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Bu ¢alismada, “Balcali” ve “Alata” diye adlandirilan ydresel iki farkli
Ganoderma lucidum tiirliiniin polisakkaritleri CO, atmosferinde subkritik su
ile ekstrakte edilmistir. Subkritik su ekstraksiyonu, ekstrakte edilmis
polisakkaritlerin fiziksel ve kimyasal niteligini incelemek i¢in ii¢ farkli
sicaklik (50, 100 ve 150°C) ve 280 bar (4060 psi) sabit basingta
gerceklestirilmistir. Her bir ekstrakttaki polisakkaritlerin ¢oziintirliigii, pH’s1,
nem, protein, ironik asit ve monosakkarit igerikleri ve molekiiler kiitle
dagilimlar1 belirlenmistir. Ekstraktlarin monosakkarit igerikleri ve ortalama
molekiiler kiitleleri GPC ve HPSEC-MALLS analizleri ile belirlenmistir. Bu
analizlerden elde edilen sonuglar, Ganoderma lucidum’un her iki tiirtindeki
polisakkaritlerin baglica D-glukoz ve eser miktarlarda D-mannoz ve D-
galaktozdan olustugunu gostermistir. HPSEC-MALLS analizleri ile her iki
tiriin iki polisakkarit fraksiyonu icerdigi belirlenmistir. Alata’da ilk
fraksiyonunun kiitlece ortalama molekiil kiitlesi (My,), sirasiyla 50, 100 ve
150°C icin, 1,253x107; 5,924x10° ve 2,901x10° Da ve Balcalr’da ise
6,279x106; 1,749)(106 ve 8,140)(105 Da olarak hesaplanmistir. Ikinci
fraksiyonlarin molekiil kiitleleri ise, sirasiyla 50, 100 ve 150 °C’de, Alata icin
5,064x10%; 4,687x10" ve 1,022x10* Da ve Balcali i¢in 4,311x10% 2,662x10*
ve 2,672x10* Da olarak bulunmustur. 280 nm’de HPSEC-UV analizleri ve
Lowry protein metodu sonuclari, polisakkarit ekstraktlarinin protein
icerdigini de gostermistir. Polisakkarit ekstraktlarindaki proteinin miktar1
ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla azalmistir. Notral ve bazik ortamda
Balcali ve Alata’nin sicak su ekstraktalarinin sirasiyla %1,53 ve %3,43°1
¢Oziinmeden kalirken, subkritik su ekstraktlarinin tiimii ¢oziinmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ganoderma lucidum (Reishi), subkritik su ekstraksiyonu,
polisakkarit, molekiiler kiitle dagilimi.
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In this study, polysaccharides of two different Ganoderma lucidum local
strains called “Balcali” and “Alata” were extracted with subcritical water at CO,
atmosphere. Subcritical water extraction was carried out at three different
temperatures (50, 100 and 150 °C) at a constant pressure of 280 bar to examine
physical and chemical characterization of the polysaccharides extracted. The
solubility, pH, humidity, protein, uronic acid, and monosaccharide contents, and
molecular weight distribution of polysaccharides in each extract were determined.
Monosaccharide contents and the average molecular weights of the extracts were
determined by GPC and HPSEC-MALLS analysis. The results showed that
polysaccharides of both strains of Ganoderma Ilucidum composed of mainly D-
glucose and trace amount of D-mannose and D-galactose. HPSEC-MALLS analysis
were indicated that both strains contained two polysaccharide fractions. The weight-
average molecular masses of first fraction in Alata were 1.253x10’, 5.924x10° and
2.901x10° Da and in Balcali were 6.279x10°, 1.749x10° and 8.140x10° Da at 50, 100,
and 150 °C, respectively. The second fraction had weight average molecular weight
(M,,) of 5.064x10%, 4.687x10" and 1.022x10"* Da for Alata and 4.311x10°, 2.662x10"
and 2.672x10* Da for Balcali at 50, 100 and 150 °C, respectively. HPSEC-UV
analysis at 280 nm and Lowry protein assay results showed that these polysaccharide
extracts contained protein. The amount of protein in polysaccharide extracts
decreased by increasing the extraction temperature. All subcritical water extracts of
Balcali and Alata were soluble while hot water extracts left insoluble residues of
1.53% and 3.43% in neutral and alkali medium, respectively.

KeyWords:  Ganoderma  Ilucidum  (Reishi), subcritical water extraction,
polysaccharide, molecular mass distrubition
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1. GIRIS Tugba BALIN

1.GIRiS

Yiiksek Basidiomycota iiyesi mantarlardan birisi olan Ganoderma lucidum,
onemli tibbi kullanima sahip mantarlardan biridir. Bu mantarin meyve kismi Cin’de
“Lingzhi””> ve Japonya’da ‘‘Reishi’’ olarak adlandirilmaktadir. Yiizyillardir, bu
mantar Cin ve diger Asya iilkelerinde kronik bronsit, hepatit, hipertansiyon, yiliksek
kolesterol, tiimorojenik hastaliklar ve immiinolojik bozukluklar gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde ve bu hastaliklardan korunmada geleneksel Cin ilact veya
halk ilact olarak kabul edilmistir (Lin, 2001). Son yillarda, bu mantarin biyolojik
olarak aktif bilesenlerinden biri olan polisakkaritler, immunolojik ve anti-timor
ozelliklerinden dolay1 kimyagerlerin ve immiinobiyologlarin dikkatini ¢cekmektedir
(Borchers ve ark., 1999; Wasser ve Weis, 1999b; Leung ve ark., 1997).

Simdiye kadar Ganoderma lucidum’un  polisakkaritleri  genellikle
kaynatilarak sicak su ile ekstrakte edilmistir (Chang ve ark., 2004). Ancak, son
zamanlarda, basinclandirilmis sicak su veya subkritik su, dogal aktif bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in alternatif bir ¢oziicli olarak biiyiik ilgi gormektedir. Su, sicakligin
99,97°C < t < 374,15°C araliginda ve basincin 217,76 atm < P seklinde oldugu
kosullarda ‘subkritik’” olarak adlandirilir. Bu bolgede, suyun polaritesindeki azalma
ile suyun dielektrik sabiti oda kosullarinda olandan daha diisiik olmaktadir. Bu
durum, organik bilesiklerin ¢oziinmesi i¢in suyun ¢dzme giiclinde bir artisa neden
olmaktadir (Shotipruk ve ark., 2004). Sicak suyun aksine, subkritik suyun kullanimi
Ganoderma lucidum’un polisakkarit molekiillerinin ekstraksiyonunu ve hidrolizini
daha etkin yapacaktir. Sicaklik ve basingtaki artis ile su molekiillerinin kat1 haldeki
mantar matriksi i¢ine diflizyonu ve dolayisiyla polisakkaritlerle etkilesimi daha etkin
olacaktir. Bununla birlikte, ekstraksiyon ortaminda karbondioksit gazinin bulunmasi
karbonik asitin olusumundan dolay1r polisakkaritlerin ekstraksiyonunu ve
hidrolizinini hizlandiracaktir.

Boyut eleme kromatografisi (Size-Exclusion Chromatography, SEC),
ozellikle yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanabilen giiclii bir tekniktir. Bu yontem,
uygulamalarinda jel siizme (Gel Filtration Chromatography, GFC) ve jel gecirgenlik
(Gel Permeation Chromatography, GPC) olmak iizere iki alt kisma ayrilir. Birincide

sulu ¢oziiciiler ve hidrofilik dolgu maddeleri, ikincide polar olmayan organik



1. GIRIS Tugba BALIN

¢oziiciiler ve hidrofobik dolgu maddeleri kullanilir. Yontemler, birisi suda ¢6ziinen
maddelere, digeri de daha az polar olan organik coziiciilerde ¢oézlinen numunelere
uygulanmalar1 bakimindan birbirini tamamlar. Bu ydntemin ana uygulamalarindan
biri, biiylik polimer veya dogal {irlinlerin mol kiitlelerinin veya mol Kkiitlesi
dagilimlarinin  hizli bir sekilde tayinidir. SEC, karbonhidrat arastirmalarinda,
polisakkaritlerin molekiiler kiitle dagilimlarin1 belirlemede en c¢ok kullanilan
yontemlerdendir. Bu yontemle molekiiler kiitleleri belirlemede, vizkometri, diisiik
veya ¢ok acili lazer 1sik sacilim (LALLS veya MALLS), refraktif indeks,
ultaviyole/goriintir bolge absorbans, floresans, UV ile birlestirilmis diferansiyel
refraktometri gibi ¢esitli 6l¢lim metodlar1 kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, yerel Ganoderma Ilucidum tiirlerinin farkli sicakliklarda ve
sabit basingta subkritik su ile ekstraksiyonlar1 yapilacak, elde edilen ekstraktlardan
polisakkaritler izole edilecek ve bu polisakkaritlerin fiziksel 6zellikleri, molekiiler
kiitle dagilimlari, kimyasal bilesimleri analiz edilecektir. Elde edilen veriler farkli

ekstraksiyon kosullariyla kiyaslanarak tartigilacaktir.

1.1. Teori

1.1.1. Tibbi Olarak Kullanilan Mantarlar

Besleyici degeri olan yenilebilir mantarlarin birgogu tedavi edici amaglar igin
diinya capinda uzun zamandir kullanilmaktadir. Yenilemeyen tiirlerin ¢ogu da
onemli tibbi kullanima sahiptir. Su an ¢esitli tedavi edici 6zelliklere sahip oldugu
bilinen en az 270 tlir mantar vardir (Ying ve ark., 1987).

Tibbi olarak kullanilan mantarlar, cesitli hastaliklarin ve belirli saglik
problemlerinin tedavisi i¢in biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir. Otuz yili askin siiredir,
ozellikle Japonya, Cin ve Kore’de bu mantarlar iizerinde yapilan bir¢cok bilimsel
calismanin sonucu olarak, geleneksel kullanimlarinin ¢ogu dogrulanmis ve yeni
uygulamalar gelistirilmistir (Cizelge 1.1, Wasser and Weis, 1999a). Bu mantarlarin
cesitli immunolojik ve anti-kanser 6zellikleri dikkat ¢ekerken, antioksidant, yiiksek
kan basincinmi azaltic1 (anti-hypertensive), kolesterol diisiiriicii, karacigeri koruyucu,

agr1 hafifletici (anti-inflammatory), anti-diyabetik, anti-viral, anti-mikrobik etkilerini
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iceren Onemli tedavi edici Ozellikleri de bulunmaktadir. Uzak Dogu’da cogu
endistriyel ila¢ iireten sirket yenileyici biyomedikal molekiillerin zengin kaynag:
olarak bu tedavi edici mantarlar1 incelemektedir. Basidiomycota mantar sinifindan
tiretilen polisakkaritlere-bagli proteinler U.S. Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
anti-timor kimyasallart olarak siniflandirilmaktadir (Jong ve Donovick, 1989). Bu
tibbi oneme sahip mantarlar hakkinda daha detayli bilgiler i¢in Hobbs (1995),
Stamets (1993, 2000) ve Mizuno (1995) referans olarak verilebilir.
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Cizelge 1.1. Tibbi olarak aktif Basidiomycota mantarlar1 ve onlarin tedavi edici
ozellikleri (Wasser and Weis, 1999a) (X
mantar liretimi, + = ticari olarak gelistirilmeyen mantar iiretimi)
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1.1.2. Ganoderma Mantarlarinin Bulunusu ve Taksonomisi

Ganoderma lucidum ve ilgili tiirleri, en az 4.000 yildir, tedavi edici amaglar
icin kullanilmaktadir (Zhao ve Zhang, 1994). Bu mantar Japonya’da Reishi veya
Mannetake (10.000 y1l mantar1) olarak adlandirilir. Cin ve Kore’de ise, farkli olarak,
Ling Chi, Ling Chih ve Ling Zhi (Oliimsiizlik Mantar1) olarak adlandirilmaktadur.
Ganoderma lucidum eski Japon, Kore ve Cin sanatinda en ¢ok betimlenen mantardir
ve daha ¢ok Cin kraliyetine ait resimli Ortiilerde anlatilmistir. Reishi, koétiiliiklere
kars1 kisileri veya evleri korumak icin biiyiilii giiglere sahip oldugu inanilan bir nesne
olarak da kullanilmistir (Anonim, 2006a).

Anavatan1 Cin olan Ganoderma lucidum tedavi ve beslenme i¢in yiiksek
degere sahiptir. Ilk Cin endiistriyel ila¢ iiretimi calismalarinda Ganoderma
lucidum’un ac1 bir tadinin oldugu ancak bir¢ok gizemli etkiye sahip oldugu, viicudu
yapilandirici, hastaliklar1 6nlemek icin organlarin fonksiyonlarimi gelistirici ve
yasami1 uzatmak icin nadir bir gii¢clendirici olarak rol oynadig1 gozlenmistir (Anonim,
2006b). Bu mantarlar diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmekte ve yapay olarak da
gelistirilmektedir, ancak bu yolla liretimin maliyeti oldukg¢a yiiksek oldugundan nadir
olarak yapilmaktadir (Anonim, 2006a).

Ganoderma  lucidum mantarina ait baz1 Ozellikler Cizelge 1.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 1.2. Ganoderma lucidum’a ait 6zellikler (Anonim, 2006c¢)

Ganoderma lucidum, (Curtis) P. Karst Bilimsel siniflandirma
Alem : Fungi
Filum : Basidiomycota
Sinif : Homobasidiomycetes
Cesit : Polyporales
Aile : Ganodermataceae
Cins : Ganoderma
Tir : G. Lucidum

Ganoderma lucidum mese ve diger sert agacglar tizerinde yetisirken G. tsugae

ve G. oregonense gibi diger tiirleri esasen kozalakli agaclar iizerinde yetismektedir.
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Bu tiir y1llik mantarlar tipik olarak 6lii ya da kuru agaclar iizerinde, kisin yapraklarini
doken ozellikle akcaagac, karaagac, s0giit, manolya, akasya ve Asya’da erik agaclari
tizerinde de yetisebilmektedir. Ganoderma Ilucidum ve G. tsugae kiiltiirde yetigme
stirecinde ¢evresel manipiilasyonlara karsilik uzun saplar olustururlar. Ganoderma
lucidum’un hem sert agac talaslar1 hem de bazi1 kozalakli agaglar iizerinde rahatlikla
gelisip meyve verebilmesi i¢in, bu mantarlarin yetisebilmesini sadece habitata
baglamamak gerekir. G. oregonense genellikle soguk iklimleri tercih eder.
Ganoderma lucidum’a ise daha ¢ok sicak bolgelerde rastlanir.

Bu mantarlar kahverengi renge sahip, bobrek seklinde ve nemli olduklarinda
verniklenmis goriiniimiinde parlak bir yilizeye sahiplerdir (Sekil 1.1 ve 1.2). Meyve
kisimlar1 gelistiginde spor iireten alt tabaka, hymenium, beyaz ve gozeneklidir
(Stamets, 2000). G. curtisii sar1 renkli sapkaya sahip ve Amerika’nin kuzey
dogusunda bulunan bir tirdiir (Zhao, 1989). Kuzey Amerika Reishi’lerinden
Ganoderma lucidum, G. curtisii, G.tsugae ve G. oregonense biiylk olasilikla ayni
soy kiitiigiinden gelmislerdir. Onlar1 ayr1 birer tiir olarak siniflandirmak i¢in biyolojik
olarak bir ayirim yapmak yerine ekolojik ve 6zel konuk¢u durumlar1 dikkate
alinmistir. Ganoderma lucidum’un kiltiirde eseysiz iiremesi, buna karsilik G.
tsugae’nin lirememesi az sayida olan kiiltiirel farkliliklarina bir 6rnektir (Stamets,

2000).

Sekil 1.1. Ganoderma lucidum’un meyve kismi (Anonim, 2006d)
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Sekil 1.2. Dogada yetisen ve kiiltiir Ganoderma lucidum (Reishi) mantar1 (Anonim,
2006d)

Ganoderma tirlerinin  aywirt edilebilmelerinde geleneksel taksonomi
yontemleri yeterli olamamustir. Ancak niikleotid dizilerinin incelenmesiyle onlari
siniflandirmak i¢in daha somut sonucglara ulasilmistir. Hseu ve ark. (1996)
Ganodermataceae’nin kirk bes degisik cins (genus), alt cins (sub-genus), boliimler
(sections) ve tiirleri (species) tizerindeki ¢aligsmalari sonucunda niikleotid dizilerini
inceleyerek rDNA’nin ITS1 ve ITS2 ile D2’nin LSU-D2 alt birim genleri arasinda
filogenetik karakter olusumlarimi gostermislerdir. Alt taksonomik diizeylerde ITS
verileri faydali olurken, iist diizeylerde LSU wverilerinin daha yararli oldugu
goriilmistiir. Niikleotid dizin verileri sonucunda Ganoderma ve Amauroderma’ nin
kesinlikle ayr1 cinslere ait olduklar1 saptanirken, alt cins Elfvingia’nin monofiletik
oldugu, Characoderma ve Phaeonema bdlimlerinin ise monofiletik olmadig
gorilmistir (Moncalvo ve ark., 1995a). Moncalvo ve ark. (1995b) arastirmalarinda
sub-tropik ve 1limh iklim bolgelerinden temin edilen yirmi dokuz Ganoderma
lucidum suglarmin ITS1, ITS2 ve LSU-D2 niikleotid dizin verilerini parsimoni
analizine tabi tutmuslar ve sonuglar1 hem morfolojik hem ekolojik hem de kiiltiirel
bazda degerlendirmislerdir. Filogenetik olarak iliskilendirilen izolatlar benzer kiiltiir
ozellikleri gostermistir. Fakat elde edilen bu veriler daha uzak taksonomiye sahip
izolatlarda da bulunabilmektedir. Bundan o6tiirii son zamanlarin uzak taksonomi
siniflamalar1 arasinda, morfolojik ozellikler kiiltiir 6zelliklerine gore daha yliksek
polimorfik niteliktedir. Ancak bu kiiltir 6zellikleri monofiletik gruplarin
belirlenmesinde faydali olmamaktadir. Bu sonuglara gére monofili bazinda yeni bir

tiir tanimlamas1 yapilmis ve bu genetik izolasyon i¢in gizil bir gelisme olarak ortaya
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konulmustur. Buna gore de Ganoderma lucidum kompleksinin taksonomisi yeniden
gozden gecirilmistir. Poliporlarin taksonomisi iizerine yazilmis en kapsamh
calismalar Gilbertson ve Ryvarden (1986) ve Zhao (1989)’ya aittir.

Ganoderma lucidum mantarin1 yetistirmede onemli olan bazi parametreler
Cizelge 1.3°de verilmistir. Bu parametreler ve gerekli hijyenin de saglanmasi

durumunda 90-120 giin araliginda her bir posetten en az iki iirlin elde edilmektedir.

Cizelge 1.3. Ganoderma lucidum mantarin yetistirmede 6nemli bazi parametreler
(Stamets, 2000)

Spawn Boynuz Geng Conk Meyve
QaIFl) masi (Primodyum) (Primodyum) (Fruitbody)
$ Olusumu Olusumu Geligimi
Sicaklk 21-27°C 18-24°C 21-27°C 21-27°C
Bagil Nem % 95-100 %9 5-100 % 95-100 % 90-95
Siire 10-20 giin 14-28 giin 14-28 giin 60 giin
CO, Miktan
(Ppm) 50,000 ppm | 20,000-40,000 ppm | 5,000-2000 ppm | < 2,000 ppm
Temiz Hava
Degisimi 0—1 saat basi 0—1 saat basi Gerektikce Gerektikce

, 500-1000 lux’, 750-1500
Isik Gereksinimi n/a 200-500 lux’, 4-8 12 saat lux, 12 saat

saat acip/kapama acip/kapama

Yiizyillardir Cinliler ve Japonlar tarafindan kullanilan Ganoderma Ilucidum
mantar1 yapisinda baslica steroidleri, laktonlari, alkoloidleri, polisakkaritleri ve
triterpenleri icermektedir. Farmokolojik olarak, suda ¢dziinebilen polisakkaritlerinin
birgogu anti-timér ve bagisiklifi  uyarict  (immunostimulating)  etkiler
gostermektedir. En az 100 farkli alkolde ¢oziinen triterpenlerin ganoderik,
ganoderenik, lusidenik ve ganolusidik gibi oldukca oksitlenmis lanostane-tiirii
triterpenoitleri igerdigi saptanmistir. Bu triterpenoitlerin anti-alerjik Ozelliklerle
birlikte yiiksek kan basincini azaltici ozelliklere de sahip oldugu gosterilmistir
(Anonim, 2006a). Bu mantar yetisme evresine ve ¢evresine bagli olarak birgok farkli

tedavi edici Ozelliklere sahiptir (Jong ve Birmingham, 1992; Liu, 1999). Geleneksel
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olarak, Ganoderma lucidum kronik hepatit, nefrit, hipertansiyon, eklem iltihab1, sinir
zayiflamasi, uykusuzluk, bronsit, astim ve gastrik iilser gibi hastaliklarin tedavisinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bilimsel ¢alismalar, mantardan ekstrakte edilmis
tirtinlerin kan basinci, kandaki kolestrol ve kan sekeri seviyelerini azaltabildigini
dogrulamaktadir (Hobbs, 1995). Buna karsilik, Ganoderma Ilucidum mantarmin
burun ve bogaz kurulugu, bulanti, kusma, kasinti ve diger septomlarini igeren yan
etkilerinin bulundugu da ifade edilmistir (Anonim, 2006¢).

Etkili bagisiklik diizenleyici etkiye sahip polisakkaritler, proteinler ve
triterpenoitler gibi birkag temel biyokimyasal, Ganoderma lucidum spp.’den izole
edilmektedir (Anonim, 2006a). Anti-kanser ve iltihap Onleyici ajan olarak
Ganoderma lucidum’un etkisi onun bagisiklik diizenleyici 0Ozelliklerini akla
getirmektedir (Wang ve ark., 1997). Bu mantarlar kullanilarak yapilan geleneksel tip
tedavilerinin biliyiik ¢ogunlugu hala tam olarak modern bilimsel standartlar tarafindan
ispat edilemezken, Uzak Dogu ve ABD’de kapsamli olarak incelenmektedir (Chang,
1995; Chen ve Miles, 1996). Ganoderma lucidum ac1 tadi ve sindirilemeyen
yapisindan dolay1 yenilebilir bir mantar degildir, ama sicak suda ekstrakte edilmis
formda, tablet ve siv1 liriinler halinde diinya ¢apinda elde edilebilmektedir (Stamets,

1999).

1.1.3. Ganoderma lucidum Mantarinin Bilesenleri

Ganoderma lucidum taze iken yumusak, mantarimsi ve yassi, verniklenmis
goriinlimiinde kirmizi sapkali ve alt kisminda donuk kahverengi-beyaz gdzenekleri
olan ¢ok gozenekli bir mantardir. Diger mantarlarin aksine, alt taraflarinda
solungaclara sahip degildir ve gozenekler icinden sporlarin1 serbest birakir; bu
nedenle bu mantar i¢in polipor terimi kullanilmaktadir.

Ganoderma lucidum, steroid hormonlarina benzer bir molekiiler yapiya sahip,
ganoderik asitler olarak bilinen bir grup triterpenoidi igerir. Tibbi bitkiler arasinda
bir¢ok aktif polisakkarite (uzun zincirli sekerler) de sahiptir (Anonim, 2006f). Temel
olarak organik germanyum (Ge) igerir (Anonim, 2006b). Bunlarin yani sira
iceriginde; steroller (ergosterol), lipitler (doymamis yag asitleri), alkaloidler,

komarin, mannitol, laktonlar, ugucu yaglar, proteinler ve diger bilesenler (riboflavin,
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askorbik asit, amino asitlerin tiim tiirleri (Anonim, 2006g) ve K, Fe, Mg, Mn, Zn, Ca,

Be, Cu, Ag, Al, Na bulunmaktadir (Anonim, 2006b).

1.1.3.1. Polisakkaritler

Polisakkaritler, fizikokimyasal Ozelliklerin genis bir dagilimina sahip
biyolojik makromolekiillerin yapisal olarak farkli bir siifin1 olusturmaktadir.
Olustuklar1 temel monosakkarit bilesenlerine, siralamalarina ve aralarindaki baglara,
baglarin anomerik konfigiirasyonuna, halka biiyiikliigiine (furanoz veya piranoz),
mutlak konfigiirasyona (D- veya L-) ve herhangi bir siibstitiientin mevcudiyetine
gore smiflandirilirlar. Zincir konformasyonu gibi tam yapisal 6zellikler ve molekiil
dis1 etkilesimler polisakkaritlerin fizikokimyasal 6zelliklerini etkileyebilmektedir.
Bir polisakkaritte atomlarin en kararli diizenlemesi hem molekiil i¢i hem de molekiil
dis1 giiclerden etkilenmektedir. Diizenli olarak siralanmis polisakkaritlerde,
cogunlukla, glukozidik baglar etrafinda seker birimlerinin serbestce donme
hareketinden dogan etkin sterik engellerden dolay1 bulunabilecekleri konformasyon
sayilar1 sinirhidir. Bu konformasyonlar ve baglanma tiirleri arasinda da karsilikli siki
bir iligki vardir. Seliiloz ve ksilan (xylan) gibi yapisal nisasta olmayan polisakkaritler
uzunlamasina konformasyonu destekleyen yonlendirmeleri tercih ederler (Sekil 1.3).
Amilopektin gibi depo polisakkaritler ise genis, helikal konformasyonlarda bulunma

egilimindedir (Sekil 1.4).

CH,OH

CH,OH
H OH

H OH

Sekil 1.3. Seliiloz (B-(1—4)-glukozidik bag ile bagli D-glukoz {initeleri)

10
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CH20H

Sekil 1.4. Amilopektin (a-(1—6)-glukozidik bag ile bagli D-glukoz {initeleri)

Polisakkarit zincirinin esneklik derecesi ve diizenliligi, fermantasyonlarinin
boyutunu ve oranmi etkileyebilir. Arabinoz ve ksiloz gibi pentoz sekerleri, iki
spesifik konformasyondan birini tercih eder. Bunlardan arabinoz, furanoz halkalarini
olusturur ve daha esnek bir yapiya sahiptir. Ksiloz ve glukozun olusturdugu piranoz
halkalar1 ise daha az esnektir. Ozellikle fazla sayida hidroksil grubu igeren
karbonhidratlarin  hidrofilik olduklar1 diisiiniiliir. Ama monomerlerinin halka
konfomasyonlari, epimerik yap1 ve glukozidik baglanmanin stereokimyasina bagl
olarak bazi polisakkaritlerde apolar yiizeylerin olusumu da gerceklesebilir. Ornegin,
cozelti igerisinde, dekstrin, a-(1—4) bagh glukanlar apolar ylizeyler olustururken,
dekstranlar, a-(1—6) bagli glukanlar ile seliiloz ve B-(1—4) bagh glukanlar ¢gok daha
az hidrofobik yiizeyler olustururlar ve apolar bir yiizeyi korumak i¢in yetersizdirler.
Polisakkaritlerin hidrasyonunda, 6zellikle molekiil i¢i hidrojen baglarinin miktar1 da
hidrofobikligi etkileyen faktorlerdendir.

Polisakkaritler fazla sayida molekiil i¢i hidrojen baglarina sahip ise daha
hidrofobik karakterdedir ve bu formda su ile daha az etkilesime girecektir. Eger
karbonhidratlar molekiildeki diger hidroksil gruplariyla etkilesmiyorsa, bu
karbonhidratlar iki su molekiiliiniin her biri ile tercihli olarak etkilesen hidroksil
(alkol) gruplarini igerirler. Ayn1 ya da komsu molekiiller iizerindeki hidroksil

gruplar ile etkilesim ister istemez polisakkaritlerin hidrasyonunu azaltir. Mannoz

11
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veya glukoz homopolimerlerindeki 3- ve 4- pozisyonundaki B-baglar giiclii, esnek
olmayan molekiil i¢i hidrojen baglarinin olusumuna imkan verir. Bu nedenle,
polimerin hidrasyonu azalir ve yapisal olarak esnek olmayan (biikiilmeyen)
polisakkaritler olusur. Bunlarin aksine, mannoz veya glukoz homopolimerlerindeki
2-, 3- ve 4- pozisyonundaki a-baglar hidrasyonun daha fazla olmasini ve daha esnek
baglantilarin olusumunu saglar.

Seker artig1 siklikla *C; sandalye konformasyonu olarak adlandirilan spesifik
bir konformasyona sahiptir. Sekil 1.3’de halka oksijeninin arkada bulundugu sag

taraftaki yapida 4 numarali karbon yukarida, bir numarali karbon ise asagida yer alir.

H H
H JH 18
HD
0 n]
oh e~
H
H
oOH H
OH

H
" ﬁ%
0 8
o H l,U

| O
H

OH

Sekil 1.5. Seker molekiillerinin *C, sandalye konformasyonunda anomerik bag
etrafinda donme acilarinin iki degisik baglantida B-(1—4) ve B-(1—6)
gosterilmesi

Burada anomerik bag etrafindaki donme agilar iki degisik baglant1 ile, B-(1—4) ve
B-(1—6), goriilmektedir. Metil hidroksil grubu ile B-(1—6) bag1 yapan yapi, “‘®’’
acis1 ile bir fazla serbestlik derecesine sahip oldugu icin, daha esnek bir yapiya
sahiptir. Polisakkarit zincirinin esnekligi (anomerik baglar etrafindaki donme
kolaylig1) molekiil i¢i hidrojen baglarimin varligi ile de dogrudan ilgilidir. Bu
baglamda furanoz halkalar1 piranoz halkalarindan daha esnek bir yapiya sahiptir ve

bir su molekiilii ile etkilesime girme olasilig1 daha azdir.

12
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(b)

Sekil 1.6. B-D-glukozun (a) piranoz ve (b) furanoz formu

Ayrica donme, yapinin enerjisini de degistirir. Konformasyondaki boyle farkliliklar
viskozite lizerinde etkilere de yol agabilir (Anonim, 2006h).

Sulu ¢ozeltideki etkilesimler molekiillerarasi hidrojen baglarini bozarak tercih
edilen konformasyonu belirleyebilir. Bununla beraber molekiillerin su ile etkilesim
diizeyi prosesin sicaklik ve basinci, dolayisiyla su molekiillerinin polaritesi,
hidronyum ve hidroksil iyonlarinin derisimi gibi etkenler polisakkarit molekiilii ile
hidrojen bagi yapabilme etkinligini belirleyerek, mevcut proses kosullarinda
polisakkarit molekiillerinin yeni konformasyonlarinin olusmasina neden olacaktir

(Kirscher ve Woods, 2001).

(i) Polisakkaritlerin Hidrolizi

Polisakkaritlerin, 6zellikle seliilozun hidroliz yoluyla esas f{iriin olarak
glukoza doniistiiriilmesi ve glukozdan da fermantasyon yolu ile etil alkol elde
edilmesi konusuna ilgi tarihsel olarak 1940’lara kadar uzanir (Dunning, 1945). Asit
katalizorliigiinde hidroliz ¢calismalarindan (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; Sasaki ve
ark., 1998; Sasaki ve ark., 2000; Ehara ve Saka, 2002). Son bir ¢alisma karbondioksit
varliginda karbonik asitin katalitik etkisi ile daha 1limli kosullarda (200°C) nisasta ve
bazi diger polisakkaritlerin etkin olarak hidroliz edilebilecegini gdstermistir
(Miyazawa ve Funazukuri, 2005).

Sakaki ve ark. (1996) seliillozdan 355°C sicaklikta 15 saniye silirede diger

oligomer iirlinlerin yani sira %40’lara varan glukoz olusumunu bildirmislerdir.
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Ancak prosesin devaminda gaz {iriinlere ve metanolde ¢oziinen bozunma iirlinlerine
dontlisiim artarken karbonize (char) triinler de gozlenmistir. Sasaki ve arkadaslari
(2000) ise seliilozun 25 MPa basingta ve ¢esitli subkritik ve siiperkritik kosullarda
dontisiimiinii ayrintili bir sekilde inceleyerek 350°C ve {izerindeki sicakliklarda
selillozun hizla (0,05-10,0 sn) glukoza kadar hidroliz oldugu, ancak 320-350°C
sicaklik araliginda hidroliz hizimin diistiigii, buna karsilik glukoz ve digerlerinin
bozunma tepkimelerinin agir bastigini gostermislerdir. Ehara ve Saka (2002) da
seliilozu batch- ve flow-tipli reaktorlerde siiperkritik su ile etkilestirdiginde Sasaki ve

ark. (2000) sonuglarina uyumlu gozlemlerde bulunmuslardir.

1.1.3.2. Steroller

Cesitli steroller dogal olarak bitkilerden elde edilebilirler. Kimyasal olarak bu
steroller hayvanlardan elde edilen kolesterole benzer. Steroller 1ii¢ birlesik
siklohekzan halkasini igerir; yapidaki yan zincirler de sterolleri farklilagtirir

(Anonim, 20061).

(i) Ergosterol

Pro-vitamin D, olarak da adlandirilan ergosterol, sabunlasmayan bir lipittir.
Maya ve diger fungilerde bulunur. Suda ¢6ziinmezken organik ¢oziiciilerde
¢oziinebilen beyaz, berrak bir bilesiktir. Ergosterol, ultraviyole 151k veya elektron
bombardimani ile ergokalsiferole (D, vitamini) doniisiir. D vitamini, ya iki tane
yagda ¢Ozilinen sterol benzeri bilesik veya hem ergokalsiferol (D, vitamini) hem de
aktiflestirilmis kolkalsiferol (D3 vitamini)’den ibarettir. D, ve D3 vitaminleri tiim
memelilerde yaklagik esit etkinlige sahiptir. D vitaminin eksikligi c¢ocuklarda

rasitizm, yetiskinlerde ise kemik erimesi ile sonuglanir (Anonim, 20061).
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Sekil 1.7. Ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-33-ol) (Anonim, 20061)
1.1.3.3. Alkoloidler

Alkoloidler, insanlar ve hayvanlar {izerinde farmakolojik etkiye sahip azotlu
organik bilesiklerdir. Genellikle amino asitlerin tiirevleridirler. Bir¢ogu cok aci bir
tada sahiptir. Bitkilerde (patates ve domates), hayvanlarda (6zellikle suda yasayan
kabuklu hayvanlarda) ve mantarlarda ikincil metabolitler olarak bulunurlar. Bu
maddeler asitlerle (genellikle HCI ve H>SOj4; bazen maleik ve sitrik asit) muamele
edilerek ekstrakte edilirler.

Sitrokinin (strychnine) veya konin (coniine) gibi bir¢ok alkaloid zehirliyken, bazilari
analjezik (agr1 hafifletici) veya anestetik, 6zellikle morfin ve kodein olarak ilaglarda

kullanilirlar. Sentetik olarak da iiretilirler (Anonim, 2006j).

1.1.3.4. Komarin

Komarin, birgok bitkide yliksek konsantrasyonlarda bulunan kimyasal bir
bilesiktir. Yeni bi¢ilmis saman kokusuna benzer, kolaylikla taninabilen hos bir
kokuya sahiptir. Birka¢ pihtilasma Onleyici (anti-coagulant) icin 6ncii maddesi

(precursor) olarak klinik degere sahiptir.

Sekil 1.8. Komarin (1,2-Benzopyrone), (Anonim, 2006k)
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Bitkilerdeki komarinin biyosentezi hidroksilasyon, glukoliz ve sinamik asitin
halkalagmas1 yoluyladir. Komarin laboratuarda ise, salisilaldehit ve asetik anhidrit

arasindaki Perkin reaksiyonu ile hazirlanabilir.

CHO
CH. SO0 T
O+ wonemo 288 (3 + onoonn
oli's

oH

Sekil 1.9. Komarin eldesi, (Anonim, 2006k)

Komarin, karaciger ve bobreklerde 1limli olarak toksik etki gosterdigi i¢in
yirminci ylizyilin ortalarindan bu yana pek cok iilkede gida katki maddesi olarak

yasaklanmis olmasina ragmen bazi tiitiin {irlinleri ile yapay vanilyada bulunmaktadir.

1.1.3.5. Mannitol

Mannitol veya hekzan-1,2,3,4,5,6-hekzol (C¢Hg(OH)s) bir sorbitol

izomeridir.

OH OH

OH
HO

OH OH

Sekil 1.10. Mannitol, (Anonim, 20061)

Kimyasal olarak, mannitol, bir alkol, seker veya polioldiir; ksilitol (xylitol) ve
sorbitole benzerdir. Ama asidik sulu ¢ozeltilerde bir hidrojen iyonunu kaybetme
egilimine sahiptir. Bu sebeple, pH’sin1 ayarlamak i¢in sodyum bikarbonat gibi bir
madde ¢ozeltiye eklenebilir.

Mannitol, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
diyabetli hastalar icin tatlandiric1 olarak kullanilabildigi gibi, 1s1 diisiiriicli yetenege
sahip oldugu icin, ‘‘nefesi tazeleyici’’ sekerlemelerde de tatlandirict olarak
kullanilmaktadir. 20 g’dan daha fazla dozlarda miishil etkisi gosterir ve bazen

cocuklar icin bu amagla satilmaktadir. Bazen eroin veya diger kanunen yasak
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uyusturucular igin distk nitelikli katki maddesi olarak da kullanilir. Son olarak,
tropikal balik zehirlenmeleri felg benzeri belirtiler olusturduklar1 i¢in bu gibi

durumlarda da mannitol uygulanabilir.

1.1.3.6. Lakton

Lakton, halkali bir esterdir. Bir alkol ve bir karboksilik asit grubunun
kondensasyon {iriiniidiir. Onekler halka biiyiikliigiinii gosterir: beta-lakton (4 iiyeli),
gama-lakton (5 liyeli), delta-lakton (6 iiyeli halka) gibi.

Laktonlara iliskin bir yap1 Sekil 1.11°de gosterilmekedir.

(oo

O

Sekil 1.11. gamma-Butyrolactone (GBL), (Anonim, 2006m)
1.1.3.7. Riboflavin

B, vitamini veya G vitamini olarak bilinen riboflavin kolaylikla absorblanan,
suda ¢Ozlinen, insan sagligin1 korumada anahtar role sahip bir maddedir (Sekil 1.12).
Sar1 veya turuncu-sari renktedir ve gida renklendiricisi olarak kullanimina ek olarak
bazi gida {Uriinlerini korumak i¢in de kullanilir. Bebek gidalarinda, kahvaltilik
tahillarda, soslarda, islenmis peynirde, meyve sular1 ve vitamince zenginlestirilmis

sut triinlerinde riboflavin bulunabilir.

Sekil 1.12. Riboflavin (B, vitamini), (Anonim, 2006n)
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Riboflavin, diger B vitaminleri gibi, yaglar, karbonhidratlar ve proteinlerin
metabolize olmasina yardim ederek enerji iiretimini destekler. B, vitamini kirmizi
kan hiicrelerinin olusumu, antikor iiretimi, biiylimeyi diizenleme ve iireme i¢in de
gereklidir. Tiroit aktivitesini diizenlemenin yani sira saglikli bir cilt, tirnaklar, sa¢
uzamast ve genel saglik i¢in Onemlidir. Riboflavin, katarakt gibi bazi goz
rahatsizliklariin tedavisi veya dnlenmesinde de yardimcidir. Kanli, kagian, yanan
ve 1518a kars1 duyarli gozleri iyilestirici etkisi vardir.

Sit, peynir, lifli yesil sebzeler, karaciger, maya, badem ve olgun soya
fasulyesi B, vitamini kaynagidir. Ama bu dogal kaynaklarda riboflavin 1518a maruz
kaldiginda bozunur. Insan viicudu riboflavini depolayamadigi igin eksikliginin

yaygin oldugu diisiintiliir.

1.1.3.8. Askorbik Asit

Askorbik asit antioksidant Ozellikte bir organik asittir. Suda ¢oziiniir. L-

enantiomeri C vitamini olarak bilinir.

T
L

HO

HO OH

Sekil 1.13. Askorbik asit (C vitamini), L-3-ketothreoheksuronik asit (Anonim,
20060)

Askorbik asitin yapisinda altta bulunan ¢ift bag yakinindaki hidroksil gruplari
enoldiir. Askorbik asit enol formunda en kararli halde olmasimna ragmen, hizli bir
sekilde proton transfer ederek iki kararsiz diketon tautomerine doniigiir. Enoliin
protonu kaybolur ve bir diketon olusturmak icin ¢ift bagdan elektronlar alinir. Bu

enol reaksiyon iiriinlerinin 1,2-diketon ve 1,3-diketon olmak iizere iki olasi sekli

vardir (Sekil 1.14)
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Sekil 1.14. 1,3-diketon vermek i¢in proton lizerine askorbik enoliin atagi (Anonim,
200606)

C vitamini 1s1 ve 1s18a karsi duyarlidir ve atmosferdeki oksijenle reaksiyona

girerek kolaylikla oksitlenebilir (Sekil 1.15).

HO
HO o
Oy 0
—_—
-
s

Sekil 1.15. C vitamininin oksidasyon prosesi (Anonim, 2006p)

Askorbik asit dogada birgok farkli besinde ve bazi hayvanlarda bulunur.
Ancak insanlar askorbik asiti viicutta kendi kendilerine sentezleyemedikleri igin
disaridan bir kaynakla onu almak zorundadirlar. Ozellikle turunggiller ve kusburnu
gibi bazi bitkiler askorbik asit bakimindan olduk¢a zengindirler.

C vitamini, viicutta kan damarlarinin biiyiik bir kismi, kemikler, eklemler,
disler, disetleri ve biitiin baglayic1 dokularda olan kollojenin sentezinin énemli bir
kismimi olusturur. Ayni zamanda insan viicudunun birincil suda ¢6ziinen
antioksidanidir. Yaralarin ve kirik kemiklerin iyilesmesinde ¢ok onemlidir. Kemik
iliginde hemoglobin ve kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminde de rol oynar. Sinir
iletiminin 6nemli bir kisminda rol oynadigi i¢in beyinde de ¢ok miktarda bulunur. C
vitamininin fazla dozlar1 her giin alindiginda astim belirtilerini azaltabilir. Kalp

krizlerini ve ¢arpintilarin1 6nleyici etkiye de sahiptir (Anonim, 2006r).
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1.1.3.9. Amino Asitler

Amino asitler hem proteinleri olusturmada hem de metabolizma igerisinde ara
tiriinler olarak 6nemli rol oynarlar. Belirli bir proteinin tam amino asit igerigi ve bu
amino asitlerin sirasi, bu proteinin kodlandig1 gen icindeki bazlarin sirast ile
belirlenir. Proteini olusturan amino asitlerin kimyasal 6zellikleri o proteinin biyolojik
aktivitesini de belirler. Yag ve nisastanin aksine, insan viicudu amino asitleri
depolayamaz. Bu nedenle, amino asitler her giin gidalarla alinmak zorundadir.
Alanin, asparagin, aspartik asit, sistein, glutamik asit, glutamin, glisin, prolin, serin
ve trosin viicudumuzun iiretebildigi amino asitlerdir.

Biyolojik olarak énemli amino asitler —-COOH grubunun yanindaki karbon
atomuna bagli bir amin grubuna sahiptirler. Sekil 1.16’da da proteinlerde bulunan

biitiin amino asitlere ait temel yap1 gosterilmektedir.

R-grubu veya
yan zincir
R »
o karbonu
| a hidrojeni
+ »
H;N—CH—C=—=
1
1
a amin |: karboksil
grubu 0o grubu

Sekil 1.16. Amino asitlerin yapisi (Anonim, 2006s)

Amino asitler yiiksek erime noktasina sahip kristal katilardir. Genel olarak suda
¢oziinlirken, hidrokarbonlar gibi apolar organik coziiciilerde ¢ozlinmezler. Sudaki
¢oziinlirliik “’R’’grubunun yapisina ve boyutuna bagli olarak degisir.

Ayn1 karbon atomu etrafinda dort farkli grup oldugu i¢in amino asitler (glisin
hari¢) kiral molekiillerdir. Kiral amino asitlerin konfigiirasyonlari, Fischer
projeksiyon formiilleri yazildigr zaman benzerlik gosterir ve bu “’L-konfigilirasyon”’

olarak tanimlanir (Sekil 1.17).
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CosH
HoN——H
F
L-Amino Asit
Sekil 1.17. Amino asitlerin L-konfigiirasyonu, (Anonim, 2006s)

Amino asitler hem asidik (-COOH) hem de bazik (-NH;) fonksiyonel gruplar
tasidiklart i¢in sulu c¢ozeltilerde baskin molekiiler tiirler olarak bulunurlar. Bir
¢oOzeltideki amino asidin baskin sekli, ¢ozeltinin pH ’sina ve amino asidin karakterine
baglidir. Kuvvetli asidik ¢ozeltilerde biitiin amino asitler dncelikle katyonlar olarak,
kuvvetli bazik ¢ozeltilerde ise anyonlar olarak bulunurlar. Molekiillerin net bir yiike
sahip olmadig1 pH izoelektrik nokta (pI) olarak adlandirilir ve bu noktada pozitif ve
negatif yiikli gruplar dengededir ve dipolar iyonun derisimi en fazladir (Sekil 1.18).

Sekil 1.18. Amino asitlerin kuvvetli asidik ve bazik ¢ozeltilerdeki sekli, (Solomons,
Fryhle, 2002)
Basit bir amino asit i¢in izoelektrik nokta karboksil ve amin gruplarinin pK,’larinin

ortalamasidir. Her amino asidin belirli bir izoelektrik noktasi vardir.

1.1.4. Subkritik ve Siiperkritik Suyun Ozellikleri

Saf bir madde kendine 6zgii bir kritik sicaklik degerine sahiptir. Bu sicaklikta
bulunan maddenin buhar basinci da kritik basing olarak ifade edilir. Bir madde kritik
sicakliginin tizerinde bir sicaklikta, basin¢ ne kadar yiiksek olursa olsun, sivi fazda
bulunamaz. Bu faza siiperkritik faz adi verilir. Stiperkritik fazda maddenin kritik
kosullardaki viskozitesi ve yogunlugu, gaz ve sivi faz degerleri arasinda olmakla
birlikte, viskozitesi sivi halinden on kat daha disiik; buna karsilik diflizyon hizi

stvininkinin on kati kadar daha biyiiktir. Sekil 1.19 suyun faz diyagramini
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gostermektedir. Su, diger tiim molekiiler maddelere gore oldukca farkli fiziksel
Ozelliklere sahiptir ve dolayisiyla faz diyagrami da diger maddelerle
karsilastirildiginda olduk¢a karmasiktir. Bunun temel nedeni su molekiilleri arasinda
meydana gelen kuvvetli hidrojen baglaridir. Sicaklik ve basing kosullarinin
degismesine bagli olarak hidrojen baglarinin nitelik ve niceligindeki degismeler,
suyun yogunlugu, dielektrik sabiti, iyon carpimi gibi degerlerinde Onemli
degisikliklere yol agacaktir.

Basing (Pa)

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Sicaklik (K)

Sekil 1.19. Suyun faz diyagrami ( Glasser, 2004)

Sekil 1.19°da mavi renkli bdlge kati hali, yesil siv1 hali ve gri ise buhar (gaz) halini
gostermekte, 374,15°C (647,15 K) sicaklik ve 217,76 atm (22064 kPa) basing olarak
belirlenen kritik noktanin iizerinde ise bej rengi siiperkritik fazi gostermektedir.
Ancak kritik sicakligin {izerinde, basing 1010 kPa’in iistiindeki degerlere ¢iktiginda
stiperkritik faz bolgesinden ¢ikilip, kat1 faz bolgesine girilmektedir. Bu durum su
molekiilleri arasindaki hidrojen baglarindan kaynaklanan 6zel bir durumdur. Ayrica
kat1 faz bolgesi incelendiginde tam 12 adet farkli kati faz bolgesi goriilmektedir.
Ancak bu boélge konumuz diginda oldugu i¢in ayrintiya girilmeyecektir. Calismamizi
ilgilendiren alanlar, stiperkritik faz ile subkritik diye adlandirilan yiiksek basinglt sivi
faz bolgesidir. Farkli yayinlarda suyun subkritik faz bolgesine iliskin sicaklik ve
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basing smir degerleri farkli olarak ele alinmaktadir. Ancak bizim c¢alismamizda
subkritik bolgede sicaklik ve basinca iligkin sinir degerler t, <t <t. ve P, < P olarak
aliacaktir (Ohtaki, 2003; Nakahara ve ark., 1997). Su i¢in bu degerler 99,97°C <t <
374,15°C ve 217,76 atm < P seklinde olacaktir.

Suyun sicaklik, buhar basinc1 ve yogunluk iliskisi Sekil 1.20°de verilmistir.

o,
[/

777777
Ty,

Sekil 1.20. Suyun sicaklik, basing ve yogunluk iliskisini gdsteren ii¢ boyutlu
diyagrami (Wagner ve Pruss, 2002)

Stiperkritik bolgede artik sivi fazin varligindan s6z edilmedigi i¢in, buhar
basincindan bahsetmek de gerekli degildir. Kritik noktada yogunluk 0,323 g cm™ diir
ve bu deger normal ¢evre sicakligi kosullarindaki degerin yaklasik ticte biri kadardir.

Subkritik ve stiperkritik kosullarda su ile yapilacak ekstraksiyonlarda 6nemli
bir parametre de dielektrik sabiti degeridir. Sekil 1.21°de suyun degisik sabit basing
degerlerinde sicaklik ve yogunluk degiskenleri ile dielektrik sabitinin (€) iligkisi
goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi suyun normal kosullardaki bagil ¢ degeri
80 civarinda iken, siiperkritik bolgede bu deger 2’ye dogru bir diisiis gdstermektedir.

23



1. GIRIS Tugba BALIN
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Sekil 1.21. Suyun dielektrik sabiti degerleri, ( Glasser, 2004)

Tamamem apolar olan hekzan, heptan ve karbontetrakloriir gibi organik ¢oziiciilerin
bagil € degerleri 2 civarinda olduguna gore, siiperkritik suyun da tamamen apolar
nitelikli bir ¢6ziicii oldugu anlagilmaktadir. Buna karsilik, uygun sicaklik ve basing
parametrelerini ayarlayarak subkritik bolgede ve daha i1limli sicaklik ve basing
kosullarinda orta ya da yiiksek polarlikta su ¢6zgeni ile polariteleri olduk¢a farkl
bilesenleri bir kat1 matriksten segici olarak ekstrakte etmek miimkiin olacaktir.

Suyun iyon carpim degerleri de sicaklik ve basingtaki degisikliklere bagl
olarak oldukgca ilging bir degisim gostermektedir (Sekil 1.22).

= 12.8MPa

SICAKLIK (°C) -

Sekil 1.22. Suyun iyon ¢arpimi sabiti (Ky,) degerleri (Glasser, 2004)
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Sicakligin 500°C’nin altinda ve basincin da 60 MPa veya iizerinde oldugu tiim
durumlarda iyon ¢arpim degeri 1 x 10" den biiyiiktiir. Basincin 35 MPa civarinda
olmas1 durumunda, 400°C’nin altindaki stiperkritik ve subkritik bolgelerde de iyon
carpim degeri 1 x 107" den biiyiik olmaktadir. Sicakligin 200-300°C araliginda olan
bolgede ise basingtan epeyce bagimsiz olarak iyon carpim degerinin en yiiksek
degerlere (~ 10™'") vardig1 goriilmektedir. Bu bolgede hidronyum ve hidroksil iyon
derisimleri oda sicakligi kosullarina gore yaklasik 30 kat daha biiyiilk degerlere
sahiptir. Polisakkaritlerin su ile ekstraksiyonu siirecinde, ekstraksiyon kosularina
gore kismen ya da tamamma yakinmin hidroliz olma durumu s6z konusudur.
Hidronyum ve hidroksil iyon derisimlerinin goreceli olarak yiiksek olmasi
durumunda, hidroliz tepkimeleri de katalizlenerek ekstraksiyon sonucu elde edilecek
polisakkaritlerin/oligosakkaritlerin ortalama mol kiitlelerinde azalma, buna karsilik

monosakkarit ve diger ¢oziiniir lirlin miktarinda artis olacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Son zamanlarda baz1 dogal bitki ekstraktlarinin diisiik toksisitiye sahip oldugu
ve anti-tlimor etkisi gosterdigi gézlenmistir. Fujimiya ve ark. (1999), Agaricus blazei
Murill mantarindan ekstrakte edilen diisiik molekiil kiitleli tiriinlerin, MethA timor
hiicre gelisimi {izerindeki etkisini arastirmislardir. Calismalarinda, bu mantarin
meyve kisimlarini %80°lik etanol ile ekstrakte ettikten sonra, ¢oziinmeyen kismi
kaynamis su ile ve bunu takiben %5’lik amonyum okzalatla isitarak ekstrakte
etmisler ve bu ekstraktlar1 sonraki c¢alismalarda kullanmak tizere kodlamislardir.
Kaba ckstraktlar ise 1 M HCI ile muamele edilerek farkli bir sekilde kodlanmistir.
Ekstraktlardan diisiik molekiile kiitleli yapilar1 ayirmak icin, énce GPC kolon
tizerinden 0,2 M NaCl ytiriitiicii faz1 ile 25 ml/dk akis hizinda bir eliisyon yapilmaistir.
Sonra sirastyla su, 0,2 M ve 0,5 M NaCl ¢ozeltileri ile DEAE-kolondan eliisyon ve
ardindan tekrar GPC kolonu ile diisiik molekiil kiitleli (Low Molecule: LM) tiirlerin
ayirimi saglanmistir. Kromatografik ve fizikokimyasal ¢alismalar, ortalama molekiil
agirligr 20 kDa olan a-1,4-glukan-B-1,6-glukan kompleksini igeren diisiitk molekiil
fraksiyonu-3’iin (LM-3) temel anti-tiimor aktivitesine sahip oldugunu gostermistir.
Biitiin LM fraksiyonlar1 ve asitle muamele edilmis kaba fraksiyon, normal hiicreler
tizerinde etkisi olmayan MethA tiimor hiicreleri i¢in, laboratuar ¢caligmalarinda segici
sitotoksik etki gostermistir. LM fraksiyonlarinin, o6zellikle LM-3’{in, alindigi
farelerde, bagisiklik bastirici asidik proteinin serum seviyesi, granulositlerin olas1 bir
hareketlilik gostermesiyle ©Onemli derecede artmistir. Belirsiz bir tlimoriin
inhibisyonunun, ilk tiimor alanina ekstrakt enjeksiyonlarinin etkisiyle, granulositlerin
goclini arttirdid i¢in, gogalabilecegi tahmin edilmistir.

Bao ve ark. (2001a), Ganoderma lucidum sporlarindan izole edilen (1—3)-a-
D-glukan’in  kimyasal modifikasyonlarmi, fizikokimyasal o6zelliklerini ve
immunolojik aktivitesini arastirmiglardir. Siibstitiisyon derecesinin degisimi ile
(1-3)-a-D-glukanin iyonik ve yiiksiiz alti farkli fonksiyonlastirilmis tiirevi —
aminopropillenmis, hidroksietillenmis, siilfatlanmus, karboksimetillenmis,
karboksimetillenmis ve siilfatlanmis ¢ift ve benzilamitlenmis-karboksimetillenmis
tirevleri — sentezlenmistir. Tim tiirevlerin yapisal ve fizikokimyasal ozellikleri

kimyasal ve spektral analizlerle arastirilmis ve lenfosit ¢ogalimi ve antikor iiretimi
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tizerindeki etkileri laboratuarda ve canli {izerinde test edilmistir. Genelde, biitiin
orneklerin yapisal ve fizikokimyasal Ozellikleri ve lenfosit ¢ogalim aktivitesi,
fonksiyonel gruplar ve siibstitiisyonun derecesi ile degismistir. Immunolojik
calismalar ise, baz1 modifiye edilmis tiirevlerin, lenfosit cogalimi ve antikor iiretimi
tizerinde giiclii uyarict etkilere sahip oldugu ve bununla beraber, siibstitiisyonun
derecesi diisiik tutulan (SD<0.28) karboksimetil gruplarinin girisinin immuno-uyarici
aktivitenin gelisimi tizerinde en iyi etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.

Bao ve ark. (2001b), Ganoderma Iucidum’un sporlarindan kompleks bir
glukana ait yapisal 6zelikleri tanimlamaya ve fareler lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarla
da bu glukana ait bagisiklik diizenleyici aktiviteyi belirlemeye ¢alismislardir.
Ganoderma lucidum’dan sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen, HPSEC analizleri ile
molekiil agirligi 1,26x10° Da olarak belirlenen bir polisakkariti anyon degistirici ve
jel-gecirgenlik  kromatografisi yontemlerini kullanarak saflastirmislardir. Bu
polisakkaritin, farelerde lenfosit artisina neden olan konkanavalin (ConA) veya
lipopolisakkarit (LPS) ile antikor iiretimini bastirmada gii¢lii bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Dogal polisakkaritin ve kismi asit hidrolizi, Smith parcalamasi ve
asetilasyon ile elde edilen oligosakkarit kisimlarinin yapilari, kimyasal olarak
metilasyon analizleri ile birlikte, 'H, C, 2D NMR ve ESI-MS spektroskopik
calismalari ile aydinlatilmigtir. Parcalanmamis polisakkaritin (1—6)-bagli ana zincire
sahip kompleks bir B-D-glukan oldugu ve her bir glukozil artiginin bu ana zincirde
C-3 ve C-4’de siibstitiie olmus mono-, di- ve trisakkarit icerdigi sonucuna
varmiglardir.

Bao ve ark. (2001¢), Ganoderma lucidum sporlarindan yola ¢ikarak temel bir
polisakkaritin yapisini, olduk¢a dallanmis bir glukanin immunolojik etkilerini ve
onun parcalanma iriinlerini aydinlatmaya c¢alismislardir. Bilesim ve metilasyon
analizleri, periyodat oksidasyonu, Smith indirgemesi, 'H, >C ve 2D NMR ve ESI-
MS deneyleri ile Ganoderma lucidum 'un yapisinda bulunan dogal polisakkaritler ve
onun parcalanma iiriinleri belirlenmistir. Bu polisakkaritin ana zincirini f-(1—3)-D-
glukopiranozil olustururken, ana zincirde glukozilin altinci karbonunda (C-6)
siibstitie olmus mono-, di- ve oligosakkarit yan zincirlerinin bulundugu

gosterilmistir. HPSEC metodu ile bu dogal polisakkaritlerin ortalama molekiiler
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kiitlesini 1,0x10* Da olarak hesaplamiglardir. Sulu c¢ozeltideki konformasyon
analizleri ve dogal ve parcalanmis glukanlarin immunolojik aktiviteleri de
arastirilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, ana zincir {izerindeki siibstitiisyonun derecesi
ve yan zincirlerin uzunlugunun, konformasyonun ve B-(1—3)-bagli glukanlarin
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesinde ¢ok Onemli faktorler olabilecegini
onermistir.

Mau ve ark. (2001), Tayvan’ da ticari olarak kullanilan Ganoderma lucidum,
Ganoderma tsugae ve Coriolus versicolor’1 igeren li¢ tibbi nitelikli mantar tiiriini
kullanarak, yapilarinda bulunan ¢oziinebilir sekerler, serbest amino asitler ve 5' -
niikleotidler gibi u¢ucu olmayan bilesenleri tanimlamaya ¢alismislardir. Coziinebilir
sekerleri belirlemek icin, kurutulmus mantarlar %80’lik etanol ile ekstrakte
edildikten sonra sirasiyla filtrasyon, buharlastirma ve ¢6zme islemlerinden
gecirilmistir. Elde edilen sulu ekstrakt filtre edilip 2 ml/dk akis hizinda asetonitril/su
hareketli fazi ile RI dedektorlii bir HPLC sisteminde kantitatif olarak analiz
edilmigtir. Serbest amino icerigini belirlemede, kuru mantarlar uygun reaktiflerle
muamele edildikten sonra geride kalan son ¢ozelti floresans dedektorlii bir HPLC
sisteminden ODS-2  kolonu ile 1,2 ml/dk akis hizinda sodyum
asetat/tetrahidrofuran/deiyonize su karigimi ile gradient olarak eliie edilmis ve analiz
sonuclar1 kantitatif olarak degerlendirilmistir. 5" niikleotidleri belirlemek icin ise,
kuru mantarlar su ile ekstrakte edilerek analiz i¢in uygun forma getirildikten sonra
UV dedektorlii HPLC sistemi ile 1 ml/dk akis hizinda ODS-2 kolonundan 0,5 M
KH,PO4/H;PO4 (pH: 4) hareketli faz1 kullanilarak eliie edilmistir. Bu analizlerin
sonuglarina gore, Ganoderma spp.’nin protein igeriginin C. versicolor’a gore daha
fazla oldugunu belirtmislerdir. Karbonhidrat igerikleri bakiminda C. versicolor
(%66,09) ve Ganoderma spp. (%21,83-27,78) iki farkli seviye goOstermistir. G.
tsugae’nin, normal ve boynuzlu G. lucidum ile C. versicolor’a gore daha fazla lif
igerigine sahip oldugu ifade edilmistir. Ganoderma spp’nin toplamda ¢dziinebilen
seker miktar1 C. versicolor’a gore daha kii¢lik oldugu belirlenmistir. Toplam serbest
amino asit icerigi 4,25-14,04 mg/g araliginda elde edilmistir. MSG
(monosodyumglutamid) benzeri bilesenlerin igerigi 0,17-0,50 mg/g araliginda
degisirken, seker bilesimleri 0,28—1,38 mg/g araliinda degisiklik gostermistir. Bu
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mantarlarda ac1 bilesenlerin de baskin olarak mevcut oldugu belirtilmistir. 5' —
niikleotidlerin varligi ise C. versicolor ve G. lucidum’da yliksek ¢ikmistir.

Bao ve ark. (2002a), calismalarinda Ganoderma Ilucidum mantarindan
immunolojik olarak aktif polisakkaritlerin yapisal niteliklerini belirlemislerdir. Bu
polisakkaritler, ikisi heteroglukan (PL—1 ve PL—4) ve bir glukan (PL-3), Ganoderma
lucidum’un meyve kismindan ekstrakte edilmis ve anyon degistirici ve jel-filtrasyon
kromotografisi ile ayrilmistir. PL-1, PL-3 ve PL-4’lin molekiil kiitleleri HPSEC
sisteminde Dekstran standartlar1 ile olusturan kalibrasyon egrisine gore, sirasiyla,
8,3)(103 : 6,3x104 ve 2,0x105 olarak hesaplatilmistir. Bu polisakkaritlere ait yapisal
ozellikler, glukozil artig1 ve glukozil bagl bilesim analizleri, kismi asit hidrolizi,
asetilleme, periyodat oksidasyonu, 'H, *C ve 2D NMR spektroskopisi, ESI-MS
deneyleri ve GC-MS analizleri ile aydinlatilmistir. Elde edilen veriler PL-1’in 1,4-0-
D-glukopiranozil artigini igeren bir ana zincire, bununla birlikte glukoz artiginin O-
6’da ve terminal glukoz, 1,6-glukozil arti§1 ve terminal ramnozdan ibaret galaktoz
artigimin - O-2’de  dallanmis 1,6-B-D-galaktopiranozil artigmma sahip oldugunu
gostermistir. PL-3, 1,6-glukozil kalintis1 ile O-6’da siibstitiie olmus 1,3-B-D-
glukopiranozil artigindan olugsmus olduk¢a dallanmis bir glukandir. PL—4 ise, 1,3-,
1,4-, 1,6-B-D-glukopiranozil artigt ve 1,6-f-D-mannopiranozil kalintisim
icermektedir. Bu polisakkaritler degisik igeriklerde laboratuarda T- ve B-lenfosit
cogaltimimi arttirmis ve PL—1 ise farelerde bagisiklik-uyaric1 aktivite gstermistir.

Bao ve ark. (2002b), Ganoderma lucidum sporlarinin sicak su ekstraktinin, T
lenfositlerin mitojenik aktivitesini saglayan konkanavalin A iizerinde uyarici bir
etkiye sahip oldugunu goéstermislerdir. Etanol ile fraksiyonlama, anyon degistirme ve
boyut eleme kromatografisi ile giicli T lenfosit-uyarici aktiviteye sahip bir
polisakkaritin ayrilmasini saglamislardir. Bilesim ve metilasyon analizleri, periyodat
oksidasyonu, Smith parcalamasi ve NMR spektroskopisine dayanarak, bu dogal
polisakkaritin dallanmig bir B-D-(1—3)-glukan oldugunu goéstermislerdir. Dallanma
oraninin yaklagik olarak %20 oldugunu belirlemislerdir. Stlfatlanmis ve
karboksimetillenmis birkac¢ tiirev hazirlamis ve bunlarin yapisal 6zelliklerini de
kimyasal ve spektral analizlerle aydinlatmislardir. Tiirevlendirmeden 6nce ve sonra

glukanlarin ¢ozeltideki konformasyonu ve T lenfosit cogalim etkisi karsilastirilmig
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ve tartisilmistir. Elde edilen veriler, iyonik gruplarin girisinin hem sulu ¢o6zeltideki
dogal glukanin orijinal konformasyonunu hem de T lenfosit-uyarici aktiviteyi onemli
Olgiide etkiledigini gostermistir. Glukanin {i¢ boyutlu-heliks yapisinin, iyonik
gruplarin ve negatif ylik yogunlugunun bu aktiviteyle yakindan ilgili oldugu
diistintiilmiistiir.

Mau ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢alismada tibbi olarak kullanilan Ganoderma
lucidum (Ling-chih), Ganoderma tsugae (Sung-shan-ling-chih) ve Coriolus
versicolor (Yun-chih) mantarlarinin antioksidant 6zelliklerini arastirmislardir. Bu {i¢
tiir mantar Taiwan’da ticari olarak kullanilmaktadir. Oncelikle bu mantarlarin
metanol ekstraktlar1 hazirlanmis ve ardindan onlarin antioksidant 6zellikleri tizerinde
calisilmistir. G. lucidum, G. lucidum boynuzu ve G. tsugae 0,6 mg/ml’de muhtesem
bir antioksidant (%2,30—6.41 lipit peroksidasyonu) aktivite gosterirken, C. versicolor
sadece %58,56 gostermistir. 4 mg/ml’de indirgeyici gii¢leri G. tsugae (2,38) ~ G.
lucidum boynuzu (2,28) > G. lucidum (1,62) > C. versicolor (0,79) sirasinda
bulunmustur. Demir iyonu iizerindeki selat olusturucu etkileri G. lucidum boynuzu >
G. lucidum > G. tsugae > C. versicolor sirasinda tespit edilmistir. Fenollerin, bu tiir
mantarlarin metanol ekstraktlarinda bulunan ve dogal olarak elde edilen antioksidant
bilesenler olduklar1 ifade edilmistir. Sonu¢ olarak, G. lucidum ve G. tsugae’nin
antioksidant aktivitesinin, indirgeyici giiclinlin, selat olusturma yeteneklerinin ve
toplam fenol igeriginin daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Di ve ark. (2003), cesitli Lingzhi tiirlerinin meyve kisimlarindan elde edilen
karbonhidratlarin pik profilleri i¢in, modern ekstraksiyon tekniklerini (basingli sivi
ekstraksiyonu) ve ileri planar kromotografik cihazlar1 (HPTLC, oto-ornekleyici ve
tarayicl) kullanmanin avantajlarini arastirmis ve kanitlamiglardir. Caligmalarinda
gelistirilen analitik prosediirde oOncelikle ¢esitli Lingzhi 6rneklerinden ekstrakte
edilen polisakkaritlerin asit ile hidrolizleri gergeklestirilmistir. Daha sonra mono- ve
oligosakkaritler gibi par¢alanma iiriinlerinin bagil miktarlarin1 gésteren pik profilleri,
ayirma icin HPTLC tabakalar1 (Si 50 000) kullanilmistir. Ayn1 zamanda, basit ve
daha kompleks sekerleri iceren Lingzhi’nin asit hidrolizatlari, yiiksek otomasyon
derecesi ile es zamanli olarak ayristirilmistir. Tam ya da kismi asit hidrolizi kosullar

altinda oldukga degerli olan iki Lingzhi tiirli, Ganoderma applanatum ve Ganoderma
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lucidum, arasindaki monosakkarit profillerinde tek pik gézlemlenmistir. Ek olarak,
karbonhidratlarin HPTLC pik profilleri Lingzhi’nin meyve kisimlar1 ve sporlarinin
ekstraktlarindan elde edilmis ve karsilagtirilmistir.

Ohtaki (2003), su ve formamidin yapisindaki hidrojen baglar1 lizerine sicaklik
ve basincin etkilerini yiiksek sicaklik ve yiiksek basinglarda dlgiilen XRD ve NMR
verilerine gore ele almislardir. Yiiksek sicaklik ve basinglarda suyun yapisi lizerinde
yapilan arastirmaya gore, yogunlugun suyun yapisini tanimlamada tek bir parametre
olabilecegi onerilmistir. Siiperkritik su, en diisik yogunlukta (0,7 g/dm®) bile
hidrojen baglarina sahiptir. Birbirine olduk¢a yakin komsu su molekiillerinin sayisi
yiiksek sicaklik ve basingta, 0,7 g/mol® yogunlukta 4,4’den 1,7 ye diiserken, birbirine
¢ok yakin su molekiilleri arasindaki uzaklik 0,7-0,95 g/dm’ genis bir yogunluk
araliginda yaklagik 292 pm’de degismeden kalmistir. Aksine, lineer ve halkali-dimer
yapilariin karigimint iceren yapidaki formamidde, hidrojen baglar sicakligin
yiikselmesi ile kirilmistir. Ama basincin artmasiyla lineerden ¢ok halkali dimer yap1
daha fazla bir olusum gostermistir.

Chang ve ark. (2004), Ganoderma lucidum’un meyve kisminin sicak su ile
ekstraksiyonu sonucunda ayrilan polisakkarit bilesenlerinin molekiiler yapilarini
tanimlamaya calismiglardir. Bu polisakkaritlerin molekiil agirliklari, dagilim
profilleri HPSCE-MALLS kullanilarak dl¢tilmistiir. Ekstraktta sirasiyla %31, 46 ve
23 agirliklt ti¢ polisakkarit grubu bulunmustur. Bu ii¢ grubu temsil eden fraksiyonlar,
farkli derisimlerde etanol ile ¢oktiirme kullanilarak elde edilmistir. En biiyiik
molekiil biiytikliigline sahip ilk grubun, seker bilesimi analizi, anilin metodu ve 'H-
ve C-NMR analizlerinden anlagildig1 gibi, O-6 pozisyonunda tekli p-D-glukozil
yan zincirlerine sahip dallanmis (1—3)-B-D-glukan oldugu belirlenmistir. (1—3,
1—6)-B-D-glukanin temel aktif bir polisakkarit oldugu belirtilmis ve bu, insan MNC
hiicrelerinden (mononuclear cells) uyarict aktivite saglayarak dnemli tiimor oldiiriicti
faktor-a’y1 (TNF-a; tumor necrosis factor) gostermistir. Bu glukan oda sicakliginda,
suda az ¢oziinmiistiir. Onemsiz derecede diizenleyici aktivite gdsteren ikinci ve
ticlincti gruplarin ise farkli oranlarda D-glukoz, D-galaktoz ve D-mannoz’u igerdigi
gosterilmistir. HPSEC-MALLS analizleri ile de polisakkarit molekiillerinin ortalama

molekiil kiitlesi dagilimlar1 belirlenmistir.
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Mondal ve ark. (2004), yenilebilir bir mantarin, Termitomyces eurhizus,
meyve kismindan suda c¢oziinebilen polisakkaritlerini ekstrakte etmisler 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 analizleri ile yapidaki baglanmalar belirlenmis ve buna goére PS-I’deki
seker tnitelerinin (1—3)-D-glukopiranozil ve (1—6)-D-glukopiranozil olduklar
saptanmistir. Bununla beraber, PS-I'nin D-glukoz icerdigi ve D-glukoz’un
baglanma seklinin de (1—6)-D-glukopiranozil oldugu tanimlanmistir. Son olarak,
Sekil 2.1°de polisakkaritlerin olasi yapilari 'H, 2D ve C NMR spektral analizleri

kullanilarak saptanmustir.

[%ﬁ]-r:{-n-(}lup-{] I,,,—} [L%‘J-r:c-n-Glcp-fl I,. — min = 2.5:1
PS-I {o-Glucan )
I —6)=0=D=Glep=( 1 —6)=0=D-Glop-( 1 —}I u
PS-11 {o-Glucan)
Sekil 2.1. PS-I ve PS-II polisakkaritlerinin olas1 yapilari.

Hsieh ve ark. (2005), baslica Taiwan yemeklerinde kullanilan piring sarabinin
tretiminde olusan atik suyu (thin stillage) katki maddesi karbon kaynagi ile
kullanarak Ganoderma lucidum’un yerel bir tiirlinlin hiicre gelisimini ve polisakkarit
olusumu iizerinde ¢alismislardir. pH 5’e ayarlanarak, %60’lik atik suyu, en yliksek
hiicre konsantrasyonu (7,8 g/l) ve polisakkarit olusumu (7,5 g/l) ile Ganoderma
lucidum miselini gelistirmek icin basariyla kullanmiglardir. Cesitli seker katki
maddeleri, melas ilavesi kullanmak hiicre konsantrasyonunu o6nemli derecede
arttirirken, en yiiksek misel gelisim hizi ve hiicre konsantrasyonunu olusturmustur.
Aksine, glikoz ilavesi, ilavesiz yapilana gore, polisakkarit liretiminin artmasina yol
agmistir. Sadece atik su ile iiretilenlerde 10,000 ile 200,000 Da molekiil kiitlesi

araliginda polisakkaritler bulunmustur. Bu molekiiler kiitle dagilim1 boyut-eleme
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kolonu kullanilarak GPC ile belirlenmistir. Ganoderma lucidum’un hiicre i¢i ve
hiicre dis1 polisakkaritleri benzer molekiil kiitlesi dagilimi géstermis ama hiicre ici
polisakkaritlerin ¢ok daha yiiksek bir molekiil kiitlesi dagilimmna sahip olduklari
kaydedilmistir.

Miyazawa ve ark. (2005), agar, nisasta ve ksilan gibi polisakkaritleri, kiigiik
bir batch reaktorde karbondioksit ile ve karbondioksitsiz olarak hidrotermal kosullar
altinda mono- ve oligosakkaritlerini elde etmek i¢in hidroliz etmislerdir. Hidroliz
sonrasinda ele edilen reaksiyon iriinlerinin molekiiler kiitle dagilimi GPC kolonu
kullanilarak HPLC ile belirlenmistir. Bu analiz sonuglarina gore, polisakkarit
hidrolizatlarinin ~ molekiiler kiitle dagilimlari, karbondioksit yiiklemesinin
arttirilmasiyla daha diisiik molekiil kiitlelere kayma gdstermistir. Ornegin, 200°C’de
nisastanin hidrolizinden olusan glikozun verimi, 15 dakikalik reaksiyon siiresince
karbondioksit yiiklemesinin arttirllmasiyla %3,7°den  %53’e artmistir Su ve
karbondioksitten olusan karbonik asit, yiiksek sicaklik ve yiiksek basingli suya gore
daha diisik pH’da goriilmistir. Bu c¢alisma, karbondioksit mevcudiyetinde
hidrotermal kosullar altinda polisakkaritlerin hidrolizinin, nétralizasyon ve ayirmada
ticari asit ve bazlarin kullanimini gerektirmeyen bir proses oldugu i¢in mono- ve
oligosakkaritleri tliretmede cevresel olarak tehlikesiz bir yontem oldugunu da
gostermistir.

Peng ve ark. (2005b), Ganoderma tsugae miselinden suda ¢oziinmeyen iki tiir
heteropolisakkariti (GM5-1 ve GM6-1) 25 ve 65°C’de 0,5 M NaOH ¢dozeltisi ile
izole etmislerdir. Bu polisakkaritlerin kimyasal yapilarini infrared spektroskopisi,
gaz kromatografisi ve 3C NMR ile belirlemislerdir. GM5-1, (1-3)-0-D-glukan ve
mannoksilan’dan olusurken, GM6—1 baslica mannoksilandan olugsmustur. GM6-1
herhangi bir ¢oziicii ilavesi olmadan 5 fraksiyona ayrilmis ve bu fraksiyonlarin
ortalama molekil kiitlesi (Molecular Weight, M,,) ve gercek viskozitesi [#] lazer
1sinl1 151k sacilim (LLS) dedektorii, ¢cok agili lazer 151k sagilim dedektorii ile kombine
edilmis boyut eleme kromatografisi (SEC-LLS) ve 30°C de 0,25 M LiCI/DMSO
icinde viskozimetre ile belirlenmistir. Cozelti icerisinde seyrek sarimli bir

konformasyon gdsteren 1,567(106—4,8134106 M,, araligindaki GM6-1 icin, M, ’ye
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bagli olan [#] ve yarigap [(SZ)Z”Z], [7]=8.9x107% M,>* (cm® g ') ve (SZ)Z” ’=4,1x107
M,*** (nm) olarak bulunmustur.

Umemura ve ark. (2005), MDS (Molecular Dynamics Simulation) yontemini
kullanarak malto- ve cello- oligosakkaritlerin monomerden heksamere hidrasyon
durumunu arastirmislardir. Malto- ve cello- oligasakkaritlerin her ikiside D-
glukopiranoz’dan olusmaktadir, ama glukozidik baglar1 farkli konformasyon
esnekligine sahiptir. Buna gore, hidrate olmus su molekiillerinin sayist malto- ve
cello- oligosakkaritler arasinda yaklasik olarak ayni ¢ikmistir. Ama iki seker oksijen
atomundan daha c¢ok sayidaki hidrojen bagli su molekiilleri malto-
oligosakkaritlerden ¢ok cello-oligosakkaritlerde 1,3~1,5 kat daha fazla ¢ikmistir. Ek
olarak, c¢ift hidrojen bagli su molekiilii, malto-oligosakkaritlerden ¢ok cello-
oligosakkaritlerde glikozidik baglar etrafinda daha bol bulundugu belirlenmistir.
Cello-oligosakkaritlerin giiclii glukozidik baginin, malto-oligosakkaritlere gore,
glukozidik bagdaki seker oksijenlerinin koprii kurarak daha fazla su molekiiliiniin
olusmasina yol ac¢tig1 ifade edilmistir.

Hsieh, Tseng ve ark. (2006), arastirmalarinda Ganoderma Ilucidum’un
polisakkaritlarinin farkli ortamlardaki olusumunu ve hiicre biliylimesini anlamaya
calismiglardir. Bu calismada, ii¢ farkli derisimde karbon, azot, fosfat, magnezyum
kaynagi ve ¢Oziinmiis oksijen Ganoderma lucidum’u gelistirmek ve hiicre
biiyiimesini, derisimini ve polisakkaritlerin molekiil agirligin1 degerlendirmek igin
kullanilmistir. Glukoz derisimi 60 g/I’den 20 g/I’ye diistigii zaman polisakkarit
derisimi 1,79 g/I’den 0,91 g/I’ e diismiistiir. En yliksek spesifik polisakkarit olusumu
0,299 g/g hiicreli 60 g/l glukozda bulunmustur. En diisiik molekiil agirlig1 ise karbon
kaynakli ¢caligmada bulunmustur. Azot kaynagi altinda hiicrenin derigimi diisiik iken,
hem polisakkarit olusumu hem de spesifik polisakkarit olusumu en yiiksek ¢cikmustir.
Polisakkaritin en diisiik molekiil agirhigi azot kaynagi altinda bulunmustur. Hem
fosfat hem de magnezyum kaynakli ¢alisma diisiik hiicre biiylimesini gostermistir.
Hem diisiik polisakkarit olusumu hem de polisakkaritin diisiik molekiil agirlig1 fosfat
kaynakli islemde elde edilmistir. Magnezyum kaynaklida polisakkarit olusumu diisiik
iken, molekiiler kiitle daha yiiksek ¢ikmistir. En 1yi polisakkarit olusumu, ilk bes

giinliik gelisim i¢in, yeterli oksijen destegi ile saglanirken, sonrasinda diger bes
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giinliik gelisim i¢in oksijen miktar1 degistirilmistir. Aksine, polisakkaritin en yiiksek
molekil agirligi fermantasyon prosesinde oksijen sinirlamasi ile saglanmistir. Bu
calismada fermantasyondaki glukoz iyon degistirici kolona sahip RI dedektorlii bir
HPLC sistemi ile belirlenmistir. Bunun yani sira, polisakkaritlerin molekiil agirliklar
guard ve analitik kolonlu boyut-eleme kolonlar1 kullanilarak GPC ile belirlenmistir.

Lai ve ark. (2006), Ganoderma lucidum’un misel ve meyve kismindan sicak
su ile ekstrakte edilmis polisakkaritlerinin gergek viskozite, Mark-Houwink
parametreleri gibi termal islemlere bagli olarak degisen 6zelliklerini ¢oziiciilerin ve
dehidrasyon metotlarinin bir tiirii olarak 6l¢miislerdir. G. lucidum polisakkaritlerinin
gercek viskozitesi, tuz dengesi ve zincir biikiilmezlik parametreleri iizerinde 1yonik
giiclin etkilerini de belirlemislerdir. Calismalar1 sonucunda, Ganoderma lucidum’ un
misel ve meyve kismindan ekstrakte edilmis polisakkaritler i¢in, su ¢oziicii olarak
kullanildig1 zaman, molekiiler agregasyonlar muhtemelen bazi biyiikliikleri akla
getirmistir. Ama DMSO kullanildigi zaman, daha az yogun, daha genislemis bir
konformasyon elde edilmistir. G. lucidum’un hem misel hem de meyve kismindan
ekstrakte edilen polisakkaritlerin gercek viskozitesi iyonik giiciin artmasiyla
azalmigtir. Boyle bir sonucun olasilikla polisakkarit yapisindaki {iironik asit
gruplarinin mevcudiyetinden kaynaklandig: ifade edilmistir. Molekiil biiytikliigiiniin
olasilikla daha biiylik olmasindan dolayi, miselden ekstrakte edilmis polisakkaritler
genellikle meyve kismindan ekstrakte edilene gore daha yiiksek viskozite
gostermistir. Sicak hava, vakum ve dondurma ile kurutmay1 (freeze drying) igeren
metotlarla kurutma, miselden ve meyve kismindan ekstrakte edilen polisakkaritlerin
termal islemlere bagli olarak degisen Ozellikleri {izerinde Onemli bir etki
gostermemistir. Boyle bir bilginin de G. lucidum polisakkaritlerini iceren fonksiyonel
gidalarin gelisimi sirasinda uygun olacagi belirtilmistir.

Wang ve ark. (2006), Ganoderma lucidum’daki alt1 triterpenoidin, ganoderik
asit C,, B, AM;, K, H ve D ve ilgili tiirlerinin (Sekil 2.2), kantitatif belirlemesi i¢in
ters-faz s1vi  kromatografisini geligtirmislerdir. Ornekleri ultrasonik banyoda
kloroform ile ekstrakte etmislerdir. Ayirma ve tanimlamalarin optimum kosullarini,
250 nm’de, 1,0 ml/dak. akis hizinda, %0,03’liik (v/v) sulu fosforik asit ve asetonitril

gradienti ile Agilent Zorbax SB-C;g kolon iizerinde basarmislardir. Biitiin
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kalibrasyon egrileri, test aralig1 i¢inde iyi bir lineerlik gostermis ve bu metoda ait
bagil sapma %?2’den daha az ¢ikmistir. Metodun geri kazanimi, %5’den daha az
standart sapma ile, %93-103 araliginda elde edilmistir. Gegerli ¢alisma metodu,
Ganoderma lucidum ve ilgili tiirlerinin 36 farkli 6rneginde triterpenoit bilesenlerinin
kantitatif olarak belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Sonuglar, gelistirilmis metodun G.
lucidum ve ilgili tiirleri i¢in bir kalite kontrol metodu olarak kolaylikla kullanilabilir

oldugunu gostermistir.

=,
T

Ganoderic acid C; (1): Rj=R,=F-0H, R;=H, Ry=o-0H
Ganoderic acid B (2): R;=R.=-0H, R:=I, R,=0
Ganoderic acid AM, (3): R,=p-0H, R:=R,=0, R:=H
Ganoderic acid K (4): R;=R:=p-0OH, Rs= B-OAC, Ry=0
Ganoderic acid H (5): Ry=F-0H, R:=R,=0, Rs= f-0OAC
Ganoderic acid D (6): R;=R,;=0, R;=[F-0I1, R;=H

Sekil 2.2. Ganoderma lucidum’daki alt1 triterpenoidin yapisi
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Cahsilan Mantar Tiirleri

Ganoderma lucidum’un meyve kisimlart dogal olarak yetisen iki bolgeden
temin edilmistir. Bu bélgelerden ilki Cukurova Universitesi’nin kampus alanidir. Bu
kampus alaninin ismi Balcali olarak bilindigi i¢in bu tiir, “Balcali” olarak
kodlanmistir. Diger Ganoderma Iucidum tirii ise Mersin’deki ormanlardan
bulunmustur. Bu tiire de yine yetistigi bolgenin adindan yola ¢ikarak “Alata” ismi
verilmistir. Toplanan Ganoderma lucidum’un meyve kisimlarindan miselleri
gelistirilerek ekimleri yapilmistir. Bu islemler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii'nde gerceklestirilmistir. Misel, yeterli miktara ulastiktan
sonra yetistirilmek {izere 6zel 151k, havalandirma, nem ve sicaklik donanimina sahip
Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Mantar Uretim Laboratuari’na

aktarilmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Aseton (Merck), Asetonitril (Merck), Baryum karbonat (Merck), CuSO4.5H,0
(Merck), EDTA (Na tuzu), Etanol (Merck), Fenolftalein indikatorii, Folin-Ciocalteu
reaktifi (Sigma), Karbondioksit gazi, 2-propanol (Merck), Sivi azot (AdvanSA
A.S.), Sodyum azid, Sodyum hidroksit (Merck), Sodyum karbonat (Merck), Sodyum
kloriir (Merck), Sodyum potasyum tartarat, Siilfirik asit (Merck), pH: 7,2 Fosfat
tamponu (NaCl, KCl, KH,PO,4, Na,HPO,4) (Merck), Trikloroasetik asit (Merck).

3.1.3. Kromatografik ve Spektroskopik Analizlerde Kullanilan Standartlar

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 (BSA, Sigma).

37



3. MATERYAL VE METOD Tugba BALIN

3.1.4. Yiiksek Sicakhk/Yiiksek Basin¢ Reaktorii

Subkritik su ile ekstraksiyon deneyleri, Parr Instrument Company’den alinan,
Parr 4575 model 6zel alasgimdan yapilmis, 500 ml hacminde yiiksek sicaklik/yiiksek
basinca dayanikli paslanmaz gelik reaktoriinde yapilmistir (Sekil 3.1).

Yiiksek sicaklik/basing ve korozif ortama dayamikli paslanmaz celik
alasimdan imal edilmis gévdenin lizerinde, gaz basma diizeneginin baglanacagi ve
aynt zamanda ekstraksiyon sonrasinda igerideki gazin bosaltilabilece§i valflerin
bulundugu, yine 6zel ¢elik alasimdan yapilmis, kacaklari engellemek igin grafit
gasket yerlestirilebilen, manometreli bir kapak bulunmaktadir. Bu kapagin etrafinda
da karsilikli olarak birlestirilen ve kapagi sikistirmak i¢in sekiz adet alyan vida
bulunduran bir kapak sistemi daha mevcuttur.

Ekstraksiyonlarda, CO, atmosferini saglamak i¢in, reaktdr kapaginda bulunan
valflerden birine ISCO marka 260D model pompa sistemi baglanarak CO, gazi
basilmistir. Isitma islemi Parr 4842 model manyetik kanstiricili 1sitict ile
gergeklestirilirken, reaktor icindeki sicakligin kontrolii bir 1s1l ¢ifti (thermocouple)

aracilig ile saglanmustir.

Sekil 3.1. 500 ml ytiksek basing/sicaklik reaktorii
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3.1.5. Analitik Cihazlar

Yiiksek performanshi boyut eleme kromatografisi (Size Exclusion, SEC ve
Gel Permeation Chromatography, GPC) ozellikle biiyiilk molekiil kiitlesine sahip
molekiillerin molekiiler kiitle dagilimlari, ii¢ boyutlu yapilart ve dallanmalari
hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayacak modern tekniklerden biridir. Bir SEC

sistemindeki temel kisimlar Sekil 3.2°de sematik olarak gosterilmistir.

Cozici Sigelen

D F Enjeksiyon Kismi

L

= Kanigtinci

- T Valf

Pompa

SEC Kolonlan

Sekil 3.2. Bir SEC cihazinin sematik gosterimi (Anonim, 2007a)

SEC i¢in ayirma mekanizmasi basit ve hizlidir. Bir SEC kolonu, daha kii¢iik
molekiillerin daha uzun siire kalmasii saglayacak gozenekler icerir. Verilen bir
solvent akis hizinda farkli biiyiikliikteki molekiiller kolon igerisinde farkli yollar
alirlar (Sekil 3.3). Kolon igerisinde kiiciik molekiiller, goézenekler arasindaki
bosluklara sizdiklar1 i¢in, biliylik molekiillerden daha biiylik uzakliklara dogru
hareket ederler. Bu nedenle biiyiik molekiiller kolondan ilk olarak g¢ikarken, kiiciik

molekiiller daha geg¢ kolonu terk ederler.

Kiigik
Gecirgen
Molekiller

Biiyiik
Diglanan
Molekiiller

Bos
Hacim ™=

Y
Cazicinin
Hareketi

Sekil 3.3. SEC ile farkl biiyiikliiklerdeki molekiillerin ayrimi (Anonim, 2007a)
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SEC, polimer molekiillerini molekiil kiitlelerine gore degil, daha ¢ok onlarin ¢ozelti
icindeki hidrodinamik hacimlerine (¢oziicii molekiilleri ile ¢evrilmis halde bulunan
polimer molekiillerinin ¢ozelti igerisinde kapladiklar1 hacim) gore ayirim yapmayi
saglar (Sekil 3.4). Hidrodinamik hacmin biiyiikliigii, polimerin mol kiitlesine ve

polimer-¢oziicii etkilesim tiirtine baghdir.
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Sekil 3.4. SEC kolonda molekiillerin ayrimi (Anonim, 2007a)

Bu yontemle molekiil kiitlesinin hesaplanmasi, ilgili materyal ile benzer
Ozelliklere sahip standartlarin kullanimini gerektirmektedir. Ancak bilesimi tam
olarak bilinmeyen biyopolimerler ve karbonhidratlar ile ¢alisildigi zaman molekiiler
kiitleyi hesaplamak zorlasmaktadir. Ciinkii polimerdeki farkli fonksiyonel gruplarin
varlig1 kolon ile etkilesimleri etkileyebildigi gibi, konformasyon da polimerin bagil
hidrodinamik biiyiikliigiiniin degismesine neden olmaktadir. Bu durumdan dolayi,
elde edilen bilgiler materyaller arasindaki bagil farkliliklar1 ortaya koyabilirken,
mutlak molekil kiitlelerinin elde edilmesi ¢ogu zaman miimkiin olamamaktadir.
Ancak yiiksek basingli sivi  kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ve ¢ok acili lazer 151k sagilim dedektorii (Multi Angle
Laser Light Scattering, MALLS) ile kullanilan boyut eleme kromatografisi standart
SEC yonteminde olusan hatalarin bircogunu diizeltme imkan1 saglayabildigi gibi tek
bir polimerdeki yiiksek ve diisik miktarli dallanmalari bagil olarak da
belirleyebilmektedir. Bu dedektorde sagilan 15181n siddeti (yogunlugu), molekiiliin
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konsantrasyonu ve molekiil kiitlesi ile orantilidir ve ilave bir dedektorle (Refractive
Index/Ultraviolet, RI/UV) konsantrasyon Olgiildiiglinde, bir polimerin molekiil

kiitlesi kolaylikla bulunabilmektedir (Anonim, 2007b).

3.2. Metod
3.2.1. Ganoderma lucidum Mantar Orneklerinin Hazirlanmasi

Alata ve Balcali olarak kodlanmis Ganoderma lucidum mantar tiirlerinin
meyve kisimlar1 belirli araliklarla (yaklasik 3-4 haftada bir) hasat edildikten sonra
kiigiik pargalar halinde dogranarak pargalayicida &giitiilmiistiir.  Ogiitiilmiis
Ganoderma lucidum mantariin agik havada iyice kurutulmasi saglanmistir. Kurutma
islemi tamamlandiktan sonra kuru mantar Ornekleri paketlenerek desikatorlerde

kullanilacaklar1 zamana kadar saklanmustir.

3.2.2. Subkritik Su ile Ekstraksiyon Calismasi

Alata ve Balcali kodlu Ganoderma Ilucidum tirleri, CO, atmosferinde,
subkritik kosullarda su ile ekstrakte edilmistir. Kurutulmus mantar ornekleri
(yaklagik 40 g) 500 ml’lik reaktor igerisine konularak iizerine 350 ml saf su ilave
edilmis ve sistem kapatilmistir. Tiim kontroller yapildiktan sonra reaktor istenilen
sicakliga 1sitilmistir. Sicaklik ayarlanan degere ulastigi zaman, reaktére ISCO pompa
sistemi ile CO, gazi (280 bar) basilmistir. Yaklasik bir saatlik ektraksiyon
sonrasinda, sistem hizli bir sekilde sogutulmus ve icerideki basing reaktoriin vanasi
acilarak yavasga uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstrakt filtre edilmis ve siiziintii
kismina asagida agiklanan izolasyon islemi uygulanmistir. Ekstraksiyon deneyleri ii¢
farkli sicaklikta (50, 100 ve 150°C) gerceklestirilmistir. Basing, tiim ekstraksiyon
deneylerinde, en diisiik sicaklikta bile, subkritik su kosullarin1 saglamak i¢in 280 bar
(4060 psi)’da sabit tutulmustur.

3.2.3. Ekstraksiyon Sonrasi Bilesenlerin izolasyonu

Subkritik su ile ekstraksiyon sonrasinda sulu ekstraktlar, belirli bir hacme
kadar (20-25 ml) doner buharlastiricida, 50-60°C’de vakum altinda deristirilmis ve

ardindan polisakkaritlerin yapisinda veya ¢dzelti ortaminda bulunabilecek proteinleri
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uzaklasgtirmak veya denatiire etmek icin trikloroasetik asit (TCA) (~4 g) ile muamele
edilmistir. Bu islem sonucunda c¢okeldigi gozlenen kisimlar santrifiijlenmis ve
santrifiigat li¢ giin akan suda ve bir giin de deiyonize suda diyaliz edilmistir (Serva
Membra-Cell Dialysis Tubing, MWCO: 3500 Da). Diyaliz islemi sonrasinda kalan
kisim bir balonda toplanarak doner buharlastiricida kiigiik bir hacme kadar
deristirilmis ve kalan sivi ekstrakta, hacminin 4 kati kadar etanol eklenmistir. Bu
karisim 4°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan son ¢dkelek 6000 rpm’de 4°C’de
25 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda geride kalan son c¢okelti
(polisakkarit icerikli kat1) sirasiyla etanol ve aseton ile yikanmis ve sonrasinda sivi
azot ile dondurulup Freeze Dryer’de -48°C’de 2 giin boyunca kurutulmustur.
Kurutulmus 6rnekler sonraki asamalar ve analizler i¢in 25 ml’lik agz1 kapakl

viallere alinarak desikatorde saklanmistir.

Ekstraktlari deristirme

l

TCA ile denatiurasyon

l
Santriflj — Cokelti

!

Diyaliz (MWCO: 3500)
3 glin akan suda,
1 guin deiyonize suda

!

Etanol (1:4),
bir gece 4°C’de bekletme

!

Santrif(j — Santrifigat

!
Yikama

(Etanol ve aseton)

!
Kurutma (vakum altinda dondurarak)

Sekil 3.5. Polisakkaritlerin izolasyonu
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3.2.4. Homojenlik ve Ortalama Molekiiler Kiitlenin Belirlenmesi
3.2.4.1. Jel Gegirgenlik Kromatografisi Analizleri

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum mantarlarinin aktif bilesenlerinden bir
kismin1 olusturan polisakkaritlerin ortalama molekiil kiitleleri jel gegirgenlik
kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) ile Shimadzu 10VP serisi
HPLC cihaz1 (Sekil 3.6) kullanilarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi molekiil
agirliklar1 4400, 9900, 21400, 43500, 124000, 196000, 277000 ve 401000 Da olan
dekstran standartlar1 kullanilarak olusturulmustur. Standart c¢ozeltiler 2 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Alata ve Balcali Ganoderma lucidum’un sabit
basingta ve farkli sicakliklarda subkritik su ile ekstraksiyonundan elde edilen
polisakkarit icerikli kati orneklerden yaklasik 4 mg alinarak 1 ml deiyonize suda
¢oOziilmiis ve analize hazir hale getirmek i¢in 0,45 pum’lik filtreden gecirilerek kiigiik

viallere alinmustir.

Sekil 3.6. GPC analizlerde kullanilan HPLC cihaz1

Izole edilen polisakkaritlerin analizlerinde, Waters Ultrahydrogel 250 (MWR:
1 kDa—80 kDa ve 300 mm x 7,8 mm; 250 A°) ve 2000 (MWR: 50 kDa-5000 kDa ve
300 mm x 7,8 mm; 2000 A°) kolonlar1 molekiil biiyiikliiklerine gore, biiyiikten
kiigige dogru, seri olarak baglanip HPLC cihazinin donaniminda bulunan firin
igerisine yerlestirilerek kullanilmistir. Analizler analitik modda, refraktif indeks
dedektor (Shimadzu RID-10A) ile 70°C firin sicakliginda yapilmistir. Standartlar ve

analiz i¢in hazir hale getirilmis numuneler oto ornekleyiciye (Shimadzu SIL-10AF
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Automatic Sample Injector) konularak enjeksiyonlar1 yapilmistir. Numune
enjeksiyon hacmi 50 pl olarak yapilmistir. Mobil faz olarak 0,001 M NaOH ¢ozeltisi
kullanilmistir. Eliisyon 0,7 ml/dk akis hizinda izokratik olarak 37 dakikada

gerceklestirilmistir. Her bir analiz i¢in iki tekrar yapilmistir.

3.2.4.2. HPSEC-MALLS Analizleri

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin molekiil kiitlelerinin
belirlenmesi HPSEC-MALLS (High Pressure Size Exclusion Chromatography-Multi
Angle Laser Light Scattering) sistemi kullanilarak da gergeklestirilmistir. Wyatt
DAWN-DSP marka ¢ok acili 151k sacilim dedektorii (MALLS), Shimadzu SPD-6A
UV dedektor ve Duratec Analysentechnik RI2000 refraktif indeks dedektor sisteme
seri bagl olarak kullanilmistir (Sekil 3.7). Hem Alata hem de Balcali Ganoderma
lucidum polisakkarit ekstraktlarinin eliisyonu oda sicakliginda, izokratik olarak,
Superose’™ 12, 10/300 GL (GE Healthcare, Sweden) kolonda yapilmistir ve
elisyonlarda %0,005 NaNs + 0,1 M NaCl mobil faz bilesimi 0,45 ml/dk akis hizinda
kullanilmistir. Elde edilen veriler ve sonuglarin degerlendirilmesi Astra Software
(Wyatt Technology, USA) ile yapilmistir. Biitiin 6rnekler 2 mg/ml olarak
hazirlanmis ve bir gece boyunca karistiricida hidrate edilmistir.  Ornekler
enjeksiyondan 6nce 0,1 pm’lik naylon filtrelerden filtre edilmis ve her ¢alismada 100

ul 6rnek manuel olarak enjekte edilmistir.

SEC
{ornek  __Kolon < atk_
T
HPLC
sistemi

[

Filtre edilmis tampon cozelti Bilgisayar

0,1 pm'lik filtre ASTRA software

Sekil 3.7. HPSEC-MALLS sistemi
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3.2.5. Ekstraktlarin Kimyasal Bilesimi ve Karakterizasyonu
3.2.5.1. Monosakkarit Analizleri

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum’un polisakkaritlerindeki basit sekerlerin
analizleri i¢in Varian HPLC sistemi kullanilmistir (Sekil 3.8). Bu sistem, bir ¢ift
pompa sistemi (Varian 210 Prostar), refraktif indeks dedektor (Varian RI 350), ve bir
oto ornekleyiciden (Varian AS Module 410) olusmaktadir. Supelcosil™ LC-NH,
seker kolonu (250mm x 4,6 mm, 5 um), asetonitril (C,H3;N)/su (H,0) (%80/20)
mobil faz1 ile 0,3 ml/dk akis hizinda kullanilmistir. Monosakkarit standartlar
(glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz, arabinoz, ksiloz, fruktoz, Sigma, Almanya) kaba
ekstraktaki gercek seker miktarini belirlemek icin farkli derisimlerde kullanilmistir.
Alata ve Balcali 6rneklerinin polisakkarit ekstraktlar1 (10 mg/ml) Sml % 4’lik
H,SO4 c¢ozeltisi ile 6 saat boyunca 100 °C’de agzi1 kapakli viallerde hidroliz
edilmistir. Hidrolizden sonra, ¢ozelti bir tiipe aktarilmistir. Asidin fazlasi, olusan
kabarciklarin tasmasin1 6nlemek i¢in son derece yavas bir sekilde BaCOs eklenerek
tamamen uzaklastirllmistir. Bu karisim bir gece oda sicakliginda birakilmis ve
sonraki giin 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 0,45
um’lik bir filtreden gecirildikten sonra HPLC’ye enjekte edilmistir (20 pl).

Sekil 3.8. Monosakkarit analizlerinde kullanilan Varian HPLC sistemi
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3.2.5.2. Lowry Protein Metodu

Bovine Serum Albumin (BSA), polisakkaritlerin yapisinda bulunan
proteinlerin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in standard olarak kullanilmistir. 20 ml (2
mg/ml) BSA stok ¢ozeltisi pH’s1 7.2 olan 0,2 M fosfat tamponu i¢inde hazirlanmistir.
Ornekler de %1°lik (w/v) konsantrasyonda fosfat tamponu iginde hazirlanmustir.
Standartlar ve ornekler bir gece hidrate edilmistir. Protein standardi stok ¢ozeltiden
fosfat tamponu ile seyreltilerek 0, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml’lik
derisimlerinde hazirlanmistir. Lowry stok ¢dzeltisini hazirlamak i¢in, Lowry reaktifi
A (%2,0 (w/v) NayCOs, %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 karistirilmistir. Lowry
stok ¢ozeltisinin 3 ml’si ile 300 pl 6rnek bir tiip i¢inde karistirilmis ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir ¢ozeltiye 1:1 oraninda seyreltilmis
300 pl Folin—Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
spektrofotometrede (Perkin Elmer A 25) 595 nm dalga boyunda hem farklhi
derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin hem de 6rneklerin UV 6l¢timleri alinmis ve bu
Ol¢im sonuglarindan olusturulan kalibrasyon egrisine goére polisakkaritlerin

igerigindeki % toplam protein miktar1 hesaplanmistir (bakiniz: Ek-A Hesaplamalar).

3.2.5.3. Uronik Asit icerigi

Alata ve Balcali Ganoderma Ilucidum polisakkarit ekstraktlarinin tironik asit
igerigi, kolon eliisyonundan sonra titrimetrik ndtralizasyon islemi ile belirlenmistir.
Amerlite-120 regine (asit formu) ile doldurulmus bir katyon degistirici re¢ine kolonu
bu amag i¢in kullanilmistir. 10 ml %3’liikk (w/v) polisakkarit ¢ozeltisi kolona verilmis
ve kolon 100 ml deiyonize su ile yikanmistir. Eluent ve yikama sonucunda alinan
¢ozelti 0,01 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile fenolftalein indikatdrii kullanilarak titre

edilmistir.

3.2.6.4. Coziiniirliik Testi

Polisakkarit ekstraktlarinin ¢oziiniirliikk testi hem ndétral hem de bazik sulu
cozeltilerde yapilmistir (JECFA, “Joint FAO/WHO Experts Committee on Food
Additives” metodu).
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(i) Bazik ortamda ¢oziiniirliik testi (JECFA1):

70 mm’lik cam bir fiber filtre (Whatman, GF/C, 70 mm, 1,2 micron)
105°C°’de 1 saat boyunca firinda kurutulmustur. Daha sonra bir desikatorde
sogutulup tartilmistir (m;). 300 ml’lik bir deney tiipiine yaklasik 0,5 g 6rnek tartilip
(ms) 5 ml 2-propanol ile karistirilmistir. Ornek magnetik karistiricida karistirilirken,
tizerine 100 ml % 0,1 (w/w) etilen diamin tetra 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 ¢ozelti vakum altinda filtre edilmistir. Deney
tiipli 5 kez su ile ve filtre de 50°C’de 100 ml 1lik su ile yitkanmustir. Filtre 105°C’de 1
saat kurutulmus ve desikatore alinarak sogumaya birakilmistir. Bu islem sonunda
filtre kagidi tartilarak (my) ¢Oziinmeden kalan kismin miktar1 hesaplanmistir

(bakimiz: Ek-A: Hesaplamalar).

(ii) Notral ortamda ¢oziiniirliik testi (JECFA2):

70 mm’lik cam bir fiber filtre (Whatman, GF/C, 70 mm, 1,2 micron)
105°C’de 1 saat boyunca firinda kurutulmustur. Bu filtre kurutulduktan sonra bir
desikatorde sogutulup tartilmistir (m;). Yaklasik 80—-100 ml %1 ve %2’lik 6rnek
¢oOzeltisi hazirlanmis (mg) ve bunlar oda sicakliginda 30 dakika karistirilmistir. Daha
sonra ¢ozeltiler 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
birakilmigtir. Desikatorde sogutulan filtre tartilarak (m;) ¢oziinmeyen kismin miktari

hesaplanmistir (bakiniz: Ek-A: Hesaplamalar).

3.2.5.5. Polisakkaritlerin Karakterizasyonu

Farkli ekstraksiyon kosullariin polisakkaritlerin kimyasal yapilar iizerinde
ne tir degisikliklere neden oldugunu belirlemek ve bu yapilardaki fonksiyonel
gruplarm degisikliklerini irdelemek i¢in 400-4000 cm™ araliginda Spectrum RXI
FT-IR (Fourier Transformed Infrared, Perkin Elmer) spektroskopi sistemi
kullanilmistir. Kat1 haldeki polisakkarit ekstraktlarinin, potasyum bromiir (KBr)-disk
metodu kullanilarak spektrumlari alinmistir. Bu metoda gore, 6nce yaklasik 100 mg

kurutulmus KBr bir havana konularak iyice ogitiilmiis ve 10000-15000 psi’lik
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basing uygulanarak saydam bir disk haline getirilmistir. Alata ve Balcali Ganoderma
lucidum mantarlarinin subkritik kosullarda su ile ekstrakte edilmis kati polisakkarit
ekstraktlarindan ise 1 mg veya daha az 6rnek KBr ile kanistirlarak disk haline

getirilmis ve KBr referans alinarak her bir 6rnegin infrared spektrumlari alinmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Jel Geg¢irgenlik Kromatografisi Analizleri

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum’un meyve kisimlarinin sirastyla 50, 100
ve 150°C sicakliklarda ve 280 bar (4060 psi) sabit basingta subkritik su ile CO,
atmosferi altinda ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktlardan izole edilen
(bakiniz: 3.2.3. Ekstraksiyon Sonrasi Bilesenlerin izolasyonu) kaba polisakkarit
miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Yaklasik olarak ayni miktarlarda mantar
orneklerinin farkli sicakliklarda ekstraksiyonuyla farkli miktarlarda polisakkarit elde

edilmistir. Sicaklik arttik¢a elde edilen kaba polisakkarit miktarlar1 da artmistir.

Cizelge 4.1. Alata ve Balcali Ganoderma lucidum mantarinin CO, atmosferi altinda
50, 100 ve 150°C’de subkritik su ile ekstraksiyonundan elde edilen kaba
polisakkarit miktarlari

Ornek Adi | Baslangigtaki Ornek Miktar (g) Polisakkarit Miktar (g)
A50 40,3249 0,0812
A100 40,3001 0,5248
A150 40,1404 0,6266
B50 40,3253 0,0656
B100 40,3363 0,2026
B150 40,3053 1,1435

Elde edilen polisakkaritlerin ortalama molekiil kiitlelert GPC (Gel Permeation
Chromatography) ile belirlenmistir. Farkli molekiil kiitlelerindeki dekstran
standartlar1  kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisinden her iki tiiriin
polisakkaritlerinin ortalama molekiil kiitleleri, pik maksimumundaki molekiil kiitlesi
(Mp) degerleri dikkate alinarak hesaplanmistir. Farkli molekiil kiitlelerindeki
dekstran standartlarinin st {iste cakistinlmis HPLC kromatogramlart ve bu
standartlara ait kalibrasyon egrisi sirastyla Sekil 4.1 ve 4.2°de, kalibrasyon egrisine

ait degerler ise Cizelge 4.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Dekstran standartlarinin Ultrahydrogel 2000-250 kolonundan eliisyonunun

durumunu gosteren kromatogram
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Sekil 4.2. Dekstran standartlarinin GPC analizi sonucu olusturulan kalibrasyon egrisi

Cizelge 4.2. Dekstran standartlariin molekiil kiitleleri ve GPC kolonundan
eliisyonlar1 sonucunda belirlenen alikonma zamanlari

Standart No Alilkonma Zamani (dk) Molekiil Kiitlesi, M, (Da)
1 19,699 4,010x10°
2 19,921 2,770x10°
3 20,449 1,960x10°
4 20,980 1,240x10°
5 22,616 4,350x10"
6 23,674 2,140x10*
7 25,450 9,900x10°
8 26,676 4,400x10°
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Hem Alata hem de Balcali Ganoderma lucidum’un sirasiyla 50, 100 ve
150°C’de subkritik su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerinin GPC analiz sonuglari
ise Sekil 4.3 ve 4.4°deki kromatogramlarda gosterilmektedir. Her iki tiiriin 50°C’de
ekstrakte edilen polisakkaritlerinin kromatogramlarindaki pik profillerinde herhangi
bir degisiklik goézlenmezken, daha yiiksek sicakliklarda farkliliklar gozlenmistir.
Alata i¢in 100°C’de iki farkli polisakkarit gozlenirken, 150°C’de daha ileri
parcalanma sonucu ti¢ farkli molekiil agirlikli polisakkaritin olustugu gézlenmistir.
Ayni kosullarda Balcali’da ise iki farkli polisakkarit olusmustur. Her iki tiirlin
polisakkaritlerinin hidrolizi artan sicaklikla artarken, Alata daha kolay parcalanmig
ve daha kiiciik molekiil agirlikl tiglincii bir polisakkarit olugsmustur. Cizelge 4.3’te
goriildiigi gibi, 150°C’deki hidroliz sonucu Alata’dan olusan ii¢ farkli polisakkaritin
molekiil agirhig 1,128x10°; 5,906)(104 ve 9,667){103 Da iken Balcali’dan olusan iki
polisakkarit 1,009x10° ve 1,114x10* Da molekiil agirligina sahiptir.

Cizelge 4.3. Alata ve Balcali Ganoderma lucidum mantarinin subkritik kosullarda
ekstrakte edilen polisakkaritlerin ortalama molekiiler kiitleleri (M)

Ornek Adi Pik 1 (Da) Pik 2 (Da) Pik 3 (Da)
A50 1,126 x 10° - -
A100 1,338 x 10° 1,566 x 10* -
A150 1,128 x 10° 5,906 x 10* 9,667 x 10°
B50 1,524 x 10° - ;
B100 1,656 x 10° 2,554 x 10°* -
B150 1,009 x 10° 1,114 x 10* -
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Sekil 4.3. Alata Ganoderma lucidum mantarinin CO, atmosferinde sirasiyla a) 50, b)
100 ve c) 150°C ve 280 bar basingta subkritik su ile ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen kaba polisakkaritin GPC kromatogramlari
log (M.W.): Pik maksimumundaki molekiil kiitlelerinin logaritmasi
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Sekil 4.4. Balcali Ganoderma lucidum mantarinin CO, atmosferinde sirastyla a) 50,
b) 100 ve c¢) 150°C ve 280 bar basingta subkritik su ile ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen kaba polisakkaritin GPC kromatogramlari
log (M.W.): Pik maksimumundaki molekiil kiitlelerinin logaritmasi
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Bu calismada, CO, atmosferinde subkritik su ile ekstrakte edilen
polisakkaritlere ait veriler, atmosferik kosullarda sicak su ile ekstrakte edilenlerle de
kiyaslanmistir. Her iki tiliriin atmosferik kosullarda sicak su ekstraksiyonundan elde
edilen polisakkaritlerin GPC kromatogramlar1 Sekil 4.5’te goriilmektedir. Bu
kromatogramlarda goriilen iki pikin pik maksimumundaki ortalama molekiil kiitleleri
(Mp) hesaplatilmis ve bu kiitleler Alata igin sirastyla 2,083 x 10°; 3,201 x 10° Da,
Balcali i¢in ise 2,307 x 10°; 5,774 x 10° Da olarak bulunmustur.

my log(hd W)
E-{Detector & Chi L1500
] Ex Detector & [
] % i
C L1255
(a) :
k. F10.0
H 75
2 Fs0
4 m L
- - F
1] F25
0 0.0
00 50 10.0 150 200 250 30.0 " min
m logChd )
{Detectar & Chl L4150
] = Detector & ¢ '
(b) 125
F10.0
7.5
Fs0
F25
Foo

0o 50 100 150 200 250 300 min

Sekil 4.5. Ganoderma lucidum mantar tiirlerinin atmosferik kosullarda sicak su ile
ekstraksiyonu  sonucunda elde edilen polisakkaritlerin  GPC
kromatogramlari (a) Alata, (b) Balcali
log (M.W.): Pik maksimumundaki molekiil kiitlelerinin logaritmas1
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Su, cesitli reaksiyonlara katalizorsiliz olanak sagladigi i¢in, yiiksek sicaklik ve
basingta cazip bir reaksiyon ortami olusturmaktadir (Katritzky ve ark., 1996; Broll ve
ark., 1999; Akiya ve ark, 2002). Bununla beraber su, toksik ve yanici olmadig1 ve
kolay kullanilabilir oldugundan, ¢evresel olarak da dost bir reaksiyon ¢oziiciisiidiir.
Bilindigi gibi, su diger tiim molekiiler maddelere gore oldukg¢a farkli fiziksel
ozelliklere de sahiptir. Bu da su molekiilleri arasindaki kuvvetli hidrojen baglarindan
kaynaklanmaktadir. Sicaklik ve basing kosullarinin degismesiyle bu hidrojen
baglarinin nitelik ve niceliginde meydana gelecek degismeler, suyun subkritik
bolgedeki yogunlugu, dielektrik sabiti, iyon ¢carpimi gibi degerlerle birlikte difiizyon
ve polarite gibi 6zelliklerde de 6nemli degisikliklere yol agmaktadir. Sicaklik ve
basincin artmasi ile su molekiillerinin polaritesinde azalma olurken, suyun hidrofob
molekiillerle etkilesim giicli artmaktadir. Bununla birlikte, sicaklik ve basingtaki artis
suyun iyon c¢arpiminda biiyiimeye, yani ortamdaki hidroksil ve hidronyum
iyonlarinin  derisiminin artmasmma neden olmaktadir. Bu da polisakkarit
molekiillerinin ~ hidrolizinde arttirict  bir etki saglamaktadir. Buna gore,
kromatogramlardan da anlasilacagi gibi, subkritik su ile ekstraksiyon atmosferik
kosullardakine gore daha etkili olmus ve polisakkaritlerin hidrolizi artmistir. Hunter
ve Savage (2003), karbondioksit ilavesi ile basit, asit katalizli organik reaksiyonlarin
yiiksek sicaklik sivi ekstraksiyonunu hizlandirdigini; sudan karbonik asitin
olustugunu ve karbondioksitin ¢ézeltinin pH’sin1 diisiirdiiglinti ifade etmislerdir. Bir
baska ¢alismada, yiiksek sicaklik ve basing altinda reaksiyon ortamina karbondioksit
ilavesinin 6nemli derecede polisakkaritlerin hidrolizini hizlandirdigr ve molekiil
kiitlesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Miyazawa ark., 2005). Bunlara
ilaveten, karbondioksitin, bilinen siv1 asitlerin aksine, bu kosullarda polisakkaritlerin
hidrolizi i¢in 1limlh bir asit katalizorii olarak rol oynadigi ve c¢oziicii olarak su,
katalizor olarak da karbondioksit kombinasyonunun ¢evresel olarak da tehlikesiz bir
sistem olusturdugu ve Onerilmistir (Miyazawa ark., 2005). Bu calisma kapsaminda
subkritik su ile ekstraksiyonda ortamdaki CO, bir tiir katalizor gibi rol oynayarak,
hafif asidik bir ortam olusturmus ve polisakkaritlerin hidrolize ugramasini
saglamistir. Atmosferik kosullarla kiyaslandiginda, ekstraksiyonlarda sadece sicaklik

ve COy’in degil, basincin da dnemli bir etki sagladig1 goz ardi edilmemelidir. Cizelge
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4.3’ten de goriilecegi gibi, CO, atmosferinde subkritik bolgede yapilan
ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen polisakkarit iirlinlerinin ortalama molekiil
kiitlelerinin (M,), atmosferik basingta kaynayan su ile elde edilenden daha kiigiik
degerlerde olmasi su ana kadar sdylenenleri desteklemektedir. Son olarak, Cizelge
4.1’de de goriildiigii gibi, sicaklik artis1 ekstraksiyon verimini de onemli derecede

arttirmistir.

4.2. HPSEC-MALLS Analizleri

Calismanin bu kisminda, 50, 100 ve 150°C’de subkritik su ve sicak su ile
Alata ve Balcali Ganoderma Ilucidum’un meyve kisimlarindan ekstrakte edilen
polisakkaritler, MALLS, RI ve UV dedektorleri ile birlestirilmis bir HPSEC sistemi
ile de analiz edilmistir.

Bu analizlere ait kromatogramlar Sekil 4.6 ve 4.7°de gosterilmektedir. Her 1ki
tiriin MALLS kromatogramlarinda iki farkli polisakkarit fraksiyonu gozlenmistir
(Sekil 4.6a ve 4.7a). Bu fraksiyonlarin kiitlece ortalama molekiil kiitleleri (My,)
Cizelge 4.4’de verilmistir.

Birinci fraksiyon, her iki tiirde de, polisakkarit ¢ozeltisi icerisinde tam olarak
¢Oziinmeyen tiirleri (agregatlar) gostermektedir. Bu fraksiyonun M,, degerleri, Alata
ve Balcali tiirlerinin sicak su ekstraktlari icin sirasiyla 5,282)(106 ve 3,816){106 Da
olarak hesaplatilmistir. Cizelge 4.4’te gorildiigii gibi, bu kiitleler, atmosferik
kosullarla kiyaslandiginda, subkritik su ekstraktlarinda sicaklik artisiyla yavasca
diserken, pik yiiksekligi 100 ve 150°C subkritik su ekstraktlarinin MALLS
kromatogramlarinda bir diisiis gostermistir (Sekil 4.6a ve 4.7a). Bu durum o6zellikle
150°C daha fazla olmustur. Bu sonuglar, sicak su ekstraktinda agregatlarin
olabilecegini ve daha sert ekstraksiyon kosullari ile bunlarin kaybolabilecegini
gostermistir. RI dedektorii ise, bu agregatlarin ¢ozeltideki konsantrasyonlar1 ¢ok
diisiik oldugu i¢in, Balcali’da herhangi bir sinyal vermemistir (Sekil 4.7b). Ancak
Alata Ganoderma lucidum polisakkaritinin Sekil 4.6b’de gosterilen RI dedektor
cevabi, polisakkarit ¢ozeltisinde tam olarak ¢oziinmeyen tiirler diye adlandirdigimiz
bu agregatlarin diisiik konsantrasyonda da olsa var oldugunu ve sicaklik artisiyla

coziinerek ¢ozelti ortamina gectigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Sicak su, 50, 100 ve 150° C’de Alata Ganoderma lucidum’dan ekstrakte
edilmis polisakkaritlerin {ist iiste ¢akistirilmis HPSEC kromatogramlari. a)
MALLS dedektor cevabi; b) RI dedektor cevabi; ¢) UV dedektor cevabi
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Sekil 4.7. Sicak su, 50, 100 ve 150° C’de Balcali Ganoderma lucidum’dan ekstrakte
edilmis polisakkaritlerin iis iiste cakistirllmis HPSEC kromatogramlari. a)
MALLS dedektor cevabi; b) RI dedektor cevabi; ¢) UV dedektor cevabi
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Cizelge 4.4. Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin HPSEC-
MALLS analizi sonucu hesaplanan ortalama molekiil kiitleleri (My,)

Ornek Adi Pik 1 (Da) Pik 2 (Da)
A50 1,253 x 10’ 5,064 x 10*
A100 5,924 x 10° 4,687 x 10*
A150 2,901 x 10° 1,022 x 10*
Alata* 5,282 x 10° 8,535 x 10°
B50 6,279 x 10° 4,311 x10*
B100 1,749 x 10° 2,662 x 10
B150 8,140 x 10° 2,672 x 10°
Balcali* 3,816 x 10° 6,279 x 10°

*Atmosferik kosullarda ekstrakte edilen Ganoderma lucidum mantar tiirlerinin
polisakkaritleri

Ikinci fraksiyonda da, farkli ekstraksiyon kosullari igin, pik profili ve molekiil
kiitlesi  dagilimlarinda  degisiklik  gozlenmistir  (bakiniz:  Ek-B, HPSEC
kromatogramlart (MALLS-RID)). Bu fraksiyona ait M,, degerleri Cizelge 4.4’te
goriilmektedir. MALLS dedektor cevabina gore (Sekil 4.6a ve 4.7a), sicaklik artikca
her iki tiirlin polisakkaritlerinin molekiil kiitlelerinin yan1 sira piklerin siddetinde de
bir azalis gozlenmistir. RI dedektorle aliman sonuglara bakildiginda (Sekil 4.6b ve
4.7b) ise, her iki tiirtin farkli kosullarda ekstrakte edilen polisakkaritlerinin {ist {liste
cakistirllmis  kromatogramlarindaki pik sekillerinde farklilagmalarin  oldugu
goriilmektedir.  Atmosferik  kosullarda  ekstrakte edilen her iki tiiriin
polisakkaritlerinin pik sekilleri daha diizgiin iken, subkritik kosullara gecildiginde
pik profillerinde bdliinmelerin oldugu ve ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla
kromatogramlardaki ikinci pikin siddetinin arttigt goriilmektedir. Buna gore,
hesaplanan molekiil kiitlelerinden de anlasilacagi gibi, ekstraksiyon kosullarinin
degismesi (daha sert hale gelmesi) polisakkaritlerin hidrolize ugramasina neden
olmakta ve molekiil kiitlesi azalmaktadir.

Son olarak, hem Alata hem de Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritleri
icin (Sekil 4.6c ve 4.7c¢), 280 nm’de yapilan HPSEC-UV analizleri bu
polisakkaritlerin ~yapisal igeriginde protein de bulundugunu gdostermistir.

Polisakkaritlerin protein icerigi ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla azalmistir. Her
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iki tiirdeki polisakkaritlerin protein 1igerigi Lowry protein metodu ile de
dogrulanmistir. Buna gore, bu polisakkaritlerin yapisinda protein de bulundugundan
glukoprotein olarak adlandirilmistir. Ek olarak, Balcali’nin UV kromatogramlarinda
subkritik su kosullarinda sadece tek bir pik gozlenirken, Alata’nin sicak su
ekstraktinda bir baska pik de gozlenmistir. Bu sonug, ¢esitli etkilerle ana molekiilden
meydan gelen ve biiylik molekiiller olan agregatlarin da ayni ¢ozelti ortaminda

bulunabilecegini gostermektedir.

4.3. Polisakkaritlerin Kimyasal Bilesimi

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum’un hem sicak su hem de subkritik su ile
ekstrakte edilen polisakkarit ekstraktlarinin kimyasal bilesimi belirlenmistir. Her iki
tiriin polisakkarit ekstraktalarinin % toplam protein miktar, Lowry protein
metoduna gore belirlenmistir. Bunun icin, farkli derisimlerde hazirlanan BSA
standartlarinin 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik UV oOl¢iimleri alinmis ve
derisime karst bu oOl¢lim sonuclar1 grafige gecirilerek bir kalibrasyon egrisi elde
edilmistir (Sekil 4.8). Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak polisakkaritlerin

bilesimindeki protein miktar1 ylizde olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.8. BSA standartina ait kalibrasyon egrisi

Bu sonuglara gore, sicak su ile ekstrakte edilmis polisakkaritin protein igerigi Alata

ve Balcali tiirleri i¢in sirastyla % 18,73 ve % 19,20 (kuru bazda) olarak bulunmustur
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(Cizelge 4.5). Ancak 150°C’de subkritik su kosullarinda ekstrakte edilmis
polisakkaritlerin protein icerigi Alata i¢in %11,03’e Balcal1 i¢in % 5,84’e diismiistiir.
Buna gore, Alata’ya kiyasla Balcali’nin polisakkaritinde (glukoprotein), proteinin
uzaklagsmas1 ve/veya denatiirasyonu yiiksek sicaklik ve basing kosullarinda daha
fazla olmustur. Aynmi zamanda, her iki tiirtin polisakkaritlerinin HPSEC-UV
kromatogramlarinda pik siddetinde gdzlenen azalma da, subkritik kosullarda artan
sicaklikla protein iceriginin azaldigim1 gostermektedir (Sekil 4.6¢ ve 4.7¢c). Sicak su
ekstraktindaki UV dedektor sinyalinin siddeti, 100°C’deki subkritik su ekstraktindan
daha fazladir. Bu profile gore, her iki tiirdeki proteinin azalis1 50°C (Sub-su)< sicak
su ekstrakti< 100°C (Sub-su)<150°C (Sub-su) seklindedir.

Cizelge 4.5. Alata ve Balcali Ganoderma Iucidum polisakkaritlerinin temel
bilesenleri (Bakiniz: Ek-A Hesaplamalar)

Toplam Kiitledeki % Seker igerigi

62;?" % Toplam Protein % Glukoz % Mannoz % Galaktoz K ggci)tnik
Alata 18,73 22,30 6,00 4,69 38,02
A150 11,03 - - - -
Balcali 19,20 55,35 2,37 1,68 28,76
B150 5,84 - - - -

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin yapisal bilesimindeki
monomerler (basit sekerler veya monosakkaritler) de belirlenmistir. Caligmanin bu
kisminda, sicak su ile ekstrakte edilen polisakkaritlerdeki seker igerigini tespit
edebilmek icin farkli derisimlerde glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz, arabinoz,
ksiloz, fruktoz monosakkarit standartlar1 kullanilmistir. Bu standartlar ve siilfirik asit
ile hidroliz edilen polisakkarit 6rnekleri Varian HPLC sisteminde analiz edilerek
hem polisakkaritlerin yapisindaki monosakkaritler hem de bu monosakkaritlerin
miktarlar1 belirlenmistir. Kantitatif HPLC analiz sonucglarina gore, toplam kaba
polisakkarit kiitlesindeki % D-glukoz, D-mannoz ve D-galaktoz igerigi sirasiyla

Alata icin %22,30; 6,00; 4,69 ve Balcali i¢cin %55,35; 2,37; 1,68 olarak
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hesaplanmistir. Buna gore, her iki tiirin polisakkaritlerindeki notral seker bilesimi
temel olarak D-glukozdan olusmaktadir. Bunun yami sira, farkli miktarlarda D-
mannoz ve D-galaktoz da bu polisakkaritlerin bilesiminde bulunmaktadir.

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum’™un atmosferik kosullarda sicak su ile
elde edilen polisakkarit ekstraktlarinin tironik asit igerdigi, kolon kromatografisi ve
titrimetrik yontem ile birbiri ardina yapilan ii¢ tekrar ile belirlenmistir. Sonuglar,
kuru bazda Alata’nin % 38,02 ve Balcali’nin ise % 28,76 iironik asit igerdigini
gostermistir. Her iki tlirlin mantarlarinin polisakkaritleri yiiklii molekiillerdir.
Polisakkaritlerin ana zincirde veya yan gruplarda bu yiiklii gruplar1 bulundurmasi, bu
molekiillerin elektrolit c¢ozeltilerinde hidrodinamik hacminin biiylimesine ve
genislemesine, bununla birlikte polisakkaritlerin ¢oziliniirliigliniin ve diger fiziksel
ozelliklerinin de degismesine neden olacaktir. Ganoderma  lucidum’un
polisakkaritlerinin hidrodinamik davranisi {lizerinde iyonik gii¢lerin etkisi oldukga
fazladir. Bu da olasilikla polisakkarit yapisindaki iironik asit gruplarindan
kaynaklanmaktadir (Lai ve ark., 2006).

Her iki tiirlin polisakkaritlerinin fiziksel ve kimyasal 0Ozellikleri de

belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri (Bakiniz: Ek-A Hesaplamalar)

% Cozinurlik Polisakkaritlerdeki % Seker igerigi

Ornek % JECFA1 JECFA2
Adi Nem pH (Bazik) (Notral) % Glukoz % Mannoz % Galaktoz

Alata 10,29 6,69 1,53 3,43 72,00 18,55 9,45

A150 2,38 6,64 0,11 - - - -

Balcali 8,88 6,99 0,10 1,96 93,37 3,18 3,45

B150 1,99 6,66 0,10 - - - -

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin nem igerikleri, atmosferik
kosullarda sicak su ile ekstrakte edilenler i¢in sirasiyla %10,29 ve %8,88 olarak

hesaplanirken, 150°C’de subkkritik su ile ekstrakte edilenler i¢in sirasiyla %2,38 ve
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%1,99 olarak belirlenmistir (bakiniz: Ek-A: Hesaplamalar). Bu sonuglara gore,
ekstraksiyon sicakligindaki artis bu polisakkaritlerin nem igeriklerinin azalmasinda
etkili olmustur. Tiim polisakkaritlerin % 0,5’lik (w/w) sulu ¢ozeltilerinin pH’s1 her
iki ekstraksiyon kosulunda nétrale yakin ¢ikmistir. Kuru bazda polisakkarit
orneklerinin notral (JECFA2) ve alkali (JECFA1) c¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliik testlerine
gore, atmosferik kosulda sicak su ile ekstrakte edilen Alata ve Balcali tiirlerinin
polisakkaritlerinin alkali ortamda ¢6ziinmeyen kisimlarinin miktart sirastyla % 1,53
ve % 0,10 iken, notral ortamda % 3,43 ve % 1,96 olarak belirlenmistir. 150°C’de
subkritik su ile ekstrakte edilmis Alata ve Balcali polisakkarit ekstraktlarinin alkali
ortamdaki ¢6ziinmeyen kisimlarinin degerleri ise sirasiyla, % 0,11 ve % 0,10 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar, Balcali'nin sicak su ile elde edilen polisakkarit
ekstraktalarinin Alata’ya gore hem alkali hemde nétral ¢ozeltilerde ¢ok daha iyi
¢Ozilindiiglinii gostermistir. Her iki tiiriin 150°C’de subkritik su ile ekstrakte edilen
polisakkaritleri ise ndtral ortamda tamamen c¢oziinmektedir. Bu sonuglar, ¢oziicii
olarak su kullanildiginda (nétral ortamda), ¢ozeltide agregatlarin yogun olarak
bulundugunu gosterebilir. Ancak alkali c¢ozeltilerde ise sadece polisakkarit
molekiillerinin degil, cok daha biiyiik molekiiller olan ve ¢ozelti ortaminda birlikte
bulunan agregatlarin da oldukga iy1 ¢oziindiikleri belirlenmistir. Farkli ¢oziiclilerde
polisakkaritlerin ¢oziiniirliikklerinde tespit edilen bdyle farkliliklarin, bu biiytlik
molekiillerin farkli ¢oziicli ortaminda degisik konformasyonlarda bulunmalarindan
kaynaklanabilecegi sOylenebilir.

Atmosferik kosullarda ekstrakte edilen Alata ve Balcali polisakkarit
ekstraktlarinin  bilesiminde bulunan D-glukoz, D-mannoz ve D-galaktozun
polisakkarit yapisindaki bilesimleri de hesaplanmistir. Buradan elde edilen sonuglara
gore, Alata polisakkaritlerinin temel yapist D-glukoz’dan meydana gelirken
(%72,00); %18,55 ve %9,45 oraninda sirasiyla D-mannoz ve D-galaktoz da
icermektedir. Balcali polisakkaritlerinin de yapisinin biiyiik bir kismin1 D-glukoz
(%93,37) olusturmaktadir ve bu Alata’ya kiyasla ¢cok daha fazladir. D-mannoz ve D-
galaktoz ise, Alata’ya gore, daha az miktarda bulunmustur (sirasiyla % 3,18 ve

%3,45).
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4.4. Infrared Sonuclari

Bolim 4.3°de bahsedildigi gibi, Alata ve Balcali Ganoderma Ilucidum‘un

polisakkaritlerinin yapisal olarak bilesimini protein, glukoz, mannoz, galaktoz ve

tironik asit gruplari olusturmaktadir. Polisakkaritlerin yapisindaki bu gruplarin

bazilarii1 karakterize etmek igin farkli sicakliklarda elde edilen her iki tiire ait

polisakkarit ekstraktlarinin infrared spektrumlari alinmistir (Sekil 4.9 ve 4.10;

bakiniz: Ek-C, her bir tiiriin infrared spektrumlart).
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Sekil 4.9. Alata Ganoderma lucidum’dan 50, 100, 150°C’de subkritik ve sicak su ile

ekstrakte edilen polisakkaritlerin IR spektrumu
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Sekil 4.10. Balcali Ganoderma lucidum’dan 50, 100, 150°C’de subkritik ve sicak su
ile ekstrakte edilen polisakkaritlerin IR spektrumu

Her iki tirtin farkli ekstraksiyon kosullarinda ekstrakte edilen
polisakkaritlerinin ~ {ist {ste c¢akistinlmis infrared spektrumlart  benzerlik
gostermektedir. Hem Alata hem de Balcali’ya ait spektrumlara bakildiginda sicaklik
artisiyla birlikte spektrumun bazi bolgelerinde farkliliklar gézlenmistir. 3600—1200
cm™’e kadar olan ve yapida hangi fonksiyonel gruplarin mevcut oldugunu gosteren
grup frekanslari bélgesini ele aldigimizda, bu bolgede 3500-3200 cm™’de goriilen
genis, yayvan ve siddetli band C-OH grubundaki O-H (H-bagli) geriliminden
kaynaklanmaktadir. 1450-1200 cm™ araliginda gdzlenen bandlar ise O-H ve C-H
egilme titresimlerini gostermektedir (El-Mahdaoui ve ark., 1997). Bununla birlikte,
yaklasik 2925 cm™ frekansindaki bandlar C-H gerilimlerini gdstermektedir. Grup
frekanslar bolgesinde dikkat ¢eken diger bir band da 1600-1660 cm™ araliginda
gbzlenen C=0 gerilimine ait siddetli banddir. Bu bandin siddeti de sicaklik artisiyla
daha keskin hale gelmistir.

Alata ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkarit ekstraktlarinin infrared

spektrumlarinda parmak izi bélgesindeki (1200-600 cm™) belirgin bandlarindan ilki

65



4. BULGULAR VE TARTISMA Tugba BALIN

1100-900 cm™ araligindaki C-O ve C-C gerilme titresimlerine aittir. Daha 6nceki
calismalarda, polisakkaritlerde mevcut olan bazi basit sekerlerin (monosakkaritler)
infrared absorpsiyon bandlar1 kaydedilmistir. Buradan elde edilen bilgilere gore,
mannan igin 870 ve 810 cm’deki absorpsiyon bandlari karakteristik iken
(Mathlouthi ve Koenig, 1986), 920 ve 800 cm™'’deki bandlar mannozun varligini
gbstermistir (Peng ve ark., 2005b). Buna ek olarak, 920 ve 850 cm™’de gdzlenen
absorbsiyon bandmin o-D-glukan’t ve 890 cm’deki bandinin ise B-D-glukan’i
karakterize ettigi belirtilmistir (Bao ve ark., 2001a, Peng ve ark., 2005a,). Bu bilgiler
1is1ginda, A50 ve B50’nin infrared spektrumlarinda sirasiyla 918 ve 917 cm™’de
gdzlenen zayif bandin o-D-glukan’1 ve yine bu bolgede 805 ve 803 cm™’deki zayif
absorpsiyon bandinin Alata ve Balcali mantar tiirlerinin polisakkaritlerinin igeriginde
bulunan ve basit sekerlerden biri olan mannozu temsil ettigi sdylenebilir. Bununla
birlikte, Alata ve Balcali’nin sicak su polisakkarit ekstaktlar1 ile A100, A150 ve
B100, B150 polisakkaritleri i¢in, sicaklik arttikca daha belirgin hale gelen ve
yaklagik 895 cm ’de gozlenen absorpsiyon bandimnin D-glukanin B- konfigiirasyonu
(B-D-glukan) i¢in karakteristik oldugu ifade edilebilir.

Grup frekans1 ve parmak izi bolgesinden elde edilen sonuglar karsilastirilirsa,
grup frekansi bolgesinde belirlenen —OH gruplarindan kaynaklanan genis, yayvan ve
siddetli absorbsiyon bandi ile C-H gerilimlerinin neden oldugu absorbsiyon bandi,
her iki tiiriin polisakkaritlerinde bulunan ve parmak izi bolgesinde de tanimlanan
monosakkaritlerin yapilarindaki (Sekil 4.11) gruplarla esdegerlik gostermektedir.
Spektrumlara bakildiginda, 1600—1660 cm™’deki keskin bandin ise polisakkaritlerin
yapisindaki karbonil gruplarina (C=0) ait oldugu sdylenebilir. Parmak izi bolgesinde
1100-900 cm™ araliginda goriilen bandlarin ise basit sekerlerin yapisindaki C-O-C

geriliminden kaynaklandigi sdylenebilir.
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HoOH on OH
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Sekil 4.11. Baz1 monosakkaritlerin (basit sekerler) halka sekilleri

Ayrica, spektrumlardan da anlasilacagi gibi sicaklik yiikseldikce piklerin siddeti de
degismektedir. Bununla birlikte, sicaklik artistyla mannoz ve a-D-glukan’a ait pikler
kaybolmakta ancak B-D-glukan’a ait pikin siddeti artmaktadir. Boyle bir sonug, bu
polisakkaritin ana zincirini -D-glukan’larin olusturdugunu, yan dallarda da mannoz

ve a-D-glukan tinitelerinin bulunabilecegini gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1)

2)

3)

Alata ve Balcali Ganoderma Iucidum mantar tiirlerinin igerigindeki
bilesenlerden biri olan polisakkaritlerin ekstraksiyonu ve hidrolizinde, yiiksek
sicaklik ve basingta subkritik su kosullarinin kullanimi, atmosferik kosullarda
sicak su ile yapilan ekstraksiyonlara gore daha etkili olmustur. Yiiksek
sicaklik ve basincin yami sira, ortama karbondioksit gazinin ilavesi de bu
polisakkaritlerin hidrolizini hizlandirmistir. Bu durum, polisakkaritlerin
hidrolizinde karbondioksitin, bilinen asitlere kiyasla, 1liml1 bir asit katalizorii
olarak rol oynadigimi gdstermistir. Coziicii olarak su katalizor olarak da
karbondioksit birlesiminin kullanildig1 bu tiir ekstraksiyon sistemleri ¢evresel
olarak da tehlike arz etmemektedir.

Polisakkarit ekstraktlarinin molekiiler kiitle dagilimlarinin belirlenmesinde
hem standart GPC (SEC) hem de MALLS, RID ve UV dedektor ile kombine
edilmis HPSEC-MALLS sistemleri kullanilmistir. Bu analiz sonuglari, Alata
ve Balcali Ganoderma lucidum polisakkaritlerinin glukoprotein olduklarini
ve polisakkarit ¢ozeltisinde tam olarak ¢oziinmeyen tiirleri (agregatlar) de
icerdigini gostermistir. Her iki tiirlin polisakkaritlerinin protein igerdigi hem
280 nm’de alman UV sinyali hem de Lowry protein metodu ile
kanitlanmistir. Bu polisakkaritlerin molekiil kiitleleri ve protein iceriklerinin
de yogun ekstraksiyon kosullarinda artan sicaklikla azaldig: belirlenmistir.
GPC analizlerinde polisakkarit ekstraktlarinin molekiiler kiitle dagilimlari, bir
standarda gore bagil olarak hesaplanmistir. Ancak biyopolimerler ve
karbonhidratlar ¢6zelti i¢in de farklt konformasyonlara sahip olduklar1 ve
yapilarindaki fonksiyonel gruplar kolonla farkli etkilesebilecegi icin bir
standarda bagli olarak hesaplatilan molekiiler kiitleler tam olarak dogru
olmayacaktir. Ancak HPSEC-MALLS sisteminin kullanimi bu tiir polimerik
yapilarin molekiiler kiitlelerini bir standarda bagli olmaksizin mutlak olarak
hesaplayabilme avantaji saglamistir. Bunun yani sira, bu yontem, molekiiliin

tersiyer yapisi ve dallanmalar1 hakkinda da bilgi de verebilmektedir.
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4)

5)

6)

Monosakkarit analizleri, glukoprotein molekiiliiniin temel olarak D-glukoz ve
eser miktarda D-mannoz ve D-galaktozdan olustu§unu gostermistir. Bu
glukoproteinin yapisinda uronik asit gruplarinin da bulundugu belirlenmistir.
Biitlin polisakkarit ekstraktlar1 i¢in yapilan fiziksel analiz sonuglari ise, tiim
polisakkaritlerin nétrale yakin bir pH’da oldugunu, subkritik kosullarinda
ekstrakte edilen her iki tiirtin polisakkaritlerinin sicak su ile ekstrakte
edilenlere gore daha diisiik nem icerigine sahip oldugunu ve bu
polisakkaritlerin notral ve alkali ortamda ¢6ziinebildiklerini géstermistir.
Polisakkarit ekstraktlarinin kimyasal bilesiminde bulunan yapilar karakterize
etmek i¢cin FT-IR spektroskopisinden yararlanilmistir. Farkli ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen polisakkaritlerin infrared spektrumlarinda bazi
frekanslarda gozlenen pik siddetlerindeki degisikliklere gore, bu
polisakkaritlerin ana zincirinin -D-glukan iinitelerinden, yan dallarin ise D-
mannoz, o-D-glukan {iinitelerinden olusabilecegi belirlenmistir. Ancak bu
polisakkarit yapilarindaki dallanma noktalarim1 ve ana zincirin nasil bir
baglanma tiirline sahip oldugunu tam olarak belirlemek icin bir takim
kimyasal yoOntemlerle birlikte GC-MS analizleri ve 'H, C NMR
spektroskopisi yontemi kullanilabilir.

Ganoderma lucidum, vicut direncini artirmak ig¢in tibbi olarak kullanilan
mantarlardan biridir. Bu mantarin meyve kismi ve miselinden izole edilen
polisakkaritler anti-tiimdr, 1iltthap Onleyici, anti-viral, kan basincim
diizenleyici, bagisiklik uyarict etkiler gosterdigi igin Ozellikle dikkat
cekmektedir. Ozellikle bagisiklik uyarici ve anti-timér etkileri iizerine pek
cok arastirma ve c¢alisma yapilmistir. Calismamizda kullanilan Alata ve
Balcali Ganoderma Ilucidum mantar tiirlerinden elde edilen polisakkarit
ekstraktlar lizerinde de baz1 mikrobiyolojik ve immiinolojik testler yapilarak,

bunlarin anti-tiimor ve bagisiklik uyarici etkileri de arastirilabilir.
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EK-A

HESAPLAMALAR
Protein Miktari:
B A+m
" 1000 0,0007
. M,
Toplam Protein Miktar1 (%) = ————x 100
M, x 1000

A: Ornegin absorbans degeri
m: Egim
M;: Protein miktar1, mg

M,: Ornek miktari, g
Uronik Asit Miktari:

m, x 1000

Esdeger gram asit =
JacEer & V., xM

NaOH

. ) MA. . .
% Uronik asit = wronik asit__
Esdeger gram asit

m,: Ornegin kiitlesi, mg
V¢ Titrant hacmi, ml
Mnaon: Sodyum hidroksit ¢ozeltisinin derigimi, mol/L

MA ironik asit: Uronik asitin molekiil agirligl, 194 g/mol

Coziiniirliik Testleri:

Bazik ortamda ¢6ziiniirliik testi (JECFA1):

Toplam ¢oziinmeyen kisim (%) = M x100
m

Notral ortamda ¢oziiniirliik testi (JECFA2):
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Toplam ¢oziinmeyen kisim (%) = M x100

5

m;: Filtre kagidinin kiitlesi, g
my: Filtre kagidi + 6rnek miktari, g

mg: Baslangictaki 6rnek miktari, g

Nem Miktari:

M,

M. —
% Nem ZITXIOO

M;: Kroze + Ornek miktari, g
M,: Sabit tartima getirilmis kroze agirhigi, g
S: Baslangigtaki 6rnek miktari, g
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