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Bu calismada, Shiitake (Lentinula edodes) polisakkaritleri atmosferik basing
altinda sicak su ve 280 bar (4060 psi) sabit basingta CO, atmosferi altinda subkritik
su ile ekstrakte edilmistir. Subkritik su ekstraksiyonlari, ii¢ farkli sicaklikta (50, 100
ve 150°C) gergeklestirilmistir. Polisakkaritlerin molekiiler kiitle karakterizasyonu,
GPC ve HPSEC-MALLS analizleri yapilarak belirlenmistir. Ekstraktlarin ellisyon
profilinde, ¢oziiniirlig farkl iki polisakkarit fraksiyonu gozlenmis ve Fraksiyon I ve
Fraksiyon II diye adlandirilmistir. Sicak su ekstraktinda, Fraksiyon I olarak
adlandirilan pikin kiitlece ortalama molekiil kiitlesi (Mw) 1,337x10° Da olarak
bulunmustur. Fraksiyon I'in Mw degerleri, tiim subkritik su ekstraktlarinda
azalmustir. Bu degerler 50, 100 ve 150°C subkritik ekstraktlar i¢in sirastyla 1,44x10°;
1,114x10° ve 8,37x10° Da’dir. Sicak su ekstrakti i¢in Fraksiyon II'nin degeri
1,282x10° Da; 50, 100 ve 150°C subkritik su ekstraktlari i¢in sirastyla 4,118x10%
5,682){104 ve 3,3 74x10* Da’dir. Ekstraktlarin ¢cOzuniirliik testleri; atmosferik basingta
sicak su ile yapilan ekstraklarin sirasiyla notral ve alkali ¢ozeltilerde %26,60 ve
%8,46 c¢oziinmeyen kisimlarin oldugunu gostermistir. Bunun yaninda, subkritik
ekstraktlarin tamaminin hem noétral hem de alkali ¢ozeltide ¢6ziindiigii gozlenmistir.
280 nm’de HPSEC-UV analizleri ve Lowry protein metodu sonuglarina gore,
Shiitake’nin sicak su ekstrakti %6,49 oraninda protein icermektedir. Polisakkaritlerin
ve proteinlerin ger¢ek molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in, sicak su ekstrakti protease
enzimi ile 24 ve 48 saat boyunca muamale edilmistir. HPLC’de yapilan
monosakkarit analizleri ile Shiitake polisakkaritlerinin baslica D-glukoz ve bir miktar
D-mannoz igerdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lentinula edodes (Shiitake), subkritik su ekstraksiyonu,
polisakkarit, molekiiler kiitle dagilim1
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In this study, polysaccharides in Shiitake (Lentinula edodes) mushroom were
extracted by hot water under atmospheric pressure and by subcritical water at a
constant pressure of 280 bar (4060 psi) in CO, atmosphere. Subcritical water
extractions were carried out at three different temperatures (50°C, 100°C and 150°C)
at 280 bar constant pressure. Molecular weight characterization of the
polysaccharides were measured wusing high performance size-exclusion
chromatography-multi angle light scattering system (HPSEC-MALLS). Two main
peaks called, Fraction I and II were determined. Weight average molecular weight
(Mw) of Fraction I obtained in hot water extraction was found to be 1.333x10” Da.
Mw value of Fraction I was sharply decreased in all subcritical water extracts. These
values were 1.644x106, 1.114x106, and 8.37x10° Da for 50°C, 100°C and 150°C,
respectively. On the other hand, Fraction II from hot water extraction had 1.282x10°
Da molecular weight and Fraction II of subcritical water extracts had 4.118x10*,
5.682x10", and 3.374x10* Da for 50°C, 100°C and 150°C, respectively. Solubility
tests showed that all subcritical water extracts were completely soluble in both
neutral and alkali medium while hot water extracts left 26.60% and 8.46% insoluble
residues in neutral and alkali, respectively. HPSEC analysis at 280 nm UV dedector
and Lowry protein assay results showed that hot water extract of Shiitake contained
6.49% of protein. The polysaccharide-protein complex was treated with protease
enzyme for 24 and 48 h to identify the actual molecular weights of polysaccharide.
The results of monosaccharide analysis in HPLC showed that polysaccharides of
Shiitake composed of mainly glucose and and some of amount of mannose.
Keywords: Lentinula edodes (Shiitake), subcritical water extraction, polysaccharide,
molecular weight distrubition
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Ars. Gor. Osman Malik Atanur’a tesekkiir ederim. Katkilarindan dolay1 Ogr.Gor.Dr.
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Aileme ve ozellikle de annem Emine Firat ve babam Hikmet Firat’a egitim ve
Ogretim hayatim boyunca bana maddi ve manevi her konuda destek olduklar1 i¢in
tesekkiir ederim. Master tezi calismalarimda benden destegini hi¢ esirgemeyen

nisanlim Cuma Dortbiyik’a da ayrica ¢ok tesekkiir ederim.

III



ICINDEKILER SAYFA
O I
ABSTRACT ...t 11
TESEKKUR . .....iitiiii et e 111
ICINDEKILER...... ..ot v
CIZELGELER DIZINI.... ..., VI
SEKILLER DIZINI..... ..o, VII
SIMGE VE KISALTMALAR . ........ccoouiiiiiiiiiiie e, IX
L. GIRIS. .o, 1
1.1 Shiitake Mantarlarinin Bulunusu ve Taksonomisi...................... 2

1.2 Shiitake (Lentinula edodes) Mantarinin Bilesenleri.....................6
1.2.1 Polisakkaritler............oooiiiiiii 6
1.2.1.1 Polisakkaritlerin Hidrolizi.............................8

1.2.1.2 Lentinan.......ooeiiiiiiiiiii e, 8
1.2.1.3 Lentinula edodes Miselyum Ekstrakti............ 9
1.2.2 Proteinler. . ... ..ooviuiinine i 10
1.2.2.1 Eritadenin. ...........coooiiiiiiiiiiiiine, 10
123 Vitamin DL 10
1.2.4 Vitamin B, (Riboflavin)................cooooiiiiiiii e, 12
1.2.5 Vitamin B, (Kobalamin)...........ccceceevierievieeienieieeiesieenene, 13
1.3 Subkritik ve Siiperkritik Suyun Ozellikleri.....................cc....... 13
2. ONCEKI CALISMALAR . .......oiiiiiiii e, 18
3. MATERYAL VEMETOD......cooiiiiiiiiii e, 25
Bl Materyal. ..., 25
3.1.1 Mantar Orneklerinin Hazirlanisi.................oooivvee 25
3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler...................c...oo. 25
3.1.3 Kromatografik ve Spektroskopik Analizlerde
Kullanilan Standartlar..................oo . 25
B2 MEOM. .o et 26

3.2.1 Lentinula edodes Mantarinin Atmosferik

Basingta Su ile Ekstraksiyonu........................... 26

IV



3.2.2 Subkritik Su ile Ekstraksiyon Calismalari.................... 26
3.2.2.1 Lentinula edodes Mantarinin Subkritik Su ve
CO; ile Ekstraksiyonu.............ccoovviiinennn. 27
3.3.2.2 Ekstraksiyon Sonras1 Bilesenlerin
Belirlenmesi ..........coooiiiiiiiii 28

3.3 Lentinula edodes Mantarindan Ekstrakte Edilen Polisakkaritlerin

Ortalama Molekiiler Kiitlelerinin Belirlenmesi........................ 28

3.3.1 GPC Analizleri........ccouiiiiiiiiii 28

3.3.2. HPSEC-MALLS Analizleri...........cooooiiiiiiiiiin... 29

3.4 Enzimle Parcalama....................ooiiiii i 30

3.5 Polisakkarit Ekstraktlarinin Kimyasal Bilesimin Belirlenmesi.......31
3.5.1. Monosakkarit Analizleri...............ccoooeviiiiiii i, 31

3.5.2. Lowry Protein Metodu..............cooviiiiiiiiiii i, 32

3.5.3 Uronik Asit Igerifi.........oovvviiiiiiiiiii e 32

3.5.4 COzUNUITGK Testi....oovviiniiii e, 32

3.5.4.1 Bazik Ortamda Coziiniirliik Testi
(JECFAL) o 33
3.5.4.2 Notral Ortamda Coziiniirliik Testi

(JECFA2). .o 33

3.6 FT-IR Infrared Analizleri..............ooooiiiiiiiiiiiii i 33

4. BULGULAR VE TARTISMALAR......ccoiiiiiiiiiiiiiei e, 35
4.1 GPC Analizleri.......c.oooiiiii i, 35

4.2. HPSEC- MALLS Analizleri..........ocoovviiiiiiiiiiiiiiiiii, 41
4.3 Polisakkarit Ekstraktlarinin Bilesimi...........................o 46

4.4 Infrared (FT-IR ) Sonuglart.............ooceviiiiiiiiii e, 48
5.SONUCLAR VE ONERILER........ccccooouitttiimiirineiesiesiseiesiesesessesienens 51

KAYNAKLAR. ...ttt e e e e 54

OZGECMIS....oeeeeeeeeeeee e, 66
ERLER . . e 67



CiZELGELER DiZiNi SAYFA

CIZELGE 1.1.

CiZELGE 4.1.

CIZELGE 4.2.
CIZELGE 4.3.

CiZELGE 4.4.

CIZELGE 4.5.
CiZELGE 4.6.

Lentinula edodes mantarinin biyolojik aktiviteleri

ve farmakolojik etkileri..............ooooiiiii 4
Lentinula edodes mantarinin farkli ekstraksiyon kosullarinda

elde edilen kaba polisakkarit miktarlari....................... 35
Kalibrasyon egrisi degerleri...............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 37
Lentinula edodes mantariin polisakkaritlerinin

molekiil kiitlesi dagilimi..............ooooi i, 40
Lentinula edodes polisakkaritlerinin farkl ekstraksiyon
kosullarindaki molekiil kiitle Dagilimi............................... 41
Lentinula edodes mantarinin temel bilesenleri........................46
Lentinula edodes mantarinin farkli ekstraksiyon

kosullarindaki fiziksel 6zellikleri ..., 48

VI



SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 1.1.
Sekil 1.2 .
Sekil 1.3.

Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.
Sekil 1.9.
Sekil 1.10.
Sekil 1.11.

Sekil 1.12.
Sekil 1.13.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Lentinula edodes(Shiitake). ..o 5

Lentinula edodes(Shiitake)...............coooiiiiiiiiii 5
Seker molekiiliiniin 4C1 sandalye konformasyonunda anomerik

DaAGIANtL. ..o e 7
Lentinan (1—6): (1—-3) B-Dglukan................ccooi, 9
Eritadenin. . ......ooiniiiii 10
AVAT7: 10071010 N 11
AV 4171071 D 11
Riboflavin (By) vitamini...........coooiiiiiiiiiiii e 12
Kobalamin (Bi) VItamini...........cooeiiiiiiiiiiii e e e, 13

Suyun faz diyagrami...........c.cooviiiiiiii 15

Suyun sicaklik, basing ve yogunluk iliskisini gosteren

tc boyutlu sekil..... ..o 15
Suyun dielektrik sabiti degerleri...............oooiiiiiiiiiiii 16
Suyun 1yon ¢arpimi Sabitl........ooueeiiiiiiiiie i 16
Parr Instrument Co., model 4575 HP/HT reaktorii..............ccvvvee 27
HPSEC-MALLS SISteMI. ... uvtttieiititiitiieeee e 30
Monosakkarit analizlerinde kullanilan Varian HPLC sistemi............ 31

Dekstran standartlarin Ultrahydrogel 2000-250 kolondan

eliisyonun durumunu gosteren kromatogram....................cceeneenn.. 36
Dekstran standartlarinin GPC analizi sonucu olusturulan

Kalibrasyon €ZriSl. . ....vuevuie it 36
Lentinula edodes mantarinin 50+5°C - 4025 psi basingtaki
ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC
Kromatogramil. ... ....couviuiuiitii i 38
Lentinula edodes mantarmin 100°C +4 - 4150 psi basingtaki
ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC

KIOMAtOZIAIMI. ...\ttt ettt e e e e e e eeeenans 38

VII



Sekil 4.5. Lentinula edodes mantariin 150°C +2- 4100 psi basingtaki

ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkaritin GPC

KromatOZIraml. .....oouineiiit it 39
Sekil 4.6. Lentinula edodes mantarinin 100°C 1 atm basingtaki

ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkaritin GPC

KrOmMatO@IamI. .. ..ottt e e 39
Sekil 4.7. Sicak su, 50, 100, and 150° C’de Shiitake mantarinin

polisakkaritlerinin HPSEC kromatogramlari

a) RID b) MALLS

¢) UV dedektor Olgtimleri.........ooooviiiiii e 42
Sekil 4.8. Islem gérmemis Shiitake mantar ile enzim kor ¢ozeltisinin protease

enzimi ile 24 ve 48 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen HPSEC

kromatogramlar1 a) MALLS-RID-UV dedektor cevabi (24 saat)

b) MALLS-RID- UV dedektor cevabi (48 saat) ¢) UV dedektor

0712 1 2 44
Sekil 4.9. BSA standartina ait kalibrasyon egrisi..............ocevviiiniienienieeneennn 46
Sekil 4.10.WPI standartina ait kalibrayon egrisi..............cooveiiiiiiiiiiininnnnnn.. 47

Sekil 4.11. Shiitake mantarindan sicak su, 50, 100 ve 150°C de
subkritik su ile ekstrakte edilen
polisakkaritlerin FT-IR spektrumlart................cooooiiiiiiiiiinn. 50

VIII



SIMGELER VE KISALTMALAR

Satm

S50, S100, S150
SWE

HPLC

RID
GPC

HPSEC

MALLS

HPSEC-MALLS:

: Shiitake mantar1 sicak su ekstrakti

: Shiitake mantar1 subkritik su ekstraktlari
: Sub-critical Water Extraction (Subkritik Su Ekstraksiyonu)
: High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek

Performansh S1vi Kromatografisi)

: Refractive Index Dedector (Refraktif Indeks Dedektorii)
: Gel Permeation Chromatography (Jel -Gegirgenlik

Kromatografisi)

: High Performance Liquid Chromatography- Size Exclusion

Chromotography (Yiiksek Performansli Boyut-Eleme
Kromatografisi)

: Multi Angle Light Scattering Dedector (Cok Acil1 Lazer Isik

Sacilim Dedektorii)

High Performance Liquid Chromatography- Multi Angle Light
Scattering Dedector (Yiiksek Performansli Boyut-Eleme
Kromatografisi- Cok Acili Lazer Isik Sagilim Dedektorti)

MWCO : Molecular Weight Cut Off
MWR : Molecular Weight Range

IX



1. GIRIS Avyse FIRAT

1. GIRIS

Mantarlar, Cin ve Japonya gibi Uzak Dogu iilkelerinde tibbi yararlar
nedeniyle yiizyillardan beri tiiketilmektedir. Mantarlar genellikle, mineral ve
vitaminlerce zengindirler ve diisiik yag icerigine sahiptirler (Manzi ve ark., 2001).
Shiitake (Lentinula edodes) mantari, diinya iiretiminde ikinci sirada yer alan, ¢ok
popliler ve yenilebilen bir mantardir. Bununla birlikte bu konuda son birkag¢ yila
kadar kapsamli bir arastirma yapilmamistir. Lentinula edodes dahil tibbi mantarlar
olarak adlandirilan yliksek Basidiomycota iiyesi fungal maddelerin meyvesinden
(fruiting body) veya misellerinden su ile kaynatilarak ekstrakte edilen bazi
polisakkaritlerin immiin sistemini gii¢lendirici ve bazi kanserli dokular iizerinde
antikanser etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Reshetnikov ve ark., 2001). Bugiine
kadar bu polisakkaritler sadece atmosferik kosullarda kaynar su ile ekstrakte edilmis,
suda coziinmeyen kesimlerin bir kismi ise %5’lik veya bu civarda degisen
derisimlerde alkali ¢ozeltiler ile ekstrakte edilmislerdir (Chang ve ark., 1996).
Basidiomcyetes grubuna dahil olan mantarlar, biyolojik aktivitelere sahiptir. Bazi
mantarlar, Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki Uluslararas1 Kanser Enstitiisii
tarafindan bagisiklik sistemini giliclendirici ve antitimor aktivitelerine gore
smiflandirilmigtir  (Ikekawa, 2001). Terapik aktivitelere sahip olan bilesenler;
mantarlarin meyve kisimlarinda veya misellerinde bulunan polisakkaritler, protein
bagli polisakkaritler (glukoprotein), glukanlar ve heterogalaktanlardir. Biyolojik
aktiviteleri fazla olan B-D-glukanlar Grifola frandosa, Ganoderma lucidum,
Trametes versicolor, ve Lentinula edodes gibi mantarlardan ekstrakte edilirler
(Wasser, 2001). B-D-glukanlarin biyolojik aktiviteleri ise molekiil yapilarina ve
konformasyonlarina baghdir (Wagner, 1988; Bohn, 1995). Tricholomataceae
familyasindan olan Lentinula edodes 1994 istatistiklerine gore 826 000 ton ile kiiltiir
mantarlar1 arasinda Agaricus bisporus’tan sonra ikinci sirada en ¢ok yetistirilen
mantardir. Agaricus bisporus, fermente edilerek hazirlanmis kompostta yetistirilirken
Lentinula edodes, baz1 agaglarin kiitiik ve talas ile hazirlanmis sentetik kiiltiirtinde de
yetistirilebilmektedir. Yetistiricilik daha ziyade uzak dogu tlkelerinde yaygin olarak
yapilmaktadir.



1. GIRIS Avyse FIRAT

Bu c¢alismada Lentinula edodes mantarlarindaki polisakkaritler subkritik su ile
ekstrakte edilmistir. Su icin subkritik kosullar 99,97 °C <t < 374,15 °C ve 217,76
atm < P olarak alinmistir (Ohtaki, 2003, Nakahara ve ark., 1997). Daha once de
belirtildigi gibi gerek Lentinula edodes, gerekse diger tibbi mantarlar bu kosullarda
hi¢ ekstrakte edilmemislerdir. Subkritik su ekstraksiyonunda sicakligin ve basincin
arttirllmasiyla su molekiillerinin mantarlarin yapisinda bulunan polisakkaritlerle
etkilesimi daha fazla olmakta ve bunun yani sira ekstraksiyonun karbondioksit
ortaminda yapilmasi polisakkaritlerin hidrolizini arttirmaktadir. Bu ¢alismada,
subkritik su ekstraksiyonuyla bu mantarlarin yapisinda bulunan polisakkaritlerin
ekstrakte edilmesi ve ekstrakte edilen ve kismen parcalanmis polisakkaritlerin

molekiil agirliklarinin belirlenmesi, karakterizasyonlarinin yapilmasi hedeflenmistir.

1.1 Shiitake Mantarlarimin Bulunusu ve Taksonomisi

Shiitake (Lentinula edodes) mantar1 “Basidiomycetes” sinifinin iiyelerinden
biridir. Basidiomycetes grubu mantarlarinda sporlar bazidyumlarin {iizerinde
olusturulur. Grubun en 6nemli ortak 0Ozelligi, yasam dongiilerinde, hiicrelerin iki
cekirdek tasidigi bir evrenin goriilmesidir. Bir diger ortak o6zellikleri de, hiicre
duvarlarmin ¢ift tabakali olmasidir. Bu grupta; sapkali mantarlar, raf mantarlari, kurt
mantarlart gibi yiiksek yapili mantarlar bulundugu kadar, tehlikeli ve parazit olan
daha ilkel mantar tiirleri de bulunur. Bu mantarlarin gelismis fertlerinde bir¢ok
bazidyumlar meydana gelir. Bazidyum topluluguna bazidiokarp denilir. Bazidiokarp
sapkali, rafli, disli olmak tizere 3 sekildedir. Esey organlar1 gelismez. Eseyli lireme
somatogami iledir. Hiicrelerin birlesmesi farkli eseye ait (-) ve (+) haploit
monokaryotik misellerin toprakta birbirlerine yaklagsmasi sonucu olur. Niikleuslarda
birlesme olmaz. Niikleuslar yan yana gelerek dikaryotik (iki ¢ekirdekli) miseli
meydana getirir. Dikaryotik misel hem yatay olarak gelisir, hem de negatif
geotropizma gostererek dik olarak biiyiir. Ust kisimda miseller yogunlasarak
furtifikasyon (sapka) olusur. Eseysiz lireme bazidiosporlar iledir. Furtifikasyonun
himeniyumundaki hiflerin bir kisminin ucu siser ve ayni zamanda i¢indeki dikaryotik

cekirdekler birleserek diploit bir zigot ¢ekirdegi olusturur. Bunlar bazidyumun {i¢
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kismindaki eldiven parmag: seklindeki sterigma denilen uzantilarin igine girer. Ceper
olusumu ile her bazitten 4 haploit basidiospor meydana gelmis olur (Agaoglu ve
Ilbay, 1991).

Shiitake mantari, Japonya, Cin ve Kore’nin geleneksel lezzetidir. Nemli ve 1lik
bir iklime sahip yerlerde ve sert dokulu agaclarda yetisir. Asilamadan itibaren ilk
meyve olusumuna kadar gecen siire, kullanilan misel kiiltlirii agacin cinsine ve
iklime bagl olarak, 6-18 ay arasinda degisir. Kiitiiklerin kullanim siiresi ise 3-5
yildir. Tibbi mantar olarak taninan bu mantar dogal saglik maddesi ve uzun yagsamin
sirr1 olarak satilmakta, antitimor ve antiviral etkiye sahip olmasi ve cinsel giicii
artirmasi nedeniyle popiilaritesi hizla artan lezzetli ve degerli bir mantardir (Stamets,
1993). Baz1 6nemli bilesenleri, biyoaktif polisakkarit (lentinan), eritadenin, vitamin
D, B, By, yag asitleri ve minerallerdir. Shiitake mantarlarinin bilesenlerinin, bazi
saglik problemlerinde tedavi amagli kullanildig1 bilinmektedir. Shiitake mantarinin
birincil bileseni kolesterolii diistiren eritadenin’dir. Eritadenin, kolesteroliin
diisiiriilmesini hizlandirir (Chihata, 1969). Bu mantarlarin suda ¢oziinebilen lifli
kisimlarindan hem homojen hem de heterojen polisakkaritler/glukan ve gluko-
protein kompleksleri izole edilmistir (Ooi, 2000). Suda c¢o6ziinebilen homojen
polisakkariti B- glukan lentinandir (Chang, 1996, Mizono, 1995). Lentinan; 500 kDa
molekiil agirhiginda, ana zincir olarak B(1-3) bagl D- glukan, yan dal olarak da B-(1-
6) bagli glukoz tinitelerinden olusmaktadir (Sasaki, 1976). Lentinan, bagisiklik
sistemi rahatsizliklarinda, kanser c¢esitlerinde ve AIDS gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Jong, 1992). Ayrica Sarcoma 180 tipi tiimorler ve
metilkloranten igeren birka¢ tip tiimore karsi antitimor aktivitesinin oldugu
bilinmektedir (Chihara, 1969). Diger igerdigi faydali bilesikler, glukanlar ve
glukoprotein kompleksleri bugiine kadar tam olarak belirlenememistir. Mantarlarin
dogal antibiyotik kaynaklari oldugu bilindiginden dolayi, Shiitake ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri de arastirilmistir (Smania, 1995). Shiitake’nin bir diger
bileseni de miselyumundan ekstrakte edilen LEM (Lentinula edodes miselyum
ekstrakt1)’dir. LEM’in insan hiicresinde olusan HIV viriisiinii inhibe ettigi, kronik
Hepatit B’ye karsilik antiviral etkisinin oldugu ve karaciger fonksiyonlarini diizelttigi

kanitlanmistir (Tochikura, 1988; Suzuki, 1989). Biinyesinde yiiksek diizeyde bulunan
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ergesterol, 1sikta D vitaminine doniismektedir. Bu nedenle kemik ve kas gelisimini

hizlandirir ve rasitizm ve lenf hastaliklarinin 6nlenmesini saglar.

Cizelge 1.1. Lentinula edodes mantarinin biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik
etkileri (Anonim, 2005a)

Lentinula edodes Mantarinin Biyolojik
Aktivite ve Farmakolojik Fonksiyonlari

Lentinulaedodes/ Shiitake

Anti-Viral +
Anti-Tumor +
imminolojik Etkisi +
Kan basinci +
Kardio-Vaskdler +
Dusuk kolesterol +
Lipid yukselmesi +
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SEKIL 1.2 Shiitake (Lentinula edodes) (Anonim 2005b)
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1.2. Shiitake (Lentinula edodes ) Mantarinin Bilesenleri
1.2.1. Polisakkaritler

Polisakkaritler olustuklar1 monosakkarit bilesenleri, dizilim siralart ve
baglantilari, baglantilarin anomerik konfiglirasyonlari, halka biiytkliikleri (furanoz
ya da piranoz), mutlak konfigiirasyonlar1 (D- veya L-) ve varsa diger substituentleri
de dikkate alinarak siniflandirilir ve adlandirilir. Zincir konformasyonlar1 ve molekiil
i¢ci etkilesimleri polisakkaritlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde
etkilidir. Belirli bir diizene sahip polisakkaritlerin, zincirdeki glikozit baglantilar
etrafinda donme hareketlilikleri iizerinde etkin sterik kisitlamalar olmasi nedeniyle
bulunabilecekleri konformasyon sayist ¢ok kisithdir.

Nisasta icermeyen polisakkaritlerden seliiloz ve ksilan (xylan) uzunlamasina
(extended) olacak sekilde belirli konformasyonlarda bulunabilirler. Buna karsilik
amilopektin gibi depo polisakkaritleri genis, helikal konformasyonlarda bulunurlar.
Polisakkaritin konformasyonunun az esnek yapida olusu ve yeniden diizenlenmesi ile
fermentasyon, hidroliz gibi tepkimelere girebilme olasilig1 arasinda siki bir iliski
vardir. Pentoz sekerleri, drnegin arabinoz ve ksiloz iki konformasyondan birinde
bulunabilir. Bunlardan arabinoz furanoz halkalar1 olusturur ve daha esnek bir yapiya
kavusurken, ksiloz ve glikozun olusturdugu piranoz halkalar1 daha az esnektirler.
Fazla sayida hidroksil gruplar1 igeren karbonhidratlar genellikle hidrofilik olarak
kabul edilirler. Oysa, monomerlerinin halka konformasyonlari, epimerik yap1 ve
glikozidik baglantilarin  tiirli bazi polisakkaritlerde olduk¢a apolar yiizeyler
olusmasina yol acabilir. Ornegin dektrin, a-(1—4)-baglantili glukanlar, apolar
yiizeyler olustururken, dektranlar, a-(1—6)-baglantili glukanlar ve seliiloz, B-(1—4)-
baglantili glukanlar ¢ok daha az hidrofobik ylizey olusturabilirler. Molekiil ici
hidrojen baglarinin fazlaligi, dis yiizeydeki serbest hidroksil gruplarinin sayisini
azaltacagindan, hidrofoblugu arttiran 6nemli bir faktordiir. 3- ve 4- pozisyonlarinda f3
baglantis1 iceren mannoz veya glikoz homopolimerleri molekiil i¢i hidrojen baglar
cok olan, dolaysiyla hidratasyon orani diisiik, az esnek ve saglam polisakkaritleri

olustururken, 2-, 3- ve 4- pozisyonlarina o baglantis1 olan mannoz ve glikoz
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homopolimerleri daha fazla hidratasyona ugrayan ve daha esnek yapilara sahiptirler
(Almond, 2005).

Sekil 1.3 de seker molekiillerinin *C; sandalye konformasyonunda anomerik
baglant1 etrafinda donme agilar1 iki degisik baglantida, B-(1—4) ve B-(1—06),
gorilmektedir. Metil, hidroksil grubu ile B-(1—6) baglantis1 yapan yap1 o agisi ile
bir fazla serbestlik derecesine sahip oldugu icin daha esnek bir yapiya sahiptir.
Molekiillerin esnekligi (anomerik baglanti etrafinda donebilmeleri) molekiil ici
hidrojen baglarimin varligi ile dogrudan ilgilidir. Bu baglamda furanoz halkalari,
piranoz halkalarindan daha esnektir. Ancak, polisakkarit molekiillerinin su ile
etkilesim diizeyi prosesin sicaklik ve basinci, dolaysiyla su molekiillerinin polaritesi,
hidronyum ve hidroksil iyonlarinin derisimi gibi etkenler polisakkarit molekiilii ile
hidrojen bag1 yapabilme etkinligini belirleyecek, bu da mevcut proses kosullarinda
polisakkarit molekiillerinin alacaklar1 yeni konformasyonlar1 belirleyecektir

(Kirschner ve Woods, 2001).
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Sekil 1.3. Seker molekiillerinin *C, sandalye konformasyonunda anomerik baglanti
etrafinda donme acilariin iki degisik baglantida B-(1—4) ve B-(1—6) gosterilmesi



1. GIRIS Avyse FIRAT

1.2.1.1. Polisakkaritlerin Hidrolizi

Polisakkaritlerin, 6zellikle seliilozun hidroliz yoluyla esas {iriin olarak glikoza
dontstiirilmesi ve glikozdan da fermentasyon yolu ile etil alkol elde edilmesi
konusuna ilgi tarihsel olarak 1940’lara kadar uzanir (Dunning, 1945). Asit
katalizorliigiinde hidroliz ¢alismalarindan (Thomson ve Grethlein, 1979; Church ve
Wooldridge, 1981; Mok ve ark., 1992) sonra asit eklenmeden subkritik ve siiperkritik
su ile ¢aligmalar 6ne ¢cikmistir (Bonn ve ark., 1983; Towsend ve ark., 1988; Klein ve
ark., 1990; Adschiri ve ark., 1993; Bobleter, 1994; Sakaki ve ark., 1996, 1998, 2000;
Ehara ve Saka, 2002). Karbondioksit varliginda karbonik asitin katalitik etkisi ile
daha 1liml1 kosullarda (200 °C) nisasta ve baz1 diger polisakkaritler etkin bir sekilde
hidroliz edilebilir (Miyazawa ve Funazukuri, 2005). Sakaki ve ark. (1996),
seltilozdan 355°C sicaklikta 15 s siirede oligomer {iriinlerin yani sira % 40’lara varan
glikoz olusumunu bildirmiglerdir. Ancak prosesin devaminda gaz iirlinlere ve
metanolde ¢dzilinen bozunma lriinlerine doniisiim artarken karbonize (char) tirlinler
de gozlenmistir. Sasaki ve ark. (2000) ise selilozun 25 MPa basingta ve ¢esitli
subkritik ve siiperkritik kosullarda doniisiimiinii ayrintili bir sekilde inceleyerek 350
°C ve lzerindeki sicakliklarda seliilozun hizla (0,05-10,0 s) glikoza kadar hidroliz
oldugunu, ancak 320-350 °C sicaklik araliginda hidroliz hizinin diistiigiinii, buna
karsiik  glikoz  ve digerlerinin  bozunma tepkimelerinin  gergeklestigini
gbzlemlemislerdir. Ehara ve Saka, (2002) seliilozu batch- ve flow-tipli reaktorlerde

stiperkritik su ile etkilestirdiginde benzer sonuglar elde etmislerdir.

1.2.1.2. Lentinan

Lentinan, Shiitake mantarindan ekstrakte edilen, suda ¢ozlinebilen bir
polisakkarittir. Lentinan, anti-tiimor etkisinin oldugu bilinen B-glukandan izole
edilmistir ve Lentinula edodes’in meyve kismindan sicak su ile ayrilir (Chihara ve
ark., 1969, 1970). Lentinanin yapis1 B-1,3 ve B-1,6- D glukan seklindedir. Lentinanin
molekiiler formiili (C¢H;0Os), dir ve molekiiler kiitlesi yaklagik 500 kDa’dur.
Lentinanin mafsaldaki habis timorlerini azalttigi veya yok ettigi ve ayrica makrofaj

fonksiyonlarmin aktivitesine karsi bagisiklik kazanilmis etkisinin  oldugu
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kanitlanmistir (Freunhauf et al., 1982, Ladanyi ve ark., 1983). Ayrica fare derisindeki
Sarcoma 180 tiimor hiicrelerine karsi kuvvetli antitiimor aktivitesinin oldugu
bilinmektedir (Maeda ve Chihara, 1969). Bunlardan bagka beyin kanamalari, damar
sertligi, virlis fonksiyonlar1 ve bir¢ok hastaliklar {izerinde yavaglatict ve Onleyici
etkisi bulunmaktadir. Lentinan, T yardimeci hiicrelerini ve makrofajlar1 aktif hale
getirerek ve ayrica beyaz kan hiicrelerini sararak, bakteri ve parazitlerin veya
viriislerin sebep oldugu enfeksiyonlara karsi bagisiklik sistemini uyarir. Lentinan,
bagisiklik sistemi rahatsizliklarinda, kanser cesitlerinde ve AIDS gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Jong, 1992).

CH;OH CHOH
Q (]
o4 1 OH 1
1] HO [
OH @ OH O
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Sekil 1.4. Lentinan (1-+6): (1+3)-8-D-glukan (Chihara ve ark., 1989)

1.2.1.3. Lentinula edodes Miselyum Ekstrakti (LEM)

Lentinula edodes miselyum ekstrakti LEM (B-glukan-protein kompleksi),
mantarin miselyumundan ekstrakte edilir (Lo, ve ark., 2007). Toz halindeki miselden
sicak su ekstrakti ile alinir ve 40-50 °C sicaklik araliginda 50-60 saat spesifik bir
enzim ile hidrolizlenerek inkiibe edilir. Kalint1 60°C’de su ile ekstrakte edilerek,
siiziiliir ve dondurularak kurutulur. Islemler sonunda toz halinde elde edilen ve acik
kahverenkteki madde LEM’dir, ortalama bir kg’lik miselyumda 6 ya da 7 gram
dolayinda olup insan hiicresinde olusan HIV viriisiinii inhibe ettigi ve kronik Hepatit
B’ye kars1 antiviral etkisinin oldugu ve karaciger fonksiyonlarini diizelttigi
kanitlanmistir (Tochikura, 1988, Suzuki, 1989). Ayrica LEM’in, kanser tedavisinde,
kalp rahatsizliklari, hipertansiyon ve bulasict hastaliklarda tedavi amach kullanildigi

bildirilmistir (Bensky, 1993).
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1.2.2 Proteinler
1.2.2.1 Eritadenin

Shiitake’nin metabolizmayr hizlandirdigi ve kolesterolii diistirdiigii ilk kez
Kaneda ve Tokuda (1966) tarafindan agiklanmistir. Shiitake’nin %36 oraninda
toplam plazma kolesteroliinli azalttif1 belirtilmistir. Toplam plazma kolesteroliinii
azaltan Shiitake bileseni amino asit eritadenin’dir. Eritadenin (2,3-dihidroksi—4-(9-
adenil)-butirik asittir. Eritadenin, Lentinula edodes mantarindan elde edilen
hipokolesteromik bir faktor olup, lipid metabolizmasi iizerinde degisebilir oranlarda
etkilidir. Eritadenin insan ve hayvanlarin biitiin lipid bilesiklerinde bulunan ve serum

halindeki lipoproteinleri azaltir. Cok diisiik toksiste gosterir ve oral yoldan

NH,
N
0
g “en,

uygulandiginda etkilidir.
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Sekil 1.5. Eritadenin’nin kimyasal yapisi

1.2.3 Vitamin D

D vitamininin D, ve D; olmak iizere iki sekli vardir. D, vitamini
(ergakalsiferol) D vitaminin sentetik sekli olup mayada bulunan ergesteroliin UV
1sinina tutulmasi ile elde edilmektedir. Vitamin D3 (kolekalsiferal) ise insan ve
hayvanlarin derisinde dogal olarak bulunan oncii bilesik 7-dehidrokolesterolden
yapilir. Bu olayin gerceklesmesinde de giinesin UV 1sinlar1 rol oynar. Yeterince
giines 15181 alan kisilerin D vitamini almasina gerek yoktur. D vitamini 6zellikle balik

ve karaciger yaginda olmakla beraber siit iiriinleri ve mayada da bulunur.

10
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Ho*”

Sekil 1.6. Vitamin D,

Ho"

Sekil 1.7. Vitamin D3

Vitamin D; kendi bagina aktif degildir ancak aktif sekli olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferol i¢in oncii bilesiktir. Vitamin D; 6nce karacigerde 25. karbon
atomunda, sonra bobreklerde 1. karbon atomundan hidroksillenir ve viicudun diger

boliimlerine yollanir. Bu olay asagidaki sirada gerceklesir:

11
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7- dehidrokolesterol — kolekalsiferol (Ds) — 25-hidroksikolekalsif

— 1,25- dihidroksikolekalsiferol

1,25-dihidroksikolekalsiferolin =~ birinci  derecede  etkisi  bagirsaktan  Ca
absorbsiyonunu arttirmaktadir. D vitamini eksikliginde Ca ve P metabolizmasi
bozulur ve 6zellikle ¢ocuklarda rasitizm ve diger kemik bozukluklarina neden olur.
Fazla D vitamini alinmasinin bir faydasi yoktur aksine fazla D vitamini alinmasina
bagli olarak kandaki kalsiyum seviyesi ylikselir bu bobreklere zarar verir ve yumugak

dokularda kalifikasyona neden olur (De Luca, ve ark., 1998).

1.2.4 Vitamin B, (Riboflavin)

Riboflavin et, karaciger, bobrek, kalp, fermentasyon yapan aneorobik
bakteriler, siit ve bitkisel kokenli besinlerde bulunur. Bagirsak florasinda bulunan
enzimler tarafindan sentezlenir. Bu nedenle riboflavin eksikliginin insanda yarattig
sonuclar hakkindaki bilgiler azdir, ancak agiz, burun, ve dilde doku pargalanmasina
neden oldugu oldugu bildirilmektedir. Riboflavin, flavinmononiikleotid (FMN) ve
flavin adenin diniikleotid (FAD) olarak bilinen iki koenzimin yapisinda bulunur ve
dehidrojenasyon reaksiyonlarinda rol oynayan enzimlerin siki grubudur (Breen ve

ark., 2003).
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Sekil 1.8. Riboflavin(B,) vitamini
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1.2.5 Vitamin B;, (Kobalamin)

By, vitamini elzem eser elementlerden kobalt igeren kompleks yapili bir
vitamindir. B, vitamini eksikliginde folat eksikliginde goriilen anemi tablosuna
benzer bir anemi goriilir. Bu anemi c¢esidi mide mukozasinda sentezlenen B,
vitaminin bagirsaktan absorblanmasinda etkili olan protein yoklugunda ortaya ¢ikar.
Bu anemi ¢esidi ve buna bagli olarak gelisen sinir sistemi bozukluklarinda parenteral
yolu ile By, vitaminin hastalara verilmesi gerekir. By, vitamini et, karaciger, bobrek
gibi daha cok hayvansal besinlerde bulunur. Bu nedenle sadece sebze ile beslenen
kisilerin B, vitamini almalar1 gerekir. Vitamin B, bitki ve hayvanlar tarafindan

yapilmaz sadece az sayidaki mikroorganizmalarca olusturulur (Pratt, 1972).

HC o7 o

HO

Sekil 1.9. Kobalamin (B, Vitamini)

1.3. Subkritik ve Siiperkritik Suyun Ozellikleri

Saf bir maddenin kendine 6zgii bir kritik sicaklik degeri vardir. Bu sicaklikta
maddenin buhar basincina kritik basing adi verilir. Bir madde kritik sicakliginin

iistiinde bir sicaklikta basing ne kadar yiiksek olursa olsun sivi fazda bulunamaz. Bu

13
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faza stiperkritik faz adi verilir. Siiperkritik fazda maddenin kritik kosullarda vizkosite
ve yogunluk degerleri gaz ve sivi faz degerleri arasinda olmakla beraber vizkositesi
stvi halinden on kat daha diisiik, buna karsilik diflizyon hizi sivininkinin on kati
kadar biiyiik olabilmektedir. Sekil 1.10 suyun faz diyagramim gostermektedir. Su
diger tiim molekiiler maddelerden oldukc¢a farkli fiziksel 6zelliklere sahip olup, faz
diyagrami da diger maddelere kiyasla olduk¢a karmasiktir. Bunun temel nedeni su
molekiilleri arasinda olusan kuvvetli hidrojen baglar1 olup, sicaklik ve basing
kosullarinin degismesine kosut olarak hidrojen baglarinin nitelik ve niceligindeki
degismeler, suyun yogunlugu, dielektrik sabiti, iyon carpimi gibi degerlerinde 6nemli
degisikliklere yol acar. Sekil 1.10°da mavi renkli bolge kati hali, yesil siv1 hali ve gri
buhar (gaz) halini géstermekte, 374,15 °C (647,15 K) sicaklik ve 217,76 atm (22064
kPa) basingla belirlenen kritik noktanin {izerinde ise bej rengi siiperkritik fazi
gostermektedir. Ancak kritik sicakligin iizerinde, basing 1010 kPa’in {izerindeki
degerlere c¢ikildiginda siiperkritik faz bolgesinden ¢ikilip, kati faz bolgesine
girilmektedir. Bu durum su molekiilleri arasindaki hidrojen baglarindan kaynaklanan
0zel bir durumdur. Ayrica kat1 faz bolgesi incelendiginde tam 12 adet farkli kati faz
bolgesi goriilmektedir. Caligmamiz ilgilendiren kisimlar stiperkritik faz ile subkritik
diye adlandirilan yiiksek basingli sivi faz bolgesidir. Degisik yayinlarda suyun
subkritik faz bolgesine iliskin sicaklik ve basing sinir degerleri farkli olarak ele
alinmaktadir. Burada esas alinacak olan Ohtaki (2003) ve Nakahara ve ark. (1997),
tanimidir. Buna gore subkritik bolge t, <t <t, ve P, <P sinir degerleri ile tanimlanur.
Su i¢in bu degerler 99,97 °C <t <374,15 °C ve 217,76 atm < P seklinde olacaktir.

Suyun sicaklik, buhar basinct ve yogunluk iliskisi Sekil 1.11 de verilmistir. Bu
calismada kullanilacak bazi sicaklik noktalarinda ayrintili buhar basinci degerlerini
vermek gerekirse 100, 200, 300 ve 374°C noktalarinda sirasiyla 102,32, 1554,43,
8590,33 ve 22060 kPa’dir (Weast, 1976). Siiperkritik bolgede artik siv1 fazin varligi
s6z konusu olmadigr i¢in, buhar basincindan bahsetmek de s6z konusu degildir.
Kritik noktada yogunluk 0.323 g.cm™ olup normal cevre sicakligi kosullarindaki
degerin yaklasik ticte biridir.

14
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Sekil.1.10. Suyun Faz Diyagrami (Glasser, 2004).
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Sekil.1.11. Suyun sicaklik, basing ve yogunluk iliskisini gosteren ii¢ boyutlu
diyagrami (Wagner ve Pruss, 1995)
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Sekil 1.12. Suyun dielektrik sabiti degerleri ~ Sekil 1.13. Suyun Iyon Carpim Sabiti
(Glasser, 2004) (Glasser, 2004)

Su ile subkritik ve siiperkritik kosullarda yapilacak ekstraksiyonlarda énemli
bir parametre dielektrik sabiti degeridir. Sekil 1.12°de suyun ¢esitli sabit basing
degerlerinde sicaklik ve yogunluk degiskenleri ile dielektrik sabitinin () iliskisi
goriilmektedir. Gortildiigii gibi suyun normal kosullardaki bagil € degeri 80 civarinda
iken, siiperkritik bolgede bu deger 2’ye dogru bir diisiis gostermektedir. Hekzan,
heptan ve karbontetrakloriir gibi tamamen apolar olan organik coziiciilerin bagil €
degerleri 2 civarinda olduguna gore, sliperkritik suyun da tamamen apolar nitelikli
bir ¢ozgen oldugu anlasilmaktadir. Buna karsilik, sicaklik ve basing parametrelerini
ayarlayarak sub-kritik bolgede ve daha 1limli sicaklik ve basinglarda orta polarlikta
veya yiiksek polarlikta su ¢ézgeni ile polariteleri oldukg¢a farkli bilesenleri bir kati
matriksten se¢ici olarak ekstrakte etmek miimkiindiir.

Suyun iyon carpim degerleri de sicaklik ve basing parametrelerindeki
degisikliklere bagl olarak oldukga ilging bir degisim gdstermektedir. Sicakligin 500
°C’nin altinda ve basincin da 60 MPa veya iizerinde oldugu tiim durumlarda iyon
carpim degeri 1x10"*den biiyiiktiir. Basincin 35 MPa civarinda olmasi durumunda,
400 °C’nin altindaki stiperkritik ve subkritik bolgelerde de iyon ¢arpim degeri 1x10°
' den biiyiiktiir. Sicakligin 200-300 °C arahiginda olan bolgede ise basingtan oldukga
bagimsiz bir sekilde iyon carpim degerinin en yiiksek degerlere (~ 10'") ulastig:
gorilmektedir. Bu bolgede hidronyum ve hidroksil derisimleri oda sicaklig

kosullarina gore yaklasik 30 kat daha biiytlik degerlere sahiptir.
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Polisakkaritlerin su ile ekstraksiyonu stirecinde, ekstraksiyon kosularina gore
kismen ya da tamama yakininin hidroliz olma durumu s6z konusudur. Hidronyum ve
hidroksil iyonlarmmin derisimlerinin goreceli olarak yiiksek olmasi, hidroliz
tepkimelerini  de  katalizleyerek  ekstraksiyon  sonucu elde  edilecek
polisakkaritlerin/oligosakkaritlerin ortalama mol kiitlelerinde azalma, buna karsilik

monosakkarit ve diger ¢0ziiniir lirlin miktarinda artigsa sebep olacaktir.

17
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2. ONCEKI CALISMALAR

Lou ve ark. (1994), calismalarinda mantarlardaki serbest temel niikleikleri,
niikleotidleri ve niikleik asitleri belirlemek icin bir metot gelistirmislerdir.
Mantarlardan niikleo-bilesiklerin izole edilmesinde; ilk once ekstraksiyon yontemi
uygulanmis, daha sonra niikleik asit grup bilesiklerini birbirinden ayirmak i¢in boyut
eleme kromatografisi kullanilmistir. Niikleik asitlerden hidrolizle ayrilan niikleotidler
ve temel niikleikler HPLC yontemi ile tanimlanmigstir. Niikleotidleri analiz etmek
i¢in iyon cifti kromatografisi kullanilmistir. Niikleotidler ve niikleosidler diyot serili
dedektor kullanilarak (A=260 nm) analiz edilmistir.

Lelik ve ark. (1997), Shiitake misellerinin kiiltiirlerini tiretmek i¢in ekonomik
metod bulunmasi ve Lentinus misellerinden biyoaktif bilesen eritadenin ve temel
bilesik olan lentinani tanimlamak icin arastirma yapmislardir. Shiitake miselleri
submerged kiiltiirtinde basarili bir sekilde iiretilmistir. Shiitake misellerinde tiretilen
biyoaktif bilesik olan eritadenin i¢in GC-MS Olclimleri yapilmistir. Lentinan,
trithiolan ve diger aromatik bilesikler tanimlamislardir.

Vitanyi ve ark. (1998), calismalarinda Shiitake mantarmin ekstraktlarindan
eritadenini GC-MS sistemini kullanarak tanimlamigslardir. Gaz kromatografisi ve
kiitle spektrometrisinde apolar kapiler kolon ve kiitlede iyonlastirma kaynagi olarak
elektron impakt kaynag kullanilmistir. Ornek hazirlama iki basamak igermektedir;
ilk once Shiitake mantarindan eritadenin ekstrakte edilmesi ve sonra N-metoksi-N,O-
bistrimetilsili karbomat ile 80°C’de etkilestirilmesidir. Bu basit ve hizli metod 1yi bir
ayirim saglar ve mantarin sapka kismindaki eritadeninin tanimlanmasi i¢in oldukca
faydal1 bir metottur.

Zhang ve ark.(1999), calismalarinda alfa-glukan (L-FV-II) ve beta-glukan (L-
FV-1)’1 Lentinula edodes mantarinin meyve govdesinden ekstraksiyonla izole
etmislerdir. Ekstraksiyon asamasinda %5 NaOH, %0.5 NaBH, kullanilmis ve daha
sonra 1 M asetik asit ile ¢oktiirme yapilmigtir. HPLC, C-13 NMR ve infrared analiz
sonuclarina bakildiginda L-F-II yani a (1-3)-D glukanin hafif (1 - 6 ) dallanmasinin
oldugu belirtilmistir. L-F-I yani B (1- 3)-D glukanin %10 oraninda protein i¢erdigini

ve dallanmalarin oldugu sonucuna varilmstir.
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Jang ve ark. (1999)’'nin yaptigi calismanin amaci, Flammulina velutipes,
Shiitake ve Aparicus bisporus mantarlarindaki polisakkarit ekstraktlarinin insan
hepatoma SMMC 7721 hiicreleri ve fare derisindeki Sarcoma 180 tiimoriiniin in vivo
tizerindeki etkilerini incelemektir. Bu mantarlarin  polisakkaritleri meyve
govdesinden sicak su ekstraksiyonu, Sevag’la proteinlerin uzaklastirilmasi, etanol
coktiiriilmesi, tripsin dinlendirilmesi ve etanoliin fraksiyonlu c¢oktiiriilmesi gibi
yontemlerle izole edilmistir. Insan hepatoma SCMM 7721 hiicreleri 50 mg/L
polisakkarit ekstraktlar1 ile muamele edilmis ve mitoz igerikleri ve mitokondri
aktiviteleri farkli zamanlarda ikili kontrollerle deneysel grup c¢alismalariyla
bulunmustur. Fare derisindeki S—180 tiimorleri viicut agirliginin kilogrami basina 24
mg olacak sekilde, 9 giin boyunca polisakkarit ekstraktlarina enjekte edilmis ve
timdriin agirhigr 15. giinde Olglilmiistiir. Mitozun, in vitro hepatoma hiicreleri ii¢
¢esit yenilebilir mantarlarin polisakkarit ekstraktlar: ile muamele edildiginde, 6nemli
Olcilide azaldig goriilmiistiir. Hiicre numaralar1 ve mitokondri aktivitesine ait SCMM
7721 hiicreleri, diger kontrol gruplarminkinden daha az polisakkarit ile
etkilestirilmistir. Polisakkarit ekstraklarinin farenin S—180 tiimorlerine karsi
inhibisyon oranlar1 %52.8, 9%56.6, %51.9° dur. Yenilebilir {i¢ ¢esit mantarin
polisakkarit ekstraktlarinin sadece vitrodaki koétii huylu hiicreleri degil, vivodaki S—
180 hiicrelerini de azalttig1 gézlenmistir.

Cheung ve ark. (2002), Shiitake ve Volvarielle volvacea mantarlarinin
metanol ve saf su ekstraktlarindaki antioksidant kapasitelerini ti¢ farkli metodla
arastirmiglardir. Bunlar B-karoten, linoleik asit sistemi, 1-1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal aktiviteleri ve peroksi radikalleri tarafindan fare eritrositinin
hemolizinin yavaglatilmast gibi yontemlerdir. DoOrt mantar ekstrakti arasinda
Lentinula edodes’in su ekstrakti radikal aktivitesi acgisindan her metotta en fazla
aktivite gostermistir. Ornegin, B-karoten metodunda 20 mg/ml’de %75,9 oraninda;
DPPH radikal aktivite metodunda 6 mg/ml’de %55,4 oraninda; eritrositin
hemolizinin yavaslatma metodunda ise 5 mg/ml’de 9%94,9 oraninda radikal
inhibisyonu gozlenmistir. Sonu¢ olarak su ekstraktindaki toplam fenoliklerin,
metanol ekstratindaki fenoliklerden daha yiiksek oldugu ve bu nedenle bu

ekstraktlarin giiclii antioksidant aktivitelerinin oldugu saptanmaistir.
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Akamutsu ve ark. (2004), yenilebilir mantarin miselini bir kiitiik iizerinde
kiiltiire etmisler ve mantar olgunlastiktan sonra iki fraksiyon yOntemi
uygulamislardir. Bunlardan birincisi sicak-su ekstraksiyonu (LEM) digeri ise etanol
ekstraksiyonudur (ESMe). Farenin dimetilnitrozaminle etkilestirilmesiyle LEM’in ve
ESMe’nin hepatokoruma etkilerinin olup olmadig1 kontrol edilmistir. iki fraksiyonun
da kan aspartat aminotransferaz ve alain aminotransferaz seviyelerini diistirdiigiinii,
kollojen liflerin toplanmasini kismen inhibe ettigi goriilmiistiir. Her iki fraksiyonun
ayrica morfolojik degisimleri ve izole edilmis fare hepatatik stallete hiicrelerini
inhibe ettigi belirtilmistir. Iki fraksiyonun polifenolleri icerdigi saptanmustir.

Mondal ve ark. (2004), yenilebilir bir mantarin, Termitomyces eurhizus,
meyve kismindan suda c¢Oziinebilen polisakkaritleri ekstrakte etmigler ve bu
polisakkaritlerin yapisini arastirmiglardir. PS-I ve PS-II olarak kodlanan iki homojen
polisakkarit fraksiyonunun monosakkarit olarak sadece D-glukozu igerdigini
bulmuglardir. Metilasyon analizleri ve periyodat oksidasyonu ¢alismalarinin ardindan
GLC-MS (gaz-siv1 kromatografisi-kiitle spektroskopisi) analizleri ile yapidaki
baglanmalar belirlenmis ve buna gore PS-I’deki seker iinitelerinin (1—3)-D-
glukopiranozil ve (1—6)-D-glukopiranozil olduklar1 saptanmistir. Bununla beraber,
PS-I’'nin D-glukoz igerdigi ve D-glukoz’un baglanma seklinin de (1—6)-D-
glukopiranozil oldugu tanimlanmistir.

Vuillaud ve ark. (2004), Lentinula edodes, Agaricus bisporus ve Boletus
edulis gibi yenilebilir mantarlardaki 6nemli ve toksik elementlerin fraksiyonlama
yontemlerini nelerin etkiledigini incelemislerdir. Bu incelemeler yapilirken de
elementel ayrimlar belirlemek i¢in boyut eleme kromatografisiyle birlestirilmis ICP-
MS cihazi kullanilmigtir. Maddelerin biiyilik yada kiiclik molekiil agirliklarina sahip
olduklar1 UV dedektér ve ICP-MS kullanilarak belirlenmistir. Ayirmalar icin
Superdex 75 kolonu kullanilmistir. Ayrimlarin degiskenligi ii¢ ayr1 ekstraksiyon
yontemi kullanilarak (0.05 mol™ NaOH, 0.05 mol'HCI veya 60 °C de dolayindaki
sicak su) yapilmis ve mantarlarin Ozellikleri degerlendirilmistir. Calisilan bu
mantarda yani Boletus edulis, Agaricus bisporus ve Lentinula edodes’te bulunan
gliimiis, arsenik, kadmiyum, civa, kursun gibi elementlerin fraksiyonlamadaki

farkliliklar1 da incelenmistir.
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Choi ve ark. (2005), calismalarinda 1s1 degisimlerinin antioksidant
aktivitelerine etkilerini incelemislerdir. Shiitake 100 ve 121 °C’de 15 yada 30 dakika
boyunca otoklavd 1sitilmis ve mantar igerisindeki serbest, bagli polifenolikler ve
flavanoidler ekstrakte edilmistir. 2,2-Azino-bis(3-etilenbenzothiazalin-6-siilfonik
asit)(ABTS) radikali ve 1,difenil-2-pikrilhidrazil radikal aktivitelerinin ekstraktaki
antioksidant aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Is1 arttirildik¢a ekstraktaki polifenolik bilesikler
ve antioksiant etkileri de artmistir. Ornegin, ekstrakt i¢indeki polifenolik bilesiklerin
konsantrasyonu 121°C’de 30 dakika boyunca 1sitilirsa ham ornek ekstraktina gore
1,9 oraninda artmaktadir. ABTS ve DPPH ile muamele edilirse ham o6rnek
ekstraktina gore 2 yada 2,2 oraninda daha fazla antioksidant 6zellik gostermektedir.
Sonu¢ olarak, 1sil islem hiicre duvarlarimi parcalayarak daha ¢ok ¢o6ziinen
polifenoliklerin ekstrakt ¢ozeltisine gegmesine neden olmaktadir.

Yen ve ark. (2005), Fungusal citosan B veya C, ham c¢itinin B veya C alkali
N-deasetilasyonu ile 60, 90, 120 dakika’da hazirlanmalarinin antioksidant 6zellikler
tizerinde nasil etkili oldugunu incelemislerdir. Citosanin 1 mg/ml’de %61,6-%82,4
oraninda antioksidant etki gosterdigi ve 10 mg/ml’de ise 0.42-0.57 oraninda
indirgeme giiciine sahip oldugu belirlenmistir.

Liu ve ark. (2005), calismalarinda Shiitake mantarlarinda bulunan
formaldehitin s1vi-faz mikroekstraksiyon ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemleriyle tanimlamaya c¢aligmiglardir. Shiitake mantar1 su ile ekstrakte
edilmistir. Difenilhidrazinle tiirevlendirilmis ve siiziilmiis formaldehit mikrosiringa
icerisindeki ayni hacimli siispanse edilen iyonik sivi ile ekstrakte edilmis ve son
olarak tanimlanmak igin HPLC sistemine enjekte edilmistir. Onerilen prosediirde
ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisindeki formaldehitin bulunma sinirt 5 mugl'l’dir. 53,5
mugl” formaldehit standartlar1 i¢in metodun bagil standart sapmasi %3,5°dir.
Shiitake mantarinda sagliga zararli formaldehite 119-494 mugg™ (islak agirlikta)
konsantrasyonunda rastlanmaistir.

Dikeman ve ark. (2005), Farkli olgunluk hallerindeki karbonhidrat profilleri
pismis ya da pismemis olmalarina gore birbirine yakin 6zellikte se¢ilmis mantarlar
kullanilarak c¢alisilmistir. Kiiciik beyaz mantarlarin (Agaricus bisporus) yiiksek

oranda kiil icerdigi (%12,5 olgunlasmamis mantarlarda; % 11,9 ise olgunlagmis
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mantarlarda) belirtilmislerdir. Nisasta ve toplam diyet lif konsantrasyonlarinin
Maitake ve Shiitake mantarlarinda daha fazla oldugu belirtilmistir. Ham protein ve
asit hidrolizli yag miktarinin Agaricus bisporus, Maitake ve kiiciik beyaz mantarlarda
daha fazla oldugu gozlenmistir. Citin konsantrasyonlarinin ise Agaricus bisporus’ta
%8, Flammunila velutipes mantarlarinda ise %7,7 oraninda oldugu saptanmustir.
Nisasta ve toplam diyet lif ve asit hidrolizli yag miktarlarinin, pisirildikce arttigi,
ham protein ve ¢itin konsantrasyonlarinin ise azaldigi, mantarin olgunlagsmasiyla ise
¢itin konsantrasyonunun arttig1 belirtilmistir.

Unursaikan ve ark. (2006), calismalarinda Lentinula edodes mantarinin dort
farkli tiirinlin meyve kisimlarindan dort tane suda ¢oziinmeyen farkli molekiiler
kiitlelere sahip (1—3)a- glukanlar elde etmisler ve bunlar1 LII;, LII,, LII;, LIl4
olarak kodlamislardir. Bu dort a-D glukani O- siilfolanmis tiirevlerine doniistiiriilme
dereceleri 0.9 ile 2,1 arasindadir. Orneklerin yapi tayinlerinde FT-IR, 13C NMR ve
elementel analiz cihazlart kullanilmistir. Dogal a-glukanlar ve O-siilfolanmis
tiirevlerinin doniis yaricaplar1 ve gercek viskozitelerinin ortalama molekiiler kiitleleri
Olciimleri sirastyla SEC-LLS, LLS ile; viskozimetre dl¢limleri ise 25°C’de DMSO
igerisinde 0.25 M LiCl ve 0.2 M sulu NaCl ¢ozeltisi ile yapilmistir. O-siilfolanmis
tirevlerin ortalama molekiiler kiitle degerleri, a- glukanlarinkinden daha diisiik
bulunmustur. Deney sonuglari; O-siilfolanmis tiirevlerin, etrafindaki gruplarin
etkilesimleri veya molekiil i¢i hidrojen baglarindan dolayr sulu ¢ozeltide genis
biikiilgen zincir yapida bulundugunu ve ¢oziinebilir oldugunu gostermektedir. a- D-
glukanlarin ve O-siilfolanmig tiirevlerinin anti-tiimor etkileri, canli ve laboratuar
ortaminda Sarcoma 180 hiicrelerine karsi olciilmiistiir. Ilging bir sekilde, O-
siilffolanmig tiirevlerin Sarcoma 180 hiicrelerine karsi antitimor etkisinin  o-
glukanlara gore daha fazla oldugu saptanmistir.

Kitzberger ve ark. (2006), calismalarinda yliksek basingh sistemler ve diisiik
basinglt metodlar olmak iizere farkli ekstraksiyon metodu kullanarak Shiitake
mantarini ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyon islemi saf CO, ve CO, ile birlikte
modifiye bir ¢oziicii kullanilarak 30 MPa (4135 psi) basing yapilmistir. Diisiik
basingli ekstraksiyon yontemlerinde, organik ¢oziicii olarak n-hekzan, etil asetat ve

diklormetan kullanilmigtir. Farkli ekstraksiyon yontemlerinden elde edilmis
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ekstraktlar, DPPH (2,2 difenil-1-pikril-hidrozil-hidrat) antioksidant aktivitesi ve
denemeleri ile degerlendirilmis ve sonuglar toplam fenolik bilesenlerin dlgiimlerini
gosteren Folin-Denis metodu ile karsilastirilmistir. Ekstraktlarin, antimikrobial
aktiviteleri dort tane denek bakteri kullanilarak incelenmistir. CO, ve modifiye
coziicii olarak %15 etanol kullanildiginda (40 °C, 20 MPa) diisiik basincta
diklormetanin kullanilarak yapildigi metodtakine benzer antioksidant icerikli
ekstraktlar elde edilmistir. Bunun yaninda sadece siiperkritik akigkan ekstraktlarinin,
Micrococcusluteus ve Bacilliuscereus bakterilerine karg1 antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu gozlenmistir. Siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyonda (CO, ve etanol
modifiye) ekstraksiyon verimi %1,01 ile 3,81 arasindadir. Hekzanin ¢6ziicii olarak
kullanildig1 diisiik basing ekstraksiyonunda ise ekstraksiyon verimi %1,25’tir.

Enman ve ark. (2007), calismalarinda eritadenin igeren dort farkli Shiitake
mantart kullanmiglardir. Bunlar1i Le-1, Le-2, Le-A, Le-B olarak kodlamislardir.
Mantar hiicrelerinden miimkiin oldugunca hipokolesteromik ajanlar1  geri
kazanabilmek ic¢in metanol ekstraksiyonu yapilmistir. Eritadenini analiz etmek igin
giivenilebilir, tekrarlanabilir HPLC metodlar1 gelistirilmistir. Calismada, Shiitake
mantarinda diger c¢alismalarda belirtilen miktardan 10 kat fazla eritadenin oldugu
belirtilmistir. Metanol ekstraksiyondan Once mantarlarin hidrolitik enzimle ©n
muamele edilmesi sonucu, eritadenin miktarinin arttig1 gozlenmistir.

Lo ve ark. (2007), Lentinula edodes mantarindan basinglandirilmis su
ekstraksiyonu (PWE) ile elde edilen polisakkaritlerin ikincil metabolit olarak
uygulanabilirligini incelemislerdir. Bu nedenle bir seri deney yapilmis, ekstraksiyon
zamanlar1 ve basinglar1 incelenmistir. Misel peletlerindeki polisakkaritlerden %90
civarindaki maksimum kazanimin oldugu kosullarin basincin 10,1 MPa, ekstraksiyon
stiresinin 70 dk ve sicakligin 28 °C’ oldugu gozlenmistir. Kaynatilarak yapilmis su
ekstraksiyonunda (BWE) 0.1 MPa basing ve 40°C sicaklikta ve % 27,9’luk kazanim
saglanmistir. Jel kromatografisi ve NMR deneyleri, hem PWE hem de BWE
polisakkaritlerinin, dort tane o-(1—4)-D-glukopronosil ve p-(1—6)- D-
glukoprironosil bagli benzer molekiil kiitleli bilesikler oldugunu gostermistir.

Basinglandirilmis su ekstraksiyonunda; yiiksek basing sayesinde, polisakkaritlerin
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hidrojen baglarinin  kismen pargalanmasi, yapinin elastikligini  ve suda

¢oziinebilirligini arttirmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Shiitake (Lentinula edodes) mantar suslar1 Denizli’'nin Hacieyiipli

K&yii’ndeki Agroma Mantar Uretim Ciftligi’nden temin edilmistir.

3.1.1 Mantar Orneklerinin Hazirlamasi

Lentinula edodes mantarlar kiigiik pargalar halinde dogranarak parcalayicida
(blendarda) dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis mantar1 drnekleri, siv1 azot ile dondurulup -48
°C’de vakum altinda 72 saat boyunca liyofilizatorde kurutulmustur. Kuru mantar

ornekleri paketlenerek ekstraksiyon islemlerine kadar desikatorlerde saklanmaistir.

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada aseton (Merck), asetonitril (Merck), baryum karbonat (Merck),
CuS04.5H,0 (Merck), EDTA (Na tuzu), etanol (Merck), fenolftalein indikatorii,
Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma), karbondioksit gazi, 2-propanol (Merck), siv1 azot
(AdvanSA A.S.), sodyum azid, sodyum hidroksit (Merck), sodyum karbonat
(Merck), sodyum kloriir (Merck), sodyum potasyum tartarat, siilfiirik asit (Merck),
pH 7,2 fosfat tamponu (NaCl, KCl, KH,PO4, Na,HPO,4) (Merck), trikloroasetik asit
(Merck) kimyasal maddeleri temin edildikleri sekilde (ekstra saflastirma islemi

yapilmadan) kullanilmistir.

3.1.3. Kromatografik ve Spektroskopik Analizlerde Kullanilan Standartlar

Calismada asagidaki standart maddeler kullanilmastir:

Dekstran standartlari: molekiil kiitleleri 4400, 9900, 21400, 43500, 124000, 196000,
277000 ve 401000 Dalton.

Monosakkarit standartlari: glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz, arabinoz, ksiloz,
fruktoz (Sigma).

Protein standardi: Bovine Serum Albumin, immunoglobulin white protein (Sigma).
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3.2. Metod
3.2.1 Lentinula edodes mantarinin atmosferik basingta su ile ekstraksiyonu

Yaklasik 130 g kuru Shiitake mantari, 4 litrelik balona konularak atmosfer
basincinda 100 °C’ de 3 kez 8 saatlik ardisik ekstraksiyona tabi tutulmustur. Islem

sonunda elde edilen tiim ekstraktlar birlestirilmistir.

3.2.2. Subkritik Su ile Ekstraksiyon Calismalari

Lentinula edodes mantarinin subkritik su ile ekstraksiyonu 500 mL hacimli
Parr 4575 model HP/HT yiiksek basing reaktorii (Sekil 3.2.) ile gerceklestirilmistir.

Bu reaktorde, yiiksek sicaklik/basing ve korozif ortama dayanikli paslanmaz
celik alasimdan imal edilmis gdvdenin iizerinde, gaz basma diizeneginin baglanacag:
ve ayn1 zamanda ekstraksiyon sonrasinda igerideki gazin bosaltilabilecegi valflerin
bulundugu, yine 6zel c¢elik alasimdan yapilmis, kacaklar1 engellemek icin grafit
gasket yerlestirilebilen, manometreli bir kapak bulunmaktadir. Bu kapagin etrafinda
da karsilikli olarak birlestirilen ve kapagi sikistirmak alyan vida bulunduran bir
kapak sistemi daha mevcuttur.

Yeterli miktarda mantar 6rnegi ve su reaktdre konduktan sonra grafit gasket
yerlestirilip manometreli, karistiricili ve valfli kapak kapatilmistir. Isitma iglemi Parr
4842 model manyetik karistiricili sitict ile gerceklestirilirken, reaktor igindeki
sicakligin kontrolii bir 1sil¢ifti (thermocouple) araciligi ile saglanmustir. istenen
sicakliga ulastiktan sonra reaktore karbondioksit gazi basilarak ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon deneyleri suyun kritik basinct iizerinde 50-200°C

arasindaki sicakliklarda gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Parr Instrument Co., Model 4575 HP/HT 500 ml yiiksek basing reaktorii

3.2.2.1 Lentinula edodes mantarinin Subkritik su ve CO; ile ekstraksiyonu

Lentinula edodes mantarimin ekstraksiyon deneyleri suyun kritik basinct
tizerinde (280 bar) ve 50, 100 ve 150°C sicakliklarda gergeklestirilmistir.
Kurutulmus yaklasik 40 g mantar 6rnegi 500 ml hacimli yiiksek basingli reaktore
yiiklendikten sonra iizerine 400 ml su eklenmistir. Istenen sicakhiga (50, 100 ve
150°C) ulasildiktan sonra reaktdre 260D Model ISCO yiiksek basing pompasi ile
reaktoriin basinct 280 bar oluncaya kadar karbondioksit gaz1 basilmistir. Bu kosulda
bir saat bekletilmistir. Bu siire sonunda reaktér buzlu suya daldirilarak sogumaya

birakilmistir. Daha sonra reaktoriin kapagi agilarak ekstraktlar alinmistir.
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3.2.2.2 Ekstraksiyon Sonrasi Bilesenlerin izolasyonu

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen sivi ekstrakt siiziildiikten ve belirli bir
hacme kadar (yaklasik 25-30 ml) deristirildikten sonra, polisakkaritler disindaki suda
¢oziinen yapilar uzaklastirmak i¢in yaklasik 4 g trikloroasetik asit ile deprotenize
edilmistir. Santriflijlenen 6rnekten elde edilen ¢6zelti kismi, {i¢ giin akan suda ve bir
giin de deiyonize suda molekiil agirligit 3500 Da’dan kiigiik olan molekiillerin
uzaklastirilmasi i¢in diyaliz edilmistir (Serva Membra-Cell Dialysis Tubing, MWCO
3500 Da). Diyaliz kesesinde kalan kisim bir balonda toplanarak, yapida suda
¢oziinen polisakkarit diginda hicbir bilesen kalmamasi i¢in {izerine sivi ekstrakt
hacminin 4 kat1 kadar etanol ilave edilmis ve bir gece -10°C’de bekletilmistir. Etanol
ile muamele sonrasinda olusan c¢okelti kisimlart 15 dk (5000 rpm ve -4°C)
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda ¢oken kisimlar (polisakkarit igerikli katr)
almarak saf suda ¢Oziinmesi saglanmistir. Suda ¢o6ziinen kisimlar birlestirilip,
kuruluga kadar deristirildikten sonra sivi azot ile dondurulup liyofilizatorde -48

°C’de vakum altinda kurutulmustur.

3.3 Lentinula edodes Mantarindan Ekstrakte Edilen Polisakkaritlerin Ortalama
Molekiiler Kiitlelerinin Belirlenmesi

3.3.1 GPC Analizleri

Boyut eleme kromatografisi (GPC) o6zellikle biiyiik molekiil kiitlesine sahip
polimerlerin molekiiler kiitlelerini (Myw) belirlemede kullanislt bir tekniktir. Boyut
eleme kromatografisi, linear homo polimerlerin molekiiler kiitlelerinin
belirlenmesinde ve polimerlerin polimer zincirleri boyutuna gore ayrilmasinda
onemlidir (Yau ve ark., 1979; Mori ve ark., 1999). GPC kolonu, kiigiik molekiillerin
daha uzun siire kolonda kalmasimi saglayacak gozenekler igerir. GPC metodu
molekiilleri boyutlarina gore ayirmaktan ¢ok ¢ozelti i¢indeki polimer molekiiliiniin
hidrodinamik hacmine gbre ayirim yapmay: saglar. Molekiiller sadece etkin
bliytikliiklerine bagli olarak gozeneklerde farkli siirelerde kalirlar. Gozenekten daha
biiyiik boyuttaki molekiiller gozeneklere giremezler ve dolayisiyla dolgu maddesi

tarafindan tutulamazlar. Bu nedenle de hareketli fazla kolayca stiriiklenip kolondan
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ilk c¢ikarlar. Ote yandan ¢ap: gozenek ¢apindan ¢ok daha kiiciik olan molekiiller
gozenek icinde saga sola yalpaladiklarindan gbézeneklerde kalma siireleri artar ve
kolonu en son terk ederler. Bu iki sinir deger arasindaki biiyiikliikkte olan molekdiller
birbirlerinden ayrilabilirler. Bunlar molekiil ¢aplarma ve bir dereceye kadar da
sekillerine bagl olarak farkli zamanlarda kolonu terk ederler.

GPC metodunda molekiil kiitlesinin hesaplanmasi, kullanilacak materyal ile
benzer 6zelliklere sahip standartlarin kullanimini gerektirir. Ancak bu yontem her
zaman dogru sonug vermeyebilir. Elde edilen polisakkaritlerin yapisi ile kullanilan
standartlarinin yapilarinin farkli olmasi nedeniyle sonuclarin gergcege yakinligi biraz
stiphelidir.

Bu calismada, Lentinula edodes mantarinin bilesenlerinden bir kismini
olusturan polisakkaritlerin, ortalama molekiil kiitleri Shimadzu 10AVP HPLC
(yiiksek performansli sivi  kromatografisi) cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in molekiiler agirliklar1 4400, 9900, 21400, 43500,
124000, 196000, 277000 ve 401000 Da olan dekstran standartlar1 kullanilmaistir.
Analizlerde Waters Ultrahydrogel 2000 (MWR: 50 kDa-5 000 kDa ve 300 mm x 7,8
mm x 2000 A°) ve Ultrahydrogel 250 (MWR:1 kDa-80 kDa ve 300 mm x 7,8 mm x
250 A°) kolonlar1 Shimadzu HPLC sisteminde molekiil biiyiikliiklerine gore seri
bagli sekilde birlestirilerek kullanilmistir. Analitik modda, refraktif indeks
(Shimadzu RID-10A) dedektor ile 70°C firn sicakliginda calisilmistir. Standartlar ve
ornekler SIL-10AF (Shimadzu Automatic Sample Injector) otomatik 6rnekleyici ile
HPLC sistemine enjekte edilmistir. Her bir 6rnek enjeksiyon hacmi 50 pl olarak
sekilde verilmistir. Mobil faz olarak 0,001 M NaOH c¢ozeltisi 0,7 ml/dk akis hizinda

kullanilmis ve 6rnekler 37 dakika boyunca elue edilmistir.

3.3.2 HPSEC-MALLS Analizleri

Lentinula edodes mantarinin polisakkaritlerinin ortalama molekiil kiitleleri
HPSEC-MALLS ile de belirlenmistir. Wyatt DAWN-DSP c¢ok agili 151k sagilim
dedektorii (Multi Angle Light Scattering, MALLS), Duratec Analysentechnik
RI2000 refraktif indeks dedektor ve Shimadzu SPD-6A UV dedektor bu sistemde

seri baglanarak kullanilmistir. Shiitake mantarinin biitiin polisakkarit ekstraktlarinin
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analizi, oda sicakliginda Superose™ 12, 10/300 GL kolonda izokratik olarak
yapilmistir. Eliisyonlarda hareketli faz olarak 0.005M NaNj3 + 0.2M NaCl karisimi1
kullanilarak 0.45 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir. Elde edilen veriler ve sonuglarin
degerlendirilmesi Astra Software (Wyatt Technology, USA) ile yapilmistir. Biitiin
ornekler 2 mg/ml olacak sekilde hazirlanmis ve bir gece boyunca karistiricida hidrate
edilmistir. Ornekler enjeksiyondan dnce naylon filtrelerden (0.1 pm) filtre edilmis ve

100 pl 6rnek, manuel olarak enjekte edilmistir.

SEC
omek " _Kolon bk
E
HPLC ,\
sistemi 1
Filtre edilmig tampon gozelti Bilgisayar
0,1 pr'lik filtre ASTRA software

Sekil 3.3 HPSEC-MALLS sistemi

3.4 Enzimle Parcalama

Enzimle parcalama deneylerinde biyolojik protein-glukan bandim1 kirmada
etkili olan “Protease” enzimi (Sigma, Almanya) kullanmilmistir. 0,2 M NaCl tuz
cozeltisi igeren pH 7.5 fosfat tamponu kullanilarak 1,6* 10° g/ml protease ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Ornekler 4 mg/ml konsantrasyonunda bu c¢ozeltide ¢oziilerek
hazirlamis ve 6rnekler ve enzim ¢ozeltisi 4 saat boyunca doner calkalayicida hidrate
edilmistir. Kontrol 6rnegi de ayni1 yol izlenerek hazirlanmistir.

1 ml 6rnek ¢ozelti ve 1 ml protease ¢ozeltisi karistirilarak 37 °C’de 24 ve 48
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirecinden sonra, ornekler 0,1 pum filtreden

siiziildiikten sonra HPSEC-MALLS sistemine enjeksiyonlar: yapilmistir. Inkiibe
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edilmis Ornekler ve kontrol 6rneginin HPSEC-MALLS sonuglart; protein-glukan

kompleksindeki protein yiizdesini ve molekiil kiitlelerini vermektedir.

3.5 Polisakkarit Ekstraktlarinin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi
3.5.1 Monosakkarit Analizleri

Lentinula edodes mantarinin monosakkarit bilesimlerini belirlemek i¢in Varian
HPLC sistemi kullanilmistir. Bu sistem, bir ¢ift pompa sistemi (Varian 210 Prostar),
refraktif indeks dedektor (Varian RI 350) ve bir oto drnekleyiciden (Varian AS
Module 410) olusmaktadir. Supelcosil™ LC-NH, seker kolonu (250x4.6 mm, 5 pm),
asetonitril (C;H3N)/su (H,O) % (80/20) mobil fazi ile 0.3mL/dk. akis hizinda
kullanilmistir. Monosakkarit standartlar1 (glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz,
arabinoz, ksiloz, fruktoz, Sigma) kaba ekstraktaki gercek seker miktarini belirlemek
icin farkli derisimlerde kullanilmistir. Shiitake mantar1 6rneklerinin polisakkarit
ekstraktlar1 (10mg/mL) %4 liikk H,SO4 ¢ozeltisi (6rnek basina 5 ml) ile 6 saat
boyunca 100 °C’de agz1 kapakli viallerde hidroliz edilmislerdir. Hidrolizden sonra,
coOzeltiler ayr1 tiiplere aktarilmistir. Asidin fazlasi, olusan kabarciklarin tagsmasini
onlemek i¢in son derece yavas bir sekilde BaCO; eklenerek tamamen
uzaklastirilmistir. Cozelti bir gece beklemeye birakilmis ve ertesi giin 20 dakika

boyunca 3000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢6zelti 0.45 pm’lik filtreden

stizlildiikten sonra HPLC sistemine 20 pl olacak sekilde enjekte edilmistir.
=

Sekil 3.4. Monosakkarit analizlerinde kullanilan Varian HPLC sistemi

31



3. MATERYAL VE METOD Avse FIRAT

3.5.2 Lowry Protein Metodu

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda Bovine Serum Albumin (BSA) ve
Immunoglobulin White Protein (WPI, Sigma) protein standartlar1 kullanilmigtir.
BSA ve WPI stok ¢ozeltileri (2 mg/ml) pH’s1 7.2 olan 0,2 M fosfat tamponu i¢inde
hazirlanmistir. Ornekler %1°lik (w/v) konsantrasyonda yine fosfat tamponu iginde
hazirlanmistir. Standartlar ve 6rnekler bir gece hidrate edilmistir. Protein standartlari
stok cozeltilerden fosfat tamponu ile seyreltilerek 0, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000
pg/ml’lik derisimlerinde hazirlanmistir. Lowry stok ¢ozeltisini hazirlamak igin,
Lowry reaktifi A (%2,0 (w/v) Na,COs;, %0,4 (w/v) NaOH), B(%1 (w/v)
CuS04.5H;0) ve C (%2 (w/v) sodyum potasyum tartarat) 98:1:1 (A:B:C) oraninda
kanigtirllmistir. Lowry stok cozeltisinin 3 ml’si ile 300 pl 6rnek bir tiip icinde
karistirllmis ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir
cozeltiye 1:1 oraninda seyreltilmis 300 ul Folin—Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir.
30 dakikalik inkiibasyondan sonra spektrofotometrede (Perkin Elmer A 25) 595 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okunmus ve olusturulan kalibrasyon egrisinden
polisakkaritlerin igerigindeki % toplam protein miktar1 hesaplanmistir (bakiniz:

Ek A, Hesaplamalar).

3.5.3 Uronik Asit Icerigi

Orneklerin iironik asit icerigi kolon eliisyonundan sonra titrimetrik
ndtralizasyon titrasyonu ile belirlenmistir. Amerlite-120 regine (asit formu) ile
doldurulmus bir katyon degistirici re¢ine bu amag i¢in kullanilmistir. 10 ml %3’ lik
(w/v) polisakkarit ¢ozeltisi kolona verilmis ve 100 ml deiyonize su ile yikanmustir.
Eluent ve yikama sonucunda alinan ¢ozelti 0.01 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile

fenolftalein indikatorii kullanilarak titre edilmistir(bakiniz: Ek A, Hesaplamalar).

3.54 Coziniirliik Testi

Polisakkarit ekstraktlarinin ¢oziintirliik testi hem notral hem de bazik sulu

cozeltilerde yapilmugstir.
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3.5.4.1 Bazik ortamda ¢oziiniirliik testi

70 mm’lik cam bir fiber filtre 105°C’de 1 saat boyunca firinda kurutulmus ve
desikatorde sogutulup tartilmistir (m;). 300 ml’lik bir deney tiipline yaklasik 0,01 g
ornek tartilip (mg) 5 ml 2-propanol ile karistirlmistir. Ornek magnetik karistirct
tizerinde karistirilirken, tizerine 100 ml %0.1 (w/w) etilen diamintetra asetik asit (Na
tuzu) iceren 0,03 M NaOH c¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicaklifinda 30 dakika
karistirildiktan sonra kaynayana kadar 1sitilmis ve bu sicak c¢ozelti vakum altinda
filtre edilmistir. Deney tlipii 5 kez su ile filtre de 50°C’de 100 ml 1ilik su ile
yikanmistir. Filtre 105°C’de 1 saat kurutulmus ve desikatdre alinarak sogumaya
birakilmistir. Bu islem sonunda filtre kagid tartilarak (m;) ¢6ziinmeden kalan kismin

miktari, hesaplanmistir (bakiniz: Ek A, Hesaplamalar).

3.5.4.2 Notral ortamda ¢oziiniirliik testi

70 mm’lik cam bir fiber filtre 105°C’de 1 saat boyunca firinda kurutulmus ve
desikatorde sogutulup tartilmistir (m;). Yaklasik 80-100 ml %1 ve %2’lik 6rnek
¢oOzeltisi hazirlanip ve bunlar oda sicakliginda 30 dakika karistirilmistir. Daha sonra
cozeltiler 20°C’de 2500 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem sonunda
cozeltiler cam fiberden vakum altinda filtre edilmis ve 105°C’de 1 saat kurumaya
birakilmistir. Desikatérde sogutulan filtre tartilarak (m;) ¢oziinmeden kalan kismin

miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir(bakiniz: Ek A, Hesaplamalar).

3.6  FT-IR (Infrared) Analizleri

Lentinula edodes mantarinin polisakkaritlerindeki bilesenleri belirlemek igin,
400-4000 cm™ araliginda FT-IR (Perkin Elmer Spektrum RXI FT-IR) spektroskopi
sistemi kullanilmistir. Kat1 halde bulunan polisakkarit ekstraktlarinin spektrumlari,
potasyum bromiir (KBr) kullanilarak alinmistir. Yaklasik 100 mg iyice kurutulmus
KBr havanda iyice ogiitiilmiis, 15000 psi’lik basing uygulanarak saydam bir disk
haline getirilmistir. Daha sonra, Shiitake mantarinin sicak su ve subkritik su

ekstraktlar1 da yine her biri i¢in en az 1 mg civarinda olacak sekilde tartilip, 100 mg
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KBr ile karistirilarak havan igerisinde 1yice Ogiitiilmiistiir. Saydam birer disk haline

getirilmis 0rneklerin FT-IR spektrumlari saf KBr’ye karsi alinmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR
4.1 GPC Analizleri

Lentinula edodes (Shiitake) mantarindan 50, 100, 150°C’de ve 4060 psi sabit
basing CO, atmosferi altinda subkritik su ile ve 100°C’de atmosferik kosullarda sicak su
ile ekstrakte edilen kaba polisakkarit miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Ekstraksiyon
islemlerinde yaklasik ayni miktarlarda mantar 6rnekleri ve ayni1 hacimde su kullanilmis

olmasina ragmen farkli miktarlarda polisakkarit ekstraktlari elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Lentinula edodes mantariin farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
kaba polisakkarit miktarlari

. - Polisakkarit igerikli kati
Ekstraksiyon Kosgullari Shiitake (g) Srnek miktari (g)
50+£5°C-4025 psi 40,1832 0,0729
1004£4°C-4150 psi 40,2284 0,1093
150+£2°C-4100 psi 40,3194 0,3128
100°C- 1 atm 130,025 0,9675

Subkritik su kosullarinda, ekstraksiyon sicakliginin arttirllmasiyla elde edilen kaba
polisakkarit miktarlar1 da artmistir.Yiksek basingli ekstraksiyonlarin, ¢oziiciilerin
fiziksel 6zelliklerini 6nemli derecede degistirerek ekstraksiyonun daha verimli olmasina
sebep oldugu bilinmektedir (Barbero ve ark., 2006).

Elde edilen kaba polisakkarit ekstraktlarinin ortalama molekiil kiitleleri GPC
analizleri ile belirlenmistir. Molekiil agirliklart 4400, 9900, 21400, 43500, 124000,
196000, 277000 ve 401000 Da olan dekstran standartlarinin GPC’deki alikonma
zamanlar1 belirlenmis ve alikonma zamani-log MW(pik maksimumundaki molekiil
kiitlelerinin logaritmasi) kalibrasyon egrisi yardimiyla liyofilize edilmis mantar
orneklerinin ortalama molekiil kiitleleri, pik maksimumundaki molekiil kiitlesi (Mp)
degerleri dikkate alinarak hesaplanmistir. Dekstran standartlarina ait eliisyon profilleri
Sekil 4.1°de, kalibrasyon egrisi Sekil 4.2°de, kalibrasyon egrisi degerleri ise Cizelge
4.2°de gosterilmistir.

35



4. BULGULAR VE TARTISMALAR Ayse FIRAT

Sekil 4.1. Dekstran standartlarin Ultrahydrogel 2000-250 kolonundan eliisyonunu
gosteren kromatogram

I?Q[MWJ Time 24296 gy B
5.50—5
525
5.00—5
4.?5—5
4.50—5
4.25—3

4.004

3.75

200 200 20 230 240 250 260 min
Sekil 4.2. Dekstran standartlarinin GPC analizi sonucu olusturulan kalibrasyon egrisi
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Cizelge 4.2. Kalibrasyon egrisi degerleri

Standart No | Alikonma zamani (dk) [ Ort.Molekiler Kiitle, Mp (Da)
1 19,699 401000
2 19,921 277000
3 20,449 196000
4 20,980 124000
5 22,616 43500
6 23,674 21400
7 25,450 9900
8 26,676 4400

Bu c¢alismada, CO, atmosferinde subkritik su ile ekstrakte edilen polisakkaritler

ile atmosferik kosullarda sicak su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin karakterizasyonu

yapilarak 6zellikleri kiyaslanmistir. 50, 100, 150°C sicaklik ve 4060 psi sabit basingta ve

100°C atmosfer basinci altinda ekstrakte edilen Shiitake mantarinin GPC analiz

kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6 *da gosterilmistir. Farkli sicakliklarda

subkritik su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin GPC sonuglarina bakildiginda,

ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla kromatogramlarda bir takim farkliliklarin ortaya

ciktigr goriilmektedir (Sekil 4.3; 4.4 ve 4.5).
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Sekil 4.3. Lentinula edodes mantarinin 50+5°C sicaklik ve 4025 psi basingtaki

Sekil 4.4.

ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC
kromatogrami
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Lentinula edodes mantarinin 100°C +4 sicaklik ve 4150 psi basingtaki
ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC
kromatogrami
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Sekil 4.5 Lentinula edodes mantarinin 150°C +2 sicaklik ve 4100 psi basingtaki
ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC

kromatogrami
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Sekil 4.6. Lentinula edodes mantarinin 100°C sicaklik ve 1 atm basingtaki
ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkarit ekstraktinin GPC

kromatogrami

Polisakkarit molekiillerinin su ile etkilesim diizeyi prosesin sicaklik ve basinci,

dolaysiyla su molekiillerinin polaritesi, hidronyum ve hidroksil iyonlarinin derisimi gibi

etkenler polisakkarit molekiilii ile hidrojen bag1 yapabilme etkinligini belirleyecek, bu da

mevcut proses kosullarinda polisakkarit molekiillerinin alacaklar1 yeni konformasyonlari

belirleyecektir (Kirschner ve Woods, 2001). Subkritik ekstraktlarin kromatogramlarinda

sicaklik ve basincin artmasiyla polisakkaritlerin daha fazla hidroliz oldugu ve molekiil

kiitlelerinin azaldig1 dikkat ¢gekmekte, daha biiyiik alikonma zamanlarinda yeni ve kii¢iik
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molekiil kiitleli polisakkaritlerin olustugu gozlenmektedir. Subkritik su ile farkl
sicakliklarda ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlarin GPC analiz verileri
incelendiginde, alikonma zamani sirastyla 50°C’deki ekstraksiyon i¢in 20,598 dk-23,154
dk. 100°C’deki ekstraksiyon i¢in 20,771 dk-23,265 dk ve 150°C’deki ekstraksiyon i¢in
20,904 dk-22,989 dk-28,337 dk olan farkli Mp degerlerine sahip polisakkaritlerin
olustugu goriilmektedir. Mp degerleri 50°C’deki ekstraksiyon igin sirasiyla 1,665x10°
Da—3,084><104 Da, 100°C’deki ekstraksiyon i¢in 1,447X1OSDa—2,903xlO4 Da ve
150°C’deki ekstraksiyon icin 1,288x10° Da- 3,377x10* Da-1,245x10° Da olarak
hesaplanmustir. Sicak su ekstraktinin kromatogrami incelendiginde ise polisakkaritlerin
cok fazla hidrolize ugramadigi ancak olusan polisakkaritlerin molekiil kiitlesinin
subkritik polisakkaritlerininkinden daha kiiciik oldugu gozlenlenmistir (Sekil 4.6). Sicak
su ekstraktinda alikonma zamam 23,697 dk olan polisakkaritin Mp degeri ise 2,308x10"
Da’dir. Cizelge 4.3’de Shiitake mantarinin subkritik su ve atmosferik kosullardaki sicak
su ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen polisakkaritlerinin Mp degerleri birlikte
gosterilmistir. Subkritik ekstraktlar kendi aralarinda ortalama molekiil kiitleleri agisindan
kiyaslandiginda, sicakligin artmasiyla polisakkaritlerin molekdil kiitlelerinin azaldig1 ve

daha kii¢iik molekiil kiitleli yeni polisakkaritlerin olustugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Lentinula edodes mantar1 polisakkaritlerinin molekiil kiitlesi dagilimi(Mp)

Ornek Adi Pik 1 (Da) | Pik 2 (Da) | Pik 3(Da)
100°C, atmosferik 2,308*10* i i
50°C, subkritik 1,665*10° | 3,084*10*
100°C, subkritik 1,447*10° | 2,903*10* -
150°C, subkritik 1,288*10° | 3,377*10* | 1,245*10°
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4.2. HPSEC- MALLS ANALIZLERI

Boyut eleme kromatografisi ile yapilan analizler, MALLS (Multi Angle Light
Scattering), RI (Refraktif Indeks) ve UV dedektorleri ile birlestirilmis bir HPSEC (High
Performance Size Exclusion) sistemi ile de analiz edilmistir. Sicak su ve subkritik su ile
ekstrakte edilen Lentinula edodes polisakkaritlerinin HPSEC-MALLS analizlerine ait
kromatogramlar Sekil 4.7° de, bu analize ait kiitlece ortalama molekiil kiitlesi(Mw)

degerleri de Cizelge 4.4 de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. Lentinula edodes polisakkaritlerinin farkli ekstraksiyon kosullarindaki
molekiil kiitle dagilimi(Mw)

Ornek adi Mw (pik1) Da Mw (pik2) Da
100°C, atmosferik 1,333x10" 1,282x10°
50°C, subkritik 1,644x10° 4,118x10°
100°C, subkritik 1,114x10° 5,682x10"
150°C, subkritik 8,37x10° 3,374 x10°

Lentinula edodes mantarinin HPSEC-MALLS analizlerinin kromatogramlarinda
coziiniirliigii farkl iki polisakkarit (Sekil 4.7.a) fraksiyonu gozlenmistir. Bu mantarin o
ve B olmak tizere iki ¢esit glukan molekiiliine sahip oldugu ve suda ¢6ziinmeyen kismin
a-(1,3)-D glukan, suda ¢oziinenebilen fraksiyonun ise (1,6) dallanmis B-(1,3)-D glukan
oldugu belirlenmistir (Zhang, 2005). Coziintrligi farkli iki polisakkarit fraksiyonu,
Fraksiyon I ve Fraksiyon II olarak adlandirilmistir. Fraksiyon I olarak adlandirilan ve
Sekil 4.7.a’daki kromatogramda 6. ile 8. dk arasinda gozlenen pik, polisakkarit ¢ozeltisi
icerisinde c¢oOziinmeyen tiirleri (agregatlar1) gostermektedir. Bu pik a-D-glukanin
coziinmeyen kisimlarr olabilir. Fraksiyon II piki 10-17 dk. arasinda gozlenmektedir
(Sekil 4.7.a). Sicak su ekstraktinin Fraksiyon I ad1 verilen pikinin Mw degeri 1,333x10’
Da iken, ayn fraksiyonun 50, 100 ve 150°C’deki ekstraktlarinin Mw degerleri sirasiyla
1,644x10°, 1,114x10° ve 8,37x10° Da’dir. Bu fraksiyonun ortalama molekiil kiitlesi

subkritik su ekstraktlarinda, sicakligin artmasiyla diisiis gostermektedir.
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Sekil 4.7. Sicak su, 50, 100 ve 150° C subkritik su ile ekstrakte edilmis polisakkaritlerin
HPSEC kromatogramlari a) RI b) MALLS ¢) UV dedektor 6lgiimleri
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Molekiillerin MALLS kromatogramlarindaki pik yogunlugu 6zellikle Fraksiyon I
icin, sicakligin giderek arttig1 ekstraksiyon kosullarinda 6nemli 6l¢lide azalmistir (Sekil
4.7b). Bu olay yine ekstraktaki a-D-glukanin yapisal degisikligi ile iliskilendirilebilir.
Yani sicakligin ve basincin arttirilmasi ile ¢oziinmeyen kisimlarin, ¢oziindigi
sOylenebilir. Fraksiyon II pikinin, farkli ekstraksiyon kosullarinda, pik profili ve molekiil
kiitlesi dagilimlarinda degisiklikler gozlenmistir (Sekil 4.7a). Sicak su ve subkritik su
ekstratlarinin Mw degerleri karsilastirildiginda, sicak su ekstrakti icin Fraksiyon II
pikinin Mw degeri 1,282x10° Da iken, subkritik su ekstraktlar1 50, 100, 150°C i¢cin
sirastyla 4,118x104; 5,682x104; 3,374XIO4 Da’dur. Bu sonuglardan ekstraksiyon
kosullarinin degismesi ile (sicakligin arttirilmasi) hidrolize ugrayan glukanlarin 3
boyutlu yapisinda degisikliklerin meydana geldigi gorilmektedir. Cizelge 4.4’de
goriildigli gibi, subkritik su ekstraktlarmin sicakliginin yiikselmesiyle ortalama
molekiiler kiitle degerlerinde azalmalar gozlenmistir.

UV dedektorle 280 nm’de yapilan HPSEC analizleri ve Lowry protein metodu
polisakkarit ekstraktlarinin farkli miktarlarda protein igerdigini gostermektedir. Bu
proteinler polisakkarit yapisi i¢inde bulundugundan glukoprotein olarak adlandirilabilir.
Sekil 4.7c’de HPSEC-UV analizlerinden goriildiigii gibi artan sicaklikla birlikte protein
miktarinda azalma gozlenmektedir. Proteinlerin denaturasyonunda ve yapidan
uzaklastirilmasinda sicaklik temel faktor iken, basincin da etkisinin 6nemli oldugu
goriilmektedir. Ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla birlikte yapidaki proteinlerinin
miktarlarinda diistis gozlenmektedir. Sekil 4.7¢c’deki pik profillerine gore, ekstraktlarin
protein igeriginin miktar1 50°C, subkritik su>100°C, subkritik su>sicak su>150°C,
subkritik su seklinde azalmaktadir.

Hem karbohidratlarin hem de protein kalintilarinin ger¢ek molekiil agirliklarini
belirlemek igin, sicak su ekstrakti ‘Protease’ enzimi ile 24 ve 48 saat boyunca muamele
edilmis ve daha sonra inkiibe edilmis 6rnekler HPSEC sistemine enjekte edilmistir.
MALLS, RID ve UV dedektorlerinin birlikte kullanimiyla yapilan analiz sonuclarina
gore (Sekil 4.8a ve b) Fraksiyon I’de bazi yapisal veya konformasyonal degisikler
gozlenirken, Fraksiyon II’de higbir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.8a ve b).
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Fraksiyon II’nin glukan-protein kompleksi (mantar bilesenlerinden LEM’de bulunan
kisim) olabilecegi (Lo ve ark., 2007) ve islem sonucunda protein-karbohidrat baginin
kirilmadigr sdylenebilir. Ya da glukan-protein bagi kirilmis olup protein veya amino asit

kalintilar1, molekiiliin ii¢ boyutlu yapisindan ¢ikamamaktadir.
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Sekil 4.8. Islem gérmemis Shiitake mantari ile enzim kor ¢dzeltisinin protease enzimi ile
24 ve 48 saat muamele edilmesi sonucu elde edilen HPSEC kromatogramlar: a)
MALLS-RID-UV dedektor cevabi (24 saat) b) MALLS-RID- UV dedektor cevabi (48
saat) ¢) UV dedektor cevabi. Pembe renkli kromatogram: enzim kor ¢dzeltisi, kirmizi
renkli kromatogram: 24 saat enzimle muamele edilmis sicak su ekstrakti, mavi renkli
kromatogram: Islem gérmemis sicak su ekstrakti, koyu mavi renkli kromatogram: 48
saat enzimle muamele edilmis sicak su ekstrakti.

Sonug olarak Sekil 4.8c’deki sadece UV dedektor kullanilarak yapilan analizin
kromatogramindan anlasildigi gibi, enzimle pargalanma sonucunda Ornegin toplam
protein igerigi degismemektedir.

MALLS, RI ve UV sinyallerine bagli metodlar, proteinin bilesiminin molekiil
kiitlesi ile bilesim derecelerini belirler (Kendrick ve ark., 2001). MALLS ile ek acilardaki
sagilmalar Ol¢iilerek MDa araligindaki kiitlelerin direkt miikemmel 6l¢iimleri yapilabilir
ve r.m.s (geometrik boyutun bir Olgiisii) yaricapt da belirlenebilir. Bu sistemde
dedektorlerin {igii aym1 zamanda kullamlmak zorunda degildir. Ornegin, protein
karbohidrat icermiyorsa, molekiiler kiitlesini belirlemede ¢ok ag¢ili lazer 151k sacilim ve
refraktif indeks dedektorlerinin kullanimi yeterlidir. Ancak, protein karbohidrat
iceriyorsa, polipeptidin molekiiler kiitlesini ve stokiyometrisini belirlemek i¢in {i¢
dedektoriin de kullanilmasi gerekir (Wen ve ark. 1996). Geleneksel GPC metodlarinin

aksine, 151k saciliminda elde edilen bu molekiiler kiitleler eliisyon hacminden
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bagimsizdir. Ayrica, molekiil kiitlesi hesaplamada standartlara, kolon kalibrasyonu,

molekiil konformasyonu gibi etkenlere bagl degildir.

4.3 Polisakkarit Ekstraktlarimin Bilesimi

Shiitake mantarinin sicak su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerinin kimyasal

bilesimleri Cizelge 4.5 de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Lentinula edodes mantarinin temel bilesenleri

Toplam kiitledeki

Toplam protein miktari (%) seker igerigi
BSA WPI %Glukoz | %Mannoz | %Uronik Asit | %Toplam
6,49 7,24 82,11 8,18 8,99 99,29

Kaba polisakkarit ekstraktlarinin % toplam protein miktari, Lowry protein
metodu ile belirlenmistir. Bunun igin, farkli dersimlerde hazirlanan BSA ve WPI
standartlarinin 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik UV 6lgiimleri alinmig ve
derisime karst absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri
olusturulmustur (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Bu kalibrasyon egrileri kullanilarak sicak su
ekstrakti i¢in hesaplanan protein miktar1 yiizdesi BSA ile %6,49; WPI ile %7,24 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.9. BSA standartina ait kalibrasyon egrisi

46



4. BULGULAR VE TARTISMALAR

Avse FIRAT

2_
1.8

~

1,6
1.4

-

1,2

e

~

1

Abs

y=0,0008% +0,0723

0,4 /
DIB /

R = 10,9959

0.4 //
0z
/
D T T T T 1
0 a00 1000 1400 2000 2500

WP standart gdzeltizi (pginl )

Sekil 4.10. WPI standartina ait kalibrayon egrisi

Shiitake mantarinin sicak su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerindeki seker
icerigini tespit edebilmek i¢in farkli derisimlerde glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz,
arabinoz, ksiloz, fruktoz standartlar1 kullanilmistir. Bu standartlar ve 6mek Varian
HPLC sisteminde analiz edilerek hem polisakkaritin yapisinda bulunan basit sekerler
(monosakkaritler) hem de bu sekerlerin miktarlar1 belirlenmistir. Kantitatif HPLC analiz
sonuclarina gore, toplam kaba polisakkarit kiitlesindeki % D-glukoz, mannoz igerigi
sirastyla %82,11 ve %38,18 dir. Polisakkarit ekstraktinin nétral seker bilesimi, temel
olarak D-glukoz ve eser miktarda mannozdan olusmaktadir. Monosakkarit analizlerinde
galaktoz veya bagka bir monosakkarite rastlanmamistir. Ekstraktin {ironik asit icerigi
kolon eliisyonu ve titrimetrik noétralizasyon ile kuru bazda %8,9 olarak
belirlenmistir(Cizelge 4.5).

Ekstraktlarin ¢oziiniirliikk testleri, atmosferik basingtaki 100°C sicak su
ekstraktinin notral ve alkali ¢ozeltilerde sirasiyla 26,60% ve 8,46% oraninda
coziinmeyen kalintt biraktigini, baska bir deyisle bu ekstraktin notral ve alkali
cozeltilerde sirasiyla %73,40 ve %91,54 oraninda ¢ozlindiigiinii gostermistir. Bunun

yaninda biitlin subkritik ekstraktlarin ndtral ve alkali ortamda tamamen ¢oziindiigii
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belirlenmistir. %0,5’lik sulu c¢ozeltide biitiin ekstraktlarin pH’s1 nétral ve notrale
yakindir. Shiitake polisakkaritlerinin nem igerikleri, atmosferik kosullarda sicak su ile
ekstrakte edilen i¢in %4,96 iken 50, 100 ve 150°C’de subkritik su ile ekstrakte edilenler
icin sirastyla %4.,2, % 4,11 ve %3,99 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Buna gore,
ekstraksiyon kosullarinin degismesi (sicaklik ve basincin artmasi) polisakkaritlerin nem
igerigini diigirmiistiir.

Cizelge 4.6. Lentinula edodes mantarinin farkli ekstraksiyon kosullarindaki fiziksel
ozellikleri(bakiniz: Ek A, Hesaplamalar)

Coziinurlik
Ornek adi % Nem pH JECFA1 JECFA2
100°C, atm 4,96 7,14 8,46 26,60
50°C, subkritik 42 7,01 0,09 0,49
100°C, subkritik 4,11 6,79 0,08 0,48
150°C, subkritik 3,99 6,67 0,08 0,46

JECFA: Joint FAO (Food and Agricultural Organisation)/WHO (World Health Organisation) Experts Commitee on Foods
Additives. JECFA1: Bazik ¢ozeltideki % ¢oziinmeyen Ornek miktarinin belirlenmesinde kullanilan metot.JECFA2: Notral
¢ozeltideki % ¢oziinmeyen 6rnek miktarinin belirlenmesinde kullanilan metot

4.4. Infrared (FT-IR ) Sonuclari

Lentinula edodes mantariin yapisindaki bilesenleri belirlemek icin sicak
su ve subkritik su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin {ist liste ¢akistirilmig infrared
spektrumlar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir (bakiniz: Ek B, her bir tiiriin infrared
spektrumlar1). Infrared spektrumlari incelendiginde, ekstraksiyon sicakliginin
artmasiyla birlikte bazi pik sekillerinde farkliliklarin ortaya ¢iktigi gozlenebilir. Yapida
hangi fonksiyonel gruplarin mevcut oldugunu gosteren 3600-1200 cm™’e kadar olan
grup frekanslar bolgesinde 3200 ile 3400 cm™ arasindaki genis ve yayvan pik yapidaki
O-H’lara, 2800-3000 cm™ araliginda gdzlenen absorpsiyon bandinin C-H’a, 1600-1680
cm™ araliginda gozlenen siddetli band da, yapidaki C=O gerilimlerinden kaynaklandig
gbzlenmektedir. Karbonil grubuna ait gerilme piki sicakligin artmasiyla daha da keskin

hale gelmistir. Shiitake polisakkarit ekstraktlarinin infrared spektrumlarinda parmak izi
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bolgesi (1200-600 cm™) 1080-1000 cm™ araligindaki bolgelerde C-O-C asimetrik ve C-
O gerilimleri vardir. Daha 6nceki ¢alismalarda, polisakkaritlerde mevcut olan bazi basit
sekerlerin (monosakkaritler) infrared bdlgedeki absorpsiyon bandlar1 belirlenmistir. Bu
sonuglara gore, 920 ve 800 cm™’deki bandlarin mannozu (Peng ve ark., 2005), 920 ve
850 cm™’de gdzlenen absorbsiyon bandinin o-D-glukam (Bao ve ark., 2001) ve 910 cm”
"deki bandinin ise B-D-glukan1 karakterize ettigi belirtilmistir (Kim ve ark., 2003).
Buna gore 908-910 cm™ araliginda gozlenen karakteristik absorpsiyon bandi B-D
glikozidik baglanmayi, 920 ve 850 cm™’de gdzlenen absorbsiyon bandi ise a-D-glukani
gosterir. FT-IR spektrumlarinda 6zellikle de S 50 ve S 150 spektrumlarindaki 910 cm™
ve S_100 spektrumundaki 908,49 cm™ gdzlenen karakteristik absorpsiyon bandinin (C-
O-C gerilmesi) B-D glikozidik baglanmay1 gosterdigi sdylenebilir. Ayrica S 50, S 100
ve S_150 spektrumlarmda 796,08 cm™ de gdzlenen karakteristik pikinin de mannoz’a
ait oldugu soylenebilir. Sicak su ekstraktinin infrared spektrumuna bakildiginda,
polisakkaritlerin hidroliz olmadigi, subkritik polisakkarit ekstraktlarinin infrared
spektrumlarinda kolayca gdzlenebilen B-D glikozidik baglanmalara ait band ve 800 cm™
civarinda gozlenen mannoz’a ait absorpsiyon bandlar1 goézlenenememektedir. Bu
sonuglara gore, Lentinula edodes mantarinin polisakkaritlerini olusturan temel
monosakkaritlerin B-D glukoz ve mannoz oldugu infrared sonuglarindan da

anlasilmaktadir.

49



4. BULGULAR VE TARTISMALAR Ayse FIRAT

wT

EIHINI!IEI!IIIIHIIII!IEIEIIHI!IEI!.'E

Sekil 4.11 Shiitake mantarindan sicak su ve 50, 100 ve 150°C’de subkritik su ile
ekstrakte edilen polisakkaritlerin FT-IR spektrumlari. S_atm/yesil spektrum: Atmosferik
sicak su; S_50/siyah spektrum: Subkritik 50°C; S_100/mavi spektrum: Subkritik 100°C;
S _150/kirmiz1 spektrum: Subkritik 150°C.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1) Lentinula edodes mantart hem sicak su hem de subkritik su ve CO, atmosferi
altinda ekstrakte edilmistir. Molekiiler kiitle dagilimlari, kimyasal bilesimleri ve
polisakkarit ekstraktlariin bazi fiziksel ozellikleri belirlenmistir. Lentinula edodes
mantarinin subkritik su ekstraktlarinin ¢ozlinlirliigli yiiksek sicaklik ve basingta
artarken, sicak su ekstraktinin ¢oziiniirliigiiniin az oldugu gdzlenmistir. Sicakligin
yiikselmesi  ve basincin yani sira, ortama karbondioksit gazinin ilavesi de
polisakkaritlerin hidrolizini arttirdig1 gozlenmistir.

2) Polisakkarit ekstraktlarinin molekiiler kiitle dagilimlarmin belirlenmesinde
standart GPC ve de MALLS, RID ve UV gibi {i¢ dedektdriin bir arada bulundugu
HPSEC-MALLS sistemleri kullanilmistir. GPC metodunda farkli molekiiler kiitleye
sahip Dekstran standartlarina gore bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve buna
gore polisakkaritlerin ortalama molekiiler kiitleleri (Mp) hesaplatilmistir fakat
HPSEC-MALLS sisteminde polimer standartlarina gerek kalmadan polisakkaritlerin
ortalama molekiiler kiitleleri (Mw) hesaplatilmistir. Ayrica HPSEC-MALLS
sistemleri ile kompleks ya da proteinlerin molekiil yapilar1 veya konformasyonlar
belirlenebilmektedir. GPC analiz sonuglari, Shiitake mantar1 polisakkarit
ekstraktlarinin sicakliin artisiyla daha fazla hidrolize ugrayarak daha diisiik molekiil
kiitlesinde polisakkaritlerin olustugunu gostermistir. HPSEC-MALLS analizinin
sonuglarina gore c¢oOziinirliigli farkli iki polisakkarit fraksiyonu gozlenmistir.
Coziiniirligi farkl iki polisakkarit fraksiyonu, Fraksiyon I ve Fraksiyon II olarak
adlandirilmistir. Fraksiyon I olarak adlandirilan pik, polisakkarit ¢ozeltisi igerisinde
coziinmeyen tlrler (agregatlar), Fraksiyon II pikinin ise glukoprotein oldugu
sOylenebilir.  Subkritik su ekstraktlarin  HPSEC-MALLS kromatogramlari
incelendiginde ekstraksiyon kosullarinin artmasiyla birlikte, sicak su ekstraktindaki
¢oziinmeyen tiirlerin miktarlarinin azaldigi gozlenmistir.

3) Lentinula edodes mantar polisakkaritlerinin protein igerdigi hem 280 nm’de alinan
UV sinyali hem de Lowry protein metodu ile kanitlanmistir. Ekstraksiyon
sicakliginin  artmasiyla birlikte yapidaki proteinlerinin miktarlarinda  diisiis

gozlenmistir Proteinlerin denaturasyonunda ve yapidan uzaklastirilmasinda sicaklik

51



5. SONUCLAR VE ONERILER Avyse FIRAT

temel faktor iken, basincin da etkisi fazladir. Protein icerigi de 50°C (SWE)>100°C
(SWE) >sicak su ekstrakti>150°C (SWE) olacak sekilde azalmistir.

4) Hem karbohidratlarin hem de protein kalintisinin ger¢ek molekiiler agirliklarini
belirlemek i¢in, sicak su ekstrakt1 ‘Protease’ enzimi ile 24 ve 48 saat boyunca
muamele edilmistir. LS, RID ve UV dedektorlerinin kullanimiyla yapilan analiz
sonuglaria gore Fraksiyon I’de bazi yapisal veya konformasyonal degisikler
gozlenirken, Fraksiyon II’ de higbir degisikligin meydana gelmedigi gézlenmistir.
Sonug olarak sadece UV dedektor kullanilarak yapilan analizin kromatogramindan
anlasildig gibi, enzimle parcalanma sonucunda 6rnegin toplam protein icerigi
degismemektedir. Enzimle parcalama deneylerinde protein-glukan bandini kirmak
i¢cin ‘Protease’ enzimi disinda baska bir enzim kullanilabilir.

5) Polisakkarit ekstraktlarini kimyasal bilesimi agisindan karakterize etmek i¢in FT-
IR spektroskopisi kullanilmistir. Ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla birlikte bazi
pik sekillerinde farkliliklarin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. FT-IR spektrumlarinda
ozellikle de S_50 ve S_150 spektrumlarindaki 910 cm™ ve S_100 spektrumundaki
908,49 cm™ gbzlenen karakteristik absorpsiyon bandin(C-O-C) B-D glikozidik
baglanmay1 gosterdigi sdylenebilir. Ayrica S 50, S 100 ve S 150 spektrumlarinda
796,08 cm™ de gbzlenen karakteristik pikin de mannoz’a ait oldugu sdylenebilir.
Sicak su ekstraktinin infrared spektrumuna bakildiginda, polisakkaritlerin hidroliz
olmadigi, subkritik polisakkarit ekstraktlarinin infrared spektrumlarinda kolayca
gbzlenebilen B-D glikozidik baglanmalara ait band ve 800 cm™ civarinda gdzlenen
mannoz’a ait absorpsiyon bandlar1 goézlenenememektedir. Bu sonucglara gore,
Lentinula edodes mantarinin polisakkaritlerini olusturan temel monosakkaritlerin -
D glukoz ve mannoz oldugu infrared sonuclarindan da anlasilmaktadir.

6) Polisakkarit ekstraktinin ndétral seker bilesimi, temel olarak D-glukoz (kaba
polisakkarit kiitlesinde %82,11°lik kisim) ve eser miktarda mannozdan (kaba
polisakkarit kiitlesinde %8,18’lik kisim) olugmaktadir. Biitiin polisakkarit ekstraktlari
icin yapilan fiziksel analiz sonuglarindan anlasilabilecegi gibi, tiim polisakkarit
ekstraktlarinin nétrale yakin bir pH’da oldugu, subkritik kosullarda ekstrakte edilen
polisakkaritlerin sicak su ile ekstrakte edilene gore daha diisiik nem igerigine sahip

oldugu ve subkritik su ekstraktlarinin hem alkali hem de noétral ortamda tamamen
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coziindiiklerini, sicak su ekstraktinin ise her iki ortamdaki ¢oziinebilirliginin
subkritik kosullara gore daha az oldugu gozlenmistir.

7) Lentinula edodes mantar1 ekstraktlarinin 6zellikle de polisakkarit kisimlarinin anti
tiimor, antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak da

antitimor ve antimikrobiyal testler de yapilabilir.
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