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Beta glukan, D-glikoz monomerlerinin beta glikozidik baglarla birbirine baglanmasiyla olusan
polisakkarittir. Beta glukanin 6zellikleri elde edildigi kaynaga, ekstraksiyon ve saflasgtirma yontemlerine
gore degismektedir. Bu kapsamda, tez calismasinda ii¢ farkli ekstraksiyon yontemiyle S. cerevisiae
mayasindan beta glukan iiretilmistir ve analiz edilmistir. Ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon
yonteminin ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kati oran1 kosullar1 Box — Behnken
deneysel tasarim yontemi kullanilarak optimize edilmistir. Ekstraksiyon yonteminin optimum kosullari
95°C, 30 dk ve 0.007 v/w olarak bulunmustur. Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon yonteminin
tampon/kat1 orani ve otoliz siiresi ekstraksiyon kosullari tam faktoriyel deneysel tasarim yontemi
kullanilarak optimize edilmistir. Ekstraksiyon yonteminin optimum kosullar1 0.01 v/w ve 48 saat olarak
elde edilmistir. Her iki yontem de yanitlar beta glukan verimi ve saflig1 olarak belirlenmistir. Sayisal
optimizasyon yontemi olan istenebilirlik fonksiyonuyla her iki ekstraksiyon yontemi igin bulunan
optimum kosullarda tekrar deneyleri yapilmistir. Beta glukanin safliklar1 antron-siilfiirik asit ve
enzimatik; protein derigimleri Bradford ve karakterizasyonu FTIR ve molekiil kiitleleri SLS analiziyle
bulunmustur. Optimum kosullarda ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yonteminden elde edilen
beta glukan verimi % 12.86 ve saflig1 ise % 48.6; otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyondan elde
edilen beta glukan verimi % 28.34 ve saflig1 ise % 15.4 bulunmustur. Soxhlet ekstraksiyon yonteminde
ise ekstraksiyon siiresi optimize edilerek beta glukan safligi en yiiksek % 9.2 ve verimi 52.3 elde
edilmigtir. Kullanilan {i¢ farkli ekstraksiyon yonteminin sonuglar1 karsilastirilarak; beta glukan veriminin
ve safliginin yiiksek olmasi, uygulamasi daha kolay, ekstraksiyon siiresinin kisa olmasindan dolay1 ii¢
yontem arasinda en iyi yontem ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yontemi olarak
degerlendirilmistir.

Temmuz 2021, 129 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF EXTRACTION METHOD USED IN
BETA GLUCAN PRODUCTION FROM S.cerevisiae YEAST

Fatma KARSLIOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Suna ERTUNC

Beta glucan is polysaccharide consisting of beta glycosidic bonds with glucose. Properties of beta glucan
changes according to source, extraction and purification methods. Beta glucan was produced from
S.cerevisiae Yyeast using three different extraction methods in this thesis. Extraction temperature,
extraction time and solvent/solid which are extraction conditions of ultrasonic assested alkali acidic
extraction method were optimized using Box-Behnken experimental design method. Optimum conditions
of extraction methods were found as 95°C, 30 min and 0.007 v/w. Autolysis time and buffer/solid which
are extraction conditions of autolysis ultrasonic assested acidic extraction method were optimized using
full factorial experimental design method. Beta glucans were analyzed using anthrone-sulfuric acid,
enzymatic, FTIR and SLS methods. Proteins were analyzed using Bradford method. Optimum conditions
of extraction methods were found as 0.007 v/w and 48 h. Beta glucan yield and purity were determined as
responses in both methods. Optimum conditions of both extraction methods were found using desirability
function are one of numerical optimization and experiments were done in these conditions. Beta glucan
yield and purity respectively were found % 12.86 and % 48.6 in optimum conditions of ultrasonic
assested alkali and acidic extraction and were found respectively % 28.34 and % 15.4 in optimum
conditions of autolysis ultrasonic assested acidic extraction. Beta glucan yield and purity were found
respectively % 52.33 and % 9.2 by being optimized extraction time of Soxhlet extraction. The best
method was selected ultrasonic assested alkali acidic extraction method due to being highest beta glucan
yield and purity, fast, easier production.

July 2021, 129 pages

Key Words: Beta glucan, yeast, extraction, statistical experimental design, vyield,
purity, molecular weight
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1. GIRIS

Giliniimiizde teknolojinin gelismesiyle beraber insanlar stresli, yorucu, yogun ve
dogadan uzak bir yasam siirmektedir. Bu durum, insanlarin bagisiklik sistemlerinin
zayiflamasina ve daha c¢abuk hastalanmalarina sebep olmaktadir. Bugiiniin yasam
sartlarina daha kolay uyum saglamak ve daha saglikli yasamak i¢in bilim insanlari
bagisiklik sistemini kuvvetlendirecek yeni, dogal ve saglikli iirlinler lizerine arastirmalar

yapmaktadir. Bu liriinlerden biri de beta glukandir.

Beta glukan ¢esitli kaynaklardan elde edilen, elde edildigi kaynaga gore de (1—3)
(1-2), (1-3) (1—4) ve (1-3) (1—06) dallanma yapilarina sahip bir polisakkarittir.
Cesitli dallanma yapilarina sahip olmasi beta glukana farkli 6zellikler kazandirmaktadir.
Beta glukanin 6zellikleri genel olarak iki sinifa ayrilir: fizikokimyasal ozellikler ve
biyolojik aktivite. Fizikokimyasal ozellikleri; molekiil kiitlesi, ¢oziintirlik, viskozite,
koplirme kapasitesi ve kararliligt ve su baglama kapasitesi olarak ayrilabilir. Hem
coziiniirlik, viskozite gibi diger fizikokimyasal 6zellikleri hem de biyolojik aktiviteyi
etkiledigi icin molekiil kiitlesi beta glukanin en Onemli fizikokimyasal 6zelligi
denilebilmektedir. Molekiil kiitlesi de beta glukanin kaynagina ve elde edildigi
ekstraksiyon yontemine gore degismektedir. Beta glukanin diger bir ana ozelligi
biyolojik aktivitesidir. Biyolojik aktivite ii¢ ana bashk altinda toplanmaktadir:
Antioksidan, antimikrobiyal ve antitimor aktivite. Biyolojik aktivite de molekiil kiitlesi,
ekstraksiyon yontemi ve kaynaga gore degismektedir. (1—3) (1—4) dallanma yapisina
sahip beta glukanlar, genelde kolestroliin diisiiriilmesinde, kanmn pihtilagmasini
engellemede ve antioksidan olarak etkili rol oynamaktadirlar. (1—3) (1—6) dallanma
yapilarina sahip beta glukanlar ise antioksidan, antimikrobiyal ve antitimor aktiviteleri
yiiksektir. Biyolojik aktivite ve c¢oziiniirlik dolayisiyla molekiil kiitlesi 6zelligi
birbiriyle iliskili dzelliklerdir. Ornegin; (1—3) (1—6) dallanma yapisina sahip beta
glukanlarin ¢ogunun molekiil kiitlesi yliksek oldugu i¢in suda ¢dzlinememektedir.
Ancak, bu durum (1—3) (1—6) dallanmaya sahip beta glukanlarin antitiimér etkisini

arttirmaktadir.



Beta glukanlarin farkli birgok 6zellige sahip olmasi, yan etkisinin olmamasi ve diger
ilaclarla da birlikte kullaniminin zarar1 olmamasindan dolayr beta glukanlarin birgok
farkli alanda  kullanimi  mevcuttur. Bu alanlar dort ana  kategoride
siniflandirilabilmektedir: gida, saglik, kozmetik ve yem. Gida da kivam arttirici, yag
baglayici, su tutucu ve emiilsiye edici stabilizator olarak kullanilirken saglikta bagisiklik
kuvvetlendirici gida takviyesi, yaralarin hizli iyilesmesinde, ameliyatlardan veya
yaniklardan sonra olusabilecek oksidatif doku hasarim1  engellemede ve
biyomalzemelerde kullanilmaktadir. Kozmetik alaninda; yaslandirma karsiti ve
nemlendirici olarak kullanilmaktadir. Yem sanayisinde yemlere antibiyotik yerine
hayvanlarin viicut bagisikligin1 kuvvetlendirmesi igin beta glukan eklenmektedir. Yeni

yapilan arastirmalarla da yeni kullanim alanlar1 kesfedilmektedir.

Tahillar (arpa, yulaf ve bugday), mikroorganizmalar (maya, bakteri ve mantar) ve
sapkalt mantarlar olmak tizere beta glukan farkli {i¢ ana kaynaktan elde edilmektedir.
Genellikle, tahillarin besi dokusunun hiicre duvarinda, mikroorganizmalarin ve sapkali
mantarlarin da hiicre duvarlarinda bulunmaktadir. Farkli kaynaklar farkli dallanma
yapilarina sahiplerdir. Tahillar, (1—3) (1—4) dallanma yapili beta glukan,
mikroorganizmalarda (1—3) (1—-2) ve (1—3) (1—6) dallanma yapil1 beta glukanlar
bulunmaktadir. Sapkali mantarlar da ise hem (1—3) (1—4) hem de (1—3) (1—6)
dallanma yapili beta glukanlar mevcuttur. Kaynaklarin arasinda en ¢ok beta glukan

icerigine sahip kaynak S. cerevisiae mayasidir.

S. cerevisiae diger ismiyle ekmek mayasi hiicresinin yaklasik % 8 — 16 (w/w)’sin1
olusturan beta glukan (1—3) (1—6) dallanma yapisina sahiptir. Ekmek mayasindan
elde edilen beta glukan birgok biyolojik aktivite gdstermektedir. Ozellikle bagisiklik
kuvvetlendirici olarak kullanilan gida takviyesinde ekmek mayasindan elde edilen beta
glukan kullanilmaktadir. Bu kadar 6nemli bir kaynaktan beta glukanin ekstraksiyonu da
kolay olmamaktadir. Ciinkii, mayanin hiicre duvarinda beta glukan disinda en temelde

mannoproteinler, kitin ve yaglar bulunmaktadir.



Genis kullanim alan1 ve farkli etkileri olan beta glukanin iki ana iiretim yontemi vardir.
Bunlar, mikroorganizmadan beta glukan iiretimi ve tahillardan veya sapkali
mantarlardan beta glukan iiretimidir. Iki ydntemin ortak basamaklari; ekstraksiyon,

saflastirma ve kurutmadir.

Beta glukan iiretimindeki ekstraksiyon ve saflastirma basamaklar1 6nemlidir. Bu
basamaklar, lretilen beta glukanin molekiil kiitlesini ve saflifini etkiledigi i¢in
dolayisiyla diger fizikokimyasal Ozelliklerini, biyolojik aktivitelerini ve kullanim
alanlarmi etkilemektedir. Kaynaklarin farkli olmasi, yiiksek verim ve saflikta ve
istenilen molekiil kiitlesi araliginda beta glukan elde etmek i¢in alkali — asidik,
ultrasonik destekli, mikrodalga destekli siiperkritik akiskan, sicak su gibi farkli bir¢ok

ekstraksiyon yontemi denenmistir.

Ekstraksiyon yontemi degistikce beta glukan verimini, safligin1 ve molekiil kiitlesini
etkileyen parametreler de degismektedir. En yiiksek verim ve safligi ekonomik bir
sekilde elde etmek icin ekstraksiyonu etkileyen parametrelerin tespit edilmesi ve
optimizasyonu yapilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde optimizasyonu yapan tasarim
yontemleri mevcuttur ve bunlara istatistiksel deneysel tasarim yontemleri denilmektedir.

Box — Behnken, merkezi kompozit, faktoriyel gibi tasarim yontemleri mevcuttur.

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda, S.cerevisiae maya hiicre duvarindan farkli
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen beta glukanin miktar1 ve veriminin degistiginden
hareketle S.cerevisiae mayasindan en yiiksek beta glukan verimini elde etmek amaciyla
secilen ekstraksiyon yoOntemlerinin optimizasyonu amaglanmaktadir. Bu amagla,
ekonomik ve uygulama kolayligi agisindan farkli ekstraksiyon yontemleri oncelikle
degerlendirilip, secilen ekstraksiyon yoOntemleri icin istatistiksel analize dayali
optimizasyon ile ekstraksiyon kosullari, beta glukan verimini maksimize etmek iizere

optimize edilmesi amacglanmustir.



Bu amagla, ilk olarak optimize edilecek yontemler literatiir arastirmasi ve 6n ¢aligmalar
yapilarak karar verilmistir. Ekonomik, uygulama kolaylig1 olan, ¢evreye en az zarar
veren, enerji tasarrufu saglayan {i¢ tane yontem belirlenmistir. Bu yontemler; ultrasonik
destekli alkali — asidik ekstraksiyonu, otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu ve
Soxhlet ekstraksiyonudur. Mayalardan beta glukan eldesinde Soxhlet ekstraksiyonunun
kullanilmamis olmasi da bu yontemin se¢iminde i¢in etkili olmustur. Bu ekstraksiyon
yontemleriyle ilgili yapilan 6n ¢alismalarda molekiil kiitlesinin ekstraksiyon yontemine
gore degistigi kanitlanmistir. Buna gore tez kapsaminda beta glukanlarin molekiil

kiitlesi de analiz ettirilmistir.

On calismalardan sonra ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyonda alkali
kisminda kullanilacak ¢6ziicti tespit edilmistir. Ultrasonik destekli alkali — asidik
ekstraksiyonun optimize edilecek kosullar literatiirde yapilan arastirmalar sonucunda
karar verilmistir. Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve ¢oziicii/kati orani
ekstraksiyon kosullar1 Box — Behnken deneysel tasarim kullanilarak optimize edilmistir.
Tasarimin yanitlar1 beta glukan verimi ve safligidir. Bu kapsamda; ii¢ faktorlii, ¢
seviyeli, 1ki yanith ve ii¢ tekrarli deney tasarim matrisi olusturulup deneyler yapilmis ve
istatistiksel analiz edilmistir. Her bir deneyden elde edilen beta glukan orneklerine
antron — siilfiirik asit yontemi uygulanarak beta glukanlarin safligi ve FTIR (Fouirer
Doniisiimlii  Kizil Otesi  Spektrometresi) analizleri yapilarak karakterizasyonu
yapilmistir. Optimum belirlenen kosullarda tekrar deneyi yapilmistir ve elde edilen beta
glukan oOrneklerine antron — siilfiirik asit, FTIR, enzimatik beta glukan analizi,
siipernatant Orneklerindeki proteinler i¢in Bradford yontemi analizleri yaptirilmis ve
elde edilen beta glukan drneklerinin molekiil kiitlelerinin belirlenmesi icin ODTU (Orta
Dogu Teknik Universitesi) Merkez Laboratuvari’nda statik 151k sacilimi (SLS) analizi
yaptirtilmistir.

Ikinci ekstraksiyon yontemi olarak otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon
yontemi kullanilmustir. ik olarak ydntemin otoliz kisminda kullanilacak tampon
cozeltisine eklenecek katki maddesi yapilan deneyle belirlenmistir. Otoliz ultrasonik
destekli asidik ekstraksiyonun optimize edilecek kosullar1 literatiirde yapilan

arastirmalar sonucunda karar verilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve tampon/kati orani



ekstraksiyon kosullar1 tam faktdriyel deneysel tasarim kullanilarak optimize edilmistir.
Tasarimin yanitlar1 beta glukan verimi ve safligidir. Bu kapsamda; iki faktorld, iki
seviyeli, iki yanith ve ii¢ tekrarli deney tasarim matrisi olusturulup deneyler yapilmis ve
istatistiksel analiz edilmistir. Her bir deneyden elde edilen beta glukan 6rneklerine
antron — siilfiirik asit yontemi uygulanarak beta glukanlarin safligi ve FTIR analizleri
yapilarak karakterizasyonu yapilmistir. Optimum belirlenen kosullarda tekrar deneyi
yapilmistir ve elde edilen beta glukan Orneklerine antron — siilfiirik asit, FTIR,
enzimatik beta glukan analizi, sitipernatant Orneklerindeki proteinler igin Bradford
yontemi analizleri yaptirilmis ve elde edilen beta glukanlarin molekiil kiitlelerinin
belirlenmesi icin ODTU Merkez Laboratuvari’nda statik 151k sagilimi (SLS) analizi
yaptirtilmistir.

Uciincii yontem ise Soxhlet ektraksiyonudur. Bu yontemde tek faktdrlii analiz (one
factor) kullanilarak ekstraksiyon siiresi optimize edilmistir. Ekstraksiyon siiresi ¢evrim
sayisini da etkiledigi icin bu ekstraksiyon kosulu da optimize edilmis olacaktir. Elde
edilen beta glukan Orneklerine antron — siilfiirik asit, FTIR, enzimatik beta glukan
analizi, siipernatant Orneklerindeki proteinler icin Bradford yontemi analizleri
yaptirilmis ve elde edilen beta glukanlarin molekiil kiitlelerinin belirlenmesi i¢in ODTU

Merkez Laboratuvari’nda statik 151k sagilimi (SLS) analizi yaptirtilmistir.

Beta glukan safligini belirlemek i¢in kullanilan antron — siilfiirik asit ve enzimatik beta

glukan analizi yontemleri arasinda kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

Kullanilan ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi karsilatirildiginda en yiiksek beta glukan
safligr (% 48,6) ve anlamli en yiiksek beta glukan verimi (0.1286 g/g) ultrasonik
destekli alkali — asidik ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen beta glukanlar igin

bulunmustur.

Bu yiiksek lisans tez calismasi, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan onaylanan 20L0443002 numarali Lisansiisti Tez

Projesi kapsaminda desteklenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Beta Glukan Ekstraksiyonu

Jaehrig vd. (2008), S.cerevisiae maya hiicresinin duvarindaki protein parcaciklarinin ve
(1-3) (1—-6)-B-D glukanin antioksidan aktivitelerini belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu
amagla, oncelikle S.cerevisiae maya hiicresinden beta glukani elde etmek i¢in mayanin
hiicre duvarim yiiksek basingli homojenizatorle pargalanmistir. Sicak su ekstraksiyonu
uygulanmistir. Saflagtirma basamaginda enzim ve ditiyotretol maddesi kullanilmistir.
Her igslemin sonunda yapilan yikamalardaki siipernatant kisimlar1 saklanmustir. Yapilan
islemlerin sonunda kalan ¢okelekte beta glukan iceriklerine ve silipernatant kisimlarinda
kalan protein igeriklerine bakilmistir. Her ikisi i¢in de antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. En yiiksek protein igerigi yiiksek basin¢li homojenizator islemi sonunda
elde edilen siipernatantta (% 22.23 kuru kiitlece) ve en yliksek beta glukan igerigi
savinaz enzimi sonunda elde edilen ¢okelekte (% 83 kuru kiitlece) bulunmustur. Hem
beta glukanlar hem de hiicre duvari proteinleri antioksidan 6zellik gostermislerdir.
Ozellikle dogal yapis1 bozulmus proteinlerdeki aromatik halkalarm ve serbest tiyollerin

antioksidan 6zellik gosterdigi goriilmiistiir.

Rhee vd. (2008), beta glukan icerigine gore Olgiilen ekstraksiyon ve analiz yontemleri
karsilagtirilarak Chaga (Inonotus obliquus) sapkali mantarindaki beta glukanin
standartlagmasi i¢in analitik referans saglamak amaglanmistir. Maya ve tahillarin hiicre
duvarlarina uygulanan farkl ekstraksiyon yontemlerinden iki tanesi (alkali ve enzimatik
ekstraksiyon) beta glukan eldesinde kullanilmistir. Beta glukan igerigi ise gravimetrik
analiz, birlesik analiz yontemleri ve HPLC (Yiiksek Basing¢li Sivi Kromatografisi)
analizi ile belirlenmistir. Her iki ekstraksiyon yontemiyle elde edilen beta glukanin
icerikleri yapilan biitlin analizlerin sonucunda birbirine yakin degerler bulunmustur.
Ayn1 ekstraksiyonla elde edilen ve farkli analizlerle 6lgiilen beta glukan igeriklerinde
anlaml bir fark bulunmustur. Bu durumda, ekstraksiyon yonteminin Chaga mantarindan
beta glukan igerigine etkisinin olmadigi analiz yontemlerinin standar

tlastirilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.



Adachi vd. (2013), mantarlardan beta glukan ve aga¢ kabugundan tanen elde etmek igin
ekspresso kahve makinesinin kullanimi incelenmistir. Dort tane mantar tiiriinden kizgin
su kullanilarak ekspresso makinesiyle ekstraksiyon yapilarak beta glukan elde
edilmistir. Aym1 yontem kullanilarak agac¢ kabugundan tanen de elde edilmistir. Cesitli
analitik yontemler uygulanarak beta glukan, tanen, toplam karbonhidrat, protein icerigi,
tanenin antioksidan, beta glukanin antitiimdr ve tanenin antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Sonug olarak, en yiiksek antitiimor aktivite Hypsizygus marmoreus
mantar tiiriinden elde edilen beta glukanda bulunmustur. Otoklav ekstraksiyonuyla elde
edilen beta glukan antitiimor aktivite géstermemistir. Grifola frondosa mantarindan her
iki ekstraksiyonla en yiiksek beta glukan verimi elde edilmistir. Elde edilen en yiiksek
beta glukan verimleri karsilastirilarak ekspresso makinesiyle yapilan ekstraksiyondan
elde edilen beta glukanin verimi (%0.5 wt) otoklav ekstraksiyonuyla elde edilen beta

glukan verimden (%1.1 wt) daha diisiik oldugu sonucuna varilmustir.

Naruemon vd. (2013), SDS, EDTA ve NaCl katki maddelerinin tek tek kullanilmasinin
ve SDS-NaCl, SDS-EDTA’nin birlikte kullanilmasinin S.cerevisiae’deki beta glukan
icerigine olan etkisi incelenmistir. Katki maddeleri eklenerek bircok ekstraksiyon ¢esidi
bir arada kullanilarak ekstraksiyon yapilmigtir. Sonuglara gore, en yiiksek beta glukan
icerigi, 100 ppm SDS ekli maya ¢ozeltisinden elde edilmistir (kontrol beta glukanindan
%40 daha fazla). SDS ekli ¢ozeltideki maya hiicre yapist daha kiiresellesmistir ve
yiiksek sayida tomurcuk izi olugmustur. Daha yiiksek B-(1,6)-glukan dallanmasiyla daha
yiiksek beta glukan igerigi daha az protein icerigi bulunmustur. Bu durumda, katki
maddelerinin hiicre duvar {retimlerini, dallanmalarm1 ve beta glukan sentezini

aktiflestirebildigi gosterilmistir.

Luan ve Uyen (2014), (1—3) — B — glukanin molekiil kiitlesini 151n uygulamasiyla
azaltarak suda c¢oziinebilir hale getirmek ve bitkilerin gelisimi iizerine etkisi
incelenmistir. Bira mayasi hiicre duvarindan (1—3) — B — glukan alkali — asidik
ekstraksiyon yontemiyle elde edilmistir. Elde edilen (1—3) — B — glukan suda
¢coziinemedigi i¢in oda sicaklifinda 100 — 300 kGy 1sin uygulanarak (1—3) —  —
glukanin molekiil kiitlesi azaltilmis ve suda ¢oziinmesi saglanmistir. Hardal otu bitkisi

28 glin boyunca 75 mg/L beta glukan igeren ¢ozeltiyle beslenmistir. 28 giin sonra gesitli



analizler yapilmistir. Sonug olarak, 1s1n uygulamasiyla (1—3) —  — glukanin molekiil
kiitlesi 48.13 kDa degerinden 10.77 kDa degerine diisiiriilmiistiir. 100 — 150 kGy 1s1n
uygulanarak molekiil kiitlesi diistiriilen (1—3) — B — glukanlarin bitkinin gelismesine
anlaml bir etkisi olmamistir. Ancak, 200 — 300 kGy 1s1n uygulanarak molekiil kiitlesi
azaltilan (1—3) — p — glukanlarin hardal otu bitkisinin gelismesine anlamli bir etkisi
olmustur. 250 kGy 151n uygulanarak 18 kDa molekiil kiitlesine diisiiriilen (1—3) — B —

glukan, hardal otunun uzamasina, biiyliylip gelismesine en iyi katkiy1 saglamistir.

Harasym vd. (2015), yulaftan beta glukan eldesinde ekstraksiyondan once yulafa
uygulanan 6glitme 6n isleminden once dondurup sonra 6glitmenin etkisini incelemek
amaglanmistir. Yulaflar 24 saat -20°C sicaklikta dondurulduktan sonra &giitiilmiistiir.
Ogiitiilen yulaflara etanolle muamele edildikten sonra alkali ekstraksiyon ydntemi,
saflastirma yontemleri uygulanmis ve elde edilen beta glukanlar kurutulmustur.
Viskozite, molekiil kiitlesi, beta glukan icerigi gibi analizler yapilmistir. Pilot 6lgekte
tretim yapilmistir. Yulaf Orneklerinden oOnce dondurma sonra &glitme islemi
yapilmayan numuneye kontrol numunesi denmistir. Kontrol beta glukaninin verimi %
54.89 bulunurken dondurup ogiitiilerek elde edilen beta glukanlarin verimi % 64.03
bulunmustur. Beta glukan saflig1, kontrol beta glukaninin % 54.89 bulunurken dondurup
ogiitiilerek elde edilen beta glukanlarin % 84.4 bulunmustur. Molekiil kiitlesi, viskozite
ve suda ¢oziiniirliik kontrol beta glukanina gore daha diisiik elde edilmistir. Partikiil
boyutunu % 89 disiiriitken yag atthmmi % 30 arttirmustir. Partikiil boyutunun
diismesiyle ylizey alanit artmasinin sonucu olarak ekstraksiyon artmis ve enzim
kullanilmadan yag gideriminin olabilecegi ve molekiil kiitlesini diistirmede de etkili

oldugu kanitlanmastir.

Kodama vd. (2015), karbondioksit — su karisimi ¢oziicii kullanilarak basingli Su
ekstraksiyonu yontemiyle arpadan beta glukan elde etmek amaclanmistir. Arpadan beta
glukan1 basingli su ekstraksiyonu ile elde etmislerdir. Su pompayla ve karbondioksit
kompresorle ekstraksiyonun gerceklesecegi hazneye basilmistir. Ekstraksiyon sicakligi
130°C - 170°C, basing 10 - 40 MPa ve ekstraksiyon siiresi 3 saattir. Her 30 dakikada bir
stvi Ornek alimmistir. Ekstraksiyon sonunda kati ve sivi Ornekler alinip analiz

edilmislerdir. Ekstraksiyon siiresi ve sicakligi arttikca beta glukan verimi artmistir.



Basingli su ekstraksiyon yonteminde ayni ekstraksiyon kosullarinda ¢oziicli olarak
karbondioksit — su karigimi kullanilmasi1 sadece suyun ¢oziicii olarak kullanilmasina
gore beta glukan verimini arttirmistir. Yiiksek miktarda elde edilen beta glukan,
hemiseliiloz ve tiirevlerinin molekiil kiitleleri jel gecirgenlik kromatografisi kullanilarak
(GPC) 500 Da — 1167 kDa olarak tespit edilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve sicakligi
artmasi beta glukanin bozunmasina da sebep oldugu icin molekiil kiitlesi ekstraksiyon
sicakligi ve siiresi arttikga azalmistir. Sonug olarak, bu yontemin biyoaktif bilesenlerin

elde edilmesinde kullanilabilir oldugu 6nerilmistir.

Khan vd. (2016), maya beta glukaninin yapisal bi¢ciminin, fonksiyonel 6zelliklerinin,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin iizerinde gama 1simasinin etkisi
incelenmistir. Molekiil kiitlesi biiyiikk olan ve c¢oziinmeyen beta glukanlar belirli
yontemler kullanilarak molekiil kiitleleri azaltilarak ¢6ziinlir hale getirilmistir. Bu
yontemlerden biri de radyasyondur. Bu calismada radyasyon kaynagi olarak gama 1511
kullanilmistir. S.cerevisiae’dan beta glukan alkali ve asidik ekstraksiyon yontemi ile
elde edilmistir. Belirli dozlarda beta glukana gama 1sin1 verilmistir. Gama 1511
verilmeden Once verildikten sonra molekiil kiitlesi jel gecirgenlik kromatografisiyle
(GPC) bulunmustur. Yapilan analizlerde fonksiyonel ve karakteristik 6zelliklerine de
bakilmistir. Sonuglara gore, beta glukanin saflifi %91 ve verimi %38.5 olarak
bulunmustur. Gama 1511 verilen beta glukanin fonksiyonel 6zelliklerinde negatif yonde
bir degisim olmamistir. Aksine, gama i1simas1 arttikga pozitif yonde bir degisim
olmasina kars1 viskozite azalmistir. Ciinkii, 1s1ma arttik¢a molekiil kiitlesi azalmistir.
Istma olmadan Onceki beta glukanin molekiil kiitlesi 175 kDa ve 50 kGy i1sima
uygulandiktan sonra beta glukanin molekiil agirligt 27.9 kDa olarak bulunmustur.
Diisiik molekiil kiitlesine sahip beta glukanlarin daha iyi antibakteriyel aktiviteye ve

daha yiiksek antioksidan seviyeye sahip oldugu bulunmustur.

Alzorgi vd. (2017), G.lucidum sapkali mantarindan beta glukan eldesinde kullanilan
farkli ekstraksiyon yontemlerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Bu amag kapsaminda,
sicak su, Soxhlet ve ultrasonik destekli ekstraksiyon olmak {iizere ii¢ farkli ekstraksiyon
yontemi kullanilmistir. Sicak su ekstraksiyonu, 100°C sicaklikta ve farkli ekstraksiyon

sirelerinde (1, 2, 3, 4 ve 5 st) kosullarinda; Soxhlet ekstraksiyonu, farkli ekstraksiyon



stirelerinde (1 — 24 st), 60’1n iizerinde ¢evrim sayisinda ve 6 farkli Soxhlet ekstraksiyon
cihaziyla ve ultrasonik destekli ekstraksiyon ise ultrasonik giiciin 600 W oldugu ve
farkli ekstraksiyon siirelerinde (20, 40, 60 ve 80 dk) gergeklestirilmistir. Fenol —
stilfiirik asit, FTIR, SEM (Taramali Elektron Mikroskobu), elde edilen beta glukanlarin
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in {i¢ farkli antioksidan tayin yOntemi
(DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (Ferric — Reducing Antioxidant Power)
ve Folin test) ve elde edilen beta glukanlarin igerikleri ve dallanma dereceleri HPAEC-
PAD (High Performance Anion Exchange Chromatograpy with Pulsed Amperometric
Detection) ve enzimatik - HPAEC-PAD, molekiil kiitleleri ise GPC ydntemleriyle
belirlenmistir. Soxhlet ekstraksiyon yonteminde en yiiksek polisakkarit verimi 16 saatte,
sicak su ekstraksiyon yonteminde en yiiksek polisakkarit verimi 4 saatte ve ultrasonik
destekli ekstraksiyonda en yiiksek verim 60 dk sonunda elde edilmistir. Ekstraksiyonlar
birbiri ile karsilastirildiginda, ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen beta
glukanin molekiil kiitlesi degeri (15.995 kDa) ile sicak su ekstraksiyon ile elde edilen
beta glukanin molekiil kiitlesi degeri (15.595 kDa) birbirine yakin bulunmustur. Soxhlet
ekstraksiyonuyla elde edilen beta glukanin molekiil kiitlesi degeri ise 12.973 kDa
bulunarak diger iki ekstraksiyona gore daha diisiik degerde bulunmustur. Antioksidan
aktiviteleri karsilagtirildiginda en yiiksek antioksidan aktivitesi ultrasonik destekli
ekstraksiyon ile elde edilen beta glukan i¢in bulunmustur. Beta glukan icerigi en yiiksek
ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemiyle (44.42 mg/g) en disiik ise Soxhlet
ekstraksiyon yontemiyle (25.03 mg/g) elde edilmistir. G.lucidum sapkali mantarindan
ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen beta glukan diger iki yontemle
elde edilen beta glukanlara gore daha yliksek molekiil kiitlesi, antioksidan aktivitesi,
uygun dallanma derecesi elde edilmistir. Hem daha iyi sonuclar elde edildigi hem de
daha kisa siirede ekstraksiyon sagladigi i¢in G.lucidum sapkali mantarindan beta glukan
eldesinde en uygun ekstraksiyon yontemi, ultrasonik destekli ekstraksiyon yontem

oldugunu gostermistir.

Tang vd. (2017), S. cerevisiae hiicre duvarindan elde edilen beta glukan alt1 farkl: tiirevi
(stlfatlanmis, fosfatlanmis, karboksimetillenmis, karboksimetillenmis — fosfatlanmuis,
karboksimetillenmis — siilfatlanmis ve siilfatlanmig — fosfatlanmis) iiretmek ve bu

tiirevlerin antioksidan aktivitelerini incelemek amaglanmistir. Beta glukanin bu tlirevleri
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suda ¢oziiniirliigiini arttirmak i¢in yapilmaktadir. S. cerevisiae hiicre duvarindan alkali
— asidik ekstraksiyon yontemi kullanilarak beta glukan elde edilmistir. Elde edilen beta
glukan sodyum hidroksit, sodyum kloriir, hidroklorik asit ve etanolle ile muamele
edilerek karboksimetillenmis; elde edilen beta glukan dimetilsiilfoksit (DMSO), fosforil
kloriir (POCl3) ve etanolle muamele edilerek fosfatlanmis; elde edilen beta glukan
DMSO, klorsiilfonik asit (HSO3Cl), piridin (CsHsN) ve etanolle muamele edilmis ve
ikili tiirevleri de elde edilmistir. Alt1 farkli metotla elde edilen beta glukanin tiirevlerinin
toplam karbonhidratlari, molekiil kiitleleri, antioksidan aktiviteleri ve yapilarinin
karakterizasyonu i¢in analiz edilmistir. En diisiik molekiil kiitlesi siilfatlanmis beta
glukanda (2.31x10* Da) ve en yiiksek molekiil kiitlesi karboksimetillenmis beta
glukanda (2.97x10* Da) bulunmustur. En yiiksek toplam karbonhidrat igerigi % 94.17
olarak siilfatlanmis beta glukanda elde edilmistir. En iyi antioksidan aktiviteler

stilfatlanmis ve fosfatlanmis beta glukanlar gostermistir.

Karimi vd. (2019), arpadan beta glukan eldesinde kullanilan farkli enzimatik
ekstraksiyonlarin beta glukanin fizikokimyasal o6zelliklerine etkisini incelemek
amaclanmistir. Beta glukan eldesinde farkli enzimatik ekstraksiyon yontemlerinde farkli
enzimler tek veya birka¢ enzim birarada (o-amilaz; a-amilaz — proteaz; a-amilaz —
proteaz — glikoamilaz; a-amilaz — proteaz — pullulanaz; a-amilaz — proteaz — ksilanaz)
kullanilmistir. Elde edilen beta glukanlarin molekiil kiitleleri, akissal o6zellikleri ve
bilesenleri analiz edilmistir. Maksimum beta glukan saflig1 (% 89), en diisiik molekiil
kiitlesi (2x10* g/mol) ve en diisiik ekstraksiyon verimi (% 11.44) a-amilaz — proteaz —
ksilanaz kullanildiginda elde edilmistir. Arpadaki nisastay1 a-amilaz, proteini proteaz ve
pentozu ksilanaz gidererek beta glukanin safligin1 arttirmada etkili olmustur. En diisiik
beta glukan safligi (% 55), en diisiik molekil kiitlesi (16x10* g/mol) ve en yiiksek
ekstraksiyon verimi (% 23.14) sadece a-amilaz kullanildiginda bulunmustur. Farkli
birka¢ enzim kullanmanin beta glukanin safligin1 arttirdigit ve beta glukanin
bozunmasina da sebep olduklar1 i¢in molekiil kiitlesinin azalttig1 sonucuna varilmistir.
Farkli enzimatik ekstraksiyon yontemler kullanmanin beta glukanin verimini, safligini,

molekiil kiitlesini ve reolojik 6zelliklerini etkiledigi gosterilmistir.
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2.2 Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Bayer vd. (2014), beta glukanin humid ekstraksiyonuyla arpadan elde edilmesi
incelenmistir ve karakterize edilmistir. Deney tasariminda merkezi kompozit tasarim ve
yanit ylizey yontemi kullanilip degiskenler pH ve sicaklik degerleri segilmistir.
Kimyasal ve akissal analizleriyle, kizilotesi spektroskopisiyle ve taramali elektron
mikroskobuyla beta glukanin 6zellikleri saptanmistir. Sonuglara gére, maksimum verim
% 53.38 bulunmustur. Ekstrakte edilen beta glukanin goriiniir viskozitesi (1)) ticari beta
glukanin goriiniir viskozitesinden (1) daha yiiksek bulunmustur. Ekstrakte edilen beta
glukan pseudoplastik ticari beta glukan ise Newton uyumlu akiskan olarak
tanimlanmistir. Her iki beta glukanin IR (Infrared Spectroscopy) ve SEM sonuglari
benzer bulunmustur. Bu benzerlikten dolay1 gida sanayisinde potansiyel kivam arttirict

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Du vd. (2014), beta glukan acisindan zengin ticari atik olan az kabuklu arpadan elde
edilen beta glukanin optimum ekstraksiyon yontemini ve optimum ekstraksiyon
kosullarin1 bulmayr amaglamistir. Optimum ekstraksiyon yontemini bulmak igin dort
farkli ekstraksiyon yontemi (hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrasonik destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve geri akis ekstraksiyonu)
kullanilmistir.  Saflastirma kisminda a-amilaz ve proteaz enzimleri ile etanol
kullanilmistir. Optimum ekstraksiyon yontemi bulunduktan sonra bu yontemin optimum
ekstraksiyon kosullar1 bulunmustur. Deney tasariminda ii¢ seviyeli iic degiskenli Box-
Behnken tasarimi ve yanit yiizey yontemi uygulanmistir. FTIR analizi de yapilmigstir.
Elde edilen sonuclara gore, optimum ekstraksiyon yonteminin hizlandirilmis ¢oziicii
ekstraksiyonu oldugu bulunmustur. En yiiksek ham beta glukan verimi bu yontemle
elde edilmistir (%8,8). Optimum ekstraksiyon kosullarinda (70°C, 9 dk ve 4 g¢evrim

sayisi) elde edilen beta glukan ise % 16.9 bulunmustur.

Li ve Karboune (2018), S. cerevisiae hiicre duvarindan ¢ farkli ekstraksiyon
yontemiyle mannoproteinlerin elde edilmesini amacglamiglardir. Otoklav veya firinda
sodyum fosfat tamponunda ekstraksiyon, sodyum dodesil siilfat (SDS) ile ekstraksiyon

ve enzimatik ekstraksiyon yontemleri denenmistir. Enzimatik ekstraksiyon yontemiyle
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en yliksek verim, mannoprotein igerigi elde edildigi i¢cin bu yontemin kosullar1 optimize
edilmistir. Enzimatik ekstraksiyonunun siire ve enzim inite kosullarmin
optimizasyonunda dondiirtilebilir merkezi kompozit tasarimi (CCRD) kullanilmistir.
Bes seviyeli iki faktorlii tasarimin yanitlar1 verim, mannoprotein igerigi ve mannan
protein oranidir. Mannoproteinlerin molekiil kiitleleri de analiz edilmistir. Modellerin p
degeri 0,05 degerinden kiigiik olmasi ve R? degerlerinin (0.9018, 0.9893 ve 0.9318) 1
degerine yakin olmasi regresyon modellerinin uyumlu oldugunu goéstermistir. Optimum
degerler 23.6 st ve 157.4 {inite olarak belirlenmistir. Bu degerlerde verim % 46.9 ve
mannoprotein igerigi % 39.73 olarak bulunmustur. En diisiik molekiil kiitlesi (6.5 kDa)
otoklav veya firinda sodyum fosfat tamponunda ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
mannoproteinde, enzimatik ekstraksiyonla elde edilen mannoproteinlerin molekiil

kiitlesi (5 — 400 kDa) elde edilmistir.

Taofiq vd. (2019), Agaricus blazei sapkali mantarindan ergosterol eldesinde kullanilan
geleneksel ve geleneksel olmayan ekstraksiyon yontemlerinin karsilagtirilmasi
amaglanmistir. Ergosterol kolesterol seviyesini azaltan fitosteroldiir. Geleneksel yontem
olarak Soxhlet ve sicak su ekstraksiyonu kullanilirken, ultrasonik ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Sicak su ekstraksiyon yonteminde
ekstraksiyon sicakligi (30 - 90°C) ve ekstraksiyon siiresi (10 — 150 dk); mikrodalga
destekli ekstraksiyonda ekstraksiyon sicakligi (60 - 150°C) ve ekstraksiyon siiresi (2 —
25 dk) ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde ise ekstraksiyon siiresi (5 — 30
dk) ve ultrasonik gii¢ (100 — 400 W) kosullar1 standart Soxhlet ekstraksiyonu ile diger
ti¢ ekstraksiyon yonteminin performansi karsilastirilarak smirli merkezi kompozit
tasarim yontemi (CCCD) kullanilarak optimize edilmistir. Calismada % ekstrakte edilen
madde (Y1), mg ergosterol/g ekstrakte edilen ¢okelek (Y3) ve verim (mg ergosterol/100
g kuru mantar) (Y3) olmak iizere ekstraksiyonlar i¢in ortak ii¢ yanit tanimlanmstir. R’
degeri (0.8 — 0.95) arasinda bulunmustur. Bu durumda, modelin R? degerinin 1 degerine
yakin olmasi regresyon modelinin uyumunun iyi oldugunu gostermistir. Mikrodalga
destekli ekstraksiyon i¢in optimum kosullar 25 dk, 134.6°C; sicak su ekstraksiyonu i¢in
optimum kosullar 150 dk, 81.6°C; ultrasonik destekli ekstraksiyon ic¢in optimum
kosullar 30 dk, 400 W olarak elde edilmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
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yontemiyle diger iki yonteme gore daha yiiksek miktarda ergosterol elde edildigi i¢cin bu

yontemin kullanilmasi uygun bulunmustur.

Gil-Ramirez vd. (2020), L. edodes, A. judea, A. aegerita, A. caesaria, B. edulis, C.
cibarius, C. cornucopioides, C. lutescens, C. tubaeformis, H. marmoreus, L. deliciosus,
M. conica, P. eryngii ve P. pulmonarius sapkali mantarlarindan beta glukan eldesinde
kullanilan  mikrodalga destekli ekstraksiyonun kosullarinm1  optimize etmek
amaclanmistir. Mikrodalga ekstraksiyonunun kosullar1 (sicaklik ve siire) li¢ seviyeli ve
iki faktorlii tam faktoriyel tasarim yontemiyle optimize edilmistir. Toplam karbonhidrat
icerikleri i¢in fenol — siilflirik asit, beta glukan igerikleri i¢in anilin mavi florimetrik
analizi, monosakkarit bilesimler icin GC — MS (Gaz Kromatografisi — Kiitle
Spektrofotometresi) ve NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) analizi yapilmistir. 180°C
ve 30 dk ekstraksiyon kosullarinda en yiiksek toplam karbonhidrat ve beta glukan
icerigi elde edildigi i¢in kullanilan biitiin mantarlarin ekstraksiyonunda bu kosullar en

uygun kosullar olarak belirlenmistir.
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1 Beta Glukan

Beta glukan, farkli kaynaklardan elde edilen ve D-glikoz monomerlerinin beta
glikozidik baglarla birbirine baglanmasiyla olusan bir polisakkarittir (Zhu vd. 2016).
Glukanlar, D-glikoz monomerlerinden olusurlar. Glikozidik baglar1 a ve B bigimindedir.
Eger glikoz molekiiliindeki birinci karbona bagli hidroksil grubu halka diizleminin
iistlindeyse B glikozidik bagi, hidroksil grubu halka diizleminin altindaysa a-glikozidik
bagi olusur (sekil 3.1). Beta glukanin kapali formiilii (C¢H10O0s)n dir. Beta glukanlarin
kapali formiilleri ayn1 olmasina ragmen acik formiilleri birbirinden farklidir. Ciinkii
dallanma yapilar1 farklidir (Bettelheim vd. 2013). 1960’11 yillarda Nicholas DilLuzio
tarafindan kesfedilen beta glukan, FDA (Food and Drug Administration) ve EFSA
(European Food Safety Authority) tarafindan onaylanan bir {iriindiir (Anonymous
2020a,b). Yan etkisi olmayan ve bagisiklik sistemini destekleyen bir {irlin olan beta
glukanin Onerilen giinlik dozu elde edildigi kaynaga gore degismektedir. Sapkali
mantarlardan elde edilen beta glukandan giinliilk 100 — 1000 mg, mayadan elde edilen
beta glukandan giinliikk 30 — 1000 mg ve yulaftan elde edilen beta glukandan giinliik
1000 — 3000 mg miktarda alinmasi 6nerilmektedir (Anonymous 2020c).

Beta glukanin dogal kaynaklardan elde edilmesi, bagisiklik sistemini kuvvetlendirmesi
ve giiniimiizde insanlarin saglikli ve dogal yasama olan taleplerinden dolay1 her gecen
yil diinyadaki pazar biiytikliigii artmaktadir. Yapilan arastirmada 2020 yilindaki beta
glukanin diinyadaki pazar biiyiikligii 410,6 milyon US$ degerindedir ve 2025 yili
sonuna kadar 476,5 milyon US$ olmas1 beklenilmektedir. 2020 — 2025 yillar1 arasinda
yillik bilesik faiz oraninin %7,6 civarinda olacagi tahmin edilmektedir. Oniimiizdeki
yillarda beta glukan tiiketim ve iiretimi artmasi beklenmektedir ve cogu sirket beta
glukanin  {iretiminde yenilik¢i  teknolojilerin  kullanilmasina  odaklanmaktadir.
(Anonymous 2020d). Diinyada beta glukanin ABD, Cin, Almanya, Fransa, Japonya,
Ingiltere ve Norveg gibi iilkelerde beslenme destegi ve ilag etken maddesi olarak veya

ham madde formunda iiretimi yapilmaktadir (Sabuncu 2016). Yapilan arastirmalarla
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kullanim alani genisleyen, avantajli ve karli bir {irlin olan beta glukan Biothera
Pharmaceuticals, Biotec Pharmacon ASA, Super Beta Glucan Inc, Tate & Lyle Plc gibi
bircok firma tarafindan iiretilmektedir. Diinyada piyasada satilan beta glukanlara 6rnek
olarak Beta Force, Immutol, Beta Max, Macroforce, NSC Immunition, SenseiroGold,
Krestin, AgaricusK2, Hanabira Take verilebilir. Beta glukanin satig fiyati yaklasik
olarak 50$ - 95$ dir (Anonymous 2020e).

Tiirkiye’de beta glukanm ilk ve tek ruhsatli iireticisi Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi’dir. B-
Glukan igerikli kapsiil ve surup formlar1 ‘Imunex’ markasiyla satilmaktadir (Sabuncu
2010). Tirkiye’de de diinyada oldugu gibi beta glukan ¢esitli miktarlarda (genellikle 10
mg, 20 mg, 50 mg ve 100 mg) ve markalar tarafindan (Imunex, Ligone, Allergo

VitaGlucan, Solgar, Eczacibasi Imutor vb.) piyasada satilmaktadir.

HO

Alfa glikoz Beta Glikoz

Sekil 3.1 Alfa ve beta glikoz molekiilleri

3.2 Beta Glukanin Yapisi

Lineer (1—3)-B-glukan yapisi, beta glukanin temel molekiiler yapis1 sekil 3.2°de
goriildiigi gibidir.
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OH

Sekil 3.2 Lineer (1—3)-B-glukanin yapis1 (Bacic vd. 2009)

Beta glukanin molekiiler yapisi elde edildigi kaynagina gore degismektedir. Beta
glukanin dallanma yapilari sekil 3.3, 3,4 ve 3.5’teki gibi {i¢ temel sinifa ayrilmaktadir.

a) (1—3) (1—2)-p-Glukan

OH

Sekil 3.3 (1—3) (1—2)-B-glukanin yapisi (Bacic vd. 2009)

Streptococcus pneumoniae tip 37 tiiriiniin kapsiilii sadece homopolisakkarittir. 90
pnomokoksal kapsiil tipleri vardir. Bu kapsiil tipi iki notr polisakkaritten biridir. Bu
kapsiildeki glukan suda ve DMSO’da ¢6ziiliir (Bacic vd. 2009).

b) (1—3) (1—4)-p-Glukan

OH  OGCHOH  GCHOH OH
m WA ﬁ@kw N

OH  6CHH O CHOH
Sekil 3.4 (1—3) (1—-4)-pB-D-glukanin yapis1 (Bacic vd. 2009)
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(1—-3) (1—4)-p-D-Glukanlar; tahillarda (arpa, yulaf ve bugday), c¢imenlerde,
kizilyapraklarda, yosunlarda, mantarlarda (chromistanlar ve sapkali), alglerde (yesil ve
stilfatlanmis kirmizi) bulunur (Bacic vd. 2009). Bu tiir beta glukanlar genellikle suda

¢Oziintirler.

c) (1—3) 1—6)-p-Glukan

OH
o}
HO
i o
OH

Sekil 3.5 (1—3) (1—6)-B-D-glukanin yapis1 (Bacic vd. 2009)

(1-3) (1—6)-B-D-Glukanlar; dallanmis ve halkali halde bulunurlar. Dallanmis (1—3)
(1—6)-pB-D-glukanlar; mayalarda, mantarlarda, kahverengi alglerde, tek hiicreli deniz

otlarinda, askli mantarlarda ve basidiomisetlerde bulunur.

Halkali (1—3) (1—6)-B-D-glukanlar; Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium loti,
Azospirillum brasilense ve Azorhizobium caulinodas bulunur. Bu mikroorganizmalar
baklagillerde simbiyotik yasarlar (Bacic vd. 2009). Bu tiir beta glukanlar genellikle suda

¢Oziinmezler.

Beta glukanin 6zellikleri elde edildigi kaynaga gore degismektedir. Bunun sebebi, farkl
kaynaklardan elde edilen beta glukanlarin molekiil yapilarinin da farkli olmasidir. Beta
glukanin 6zellikleri iki ana kategoriye ayrilir: Fizikokimyasal 6zellikler ve biyolojik

aktivite.
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3.3 Beta Glukanin Ozellikleri

3.3.1 Fizikokimyasal o6zellikler

Beta

glukanin  kullanildigr alana gore incelenen fizikokimyasal o&zellikleri

degismektedir. Ornegin; gida alaninda viskozite, ¢Oziiniirliigiin yan1 sira kopiirme

kapasitesi, kivam arttiriciligi, su baglama kapasitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerine de

bakilmaktadir. Fizikokimyasal 6zelliklerinden bazilar1 asagidaki gibidir.

Coziiniirliik: Beta glukanin ¢ozliniirligi uygulama alanlar1 i¢in 6nemlidir.
Ozellikle suda ¢oziiniirliigii gida ve saghk alanlarindaki  kullanimin
etkilemektedir. Bu alanlarda beta glukanin suda ¢6ziinmesi istenmektedir.
Coziiniirliige ii¢ faktor etki etmektedir. flk faktor molekiil kiitlesidir. Beta
glukanin molekiil kiitlesi arttik¢a ¢oziniirligli azalmaktadir (Kim vd. 2013).
Ikinci faktdr polimerizasyon derecesidir. Polimerizasyon derecesi, bir polimer
zinciri basina diisen ortalama tekrarlanan birim sayisidir (Sagak 1998).
Polimerizasyon derecesi 100’den biiyiik olursa beta glukan suda ¢oziinmez (Lam
ve Cheung 2013). Uciincii faktdr molekiil yapisidir. Literatiirde genellikle beta
glukanlar ¢oziiniirliiklerine gore iic smifa ayrilirlar: Alkali ve asetik asitte
¢ozlinemeyen (1—3)-B-glukanlari, alkalide ¢oziinen (1—3)-B-glukanlar ve
yiiksek dallanmig (1—6)-B-glukanlar (Zekovic vd. 2008). Aslinda, bu ti¢ faktor
de birbiriyle iligkilidir. Beta glukanin molekiil kiitlesi dolayisiyla da
polimerizasyon derecesi arttik¢a beta glukan zinciri bir yumak haline gelir ve

molekiiler yapist karmasiklasir. Bu durumda ¢oziinemez.

Molekiil kiitlesi: Glukanlarin molekiil kiitleleri, yapilar1 ve dolayisiyla
viskoziteleri elde edilen kaynaga gore degismektedir (Synytsya ve Novak 2014).
Molekiil kiitlesi arttikga viskozite artarken ¢Oziiniirliik azalmaktadir. Bu
durumda beta glukanin hem biyolojik aktivitesini hem de kullanim alanlarini
etkilemektedir. Beta glukanin molekiil kiitlesinin biyolojik  aktiviteyi

etkiledigine dair bircok calisma yapilmistir. 100 — 200 kDa araliginda molekiil
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kiitlesine sahip olan beta glukanlarin en iyi antitimor aktivitesi gostermesine
ragmen 5 — 10 kDa araligindaki molekiil kiitlesine sahip olan beta glukanlarin ya
antitimor aktivitesi gostermemis ya da sinirli bir antitiimor aktivite gostermistir
(Zekovi¢ vd. 2008). Antitiimor aktivitesi gibi diger biyolojik aktivitelerin de
(antimikrobiyal, antioksidan aktivitesi vb.) beta glukanin molekiil kiitlesine gore
degistigi yapilan ¢aligmalarla bulunmustur (Lazaridou ve Biliaderis 2007; Khan
vd. 2016; Khan vd. 2018; Zielke vd. 2018; Bai vd. 2019; Sun vd. 2020).
Molekiil kiitlesi biyolojik aktivitelerin yani sira viskozite, kopiirme kapasitesini,
¢Oziiniirlik, yag baglama kapasitesi, kabarma giicii gibi fizikokimyasal
ozellikleri de etkiledigi ve bu ozelliklere gore kullanim alani degistigi i¢in beta
glukanin molekiil kiitlesinin bilinmesinin énemi artmaktadir. Ornegin; yiiksek
molekiil kiitleli suda ¢oziinemeyen beta glukanlar prebiyotik olarak kullanilirken

daha diisiik molekiillii suda ¢6ziinebilen beta glukanlar gidalarda katki maddesi

olarak kullanilmaktadir (Lam ve Cheung 2013; Zhu vd. 2016).

Kopiirme kapasitesi ve kararhhgi: Kopiirme kapasitesi ve kararliligi gidalarda
kullanilan malzemeler i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Beta glukan gidalarda katki
maddesi ve hamurlarda kivam arttiric1 olarak kullanildigindan bu 6zelligi 6ne
cikmaktadir. Beta glukan keklere ve hamurlara eklendiginde yiiksek kopiirme
saglamakta ve kivam arttirmaktadir. Viskoziteyle kopilirme kapasitesi arasinda
negatif iligski vardir. Daha yiiksek viskoziteye sahip malzemede daha az koplirme

olmaktadir (Anonymous 2020f).

Su baglama kapasitesi: Hidrasyon ozellikleri gida uygulamalarinda 6nemli bir
ozelliktir. Bu 6zelliklerden biri su baglama kapasitesidir. Su baglama kapasitesi,
bir dis kuvvet uygulandiktan sonra lifte kalan su miktaridir (Thebaudin vd.
1997). Beta glukanin su baglama kapasitesi yiiksektir. Bu durum, regel, peynir
gibi cesitli {riinlerdeki su ayrilmasi (sineresis) probleminin c¢oziilmesinde

kullanilabilecegini gostermektedir (Anonymous 2020f).
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3.3.2 Biyolojik aktivite

Antioksidan aktivite: Bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren molekiiller
olarak tanimlanan serbest radikaller yiiksek enerjili ve kararsizdir. Serbest radikaller;
siilfiir, karbon, hidrojen veya nitrojen merkezli olabilir (Delibas ve Ozcankaya 1995).
Canli sistemlerdeki serbest radikallerin ¢ogu oksijen merkezlidir. Bunlara da reaktif
oksijen tiirleri denir. Siiperoksit radikali (O;), peroksi (ROQO") radikali, hidroksil
radikali (OH") ve alkoksi (RO") radikali serbest radikallere 6rnek verilebilir (Bardakg1
2017). Antioksidanlar, serbest radikallerin olugmasini engelleyen ve serbest radikaller
olustugunda onlar etkisiz hale getiren maddelerdir. Antioksidanlar kendi elektronlarini
serbest radikallerle esleyerek serbest radikalleri daha kararli ve zararsiz hale getirirler.
Vitamin C, vitamin E, melatonin, sistein ve beta glukan antioksidanlara 6rnek verilebilir
(Bardak¢1 2017). Yapilan bir ¢aligmada, beta glukanlarin da antioksidan aktivite
gosterdigi ve Ozellikle bugdaydan elde edilen beta glukanin pektin, kitosan gibi
polimerlerden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur (Kofuji vd.
2011).

Antitiimor aktivite: Yapilan arastirmalar sonucunda beta glukanin antitimor aktivitesi
oldugu bulunmustur. Beta glukanin bagisiklik hiicreleri lizerindeki etkisi en basit haliyle
sekil 3.6’da gosterilmistir. Beta glukanin yapisal karmagsikligiyla birlikte molekiil
kiitlesi arttikca bagisiklik {izerine etkisi ve antitimdr aktivitesinin de arttigi

bulunmustur.

B-Glukan igeren

endozom

Sekil 3.6 Beta glukanin bagisiklik hiicreleri iizerine etkisi (Hong vd. 2004)
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Uzun zincirli beta glukanlar makrofajlarin dektin-1 alicilar1 tarafindan makrofaja
tutunurlar. Makrofajlarda beta glukanlar pargaciklara ayrilirlar. Beta glukan parcaciklar
graniilositlere komplemanlar (CR3) vasitasiyla tutunurlar. Timor hiicresindeki
komplemanli (iC3b) monoklonal, timdr hiicrelerini opsonize eder. Opsonize olmus
timor hiicresi fagositozla graniilosit tarafindan yok edilir. Beta glukanin buradaki
gorevi bagisiklik hiicrelerini uyarip tiimor hiicresine yonlendirmektir (Hong vd. 2004).
Dektin-1, bir lektin alicisidir. Beta glukanlara baglanirlar (Mohl vd. 2006). Lektin,
karbonhidrat baglayic1 glikoproteinler veya proteinlerdir. Makrofajlar, bir ¢esit beyaz
kan hiicresidir. Dogal immiin sistemde makrofajlar fagositik fonksiyon gosteren iki
hiicreden biridir. Bu hiicreler, patojenleri alma, tanima ve yok etme kapasitesine
sahiptirler (Abbas ve Lichtman 2007, Goldsmith vd. 2012). Opsonin, bakteri veya
antijenlere baglanan, antijenlerin makrofaj ve nétrofiller tarafindan fagositozunu
kolaylastiran antikor veya kompleman gibi maddelere denir. Opsonize, belli bir antijeni
opsonin yardimiyla fagositoza duyarli hale getirmektir. Monoklonal antikor,

antijenlerdeki sadece bir tip epitopa (baglanma yeri) baglanan antikorlardir.

Antimikrobiyal aktivite: Beta glukanin antimikrobiyal aktivitesi, antitimor
aktivitesine benzemektedir. Tek farki tiimor hiicreleri yerine viriis, bakteri ve parazit
mantarlar gibi hiicreler yok edilmektedir. Burada da beta glukanin gorevi bagisiklik
hiicrelerini uyarip viriis, bakteri, parazit ve mantar hiicrelerine yonlendirmektir. Yapilan
caligmalarda farkli mikroplara kars1 beta glukanin iyi bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bulunmustur (Ali 2009, Khan vd. 2016, Ozcan ve Ertan 2018).
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Farkli kaynaklardan elde edilen beta glukanlarin farkli biyolojik etkiler gostermektedir
ve baz1 kaynaklardan elde edilen beta glukanlarin biyolojik etkileri ¢izelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Beta glukanin yapilari, kaynaklari, biyolojik etkileri (Mantovani vd. 2008)

Yapi Kaynak Etkiler

Anti parazitik

Anti bakteriyel

Anti viral

Anti fungal

Saccharomyces cerevisiae | Anti mutajenik

Anti timor

Mitojenik

Hematopoetik uyarici

Antioksidan

B (1—3) (1—6) | Candida albicans Immiinostimiilasyon aktivite

Poria cocus Anti timor

Sitokin indiiksiyonu

Anti timor

Anti mutajenik

CYP450 izoenzimlerin inhibisyonu
Anti tiimor

CYP450 izoenzimlerin inhibisyonu
Schizophyllum commune | Anti tiimor

Coriolus versicolor Anti timor

Agaricus blazei

Lentinus edodes

Anti mikrobiyal
Anti parazitik

B (1-3) (1—4) Yulaf Hipokolestrolemik

Anti trombotik

Arpa Antimutajenik

3.4 Beta Glukan Kaynaklan

Beta glukan tahillar, sapkali mantarlar ve mikroorganizmalar olmak iizere {i¢ ana
kaynaktan elde edilmektedir. Elde edildigi kaynaklara gore ozellikleri ve molekiiler
yapist degismektedir. Beta glukanlarin yapilari, bulunduklar1 yerler ve elde edildikleri
kaynaklar ¢izelge 3.2°de bulunmaktadir. Kaynaklarin bulundugu kisimlarina
bakildiginda beta glukanin genellikle kaynaklarin hiicre duvarlarinda bulundugu

gorilmiistiir.
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Cizelge 3.2 Farkli beta glukan kaynaklari, kimyasal yapilar1 ve bulunduklar1 yerler
(Bacic vd. 2009, Kagimura vd. 2015)

Kimyasal Yapisi

Kaynak

Bulundugu Kisim

Referans

(1—-3)-p-Glukan

Pleurotus sajor-caju

Hiicre duvari

Silveira vd. 2014

Rhodotorula

Hiicre duvan

Valasques vd. 2014

(1-3) (1-4)-B-

mucilaginosa
Bugday (Triticum Endosperm hiicre )
Lazaridou vd. 2004
vulgare) duvari

Yulaf (Avena sativa)

Endosperm hiicre

Volman vd. 2010

Glukan duvari
Arpa (Holdeum Endosperm hiicre ]
Cui vd. 2000
vulgare) duvari
(1—6)-a-Glukan Ipomoea batatas Kok Zhao vd. 2005
(1—4)-a-Glukan Lonicera japonica Hiicre dist Wang vd. 2014
(1—6)-B-Glukan Agaricus bisporus Hiicre dist Smiderle vd. 2013

(1-3) (1—-6)-p-
Glukan

Schizophyllum

commune

Hiicre duvari

Akima vd. 1985

Lentinus edodes

Hiicre duvan

Zhang vd. 2004

Saccharomyces

cerevisiae

Hiicre duvari

Kollar vd. 1995, 1997

Candida albicans

Aspergillus fumigatus

Hiicre duvari

Hearn ve Siestma vd.
1994

B.rhodina

Hiicre dis1

Weng vd. 2011

Jingian mushroom

Hiicre duvari

Liu vd. 2014
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Bazi beta glukan kaynaklarinin igerdikleri beta glukan miktarlar1 yiizdece kuru kiitle

tizerinden ¢izelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3 Baz1 kaynaklarin beta glukan icerikleri (Klis vd. 2002, Sapirstein 2016,
Maheshwari vd. 2017, Ozcan ve Ertan 2018)

Kaynak Kuru Kiitle (% wt)
Bugday 2.3

Yulaf 2.55-2091
Ogiitiilmiis arpa 2.95

Kabuksuz arpa 4.83

Kirik arpa 3.96

Mantarlar 11.3-14.6
Ekmek mayasi (S.cerevisae) 8-16

S.cerevisiae diger kaynaklardan daha yiiksek miktarda beta glukan icerdigi icin beta

glukan tiretiminde kaynak olarak kullanmak bir avantaj olacaktir.

3.4.1 Saccharomyces cerevisiae (Ekmek mayasi)

Ekmek mayasi olarak da anilan Saccharomyces cerevisiae fungi alemine bagli olan bir
mayadir. Saccharomyces cerevisiae c¢izelge 3.4’teki gibi taksonomik olarak

smiflandirilir.
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Cizelge 3.4 Saccharomyces cerevisiae’nin taksonomik siniflandirilmasi (Kurban 2019)

Alem Fungi

Sube Ascomycota

Alt Sube Saccharomycotina
Sinif Saccharomycetes
Takim Saccharomyecetales
Aile Saccharomycetaceae
Cins Saccharomyces

Tiir S.cerevisiae

Mayalar tek hiicreli okaryotik canlilardir. Boyutlar1 yaklasik 3-4 pm olan mayalarin
hiicre duvar1 ve zar1 vardir ancak kloroplastlar1 yoktur. Mayalar kendi besinini
tiretemeyip disaridan aldiklart i¢in dig beslek (heterotrof) canlilardir. Mayalar
besinlerini, amino asitleri ve monosakkaritleri hiicre duvarindan absorplarlar veya
organik maddeleri sindirebilmek icin g¢esitli proteolitik, glikolitik veya lipolitik
enzimleri salgilayarak elde ederler. Tomurcuklanarak ve boliinerek ¢ogalan mayalar
fakiiltatiflerdir. Oksijenli ortamda ¢ogaldiklarinda seker ve oksijeni karbondioksit ve
enerjiye donistiiriirken oksijensiz ortamda ¢ogaldiklarinda sekeri etanol ve enerjiye

dontistiirtirler (Shurson 2018).

Saccharomyces cerevisiae’nin hiicre duvari sekil 3.7°de de goriildiigii lizere esas olarak

mannoproteinler, kitin ve glukanlardan olugmaktadir.

Sekil 3.7 Saccharomyces cerevisiae’nin hiicre duvari (Paciello 2016)
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Hiicre duvarinin kalinlig1 yaklasik 70-100 nm’dir ve duvarin kalinligi genetik gegmisine
ve ¢ogalma kosullarina gore degismektedir. Hiicre duvarmin mekanik dayanikliligini
saglayan B 1,3-glukan ve kitin duvarin i¢ kisminda yer almaktadir. Hiicre duvarinin dis
kisminda ise mannoproteinler bulunmaktadir ve mannoproteinler hiicre-hiicre tanima
olaymni gergeklestirmektedirler. Ayni zamanda, mannoproteinler yabanci enzimlerin
hiicre zarina ve duvarinin i¢ kismina gegisini kisitlamaktadir. Genel olarak hiicre
duvarimin % 35-40’1n1 mannoproteinler, %55-65’ini beta glukan ve %1-2’sini kitin

olusturmaktadir (Klis vd. 2002).

Gecmisten giiniimiize insanoglu mayalar1 ekmek iiretimi basta olmak {izere alkol i¢eren
ve alkol igermeyen iceceklerin iiretiminde, heterojen protein iiretiminde, endiistriyel
etanol liretiminde, gida takviyesi ve probiyotik olarak, biyomedikal arastirmalarda,
ilaglarda biyokataliz olarak kullanmaktadir. Yeni bilimsel arastirmalarla mayalarin
kullanim alanlarina yenileri de eklenmektedir (Johnson ve Echavarri-Erasun 2011,

Shurson 2018).

3.5 Beta Glukanin Kullanim Alanlar1

Beta glukanlarin elde edildigi kaynaklara gore 6zellikleri degistigi igin farkli alanlarda
kullanilabilmektedir. Genel olarak bu alanlar bes ana kategoride toplanabilir. Bunlar,
gida, saglik, kozmetik, yem ve diger saglik {irlnleridir. Bu Kkategorilerdeki

uygulamalara 6rnekler gizelge 3.5 ve cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.5 Beta glukanin gida ve medikal alandaki uygulamalar1 (Zhu vd. 2016)

Uygulama Alani Uriin Islevi
. . Duyusal ve fiziksel
Beta glukanlt prebiyotik sosis | ) prikierinde fark edilebilir etki
Glutensiz beta glukanli ekmek Du.yus.a.l analizlerin kabul
edilebilir sonuglari
Beta glukanli giinliik {iriinler Az kalori ve diisiik kolestrol
Gida Beta glukanli yogurtlar Proteinin daha hizli sindirilmesi
Beta glukanli sekerli icecekler B6819 alimmin * kontroli  ve
enerji aliminin azalmasi
Kivam arttirici, yag baglayici ya
Gida tirtinlerinde kullanimi da su tutucu ajan da emiilsifye
edici stabilizator
Seffaf sarg1 bezi Tedavi edici etkisi
Ikinci derece yaniklarin <
. Yanigin sizisini azaltma
tedavisi
Yanigm sebep oldugu doku Yar}mafian kaynakli olugan
. .S oksidatif doku hasarina karsi
Medikal hasarlarinin tedavisi -~
etkili olma
Kemik yerine kullanilan ivi ve kola m sadlama
malzeme yV yuyumsag
Beta glukan igeren poli- Yaralar1 daha hizli iyilestirme
membranlar

Tahillardan elde edilen beta glukanlar genellikle gida sektoriinde mayalardan ve
mantarlardan elde edilen beta glukanlar genellikle saglik, kozmetik ve yem sektoriinde
kullanilmaktadir. Gidada beta glukan ile ilgili yapilan arastirmalarda genellikle
yiyeceklerin veya igeceklerin icinde kullanilabilirligi, saglayabilecegi yararlar ve
olabilecek zararlar incelenmektedir. Beta glukanin giinliik iriinlerde kullanilmasiyla
tirlinlerin daha az kaloriye sahip oldugu, kandaki glikoz seviyesinin diizenlenmesinde
rol oynadig1 ve kandaki kolestrol seviyesini diislirdiigli bulunmustur (Sharafbafi vd.
2014, Lazaridou ve Biliaderis 2007). Yapilan ¢aligmalarda gliitensiz ekmeklere beta
glukanin katilabilecegi ve yogurtlarin icine beta glukan katildiginda daha hizli protein
¢oziimi oldugu bulunmustur (Kittisuban vd. 2014, Rinaldi vd. 2015). Medikal alanda
ise beta glukan yaralarin daha ¢abuk iyilesmesinde, bagisiklik sistemini
kuvvetlendirerek hastaligin onlenmesinde, yaralarin agrilarinin azaltilmasinda ve biyo
malzeme olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, beta glukan-kitosan
kompleksli sargi bezi ticari sargi beziyle karsilastirildiginda yaralarda tedavi edici etkisi

oldugu kanitlanmistir (Kofuji vd. 2010). Yapilan bagka bir ¢alismada, yanigin sebep
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oldugu doku hasarlarinin tedavisinde beta glukanin etkili olup olmadiginin anlagilmasi
icin farelerde deney yapilmistir. Beta glukanin antioksidan aktivitesi sayesinde

malondialdehit seviyelerini dustirdiigii ve dokulardaki glutatyon (GSH) igerigini

yeniledigi

gorilmiistiir.

Beta glukanin yanma sonucu olusabilecek organlarda

olusabilecek hasarlara karsi koruyabilecegi sonucuna da ulasilmistir (Toklu vd. 2006).

Cizelge 3.6 Beta glukanin kozmetik, yem ve diger saglik tiriinleri alanlarindaki
uygulamalar1 (Zhu vd. 2016)

Uygulama Alani Uriin Islevi
Nemlendiriciler Ince cizgileri ve kirigikliklar
azaltmada etkili
Cilt ve dermatolojik Ciltte canlandirici, nemlendirici ve
bilesimler yaslanma karsit1 etki
Kozmetik iiriin Yas_lanmadan dolay1 kaybolan kolajeni
Kozmetik yerine koyma
Cildi beyazlastirma, yaslandirma
Kozmetik iirlin geciktirici ve ciltteki zarar géren
yerleri iyilestirme
Go6z damlalar Goziin nemli kalmasini saglama
Beta glukanh kozmetik Cildi Piibizsiizles Tie
formiilasyonu
Hayvan yemi katki Bagisiklig1 gliclendirme ve potansiyel
vem maddesi antitimor ajani
Balik yemi katki Belirli antikor salgilayan hiicrelerin
maddesi say1sini arttirmak
Yeni gelistirilen 1w .
Diger Saglk orebiyotik Saglig arttiric1 6zellikler
Uriinleri Beta glukanli kisisel . - ,
bakim bilesimleri Sacin keratin kaynagini diizenlemek
Beta glukan kozmetik {riinlerinde de kullanilmaktadir. Nemlendiricilerde

kullanildiginda ince c¢izgileri ve kinisikliklart azaltmada etkili oldugu bulunmustur
(Pillai vd. 2005). Ciltte canlandirici, nemlendirici ve yaslanma karsit1 etkisinin oldugu
goriilmiistiir (Baschong vd. 2009). Mantarlardan elde edilen beta glukanlarin goz
damlalarinda kullanildiginda goziin nemli kalmasimi sagladigi bulunmustur (Chen

2014).

Hayvan yemlerinde antibiyotik kullanildiginda hayvanlara verdigi zararlardan ve

insanlarda antibiyotik direnci olusturmalarindan dolay1 yemlerde antibiyotik kullanimi
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yasaklanmistir. Beta glukan hem zararsizdir hem de bagisiklik sistemini
giiclendirmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 antibiyotik yerine beta glukanin yem katki
maddesi olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir (Jung vd. 2007, Siwicki vd. 2004).

Baz1 beta glukanlarin suda ¢6ziinememe oOzelliginden dolay1r prebiyotik olarak
kullanilabilirligi konusu bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmistir. Bu konuda yapilan
aragtirmalar sonucunda suda c¢ozlinemeyen beta glukanlarin prebiyotik olarak

kullanilabilecegi bulunmustur (Lam ve Cheung 2013).

Ozellikle son yillarda birgok olumlu &zelligi sayesinde yeni yapilan arastirmalarla beta
glukanin bu kullanim alanlarinin disinda yeni kullanim alanlar1 da kesfedilmeye devam
edilmektedir. Bu alanlara ila¢ salimimi, karbon nanotiipler, atik su aritimi Ornek
verilebilir. Hatta, koronavirlis ilizerinde de beta glukanin etkisi incelenmistir ve

koronovirisii yok etmede pozittif bir etki biraktig1 goriilmiistiir (Murphy vd. 2020).

3.6 Beta Glukan Uretimi

Beta glukanin liretim yontemleri, beta glukanin fizikokimyasal 6zelliklerini (viskozite,
molekiil kiitlesi, ¢oziiniirliikk vb.) ve biyolojik aktivitelerini (antimikrobiyal, antioksidan
ve antitimor aktivite) etkiledigi i¢in elde edildigi kaynak kadar Onemlidir. Beta
glukanin kaynagi degistikce beta glukanin ozellikleri degistigi gibi iiretim ydntemi
degistikce de beta glukanin 6zellikleri degismektedir (Zhu vd. 2016, Bai vd. 2019,
Maheshwari vd. 2019, Puligundla vd. 2020). Farkli yapidaki beta glukanlar farkli
Ozelliklere sahip olduklar1 i¢in beta glukanin yapisi, kaynagi, iiretim yontemi ve
uygulama alanlarinin se¢imi 6nemlidir. Kullanilan kaynaga gore en ekonomik, cevreci,
yiiksek verim ve beta glukan saflig1 elde edilen beta glukan iiretim yontemi se¢ilmelidir.
Beta glukan iiretim yontemleri, mikroorganizmalardan beta glukan {iretimi ve tahillar ve
sapkali mantarlardan beta glukan iiretimi olmak iizere iki ana smifta toplanabilir.
Mikroorganizmalardan beta glukan firetimi; mikroorganizma iretimi, hiicre duvari

parcalanmas1 ve hiicre duvarindaki beta glukan disindaki istenmeyen maddelerin

uzaklagtirllmasi basamaklarindan olusurken tahillardan ve sapkali mantarlardan beta
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glukan tretim yontemleri ise 6n islemler ve hiicre duvarindaki beta glukan disindaki
istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasi basamaklarindan olugmaktadir. Beta glukan
iretim yonteminde en Onemli sikintilar ii¢ ana asamada gerceklesmektedir:
Mikroorganizmalarda hiicre duvarimin pargalanmasi ve beta glukan disindaki
maddelerin uzaklastirilmasi; tahillarda ve sapkali mantarlarda ©n islemler ve beta
glukan digindaki maddelerin uzaklastirilmasi. Bu asamalardaki problemleri ¢6zebilmek

icin bir¢ok yontem gelistirilmistir.

3.6.1 Farkh kaynaklardan beta glukan iiretim yontemleri

Beta glukan bir¢ok farkli kaynaklardan elde edilmektedir. Beta glukanimn iiretildigi
kaynaklarin yapilar1 da farkli oldugu i¢in iiretim yontemleri de degismektedir. Benzer
bir sekilde, beta glukanin iiretim yontemleri beta glukanin yapisim ve O6zelliklerini
etkilemektedir. Ornek vermek gerekirse, beta glukanin 6nemli dzelliklerinden birisi olan
molekiil kiitlesinin farkliliklart beta glukanin ekstraksiyonu boyunca olusan ¢okelme,
depolimerizasyon olmasi ve farkli ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasindan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Dolayisiyla en uygun yontem beta glukanin
yapisina ve kaynagina gore belirlenmelidir (Zhu vd. 2016, Ma Maheshwari vd. 2017,
Bai vd. 2019).

Beta glukan mikroorganizmalarin, tahillarin ve sapkali mantarlarin genellikle hiicre
duvarlarinda bulunur (Klis vd. 2002, Bacic vd. 2009, Bai vd. 2019, Ruiz-Herrera ve
Ortiz-Castellanos 2019). Farkli kaynaklardan beta glukan tiretiminde ilk asamalar farkli
olsa da hiicre duvarindaki beta glukan disindaki istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasi

asamasinda kullanilan yontemler benzerdir.
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On islem: On islemler tahillarin veya sapkali mantarlarin hiicre duvarindaki beta glukan
disindaki istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasini kolaylastirmak i¢in yapilir (Zhu vd.
2016). En ¢ok uygulanan 6n islemler kurutma, 6giitme ve etanolle muameledir. Etanol
cOzeltisiyle muamele tahil veya sapkali mantar hiicrelerinin enzimlerini inaktif etmek

icin yapilmaktadir (Brennan ve Cleary 2005).

o Ogiitme

o Taslama

o Santrifiijleme

o Kurutma

o Mekanik Karistirma
o Nisasta Ayirma

o Slizme

o Homojenlestirme

o Protein Giderme

o Etanolle muamele

Hiicre duvarmin parcalanmasi: Beta glukan, mikroorganizmalarin hiicre duvarmin bir
bilesenidir. Beta glukan disindaki maddelerin hiicre duvarindan uzaklastirilabilmesi i¢in
hiicre duvarinin pargalanmasi gerekmektedir. Hiicre duvari pargalanmasinda en ¢ok
kullanilan yontemler otoliz, homojenizator, ultrasonik dalgalar, enzim ve otoklavdir

(Y1lmaz 2010).

Ekstraksiyon: Beta glukan farkli kaynaklarin hiicre duvarlarinda proteinler, nisasta,
alfa glukan, kitin gibi molekiillerle baglantili halde bulunmaktadir. Bu sebeple, beta
glukan1 elde etmek i¢in bu molekiillerin hiicre duvarindan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Beta glukan elde etmek i¢in kullanilan yontemler genellikle kat1 — sivi
ekstraksiyon temeline dayanmaktadir. Tahillar ve sapkali mantarlarda on iglemler
yapildiktan sonra ekstraksiyon yapilirken mikroorganizmalarda genellikle hiicre duvari
pargalama ve ekstraksiyon es anli olmaktadir. Beta glukanin iiretiminde alkali-asidik,

enzimatik, ultrasonik, hizlandirilmis ¢oziicli, siiperkritik akiskan, sicak su, Soxhlet,
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mikrodalga destekli ekstraksiyon gibi farkli bircok ekstraksiyon yOntemi
kullanilmaktadir ve yapilan arastirmalarla da yeni yoOntemlerde eklenmektedir.

Kullanilan baz1 ekstraksiyon yontemleri agsagida gibi 6zetlenmistir.

1) Alkali — asidik ekstraksiyonu: Alkali — asidik ekstraksiyonu, kati — sivi
ekstraksiyon temeline dayanan ve farkli kaynaklardan beta glukan iiretiminde
en ¢ok kullanilan ¢oziicii ekstraksiyon gesitlerinden biridir. Alkali ve asidik
coziiciiler kullanilarak ekstraksiyon gerceklestirilmektedir. Alkali ve asidik
coziictiler birlikte kullanilabildigi gibi alkali ya da asidik ekstraksiyonu olarak
ayr1 ayr1 da kullanilmaktadir. Tahillardan beta glukan iiretiminde bu ydntem
kullanilmasima ragmen daha ¢ok mikroorganizmalardan (6zellikle mayalar) ve
sapkalt mantarlardan beta glukan tiretiminde uygulanmaktadir. Mayalarin hiicre
duvarlarinin biiyiik bir boliimii alkali ortamda ¢6ziinebilen mannoproteinlerden,
proteinlerden ve glukan, mannan, kitin gibi polisakkaritlerden sapkali
mantarlarin ise glikoproteinlerden, glukanlardan ve seliilozlar/kitinlerden
olusmaktadir (Klis vd. 2002, Zekovic vd. 2008, Kwiatkowski ve Kwiatkowski
2012, Leong vd. 2021). Alkali kisminda mannoproteinlerin ve alkalide ¢oziinen
polisakkaritlerin ¢ogu giderildigi tahmin edilmektedir. Alkali — asidik
ekstraksiyonun alkali kisminda en ¢ok kullanilan ¢oziiciiler sodyum hidroksit
(NaOH) ve potasyum hidroksittir (KOH). Yiiksek pH degerlerinde olan
coziiciilerde ndtr ve asidik amino asitlerin iyonlagmasindan dolay1 proteinlein
coziintirliikleri artmaktadir. Bu sebeple, kuvvetli alkali ¢oziiciiler kullanildiginda
ekstraksiyon verimi ve protein giderimi artmaktadir (Kumar vd. 2021). Asidik
kisminda ise hidroklorik asit (HCI), asetik asit (CH3COOH), fosforik asit
(H3POy), perklorik asit (HCIO4) ve sitrik asit (CgHgO7) kullanilmaktadir.
Hidroklorik asit ve perklorik asit gibi asitler zehirli ve agindirict oldugu i¢in hem
beta glukanin yapisina zarar verebilir hem de saglik caligmalari i¢in kullanilan
beta glukanin ekstraksiyonunda kullanilmasinin iyi olmadigi goriilmiistiir
(Sabuncu 2016, Maheshwari vd. 2017). Asidik kisim da ise kalan protein,
polisakkarit, yaglarin giderimi ve ndtrlesme gergeklestirilmektedir. Kuvvetli
alkalilerle ekstraksiyon yapilirken beta glukanin bozunmasini 6nlemek i¢in eser

miktarda kuvvetli alkali ¢o6zeltinin i¢ine sodyum borhidriir katilmaktadir
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3)

(Brennan ve Cleary 2005). Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde genellikle
suda ¢oziinen beta glukana sahip kaynaklar oldugu, herhangi bir kaynaktan beta
glukan ekstraksiyonunda ekstraksiyon siiresi uzun oldugu ve/veya yiiksek
derisimli kuvvetli alkali c¢ozeltilerle ekstraksiyon yapildigi zaman sodyum
borhidriir katildigr fark edilmistir (Beer vd. 1997, Knuckles vd. 1997, Amaral
vd. 2008, Goudar vd. 2020).

Sicak su ekstraksiyonu: Sicak su ekstraksiyonu, kati — sivi ekstraksiyonu
temeline dayanan ve hem giinliik hayatta hem de beta glukan tiretiminde en gok
kullanilan ekstraksiyon ¢esitlerinden bir digeridir. Genellikle suda ¢oziinen beta
glukan igeren kaynaklardan (tahillar ve sapkali mantarlar) beta glukan
tiretiminde kullanilmaktadir. Ekstraksiyonun isminden de anlasilacagi gibi
¢oziicli olarak su kullanilmaktadir. Ekstraksiyon suyun kaynama sicakliginda
gerceklesmektedir. Ozellikle tahillardaki beta glukanlarim alkali ortamlarda suda
¢oziinmeyen beta glukanlara gore daha kolay pargcalanmasi ve bu sebeple alkali
ortamlarda elde edilen beta glukanin safligi daha yiiksek olmasina ragmen
molekiil kiitlelerinin azalmasi istenmedigi i¢in genellikle tahillardan beta glukan
tretiminde alkali ekstraksiyonu yerine sicak su ekstraksiyonu tercih
edilmektedir. Ciinkii, beta glukan kivam arttirici 6zellikte de kullanildig1 i¢in
molekiil kiitlesi diistiikce kivam arttirict 6zelligi de negatif etkilenmektedir.
Ayrica, tahillardan elde edilen beta glukanin diisiik molekiil kiitlesi diistiikce
biyolojik aktivitesi de diismektedir. (Zekovi¢ vd. 2008, Maheshwari vd.
2017,2019, Gauder vd. 2020). Sicak su ekstraksiyonun uzun ekstraksiyon siiresi,
yiiksek sicaklikta ekstraksiyonun gergeklesmesi, polisakkaritlerin bozunmasi

gibi dezavantajlar1 vardir (Feng vd. 2020).

Soxhlet Ekstraksiyonu: Gegmisten gilinlimiize kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinden biri de Soxhlet ekstraksiyonudur. Soxhlet ekstraksiyonu, Sekil

3.8°de gosterilen Soxhlet cihazinda gerceklestirilmektedir.
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Bélme

Ormek

Cozucu

Sekil 3.8 Soxhlet ekstraksiyon cihazi (Buyuktuncel 2012)

Soxhlet ekstraksiyonu, genellikle kati ya da yart kati Orneklerin organik
bilesiklerini ekstrakte etmek i¢in kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraksiyon cihazi;
1sitma, ekstraktor - sifonlama ve yogunlastirma olmak iizere {i¢ ana boliimden
olugmaktadir. Isitma boliimiinde, 1sitict kullanilarak ¢6ziicliniin kaynama noktasi
sicakligina kadar 1sitilmakta ve ekstraksiyon siiresi boyunca ¢oziicii bu sicaklikta
tutulmaktadir. Isitma boliimiinde buharlasan ¢oziicli yogunlastirma bdliimiinde
sogutucuyla yogunlastirilmaktadir. Yogunlasan ¢oziicii ekstraktoriin  igine
dolmaktadir. Ekstraktor ve sifonlama boliimiinde 6rnekten ¢oziicii kullanilarak
istenilen organik bilesik ekstrakte edilmektedir ve sifonlama islemi
gerceklesmektedir. Ornek kuru olmalidir ve filtre kagidinin igine ya da
seliilozdan yapilmis ekstraktor kartusunun i¢ine koyulduktan sonra ekstraktoriin
icine yerlestirilmektedir. Yogunlasan c¢oziicii ektraktoriin i¢ine akmakta ve
ornekten istenen organik bilesik ekstrakte edilmektedir. Coziicii sifon yapilacak
yere kadar dolmakta ve sifon kismina gelince ¢oziicii haznesine geri akmaktadir.
Sifonlama sayesinde 6rnek taze ¢oziiciiyle birka¢ defa temas etmektedir. Cevrim
sayisi da istenen organik bilesigin ¢oziiclide ¢oziiniilebilirligine ve 6rnege niifuz
etmek icin gerekli ¢oziicli kapasitesine baghdir. Kullanilan 6rnege gore ¢oziicii
secilmelidir. Genellikle kullanilan ¢oziicliniin hacmi 100 — 500 mL’dir.

Ekstraksiyon siiresi genellikle 6 — 24 saat arasinda degismektedir. Soxhlet
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ekstraksiyon yonteminin belirli araliklarla taze ¢oziiciiniin 6rnege niifuz etmesi,
diisiik maliyetli yontem olmasi, kolay ve uygulanabilir bir yontem olmasi1 gibi
avantajlar1 olmasma ragmen uzun ektraksiyon siirelerinde gerceklesmesi ve
bliyiik miktarda c¢oziicii kullanilmas1 gibi dezavantajlar1 da vardir. Bu
dezavantajlar1 gidermek i¢in yiiksek basingli Soxhlet ekstraksiyonu, ultrasonik
veya mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu gibi yontemler bulunmustur
(Buyuktuncel 2012, Moldoveanu ve David 2015). Soxhlet yontemi, daha ¢ok
tahillardan ve sapkali mantarlardan beta glukan iiretiminde kullanilmaktadir.
Literatiirde mayalardan beta glukan eldesinde bu yontem kullanilmamistir.
Literatiirdeki yapilan ¢aligmalarda su, etanol, petrol eteri gibi ¢oziiciiler, farkll
ektsraksiyon siireleri (1 — 24 st) ve kati/¢oziicii oranlar1 (25, 30 vb.) kullanilarak
beta glukan tiretiminin belli kisimlarinda bu yontem kullanilmistir (Marconi vd.
2014, Griindemann vd. 2015, Nyman vd. 2016, Alzorqi vd. 2017, Yang vd.
2018).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon: 19. yiizyilin sonunda kesfedilen ultrasonik
dalgalar gida, ilag, kozmetik gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Belirli
frekanstaki dalgalar (20 kHz ve tistiindeki) kavitasyonla birlikte fazla sayida
baloncuk olusturmaktadir. Olusan baloncuklar sayesinde hiicre duvarlari
mekanik olarak sarsilarak pargalanmaktadirlar. Parcalandiktan sonra ¢oziicii ile
istenilen bilesik ekstrakte edilmektedir. Kati 6rneklerden istenilen bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in ultrasonik su banyosu veya ultrasonik prob kullanilmaktadir.
Ultrasonik su banyosunda hem daha ¢ok ornek ekstrakte edilebildigi hem de
daha ucuz oldugu icin daha cok tercih edilmektedir. Ultrasonik dalganin
frekansi, siiresi, ornek miktari, ornegin boyutu gibi faktorler ekstraksiyon
verimini etkilemektedir. Beta glukanin yapisina zarar vermemesi, kisa zamanda
etkili hiicre duvar1 pargalamasi, daha az ¢6ziicii kullanilmas1 gibi avantajlardan
dolayr farkli kaynaklardan beta glukan iiretiminde ultrasonik destekli
ekstraksiyonun kullanimi artmaktadir. Literatiirde farkli zamanlarda (15, 30, 45,
60 dk), farkli frekanslarda (20, 40) ve farkli kaynaklardan (arpa, bugday, yulaf,

mantarlar, mayalar) ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanilarak beta glukan
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tretilmistir (Du vd. 2014, Zhu vd. 2016, Sabuncu vd. 2016, Kogak 2019,
Morales vd. 2019, Cui ve Zhu 2021).

Saflastirma: Bu islem beta glukanin safligin1 arttirmak ic¢in yapilmaktadir.
Ekstraksiyondan sonra hiicre duvarinda kalan proteinler, lipitler ve Kkitinler

uzaklastirilmaktadir (Sabuncu 2016, Zhu vd. 2016).

[zoelektrik ¢oktiirme
Amonyum siilfatla ¢coktiirme
Etanolle ¢oktlirme

Anyon degisim kromatografisi
Seliiloz kolon kromatografisi
Enzim

Topaklasma ve siizme

NS VR N N N N NN

Santrifiijleme

Kurutma: Beta glukanin kiiflenmemesi i¢in kuru halde depolanmali ve aktarilmalidir.

Sprey kurutma ve dondurarak kurutma kullanilan yontemlerdendir (Errenst vd. 2021).

3.6.2 Mayadan beta glukan iiretiminde kullanilan yontemler
Mayalardan beta glukan eldesinde alkali asidik, ultrasonik destekli, enzimatik, sicak su

ekstraksiyonu vb. bircok yontem uygulanmaktadir. Literatiirde yapilan baz1 ¢alismalar

asagidaki cizelge 3.7°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.7 Farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak mayalardan beta glukan tiretimi

Kaynak Ekstraksiyon Verim Beta Glu}(amn Referans
Saflig1
- Sicak su - 0 0 Freimund vd.
S. cerevisiae Enzimatik % 25 - 26 Y% 92 2003
Otoliz - Sicak su
Atik S. T % 11 % 93 Liu vd. 2008
cerevisiae Homojenizasyon
- Enzimatik
Alkali, Alkali — 0
Atik . Asidik, Sicak su #6.29 % 22.91 -57.69 | Yilmaz 2010
S.cerevisiae 10.29
uygulamasi
Sicak su - Bzducha-
S. cerevisiae Asidilkl - % 15.5 Wrobel vd.
2014
Valasques
rzrllj(c);(ijl(;toi:\l:)lsaa Alkali % 25 - Junior vd.
g 2014
S. cerevisiae Alkali - Asidik | %385 % 91 gg‘fg v,
Ultrasonik sabuncu
S. cerevisiae Destekli Alkali - % 25 32.38 pg/mL
L 2016
Asidik
iy : Tang vd.
0 -
S. cerevisiae Alkali % 19 2017
Homojenizasyon Dimopoulos
S. cerevisiae — Otoliz — Alkali - % 67.4 p
o vd. 2020
- Asidik

Freimund vd. (2003), S. cerevisiae mayasindan beta glukan iiretiminde sicak alkali veya
asidik ekstraksiyon disinda yeni bir yontem gelistirmeyi amaclamislardir. Bu ¢alismada,
iki tane S. cerevisiae hiicre duvarindan beta glukan {iretimi yapilmistir. Hiicre
duvarlarindan biri kiiclik Olcekte iiretimde kullamilirken diger hiicre duvari biiyiik
Olcekte tretimde kullanilmistir. Her iki hiicre duvarmma da sirasiyla sicak su
ekstraksiyonu ve enzimatik ekstraksiyon (proteaz enzimi) uygulandiktan sonra kalan
cokelegin bir kismi asetonla muamele diger kismi etanolle muamale edilmistir. Belirli
analizler yapilarak yag, protein, beta glukan, mannan ve glikoz igerikleri elde edilmistir.
Beta glukan verimi sonu asetonla muamele edilen hiicre duvarinda % 26 diger hiicre
duvarinda % 27 elde edilmistir. Hem biiyiik 6l¢ekte hem de kiiclik 6lgekte liretilen beta
glukan safligr % 92 bulunmus ve bu yontemle de biiyiik 6l¢ekte yiiksek saflikta beta
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glukan tiretilebilecegini kanitlamiglardir. Liu vd. (2008), attk S. cerevisiae birkag
yontemin birlesimi kullanilarak beta glukan eldesi amaglanmistir. Beta glukan eldesinde
sirastyla otoliz (pH 5.0, 24 st ve 55°C kosullarinda), sicak su ekstrakiyonu, yiiksek
basingli homojenizatérle homojenizasyon, organik c¢oOziiciiyle muamale (aseton,
izopropil alkol, biitil alkol, etanol, hekzan, metanol ve petrol eteri) ve enzimatik
ekstraksiyon (proteaz) yontemleri kullanilmistir. Homojenizatoriin basincinin hiicre
duvar1 parcalanmasina etkisi de incelenmistir. Sonug¢ olarak, 70 MPa basinca sahip
homojenizatér kullanildiginda maya hiicrelerinin % 95’inin pargalandigi, yaglari en iyi
izopropil alkoliin giderdigi, % 11 (w/w) beta glukan verimi ve % 93 beta glukan saflig
elde edilmistir. Asit veya alkali ekstraksiyon yapilmadan daha g¢evreci, biiylik olgekte
daha kolay iiretim yapilabilen ve daha ekonomik yontem oldugu belirtilmektedir.
Yilmaz (2010), atik ekmek mayasindan beta glukan tiretiminde ¢esitli sodyum hidroksit
normaliteleri (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 N), ekstraksiyon siireleri (30, 60, 90 dk),
ekstraksiyon sicakligi (65, 70, 80, 85, 90°C) ve yikama sayilar1 denenerek hiicre
duvarindan en yiiksek protein atilimini saglayan yontem belirlenmistir. Dolayisiyla, en
yiiksek beta glukan safligin1 veren yontem de bulunmustur. Ayrica, farkli yontemlerde
(patentteki alkali — asidik ekstraksiyon ve sicak su ekstraksiyonu) incelenerek protein
atitlim1 ve beta glukan iiretimi {lizerine etkisi incelenmistir. Protein, yag ve beta glukan
analizleri yapilarak en uygun protein giderimi 0.5 N, 90°C sicaklik, iki kez yikama ve
60 dk ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Alkali ekstraksiyonun otolizle birlikte
kullantmimin etkisi de inclenmis ve en yliksek beta glukan safligi 0.5 N sodyum
hidroksitte otolizlenip iki kez yikanmis 6rnekte bulunmustur (%57.69). En diisiik beta
glukan safligt % 22.91 sadece otolizlenmis numunede bulunmustur. Bu parametrelerin
disinda basincinda beta glukan eldesinde etkisi oldugu sonucuna varilmistir. En diisiik

beta glukan verimi % 6.29 ve en yiiksek verimi % 10.29 bulunmustur.

Bzducha-Wrobel vd. (2014), farkli hiicre duvari parcalama yontemleri kullanilarak
ekmek mayasindan beta glukan eldesinde hiicre duvarinin etkisi incelenmesi ve en 1yi
yonteminin veya yontemlerin bulunmasi amaglanmistir. Bu amagla, otoklavlama, otoliz,
sonikasyon, boncuklarla homojenizasyon hiicre parcalama yontemleri ayr1 ayr1 ya da
otoklav — sonikasyon, otoklav - boncuklarla homojenizasyon, otoliz — sonikasyon ve

otoliz - boncuklarla homojenizasyon birlesik yontemleri kullanilmistir. Bu hiicre duvari
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par¢alama yontemleri gerceklesirken parcalanan organik bilesikler su veya tris HCI
tampon ¢ozeltisi ortaminda ekstrakte edilmistir. Parcalanan hiicrelerin goriintiilerine
mikroskopta incelenmis ve toplam sakkarit, beta glukan, protein, ¢oziinen toplam
miktarlarinin belirlenmesi i¢in belirli analizler yapilmistir. En yiiksek beta glukan safligi
(% 15.5) veren yontem otoliz — sonikasyon hiicre duvari pargalama birlesik yontemi
bulunmustur. Sabuncu (2016), S. cerevisiae mayasinin farkli ¢ogalma kosullarinin beta
glukan igerigine etkisi incelenmis ve istatistiksel deney tasarimi (merkezi kompozit
yontemi) kullanilarak uygun ¢ogalma kosullar1 belirlenmistir. Ayrica, PID
(Proportional—Integral-Derivative Control) kontrol algoritmalriyla besi ortaminin pH
kontrolii saglanarak beta glukan igeriginin arttirilmasi amacglanmistir. Yapilan deneyler
sonucunda en uygun besi ortami kosullar1 34.7 °C, pH 4.8 ve EDTA katki maddeli
bulunmustur. Bu kosullarda en yiiksek beta glukan igerigi (21.65 pg/mL) elde
edilmistir. Maya ¢ogaltma isleminden sonra ultrasonik destekli alkali — asidik yontemi
kullanilmistir. Alkali kisminda 2 M sodyum hidroksit ve asidik kisminda % 3’liik asetik
asit ¢ozeltisi kullanilmigtir. Ultrasonik dalgalarla hiicre duvari pargalanirken sodyum
hidroksit ¢ozeltisiyle ekstraksiyon es anli olarak yapilmistir. En yiliksek beta glukan
verimi ise 0.249 mg kuru beta glukan/yas maya olarak hesaplanmistir. Dimopoulos vd.
(2020), beta glukan ve maya Oziitiiniin eldesinde homojenizasyonun etkisinin
incelenmesi amaglanmuistir. S. cerevisiae hiicresine sirasiyla farkli basinglarda (200, 500
ve 800 bar) homojenizasyon, pH 5.5, 52°C ve farkli siirelerde (2 — 48 st) otoliz, alkali -
asidik yontemleri uygulanmigtir. Alkali — asidik yontem bazi orneklere uygulanmis
bazilarima uygulanmamistir. Bu durumunda etkisine bakilmistir. Sonu¢ olarak, en
yiiksek beta glukan saflig1 (% 67.4) 800 bar basingli homojenizasyon, otoliz siiresinin
24 st oldugu ve otolizden sonra alkali — asidik ekstraksiyonun uygulandig1 kosullarda

bulunmustur.

Ozetlemek gerekirse, literatiirdeki yapilan ¢alismalarda goriildiigii iizere hem beta
glukan veriminin ve safliginin optimum degerini bulmak hem de ekonomik, ¢evreci ve
kolay uygulanan yontemler gelistirmek i¢in ¢esitli hiicre duvar1 parcalama yontemleri
ve ekstraksiyon yontemleri uygulanmistir. Yeni yontemlerin gelistirilmesinin yani sira
ozellikle mikroorganizmalarda etkili bir yontem oldugu icin yapilan c¢aligmalarin

cogunda alkali — asidik ekstraksiyonu kullanildig1 gériilmektedir.
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3.6.3 Beta glukan verimi ve safligi

Beta glukan verimi, literatiirdeki yapilan ¢alismalarda degisik birimlerde
tanimlanmaktadir: % w/w, % g kuru beta glukan/ g kuru kaynak, % g kuru beta glukan/
g yas kaynak, % g/L vb. Caligsmalarda en ¢ok kullanilan birim ise % w/w’dur. Yapilan
caligmalarda genellikle kuru beta glukan ve kuru maya verimde kullanilmaktadir.
Ciinkii her beta glukan iiretiminden sonra kalan yas beta glukan miktar1 i¢indeki su
miktar1 farkli olacagindan ayni kaynaktan ayni yontemle edilen beta glukanlarin
verimlerinin ¢ok farkli bulunmasina hem de elde etmemiz gereken beta glukan
veriminden ¢ok fazla degerler bulunmasina sebep olacaktir. Ornegin, S. cerevisiae
mayasindan elde edilebilecek beta glukan verimi % 8 — 16 arasinda olmalidir. Ancak,
yas maya kullanildiginda bu oran daha fazla bulunmaktadir ve sonuglar1 yanlis
yorumlamamiza sebep olabilmektedir. Bu sebeplerden dolayi, bu tez calismasi

kapsaminda beta glukan verimi esitlik 3.1’deki gibi tanimlanmustir.

0% Verim = ZXurubetagiukan o o, 10 (3.1)

g kurumaya

Farkli kaynaklardan farkli beta glukan tiretim ymntemleriyle elde edilenler beta glukan
iceren ¢oOkeleklerdir. Beta glukan disinda protein, yag ve kitin gibi maddeler de
cokelekte bulunmaktadir. Fenol veya antron — siilfiirik asit ve enzimatik analiz
yontemleriyle elde edilen c¢okelegin ne kadarmin beta glukandan olustugu
bulunmaktadir. Kullanilan yonteme gore beta glukanin safliginin birimi degismektedir.
Antron veya fenol — siilfiirik asit yonteminde glikoz derigsimi cinsinden (mg/mL, pg/mL,
png/ul vb.) veya enzimatik analiz yonteminde beta glukan saflig1 yiizdelik olarak (%, %
w/w) olarak verilmektedir. Bu tez kapsaminda her iki yontemde (antron — siilfiirik asit
ve enzimatik analiz) ile de beta glukan saflig1 belirlendigi i¢in iki farkli birim (% ve

mg/mL) olarak verilmistir.

41



3.6.4 Beta glukan iiretiminde verim ve saflig1 etkileyen parametreler

Beta glukan verimini etkileyen ilk parametre elde edildigi kaynaktir. Ciinkii dogal
kaynaklar kullanildig1 i¢in en yiiksek verim kaynakta bulunan maksimum beta glukan
miktar1 kadar elde edilebilmektedir. Ekstraksiyon yontemleri de verimi kaynaklar kadar
etkiledigi i¢in Onemlidir. Mayalardan beta glukan iiretimiyle ilgili literatiirde yapilan
calismalarda da goriildiigii lizere kullanilan ¢ogunun temeli kat1 — sivi ekstraksiyon
yontemine dayanmaktadir. Farkli yontemlerin beta glukan verimini etkileyen farkli
parametreleri olsa da temel olarak optimize edilmesi parametreler katt — sivi
ekstraksiyonda verimi etkileyen parametreler oldugu goriilmektedir. Kati — sivi
ekstraksiyonunda verimi etkileyen temel ve 6nemli parametreler; sicaklik, siire, ¢oziicli

cinsi, pH, kati/¢oziicli oranmidir.

Beta glukanin safligi, beta glukanin biyolojik aktivitesini ve kullanim alanlarim
etkiledigi icin beta glukan iiretiminde beta glukan verimi kadar Onemlidir. Beta
glukanin verimini etkileyen parametreler beta glukanin safligin1 da etkilemektedir. Beta
glukanin safligin1 da elde edildigi kaynak, ekstraksiyon yontemleri ve kosullari
etkilemektedir. Cizelge 3.7°de Ozetlenen ¢alismalardaki verim ve safligin farklhi
olmasimin sebebi de genellikle ekstraksiyon yontemlerinin ve kosullarmin biribirinden

farkli olmasidir.

Beta glukanin belirlenen ekstraksiyon yonteminde hem en yiiksek verim ve saflik
degerlerini elde etmek hem de elde edilen en yiiksek degeri saglayan kosullarda tiretimi
standartlagtirmak i¢in belirlenen ekstraksiyon kosullarinin optimize edilmesi
gerekmektedir. Optimize edilecek ekstraksiyon parametreleri belirlenip istatistiksel
deney tasarim yontemleri (Box — Behnken, tam faktoriyel, merkezi kompozit, Plackett —
Burman, Taguchi vb.) kullanilarak beta glukan veriminin ve safliginin optimum

degerleri bulunmaktadir.
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3.7 istatistiksel Deneysel Tasarim

Bilimsel g¢aligmalarda calismayi etkileyen bir¢ok parametre ve calisma sonucu elde
edilen bircok sonu¢ bulunmaktadir. Parametrelerin ve sonuglarin kendi aralarindaki
iliskilerin, parametrelerle sonuglarin birbirleriyle olan iliskilerinin etkilerinin
degerlendirilmesi; daha az bilimsel ¢alisma ile dogru ve anlamli sonuglara ulasarak
zamandan, enerjiden ve malzemeden tasarruf edilmesi i¢in istatistiksel deneysel tasarim
yontemleri kullanilmaktadir. Istatistiksel deneysel tasarimi, bir bilimsel calismada
belirlenen faktorlerin en az hatayla sonuglara ulasmak i¢in yapilan tasarimdir. Faktorler,
deneyde kontrol edilebilir bagimsiz degiskendir. Yanit ise deneyde elde edilmek istenen

sonuglardir ve bagimli degiskenlerdir (Anonim 2021a).

Istatistiksel deneysel tasarimi, eleme, karakterizasyon ve optimizasyon amaciyla
kullanilmaktadir. Eleme tasarimi, deneysel calismaya etki eden faktorlerin icinden en
onemli olan faktorleri bulmayr saglamaktadir (Anonymous 2021g). Optimizasyon,
bilimsel calismadaki ya da prosesteki sinirlanan faktorlerin birbirleriyle olan iliskisini
ve faktorlerin yanitlarin {izerindeki etkisini degerlendirip en iyi yaniti veren faktorlerin
bulunmasidir (Ko¢ ve Kaymak — Ertekin 2010). Literatiirdeki bircok ¢alismada
istatistiksel deneysel tasarim yontemlerini (Box — Behnken, tam faktoriyel, merkezi
kompozit, Plackett — Burman, Taguchi, ortogonal, kesirli faktoriyel vb.) kullanarak elde
etmek istenen optimum degerler bulunmaktadir. Du vd. (2014), arpadan beta glukan
eldesinde hizlandirilmig ¢6ziicii ekstraksiyonun belirli parametrelerini optimize etmek
icin Box — Behnken istatistiksel deneysel tasarim yontemi kullanilmigtir. Yanit olarak
beta glukan verimi; faktorler olarak ekstraksiyon siiresi, sicakligi ve ¢evrim sayisi
belirlenmistir. Gangopadhyay vd. (2015), arpadan beta glukan eldesinde ekstraksiyon
yonteminin kosullart (sicaklik, pH) merkezi kompozit tasarim kullanilarak optimize
edilmistir. Beta glukan verimi ve molekiil kiitlesi yanit olarak belirlenmistir. Gil-
Ramirez vd. (2019), Lentinula edodes sapkali mantarindan beta glukan eldesinde
mikrodalga destekli ekstraksiyonun sicaklik ve siire kosullar1 tam faktoriyel tasarim
kullanilarak optimize edilmistir. Toplam karbondioksit icerigi ve polisakkarit verimi
yanit olarak belirlenmistir. Zhao vd. (2013), mikroalglerden karbonhidrat eldesinde

kullanilan ultrasonik destekli ekstraksiyonun kosullar1 (ultrasonik gii¢, ekstraksiyon
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stiresi, akis hizi ve hiicre derisimi) kesirli faktoriyel tasarimi kullanilarak optimize
edilmistir. Glikoz verimi yanit olarak belirlenmistir. Istatistiksel deneysel tasarim,
cesitli paket programlar kullanilarak yapilmaktadir: Minitab, Design Expert, SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), SAS (Statistical Analysis System) vb.

3.7.1 Yanit yiizey yontemi (RSM)

1951 yilinda Box and Wilson tarafindan bulunan yanit yiizey yoOntemi, siireg
degiskenlerinin deneysel uzayini incelemek amaciyla deneysel ¢alismanin yaniti ve
faktorleri arasindaki iligkiyi belirlemek ic¢in kullanilan empirik modelleri kapsayan
optimizasyon yontemidir. Bu yontem, az sayida etkili deneme yapmay1 saglayan eleme,
faktorlerin olusturdugu yanitin optimum noktaya yaklasip yaklagmadigini belirleyen
bolge aragtirmasi ve optimum nokta ¢evresinde gercek yanit fonksiyonunun olusturdugu
egriye uyumlu modelin bulundugu iirliniin optimizasyonu olmak iizere ii¢ basamaktan

meydana gelmektedir (Kog ve Kaymak — Ertekin 2010).

Yanit ve faktor arasindaki matematiksel model tahmin edilmektedir (Ko¢ ve Kaymak —
Ertekin 2010). Yanitin Taylor genisleme yiizey egrisinin belirlendigi yanit yiizey
metodunda, esitlik 3.2°de verilen Taylor denklemi kullanilmaktadir. Model
parametrelerinin tahmin edilmesinde en kii¢iikk kareler yontemi kullaniimaktadir.
ANOVA analiziyle modelin uygunlugu ve modelin uyumsuzlugu test edilmektedir.
Caligmalarda kullanilan model anlamli uyum eksikligi anlamsiz oldugunda model

gecerli olmaktadir (Akkus ve Karabudak 2020).

Y=A+Bx; +Cx, + -+ Kx? 4+ Lx% + -+ Pxyx, + Rxy x5 + - (3.2)

Esitlik 3.2°deki denklemde A,B,C,D... katsayilar ve x ise faktorlerdir (Akkus ve
Karabudak 2020). Yanit yiizey yontemiyle elde edilen grafiklere sekil 3.9 6rnek olarak

verilmistir.
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Yanit yuzey Yanit yazey

(a) (b)

Sekil 3.9 Maksimum noktay1 (a) ve minimum noktayi (b) gosteren yanit yiizey
grafikleri (Kog ve Kaymak — Ertekin 2010)

Grafikteki tepe noktasinin maksimum ve minimum oldugu grafikler gosterilmistir. Box

- Behnken ve merkezi kompozit tasarimlar birer yanit ylizey yontemleridir.

3.7.2 Box — Behnken tasarim

Yanit ylizey yontemlerinden biri olan Box — Behnken tasarimi deneysel ¢alismalarda en
cok kullanilan yontemlerden biridir. Faktoriyel tasarimlar1 igermeyen, yanitt etkileyen
degiskenlerin (faktorlerin) lineer, iistel ve ikili etkilerinin incelendigi karesel tasarimdir.
Bu tasarim yonteminde, her bir faktor i¢in minimum (-1), maksimum (1) ve merkez (0)
olmak {izere ii¢ seviyede yanittaki degisim arastirilmaktadir. Box — Behnken
tasariminda birinci ve ikinci dereceden model katsayilarinda iyi bir sekilde tahmin
yapilabilmektedir. Ancak, eksen noktalar1 mevcut olmadig i¢in bu tasarimda belirlenen
faktor seviyelerinin alt ve ist siirlarinin digina ¢ikilamamaktadir. Box — Behnken
tasariminin geometrik gosterimi sekil 3.10°daki gibidir. Merkezi kompozit deneyinde
daha fazla nokta bulundugu i¢in bu tasarim yontemi merkezi kompozit tasarimina goére
maddi ve zaman olarak daha ekonomiktir. Faktorlerin seviyeleri tahmin edilebiliyorsa

bu tasarim kullanilmalidir (Degirmencioglu ve Yazgi 2006, Akkus ve Karabudak 2020).
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Sekil 3.10 Box — Behnken tasariminin geometrik gosterimi (Degirmencioglu ve Yazgi
2006)

Literatiirde Box — Behnken yontemi kullanilarak optimizasyon yapan bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Alzorqi vd. (2017), Ganoderma lucidum sapkali mantarindan beta
glukan eldesinde kullanilan ultrasonik destekli ekstraksiyonun kosullar1 (giig, siire,
sicaklik) Box — Behnken tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Beta glukan verimi
yanit olarak belirlenmistir. Wu vd. (2018), arpadan beta glukan eldesinde ekstraksiyon
isleminden 6nce Aspergillus niger ve Rhizopus oryzae mantarlarinin ¢ogalma ortamina
arpa cklenerek beta glukanin ekstrakte edilebilmesini kolaylastirmak amaglanmistir.
Ekstraksiyon oncesi 6n iglem olarak yapilmistir. Fermentasyon ortamlarinin kosullart
(hacim, sicaklik ve siire) Box — Behnken tasarimlar1 kullanilarak optimize edilmistir. %
Beta glukan ekstrakte edilebilirligi yamit olarak kullanilmistir. Zhu vd. (2016),
Polygonum multiflorum sapkali mantarindan ultrasonik destekli ekstraksiyon
kullanilarak polisakkarit elde edilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 (giic, siire, sicaklik ve
coziicii/katt oran1) Box — Behnken tasarimi kullanilarak optimize edilmistir.

Ekstraksiyon verimi yanit olarak belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda S. cerevisiae mayasindan beta glukan eldesinde kullanilan
yontemlerden biri ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyonudur. Bu ydntemin
ekstraksiyon kosullar1 Box — Behnken tasarimi kullanilarak optimize edilmistir.
Ekstraksiyon sicakligi, siiresi ve c¢oziicli’katt orani1 tasarimin faktorleri olarak
belirlenirken yanitlar1 beta glukan verimi ve beta glukan saflig1 olarak belirlenmistir.
Faktorler ve yanitlar, kullanilan yontemin hem kati — sivi ekstraksiyon temeline
dayanmasiyla birlikte kati — s1v1 ekstraksiyonun verimi etkileyen parametrelerin hem de

literatiirde yapilan ¢aligmalarin incelenmesiyle belirlenmistir.
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Literatiirde bir¢cok calismada sapkali mantarlardan veya tahillardan beta glukan
eldesinde kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin kosullarinin optimizasyonunda Box —
Behnken tasarim kullanilmasina ragmen S. cerevisiae mayasindan beta glucan eldesinde
kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin kosullarinin optimizasyonunda Box — Behnken
tasarim yontemi kullanilan bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda bu

yontem kullanilarak literatiire yenilik katilmig olacaktir.

3.7.3 Faktoriyel tasarim

Faktoriyel tasarim, aragtirmalardaki faktorlerin es zamanl degistigi temeline dayanan ve
tarama amaciyla literatirde en c¢ok kullanilan istatistiksel deneysel tasarim
yontemlerinden biridir. Iki ve ikiden fazla faktériin ayr1 ayr1 ve birbirleri ile iliskilerinin
etkileri ayn1 zamanda incelenmektedir. Tam ve kesirli olmak tizere iki farkli faktoriyel
tasarim vardir. Cok boyutlu tasarim yontemi olan tam faktoriyel tasarimi, proseslerin
diisik maliyetli ve yiiksek kalitede olmasimmi sagladigi i¢in yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Tam faktoriyel tasariminin temel denklemi esitlik (3.3)’te verilmistir

(Akkus ve Karabudak 2020).

N =aP N: Deney sayis1 3.3
y say
a: Seviye sayisi

b: Faktor sayisi

Bu tez kapsaminda S. cerevisiae mayasindan beta glukan eldesinde kullanilan diger bir
yontem otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonudur. Bu yontemin ekstraksiyon
kosullar1 tam faktoriyel tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Tampon/kat1 oran1 ve
otoliz siiresi tasarimin faktorleri olarak belirlenirken yanitlar1 beta glukan verimi ve beta
glukan saflifi olarak belirlenmistir. Faktorler ve yanitlar, literatiirde yapilan

calismalarin incelenmesiyle belirlenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 On Calismalar

4.1.1 Farkh ekstraksiyon yontemlerinin beta glukanin verimine ve molekiil
kiitlesine etkisinin incelenmesi

Bu 6n ¢alismada literatiir arastirmasi sonucu kesfedilen ekstraksiyon yontemlerinin beta
glukanin veriminin ve molekiil kiitlelerinin {izerine etkisi oldugunu 6n ¢aligmayla teyit
etmektir. Bu amag¢ dogrultusunda kat1 besi ortamindan alinan S.cerevisiae mayasi sivi
besi ortamima aktarilip 12 saat, 32°C ve 150 rpm kosullarinda inkiibatorde
bekletilmistir. 1/10 oraninda Olgek biiyiitmesi yapilip aym1 kosullarda 8 saat daha
inkiibatorde bekletilmistir. Mikroorganizmali besi ortami santrifiijlenip ¢éken maya
hiicreleri dért esit pargaya boliinmiistiir. iki tanesine otoliz ultrasonik destekli asidik
diger iki tanesine ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyonu yontemi
uygulanmistir. Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon yonteminde; esit kiitleye
ayrilan maya hiicreleri sodyum fosfat tamponuna aktarilmistir ve 50°C, 24 st ve 200
rpm kosullarinda inkiibe edilmistir. Otoliz isleminden sonra ultrasonik su banyosunda
hiicreyi parcalayan enzimlerin inaktive olmast i¢in 85°C ve 15 dk bekletilirken
sonikasyon islemi de yapilmustir. Santrifiijleme ve saf suyla yikama yapilmistir. % 3’liik
asetik asitle ve etanolle muamele edilmis ve etlivde kurutulmustur. Diger iki esit kiitleye
boliinen maya hiicrelerine uygulanan ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyon
yonteminde maya hiicreleri sicak su banyosunda sirasiyla 2M NaOH ve % 3’liik asetik
asit ¢ozeltilerinde bekletilmistir. Etanolle muamele edilmis ve kurutulmustur. Bu iki
yontem optimizasyon deneyleri bolimlerinde daha detayli anlatilmistir. Kurutulan
orneklerin verimi g kuru beta glukan/g yas maya iizerinden verilmistir. Beta glukanlarin

karakterizasyonu i¢in de FTIR analizi yapilmistir.

Beta glukanlarin molekiil kiitlesi Ubbelohde yontemiyle bulunmustur. Bu yontemdeki
Mark — Houwing katsayilari mayadan elde edilen beta glukan igin literatiirde yoktur. Bu

sebeple, mayadan elde edilen beta glukanin yapisina en ¢ok benzeyen seliiloz nitratin
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katsayilar1 kullanilarak yaklasik molekiil kiitlesi hesaplanmistir. Coziicli olarak

tetrahidrofuran (THF) kullanilmistir.

4.1.2 Kuru ve yas mayanin beta glukan ektstraksiyonuna etkisinin incelenmesi

Biyoreaktorde ¢ogaltilan S.cerevisiae mayasinin ekstraksiyonda 6nce kuru veya yas
olmasinin beta glukan ekstraksiyonuna ve verimine etkisi incelenmistir. Bu amacla,
biyoreaktorde 1/10 dlgek biiylitmeyle ¢ogaltilan maya santrifiijlendikten sonra dort esit
pargaya boliinmiistiir. Iki esit maya kiitlesine hemen ultrasonik destekli alkali — asidik
ekstraksiyon yontemi uygulanmustir. Oteki iki maya kiitlesi kurutulduktan sonra
ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Beta glukanlarin

karakterizasyonu i¢in de FTIR analizi yapilmistir.

4.1.3 Ticari ve laboratuvarda iiretilen mayalarin beta glukan verimlerinin ve
safhiklarimin karsilastirilmasi

Ticari iiretilen mayalar (Pak Maya) ile laboratuvarda iirettigimiz mayanin beta glukan
verimlerinin ve safliklarinin karsilastiritlmasi amaglanmistir. Ticari olarak satilan Pak
maya instant ve Pak maya aktif 1’er g tartildiktan sonra mayalara ultrasonik destekli
alkali — asidik ekstraksiyon yontemi uygulanmugtir. Laboratuvarda EDTA ekli besi
ortaminda 1/10 ol¢ek biliyiitme ile c¢ogaltilan maya hiicreleri kurutulduktan sonra
ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyon yontemi uygulanmigtir. Beta glukan
safliklarin1  belirlemek i¢in antron — siilflirik asit analizi ve beta glukanlarin

karakterizasyonunu belirlemek i¢in FTIR analizi yapilmstir.

Yapilan 6n ¢alismalardan sonra hem standart iiretim yontemiyle {iretilmesinden dolay1
mayanin igeriginin iiretimlerde ayni olmasi ve tez kapsaminda yapilacak ekstraksiyonlar
icin yeterli miktarda maya iiretimi ve kurutulmasini saglayacak alt yap1 olmadigi i¢in bu

asamadan sonra deneylerde kaynak olarak ticari maya kullanilmustir.

49



4.2 Ultrasonik Destekli Alkali — Asidik Ekstraksiyonu

4.2.1 S.cerevisiae mayasindan beta glukan iiretiminde ekstraksiyonda kullanilan
farkh alkali ¢oziiciilerin beta glukan iiretimine etkisinin incelenmesi

Alkali asidik ekstraksiyonu yonteminde hiicre duvari parcalama ve ekstraksiyon
basamaklarinin her ikisinde de kullanilan ¢oziicii tiiriiniin se¢imi Oncelikle belirlenmesi
gereken proses degiskenidir. Bu amagla, bu yontemde yaygin sekilde ¢oziicii olarak
kullanilan sodyum hidroksitin yan1 sira farkli bazik ¢ozeltilerin yapilacak calismalarda
sodyum hidroksitin yerine alkali olarak kullanilip kullanilamayacagi arastirilmistir. Bu
kapsamda literatiirde ekstraksiyonda en ¢ok kullanilan ve en yiiksek verim elde edilen
NaOH derisimlerindeki pH degerlerinde (pH 10 ve 12) K,CO3 ve Ca(OH), ¢ozeltileri
ekstraksiyonda ¢oziicii olarak kullanilmistir (Y1lmaz 2010, Kim ve White 2013, Du vd.
2014, Sabuncu 2016, Tang vd. 2017).

Kullanilacak alkali ¢oziiciilerin pH degerleri 10 ve 12 olarak ayarlanmustir. Ticari
mayadan 1’er g ornek tartilmistir. Farkli pH degerlerine sahip farkli alkali ¢oziiciiler
tartilan 6rneklere eklenerek 0.008 v/w oraninda siispansiyon olusturmustur. 90°C’deki
ultrasonik su banyosunda 15 dk sonikasyonla birlikte 1 saat siispansiyonlar
bekletilmistir. Santrifiijleme ve saf suyla yikamadan sonra 0.008 v/w oraninda % 3’liik
asetik asit ¢ozeltisi ¢Okeleklere eklenmistir ve 85°C ve 1 saat su banyosunda
bekletilmistir. Santrifiijleme, saf suyla ve mutlak etanolle yikama ve kurutma
islemlerinden sonra kuru beta glukan elde edilmistir. Bu ekstraksiyon yonteminde
standart olarak kullanilan 2 M NaOH ¢ozeltisiyle de bu deney yapilmistir ve numunenin
ismi kontrol olarak adlandirilmistir. Kurutulduktan sonra havanda beta glukanlarin
parcacik boyutu kiiciiltiilmiistiir. Beta glukan safliklarini belirlemek i¢in antron —
stilfiirik asit analizi ve beta glukanlarin karakterizasyonunu belirlemek i¢in FTIR analizi

yapilmustir.
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4.2.2 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyon yonteminin kosullarimin
optimizasyonu

Literatiirde yapilan caligmalar incelenerek mayalardan beta glukan eldesinde en ¢ok
kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri olan alkali-asidik ekstraksiyon yonteminin
¢oziicii/kat1 oranmnin, ekstraksiyon siiresinin ve sicakliginin Box-Behnken istatistiksel
deney tasarimi kullanilarak optimizasyonu yapilmistir. Ug seviyeli, ii¢ faktorlii, iki
yanith ve {i¢ tekrarli deney tasarim matrisksi olusturularak deney sayisi ve her bir
deneyin hangi kosullarda yapilacagi belirlenmistir. Olusturulan tasarim matriksi ¢izelge
4.1°de verilmistir. Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyon yonteminin basamaklari

sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu
i¢in olusturulan Box — Behnken deney tasarim matrisi

Deney No Cozicii/Kat1 Oran1 | Ekstraksiyon Sicakligi | Ekstraksiyon Siiresi
(mL/mg) O (dk)
1 0.006 55 60
2 0.01 55 60
3 0.006 95 60
4 0.01 95 60
5 0.006 75 30
6 0.01 75 30
7 0.006 75 90
8 0.01 75 90
9 0.008 55 30
10 0.008 95 30
11 0.008 55 90
12 0.008 95 90
13 0.008 75 60
14 0.008 75 60
15 0.008 75 60
16 0.008 75 60
17 0.008 75 60
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1 g kuru maya tartilmistir.

& Tartilan maya hiicrelerine 2 M NaOH ¢ozeltisinden 0.006,
‘ 0.008 veya 0.01 v/w oranlarinda eklenerek falkon tiiplerinde
/ siispansiyon olusturulmustur.

Onceden 55°C, 75°C veya 95°C’ye 1sitilmis ultrasonik su
banyosunda 15 dk sonikasyonla birlikte 30 dk, 60 dk veya
90 dk falkon tiipleri bekletilmistir.

‘iﬂ% 1.Mikroskopta hiicre duvarinin incelenmesi icin
~5WA 1 rastgele secilen bir falkondan yaklasik 1 mL 6rnek
7 alinmistir.

5860 rpm, 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla yikama -
5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme iglemleri yapilmustir.

asit  eklenmistir. 85°C  sicakliktaki  ultrasonik  su
/ banyosunda bekletilmistir.

5860 rpm, 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla yikama -
5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme islemleri yapilmistir.

& yikanmstir.

v '%; “ Falkon tiiplerindeki her bir ¢okelek mutlak etanolle
I

5860 rpm, 4°C ve 15 dk kosullarinda santrifiijleme
yapilmustir.

8 Yas beta glukan elde edilmistir.

Sekil 4.1 Ultrasonik destekli alkali — asidik ekstraksiyon yonteminin basamaklari
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Yas beta glukanlar elde edildikten sonra etiivde kurutulmustur. Kurutulan beta glukanlar
havanda ogiitiilerek beta glukanlarin pargacik boyutu kiigliltiilmistiir. Hiicre
duvarlarinin par¢calanma durumunu incelemek i¢in binokiiler mikroskop kullanilmistir
ve hiicre duvarlarinin fotograflar1 ¢ekilmistir. Beta glukan safliklarini belirlemek igin
antron — stlfiirik asit analizi ve beta glukanlarin karakterizasyonunu belirlemek igin

FTIR analizi yapilmistir.

4.2.3 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonu yontemi icin elde edilen
optimum kosullarin denenmesi

Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonu yonteminin Box — Behnken istatistiksel
deneysel tasarimi kullanilarak bulunan optimum degerlerle ii¢ tekrarli deney yapilmistir.
Sekil 4.1°de verilen deney basamaklar1 alkali ekstraksiyon kisminda optimum bulunan
0.007 v/w, 95°C ve 30 dk degerleri igin tekrar yapilmistir. Elde edilen beta glukanin
miktar1 analizlere yetebilmesi i¢in 60 g maya ekstraksiyon i¢in kullanilmistir. Bu
deneyde hiicre duvarmin pargalanma durumuna mikroskopta bakilmamistir. Protein
analizi yapilabilmesi i¢in alkali ve etanol kisimlarindan sonra siipernatant kismindan
ornekler alinmistir. Ekstraksiyon yonteminde uygulanan alkali, asidik ve etanol

isleminden sonraki 6rneklerin goriintiisii sekil 4.2°de verilmistir.

(@

Sekil 4.2 Ekstraksiyon yontemindeki alkali (a), asidik (b) ve etanol (c) muamelesi
sonrasi1 6rnekler
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Alkali muameleden sonra siipernatantin daha koyu renkli ve daha yogun bir s1vi oldugu
goriilmektedir. Bu durumda, safsizliklarin en ¢ok giderildigi kistm bu asama oldugu

tahmin edilebilmektedir.

Beta glukanlar etiivde kurutulduktan sonra Ankara Universitesi YEBIM’de (Yer
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi) Retsch markali tungten karbitten yapilmis
bilyalarla 600 rpm hizinda 30 sn Ogiitiilerek beta glukanlarin parcacik boyutu
kiiciiltiilmiistiir. Beta glukan safliklarin1 belirlemek icin antron — siilfiirik asit analizi ve
enzimatik beta glukan analizi, beta glukanlarin karakterizasyonunu belirlemek ic¢in
FTIR analizi ve ekstraksiyon yapilirken alkali ve etanol kisimlarindan sonra siipernatant
kismindan alman Orneklerdeki protein giderim miktarini belirlemek ig¢in Bradford

analizi yapilmstir.

4.3 Otoliz Ultrasonik Destekli Asidik Ekstraksiyonu

4.3.1 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonunda kullanilan tampon
¢ozeltisini belirleme

Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu, alkali ¢6ziicii kullanilmadigi igin
cevreye zarar vermeyen ve kolay bir ekstraksiyon yontemidir. Literatiirde bu
ekstraksiyon yontemine benzer uygulamalar mevcuttur (Nauremon vd. 2013, Bzducha —
Wrobel vd. 2014, Takalloo vd. 2020). Bu yontemin ilk basamag otolizdir ve otolizde
tampon ¢oOzeltisi Onemlidir. Bu kapsamda farkli katki maddeleri sodyum fosfat

tamponuna katilarak beta glukan verimi ve saflig1 {izerine etkisine bakilmistir.

Tartilan mayalar, sodyum fosfat tamponuna, sodyum kloriir igeren sodyum fosfat
tamponuna (TN) ve EDTA igeren sodyum fosfat tamponuna (TE) eklenip 55°C, 120
rpm ve 24 st kosullarinda inkiibatérde otoliz islemi gergeklestirilmistir. Otoliz
isleminden sonra ultrasonik su banyosunda hiicreyi pargalayan enzimlerin inaktive
olmasi igin 85°C sicaklikta ve 15 dk boyunca bekletilirken sonikasyon islemi de

yapilmistir. Santrifiijleme ve saf suyla yikama yapilmistir. % 3’liik asetik asitle ve
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etanolle muamele edilmis ve etiivde kurutulmustur. Ekstraksiyon yonteminin detayli
bilgisi sekil 4.3’te verilmistir. Kuruyan beta glukanlar havanda ogiitiilerek beta
glukanlarin pargacik boyutu kiigiiltiilmiistiir. Beta glukanin safliklarin1 belirlemek igin
antron — stlfiirik asit analizi ve beta glukanlarin karakterizasyonunu belirlemek i¢in

FTIR analizi yapilmistir.

4.3.2 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu

Literatiirde yapilan calismalar incelenerek mayalardan beta glukan eldesinde kullanilan
ekstraksiyon yontemlerinden biri olan otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonun
tampon/katt oraninin ve tampon siiresinin tam faktoriyel istatistiksel deney tasarimi
kullanilarak optimizasyonu yapilmustir. Iki seviyeli, iki faktorlii, iki yamitli ve ii¢ tekrarl
deney tasarim matrisi olusturularak deney sayis1 ve her bir deneyin hangi kosullarda

yapilacag belirlenmistir. Olusturulan tasarim matriksi ¢izelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonun kosullarinin optimizasyonu
i¢in olusturulan tam faktoriyel deney tasarim matrisi

Deney No Tampon/Kati Orani Tampon Siiresi

(mL/mg) (st)
1 0.01 T
2 0.01 18
° 0.1 24
! 0.1 24
> 0.1 48
° 0.1 48
7 0.055 %6
8 0.01 T
9 0.01 T
10 0.055 T
11 0.01 8
12 0.055 T
13 01 5
14 0.01 8
15 01 —~
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% 3 g/mL oraninda sodyum kloriir igeren sodyum
fosfat tamponun pH degeri 5,4 olarak
ayarlanmigtir. 0.01 ve 0.1 v/w oraninda mayaya
eklenmistir.

»Erlenlerdeki siispansiyonlar inkiibatérde 24, 36
ve 48 st boyunca 55°C sicaklik ve 200 rpm
karistirma hizinda otoliz gergeklestirilmistir.

»Otoliz  islemini  gergeklestiren  enzimlerin
aktifliklerini durdurmak i¢in 85°C sicakliktaki su
banyosunda 15 dk bekletilmistir. Bu islem
gergeklesirken es anli 15 dk boyunca ultrasonik su
banyosunda sonikasyonda yapilmstir.

5860 rpm, 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla
yikama - 5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme
islemleri yapilmistir.

Cokeleklere 0.008 v/w oraninda %3’liik asetik
asit eklenmistir. 85°C sicakliktaki su banyosunda
1 st bekletilmistir.

5860 rpm, 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla
yikama - 5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme
islemleri yapilmistir.

Cokeleklere 0.008 v/w oraninda mutlak etanol
eklenip ¢okelekler yikanmuistir.

Stispansiyonlar 5860 rpm hizinda, 4°C sicaklikta
ve 15 dk santrifiijlenmistir.

Sekil 4.3 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon yonteminin basamaklari

Yas beta glukan elde edilmistir.
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Yas beta glukanlar elde edildikten sonra etiivde kurutulmustur. Kurutulan beta glukanlar
havanda ogiitiilerek beta glukanlarin pargacik boyutu kiigiiltiilmiistiir. Beta glukan
safliklarin1  belirlemek i¢cin antron — siilfiirik asit analizi ve beta glukanlarin

karakterizasyonunu belirlemek i¢in FTIR analizi yapilmistir.

4.3.3 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu yontemi icin elde edilen
optimum kosullarin denenmesi

Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu yonteminin iki seviyeli tam faktoriyel
istatistiksel deney tasarimi kullanilarak bulunan optimum degerlerle {i¢ tekrarli deney
yapilmustir. Sekil 4.3’te verilen deney basamaklar1 otoliz kisminda optimum bulunan
0.01 v/w ve 48 st degerleri igin tekrar yapilmistir. Elde edilen beta glukanin miktar
analizlere yetebilmesi i¢in 60 g maya ekstraksiyon i¢in kullanilmistir. Bu deneyde hiicre
duvarinin parcalanma durumuna mikroskopta bakilmamistir. Protein analizi yapilmasi
icin otoliz ve etanol kisimlarindan sonra siipernatant kismindan ornekler alinmistir.

Ekstraksiyon yonteminde uygulanan otoliz, asidik ve etanol isleminden sonraki

orneklerin goriintiisii sekil 4.4’te verilmistir.

Sekil 4.4 Ekstraksiyon yontemindeki otoliz (a), asidik (b) ve etanol (c) muamelesi
sonrasi
ornekler

Beta glukanlar etiivde kurutulduktan sonra Ankara Universitesi YEBIM’de (Yer
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi) Retsch markali tungten karbitten yapilmis
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bilyalarla 600 rpm hizinda 30 sn Ogiitiilerek beta glukanlarin parcacik boyutu
kiigtiltiilmiistiir. Beta glukan safliklarini belirlemek igin antron — siilfiirik asit analizi ve
enzimatik beta glukan analizi, beta glukanlarin karakterizasyonunu belirlemek i¢in
FTIR analizi ve ekstraksiyon yapilirken alkali ve etanol kisimlarindan sonra siipernatant
kismindan alman Orneklerdeki protein giderim miktarini belirlemek i¢in Bradford

analizi yapilmistir.

4.4 Soxhlet Ekstraksiyonu

Ucuz ve kolay uygulanmasinin yani sira ekstrakte edilecek katimin siirekli taze
coziiciyle muamele edilmesinden dolayr {igiincli ekstraksiyon yontemi olarak
secilmigtir. Bu yontemin tahillardan beta glukan ekstraksiyonu uygulamasi olmasina
ragmen mayadan ekstraksiyonu uygulamasi bulunmamaktadir. Bu ydnden maya
ekstraksiyonunda literatlirdeki ilk Soxhlet ekstraksiyonu uygulamasi olacaktir.
Ekstraksiyon yontemlerini karsilastirmak ve ¢oziiclinilin etkisini ortadan kaldirmak igin
her iki ekstraksiyon yonteminde de 2 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilmistir.
Literatiirdeki calismalarin ¢ogunda farkli malzemeler i¢in farkli ¢oziiciiler, farkli
ekstraksiyon siireleri dolayisiyla farkli g¢evrim sayilar1 ve ¢oziicli/kati oranlar
denenmistir (De Castro vd. 2010, Marconi vd. 2014, Griindemann vd. 2015, Alzorqi vd.
2017, Rashid vd. 2019, Taofiq vd. 2019, Sun vd. 2020). Bu durumda, ekstraksiyon
sliresinin  yani ¢evrim sayisinin  ve ¢oziici/katt  oraninin  6nemli  oldugunu
gostermektedir. Elimizdeki malzemenin biyolojik materyal olmasi, kullandigimiz
¢oziiclinlin kuvvetli bazik olmas1 ve karsilastirdigimiz diger ekstraksiyonda kullanilan
zamandan c¢ok farkli bir zaman segmemek icin ektsraksiyon siiresi 3 st ve 6 st olarak
denenmesine karar verilmistir. Kullandigimiz Soxhlet kartusu 100 mL hacimde
oldugundan en az 250 mL ¢o6ziicli kullanmamiz gerektigi icin ¢oziicii/kat1 oran1 0.025
v/w kullanilarak deney yapilmistir. Bilyali degirmende 6giitiilecek miktarda beta glukan

tiretmek i¢in her bir deney seti dort tekrarli yapilmistir.
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Tartitlan 10 g maya ekstraktéor kartusuna
koyulmustur.

1.2 M NaOH c¢ozeltisinden, 0.025 v/w oraninda
balona koyulmustur. Sodyum hidroksit ¢ozeltisinin
kaynama noktasinda (110°C) ekstraksiyon soxhlet
cihazinda sirasiyla 3 st ve 6 st ekstraksiyon
vapilmistir.

Ekstraksiyon kartusundan alinan stispansiyon
falkon tiipleri paylastirilmigtir.

5860 rpm , 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla
yikama - 5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme
islemleri yapilmistir.

Cokeleklere 0.008 v/w oraninda %3’liik asetik
asit eklenmistir. 85°C sicakliktaki su banyosunda
1 st bekletilmistir.

5860 rpm , 4°C ve 15 dk santrifiijleme - saf suyla
yikama - 5860 rpm, 4°C ve 5 dk santrifiijleme

islemleri yapilmaistir.

Cokeleklere 0.008 v/w oraninda mutlak etanol
eklenmistir ve vortekslenmistir.

Stispansiyonlar 5860 rpm , 4°C ve 15 dk
kosullarinda santrifiijleme yapilmistir.

Yas beta glukan elde edilmistir.

Sekil 4.5 Soxhlet ekstraksiyon yonteminin basamaklari
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Sekil 4.6 Beta glukan tiretiminde kullanilan Soxhlet ekstraksiyonun deney sistemi

Beta glukanlar etiivde kurutulduktan sonra Ankara Universitesi YEBIM’de Retsch
markali tungten karbitten yapilmig bilyalarla 600 rpm hizinda 30 sn ogiitiilerek beta
glukanlarin parcacik boyutu kiiciiltiilmiistiir. Beta glukan safliklarini belirlemek igin
antron — stlfiirik asit analizi ve enzimatik beta glukan analizi, beta glukanlarin
karakterizasyonunu belirlemek i¢cin FTIR analizi ve ekstraksiyon yapilirken Soxhlet
ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiden ve etanolle yikama asamasindan sonraki
santrifiijlenen Ornegin silipernatant kismindan alinan orneklerdeki protein giderim

miktarini belirlemek i¢in Bradford analizi yapilmistir.

4.5 Analizler

4.5.1 Antron — siilfiirik asit yontemi ile beta glukan analizi

Antron — siilflirik asit analiz yontemi, glikoz derisimini Ol¢en tiirbidimetrik bir
yontemdir. Kolay ve hizli bir yontem oldugu i¢in toplam karbonhidrat tayini
yontemlerinde ¢okg¢a kullanilmaktadir. Antron ve siilfiirik asit ile olusturulan antron

reaktif ¢ozeltisi glikoz ile tepkimeye girerek sar1 — yesil arasi bir renk vermektedir.
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Glikozun derisimi arttik¢a yesil renk daha da belirgin olmaktadir. Bu yontemle beta
glukan analiz edilebilmesi i¢in Oncelikle beta glukanin glikoz yapitaslarina
parcalanmasi gerekmektedir. Bu yoOntemin basamaklar1 sekil 4.7°de verilmistir.
Orneklerin analizi yapilmadan once kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Sekil 4.8 de

olusturulan kalibrasyon grafigi verilmistir.

( )

12.5 mg beta glukan 2 M 100 mL NaOH c¢ozeltisine eklenip 18 saat manyetik
karistiricida karistirnlmistir. Beta glukan glikoz yapitaslarina ayrilmistir.

|\ J

( )

18 saat sonunda ¢6zelti manyetik karistiricidan alinip 5 kat suyla seyreltilmistir.

& J

( )

Test tiiptine 0.5 mL seyreltilmis 6rnekten, 0.5 mL 4 M NaOH c¢ozeltisinden ve 5 mL
antron reaktifinden eklenmistir.

. J/

Yaklasik 100°C sicakliktaki su banyosunda 10 dk 6rnekler bekletilmistir.

. )

Su banyosundan alinan 6rnekler buzlu su banyosunda sogutulmustur.

)
— )

Ormekler sogur sogumaz 630 nm dalgaboyunda UV spektrofotometresinde
absorbans degerleri 6lglilmistiir.

)
—

Sekil 4.7 Antron — siilfiirik asit yontemi ile beta glukan analizinin asamalari
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0,12 -

0,1 -
0,08
0,06
0,04
0,02

y = 0,5028x
R = 0,9624

Absorbans

0,1 0,15 0,2 0,25
Glikoz derisimi (mg/mL)

0 0,05

Sekil 4.8 Antron — siilfiirik asit yonteminde olusturulan kalibrasyon grafigi

4.5.2 Enzimatik analiz yontemi ile beta glukan analizi

Beta glukan safligin1 bulmak i¢in literatiirde en ¢ok kullanilan analiz yontemi enzimatik
analiz yontemidir. Bu yontemin temeli de antron — siilfiirik asit analiz yontemi gibi
glikoz derisimini 6lgmeye dayanmaktadir. Ancak, yontemde glukani par¢alayan enzimle
beta glukan 6rnegi glikoz yapitasina ayrildigi i¢in beta glukan safliginin bulunmasinda

daha giivenilir bir yontemdir. Bu yontem iki asamadan olugmaktadir.

a) Toplam glukan él¢iimii: Yaklasik 90 mg beta glukan 6rnegi ve 2 mL siilfiirik
asit (H2SO,) deney tiipiine eklenip 2 st buz banyosunda bekletilmistir. 2 st sonra
deney tiipiine sirasiyla 4 ve 6 mL saf su eklenmistir. Deney tiipleri yaklasik
100°C sicakliktaki su banyosuna koyulduktan sonra tiiplerin kapaklar1 kapatilip
2 st bekletilmistir. Deney tiipleri su banyosundan alinip oda sicakligina gelene
kadar sogutulmustur (sekil 4.9). Oda sicakligina gelen tiiplerin kapagi agilmustir.
Tip 100 mL hacimli balon jojeye aktarilmis ve ardindan balon jojeye ¢ozeltinin
tizerine 8 M NaOH ¢ozeltisinden 6 mL eklenmistir. Balon joje toplam hacim
100 mL olacak sekilde pH degeri 4.5 olan sodyum asetat tamponuyla
tamamlanmistir ve iyice ¢alkalanmistir. Ependorf tiiplere 6rnek almip 5 dk
mikrofiij cithazinda 13000 rpm ve 5 dk kosullarinda santrifiijlenmistir. Test
tiipline siipernatant kismindan 0.1 mL ve exo-1,3-pB-glukanaz + B-glukosidaz

enzim karigimindan 0.1 mL eklenmistir. Tiip 40°C sicaklikta 1 st bekletilmistir.
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Tiiplere 3 mL GOPOD reaktifinden eklenmistir. Tiip 40°C sicaklikta 20 dk
bekletilmistir. 510 nm dalga boyunda UV spektrofotometresinde ¢ozeltinin

absorbansi Ol¢iilmiistiir.

(b) (©)

Sekil 4.9 Buz banyosunda bekletme (a), sicak su banyosunda bekletme (b), GOPOD
reaktifi eklenip bekletme (c) isleminden sonra 6rnekler

b) Alfa glukanin 6l¢iimii: Yaklasik 100 mg beta glukan 6rnegi ve 1.7 M NaOH
¢ozeltisinden 2 mL deney tiipiine eklenmistir ve buz banyosunda manyetik
karistirictdda 20 dk karistirilmistir. Tipe pH degeri 3.8 olan sodyum asetat
tamponundan 8 mL eklenip amiloglikosidaz + invertaz enzim karigimindan 0.2
mL eklenmistir. Su banyosunda 40°C sicaklikta 30 dk bekletilmistir. Beta
glukan 6rneginde % 10’dan daha az alfa glukan varsa; 30 dk sonra tiip su
banyosundan alinip tiipteki ¢ozeltiden 2 mL alinmistir. 13000 rpm hizinda 5 dk
mikrofiijde santrifiijlenmistir. Test tiipiine slipernatanttan 0.1 mL ve 0.1 mL pH
degeri 4.5 olan sodyum asetat tamponundan ve 3 mL GOPOD reaktifinden
eklenmistir. Tiip 40°C sicaklikta 20 dk bekletilmistir. 510 nm dalga boyunda UV
spektrofotometresinde ¢dzeltinin absorbansi dl¢iilmiistiir. Beta glukan 6rneginde
% 10’dan daha fazla alfa glukan varsa; tiipteki ¢ozelti 100 mL hacimli balon
jojeye aktarilmistir. Saf suyla balon jojenin hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
Iyice calkalandiktan sonra ependorfa ¢dzelti koyulup 13000 rpm hizinda 10 dk
mikrofiijde santrifiijlenmistir. Test tiipline siipernatanttan 0.1 mL ve 0.1 mL pH
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degeri 4.5 olan sodyum asetat tamponundan ve 3 mL GOPOD reaktifinden
eklenmistir. Tiip 40°C sicaklikta 20 dk bekletilmistir (sekil 4.11). 510 nm dalga

boyunda UV spektrofotometresinde ¢ozeltinin absorbansi 6l¢iilmiistiir.

Hem toplam glukanin hem de alfa glukanin absorbansi, tartilan 6rnek miktarlar1 gibi
bilgiler Megazyme firmasinin sitesindeki excel dosyasindaki programa girildiginde beta
glukan safligi ylizde olarak hesaplatilmistir. Dosyanin goriintiisii sekil 4.11°de

verilmistir.

Sekil 4.10 Alfa glukan 6l¢iimiinde enzim ekleme (a), GOPOD reaktifi eklenip bekletme
isleminden (b) sonra 6rnekler

Sample decails | | Contact Us

Absorbance values for 100 , of D-
[ | z | 3 4 |Average Abs |
| | | | 0.0000]

— Factor [=100 ( o af D-gl for 100 o of D-glucose]

Sample (Analyte Abserbance values
identifier volume weight volume
mL) (mg) mL)

A B Average

"
Total Glucan 0,1 100
Alpha Glucan a,1 10,3

0,1 10,3

0.1 100
0,1 10,3

a,n 10,3

. an
Instructions MegaCalc

Sekil 4.11 Beta glukan safligin1 hesaplayan program (https://www.megazyme.com/beta-
glucan-assay-Kit-yeast-mushroom 2021)
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4.5.3 Antron — siilfiirik asit analiz ile enzimatik analiz yonteminin karsilastirilmasi

Antron — siilfiirik asit analizi ve enzimatik analiz beta glukan safligin1 belirlerken
kullanilan analiz yontemleridir. Antron — siilfiirik asit analiz yontemi daha hizli ve kolay
uygulanirken enzimatik analiz daha dogru ve kesin sonuglar vermektedir. Hem daha
hizli hem daha kesin sonug¢ veren yontem i¢in bu iki analiz arasinda kalibrasyon
dogrusu olusturulmustur. Bu grafik sayesinde antron — siilfiirik asit yontemi ile bulunan
beta glukan safliginin enzimatik karsiligi hesaplanabilmektedir. Grafik sekil 4.12°de

verilmistir.

0,6
0,5
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Enzimatik analiz % beta glukan

y =0,0048x + 0,1855
R?=0,9996

Antron-sulfiirik asit beta
glukan (mg/mL)

Sekil 4.12 iki farkli analiz yontemi arasindaki kalibrayon grafigi

4.5.4 Bradford analiz yontemi

Cozeltideki protein derisiminin belirlendigi analiz hassas, ucuz, hizli dlglilen ve
dogrulugu yiiksek olmalidir. Protein analizinde kullanilan yontemlerden biri de
Bradford analizidir. Bradford analizi, Bradford reaktifi proteinle kompleks olusturup
renk vermektedir. Bu kompleksin UV spektrofotometrede absorbansi olgiiliip 6rnek
cozeltideki protein derisiminin bulunmasini saglamaktadir. Bradford reaktifi ise
commassie brilliant blue boyasinin asidik ¢ozeltisidir. Bradford analiz yontemi, tek
reaktifli olmasi, reaksiyon hizlihgi, yiikksek protein — boya kompleks kararliligi ve
yiiksek tekrarlanabilir olmasi avantajlaridir (Becker vd. 1996).
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Mayanin hiicre duvarindan ekstraksiyon ile proteinler giderilmektedir. Bu proteinler
siipernatantta bulunmaktadir ve buradaki proteinlerin derisimi belirlenmistir. Ciinkii
giderilen protein derisimi ne kadar yliksekse saflifinda o kadar yiiksek olmasi

beklenmektedir. Yontemin basamaklari sekil 4.13’teki gibidir.

Ornek ¢ozeltilerden 1 mL alimip mikrofiijde santrifiijlenmistir.

Ornegin siipernatant kismindan 20 pL almip test tiipiine koyulmustur.

|
|

Ekstraksiyonda hangi ¢oziicii kullanildiysa 0 ¢oziiciiden 100 uL ve di sudan 80 uL test}

)

tiipe eklenmistir.

)

boyunda UV spektrofotometrede absorbans 6l¢tilmiistiir.

)

2 mL test tiipe Bradford reaktifi eklenip 5 dk beklendikten sonra 595 nm dalga}

Sekil 4.13 Bradford analiz yonteminin basamaklar1

Orneklerin protein analizleri yapilmadan ekstraksiyonda kullanilan farkli her bir ¢oziicii

i¢in kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Grafikler sekil 4.14’te gosterilmistir.
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(b)

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbans

y = 3,6864x
R2=10,9516

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Protein Derisimi (mg/mL)

0,3

(©)

Sekil 4.14 Alkali (a), etanol (b), tampon (c) ¢oziiciileri i¢in olusturulan kalibrasyon

grafikleri
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Sekil 4.15’in a kismindaki fotografin sag tarafindaki mavi 6rnekler ultrasonik destekli

alkali — asidik ekstraksiyon yontemindeki alkali agamasindan sonra alinan siipenatant

Ornegidir.

(b)

Sekil 4.15 Ekstraksiyon yontemlerinin alkali (a) ve etanol (b) asamasindan sonra alinan
ornekler

Her iki fotografin en solundaki iki tiip kor c¢ozeltileridir. Sekil 4.15’in b kismindaki
fotograftaki ornekler otoliz ultrasonik destekli asidik ve ultrasonik destekli alkali —
asidik ekstraksiyon yontemlerinin son asamasi olan mutlak etanolle yikama sonrasi
alinan siipernatant 6rnekleridir. Fotograflarda da goriildiigli iizere ilk agamadan sonra
protein giderimi daha fazladir. Bradford reaktifi ne kadar yiiksek derisimli proteinle

kompleks olusturursa o kadar daha mavi renk olmaktadir.

455FTIR

Beta glukanlar, glikozlarin beta glikozidik baglarla birbirine baglanmasiyla
olusmaktadir.

FTIR analizlerinde beta glukanin yapis1 karakterize edilmektedir. En 6nemli bakilacak
bag beta glikozidik bagin yapist olan C — O — C bagidir. Bu bagin pik verdigi dalga
sayist onemlidir. Bu bag 1050 — 1300 cm™ araliginda pik vermektedir (Sabuncu vd.
2016). FTIR analizlerinde Sigma markali referans beta glukan ile orneklerin pikleri

karsilastirilmistir.

68



4.5.6 Statik 151k sac¢ilimi (SLS)

Statik 151k sagilimi polimerlerin  molekiil kiitlelerinin belirlenmesinde kullanilan
yontemdir. 30 — 150° agilar arasinda g¢oklu dlgliim yapabilen SLS yonteminin temeli
optik heterojenitedir. Lazer kaynagi mevcuttur. SLS yonteminde polimerin seyreltik
cOzeltisinden gecen 151k sagilima ugramaktadir. Bu yontemde Ornegin farkl
derisimlerinde ¢ozeltileri hazirlanmaktadir. Hazirlanacak ¢ozeltilerin derisimi 6rnek
derisimini  Olgebilecek  degerlerde  olmalidir.  Cozeltilerin =~ kirilma  indisleri

belirlenmektedir (Tansik 2019).

Bu tez kapsaminda iiretilen beta glukan drneklerinin molekiil kiitlesi analizi ODTU
Merkez Laboratuvari’nda Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) ile yaptirilmistir.
Ancak cihazda sadece THF ¢oziiciisliyle hazirlanan 6rnekler analiz edilebildiginden ve
analiz yapilabilecek derisimde beta glukan 6rneginin THF ¢oziiclisiinde ¢éziinememesi
nedeniyle beta glukan 6rneklerinin molekiil kiitlesinin belirlenmesi amaciyla yontemde
degisiklik yapilmistir. Farkli ektraksiyon yontemleriyle elde edilen beta glukanlarin
molekiil kiitlesi analizi ODTU Merkez Laboratuvari’nda Statik Istk Sagilimi (SLS) ) ile
yaptirilmistir Beta glukan ornekleri 40, 30, 20 ve 10 mg/mL derisimlerinde DMSO

¢Oziiciisii kullanilarak hazirlanmstir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1 On Calismalar

5.1.1 Farkh ekstraksiyon yontemlerinin beta glukanin verimine ve molekiil
kiitlesine etkisinin incelenmesi

Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonundan elde edilen beta glukan verimleri

ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyondan elde edilen beta glukan verimlerinden

daha yiiksek bulunmustur (¢izelge 5.1).

Cizelge 5.1 Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen beta glukan verimlerinin

karsilastiriimasi

Ekstraksiyon Yontemi el GILEI:/?;‘I Verimi
UDAAE-1 15.00
UDAAE-2 6.10
UDAAE-3 4.86
OUDAE-1 17.08
OUDAE-2 7.74
OUDAE-3 12.78

(UDAAE: Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonu, OUDAE: Otoliz ultrasonik destekli asidik
ekstraksiyonu)

Bu sonucun ultrasonik alkali-asidik ekstraksiyonunda bir tane hiicre duvari par¢alama
yontemi kullanilirken otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonunda iki tane hiicre
duvar1 pargalama yontemi kullanilmasindan dolay1 oldugu tahmin edilmektedir. Ancak,
beta glukan safliklar1 incelenemedigi icin otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon
daha iyi bir yontem denememektedir. Ciinkii safsizlig1 yiiksek oldugu icin de verim
daha yiiksek bulunmus olabilmektedir. Ayrica, ilk deneylerde elde edilen beta glukan
verimleri diger deneylerdeki elde edilen beta glukan verimlerinden fazla ¢ikmasinin
sebebi, ilk deneyde mayalarin ¢cogalma asamasindaki iistel evrenin stiresi (10 saat) diger

deneylerdeki mayalarin ¢ogalma asamasindaki iistel evrenin siliresinden (8 saat) daha
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fazla olmasidir. Ustel evrenin siiresi uzadik¢a da hiicre yaslanmakta ve hiicre duvar
kalinlasmaktadir. Bu sayede, hiicre duvarindaki beta glukan miktar1 da artmaktadir.
Farkli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen beta glukanlarin molekiil kiitleleri sekil

5.1°de verilmistir.

120
100 -

T

UDAAE-1UDAAE-2UDAAE-30UDAE-10UDAE-20UDAE-3

Mw (kDa)
N A OO @
o O O o

(UDAAE: Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonu, OUDAE: otoliz ultrasonik destekli asidik
ekstraksiyonu)

Sekil 5.1 Farkli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen beta glukanlarin molekiil kiitleleri

Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonun molekiil kiitlesi degerleri diger yonteme
gore daha diisiik bulunmustur. Bunun sebebi, otoliz asamasinda beta glukani pargalayan

enzimlerin de aktiflesmesi ve beta glukani par¢alamasidir.

Referans beta glukan ile farkli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen beta glukanlarin
FTIR analizleri yapilmistir ve sekil 5.2°’de gosterilen spektrumlarinin benzer oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 5.2 Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen beta glukanlarin FTIR
spektrumlar:

Hem referans hem de elde edilen beta glukan ornekleri; protein bdlgesinde yaklagik
1635 cm™ dalga sayisinda, C-O bagimi igeren polisakkarit bolgesinde 1000 —1200 cm™
dalga sayisi arasinda, C-H baginin oldugu bélgede yaklasik 2900 cm™ dalga sayisinda
ve OH baginin oldugu bolgede yaklasik 3400 — 3450 cm™ dalga sayisi arasinda pik
vermistir. Ayrica, yaklastk 2400 cm™ dalga sayisinda da ortamin neminden dolay:
olusan karbondioksit pik vermistir. Sekil 5.2’nin igindeki kiiciik grafik referansin ve

orneklerin sadece beta glikozidik bagini olusturan C-O baginin pikleri gosterilmistir.

5.1.2 Kuru ve yas mayanin beta glukan ektstraksiyonuna etkisinin incelenmesi

Elde edilen beta glukanlarla ¢ogaltilan mayalarla ilgili verim ve miktar bilgileri ¢izelge

5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2 Beta glukan ve maya verimi ve miktari

Mayanin Yas beta Kuru beta Beta g.IUl.(an
. 1. | Mayanm Kuru verimi
Ornekler yas kiitlesi S glukan glukan
@) kiitlesi (g) @ %) (gb.g./g
maya)
Yas maya 1.67 - 0.4406 0.0543 0.26
Yas maya 1.65 - 0.5308 0.0487 0.32
Kuru maya 1.67 0.279 0.3996 0.0326 0.12
Kuru maya 1.66 0.295 0.3476 0.0226 0.08
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Beta glukan verimleri incelendiginde yas mayadan elde edilen beta glukan veriminin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak, mayadan elde edilecek maksimum beta
glukan verimi % 16’dir. Yas mayadan elde edilen beta glukan verimi daha yiiksek
c¢ikmistir. Bunun sebebi, igerdigi su miktaridir. Bu sebeple de bundan sonraki
deneylerde kuru mayadan ekstraksiyon yapilmasmin daha iyi olacagi belirlenmistir.
Referans beta glukan ile yas ve kuru mayadan elde edilen beta glukanlarin FTIR

analizleri yapilmistir ve sekil 5.3’te gosterilen spektrumlarinin benzer oldugu

gorilmiistiir.
90
80 - {/\/-
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g 100
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5000 4000 3000 2000 1000 0
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Sekil 5.3 Elde edilen beta glukanlarin FTIR spektrumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan ornekleri; protein bdlgesinde yaklasik
1600 - 1650 cm™ dalga sayis1 araliginda, C-O bagim igeren (beta glikozidik)
polisakkarit bolgesinde 900 —1100 cm™ dalga sayis1 arasinda, C-H bagmin oldugu
bolgede yaklasik 2900 cm™ dalga sayisi civarinda ve OH bagmim oldugu bélgede
yaklasik 3400 — 3425 cm™ dalga sayis1 arasinda pik vermistir. Ayrica, yaklasik 2400
cm* dalga sayisinda da ortamin neminden dolayr olusan karbondioksit pik vermistir.
Sekil 5.3’1in i¢indeki kiiciik grafik referansin ve drneklerin sadece beta glikozidik bagini

olusturan C-O baginin pikleri gosterilmistir.
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5.1.3 Ticari ve laboratuvarda iiretilen mayalarin beta glukan verimlerinin ve
safliklarimin karsilastirilmasi

Ticari ve laboratuvarda liretilen mayadan elde edilen beta glukanlarin verimleri ve

safliklar cizelge 5.3’te gOsterilmistir.

Cizelge 5.3 Ticari ve laboratuvarda iiretilen mayadan elde edilen beta glukanlarin
verimleri ve safliklari

- Beta glukan verimi Beta glukan safligi
Ornek Adi (%) (ug/mL)

Pak Maya Aktif 14.62 98.3

Pak Maya Instant 14.75 100.6
Laboratuvarda Uretilen 18.73 53

Maya

Yapilan bir calismada, mayalarin besi ortamina farkli katki besi ortami katilarak
cogaltilip bu mayalardan elde edilen beta glukanlarin verimleri incelenmistir ve en
yiiksek beta glukan verimi EDTA igeren besi ortaminda g¢ogaltilan mayadan elde
edilmistir (Sabuncu 2016). Bu nedenle, laboratuvarda tiretilen mayalar, EDTA igeren
besi ortaminda ¢ogaltilmistir ve en yiiksek beta glukan verimi laboratuvarda tiretilen
mayadan elde edilmistir. Pak maya aktiften ve pak maya instanttan elde edilen beta
glukan verimleri birbirine benzer bulunmustur. Bunun sebebi de her ikisinde {iretilen
mayalarin  benzer iretim kosullarinda ve standartlarda {retilmesi olabildigi
diigiiniilmektedir. Ancak, antron-siilfiirik asit yontemi ile bulunan beta glukan safliklar
incelendiginde pak mayadan elde edilen ¢dkeleklerin beta glukan safligi daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Beta glukan safliginin yiiksek olmasi, ekonomik olmasi ve beta
glukan verimininde iyi olmas1 sebebiyle diger deneylerde kaynak olarak pak maya aktif
kullanilmast uygun bulunmustur. Kullanilan antron - siilfiirik asit analiz

kalibrasyonunun yenilenmesine karar verilmistir.

FTIR spektrumlari incelendiginde hem ticari hem de laboratuvarda iiretilen mayadan

elde edilen ¢okeleklerde beta glikozidik bagi oldugu goriilmistiir (sekil 5.4).
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Sekil 5.4 Farkli iiretilen mayalardan elde edilen beta glukanlarin FTIR spektrumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan ornekleri; protein bolgesinde yaklagik
1635 cm™ dalga sayisinda, C-O bagini iceren polisakkarit bolgesinde 1000 —1100 cm™
dalga sayis1 arasinda, C-H bagmn oldugu bolgede 2900 cm™ dalga sayisi civarinda ve
OH bagmin oldugu bélgede yaklasik 3400 — 3450 cm™ dalga sayis1 arasinda pik
vermigtir. Sekil 5.4°lin igindeki kiiglik grafik referansin ve Orneklerin sadece beta

glikozidik bagini olusturan C-O baginin pikleri gosterilmistir.

5.2 Ultrasonik Destekli Alkali — Asidik Ekstraksiyonu
5.2.1 Alkali ¢oziiciilerin beta glukan iiretimine etkisi

Beta glukan elde edilmesinde kullanilan ultrasonik destekli alkali-asidik
ekstraksiyonunda farkli alkali ¢oziiciiler kullanilarak beta glukan verimine ve igerigine
etkisi incelenmistir. Zayif, orta ve kuvvetli alkali ¢oziiciiler kullanilmistir. Kontrol
olarak 2 M NaOH (yaklasik pH 13.5) kullanilmistir. Bu kosullarda elde edilen beta

glukanlarin verimleri ve safliklari ¢izelge 5.4 ve ¢izelge 5.5’te verilmistir.
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Cizelge 5.4 Farkli alkali ¢oziiciiler kullanilarak S.cerevisiae mayasindan elde edilen
beta glukanlarin verimleri ve safliklar1 (pH 10)

" Beta glukan verimi Beta glukan safligi
Ornek adi g (%) (gmg /mL) &
K,COs31 50.35 0.26
K,COg3, 50.41 0.32
K2COs33 50.86 0.36
NaOH; 62.91 0.20
NaOH, 62.70 0.21
NaOHs 62.59 0.16
Ca(OH),.1 61.44 0.31
Ca(OH),.» 60.74 0.36
Ca(OH),3 61.54 0.29
Kontrol 13.72 0.66

Cizelge 5.5 Farkli alkali ¢oziiciiler kullanilarak S.cerevisiae mayasindan elde edilen
beta glukanlarin verimleri ve safliklar1 (pH 12)

" Beta glukan verimi Beta glukan saflig:
Ornek adi g (%) (gmg /mL) g
K,COg31 52.37 0.24
K2COs3, 52.25 0.13
K,CO33 50.88 0.22
NaOH; 58.95 0.28
NaOH, 58.19 0.27
NaOHs 58.44 0.25
Ca(OH)2.1 62.01 0.19
Ca(OH),., 61.76 0.22
Ca(OH),.3 64.25 0.18
Kontrol 13.23 0.66

Maya hiicresinde dogal olarak bulunan beta glukan miktar1 % 8-16’dir. Ancak, ¢izelge
5.4 ve 5.5 incelendiginde kontrol disindaki 6rneklerin beta glukan verimleri olmasi
gerekenden fazla ¢ikmistir. Bunun sebebi, kontrol disindaki orneklerde beta glukan
disindaki  molekiillerin  (protein, yag gibi) hiicre duvarindan tam olarak
giderilememesidir. Dolayisiyla, beta glukan safliklarinin  diigik  oldugunu
gostermektedir. Bu sonucu da yapilan antron-siilfiirik asit yontemiyle belirlenen beta
glukan safliklar1 desteklemektedir. Hem verim hem de saflik olarak en iyi sonucu 2 M
NaOH ile yapilan ekstraksiyonla elde edilen beta glukan ornekleri verdigi icin 2 M
NaOH ile deneylere devam edilmistir. pH 10 degerinde potasyum karbonat pH
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12°dekine gore verim ve saflik olarak daha iyi sonug¢ vermistir. Kalsiyum karbonatta ise
pH verimi etkilememis ama pH arttikca saflik diismiistiir. Potasyum karbonat ve
kalsiyum karbonat suda tam olarak ¢6ziinen kimyasallar olmadigi i¢in bu sonuglar elde
edilmis olabilir. pH 12 degerini elde edebilmek i¢in daha fazla malzeme kullanilmasina
ragmen belli bir ¢éziinme degeri oldugu icin tam ¢oziinmediginden ekstraksiyon verimli
olmamig olabilir. Kalsiyum karbonat ¢ozeltisinde ¢okme oldugu gozle goriilmistiir.
Sodyum hidroksitte pH arttikca ekstraksiyonun daha etkili oldugu sonuglarda

gorilmiistiir.

FTIR spektrumlart karsilagtirildiginda referans beta glukanla farkli alkali ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen beta glukan 6rneklerinin FTIR spektrumlarinin benzer oldugu
ve beta glukani olusturan beta glikozidik baginin oldugu dalga sayisinda pik verdigi
goriilmektedir (sekil 5.5).
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£ 60 - — KCpHIO
:ﬁ R
3 so - KCpHI12
oo —— CHpHI10
Z 40 -
3 —— CHpHI12
30 A NHpH10
20 J NHpH12
KpH10
10 -
1150950 KpH12
0 . . . r .
5000 4000 3000 2000 1000 0
Dalga sayis1 (cm-1)

(KCpH10: pH degeri olan 10 K,CO; ¢ozeltisiyle elde edilen beta glukan ornekleri, KCpH12: pH degeri
olan 12 K,COj; ¢ozeltisiyle elde edilen beta glukan ornekleri; CHpH10: pH degeri olan 10 Ca(OH),
¢ozeltisiyle elde edilen beta glukan ornekleri, CHpH12: pH degeri olan 12 Ca(OH), c¢ozeltisiyle elde
edilen beta glukan drnekleri; NHpH10: pH degeri olan 10 NaOH c¢dzeltisiyle elde edilen beta glukan
ornekleri, NHpH12: pH degeri olan 12 NaOH ¢ozeltisiyle elde edilen beta glukan 6rnekleri; KpH10 ve
KpH12: Hem pH 10 deneylerinde hem de pH 12 deneylerinde kontrol olarak 2 M NaOH ¢ozeltisiyle elde
edilen beta glukan 6rnekleri)

Sekil 5.5 Farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen beta glukanlarin FTIR spektrumlari
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Hem referans hem de elde edilen beta glukan 6rnekleri; protein bolgesinde yaklasik
1600 - 1670 cm™ dalga sayisi arasinda, C-O bagini iceren polisakkarit bolgesinde 1000
~1100 cm™ dalga sayist arasinda, C-H bagmin oldugu bolgede 2900 - 2940 cm™ dalga
sayisi araliginda ve OH baginin oldugu bolgede yaklasik 3350 — 3480 cm™ dalga sayisi
arasinda pik vermistir. Ayrica, yaklagik 2400 cm* dalga sayisinda da ortamin neminden
dolay1 olusan karbondioksit pik vermistir. Sekil 5.5’in i¢indeki kiigiik grafik referansin

ve Orneklerin sadece beta glikozidik bagini olusturan C-O baginin pikleri gosterilmistir.

5.2.2 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonun kosullarinin optimizasyonu

Literatiirde yapilan calismalar incelendiginde mayalardan beta glukan eldesinde en ¢ok
kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri alkali-asidik ekstraksiyonu oldugu i¢in bu
tez c¢aligmasinda kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri olarak se¢ilmistir.
Yontemdeki hangi ekstraksiyon kosullari ve bu kosullarin alt, iist ve merkez noktalari
literatiirde daha once yapilan ¢aligmalar incelenerek belirlenmistir. Bu sebeple, Box-
Behnken istatistiksel deneysel tasarim yontemi, ultrasonik destekli alkali-asidik
ekstraksiyon ydnteminin optimizasyonunda kullanilmistir. Ug faktorlii, ii¢ seviyeli, iki
yanitli ve U¢ tekrarli deney tasarim matrisi Design Expert paket programinda

olusturulmustur ve elde edilen sonuglar ¢izelge 5.6’da verilmistir
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Cizelge 5.6 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu
ile elde edilen sonuglar

Deney Coziicii/Katr Ekstraksi}/on Ekstr‘gksi‘yon Beta G Iul_<an Beta GIlVJkan
No Orani (mL/mg) Slcgkhgl Siiresi Verimi Saflig1
(°C) (dk) (%) (mg/mL)

1 0.006 55 60 19.76 0.115
2 0.01 55 60 16.69 0.34

3 0.006 95 60 12.39 0.35

4 0.01 95 60 13.21 0.365
5 0.006 75 30 16.04 0.24

6 0.01 75 30 16.75 0.275
7 0.006 75 90 13.52 0.45

8 0.01 75 90 12.87 0.36

9 0.008 55 30 23.84 0.135
10 0.008 95 30 13.09 0.46
11 0.008 55 90 17.51 0.305
12 0.008 95 90 11.70 0.375
13 0.008 75 60 16.17 0.27
14 0.008 75 60 13.64 0.46
15 0.008 75 60 13.72 0.35
16 0.008 75 60 13.56 0.335
17 0.008 75 60 15.07 0.21

Beta glukan iretiminde uygulanan ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyon

yonteminin kosullart Box — Behnken istatistiksel deney tasarim yontemi kullanilarak

optimize edilmistir.

Optimizasyon

icin kullanilan Design Expert programina

ekstraksiyon kosullarinin minimum ve maksimum degerleri girilerek deneysel tasarim

tablosu olusturulmustur. Tasarim yonteminde faktorler; ¢oziicli/kat1 orani, ekstraksiyon

sicakligi ve siiresidir. Tasarim yOnteminin yanitlari; beta glukan verimi ve safligidir.

Deneyler merkezi noktada bes tekrarli yapilmistir. Beta glukan verimi i¢in ANOVA

tablosu cizelge 5.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.7 Beta glukan verimi i¢in ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F- .
Kaynak Toplami df Kare degeri p - degeri
Model 140.83 9 15.65 10.65 0.0025 anlaml
A — Coziicli/Kat1 Orani 0.5995 1 0.5995 0.4081 0.5433
B — Ekstraksiyon Sicaklig1 93.91 1 93.91 63.93 <0.0001
C — Ekstraksiyon Siiresi 24.92 1 24.92 16.97 0.0045
AB 3.78 1 3.78 2.58 0.1526
AC 0.4624 1 0.4624 0.3148 0.5923
BC 6.10 1 6.10 4.15 0.0810
A’ 0.4578 1 0.4578 0.3117 0.5941
B* 8.37 1 8.37 5.70 0.0483
c’ 2.02 1 2.02 1.38 0.2792
Artik 10.28 7 1.47
Uyum Eksikligi 4.96 3 1.65 1.24 0.4048 anlamsiz
Saf Hata 5.32 4 1.33
Toplam 151.11 16

Modelin F degeri modelin anlamli oldugunu gostermektedir. B, C ve B? model

terimlerinin p degerleri 0.05’ten kiigiik oldugu i¢in anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu

durum, ekstraksiyon sicakligi ve siiresi model terimlerinin beta glukan veriminin

tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Uyum eksikligi degeri anlamli olmadig:

bulunmustur. Modelin anlamli ve uyum eksikliginin anlamsiz olmasi se¢ilen modelin

uyumlu ve gegerli oldugunu gostermistir. Ayrica, modelin R? degeri de 0.9320 olarak

bulunmustur. R? degerinin 1 degerine yakin olmasi regresyon modelinin uyumunun iyi

oldugunu kanitlamigtir. Kodlanmis ve gercek degerler cinsinden yanit ve faktorlerin

arasindaki matematiksel iliskiyi veren regresyon model denklemleri esitlik (3.4) ve (3.5)

’te verilmistir.

Beta glukan verimi = 14.43 - 0.2738*A — 3.43*B — 1.77*C + 0.9725*AB
- 0.3400*AC + 1.23*BC — 0.3298*A%+ 1.41*B?
+0.6927*C°

Beta glukan verimi = 70.36208 — 301.31250*¢oziicii/kat1 orani

— 1.01816*ekstraksiyon sicakligi

— 0.260242*ekstraksiyon siiresi

+ 24.31250%* ¢oziicii/kat1 orani* ekstraksiyon sicakligi
—5.66667* ¢oziicli/kat1 oran1* ekstraksiyon siiresi
+0.002058* ekstraksiyon sicakligi*ekstraksiyon stiresi
- 82437.500%* ¢oziicii/kat1 orant 2

+0.003526* ekstraksiyon sicakligi 2

+0.000770* ekstraksiyon siiresi’
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Beta glukan veriminin kodlanmis faktorlerle olusturulan denklemi esitlik 3.4’te
verilmigtir. Faktorlerin en diisiik kod degeri -1 ve en yiikksek kod degeri +1°dir.
Faktorlerin ger¢ek degerleri ile olusturulan denklem esitlik 3.5’te verilmistir. Kodlanmis
denklem faktor katsayilarini karsilagtirarak faktorlerin goreceli etkisini tanimlamak i¢in
daha kullanighdir. Kodlanmis faktorlerle olusturulan esitlik 3.4’te de goriildiigii gibi
ekstraksiyon sicakliginin (B) ve ekstraksiyon siiresinin (C) karesel etkisi, ¢oziicii/kati
orant (A) ve ekstraksiyon sicakligimin birlikte etkisi ve ekstraksiyon sicakliginin ve
siiresinin birlikte etkisi beta glukan verimi iizerine etkisi pozitifken c¢oziicii/kati
oraninin, ekstraksiyon sicakliginin ve ekstraksiyon siiresinin, ¢oziicli/katt oranin
karesinin ve ¢oziicii/kat1 oran1 (A) ve ekstraksiyon siiresinin birlikte etkisi beta glukan

verimine etkisi negatiftir.

Esitlik 3.3 kullanilarak beta glukan veriminin tahmini degerleri hesaplanirken beta
glukanin gercek degerleri, deney tasarim kosullarina gore yapilan deneyler sonucunda
elde edilmistir. Elde edilen degerler lineer ¢izgiye ne kadar yakin olurlarsa modelin o
kadar uyumlu ve iyi oldugunu gostermektedir. Beta glukan veriminin gercek degerleri
lineer ¢izginin etrafinda toplanmasi uyumlu oldugunu gostermektedir (sekil 5.6). Ayni
zamanda R? degeri ne kadar 1’e yakinsa o kadar gergek ve tahmini degerler birbirine
uyumlu demektir. Bu ¢alismada da R? degeri 1 degerine yaki oldugu igin gercek ve

tahmini degerler birbirine uyumlu bulunmustur.

Predicted vs. Actual

Beta glukan verimi

cColor points by value of -
Beta glukan verimi: 22 7

17 W 2564 -

Predicted
il

Sekil 5.6 Beta glukan veriminin tahmini degerlerine kars1 gercek degerlerinin grafigi
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Tasarim alanindaki tiim faktorlerin beta glukan safligina olana etkilerini karsilastiran

pertiirbasyon grafigi sekil 5.7’de verilmistir.

Factor Coding: Coded Perturbation

Beta glukan verimi (%) 24

22|
Coded Factors
A CoHzOcl/Kat Oranmi = 0.000
B: Ekstraksiyon Sicakhign = 0.000 20 _|
C: Ekstraksiyon Sdresi = 0.000

Beta glukan verimi (%)

T T T T T
-1.000 -0.500 0.000 0.500 1.000

Deviation from Reference Point (Coded Units)

Sekil 5.7 Faktorlerin beta glukan verimi iizerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon
grafigi

Pertiirbasyon grafigi incelendiginde minimumdan maksimum degere gidildikge
ekstraksiyon sicakliginin ve ekstraksiyon siiresinin beta glukan verimini azalttigi
¢ozilicli/kat1 oranin beta glukan verimini etkilemedigi goriilmiistir.

Her bir ¢oziicii/kati oranmi i¢in beta glukan verimine etkisini gosteren yanit yiizey

grafikleri sekil 5.8de verilmistir.

K QelilXati Orani = 0.008

o Beta glukan verimi (%)
Beta glkan verimi (%) Beta gloan vermi (¥) o
g Points:
Design Ponts: Desqn Ponts
@ oow Sutace
@ reow Sutace @ oove Sutace X
g 2 A (O Below Surface U
Q) Below Surface (O Below Surface
nr [l n [as i RN
. 3 X:Rsalsyonsakly

N=kiiabionsallh ¢ 0= BsalsyonSciy 3 st ¢
X2 = C Eistraksyon Siresi E = Eistisyn s < 12 = C Eistraksyon Sires £

§ §

3 >

H
Actual Factor H AchalFhr Actual Factor j
K GlrbcXat Oran= 0006 3 K Gezied/Xab Orans = Q01 3

o L)

§ [

: i

Beta glukan verimi

0, %
30 5%

&® 5
B Estraksyon Scakhd (00

Sekil 5.8 Farkli1 ¢oziicii/katt orant kullanmanin beta glukan verimine etkisini gosteren
yanit ylizey grafikleri
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Grafikler ayr1 ayr incelendiginde ¢oziicii/kat1 orant 0.006 v/w oldugunda beta glukan
veriminin en yiiksek oldugu deger yaklasik % 23.42 ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon sicakligi 55°C ve siiresi 30 dk oldugu bulunmustur. Coziicii/katt orani
0.008 v/w oldugunda beta glukan veriminin en yiiksek oldugu deger yaklasik % 22.93
ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon sicakligi 55°C ve siiresi 30 dk oldugu ve
coziicii/kat1 oran1 0.01 v/w oldugunda ise beta glukan veriminin en yiiksek oldugu deger
yaklasik % 21.69 ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon sicakligi 55°C ve siiresi 30
dk oldugu bulunmustur. Yanit yiizey grafiklerden bulunan degerlerde de goriildiigii gibi
farkli c¢oziicii/katt oranlarinin  beta glukan verimi iizerinde fazla etkilemedigi

gorilmiustir.

Her bir ekstraksiyon sicakliginin beta glukan verimine etkisini gésteren yanit yiizey

grafikleri sekil 5.9’da verilmistir.

Beta glukan verimi (%) Beta glukan verimi () Beta glukan verimi (%)
Desgn Ponts: Design Ponts: Design P

@ Above Surface @ Above Surface @ toow Sutace
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X2= C Eistaksiyon Siresi X2 = C lstraksyon Sires X2 C Eistaksyon Sres
Actual actor Actual Factor Achual Focor

& Estalsiyon Sk = 55 & Exstalsijon Scaklg = 75 & Btalsyon Scal = 95

A Gozuau/X

C: Ekstraksiyon Siresi (dk

Sekil 5.9 Ekstraksiyon sicakliginin beta glukan verimine etkisini gosteren yanit yiizey
grafikleri

Grafikler ayr1 ayri incelendiginde ekstraksiyon sicaklifi 55°C oldugunda beta glukan
veriminin en yiiksek oldugu deger yaklasik % 23.47 ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon stiresi 30 dk c¢oziicii/katt oranmin 0.006 v/w oldugu bulunmustur.
Ekstraksiyon sicakligi 75°C oldugunda beta glukan veriminin en yiiksek oldugu deger
yaklagik % 16.87 ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon siiresi 30 dk ¢oziicii/kat
oraninin 0.008 v/w oldugu ve ekstraksiyon sicakligi 95°C oldugunda beta glukan
veriminin en yliksek oldugu deger yaklasik 0.1433 ve bu degere karsilik gelen

ekstraksiyon stiresi 30 dk ¢6ziicti/kat1 oraninin 0.01 v/w oldugu bulunmustur.
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Yanit ylizey grafiklerden bulunan degerlerde de goriildiigii gibi ekstraksiyon
sicakliginin degismesinin beta glukan verimini etkiledigi goriilmiistiir. En yiiksek beta

glukan verimi 55°C, 30 dk ve 0.006 v/w ¢oziicii/kat1 oraninda bulunmustur.

Her bir ekstraksiyon siiresinin beta glukan verimine etkisini gdsteren yanit yiizey

grafikleri sekil 5.10°da verilmistir.

Beta glukan verimi (%) Beta ghukan verimi (%)
Design Ponts: g ot
@ Above Surace [
0 Below Surface 0 seow Surtace /\\\
n las w [las
o /-\\\
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£ [
Actual Factor Actual Facter

2 2
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3 3

Sekil 5.10 Ekstraksiyon siiresinin beta glukan verimine etkisini gésteren yanit ylizey
grafikleri

Grafikler ayr1 ayr1 incelendiginde ekstraksiyon siiresi 30 dk oldugunda beta glukan
veriminin en yiiksek oldugu deger yaklasik % 23.43 ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon sicakligt 55°C ve c¢ozicii/katt oram1 0.006 v/w oldugu bulunmustur.
Ekstraksiyon siiresi 60 dk oldugunda beta glukan veriminin en yiiksek oldugu deger
yaklasik % 20.12 ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon sicakligi 55°C ve ¢oziicii/kat
orant 0.006 v/w oldugu ve ekstraksiyon stiresi 90 dk oldugunda beta glukan veriminin
en yiksek oldugu deger yaklasik % 18.20 ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon
sicakligt 55°C ve ¢ozicii/katt oran1 0.006 v/w oldugu bulunmustur. Yanit yiizey
grafiklerden bulunan degerlerde de goriildiigli gibi ekstraksiyon siiresinin degismesinin
beta glukan verimini etkiledigi goriilmiistiir. En yiiksek beta glukan verimi 55°C, 30 dk
ve 0.006 v/w kosullarinda bulunmustur.

Beta glukan saflig1 i¢cin yapilan ANOVA istatistiksel analizinin sonuglari ¢izelge 5.8°de

verilmistir.
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Cizelge 5.8 Beta glukan safligi igin ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F-

Kaynak Toplami af Kare degeri P - degeri

Model 0.1067 9 0.0119 7.47 00341 | anlaml
A — Cziicii/Kat: Orant 0.0160 1 0.0160 10.05 | 0.0338

B - Ekstraksiyon | a6 1 0.0536 33.80 | 0.0044

Sicaklig

C —  FEkstraksiyon | 4 5094 1 00014 | 08538 | 0.4078

Siiresi

AB 0.0110 1 0.0110 6.95 0.0578

AC 0.0020 1 0.0020 1.28 0.3210

BC 0.0163 1 0.0163 1025 | 0.0329

A’ 0.0044 1 0.0044 2.76 0.1718

B? 0.0005 1 0.0005 0.2905 | 0.6185

c? 0.0004 1 0.0004 02713 | 0.6299

Artik 0.0063 4 0.0016

Uyum Eksikligi 0.0027 2 0.0014 0.7548 | 05699 | anlamsiz
Saf Hata 0.0036 2 0.0018

Toplam 0.1131 13

Modelin F degeri modelin anlamli oldugunu gostermektedir. A, B ve BC model
terimlerinin p degerleri 0.05’ten kiigiik oldugu i¢in anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu
durum, ¢oziicii/kat1 orani, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin
birlikte etkilesimi model terimlerinin beta glukan veriminin {izerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Uyum eksikligi degeri anlamli olmadigi bulunmustur. Modelin anlaml
ve uyum eksikliginin anlamsiz olmasi se¢ilen modelin uyumlu ve gegerli oldugunu
gostermistir. Ayrica, modelin R? degeri de 0.9439 olarak bulunmustur. R? degeri 1
degerine yakin olmasi regresyon modelinin uyumunun iyi oldugunu kanitlamistir.
Kodlanmis ve gercek degerler cinsinden yanit ve faktorlerin arasindaki matematiksel

iliskiyi veren regresyon model denklemleri esitlik (3.6) ve (3.7) de verilmistir.

Beta glukan safligi = 0.3183 + 0.0547*A + 0.0819*B + 0.0159*C - 0.0525*AB
+0.0319*AC - 0.0638*BC — 0.0382*A? + 0.0124*B?
- 0.0120*C? (3.6)
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Beta glukan safligi = - 1.73521 + 246.82292 * ¢6ziicli/kat1 orani
+0.016320 * ekstraksiyon sicaklig1
+ 0.005847 * ekstraksiyon siiresi
- 1.31250 * ¢oziicti/kat1 oran1 * ekstraksiyon sicakligi
+ 0.531250 * ¢oziicii/kat1 oran1 * ekstraksiyon stiresi
- 0.000106 * ekstraksiyon swakhgl * ekstraksiyon stiresi
-9557.29167 * ¢oziicli/kat1 orani
+0.000031 * ekstraksiyon sicakligi’
- 0.000013 * ekstraksiyon siiresi’ (3.7

Beta glukan safliginin kodlanmis faktorlerle olusturulan denklemi esitlik 3.6’da
verilmigtir. Faktorlerin en diisiik kod degeri -1 ve en yiikksek kod degeri +1°dir.
Faktorlerin gercek degerleri ile olusturulan denklem esitlik 3.7°de verilmistir. Faktor
katsayilarin1 karsilagtirarak faktorlerin goreceli etkisini tanimladigr i¢in kodlanmig
denklem daha kullamishidir. Kodlanmus faktorlerle olusturulan esitlik 3.6°da da
goriildiigii gibi ekstraksiyon sicakliginin (B) ve ekstraksiyon siiresinin (C), ¢oziicii/kati
orani (A), ¢oziiclii/kat1 orani ile ekstraksiyon sicakliginin birlikte etkisi ve ekstraksiyon
sicakliginin karesinin etkisi beta glukan saflig1 iizerine etkisi pozitifken ¢oziicii/kati
orani ile ekstraksiyon sicakliginin birlikte etkisi, ekstraksiyon siiresi ile sicakliginin
birlikte etkisi, ¢oziicii/kati oraninin karesel ve ekstraksiyon siiresinin karesinin beta

glukan safligina etkisi negatiftir.

Beta glukan safliginin tahmini degerlerine kars1 gercek degerlerinin grafigi sekil 5.11°de

verilmistir.

Predicted vs. Actual

Beta glukan safligs

Color points by value of
Beta glukan saflig:

o.11s [ o046

Predi

Sekil 5.11 Beta glukan safliginin tahmini degerlerine kars1 gercek degerlerinin grafigi
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Esitlik 3.5 kullanilarak beta glukan safliginin tahmini degerleri hesaplanirken beta
glukanin gercek degerleri, deney tasarim kosullarina gore yapilan deneyler sonucunda
elde edilmistir. Elde edilen degerler lineer ¢izgiye ne kadar yakin olurlarsa modelin o
kadar uyumlu ve iyi oldugunu gostermektedir. Beta glukan safliginin gergek degerleri
lineer ¢izginin etrafinda toplanmasi uyumlu oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada da
R? degeri 1 degerine yaki oldugu i¢in gergek ve tahmini degerler birbirine uyumlu

bulunmustur.

Tasarim alanindaki tiim faktorlerin beta glukan safligina olana etkilerini karsilastiran

pertiirbasyon grafigi sekil 5.12°de verilmistir.

Factor Coding: Coded Perturbation

Beta glukan saflig: (mg/mL) s
B
Coded Factors 04 _|
A: Gozucu/Kati Orant = 0.000
B: Ekstraksiyon Sicakhigi = 0.000 rA

C: Ekstraksiyon Suresi = 0.000

03 _| G
/

Beta glukan safligi (mg/mL)

I I I I I
-1.000 -0500 0000 0.500 1.000

Dewiation from Reference Point (Coded Units)

Sekil 5.12 Faktorlerin beta glukan saflig1 iizerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon
grafigi

Referans noktast merkez nokta olan pertiirbasyon grafigi incelendiginde ekstraksiyon
sicakligi beta glukan saflig1 lizerinde en ¢ok etki eden faktdr oldugu goriilmektedir.
Coziicli’kat1 oran1 (A) ve ekstraksiyon siiresi (C) faktorlerinin beta glukan saflig
tizerine etkilerinin birbirine yakin ama ekstraksiyon sicakligina gore az etkisi oldugu
tespit edilmistir. Ekstraksiyon sicakligi ve coziicii/katt orami arttiginda beta glukan
saflig1 artarken ekstraksiyon sicakliginin beta glukan safligimi pek degistirmedigi

gorilmiistiir.
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Her bir ¢oziicii/kati orani i¢in beta glukan saflifina etkisini gosteren yanit yiizey

grafikleri sekil 5.13’te verilmistir.

Beta glukan saf (mg/mL) Beta glukan safl (mg/ml) Beta glukan safli (mg/ml)
Design Ponts: Design Points: Design Ponts:
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Sekil 5.13 Coziicli/kat1 oraninin beta glukan safligina etkisini gosteren yanit yiizey
grafikleri

Grafikler ayr ayr incelendiginde ¢oziicii/kat1 orant 0.006 v/w oldugunda beta glukan
safliginin en yiiksek oldugu deger yaklasik 0.44 mg/mL ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon sicakligi 95°C ve ekstraksiyon siiresi 30 dk oldugu bulunmustur.
Coziicti’kat1 oran1 0.008 v/w oldugunda beta glukan safliginin en yiiksek oldugu deger
yaklagik 0.45 mg/mL ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon sicakligi 95°C ve
ekstraksiyon siiresi 30 dk oldugu ve ¢oziicii/kati oran1 0.01 v/w oldugunda beta glukan
safliginin en yiiksek degeri yaklasgik 0.42 mg/mL ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon sicakligi 55°C ve ekstraksiyon siiresi 90 dk oldugu bulunmustur. Yant
yiizey grafiklerden bulunan degerlerde de goriildiigii gibi ¢oziicii/kati oraninin
degismesinin beta glukan safligin1 az etkisinin oldugu goriilmiistiir. En yiiksek beta

glukan verimi 95°C, 30 dk ve 0.008 v/w ¢oziicii/kat1 oraninda bulunmustur.

Her bir ekstraksiyon sicakliginin beta glukan saflifina etkisini gosteren yanit yiizey

grafikleri sekil 5.14°te verilmistir.
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Sekil 5.14 Ekstraksiyon sicakliginin beta glukan safligina etkisini gosteren yanit yiizey
grafikleri

Grafikler ayr1 ayr incelendiginde ekstraksiyon sicakligr 55°C oldugunda beta glukan
safliginin en yiiksek oldugu deger yaklasik 0.42 mg/mL ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon siiresinin 90 dk ve ¢oziicii/kati oran1 0.01 v/w oldugu bulunmustur.
Ekstraksiyon sicakligi 75°C oldugunda beta glukan safliginin en yiiksek oldugu deger
yaklasik 0.37 mg/mL ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon siiresinin 89 dk ve
coziicli’katt oran1 0.01 v/w oldugu belirlenmistir. Ekstraksiyon sicakligi 95°C
oldugunda beta glukan safliginin en yiiksek oldugu deger yaklasik 0.45 mg/mL ve bu
degere karsilik gelen ekstraksiyon siiresinin 30 dk ve ¢oziicli’kati oran1 0.007 v/w
oldugu bulunmustur. Yanit yiizey grafiklerden bulunan degerlerde de goriildiigii gibi
ekstraksiyon sicakligimin degismesinin beta glukan safligini etkiledigi goriilmiistiir.
Genel olarak sicakligin artmasi beta glukan safligini arttirmistir. En yiiksek beta glukan

verimi 95°C, 30 dk ve 0.007 v/w ¢oziicli/kat1 oraninda bulunmustur.

Her bir ekstraksiyon siiresinin beta glukan safligmma etkisini gosteren yanit ylizey

grafikleri sekil 5.15te verilmistir.
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Sekil 5.15 Ekstraksiyon siiresinin beta glukan safligina etkisini gésteren yanit yiizey
grafikleri

Grafikler ayr1 ayri incelendiginde ekstraksiyon siiresi 30 dk oldugunda beta glukan
safliginin en yiiksek oldugu deger yaklasik 0.45 mg/mL ve bu degere karsilik gelen
ekstraksiyon sicakligi 95°C ve ¢oziicli’kati orani 0.007 v/w oldugu bulunmustur.
Ekstraksiyon stiresi 60 dk oldugunda beta glukan safliginin en yiiksek oldugu deger
yaklasik 0.41 mg/mL ve bu degere karsilik gelen ekstraksiyon sicakligi 95°C ve
coziicii/kat1 oran1 0.008 v/w oldugu belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresi 90 dk oldugunda
beta glukan safliginin en yiiksek oldugu deger yaklasik 0.42 mg/mL ve bu degere
karsilik gelen ekstraksiyon sicakligt 55°C ve c¢oziicii/katt orant 0.01 v/w oldugu
bulunmustur. Yanit yiizey grafiklerden bulunan degerlerde de goriildigi gibi
ekstraksiyon siiresinin degismesinin beta glukan safligin1 daha az etkiledigi
goriilmistiir. En yiiksek beta glukan safligi 95°C, 30 dk ve 0.007 v/w ¢oziicii/kati

oraninda bulunmustur.

Beta glukan S.cerevisiae ekmek mayasinin hiicresinin % 8 — 16’sin1 olusturmaktadir.
Ekstraksiyon yontemleri sonucunda 1 g ekmek mayasindan elde edilebilecek
maksimum beta glukan miktar1 0.16 g olmalidir. Farkli faktorlerin beta glukan verimleri
tizerine etkilerini gdsteren grafiklerdeki en yiiksek verimler 0.16 g degerinden yiiksek
cikmistir. Bu durum, elde edilen 6rneklerdeki beta glukanin yani sira mannoprotein,
kitin, alfa glukan gibi maddelerinde oldugu yani beta glukan safliklarinin diisiik

oldugunu gostermektedir. Saglik agisindan degerlendirildiginde beta glukanin safliginin
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diisiik olmasinin negatif etkilere yol agacagindan saflik yaniti verim yanitindan daha
onemli olmasina sebep olmustur. Boylelikle, verimin 0.16 g ve safliginin yiiksek olmast
sonucuna varilmistir. Bu kosullar1 saglayan optimum degerleri bulmak icin her iki yaniti
da birlikte degerlendiren istenebilirlik fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyonla ilgili

grafik sekil 5.16°da verilmistir.

Beta glukan verimi (%)
L

Desirability a Beta Iukan safligi (mg/mL)

Prediction 0.454201 /
T

&

B: Ekstraksiyon Sicakhd (oC)
.

B: Ekstraksiyon Sicakhd: (0C)

B: Ekstraksiyon Skakhd: (oC)

Q006 007 0008 0009 a0t Q006 Q007 Q008 Q009 a0l 0mé a07 0008 Q09 aot
A Cazuci/Kati Orani (mL/mg) A Caozicu/Kati Orani (ml/mg) A Caziici/Kat Orani {(mL/mg)

Sekil 5.16 Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonunun istenebilirlik fonksiyonu
yaklagimiyla optimum degerlerinin belirlenmesi

Istenebilirlik fonksiyonu, tiim yanitlarm boyutsuz tek bir fonksiyon altinda toplanarak
istenilen sonuglar1 verecek sekilde maksimize edilmesidir (Kog¢ ve Kaymak — Ertekin
2010). Bu fonksiyon sayesinde yanitlar birlikte degerlendirilerek ekstraksiyonun her iki
yanit i¢in de ortak optimum degerleri belirlenmistir. Bu fonksiyon kullanilirken beta
glukan saflig1 verimden daha 6nemli oldugu i¢in safligin maksimize edilmesi verimin
deneyde elde edilen degerler araliginda olmasi segenekleri secilerek bu degerler elde
edilmistir. Bu fonksiyon kullanilarak elde edilen optimum degerlerin 0.007 v/w
coOziicii/katt orani, 95°C ekstraksiyon sicakligi ve 30 dk ekstraksiyon siiresi oldugu
tespit edilmistir. Bu kosullarda deney yapildiginda olas1 yanitlar sirasiyla verim igin %
13.187 ve saflik i¢in 0.454 mg/mL’dir. Belirlenen optimum ekstraksiyon kosullarinda

tekrar deneyi yapilmustir.

Referans beta glukanla optimizasyon sonucu elde edilen beta glukan 6rneklerinin sekil

5.17°deki FTIR spektrumlar1 karsilastirildiginda FTIR spektrumlarinin benzer oldugu ve
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beta glukani olusturan beta glikozidik baginin oldugu dalga sayisinda pik verdigi

goriilmektedir.
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Sekil 5.17 Optimizasyon sonucu elde edilen beta glukanlarin FTIR spektrumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan ornekleri; protein bolgesinde yaklasik
1600 - 1750 cm™ dalga sayisi arasinda, C-O bagini iceren polisakkarit bolgesinde 980 —
1040 cm™ dalga sayisi arasinda, C-H bagmim oldugu bélgede 2830 - 2980 cm™ dalga
sayist araliginda ve OH bagmin oldugu bélgede yaklasik 3400 — 3500 cm™ dalga sayist
arasinda pik vermistir. Ayrica, yaklagik 2400 cm™ dalga sayisinda da ortamin neminden
dolay1 olusan karbondioksit pik vermistir. Sekil 5.17’nin ig¢indeki kiigiikk grafik
referansin ve Orneklerin sadece beta glikozidik bagini olusturan C-O baginin pikleri

gosterilmistir.

Farkli ekstraksiyon kosullarindan sonraki maya hiicrelerinin goriintiileri mikroskopta

incelenmis ve ¢ekilen fotograflar sekil 5.18’de gosterilmistir.
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Sekil 5.18 Farkl1 ekstraksiyon kosullarindan sonraki maya hiicrelerinin mikroskop
goriintiileri

(a): 55°C, 0.008 v/w, 30 dk; (b): 55°C, 0.01 v/w, 60 dk; (c): 55°C, 0.008 v/w, 90 dk;

(d): 55°C, 0.006 v/w, 60 dk; (e ): 75°C, 0.006 viw, 30 dk; (f): 75°C, 0.01 v/w, 30 dk; (g): 75°C, 0.008
viw, 60 dk; (h): 75°C, 0.006 viw, 90 dk; (1): 75°C, 0.01 viw, 90 dk; (i): 95°C, 0.006 v/w, 60 dk; (j): 95°C,
0.008 v/w, 90 dk; (k): 95°C, 0.008 v/w, 30 dk; (I): 95°C, 0.01 v/w, 60 dk
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Mayanin hiicre duvarinin pargalanip par¢alanmadigini  gézlemlemek icin maya
hiicrelerinin ultrasonik destekli alkali asamadan sonraki goriintiileri mikroskopta
incelenmistir. Maya hiicreleri trypan blue ¢ozeltisiyle boyanmistir ve mikroskop altinda
gorlntiileri incelenip fotograflar1 ¢ekilmistir. Parcalanan hiicrelerin duvarlart mavi

renge boyanir. Yapilan biitiin deneylerde hiicre duvarinin parcalandigi tespit edilmistir.

5.2.3 Ultrasonik destekli alkali - asidik ekstraksiyonu yonteminin elde edilen
optimum kosullarin denenmesi

Optimum degerlerle yapilan ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonundan elde

edilen beta glukan 6rnegine yapilan analizlerin sonuglari ¢izelge 5.9°da verilmistir.

Cizelge 5.9 Optimum kosullarla yapilan deneyler sonucu elde edilen 6rneklerin analiz

sonugclari
Alkali Etanolle yikama
Beta Beta agamasindan asamasindan

Ornek Verim Glukan Glukan | sonraekstrakte | sonra ekstrakte

Adi (%) Safligi Saflig edilen edilen
(mg/mL) (%) protein derisimi | protein derisimi

(mg/mL) (mg/mL)
UDAAE
_OPT. 12.86 0.422 48.6 4.21 0.169

(UDAAE — OPT.: Ultrasonik destekli alkali-asidik ekstraksiyonunun kosullarinin optimum degerleri ile
elde edilen 6rnek)

Mayalardan elde edilen beta glukan verimleri % 8 - 16 arasinda degismektedir. Elde
edilen verim bu araliktadir. Bu istenilen bir durumdur. Istenebilirlik fonksiyonuyla
belirlenen optimum degerlerden beklenen yanitlar sirastyla verim igin % 13.20 ve saflik
icin 0.454 mg/mL’dir. Deney sonucunda elde ettigimiz verim ve saflik degerleri
birbirine yakindir. Bu durum, hatanin diisiik oldugunu ve optimum degerlerin dogru bir
yaklasimla belirlendigini gostermektedir. Beta glukan safligi iki farkli analizle
bulunmustur. Bu yontemler; antron-stilfiirik asit analiz yontemi ve enzimatik beta

glukan analizidir. Antron-siilfiirik asit analizi glikoz derisimi tizerinden saflik elde
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edilirken enzimatik analizde saflik yiizde olarak elde edilmektedir. Enzimatik beta
glukan analizinde beta glukanaz enzimleriyle beta glukan safligini belirlendigi i¢in daha
kesin ve dogru sonuglar elde edilmektedir. Bu sebeple, beta glukan arastirmalarinin
cogunda bu yontem kullanilmaktadir. Antron-siilfiirik asit analizi de daha kolay ve
cabuk gerceklestigi icin kullanilmaktadir. Beta glukan saflig1 enzimatik analizle % 48.6
olarak bulunmustur. Bu sonucta elde edilen beta glukanda safsizliklarin oldugunu
gostermektedir. Enzimatik analiz yapilirken oOlgiilen alfa glukanlarin absorbanslari
yiiksek bulunmustur. Bu durum, hiicre duvarindan alfa glukanlarin tam olarak
uzaklastirilamadigini  gostermektedir. Ayrica, alfa glukan gibi kitin ve proteinlerde
hiicre duvarindan tam olarak ckstrakte edilememis olabilir. Hiicre duvarindan
proteinlerin ekstrakte edilen miktarlar1 da incelenmistir. Bu sebeple, hem alkali hem de
etanol asamasindan sonra sivi Ornekler alinmistir ve Bradford yontemiyle analiz
edilmistir. Analiz sonuglarindan da goriildiigli lizere alkali asamadan sonra hiicre
duvarindan protein giderimi daha fazla olmustur. Ciinkii kuvvetli alkali ortaminda hiicre
duvarindaki proteinler daha iyi ekstrakte edilmektedir. Son asama olan etanolle

yikamada kalan proteinler giderilmistir. Bu sebeple, derisimi daha diisiiktiir.

Referans beta glukanla optimum degerler kullanilarak ultrasonik destekli alkali-asidik
ekstraksiyonundan elde edilen beta glukan 6rneginin sekil 5.19°daki FTIR spektrumlari

karsilagtirildiginda her iki FTIR spektrumlarinin benzer oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.19 Optimum kosullar kullanilarak elde edilen beta glukanin FTIR spektrumu
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Hem referans hem de elde edilen beta glukan 6rnekleri; protein bolgesinde yaklasik
1643 cm™ dalga sayisinda, C-O bagini iceren polisakkarit bolgesinde 1041 cm™ dalga
sayisinda, C-H bagmin oldugu bdlgede 2924 cm™ dalga sayisinda ve OH bagmin
oldugu bolgede yaklasik 3410 cm™ dalga sayisinda pik vermistir. Sekil 5.19’un igindeki
kiigiik grafik referansin ve orneklerin sadece beta glikozidik bagini olusturan C-O

baginin pikleri gosterilmistir.

5.3 Otoliz Ultrasonik Destekli Asidik Ekstraksiyonu

5.3.1 Tampon cozeltinin ekstraksiyona etkisi

Elde edilen verimlerin hepsinde beta glukan verimi olmasi gereken degerden daha
yiiksek oldugu ¢izelge 5.10°da goriilmekte ve bu durum beta glukan safliklarini diistik

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 5.10 Farkli tampon ¢ozeltileri kullanilarak otoliz destekli asidik ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen beta glukanlarin verimleri ve safliklari

. Beta
Ornekler Beta Glut/an verimi Glukan Safligi
(%) (mg/mL)
T 28.26 0.374
TN 27.04 0.414
TE 31.12 0.348

(T: Sodyum fosfat tamponu; TN: Sodyum kloriir igeren sodyum fosfat tamponu; TE: EDTA igeren
sodyum fosfat tamponu)

Beta glukan safliklar1 incelendiginde en yiiksek degerleri sodyum kloriir igeren sodyum
fosfat tamponu kullanilarak elde edilen beta glukan orneklerinde elde edilmistir. Bunun
sebebi, sodyum kloriiriin osmotik basin¢ degisimiyle mayanin hiicre duvarinin daha
etkili par¢alanmasini saglamis olabildigi disiiniilmektedir. Daha sonraki ¢aligmada bu

¢ozelti kullanilmistir.

Referans beta glukan ile 6rneklerin FTIR spektrumlar: karsilagtirildiginda birbiriyle

benzer oldugu gorilmiistiir (sekil 5.20).
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Sekil 5.20 Beta glukanlarin FTIR spektrumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan 6rnekleri; protein bolgesinde yaklasik
1640 - 1770 cm™ dalga sayisi arasinda, C-O bagini iceren polisakkarit bolgesinde 1000
- 1050 cm™ dalga sayisi arasinda, C-H bagmnin oldugu bélgede 2924 cm™ dalga sayist
araliginda ve OH baginmn oldugu bdlgede yaklasik 3300 — 3400 cm™ dalga sayist
arasinda pik vermistir. Sekil 5.20’nin i¢indeki kiiciik grafik referansin ve orneklerin

sadece beta glikozidik bagini olugturan C-O baginin pikleri gosterilmistir.

5.3.2 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon kosullarimin optimizasyonu

Beta glukan iiretiminde uygulanan otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon
yonteminin kosullar1 tam faktoriyel istatistiksel deney tasarim yontemi kullanilarak
optimize edilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan Design Expert programina
ekstraksiyon kosullarinin minimum ve maksimum degerleri girilerek deneysel tasarim
tablosu olusturulmustur. Deney numarasi sirasina gore deneyler ve analizler yapilmigtir

ve beta glukanlarin verimleri ve safliklart bulunmustur (gizelge 5.11).
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Cizelge 5.11 Tam faktoriyel istatistiksel deneysel tasarimai ile belirlenen ekstraksiyon
kosullariyla yapilan deneylerin sonuglari

Deney Tampon/Kat Otoliz Stiresi | Beta Glukan Safligi Beta G_Iul_<an
No Oram (st) (mg/mL) Verimi
(mL/mg) (%)
1 0.01 24 0.160 30.42
2 0.01 48 0.220 28.43
3 0.1 24 0.205 35.29
4 0.1 24 0.125 33.82
5 0.1 48 0.195 31.19
6 0.1 48 0.200 31.01
7 0.055 36 0.070 35.30
8 0.01 24 0.210 26.46
9 0.01 24 0.190 28.03
10 0.055 36 0.095 31.99
11 0.01 48 0.225 25.44
12 0.055 36 0.080 36.25
13 0.1 48 0.225 33.56
14 0.01 48 0.300 24.66
15 0,1 24 0.170 34.15

Tasarim yonteminde faktorler; tampon/kati oran1 ve ekstraksiyon siiresidir. Tasarim
yonteminin yanitlari; beta glukan verimi ve safligidir. Iki faktorlii, iki seviyeli, iki
yanitl ve 1U¢ tekrarli deney tasarim matrisi Design Expert paket programinda
olusturulmustur. Beta glucan verimi igin yapilan ANOVA istatistiksel analizinin

sonuglar1 ¢izelge 5.12’deki gibidir.

Cizelge 5.12 Beta glukan verimi i¢in ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F - -
Kaynak Toplami af Kare degeri depgeri
Model 121.55 2 60.77 21.41 0.0002 | anlaml
A — Tampon/Kat1 <
Orant 105.49 1 105.49 37.17 0.0001
B — Ekstraksiyon | 16 05 1| 16.05 566 | 0.0366
Siiresi
Egilme 44,55 1 44 .55 15.70 0.0022
Artik 31.22 11 2.84
Uyum Eksikligi 0.1045 1 0.1045 0.0336 | 0.8582 | anlamsiz
Saf Hata 31.12 10 3.11
Toplam 197.32 14
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Modelin hem F hem de p degeri modelin anlamli oldugunu gostermektedir. A ve B
model terimlerinin p degerleri 0.05’ten kiiciik oldugu i¢in anlamli oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, tampon/kati1 orani ve otoliz siiresi model terimlerinin beta glukan
veriminin tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Modelin anlamli olmasi segilen
modelin uyumlu ve gegerli oldugunu gostermistir. Ayrica, modelin R? degeri de 0.7956
olarak bulunmustur. R? degeri 1 degerine pek yakin olmamasi regresyon modelinin
uyumunun orta oldugunu kanitlamistir. Kodlanmis ve gergek degerler cinsinden yanit
ve faktorlerin arasindaki matematiksel iligkiyi veren regresyon model denklemleri

esitlik (3.8) ve (3.9)’da verilmistir.

Beta glukan verimi = 30.21 + 2.97*A — 1.16*B (3.8)

Beta glukan verimi = 30.05111 + 65.88889*tampon/kati orani
— 0.096389*otoliz siiresi (3.9

Beta glukan veriminin kodlanmis faktorlerle olusturulan denklemi esitlik 3.8’te
verilmistir. Faktorlerin en diisik kod degeri -1 ve en yiliksek kod degeri +1°dir.
Faktorlerin gercek degerleri ile olusturulan denklem esitlik 3.9’da verilmistir.
Kodlanmis denklem faktor katsayilarimi karsilastirarak faktorlerin goreceli etkisini
tanimlamak i¢in daha kullanmislidir. Kodlanmis faktorlerle olusturulan esitlik 3.8’te de
gortldiigli gibi tampon/kati oraninin (A) etkisinin beta glukan verimi {izerine etkisi
pozititken otoliz siiresi (B) ve tampon/katt orani ve otoliz siiresinin beta glukan

verimine etkisi negatiftir.

Tasarim alanindaki tiim faktorlerin beta glukan verimine olan etkilerini karsilastiran

pertiirbasyon grafigi sekil 5.21°te verilmistir.
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Factor Coding: Coded Perturbation

Beta glukan verimi (%)
(adjusted for curvature)

Coded Factors
A: Tampon/Kati oram = 0.000 =4
B: Otoliz suresi = 0.000

Beta glukan verimi (%)
/
]
'
|

-1.000 -0.500 0.000 0500 1.000

Deviation from Reference Point (Coded Units)

Sekil 5.21 Faktorlerin beta glukan verimi iizerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon
grafigi

Referans noktasi merkez nokta olan pertiirbasyon grafigi incelendiginde hem otoliz
sliresi hem de tampon/kati oran1 beta glukan verimi {izerinde etki eden faktorler oldugu
goriilmektedir. Tampon/kat1 orani arttiginda beta glukan verimi artarken otoliz siiresi

arttiginda beta glukan veriminin diistiigii goriilmiistiir.

Esitlik 3.8 kullanilarak beta glukan veriminin tahmini degerleri hesaplanirken beta
glukanin gercek degerleri, deney tasarim kosullarina gére yapilan deneyler sonucunda

elde edilmistir. Bu degerler gore sekil 5.22°deki grafik olusturulmustur.

Predicted vs. Actual

Beta glukan verimi
(adjusted for curvature) —

Color points by value of 16
Beta glukan verimi:

24.66 [ 3625

Predicted

Sekil 5.22 Beta glukan verimlerinin tahmini degerlerine karsi gercek degerlerinin
grafigi
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Elde edilen degerler lineer ¢izgiye ne kadar yakin olurlarsa modelin o kadar uyumlu ve
iyi oldugunu gostermektedir. Beta glukan safliginin gergek degerlerinde bazi noktalar
lineerden uzaktadirlar. R* degeri 1 degerine yakin olmamasi da grafigin bu sekilde

olmasini desteklemektedir.

Otoliz siiresinin ve tampon/katt oranin beta glukan verimine etkisini gdsteren yanit

yiizey grafigi sekil 5.23°te verilmistir.

Beta glukan verimi (%)
(adjusted for curvature)
Design Points:

@ Above Surface 38
© Below Surface 36 --
24.66 [ 3625

X1 = A: Tampon/Kati orani
X2 = B: Otoliz suresi

Beta glukan verimi (%)

nnf
B: Otoliz suresi (st) gA: Tampon/Kati orani (mL/mg)

24 0.0?'0

Sekil 5.23 Otoliz siiresinin ve tampon /kati oranmin beta glukan verimine etkisini
gosteren yanit yilizey grafikleri

Her bir ekstraksiyon siiresinin ve tampon/kati oranmin beta glukan verimi etkisini
gosteren yanit yiizey grafigi sekil 5.23’te verilmistir. Grafik incelendiginde ekstraksiyon
stiresi 24 dk ve tampon/kat1 orant 0.1 v/w oldugunda beta glukan veriminin en yiiksek
oldugu deger yaklasik % 34.29° dur.

Beta glukan saflig1 i¢in yapilan ANOVA istatistiksel analizinin sonuglar ¢izelge 5.13°te

verilmistir.
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Cizelge 5.13 Beta glukan saflig1 icin ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F- p -

Kaynak Toplami af Kare degeri | degeri
Model 00106 | 2 | 0.0053 6.02 | 0.0171 | anlaml
A—Tampon/Kati | 6009 | 1 | 00020 | 324 | 0.0994
Orani
B — Otoliz Siiresi 00078 | 1 | 0.0078 8.80 | 0.0128

o <
Egilme 00348 | 1 | 00348 | 3952 | o o
Artik 0.0097 | 11 | 0.0009
Uyum Eksikligi 00004 | 1 | 0.0004 | 03772 | 0.5528 anlim“
Saf Hata 0.0093 | 10 | 0.0009
Toplam 0.0551 14

Modelin hem F hem p degeri modelin anlamli oldugunu gdstermektedir. B model
terimlerinin p degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu i¢in anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu
durum, ekstraksiyon siiresi model teriminin beta glukan safligi {izerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Modelin anlamli olmasi ve uyum eksikliginin anlamsiz olmasi Segilen
modelin uyumlu ve gegerli oldugunu gostermistir. Ayrica, modelin R? degeri de 0.5226
olarak bulunmustur. Kodlanmis ve gercek degerler cinsinden yanit ve faktorlerin
arasindaki matematiksel iligkiyi veren regresyon model denklemleri esitlik (3.10) ve

(3.11)’de verilmistir.

Beta glukan safligi1 = 0.2021 — 0.0154*A + 0.0254*B (3.10)

Beta glukan safligi = 0.144676 — 0.342593* tampon/kat1 orani (3.11)
+0.002118* otoliz stiresi

Esitlik 3.10°da beta glukan safligimin kodlanmig faktorlerle olusturulan denklemi
verilmistir. Faktorlerin en diisiik kod degeri -1 ve en yliksek kod degeri +1°dir. Esitlik
3.11’de faktorlerin gergek degerleri ile olusturulan denklem verilmistir. Kodlanmig
faktorlerle olusturulan esitlik 3.10°da da goriildiigii gibi otoliz siiresinin (B) beta glukan
saflig1 lizerine etkisi pozitifken tampon/kati oraninin (A) etkisinin beta glukan safligina

etkisi negatiftir.
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Esitlik 3.10 kullanilarak beta glukan safliginin tahmini degerleri hesaplanirken beta
glukanin gercek degerleri, deney tasarim kosullarina gore yapilan deneyler sonucunda

elde edilmistir. Bu degerler gore sekil 5.24’teki grafik olusturulmustur.

Predicted vs. Actual

Beta glukan safligi oa000

Color points by value of
Beta glukan safligr:

0.0700 [ 0.3000 02500

02000 _|

Predicted

0.1500 _|

0.1000 _|

00500 _|

T T T T T T
0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.2000

Actual

Sekil 5.24 Beta glukan safliginin tahmini degerlerine kars1 gergek degerlerinin grafigi

Elde edilen degerler lineer ¢izgiye ne kadar yakin olurlarsa modelin o kadar uyumlu ve
iyl oldugunu gostermektedir. Beta glukan safliginin gergek degerlerinde bazi noktalar
lineerden biraz uzak olsalar da genel olarak lineer ¢izginin etrafinda toplanmistir. R?

degeri 1 degerine yakin olmamasi da grafigin bu sekilde olmasini desteklemektedir.

Tasarim alanindaki tim faktorlerin beta glukan safligina olana etkilerini karsilastiran

pertiirbasyon grafigi sekil 5.25°te verilmistir.

Factor Coding: Coded Perturbation

Beta glukan safligi (mg/mL) 03000 _J

(adjusted for curvature)

02500

Coded Factors

A: Tampon/Kati orani = 0.000

B: Otoliz suresi = 0.000 _ =
0.2000 _| B

0.1500 _|

Beta glukan safligi (mg/mL)

0.1000

0.0500 _|

T T T T T T T
-1.000 -0.500 0.000 0.500 1.000 1.500 2000

Deviation from Reference Point (Coded Units)

Sekil 5.25 Faktorlerin beta glukan saflig iizerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon
grafigi
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Referans noktas1 merkez nokta olan pertiirbasyon grafigi incelendiginde hem
ekstraksiyon siiresi (A) hem de tampon/kat1 oran1 (A) beta glukan saflig1 iizerinde etki
eden faktorler oldugu goriilmektedir. Tampon/kati orani arttiginda beta glukan safligi

azalirken otoliz siiresi arttiginda beta glukan safliginin arttig1 goriilmiistiir.

Otoliz siiresinin ve tampon/kati oranin beta glukan safligina etkisini gosteren yanit

yiizey grafigi sekil 5.26°da verilmistir.

Beta glukan saflig1 (mg/mL)

(adjusted for curvature)

Design Points:

@ Above Surface

O Below Surface

0.700 [ 03000 03000

0.2500

X1= A: Tampon/Kati orani
X2 = B: Otoliz suresi

Beta glukan safiig (mg/mL)

B: Otoliz suresi (st)

Sekil 5.26 Otoliz siiresinin ve tampon /kati oraninin beta glukan safligina etkisini
gosteren yanit ylizey grafigi

Grafik incelendiginde ekstraksiyon siiresi 48 dk ve tampon/katt orani 0.01 v/w

oldugunda en yiiksek beta glukan saflig1 degeri bulunmustur (yaklasik 0.24 mg/mL).

Referans beta glukanla optimizasyon sonucu elde edilen beta glukan 6rneklerinin sekil
5.27°deki FTIR spektrumlart karsilastirildiginda her bir 6rnegin ve referansin FTIR

spektrumlarinin benzer oldugu goriilmiistiir.
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Referans beta glukan
—— OUDAE-1
- OUDAE-2
—— OUDAE-3
—— OUDAE-4
—— OUDAE-5
—— OUDAE-6
—— OUDAE-7
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Sekil 5.27 Beta glukan 6rneklerinin FTIR spektrumlari
(OUDAE: Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu)

Hem referans hem de elde edilen beta glukan 6rnekleri; protein bolgesinde yaklasik
1620 - 1680 cm™ dalga sayis1 arasinda, C-O bagim (beta glikozidik bagi) iceren
polisakkarit bolgesinde 1000 - 1100 cm™ dalga sayist arasinda, C-H bagmim oldugu
bolgede 2900 - 2925 cm™ dalga sayisi arahginda ve OH bagmm oldugu bélgede
yaklasik 3400 — 3425 cm™ dalga sayis1 arasinda pik vermistir. Sekil 5.27 nin i¢indeki
kiigiik grafik referansin ve oOrneklerin sadece beta glikozidik bagini olusturan C-O

baginin pikleri gosterilmistir.

Faktorlerin optimum degerlerini bulmak igin her iki yaniti da birlikte degerlendiren
istenebilirlik fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyonla ilgili grafik sekil 5.28’de

verilmistir.

& Desirability

Desirabiity 0.75

Beta glukan verimi (%) & Beta glukan safligi (mg/mL)

Prediction 0.242:

B: Otoliz suresi (st}
®

B: Otoliz suresi (st}

B: Otoliz suresi (st)

01 QG2 003 004 Q05 Q06 007 Q08 Q09 Q]

a0t Q2 003 004 005 Q06 007 Q08 Q09 Q1 001 QG2 003 004 005 Q06 007 008 Q09 Q1

A Tampon/Kati orani (mL/mg) A Tampon/Kati orani {(mL/mg) A Tampon/Kati orani {(mL/mg)

Sekil 5.28 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonun istenebilirlik fonksiyonu
yaklagimiyla optimum degerlerinin belirlenmesi
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Istenebilirlik fonksiyonu sayesinde yanitlar birlikte degerlendirilerek ekstraksiyonun her
iki yanit i¢in de ortak optimum degerleri belirlenmistir. Bu fonksiyon kullanilirken beta
glukan saflig1 verimden daha 6nemli oldugu i¢in safligin maksimize edilmesi verimin
belli bir aralikta olmasi segenekleri segilerek bu degerler elde edilmistir. Bu fonksiyon
kullanilarak elde edilen optimum degerlerin 0.01 v/w tampon/kati orani ve 48 st otoliz
stiresi oldugu tespit edilmistir. Bu kosullarda deney yapildiginda olas1 yanitlar sirasiyla
verim i¢in % 26.083 ve saflik i¢in 0.243 mg/mL’dir. Bu degerlerde tekrar deney
yapilmustir.

5.3.3 Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu yonteminin elde edilen
optimum kosullarinin denenmesi

Optimum degerlerle yapilan otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonundan elde

edilen beta glukan 6rnegine yapilan analizlerin sonuglari ¢izelge 5.14’te verilmistir.

Cizelge 5.14 Optimum kosullarla yapilan deneyler sonucu elde edilen drneklerin analiz

sonuglari
Beta Otoliz asamasindan E?I:r)rl:;sﬁlc;znma
Beta Glukan Beta Glukan sonra ekstrakte 4
- _ N Glukan - sonra ekstrakte
Ornek Adi Verimi Safligi - edilen .
Saflig1 . S edilen
(%) (mg/mL) protein derigimi X L
(%) (mg/mL) protein derigimi
g (mg/mL)
OUDAE -
OPT. 28.34 0.257 154 0.222 0.071

(OUDAE — OPT.: Otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonunun kosullarinin optimum degerleri ile
elde edilen 6rnek)

Mayalardan elde edilen beta glukan verimleri % 8 — 16 arasinda degismektedir. Elde
edilen verim bu aralikta degildir. Bu durum, beta glukanin safliginin diisiik oldugunu
gostermektedir ve beta glukan saflik sonuglari da bu durumu desteklemektedir.
Istenebilirlik fonksiyonuyla belirlenen optimum degerlerden beklenen yanitlar sirasiyla
verim i¢in % 26.2 g ve saflik i¢in 0.243 mg/mL’dir. Deney sonucunda elde ettigimiz
verim ve saflik degerleri birbirine yakindir. Teorik ve deneysel verim ve saflik sonuglar
da birbirine yakindir. Bu durumda, hatanin diisiik oldugunu ve optimum degerlerin

dogru bir yaklasimla belirlendigini gostermektedir. Beta glukan saflig1 iki farkli analizle
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bulunmustur. Bu yontemler; antron-siilfiirik asit analiz yontemi ve enzimatik beta
glukan analizidir. Beta glukan saflig1 enzimatik analizle % 15.4 olarak bulunmustur. Bu
sonugta elde edilen beta glukanda safsizliklarin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
durum, hiicre duvarindan safsizliklarin iyi uzaklastirilamadigini géstermektedir. Hiicre
duvarindan proteinlerin ekstrakte edilen miktarlar1 da incelenmistir. Bu sebeple, hem
otoliz hem de etanol asamasindan sonra sivi drnekler alinmistir ve Bradford yontemiyle
analiz edilmistir. Analiz sonuglarindan da goriildiigli tizere otoliz asamasindan sonra
hiicre duvarindan protein giderimi daha fazla olmustur.

Referans beta glukanla optimum degerlerle yapilan tekrar deneyi sonucu elde edilen
beta glukan 6rneklerinin sekil 5.29’daki FTIR spektrumlari karsilastirildiginda her bir

ornek ve referans beta glukanin FTIR spektrumlarinin benzer oldugu goriilmiistiir.

90
80
70
~ 60
&
% 50
40 Referans
[
&
30 100 OUDAE
20 S - OPT
10 0
0 1150 950
5000 4000 3000 2000 1000 0
Dalga sayis1 (cm-!)

Sekil 5.29 Beta glukan 6rneklerinin FTIR spekturumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan 6rneginde sirasiyla protein bolgesinde
yaklastk 1651 cm™ dalga sayisinda, C-O bagmi (beta glikozidik bagi) igeren
polisakkarit bolgesinde 1049 cm™ dalga sayisinda, C-H bagmmn oldugu bdlgede 2924
cm™ dalga sayisinda ve OH bagmimn oldugu bolgede yaklasik 3410 — 3379 cm™ dalga

sayinda pik vermistir.
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5.4 Soxhlet ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyon siiresinin degismesinin beta glukan tiretimi tizerindeki etkilerini

incelemek i¢in yapilan deneyde elde edilen analiz sonuglar1 ve verimler ¢izelge 5.15°te

verilmigtir.

Cizelge 5.15 Farkli ekstraksiyon siireleri ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonundan elde
edilen 6rneklerin analiz sonuglart

. Etanolle yikama
) Beta Glukan Beta glukan gﬁﬁ(tgn S()Ar#{:le}k?t?g(??:;?gn asamasindan sonra
Ornek Adi Verimi saflig1 - 3 - LI ekstrakte edilen
(%) (mg/mL) safligy e dengel protein derigimi
(%) (mg/mL)
(mg/mL)
SE-3s 52.33 0.119 8.1 0.560 0.203
SE-65 49.15 0.134 9.2 0.664 0.211

(SE — 3s: 3 saat ekstraksiyon siiresi ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen 6rnek; SE — 6s: 3
saat ekstraksiyon siiresi ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen 6rnek)

Beta glukan verimleri her iki yontemde de % 8 — 16 degerleri arasindan fazla ¢ikmistir.
Bu durumda, beta glukan drneklerinin safliklarinin diisiik oldugu anlamina gelmektedir
ki beta glukan safliklarini belirlemek igin yapilan antron-siilfiirik asit analizi ve
enzimatik beta glukan analizi sonuglar1 bu goriisii desteklemektedir. Cevrim sayisi
degistikce ekstraksiyon siiresi de degisecektir. Ekstraksiyon siiresi 3 saat ve 6 saat
oldugunda elde edilen beta glukanlarin analiz sonuglar1 birbirine yakin oldugu i¢in
ekstraksiyon siiresi dolayisiyla ¢evrim sayisinin degisiminin beta glukan tretiminde
anlamli bir etkisi olmadig1 anlasilmistir. Bradford yontemiyle elde edilen analiz
sonuclarina gore alkali asamadan sonra giderilen proteinin derigimi etanolle yikama

asamasindan sonra giderilen protein derisiminden daha yiiksek bulunmustur.

Referans beta glukanla farkli ekstraksiyon siireleri ile yapilan Soxhlet

ekstraksiyonundan elde edilen O6rneklerin FTIR spektrumlarinin benzer oldugu

gorilmistir (sekil 5.30).
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(SE — 3s: 3 saat ekstraksiyon siiresi ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen 6rnek; SE — 6s: 3
saat ekstraksiyon siiresi ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen 6rnek)

Sekil 5.30 Beta glukan 6rneklerinin FTIR spektrumlari

Hem referans hem de elde edilen beta glukan ornekler protein bolgesinde yaklagik 1630
- 1651 cm™ dalga sayis1 arasinda, C-O bagim (beta glikozidik bagi) igeren polisakkarit
bélgesinde 1049 cm™ dalga sayisinda, C-H bagmin oldugu bolgede 2924 cm™ dalga
sayisinda ve OH bagmin oldugu bolgede yaklasik 3350 — 3420 cm™ dalga sayisi

arasinda pik vermistir.

5.5 Ekstraksiyon Yontemlerinin Molekiil Kiitlesine Etkisi

Ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yonteminin ve otoliz ultrasonik destekli
asidik ekstraksiyon yoOnteminin optimum kosullarinda elde edilen beta glukan
orneklerinin molekiil kiitleleri ODTU Merkez Laboratuvari’nda statik 1s1k sacilimi
analiziyle 6l¢iilmiis ve hesaplanmistir. Ornekler 30 ile 150 derece arasinda 10’ar
derecelik farkla, her acida Ol¢lim siiresi 10 saniye olacak sekilde 3’er tekrarla

calisilmigtir. Analiz sonuglari ¢izelge 5.16’da verilmistir.
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Cizelge 5.16 Beta glukan 6rneklerinin statik 1s1k sagilimi analiz sonuglar1

- M., A, Rg dn/dc
Ornek Ads (kDa) (mol/dm¥/g?) (nm) (mL/g)

UAAE 62.66 (£31.7 %) | 1.486 X 107 (£ 541 %) | 137.8 (+ 5.9¢-14 %) | 0.110

OUDAE | 531.2(£2.77%) | 4.638x 10°(£3.45%) | 147.1 (+0.38%) | 0.073

SE_3s | 124.2(=10.2%) | -1.909 x 10° (x 78.3 %) | 150.1 ( 5.7¢-14 %) | 0.107

SE_6s | 96.23 (+5.85%) | 6.675x 10° (£ 17.7 %) | 165.5 (+ 0.064 %) | 0.213

Orneklerin kirilma indisleri dn/dc, dénme yarigaplar Rg, ikinci viral katsayisilari A, ve
Mw molekiil kiitleleridir. Orneklerin molekiil kiitleleri incelendiginde en yiiksek
molekiil kiitlesi otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu ile elde edilen beta
glukan orneginde (531.2 kDa) en diisitk molekiil kiitlesi ise ultrasonik destekli alkali
asidik ekstraksiyonu ile elde edilen beta glukan 6rneginde (62.66 kDa) bulunmustur. Bu
durum, sodyum hidroksit ¢ozeltisinin beta glukan1 da parcaladigini gostermektedir.
Ciinkii, ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyonu ve Soxhlet ekstraksiyonu
yontemlerinde ¢6ziicii olarak sodyum hidroksit kullanilmistir. Otoliz ultrasonik destekli
asidik ekstraksiyonunda sodyum kloriir i¢ceren sodyum fosfat tamponu kullanilmistir.
Soxhlet ekstraksiyonunda mayayla ¢6ziicii tam olarak temas edemedigi icin UDAAE ile

elde edilen beta glukanin kiitlesinden daha yiiksek bulundugu tahmin edilmektedir.
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6. SONUC

Bagisiklik sistemimizi kuvvetlendirerek giinliik yasamimizi daha da kolaylastiran beta
glukanin gida takviyesi olarak hem tek bagina kullanildiginda hem de ilaglarla birlikte
kullanildiginda yan etkisinin olmamasi, ¢evre dostu ve toksik olmamasi, elde edildigi
kaynaga gore Ozelliklerinin degismesinden dolay1 farkli bir¢ok alanda kullanim alaninin
olmasi, atik tiriinlerden de elde edilebilmesi (atik arpa, bira veya ekmek mayasi vb.) ve
biyolojik kaynaklardan iiretildigi i¢in arastirmacilarin dikkatini ¢cekmekte ve her gegen
giin beta glukanla ilgili yeni calismalar yapilmakta ve yeni kullanim alanlar

kesfedilmektedir.

Beta glukanin safligini, verimini ve molekdl kiitlesini kaynaktan beta glukan eldesinde
kullanilan ekstraksiyon yonteminin degistirdigi bilgisi temelinde bu tez ¢alismasinda S.
cerevisiae mayasindan beta glukan eldesinde ekonomik ve uygulamasi kolay olan farkli
ekstraksiyon yoOntemleri belirlenmis ve ekstraksiyon kosullar istatistiksel deneysel
tasarimlar kullanilarak optimize edilmistir. Bu ekstraksiyon yontemleri beta glukan

verimi ve safligi tizerine degerlendirilmistir.

Yapilan 6n calismalarla kullanilacak ekstraksiyon yontemleri belirlenmis ve bu
yontemlerden elde edilen beta glukanlarin yaklasik olarak molekiil kiitleleri bulunarak
ekstraksiyonun molekiil kiitlesine etkisi kanitlanmistir. Mayanin kuru veya yas
olmasmin etkisine bakilarak ileriki ¢aligmalarda verim agisindan daha dogru sonuglar
verdigi i¢in kuru mayayla calisilmistir. Tez calismasina laboratuvarda mayayi ¢ogaltip
beta glukan ekstrakte edilse de yeterli miktarda maya iiretimi ve kurutulmasini
saglayacak alt yap1 olmadigi i¢in 6n ¢aligmalardan sonra deneylerde kaynak olarak

ticari maya (Pak maya) kullanilmistir.

Ug farkli ekstraksiyon ydntemi belirlenmistir. Bu yontemlerin ilki ultrasonik destekli
alkali — asidik ekstraksiyonudur. Bu yontem, beta glukan kaynaklarindan beta glukan
eldesinde c¢ok kullanilmaktadir. Ultrasonik dalgalarla mayanmn hiicre duvar

pargalanirken alkali ¢oziiciilerle hiicre duvarit bilesenleri ekstrakte edilmektedir.
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Ekstraksiyon yonteminin alkali kisminda genellikle kuvvetli bazlar kullanilmakta ve bu
kullanim ¢evreye zarar vermektedir. Bu sebeple, zayif, orta ve kuvvetli bazlarin farkli
pH degerlerinde beta glukan elde edilmistir. Ancak, beta glukan safliklarina ve
verimlerine bakildiginda en yiiksek degeri kuvvetli baz olan sodyum hidroksit ¢ozeltisi
kullaniminda bulunmustur. Literatiir aragtirmalariyla belirlenen ekstraksiyon kosullari
(ekstraksiyon sicakligi, siiresi ve ¢Oziiclii’kati oran1i) Box — Behnken deneysel
tasarimiyla optimize edilmistir. Istenebilirlik fonksiyonuyla her iki yanit birlikte
degerlendirilip ekstraksiyonun optimum kosullar1 belirlenmistir. Degerlendirilirken beta
glukan verimi yapilan deneyler sonucunda elde edilen verim araliginda beta glukan
saflig1 ise maksimum olacak sekilde ayarlanmistir. Ekstraksiyonun optimum kosullar
0.007 v/w, 95°C ve 30 dk; yanitlar1 ise beta glukan verimi % 13.184 ve beta glukan
saflig1 0.454 mg/mL olarak bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda tekrar deneyi
yapilmigtir. Optimum kosullarda beta glukan verimi % 12.86 ve 0.422 mg/mL ve %
48.6 beta glukan safliklari bulunmustur. Verim olmasi gereken aralikta olmasina
ragmen (% 8-16) saflik beklenilenden diisiik elde edilmistir. Bu durum, hiicre
duvarindaki alfa glukanin, kitinin ve proteinlerin tam olarak giderilemedigini
gostermistir. Teorik ve deneysel verim ve saflik sonuglar1 da birbirine yakin oldugu i¢in

optimum degerlerin dogru bir yaklasimla belirlendigi teyit edilmistir.

Mayadan beta glukan eldesinde ikinci kullanilan yontem otoliz ultrasonik destekli
asidik ekstraksiyonudur. Bu ekstraksiyonda iki tane hiicre duvari pargalama yontemi
kullanmilmistir:  otoliz ve sonikasyon. Alkali c¢ozeltiler yerine tampon c¢ozeltisi
kullanildigr i¢in ¢evreye daha yararli bir yontemdir. Bu yontemin 6nemli asamas1 olan
otolizin tampon ¢ozeltisi belirlenmistir. Katki maddeli (NaCl ve EDTA) ve katki
maddesi ilavesiz tampon ¢ozeltisiyle deney yapilmis ve en iyi verim ve safligi sodyum
kloriir iceren sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi vermistir. Bunun sebebi de sodyum
kloriiriin hiicreler iizerinde etkili olan osmatik basingtan geldigi diisiiniilmektedir. Otoliz
ultrasonik destekli asidik ekstraksiyon yonteminin kosullari (tampon/kati orani ve otoliz
siiresi) iki seviyeli tam faktdriyel deneysel tasarimla optimize edilmistir. Istenebilirlik
fonksiyonuyla beta glukan verimi ve safligi birlikte degerlendirilip ekstraksiyonun
optimum kosullar1 belirlenmistir. Degerlendirilirken beta glukan verimi yapilan

deneyler sonucunda elde edilen verim araliginda beta glukan safligi ise maksimum
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olacak sekilde ayarlanmistir. Optimum kosullar 48 st ve 0.01 tampon/kati orani;
yanitlart ise beta glukan verimi % 26.083 ve beta glukan safligi 0.243 mg/mL olarak
bulunmustur. Bu kosullarda tekrar deneyi yapilmistir. Beta glukan verimi % 28.34; beta
glukan safliklar1 ise % 15.4 ve 0.257 mg/mL bulunmustur. Teorik ve deneysel verim ve
saflik sonuclar1 da birbirine yakin oldugu i¢in optimum degerlerin dogru bir yaklasimla

belirlendigi teyit edilmistir.

Soxhlet ekstraksiyonu geleneksel yontemlerden biridir ve tez kapsaminda beta glukan
eldesinde iiclincili olarak kullanilan yontemdir. Bu yontemle literatiirde mayadan beta
glukan eldesinde kullanilmamigtir. Bu sebeple, bu yontem secilmistir. Burada
ekstraksiyon yontemini en ¢ok etkileyen parametrelerden biri olan ekstraksiyon siiresi
tek faktorlii deneysel tasarimla optimize edilmistir. Bu kapsamda, 3 st ve 6 st
denemistir. Bulunan sonuglara gore iki farkli slirenin beta glukan verimi ve safligi1 yakin
bulunmustur. Ekstraksiyon siiresi 6 saat olan beta glukan 6rneginin saflig1 diger 6rnege
gore daha iyi bulunmustur. Bu kosulda elde edilen beta glukan verimi % 49.15 ve beta
glukan saflig1 0.134 mg/mL ve % 9.2 olarak elde edilmistir. Ekstraksiyon siiresinin ¢ok
etkisi olmadigi ya da daha yiiksek siireler caligilarak denemesi gerektigi sonucu

c¢ikarilabilir.

Ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyonunda elde edilen beta glukan verimi, safligi
ve giderilen protein derisimleri diger iki ekstraksiyon yontemine gore daha yiiksek
bulunmustur. Bunun sebebi, Soxhlet ekstraksiyonunda ultrasonik gibi hiicre duvari
parcalama yonteminin uygulanamadigi ic¢in etkin hiicre duvar1 pargalamasinin
olmamasi, mayanin ekstraksiyon kartusu i¢inde oldugu i¢in ¢oziiciiniin kat1 malzemeyle
tam olarak temas edememesi ve mayanin kartusta yigin halinde bulunmasindan dolay1
yiizey alaninin genis olmamasidir. Otoliz ultrasonik asidik ekstraksiyonunda da otoliz
isleminde hiicrenin parcalayicit enzimlerinin tam aktiflesememesi, tampon ¢6zeltinin
yeterli olamamasi ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yonteminden daha diigiik
sonuclar elde edilmesine sebep olabilir. Ultrasonik asamadan sonra otoliz yapilmasi
daha etkili olabilir. Yapilan analizler sonucu elde edilen beta glukan saflig1 ve giderilen
protein derisimleri ve elde edilen beta glukan verimleri yiliksek olmasi, uygulamasi daha

kolay, ekstraksiyon siiresinin kisa olmasindan dolayi ii¢ yontem arasinda en i1yi yontem
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ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yontemi segilmistir. Dolayisiyla en iyi
optimum kosullar 0.007 v/w, 95°C ve 30 dk; en iyi sonuglar ise % 12.86 beta glukan
verimi ve % 48.6 ve 0.422 mg/mL beta glukan safliklaridir.

Iki farkli ekstraksiyon ydntemlerinin optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
beta glukan oOrnekleri ile Soxhlet ekstraksiyon yoOnteminin iki farkli ekstraksiyon
siiresiyle elde edilen beta glukan &rneklerinin molekiil kiitleleri ODTU Merkez
Laboratuvari’nda SLS yontemi kullanilarak analiz ettirilmistir. Sodyum hidroksitin beta
glukan1 da parcalama ihtimalinden dolay1r en diisiik molekiil kiitlesi (62.66 kDa)
ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen beta glukan i¢in
bulunurken en yiiksek molekiil kiitlesi (531.2 kDa) otoliz ultrasonik destekli asidik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen beta glukan igin bulunmustur. Mayadan elde edilen
beta glukanin kullanim alanlarinda g¢ogunlukla beta glukanin suda ¢oziinebilmesi
istendigi icin diger ekstraksiyon yontemlerine gore daha diisiitk molekiil kiitlesine sahip
beta glukan elde edilen ultrasonik destekli alkali asidik ekstraksiyon yontemini tercih

etmek daha mantikli olacaktir.

Tez kapsaminda on ¢aligmalarda ilk molekiil kiitlesi deneyleri Ubbelohde yontemi
kullanilarak yapilmistir ve mayadan elde edilen beta glukan igin Mark-Houwing
katsayilart bulunmadigi i¢in bu tiir beta glukanin dallanma yapisina en ¢ok benzeyen
seliiloz nitratin katsayilar1 kullanilarak beta glukanlarin yaklasik degerleri bulunmustur.
Bu yontemle SLS yontemiyle elde edilen beta glukan molekiil kiitleleri
karsilagtirildiginda en yliksek ve en diislik beta glukan molekiil kiitleleri tam tersi
ekstraksiyon yontemlerinde elde edildigi tespit edilmistir. Bir bagka deyisle, Ubbelohde
yontemi ile en yiiksek molekiil kiitlesi (113.2 kDa) ultrasonik destekli alkali asidik
ekstraksiyonu ile elde edilen beta glukan igin bulunurken SLS yontemi ile en yiiksek
molekiil kiitlesi (531.2 kDa) otoliz ultrasonik destekli asidik ekstraksiyonu ile elde
edilen beta glukan i¢in elde edilmistir. Bu durumda, SLS yontemi daha dogru ve kesin
sonug veren yontem oldugu icin bu yontemin sonuclar1 dikkate alinmistir ve Ubbelohde
yonteminde seliiloz nitratin Mark-Houwing katsayilarinin kullanilmamas1 gerektigi

sonucuna varilmistir. Bunlarin yani sira, kullanilan mayanin farkli olmasi (ticari ya da
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laboratuvarda iretilen), ekstraksiyon kosullarinin farkli olmasi da etkili olmus

olabilmektedir.

Literatiirde beta glukan ekstraksiyonun istatistiksel deneysel tasarimlarla
optimizasyonun az olmasi, Ozellikle mayalardan beta glukan eldesinde kullanilan
ekstraksiyon yontemlerinin kosullarinin optimizasyonunda Box — Behnken deneysel
tasariminin kullanilmamasi, Soxhlet ekstraksiyon yonteminin mayalardan beta glukan
eldesinde kullanilmamasi ve S. cerevisiae mayasindan beta glukan eldesinde bu sekilde
kapsamli bir ¢alisma yapilmamasindan dolayr bu tez ¢alismasinin 6zgiin tarafi olup

literatiire bir¢ok yenilik katacagi diistiniilmektedir.
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