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OZET

Tuber aestivum ve Calvatia gigantea MANTARLARININ KIMYASAL
BILESIMLERININ Headspace GC/MSD, HPLC/DAD-RID ve UPLC-MS/MS
SISTEMLERI ile ANALIZI, ANTIOKSIDAN ve ANTIKOLINESTERAZ
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Ibrahim KIVRAK

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Mansur HARMANDAR
Mayis 2013, 283 sayfa

Medeniyetin ilk yillarindan beri, mantarlar, 6zellikle lezzetli olduklarindan ve
kendilerine has tat ve kokularindan dolay: tiiketilmislerdir. Mantarlarin bugiinkii
kullanimi, ge¢mistekinden olduk¢a farklidir. Ciinkii mantarlarin  kimyasal
kompozisyonu hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis ve mantarlarin diyet igerisinde,
hastaliklarla miicadele amacgli olarak kullanilabilecekleri ortaya ¢ikarilmistir. Cin ve
Japonya’da yiizyillardir kullanilan Ganoderma lucidum (Reishi) bagisiklik sistemine
yaptig1 katkilar ve yaslanmay1 geciktirici etkilerinden dolayr “6liimstiizliik mantar1”
adiyla anilmaktadir.

Mantarlar iyi bir vitamin, protein ve mineral kaynagidir. Mantarlarin yag oranlari
diisiik olmasma karsin polidoymamis yag asitlerinin orani yiiksektir. Bu besinsel
ozelliklere ilaveten mantarlar, O6zellikle kendilerine has ve lezzetli aromalari
nedeniyle vyiizyillardir c¢orbalarda ve soslarda gida aroma malzemesi olarak
kullanilmakta ve belirli bir grup insan tarafindan mevsimsel olarak taze sebzenin
bulunmadig1 zamanlarda, mineral ve vitamin kaynagi olarak tiiketilmistir.

Bu tez calismasinda, bolgemizde yaygin olarak yetisen, yenilebilir ve ticari
potansiyeli olan Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlar1 uygun dénemlerde
toplandiktan sonra analizleri yapildi. Yeni ekstraksiyon ve numune hazirlama
teknikleri gelistirilerek UPLC-ESI-MS/MS ile fenolik bilesik profilleri, B grubu
vitaminleri, C vitamini igerigi ve serbest amino asit i¢erigi, Headspace GC/MSD ile
ugucu ve aroma verici bilesenleri, GC/MSD ve GC-FID ile yag asidi
kompozisyonlari, HPLC-DAD ile A, D,, D3, E ve K grubu vitaminleri, HPLC-RID
ile seker profilleri analiz edildi. Ayrica hekzan, etil asetat, alkol ve su fraksiyonlari
olmak iizere her bir mantardan elde edilen dort farkli polaritedeki ekstrelerin
antioksidan ve antikolinesteraz enzim aktiviteleri belirlendi. Mantar ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi bes yontem kullanilarak belirlendi: Toplam antioksidan aktivite
(f-karoten renk acilimi yontemi ile), DPPH serbest radikali giderimi, ABTS katyon



radikali giderimi, Cu (II) indirgeme aktivitesi (Cuprac yontemi ile) ve Metal baglama
aktivitesi belirlendi.

Elde edilen sonuglar 1s181nda her iki mantar 6rneginin de fenolik bilesik bakimindan
zengin oldugu tespit edilmistir. Tuber aestivum mantarinda major olarak, p-
hidroksibenzoik asit, (12.29+0.37ug/g); Gentisik  asit, (12.25£0.27pg/g);
Protokatesuik asit, (10.53+0.74pug/g) ve Vanilik asit, (8.68+0.10ug/g) bilesenleri
tespit edilirken, Calvatia gigantea mantarinda ise major olarak, Gentisik asit,
(23.26+£0.38ug/g); Protokatesuik asit, (19.87+0.19ug/g), p-Hidroksibenzoik asit,
(16.47+£0.25ug/g); p-Kumarik asit, (14.87+0.83ug/g) bilesenleri tespit edildi.

Her iki mantar tiiriinde de serbest amino asitlere degisik miktarlarda rastlanildi.
Tuber aestivum 100g’da  50.20+0.81mg Izolésin, 57.77+0.66mg  Lbdsin,
52.72+1.04mg Valin ve 49.89+1.06mg Fenilalanin gibi essential amino asitlere,
Calvatia gigantea’da ise 28.74+0.93mg izoldsin, 30.06+0.78mg Triptofan ve
15.48+0.18mg Valin ile birlikte diger amino asitlere rastlanildi.

Her iki mantarin yag asidi bilesenleri GC-FID ve GC/MSD sistemleri kullanilarak
kalitatif ve kantitatif olarak analizlendi. Tuber aestivum’da %75.53, Calvatia
gigantea’da ise %67.93 Linoleic acid metil esterine major olarak rastlanildi.

Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlar: tiim serbest amino asitleri ihtiva
etmektedir ve essential amino asitleri miktarsal agidan yiiksektir. Polidoymamis yag
asidi olan linoleic acid her iki mantarin da ana bilesendir ve aroma bilesenlerinden 1-
octen-3-ol’ti icermektedirler. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlar1 B
grubu ve C vitamini, Ergosterol ve D, vitamini, Kolin ve Betain, potasyum, fosfor ve
magnezyum agisindan zengindir. Bu igerikleri Tuber aestivum ve Calvatia gigantea
mantarlarinin gida ve ilag sektoriindeki degerini ve 6nemi ortaya ¢ikarmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tuber aestivum, Calvatia gigantea, Fenolik Bilesikler, Serbest
Amino Asitler, Aroma Bilesikleri, Yag Asitleri, B ve C Vitamini, Ergosterol,
Antioksidan Aktivite.



ABSTRACT

ANALYSIS of CHEMICAL CONSTITUTIONS of Tuber aestivum and Calvatia
gigantea MUSHROOMS USING Headspace GC/MSD, HPLC/DAD-RID and
UPLC/MS-MS SYSTEMS, DETERMINATION of ANTIOXIDANT and
ANTICHOLINESTERASE ACTIVITIES

Ibrahim KIVRAK

Doctorate Degree (PhD)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mansur HARMANDAR
May 2013, 283 pages

Since the dawn of human civilization, mushrooms have been consumed especially
highly desirable taste and aroma. Today’s useage of mushrooms is considerably
different from past. Because there have been done many researches about chemical
composition of mushrooms and there have been revealed that mushrooms could be
used as a part of diet, and for the treatment of illnesses. Ganoderma lucidum (Reishi)
being used for more than millennia in China and Japan is called as the "Mushroom of
Immortality™ due to the general promotion of health and anti-ageing effects.

Mushrooms are good sources of vitamins, proteins and minerals. Although
mushrooms have low in fat, their polyunsaturated fatty acids ratio is high. In addition
to these nutritional properties, mushrooms are used as a food flavoring material in
soups and sauces for centuries, due to their specific and desirable flavor and they
have also been consumed seasonally by specific groups of people supplying a spring
of minerals and vitamins when fresh vegetables were not available.

In the thesis study, Tuber aestivum and Calvatia gigantea, which are widespreadly
grown in our region and are edible and commercialy available mushrooms, were
harvested in the proper time and then they were analyzed. Mushrooms were analyzed
for phenolic compounds, B group vitamins and vitamin C, and free amino asids
content using UPLC-ESI-MS/MS, for volatile and flavor compounds using
Headspace GC/MSD, for fatty acid profile using GC/MSD and GC-FID, for A, D,
D3, E and K group vitamins using HPLC-DAD, and for sugar content using HPLC-
RID by developing new extraction and sample preparation techniques. Moreover,
extracts of hexane, ethyl acetate, alcohol and water fractions, which were in four
different polarities obtained from each mushroom, were evaluated for antioxidant
and anticholinesterase enzyme activities. Antioxidant activities of mushroom extracts
were determined using five methods: Total antioxidant activity (using fS-carotene
bleaching method), DPPH free radical scavenging assay, ABTS radical cation
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scavenging assay, and Cu (Il) reducing power assay (Cuprac method) and metal
chelating ability.

In the light of the obtained results, both mushrooms were identified that they were
rich in phenolic compounds. p-hydroxybenzoic acid, (12.29+0.37ug/g); Gentisic
acid, (12.25+0.27ug/g); Protocatechuic acid, (10.53+0.74ug/g) and Vanillic acid,
(8.68+0.10ug/g) were detected in Tuber aestivum as major, Gentisic acid,
(23.26+£0.38ug/g); Protocatechuic acid, (19.87+0.19ug/g), p-hydroxybenzoic acid,
(16.47+0.25ug/g); p-Coumaric acid, (14.87+0.83pg/g) were detected in Calvatia
gigantea.

Free amino asids were determined in both mushroom species. Essential amino asids
like Isoleucine, (50.20+0.81 mg); Leucine, (57.77+0.66 mg); Valine (52.72+1.04
mg) and Phenylalanine (49.89+1.06 mg) and other amino asids were found in 100 g
Tuber aestivum and Isoleucine, (28.74+0.93 mg); Tryptophan (30.06+0.78 mg) and
Valine (15.48+0.18 mg) were found in Calvatia gigantea.

Fatty acids compositions of both mushrooms were analyzed as qualitative and
quantitatively using GC-FID and GC/MSD systems. Linoleic acid methyl ester
(75.53% and 67.93%) was found in Tuber aestivum, Calvatia gigantea as major,
respectively.

Tuber aestivum and Calvatia gigantea comprise all free amino asids, and essential
amino asids were high in quantitative point of view. Linoleic acid, which is being
polyunsaturated fatty acid, is the fundamental constituent of both mushrooms, and
they containe 1-octen-3-ol, which is among the flavor component. Tuber aestivum
and Calvatia gigantea are rich in terms of B group vitamins and vitamin C,
ergosterol and vitamin D,, Choline and Betaine, potassium, phosphorous and
magnesium content. These contents of mushrooms, Tuber aestivum and Calvatia
gigantea show up value and importance in food and pharmaceutical sectors.

Key Words: Tuber aestivum, Calvatia gigantea, Phenolic Compounds, Free Amino
Acids, Aroma Compounds, Fatty Acids, Vitamin B and C, Ergosterol, Antioxidant
Activity.
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1. GIRIS

Canlilarin varolusundan bu yana mantarlarin meyve govdesi sadece goriintiisii ve
tadi ile degil kimyasal ve besinsel ozellikleri ile de 6nemsenmektedir (Manzi vd.,
1999). Dogada 140.000’den fazla mantar tiirii bulunmaktadir, ama 25 tiirden daha az1
(Agaricus bisporus, Pleurotus spp., Lentinus edodes, Volvariella volvacea,
Auricularia spp. vb.) yaygin bir sekilde gida olarak kabul edilmektedir ve sadece
cok az1 ticari seviyeye ulasmistir (Lindequist vd., 2002). Ancak yabani yenilebilir

mantarlar besin olarak kullanilmaktadir.

Kendilerine has ve lezzetli aromalar1 nedeniyle yiizyillardir corbalarda ve soslarda
gida aroma malzemesi olarak kullanilmakta ve belirli bir grup insan tarafindan
mevsimsel olarak taze sebzenin bulunmadigi zamanlarda, mineral ve vitamin
kaynagi olarak tiiketilmektedirler. Yabani yenilebilir mantarlar, iz diizeydeki
mineraller bakiminda zengindir ve yiiksek su, protein, lif ve karbonhidrat icerikleri
ile diigiik yag-enerji diizeyleri, onlart diisiik kalorili diyetlerde kullanilacak

miikkemmel gidalar yapar (Ogundara ve Fagade, 1982).

Yenilebilir mantar tiirleri ¢ok besleyicidir ve zaman zaman et, siit ve yumurta ile
kiyaslanabilirler. Bazi arastirmalar, mantarlarin aminoasit kompozisyonlarinin
hayvansal proteinlerle kiyaslanabilir oldugunu iddia etmislerdir. Hayvan
proteinlerinin maliyetleri ve hayvansal etlere bagl hastaliklar dikkate alindiginda, bu
cok onemlidir. Mantar ekstratlarinin antioksidant olarak kullanimi artan bir sekilde
popiiler olmaktadir (Mau vd., 2002; Lo vd., 2005; Elmastas vd., 2007; Tsai vd.,
2007). Mantarlarin antioksidant 6zellikleri tokoferoller, karotenoidler, askorbik asit
ve toplam fenolikler gibi farkli antioksidant bilesenlere baglidir (Barros vd., 2007a;
Barros vd., 2007c; Barros vd., 2008a; Barros vd., 2008). Ancak mantar tiirlerinde
bulunan her bir fenolik bilesik hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Dogal fenolikler
bir ya da daha fazla aromatik halka ile bir veya daha fazla hidroksi gruplarini iceren
bilesiklerdir ve basit molekiillerden (fenolik asitler, fenilpropanoidler, flavonoidler)
oldukca polimerize olmus bilesiklere (ligninler, melaninler, tanninler) kadar bir
aralikta olabilmektdirler (Bravo, 1998). Ozellikle sebze, meyve ve bir ¢ok bitkisel
1



tiirevli gidalarda bulunan ve beslenmemizin 6énemli bir porsiyonunu kapsayan fenolik
bilesikler kronik ve dejeneratif hastaliklarda fayda saglayan biyoaktif malzemelerdir
(Luximon-Ramma vd.,2003, 2005; Soobrattee vd., 2005). Biyolojik etkilerin ¢ogu
serbest radikal yok etme ve antioksidant aktiviteye baglanmaktadir (Middleton vd.,
2000).

Shiitake (Lentinula edodes) Japonya ve Cin'de hayat iksiri, uzun hayatin sirr1 olarak
bilinmektedir. Bu mantar; beyin kanamalarinin, damar sertliginin ve daha birgok
hastaligin 6nlenmesinde etkili oldugu gibi, antitiimor aktivitesinden dolay1 kanser
tedavisinde kullanilmak {izere bir¢ok arastirma programinda yer almaktadir. Nitekim
yapisinda bulunan 'lentinan' adli bir polisakkaritin, 'Sarcoma 180" denilen kat1 tip
tiimdrlerin gelismesini durdurabilmesi bu mantara verilen 6nemi arttirmistir (Kim,
vd., 1999). Bu yiizden kemoterapi sirasinda hastalarin Shiitake'yi gida olarak
tiketmeleri tavsiye edilmektedir. Japonya'da Shiitake'den 50 kadar enzim elde
edilmistir. Bunlardan pepsin ve tripsin bazi mide hastaliklarinin; asparaginaz ise,
cocuklarda goriilen kan kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. (Nimura, vd., 2006)
Bu mantar protein, vitamin ve mineral bakimindan zengin bir mantar tiiriidiir. 100
gram taze mantar yendiginde, ancak 28 kalori alinir ki, bu da fazla enerji almadan
besleyici madde almanin iy1 bir yolu olarak goriilmektedir. Az miktarda A ve E
vitamini ihtiva eden mantarda bol miktarda bulunan ergosterol (provitamin D),
glines 15181n1n veya suni 1s181n tesiriyle D, vitaminine doniismektedir. D, vitamini
ise, fosfor ve kalsiyum seviyesini dengeleyerek kemik ve kas gelismesine yardim
etmekte, dolayisiyla rasitizm hastaliginin gelismesine engel olucu bir rol
sergilemektedir. Bu mantarda bulunan 'Eritadenine' adli madde, kan kolesteroliinii
azaltmaya sebep olmustur. (Enman, vd., 2007) Anti viriis 6zelligi gosreten shiitake
mantar1 ayni zamanda HIV viriisiine karsi etkili oldugu arastirmalar sonucunda
gozlemlenmistir (Takehara, vd., 1979; Suzuki, vd., 1989; Tochikura, vd., 1989;
Yamamoto vd, 1997; Gordon, vd., 1998).

Mantarlar iyi bir vitamin, protein ve mineral kaynagidir. Mantarlarin yag oranlari
diisiik olmasma karsin polidoymamis yag asitlerinin orani yiiksektir. Bu besinsel
ozelliklere ilaveten mantarlar, 6zellikle lezzeti ve aromasi nedeniyle bir¢ok iilkede
oldugu gibi Ulkemizde de tercih edilmektedir (Unal vd., 1996; Caglarirmak vd.,
2002; Yilmaz vd., 2006). Son yillarda mantarlar gida olmanin yan sira, daha ¢ok

tedavi ajan1 olarak da gorlilmeye baslanmigtir. Dolayisiyla, gelismis iilkelerde
2



mantarlarin  biyoaktif bilesenlerinin belirlenmesi konusunda ileri diizeylerde
arastirmalar yapilmaktadir. Yenilebilir mantar tlirlerinden elde edilen lektinlerin,
polisakkaritlerin, polisakkarit-peptitlerin, polisakkarit-protein  komplekslerinin,
lanosten tipi triterponoidlerin, fenolik ve flavonoit yapili bilesiklerin antikanser,
antioksidan, antitiimdr, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuar,
immunomodulator aktiviteleri ve kolesterol diisiiriicii etkileri ortaya c¢ikarilmistir
(Moradali vd., 2007; Tong vd., 2009; Tirkoglu vd., 2007; Tirkoglu vd., 2006;
Mercan vd., 2006; Huang vd., 2007; Rout ve Banerjee, 2007; Regina vd., 2008).

Tez ¢alismasinda bolgemizde yaygin olarak yetisen, yenilebilir ve ticari potansiyeli
olan Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlari uygun dénemlerde toplandiktan
sonra bir kismi1 kurutuldu ve toz haline getirildi ve 6ziitleri ¢ikarildi. Bir kismi ise -18
°C de analizler i¢in muhafaza edildi. Yeni gelistiriltirilmis metot ve Headspace
GC/MSD cihaz1 kullanilarak ugucu ve aroma verici bilesenleri belirlendi. GC/MSD
ve GC-FID ile yag asidi kompozisyonu belirlendi. A, D,, D3, E ve K grubu
vitaminleri HPLC-DAD cihazi ile analiz edildi. UPLC/MS-MS cihazi ile her iki
mantarinda yeni ekstraksiyon teknikleri kullanilarak fenolik bilesik profilleri, B
grubu vitaminleri ve C vitamin igerigi, serbest amino asit igerigi analiz edildi.
Kalibrasyon egrileri ¢izilerek kantitatif tayinleri yapilmistir. HPLC/RID cihazi ile
seker profilleri analiz edildi. Ayrica hekzan, etil asetat, alkol ve su fraksiyonlari
olmak Ttizere her bir mantardan elde edilen 4 farkli polaritedeki ekstrelerin
antioksidan ve antikolinesteraz enzim aktiviteleri belirlendi. Mantar ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi bes yontem kullanilarak Toplam antioksidan aktivite (/-
karoten renk agilimi yontemi ile), DPPH serbest radikali giderimi, ABTS katyon
radikali giderimi, Cu (II) indirgeme aktivitesi (Cuprac yontemi ile) ve Metal baglama

aktivitesi belirlendi.

Bu ¢aligsmaya ek, aktivite tayinlerine paralel olarak tiim ekstrelerde toplam fenolik ve
toplam flavonoid miktarlar1 hesaplanmistir. Yiiksek oranda fenolik bilesik tagiyan
ekstreler UPLC-MS/MS ve HPLC-DAD sisteminde fenolik profilleri belirlenmistir,
Fenolik ve flavonoid igerigi ve miktar ile antioksidan aktivite ve antikolinesteraz

enzim aktivitesi sonuglar1 arasinda korelasyonlar tespit edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Mantarlarin Mikroskopik ve Makroskopik Ozellikleri

2.1.1. Calvatia gigantea (Batsch) Lloyd

Lycoperdaceae familyasina ait Calvatia gigantea ¢imler ve otlar, ayrica ¢aliliklarin
altinda, verimli ve besin bakimindan zengin topraklarda yetismektedir. Ayn1 ortamda
defalarca ortaya ¢ikar.. Meyveli kisim diizensiz sekilde yuvarlaktir, bazen gogiiklii
bolgeleri vardir ve biiyiiktiir. 7-80cm ¢apinda 7-80cm boyunda, kabuga benzeyen
peridium (dis yiizeyi), gencken beyaz-krem beyazi, piiriizsiiz, hafif tiylidir ve
kismen ag goriiniimliidiir. Daha yaglh olanlar yesil-sarimsi, tam olarak olgunlagmis
meyve kisimlari zeytin-kahverengidir. Kagida benzer, ayrilmis ve dagilmistir.
Gengken gleba (i¢ kismi) beyazdir, posali ve sikidir. Daha sonra kiikiirt-sar1 ve
zeytin-yesil, zeytin-kahverengiye doner ve ardindan pamuksu-tozsudur. Subgleba
sabit renklidir. Sadece zayif sekilde gelismistir. Kokusu hos degildir, tadi yumusak
ve yavandir. Mantar sapsizdir ve taze iken birkag kilo agirliginda olabilir. Tek basina
ve ya gruplar halinde yetisir. Yenilebilir bir mantardir (Jordan, 1995; Breitenbach ve
Kréanzlin, 1986). Mikroskopik ozelliklerine bakildiginda sporlari kiire seklinde, hafif

nasirli, bazen piiriizsiize yakin, kahverengimsi, 3.5-5um, biraz kalin-duvarli, bazen

damla seklindedir.

Sekil 2.1. Calvatia gigantea (Batsch) Lloyd ve sporu
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2.1.2. Tuber aestivum Vittad.

Tuber aestivum’un miikemmel bir gida kalitesi vardir. Aromasi yogundur ve findigi
hatirlatan bir tadi vardir. Kuzey yarim kiirede Eyliil’den baglayip Araligin sonuna
kadar toplanabilmektedir. Tuber aestivum goreceli olarak genistir ve askokarplari
2cm ila 10cm capinda degismektedir. Peridium kahverengi ya da siyah olabilir.
Glebanin igine uzanir ve 5 ila 7 tarafli 3-9mm genisliginde boyuna yariklar vardir.
Olgun oldugunda glebast koyu kahverengidir. Havaya maruz kaldiginda renk
degistirmeyen beyaz damarlara sahiptir. Sporlar diizenli olmayan ¢okgen eleksi
yapida ortalama 4pm yiiksekliginde retikulum ile ¢evrilidir. Her bir ascusta bir ila

yedi adet sari-kahverengi spor vardir ve yiikseklikleri 25-50um ila 17-38um’dir.

Yaz aylarinda ise Tuber aestivum Mayis ile Agustos aylarinda toplanmaktadir.
Aromasi ve tadiyla yaz truffleri ile gliz truffleri arasinda fark yoktur, ancak
yogunluklar1 farklidir. Askokarplar biytiklik, sekil ve renk bakimindan aynidir
ancak i¢ rengi findik rengindedir ve soluktur. Ancak cevresel kosullardan dolay1
meydana gelen bu farkliliklar, iki truffle birbirinden farkli oldugu anlamina
gelmemektedir(Hall vd., 2007).

Sekil 2.2. Tuber aestivum Vittad. ve sporu



2.2. Mantarlar ile Ilgili Literatiir Calismalari

Binlerce yil 6nce, yliksek mantarlarin meyveleri, beslenme agisindan ¢ekici olan bir
kimyasal kompozisyona sahip olduklar1 i¢in, gida kaynagi olarak kullaniliyordu
(Mattila vd., 2001). Medeniyetin ilk yillarinda, mantarlar, o6zellikle lezzetli
olduklarindan ve kendilerine has tat ve kokularindan dolay: tiiketildiler (Rai, 1994,
1997). Mantarlarin bugiinkii kullanimi, ge¢mistekinden tamamen farkhidir, ¢linki
mantarlarin kimyasal kompozisyonu hakkinda bir¢ok arastirma yapilmis ve
mantarlarin diyet i¢erisinde, hastaliklarla miicadele amagli olarak kullanilabilecekleri
ortaya cikarilmistir. Mantarlarin  farkli iilkelerde, eski tarihlerde, ne sekilde
kullanildigina iliskin olarak bir ¢ok calismaci incelemeler yapmistir (Buller, 1915;
Rolfe ve Rolfe, 1925; Singer, 1961; Atkinson, 1961; Bano vd., 1964; Jandaik ve
Kapoor, 1975; Bano ve Rajarathnam, 1982; Abou vd., 1987; Houghton, 1995).
Mantarlarin dogudaki kullanimi, Avrupa’dakinden daha eskidir. Rolfe ve Rolfe
(1925), Agaricus campestris, Morchella esculenta, Helvella crispa, Hydnum
coralloides, Hypoxylon vernicosum ve Polyporus mylittae gibi mantarlarin
Hindistan’da ¢ok daha 6nce kullanildigindan bahsetmistir. Lintzel (1941, 1943), 70
kg agirligindaki bir adamin dengeli bir beslenme temin edebilmesi i¢in, 100-200 g
(kuru agirlik olarak) mantar tiiketmesi gerektigini onermistir. Bano vd. Pleurotus
flabellatus 'un besleyici degerini % 0,974 kiil, % 1,084 ham lif, % 0,105 yag, %
90,95 su, % 0,14 protein olmayan azot ve % 2,75 protein olarak belirlemislerdir.

Bano(1976) mantarlarin gida degerini et ve sebzeler arasina yerlestirmistir.

Tim yenilebilir mantarlar arasinda Truffle (Tuber) ¢ok sayida 6zgiin karakteristige
sahiptir. Ekonomik acidan yiiksek bir degere sahip trufflelar, diger tiim mantarlar
arasinda diinyanin en pahali mantarlaridir. Mantarlarin yumusak ve kirilgan yaygin
Ozelligine sahip olmaktan ¢ok olgun trufflelar siki, yogun ve odunsu olma

egilimindedir (Hall vd., 2007).

Kagan-Zur ve Roth-Bejerano (2008) ¢ol trufflelarinin  kimyasal bilesimini
aragtirmiglardir. Analizler kuru maddenin, %20-27 protein, %3-7.5 yag (doymus ve
doymamis yag asitleri), %7-13 ham lif bunun %60’1 karbonhidrat, %2-5 askorbik
asitten olustugunu gostermistir (Kagan-Zur ve Roth-Bejerano., 2008). Bokhary ve

Sarwat (1993) ¢4l trufflenin (Terfezia clavery) besin kompozisyonunu %16 protein,



%28.7 karbonhidrat, %4 Toplam ham lif ve %2 Toplam ham yag olarak tespit
etmistir (Bokhary ve Sarwat, 1993). Bu degerler ti¢ farkli Irak truffle’linin (Terfezia
claveryi, Tirmania nivea, ve Tirmania pinoyi) kimyasal igeriginin arastirilmasinda
elde edilen bulgulardan fakhidir (Hussan ve Al-Rugaie 1999). Ozellikle bunlarin
protein igerikleri %8.02-13.84, karbonhidrat igerikleri %16.66-24.87, kiil icerikleri
%4.9-5.9 ve fosfor igerikleri %9.7-25.5 arasinda bulunmaktadir. Sudi Arabistan’in {i¢
popiiler trufflel1 (Gibaah, Kholeissi ve Zubaidi) arasindaki farklar karsilastirilmistir
(Sawaya vd. 1985). Yapilan bu ¢alismada trufflelarin protein iceriklerinin %19.59-
27.18, ham lif %7.02-13.02, yag %2.81-7.42, kiil %4.64-6.39 ve askorbik asit 1.56-
5.1mg/100g kuru agirlik olarak degistigi tespit edilmistir. Bu ii¢ tiir arasinda Zubaidi
truffle’li en yiiksek protein, yag ve ham lif igerigine sahip oldugu, Gibaah
truffle’linin ise en yiiksek askorbik asit ve kiil igerigine sahip oldugu tespit edilmistir

(Sawaya vd.,1985).

En onemlisi bitkisel kaynakli cogu gida da kisitlayici amino asit olan siilfiir igeren
aminoasitler (Metiyonin, Sistin, Triptofan ve Lisin) dahil tim essential
aminoasitlerin {i¢ truffle’da da bulundugunu gériilmistiir(Sawaya vd., 1985). Diger
arastirmacilar truffle’lar1 yenebilir mantar tiirleri ile karsilastirmislar ve daha yiiksek

protein icerigine sahip olduklarini bulmuglardir (Singer, 1961).

Genelde, mantarlar temel aminoasit igerigine sahip protein agisindan oldukca
zengindir; fakat yag orani diisiiktiir. Bununla birlikte bu mantarlar yiiksek oranlarda
karbonhidrat ve besin degeri olarak biiyiik oneme sahip vitaminler (B;, B, B1y, C ve
D) ve mineraller (Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Fe, Mn ve Se) acisindan da degerlidir
(Mattilda vd., 2002).

Farkli alt siniflara ait genis bir ¢esitlilik sergileyen fenolik bilesiklerin bazilari
(flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler, lignanlar, tanninler, oksitlenmis polifenoller)
siradan analiz metodolojileri ile yapildiginda tespit edilememektedir. Bunun nedeni
izomerlerin ve kromatografik olarak ayrimi zor bilesiklerin varligi, ticari
standartlarin eksikligi gibi gesitli sebeplerdir (Georgé vd., 2005). Folin-Ciocalteu
metodu toplam fenolik miktarin1  hesaplamak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir; ancak kullanilan kimyasallar interferansa neden olmaktadir ve fazla
fenolik igerik hesaplanmaktadir (Georgé vd., 2005; Barros vd., 2007a; Barros vd.,
2007b; Barros vd., 2008a; Barros vd., 2008). Diger indirgen maddeler baz1 sekerler
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ve amino asitler de interferansa neden olmaktadir. Diger taraftan herbir fenolik
bilesigin analizi ayr1 ayr1 yapilmadigi i¢in hangi bilesiin antioksidant aktivite
gosterdigi bilinmemektedir. Barros vd. yaptig1 (2009) calisma ile biyoaktif 6zellige
katki saglayan her bir bilesik ve miktarlart HPLC-DAD-ESI/MS ile belirlenmistir
(Barros vd., 2009).

2.3. Fenolik Bilesikler

Kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi bazi akut ve kronik klinik
diizensizliklerin sebeplerinde ve ilerleyisinde oksidatif ve nitrosatif etkilerin varligi,
dogal antioksidanlarin profilaktik ajanlar olarak saglik kazanimlar1 saglayabilecegi
goriislinii ortaya ¢ikarmistir. Oksidasyon hasarini azaltan muhtemel koruyucu ajanlar
olarak disiiniildiiklerinde, bu antioksidanlar i¢ savunma sistemine yardimc1 olabilir
(Ferreira vd., 2010). Buna karsilik, énemli diizeyde biyoaktif fitokimyasal igeren
mantarlarin diyetimiz iginde yer almasi, bizlere temel beslenmenin Stesinde saglik

kazanimlari saglayabilir.

Mantarlarda bulunan baslica antioksidanlar fenolik bilesiklerdir, bunlarin bir ¢ok
farkli tir  ic¢indeki miktarlar1 Ozellikle Finlandiya’da (Mattila vd., 2001),
Hindistan’da (Jayakumar vd., 2007; Puttaraju vd., 2006), Kore’de (Kim vd., 2008,
Kim vd. 2004), Portekiz’de (Barros vd., 2009; Ribeiro vd., 2006, 2009) ve
Tiirkiye’de belirlenmistir. Fenolik bilesikler, besleyici degerleri olmadigi halde 6zel
saglik etkilerine sahiptirler. Diyetimizde, hidrojen verme ve tekli oksijenin etkisini
bastirma geklinde ortaya cikan indirgeme yeteneklerine bagl olarak, kronik hastalik
riskini azaltarak sagligimiza katki yapabilirler. Ayrica fenolik bilesiklerin
antioksidan oOzellikleri, bitkilerde biyolojik sistemlerin antioksidatif savunma
mekanizmalarinda oldugu gibi, gida {iriinlerinin dayanikliliklarinda da 6nemli bir rol

oynar.

Tedavi edici tablet ve gidalardaki fenolik maddeler, bitki biinyelerinde fenil
alaninden veya bazi bitkilerde tirozinden tiireyen sekonder metabolitlerin ana
smiflarindandir(Shahidi, 2000; Shahidi, 2002). Kimyasal olarak fenolikler, bir veya
daha fazla hidroksil grubu tasiyan, aromatik halkaya sahip bilesikler ve bunlarin



fonksiyonel tiirevleri olarak tanimlanir. Hayvan dokularindaki ve bitki olmayan

malzemelerdeki varliklari, genellikle bitkisel gidalarin sindirimlerine baglidir.

Fenolik bilesikler bocek ve hayvan zararlilarina karsi bitkiyi korurlar. Yapisal olarak
biiyiik farkliliklarindan dolay1 bitkilerde ve bunlardan elde edilen iiriinlerde binlerce
farkli fenolik bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesikler bitki kdkenli pek ¢ok gidanin
tat ve aromasina katkida bulunabilirler. Fenolik bilesikler dogal antioksidan madde
ozelligi de gostermektedirler. Serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonlar
durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp hastaligi ve akciger hastaliklar1 gibi pek
cok hastaliklarin olusumuna engel olurlar. Flavonoidlerin genis bir grubu gidalarin
renginden de sorumludur(Bilaloglu ve Harmandar 1999; Saldamli, 2007; Nizamoglu
ve Nas, 2010). Flavonoidler arasinda bulunan antosiyaninler dogal renk maddeleri
olup sebzeler, meyveler, meyve sular1 ve saraplarin, pembe, kirmizi, mavi ve mor
renklerinden sorumludurlar. (Bilaloglu ve Harmandar 1999; Nizamoglu ve Nas,
2010).

Bitkilerin ikincil metabolizma tiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde
en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giinlimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tanimlanmistir (Kafkas vd. 2006). Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan
fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu, 2004). Fenolik bilesikler bitkilerin meyve,
sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu ve
Harmandar 1999; Coskun, 2006; Aydm ve Ustiin, 2007). Fenolik bilesikler, fenolik
asitler ve flavonoidler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin,
meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Fenolik
bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda, 6zellikle agizda
acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat unsurunun olusmasinda etkilidirler. Bir kismi
ise meyve ve sebzelerin sari, sari-esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin
olusmasimi saglamaktadirlar. Meyve ve sebzelerin islenmelerinde enzimatik
esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden olmaktadirlar. Bu 6zellikler meyve ve
sebzeler ile bunlardan elde edilen firlinler i¢in son derece 6nemlidir (Cemeroglu,

2004; Giingor, 2007).

Meyveler, ozellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal

etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1r fonksiyonel gida

olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004). Fenolik bilesiklere,
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beslenme fizyolojisi a¢isindan olumlu etkileri nedeniyle "biyoflavonoid" adi da
verilmektedir. Bazi kaynaklarda P faktorii (permeabilite faktorii) veya P vitamini
olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli, 2007; Cemeroglu, 2004).

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig1 acisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gdstermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bircok agidan 6nem tagimaktadirlar.

(Bilaloglu ve Harmandar 1999; Nizamoglu ve Nas, 2010).

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler (hidroksibenzoik
asitler ve hidroksisinnamik asitler) ve flavonoidler (antosiyanidinler, flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, katekinler ve izoflavonoidler) olmak iizere iki gruba

ayrilirlar(Cemeroglu, 2004).

2.3.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler, hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tzere iki
grupta incelenirler. Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Karboksil
gruplar1 karbohidratlar, glikozidler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona
girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar.
Fenolik asitlerin, fenol halkasina bagli hidroksil gruplar1 da ¢ok aktif olup, sekerlerle

birleserek glikozitleri olustururlar.

2.3.1.1. Hidroksisinnamik asitler

Hidroksisinnamik asitler ise C6-C3-fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan
halkasina baglanan hidrosil grubunun konumu ve yapisina gore farkli ozellik
gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-
kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiyiik bir kism1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis

halde bulunurlar.

Hidroksisinnamik asitlerin ancak ¢ok az miktar1 serbest halde bulunurlar. Cogunlukla

asit tiirevleri halindedirler. Hidroksisinnamik asitin esterleri de gidalarda ¢ok
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yaygindir. Hidroksisinnamik asit glikozidleri ve amidleri de birgok bitki ve mantar

biinyesinde bulunmaktadir (Balasunduram vd. 2006).

2.3.1.2. Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler ise mantar ve bitkisel gidalarin yapisinda genellikle eser
miktarlarda bulunur. Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-

hidroksibenzoik asit, gallik ve vanilik asit gibi asitler sayilabilir.

2.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15
karbon atomu igeren, difenilpropan (Cs-C3-Cg) yapisindadirlar. Flavonoidlerin
yapisindaki OH gruplar, reaktif ozelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir
(Bilaloglu ve Harmandar 1999). Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan
polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid bilinmektedir (Bilaloglu ve
Harmandar 1999; Nizamoglu ve Nas, 2010). Flavonoidleri yapisal olarak Flavonlar,
Flavonoller,  Flavanonlar, Flavanoller,  Antosiyanidinler,  Izoflavonoidler,

Neoflavonoidler ve Flavonoid glikozitler gibi gruplara ayirabiliriz.

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak rastlanan bir sinifidir. Bu
bilesiklein hetero halkasinda C-2 ve C-3 atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi
karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-dehidro tiirevleridir. Bitkilerde hem
serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Flavonlarin basit tiyeleri,
aromatik halkalarda hidroksil veya metoksi gruplari igeren tiirevleridir. Yapilarinda
yalniz oksijen fonksiyonu i¢ermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya
O-substitue flavonlar da denir. Flavonlar yapilarinda bulunan, O-substitiientlerin
sayisina bagl olarak gruplandirilmaktadir(Bilaloglu ve Harmandar 1999; Nizamoglu

ve Nas, 2010).

Flavonoller, C halkasimnin en fazla yiikseltgendigi flavonoid sinifidir. Bunlar, C-3
pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzo-y-piran ¢ekirdegini igerirler. Bu
nedenle, flavonollere  3-hidroksiflavonlar da denilmektedir.  Flavonoller,

flavonoidlerin bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yap1 ¢esidi en fazla olan sinifidir.
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Flavonoller, kristal veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi acik sar1 veya sari
renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gore daha
dayaniksizdirlar. Flavonoller de, flavonlar gibi, yapilarinda bulunan hidroksi veya
metoksi gruplariin  sayisina  bagli olarak gruplandirilabilirler(Bilaloglu  ve
Harmandar 1999). Flavonol grubu bilesikler gidalarda yaygin olarak glikozid

formunda bulunmaktadir. Bunlarin baslicalari, kaemferol, kuersetin ve mirisetin’dir.

Flavanonlarin ¢ekirdek yapisini dayaniksiz dihidro-y-piron halkast olusturur. Bu
nedenle flavanonlar baz veya asit etkisiyle kolayca pargalanarak uygun halkonlara
dontisiirler. Flavanon yapisinda bir asimetrik karbon atomu bulundugundan, iki optik
izomer ya da rasem karisim halinde bulunurlar. Bitkilerde genellikle sola ¢eviren

flavanon izomerleri ile karsilasilir(Bilaloglu ve Harmandar 1999)

Flavanonlar da dogada genellikle glikozid formda bulunurlar. Flavanon glikozidleri
turunggil meyvelerinde ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Ornegin; naringin, hesperidin,

naringenin gibi. Naringin turunggil sularina acimsi bir lezzet verir(Cemeroglu, 2004).

Hemen her meyvede bulunan katekinler, flavonoid biyosentezinde ara {iriin olarak
yer alirlar. Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid grubunu flavanoller

olustururlar.

Katekinler, C3 atomunda bir OH grubu icerdiginden sistematik olarak flavan-3-ol
olarak adlandirilirlar. Katekinlerin yapilarinda iki asimetrik karbon atomu
bulundugundan dort izomerleri bulunmaktadir. Katekinler, hem kimyasal hem de
enzimatik olarak havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerler. Reaksiyon

sonunda kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar (Shahidi ve Naczk, 1995).

Antosiyaninler dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit yapmis olarak
bulunurlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor tondaki
cesitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir Bilaloglu ve
Harmandar 1999; Nizamoglu ve Nas, 2010). Pek ¢ok meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunurlar. Antosiyaninler baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore
adlandirtlirlar (Shahidi ve Naczk, 1995). Antosiyaninler bir aglikon (antosiyanidin),
seker ve bazen fenolik ve mindr organik asitlerden olusur (MacDougall, 2002). Seker

kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan meydana gelir.
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Bitki dokularinda bulunan antosiyaninler; bitkinin genetik mirasina, biiyiimesi
sirasindaki  cevresel faktorlere, bitkinin magruz kaldigi stres kosullarina,
kullanilabilir su miktarina ve topraktaki mineral ve organik bilesiklerin varligr ve
miktarina bagl olarak farkli konsantrasyonlarda sentezlenmektedirler. Ayrica
yetisme yili ile olgunluk derecesi ve hasat sonrast depolama siiresi ve sicakligi da

yapidaki antosiyanin miktari {izerine etkilidir.

izoflavonoidler biyogenetik bakimdan flavonoidlerle yakin iliskilidir. Bu bilesikler
1,2-difenilpropan iskeleti igerirler. 1,2-difenilpropan yapisindaki propan zincirinin
uctaki karbon atomu, oksijen atomu iizerinden, A aromatik halkasina yatkindir

(Bilaloglu ve Harmandar, 1999).

Neoflavonoidler yapisal ve biyogenetik bakimdan flavonoid ve izoflavonoidlerle
yakindan ilgilidirler ve bunlarin izomerik bir sinifi olarak bilinirler. Neoflavonoidler
1,1-difenilpropan tiirevleridir. Neoflavonidlerin kii¢lik bir grubunun cekirdek iskeleti
1,1-difenilpropan yapisina olefinik bag takilmasindan olusan 1-fenilallilbenzen
yapisindadir. Neoflavonoidlerin ¢ogunlugu 1,1-difenilpropan yapisindaki propan
zincirinin uctaki karbon atomunun, oksijen kopriisii iizerinden A halkasiyla
olusturduklart ti¢ halkali 4-fenilkroman iskeletini icerirler (Bilaloglu ve Harmandar,

1999).

Flavonoid glikozitler, aglikon molekiiliniin farklt pozisyonlarina bir veya birkag
seker kalintisinin baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Flavonoid glikozitler, seker
kalintisinin aglikon molekiiliine baglanma 6zelligine gére O- ve C-glikozitler olarak
iki gruba ayrilirlar. Flavonoid O-glikozitler seker veya sekerlerin, aglikonun fenolik
veya alkolik hidroksil grubuna, hemiasetal bag araciligi ile baglanmasindan olusan
bilesiklerdir. C-glikozitler ise seker biriminin. C-1 atomu lizerinden, karbon karbon
bagi ile flavonoid molekiiline dogrudan baglanmasindan olusurlar. O-glikozitler

dogada C-glikozitlere gore daha yaygindir(Bilaloglu ve Harmandar 1999).

2.4. Protein ve Amino Asitler

Proteinler, mantardaki kuru maddenin 6nemli bir bilesenidir (Aletor, 1995; Alofe
vd., 1995; Fasidi ve Kadiri, 1990; Florczak ve Lasota, 1995; Zrodlowski, 1995;
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Chang ve Buswell, 1996). Lintzel (1941) mantar proteinlerinin sindirilebilirliginin %
72-83 diizeyinde oldugunu bildirmistir. Mantar miselinin yaklasik analizleri bir¢ok
calismaci tarafindan (Humfeld, 1948; Humfeld ve Sugihara, 1949; Block vd., 1953)
ve mantar miselinin Morchella tiirleri i¢in analizi Litchfield ve ark. (1964) tarafindan
verilmigtir. Mantarin protein igerigi, alt kisimlarinin kompozisyonuna, meyve
kisminin biiyiikligiine, hasat zamanma ve mantarin tlirline baghidir (Bano ve
Rajarathnam, 1982). Haddad ve Hayes (1978), A. Bisporus miselinin protein
iceriginin kuru madde bazinda % 32-42 araliginda degistigini gostermistir. Abou ve
ark. (1987), A. bisporus’ ta kuru madde bazinda % 46,5 protein bulmuslardir.
Samajipati (1978), kurutulmus A. campestris, Agaricus arvensis, M. esculenta ve
Morchella deliciosa misellerinde, sirasiyla, % 30.16, 28.16, 34.7 ve 29,16 protein
bulmustur. Purkayastha ve Chandra (1976), A. bisporus, Lentinus subnudus,
Calocybe indica ve Volvariella volvacea’da kuru madde bazinda % 14’ten 27’ye
kadar ham protein bulmuslardir. Kuru madde bazinda mantarlarin protein igerikleri,
19/100 ve 39/100 g arasinda degismektedir (Weaver ve ark., 1977; Breene, 1990).
Ham protein miktar1 agisindan bakildiginda, mantarlarin derecesi hayvan etlerinin
altindadir, ama iglerinde siitiin de bulundugu diger birgok gidanin oldukc¢a
tizerindedir (Chang, 1980). Kuru madde bazinda mantarlar normalde % 19-35
protein igerirler, bir kiyaslama yaparsak, bu rakam piringte % 7.3, bugdayda % 12.7,
soya fasulyesinde % 38.1 ve misirda % 9.4’ tiir (Crisan ve Sands, 1978; Li ve Chang,
1982; Bano ve Rajarathnam, 1982).

Verma ve ark. (1987), mantarlarin, vejeteryanlarin kullanimi i¢in ¢ok uygun
oldugunu, ciinkii hayvansal proteinlerde bulunan bazi esansiyel amino asitleri
icerdiklerini bildirmistir. Pleurotus mantarlarinin sindirilebilirligi bitkilerdeki gibidir
(% 90), halbuki bu rakam ette % 99’ dur (Bano ve Rajarathnam, 1982). Rai ve
Saxena (1989) depolama sirasinda mantarlarin protein igerigindeki diistisii
gbzlemlemislerdir. Yenilebilir mantarlarin protein degerlendirme etkinligi, birim
zaman ve birim alan i¢in, hayvansal kaynakli proteinlere gore ¢ok daha iistiindiir
(Bano ve Rajarathnam, 1982).Mantarlar genellikle, diger ¢ogu sebzeye (Bano ve
Rajarathnam, 1982) ve ¢ogu yabani bitkiye nazaran daha yiiksek protein igerir
(Kallman, 1991). Sharma ve ark. (1988), Lactarious deliciosus ve Lactarious
sanguiffus 'un meyve kisimlarinda, sirasiyla % 14.71-17.37 ve % 15.20-18.87

oranlarinda protein bulundugunu rapor etmislerdir. Mantarlar, bir yetiskinin ihtiyag
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duydugu biitiin esansiyel amino asitleri igerir. Gupta ve Sing (1991), Podaxis
pistillaris’te % 41.4 oraninda esansiyel amino asit bulundugunu bildirmistir.
Friedman (1996) kuru mantarlarin toplam azot igerigine protein amino asitleri
tarafindan katki yapildigini bildirmis ve ideal proteinde % 100 olan ham proteinin %
79 oldugunu ortaya koymustur.

Birgok yenilebilir mantar tiirli, icerdikleri yiiksek miktarda besleyici ve tibbi
bilesenden dolayi, gida ve ilag kaynagi olarak kullanilmaktadir. Yiiksek mineral,
disiik yag ve diisiik kalori igerikleri baz alinarak, mantarlarin besleyici degerleri
zaten sik¢a degerlendirilmistir (Manzi vd., 1999). Ayrica, mantarlarin, kanser,
hiperkolesterol ve hipertansiyon gibi bazi hastaliklar iizerinde Onleyici etkisinin
oldugu da bilinmektedir (Bobek vd., 1991).

Bir¢ok mantar besin ihtivasi olarak et, yumurta, siit ile karsilastirilabilir. Bazi
arastirmalar mantarlarin amino asit bilesiminin hayvani proteinlerle karsilastirilabilir
oldugunu one siirmektedir (Fink ve Hoppenhaus, 1958; Gruen ve Wong, 1982).
Ciinkii hayvani proteinlerin maliyeti ve hayvan etlerinden gelen hastaliklardaki
patlama diisiiniildiiglinde bu 6zellikle 6nemlidir. Besin potansiyeli ve et ile mantarin
giderek yer degistirme durumu detayli kimyasal ve biyolojik caligmalar iceren

dikkatli aragtirmalar gerektirmektedir (Aletor, 1995)

Baska bir ¢alismada, Pleurotus ostreatus mantariin dis kaynakli tiim aminoasitleri
igerdigi tespit edilmistir (Manzi vd., 1999; Shah vd., 1997) ve 6zellikle vejetaryenler
icin ¢ok kiymetli bir gidadir. Mantarlar yiiksek miktarda protein, serbest amino
asitleri, aminleri, niikleik asitleri, lire ve kitin icermektedir (Jaworska vd., 2011).
Mantarlarda yaygin bir bi¢imde bulunan aminoasitler alanin, asparagin, glisin ve
glutamindir (Akindahunsi ve Oyetayo, 2006; Guo vd., 2007; Manzi vd., 1999;
Mdachi vd., 2004). Protein kalitesi bakimindan mantarlar de§ismektedir. Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus ve Pleurotus tuber-regium mantarlarinda en sik
yayinlanan aminoasitler metiyonin ve sistein ek olarak valindir (Akindahunsi ve

Oyetayo, 2006; Dabbour ve Takruri, 2002; Shah vd., 1997).
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2.5. Yag Asitleri

Yenilebilir yabani mantar tiirleri birgok iilkede tiiketilmektedir. Mutfaktaki ve ticari
degerleri 6zellikle, aroma ve lezzet (Guedes vd. 2008) gibi duyusal 6zelliklerine ve
ayrica karbonhidrat, lif (Mattila vd. 2000), vitaminler ve mineraller yoniinden
zenginliklerine, bunun yaninda da yiiksek oranda ig¢erdikleri doymamis yag asitlerine
(Pedneault vd. 2006) baghdir. Yiiksek protein ve diisiik yag/enerji igerikleri, diisiik
kalorili diyetler i¢in, yabani yenilebilir mantar1 miikkemmel bir gida yapar (Barros vd.
2007a; Ribeiro vd. 2009).

Lipitler insan viicudunda ¢ok Onemli bir role sahiptir; hormonlar veya onlarin
prekursorlar1 gibi davranirlar, sindirime yardimecr olurlar ve metabolik enerjinin
kaynagini olustururlar. Ayrica, biomembranlarin yapisal ve fonksiyonel bilesenleri,

miyelin kilifinin bilesenleri ve 1s1 izolatorleri olarak goérev yaparlar (Ribeiro vd.

2009).

Yag asitleri, ¢ogu lipitin temel yap: tasidir. Omega-6 ve Omega-3 ailesinden olan
coklu doymamis yag asitleri, diisiik konsantrasyonlarda giiclii biyolojik 6zellikler
tagir ve eicosanoidlerin (prostaglandinler) biyosentetik prekursorlaridir. Bunlar,
bir¢ok viicut sistemi {lizerinde karmasik kontrolii olan, sinyal veren molekiillerdir;
kardiyovaskiiler hastaliklarda, trigliserit diizeylerinde, kan basinci ve artiritlerde
etkileri vardir (Ribeiro vd. 2009).

Bircok arastirmaci bazi mantar tiirlerinin yag asidi kompozisyonlar1 iizerinde
calismis ve insan diyetindeki besleyici roliinii agiklamistir (Alofe vd., 1995; Mdachi
vd., 2004; Sadler, 2003; Wang vd., 2000). Barros vd. (2007) Agaricus arvensis,
Lactarius delisiosis, Leucopaxillus giganteus, Sarcodon imbricatus ve Tricholoma
portentosum’ daki énemli yag asitlerinin linoleik asit ve oleik asit oldugunu rapor
etmistir. Cordyceps sinensis’ in 16 ¢esit yag asidi i¢erdigi ve toplam yag asitlerinin
% 27.4intlin ¢oklu doymamis yag asidi oldugu bilinmektedir (Li vd., 2006). Bir¢cok
mantar, yarayigh bilesenleri ve biyolojik aktivitelerinden dolay: tibbi amagli olarak
kullanilmasina ragmen, tiiketiciler bu mantarlar1 nisbeten az miktarda bulunduklari
icin tiiketememektedir. Yabani mantarlar1 ticari hale getirebilmek icin, bir¢ok
caligmada, farkli materyal ve kosullarin kullanildigi yapay ekim metotlarinin

gelistirilmesi tizerine odaklanilmaktadir.
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Mantarlarin yag asit bilesimlerinin belirlenmesi mantarin besinsel 6zelliklerinin
aciga c¢ikarilmasina katki saglamaktadir. Mantarlara olan ilginin artmasina paralel
olarak yag asitleri {izerine arastirmalarda artmistir. Mantarlarda genel olarak, C12-Cyo
arasindaki normal yag asitleri (Weete vd., 1985; Kavishree vd., 2008; Senatore,
1990; Senatore vd., 1988) ve C15-Cy4 hidroksi grup tasiyan yag asitleri bulunmaktadir
(Kavishree vd., 2008). Mantar yag asiti bilesimlerinde oleik, linoleik, ve palmitik asit
major bilesenler olarak bulunmaktadir (Stancher vd., 1992; Yilmaz vd., 2006;
Kavishree vd., 2008). Bu giine kadar yag asitleri arastirilan biitiin mantarlarda
bulunan linoleik ve linolenik asit insanlarin beslenmesinde 6nemli iki bilesendir.
Ozellikle uzun zincirli polidoymamis yag asitleri insan saghg iizerinde faydali
etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Parikh vd., 2005). Barros ve arkadaslari
tarafindan bes yenilebilir mantarin (A. arvensis, L. deliciosus,L .giganteus, S.
imbricatus ve T. Portentosum) yag asitleri ¢alisilmis ve bu mantarlarda oleik asit,

linoleik ve palmitik asiti major bilesenler olarak belirlemislerdir (Barros vd., 2007).

Genelde mantar tiirlerinin lipit icerigi diisiiktiir. Farkli tiirlere ait taze mantarda 100 g
basia % 1.75-15.5 arasinda lipit igerdigi rapor edilmistir (Yilmaz vd., 2006). Ayn
zamanda pek ¢ok ¢alisma onlarin kardiyovaskiiler hastalik riskini ve kandaki toplam
yag miktarint (kolesterol) azalttigin1 ortaya koymaktadir (Geleijnse vd., 2002;
Gibney vd., 2002; Connor, 2000). Ote yandan doymus yag asitlerince zengin bir
diyetin damar tikanikligt ve koroner kalp hastaligi artist ile iligkili oldugu
kanitlanmistir (Wang vd., 2003).

Ortalama %S5 kadar yag tasiyan mantarlardaki bu diisiik orandaki yaga ragmen %75
kadar doymamis yag asit bilesenlerine sahip olmasi beslenmede mantarlar1 daha da
onemli kilmaktadir. Hem tibbi aktivitilere sahip olmasi, hem de kimyasal bilesimleri
bakimindan mantarlar, saglikli beslenmede onemli besin maddeleridir (Senatore,
1990; Agrahar-Murugkar ve Subbulakshmi, 2005; Manzi vd., 1999; Manzi vd.,2001;
Sanmee vd., 2003; Yilmaz vd., 2006; Turkekul vd., 2004).

2.6. Aroma Bilesenleri

Yabani yenilebilir mantarlar besin olarak, kendilerine has ve lezzetli aromalari

nedeniyle yiizyillardir corbalarda ve soslarda gida aroma malzemesi olarak
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kullanilmaktadir ve belirli bir grup insan tarafindan mevsimsel olarak taze sebzenin
bulunmadigi zamanlarda vitamin ve mineral takviyesi i¢in geleneksel olarak
yenmektedir. Yabani yenilebilir mantarlar eser mineraller bakimindan zengin ve
yiiksek su, protein, lif ve karbonhidrat igerigi ve diisiik seviyesi ile diisiik kalori
diyetleri i¢in essiz bir gida olmaktadir (Ogundana ve Fagade, 1982; Senatore vd.,
1988; Aletor, 1995; Fasidi, 1996; Longvah ve Deosthale, 1998; Thimmel ve
Kluthe,1982; Yildiz vd., 1998; Diez ve Alvarez, 2001; Agahar-Murugkar ve
Subbulakshmi, 2005; Kalac, 2009; Buzzini vd., 2003, 2005, 2005a). Yenilebilir

mantar tiirleri oldukga besleyicidir.

Tiiketiciler mantarlarin oktan ve oktenler, daha diisiikk terpenler, benzaldehit
tirevleri, silfiir bilesikleri ve digerleri gibi yiizlerce kokulu bilesenlere sahip
karakteristik tadina olduk¢a 6nem vermektedir (Kalac, 2009). Mantar aroma ve
tatlar1, sekiz karbonlu bir alkol olan 1-okten-3-ol’den kaynaklanmaktadir. Bu alkol
ilk defa Trichloma matsutake’de bulunmus ve “matsutake alkol” olarak
adlandirilmigtir (Murahashi, 1938). Matsutake alkol, yenilebilir ¢ogu mantarin
sapindan ¢cok mantarin sapkasindan ve alt kismindan tiretilmektedir ve karakteristik
tadi da yenilebilir mantar dokularmin fiziksel bozulmasi sirasinda elde edilir

(Wurzenberger ve Grosch, 1983).

Gida ftrilinlerinin aromasina katki saglayan birgok molekiil gibi, 1-okten-3-ol’iin
ugucu tadinin yarilanma 6mrii ¢ok diisiiktiir(Badenhop vd., 1969; Stark ve Forss,
1964). Bu nedenle yenilebilir mantarlarin disinda ¢ogu gida iriinlerinde ve
igeceklerinin aromasinda 1-octen-3-ol’ii tespit etmek olasidir. 1-okten-3-ol, FDA
gida katki data tabanina dahil edilmis olup (Everything Added to Food in the United
States-Food and Drug AdministOranin FDA Document No:1154), gida endiistrisinde
tat verici olarak kullanilmaktadir (Maggi vd., 2010).

Mantarlarin kalitesi aroma, tat, goriinim ve renk gibi faktorlere baglidir; bunlarin
arasinda en kritik olanm1 aromadir. Mantarlardaki ucucular bir¢cok aragtirmaci
tarafindan arastirilmaktadir. Farkli kimyasal siniflara ait 150 farkli ugucu bilesen
bircok mantar tiirlinde tanimlanmistir (Buchbauer vd., 1993; Fischer ve Grosch,
1987, Liza'rraga-Guerra vd., 1997; Maga, 1981a, Maga 1981b; Mau vd., 1997;
Rapior vd., 1997; Venkateshwarlu vd., 1999, 2000; Wu vd., 2005). Cesitli ugucu
bilesenler arasinda 1-okten-3-ol, 2-okten-1-ol, 3-oktanol, 1-oktanol, 1-okten-3-on, ve
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3-oktanon gibi bir bilesenin karakteristik mantar kokusuna major katki sagladig
rapor edilmektedir (Chen ve Wu, 1984; Fischer ve Grosch, 1987; Pyysalo ve Suihko,
1976). Ucgucu bilesenlerin profili tirleri ve c¢esitlilikleri ile degisir ve yetisme
sartlarindan etkilenebilir (Mau vd., 1997; Wu vd., 2005). Duyusal analizlerin
kullanildig1 daha 6nceki ¢aligmalarda Agaricus campestris’in gesitli porsiyonlariin
oldukga farkli aroma yogunluguna sahip oldugunu bulunmustur. Daha sonra Maga
(1981) istenen mantar aromasinin ham iken kongovdede daha yiiksek oldugunu

belirtmistir (Maga, 1981a).

Besin degerlerine ek olarak insan diyetinin ¢ok kiigiik bir kismini olustursalar da,
cesitli gidalarda oldukca begenilen kendine has aroma profili ile trufflelar popiilerlik
kazanmustir. Truffle aromalarnin tarifi topraksi, kiiflii, keskindir. Ancak trufflelar,
benzer bir fiziksel goriiniime sahip olmalarina ragmen ayni istenen lezzeti
paylagsmazlar. Cok sayidaki aragtirma farkli truffle tiirlerinin aromasina major
kimyasal katkinin bulunmasi ile baglamistir (Lanzotti ve Lorzzi, 2000). Son
zamanlarda  yapilan arastirmalar  trufflelardaki aromatik  bilesiklerin

tanimlanmasindaki etkinligin ve hassasiyetin artirilmas: yoniindedir.

Daha ileri analitik tekniklerin gelistirilmesi ile birlikte ylizlerce aroma bilesigi
tanimlandi ve arastirmacilar farkli truffle tlirlerinin aroma profillerindeki bu
bilesiklerin katkisi hakkinda daha fazla bilgiye sahip oldular. Gaz kromatografi-kiitle
spektrometrinin (GC/MSD) gaz kati ekstraksiyonu ve purge and trap enjeksiyonunu
kullanarak Bellesia vd. (1998) Italya’da T. melanosporum Vitt.’un aroma profiline
major katkiy: iki aldehit (2- ve 3-metilbiitanal) ve iki alkoliin (2- ve 3- metilbiitanol)
yaptigmi bulmusglardir (Bellesia vd., 1998). Aymi arastirmacilar Italya’da beyaz
trufflelin (T. Borchii) depolama sirasindaki olast bozunmasini ayni metodu
kullanarak arastirmislardir. Ortalama 20 g ve 10 g T. Borchii toplayarak, ayr1 ayri
25°C ve 0°C’de siselerde sakladilar. 0°C’de saklanan T. Borchii ii¢c temel bozunmaya
ugradig@ini tespit ettiler. Birincisi (E)-2-pentenal’in, ikincisi 3-metil-3-buten-1-ol’iin,
ve lgiinciisii 2- ve 3-methylbutanol’iin olugsmasidir (Bellesia vd., 1998a).

Head-space kati faz mikroekstraksiyon (HS-SPME) trufflelardaki aromatik
bilesiklerin tespiti igcin GC/MSD ile kombine edilmistir. Italya’nin farkli cografi

bolgelerinden toplanmis beyaz ve siyah trufflelarin (Tuber magnatum Pico, Tuber

borchii Vittad., Tuber dryophilum Tul., Tuber aestivum Vittad., Tuber mesentericum
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Vittad. ve Tuber brumale Vittad.) alti1 farkli tiiriinde 36 tane ugucu organik bilesik
(VOC) tespit edilmistir (Gioacchini vd. 2005). Cografi orijinin etkisinin beyaz truffle
Tuber magnatum Pico’nun VOC profilinde belirli bir farkliliga yol agtigini da ifade
etmislerdir (Gioacchini vd., 2005).

Ayirma ve tanimlama igin yiiksek ¢6ziiniirliikkliic GC/MSD’e trufflelarin ugucularini
hapsetmek i¢in dinamik headspace ile kombine ederek, alti truffle tiiriinde (T.
aestivum, T. brumale, T. melanosporum, T. miesentericum, T. rufum ve T. simonea)
36 VOC tespit etmislerdir (March vd., 2006).

Gaz kromatografi-olfaktometresi (GC-O) SPME ve GC/MSD ile kombine
edildiginde aragtirmacilar GC kolonundan ¢ikan aromatik bilesikler ile ilgili daha
fazla bilgi elde edildigini bulmuslardir. Piloni vd. (2005) italya Alba’dan toplanan
beyaz trufflelar’da (T.magnatum Pico) ilk defa {i¢ bilesigi tanimlamislardir. Ayrica
T.magnatum Pico’da en 6nemli aromatik bilesiklerden ikisini bulmuslardir. Bunlar
bis(metiltiyo)metane ve dimetil sulfid’dir (Piloni vd., 2005). Jansen vd. (2005),
siyah trufflelarinin (T. melanosporum Vitt.) tiim lezzetine de katki saglayan bazi
mindr yiiksek-kaynama-noktali bilesikler buldular (Jansen vd., 2005). Cullere vd.
(2009) de ilk defa siyah truffle (T. melanosporum )’da bes aromatik bilesik
bulmustur. Bunlar 1-heksen-3-on, 2-metil-3-furantiyol, furaneol, 3-etilfenol, 3-

propilfenol ve 5-metil-2-propilfenol’diir (Cullere vd., 2009).

Bunlarin yaninda elektronik burun ile siyah trufflelarn (T. melanosporum Vitt.) daha
ucuz olan beyaz trufflelardan ayrilabildigini gosterilmistir (Raynaud vd., 2000).
Ayrica elektronik burun SPME-GC/MSD ile kombine edilerekte siyah trufflelarin
ayriminda  kullamilmistir. Beyaz trufflelarin  (T.magnatum Pico) aromasinin
toplandiktan sonraki gilinlerdeki bagil degisimleri basarili bir sekilde Headspace
GC/MSD ile tespit edilmistir. (Falasconi vd., 2005).

Higbir arastirmaci trufflelarin aromatik profillerini tamamen raporlayamamis
olmasina ragmen aromatik bilesiklerin tespiti, hesaplanmasinda biiyiik bir ilerleme

yapmuglardir.

Trufflelarin aroma profilleri tiirler iginde ¢esitlilik gdstermektedir. Ornegin, March

vd. (2006) belirli bir trufflelin kendine has aromasini trufflelarin kendine has

aromatik kombozisyonlarina baglamistir. Ozellikle, alt1 truffle tiiriinde kendine has

bilesikler tespit edilmistir. T.aestivum’da asetik asit 2-metilbiitil ester; T. Brumale’de
20



butanoik asit, 1-metilpropil ester; T. Melanosporum’da pentanoik asit, 4-metil-, etil
ester; T. Miesentericum’da butanal, T. Rufum’da asetik asit, propil ester, asetik asit,
1-metiletil ester, propanoik asit, metil ester, asetik asit, butil ester etenamine, N-
methylene ve T. Simonea’da 1,3-pentadiene, propanoik asit, 2-metil, metil ester H-1-
benzopiran-2-one tespit edilmistir (March vd., 2006). Bu bulgularla uyumlu olarak,
farkli aroma bilesiklerinin siyah ve yaz trufflelarinin aroma profillerine katki
sagladigini bulunmustur (Cullere vd., 2009). Siyah trufflelarin aroma bilesikleri 2,3-
butanedione, di-metil disiilfid, etil butirat, di-metil siilfid, 3- metil-1-butanol, 3-ethyl-
5-methylphenol iken, yaz trufflelarinin aroma bilesikleri metional, 3-metil-1-butanol,
1-heksen-3-one ve 3-etilfenol’diir.

Farkli truffle tiirlerinin aroma bilesiklerinin miktar tiirler i¢inde degismektedir.
Trufflelar aroma bilesikleri yoniinden arastirmacilar tarafindan en yiiksekten en
diisiige dogru siyah trufflelar, beyaz trufflelar ve yaz trufflelar1 sekilde siralanmustir.
Siyah trufflelarin aroma bilesiklerinin yaz trufflelarininkinden 100 kat daha fazla
oldugunu raporlamislardir (Cullere vd., 2009). Bundan dolay1 siyah trufflelar,

uzmanlar arasinda en aromatik truffle olarak kabul edilmektedir.

Daha once belirtildigi gibi cografi bolgelere ek olarak c¢evresel degisimler, belirli
trufflelarin aroma profillerine katki saglayan major dayanaklardan biridir (Bellesia
vd., 2001). Dikkat ¢eken ¢alisma konularindan biri de trufflelarin ev sahibi bitki
etkilesimleri veya ucucu organik bilesikler ile organizmalar arasindaki etkilesimleri

anlamaktir (Tarkka ve Piechulla, 2007).

2.7. Vitaminler

Diinya niifusundaki artisa paralel olarak mantarlarin da tiiketimi artmakta ve bu
durum dengeli beslenmeye katki saglamaktadir (Garcha vd., 1993; Unal vd., 1996;
Caglarirmak vd., 2002). Mantarlar gida olarak kullanilmasinin yani sira oldukc¢a
bliyiik miktarda A, B, C, D vitaminleri ve B-karoten tasimalari, hepsinin de
antioksidan aktivite gostermesinden dolayi, koruyucu etkiye sahip olabilecegi rapor
edilmistir (Murcia vd., 2002). Giiniimiizde mantarlar yiyecek ve yeni farmasdotik

tirtinlerin en genis kullanilan kaynaklarindan biridir (Tong vd., 2009).
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Vitaminler beslenmede 6nemli rol oynayan gidalarin mindr bilesikleridir. Cogu
vitamin bazi isleme ve depolama sartlarinda kararsizdir. Bugiin vitamin sinifina giren
maddelerin birgogu amin yapisinda olmamasina ragmen, bu isim kullanilmaktadir.
Vitaminlerin diger organik besin maddelerinden farki, doku yapisina girmemeleri ve
organizmaya enerji saglamamalaridir.  Vitaminler bazi organizmalar tarafindan
yapilamaz, dolayisiyla disaridan diyetle alinmast gereken (eksojen veya esansiyel)

maddelerdir.

Mantarlar 6zellikle B grubu vitaminleri i¢in en iyi kaynaklarinda biridir (Breene,
1990; Zrodlowski, 1995; Chang ve Buswell, 1996; Mattila vd., 2000). Yenilebilir
mantarlarin vitamin igerikleri, Esselen ve Fellers (1946), Block ve ark. (1953) ve
Litchfield (1964) tarafindan rapor edilmistir. Manning (1985) mantarlarin ve bazi
sebzelerin vitamin igerikleri ile ilgili kapsamli veriler vermistir. Mattila vd. gore
yabani mantarlar, koyu yetistirilmis A. bisporus’a oranla ¢ok daha yiiksek miktarda
D, vitamini i¢ermektedir. Mantarlar ayni zamanda, az miktarda C vitamini de
icermektedir (Sapers vd., 1999; Mattila vd., 2001, 2002a, 2002b), ama A ve E

vitaminleri bakimindan fakirdirler (Anderson ve Fellers, 1942).

Mattilda ve arkadaslart mantarlari, yiiksek seviyede riboflavin (vitamin By), niyasin,
folat ve C vitamini, By vitamini, D vitamini, E vitamini ve Bj, vitamini temelli
vitamin kaynaklar1 olarak gérmektedir (Mattilda vd., 2001). Sapkali mantar tiirleri,
B, (Tiamin), B, (Riboflavin), B; (Nikotinamid), Bs (Pantotenik asit), B; (Biotin) ve
C vitamini (Askorbik asit) bakimindan zengin bir besindir. Ayrica bunlar folik asit
bakimindan da zengin oldugundan kansizlik tedavisinde de kullanilabilecegi ileri
stirilmektedir (Kaya ve Bag, 2010). Mantarlar potasyum, fosfor, kalsiyum, demir ve

bakir yoniinden de oldukg¢a zengindir (Kaya ve Bag, 2010).

Vitaminler suda ¢ozlinenler ve yagda ¢6ziinenler olarak iki biiyiik sinifa ayrilir. Suda
¢Oziinen vitaminler; B grubu vitaminleri ve C vitaminidir. C vitamini hari¢ biitlin
suda ¢oziinen vitaminlerin koenzim fonksiyonlart vardir. Yagda ¢oziinen vitaminler
ise A, D, E ve K vitaminleridir. Bu vitaminleri hayvanlar beslenme yoluyla digsaridan
temin edebilmektedirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2012). Vitamin eksikliklerinin ciddi

hastaliklara sebep oldugu fark edilmistir. Ancak ayni zamanda 6zellikle yagda
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¢Oziinen vitaminlerin asir1 dozda alinmasi, ciddi toksik etkilerede neden olmaktadir

(deMan, 1999).

2.7.1. Suda ¢oziinen vitaminler

2.7.1.1. Tiamin (B, vitamini)

Bitkisel ve hayvansal hemen hemen biitiin gidalarda az miktarda da olsa tiamin
bulunur. En ¢ok bulundugu gidalar, tahillar, ciger, kalp, bobrek gibi sakatatlarda,
yumurta, findik ve patatesdir. Tiamin icerigi genellikle mg/100g cinsinden
Olglilmesine ragmen nadirende olsa 3ug tiamin hidrokloriire karsilik gelen IU
birimide kullanilir. Insanmn giinliik thiamin ihtiyac1 aldig1 karbohidrat miktarmna
baglidir. Bu vitamin karbohidrat metabolizmasinda bir koenzim gibi davranir ve tiim
canli dokularda bulunur. o-keto asitlerin dekarboksilasyonundaki tiamin difosfat
formunda islemleri yerine getirir. Tiamin kloriir ve nitrat formlarinda mevcuttur.
Metabolik aktivitenin arttigi hamilelik, hastalik ve agir islerde ¢alisma durumunda

tiamin ihtiyaci artar (deMan, 1999).

Tiamin en kararsiz vitaminlerden biridir. Cesitli gida prosesleri tiamin miktarini
biiyiik 6lcilide azaltabilir. Is1, oksijen, siilfiir dioksit, siizme islemi ve notr veya alkali
pH seviyesi gibi etkilerin hepsi tiaminin yok olmasina sebep olabilir. Isigin ise bir
etkisi yoktur. Enzim, pH 3,5 veya daha diisiik olan asidik sartlarda kararlidir. Notr
veya alakali pH seviyesinde B; vitamini kaynatildiginda ve hatta oda sicakliginda
yok olabilir. Tiamin en ¢ok bira mayasinda ve bugday, piring, arpa gibi tahillarin
kabugunda bulunur (deMan, 1999).

2.7.1.2. Riboflavin (B, vitamini)

Molekiil izoalloksazin halkasina bagli bir d-ribitol yapisina sahiptir. Molekiildeki en
ufak bir degisiklik vitamin aktivitesi kaybina sebep olur. Riboflavin sulu ¢ozeltisi
sarimst1 yesil floresans renktedir. B2 vitamini iki koenzimin bilesenidir. Bunlar flavin
mononiikleotit (FMN) ve flavin adenin diniikleotit (FAD)’dir. Flavoproteinler
elektron tasiyici olarak gorev alirlar ve glukoz, yag asitleri ve amino asitlerin
oksidasyonuyla alakalidirlar. En iy1 Riboflavin kaynaklar1 siit ve siit tirtinleridir

(deMan, 1999).
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Riboflavin oksijenli ortamda ve asidik pH da kararlidir ancak alkali ortamlara ve
1518a kars1 hassastir. Isiga maruz kaldiginda, pH ve sicakligin artmasiyla bozunma

hizlanir. Asidik ya da nétral sartlarda 1s1 vitaminin bozunmasina yol agmaz.

Insanin riboflavin ihtiyact metabolik aktivitesine ve viicut agirligia gore giinliik
Img’dan 3mg’a kadar c¢esitlilik gosterir. Normal yetiskin bir insanin ihtiyaci giinliik
1.1-1.6 mg’dir. Flavinniikleotidler, flavoproteinler veya flavoenzimler olarak bilinen
redoks enzimlerinin prostetik gruplaridirlar. Bu enzimler piruvatin, yag asitlerinin,
aminoasitlerin oksidatif yikimina ve elektron tasinma olayma katilirlar (deMan,

1999).

2.7.1.3. Nikotinamid ( B3 vitamini)

Niasin terimi hem nikotinik asit hemde nikotinamid grubuna 6zgii kullanilir.
NAD ve NADP nin bileseni olarak islev goriir. Niasin pellagra onleyici faktor
olarakta bilinir. B3 vitamininin diger adi PP vitaminidir. Bu ad pellegra hastaligi
onlemesi sebebiyle “pellegra preventive” den bas harfleri alinarak verilmistir(deMan,

1999; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Insanlarin niasin ihtiyac1 viicuda alman triptofan miktar1 ile ilgilidir. Hayvansal
proteinler yaklasik %1.4, bitkisel olanlar ise %1 triptofan igerir. Alinan 60mg
triptofanin 1mg niasine karsilik geldigi disiintilebilir. Bu dikkate alindiginda
beslenmede ortalama 500-1000 mg triptofan giinlikk alindiginda 8-17mg niasine
esdegerdir (deMan, 1999).

Niasin belkide B vitaminleri i¢inde en kararli olanidir. Isidan, isiktan, oksijenden,
asitten ve alkali ortamdan etkilenmezler. Asil kayip filtreleme islemlerini kapsayan
proseslerde meydana gelir. Sebzelerin haslanmasi yaklasik %15’lik bir kayba sebep
olabilir. Salamura proseslerinde ise bu kayip %30’a kadar ¢ikabilir. Pastdrizasyon,
sterilizasyon, buharlastirma ve kurutma gibi siit prosesleri nikotinik asit seviyesini
cok az etkiler ya da etkilemez. Aslinda siitte bulunan niasinin tamami nikotinamid
formunda bulunur. Bir¢ok gidada uygulanan kizartma ve firinlama gibi 1s1l islem

uygulamalar1 mevcut niasin miktarini artirir (deMan, 1999).
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2.7.1.4. Pantotenik Asit (Bs vitamini)

Bir B-alanin tiirevi olan pantotenik asit, 2,4-dihidroksi-3,3-dimetilbutirik asit olan
pantoik asitin karboksil grubuyla p-alaninin amino grubunun amid bagiyla
baglanmasindan meydana gelmistir. Bitkiler ve ¢ogu mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen pantotenik asit, omurgalilar i¢cin de mutlak esansiyel bir vitamindir.
Serbest asit halde ¢ok kararsizdir ve higroskobik yag goriiniimiindedir. Kalsiyum ve

sodyum tuzlar1 daha kararhidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Pantotenik asit tiim canli hiicrelerde ve dokularda bulunur. Pantotenik asit kaynagi
olarak et, ciger, bobrek, meyveler, sebzeler, tahillar ve findik 6nemli besinlerdendir.
Hayvansal iiriinlerde pantotenik asitin ¢ogu bagli olarak bulunur ancak siitte ise
sadece dortte biri bagli olarak bulunur. Yeterli ¢calisma olmadigindan dolayr bu
vitamin i¢in RDA (tavsiye edilen giinliik miktar) yoktur. Giinliik ihtiya¢ 5-20mg
olarak tahmin edilmektedir. Bu vitamin havaya (oksijen) kars1 kararlidir ama kuru
sicaklik karsi kararsizdir. pH araligi 5-7 olan ¢ozeltilerde kararli iken bu araligin

disinda ise kararsizdir (deMan, 1999).

2.7.1.5. Piridoksin (Bg vitamini)

Vitamin Bg ii¢ formda bulunur. Vitamin Bg hayvan dokularinda piridoksal ve
piridoksamin formunda ya da fosfat tuzlari formunda bulunurken, Piridoksin bitkisel
tiriinlerde bulunur. Her ii¢ bilesikte tuz olarak bulunabilir. Bg vitamininin bu ii¢
formu farelerde esit aktiviteye sahiptir, ayni etkinin insanlarda da olmasi

beklenmesine ragmen bu tam olarak ispatlanamamistir (deMan, 1999).

B6 vitamini bir¢ok gidada bulunur ve bu vitaminin eksikligi nadir goriiliir.
Yetiskinler i¢in tavsiye edilen miktar giinlik 2mg’dir. Bu ihtiya¢ yiiksek protein

tilketiminde artig gosterir.

Piridoksin 1s1ya ve yiiksek asidik ortamlara karsi kararlhdir, 1518a karsi hassastir.
Ozellikle piridoksal ve piridoksamin hava, 1s1 ve 1182 maruz kaldiginda hizli bir
sekilde yok olur. Bu vitaminin gidalarda tayini zor oldugundan varlig1 hakkinda bilgi
eksikligi vardir (deMan, 1999).
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2.7.1.6. Biotin (B7 vitamini)

Yapisal formiilii i¢ asimetrik karbon igeren ve sekiz farkli sterioizomeri bulunan
biotinin sadece dekstrorotatori D-biotin formu dogal olarak bulunur ve biyolojik
aktiviteye sahiptir. Biyotine H vitamini veya koenzim R de denir. Biotin bazi
iriinlerde (sebze, meyve ve siit) serbest halde bulunur ve diger iiriinlerde (sakatat,
tohumlar ve maya) ise proteine bagli olarak bulunur. Biotin agisindan zengin besin
kaynaklari, et, ciger, bobrek, siit, yumurta sarisi, maya, sebze ve mantarlardir

(deMan, 1999).

Biotin bir¢ok metabolik reaksiyonda, ozellikle yag asitleri sentezinde onemlidir.
Insan organizmasmin biotin desteginin bir kismi sadece beslenmeden saglanir.
Giinliik alinmasi gereken biotin miktart 100-300ug’dir. Tavsiye edilen herhangi bir
miktar olusturulmamustir (deMan, 1999).

Biotinin kararlilig: ile ilgili veri sinirli miktardadir. Bu vitaminin oldukca kararl
oldugu goriilmektedir. Isil islemler az miktarda kaybina neden olur. Hava, asidik ve

notral pH ortamlarina kars1 kararlidir (deMan, 1999).

2.7.1.7. Folik asit (Bg vitamini)

Folik asit; pterin, p-aminobenzoik asit ve glutamik asit olmak iizere {i¢ ayr1 bilesikten
olusan serinin asil temsilcisidir. Mevcut ticari sekli bir tane glutamik asit icerir ve
pteroylglutamik asit (PGA) olarak adlandirilir. Dogal olarak bulunma sekli hem PGA
hem de tri- ve heptaglutamat gibi ¢esitli sayida glutamik asit kalintisi iceren
konjtigatlar1 seklindedir. En ¢ok goriilen vitamin eksikliginin folik asit eksikligidir.
Eksiklik 6zellikle hamile bayanlarda meydana gelmektedir. Folik asit icin RDA
(glinliik tavsiye edilen miktar) yetiskinlerde 400ug dir. Hamilelik doneminde giinliik
400ug, emzirme doneminde ise 200ug ek olarak alinmalidir (deMan, 1999).

Dogal olarak bulunan folatlarin ¢ogu son derece kararsizdir ve pisirilmeyle kolayca
yok olur. Folik asit 1s1ya kars1 asidik ortamlarda kararlidir ancak nétral ya da alkali
sartlar altinda kolayca yok olur. Cozeltide bu vitamin 151k altinda kolayca kaybolur
(deMan, 1999).
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2.7.1.8. Kobalamin (B, vitamini)

Bu vitamin vitaminler i¢inde en karmasik yapiya sahiptir ve molekiil yapisinda metal
(kobalt) icermesi ile de essizdir. Molekiil, li¢ degerlikli merkez kobalt atomunun
etrafinda olusmus koordinasyon kompleksidir ve iki ana kisimdan olusur (deMan,
1999).

Siyanokobalamin birka¢ koenzimin bilesimidir ve folat havuzuna geri dénen 5-metil-
tetrahidrofolat ¢evriminde niikleik asit olusumunda etkisi vardir. Vitaminin en
Oonemli besin kaynagi hayvansal {irlinlerdir. Bjp vitamini ayni zamanda bir¢ok
mikroorganizma tarafindan iiretilir. By, vitamini eksikliginin sadece vejeteryanlarda

goriilmesi sasirtict degildir (deMan, 1999).

Bu vitamin gidalarda peptid baglari ile proteinlere baghdir ve bagirsak sistemi
tarafindan kolayca absorbe edilebilir. Yetiskinler i¢in 6nerilen giinliik alim 3pg dir.
Gidalarda ki Bj, vitamini alkali ¢ozeltilerde kaynatilmadigi siirece yiiksek

derecelerde pisirilmeyle yok olmaz (deMan, 1999).

2.7.1.9. Askorbik asit (C vitamini)

C vitamini askorbik asit olarak da bilinir. Yapi itibari ile en basit vitaminlerden
biridir. Bir seker asidinin laktonundan olusur. Bir¢ok hayvan ve bitki askorbik asidi
glukozdan ve diger basit 6n basamaklardan sentezleyebilir. Mirkroorganizmalarda
askorbik asit yoktur. Insan dahil bazi omurgalilar i¢in esansiyeldir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2012).

Askorbik asit ayrica, kolayca hidrojen atomu veren ve bu sirada dehidroaskorbik
aside dontisen kuvvetli bir indirgeyici ajan, yani antioksidandir. Dehidroaskorbik asit
de vitamin etkisine sahiptir. Bu aktivite, dehidroaskorbik asidin lakton halkasinin
diketogulonik aside hidroliziyle kaybolur. Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit

biiyiik 6l¢iide etkisini kaybeder (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

C vitamini sentezi yapamayan canlilar insan ve maymunlardir. Insanin C vitamini
ihtiyaci tam olarak belirlenmemistir. Giinliik ihtiyacin 45 ila 75 mg arasinda oldugu
ortaya konmustur ancak strese ve ila¢ alimima bagl olarak ihtiyag artabilir. C
vitamini dogada yaygin sekilde oOzellikle turunggiller gibi meyvelerde, yesil

sebzelerde, domates, patates ve cilek tiiri meyvelerde bulunur. Genis sekilde
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yayllmasina ragmen en yiiksek seviyede kusburnu ve bati hint kirazinda bulunur.
Vitamin C tiim vitaminler iginde en az kararli olan1 ve isleme ve depolamada en

¢abuk yok olan vitamindir (deMan, 1999).

2.7.2. Yagda ¢oziinen vitaminler

Yagda ¢oziinen A, D, E ve K vitaminlerinin hepsi da izopren birimlerinden meydana
gelmislerdir. Uzerlerinde ¢ok yogun arastirmalar yapilmasina ve insan besininde ¢ok
yaygin bulunmasina ragmen, spesifik biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda suda ¢6ziinen
vitaminlere gore daha az sey bilinmektedir. Simdiye kadar yaga ¢6ziinen vitaminler
in higbirisi i¢in spesifik bir koenzim fonksiyonu bulunmamistir ve sadece A ve D
vitaminleri etkisinin molekiiler mekanizmasi tanimlanabilmistir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2012).

2.7.2.1. A vitamini (Retinol)

A vitamini tabiatta iki yaygin sekliyle bulunmaktadir. Memeli dokularinda ve deniz
suyu baliklarinda bulunan A; vitamini veya retinol, tatli su baliklarinda bulunan A,
vitamini veya retinol 2. Her ikisi alt1 {iyeli bir karbon halkasi ve 11 karbonlu bir yan

zincirden ibarettir.

Memelilerde sadece retinol A vitamini aktivitesi gostermez; ayn1 zamanda bitkilerde
¢ok yaygin olan belirli karotenoidler (6zellikle a-,p- ve 8- karoten) de A vitamini
aktivitesi gosterir. Bu karotenoidler bagirsak zarinda ve karacigerdeki enzimatik
reaksiyonlarla A vitaminine doniisiir. Simetrik bir yapiya sahip olan - karoten
ortadan boliiniir ve iki molekiil retinol olusur. Retinol, memeli hayvan dokularinda
bulunur ve kanda uzun zincirli yag asidiyle ester olusturarak taginir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2012).

A vitamini eksikligi gen¢ hayvanlarda, biiylime geriligine, kemik ve sinir sisteminin
dogru gelismemesine sebep olur, deri kurur ve kalinlasir; borekler ve degisik bezler
dejenerasyona ugrar ve kisirlik goriiliir. A vitamini eksikliginden en fazla etkilenen
gozlerdir. Geng hayvanlar ve kiiclik ¢ocuklarda vitamin eksikliginin erken belirtisi
olarak kseroflami diye bilinen hastalik ortaya cikar ve bazi tropikal bolgelerde

korliige gotiiriir. Yetiskinlerde A vitamini eksikligi gece korliigii seklinde ortaya
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cikar. Gece korligii, karanliga adapte olamama durumudur (Keha ve Kiifrevioglu,

2012).

Insanin giinliik A vitamini ihtiyac1 bir miligramin altindadir; bu ihtiyag biiyiik oranda
salata, 1spanak, patates gibi yesil ve sar1 bitkisel besinlerden karsilanir. Bunlarin
hepsi de karotence zengindir. A vitamininin fazla alinmasi toksiktir ve ¢ocuklarda

kolay kirilan kemiklerin olugsmasina sebep olur (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

2.7.2.2. D vitamini

D vitamini birka¢ formda bulunur, en énemli iki formu D, (Ergokalsiferol) ve Ds;
(Kolekalsiferol) vitaminleridir. D, ve D3 vitaminin 6nciilleri sirasiyla ergosterol ve 7-
dehidrokolesterol’diir. Bu onciiller yani provitaminler UV 15181 ile D vitaminine
dontigebilirler. Bu iki ana provitamine ek olarak isinla uyarildiklarinda D vitamini
aktivitesi gosteren steroller vardir. Provitaminler insan derisinde giines 1s1g1na maruz
kalarak D vitaminine doniigebilirler. Cok az miktarda gida D vitamini i¢in kaynak
oldugundan dolayr diger vitaminlere nazaran insanlarin D vitamini eksikligi
yasamas1 ihtimali daha yiiksektir. Bazi gidalara yapilan D vitamini ilavesi
eksikliginde ortaya ¢ikan rasitizm hastaligini yok etmede yardimci olmaktadir (Keha
ve Kiifrevioglu, 2012).

Yetigkin bir insanin D vitamini ihtiyact gilinliik yaklasik 20pug’dir. D vitamini,
karacigerde yeteri kadar depolanabilir ve haftalarca kullanilabilir. A vitamininde
oldugu gibi, D vitaminin de asir1 alinmasinda kemik iskeletinin kirilabilirligi artar;
bu gozlemler her iki vitaminin kalsiyumun biyolojik transpotunda ve

depolanmasinda rol oynadigin1 géstermektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

D vitaminleri, kalsiyum ve fosfat iyonlarinin ince bagirsaklardan emilmesini
hizlandirirlar. Kolekalsiferol bu etkiyi organizmada bazi degisikliklere ugradiktan

sonra gostermektedir. Once kolekalsiferol, karacigerde daha aktif bir madde olan 25-
hidroksikolekalsiferole ve bu da bobreklerde c¢ok daha aktif olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferole doniisiir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

2.7.2.3. E vitamini

E vitamini etkisi gosteren bilesikler a-, -, 6-, y-tokoferoller olarak bilinirler.

Tokoferoller i¢inde en bol bulunan ve en aktif olan1 a- tokoferoldiir. Tokoferoller bir
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kroman halka sistemi ve izoprenoid bir yan zincir ihtiva ederler. Kroman halka
sistemi, bir benzen halkasi ile bir piran halkasinin kondansasyonundan meydana
gelir. 2-Metil-2fitil-6-hidroksi kromanatokol denir. Biitiin tokoferoller tokol tiirevidir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Tokoferoller antioksidan olarak bilinirler. Molekiiller oksijene maruz birakilan
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunu azalttigi belirlenmistir. Bu gibi
oksidasyonlar doymamis yag asitlerinin polimerlesmesine sebep olur. Gergekten,
hayvanlarda tokoferol eksikliginin bazi1 belirtileri, antioksidan 6zellikli bazi
bilesiklerle de giderilebilir. Buna gore tokoferollerin fonksiyonlarindan birisi
biyolojik membranlarin lipitlerindeki birgcok doymamis yag asitlerini molekiiler
oksijenin bozucu etkisine karst korumaktir. Tokoferoller en ¢ok bugday tanesi

yaginda bulunurlar.

2.7.2.4. K vitamini

Naftokinon halkasi ihtiva eden K vitamininin etkisini gosteren dogal ve sentetik
birgok bilesik vardir. K; (phylloquinone) ve K, (menaquinone) vitamini seklinde
gosterilen iki dogal K vitamini bilinmektedir. K, vitamini aktif sekil olarak
goriinmektedir. Sentetik K vitamini olan K3 vitamini (menadione) uzun yan zincir

ihtiva etmez.

K; ve K; vitamini birlikte bulunur. K; vitamini 6zellikle 1spanak, kaba yonca gibi
yesil yapraklarda bulunur. Ayrica, lahana, karnabahar, domates, soya fasulyesi,
piring kepegi, ve yulaf filizlerinde de bulunur. K, vitamini, aynm1 zamanda, bagirsak
bakterilerinin bir meabolizma triintidiir. K; vitamini atmosferik oksijenli ortamda
yavas bozunur ancak 1s1k altinda bu bozunma ¢ok hizli olur. Isiya kars1 karalidir ama

alkali ortamda kararsizdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Yetigkin bir insanin giinliik ihtiyact 4mg dir. Menadione (2-metil 1,4-naphtaquinone)

dogal olarak bulunan K vitamininin iki kat1 aktiviteye sahip sentetik bir tirlindiir.
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2.8. Seker Profili

Mantarlarin karbonhidrat igerigi, meyveli kisimlarinin, kuru madde bazinda %50-
65’1 diizeyindedir. Serbest seker miktar1 yaklasik %11°dir. Florezak vd. (2004),
Coprinus atramentarius (Bull.: Fr.) Fr.’nin kuru madde bazinda %24 karbonhidrat
icerdigini rapor etmislerdir. Mantar sekeri olarak da adlandirilan mannitol, toplam
serbest sekerin %80’ini olusturmaktadir, bu yiizden dominanttir (Tseng ve Mau,
1999; Wannet vd., 2000). Mc-Connell ve Esselen (1947), taze mantarn %0.9
mannitol, %0.28 indirgen seker, %0.59 glikojen ve %0.91 hemiseliiloz igerdigini
bildirmiglerdir. Agaricus bisporus’un karbonhidratlari, Crisan ve Sands (1978)
tarafindan rapor edilmistir. Bu mantar igerisinde, rafinoz, sakkaroz, glikoz, fruktoz
ve ksiloz dominanttir (Singh ve Singh, 2002). Mantardaki suda ¢dziinen
polisakkaritler antitimor etki gostermektedir (Yoshioka vd., 1975).

Mikorizal tiirlerde (16-429/100g) saprotrofik mantarlardan (0.4-15¢/100g) daha
yiksek seker konsantrasyonu bulunmustur. Ayrica, fruktoz sadece mikoriza
tirlerinde (0.2-29/100g) tespit edilmistir. Saprotrofik L. decastes ve mikorizal tiirler
B. erythropus ve B. fragrans da fenolik madde ve seker gibi polar antioksidanlarin
katkis1 nedeniyle yiliksek antioksidan potansiyeli gostermistir. Bu calisma ayni
zamanda, mantar beslenmesinin besinsel ve nutrasotik potansiyel etkilerini de ortaya

koymustur (Grangeia vd., 2011).

2.9. Mineral icerigi

Trufflelar mineral icerik ve miktarlar1 bakimindan olduk¢a genis cesitlilik
gostermektedir. Si, K, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Al, P, S, Cu, ve Zn mineralleri
trufflelarda bulunmustur (Singer, 1961). K, P, Fe ve Ca 0zellikle Avrupa
trufflelarinda yaygindir.

Yunanistan’in farkli bolgelerinden yenilebilir yabani sekiz farkli mantar tiirtinde
(Cantharellus cibarius, Hydnum repandum, Lactarius salmonicolor, Xerocomus
chrysenteron, Agaricus cupreobrunneus, Amanita franchetii, Hygrophorus eburneus
ve Hygrophorus chrysodon) atomik absorpsiyon spektrometresi (AAS) kullanilarak
metal (Mg, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Pb, Cd, Al, As ve Sn) igerigi belirlenmistir.
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Mantar 6rnekleri arasinda metal icerigi 739-1165 mg/g Mg, 0.41-13.1 mg/g Cr, 11.4
-100 mg/g Mn, 46.3-317 mg/g Fe, 0.00-3.34 mg/g Co, 0.28-10.1 mg/g Ni, 3.80-32.6
mg/g Cu, 35.9-96.9 mg/g Zn, 0.00-1.37 mg/g Pb ve 0.08-0.41 mg/g Cd arasinda
degisen miktarda bulunmustur. As, Sn ve Al konsantrasyonlar1 kullanilan yontem
tespit sinirinin altindadir. Yenilebilir yabani mantar yiiksek mineral igerigine bagl
olarak islevsel olarak dengeli beslenmesinde kullanilir. Ayrica, agir metaller, diisiik
igerikleri (Pb, Cd ve As) nedeniyle toplama alanlarin kirli olmadigimi gosterir bu
nedenle herhangi bir saglik riski olusturmamaktadir (Ouzounia vd., 2007, Aruguete
vd., 1998; Cayir vd., 2010; Chen vd., 2009)

Tokat yoresinden toplanan 10 mantar tiiriinde Fe, Cu, Mn, Zn, Pb ve Cd igerigi,
atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore Fomes fementarius igin Fe, Cu, Mn ve Pb diizeyleri 3904 +307mg/kg, 54 + 4
mg/kg, 64 £5 mg/kg, 2.7 £2.0 ile en yliksek oldugunu gostermistir. Cinko (Zn) en
yiiksek 122 £11 mg/kg ile Polyporus frondosus tiiriinde, Cd igerigi 1.8+ 0.2 mg/kg
ortalama ile Boletus appendiculatus ve Fomes fomentarius tiirinde en yiiksek
bulunmustur (Tirkekul vd., 2004). Cinko biyolojik ©nemini nedeniyle canh
tiketiminde Onemlidir. Mantarlarda c¢inko igerigi 30-150 mg/kg arasinda
degismektedir (Kalac ve Svoboda, 2000). Bu ¢alismanin mantar ¢inko igerigi daha
onceki caligmalarla uyumludur (Anderson vd., 1982; Kalac ve Svoboda, 2000).
Kadmiyum igerigi 0.3 mg /kg ile N. Cinnabarina’da ve 1.8 mg/kg ile Boletus
appendiculatus ve F. fomentarius da tespit edilmistir. Calisma verileri literatiirde
verilen degerler ile uyumlu bulunmustur. Kadmiyum basta bobrekler ve karaciger
olmak tiizere kan serum seviyesinde dnemli Ol¢iide birikim gosterir. Mantardaki agir
metal konsantrasyonu toprak ve havadaki asidik ve organik maddelerden
kaynaklanmaktadir (Gazt vd., 1988). Metal konsantrasyonun farklilig1 ekosistem ve
mantar tiirlerine gore degismektedir (Seeger, 1982; Tirkekul vd., 2004).

Bir baska calismada yirmi dort yabani mantar tiirli ve bir kiiltiir mantar1 olan
(Agaricus bisporus) 16 farkli bileseni ve agir metal (Pb, Cd, Hg, Fe, Cu, Mn, Zn)
igerigi arastirilmistir. En yiiksek Cu igerigi 51mg/kg Tricholoma terreum igin tespit
edilmistir (Tiizen vd., 1998).
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2.10. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, hiicreleri, serbest radikal olarak bilinen karasiz molekiillerin sebep
oldugu hasarlardan koruyan kimyasal bilesiklerdir. Serbest radikaller gii¢li
oksidanlardir ve bu kimyasal yapilar eslesmemis elektronlar icerir. Viicudun, yaglar,
proteinler, DNA, seker gibi tiim bilesenlerine rasgele zarar verme potansiyelleri
vardir ve mutasyonlar ve kanserlerde etkili olurlar (Przybytniak ve Ambroz,1999).

Son yillarda kanser vakalarinin artmasi ve bunun baslica sorumlusu olarak sentetik
tirtinlerin kullaniminin deneyler sonucu da agiga ¢ikmasi, insanoglunu dogal iiriinlere
yonelmeye zorlamigtir. Yapilan ¢alismalar da birgok meyve ve sebzenin oksidasyon
sonucu olusabilecek zararli trlinleri yok ettigi bulunmustur. Oksidasyon yani
yiikseltgenme, bir atom ya da molekiiliin bir alictya elektron vermesi prosesidir.
Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiliksek olan madde yiikseltgenirken
digeri  indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipidler, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in
zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir. Bu durum yaygin olarak

“Oksidatif Stres” seklinde ifade edilmektedir.

Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Aruoma, 1997).
Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan {iriin olarak olusan bu reaktif oksijen ve

azot tiirleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri icermektedir.
Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla gosterirler. Bunlar,

I. Scavenging (siipiiriicii/temizleyici) etki gosterenler: Yani radikal olusumunu
engellerler ve olusmus olan radikalleri daha az zararh hale getirirler. Ornek olarak,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz gibi enzimleri ve metal baglayici

baz1 proteinleri verebiliriz.

Il. Quencher (giderici) etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini séndiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak,
vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, mannitol ve antosiyuanidinler

verilebilir.
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[1l. Chain breaking (zincir kirict) etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden
tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak bazi

vitaminler, iirik asit, bilirubin ve albiimin gosterilebilir.

IV. Repair (tamir edici) etki gosterenler: Bu gurupta DNA tamir enzimleri, metionin

siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Canlilar da mekanizmalar sonucu olusan serbest radikaller, ¢ogu zaman lipid
oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre Oliimlerine neden olmaktadir.
Antioksidan bir madde bu oksidasyonun cesitli asamalarinda yukarida 6zetlenen
mekanizmalar yoluyla koruyucu o6zellige sahip maddelerdir. Sentetik olarak
iretilebildigi gibi dogal kaynaklardan da elde edilebilir. Bu tiir maddeler, olusan
serbest radikalleri ya dogrudan temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen
aktarimi yaparak etkisiz hale getirir. Genel anlamda iki tiir antioksidant madde
tanimlanir. Birincil antioksidant maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya
serbest radikal temizleyen tiirlerdir. ikincil antioksidant maddeler veya koruyucu
antioksidan maddeler ise, metallerin aktivasyonunu azaltici lipit hidroperoksitlerin
istenmeyen ugucu tiirlere parcalanmasini engelleyen, tekli oksijen yakalayan yada
birincil  antioksidantlarin  yeniden iiretimini  saglayan tiirlerdir.  Ayrica

mekanizmalardaki bu cesitlilik pek cok maddenin arastirilmasina olanak saglamistir.

Gidalarda ki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, sekonder potansiyel
toksik bilesiklerin olusumuyla besin kalitesini ve giivenilirligini diisiirerek tat ve
koku bozunumundan sorumludur. Antioksidanlarin ilavesi besinlerin lezzetini,
rengini korumak ve vitaminlerin yikimini engellemek igin gereklidir. Gidalarin
korunumunda kullanilan ¢ogu yaygin sentetik antioksidantlar biitillenmis hidroksi
anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve ter-biitil
hidrokinon (TBHQ)’dur. Gidalarda antioksidan olarak tokoferoller de kullanilir.
Raporlarin BHT ve BHA nin toksik oldugunu gostermesi ve tiiketicinin gida katki
maddelerinin giivenilirligi hakkinda bilingliliginin artmasi nedeniyle; diisiik etkisi,
yiiksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternatif, dogal ve giivenilir daha

fazla gida antioksidanlarinin tanimlanmasi gerekmistir.
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2.10.1. Dogal antioksidan kaynaklar:

Canlilarin temel besin gereksinimlerini karsilayan bitkisel kokenli karbonhidratlar,
protein ve yaglar birincil kaynaklardir. Temel ihtiya¢lar1 karsilamanin disinda basta
ila¢ sanayi olmak iizere; kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele sektdriinde yine
bitkisel kaynaklardan yararlanilir. Bu tiir kimyasallar “sekonder metabolitler” olarak

adlandirilir.

Sekonder metabolitler, 6zellikle bitkilerin savunma veya {lireme sistemleri igin
tiretilmis kimyasallardir. Bu sekilde bitki tarafindan iiretilen kimyasallar ¢ogunlukla
yukarida belirtilen alanlarda yararli olur. Bitkisel dogal iirlinler birgok ilag
hammaddesi gibi saf iriinlerden besin katki maddeleri ve kozmetikler gibi
karisimlara kadar degiskenlik gdstermektedir. Bitkisel {iriinlerin yapilarinin karmasik
veya zengin olusu bu metabolitlerin kimya sanayinde hammadde olarak kullanimin

saglamistir.

Fenolik asitler hidroksil gruplart nedeniyle radikal giderme yetenegine sahip
olduklart i¢cin 6nemli bitki bilesenleridir (Hatano vd, 1989). Fenolik bilesiklerin
antioksidant aktiviteyle iliskilendirildigi ve lipid peroksidasyonunda 6nemli bir rol
oynadig1 rapor edilmistir (Yen vd, 1993). Fenolik maddelerin insan saglig
tizerindeki etkilerine baktigimizda, meyve ve sebzelerde zengince bulunan
polifenolik bilesiklerin giinliikk bir gramin iizerinde alindiginda mutagenesis ve
karsinogenez iizerine inhibitdr etki gosterdigi rapor edilmistir. Flavonollerin
polimerizasyon derecesi ylikseldik¢e siiperoksit giderim aktiviteleri de artmaktadir
(Yamaguchi vd, 1999). Genel bir egilim olarak fenoksil radikallerinin kararliliginin
arttirllmasi istenilen bir seydir, ancak lipidler i¢cin molekiillerin lipofilik yapilar1 ve
antioksidanlarin benzerligi belirleyici olmalidir (Von Gadow vd, 1997). Ayni
zamanda anti-peroksidant etki hem benzen halkasindaki metoksi ve hidroksil
gruplarinin sayisina, pozisyonuna; hem de cift baglardaki elektron delokalizasyonuna
baghdir (Milic vd, 1998). Farkli sebzelerden elde edilen flavonlarin seker gruplari
ihtiva etmesi, flavonlarin antioksidant aktivitesini onemli derecede etkilemektedir

(Plumb vd, 1999).

Bitki ve mantarlardaki antioksidatif etkiden sorumlu bas faktor onlardaki
flavonoidlerdir (Hertog vd, 1993, 1994, 1995; Knekt vd, 1996). Flavonoidler iki fenil
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halkasimin propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil propan (Cg-Cs3-Cg)

yapisindaki fenolik bilesiklerdir.

Dogal antioksidantlarin birgogu 6zellikle de flavonoidler ¢ok ¢esitli biyolojik etkiler
sergilerler (Bors ve Saran, 1987, Hanasaki vd, 1994). Meyve ve sebze tiiketimiyle
kanser ve kalp-damar hastaliklar1 arasindaki ters iliski onlarda bolca bulunan
flavonoidlere dayandirilmaktadir (Hertog vd, 1993, 1995; Knekt vd, 1996).

2.10.2. In-Vitro antioksidan aktivite belirleme yontemleri

In vitro antioksidan aktivitenin belirlenmesinde genellikle ilgili tepkimelerle serbest
radikaller olusturulur. Antioksidan oOzellige sahip bilesenlerin bu radikalleri

temizleme veya inhibisyon kapasitesi belirlenir.

Lipid oksidasyonu yani par¢alanmasi esnasinda antioksidantlar metal iyon baglayici,
radikal giderici ve peroksit bozucu olarak ¢esitli sekillerde hareket ederler. Sinerjik
etkilerinden dolay1 siklikla birden fazla mekanizma igerirler. Antioksidanlarin gida
sistemlerinde etkili olarak kullanilmas1 i¢in potansiyel saglik faydalar1 kadar hiicre

i¢i antioksidasyon mekanizmasi da bilinmelidir (Aruoma, 1997, 1998, 1999).

Antioksidan aktivite farkli mekanizmalar igeren farkli testlerle degerlendirilmelidir
ve bu farkl testlerden elde edilen aktivite sonuglar1 da dikkate alinarak aktivite ile
ilgili kararlar verilmelidir. Insan viicudunda oksidatif yikimin seviyesini 6lgmek igin

siklikla en ¢ok kullanilan metotlar:
1. Toplam oksidatif DNA yikimu,

2. Antioksidant enzimlerin seviyeleri, diisiik molekiiler agirlikli antioksidantlar
(katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidazlar, iirik asit, glutatyon,

flovanoidler, katekinler, antosiyaninler) ve vitaminler (E, C ve -karoten),
3. Lipidlerin oksidatif yikimi
4. Protein yikimi (Aruoma, 1997).

Kimyasal metotlarin ¢ogu farkli serbest radikalleri siipiirme yetenegine baghdir,
ancak aynm1 zamanda UV-absorpsiyonu ve selatlama yetenegi de yag sistemlerinde

antioksidan aktivitenin kaynagidir (Chen ve Ahn, 1998). Ayni1 zamanda antioksidan
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aktivite; ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin polaritesi ve tiiriine, izolasyon tekniklerine ve
aktif bilesiklerin safligina baghdir (Meyer vd, 1998a). Lipidler i¢in antioksidan
aktivite belirleme faktorleri molekiillerin lipofilik 6zelliklerine (Brand-Williams vd,
1995; von Gadow vd, 1997); fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi ise fenolik
asitlere baghdir (Pekkarinen vd, 1999).

Oksidasyon belirlemelerinde katalizor olarak metal katyonlari kullanilabilir (Chen ve
Ahn, 1998, Ganthavorn ve Hughes, 1997) ve ayni zamanda hemoglobin gibi metal
kompleksli organik molekiillerde kullanilabilmektedir (Kuo vd, 1999). Demir ve
bakir iyonlar1 indiikleyici olarak farkli sistemlerde yaygin olarak kullanilir
(Chambers vd, 1996, Muller vd, 1999, Ponginebbi vd, 1999). Antioksidan aktivite
reaktif tiirlerin tiretilmesini saglayan metalik katalizore baghidir (Lapidot vd,1999) ve
bu metalik katalizorler varsayillan antioksidantin prooksidant olarak davranip
davranamayacagini belirler (Roeding-Penman ve Gordon, 1998). Fe* gibi yaygin
metal iyonlar1 antioksidantlar tarafindan, antioksidant bir maddeyi prooksidant gibi
davranmaya iten Fe?* iyonlarina indirgenebilir. Benzer etki diger gecis metalleri igin
de soylenebilir. Bu yiizden dolayli antioksidant aktivite l¢climii gibi metal iyonlar
(6zellikle Fe?*, Cu®") iizerine selatlama etkisinin belirlenmesi prooksidant etkiyi
Onleme yeteneginin bir dl¢iimii olarak kullanilmistir (Hudson ve Lewis 1983; Okada

ve Okada, 1998).

Oztiirk vd (2010) tarafindan M. conica Pers. mantarinin antiradikal ve antimikrobiyal
aktivitesi, toplam fenolik madde, mineral ve agir metal igerigi belirlenmistir.
Calismada serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin 43.72 + 0.13, toplam fenolik

igeriginin ise 20.64 + 0.33 mg GAE /g oldugu bulunmustur.

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi viicudun Onemli savunucularidir ve
mantarlar, bu antioksidanlarin zengin kaynaklaridir (Mau vd., 2004; Puttaraju vd,
2006; Ferreira vd., 2007; Oyetayo vd., 2007). Waxy cap mantar (Hygrocybe
coccinea) ekstraktlart sarkoma onleyicidir (Ohtsuka vd., 1997). 30 mantar tiiriinden
elde edilen, bagisiklik arttiricilar, hayvanlarda antikanser etki gostermistir (Wasser
ve Weis, 1999). Bilesiklerin antioksidan 6zelligi, onlarin bilesikleri ile iligkilidir
(Velioglu vd., 1998). Kim ve Kim (1999), mantar ekstraktlarinin DNA koruyucu
ozellikleri oldugunu bildirmistir. G. lucidum, birgok serbest radikali yakalayabilir
(Jones ve Janardhanan, 2000). Mau ve ark. (2001) bazi1 kulak mantarlarinin
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antioksidan Ozelliklerini bulmustur. Cok sayida mantar tlirtiniin glglii bagisiklik
arttirict oldugu ve kansere karst hayvan ve insanlarin bagisikligint gili¢lendirdigi
bulunmustur (Wasser ve Weis, 1999; Borchers vd., 1999; Kidd, 2000; Feng vd.,
2001). A. bisporus’ tan elde edilen tyrosinase antioksidandir (Shi vd., 2002).
Lakshmi vd. (2005), P. sajor caju’ nun antioksidan aktivitesini belirlemislerdir.
Triterpenoidlerin, G. lucidium’ un ana bilesiklerinden oldugu ve G. lucidium’ un
antioksidan ozelliklerinin sebebi camptothecin oldugu tespit edilmistir(Zhou vd.,
2007).

2.11. Antikolinesteraz Aktivite

Insan dmriiniin uzamasindan dolay1 Alzheimer hastalig1 ile daha sik karsilasilmas,
Alzheimer hastaliinin tedavisi ile yakindan iligkili olan asetilkolinesteraz
inhibitorlerinin bulunmasin1 ve ilag haline doniistiiriilmesini daha gerekli hale
getirmektedir. Beyindeki yaslanma ve benzeri ndrolojik rahatsizliklarin tedavisinde
giinimiizde en c¢ok kullanilan ilaglar asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
inhibisyonunu gerceklestiren ilaglardir. Bu amagla diinyada dogal {iriin olarak c¢esitli
bitki ve mantarlarin aktivitesi arastirilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
antioksidan aktivite ile asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu arasinda iligkiler tespit
edilmistir (Papandreou vd., 2009; Agrawal vd., 2009). Ulkemizde’de bu tip
calismalar sinirli sayida yapilmaktadir (Orhan vd., 2007; Ertas vd., 2009; Kivrak
vd.,2009). Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri
Alzheimer hastaligimin tedavisi ile yakindan iligkilidir (Atta-ur-Rahman ve
Choudhary, 2001).

Asetilkolinesteraz enziminin en Onemli roli kolinerjik sinapslarda asetilkolin
norotransmittirlarinin -~ hidroliziyle sinir impuls gegislerini sonlandirmasidir.
Dolayisiyla AChE’nin inhibisyonunun Alzheimer, Senile dementia (bunama),
Ataksi, Myasthenia gravis ve Parkinson hastaginin tedavisinde 6nemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Piyasadaki mevcut ilaglar AChE’nin inhibisyonuna dayali olarak
gelistirilmistir. Alzheimer tedavisinde su anda kullanilan AChE inhibitorii sentetik
ilaglardan tacrin 1993’de (Whitehouse, 1993), donepezil ise 1997°de (Kelly vd.,

1997) piyasa sunulmustur, fakat bunlarin yan etkileri Ozellikle mide-bagirsak
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rahatsizliklart yapmasi, hepatite yol acabilecek karaciger tizerinde olan toksisitesi,
bas donmesi, bradikardidir (Dékmeci, 2000). Dogal iirtine dayali olarak gelistirilmis
rivastigmine (karaciger iizerine toksit etkisi olmayan) ile dogal bir alkaloid olan
galanthamin ise sirasiyla 1999 ve 2000 den itibaren hafif-orta seviyedeki
Alzheimer’li hastalarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle, yeni
ACHhE inhibitérlerinin arastirilmasi, su anki tedavilerin mevcut yan etkileri yiiziinden

daha gerekli hale gelmektedir.

2.12. Kolin ve Betain

Kolin, asetilkolin, fosfolipitler, ve metil saglayici betain’in prekursorii olarak gorev
yapar. Yetiskinler i¢in kolin’in yeterli alim degeri, erkeklerde 550mg/giin ve
kadinlarda 425mg/giin’diir. Gidalar veya gida takviyeleri yoluyla alinan kolin miktari
hakkinda net bir tahmin yoktur. Diyette bulunan kolin, serbest kolin’dir veya
fosfokolin, gliserofosfokolin, sfingomiyelin, veya fosfatidilkolin’de oldugu gibi ester
seklinde baghdir. Kolin’in yliksek miktarda alinmasindan kaynaklanan ters etkileri,
bazi kolinerjik yan etkilerle de (terleme, ishal gibi) dogrulanan diisiik tansiyon ve
baliks1 viicut kokusudur. Yetiskinler i¢in tolere edilebilecek maksimum miktar

3.5¢/giin diir.

Kolin, hiicre zarlarinin yapisal biitiinliigii, methyl metabolizmasi, kolinerjik
norotransmisyon, zar araciligi ile gegisler ve lipid ve kolesterol tagmimi ve
metabolizmasi i¢in 6nemli olan bir diyet bilesenidir. Belli bir ortamda gelisen insan
hiicreleri, mutlaka kolin’e ihtiya¢ duyarlar (Eagle, 1955). Eger hiicreler kolin’den
mahrum kalirsa, apoptosisden dolay1 oliirler (Albright vd., 1996; Cui vd., 1996;
Holmes-McNary vd., 1997; James vd., 1997; Shin vd., 1997; Zeisel vd., 1997). Kolin
pargasinin, metil  saglayici  olarak  S-adenozilmetiyonin’in  kullanildigs,
fosfatidiletanolamin’in ardisik metillenmesi ile yeniden biyosentezi i¢in endojen bir
islem vardir. Bu yiizden, diyetle alinan kolin ihtiyaci, kolin ve {i¢ besin 6gesi:
metiyonin, folat ve vitamin B;, arasindaki metil alig-verisi iligskisine gore degisir
(Zeisel ve Blusztajn, 1994).
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Bilesenlerin birbirlerine bu sekilde, karsilikli olarak bagimli olmalarindan dolay1, bir
bilesenin asil dogasina uygun olarak davranmasi suna baghdir; diger besin
Ogelerinin miktari, normal gelisim ve fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi icin yeterli
miktarda oldugunda, bir besin 6gesinin sentezlenme hizi, o besin 6gesi ihtiyacini
karsilayacak diizeyde olmaz. Normal folat ve Bj, vitamini diizeyine sahip kisilerde,
kolin bakimindan yetersiz bir diyete tabi tutulduklarinda, kanlarindaki kolin ve
fosfatidilkolin konsantrasyonlar1 azalmis ve karacigerde hasar baslamistir (Zeisel vd.,
1991). Bu bireyler igin, kolin’in bastan iretimi de, bu Ogeye olan ihtiyaci
karsilayacak diizeyde degildir. Kadinlar, ¢ocuklar ve yaslh yetiskinler i¢in, kolin’in
diyetle alinmasina ihtiya¢ olup olmadigi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Kolin, asetillenebilir, fosforlanabilir, oksitlenebilir veya hidroliz edilebilir. Kolin’in
metabolizmast ve fonksiyonlar1 hakkinda bazi kapsamli incelemeler yayinlanmistir
(Kuksis ve Mookerjea, 1978; Zeisel, 1981; Zeisel and Blusztajn, 1994).

Kolin, hayat i¢in ¢cok 6nemli olmasina ragmen, saglikli bir insanin diyetle yetersiz
miktarda almasi halinde, etkilerinin nasil olacagi seklinde, sadece bir tane
yaymlanmis calisma vardir. Bu calismada, erkeklere {i¢ hafta boyunca, kolin
bakimindan yetersiz, ama metiyonin, folat ve Bj, vitamini bakimindan yeterli diyet
verildiginde, kolin depolarinin azaldigi ve karacigerde alanin aminotransferase artisi
olustugu bildirilmistir (Zeisel vd., 1991)

Erkeklerin kolin ve metil acisindan yetersiz beslendigi diger bir ¢aligmada, kolin
depolarinin azaldigi belirtilmis, ama karaciger fonksiyonlar1 ile ilgili bilgi

verilmemistir(Jacob vd., 1995).

Betain mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur ve bugday,
kabuklular, 1spanak ve seker pancar1 gibi bir¢ok gidanin 6nemli bir bilesenidir.
Betain, ¢ift kutuplu kuarterner bir amonyum bilesigidir. (CH3)sN'CH,COO
formiilliine sahiptir, glisin amino asidinin bir metil tirevidir ve molekiil agirlig
117.2 dir ve bir metilamin olarak tanimlanir, ¢linkii 3 adet kimyasal olarak reaktif
metil grubu icermektedir. Betain ilk olarak 19. yilizyilda seker pancar1 (Beta vulgaris)
suyunda ve ardindan da bazi mikroorganizmalarda bulunmustur. Betainin fizyolojik

fonksiyonu, bir organik ozmolit olarak gerilim altindaki hiicreleri korumak veya bir
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katabolik metil grubu kaynagi olarak, bir¢ok biyokimyasal islemde transmetilasyon

icin kullanilmasidir(Yancey vd. 1982).

Betainin bitkiler ve mikroorganizmalardaki asil gorevi, osmotik inaktivasyona karsi
hiicreleri korumaktir (Virtanen, 1995; Virtanen ve Campbell, 1994). Kuruma, yiiksek
tuzluluk veya sicakliga maruz kalma seklinde kendini gosteren gerilim, mitokondride
betain sentezini tetikler, bu da hiicrelerde birikimine sebep olur. Betain, hiicrede su
alikonmasini arttiran, inorganik tuzlarin yerini dolduran ve hiicre i¢i enzimleri,
osmotik veya sicakliga bagli inaktivasyondan koruyan, uyumlu bir ozmolittir
(McCue ve Hanson, 1992; Brigulla vd.,2003). Mesela 1spanak tuzlu toprakta
yetistirilir ve betain taze agirligin %3 iline kadar biriktirilebilir. Bu da kloroplastlarin,

yiiksek tuzlu ortamda fotosentez yapabilmesini saglar (McCue ve Hanson, 1990).

Betain, hayvanlarin beslenmesinde 50 yili agkin bir siireden beri takviye olarak
kullanilmaktadir. Bu kullanim, insan beslenmesi i¢in de yeni anlayislar ortaya
cikmasint saglamistir. Betain, baliklari, az tuzlu ortamdan ¢ok tuzlu ortama
gectiklerinde ortaya cikan gerilimden korumak igin, ¢itlik baliklarinin yemlerine
ilave edilmistir. Osmotik gerilime maruz kaldiginda, somon karaciger mitokondrisi
betaini hemen biinyesine almistir ve betainin olmadig1 durumlarda metabolik aktivite
¢ok daha fazla azalacaktir (Virtanen, 1995). Betain, civciv bagirsak hiicrelerini,
koksidiyal enfeksiyonundan korumakta, belirtileri azaltmakta ve performansi
arttirmaktadir (Fetterer vd., 2003; Kidd vd., 1997). Koksidiyal enfeksiyonlar,
bagirsaktaki iyonik dengeyi ve bagirsak morfolojisini etkiler, bu da sindirim
bozukluguna, emilim bozukluguna ve su kaybina neden olur. Bir metil saglayici
olarak, betain, tek karbonlu birimler temin eder ve dogru beslenme i¢in gerekli olan
ve gida ile alinan metiyonin ve kolin’in yerini tutar. Mesela, betain, gelisimi ve
gidadan yararlanim etkinligini arttirir ve domuzlarda ve civcivlerde viicut yaglarinm

azaltir (Kidd vd. 1997; Siljander vd., 2003).

Insanlar betaini, betain veya kolin bilesigi iceren gidalardan alirlar. Betain,
gelisimlerine ve i¢indeki bulunduklar1 osmotik gerilim kosullarina bagli olarak
gidalarda, farkli miktarlarda bulunmaktadir. Diyetle alinmasi gereken betain

miktarini ortalama 1g/giin’den, 2.5g/giin’e (biitiin tahil ve deniz {iriinleri bakimindan
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zengin diyetler icin) kadar tahmin edilmektedir. Kolin’in asil metabolik sonucu,
karaciger ve bobrekte, iki basamakli bir islem ile geri doniilmez sekilde betain
yiikseltgenmesidir(Davies vd., 1992). Once, kolin, koline dehidrogenaz enzimi ile
betain aldehite yiikseltgenir. Bu enzim ayni zamanda, NAD" varliginda, betain
aldehidi, Betain g¢evirebilir (Tsuge vd., 1980). Kolin dehidrogenaz aktivitesi
mitokondride, i¢ membranin martiks kisminda meydana gelir (Wilken vd.,1970).
Daha sonra betain aldehit, NAD" hem mitokondri hem de sitozol iginde bagiml
enzim betain aldehit dehidrogenaz ile Betain yiikseltgenir (Drogolovich, 1994).
Diyetle alinan kolin’in geri kalani asetilkoline ve fosfotidilkolin gibi fosfolipidlerin
yapiminda kullanilir. Normal gidalarla alinan kolin miktarmin 1 g/giin diizeyinde

oldugu tahmin edilmektedir (Zeisel vd., 1980).

Gidalarin kolin ve betain igerikleri US Department of Agriculture veritabani
gelistirilmistir. Gidalarin betain igerikleri, analiz edilen belli gidalarin farkli
kaynaklarina ve uygulanan farkli pisirme yontemlerine gore degisiklik gostermistir;
mesela, kaynama, betainde daha yiiksek kayiplara yol agmistir (de Zwartt vd., 2003).
Eski calismalar, kirmizi sarap (Mar ve Zeisel, 1999) ve biitiin tahil (Vos, 2000)
icinde bulunan betainin kalp damar hastaliklarindan koruyabilecegini ileri stirmiistiir.
Buna bagli olarak US Department of Agriculture veritabaninda, daha fazla ¢alisma
yapilmasina oncelik verilmistir (Liu vd., 2000). Betain, diyete takviye olarak da
alinabilir. Seker kamisinin ana azotlu maddesidir ve ticari olarak, melastan, su bazl

kromatografik ayirma ve kristalizasyon ile ekstrakte edilir.

2.13. Calismanin Amaci

Mantarlar, kii¢iik orman iriinlerinin 6nemli bilesenleridir ve i¢inde bulunduklar
biyosferin en yaygin molekiilii seliiloz iizerinde yetisirler. Giiniimiizde mantarlar,
toprak altinda veya {istiinde yetisen ve ¢iplak gozle goriilebilecek kadar biiyiik ve elle
toplanabilen ayirt edici bir meyve kismma sahip makro-fungus’lar olarak
goriilmektedir (Chang ve Miles, 1992). Mantarin sadece meyve kismi goriilebilir,

halbuki geri kalan1 misel olarak toprak altindadir.
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Jeolojik olarak mantarlar, eski donemlere ait fosil kayitlarindan elde edilen kanitlara
gore, diinya iizerinde insandan daha once ortaya ¢ikmistir. Buna goére antropolojik
olarak, insanin kiiltiirel gelisiminin kronolojisi i¢inde, gida topladigi ve avcilik
yaptig1 donemlerde, mantarlar1 gida olarak kullanmis olmasi kuvvetle muhtemeldir.
Mantarlar, oOnemli ekolojik gorevlerinin yaninda, gida veya ilag olarak
kullanildiklarinda, c¢ok biiyiilk uygulama imkanlart sunarlar. Onlar diinyanin en
blyiik, el degmemis besin kaynagim1i ve gelecegin lezzetli gidasini temsil
etmektedirler. Mantarlarin kansere karsi, kolesterol diisiiriicii olarak, stres, astim,
alerji ve diyabete karsi etkili oldugu bulunmustur. Yiiksek protein igeriklerinden
dolay1, protein eksikliginden kaynaklanan boslugun giderilmesinde bir kdprii olarak
kullanilabilirler. Fonksiyonel gida olarak mantarlar, bagisiklig1 arttirmak icin, tablet
formunda, besin maddesi saglayici olarak kullanilirlar. Diisiik nisasta igerikleri ve
diisiik kolesterollerinden dolay1, kalp ve seker hastalart igin uygundurlar.
Mantarlardaki demirin tigte biri, kullanilabilir formdadir. Polisakkarit igerikleri
antikanser ila¢ olarak kullanilir. Hatta, mantarlar HIV ile etkin bir miicadele i¢in de
kullanilmaktadir (Nanba, 1993; King, 1993). Mantardaki biyolojik agidan aktif
bilesiklerin antifungal, antibakteriyel ve antiviral ozellikleri vardir ve ayrica
insektisit ve nematisit olarak da kullanilirlar. Buna gore, mantarlarin ¢ok sayidaki
uygulama alanlarim1 da goz Oniine alarak, mevcut ¢alismada, mantarlarin insan
saglig1 acisindan yararli olabilecek, gida, ilag ve mineral gibi farkli sekillerde

kullanilabilecek 6zellikleri gzden gecirilmistir.

Mantarlarin gida olarak tiikketimi yada halk tarafindan ila¢ olarak kullanimi insanlik
tarihi kadar eskidir (Tong vd., 2009). Yenilebilir mantarlar, iki bin yildan fazladir
toksik olmayan tibbi 6zellikleri oldugu kadar besin olduklari i¢cin de Asyalilarin

arastirma konusu olmustur (Zhang vd., 2007).

Dogada organik maddelerin ayristirilmasi gibi dnemli bir gorevi listlenen funguslar,
yaklasik 125.000 tanimlanmuis tiir ile ayr1 bir alemde toplanmis olup bu tiirlerden
10.000 tanesi makrofungustur (Allr vd., 2007; All1 vd., 2008). Ulkemiz fitocografik
konumundan dolay1r olduk¢a zengin bir mantar florasina sahiptir. Her mevsim
goriilen tiirlerin haricinde genellikle ilkbahar ve sonbahar aylarinda ortaya ¢ikan bu
mantarlarin ~ zenginligi, sliphesiz ki  ekolojik  sartlarin  uygunlugundan

kaynaklanmaktadir (Istloglu ve Oder, 1995). Yenilebilir dogal mantar tiirleri
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yoniinden oldukca zengin olan lilkemizde, halkimizin bunlar1 yeterince tanimadigi da
bir gercektir. Bugiine kadar cesitli yorelerde degisik arastiricilar tarafindan yapilan
arastirmalarda; her yorede ancak 3-5 tane mantar tiirii yore halki tarafindan
taninmakta ve gida olarak tiiketilmektedir. (Tiirkoglu vd., 2008; Tirkoglu ve Gezer,
2006). Yenilebilir bircok mantar tiiriinden elde edilen ekstrelerin antioksidan,
antitimor, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuar aktiviteleri ve
immiinomodiilator ve kolesterol diisiiriicii etki goOsterdigi ortaya ¢ikarilmistir
(Turkoglu vd., 2007, 2006; Mercan vd., 2006; Jayakumar vd., 2006, 2007; Wang
vd., 2000; Regina vd., 2008; Gezer vd., 2006; Mau vd., 2004). Japonya ve Cin’de
Ganoderma tiirlerinden elde edilen kanser ilacinin toplam kanser ila¢ pazarmin %

25’1ini olusturmakta ve ilgili iilkelere milyarlarca dolar katki sagladig: bilinmektedir

(Mizuno, 1999; Chang vd., 1990; Moradali vd., 2007).

Mantarlar lezzetinden ve aromasindan dolay1 gida olarak kullanilmasinin yani sira bu
giin tibbi aktivitelerinden dolay: ila¢ olarak ta kullanilmaya baslanmistir. Mantarlar
tizerinde yapilan calismalarda onlarin antioksidan, antimikrobiyal, antitiimér,
antiinflamatuar, antimutajenik, antiviral ve kolesterol diisiiriicii aktiviteleri rapor
edilmistir. Yapilan bircok arastirma, mantarlardan elde edilen ekstrelerin
aktivitelerini belirleme {izerinedir. Aktiviteye sebep olan bilesenlerin belirlenmesi
lizerine yapilan arastirmalar siirli diizeydedir. Ulkemiz mantar florasi oldukca
zengin olmasina ragmen dogal olarak yetisen mantarlarin tibbi aktiviteleri lizerine
siirll sayida aragtirmalarin yapilmasina karsilik, aktiviteye sebep olan bilesiklerin

UPLC-MS/MS ile belirlenmesi ile ilgili hi¢bir literatiir bulunmamaktadir.

Mantarlara aroma verici maddeler gidalara da lezzet vermek amaciyla kullanilmasina
ragmen bu giine kadar mantarlarin ugucu organik bilesiklerinin belirlenmesi iizerine
cok az sayida arastirma yapilmistir (Hanssen ve Abraham, 1987; Janssen vd., 1992;
Laatsch ve Matthies, 1992; Mau vd., 1997; Senger-Emonnot vd.,2006). Son
zamanlarda mantarlarin bazi tibbi 6zelliklerinin kesfi ve yeni gida iriinlerine olan
ithtiyacin artmasiyla mantarlarin aromasina olan ilgide artmistir (Rapior vd., 1997,
1998, 2000, 2002; Breheret vd., 1999; Rosecke ve Koning, 2000; Lomascolo vd.,
1999; Venkateshwarlu vd., 1999). Rapior vd. Lepista nebularis mantarina aroma

verici ugucu organik bilesiklerini iki farkli yontemle elde etmisler ve major olarak 2-
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fenil ethanol, benzaldehit, [-barbatene, indol, 1-octen-3-ol ve tiirevlerinin

bulundugunu rapor etmislerdir (Rapior vd., 2003; Senger-Emonnot vd.,2006).

Giinlimiizde kullanilan mantarlarin kesfedilmemis ve denenmemis tiirler dahil sadece
%5°1 kullanilmaktadir. Hala binlercesi iizerinde ¢alisilma yapilmamistir. Hatta hali
hazirda bilinen tiirler arasinda detayli bir sekilde arastirilan mantar sayist ¢ok azdir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen, yenilebilir ve ticari potansiyeli olan Tuber aestivum
ve Calvatia gigantea mantarlarinin fenolik ve flavonoid igerikleri, yag asidi ve
aroma verici bilesenleri, mantarlardan elde edilen ekstrelerde antioksidan ve

antikolinesteraz enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Ayrica Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinin yag asitleri GC/MSD ve
GC-FID, seker profili ise HPLC/RID cihazlari kullanilarak analiz edilmistir.
Mantarlardaki 1-okten-3-ol ve diger aroma maddelerinin varligi Headspace GC/MSD
ile tespit edilmistir. Gaz kromatografi (GC-FID) ve Gaz kromatografi-kiitle
spektrometresi (GC/MSD) ile birlestirildiginde yiiksek kesinlikte ve dogrulukta
sonuglar elde edilebilmektedir. Bu nedenle yag asitleri analizinde her iki cihazda
kullanilmistir. UPLC-MS/MS cihazi ile fenolik bilesik, serbest amino asit, B grubu
vitaminleri ve C vitamini igerigi, HPLC-DAD cihazi ile A, D, E ve K vitaminleri
igerigi, HPLC-RID cihazi ile seker profili ve ICP-MS cihazi ile de mineral icerigi

tespit edilmistir.

Zengin besin bilesimi, vitamin, mineral, protein ve karbonhidrat bakimindan yiiksek,
doymamuis yag asitlerinin kiymetli katkisi ile yag bakimindan diisiik igerikleri yabani
mantarlar1 ¢ok 0zel yapmaktadir. Bu c¢alisma ile antioksidan ve antikolinesteraz
enzim aktivitesine sahip gida katki maddesi olarak da kullanilabilecek kimyasal
bilesimler belirlenmistir. Tez ¢alismasinda, gelistirilen yeni teknik ve metotlar ile
dokiimantasyon kaynagi saglanmasinin yaninda, her iki mantarinda tiim besinsel

icerik ve diger degerlerinin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Coziiciiler ve Kimyasallar

Analizler esnasinda kullanilan, Metanol (hypergrade for LC-MS), Asetonitril
(LiChrosolv Reag. Ph Eur), Su (Milli Q Advantage A10 Millipore), Asetik asit
(EMSURE ACS, ISO, Reag. Ph Eur), Etil asetat (SupraSolv), Hekzan (SupraSolv),
Etanol (EMPROVE exp Ph Eur, BP), Potasyum hidroksit (for analysis), Magnezyum
stlfat (for analysis), Sodyum asetat (EMSURE for analysis) ile mineral ve
metallerden Sodyum (Na), Potasyum (K), Magnezyum (Mg), Kalsiyum (Ca), Krom
(Cr), Mangan (Mn), Demir (Fe), Nikel (Ni), Bakir (Cu), Cinko (Zn), Lityum (Li),
Aliminyum (Al), Bizmut (Bi), Skandiyum (Sc), Fosfor (P), Germenyum (Ge),
Arsenik (As), itriyum (Y), Selenyum (Se), Kadmiyum (Cd), Kalay (Sn), Civa (Hg)
ve Kursun (Pb) 1000ppm standart soliisyon olarak Merck KGaA Darmstadt
Germany,

Kolin, Betain ile Fenolik Bilesikler (Pirogallol, Homogentisik asit, Protokatesuik
asit, Gentisik asit, Pirokatekol, Galantamin, p-Hidroksibenzoik asit, 3,4-
Dihidroksibenzaldehit, Katekin hidrat, Vanilik asit, Kafeik asit, Siringik asit, Vanilin,
p-Kumarik asit, Ferulik asit, Epikatekin, Katekin gallat, Rutin, trans 2-hidroksi
sinnamik asit, Mirisetin, Resveratrol, trans-Sinnamik asit, Luteolin, Kuersetin,
Naringenin, Genistein, Apigenin, Kamferol, Hesperetin, Krisin) Sigma-Aldrich

Chemie GmbH Steinheim Germany,

FCR (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent), p-Karoten, Tween-40, DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt), K,S,0g (Potassium persulfate), Neocuproine,
Ferrin, DTNB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)), AChE (Asetilkolinesteraz),
BChE (Biitirilkolinesteraz), Acl (Asetilkolin iyodiir), Bul (Biitirilkolin iyodiir),

Potasyum asetat, Aliiminyum nitrat, Amonyum format, Amonyum asetat, BHT
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(Biitillenmis hidroksitoluen), BHA (Biitillenmis hidroksianisole) Sigma-Aldrich
Chemie GmbH Steinheim Germany,

L-Amino asitler LAA-21 Kit (Alanin, Arginine, Asparagin, Aspartik asit, Sistin,
Glutamik asit, Glutamin, Glisin, Histidin, Izoldsin, Losin, Lisin, Metiyonin,
Fenilalanin, Prolin, 4-hidroksi Prolin, Serin, Treonin, Triptofan, Valin, Tirozin)

olarak Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim Germany,

Yag asidi metil esterleri 37 FAME Mix ile Tiamin (B;), Riboflavin (B,),
Nikotinamid (B3), Nikotinik asit (B3), Pantotenik asit (Bs), Piridoksin (Bg), Biotin
(By), Folik asit (By), Siyanokobalamin (B12), Askorbik asit (C vitamini), Retinol (A),
Ergocalciferol (D,) ve Cholecalciferol (D3), a-Tocopherol (E), Phylloquinone (K;)
ve Menaquinone (K;) vitamini ve Ergosterol (provitamin D;) olarak Supelco
Analytical Bellefonte, PA, USA,

Seker profili analizinde kullanilan, Riboz, Ksiloz, Arabinoz, Fruktoz, Mannoz,
Mannitol, Glukoz, Sukroz, Maltoz, myo-Inositol, Treloz Sigma-Aldrich Chemie

GmbH Steinheim Germany’den tedarik edilmistir.
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3.2. Analiz Esnasinda Kullanilan Cihazlar ve Calisma Sartlar

3.2.1. UPLC-ESI-MS/MS

Analizler esnasinda UPLC-ESI-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC,
Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ve yazilim olarak MassLynx 4.1 Software kullanilmistir.

Cihaz {i¢ ana kisimdan olugmaktadir. Ik kisim viallerin injeksiyon i¢in bekletildigi
Sample Manager kismidir. Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi bu kisimda 5.0uL’lik

loop kullanilmustir. Injeksiyon zamanina kadar numuneler 10°C’de tutulmaktadir.

Sample Loop

Pressure

5.0 pL
Assist -

Sample Syringe

Valve Injection
Valve

= .
Nesdis

Y

Binary Sclvent
Manager

COLUMN Drin
] Control
E G EEDONEEE 1:A8
SN 01963115015712 S E;&_ten_ded 5

2 iercing eadle

Wash
2 7.9% 54.3%

\n!_ash e E H E

Syringes R e

40.0 242 10.0 %
400 °C 10,0
\Waste

Sekil 3.1. UPLC-ESI-MS/MS Sample Manager

Ikinci kisim ise primary ve accumulator pompalarinin bulundugu ve sisteme mobil
fazlarin uygun karigim ve basigta gonderilmesini saglayan Binary Solvent Manager
kismidir. Genellikle A1 ve B1 hatlarindan ¢ekilen mobil faz degaserden gegtikten

sonra valf yardimiyla sisteme gonderilir.
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0.100 mL/min  50.0 %

0.100 mL/min 50.0 %
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% 43 psi

i \
_ ~ACCUMULATOR |
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-
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PRIMARY e ACCUMULATOR |

/ Sample

// * 82 psi

Vent Valve
*System

6861 psi
0.200 mL/min

el Degassing
0.46 psi[a]

Seal Wash

MeOH:H20

Acetonitrile

Sekil 3.2. UPLC-ESI-MS/MS Binary Solvent Manager

Cihazin tglincli ve son kismi ise asagida sekildede goriildiigii gibi Xevo TQ-S

MS/MS Dedektor kismidir. Burada kolonda ayrilan analitler Elektron Sprey

Ionization (ESI) Probe ve azot gazi yardimi ile (+) ve (-) yikli iyonlara

doniistiiriiliirler. Cone ve Stepwave’den gegtikten sonra quadrupollerde filtrelenirler

ve dedektor tarafindan tespit edilirler.

Sekil 3.3. Xevo TQ-S MS/MS Dedektor ve ESI Probe

49

(MST)

R =g

Quadrupole  ScanWave Collision Cell Quadrupole
Collision Energy 20 eV

API Gas . Collision Gas
0.14 mL/min
2.81E-03 mBar 3.58E-03 mBar
~ . Detector {PMT)
Moo 3 e 3
148 L/hr
SHINES, Ne— s
Phosphor
Diff Ap 2 Entrance Exit
-16.3V iv 0.79V .;-

Dynode




MassLynx yazilimi igerisinde ham datalarin ve metotlarin yer aldigi default.pro
isminde kendi proje ve metotlariniz1 gelistirebileceginiz bir dosya bulunmaktadir. Bu
dosya tlzerinden Yyeni proje olusturabilir ve proje iceriginde analiz yapilacak
analitlerle ilgili tiim verilerin bulundugu ve saklandigir alt dosyalar (AcquDB,
CurveDB, DataDB, MethDB, PeakDB, SampleDB) bulunmaktadir.

EE

M Resohent

1100

Sekil 3.4. UPLC-ESI-MS/MS Tune Page

Mass spektrometre cihazinda, analiz Oncesi bilesikler i¢in optimum voltajlarini
bulmak igin Tune page kullanilmigtir. Cihazin vakumda oldugundan emin

olunduktan sonra,

Ornegin Vanilin bilesiginin MS Scan taramasi yapilmistir. Oncelikle Tune
alacagimiz 151 (m/z) kiitlesi yukaridaki pencereye girilmis azot gazi ve MS Scan

Mod kullanilarak parent iyon tespit edilmistir.
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=] VANILLIN 130410 [ole=d
VANILLIN_130410 1 (0.166) Sm (SG, 2x1.00) Scan ES-
2
100- 150.93 2.72e9
135.88
=]
58.88 96.80 110.83 140.87
107.82 | 11576 42035
j |\‘ 174.88
o A, ﬂ\ ~A lL PO LY,V ../*'\.\MJ\J\J’\.
T T T T T T T T e e e e e e ey M2
20 30 40 50 60 70 80 9 = 100 110 120 = 130 140 150 160 170 180

Sekil 3.5. Vanilin bilesiginin UPLC-ESI-MS/MS ile Scan Mod ile alinmis kromatogrami

(Continuum Format)

VANILLIN_PARENT_SCAN_CENTROID

fole =4
VANILLIN_PARENT_SCAN_CENTROID 43 (0.146) MS2 ES-
100+ 150.95 3.13e7
135.91
=]
59.85 96385 41089 140.97
9.12 152.01
£455 P o 1687 13268 ( 160.97 174.92
32.05 4597 2 5293, 7957 N394 | g | 9T | T AP e
O-frrrrrrrr e e TR R e e, MUZ
20 | 30 40 | 50 « 60 70 ' 80 « 90 100 ' 110 = 120 = 130 140 @ 150 . 160 = 170 . 180

Sekil 3.6. Vanilin bilesiginin UPLC-ESI-MS/MS ile Scan Mod ile alinmis kromatogrami

(Centroid Format)

Yukaridaki kromatogramlarda da goriildigii gibi 151 (m/z) kiitlesine ait Scan Mod

ile alinmis pargalanma tiriinleri goriilmektedir. Maksimum intensity elde etmek i¢in

Cone voltaj optimum olacak sekilde ayarlanmustir.
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Sekil 3.7. Vanilin bilesiginin UPLC-ESI-MS/MS ile Daugther Iyon taramasi

MS Scan yapildiktan sonra, o kiitleye ait parent ve tahmin edilen daugther iyon
degerleri yukaridaki Set ve Mass kutucuklarina girildi. Daha sonra argon gazi
acilarak stabil hale gelene kadar beklendi. Yine MS Scan’da oldugu gibi maksimum
intensity i¢in ayarlamalar yapilir ama bu kez Cone voltaj yerine Collision enerji

degistirilerek optimum deger elde edilir.

8 Woters Xevo TQ-S MS Detector - C:AAntibiotics PROVACQUOB\Antibiotics_Tune ipr =
Fe View lonMode Calbration Gas Vacwum Ramps Setwp Acqure Help
1ZHI O BB D ||[@m
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| (T
Sasoo i il @ 2 [Pampiersem R S
o S 7 3 [Dapier e fo IS
Cooday ) & % [—F— £ 3 padt =
= @ 4 [owapier & -
Core V) e [@  |[—F
= — - = - = =
SouceObt) @ [——— e Taee 3300
Tovpmsnses
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G Pl ~
Descivabn (LA s 0%
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Sekil 3.8. Vanilin bilesiginin UPLC-ESI-MS/MS ile Daugther Iyon taramasi (Optimum)
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Optimum degerler belirlendikten sonra Vanilin bilesigi ig¢in karsimiza asagida
goriilen spektrum ¢ikacaktir. Burada 150.95 kiitlesine ait 135.94 (m/z), 107.97 (m/z),
91.90 (m/z) kiitlelerine sahip daughterlarin oldugu goriillmektedir.

ng ——————— . [~ =)
VANILLIN_DAUGHTER_SCAN 1 (0.363) Sm (SG, 2x1.00) Daughters of 151ES-
13594 8.17e8
1004
91.90
==
107.97
o T T T T T T T T T T T T T T [ T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Sekil 3.9. Vanilin bilesiginin UPLC-ESI-MS/MS ile Daugther iyon taramasi (Continuum)

Tune Page de elde edilen Cone Voltaj ve Collision Enerji degerleri asagida ki sekilde

goriilen MRM pencereleri agilmak suretiyle MS metot dosyasina kaydedilir.

1 iment Setup - i q ics_121125.exp co| B
File Edit View Options Toolbars Functions Help
D& @ X
B SR |B w~M | [@ mssScan | Parents | @ Daughters | EPNeutrailoss | P Survey | [ Scanwave OS | BPPhosshopestide
Points Per Peak: (5473
Total Run Time: 1200 4 ? ltllri\s
No. Type Information Time
RM 0 ass pa e 820 10 10.40 eniste
2 [ MRMof 3 mass pairs, Time 2.00 to 4.00, ES+ (Galanthamine) |
13 & MRM of 3 mass pairs, Time 7.70 to 9.10, ES+ (Quercetin) _
4 & MRM of 3 mass pairs, Time 1.80 to 3.20, ES- (Pyrocatechol) ==
5 & MRM of 4 mass pairs, Time 0.00 to 2.00, ES- (Pyrogallol) =
6 B MRM of 2 mass pairs, Time 1.60 to 3.60, ES- (4-Hydroxy benzoic acid) i
7 B MRM of 3 mass pairs, Time 2.00 to 3.70, ES- (3.4-Dihydroxybenzaldehyde) ]
3 & MRM of 2 mass pairs, Time 7.00 to 9.20, ES- (trans-Cinnamic acid) ]
o B MRM of 3 mass pairs, Time 3.40 to 5.50, ES- (Vanillin) —
10 [ MRM of 3 mass pairs, Time 0.60 to 2.90, ES- (Gentisic acid sodium salt) [a————
11 @ MRM of 4 mass pairs, Time 0.60 to 2.90, ES- (3-4-Hydroxy benzoic acid)  —
12 & MRM of 3 mass pairs, Time 3.50 to 5.60, ES- (p-Coumaric acid) | E——
13 B MRM of 4 mass pairs, Time 5.20 to 7.30, ES- (trans-2-Hydroxy cinnamic acid) ) ——-
14 B MRM of 3 mass pairs, Time 2.50 to 4.60, ES- (Vanillic acid) [ —
15 B MRM of 3 mass pairs, Time 1.00 to 3.50, ES- (Homogentisic acid) s
16 & MRM of 5 mass pairs, Time 0.00 to 1.50, ES- (Gallic acid) =
17 @ MRM of 4 mass pairs, Time 2.60 to 4.70, ES- (Caffeic acid) )
18 [ MRM of 3 mass pairs, Time 4.30 to 6.40, ES- (Ferrulic acid) | e—
19 & MRM of 3 mass pairs, Time 3.50 to 5.00, ES- (Syringic Acid) —_—
20 & MRM of 3 mass pairs, Time 6.10 to 8.20, ES- (Resveratrol) =
21 & MRM of 4 mass pairs, Time 10.00 to 12.00, ES- (Chrysin) pe——
22 @ MRM of 4 mass pairs, Time 8.80 to 10.20, ES- (Apigenin) | G |
23 B MRM of 4 mass pairs, Time 8.00 to 10.00, ES- (Naringenin) =
24 @ MRM of4 mass pairs, Time 8.40 to 10.50, ES- (Kaempferol) fre—————
25 @ MRM of 4 mass pairs, Time 7.20 to 9.30, ES- (Luteolin)  f{ ee—e—cier
126 [ MRM of 3 mass pairs, Time 2.50 to 4.50, ES- (Catechin hydrate) [ —
27 B MRM of 4 mass pairs, Time 3.80 to 5.50, ES- (Epicatechin)
28 @ MRM of 3 mass pairs, Time 8.70 to 10.70, ES- (Hesperetin) | —
29 & MRM of 4 mass pairs, Time 5.80 to 7.90, ES- (Myricetin) [ o}
130 @ MRM of 3 mass pairs, Time 2.40 to 4.50, ES- (Chlorogenic acid) e —"
31 B MRM of 2 mass pairs, Time 4.90 to 7.00, ES- (Catechin gallate) e —
32 @ MRM of 3 mass pairs, Time 5.20 to 6.80, ES- (Rutin) E—
NUM

Sekil 3.10. Vanilin bilesiginin MS Metot Dosyas1
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Her bir MRM birbirinden bagimsiz degerler icerdigi gibi, bilesige gore iyonlasma
pozitif ve negatif olarak degismektedir. Bu nedenle negative olan bilesikler igin ESI
(-), pozitif olan bilesikler i¢in ESI (+) secilir. Ayrica bilesigin ¢ikis zamanina goére
MRM smirlandirilmig ve cihazin hassasiyeti artirilir. Bu sekilde birgok fonksiyon

olusturularak MS Metot kismi1 tamamlanmustir.

3.2.2. Headspace GC/MSD

Ergosterol ve Yag asidi bilesenlerinin tayininde Agilent 7890GC 5975C inert MSD,
Aroma bilesenlerinin tayininde ise cihaz ile kombine edilmis 7697A Headspace

Sampler kullanilmistir.

[ tnstrument Cantral

=il Sl
Sequence | | Method Instrument
jﬂﬁﬂ %ﬂ%@ﬁﬁu

[ 48 | [ Pos [l 230 | Closed

Inlet-F Temperature| Inlet-B Temperature | Col \ urnn-1 Flow Cal lon Palarity 1S Saurce Bl Calibration valve EM Yolts Ent Lens Offset Repeller Det-B Temperature

[ -0.0 J§f 129 | 230 [l Closed|]

Inlet-F Pressure Inlet-B Pressure Aux-2 Ternperature Yalve 1 S Quad Turbo Speed

Elictron Energy Width219 Amu Offset Det-F Temperature |

.
L

Inlet-F Total Flow Inlet-B Total Flow Oven Temperature Hivac Filament | DC Polarity Ernission P &1 Pressure Arnu Gair Cail

Colurmn-2 Flow Cal Total lan

HED Enable lon Focus Entrance Lens

Sequence Status:

Rurring 1 i1 Vial [l [CAMSDCHEM\I\DATAWUSHROOM_ARDMA_Z01 3T ber,v] [ Edt | Datsdnabsis | Pause

B

A Total lon

o] 2
(A v]

>
«

ﬁl

Alvfp
[o.0e0llgg 70 I I I

>
<

Sekil 3.11. Headspace GC/MSD Cihaz Software Ana Sayfasi

Cihazda Agilent MSD ChemStation E.02.02 Software ve data analiz kisminda ise
olusturulan kiitiiphane yaninda Flavor, NIST 2008 ve Willey 2008 kiitliphaneleri

kullanilmistir. Cihaz yukaridaki ana pencereden kontrol edilebilmektedir.
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GC Edit Parameters )
300 4
{ > LR ——
200 4 Lg 2 3 —Column 1 He: psi
. B g rrrrr Column 1 He: mlfrin
100 - =
L3 =
[ T T T T T T T T T T T T T T T -0 [
0 z 4 & 10 12 14 16 18 0 22 2 E 2 il -]
4 Run Time, min
Gven T emperature: B0 °C z 9‘] ™y ) I ﬁ W
Wt £ '@ JJJ 1.2....
Agilent 78304 at IP Address: 10.1.1.102 ALS | Inlets | Columns  Owven  AuxHeaters  Events  Signals  Configuration  Counters  Readiness
Serial Mumber: CN11331187
Firmware Revision: 4.01.12.1 MMI - Front SSL'BacM
Softwars Diiver Version: 4.01 [054]
Split-Splitess Inlet
BB . Gas Saver
GC Cornection State: Online
Setpoint Actual % on
GC RunState: Idle < .
815 Run Stale: Idie W Heater 75 T 20 wlimin Mher [Zmin
GC Ready State: Waiting for Prep Run V¥ Pressure: 12.85 psi 128psi
a Total Flows: 20,587 mLimin 25,3 ml/min
Frant Inlet (Mb Inket) 2
T fure; 48.3°C
ng&:”ﬁ_u%w ¥ Septum Purge Flow; 3 mL/min 3mL/min
Flow: 2,370 mL/min ——
Septum Purge Flow: 0.2 mL/min Septum Purgs Flow Mode
B ack Inlet (55 Inlet]
Temperatue; 275.0°C )
Preseure, 12850 psi T Purge Flaw ta Splt Vent
Flow: 25,89 mL/min L e
Septum Purge Flow: 3.0 mL/min /i &t [f./amn
MSD Transfer Line Temperature: 2801 °C
Vatves
Column Flows W
Column 1 2887 mLAmin -
Help dosly | [3 Cancel
Sekil 3.12. GC/MSD Cihaz1 GC Parametreleri Sayfasi
Metot icin gerekli tiim sartlar yukaridaki GC Parametreleri sayfasindan

ayarlanmigtir. Autosampler, inlet, kolon ve diger konfigiirasyonlar burada set

edilmistir. Aroma bilesenlerinin tayininde kullanilan Headspace sampler i¢in asagida

da goriildiigli gibi Firin i¢in 95°C, loop ic¢in 110°C ve tranferline hatt1 i¢in 120°C

sicaklik degerleri set edilmistir.

Headspace Edit Parameters

Time {min) for Headspace method

Total method run time: 61.26 min

T
-31.2%

0.o0 6,25 12,50 18.75 25,00
f r . = )
o 10 ® A @
= T ")
Temperatures Tirmes Yial and Loop Carrier Advanced Functions  Sequence Actions  lethod Development
Temperatures -
Setpoint Actual
W aven: 95 °C 95,0 *C 3
W Loop: 110°C 110.0 °C
W Transfer Line: 120°C 120.0°C
Help Apply | Ok | Cancel |

Sekil 3.13. GC/MSD Cihaz1 Headspace Parametreleri Sayfasi (Sicakhik degerleri)
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Ornek viali icindeki aroma bilesenlerinin tamamen agiga ¢ikmasi icin sampler 30
dakika boyunca Firm iginde tutulmustur. Injeksiyon 1 dakika boyunca tranferline
yardimiyla Multi Mod Inlete (MMI) yapilmistir.

Headspace Edit Parameters (===

Time (min) for Headspace method Total method run time: 61.26 min

} } } }
-31.2% -25.00 -18.75 -12.50 -6.25 0.00 6.25 12,50 18,75 25.00
A= - . = s D
L ) 3
o) w
- L ]
Temperatures Times Wial and Loop Carrier Advanced Functions  Sequence &ctions  “ethod Development
Times
Setpoint
‘ial Equilibration: 30 min

Injection D uration: 1 min
GE Cycle: 30 min

EIEE]

Help ety | ok | Cancel |

Sekil 3.14. GC/MSD Cihaz1 Headspace Parametreleri Sayfasi (Zaman degerleri)

Injeksiyondan &nce vial 30 saniye boyunca 14psi Helyum ile doldurulmus ve daha

sonra vialin list kisminda toplanan kimyasal bilesenler helyum gazi esliginde inlete

Headspace Edit Parameters (=3
Time {min) for Headspace method Total method run time: 61.31 min
t t + + + t + t t +
-31.25 -25.00 -18.75 -12.50 -6.25 0.00 .25 12.50 18.75 25.00
B = - = = .
= w s =
Temperatures Times vial and Loap Carrier Advanced Functions  Sequence Actions  vethod Development
Vial and Loop o
Vial Settings
vial size: 20 mL hd
I~ Shake visls while in aven
Fill Modes
vial Fill Mode: Custom hd
 Flow to Pressure & Pressure  Constant Volume
m } & % Fill Pressure: 14 psi - mL }
mr® — L
Hold Tire: 0.5 i E 1
Loop Fill mode: Custom ~
Iritial Loop Pressure: 14 psi
Loop Famp Rate: 20 psijmin
Final Loop Pressuie: |10 psi
Loop Equiibration:  [0.1 min :
Help Apply | oK | Cancel

Sekil 3.15. GC/MSD Cihaz1 Headspace Parametreleri Sayfasi (Vial ve Loop)
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Ayrica her vial 30 dakika boyunca Firin igerisinde 1sitilirken multiple ekstraksiyona

tabi tutularak bilesenlerin tiimiiniin ac¢iga ¢ikmasi saglanmstir.

Headspace Edit Parameters @

Time {min) for Headspace method Total method run time: 61,31 min

t t
-31.25 -25.00 -18.75 -12.50 -6.25 0.00 6,25 12.50 18.75 25.00
T T & : e
5] “F w
= | D)
Temperatures Times Wil and Loop Cartier Adhvanced Functions | Sequence Actions  Wlethod Development
Advanced Functions
Extraction Mode
" Single extraction & Multiple extractions " Concentrated extractions
l-t.h [E."\J\. [t 'y [g[t iy
¥enting and Purging
[V Vent vial pressure after extraction
Post-injection purge: Custorm - Purge flow: 100 mlfmin Purge time 1 min i
Dynamic Leak Checking
Acceptable leak rate: Custom - Leak flow: 0,2 ml/min
Help tipply | oK. Coneel

Sekil 3.16. GC/MSD Cihazi1 Headspace Parametreleri Sayfasi (Ekstraksiyon)

3.2.3. GC-FID

Yag asitlerinin analizinde Agilent 7890GC-FID cihazi kullanilmistir. Metot igin
gerekli tim sartlar asagidaki GC Parametreleri sayfasinda set edilmistir.
Autosampler, inlet, kolon, dedector ve diger konfiglirasyonlar burada set edilmistir.

Software olarak ChemStation 32 kullanilmustir.

N O B2 e XA

ALS Inlets Columns  Owen Detectors | Events  Signals  Configuration Counters  Readiness
FID -t | uecp - Back |
FID
Heater: 280°C
H2 Flow: 40 mL/min
Air Flow: 450 mL/min
Makeup Flow: (N2) 30 mL/min
[[] Canst Col + Makeup: 32 mL/min
Flame

Sekil 3.17. GC-FID Cihaz1 Dedektor Parametreleri
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3.2.4. HPLC-DAD

Fenolik bilesikler, A, D, E ve K vitaminlerinin analizi HPLC-DAD (Agilent 1260
Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihaz1 ve Poroshell 120 EC-C18
kolonu (2.7um 4.6x100mm) kullamlarak 40°C’de gergeklestirilmistir. Numune
sicakligi 20°C ve enjeksiyon hacmi 10ul’dir.

\ Sampler - ; Quat. Pump . & / Column Comp. . W [T DAD -

© JEME ) RnE D) @ Ren ) © RenE 0 © Run I

@) : 3
¥ 10.0pL - 1§0 ﬂ :‘?;‘::3
#‘civ;a]m @0@0 GR=ED GR=iD @%@ g

39.56 °C 39.69 °C

192.168.254.11 Run 0.04 / 60.00 min Irotusnent

Run

Sekil 3.18. HPLC-DAD Cihaz Parametreleri

3.2.5. HPLC-RID

Mantar 6rneklerinin Riboz, Ksiloz, Arabinoz, Fruktoz, Mannoz, Mannitol, Glukoz,
Sukroz, Maltoz, myo-Inositol ve Treloz igerigi HPLC-RID (Agilent 1260 Quat.
Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 RID) cihazi ile analiz edildi. Ayrim analitik
ZORBAX NH; (5.0pm 4.6x250mm) kolonu kullanilarak 30°C’de gergeklestirildi.
Numune sicakligi 20°C, kolon akis hiz1 1.5mL/dak ve enjeksiyon hacmi 10ul’dir.

[

Sampler =yl | Quat.Pump . & / Column Comp. .. & -

Idle I _) V] Idle NN Q) -'® Idle R J V) Idle [

F

=y A § i
I/min < i ©
'v|a|72 @ E 1m500m A . @ 3 ™
2995 °C 29.99°C = i

Instrument

192.168.254.11 0.00 / 0.00 Idle

Sekil 3.19. HPLC-RID Cihaz Parametreleri
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3.2.6. ICP-MS

Mantarlarin Mineral ve Metal igerigi Agilent 7700 ICP-MS cihaz1 ile yapilmistir.
Autosampler ve peristaltik pompa ile g¢ekilen az miktardaki 6rnek nebulizator
tarafindan argon gazi yardimi ile Sprey chamber igerisinde aerosol formuna doniisiir.
ICP Torch ile aerosol kurutulur, parcalanir, atomizasyon ve iyonizasyona ugrar.
Plazmada kimyasal bir yanma olusmaz. Elektriksel bir enerji bosalmasi meydana
gelir. Bu olay yaklagik 6.000°C civarinda bir sicakliga ve bu sicaklik ¢dziilme,
iyonlasma ve atomlasmaya neden olur. Sample conedan pozitif iyonlar reaction
sistemine ve MS Spektrometresine gonderilir ve dedekte edilir. Asagidaki sekilde

ICP-MS sisteminin genel yapisi verilmektedir.

1 | 1
'} N ‘

Introduction Plasns Yo Lomsce Reaction Cell
Autosampler Type Sample Introduction Igntion Mode Model
ASX-520 v | | PenPump v | Agueous Soluton v xlens -
Autosampler Rack Nebulzer
21 v | | McroMst v

Sekil 3.20. ICP-MS Cihaz Kisimlari

3.3. Mantar Orneklerinin Toplanmasi

Tez kapsaminda calisilacak mantar tiirlerinin tespiti ve toplanmasi i¢in, Mayis-
Haziran aylar1 arasinda, Mugla ve Denizli Illerinde arazi ¢aligmalar1 yapildi. Yapilan
arazi c¢alismasi sonucunda, Tuber aestivum Vittad. ve Calvatia gigantea (Batsch)
Lloyd mantarlar1 Denizli’den toplanmistir. Arazi c¢aligmasi sirasinda belirlenen
makrofunguslarin  dogal ortamlarinda fotograflar1 c¢ekilerek ve yetisme yeri
ozellikleri belirlenmistir. Laboratuvarda mantarlarin spor sekli, boyutu, rengi,
yiizeylerinin diiz veya piiriizlii olusu, sigil ve apikulus tasiyip tasimadigi gibi
ozellikleri ile hiflerin konumlari, sistlerin varligi, sekli ve biytkligi gibi
mikroskobik o6zellikleri ve teshisi Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji

Béliimiinde, Botanik Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi olan Dog. Dr. Aziz
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TURKOGLU tarafindan yapilmis ve her bir mantara bir Fungaryum numarasi

verilmistir.

3.4. Mantarlarim Ekstraksiyonu

Kiiciik parcalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizatér yardimi ile 24 saatte
kurutulan mantar 6rnekleri, metanol kullanilarak ekstrakte edildi. Her bir mantar tiiri
metanol i¢inde her seferinde 24 saat bekletilerek, toplam 5 defa ekstraksiyona tabi
tutuldu. Metanol rotary evapotatérde buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde
edildi.

Elde edilen metanol ekstreleri suda ¢oziilerek, artan polaritelerine gore, dnce hekzan
sonra etil asetat ile geri ekstraksiyon yapildi. Daha sonra ¢oziiciiler ugurularak, her
bir ¢oziicliye ait ham ekstreler elde edildi. Bu ayirma islemlerinden geriye kalan
kisma su fraksiyonu denildi ve ¢oziiciisii liyofilizator kullanilarak uzaklastirildi. Bu

ekstre ve fraksiyonlarin miktarlari tartilarak belirlendi.

3.5. Fenolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Her bir mantar 6rneginden yaklasik 3g alinarak, 200mL siv1 azot ile parcalanmalari
sagland1. Uzerine 30mL aseton:su (80:20) karisimi ilave edildi ve -86 °C’ de 6 saat
ekstraksiyona birakildi. Sogutucudan ¢ikartilan karigim ultrasonik banyoda 15 dakika
tutulduktan sonra, ekstrakt 4000rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Whatman
No 4 filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra kalint1 2 kez daha 30 mL’ lik aseton:su
karigimlart ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Birlestirilen ekstraktlardaki aseton diisiik
vakum altinda, 40°C’de buharlastirildi (Rotary Evaporator Heidolph Basis Hei-VAP
ML). Sulu faz, 3 kez 30mL n-hekzan ve ardindan dietileter ile yikandiktan sonra 3
kez 30mL etilasetat ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Organik fazlar
birlestirildi. 40°C’de buharlasgtirilarak kurutuldu ve su:metanol (80:20) karisiminda
tekrar ¢Oziildii. Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20pum
filtrelerden gecirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo
TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi.
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Cizelge 3.5.1. Acquity UPLC Cihaz Analiz Sartlari

Acquity UPLC Cihaz Parametreleri

Column

Mobil Phase A

Mobil Phase B

Column Oven Temp 40°C

Injection Volume 2uL

Gradient Program Time (dak.)
0.00
1.00
10.00
12.00
12.10
15.00

Flow (mL/dak.)

Acquity UPLC BEH C18 column (1.7pm 2.1x100mm)
%0,5’lik CH;COOH igeren H,O
%0,5’lik CH;COOH i¢eren MeOH

% Solvent A

0.650 99.00
0.650 99.00
0.650 70.00
0.650 05.00
0.650 99.00
0.650 99.00

% Solvent B

01.00
01.00
30.00
95.00
01.00
01.00

Cizelge 3.5.2. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlari

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

lon Mode ESI (+) yada ESI(-)
Capillary Voltages 3000 V
Cone Voltages 10-50 V
Source Offset 60 V
Desolvation Temperature 500°C
Desolvation Gas Flow 1000 (L/hr)
Cone Gas Flow 150 (L/hr)
Nebuliser 7.0 bar
Source Temperature 150°C

LM Resolition 1 3

HM Resolition 1 15

lon Energy 1 1

LM Resolition 2 3

HM Resolition 2 15

lon Energy 2 1

Collision Gas Flow 0.17
Collision Energy 0-40
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Cizelge 3.5.3. Fenolik Bilesiklerin Gegis, Cone ve Collision Enerji Degerleri

No Bilesenler Gecisler (m/z) “Cone °CE CR_T
V) V) (min)
1 Pirogallol 125.01 > 69.10, 79.04, 81.02 20 17,17,14  0.97
2 Homogentisik asit 167.03 > 123.03, 122.08, 108.00 10 20,20,10 147
3 Protokatesuik asit 153.06 > 108.00, 81.01, 91.01 10 20,25,20 1.85
4 Gentisik asit 153.05 > 109.04, 108.03,81.00 10 20,20,12 1.85
5  Pirokatekol 153.06 > 81.01, 108.00, 109.04 8 20,25,20 2.38
6 Galantamin 288.10 > 198.00, 213.09, 230.95 20 32,23,17 2.68
7  p-Hidroksibenzoik asit 136.98 > 93.03, 65.10 10 25,14 2.75
8  3,4-Dihidroksibenzaldehit 137.00 > 91.93, 107.94, 136.00 8 21,20,18 276
9 Katekin hidrat 288.88 > 109.15, 124.99, 245.26 30 25,20,15 3.45
10 Vanilik asit 166.98 > 151.97, 108.03, 123.03 20 18,12,14  3.61
11 Kafeik asit 179.10 > 135.14, 107.10,133.9 32 23,23,24 3.65
12 Siringik asit 197.20 > 123.00, 167.00, 182.00 15 22,18,14 4.11
13 Vanilin 150.95 > 135.94, 91.90, 107.97 30 20,20,14 450
14  Epikatekin 189.18 > 151.00, 203.00, 205.00 20 20,20,20 5.50
15 p-Kumarik asit 163.01 > 119.04, 93.00, 117.01 5 27,27,15 4.65
16 Ferulik asit 193.03 > 134.06, 178.00, 149.02 20 16, 12,13 5.36
17 Katekin gallat 441.00 > 168.98, 288.97 30 20, 20 591
18 Rutin 609.00 > 254.99, 270.93, 299.90 17 55,55,40 5.95
19 trans-2-hidroksi sinnamik asit  163.04 > 119.04, 117.01, 93.07 10 25,22,13 6.32
20 Mirisetin 316.90 > 107.07, 137.01, 150.97 30 30,25,25 6.83
21 Resveratrol 227.01 > 143.01, 159.05, 185.03 30 25,18,18 7.13
22 trans-Sinnamik asit 146.98 > 103.03, 62.18 30 10, 10 8.19
23 Luteolin 284.91 > 107.01, 133.05, 151.02 20 30,33,30 8.27
24 Kuersetin 303.00 > 137.00, 153.00, 229.00 20 30,32,30 8.29
25 Naringenin 270.98 > 107.00, 119.04, 150.97 20 25,25,20 9.07
26  Genistein 271.00 > 153.00, 215.00, 243.00 20 27,25,24  9.22
27  Apigenin 269.10 > 107.00, 117.00, 149.00 20 30,30,25 9.35
28 Kamferol 284.90 > 158.97, 117.10, 227.14 10 34,40,30 9.50
29 Hesperetin 301.02 > 108.01, 136.00, 163.99 20 36,30,24 9.71
30 Kirisin 252.99 > 63.05, 107.05, 142.99 20 30,25,25  11.06

#Cone : Cone Voltaj
"CE

‘RT : Alikonma Zamani

: Collision Enerji
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3.6. Fenolik Profillerin HPLC-DAD ile Belirlenmesi

Her bir mantar 6rneginden yaklasik 3g alinarak, 200mL s1v1 azot ile par¢alanmalari
saglandi. Uzerine 30mL aseton:su (80:20) karisimi ilave edildi ve -86°C” de 6 saat
ekstraksiyona birakildi. Sogutucudan ¢ikartilan karisim ultrasonik banyoda 15 dakika
tutulduktan sonra, ekstrakt 4000rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Whatman
No 4 filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra kalint1 2 kez daha 30mL’ lik aseton:su
karisimlari ile ekstraksiyona devam edildi. Birlestirilen ekstraktlardaki aseton diisiik
vakum altinda, 40°C’de buharlastirild1 (Rotary Evaporator Heidolph Basis Hei-VAP
ML). Elde edilen ekstre Agilent Bond Elute C18 kartuslar1 kullanilarak clean-up
basamagina tabi tutuldu. Daha sonra elde edilen eliiat 40°C’de vakum altinda
buharlastirilarak kurutuldu ve su:metanol (80:20) karigiminda tekrar ¢oziildii. Cozelti
Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek HPLC-
DAD (Agilent 1260 Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihaz ile
analiz edildi.

Cizelge 3.6.1. HPLC-DAD Cihaz Analiz Sartlari

HPLC-DAD Cihaz Parametreleri

Column Poroshell 120 EC-C18 kolonu (2.7um 4.6x100mm)
Mobil Phase A %0,5’lik CH;COOH igeren H,O

Mobil Phase B %0,5’lik CH;COOH iceren MeOH

Column Oven Temp 40°C

Detector Temperature 30°C
Detector Wavelength 280nm

Injection Volume 10uL

Gradient Program Time (dak.) Flow (mL/dak.) % Solvent A % Solvent B
0.00 1.200 99.00 01.00
2.00 1.200 99.00 01.00
15.00 1.200 75.00 25.00
30.00 1.200 00.00 100.00
33.00 1.200 99.00 01.00
35.00 1.200 99.00 01.00
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3.7. Serbest Amino Asit Iceriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Mantar 6rnekleri kii¢iik pargalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizator yardimi
ile 12 saat kurutuldu. 1g homojen 6rnek tizerine Sml % 20°’lik (v/v) metanol ¢ozeltisi
icinde % 0.1’lik (v/v) formik asit igeren ¢ozelti ilave edildi. Karisim 10 dakika
vortekslendi ve ardindan 10 dakika boyunca 4°C de 14.000rpm de santrifiijlendi. Ust
kistm Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtreden siiziildi ve
UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi
ile analiz edildi. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri Fenolik Bilesiklerde

kullanilan degerler ile aynidir.

Cizelge 3.7.1. Acquity UPLC Cihaz Analiz Sartlar

Acquity UPLC Cihaz Parametreleri

Column Acquity UPLC BEH C18 column (1.7um 2.1x100mm)

Mobil Phase A %0,5’lik CH3COOH igeren H,O

Mobil Phase B %0,5’lik CH;COOH i¢eren MeOH

Column Oven Temp 40°C

Injection Volume 1uL

Gradient Program Time (dak.) Flow (mL/dak.) % Solvent A % Solvent B
0.00 0.400 100.00 00.00
2.00 0.400 100.00 00.00
8.00 0.400 30.00 70.00
10.00 0.400 100.00 00.00
12.10 0.400 100.00 00.00
16.00 0.400 100.00 00.00

Cizelge 3.7.2. Serbest Amino Asitlerin Gegis, Cone ve Collision Enerji Degerleri

No Amino asit RT(min) Gegis (M/z) Cone (V) CE(V)

1  Glisin 0.58 76.00 > 30, 44, 76 20 8,83

2 Alanin 0.59 90.00 >57.1,71 20 8,8

3  Serin 0.58 106.00 > 60, 88 20 9,10

4 Prolin 0.67 116.10 > 43.3,70,1 20 22,12

5 Valin 0.83 118.10 > 55, 72 20 18, 10

6  Treonin 0.61 120.10 > 56.1, 74, 84, 102.1 20 15, 10, 12,9
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Cizelge 3.7.2.0%m

No Amino asit RT(min) Gegis (M/z) Cone (V) CE(V)
4-hidroksi Prolin  0.60 132.10 > 68.11, 86.08 20 14,12,8
Losin 1.67 132.10 > 69.2, 86 20 20, 10
1zol6sin 1.55 132.20 > 69.2, 86,1 20 20,9

10  Asparagin 0.58 133.10 > 74, 87.13, 115.1 20 15, 10, 10

11 Aspartik asit 0.59 134.10 > 74, 88, 116 20 14,10, 8

12 Lisin 0.59 147.00 > 84, 115, 130.1 20 20, 12,10

13 Glutamin 0.59 147.10 > 84.1, 130,1 20 16, 10

14 Glutamik asit 0.60 148.10 > 84, 102.1, 130.2 20 15,12,8

15  Metiyonin 0.99 150.20 > 56.1, 104.1, 133.2 20 15, 10,9

16  Histidin 0.56 156.10 > 83.1, 93.1, 110.19 20 22,20, 15

17  Fenilalanin 3.41 166.20 > 77, 91.2,103.1,120 20 30, 30, 25, 14

18  Arginin 0.57 175.20 > 60, 70, 116 20 15, 20, 15

19  Tirozin 1.35 182.16 > 123.1, 136.1, 165.06 20 15, 15,9

20  Triptofan 4.25 205.10>91, 118.1, 188.16 20 35, 25, 10

21 Sistin 0.65 241.30 > 74, 120, 152 20 25, 20, 12

3.8. Mantarlarda Yag Asidi iceriginin GC/MSD ile Belirlenmesi

Kiiciik parcalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizatdr yardimi ile 12 saatte
kurutulan mantar 6rnekleri, metanol kullanilarak ekstrakte edildi. Her bir mantar tiiri
metanol i¢inde her seferinde 24 saat bekletilerek, toplam 5 defa ekstraksiyona tabi
tutuldu. Metanol rotary evapotatorde buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde
edildi.

Elde edilen metanol ekstreleri suda ¢oziilerek, artan polaritelerine gére, once n-
hekzan sonra etil asetat ile geri eckstraksiyon yapildi. Daha sonra ¢oziiciiler
ucurularak, her bir ¢oziicliye ait ham ekstreler elde edildi. Elde edilen hekzan
ekstresinden 100.00mg 20 mL’lik deney tiipiine tartildi ve {izerine 10 mL hekzan
eklendi. 5 dakika vorteklendikten sonra 100uL 2N metanol iginde ¢oziinmiis KOH
ilave edildi. Tiiplin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca vorteklendi. 10 dakika
4000rpm’de santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-
20/25 0.20pm filtreden siiziildii ve Agilent 7890A GC- 5975C MSD cihazina 2pL

enjekte edildi.
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Cizelge 3.8.1. GC/MSD Cihaz Kontrol Parametreleri

Oven Parameters

Equilibration Time
Max Temperature
Oven Program

2 min

250°C

70°C for 1 min then 10°C/min 175°C for 10min then
5°C/min to 210°C for 5 min then 5°C/min to 230°C for 7.5
min

Run Time 45 min

MMI Inlet Parameters

Mode Split

Heater 250°C

Pressure 35.299psi

Total Flow 94.8 mL/min
Septum Purge Flow 3 mL/min

Gas Saver 20 mL/min after 2 min
Split Ratio 50:1

Split Flow 90 mL/min
Thermal Aux (Tranfer Line)

Heater On

Temperature 250°C

Column

Name J&W 112-88A7 HP-88 (250°C, 60m x 250pum x 0.25um)
Pressure 29.901 psi

Flow 1.8 mL/min

MS Acquisition Parameters

Acquistion Mode Scan

Solvent Delay 2.00 min

EM Voltage 1200

Low Mass 35.0

High Mass 450.0

Threshold 150

MS Source 230°C max 250°C
MS Quadrupole 150°C max 200°C

3.9. Mantarlarda Yag Asidi Iceriginin GC-FID ile Belirlenmesi

Kiigiik pargalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizatér yardimi ile 12 saatte
kurutulan mantar 6rnekleri, metanol kullanilarak ekstrakte edildi. Her bir mantar tiiri
metanol i¢inde her seferinde 24 saat bekletilerek, toplam 5 defa ekstraksiyona tabi
tutuldu. Metanol rotary evapotatérde buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde
edildi.

Elde edilen metanol ekstreleri suda ¢oziilerek, artan polaritelerine gére, once n-
hekzan sonra etil asetat ile geri ekstraksiyon yapildi. Daha sonra c¢doziiciiler
ucurularak, her bir ¢oziicliye ait ham ekstreler elde edildi. Elde edilen hekzan
ekstresinden 100.00mg 20mL’lik deney tiipiine tartildi ve tizerine 10mL hekzan
eklendi. 5 dakika vorteklendikten sonra 100uL 2N metanol iginde ¢oziinmiis KOH

ilave edildi. Tiipiin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca vorteklendi. 10 dakika
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4000rpm’de santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-
20/25 0.20pum filtreden siiziildii ve 7890A GC-FID cihazina 2puL enjekte edildi.

Cizelge 3.9.1. GC-FID Cihaz Kontrol Parametreleri

Oven Parameters

Equilibration Time 2 min

Max Temperature 250°C

Oven Program 140°C for 5 min then 4°C/min to 240°C for 15min
Run Time 45 min

S/SI Inlet Parameters

Mode Split

Heater 250°C

Pressure 35.299psi

Total Flow 94.8 mL/min

Septum Purge Flow 3 mL/min

Gas Saver 20 mL/min after 2 min

Split Ratio 50:1

Split Flow 90 mL/min

Column

Name J&W 112-88A7 HP-88 (250°C, 60m x 250pm x 0.25um)
Pressure 29.901 psi

Flow 1.8 mL/min

FID Detector Parameters

Temperature 280°C

3.10. Mantarlarim Aroma Verici Ucucu Organik Bilesenlerin Headspace
GC/MSD ile Belirlenmesi

Mantarlara 6zel lezzet ve kokuyu veren ugucu organik bilesikler laboratuvarda yeni
gelistirilen metot ile analiz edilmistir. Pargalara ayrilan taze mantarlar 20mL’lik
headspace vialine 5.00g olacak sekilde tartildi. Daha sonra iizerine Ssusuz
magnezyum siilfat (MgSO,) ilave edildi ve mantar ile tamamen karigmasi saglandi.
Vial headspace ornekleyicisine yerlestirildi ve 90°C’de 30 dakika siirecek olan
ekstraksiyon islemine baslandi. 30 dakika sonunda headspace sampler tarafindan GC
Split/Splitless inlete bir transferline ile 1 dakika boyunca vial iist kismindaki ugucu

bilesenler helyum gazi ile transfer edildi.
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Cizelge 3.10.1. Headspace GC/MSD Cihaz Analiz Parametreleri

Oven Parameters

Equilibration Time
Max Temperature
Oven Program

2 min
300°C

60°C for 1 min then 10°C/min 100°C for 1min then 10°C/min to

260°C for 8 min

Run Time 30 min

MMI Inlet Parameters

Mode Split

Heater 250°C

Thermal Aux (Tranfer Line)

Heater On

Temperature 250°C

Column

Name Agilent J&W 19091S-431Ul HP-5MS UI
(15mx250pumx0.25um)

Pressure 21.801 psi

Flow 1.8 mL/min

MS Acquisition Parameters

Acquistion Mode Scan

EM Voltage 1200

Low Mass 35.0

High Mass 400.0

Threshold 150

MS Source 230°C max 250°C

MS Quadrupole 150°C max 200°C

Headspace Parameters

Oven Temperature 95°C

Loop Temperature 110°C

Tranfer Line Temperature 120°C

Vial Equilibration 30 min

Injection Duration 1 min

GC Cycle Time 40 min

Vial Size 20 mL

Fill Mode and Pressure Pressure / 14psi

Fill Time 0.5 min

Extraction Mode

Multiple Extraction

3.11. B Grubu ve C Vitamin Iceriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Her bir mantar drneginden yaklasik 3g alinarak iizerine 30mL H,O:CH3;CN (80:20)
karisimi ilave edildi ve +4°C’de 6 saat ekstraksiyona birakildi. Sogutucudan
cikartilan karisim ultrasonik banyoda 15 dakika tutulduktan sonra, ekstrakt
4000rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Whatman No 4 filtre kagidindan
stiziildii ve daha sonra kalint1 2 kez daha 30 mL’lik H,O:CH3CN karisimlar ile

ekstraksiyona devam edildi. Birlestirilen ekstraktlardaki asetonitril diisiik vakum
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altinda, 40°C’de buharlastirildi (Rotary Evaporator Heidolph Basis Hei-VAP ML).
Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek
UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi

ile analiz edildi.

Cizelge 3.11.1. Acquity UPLC Cihaz Analiz Sartlan

Acquity UPLC Cihaz Parametreleri

Column Acquity UPLC BEH C18 column (1.7um 2.1x100mm)

Mobil Phase A %0,5’lik CH3COOH igeren H,O

Mobil Phase B %0,5’lik CH3COOH igeren MeCN

Column Oven Temp 40°C

Injection Volume 1uL

Gradient Program Time (dak.) Flow (mL/dak.) % Solvent A % Solvent B
0.00 0.500 99.00 01.00
2.00 0.500 99.00 01.00
3.00 0.500 45.00 55.00
6.00 0.500 99.00 01.00
12.00 0.500 99.00 01.00

Cizelge 3.11.2. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlar

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

lon Mode ESI (+) yada ESI(-)
Capillary Voltages 3000 V
Cone Voltages 10-50 V
Source Offset 60 V
Desolvation Temperature 500°C
Desolvation Gas Flow 1000 (L/hr)
Cone Gas Flow 150 (L/hr)
Nebuliser 7.0 bar
Source Temperature 150°C

LM Resolition 1 3

HM Resolition 1 15

lon Energy 1 1

LM Resolition 2 3

HM Resolition 2 15

lon Energy 2 1

Collision Gas Flow 0.17
Collision Energy 0-40
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Cizelge 3.11.3. Vitamin Icerigi Tespitinde Kullanilan Gegis, Cone ve Collision Enerji Degerleri

No Vitamin Ad1 R.T. (min) Gecis (M/z) Cone (V) CE (V)
,  Tiamin 0.480 265.30 > 122.18 20 14
(B, vitamini) : 265.30 > 144.01 20 14
Riboflavin 377.10 > 172.10 30 36
2 (B, vitamini) 3.040 377.10 > 198.03 30 35
2 377.10 > 242.99 30 22
123.08 > 78.04 30 18
5 Nikotinamid 0.860 123.08 > 80.06 30 18
(Bs vitamini) : 123.08 > 96.00 30 16
123.08 > 106.11 30 15
N 123.91 > 77.99 30 18
4 (NB'k‘\)/tl't';'mkl";‘]f’;t 0.710 123.91 > 80.08 30 18
3 123.91 > 106.10 30 15
Dantotenik asit 242.09 > 112.00 30 13
5 (B vitamin) 2.860 242.09 > 153.00 30 14
5 242.09 > 224.20 30 15
Diridoksin 170.10 > 124.10 30 20
6 (B, vitamini) 0.830 170.10 > 134.12 30 20
6 170.10 > 152.11 30 13
245.10 > 166.10 30 23
, Biotin 2070 245.10 > 199.00 30 22
(B, vitamini) : 245.10 > 209.00 30 20
245.10 > 227.03 30 14
L 442.20 > 120.16 20 37
8 (Fg"ti?:gim) 2.930 442.20 > 176.07 20 40
9 442.20 > 295.10 20 20
Sivanokobalamin 678.50 > 147.19 30 40
9 (By itamini) 2.950 678.50 > 359.11 30 21
12 678.50 > 635.67 30 20
o 177.20 > 101.00 25 20
10 (Ag'\‘/?{:r:qk"?f)'t 0.560 177.20 > 135.01 25 12
177.20 > 144.96 25 10

3.12. A, D, E ve K Grubu Vitaminlerinin HPLC-DAD fle Belirlenmesi

Kiigiik pargalara ayrildiktan sonra mantar 6rnekleri, hekzan kullanilarak ekstrakte
edildi. Her bir mantar tiirii hekzan i¢inde her seferinde 6 saat bekletilerek, toplam 3
defa ekstraksiyona tabi tutuldu. Hekzan rotary evapotatdrde buharlastirildiktan sonra,
ham ekstreler elde edildi.
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Elde edilen hekzan ekstresinden 100mg alinip 10mL metanolde ¢oziildii. Uzerine
100mg Askorbik asit ilave edildi ve 1 dakika karistirildi. Sonra 100uL 2N metanol
icinde ¢ozliinmiis KOH ilave edildi. Tiiplin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca
vorteklendi. 10 dakika 4000rpm’de santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel
Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtreden siiziildii ve HPLC-DAD (Agilent 1260
Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihaz1 ile A vitamini i¢in
325nm, Ergosterol, D, K3 ve K; vitaminleri i¢in 260nm ve E vitamini i¢in ise 285nm

dalga boylarinda analiz edildi.

Cizelge 3.12.1. HPLC-DAD Cihaz Analiz Sartlari

HPLC-DAD Cihaz Parametreleri

Column Poroshell 120 EC-C18 kolonu (2.7um 4.6 x 100mm)
Mobil Phase A MeOH : H,0 (95:05)

Column Oven Temp 40°C

Detector Temperature 30°C

Flow 0.5mL/min

Detector Wavelength 260nm, 280nm ve 325nm

Injection Volume 20uL

3.13. Mantarlarda Ergosterol i¢eriginin GC/MSD ile Belirlenmesi

Bir tiir bitki sterolii olan ergostreol (5,7,22-ergostatrien-3-ol) icerigi, genellikle yas,
olgunlagma, hifal olusumu ve sporlanma gibi yapisal ve biiyliyen mantar 6zellikleri
ile iligkili oldugundan arastirma konusu olmustur (Cheikh-Rouhou vd., 2008; de Sio
vd., 2000). Ergosterol (3.1) serbest ve esterlesmis olmak iizere iki temel formda
bulunur ve bagil miktar1 mantar 6zelliklerine baglidir (Philips vd., 2011). Bir yandan
ergosterol ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir ¢linkii mor 6tesi (UV) 1s18a (280-320 nm)
maruz kaldiginda fotoliz olur ve temel iirlinlerden biri olarak previtamin D, olusur.
Isiyla yeniden diizenlenerek previtamin D, kendiliginden vitamin D, ye doniisiir.
Diger taraftan ergostreol ve tiirevleri antioksidan (Shao vd., 2010), antienflamatuvar
(Kuo vd., 2011) yada antihiperlipidemik (Hu vd., 2006) gibi genis saglik destek

Ozellikleri gosterir.
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D vitamini, kalsiyum ve fosforun sindirim yollarinda kullanimi ve emilimi ile
Ozellikle ¢ocuklarda biiylime i¢in gerekli vitamindir. Kas zayifligina kars1 viicudu
korur, kalp atisinin diizenlenmesinde etkilidir, bagisiklik sistemini kuvvetlendirir,
tiroit fonksiyonlar1 ve normal kan pihtilasmasi igin gereklidir(Jasinghe ve Perera,

2005). Bu nedenle her iki mantarin metanol &ziitiinde de bir provitamin olan

ergosterol igerigi arastirilmistir.

Cizelge 3.13.1. GC/MSD Cihaz Analiz Sartlar:

Oven Parameters

Equilibration Time
Max Temperature
Oven Program

2 min
250°C

70°C for 1 min then 10°C/min 175°C for 10min then 5°C/min to
210°C for 5 min then 5°C/min to 230°C for 7.5 min

Run Time 45 min

MMI Inlet Parameters

Mode Split

Heater 250°C

Pressure 35.299psi

Total Flow 94.8 mL/min
Septum Purge Flow 3 mL/min

Gas Saver 20 mL/min after 2 min
Split Ratio 50:1

Split Flow 90 mL/min
Thermal Aux (Tranfer Line)

Heater On

Temperature 250°C

Column

Name J&W 112-88A7 HP-88 (250°C, 60m x 250pm x 0.25um)
Pressure 29.901 psi

Flow 1.8 mL/min

MS Acquisition Parameters

Acquistion Mode Scan

Solvent Delay 2.00 min

EM Voltage 1200

Low Mass 35.0

High Mass 450.0

Threshold 150

MS Source 230°C max 250°C
MS Quadrupole 150°C max 200°C
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Ergosterol (Ergosta-5,7,22-trien-3p3-ol) (3.1)

Mantar 6rnekleri, hekzan kullanilarak ekstrakte edildi. Her bir mantar tiiri hekzan
icinde her seferinde 6 saat bekletilerek, toplam 3 defa ekstraksiyona tabi tutuldu.
Hekzan rotary evapotatorde buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde edildi.

Elde edilen hekzan ekstresinden 100mg alinip 10mL metanolde ¢éziildii. Uzerine
100mg vitamin C ilave edildi ve 1 dakika karistirildi. Sonra 100puL 2N metanol
icinde ¢oziinmiis KOH ilave edildi. Tipiin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca
vorteklendi. 10 dakika 4000rpm’de santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel
Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtreden siiziildii ve Agilent 7890A GC- 5975C
MSD cihazina 2puL enjekte edildi.

3.14. Mantar Seker Profillerinin HPLC-RID {le Belirlenmesi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis mantar 6rneklerinden 5.0g alindi. Daha sonra
50mL H;O:CH3CN (80:20) ¢ozeltisi ile 70°C” de 20 dakika boyunca ultrasonik
banyoda ekstrakte edildi. Elde edilen siispansiyon 4000rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust kistm bir balona alinarak 60°C’de vakum altma evaporatorde
konsantre edildi ve daha sonra ii¢ kez arka arkaya 10mL hekzan ve dietileter ile
yaglarindan arindirildi. Sulu kisim -40°C’de liyofilizatorde konsantre edildikten
sonra, kati kalintilar, su ile son hacmi 5mL olacak sekilde ¢oziildi. Cozelti
Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek HPLC-
RID (Agilent 1260 Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 RID) cihazi ile analiz
edildi.
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Cizelge 3.14.1. HPLC-RID Cihaz Analiz Sartlar:

HPLC-RID Cihaz Parametreleri

Column ZORBAX NH; Analytical (5.0um 4.6x250mm)
Mobil Phase A CH3CN:H,0 (80:20)

Column Oven Temp 30°C

Detector Temperature 30°C

Flow 1.0mL/min

Injection Volume 20uL

3.15. Mantar Mineral I¢eriginin ICP-MS ile Belirlenmesi

Mantarlarin ylizeyinde bulunabilecek toprak, cilirlimils ve benzeri kisimlar, iyice
temizlenerek uzaklastirilir. Ornekler pargalanmadan once, kalan toprak kisimlarini
tamamen temizlemek i¢in saf su ve ardindan ultra saf su ile yikanir ve siizgec kagidi

tizerinde hafif¢ce vurulmak siiretiyle kurulanir.

0.1 mg hassasiyetle yaklasik 0.2g numune teflon par¢alama kabna tartildi. Uzerine
3mL oraninda nitrik asit (HNO3), 0.5mL hidroklorik asit (HCI) ve 0.5mL hidrojen
peroksit (H,O) dereceli pipet ile ¢ekilerek parcalama kabina eklenir. 1200W gii¢
uygulanarak Cem Mars 5 Mikrodalga cihazi ile pargalanir. Sogutulup kapag: agilan
kap i¢indeki ¢ozelti pastor pipeti ile 20mL’lik balon jojelere alinir ve ultra saf su ile

son hacme tamamlanir. Cozelti ICP/MS ile analiz edilir.

Cizelge 3.15.1. Mikrodalga Cihaz Analiz Sartlar:

Mikrodalga Cihaz Analiz Parametreleri

Model Cem Mars 5 EasyPrep
Sample weight 0.2g

HNO; 3mL

HCI 0.5mL

H,0, 0.5mL

Pre-digestion 15 min

Ramp (1200W, 150°C) 15 min

Hold (1200W, 150°C) 15 min

Cool down 30 min

Final dilution 20 mL
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Cizelge 3.15.2. ICP-MS Cihaz Analiz Sartlari

ICP-MS Cihaz Parametreleri

Plasma Power 1550 W
Plasma Mode Normal, robust
Plasma Gas Flow Rate 15.0 L/min
Auxiliary Gas Flow Rate 1.0 L/min
Carrier Gas Flow Rate 0.89 L/min
Dilution Gas Flow Rate 0.15L/min
Sample Depth 8.0 mm

Spray Chamber Temperature 2°C

Kinetic Energy Discrimination (KED) 3V

Hellium Gas Flow Rate 4.5 mL/min

3.16. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktarinin Tayini

3.16.1. Toplam fenolik miktar tayini

Toplam fenolik miktarlart FCR (Folin Fenol Reaktifi) kullanilarak Pirokatekole
esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1977; Singleton vd., 1999). 1 mg
ornek igeren c¢ozeltiler deiyonize su ile 46 mL’ye tamamlandi. Bu karisima 1mL FCR
ve 3 dk sonra 3 mL % 2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisim 2 saat oda
sicakliginda c¢alkalanarak bekletildikten sonra orneklerin absorbanslar1 760 nm’de
okundu. Ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 standart Pirokatekol grafiginden elde

edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0,0073. X (pg) Pirokatekol — 0,1665 (R?:0,9976)

3.16.2. Toplam flavonoid miktar tayini

Ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlar1 Kuersetine esdeger olarak aliiminyum
nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno vd., 2000). 1mg 6rnek igeren ¢ozeltiler % 80°lik
etanol ile 4,8mL’ye tamamlandi. Bu karigima 100uL 1M potasyum asetat
eklendikten hemen sonra 100puL %10’luk aliiminyum nitrat ¢ozeltisinden ilave
edildi. Karisimlar 40 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 415nm’de
absorbanslar1 okundu. Ekstrelerin toplam flavonoid miktarlar1 standart Kuersetine
grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:
Absorbans = 0,0082. X (ug) Kuersetine — 0,0073 (R?: 0,9998)
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3.17. Antioksidan Aktivite Belirleme Yéntemleri

3.17.1. Toplam antioksidan aktivite: -karoten renk a¢ilim yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan pS-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi (Miller, 1971). Bu yontem, f-karotenin renginin agilmasina
dayanan bir yontemdir. 250 mL’lik silifli bir balonda, 0.5 mg f-karoten 1 mL
kloroformda ¢6ziildii ve lizerine 200 mg Tween 40 ve 20 puL linoleik asit ilave edildi.
Doner buharlastirict ile kuruluga kadar ¢oziiciisii uzaklastirilan karisimin {izerine
100mL oksijen ile doyurulmus su ilave edilerek balon kuvvetlice galkalandi. 500ug
ile 4000ug arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1mL 6rnek igeren ¢ozeltilerin
tizerine 4mL f-karoten karisimi ilave edildi. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir
edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢c absorbanslar1 470nm’de olgiildii.
Kontrol olarak 1mL metanol kullanildi. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve
kontrol olarak kullanilan tiipteki p-karotenin rengi kayboluncaya kadar yaklasik
120dk inkiibasyona devam edildi. f-karoten renk ag¢ilim orani (R), asagidaki esitlige

gore hesaplandi:

a

In—
R=_B
t

In: dogal logaritma,

a: baslangi¢ absorbansi,

b: inkiibasyondan sonraki absorbans,
t: inkiibasyon siiresi (dk)

Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

R

. R —R.
AA (% Inhibisyon) = —Kenrel __Omek 100

Kontrol

Rkontrol kontroliin renginin a¢ilma hizi ve Rgmek Ornegin renginin agilma hizidir.
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3.17.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi

Mantar ekstrelerin serbest radikali giderim aktiviteleri DPPH (1,1-difenil-2-pikril
hidrazil) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). 500ug ile 4000ug
arasinda degisen konsantrasyonlardaki 1mL 6rnek igeren 6rneklerin {izerine etanolde
¢Oziinmiis %0,004°lik DPPH c¢o6zeltisinden 4mL ilave edildi. Kontrol olarak 1mL
etanol kullanildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 517nm’de
absorbanslari dlciildii. Orneklerin Absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

. A - A
DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = —<! Aorana x 100

Kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Agner Ornegin absorbansidir.

3.17.3. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi

Ekstrelerinin  katyon radikali giderim aktiviteleri ABTS (2,20-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) kullanilarak belirlendi (Re
vd., 1999). 7mM ABTS 2.45mM K,SOg ile etkilestirilerek SmL ABTS radikali
olusturuldu. Katyon radikalinin olusmasi i¢in karisim 16 saat karanlikta bekletildi.
Bu radikal c¢ozeltisinden 1mL alinarak absorbansi yaklasik 0,700 olacak sekilde
etanol ile seyreltilereck ayarlandi. 500pg ile 4000pug arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 1mL ornek iceren Orneklerin tizerine etanolde hazirlanmig
ABTS c¢ozeltisinden 4mL ilave edildi. Kontrol olarak 1mL etanol kullanildi. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 734nm’de absorbanslari o6lgiildi.
Orneklerin Absorbans degerleri kontrole kars: degerlendirildi. ABTS katyon radikal

giderim aktivitesi agagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

. . A — A.
ABTS™ Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = K°”"A°' Aorana x 100

Kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Ager Ornegin absorbansidir.
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3.17.4. Cu (11) indirgeme aktivitesi (CUPRAC) yontemi

Ekstrelerinin Cu(Il) indirgeme giicti aktiviteleri CUPRAC metodu kullanilarak
belirlendi  (Apak vd., 2004). 500ug ile 4000ug arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 1mL 6rnek igeren Orneklerin tizerine 1mL 1M pH’1 7 olan
amonyum asetat tamponu, 1mL 7.5mM neocuproine ve 1mL 10mM Cu®" ilave
edildi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyondan sonra 450nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.
Kontrol olarak 1mL etanol kullanildi. Orneklerin Absorbans degerleri kontrole kars1

degerlendirildi.

3.17.5. Metal baglama aktivitesi yontemi

Ekstrelerinin metal baglama aktiviteleri Ferin-Fe?* sistemi kullanilarak belirlendi
(Decker ve Welch, 1990). 500ug ile 4000ug arasinda degisen konsantrasyonlardaki
1mL 6rnek iceren 6rneklerin iizerine 3.7mL ethanol, 0.1mL 2mM Fe?* ilave edildi.
Reaksiyon 0.2mL 5mM Ferrin’nin ilavesiyle baslatildi. Kontrol olarak 1mL etanol
kullanildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 593nm’de absorbanslari
olgiildii. Orneklerin Absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Metal
baglama aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

. A — A.
Metal baglama Aktivitesi (% Inhibisyon) = —<°tr! Rorana x 100

Kontrol

Akontrol Kontroliin absorbanst, Ag,,ex 0rnegin absorbansidir.

3.18. Antikolinesteraz inhibisyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ekstrelerin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi Ellman metodu
kullanilarak (Ellman vd.,1961) spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Enzim olarak elektrik
baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve at serumundan elde edilen butirilkolinesteraz
kullanildi. Substrat olarak asetilkolin iyodur ve butirilkoliniyodiir ve aktivitenin 6lgiimii
icin renk reaktifi 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanildi. 96 kuyucuklu
mikroplakalarin her bir kuyucuguna 0.1M pH:8 fosfat tamponundan 160uL, farkli
konsantrasyonlardaki ekstre orneklerinden 10uL, AChE veya BChE ¢ozeltisinden 10uL
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ilave edildi. Kontrol olarak 10uL etanol kullanildi. 25°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Daha sonra iizerine 10uL. DTNB ¢ozeltisi ve 10uL Acl veya Bul ilave edildi.
412nm dalga boyunda 10 dakika boyunca kinetik olarak 6lgiim yapildi. Galantamin

pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.18.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

0.1mM konsantrasyonda pH’1 8 olan fosfat tamponuna asetilkolinesteraz enzimi
eklenip oda sicakliginda (25°C) 15 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. 5,5°-
Ditiyo-bis (2-nitrobenzoik) asit eklendikten sonra, reaksiyon asetiltiyokoliniyodiir
eklenerek baglatildi. Enzim katalizinden olusan tiyokolinin 5,5’-Ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik) asit ile reaksiyonundan olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat

anyonunun konsantrasyonu 412nm de spektrofotometre ile 6l¢iildii.

3.18.2. Biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

0.1lmM konsantrasyonda pH’1 8 olan fosfat tamponuna biitirilkolinesteraz enzimi
eklenip oda sicakliginda (25°C) 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. 5,5°-
Ditiyo-bis (2-nitrobenzoik) asit eklendikten sonra, reaksiyona biitiriltiyokoliniyodiir
eklenerek baslandi. Enzim katalizinden olusan tiyokolinin 5,5’-Ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik) asit ile reaksiyonundan olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat

anyonunun konsantrasyonu 412nm de spektrofotometre ile dl¢iildii.

3.19. Kolin ve Betain I¢eriginin UPLC-MS/MS ile Belirlenmesi

Her bir mantar 6rnegi MeOH ile ekstraksiyona tabi tutuldu ve elde edilen metanol
ekstreleri suda c¢oziilerek, artan polaritelerine gore, 6nce hekzan sonra etil asetat ile
geri ekstraksiyon yapildi. Daha sonra ¢oziiciiler ugurularak, her bir ¢oziicliye ait ham
ekstreler elde edildi. Bu ayirma islemlerinden geriye kalan kisma su fraksiyonunda

Kolin ve Betain analizi yapilmustir.
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Cizelge 3.19.1. Acquity UPLC Cihaz Analiz Sartlar:

Acquity UPLC Cihaz Parametreleri

Column

Mobil Phase A
Mobil Phase B
Column Oven Temp
Injection Volume

Gradient Program

Acquity UPLC BEH C18 Column (1.7um 2.1x100mm)
5mM Amonyum asetat igeren H,O

5mM Amonyum asetat igeren MeCN

30°C
2uL

Time (dak.)

0.00
1.00
10.00
12.00
12.10
15.00

Flow (mL/dak.) % Solvent A % Solvent B

0.400 1.00 99.00
0.400 1.00 99.00
0.400 40.00 60.00
0.400 40.00 60.00
0.400 1.00 99.00
0.400 1.00 99.00

Cizelge 3.19.2. Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Analiz Sartlar

Xevo TQ-S MS/MS Cihaz Parametreleri

lon Mode

Capillary Voltages
Cone Voltages

Source Offset
Desolvation Temperature
Desolvation Gas Flow
Cone Gas Flow
Nebuliser

Source Temperature
LM Resolition 1

HM Resolition 1

lon Energy 1

LM Resolition 2
HM Resolition 2
lon Energy 2
Collision Gas Flow

Collision Energy

ESI (+)
2000 V
10-50 V
60 V
400°C
1000 (L/hr)
150 (L/hr)
7.0 bar
150°C

2.8

14.8

1

2.8

14.8

0.17
0-40
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mantarlarin Ekstraksiyonu

Mantarlar toplandiktan sonra ya hemen kurutma islemine tabi tutulmus ya da ilgili
analiz prosediirleri uygulanarak analizlerine baslanmistir. Kurutulamayan mantarlar
ise -18°C’de muhafaza edilmistir. Kurutulan mantarlarin tartimi1 yapilmis ve

asagidaki miktarlar elde edilmistir.
Tuber aestivum Vittad. 480,00 g
Calvatia gigantea (Batsch) Lloyd. 1.250,00 g

Kiiciik pargalara ayrildiktan sonra sivi azot ve liyofilizator yardimi ile 24 saatte
kurutulan mantar o6rnekleri, metanol kullanilarak ekstrakte edildi. Her bir mantar tiirii
metanol icinde her seferinde 24 saat bekletilerek, toplam 5 defa ekstraksiyona tabi
tutuldu. Metanol rotary evapotatérde buharlastirildiktan sonra, ham ekstreler elde
edildi.

Elde edilen metanol ekstreleri suda ¢oziilerek, artan polaritelerine gore, 6nce hekzan
sonra etil asetat ile geri ekstraksiyon yapildi. Daha sonra ¢oziiciiler ugurularak, her
bir ¢oziiciiye ait ham ekstreler elde edildi. Bu ayirma islemlerinden geriye kalan
kisma su fraksiyonu denildi ve ¢oziiciisii liyofilizator kullanilarak uzaklastirildi. Bu

ekstre ve fraksiyonlarin miktarlari tartilarak belirlendi.

Cizelge 4.1.1. Mantar Ekstre ve Fraksiyonlarimin Kodlar1 ve Miktarlar

Ekstrenin/Fraksiyonun Adi Kodu Miktari
Tuber aestivum Metanol Ekstresi TAM 83,2700 g
Tuber aestivum Hekzan Fraksiyonu TAMH 11,8559 g
Tuber aestivum Etil Asetat Fraksiyonu TAMEA 0,4390¢
Tuber aestivum Su Fraksiyonu TAMS 67,5637 g
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Cizelge 4.1.1.0™

Ekstrenin/Fraksiyonun Adi Kodu Miktari
Calvatia gigantea Metanol Ekstresi CGM 219,5780 ¢
Calvatia gigantea Hekzan Fraksiyonu CGMH 33,6670 g
Calvatia gigantea Etil Asetat Fraksiyonu CGMEA 2,0763 g
Calvatia gigantea Su Fraksiyonu CGMS 178,0463 ¢

4.2. Feneolik Bilesiklerin UPLC-MS/MS Ile Analiz Sonuglar

Fenolik bilesikler, besleyici degerleri olmadig1 halde 6zel saglik etkilerine sahiptirler.
Diyetimizde, hidrojen verme ve singlet oksijenin etkisini bastirma seklinde ortaya
cikan indirgeme yeteneklerine bagli olarak, kronik hastalik riskini azaltarak
sagligimiza katki yapabilirler. Ayrica fenolik bilesiklerin antioksidan ozellikleri,
bitkilerde biyolojik sistemlerin antioksidatif savunma mekanizmalarinda oldugu gibi,
gida drlinlerinin dayanikliliklarinda da onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu
etkilerinden dolay:r her iki mantar iceriginde de daha giincel bir cihaz olan UPLC-
ESI-MS/MS cihaz1 ve yeni ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir.

Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ¢6zelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra
PTFE-20/25 0.20um filtrelerden gegirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra
Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi. Ayrim Acquity UPLC
BEH C18 kolonu (1.7um 2.1x100mm) kullanilarak 40°C’da gergeklestirildi.
Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi 1ul’dir. Mobil faz olarak A solvent
hattinda %0.5’lik CH3COOH i¢eren H,O, B solvent hattinda ise %0.5’lik CH3COOH
iceren MeOH kullanilmistir.

Analiz esnasinda 30 adet fenolik bilesik taramasi yapilmis ve her bir bilesik i¢in 7
noktal1 kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu datalar kullanilarak her iki mantar
tirtinde de Sekil 4.2.1. ve Cizelge 4.2.1.’de belirtilen fenolik bilesiklere rastlaniimis

ve miktar tayinleri yapilmistir.
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Sekil 4.2.1. Fenolik bilesik standartlari, Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlariin

UPLC-MS/MS Toplam iyon kromatogramlari
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Cizelge 4.2.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan fenolik bilesiklerin

UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuclar1 (ng/g kuru agirhik + standart sapma).

No Bilesenler RT (min)  Tuber aestivum Calvatia gigantea Mod

1 Pirogallol 0.97 <RL <RL ESI (-)
2 Homogentisik asit 1.47 6.11 +0.26 <RL ESI ()
3 Protokatesuik asit 1.85 10.53 +0.74 19.87 +0.19 ESI ()
4 Gentisik asit 1.85 12.25+0.27 23.26+0.38 ESI ()
5 Pirokatekol 2.38 0.77 £0.03 2.254+0.08 ESI (-)
6 Galantamin 2.68 <RL <RL ESI (+)
7 p-Hidroksibenzoik asit 2.75 12.29 £0.37 16.47 £0.25 ESI ()
8  3,4-Dihidroksibenzaldehit 2.76 5.88+0.13 <RL ESI (-)
9 Katekin hidrat 3.45 <RL <RL ESI (-)
10  Vanilik asit 3.61 8.68+0.10 1.87 £ 0.08 ESI (-)
11 Kafeik asit 3.65 0.47 £0.04 2.74 £0.07 ESI ()
12 Siringik asit 4.11 2.19+£0.03 2.65+0.89 ESI (-)
13 Vanilin 4.50 1.54+0.01 <RL ESI (-)
14 p-Kumarik asit 4.65 0.44 +0.01 14.87 + 0.83 ESI (-)
15  Ferulik asit 5.36 0.98 £0.05 0.29 +£0.03 ESI ()
16  Epikatekin 5.50 <RL <RL ESI (-)
17  Katekin gallat 5.91 <RL <RL ESI ()
18  Rutin 5.95 2.22+0.06 <RL ESI ()
19  trans-2-hidroksi sinnamik asit 6.32 <RL 0.29 £0.05 ESI (-)
20  Mirisetin 6.83 <RL <RL ESI ()
21  Resveratrol 7.23 <RL <RL ESI (-)
22  trans-Sinnamik asit 8.19 0.08 £0.01 4.66+0.12 ESI ()
23 Luteolin 8.27 <RL <RL ESI (-)
24 Kuersetin 8.29 <RL <RL ESI (+)
25 Naringenin 9.17 <RL <RL ESI (-)
26  Genistein 9.22 <RL <RL ESI (+)
27  Apigenin 9.35 0.05+0.01 0.06 +=0.01 ESI (-)
28  Kamferol 9.50 0.07 £0.01 <RL ESI (-)
29  Hesperetin 9.71 <RL <RL ESI (-)
30 Krisin 11.06 <RL <RL ESI (-)

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 167.03>122.08
252 2.361e+005

Homogentisic acid
1.46
22038.70

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 167.03 >108
Homogentisic acid;1.44;20686.57 1.585e+005

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 167.03>123.03
2.748e+006

Homogentisic acid
1.45

% 85614.92

0.26
4 min
3.00
Sekil 4.2.2. Tuber aestivum’un Homogentisik asit kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 167.03 >122.08
3.09 2.864e+005
%
Homogentisic acid 2.76
1.45
1762.69 254
1 b T T R TR S T T R T T T T TS T T T T T T T T e e R T min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 167.03 >108
3.10 2.514e+005

3.34

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 167.03>123.03
256 1.247e+008
%
L o e o o L L e B e e e e e e e e e e e e s T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40
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Sekil 4.2.3. Calvatia gigantea’min Homogentisik asit kromatogrami

Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 167.03>122.08

Homogentisic acid_ 5.021e+003
100 1.49

298.46

L i o e L L L B L L e e e 1))
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 167.03>108
100+ Homogentisic acid_ 2.497e+003
1.49
17150
1.74
%
1.05 211 222
0- min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 167.03>123.03
211 2.378e+004
Homogentisic acid_
149
1192.71
%-| 0.25
5 min

1.20 140 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40

Sekil 4.2.4. Homogentisik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: Homogentisic acid

Correlation coefficient: r = 0.999250, "2 = 0.998501

Calibration curve: 4.62553 * x + -79.1892

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Response

| Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
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Sekil 4.2.5. Homogentisik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc Protocatechuic acid 153.06 > 109.04
1.84 1.896e+007
1445396.38
%
L o o o e e min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 153.06 > 108
Protocatechuic acid 9.183e+006
1.85
378813.91
% 3.82
1.28 ) )
0 L B B B B B N B B B B B L L B B e e e el (111
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 153.06 >91.01
Protocatechuic acid;1.84;30577.69 3.494e+005
R 7
%
0 4 .
L B e e e e e e el 4]
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc . X 153.06 > 81.01
Protocatechuic acid 1.213e+006
1.84
55675.00
25.96
%
0.86 . )
B B o b e e e e e S S S L R e i e e e e 1))
0.80 1.00 1.20 140 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80

Sekil 4.2.6. Tuber aestivum’un Protokatesuik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ES-

Protocatechuic acid

Calvatia_gigantea_121129_EtAc 181 153.06 > 109.04
2725500.00 3.522¢+007
1.62
%
0 ! .
L L B B B L B B B B B N L e e il 1411
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Protocatechuic acid F11:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 182 153.06 > 108
381806.31 6.278e+006
7.14
%]
0 L L ;
L L L L L B B e e e e ol (0111
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Protocatechuic acid 153.06 >91.01
1.82 1.232e+006
] 61321.52
44.45
%o
0 L " .
L L e e e e s S S | R ARRERE e na e et s )]
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 153.06 > 81.01
Protocatechuic acid 3.068e+006
1.81
112118.20
% 24.31
0 ---|----|----|----|----.----.----.----.----.----.----.--1—v—rv-v—v-||---'-|----|----|----.----.----.----.----. min
.8 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60
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Sekil 4.2.7. Calvatia gigantea’nin Protokatesuik asit kromatogram

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

%]

(o]

Protocatechuic acid

2725500.00

T T T T T T

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

%]

F11:MRM of 4 channels ES-
153.06 > 109.04
3.522e+007

T

Protocatechuic acid
1.82
381806.31
7.14

-

T min

F11:MRM of 4 channels ,ES-
153.06 > 108
6.278e+006

o T T T T T T

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

%]

0

Protocatechuic acid
1.82
61321.52
44.45

T

-

T mi

F11:MRM of 4 channels,ES-
153.06 >91.01
1.232e+006

H

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

Protocatechuic acid

T min

F11:MRM of 4 channels ES-
153.06 > 81.01
3.068e+006

1.81
112118.20
% 24.31
o T T T T T T T T b T T T T min
0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60
Sekil 4.2.8. Protokatesuik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: Protocatechuic acid
Correlation coefficient: r = 0.999858, "2 = 0.999716
Calibration curve: 163.811 * x + 269.959
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

350000

300000

250000+
o ]
12}
i=
o
& 200000
Q
x

150000+

100000

50000 &
-0~ , Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.9. Protokatesuik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ,ES-

Tuber_aestivum_121129_EtAc 153.05 > 109.04
Gentisic acid sodium salt 2.141e+007

7 1.84

1388298.50

%
0 S T P T T T T T T T T T T T T T T PP e T T T [T T T T T T T o e e P e e e e min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 153.05>81
B Gentisic acid sodium salt 1.150e+006

1.84

57338.49
2421
%
0.86
B i o o L R R AEEE EER S R e min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 153.05 > 108.03
6.544e+006
] Gentisic acid sodium salt
1.85
388031.56
3.58
%
1.28
L o o o e e e T T T T T T T T R T e min
1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80

Sekil 4.2.10. Tuber aestivum’un Gentisik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ,ES-

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Gentisic acid sodium salt 153.05 > 109.04
1.82 3.863e+007
162 2632972.00
/
%
) 221
L o o e e e e e e e e s LSS M ARaa s e e s e e s s e W)

F10:MRM of 3 channels ,ES-
153.05>81

Gentisic acid sodium salt 2.236e+006

1.82
115785.52
22.74
% '
|

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

0 Lo T T T T T T T T T T T T T T T T P T L T T S T T T T e T e e e min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 153.05>108.03

Gentisic acid sodium salt 7.788e+006
1.82
381632.47
6.90

%

L | .

L o o e e e e e e e e e e e e R OT)

0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60

Sekil 4.2.11. Calvatia gigantea’min Gentisik asit kromatogram
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Gentisic acid sodium salt F10:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 1.87 153.05 > 109.04
B 18429.02 2.355e+005

%] 2.10
0 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 153.05 > 81
~ Gentisic acid sodium salt;1.86,508.97 8.902e+003

;3¢ R1

Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 153.05 > 108.03

6.808e+004
100 2.10

Gentisic acid sodium salt

2601.98
7.08
%

070 080 090 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Sekil 4.2.12. Gentisik asit bilesiginin kromatogrami

Compound name: Gentisic acid sodium salt

Correlation coefficient: r = 0.999669, r"2 = 0.999339

Calibration curve: 158.055 * x + 2143.53

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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250000+
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150000+

100000+

50000
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Sekil 4.2.13. Gentisik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES-

Tuber_aestivum_121129_EtAc 109>108
Pyrocatechol 1.107e+006

2.36
65539.88

%

2 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 109 > 81
B Pyrocatechol;2.37;17785.50 2.538e+005
£ \8
1.83
%
3 T T T T T I T e T Min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 109 >91
B Pyrocatechol;2.36;13985.49 1.928e+005
%
} .
1 S R s e e e s M e e e e e na e e e 1)
2.60 2.70 2.80 2.90 3.00
Sekil 4.2.14. Tuber aestivum’un Pirokatekol kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc P techol 109 > 108
yrocatecho 2.729e+006
245
207447.73
1.80
/
%
0 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc P techol 109 >81
yrocatecho 8.446e+005
245
52684.49

3.94

1 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 109 >91
8.931e+005
Pyrocatechol
245
42467.01
4.88
% }.so

0 e T T T T T T T T T R T L T L T T T T T T T T T T T e Min

1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40 2.50 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10

Sekil 4.2.15. Calvatia gigantea’min Pirokatekol kromatogram
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Pyrocatechol F4:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 2.39 109 > 108
8002.27 1.206e+005
%
1.86
0 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 109>81
. Pyrocatechol 2.881e+004
100 238
1923.78
4.16
%
275
1.87
l .
0- LR L L e o e o R e s e ey s ey AT
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 109 >91
Pyrocatechol;2.39;1654.33 2.388e+004
%
1.87
0 S T min
1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40 2.50 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10

Sekil 4.2.16. Pirokatekol bilesiginin kromatogrami

Compound name: Pyrocatechol

Correlation coefficient: r = 0.999909, r'2 = 0.999817

Calibration curve: 81.7783 * x + -26.3157

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Sekil 4.2.17. Pirokatekol bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) 4-Hydroxy benzoic acid F6:MRM of 2 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 272 136.98 >93.03
6391271.00 5.919e+007

%

3.49

0 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 2 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 136.98 > 65.1
~ 4-Hydroxy benzoic acid _ 9.902e+005

272

105751.78
60.44

Sekil 4.2.18. Tuber aestivum’un 4-hidroksibenzoik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) 4-Hydroxy benzoic acid F6:MRM of 2 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 272 136.98 >93.03
8537472.00 7.667e+007

%

3.46
0 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 2 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 136.98 > 65.1
~ 4-Hydroxy benzoic acid;2.72;169164.72 1.588e+006
57
%-
3.22

0 min

170 180 190 200 210 220 230

Sekil 4.2.19. Calvatia gigantea’min 4-hidroksibenzoik asit kromatogrami

93



Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) 4-Hydroxy benzoic acid F6:MRM of 2 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 277 136.98 > 93.03
63195.53 7.526e+005

%

11 e T T min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 2 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 136.98 > 65.1

N _4-Hydroxy benzoic acid 1.166e+004
277
1125.14
56.17

Sekil 4.2.20. 4-hidroksibenzoik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: 4-Hydroxy benzoic acid

Correlation coefficient: r = 0.999593, "2 = 0.999187

Calibration curve: 569.645 * x + 3815.13

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

E X

1300000

1200000

1100000

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Response

-0 \ Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.21. 4-Hidroksibenzoik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_ EtAc Smooth(Mn,2x3) 3-4-Hydroxy benzaldehyde F7:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestium_121129 EtAc 272 137 > 136

598799.38 5.350e+006

1
L S L L L Ly LR LA ey Eaa R e ey naaas mia nanay a1

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 137 >107.94
3-4-Hydroxy benzaldehyde;2.72;277113.03 2.561e+006

%

2.26
1 ] .

B Ladis L o S e L s L s s s L L s S S S T RAARA L naas iy e s s s Laaan anas sy naany sl 110
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 137 >91.93
3-4-Hydroxy benzaldehyde;2.72;173453.39 1.595e+006

%
0 T LR LR Ly L s e e s s na s iy a1

2.10 2.20 2.30 2.40 2.50 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50
Sekil 4.2.22. Tuber aestivum’un 3,4-Dihidroksibenzaldehit kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 137 > 136
2.48 1.114e+005
3.06
%
2.09 3.34

7 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 137 >107.94
3.16 6.274e+004

%

2
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 137 >91.93
3.22 8.320e+004
9%
272
2.07
251
1 min

2.10 2.20 2.30 2.40 2.50 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60

Sekil 4.2.23. Calvatia gigantea’min 3,4-Dihidroksibenzaldehit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) 3-4-Hydroxy benzaldehyde F7:MRM of 3 channels ,ES-

121126 Phenolics_100ppb 276 137 > 136
9.792e+004
100 9679.50

%

0 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 137 >107.94
100+ 3-4-Hydroxy benzaldehyde;2.76;3369.46 3.161e+004

AN

%

3.50

0- min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 137>91.93
100+ 3-4-Hydroxy benzaldehyde;2.76;2277.66 2.202e+004

%-

0- min

2.10 2.20 2.30 2.40 . . . R R k 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60
Sekil 4.2.24. 3,4-Dihidroksibenzaldehit bilesiginin kromatogram
Compound name: 3-4-Hydroxy benzaldehyde
Correlation coefficient: r = 0.998584, "2 = 0.997171
Calibration curve: 87.6228 * x + -168.443
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
200000
1800004
1600004
1400004
$ 1200004
i=
S 3
Q
]
o 100000
3 X
80000
60000
40000 X
20000
-0 \ Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.25. 3,4-Dihidroksibenzaldehit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Vanillic acid F14:MRM of 3 channels,ES-

Tuber_aestivum_121129_EtAc 361 166.98 > 151.97
1191371.50 1.398e+007
% 3.95
L ! .
0 e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e P T T e e e T R min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 166.98 > 108.03
~ Vanillic acid;3.61;663844.94 8.003e+006
%-
] B B B L B o B B B B L e e e e el 1 1 3]
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129 EtAc 166.98 >123.03
Vanillic acid;3.61;793882.44 1.015e+007
- 1.50
%_
4.53
2.97 4.10
2 ........................................................................................................ min
2.60 2.80 3.40 3.60
Sekil 4.2.26. Tuber aestivum’un Vanilik asit kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Vanillic acid F14:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 3.60 166.98 > 151.97
250811.38 2.744e+006
%
B I o e B e s e s S S e B e e e e e R T
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels, ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 166.98 >108.03
Vanillic acid 2.206e+006
3.60
140582.97
1.78

%

1 L o o e e el Y1)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels, ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 166.98 > 123.03
9.486e+006

Vanillic acid

3.60
% | 362381.13
3.8 0.69

2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40

Sekil 4.2.27. Calvatia gigantea’min Vanilik asit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Vanillic acid F14:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 3.63 166.98 > 151.97
7934.60 1.110e+005
%
0 L 4 .
L B B i e e e e S S i B B e e e e e e w e YY)
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 166.98 > 108.03
Vanillic acid;3.63;3460.45 4.657e+004
100+ ;
9
9%
G L l .
L e L B L L B B B N L B B e e e e 3]
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 166.98 >123.03
~ Vanillic acid;3.63;3734.38 5.037e+004
\2
%
4

Sekil 4.2.28. Vanilik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: Vanillic acid

Correlation coefficient: r = 0.999226, "2 = 0.998452

Calibration curve: 92.0129 * x + -393.299

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

220000

200000

180000

160000

140000

120000

Response

100000

80000

60000

40000+

20000

-0 Conc
1
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.29. Vanilik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Caffeic acid F17:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 179.1>135.14

3.65
62875.39 8.304e+005

3 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc Caffeic acid 179.1>133.9

3.28 3.65 3.081e+005
16269.59
3.86
%

2 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Caffeic acid F17:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 3.65 179.1>107.1

3219.28 7.011e+004
19.53 \/
%
31 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) . . F17:MRM of 4 channels,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc Caffeic acid 179.1>117.1
3.65 431 2.797e+004

1396.30
45.03

Sekil 4.2.30. Tuber aestivum’un Kafeik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Caffeic acid F17:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 3.64 179.1>135.14
~ 360730.63 4.208e+006
3.18
%_
1 Y T
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 179.1>133.9

1.050e+006

Caffeic acid;3.64;86941.79

%]
0 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 3.67 179.1>107.1
20872.81* 5.031e+005
3.12 328
/
%1
15 min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 179.1>117.1
Caffeic acid 4.15 1.811e+005
] 3.64
7109.69

50.74

Sekil 4.2.31. Calvatia gigantea’min Kafeik asit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Caffeic acid F17:MRM of 4 channels,ES-

121126 Phenolics_100ppb 367 179.1>135.14
19952.83 2.333e+005

%
L ! .

2 L B B O I B B B B S B B B L B B B e e e 0114
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels,ES-
121126 Phenolics_100ppb 179.1>133.9
100 Caffeic acid;3.67;5053.36 5.783e+004

%

T T B e R e A R o
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 179.1 >107.1

- Caffeic acid;3.68;893.50 8.237e+003
27 %3
%
2,60
“ L .

(U o o o B B B I i o i min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 179.1>117.1

Caffeic acid;3.68;377.21 4.377e+003
100+ 570
%
2,60
0 “ Il 1 N
L e B e B e e e Y1
3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60
Sekil 4.2.32. Kafeik asit bilesiginin kromatogram
Compound name: Caffeic acid
Correlation coefficient: r = 0.999451, "2 = 0.998902
Calibration curve: 194.377 * x + 585.655
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
b X
400000
350000
300000
° 3
1%}
S 250000
o
0
Q -
o
200000
1500004
100000
50000
-0 y Conc

-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.33. Kafeik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_121129_EtAc

F19:MRM of 3 channels, ES-
197.2>182
1.684e+006

Syringic Acid
4.09
112112.73

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_121129_EtAc

%

F19:MRM of 3 channels ES-
197.2>123
9.462e+005

Syringic Acid;4.09;82448.88 479

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_121129_EtAc

%

min

F19:MRM of 3 channels ES-
197.2>167

Syringic Acid;4.10;78356.49 8.678e+005

min

Sekil 4.2.34. Tuber aestivum’un Siringik asit kromatogram

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

0

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

%

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121129_EtAc

%

F19:MRM of 3 channels ES-

Syringic Acid 197.2 > 182
409 2.053e+006
138187.28
4.23
" min
Syringic Acid F19:MRM of 3 channels,ES-
4.09 197.2>123
84186.35 1.392e+006
1.64
4.69
» min
F19:MRM of 3 channels ES-
197.2> 167
Syringic Acid;4.09;70867.97 9.829e+005
A 4.78

le——— L <

3.60 3.70 3.80 3.90

4.00 4.10 4.20 4.30 4.40 4.50 4.60 4.70 4.80 4.90

Sekil 4.2.35. Calvatia gigantea’min Siringik asit kromatogram
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Syringic Acid F19:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 411 197.2>182
404253 5.915e+004
%
3.65 3.79 4,90
4 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 197.2>123
~ Syringic Acid;4.11;3328.12 4.556e+004
%%
3.51 381
0 1 .
L L L N L L R R LR R na e na s ey e ey nanny maan i 1r]])]
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 197.2>167
i Syringic Acid;4.11;1947.76 2.503e+004
%
0

Sekil 4.2.36. Siringik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: Syringic Acid

Corre!

lation coefficient: r = 0.999584, r"2 = 0.999168

Calibration curve: 41.3173 * x + 235.852
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

100000+

Response

90000

-0 Conc
1
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.37. Siringik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Vanillin F9:MRM of 3 channels ES-

Tuber_aestivum_121129_EtAc 450 150.99 > 136
1878712.50 2.348e+007

%
0 L .
L B S i B L L L B L N B L B L L L e e e 0114
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 150.99 > 92.02
Vanillin;4.50;410292.03 4.967e+006

%

3.63

0 ----|----|----|----|----|----|----|----|----'|---1-|—n—v-v-|—v—v-v—r|----|----|----|----|----|----|----|----|----min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 150.99 > 108.1

Vanillin;4.50;146540.59 1.858e+006
i

%
1 e T T T T T T T T T T e T T T T T T T T T e R T Min
3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40
Sekil 4.2.38. Tuber aestivum’un Vanilin kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 150.99 > 136
3.56 2.408e+005
Vanillin
4.47 4.71

15670.50

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 150.99 > 92.02
2.728e+005
3.41
%/
367 5.22
4.96
3 LT T T T T T T T T T T T T T T T T e T T T T T T T e e T Min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 150.99 >108.1
5.411.434e+006
T 3.56
341
% -4
4.23
391 4.96
2 ST T T T T T T T T T T R T T T R T T T T R R T min
3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40

Sekil 4.2.39. Calvatia gigantea’min Vanilin kromatogram
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Vanillin F9:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 451 150.99 > 136
185724.70 2.520e+006
%
1 .
-t min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 150.99 > 92.02
~ Vanillin;4.51;38826.26 5.317e+005
4X8
%-
1l .
O e e N
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 150.99 > 108.1
~ Vanillin4.51;13710.30 1.909e+005
1165
%
1 L .
L B B B e B B B O I L B o i B B B e B e el 1111
3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40

Sekil 4.2.40. Vanilin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Vanillin

Corre

lation coefficient: r = 0.997494, r"2 = 0.994994

Calibration curve: 1542.35 * x + 16268.9
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3500000+

3250000+

3000000+

2750000+

2500000+

2250000+

Response

2000000+

1750000-

1500000- X

1250000-

1000000-

750000

500000-

250000

-0- Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.41. Vanilin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestiyum_lleZQ_EtAc Smooth(Mn,2x3) p-Coumaric acid F12:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 459 163.01 >119.04

360 402 246462.44 3.419€+006

%

1 min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) p-Coumaric acid F12:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 459 163.01>93

402 11804.94 1.878e+005

20.88

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) p-Coumaric acid F12:MRM of 3 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 4.59 163.01>117.01
402 3429.80 5.238e+004

71.86

%

503 511

494

min

Sekil 4.2.42. Tuber aestivum’un p-Kumarik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) p-Coumaric acid F12:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 461 163.01>119.04
8282462.50 1.102e+008
%
5.00
1 N
- - ——min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F12:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.01>93
_ p-Coumaric acid 1.037e+007
4.61
679074.94
12.20
%
) 5.00
L .
L o o e o e e )
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F12:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.01>117.01
_p-Coumaric acid 3.086e+006
461
201731.88
41.06
%
5.00
0 L 4 .
L B B B B L e e e el V)
3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60

Sekil 4.2.43. Calvatia gigantea’min p-Kumarik asit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3)

p-Coumaric acid

F12:MRM of 3 channels ,ES-

121126 Phenolics_100ppb 4.65 163.01>119.04
47819.12 8.250e+005

%
L o o o e Y11

Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3)

F12:MRM of 3 channels ,ES-

121126 Phenolics_100ppb 163.01 >93
- i i 3.264e+004
100+ _p Cou;nsaélc acid
1913.14
25.00
%
0 T T T T T T T T T T T T T T T T min

Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3)
121126 Phenolics_100ppb

__p-Coumaric acid
4.65
626.36
76.34

F12:MRM of 3 channels ,ES-
163.01 >117.01
1.016e+004

Sekil 4.2.44. p-Kumarik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: p-Coumaric acid

Correlation coefficient: r = 0.999447, 12 = 0.998894
Calibration curve: 499.659 * x + -1449.58

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1100000

1000000

900000

800000

700000

600000

Response

500000

400000

300000

200000

100000
-0
-0 200 400

600

800

1000 1200 1400 1600

1800

1 Conc

2000 2200 2400

Sekil 4.2.45. p-Kumarik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels ,ES-

Tuber_aestivum_121129_EtAc Fe”;"sceadd 193.03 > 134.06
- 1.286e+006
440, 81786.32
%
5.70
5.47
, 6.23
[ S B m s o o e B S e e e e e s S R Eaaan na e s ey ol TT)]
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 193.03>178
~ Ferrulic acid;5.36:45837.71 6.766e+005
108
%-
4.48 6.32
5.01
6.08
0 ----|----|----|----|----|----|---qu-q----”---WWW—Wrrrmwmrmmin
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Ferrulic acid F18:MRM of 3 channels,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 537 193.03 > 149.02
N 127734.45 583 2.284e+006
0.64
%
4.31 4.52
4.83 5.02
1 Y T T T T e T T T T T T T T T T T T T T Min
4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20
Sekil 4.2.46. Tuber aestivum’un Ferulik asit kromatogram

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Ferrulic acid F18:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 5.36 193.03 >134.06

22130.79 3.110e+005

6.06
583 593

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 193.03>178
Ferrulic acid;5.36;15049.51 2.074e+005

pAYS

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 193.03 > 149.02
9.549e+005
492 538 583 6.8
41340.05*
4.69
0
A’ 4.83 5.15
6.06

min

Sekil 4.2.47. Calvatia gigantea’min Ferulik asit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Ferrulic acid F18:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 5.37 193.03 > 134.06
6319.69 9.724e+004
%

0 ! 4 .
L B N B L B B I B B B L B B B B e e el 10V
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 193.03>178
i Ferrulic acid;5.37;3456.56 5.211e+004

;13

%

L o o o o o e e e e e e et 2 My
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 193.03 > 149.02

Ferrulic acid;5.37;2622.47 4.150e+004

12\

Sekil 4.2.48. Ferulik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: Ferrulic acid

Correlation coefficient: r = 0.999204, r"2 = 0.998408

Calibration curve: 58.0716 * x + 168.08

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

140000

130000

120000

110000

100000

90000+

80000

70000

60000

50000

400003

30000

20000

10000

Response

-0 \ Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.49. Ferulik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi

108



Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Rutin F32:MRM of 3 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 5905 609 >299.9
222203 4.264e+004

100

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels, ,ES-
Tuber_aestivum_121129 EtAc 609 >270.93
Rutin;5.95;1441.94 2.511e+004

prav]

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 609 > 254.99

Rutin;5.95;975.88 1.870e+004

Sekil 4.2.50. Tuber aestivum’un Rutin kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Rutin F32:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 5.95 609 >299.9
412.78 7.231e+003

%]

7
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 609 >270.93
597 6.961e+003
6.74

%

5
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 609 > 254.99
5.78 5.915e+003

Sekil 4.2.51. Calvatia gigantea’nin Rutin kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Rutin F32:MRM of 3 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 5.96 609 >299.9
1.044e+006
100 53807.76

%

0 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 609 >270.93

Rutin;5.96;34845.50 6.691e+005
100 iy

%

0 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F32:MRM of 3 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 609 > 254.99

Rutin;5.96;15547.46 3.008e+005
100 e
%
0 min

5.30 5.40 5.50 5.60 5.70 5.80 5.90 6.00 6.10 6.20 6.30 6.40 6.50 6.60 6.70

Sekil 4.2.52. Rutin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Rutin

Correlation coefficient: r = 0.999961, "2 = 0.999923

Calibration curve: 517.736 * x+ 715.49

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1100000+

1000000

900000

800000

700000

600000

500000+

400000

Response

300000+

200000

100000

-0 Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.53. Rutin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 163.04 >119.04
6.01 3.338e+006

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 163.04>117.01
B 6.01 4.993e+004
%] 551 5.72
5.36 6.21
5.61 6.09 6.63 6.88 703

S LA L I o e e i e e S U RS S
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 163.04 >93.07
6.12 5.347e+005

%] 6.01
[ s e R R R e e I B o o e e B L e e e i e e s e YT
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ,ES-
Tuber_aestivum_121129 EtAc 163.04 > 65.03
6.01 1.012e+004

Sekil 4.2.54. Tuber aestivum’un trans-2-hidroksi sinnamik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.04 > 119.04
trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.32;115632.17 1.868e+006

%

5.84 7.24

4 -,'uu|uu|-m|.u.|-u-,uu,uu,uu,-u T A TP T [ I [T min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.04 >117.01
trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.32;6710.01 9.768e+004

1X3

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.04 > 93.07
trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.32;3812.07 6.379e+004

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 163.04 > 65.03
trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.32;950.73 1.385e+004

; 2

%

11

Sekil 4.2.55. Calvatia gigantea’min trans-2-hidroksi sinnamik asit kromatogrami

111



Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) trans-2-Hydroxy cinnamic acid F13:MRM of 4 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 6.33 163.04 > 119.04
35137.53 5.688e+005
%

1 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 163.04 > 117.01

N trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.33;1748.59 2.891e+004
2 X9
%]

1
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 163.04 > 93.07

N trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.33;1179.09 1.832e+004
;280
%]
0 L .
AN B L e L L L L L L A L S L s s L s L min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F13:MRM of 4 channels,ES-
121126 Phenolics_100ppb 163.04 > 65.03
trans-2-Hydroxy cinnamic acid;6.33;305.18 4.795e+003
100 1\14

min
5.30 5.40 5.50 5.60 5.70 5.80 5.90 6.00 6.10 6.20 6.30 6.40 6.50 6.60 6.70 6.80 6.90 7.00

Sekil 4.2.56. trans-2-hidroxy Sinnamik asit bilesiginin kromatogrami

Compound name: trans-2-Hydroxy cinnamic acid

Correlation coefficient: r = 0.999583, "2 = 0.999166

Calibration curve: 367.979 * x+-1097.2

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

800000

700000

600000

500000

Response

400000+

300000

200000

100000+

-0 Conc
1
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.57. trans-2-hidroxy Sinnamik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) trans-Cinnamic acid F8:MRM of 2 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 8.20 146.98 > 103.03
57866.74 8.720e+005

%_

Sekil 4.2.58. Tuber aestivum’un trans-Sinnamik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) trans-Cinnamic acid F8:MRM of 2 channels,ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 8.19 146.98 > 103.03
2875456.50 4.259e+007
%
IO e B e B R min
7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00

Sekil 4.2.59. Calvatia gigantea’min trans-Sinnamik asit kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) trans-Cinnamic acid F8:MRM of 2 channels,ES-

121126 Phenolics_100ppb 8.20 146.98 >103.03
74737.84 1.294e+006
%
0 T T e T T T T T T T T T T T T T T T T T T PR T R T T T T T T T T T R T T T T T T R T ST min
7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00

Sekil 4.2.60. trans-Sinnamik asit bilesiginin kromatogram

Compound name: trans-Cinnamic acid

Correlation coefficient: r = 0.997769, 2 = 0.995543

Calibration curve: 635.896 * x + 7144.66

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1200000
1000000

800000+

Response

600000+

400000+

200000+

-0~ 1 Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.61. trans-Sinnamik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_ EtAc Smooth(Mn,2x3) Apigenin F22:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 931 269.1>117
3490.34 2.751e+004

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 269.1>151

Apigenin;9.31;4004.60 6.295e+004

%-

8 " min
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 269.1>149

2.612e+004

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc Apigenin 269.1 > 107
oy 1.349e+004

524.00
6.66

8.90 9.00 9.10 9.20 9.30 9.40 9.50 9.60 9.70 9.80 9.90 10.00 10.10

Sekil 4.2.62. Tuber aestivum’un Apigenin kromatogrami

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Apigenin 269.1>117
1.160e+005
_9.20 935
5647.85

9.83

%

3 e min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) (genin F22:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea 121129 EtAc A999§5 269.1 > 151
y 5.938e+004

min

Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc B 269.1>149
Apigenin | 7.415+004

- 9.35

%

] 8.88
4 ST T T T T T min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Apigenin 269.1>107
935 3.123e+004
] 127651
442

min

8.90 9.00 9.10 9.20 9.30 9.40 9.50 9.60 9.70 9.80 9.90 10.00 10.10

Sekil 4.2.63. Calvatia gigantea’nin Apigenin kromatogram
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Apigenin F22:MRM of 4 channels ,ES-

121126 Phenolics_100ppb 935 269.1>117
67630.16 1.051e+006
%

0 L 4 .
L B B B B L L N R L B B B B B B B B R R R R R RN REE RN R e s nn 1))
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ,ES-
121126 Phenolics_100ppb 269.1>151
Apigenin;9.35;37182.20 5.798e+005

L L e B L e N R a s a s e e na s na 1))
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 269.1>149
Apigenin;9.35;29796.09 4.708e+005

%

2 min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 4 channels ES-

121126 Phenolics_100ppb 269.1>107
Apigenin;9.35;16682.76 2.633e+005

%

1l .
E R L e L e L L e s na sy na w111}

8.90 9.00 9.10 9.20 9.30 9.40 9.50 9.60 9.70 9.80 9.90 10.00 10.10

Sekil 4.2.64. Apigenin bilesiginin kromatogram

Compound name: Apigenin

Correlation coefficient: r = 0.997483, "2 = 0.994972

Calibration curve: 1485.35 * x + -61491.9

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3250000

3000000+

2750000

2500000

22500004

2000000+

1750000-

1500000

1250000

1000000

750000-

500000-

250000 x

-04

Response

1 Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.65. Apigenin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) Kaempferol F24:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 9.65 284.9>93.09
803.46 1.261e+004

Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 2849>117.1
Kaempferol;9.66;646872.50 8.518e+006
%
L I .
0 L B B L B B B L L B L L B L B L B L L L B i e i V11
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestium_121129_EtAc 284.9>158.97
- Kaempferol;9.65;68782.77 9.449e+005
9%
8.41
/ | .
1 L B B R L B L L L B L L B L L L L L L B L e i V11
Tuber_aestivum_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Tuber_aestivum_121129_EtAc 284.9>227.14
Kaempferol;9.66;18322.20 2.618e+005
%
1 ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T [ T T T T T T T T T R T e T T T T min
8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40
Sekil 4.2.66. Tuber aestivurm’un Kamferol kromatogram
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 284.9 >93.09
9.24 2.186e+006
%
10.46
O o o o o i L e e e e w3 4]
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 284.9>117.1
9.24 5.219e+005
%7 10.47
9.94
B i B o B B L o o B L L e e e e e el T
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 284.9>158.97
841 2.310e+004
4 T T T T T T T T T T T T T T T T T e T min
Calvatia_gigantea_121129_EtAc Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
Calvatia_gigantea_121129_EtAc 284.9>227.14
9.70 2.039e+004

10.26 1039

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40

Sekil 4.2.67. Calvatia gigantea’min Kamferol kromatogrami
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Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) Kaempferol F24:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 951 284.9>93.09

2.738e+004
100 2326.82

%

8.41
/ L .
O I e e e L LI e e e e el 1110
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100pph 284.9>117.1
Kaempferol;9.51;1702.37 1.875e+004

AV

Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 284.9>158.97

Kaempferol;9.51;1822.96 2.453e+004

%

8.53 8.77 | 10.06 10.29
2 e e e T T e e e e e e e e e e e e e e min
Phenolics_100ppb Smooth(Mn,2x3) F24:MRM of 4 channels ES-
121126 Phenolics_100ppb 284.9>227.14

100 Kaempferol;9.51;872.49 1.128e+004

\7

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40

Sekil 4.2.68. Kamferol bilesiginin kromatogrami

Compound name: Kaempferol

Correlation coefficient: r = 0.996520, "2 = 0.993051

Calibration curve: 70.8133 * x+ -4171.65

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

160000

140000+

120000+

100000+

80000

Response

60000

40000

20000

\ Conc
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Sekil 4.2.69. Kamferol bilesiginin kalibrasyon egrisi
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4.3. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD ile Analiz Sonugclar:

Genellikle meyvelerde, sebzelerde ve giinliik diyetimizin 6nemli bir boliimiinii
olusturan bir¢ok bitkisel kaynakli gidada bulunan fenolik bilesikler, kronik ve
dejeneratif hastalik riskini azaltict saglik kazanimlar1 saglayan, en giiglii ve tedavi
amacl kullanilabilen biyoaktif maddeler olarak bilinmektedirler. Bu denli éneme
sahip bilesiklerin analizinde yaygin olarak kullanilan HPLC-DAD sistemi ile her iki

mantar tiirlinde de fenolik bilesikler belirlenmistir.

Fenolik bilesiklerin ilk once tek tek Poroshell 120 EC-C18 kolonda alikonma
zamanlar1 belirlendi. Asagidaki tobloda fenolik bilesiklere ait alikonma zamanlari
verilmistir. Daha sonra 21 adet fenolik bilesik son konsantrasyonlari 5ug/g olacak
sekilde karistirildi ve tiim bilesiklerin 6 noktali (Opg/g, 0.1pg/g, 0.5png/g, 1ug/g,
2.5ug/g ve Sug/g’lik konsantrasyonlarda) kalibrasyon egrileri ¢izildi.

Daha sonra ekstraksiyon sonunda elde edilen ve viale alinan numune HPLC-DAD
(Agilent 1260 Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihaz1 ile
280nm’de analiz edildi. Ayrim Poroshell 120 EC-C18 kolonu (2.7um 4.6x100mm)
kullanilarak 40°C’de gerceklestirildi. Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi
10ul’dir. Mobil faz olarak A solvent hattinda %0,5’lik CH3COOH igeren H,0O, B
solvent hattinda ise %0,5’lik CH3COOH igeren MeCN kullanilmistir. Cizelge 4.3.’te
kalibrasyon egrileri cizlen bilesiklere ait alikonma zamanlari ve tespit edilen

miktarlar1 verilmistir.

el

Sekil 4.3.1. Fenolik bilesik standartlarinin 280nm’de HPLC-DAD kromatogrami
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Cizelge 4.3.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan fenolik bilesiklerin
280nm’de HPLC-DAD ile analiz sonuclar1 (ng/g kuru agirhik + standart sapma)

Bilesenler RT (min) Tuber aestivum Calvatia gigantea
Homogentisik asit 2.58 598 £0.46 <RL
Protokatesuik asit 3.38 9.22+1.24 20.55+0.99
Gentisik asit 3.40 1095+ 1.15 24.16 £ 0.78
p-Hidroksibenzoik asit 5.47 11.99 +0.95 17.21+1.11
3,4-Dihidroksibenzaldehit 6.00 5.67+0.37 <RL
Vanilik asit 7.09 9.01 +£0.38 1.57+0.34
Kafeik asit 7.48 0.57+£0.08 1.84 £0.28
Siringik asit 7.81 <RL 2.00£0.12
Vanilin 8.62 <RL <RL
p-Kumarik asit 9.34 0.41£0.01 15.11+0.99
Ferulik asit 10.44 1.00+0.17 0.90 +0.03
Katekin gallat 11.71 <RL <RL
trans-2-hidroksi sinnamik asit 12.15 <RL 0.32+£0.05
Mirisetin 13.41 <RL <RL
Resveratrol 13.95 <RL <RL
trans-Sinnamik asit 15.26 <RL 4.78 £0.19
Luteolin 15.76 <RL <RL
Naringenin 17.34 <RL <RL
Kamferol 18.04 <RL <RL
Hesperetin 18.27 <RL <RL

Krisin 22.79 <RL <RL

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel dlglimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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3 DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (PHENOLICS\20120821_TUBER_CALVATIA_TERFEZIA 2012-08-21 08-33-38\TUBER_ETAC D]

350 o

300 4

250 -

acid

200 4

Gentisic acid &

100

p-Hydroxy benzaic acid

3. diHydroxybenzaldehyde

Homogentiic acid

p-Coumaric acid
Fermulic acid

Sekil 4.3.2. Tuber aestivum mantarinda bulunan fenolik bilesiklerin 280nm’de HPLC-DAD
kromatogram

[ DADT A, Sig=280 & Ref=cff [PHENCLICS 120120402 2012-04-02 10-24-38\CALVATIA_GIGANTEA.D)

mil ]
404
354
30 4
254
204 e
i
2
[
£
2

trus-2-hydrosey Gimmic acid

Sekil 4.3.3. Calvatia gigantea mantarinda bulunan fenolik bilesiklerin 280nm’de HPLC-DAD
kromatogram
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4.4. Serbest Amino Asit Iceriginin UPLC-MS/MS Ile Analiz Sonuclar

Amino asitlerin tanimlanmas1 ve miktariin belirlenmesinde kullanilan giivenilir ve
tekrarlanabilir teknikler, genellikle tiirevlendirme gerektirmekte, bu da bilesiklerin
siiflandirilmasini koétii yonde etkilemekte ve tanimlamayi giiclestirebilmektedir.
Ama, tandem kiitle spekrometresi ile eslestirilmis sivi kromatografisi (UPLC-
MS/MS) gibi tamamlayict teknikler, yliksek dogruluklariyla, tiirevlendirme

ongereksiniminlerini ortadan kaldirmaktadirlar.

Bu caligmada da serbest amino asit igerigi belirlenirken, basit bir esktraksiyon
teknigi ve UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S MS-
MS) cihazi kullanildi. Ayrim Acquity UPLC BEH C18 kolonu (1.7pum 2.1x100mm)
kullanilarak 40°C’da gergeklestirildi. Numune sicakligi 10°C ve enjeksiyon hacmi
lul’dir. Mobil faz olarak A solvent hattinda %0,5’lik CH3COOH igeren H,0O, B
solvent hattinda ise %0,5’lik CH3COOH igeren MeOH kullanilmistir.

Analiz sonucunda Cizelge 4.4.1’de alikonma zamanlari verilen 21 adet serbest amino

asit igerigi miktarlar ile belirlenmistir.

Essential aminoasitler insan viicudunda sentezlenemeyen; ancak protein sentezi igin
gerekli olduklarindan disaridan diyetle alinmasi zorunlu olan aminoasitlerdir.
Eksikliklerinde ciddi rahatsizliklar ortaya cikabilir. Yetigkinler i¢in esansiyel olan
amino asitler; izolosin, Losin, Lisin, Metiyonin, Fenilalanin, Treonin, Triptofan ve

Treonin’dir. Biiyiiyen ¢cocuklarda Arginine ve Histidin yar1 esansiyeldir.
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Cizelge 4.4.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan serbest amino asit
iceriginin UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuclari (mg/100g kuru agirlik + standart sapma)

Tuber aestivum

Amino asit Abb. RT. Type Calvatia gigantea
mg/100g + SD mg/100g + SD
Alanin Ala 0.591 Nonessential  10.55+0.45 4.38+0.52
Arginine Arg 0.570 Nonessential ~ 32.20 +0.65 16.51+1.08
Asparagin Asn 0.592 Nonessential  9.90+0.13 1.23+£0.21
Aspartik asit Asp 0.600 Nonessential  6.62+0.32 0.40£0.08
Sistin Cys 0.580 Nonessential  0.99+0.08 <RL
Glutamik asit Glu 0.610 Nonessential  15.52+0.37 1.32+0.05
Glutamin Gln 0.580 Nonessential  17.59+0.39 3.46+0.13
Glisin Gly 0.582 Nonessential 5.48+0.16 6.57+£0.23
Histidin His 0.570 Nonessential  8.13+0.03 2.54+0.21
izoldsin lle 1.550 Essential 50.20+0.81 28.74 +0.93
Losin Leu 1.670  Essential 57.77 £ 0.66 11.21£0.19
Lisin Lys 0.590 Essential 16.58 £ 0.58 2.53+0.22
Metiyonin Met 0.990 Essential 29.84 +£0.73 1.11+£0.01
Fenilalanin Phe 3.410 Essential 49.89 + 1.06 15.45+0.15
Prolin Pro 0.670 Nonessential  13.32+0.57 10.03 + 0.07
4-Hidroksi Prolin Hyp 0.600  Non essential 8.87+0.21 17.55+0.18
Serin Ser 0.580 Nonessential  4.32+0.10 6.56+0.11
Treonin Thr 0.610  Essential 7.57£0.42 6.57+0.10
Triptofan Trp 4.270  Essential 28.79 +0.59 30.06 +0.78
Valin Val 0.830  Essential 52.72 £ 1.04 15.48 £0.18
Tirozin Tyr 1.350 Nonessential  25.56 £0.97 17.95+0.39

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 1 channel ES+

Tuber_aestium_121124 90> 44
Alanine _ 4.686e+005
] 0.60
44496.56

Sekil 4.4.1. Tuber aestivum’un Alanin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F2:MRMof 1 channel ES+
Calvatia_gigantea_121124 90> 44
Aanine _ 2.264e+005
] 0.59
20158.10

%

Sekil 4.4.2. Calvatia gigantea’nin Alanin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 90 > 44
Alanine 2.110e+005
0.59
19011.86
%

DL i B e e L L e e e e e e Y1)

025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Sekil 4.4.3. Alanin bilesiginin kromatogram

Compound name: Alanine

Correlation coefficient: r = 0.992438, r'2 = 0.984933

Calibration curve: 395.261 * x + 189.447

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

18000
16000
14000
12000

10000

Response

- e e e e e e Cone
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.4. Alanin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Arginin F19:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestium_121124 0.60 175.2>70
13346676.00 1.221e+008

%

0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 175.2>60

Arginin;0.58;7495304.00 8.425e+007

%

0 T T T T T T T T T T e e min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels,ES+
Tuber_aestivum_121124 175.2>116

Arginin;0.58;6518180.00 7.679e+007

%

0 T T T T T I I T T T R e e min

0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30
Sekil 4.4.5. Tuber aestivum’un Arginine kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Arginin F19:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 058 175.2>70
6567796.50 7.994e+007

%

0 T T T T T T T T T e min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 175.2>60

Arginin;0.58;3602957.50 5.206e+007

%

0 T T T T T T T T R R T Min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 175.2>116

Arginin;0.58;3153208.25 4.427e+007

%

0 " T I T T T R e min

TTTTTT T T rrT
0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20

Sekil 4.4.6. Calvatia gigantea’min Arginine kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Arginin F19:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 057 175.2>70
1977546.25 2.160e+007

%
1 .
] L R e o e e e s ey s B TS
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 175.2>60
~ Arginin;0.57;615472.44 6.724e+006
%
1 .
] L R e e e e e e ey s TS
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F19:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 175.2>116
~ Arginin;0.57;461179.38 5.668e+006
% |
1 .
B o e L s e e e min
0.20 0.30 0.40 0.50 . A . 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30
Sekil 4.4.7. Arginine bilesiginin kromatogram
Compound name: Arginin
Correlation coefficient: r = 0.999595, "2 = 0.999190
Calibration curve: 40504.4 * x + 2264.44
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
1800000
1600000
1400000
1200000
Q
e 3
5 X
Z 1000000
k]
o 3
800000
600000+
400000
2000004
-0 Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.8. Arginine bilesiginin kalibrasyon egrisi
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F11:MRM of 2 channels ES+

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3)  Asparagine
Tuber_aestivum_121124 0.60 133.1>74
346049.97 2.995e+006
%%
0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 133.1>87.13
3.596e+006
Asparagine
0.60
177314.75
1.95
%-
0 min
010 020 030 040 050 060 070 080 090 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Sekil 4.4.9. Tuber aestivum’un Asparagin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Asparagine F11:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.59 133.1>74
65210.96 7.698e+005
%-|
1 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F11:MRMof 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 133.1>87.13
1.015e+006
Asparagine
0.59
54291.44

1.20

% -]

min

1 T eTH

0.10 020 030 040 050 060 070 0.80 0.90

100 110 120 130 140 150 160 170 180 1.90

Sekil 4.4.10. Calvatia gigantea’nin Asparagin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Asparagine F11:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 058 133.1>74
305072.91 3.378e+006
%
0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F11:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 133.1>87.13
5.051e+006
0.59
361145.34*

010 020 030 040 050 060 070 080 09 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Sekil 4.4.11. Asparagin bilesiginin kromatogram

Compound name: Asparagine

Correlation coefficient: r = 0.990691, 1’2 = 0.981468

Calibration curve: 7646.83 * x + 6034.6

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

350000-
325000-

E -4
300000-

275000-

250000-

225000-

200000-

175000-

150000-

125000-

100000-

75000-

50000-

25000-

- T T T T T T e T e e, Cone
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Response
X

Sekil 4.4.12. Asparagin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Aspartic acid F12:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 0.66 1341>74
547082.13 4.598e+006

%

0.01

0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F12:MRM of 2 channels , ES+
Tuber_aestivum_121124 0.61 134.1>88
845501.19*% 6.391e+006

%]

154 L85
0 min
010 020 030 040 050 060 0.70 . . . 120 130 140 150 160 170 180 1.90
Sekil 4.4.13. Tuber aestivum’un Aspartik asit kromatogrami

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn.2x3)  Aspartic acid F12:MRM of 2 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.64 134.1>74
47320.32 4.920e+005

%-|

3
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F12:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 134.1>88
B Aspartic acid _ 4.941e+006
0.64
394574.75
0.12

Sekil 4.4.14. Calvatia gigantea’nin Aspartik asit kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Aspartic acid F12:MRM of 3 channels , ES+

Aminoacid_50ppb 0.59 134.1>74
403917.03 4.104e+006
%
l

" T »min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F12:MRM of 3 channels , ES+
Aminoacid_50ppb 134.1>88
Aspartic acid _ 3.659e+006

] 0.59

365164.16
111

Sekil 4.4.15. Aspartik asit bilesiginin kromatogrami

Compound name: Aspartic acid

Correlation coefficient: r = 0.998202, "2 = 0.996408

Calibration curve: 9849.29 * x+ 11883.6

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

450000

400000~ =

350000

300000

250000

Response

200000

150000

1000004

B et e o e e e T B el 01111
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.16. Aspartik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Cystine F22:MRM of 3 channels ES+

Tuber_aestium_121124 241.3>152
6.227e+004
100
%

0 ----|-u-|----|----|----|----|----|----|----|----|-:-wmmwmmwmmmm min

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ,ES+
Tuber_aestium_121124 0.58 2413>74
4.265e+004
100 1.00
%

0 uu|-u-|-u-|uu|-u-|uu|uu|uu|uu|uf-|ummrwwwmmmwmm min

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 241.3>120
- Cystine;0.64;8339.20 7.574e+004

% 1.08

0.07
0 e T T T T T T T min
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 . . 0.90 1.00 1.10 1.20
Sekil 4.4.17. Tuber aestivum’un Sistin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 241.3>152
1.13 4.476e+004

Cystine

0.66

2720.73

%

[ o )
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 241.3>74

1.310e+004
100~ 038
0.66

1 1.03 116

[ e L L L B B B e o L B L o o e ey e e e e s s e V)
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 241.3>120

7.706e+004

%-

0.64
1.04
0.30
[ L B o o I B B o o o o L o e o e s L e s e s el 0110
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10

Sekil 4.4.18. Calvatia gigantea’min Sistin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Cystine F22:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 058 241.3>152
1.372e+007
100 1273092.88
%
1 .
0 L L o e e e e e s e 1))
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 241.3>74
100 Cystine;0.58;1196995.88 1.296e+007
%
1 .
] I L o e e e e e s 1))
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F22:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 241.3>120
Cystine;0.58;742994.56 8.025e+006
%
L 1 .
L i o e o e e e e e e S SRR s an e | R R B R o e w111
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20
Sekil 4.4.19. Sistin bilesiginin kromatogram
Compound name: Cystine
Correlation coefficient: r = 0.997979, 12 = 0.995962
Calibration curve: 31975 * x + 3434.29
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
1400000
3 [
1200000
1000000
® 3
1%
i=4
2 800000
2 X
i
@ -
600000+
400000
X
200000+
-0~ \ Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.20. Sistin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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F15:MRM of 2 channels ,ES+

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Glutamic acid
Tuber_aestivum_121124 0.61 148.1>84
7253397.50 8.504e+007
%
1
0 F min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 148.1>130.2
- Glutamic acid;0.61;2900836.00 3.487e+007
A
%
. t
0 ST T T R T T min

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30

Sekil 4.4.21. Tuber aestivum’un Glutamik asit kromatogrami

F15:MRM of 2 channels ,ES+

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Glutamic acid
Calvatia_gigantea_121124 061 148.1 > 84
591667.88 6.629e+006

%

min

0
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 2 channels ES+
148.1>130.2

Calvatia_gigantea_121124
Glutamic acid;0.61;202333.70 2.476e+006

min

3

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

Sekil 4.4.22. Calvatia gigantea’min Glutamik asit kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Glutamic acid F15:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 0.60 148.1>84
2163013.75 2.375e+007
%
l -
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T _min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 148.1>130.2
~ Glutamic acid;0.60;772588.63 8.630e+006
%
l .
2 L B e e e ey e s na el 1)
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F15:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 148.1>102.1
Glutamic acid;0.60;555864.94 6.117e+006
%
0 4 .
Bl R R e e e s n s e n s s nan s 11]]]
0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20
Sekil 4.4.23. Glutamik asit bilesiginin kromatogram
Compound name: Glutamic acid
Correlation coefficient: r = 0.995565, "2 = 0.991150
Calibration curve: 54507.7 * x+ 12014
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
2400000
2200000- =
2000000-
1800000
1600000
[ E
1%
S 1400000-
j=5
3 E X
& 1200000-
1000000+
800000
600000 X
400000-
200000-
-0 Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.24. Glutamik asit bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Glutamine F14:MRM of 2 channels ,ES+
Tuber_aestium_121124 061 147.1>84.1
6327521.00 6.846e+007

%

T T T T P T T T T T T AT min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 147.1>130.08
- Glutamine;0.61;5856173.50 6.499e+007
N8

%

0 T T T I T T T T T T T min
0.10 0.20 . . . . . 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30
Sekil 4.4.25. Tuber aestivum’un Glutamin kromatogrami

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Glutamine F14:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 053 147.1>84.1
1081205.00 1.330e+007

%

0.92
0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F14:MRM of 2 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 147.1>130.08
~ Glutamine;0.53;767554.31 8.234e+006
HIANN
%
0

Sekil 4.4.26. Calvatia gigantea’min Glutamin kromatogrami

136



Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Glutamine F14:MRM of 2 channels ,ES+
Aminoacid_50ppb 0.59 147.1>84.1

%-|

1656719.13 1.596e+007

0.10 0.20 1.00 1.10 1.20 1.30

Sekil 4.4.27. Glutamin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Glutamine

Correlation coefficient: r = 0.998895, "2 = 0.997791

Calibration curve: 39242.7 * x + 13489.6

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Response

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

- T T e Cone
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.28. Glutamin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 1 channel ES+
Tuber_aestivum_121124 76 >30

1.248e+004
100+ r

Glycine
0.60
914.47

Sekil 4.4.29. Tuber aestivum’un Glisin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 1 channel ES+
Calvatia_gigantea_121124 76 > 30
1.889e+004
100+ 1.33
Glycine
0.59
889.03

Sekil 4.4.30. Calvatia gigantea’min Glisin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 3 channels , ES+

Aminoacid_50ppb 76 >30
. Glycine 6.821e+003
100 0.58
636.86

%

Sekil 4.4.31. Glisin bilesiginin kromatogram

Compound name: Glycine

Correlation coefficient: r =0.997062, 1’2 = 0.994132

Calibration curve: 11.7058 * x + 63.629

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

600
550
500
450
400
350

300

Response
Il

250

200

150

100

-O-Wwﬂwwmwww—w—wmwwwwm Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 .

Sekil 4.4.32. Glisin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Histidine F17:MRM of 3 channels ,ES+
Tuber_aestivum_121124 0.58 156.1 > 110.19

1533272.50 1.538e+007

%
0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 156.1 >83.1
~ Histidine;0.58;387216.53 4.018e+006

%-
0 T T T T T T T T e min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 156.1 >93.1
~ Histidine;0.58;247624.59 2.585e+006
%
0 min
0.10 0.20 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30
Sekil 4.4.33. Tuber aestivum’un Histidin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Histidine F17:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 058 156.1>110.19
554330.75 6.202e+006

%

1.00 117
0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 156.1>83.1
Histidine;0.58;155099.22 1.777e+006
AN,

%
0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 156.1 >93.1
Histidine;0.58;88527.34 1.011e+006

%
0 min

0.10 0.20 1.00 1.10 1.20 1.30

Sekil 4.4.34. Calvatia gigantea’min Histidin kromatogram

140



Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Histidine F17:MRM of 3 channels , ES+
Aminoacid_50ppb 056 156.1>110.19
1112980.00 1.150e+007

%

1 .
I R L e ey e ey na sy na iy BT 1]

0
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels , ES+
Aminoacid_50ppb 156.1 >83.1

B Histidine;0.56;273109.59 2.816e+006

%

0 B B e e e e e e s s s Y]
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F17:MRM of 3 channels ,ES+
Aminoacid_50ppb 156.1>93.1

B Histidine;0.56;177776.30 1.825e+006

%-

0 BB e e s ey e ey BT

0.70 0.80 0.90 1.00 110 1.20

Sekil 4.4.35. Histidin bilesiginin kromatogram

Compound name: Histidine

Correlation coefficient: r =0.999274, "2 = 0.998549

Calibration curve: 24706.7 * x+ 8531.4

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1100000+

1000000

900000+

800000

700000

600000

Response

500000

400000

300000

200000

100000

‘-, Cone
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.36. Histidin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124

%

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Isoleucine F10:MRM of 2 channels, ES+
132.2>86.1

153
12756538.00 1.65 1.342e+008

0 L e e e e ey e s n e n s na el (1111
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 132.2>69.2
~ Isoleucine;1.53;2751953.50 3.917e+007

%-
L R e B e s N R R R ey e nanay nnny nan sl (1]

110 1.20

1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20

Sekil 4.4.37. Tuber aestivum’un izolésin kromatogrami

F10:MRM of 2 channels ,ES+

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Isoleucine
Calvatia_gigantea_121124 154 132.2>86.1
7249277.50 1.204e+008

%

0 L B B e L e L R R s s s s an T
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 2 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 132.2>69.2
_ __Isoleucine 1.324e+007

%
0 l—_—— min

1.10

1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 220 2.30

Sekil 4.4.38. Calvatia gigantea’min izolosin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 2 channels ,ES+

Aminoacid_50ppb Isoleucine 132.2>86.1
155 1.67 2.485e+007
7 1431232.50
%_
[ R s o m s o L s s e S e e s e e e a n e na e nanan nanas nanay nan s M 0TI]
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F10:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 132.2>69.2
~ _Isoleucine 2.335e+006
155
144272.89
9.92

Sekil 4.4.39. izolésin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Isoleucine

Correlation coefficient: r = 0.999938, "2 = 0.999877

Calibration curve: 28712.8 * x+ 1621

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1300000+

1200000

1100000+

1000000

900000

800000+

700000+

600000

500000

400000+

300000

200000+

100000+

Response

-0 , Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.40. izolosin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Leucine F8:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestium_121124 1.65 132>86

153  16759200.00 1.342e+008

%

0 T T T T T T T T T T T R T T Min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 132>69.2

3.729e+006
Leucine
1.65
156164.53
107.32
/
%
2.33
'y
0 T T T [ T T T T T [ T e e min
1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20 2.30
Sekil 4.4.41. Tuber aestivum’un Lésin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 132>86
7.206e+007
Leucine
1.66
3189656.50

%_

O e T T T T T T T T T e min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 2 channels,ES+
Calvatia_gigantea_121124 132>69.2

5.913e+005
Leucine
1.66
o 14055.87
%] 226.93
/
0

Sekil 4.4.42. Calvatia gigantea’nin Losin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Leucine F8:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 1.67 132>86
1640398.63 2.649e+007

%1

S s e a s p s s s nns nnnn )]

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 2 channels ,ES+
Aminoacid_50ppb 132>69.2
1.943e+005

Leucine
1.67
6594.77
248.74

%

Il .
0 ST T R e O R ey s s i s s naa s s 01T

N LN RN N
120 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 220

Sekil 4.4.43. Losin bilesiginin kromatogram

Compound name: Leucine

Correlation coefficient: r = 0.999881, "2 = 0.999763

Calibration curve: 33013.6 * x + 2146.35

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1400000+

1200000+

1000000+

800000

Response

600000

400000+

200000+

03 | Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.44. Losin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_121124

%

0

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_121124

0.10 0.20 0.40

Lysine
0.61
6597259.00

F13:MRM of 2 channels ,ES+
147 > 84
7.432e+007

min

F13:MRM of 2 channels ,ES+

147 >130.1

Lysine;0.61,5634827.50 6.500e+007
hAvg

min

0.90 1.00 1.10 1.20 1.30

Sekil 4.4.45. Tuber aestivum’un Lisin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121124

0

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_121124

Lysine
0.53
1139525.50

Lysine;0.53;814976.88
HIAN

F13:MRM of 2 channels , ES+
147 > 84
1.412e+007

0.92

min

F13:MRM of 2 channels , ES+
147 >130.1
8.324e+006

Sekil 4.4.46. Calvatia gigantea’nmin Lisin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Lysine F13:MRMof 4 channels ES+
Aminoacid_50ppb 059 147 > 84
1817753.75 1.743e+007

%

0

AR B s R a s a s na s s s e na s s )]

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3)
Aminoacid_50ppb

F13:MRM of 4 channels ,ES+

147 >130.1

Lysine;0.59;1398656.50 1.423e+007
pAY

%

1 .
N e e ey e e Y1)

0.10 0.20 . 0.40 . . 0.70 0.80 0.90 1.00 110 1.20 1.30

Sekil 4.4.47. Lisin bilesiginin kromatogram

Compound name: Lysine

Correlation coefficient: r = 0.998146, r'2 = 0.996296

Calibration curve: 43739.9 * x + 6163.03

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1800000+ =

1600000

1400000

1200000

Response

1000000

800000

600000

400000

200000

-0 Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.48. Lisin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Methionine F16:MRM of 3 channels, ES+
Tuber_aestivum_121124 0.99 150.2>104.1
5467872.50 6.541e+007

%

0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 150.2 >133.2

~ Methionine;0.99;3776987.25 4.524e+007

%

0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels, ES+
Tuber_aestivum_121124 150.2 >56.1

~ Methionine;0.99;4589993.00 5.514e+007

%

0 min

0.30 0.40 0.50 140 150 1.60 1.70 1.80 1.90
Sekil 4.4.49. Tuber aestivum’un Metiyonin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Methionine F16:MRM of 3 channels, ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.99 150.2>104.1
208471.98 2.599e+006
%
0.62

0 min

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels ES+

Calvatia_gigantea_121124 150.2>133.2
Methionine;0.99;140567.73 1.742e+006

N8

%
153

0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 150.2 >56.1
Methionine;0.99;172463.02 2.130e+006

S

%

[ aas e RARAALRI LA Aa Lo L win s an s s iy e min

030 040 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 110 1.20 1.30 140 150 1.60 170 1.80 1.90

Sekil 4.4.50. Calvatia gigantea’min Metiyonin kromatogrami
y g
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Methionine F16:MRM of 3 channels, ES+
Aminoacid_50ppb 0.99 150.2>104.1
1061764.13 1.072e+007

%
0 " min

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels , ES+

Aminoacid_50ppb 150.2 >133.2
Methionine;0.99;702058 .56 7.099e+006

%
0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F16:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 150.2>56.1
Methionine;0.99;858515.06 8.703e+006

%
0 " min

030 040 050 1.40 150 160 170 180 1.90

Sekil 4.4.51. Metiyonin bilesiginin kromatogram

Compound name: Methionine

Correlation coefficient: r = 0.999732, "2 = 0.999464

Calibration curve: 21417.8 * x + 2048.74

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

900000

800000

700000

600000

500000

Response

400000

300000

2000004

1000004

-0- , Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.52. Metiyonin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Phenylalanine F18:MRM of 4 channels ,ES+
Tuber_aestivum_121124 3.39 166.2>103.1
11019038.00 1.339e+008

%

1 .

0 L L n L sy s s s e e sy w011
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 166.2 >77.06
Phenylalanine;3.39;6380948.00 9.670e+007

%
0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels,ES+
Tuber_aestivum_121124 166.2 >120.07
1.342e+008

Phenylalanine;3.37;18849998.00

%

1
0 ——
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels ,ES+
Tuber_aestivum_121124 166.2>91.2

Phenylalanine;3.39;1630698.13 2.515e+007

%

0 T T T T T T T T T T P P T I e min
2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60 3.70 3.80 3.90 4.00 4.10
Sekil 4.4.53. Tuber aestivum’un Fenilalanin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Phenylalanine F18:MRM of 4 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 3.39 166.2>103.1
3415026.75 8.241e+007
%

0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels,ES+
Calvatia_gigantea_121124 166.2 >77.06

Phenylalanine;3.39;1502751.00 3.632e+007
N7

%

0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 166.2 >120.07

Phenyialanine;3.39;8478814.00 1.342e+008

%

0 L L B e L L e e a s s e e s ey s 1] 0]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 166.2 >91.2

Phenylalanine;3.39;381169.59 9.277e+006
:g\6
%
0 min

2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60 3.70 3.80 3.90 4.00 4.10

Sekil 4.4.54. Calvatia gigantea’min Fenilalanin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Phenylalanine F18:MRM of 4 channels ES+

Aminoacid_50ppb 341 166.2>103.1
1145604.63 2.753e+007

%

0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels ES+
Aminoacid_50ppb 166.2>77.06

Phenylalanine;3.41;494754.47 1.204e+007
2P\2

%

0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels ,ES+
Aminoacid_50pph 166.2 >120.07

Phenylalanine;3.41;5038368.00 1.175e+008
03

%

0 T T T T LI T I I R T T T T T T min

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F18:MRM of 4 channels ES+
Aminoacid_50ppb 166.2>91.2
Phenylalanine;3.41;127125.30 3.095e+006

9L

%

2.80 2.90 3.00 3.90 4.00 4.10

Sekil 4.4.55. Phenylalaline bilesiginin kromatogram

Compound name: Phenylalanine

Correlation coefficient: r = 0.999719, 12 = 0.999437

Calibration curve: 23581.3 * x + 1836.88

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1100000

1000000

900000+

800000

700000+

600000

Response

500000

400000

300000

200000

100000

-0 Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.56. Phenylalaline bilesiginin kalibrasyon egrisi
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F4:MRM of 2 channels ES+

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Proline
Tuber_aestivum_121124 0.67 116.1>70.1
9276140.00 1.035e+008
%
0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 116.1>43.3
Proline;0.67;64072.81 7.523e+005
100+ .
1 7
%_
0.96
0- min
0.10 0.20 0.30 1.00 1.10 1.20
Sekil 4.4.57. Tuber aestivum’un Prolin kromatogram
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Proline F4:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 067 116.1>70.1
6812121.50 8.842e+007
%
0.89
L e o i e e e e e e S L s S S R A ARREEEREaasnmanas nanannnass sl ]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 116.1>43.3
Proline;0.67;25972.20 3.558e+005
100 )
12 9
%
0.54
[ e o e e e e R e min
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 A . . 1.00 1.10 1.20

Sekil 4.4.58. Calvatia gigantea’min Prolin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Proline F4:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 0.66 116.1>70.1
3209124.25 3.636e+007

%

0

1 .
T T T T T PP T T T T min

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 2 channels,ES+
Aminoacid_50ppb 116.1>43.3

. 7.595e+004
100+ Proline _

%

1 .
T T T T T T T T I T TR min

0.80 0.90 1.00 1.10 1.20

RN ERRERNARMEEI

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

Sekil 4.4.59. Prolin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Proline

Correlation coefficient: r = 0.999091, "2 = 0.998183

Calibration curve: 66179.1 * x+ 11499.9

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

E X

3000000

2750000

2500000

2250000

2000000

1750000

Response

1500000

1250000-

1000000

750000 x

500000

2500004

-0 , Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.60. Prolin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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F9:MRM of 2 channels , ES+

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) trans-4-hydroxy-Proline
Tuber_aestium_121124 0.64 132.1>68.11
5.353e+005
100 40629.01
%
0- T T T T T min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 2 channels,ES+
Tuber_aestivum_121124 132.1>86.08
1.381e+006

0.61
82104.80*

%
1 e——— T min
0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30
Sekil 4.4.61. Tuber aestivum’un 4-hidroksi Prolin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) trans-4-hydroxy-Proline F9:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.66 132.1>68.11
5.010e+005
100- 68130.12
%_
1.10
0- min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 2 channels,ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.60 132.1>86.08
218697.81* 2.258e+006
%
1 min
1.30 1.40

0.10 0.20

Sekil 4.4.62. Calvatia gigantea’min 4-hidroksi Prolin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) trans-4-hydroxy-Proline F9:MRM of 2 channels ES+

Aminoacid_50ppb 0.60 132.1>68.11
1422463.00 1.610e+007

%
0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F9:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 132.1>86.08
N trans-4-hydroxy-Proline;0.60;3612946.50 4.096e+007

:X}9

%

0 min
0.10 0.20 0.30 1.00 1.10 1.20 1.30 1.40
Sekil 4.4.63. 4-hidroksi Prolin bilesiginin kromatogram
Compound name: trans-4-hydroxy-Proline
Correlation coefficient: r =0.996199, "2 = 0.992413
Calibration curve: 357755 * x + 6977.63
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
1400000 =
1200000
o 1000000
172}
c
S 3
Q
3 X
@ 8000004
600000
400000 X
200000+
-0 Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.64. 4-hidroksi Prolin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Serine F3:MRM of 2 channels , ES+
Tuber_aestivum_121124 0.60 106 > 60
110247 29* 1.226e+006

%"
0.95
e e S
0 L

I B L e B B O B L B L B I L L R RN R R e e ey s na a1

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 2 channels ,ES+
Tuber_aestivum_121124 106 > 88
_0.00 3.113e+005

7 Serine

0.61
19398.83
5.85*

Sekil 4.4.65. Tuber aestivum’un Serin kromatogrami

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Serine F3:MRM of 2 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 059 106 > 60
100542 58+ 2.631e+006

%_

0 LR aaan ey min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 2 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 106 > 88

Serine _ 4.559e+005
] 0.59
28390.99
6.63*

117

min

0.90 1.00 110 1.20

Sekil 4.4.66. Calvatia gigantea’nin Serin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Serine F3:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 0.58 106 > 60
153530.64 1.706e+006

%

0 T T [ P T  TF T T  T F [ TT F F eT e [ F  T e e  min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 106 > 88

Serine _ 5.063e+005
] 0.58
1134312 073

1354

Sekil 4.4.67. Serin bilesiginin kromatogrami

Compound name: Serine

Correlation coefficient: r = 0.989645, r'2 = 0.979397

Calibration curve: 4331.04 * x+ 2192.04

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

200000

180000

160000

140000

120000

Response

100000 X

-0~ 1 Conc
-0.0 5.0 100 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.68. Serin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Threonine F6:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 0.61 120.1>56.1
326463.25 3.765e+006

%
1.20

0 min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 2 channels ,ES+
Tuber_aestivum_121124 120.1>74

~ Threonine;0.61;941991.81 9.943e+006
RS
%

1.20
0 min

0.10 0.20 0.30 1.00 1.10 120

Sekil 4.4.69. Tuber aestivum’un Treonin kromatogram

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Threonine F6:MRM of 2 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.60 120.1>56.1
279567.03 3.559e+006

%

L B L L s e e e s e e e e L e e AR e A REaann sy pa syl ]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 2 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 120.1>74

Threonine _ 8.958e+006

Sekil 4.4.70. Calvatia gigantea’nin Treonin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Threonine F6:MRM of 4 channels ES+
Aminoacid_50ppb 0.60 120.1>56.1
188041.27 2.102e+006

%

S NN R e e e e s ey e a1 ]

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels ES+
Aminoacid_50ppb 120.1>74
Threonine _ 5.433e+006
0.60
481902.44
0.39

%

1l N
S S R R s e e 11110

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20

Sekil 4.4.71. Treonin bilesiginin kromatogram

Compound name: Threonine

Correlation coefficient: r = 0.997753, "2 = 0.995510

Calibration curve: 4793.45 * x + 1765.49

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

240000

220000

200000
E &
1800004

160000

1400004

120000 <

Response

100000+

80000

60000

40000

20000

-0 \ Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.72. Treonin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Tryptophan F21:MRM of 3 channels, ES+
Tuber_aestivum_121124 425 205.1>118.1
8210009.50 1.342e+008

1 -
S B B L s R L e s s s e ey s w1 1)]

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 205.1>91
~ Tryptophan;4.24;2821131.25 5.825e+007
%-
0 L L L L S R AN AR AR RARLS Laans e s w1}
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels,ES+
Tuber_aestivum_121124 205.1>188.16
Tryptophan _ 1.342e+008
] 4.23
11080408.00
0.74
%-
0 : i
AR R L S S LA LR R RN e e ey aann nnnns nannnll (Y1)
3.80 3.90 4.00 4.10 4.20 4.30 4.40 4.50 4.60 4.70 4.80 4.90 5.00 5.10
Sekil 4.4.73. Tuber aestivum’un Triptofan kromatogram
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Tryptophan F21:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 424 205.1>118.1
8707487.00 1.342e+008
%-
0 L L L L e L AR R e na e e nan s s s na i [10]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 205.1>91
_ Tryptophan 6.052e+007
%
0 min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 205.1>188.16
Tryptophan;4.23;10789888.00 1.342e+008
%
0 min

3.80 3.90 4.70 4.80 4.90 5.00 5.10

Sekil 4.4.74. Calvatia gigantea’min Triptofan kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Tryptophan F21:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 427 205.1>118.1
1476348.88 4.009e+007
%
0 min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 205.1>91
Tryptophan_ 9.887e+006
4.27
364782.09
4.05

Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F21:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 205.1>188.16
Tryptophan _ 1.041e+008
4.27
3899738.00
0.38

Sekil 4.4.75. Triptofan bilesiginin kromatogram

Compound name: Tryptophan

Correlation coefficient: r = 0.999269, r"2 = 0.998539

Calibration curve: 31006.5 * x + 3223.22

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3 X

1400000-

1300000-

1200000-

1100000-

1000000-

900000-

800000-

700000-

600000-

500000-

400000-

300000-

200000-

100000-

Response

-0~ Conc
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Sekil 4.4.76. Triptofan bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) Valine F5:MRM of 2 channels ES+
118.1>72

Tuber_aestivum_121124 0.83
8112536.00 9.719e+007

l
T T T T T T T min

0

Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 2 channels ,ES+
118.1>55

Tuber_aestivum_121124
~ Valine;0.83;1092677.13 1.390e+007
N/
%
0 min
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 120
Sekil 4.4.77. Tuber aestivum®un Valin kromatogrami
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) Valine F5:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 0.83 118.1>72
2463413.00 3.053e+007
%_
| | .
L e o e e e e e L L e L R M LR L L Ra s L e RS LR LR i saaaiutli]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 2 channels,ES+
Calvatia_gigantea_121124 118.1>55
~ Valine;0.83;251787.00 3.081e+006
%
L L .
L e o e e e e L e s s L L e LSS SRS S S hiiananaananas nanalinl)]
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 120

Sekil 4.4.78. Calvatia gigantea’nin Valin kromatogram
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) Valine F5:MRM of 2 channels ,ES+
Aminoacid_50ppb 0.83 118.1>72
795594.00 8.751e+006

%

Ger——————— oo oo oo oL min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 2 channels ES+
Aminoacid_50ppb 118.1>55

Valine _ 7.061e+005

%

0.50
| .
O o o e e e e e s min
0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70

Sekil 4.4.79. Valin bilesiginin kromatogram

Compound name: Valine

Correlation coefficient: r = 0.999533, 12 = 0.999066

Calibration curve: 16106.3 * x + 2976.64

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
700000+
600000

500000

400000+

Response

300000+

200000+

100000+

-0 T T T T T, Conce
-0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

Sekil 4.4.80. Valin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x4) Tyrosine F20:MRM of 3 channels , ES+
Tuber_aestivum_121124 1.35 182.16 > 165.06
13600254.00 1.222e+008

%

0 DS B B e e e e e e e e 1]
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 182.16 >136.1
Tyrosine;1.35;13492374.00 1.221e+008
%
0 T T T T T T T T T T T T T P TP P TP TP TP min
Tuber_aestivum_121124 Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_121124 182.16 >123.1
Tyrosine;1.34;11201162.00 1.117e+008
%
1 .
] L R R L A e e e a e ey s al 11]])]
150 1.60 1.70 1.80 1.90
Sekil 4.4.81. Tuber aestivum’un Tirozin kromatogrami

Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x4) Tyrosine F20:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_121124 133 182.16 > 165.06
9325336.00 1.003e+008

%_
0 L L N Bl O L e e e s e e el ]
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels , ES+
Calvatia_gigantea_121124 182.16 > 136.1
~ Tyrosine;1.33;9296896.00 9.972e+007

%_

1.16
1 .

0 T T T T T T T T T T T T T T P T TP T T T T T min
Calvatia_gigantea_121124 Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_121124 182.16 >123.1
~ Tyrosine;1.33;6098252.00 7.031e+007

%
0 T T T T P T T T T T T T T T P TP T TP T T T Mmin

0.90 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00

Sekil 4.4.82. Calvatia gigantea’nin Tirozin kromatogrami
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Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x4) Tyrosine F20:MRM of 3 channels ES+

Aminoacid_50ppb 1.35 182.16 > 165.06
2765528.25 2.675e+007

%
1 .
OLyﬁyvA min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 182.16 >136.1
Tyrosine;1.35;2630885.50 2.542e+007

%
O\W'—A min
Aminoacid_50ppb Smooth(Mn,2x4) F20:MRM of 3 channels ES+
Aminoacid_50ppb 182.16 >123.1
Tyrosine;1.35;1162828.75 1.134e+007

%
1\*-'**'-4 min

150 1.60 170 1.80 1.90 2.00

Sekil 4.4.83. Tirozin bilesiginin kromatogram

Compound name: Tyrosine

Correlation coefficient: r = 0.999372, "2 = 0.998745

Calibration curve: 56922.1 * x+ 7005.29

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

2600000:
2400000:
2200000:
2000000:
1800000:
1600000:
1400000:
1200000:
1000000:
SOOOOOL
600000:
400000j
ZOOOOOL
-0 1 Conc

-0.0 50.0

Response

Sekil 4.4.84. Tirozin bilesiginin kalibrasyon egrisi
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4.5. Yag Asidi Iceriginin GC/MSD Ile Analiz Sonuclar:

Lipitler insan viicudunda c¢ok onemli bir role sahiptir; hormonlar veya onlarin
prekursorlar1 gibi davranirlar, sindirime yardimci olurlar ve metabolik enerjinin
kaynagini olustururlar. Ayrica, biomembranlarin yapisal ve fonksiyonel bilesenleri,

miyelin kilifinin bilesenleri ve 1s1 izolatorleri olarak gorev yaparlar.

Mantarlarin ekstraksiyon prosesi sonucunda elde edilen hekzan ekstresinden
100.00mg 20 mL’lik deney tiipiine tartildi ve iizerine 10 mL hekzan eklendi. 5
dakika vorteklendikten sonra 100uL 2N metanol iginde ¢6ziinmiis KOH ilave edildi.
Tiipiin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca vorteklendi. 10 dakika 4000rpm’de
santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25
0.20um filtreden siiziildii ve Agilent 7890A GC - 5975C MSD cihazina 2uL enjekte
edildi

Abundance TIC: FAME_Mix_RT.D\data.ms

4000000
3500000
12
3000000 6
2500000
2000000 1 2
1500000

1000000 4|1

500000

T
400 6.00 10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00 min

Sekil 4.5.1. Yag asidi metil esterleri GC/MSD kromatogram
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Cizelge 4.5.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan yag asitleri metil
esterlerinin (FAME) GC/MSD ile % bilesen analiz sonuc¢lari

No Yag Asidi Metil Esterleri (37 Component FAME Mix) RT Tuber Calvatia
1 Butyric acid metil esteri (C4:0) 3.291 <RL <RL
2 Caproic acid metil esteri (C6:0) 3.611 <RL <RL
3 Caprylic acid metil esteri (C8:0) 4.208 <RL <RL
4 Capric acid metil esteri (C10:0) 5.176 <RL <RL
5 Undecanoic acid metil esteri (C11:0) 5.786 <RL <RL
6 Lauric acid metil esteri (C12:0) 6.455 0.05 <RL
7 Tridecanoic acid metil esteri (C13:0) 7.177 <RL <RL
8 Myristic acid metil esteri (C14:0) 7.991 0.04 0.40
9 Myristoleic acid metil esteri (C14:1) 8.658 <RL 0.08
10  Pentadecanoic acid metil esteri (C15:0) 8.917 0.06 0.80
11  cis-10-Pentadecenoic acid metil esteri (C15:1) 9.713 <RL <RL
12 Palmitic acid metil esteri (C16:0) 10.022  13.63 14.65
13 Palmitoleic acid metil esteri (C16:1) 10.799 0.26 0.67
14  Heptadecanoic acid metil esteri (C17:0) 11.340 0.20 0.66
15  cis-10-Heptadecenoic acid metil esteri (C17:1) 12316 <RL <RL
16  Stearic acid metil esteri (C18:0) 13.006 2.38 1.96
17  Elaidic acid metil esteri (C18:1n9t) 13.689 <RL <RL
18  Oleic acid metil esteri (C18:1n9c) 14.053 7.21 12.45
19  Linolelaidic acid metil esteri (C18:2n6t) 14998 <RL <RL
20  Linoleic acid metil esteri (C18:2n6c) 15.938  75.53 67.93
21 - Linolenic acid metil esteri (C18:3n6) 17430 <RL <RL
22  Arachidic acid metil esteri (C20:0) 17681 <RL <RL
23 Linolenic acid metil esteri (C18:3n3) 18.353 0.11 <RL
24 cis-11-Eicosenoic acid metil esteri (C20:1) 18.880 0.14 <RL
25  Heneicosanoic acid metil esteri (C21:0) 19.949 <RL <RL
26  cis-11,14-Eicosadienoic acid metil esteri (C20:2) 20.628 0.39 <RL
27  cis-8,11,14- Eicosatrienoic acid metil esteri (C20:3n6) 21.744  <RL <RL
28  Behenic acid metil esteri (C22:0) 21.923 <RL 0.40
29  cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid metil esteri (C20:3n3) 22464  <RL <RL
30  Arachidonic acid metil esteri (C20:4n6) 22505 <RL <RL
31  Erucic acid metil esteri (C22:1n9) 22823 <RL <RL
32 Tricosanoic acid metil esteri (C23:0) 23616 <RL <RL
33  cis-13,16-Docosadienoic acid metil esteri (C22:2) 24220 <RL <RL
34 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid metil esteri (C20:5n3) 24220 <RL <RL
35  Lignoceric acid metil esteri (C24:0) 25.357 <RL <RL
36  Nervonic acid metil esteri (C24:1) 26.345 <RL <RL
37  cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid metil esteri (C22:6n3)  29.267 <RL <RL

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Abundance
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Sekil 4.5.2. Tuber aestivum mantarinin yag asidi metil esterleri GC/MSD kromatogram
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Sekil 4.5.3. Calvatia gigantea mantarmin yag asidi metil esterleri GC/MSD kromatogram
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Abundance

Scan 748 (6447 miny Tuber_aestivum_121129 D\ data. ms
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Sekil 4.5.4. Lauric acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
Abundance
Scan 1013 (7.991 min) Tuber_aegivum_121130.D\data.me
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Sekil 4.5.5. Myristic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Abundance

Scan 1172 (3918 min) Tuber_aestivum_121130.DVvdata.ms
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Sekil 4.5.6. Pentadecanoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu

Abundance

Scan 12369 (10,086 min): Tuber_aestivurm_121129. D\ data.ms
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Sekil 4.5.7. Palmitic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Abundance

Scan 1494 (10.795 min): Tuber_aestivum_121130.D\data.ms
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Sekil 4.5.8. Palmitoleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu

Abundance
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Sekil 4.5.9. Heptadecanoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.10. Stearic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.11. Oleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.12. Linoleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.13. Linolenic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.14. cis-11-Eicosenoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.15. cis-11,14-Eicosadienoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.17. Myristoleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.18. Pentadecanoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.19. Palmitic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.20. Palmitoleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.21. Heptadecanoic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.22. Stearic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.23. Oleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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Sekil 4.5.24. Linoleic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu

Scan 34032 (21.922 min) Calvatia_gigantea_121129 D\data.ms
4.0

143.0

20 120 160 200 240 280 320 360 400 440

Sekil 4.5.25. Behenic acid metil esteri GC/MSD Spektrumu
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4.6. Yag Asidi Iceriginin GC-FID ile Analiz Sonuclar

Ekstraksiyon prosesleri sonucunda mantarlardan elde edilen Hekzan ekstresinden

100.00mg 20 mL’lik deney tiipiine tartildi ve iizerine 10 mL hekzan eklendi. 5

dakika vorteklendikten sonra 100uL 2N metanol iginde ¢oziinmiis KOH ilave edildi.

Tiipiin agz1 kapatilarak 1 dakika boyunca vorteklendi. 10 dakika 4000rpm’de

santrifiijlendikten sonra iist faz Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25
0.20um filtreden siiziildii ve 7890A GC-FID cihazina 2uL enjekte edildi.

140
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100 4

804

40

] FID1 A, Front Signal (130403\TUBER_AESTIVUM.D)

Sekil 4.6.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinin yag asidi metil esteri GC-FID
kromatogramlar:
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Cizelge 4.6.1.da. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan yag
asitlerinin (FAME) GC-FID ile analiz sonuglar1 % bilesen olarak verilmistir.

Cizelge 4.6.1 Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan yag asitlerinin
(FAME) GC-FID ile % bilesen analiz sonuglar

No  Yag Asidi Metil Esterleri (36 Component FAME Mix) RT Tuber Calvatia
1 Butyric acid metil esteri (C4:0) 3106 <RL <RL
2 Caproic acid metil esteri (C6:0) 3.193 <RL <RL
3 Caprylic acid metil esteri (C8:0) 3346 <RL <RL
4 Capric acid metil esteri (C10:0) 3.617 <RL <RL
5 Undecanoic acid metil esteri (C11:0) 3823 <RL <RL
6 Lauric acid metil esteri (C12:0) 4098  <RL <RL
7 Tridecanoic acid metil esteri (C13:0) 4462  <RL <RL
8 Myristic acid metil esteri (C14:0) 4948  <RL <RL
9 Myristoleic acid metil esteri (C14:1) 5450  <RL <RL
10 Pentadecanoic acid metil esteri (C15:0) 5592  <RL 0.98
11 cis-10-Pentadecenoic acid metil esteri (C15:1) 6.254  <RL <RL
12 palmitic acid metil esteri (C16:0) 6.451  13.78 14.99
13 Ppalmitoleic acid metil esteri (C16:1) 7.159  0.24 0.75
14 Heptadecanoic acid metil esteri (C17:0) 7582 017 <RL
15 cis-10-Heptadecenoic acid metil esteri (C17:1) 8508  <RL <RL
16 Stearic acid metil esteri (C18:0) 9.090 2.28 2.00
17 Elaidic acid metil esteri (C18:1n9t) 9.761  <RL <RL
18  Oleic acid metil esteri (C18:1n9c) 10120 7.13 12.13
19 Linolelaidic acid metil esteri (C18:2n6t) 10971 <RL <RL
20 Linoleic acid metil esteri (C18:2n6c) 11.801  75.98 69.15
21 Arachidic acid metil esteri (C20:0) 13.028 <RL <RL
22 y-Linolenic acid metil esteri (C18:3n6) 13.141 <RL <RL
23 cis-11-Eicosenoic acid metil esteri (C20:1) 13832 <RL <RL
24 Linolenic acid metil esteri (C18:3n3) 14272 <RL <RL
25 Heneicosanoic acid metil esteri (C21:0) 15285 <RL <RL
26 cis-11,14-Eicosadienoic acid metil esteri (C20:2) 16.053  0.42 <RL
27 Behenic acid metil esteri (C22:0) 17.272  <RL <RL
28 (is-8,11,14- Eicosatrienoic acid metil esteri (C20:3n6) 17420 <RL <RL
29 Erucic acid metil esteri (C22:1n9) 18.081 <RL <RL
30 cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid metil esteri (C20:3n3) 18.155 <RL <RL
31 Arachidonic acid metil esteri (C20:4n6) 18501 <RL <RL
32 Tricosanoic acid metil esteri (C23:0) 19.465 <RL <RL
33 cis-13,16-Docosadienoic acid metil esteri (C22:2) 20195 <RL <RL
34 Lignoceric acid metil esteri (C24:0) 21452 <RL <RL
35 ((:észginl;) 14,17-Eicosapentaenoic acid metil esteri 29460 <RL <RL
36 Nervonic acid metil esteri (C24:1) 24981 <RL <RL

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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[0 FID1 A, Front Signal (130403\FAME_MIX.D)
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Sekil 4.6.2. Yag asidi metil esteri standartlarinin GC-FID kromatogrami

4.7. Aroma Bilesenlerinin Headspace GC/MSD Ile Analiz Sonuglar:

Iki mantar tiiriiniin aroma maddeleri Headspace GC/MSD kullanilarak belirlendi.

Yas mantardan S5g alinarak ve Headspace vialine yerlestirildi. Uzerine 1g

Magnezyum Siilfat ilave edilerek kapagi bir krimper ile 1yice sikildu.

Abundance

500000

400000

300000

200000

100000

TIC: Tuber_aestivum_130408.D\ data.ns

15

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Sekil 4.7.1. Tuber aestivum mantariin headspace GC/MSD kromatogrami
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Mikro ekstraksiyon i¢in cihazin oto sampler kismina yerlestirilen vial injeksiyon igin
cihaz firin kismma gonderildi. 30 dakikalik ekstraksiyon islemi sonunda vial {ist
kisminda biriken aroma maddeleri 14 psi basinca sahip helyum gazi ve 1sitilmis bir

trasferlile hatt1 ile GC/MSD ye gonderildi ve analiz bu sekilde gergeklestirildi.

Cizelge 4.7.1. Tuber aestivum Mantarimin Aroma Verici Bilesen Yiizdeleri

No Bilesen Ad1 R.T. (min.) Yiizdesi (%)
1 2-Pentanone 1.027 12.09
2  3-methyl-2-Butanol 1.079 10.27
3 Valeraldehyde 1.108 11.35
4 3-methyl-1-Butanol 1.243 4.85
5 Butanimidamide 1.291 3.32
6 1-Pentanol 1.383 3.99
7 Hekzanal 1.527 14.08
8 Hekzanal, 2-methylene 1.994 0.83
9 1-Hekzanol 2.071 0.91
10 2-Heptanone 2.226 0.93
11 Heptanal 2.327 1.15
12 Benzaldehyde 2.880 0.98
13 1-Octen-3-one 3.246 6.19
14 1-Octen-3-ol 3.352 8.81
15 2-pentyl-Furan 3.574 3.91
16 0-Cymene 4.089 0.97
17 Limonene 4.195 0.75
18 2-Octenal 4.364 2.83
19 Nonanal 5.211 3.05
20 Citronellal 6.039 8.74

Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Sekil 4.7.2. 2-Pentanone bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.3. 3-methyl-2-Butanol bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.4. Valeraldehyde bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.5. 3-methyl-1-Butanol bilesiginin GC/MSD spektrumu

185



Abundance
Scan 250 (1.291 mink Tuber_ae stivum_1304 08 0D\data.ms
90000 43.1 581

20000
70000
50000
50000
40000
30000 71.1

20000

10000 B5.1

| 790 1004

389 85.1 ‘ 4.0

0 e
35

45 55 B85 75 25 95 105

Sekil 4.7.6. Butanimidamide bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.7. 1-Pentanol bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.8. Hekzanal bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance

Scan 295 (1.994 min)k Tuber_aesivurm 120408 D\data.ms
27.1

G500
G000
5500
5000 1.1
4500
55.0

4000 811
2500
2000
2500

2000

1500

111.1

|‘| | 2009
[ | I

T T
20 40 S0 60 TO o2 20 100 110 120 120 140 150 160 170 120 120 200 210

|
500

88.1
oL Ll

1000 ‘

Sekil 4.7.9. Hekzanal, 2-methylene bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.10. 1-Hekzanol bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.11. 2-Heptanone bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.12. Heptanal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.13. Benzaldehyde bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.14. 1-Octen-3-one bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.15. 1-Octen-3-ol bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.16. 2-pentyl furan bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Sekil 4.7.17. 0-Cymene bilesiginin GC/MSD spektrumu
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4500 55.0

4000

93.0

3500
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2500 T2.0
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S53.0 121.1

1000
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1361
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a S0

T T
30 4 50 Ta S0 20 100 110 120

Sekil 4.7.18. Limonene bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan §58 (4.364 min): Tuber_aesthvum_ 130405 Ddata.ms

2000 55.0 FO.0
1300
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1500
1400
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=1ulu}
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200 ‘
T
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Sekil 4.7.19. 2-Octenal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Abundance
Scan 1064 (5.211 min): Tuber aestvum 130403 .Dvdata.ms

440 s7.0
1700]

1500

1300

1100

00 o1

1.0
T0o0

95 .1

S00

300

110.9
100

35 45 55 55 TS =11 95 105 115
Sekil 4.7.20. Nonanal bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan 1238 (8.039 mink Tuber_aestvum_130408_ D\ data.ms

82.1

14000 41.1
951

12000
10000

2000 55.1
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1
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20 90

Sekil 4.7.21. Citronellal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Cizelge 4.7.2. Calvatia gigantea Mantariin Aroma Verici Bilesen Yiizdeleri

No Bilesen Ad1 R.T. (min.) Yiizdesi (%)
1 Butanal, 3-methyl 1.017 4.02
2 Pentanal 1.108 5.20
3 1-Pentene 1.248 0.97
4 Pentanal, 2-methyl 1.287 0.89
5 1-Pentanol 1.383 0.88
6 Hekzanal 1.532 34.71
7 Isovaleric acid 1.850 257
8 Hekzanal, 2-methylene 1.994 1.48
9 1-Hekzanol 2.076 0.78
10 Benzaldehyde 2.880 22.34
11 1-Octen-3-one 3.242 2.97
12 1-Octen-3-ol 3.347 8.44
13 2-pentyl-Furan 3.583 13.77
14 2-Octenal 4.359 0.98

Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

Abundance
TIC: Calvalia_giganteaa_ 130407 D data . ms
500000 & 10 13
400000
1
300000
2
200000
s 12
100000 7
2
3 11
5 9 14
! W lldll tj J.llh.djnd. . . sl o
LA L R B S B rr-!-r"—‘|='|-'r'r'|-r1:-.|_..|--l—i—. ..T'F-.""“-Hk=.;|‘
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 5.00 .00

Sekil 4.7.22. Calvatia gigantea mantarmin headspace GC/MSD kromatogrami
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Abundance
Secan 193 (1.017 mink Calatia_gigantea_ 130407 . Dhdata_ns

55000 44 0
50000
45000
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25000 58 1
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25000
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118.2  128.2 145.0

5000 ‘
Ll

| il L 1 .
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1
I
20 40 50 80 70 20 90 100 110 120 130 140 150

Sekil 4.7.23. 3-methyl-Butanal bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan Z1Z (1,108 min k Calvatla_glgante=a__130407 . Dwdata.ms
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Sekil 4.7.24. Pentanal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Abundance

G000
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3000
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Scan 241 (1,248 minY Cablvatia_gigantea_130407 . Dhdata.ms
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35
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Scan 249 (1.287 min} Calvatia_gigantea_130407. 0% data.ms
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Sekil 4.7.25. 1-Pentene bilesiginin GC/MSD spektrumu

95

100.0

B
30 35

Sekil 4.7.26. 2-methyl Pentanal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Abundance
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Scan 269 (1.383 min)k Cal atia_gigantea_130407.0D\ data. ne
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Sekil 4.7.27. 1-Pentanol bilesiginin GC/MSD spektrumu

Scan 200 (1.5322Z mink Cabyatla__gigantes 1 S0407 0Dy datasms

a0

551

=

45

Sekil 4.7.28. Hekzanal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Abundance
Scan 366 (1.850 miny Cakatla_glgantes_130407. DL dSta ms.
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Sekil 4.7.29. Isovaleric acid bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan 396 (1.994 min): Calvatia_glgantea_130407.0Dhdata.ms
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Sekil 4.7.30. Hekzanal, 2-methylene bilesiginin GC/MSD spektrumu

198



Abundance
Scan 413 (2.076 miny Calvata_glgantea_ 130407 . 0\ data. ms
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Sekil 4.7.31. 1-Hekzanol bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan 580 (2.550 min): Calv atla_glgantea_130407. D\ data.ms
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Sekil 4.7.32. Benzaldehyde bilesiginin GC/MSD spektrumu
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ABundance

Scan S55 (3.24Z mink Cabqatla_glgantea 130407 O data s
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Sekil 4.7.33. 1-Octen-3-one bilesiginin GC/MSD spektrumu

Abundance
Scan 6577 (3.347 min)y Cak atla_glgantea_130407.Dhvdata. ms
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Sekil 4.7.34. 1-Octen-3-ol bilesiginin GC/MSD spektrumu
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Abundance
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Sekil 4.7.35. 2-pentyl-Furan bilesiginin GC/MSD spektrumu

Scan 8287 {(4.259 min Carsatia_gilgantes 120407 .0Dwdata.ms
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Sekil 4.7.36. 2-Octenal bilesiginin GC/MSD spektrumu
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4.8. B grubu ve C Vitaminlerinin UPLC-MS/MS Ile Analiz Sonuclar1

Tiamin (B, vitamini), Riboflavin (B, vitamini), Nikotinamid (B3 vitamini), Nikotinik
asit (B3 vitamini), Pantotenik asit (Bs vitamini), Piridoksin (Bg vitamini), Biotin (B
vitamini), Folik asit (Bo vitamini), Siyanokobalamin (B1, vitamini) ve Askorbik asit
(C vitamini), UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC, Xevo TQ-S
MS-MS) cihazi ile analiz edildi. Ayrim Acquity UPLC BEH C18 kolonu (1.7um
2.1x100mm) kullanilarak 40°C’da gergeklestirildi. Numune sicakligi 10°C ve
enjeksiyon hacmi 1ul’dir. Mobil faz olarak A solvent hattinda %0.5’lik CH;COOH
igeren H»O, B solvent hattinda ise %0.5’1ik CH3COOH igeren CH3CN kullanilmustir.
Ilk énce 6 noktali kalibrasyon egrileri cizilen tiim vitaminler daha sonra cihazda

analiz edilmis ve miktar tayinleri yapilmistir.

Cizelge 4.8.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan suda ¢éziinebilen
vitaminlerin UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuglar1 (mg/100g kuru agirhk + standart sapma).

No Vitamin Adi R.T. (min) Tuber aestivum Calvatia gigantea
1 Tiamin (B4 vitamini) 0.480 0.15+£0.01 0.05+0.00
2 Riboflavin (B, vitamini) 3.040 0.21+0.03 0.69 + 0.02
3 Nikotinamid (B5 vitamini) 0.860 0.58 £0.03 0.64 £0.04
4 Nikotinik asit (B3 vitamini) 0.710 0.62 +0.01 2.13+0.11
5 Pantotenik asit (Bs vitamini) 2.860 2.88+0.13 0.67 £ 0.05
6 Piridoksin (Bg vitamini) 0.830 0.39+0.03 <RL

7 Biotin (B, vitamini) 3.070 <RL 0.22 +£0.02
8 Folik asit (Bg vitamini) 2.930 <RL <RL

9 Siyanokobalamin (B, vitamini) 2.950 <RL <RL

10  Askorbik asit (C vitamini) 0.560 1.13+0.23 227+0.16

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel dlglimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels ,ES+

Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130 265.3>122.18
Thiamine (B1 Vitamini)_ 8.320e+006
100+
0.50
210522.23
%-
0- min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130 265.3>144.01
3.687e+006
1001 Thiamine (B1 Vitamini)
0.50
59635.15
3.53
AN
%
0.77 1.06
0- min

Sekil 4.8.1. Tuber aestivum’un Tiamin (B; Vitamini) kromatogram

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 265.3>122.18
Thiamine (B1 Vitamini)_ 2.413e+005
100
0.50
7533.44

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 265.3>144.01
1.518e+005
100+
0.51
2626.75*
N

Sekil 4.8.2. Calvatia gigantea’nmin Tiamin (B; Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels ES+

Vitamin_B_C_Cal_100ppb 265.3>122.18
1004 Thiamine (B1 Vitamini) _ 8.025e+007
0.48
2321742.25
%
0- min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F7:MRM of 2 channels,ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 265.3 > 144.01
1004 Thiamine (B1 Vitamini)_ 2.381e+007
0.48
710213.19
3.27

Sekil 4.8.3. Tiamin (B; Vitamini) bilesiginin kromatogrami

Compound name: Thiamine (B1 Vitamini)

Correlation coefficient: r = 0.999108, 2 = 0.998217

Calibration curve: 18270.2 * x + 10055.1

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axs trans: None

4500001 x

4000000+

3500000

3000000

2500000

Response

2000000

1500000

1000000 X

500000

BB L L e L L L L L e L L L L A L L L L S L L s L L L s b s e s s b s s ST T
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.4. Tiamin (B; Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130

%

0

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130

Riboflavin (B2 Vitamini)

3.04
897274.81

Riboflavin (B2 Vitamini)_
3.04
379838.38
2.36

F8:MRM of 3 channels, ES+
377.1>242.99
3.568e+007

min

F8:MRM of 3 channels, ES+
377.1>172.1
1.522e+007

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)
Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130

Riboflavin (B2 Vitamini)_
3.04
263139.34
341

F8:MRM of 3 channels, ES+
377.1>198.03
1.033e+007

Sekil 4.8.5. Tuber aestivum’un Riboflavin (B, Vitamini) kromatogram

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130

%

0

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130

Riboflavin (B2 Vitamini)

3.04
2943309.25

Riboflavin (B2 Vitamini)_
3.04
1354711.38
217

Riboflavin (B2 Vitamini)_
3.04
909940.63
3.23

F8:MRM of 3 channels, ES+
377.1>242.99
1.075e+008

min

F8:MRM of 3 channels ,ES+
377.1>172.1
5.134e+007

F8:MRM of 3 channels ,ES+
377.1>198.03
3.478e+007

Sekil 4.8.6. Calvatia gigantea’nin Riboflavin (B, Vitamini) kromatogrami
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) Riboflavin (B2 Vitamini) F8:MRM of 3 channels ES+

Vitamin_B_C_Cal_100pph 3.04 377.1>242.99
3122834.50 1.172e+008
%
0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 3 channels ,ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 377.1>172.1
Riboflavin (B2 Vitamini)_ 7.390e+007
100
3.04
1791899.75
174

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F8:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 377.1>198.03
Riboflavin (B2 Vitamini)_ 4.965e+007
3.04
1196021.50
261

210 220 230 240 250 260 270 280 290 3.00 310 320 330 340 350 360 370 380 3.90

Sekil 4.8.7. Riboflavin (B, Vitamini) bilesiginin kromatogrami

Compound name: Riboflavin (B2 Vitamini)

Correlation coefficient: r =0.996583, "2 = 0.993177

Calibration curve: 16980.8 * x + 49806.4

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3500000

3000000

2500000+

2000000

Response

1500000

1000000

500000+

LA L ha v o b L s W s L L ) U W L L L L L i L s L L s L L L s L s s L L SR T
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.8. Riboflavin (B, Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) Nicotinamide (B3 Vitamini) F1:MRM of 4 channels ES+

Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 0.85 123.08 >80.06
4796376.00 1.337e+008
%
0 min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels,ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 123.08 > 78.04
Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 9.905e+007
100
0.85
2539105.00
% 1.89

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels ES+
Tuber_aestium_Vit_B_C_121130 123.08 > 96
Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 3.320e+007
0.85
841858.38
% 5.70

Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels , ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 123.08>106.11
Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 3.391e+007
100
0.85
856317.38
% 5.60

Sekil 4.8.9. Tuber aestivum’un Nikotinamid (B3 Vitamini) kromatogrami

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) Nicotinamide (B3 Vitamini) F1:MRM of 4 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 0.86 123.08 > 80.06
5180475.50 1.341e+008
%
0.53 , )

0 (AR s s LN LA e ey sy s i ey o s w1 )]
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 123.08 > 78.04
. Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 1.185e+008

0.86

3259403.25
%1 159

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 123.08 > 96
~ Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 4.630e+007
0.86
1190407.13
9% 435

Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels , ES+
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 123.08 >106.11
~ Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 4.698e+007
0.86
1198909.88
% 4.32

010 020 030 040 050 060 070 080 090 100 1.10 120 130 140 150 160 1.70

Sekil 4.8.10. Calvatia gigantea’min Nikotinamid (B3 Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) Nicotinamide (B3 Vitamini) F1:MRM of 4 channels ES+

Vitamin_B_C_Cal_100ppb 0.86 123.08 >80.06
5168303.50 1.337e+008
%

0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels , ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 123.08 > 78.04
Nicotinamide (B3 Vitamini) 9.456e+007

0.86

2619645.50
% 1.97

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels , ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 123.08 > 96
Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 3.085e+007
0.86
826690.75
% 6.25

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F1:MRM of 4 channels , ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 123.08 >106.11
Nicotinamide (B3 Vitamini) _ 3.037e+007
0.86
825405.63
% 6.26

Sekil 4.8.11. Nikotinamid (B3 Vitamini) bilesiginin kromatogrami

Compound name: Nicotinamide (B3 Vitamini)

Correlation coefficient: r = 0.995844, 12 = 0.991706

Calibration curve: 29843.8 * x + 114436

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

3 X
7000001

6500001+

6000001+

5500001+

5000001

4500001+

4000000+

3500000+

3000000+

2500000+

2000000+

1500000+

1000000-

500000
0 LA L o ) e A L L Lt L L ) ) L s L L A s L W s s L s b s g S
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Response

nc

Sekil 4.8.12. Nikotinamid (B3 Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) Nicotinic acid (B3 Vitamini) F2:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestium_Vit_B_C_121130 071 123.91>106.1
797348.44 3.108e+007

min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 123.91 >80.08
B Nicotinic acid (B3 Vitamini) _ 1.172e+008
0.71
3238757.75
0.25
%-
0.85
0 T T T T T T T T T T T T T T T T I P TP T T ITr eI min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels,ES+
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 123.91>77.99
B Nicotinic acid (B3 Vitamini) _ 1.136e+008
0.71
3083164.00
0.26
%-
0

Sekil 4.8.13. Tuber aestivum’un Nikotinik asit (B; Vitamini) kromatogrami

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)  Nicotinic acid (B3 Vitamini) F2:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 0.71 123.91>106.1
2831642.75 1.056e+008

0.66

%
0.57
0 min
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 123.91 >80.08
Nicotinic acid (B3 Vitamini);0.71;4404012.50 1.341e+008
;04

Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 123.91>77.99
0.66 _Nicotinic acid (B3 Vitamini) 1.339e+008

0.71
5150147.50
0.55

%

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60

Sekil 4.8.14. Calvatia gigantea’min Nikotinik asit (B; Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) Nicotinic acid (B3 Vitamini) F2:MRM of 3 channels ,ES+

Vitamin_B_C_Cal_100pph 071 123.91>106.1
1332844.50 5.198e+007
%

0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 123.91 > 80.08
B Nicotinic acid (B3 Vitamini) _ 1.295e+008

0.71

3941164.50
0.34

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F2:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 123.91>77.99
B Nicotinic acid (B3 Vitamini) _ 1.277e+008
0.71
3745260.25
0.36

Sekil 4.8.15. Nikotinik asit (B3 Vitamini) bilesiginin kromatogram

Compound name: Nicotinic acid (B3 Vitamini)

Correlation coefficient: r = 0.998416, "2 = 0.996834

Calibration curve: 10853.4 * x + 24972.8

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

2400000

2200000

2000000+

1800000

16000004

1400000

1200000+

1000000+

800000

600000

400000

200000

Response

-0 FKeempreererye

Wik i L L L TP T T, COnc

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.16. Nikotinik asit (B; Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)  pantothenic acid (BS Vitamini) F5:MRM of 3 channels ES+

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 2.86 242.09>153
70635.25 2.821e+006
%
3.18

0 min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestium_Vit_B_C_121130 242.09 > 112
Pantothenic acid (B5 Vitamini) _ 3.100e+006

2.86

89033.50
0.79

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 242,09 > 224.2
- _Pantothenic acid (B5 Vitamini) 4.348e+006
2.86
125822.51
2.80 0.56
%] 3.10

210 220 230 240 250 260 270 280 29 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3.90

Sekil 4.8.17. Tuber aestivum’un Pantotenik asit (Bs Vitamini) kromatogrami

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)  pantothenic acid (B5 Vitamini) F5:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 286 242.09 > 153
16320.92 6.972e+005

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 242.09>112
B Pantothenic acid (B5 Vitamini) _ 9.882e+005
2.86
24812.82 5-89
0.66

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 242,09 > 224.2
3.08 _3.10 1.441e+006

Pantothenic acid (B5 Vitamini);2.86;45348.80
0.36 N

2.82
% 2,02
V N

min

210 220 230 240 250 260 270 280 29 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3.90

Sekil 4.8.18. Calvatia gigantea’min Pantotenik asit (Bs Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) Pantothenic acid (B5 Vitamini) F5:MRM of 3 channels ES+

Vitamin_B_C_Cal_100ppb 286 242.09>153
24229.19 1.044e+006
%

0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 242.09>112
Pantothenic acid (B5 Vitamini) _ 1.033e+006

2.86

24032.10
101

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F5:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 242.09 >224.2
B Pantothenic acid (B5 Vitamini) _ 8.488e+005

2.86

19796.62
1.22
%
3.03

O L L Lo L L Ly L L s L L L L L L e L L L L L s L L L e e e S e e L s b s o Y]

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 3.80

.

Sekil 4.8.19. Pantotenik asit (Bs Vitamini) bilesiginin kromatogrami

Compound name: Pantothenic acid (B5 Vitamini)

Correlation coefficient: r =0.999784, "2 = 0.999567

Calibration curve: 239.432 * x + -126.289

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Response
w
o
o
o
o
L

-0 Conc
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.20. Pantotenik asit (Bs Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) Pyridoxine (B6 Vitamini) F3:MRM of 3 channels ES+

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 0.83 170.1>152.11
3674461.50 1.273e+008
%
0.78
\.

0 min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels,ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 170.1>134.12

Pyridoxine (B6 Vitamini)_ 1.199e+008
100
0.83
3111768.75
1.18

Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels , ES+
Tuber_aestivum_Vit_ B_C_121130 170.1>124.1
Pyridoxine (B6 Vitamini)_ 1.633e+007
0.83
437639.72
8.40

Sekil 4.8.21. Tuber aestivum’un Piridoksin (B Vitamini) kromatogram

Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 170.1>152.11
067 3.998e+006

%

0
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 170.1>134.12
1.049e+006

100 0.83
%
041 103 1.66

0 min
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels , ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130 170.1>124.1
1.22 1.446e+006

Sekil 4.8.22. Calvatia gigantea’min Piridoksin (B¢ Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3)

Vitamin_B_C_Cal_100ppb

%

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3)
Vitamin_B_C_Cal_100ppb

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3)
Vitamin_B_C_Cal_100ppb

Pyridoxine (B6 Vitamini) F3:MRM of 3 channels, ES+

0.84 170.1>152.11
6626525.50 1.342e+008
min

F3:MRM of 3 channels ,ES+
170.1>134.12
1.342e+008

Pyridoxine (B6 Vitamini)_
0.83
5877822.50
1.13

F3:MRM of 3 channels, ES+

170.1>124.1
Pyridoxine (B6 Vitamini)_ 3.215e+007
0.83
929313.06
7.13

.

Sekil 4.8.23. Piridoksin (B Vitamini) bilesiginin kromatogram

Compound name: Pyridoxine (B6 Vitamini)

Correlation coefficient: r = 0.997796, "2 = 0.995597

Calibration curve: 39737.7 * x + 25340.3
Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

9000001+

8000001+

7000001+

6000001+

5000001+

Response

4000000

3000000

2000000

1000000

-0

0 10 20 30 40 50 60

R L L LMl LA Lt M e Ll W W ) Wl ) L) W A LAl ) Ll A W L LA W A LA A W M L b by S ST T
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.24. Piridoksin (Bg Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels ES+

Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 245.1 > 209
3.05 5.620e+005

Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 2451 >166.1
2.82 4.360e+004

330
247 254 282 271 3.17 327

3.74

336 340
o 387 397

356 362

2 min
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 245.1>227.03
2.94 1.247e+006

[V %

9

Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels ES+
Tuber_aestivum_Vit B_C_121130 245.1>199
2.84 6.645e+005

2,99

2.94 577 309 3.30

338 343
7

min

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3.90

Sekil 4.8.25. Tuber aestivum’un Biotin (B; Vitamini) kromatogram

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 245.1>209
Biotin (B7 Vitamini) 3.671e+006
3.09
95905.81

%
0 min
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 245.1>166.1
Biotin (B7 Vitamini) _ 9.740e+005

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3)

- . F6:MRM of 4 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit_ B_C_121130 Biotin (B7 Vitamini)

3.09 245.1>227.03

289~ 151916.81 6.210e+006

2.06
J AL N L Ly e e L L L e L L e A L s sy s s s s s ua )

Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels,ES+
Calvatia_gigantea_Vit_B_C_121130 245.1>199
2ga 2% 310 1.081e+006

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Sekil 4.8.26. Calvatia gigantea’nmin Biotin (B; Vitamini) kromatogram
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Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) Biotin (B7 Vitamini) F6:MRM of 4 channels, ES+

Vitamin_B_C_Cal_100ppb 3.07 245.1>209
394518.88 1.571e+007
%

0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels, ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 245.1>166.1
100 Biotin (B7 Vitamini) _ 2.503e+007

3.07

629671.94
% 0.63

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels, ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 245.1>227.03
Biotin (B7 Vitamini) _ 1.309e+008
3.07
4432726.50
% 0.09

Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F6:MRM of 4 channels, ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 245.1>199
Biotin (B7 Vitamini) _ 1.283e+007
3.07
318502.22
% 1.24
min
210 220 230 240 250 260 270 280 29 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
Sekil 4.8.27. Biotin (B; Vitamini) bilesiginin kromatogrami
Compound name: Biotin (B7 Vitamini)
Correlation coefficient: r = 0.998939, r"2 = 0.997879
Calibration curve: 3124.17 * x+ 6122.22
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
3 x
600000
500000
N 3
2
S 400000
3
o 3
300000
200000
100000
-0 Conc

|
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.28. Biotin (B; Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+

Tuber_aestivum_\m_B_C__121130_ 177.2>144.96
Ascorbic acid (C Vitamini) _ 1.853e+006
0.56
132733.83
%

0 min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels , ES+
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130__ 177.2>135.01
Ascorbic acid (C Vitamini);0.56;15501.35 2.331e+005

157163

3 min
Tuber_aestivum_Vit_B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+
Tuber_aestium_Vit_B_C_121130__ 177.2>101
Ascorbic acid (C Vitamini);0.56;31675.94 4.387e+005

Sekil 4.8.29. Tuber aestivum’un Askorbik asit (C Vitamini) kromatogram

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ,ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130__ 177.2 > 144.96
B Ascorbic acid (C Vitamini);0.56;213739.33 2.748e+006

% -
0 min
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels , ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130___ 177.2>135.01
~ Ascorbic acid (C Vitamini);0.56;27986.38 3.463e+005

Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130__ Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+
Calvatia_gigantea_Vit B_C_121130__ 177.2>101
~ Ascorbic acid (C Vitamini) _ 6.408e+005
0.55
50205.00
4.26

Sekil 4.8.30. Calvatia gigantea’nin Askorbik asit (C Vitamini) kromatogram

217



Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+

Vitamin_B_C_Cal_100ppb 177.2 > 144.96
Ascorbic acid (C Vitamini) _ 1.853e+006
0.56
136983.91
%

0 min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 177.2>135.01
Ascorbic acid (C Vitamini);0.56;15501.35 2.331e+005

%

157163

min
Vitamin_B_C_Cal_100ppb Smooth(Mn,2x3) F4:MRM of 3 channels ES+
Vitamin_B_C_Cal_100ppb 177.2>101
B Ascorbic acid (C Vitamini) _ 4.387e+005
0.56
31675.94
4.32

0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10 120 1.30 1.40 150 1.60

Sekil 4.8.31. Askorbik asit (C Vitamini) bilesiginin kromatogrami

Compound name: Ascorbic acid (C Vitamini)

Correlation coefficient: r = 0.998963, r"2 = 0.997926

Calibration curve: 918.772 * x + -598.435

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

220000

200000

180000

160000

140000

120000

100000-; %

Response

80000

60000

40000

200004

-0 Conc
|
-0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Sekil 4.8.32. Askorbik asit (C Vitamini) bilesiginin kalibrasyon egrisi
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4.9. A, D, E ve K Vitaminlerinin HPLC-DAD ile Analiz Sonug¢lar

Hekzan ekstraksiyonu ile elde edilip, temizlenen ¢ozelti HPLC-DAD (Agilent 1260
Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihazi ile analiz edildi.
Dedeksiyon A vitamini i¢in 325nm, D,, K; ve K; vitaminleri i¢in 260nm ve E
vitamini i¢in ise 285nm dalga boylarinda ve ayrim Poroshell 120 EC-C18 kolonu
(2.7um 4.6x100mm) kullanilarak 40°C’de gergeklestirildi. Numune sicaklig1 20°C ve
enjeksiyon hacmi 20ul’dir. Mobil faz olarak 0.5mL/dak. akis hiz1 ile CH3OH:H,0O
(95:05) kullanilmustir.

Cizelge 4.9.1°de goriildiigi gibi Tuber aestivum ve Cavatia gigantea mantarlarinin

A, D, E ve K vitamin igerigi verilmistir.

Cizelge 4.9.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan A, D, E ve K
vitaminlerinin HPLC/DAD ile analiz sonuglari ( mg/100g kuru agirhik + standart sapma).

No VitaminAdi R.T. (min)  Tuber aestivum Calvatia gigantea
1 A vitamini 3.567 <RL <RL

2 D, vitamini 7.056 0.12+0.06 0.32+0.06

3 E vitamini 10.436 <RL 0.16+0.01

4 K; vitamini 20.142 <RL <RL

5 K, vitamini 9.504 <RL <RL

5 Ergosterol 8.490 61.64+0.36 53.68+0.26

(Provitamin D,)

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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3 DADT A, Sig=285,4 Ref=off (VITAMIN|120405 2013-04-05 11-21-00\TUBER_AESTIVUM_120405.D)

2500

Ergosteral

2000
1500 -

1000 4

500 4

0 e/ \
T T
2 4

8
[ DADT B, Sig=260,4 Ref=cff (VITAMIN|130405 2013-04-05 11-21-00\TUBER_AESTIVUM_130405.D)

2500 4

2000 4

Ergosterol

1500 -

1000 o
500 4
0 "

T T T T T T T T T
2

Vitamin D2

4 8 8
25,4 Ref=off (VITAMIN\120405 2012-04-05 11-21-00\TUBER_AESTIVUM_130405.0)

2500 4
2000
1500
1000 4

500 4

e

Sekil 4.9.1. Tuber aestivum mantariin 260, 285 ve 325nm dalga boylarindaki HPLC-DAD
kromatogramlar:

5,4 Ref=off (VITAMIN\120405 2012-04-05 11-21-00\CALVATIA_GIGANTEA_MECH.D)

€00 4

Ergoster

500 4
4004
200 4
200

100
o A

T T T T T T T T T
2

Vitamin E

4 6 8
[ DAD1 B, Sig=260,4 Ref=off (VITAMIN\120405 2013-04-05 11-21-00\CALVATIA_GIGANTEA_MEOH.D)

€00 o
500 4
400 4
200 4

200 4

100 4

Vitamin D2

03— L
T T T T T T T T T
2 6 8

[ DAD1 C, Sig=325,4 Ref=off (VITAMIN\130405 2013-04-05 11-21-00\CALVATIA_GIGANTEA_MEOH.D)

€00 4
500 4
400 4
300 4
200 4

100 4
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Sekil 4.9.2. Calvatia gigantea mantarimin 260, 285 ve 325nm dalga boylarindaki HPLC-DAD

kl'O matogra mlari
T DADT A, Sig=285.4 Ref=off [VITAMINI130405 2012-04-05 11-21-00160PPN_D)
mil <
350 £
H
200 § 3
250
200
150 o
¥ w
100 E €
50 4 g £
A 2
0 SN
-50 "
T
0 25 5 75 10 1 1 1 0 22.5mi
] DADT B, Sig=260,4 Ref=off (VITAMINI130405 20123-04-05 11-21-00550PPM_D)
mil 3
350
200
250
200 g
o
150 = < c
< s £ =
100 E 2 g L
> {2 > w
% : £
5 s
0 £
>,
% i o . "
T T T
25 5 75 10 1 1 175 2 22.5mi
[ DAD1C, Sig=225,4 Ref=off (VITAMIN\130405 2013-04-05 11-21-00\50PPM_.D)
ma ]
3504
300 4
2504
200
150 4 9 T
100 8 c ¥
£ £ :
£ > g
PE > A
504
T T
0 5 10 125 1 175 0 5mi

Sekil 4.9.3. A, D,, Ergosterol, E, K; ve K, vitamin standartlarmin 260, 285 ve 325nm dalga
boylarindaki HPLC-DAD kromatogramlari

4.10. Mantarlarin Ergosterol iceriginin GC/MSD ile Analiz Sonuclar:

Bir tiir bitki sterolii olan igerigi, genellikle yas, olgunlasma ve sporlanma gibi yapisal
ve biiyliyen mantar 6zellikleri ile iligkili oldugundan arastirma konusu olmustur
(Cheikh-Rouhou vd., 2008; de Sio vd., 2000). Ergosterol serbest ve esterlesmis
olmak iizere iki temel formda bulunur ve bagil miktar1 mantar O6zelliklerine

baglidir(Philips vd., 2011).

Her iki mantar tiiriiniinde Ergosterol igerigi arastirilmis ve Tuber aestivum’da
hekzan eksterinin %12.1’inin, Calvatia gigantea hekzan ekstresinin ise % 24.9’unun

5,7,22-ergostatrien-3p-ol (ergostreol) igerdigi tespit edilmistir.
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Abundance

TIC: Tuber_aestivum_Hexane_ 121122 D\data.ms
1 .8=+07 - - -

22.965

1.6 +07

1. 4e+07

1.2e+07

1e+07

S000000

26.585

SO00000

4000000

2000000

1 T T T T T T
10.00 15.00 Z20.00 25.00 20.00 35.00

Sekil 4.10.1. Tuber aestivum hekzan ekstresi GC/MSD kromatogrami

Abundance

TIC: Tuber_aestivum_Hexane_121128.D\data.ms
8500000
7500000 36.585
6500000
5500000

4500000

3500000

2500000

1500000

S00000

T T T T T T T T
F4.00 I5.00 J5.00 37.00 38.00 F8.00 40.00 41.00

Sekil 4.10.2. Tuber aestivum Ergosterol kromatogram
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Sekil 4.10.8. Calvatia gigantea Ergosterol SIM Mod iyon kromatogrami
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4.11. Seker Profillerinin HPLC-RID ile Analiz Sonuclar

Mantar 6rneklerinin Riboz, Ksiloz, Arabinoz, Fruktoz, Mannoz, Mannitol, Glukoz,
Sukroz, Maltoz, myo-Inositol ve Treloz igerigi HPLC-RID (Agilent 1260 Quat.
Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 RID) cihazi ile analiz edildi. Ayrim analitik
ZORBAX NH, (5.0um 4.6x250mm) kolonu kullanilarak 30°C’de gerceklestirildi.
Numune sicakligr 20°C, kolon akis hizi ImL/dak ve enjeksiyon hacmi 20ul’dir.
Mobil faz olarak CH3CN:H,0 (80:20) kullanilmuistr.

Elde edilen seker bilesenlerinin miktarlar1 Cizelge 4.11.1.’de, kromatogramlar ise

Sekil 4.11.1.”de verilmektedir.

Cizelge 4.11.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan seker profillerinin
HPLC/RID ile analiz sonuclari (g/100g kuru agirhk + standart sapma)

No Seker Bilesenleri R.T. (min.) Tuber aestivum Calvatia gigantea
1 Riboz 5.96 <RL <RL

2  Ksiloz 6.98 <RL <RL

3 Arabinoz 8.50 <RL <RL

4 Fruktoz 10.05 0.02+0.01 <RL

5 Mannoz 11.90 <RL 0.87+0.13
6  Mannitol 12.89 2.26+0.78 <RL

7 Glukoz 24.40 <RL <RL

8  Sukroz 26.98 5.38+0.27 <RL

9 Maltoz 32.00 <RL 0.25+0.03
10  myo-Inositol 34.87 <RL <RL

11  Treloz 37.82 1.96+0.21 9.78+0.21

<RL : Raporlama Limitinin Altinda

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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Sekil 4.11.1. Tuber aestivum, Calvatia gigantea ve seker standartlarinin HPLC-RID
kromatogramlari
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4.12. Mineral ve Metal Iceriginin ICP-MS Ile Analiz Sonuglar:

Mantarlarin Mineral ve Metal igerigi Agilent 7500ce ICP-MS cihazi ile yapilmustir.
Numune plazmada yaklasik 6.000°C civarinda bir sicaklia ve bu sicaklik ile
¢oziilme, iyonlasma ve atomlagmaya ugrar. Sonra sample conedan pozitif iyonlar
reaksiyon sistemine ve MS Spektrometresine gonderilir ve dedekte edilir. Asagidaki
Cizelge 4.12.1°de her mantar iginde elde edilen mineral ve metal degerleri

verilmistir.

Cizelge 4.12.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea Mantarlarmin ICP-MS ile Mineral ve Metal

Icerigi
Mineral/ Metal icerigi Tuber aestivum (mg/kg) Calvatia gigantea (mg/kQg)
Lityum (Li) <RL <RL
Sodyum (Na) 49.18 + 1.51 38.46 +2.21
Magnezyum (Mg) 927.70 £2.25 640.30 + 6.56
Aliiminyum (Al) 17.01 + 1.00 <RL
Fosfor (P) 732.25+10.53 386.22 + 12.66
Potasyum (K) 18250.36 + 23.21 23510.36 + 20.01
Kalsiyum (Ca) 27.36 £ 1.53 812.56 + 9.56
Skandiyum (Sc) <RL <RL
Germenyum (Ge) <RL <RL
Itriyum (Y) <RL <RL
Krom (Cr) 240+ 0.44 1.62 +£0.15
Mangan (Mn) 273.10 £ 3.57 79.21+1.96
Demir (Fe) 42.35+0.50 86.23 + 2.44
Nikel (Ni) 2.71+1.22 2.90+0.50
Bakir (Cu-63) 37.22+1.35 3454+ 1.88
Bakir (Cu-65) 27.13+1.65 30.20 +1.98
Cinko (Zn) 73.21+2.86 54.02 + 1.07
Arsenik (As) <RL <RL
Kadmiyum (Cd) 0.51+0.09 1.10+0.21
Kalay (Sn) 0.10+0.02 0.20 +0.05
Selenyum (Se) 2.96 +0.41 2.35+0.43
Civa (Hg) <RL <RL
Kursun (Pb) <RL <RL
Bizmut (Bi) <RL <RL

<RL : Raporlama Limitinin Altinda
Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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4.13. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayin Sonuglari

Calisilan mantar tirlerinden elde edilen metanol ekstresinin ve metanol ekstresinden
sivi-sivl ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan, etil asetat ve su fraksiyonlarinin
toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 sirasiyla Pirokatekol ve Kuersetine

esdeger olarak belirlendi.

Cizelge 4.13.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea Mantar Tiirlerinin Toplam Fenolik ve
Toplam Flavonoid Miktarlari

] Toplam fenolik miktar1 ~ Toplam flavonoid miktar
Ekstreler/Fraksiyonlar

(ng PEs /mg 06ziit) (ng QEs /mg 6ziit)
Metanol 26.85+0.01 1.48+0.00
Tuber Hekzan 31.85+0.03 3.19+0.01
aestivum Etil asetat 56.35+0.02 16.65+0.03
Su 26.44+0.01 1.49+0.01
Metanol 27.60+0.01 2.83+0.00
Calvatia Hekzan 30.34+0.02 4.96+0.02
gigantea Etil asetat 41.36+0.03 8.55-0.01
Su 26.71+0.05 3.07+0.02

Degerler Pirokatekol ve Kuersetine esdeger olarak hesaplandi ve 3 paralel 6lglimiin ortalamasi olarak
verilmistir. p<0.05.

PEs, Pirokatekol esdeger, y=0.0073x-0.1665 r*=0.9976

QEs, Kuersetine esdeger, y=0.0082x+0.0073 r’=0.9998

4.13.1. Tuber aestivum ekstrelerinde yapilan toplam fenolik ve toplam flavonoid
miktar tayini sonuclari

Metanol ekstresi ve bu ekstreden elde edilen 3 fraksiyonun toplam fenolik ve toplam
flavonoid miktar1 agisindan degerlendirildiginde etil asetat fraksiyonunun toplam
fenolik miktariin ve toplam flavonoid miktarinin en yiiksek oldugu tespit edildi.
Toplam fenolik miktar1 agisindan mg ekstrenin 56.35+0.02ug Pirokatekole esdeger
ve toplam flavonoid miktart agisindan mg ekstrenin 16.65+0.03ug Kuersetine

esdeger oldugu tespit edildi (Cizelge 4.13.1).
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4.13.2. Calvatia gigantea ekstrelerinde yapilan toplam fenolik ve toplam
flavonoid miktar tayini sonugclari

Calvatia gigantea metanol ekstresi ve fraksiyonlar1 toplam fenolik miktar1 ve toplam
flavonoid miktart agisindan degerlendirildiginde etil asetat fraksiyonunun en yiiksek
oldugu bulundu (Cizelge 4.13.1). Toplam fenolik miktar1 agisindan mg ekstrenin
41.36+£0.03ug Pirokatekole esdeger ve toplam flavonoid miktari agisindan 1 mg
ekstrenin 8.55+0.01ug Kuersetine esdeger oldugu tespit edildi (Cizelge 4.13.1).

Bu sonuglar toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlart agisindan en yiiksek

fraksiyonun etil asetat oldugunu gostermektedir.

4.14. Antioksidan Aktivite Sonuclari

4.14.1. p-karoten renk ag¢ilim yontemi Ssonuclari

Mantarlarin metanol ekstreleri ve metanol ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile
elde edilen hekzan, etil asetat ve su fraksiyonlarinin toplam antioksidan aktivitesi
(lipit peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi) P-karoten renk ag¢ilimi yOntemi
kullanilarak belirlendi. Buna gére Tuber aestivum, mantarinin hekzan ekstrelerinin
toplam antioksidan aktivitesi, 100ug/mL ekstre olan ¢ozeltilerde % 80.27+0.59
inhibisyon bulunurken Calvatia gigantea’nin su ekstresinde % 63.85+1.85
inhibisyon tespit edildi.

4.14.1.1. Tuber aestivum mantarmmin lipit peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi

sonuclari

Bu yonteme gore metanol ekstresinin ve metanol ekstresinden elde edilen
fraksiyonlarin lipit peroksidasyonunu kayda deger bigimde inhibe etmektedir. Tiim
orneklerde artan konsantrasyonla inhibisyonlarin da arttig1 izlenmektedir. Hekzan
fraksiyonu diger fraksiyonlardan ve metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite
gosterdi  (%80.27+0.59). Ikinci sirada metanol ekstresi aktivite gosterdi
(%73.35+1.52).

230



Cizelge 4.14.1. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantar tiirlerinin -karoten renk acilim
yontemiyle lipit peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (% inhibisyon)

B-karoten linoleik asit Aktivitesi

Ekstreler/Fraksiyonlar 100pg 200pg 400pug 800png
Metanol 73.35+1.52 81.69+2.16 83.85+2.21 86.224+3.50
Tuber aestivum Hekzan 80.27+0.59 82.79+2.07 85.88+1.78 89.53+1.18
Etil asetat 67.45+0.32 75.24+1.17 77.18+1.23 78.69+1.95
Su 71.36+1.09 74.63+0.99 80.98+0.61 82.49+1.48
Metanol 8.99+0.68 16.69+0.95 42.50+0.12 50.25+2.67
Calvatia gigantea Hekzan 13.99+0.52 32.95+0.51 44.64+2.90  48.39+1.23
Etil asetat 50.26+2.25 57.93+£2.02 60.20+1.18 62.07+1.46
Su 63.85+1.85 74.58+0.45 84.96+1.23 85.50+1.34
BHA 90.39+0.37 91.91+0.38 93.79+1.16 96.01+1.18

Standartlar
a-Tokoferol 89.32+0.54 92.70+0.69 94.88+0.55 96.04+0.58

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.14.1.2. Calvatia gigantea mantarmmin lipit peroksidasyonu inhibisyon aktivitesi

sonuclart

Calvatia gigantea mantarinin metanol ekstresi toplam antioksidan aktivitesinin test
edilen en diisiik konsantrasyonda %8.99+0.68 inhibisyon gdsterirken, su ve etil asetat
fraksiyonlar1 ayni konsantrasyonda sirasiyla %63.85+1,85 ve %50.26+2.25
inhibisyon gostermektedir. Toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 agisindan
en yiiksek orana sahip olan etil asetat ve su fraksiyonunun toplam antioksidan

aktivitesininde yliksek olmasi sasirtic1 degildir.

4.14.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi Sonuclari

4.14.2.1. Tuber aestivum mantarinin DPPH radikalini giderme aktivitesi sonuglar

Bu yontemde Tuber aestivum mantarinin etil asetat fraksiyonu diger fraksiyonlardan
ve metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite gostermektedir (Cizelge 4.14.2).
Toplam fenolik bilesik miktari ile dogru oranti olan bu yontemin sonuglari,
aktivitenin bu fraksiyonda bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklandigini dogrular

yondedir.
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Cizelge 4.14.2. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantar tiirlerinin DPPH serbest radikal

giderim aktivitesi (% inhibisyon)

DPPH Aktivitesi

Ekstreler/Fraksiyonlar 100ug 200ug 400pg 800pg
Metanol 7.214+0.38 8.58+1.63 19.39+0.79 35.99+0.60
Hekzan 4.74+0.77 8.20+0.58 11.68+0.16 25.01+0.57
Tuber aestivum Etil asetat 12.38+0.44  18.93+1.87  36.16£3.25  62.27+4.01
Su 4.69+0.27 9.16+1.05 17.20+0.34 32.57+1.41
Metanol 9.98+0.55 15.97+0.69 32.08+1.52 55.94+0.83
Hekzan 8.33£1.32 18.84+0.40 30.11+0.29 48.19+1.13
Calvatia gigantea
Etil asetat 28.51+1.63 53.36+0.66 83.46+0.97 86.65+0.66
Su 8.03+0.51 12.97+£0.23 26.40+0.94 45.3840.23
BHA 86.58+0.02 88.36+£0.29  97.79+0.15 96.05+0.08
Standartlar
o-Tokoferol 87.70+£0.12 90.07+£0.52 94.74+0.15 96.12+0.42

Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.14.2.2. Calvatia gigantea mantarimin DPPH radikalini giderme aktivitesi sonuglart

Benzer sekilde Cizelge 4.14.2.°de bu mantar tiiriinde de etil asetat fraksiyonunun

diger fraksiyonlarina gore daha yiiksek aktivite gosterdigi gozlenmektedir. Bu tiirde

de toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarlari ile DPPH giderim aktivitesi uyum

igerisindedir.

Genel olarak, bu sonuglar DPPH giderim aktivitesi yoniinden en yiiksek

fraksiyonlarin sirasiyla etil asetat ve hekzan oldugunu gostermektedir.
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4.14.3. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi sonugclari

Cizelge 4.14.3. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantar tiirlerinin ABTS yontemiyle radikali
giderim aktivitesi (% inhibisyon)

ABTS Aktivitesi

Ekstreler/Fraksiyonlar 100ug 200pg 400pg 800ug
Metanol 36.86+0.27 53.04+£0.76  74.34+0.99 84.61+0.04
Hekzan 21.13£0.90  35.51+£0.89 38.96+2.15 46.64+0.19

Tuber aestivum Etil asetat 48.08+2.01 58.80+1.05 80.29+1.55  89.30+0.09
Su 40.05£1.26  58.25£1.46 60.75£1.08 62.32+4.52
Metanol 39.89+1.79  66.30+0.75 84.57+0.55  88.41+0.12
Hekzan 32.94+1.39 45.81£1.05 66.87+2.16 67.96+3.43

Calvatia gigantea Etil asetat 69.72+1.59  89.12+0.10 89.73+0.02 89.67+0.11
Su 37.07+£0.73 48.64+1.12 78.54+0.57 83.98+1.65
BHA 82.63+0.02  86.70+0.10  90.75+0.05  95.89+0.10

Standartlar
o-Tokoferol 81.81£0.16 85.83+0.12  88.79+0.06  94.96+0.53

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.14.3.1. Tuber aestivum mantarimin ABTS katyon radikalini giderme aktivitesi

sonuclari

Bu yontemde de Tuber aestivum mantarinin etil asetat fraksiyonu diger
fraksiyonlardan ve metanol ekstresinden daha yiiksek aktivite gostermektedir
(Cizelge 4.14.3). Toplam fenolik miktar1 ve DPPH siipiirme aktivitesi ile dogru
orant1 olan bu yontemin sonuglart ABTS ™ siipiirme aktivitesinin bu fraksiyonda

bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklandigi goriilmektedir.

4.14.3.2. Calvatia gigantea mantarinin ABTS katyon radikalini giderme aktivitesi

sonuclari

Benzer sekilde Cizelge 4.14.3.’de bu mantarda da diger fraksiyonlarina gore etil
asetat fraksiyonunun daha yiiksek aktivite gostermektedir. Bu tiirde de toplam
fenolik ve toplam flavonoid miktarlar1 ile DPPH siipiirme aktivitesi ABTS " katyon
radikal giderim aktivitesi ile uyusmaktadir. Genel olarak, bu sonuglar anti-radikal

aktiviteler yoniinden en yiiksek fraksiyonun etil asetat oldugunu gostermektedir.
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4.14.4. Cu (1) indirgeme aktivitesi (CUPRAC) yontemi Sonuglari

4.14.4.1. Tuber aestivum mantarinin CUPRAC aktivitesi sonuglar

Bu yontemde T. aestivum mantarmnin etil asetat fraksiyonu diger fraksiyonlardan ve
metanol ekstresinden daha yiiksek indirgeme giiciine sahiptir (Cizelge 4.14.4).
Toplam fenolik miktar1 ve DPPH ve ABTS yontemleri ile dogru oranti olan bu
yontemin sonuglari bu fraksiyonda bulunan veya bulunabilecek fenolik bilesiklerden

CUPRAC aktivitesinin kaynaklanabilecegini diisiindiirm{istir.

4.14.4.2. Calvatia gigantea mantarinin CUPRAC aktivitesi sonuglart

Benzer sekilde (Cizelge 4.14.4) bu mantar tiirlinde de etil asetat fraksiyonunun diger
fraksiyonlarina gore daha yliksek aktivite gosterdigini belirtmektedir. Bu mantarin
ekstrelerinin ve fraksiyonlariin aktiviteleri de toplam fenolik ve toplam flavonoid

miktarlart ile DPPH ve ABTS giderim aktiviteleri ile uyum i¢indedir.

Genel olarak, bu sonuclar indirgeme giicii aktivitesi yoniinden en ytiksek fraksiyonun
sirasiyla etil asetat ve hekzan oldugunu gostermekte ve DPPH ile ABTS giderim

aktivitelerini dogrulamaktadr.

Cizelge 4.14.4. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantar tiirlerinin CUPRAC yéntemiyle Cu®*
indirgeme giicii aktivitesi (Absorbans)

CUPRAC Aktivitesi

Ekstreler/Fraksiyonlar 0.00pg 100ug 200pg 400pg 800ug
Metanol 0.04+0.00 0.13£0.00 0.21+0.00 0.37+0.01 0.55+0.03
Hekzan 0.04+0.00 0.27+0.01 0.46+0.01 0.74+0.01 1.02+0.03

Tuber aestivum Etil asetat 0.04+0.00 0.38+0.01 0.71+0.03 1.20+0.05 2.03+0.02
Su 0.04+0.00 0.11£0.00 0.16+0.00 0.25+0.01 0.34+0.01
Metanol 0.04+£0.00 0.15+0.00 0.24+0.01 0.39+0.01 0.51+0.03
Hekzan 0.04+0.00 0.25+0.00 0.49+0.01 0.76+0.02 0.97+0.02

Calvatia gigantea Etil asetat 0.04+£0.00 0.42+0.01 0.77+0.01 1.26+0.04 2.11+0.03
Su 0.04+0.00 0.12+0.00 0.18+0.00 0.28+0.01 0.41+0.01
BHA 0.04+0.00 1.70+£0.05 2.89+0.41 3.19+0.03 3.50+0.04

Standartlar
o-Tokoferol 0.04+0.00 0.544+0.01 1.03+0.03 1.81+0.11 2.93+0.16

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).
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4.14.5. Metal baglama aktivitesi yontemi Sonuglari

4.14.5.1. Tuber aestivum mantarinin metal baglama aktivitesi sonuglart

Metaller 6zellikle gecis metalleri radikalik zincir reaksiyonlarinin baglamasinda ve
reaksiyonlart  hizlandirma agisindan son derece proantioksidan  aktivite
gosterdiginden dolayr selat yapma yoluyla baglanmasi gerekmektedir. Tuber
aestivum mantarindan elde edilen metanol ekstresinin ve metanol ekstresinden sivi-
sivi ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan, etil asetat ve su fraksiyonlarinin metal
baglama aktivitesi Fe?*-Ferrin kompleksi yontemi kullanilarak belirlendi. En iyi
metal baglama aktivitesine tiim konsantrasyonlarda etil asetat ekstresinde

rastlanilmustir.

Cizelge 4.14.5. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantar tiirlerinin Fe?*-Ferrin yontemiyle
metal baglama aktivitesi (% inhibisyon)

Metal Baglama Aktivitesi
Ekstreler/Fraksiyonlar 100png 200pg 400ug 800pg
Metanol 29.23+0.78 44.33+1.69 67.27+1.78 83.72+0.17
Hekzan 23.94+1.09 45.554+3.32 66.93+1.88 70.21+1.11
Tuber aestivum Etil asetat 32.61+£0.97 56.08+0.99 82.09+2.16  85.80+0.03
Su 30.71+0.29 53.65+4.74 66.33+0.29  76.95+4.68
Metanol 22.76+0.31 40.72+0.71 59.81+0.43 80.41+1.15
Hekzan 14.88+1.54 30.34+£1.52 47.60+2.99 66.09+5.22
Calvatia gigantea Etil asetat 21.70+0.02 34.74+3.37 63.13+0.48 86.14+0.79
Su 39.05+2.55 43.29+2.13 50.11+2.92 72.39+3.82
Standartlar EDTA 92.46+1.40 94.65+0.56  95.20+0.13  96.30+0.11

Degerler 3 paralel dlglimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.14.5.2. Calvatia gigantea mantarinin metal baglama aktivitesi sonuglart

Calvatia gigantea mantarinin ekstreleri arasinda en yiiksek metal baglama aktivitesi
gosteren ekstrenin yine etil asetat ekstresi oldugu Cizelge 4.14.5.’de goriilmektedir.

Bu siray1 metanol, su ve hekzan fraksiyonlar takip etmektedir.
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4.15. Asetilkolinesteraz ve Biitiirilkolinesteraz Inhibisyonu Aktivitesi Sonuclari

4.15.1. Asetilkolinesteraz inhibisyonu aktivitesi sonuglari

Asetilkolinesteraz (AChE) bir enzim olup asetilkolini kolin ve asetile hidroliz eder.
Fazlaliginda unutkanlik ve Alzheimer hastaligi goriiliir. Su anda piyasada bulunan ve
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglar AChE enziminin inhibisyonunu
gergeklestiren maddelerdir. Ancak bu sentetik {irtinlerin ortaya ¢ikardigi yan etkiler
mevcuttur. Dolayisiyla enzimin bir kismini inhibe edilmesi ve inhibisyon esnasinda
zararli olabilecek yan etki yapmayan dogal iiriinlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu
kapsamda c¢alisilan her iki mantar tiriinden elde edilen metanol ekstresinin ve
metanol ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan, etil asetat ve su
fraksiyonlarinin asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu kullanilarak
spektrofotometre ile in vitro olarak belirlendi (Ellman vd., 1961). Ekstre
konsantrasyonlar1 olarak 25, 50, 100 ve 200 pg/mL se¢ildi. Sonuglar Cizelge
4.15.1°de verilmektedir.

4.15.1.1. Tuber aestivum tirii iizerine yapilan asetilkolinesteraz inhibisyonu

aktivitesi sonuclart

Bu mantar tiiriiniin hekzan ve etil asetat ekstrelerinin AChE enzimini inhibe etme
oran1 ancak 100pg/mL konsantrasyonda % 50’nin iizerine g¢ikmaktadir. Sivi-sivi
fraksiyonuyla elde edilen hekzan ekstresi orijinal metanol ekstresinden daha yiiksek
inhibisyon aktivitesi gostermistir. Bu mantar tiirlinlin hekzanda c¢oziinen apolar
kisimlarinin enzimi inhibe etmesi muhtemelen polidoymamis yag asitlerinden veya

kiigiik molekiil yapili fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.15.1. Mantar tiirlerinin asetilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi

Ekstreler Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibisyon Aktivitesi

25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL. 200 pg/mL

Metanol ekstresi 3.60+1.22 8.08+2.14 26.39+0.32 48.62+1.05
Hekzan ekstresi 9.22+1.75 28.56+0.99 49.09+2.88 59.37+0.13
Tuber . .
) Etil asetat ekstresi 12.77£1.09 29.30+0.69 52.04+1.31 68.04+1.03
aestivum
Su ekstresi 11.55+1.22 22.21+1.13 29.56+2.57 46.54+1.99
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Cizelge 4.15.1.(%™

Ekstreler Asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon Aktivitesi

25 pg/mL 50 ng/mL 100 pg/mL. 200 pg/mL

Metanol ekstresi 7.36+0.77 12.16+0.56 25.81+0.34 44.15+0.99

Hekzan ekstresi 10.22+0.55 23.77+£1.00 44.00+£1.74 57.01+0.59
Calvatia Etil asetat ekstresi ~ 11.12+1.03  23.79+1.88  49.57:2.85  63.33+1.57
gigantea

Su ekstresi 9.86+0.99 19.44+1.07 35.58+1.98 48.77+2.09
Standart Galantamin 70.85+0.35 76.14+1.12 79.99+0.82 84.22+0.98

Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.15.1.2. Calvatia gigantea tiirii iizerine yapilan asetilkolinesteraz inhibisyonu

aktivitesi sonuclari

Calvatia gigantea ve Tuber aestivum mantarlar1 aktivite oranlar1 agisindan benzerlik
gostermektedir. Bu mantar tiirinde hekzan ekstresi 100png/mL’lik konsantrasyonda
%50’ye yakin bir inhibisyon gosterirken, metanol ekstresi ise 100pug/mL

konsantrasyonda % 25.81 inhibisyon gostermistir.

4.15.2. Biitirilkolinesteraz inhibisyonu aktivitesi sonug¢lari

Biitirilkolinesteraz (BChE) bir enzim olup asetilkolini kolin ve asetile hidroliz eder.
Bu enzimin fazlaliginda da unutkanlik ve Alzheimer hastaligi goriiliir. Bu kapsamda
calisilan her iki mantar tiirlinden elde edilen metanol ekstresinin ve metanol
ekstresinden sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan, etil asetat ve su
fraksiyonlarinin  biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri de Ellman metodu
kullanilarak spektrofotometre ile in vitro olarak belirlendi (Ellman vd., 1961). Ekstre
konsantrasyonlar1 olarak 25, 50, 100 ve 200ug/mL seg¢ildi. Sonuglar Cizelge
94.15.2°de verilmektedir.

4.15.2.1. Tuber aestivum tirii iizerine yapilan biitirilkolinesteraz inhibisyonu

aktivitesi sonuclari

Bu mantar tiriiniin etil asetat ekstresi BChE enzmini neredeyse % 50 sini

200ug/mL’lik konsantarsyonda inhibe etmektedir. 200ug/mL konsatrasyonda
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metanol ekstresi % 25 ve hekzan ekstresi % 35 civarinda inhibisyon vermektedir
(Cizelge 4.15.2).

4.15.2.2. Calvatia gigantea tiirii tizerine yapilan biitirilkolinesteraz inhibisyonu

aktivitesi sonuclari

Bu mantar tiriiniin etil asetat ekstresi de BChE enzmini 200ug/mL’lik
konsantarsyonda % 44.42+1.48 oraninda inhibe edebilmektedir. 200 pg/mL
konsatrasyonda hekzan ekstresi % 16.01+0.44 oraninda inhibisyon gosterirken,
metanol ekstresi ise ayni konsantrasyonda % 25.30+1.24 inhibisyon gostermistir

(Cizelge 4.15.2).

Cizelge 4.15.2. Mantar tiirlerinin biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesi

Biitirilkolinesteraz (BChE) Inhibisyonu Aktivitesi

Ekstreler 25 pg/mL 50 ng/mL 100 pg/mL. 200 pg/mL
Metanol ekstresi 5.12+0.76 8.56+0.89 12.214£1.00 25.08+1.99
Hekzan ekstresi 6.87+1.45 8.56+0.86 14.28+1.27 34.984+1.56
Tuber . .
) Etil asetat ekstresi 10.26+£1.05  21.55+£1.43  34.514+2.02 50.99+1.55
aestivum
Su ekstresi 2.00+0.12 4.4440.87 10.56+0.99 22.69+0.96
Metanol ekstresi - 4.58+1.27 7.58+2.41 25.30+1.24
Hekzan ekstresi - 5.24+0.85 12.05+1.32 16.01+0.44
Calvatia Etil asetat ekstresi 6.54:1.00  15.59£190 21.95:2.14  44.42+1.48
gigantea
Su ekstresi 1.09+0.48 6.75+0.85 11.54+0.98 15.96+1.55
Standart Galantamin 70.85+0.35 76.14+1.12 79.99+0.82 84.22+0.98

Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak verilmistir. (p<0.05).

4.16. Kolin ve Betain I¢eriginin UPLC-MS/MS ile Analiz Sonuclar

Kolin, hafizada tutma, kas kontrolii ve daha bircok fonksiyonlarda gorev alan,
onemli bir neurotransmitter olan acetylKolin’in sentezini ve salinmasini hizlandirir.
Belli bir ortamda gelisen insan hiicreleri, mutlaka Kolin’e ihtiya¢ duyarlar. Eger

hiicreler Kolin’den mahrum kalirsa, apoptosisden dolay oliirler.
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Betain, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda ve deniz gidalari, 6zellikle
deniz omurGazizlar1 (%]1), bugday kepegi veya riiseymi (%1), ve 1spanak (%1) gibi
zengin diyet kaynaklarinda yaygin olarak bulunur. Betainin ana fizyolojik rolii,
ozmolit ve metil saglayicidir (transmetilasyon). Bir ozmolit olarak betain, hiicreleri,
proteinleri ve enzimleri etraftaki gerilimden (suyun azlig1, yiiksek tuzluluk veya asiri
sicaklik gibi) korur. Bir metil saglayici olarak, betain, 6zellikle insan karacigeri ve
bobreginde metionin ¢evriminde gorev yapar. Betainin, i¢ organlar1 korudugu,
damarlardaki risk faktorlerini diizelttigi ve performansi arttirdigi bilinmektedir.
Gidalarin betain igerikleri ile ilgili veritabani, toplum saglig1 calismalari ile baglantili
olarak gelistirilmektedir. Elde edilen kanitlar, betainin, kronik hastaliklarin
onlenmesi i¢in 6nemli bir besin 6gesi oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢alismada her iki mantar tiiriinde de yiiksek miktarda Kolin ve Betain
icerigine rastlanmis ve tanimlamalart ve miktar tayinleri UPLC-MS/MS Sistemi
kullanilarak yapilmustir.
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Sekil 4.16.1. Tuber aestivum mantarmin Kolin ve Betain kromatogramlari
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Sekil 4.16.2. Calvatia gigantea mantarmin Kolin ve Betain kromatogramlari

UPLC-MS/MS ile standart maddelerin analizi sonucunda Kolin bilesiginin alikonma

zamani 0.44 dakika, Betain alikonma zamani ise 0.85 dakika olarak tespit edilmistir.

Tuber igeriginde 16.25mg Kolin ve 11.75mg Betain/100g tespit edilirken, Calvatia

igeriginde ise 9.57mg Kolin ve 6.33mg Betain/100g tespit edilmistir. Bu sonuglar

asetil ve biitirilkolinesteraz aktiviteleri ile uyum icerisindedir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Mantarlar, Neolitik ve Paleolitik ¢aglardan beri ila¢ ve gida olaral kullanilmistir.
Mantarlar Cin’de M.S.100°den beri ilag olarak kullanilmasina ragmen, sadece
1960°da bilim adamlar1 saglhiga yarayisli mantarlarin temel aktif bilesenlerini
incelemiglerdir. Mantarlar, cilt hastaliklar1 gibi basit ve yashilikta goriilen
hastaliklarin ve giiniimiizdeki karmasik ve pandemik hastaliklarin tedavisi ig¢in
kullanilmiglardir. Antialerjik, antikolesterol, antitiimér ve antikanser Ozellikleri ile
bilinirler (Jiskani, 2001). Yapilan ilk basarili arastirmada, baz1 mantarlarin sicak su
ekstraktlarinin  antitiimoér ~ etkileri  oldugu  bulunmustur. Ana bilesenlerin
polisakkaritler, ozellikle p-D-glukanlar oldugu ispatlanmistir. Chihara vd.
shiitake’nin meyve kismindan bir antitimor polisakkarit olan lentinan’1 izole
etmislerdir (Chihara vd., 1969, 1970). Bahl (1983) mantarlarin, epilepsiyi, yaralart,
cilt hastaliklarini, kalp hastaliklarini, rheumatoid arthritisi, kolerayr ve bunlarin
yaninda siirekli olmayan atesi, terlemeyi, ishali, dizanteriyi, soguk algmligini,
uyusmay1, karaciger hastaliklarini, safra kesesi hastaliklarini iyilestirebilecegini ve
vermisid olarak kullanilabilecegini bildirmistir. Mantar ilaglarinin ¢ogu su anda
tablet formunda, Cin’de bulunmaktadir (Yang vd., 2004, 2010). Dengesiz protein
beslenmesinin salgin olarak goriildiigii, az gelismis iilkelerde, Food and Agricultural
Organization (F.A.O.) dengesiz beslenme problemini ¢ézmek i¢in mantar gidasini
onermistir. Mannentake (Ganoderma lucidum)’ nin, yiiksek tansiyonlu farelerde kan
basincini ve serum kolesterolii konsantrasyonunu diistirdiigii bilinmektedir (Kabir ve
ark., 1988). Lentinus tigrinus ve G. [lucidium’ un kolesterol onleyici olduklar
kanitlanmistir (Ren vd., 1989).

Mantarlar bu etkilerini yapilarinda bulundurduklar1 degerli kimyasal bilesikler
vasitastyla gosterirler. Bunlardan en oOnemlileri fenolik bilesikler, serbest amino

asitler, vitaminler ve minerallerdir. Fenolik bilesikler, gida maddelerinin goriiniis, tat
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ve lezzet gibi tiikketim agisindan onemli olan kalite ozellikleri lizerine etkileri ve
dogal antioksidan olarak insan sagligi ilizerine olumlu etkileri nedeniyle 6nemli
bilesenlerdir. Fenolik bilesikler gidalarin acilik ve burukluk gibi lezzet unsurlari
lizerine etki ettiginden dolayi, 6zelliklede meyve sebzeler ve bunlardan elde edilen
tirtinler icin ¢ok Onemli bilesiklerdir. Meyvelerin rengini etkileyen antosiyaninler
fenolik bilesiklerin genis bir grubunu olusturmaktadir. Antosiyaninlerin meyve ve
tirtinlerine verdigi renk, tiiketici tercihleri ve kalite 6zellikleri agisindan ticari bir
deger olarak kabul edilebilir. Antosiyaninlerin, gida endiistrisinde dogal renklendirici
olarak kullanilmasi fenolik bilesiklerin 6nemini artirmaktadir. Ayn1 zamanda fenolik
bilesiklerin bir kismi dogal tatlandiric1 olarak ta kullanilabilmektedir. Saglik
acisindan, sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etkileri nedeniyle dogal
antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesiklere olan ilgi her gegen giin artirmaktadr.
Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp hastaliklari, katarakt, goz
hastaliklari, yaglilik hastaliklart vb. birgok hastaligt engelleyebildigi ifade
edilmektedir. Bu nedenle fenolik madde icerigi yliksek olan meyve ve sebze tiiketimi
hastaliklara yakalanma riskini azaltmakta ve saglik tizerine olumlu etkide
bulunmaktadir. Meyve sebzelerde niteliklerine gore ¢esitli fenolik bilesikler farkli
oranlarda bulunabilmekte ve gidalarin renk, tat ve lezzetini etkileyerek gidalarin
albenisini 6nemli sekilde etkilemektedirler. Ayrica fenolik bilesiklerin dogal
antioksidan kaynagi olmalari ve dolayisi ile saglik tizerine olumlu etkileri nedeniyle

meyve ve sebze lirlinlerine olan ilgi glin gectikce artmaktadir.

Her iki mantar 6rnegininde fenolik bilesik bakimindan zengin oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.2.1). Buna gore Tuber aestivum mantarinda major olarak, 12.29+0.37ug/g
p-Hidroksibenzoik asit, 12.25+0.27ug/g Gentisik asit, 10.53+0.74pg/g Protokatesuik
asit ve 8.68+0.10pg/g Vanilik asit bilesenleri tespit edilirken, Calvatia gigantea
mantarinda ise major olarak, 23.26+0.38ug/g Gentisik asit, 19.87+0.19ug/g
Protokatesuik asit, 16.47+0.25ug/g p-Hidroksibenzoik asit, 14.87+0.83ug/g p-
Kumarik asit bilesenleri tespit edilmistir. Tuber aestivum ve Calvatia gigantea
mantarlarinda bulunan fenolik bilesiklerin UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuglari
(ng/g kuru agirlik + standart sapma) ayn1 zamanda HPLC-DAD ile de analizlenmis
ve iki cihaz sonucununda (Cizelge 4.2.1 ve Cizelge 4.3.1) birbirleri ile orantili

oldugu bulunmustur.
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Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan serbest amino asit
iceriginin UPLC-ESI-MS/MS ile analiz edildi (Cizelge 4.4.1) Buna gore her iki
mantar tiirlinde de serbest amino asitin hemen hemen tiimiine degisik miktarlarda
rastlanildi. Tuber aestivum’da 50.20+0.81mg/100g Izoldsin, 57.77+0.66mg/100g
Losin, 52.72+1.04mg/100g Valin ve 49.89+1.06mg/100g Fenilalanin gibi essential

amino asitlerine digerlerine gore yiiksek oranda ratlanilmig olmasi ¢ok 6nemlidir.

Aym sekilde Calvatia gigantea mantarinda da 28.74+0.93mg/100g Izol&sin,
30.06+0.78mg/100g Triptofan ve 15.48+0.18mg/100g Valin ile birlikte diger amino
asitlere rastlanilmistir. Ozellikle her iki mantar tiiriiniin tim amino asitleri ihtiva
etmesi ve essential amino asitlerin miktarsal agidan yiiksek olmasi Tuber ve
Calvatia’nin degerini ve 6nemini ortaya koymaktadir.

Her iki mantarin yag asidi bilesenleri GC-FID ve GC/MSD sistemleri kullanilarak
kalitatif ve kantitatif olarak analizlenmistir. Yag asit bilesenleri sertifikali referans
standart maddeler kullanilarak, alikonulma zamanlar1 Wiley 2008 ve NIST 2008
kiitiphaneleri kullanilarak tanimlandi ve % miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen analiz
sonuglar1 Cizelge 4.5.1°de verilmektedir. Tuber aestivum’da %75.53 Linoleic acid
(C18:2n6c¢), %13.63 Palmitic acid (C16:0) ve %?7.21 Oleic acid (C18:1n9c) metil
esterine rastlanirken, Calvatia gigantea’da ise %67.93 Linoleic acid (C18:2n6c),
%14.65 Palmitic acid (C16:0) ve %12.45 Oleic acid (C18:1n9c) metil esterine

rastlanmistir.

Mantarlarin yag asit bilesimlerinin belirlenmesi mantarin besinsel o6zelliklerinin
aciga cikarilmas: acgisindan Onemlidir. Bu giine kadar yapilan arastirmalarda
mantarlarda genel olarak, C;,-Cy arasindaki normal yag asitleri ve C14-Cp4 hidroksi
grup tasiyan yag asitleri bulunmustur. Linoleic acid ve oleic acid insanlarin
beslenmesinde &nemli bilesenlerdendir.  Ozelikle polidoymamis yag asiti olan
linoleic acidin mantarlarin ana bileseni olmasi mantarlarin besinsel Gnemini

arttirmaktadir.

Iki mantar tiiriiniin aroma maddeleri Headspace GC/MSD kullanilarak belirlendi
(Cizelge 4.7.1 ve Cizelge 4.7.2). In-House bir metodun kullanildigi analiz sonucunda
Tuber aestivum mantarinda, 2-Pentanone (%12.09), 3-methyl-2-Butanol (%10.27),
Valeraldehyde (%11.35), 3-methyl-1-Butanol (%4.85), Butanimidamide (%3.32), 1-

Pentanol (%3.99), Hekzanal (%14.08), Hekzanal, 2-methylene (%0.83), 1-Hekzanol
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(%0.91), 2-Heptanone (%0.93), Heptanal (%1.15), Benzaldehyde (%0.98), 1-Octen-
3-one (%6.19), 1-Octen-3-ol (%8.81), 2-pentyl-Furan (%3.91), o-Cymene (%0.97),
Limonene (%0.75), 2-Octenal (%2.83), Nonanal (%3.05) ve Citronellal (%8.74)
bilesenlerine rastlanilmustir.

Calvatia gigantea mantarinda ise, Butanal, 3-methyl (%4.02), Pentanal (%5.20), 1-
Pentene (%0.97), Pentanal, 2-methyl (%0.89), 1-Pentanol (%0.88), Hekzanal
(%34.71), Isovaleric acid (%2.57), Hekzanal, 2-methylene (%1.48), 1-Hekzanol
(%0.78), Benzaldehyde (%22.34), 1-Octen-3-one (%2.97), 1-Octen-3-ol (%8.44), 2-
pentyl-Furan (%13.77) ve 2-Octenal (%0.98) bilesenleri tespit edilmistir.

Tuber aestivum ve Calvatia gigantea mantarlarinda bulunan suda ¢oziinebilen
vitaminlerin UPLC-ESI-MS/MS ile (Cizelge 4.8.1), A, D, E ve K vitaminlerinin
HPLC/DAD ile (Cizelge 4.8.2) analiz edilmistir. Tuber aestivum’da Tiamin (0.15 +
0.01), Riboflavin (0.21 £ 0.03), Nikotinamid (0.58 + 0.03), Nikotinik asit (0.62 +
0.01), Pantotenik asit (2.88 + 0.13), Piridoksin (0.39 = 0.03), Askorbik asit (1.13 +
0.23), D, vitamini (0.12 + 0.06), Ergosterol (61.64 = 0.36)mg/100g (kuru agirhik +

standart sapma) bulunmustur.

Calvatia gigantea’da Tiamin (0.05 £ 0.00), Riboflavin (0.69 + 0.02), Nikotinamid
(0.64 £ 0.04), Nikotinik asit (2.13 = 0.11), Pantotenik asit (0.67 + 0.05), Biotin (0.22
+ 0.02), Askorbik asit (2.27 £ 0.16) D, vitamini (0.32+0.06), E vitamini (0.16+0.01),
Ergosterol (53.68+0.26) mg/100g (kuru agirlik + standart sapma) bulunmustur.

Tuber ve Calvatia mantarlarinda bulunan Seker profillerinin HPLC/RID ile analiz
sonuglar1 Cizelge 4.11.1°de verilmistir. Tuber’de Fruktoz 0.02+0.01g/100g, Mannitol
2.26+0.789/100g, Sukroz 5.38+0.27g9/100g ve Treloz 1.96+0.21g/100g bulunurken,
Calvatia mantarinda ise Mannoz 0.87+0.13g/100g, Maltoz 0.25+0.039/100g ve
Treloz 9.78+0.219/100g tespit edilmistir.

Her iki mantarin ICP-MS ile mineral ve metal icerigi analizi yapilmis ve Tuber
aestivum’da 18250.36ug/g Potasyum, 732.25ug/g Fosfor ve 927.70ug/g Magnezyum
tespit edilirken, Calvatia gigantea’da ise 23510.36ug/g Potasyum, 386.22ug/g
Fosfor ve 640.30ung/g Magnezyum tespit edilmistir.

Toplam antioksidant aktivite belirleme yontemlerinden biri olan bu sistem lioleik

asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit iiriinlerinin B-karoten karakteristik sar1
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rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk giderinin spektroskopik olarak takip

edilmesi esasina baglidir.

Linolenik asit + (O,-H,0) —— Konjuge dienler ve Bozunma iiriinleri

l

B-karoten—— Renk acilimi

Linolik asit + (O,-H,0) + pB-karoten + Antioksidant —, Rengin

korunumu

Sistemde antioksidantlarin bulunmasi ya da sisteme antioksidant igerikli dziitlerin
ilave edilmesi, linoleik asidin oksidasyon sonucu linolenik asitin par¢alanmasindan
olusan peroksit iirlinlerinin, bu antioksidantlarla nétralize edilmesini saglar. Bunun
neticesi olarakda [-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur dolayisiyla
orneklerin daha yiiksek absorbansi daha yiiksek antioksidant aktiviteyi

gostermektedir.

Her iki mantarin 6ziitlerinin toplam antioksidant aktiviteleri ayni1 derisimdeki BHA
ve a-tokoferol standartlarinin antioksidant aktiviteleri ile karsilastirilmis ve sonuglar
Sekil 4.14.1’de verilmistir. Tim Oziitlerin derisiminin artmasiyla, antioksidant
aktivitelerinin de arttig1 goriilmektedir. Tuber’de en yiiksek aktiviteye sahip, hekzan
ekstraksiyonu ile elde edilen &ziit olup 800ug’nin inhibisyonu %89.53 olarak
bulunmustur. Calvatia’da ise en yiiksek aktiviteyi yine ayni konsantrasyonda su
ekstresi gostermistir (%85.50+1.34). Sentetik antioksidantlar olarak kullanilan BHA
(%96.01) ve a-Tokoferol (%96.04) ile karsilastirildiginda bu degerin standart

antioksidanlara oldukc¢a yakin oldugu goriilmektedir.

Son zamanlarda, kararli organik bir radikal olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali
(DPPH’) mantar oziitleri ve gesitli yiyecek maddelerinin antioksidant aktivitelerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontem DPPH radikalinin alkolde
hazirlanan ¢ozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidant madde varliginda radikal

olmayan DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak oOlgiilmesi esasina
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dayanir. DPPH radikalinin 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla
orantili olacak sekilde antioksidant aktivitenin varligi nitel ve nicel olarak belirlenir.

Tepkime mekanizmasi asagidaki sekilde gosterilebilir.

DPPH' + Antioksidant-H ——» DPPH-H + A

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH radikali derisimi
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidant
maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizlidir. 30 dakikalik

analiz siiresi ve insan giicii acisindan kolay olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir.

Cizelge 4.14.2°de goriildiigli gibi calisilan konsantrasyon araliginda, her bir oziitiin
artan miktar1 ile DPPH serbest radikal giderim aktiviteleride artmaktadir. En yiiksek
inhibisyon sadece etil asetat ekstraksiyonu ile ele edilmis Oziitte oldugu
goriilmektedir. Etil asetat 6ziitiin 800ug’mnin antioksidant aktivitesi Tuber’de %62.27
iken, Calvatia’da ise 86.65 tespit edilmistir. Sentetik bir antioksidan olan BHA nin
antioksidant aktivitesi %96.05 ve a-Tocoferol’iin %96.12 olarak oOlglilmustiir.
Fenoller, hidroksil gruplari igermeleri nedeniyle radikal yok etme yetenegine sahip
bilesiklerdir. Bu onemli mantar bilesenleri hidroksil gruplarindan hidrojenlerini
radikallere vererek kararli fenoksil radikalleri olustururlar ve antioksidant aktivitede
onemli rol oynarlar. Bu ylizden mantar Oziitlerinin antioksidan Kkapasitelerinin

tayininde fenolik bilesik miktarlarinin belirlenmesi oldukca 6nemlidir.

Her iki mantar oziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlar1 FCR reaktifi kullanilarak,
pirokatekol ekivalent olarak belirlenmistir. Cizelge 4.13.1°de verilen sonuglara gore
Oziitler arasinda en fazla fenolik madde miktar etil asetat ekstrelerinde bulunmustur.
Buna gore Tuber aestivum’da 56.35+0.02ug PEs/mg 6ziit, Calvatia gigantea’da ise
41.36+0.03ug PEs/mg o6ziit fenolik bilesik tespit edilmistir. Mantar Oziitlerinin
fenolik madde miktarlar1 ile antioksidant aktivitelerini karsilagtirdigimizda, her iki
mantarinda en yiiksek antioksidant aktiviteye etil asetat ekstrelerinin sahip oldugu
goriilmektedir. Buradan fenolik madde miktar1 fazla olan Oziitiin antioksidant

aktivitesinin de fazla olacagi sonucuna ulasabiliriz.
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Glinlimiizde, yapay maddelerden kacisin artmasinin dogal fenolik maddelerin
Onemini daha da artiracagi aciktir. Gida, deri ve farmakoloji alanlarindaki kullanim
olanaklar1 yaninda, insan sagligi tizerine de Onemli etkileri bulunan fenolik
maddelerin etki mekanizmalarinin anlasilmasi ve teknolojik olarak kullanilabilme
yollarinin arastirtlmasinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu dogrultuda, fenolik
maddelerce zengin olan meyve ve sebze endiistrisi atiklarinin  da
degerlendirilmesinde bu kaynaklarin kullanilmasini saglayabilecek yeni tekniklerin
tizerinde c¢alisilmasi ve endiistriyel kullanim olanaklarinin aragtirilmasinin 6nemli

oldugu diisiiniilebilir.

Mantarlarda bulunan flavonoid miktari da antioksidant aktivitenin belirlenmesinde
belirleyici olabilmektedir. Cizelge 4.13.1. incelendiginde antioksidant kapasiteleri
yiiksek olan etil asetat Oziitlerinin toplam flavonoid miktarlarinin da yiliksek oldugu

goriilmektedir.

Indirgeme kapasitesi 6zellikle fenolik antioksidantlarin davranislarinin belirlendigi
onemli bir mekanizma olarak diisiiniilmektedir. Bunun dogal sonucu olarakta
indirgeme kapasitesi o bilesigin potansiyel antioksidant aktivitesinin onemli bir
belirteci olabilmektedir. Tuber ve Calvatia mantarlarinin CUPRAC ydntemiyle Cu?*
indirgeme giicli aktivitelerine bakildiginda etil asetat Oziitlerinin 6ne ¢iktigi
goriilmektedir. Metal baglama kapasitesi incelendiginde Cizelge (4.14.5) yine her iki
mantar i¢inde etil asetat Oziitliniin antioksidan aktivite ile uyumlu olarak yiiksek

oldugu goriilmektedir.

Antikolinesteraz aktivite agisindan hem AChE enzimini hemde BChE enzimi iyi bir
sekilde inhibe edebilen mantar tlriiniin Tuber aestivum oldugu in vitro deney
sonuglari ile tespit edildi. Her iki mantar tiirlinde de enzim inhibisyonlarin1 daha ¢ok

hekzan fraksiyonlar: gostermistir.

Tibbin babas1t Hipokrat’in “Gida ilaciniz ve ilag gidaniz olsun” sozlerine de
dayanarak, mantarlarin insanlar {zerinde ¢esitli yararlar sagladigi sonucunu
cikarabiliriz. Bu ifade tedavi edici gida, ilag ve minerallere sahip olduklar1 igin, tam
olarak mantarlara uygun bir sozdiir. Bu nedenle mantarlar insanlarin sagligi ve

mutlulugu i¢in degerlidir.
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