarda GIc6- materyalini icerdigi dusunulmektedir, bu aynica 3.31 ppm'de
Glcp6-H2 sinyaline atfedilebilen sinyalin varligiyla desteklenmektedir. GIcp sinyali ayni
zamanda, tercih edilen sakkarit materyalinde, tahil glukandan elde edilmis sakkaritlerin
Glcp4 epitopunun kismi varhgini isaret ettigi distnulen tahil glukan sinyali ve sinyal

sekilleri igin bdlgeyle ¢cakismaktadir.

Tablo 4. Oligosakkarit fragmentlerinin 'H- NMR sinyalleri ve farkli monosakkarit
kalintilarinin nispi konsantrasyonlarl. Numune adindaki 'blydk', 6-12 ml'de elle

edilerek, jel gecirgenlik kromatografisinden buyuk boyutlu bilesenleri gostermektedir.

NMR Oligosakkarit fragmentleri
numunesi
Mana 1-3 | GlcB1-62 | GlcpB1-3° | Gleca 1-4 | Glea 1-6 | Glcp1-6
H1 H1 H1 H1 H1 HZ2
5.144 4,539 4.76 5.409 4972 3.3
PG1 biyik 1 0.7 + 1.7 0.3 evet
PG S b(ylik 1 0.9 + 3.0 0.6 evet
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PG10 biyiik 1 0.6 + 27 0.6 evet
PG11 biyuk 1 0.4 n.d. 1.7 0.6 evet
PG12 biyik 1 0.3 - 1.2 0.3 evet
PG13 blyik 1 0.3 n.d. 1.9 0.5 evet
PG14 blyik 1 0.4 - 1.0 - evet
Agrimos biyik | 1 - - 0.5 0.6 hayir
Ascogen 1 - - 3.6 1.5 hayir
blylik

Alphamune 1 - - 8.0 0.1 hayir
blylk

Bio-Mos biydk | 1 - - 4.0 - hayir

a Not: Glcp1-6 ve GlcbB1-4'Un H1 sinyalleri ayni dedere sahiptir.
b Glef31-6 glukanda Glef31-3 dalinin H1'i

¢ Bu sinyalin yodunlugu élglilmis, bunun yerine (evet) ya da dedil (hayir) olup olmadig
belirtiimektedir

4 Not. 4,53 ppm'de oldukga biiyik bir arka plan vardir; bu nedenle, yodunluklar biraz fazla tahmin

edilebilmektedir
+ kicik sinyal, acikga tespit edilebilen kuglk ¢apli, entegre edilemeyecek kadar kugiik
- tespit edilebilen sinyal yok

n.d. belifenemedi, H20 'dan kaynaklanan sinyal, bu sinyalin tespit etme olasiligini ¢akigtirir.

ORNEK 4. Hayvan deneyleri

Yeni sakkarit preparasyonu PG Suda Cozlnebilir, Progut'un (Suomen Rehu tarafindan
yayinlanmistir) test edilmesinde kullanilan standart metotlar kullanilarak besin ya da
icme suyunun % 0.3 ila % 3'0 miktarinda gida takviyesi olarak hayvanlari test etmek
icin beslenmektedir. Dlzenli Progut preparasyonlan ya da rakip Urlnlerden daha

yuksek kilo artiglar ve/ veya daha az diyare gozlenmektedir.
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