KOCAELI UNIVERSITESI * FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DAN GLUKAN ELDESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Candan YILMAZ

Anabilim Dali: Biyoloji

Damsman: Yard.Do¢.Dr. Rezan ALKAN

KOCAELI, 2010



KOCAELI UNIVERSITESI * FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DAN GLUKAN ELDESI

YUKSEK LISANS TEZi

Candan YILMAZ

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih: 09 HAZIRAN 2010
Tezin Savunuldugu Tarih: 12 TEMMUZ 2010

Tez Danismani
Yrd.Do¢.Dr. Rezan ALKAN

(...t )

Uye Uye i
Prof.Dr. Siiliin USTUN Prof.Dr. Fazil OZEN

=

KOCAELI, 2010



ONSOZ VE TESEKKURLER

Lisansiistii egitim ve dgretimimde bilgi, beceri ve deneyimleriyle her an yanimda
olan, manevi destegini benden hi¢bir kosulda esirgemeyen ve beni yonlendiren,
samimiyetiyle ailemden biri gibi hissettigim degerli Danisman Hocam Sayn Yard.
Dog. Dr. Rezan ALKAN’a tiim igtenligimle tesekkiir ederim.

Tez calismamda fikirleri ve desteklerini benden esirgemeyen, ikinci danigman
hocalarim olan Sayin Yard. Dog. Dr. ibrahim UNAL’a ve BRISA Mikro-inceleme
Laboratuvari’nda taramali elektron mikroskobu (SEM) gortintiilerini ve XRF kiil
tayinlerini yapan Sayin Fizik Yiiksek Miihendisi Attila ALKAN’a tesekkiirii borg
bilirim. Istatistik calismalarnda bana yol gdsteren Abant Izzet Baysal
Universitesi’ndeki degerli hocam Yard. Dog. Dr. M. Ozlem CEVIK’e ¢ok tesekkiir
ederim. Abant Izzet Baysal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’ndeki lisans arkadaslarim ve Kocaeli Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Bolimii’ndeki yiliksek lisans arkadaslarimin hepsine tesekkiir ederim.
Manevi destek ve yardimlarini benden esirgemeyen ve bana inanan en iyi dostlarim
Serhat Celep, Ayse San, Ugur Duzcu, Seyithan Erman, Ahmet Erden, Zuhal Oztiirk,
Yasar Noyan, Ali Erdem Giilagar ve Salih Y1lmaz’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Protein ve yag analizlerinin yapilmasinda AR-GE Laboratuvarlari’n1 kullanmama
izin veren Korfez Yem Fabrikasi’nin degerli yoneticilerine minnet duygularimi
sunarim.

Beni bugiinlere getiren, her tiirlii maddi ve manevi desteklerini tizerimde hissettigim
babam Mustafa Yilmaz’a, annem Nazmiye Yilmaz’a, ablam Canan Topaloglu’na,
enistem Bora Topaloglu’na, ikiz kardesim Can Yilmaz’a ve yengem Dilek Yilmaz’a
silkranlarimi sunarim.



ICINDEKILER

ONSOZ VE TESEKKURLER............ciiiiiiiiiiiiiii e, 1
ICINDEKILER ...t e, i
SEKILLER DIZINI.......iiiiii e iv
TABLOLAR DIZINL.....cooooiiiiiiiiiii eV
SIMGELER ... ot vii
OZET o, ix
INGILIZCE OZET. ... e X
LGRS 1
2.GENEL BILGILER..........iiiiiiiii e, 3
2.1.Maya Hiicresi (Saccharomyces cerevisiae)............c.couuuiuiiiiiiieininnnnnnannnn. 3
2.2.Maya Hiicre Duvar Yapismin Dinamikleri..............c.ooooiiii 6
2.2 1 KIEIN oot 9
2.2.2.Hiicre duvar proteinleri........c.oovueiieiiiiiiiieii e 12
2.2 3. B-glUKan . e 18
2.2.3.1.B-glukanin yapisal 0zelliKleri ..........oooviiiiiiiii e 18
2.2.3.1.1.B-1,3-lukan a8l......cc.viiniiiiiii e 19
2.2.3.1.2.B-1,6-8luKan ..o s 21
2.2.3.2.B-glukan ¢esitlerin......ooueiiiii e 22
2.2.3.2.1.Scleroglucan ... ..o 22
2.2.32.2.L@NLNAN  .intti e 25
2.2.3.2.3.Schizophyllan ..., 28
2.2.3.3.B-glukanin kullanim alanlari.................ooooiii i, 31
2.2.3.3.1.Bagisiklig1 arttirict 0zellii........cooovveiiiiiii i, 31
2.2.3.3.2.Yem katki maddesi olarak kullanimi....................ooiiii . 36
2.2.3.3.3.Mayonez yapiminda kullanimi...................coooiiiiii i 42
2.2.3.3.4.Krem yapiminda kullanimi..................oooiii i, 43
2.3.Literatlir CaliSmast. ... ..ooiueii it e 43
3.MALZEME VE YONTEM. .........iiiiiiiiiii i, 48
3.1.LabOratuvar ... e 48
3.2.Kullanilan Hammadde. ... 48
T8 B () 113 o POt 48
3.3.1.D€NCY AUZENECTI. ..ottt et et et e e et e e e 48
3.3.1.1.NaOH konsantrasyonun B-glukan ekstraksiyonuna etkisi....................... 48
3.3.1.2.Ekstraksiyon siiresi, sicaklig1 ve yikama sayisinin etkisi........................ 49
3.3.1.3.Farkli uygulamalarin B-glukan ekstraksiyonuna etkisi............................ 49
3.3.1.3. 1.Patent uygulamasi........c.ovvuiiiiiiiii i e 49
3.3.1.3.2.S1cak su uygulamast.........cooeiiiiiiiii e 50
3.3.1.4.Mantar ve maya B-glukani test prosediirii (Megazyme)..........ccccocevennnnnn. 50

1



3.3.1.4.1.Toplam glukan miktar1 6l¢iimii (a-glukan + B-glukan)........................ 50

3.3.1.4.1.a-glukan miktart O1gUMIU. ........oeiiiieii e 51
3.3.1.5.Taramali elekron mikroskobu (SEM) incelemesi...................ccovviiinnnn. 52
3.3.1.5.1.Numune hazirlanmasi............coooiiiiiiiii e 52
3.3.2.ANaliZ YONEEMICTI. .. .utt ettt 52
3.3.2.1. Kuru madde tayini........ooouiiiiiiiiii e 52
3.3.2.2.XRF Kl tayini.....oueeneinii e 52
3.3.2.3.Toplam protein dl¢timii (Kjeldahl protein)...............ooooviiiiiiiiiiiiini, 53
3.3.2.4.Toplam yag tayini......c.eeeniiettiiteete e ee e 53
3.3.2.5.Mantar ve maya B-glukani tayini (Megazyme).............cceevvviiieenneennnnn. 53
3.3.2.5.1.Toplam glukan miktar1 tayini (a-glukan + B-glukan).......................... 54
3.3.2.5.2.a-glukan miktart tayini........c.ooouiiiniiiii i e 54
BATSEAtISEK oottt 54
4 BULGULAR VE TARTISMA . ... 56
4.1.NaOH Konsantrasyonun -Glukan Ekstraksiyonuna Etkisi......................... 56
4.2 Ekstraksiyon Siiresi, Sicaklig1 ve Yikama Sayismin Etkisi.......................... 63
4.3.Farkli Uygulamalarin B-Glukan Ekstraksiyonuna Etkisi............................. 76
4.3.1.Patent uygulamasi.........c.vviuiiiiiiii i e 76
4.4 Mantar Ve Maya B-Glukani Testi (Megazyme)..........ccvvvviiiiiiinienneennnnnn. 85
5.SONUCLAR VE ONERILER..........cc.iiuiiiiiiiie e, 90
KAY N AK L AR o 95
OZGECMIS oo, 105

111



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1: Saccharomyces cerevisiae’nin taramali elektron mikroskobundaki (SEM)

o0} 11053 P 4
Sekil 2.2: Maya hiicresinin sematik gorinimii............ooevvieiiiiiiiieiiiieneennnnnnn. 5
Sekil 2.3: Maya hiicre duvarmin yapisi ve bilesenleri...................coooiiiiiiininne. 6
Sekil 2.4: Kitinin molekiil yapisi........oouiiiiiiiii e, 9
Sekil 2.5: Saccharomyces cerevisiae’da kitinden olusan tomurcuk izinin taramali
elektron mikroskobundaki (SEM) goriintileri............cooevviiiiiiiiiiiiiininnn... 10
Sekil 2.6: Maya hiicresindeki mannanin yapist...........ooevviiieiiiiiniiiineenneennnnnn 12
Sekil 2.7: Hiicre duvar bilesenlerinin hiicre duvarindaki konumlari.................... 14
Sekil 2.8: Hiicre duvarindaki GPI baglantilarinin konumu........................... 16
Sekil 2.9: Hiicre duvarinda mannoproteinlerin dagilimi................................. 17
Sekil 2.10: B-1,3-glukanm kimyasal yapist...........cooiiiiiiiiiiiiiiii e, 19
Sekil 2.11: B-1,3-glukan ve B-1,6-glukan baglantilarinin sematik gdsterimi.......... 21
Sekil 2.12: B-1,6-glukanin kimyasal yapist..........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 21
Sekil 2.13: Scleroglucanin kimyasal yapist..........c.oovviiiiiiiiiiiiiii e, 22
Sekil 2.14: Lentinanin kimyasal yapiSt.......ocovvviiiiiiiiiiiii i ieee e, 26
Sekil 2.15: Schizophyllanin kimyasal yapist...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
Sekil 2.16: Schizophyllanin heliks yapisi..........oooviiiiiiiiiiiiiiii e, 29
Sekil 2.17: Schizophyllanin polianilin ile nanofiber yap1 olusturmasinin sematik
Fe L0} L 410 30
Sekil 2.18: Glukan tarafindan uyarilmis bir makrofajin kanda mikroorganizmalara
SAlAITMAST. ..o 38
Sekil 2.19: Glukan varhiginda ve yoklugunda bakterilerin, bagirsak epitel hiicrelerindeki
QAVTAIIS L ottt 39
Sekil 4.1: Farkli NaOH konsantrasyonlarindaki pH degisimleri........................ 60
Sekil 4.2: Farklt NaOH konsantrasyonlarindaki protein miktarlart..................... 62
Sekil 4.3: Farkli NaOH konsantrasyonlarinda protein giderim yiizdeleri.............. 62
Sekil 4.4: Farkl sicakliklardaki pH degisimleri................oooooiiiiiiiiiiiin.. 66
Sekil 4.5: Iki kez yikanan &rneklerin farkli uygulama sicakliklarindaki protein
4 [ o453 o () Nt 67

Sekil 4.6: Iki kez yikanan gruplarda bekletme siiresinin protein degerine etkisi.....68
Sekil 4.7: Bir kez yikanan numunelerde farkli sicakliklarin protein giderimine

BEKIST. Lt et 69
Sekil 4.8: Bir kez yikanan numunelerde farkli bekletme siirelerinin protein miktarina
CEKILETT. .o 70
Sekil 4.9: Farkl sicaklik uygulamalarinda 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki
PIrOteIN GIACTIIMI. ..ttt ettt et et et e et e et e e et e e e e e e aeeeaeenans 71
Sekil 4.10: Farkli bekletme siirelerinde 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki
PIOtEIN GIACTIIMI. ..\ttt ettt et e e et et e e e e et e e e et e e e eaeeaeenas 72
Sekil 4.11: Pargalanmis maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
GOTUNEUSTL. . .ottt ettt ettt et e e e e et e e et et e e e e e ana 74
Sekil 4.12: Pargalanmis maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
GOTUNEUSTL. . .ottt ettt et e et e e e et e e et et e e e e e e eaaeas 74

v



Sekil 4.13: Parcalanmis maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)

GOTUNLUSTL oottt ettt e e e et et e e et e e e e et e e e e 75
Sekil 4.14: Parcalanmis maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
GOTUNLUSTL ettt ettt e e et e et e e et et e et e e e e e e 75
Sekil 4.15: Farkli uygulamalar sonucundaki protein degerleri.......................... 78
Sekil 4.16: Farkli uygulamalar sonucundaki protein giderim yiizdeleri............... 78
Sekil 4.17: Farkli uygulamalar sonucundaki kiil degerleri....................coo.. 81
Sekil 4.18: Farkli uygulamalar sonucundaki yag degerleri.............................. 82
Sekil 4.19: Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen B-glukan verimi............... 84
Sekil 4.20: Numunenin farkli uygulamalar sonucundaki B-glukan igerikleri.......... 88



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1: Ekmek mayasmin taksonomik hiyerarsisi..............c.ccovvvvviiiiiiiinnn .. 3
Tablo 2.2: Saccharomyces cerevisiae’da hiicre duvar makromolekiilleri, kuru agirlik
yiizdeleri ve bu makromolekiillerin sentez bolgeleri.....................oool. 8
Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan atik ekmek mayasmin (Saccharomyces cerevisiae)
{03 (13 1 1 | 48
Tablo 4.1: 0.25 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri......................... 57
Tablo 4.2: 0.50 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri......................... 58
Tablo 4.3: 0.75 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri......................... 58
Tablo 4.4: 1.00 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri......................... 59
Tablo 4.5: 1.50 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri......................... 59
Tablo 4.6: Farkli NaOH konsantrasyonlarinda protein miktarlart....................... 60
Tablo 4.7: Farkli NaOH konsnatrasyonlarinda protein giderim yiizdeleri............. 61
Tablo 4.8: 65°C sicakliktaki pH degisimleri..............cooiiiiiiiiiiiiiii i, 64
Tablo 4.9: 70°C sicakliktaki pH degisimleri.............coooviiiiiiiiiiiiii e, 64
Tablo 4.10: 80°C sicakliktaki pH degisimleri...............coooeviiiiiiiiiiiiiiinn.. 65
Tablo 4.11: 85°C sicakliktaki pH degisimleri..............coooviiiiiiiiiiiiiiiin.n. 65
Tablo 4.12: 90°C sicakliktaki pH degisimleri...............cooooviiiiiiiiiiiii ... 66
Tablo 4.13: Iki kez yikanan orneklerin farkli uygulama sicakliklarindaki protein
4 [ <453 () 67
Tablo 4.14: Iki kez yikanan gruplarda farkli bekletme siirelerindeki protein
4 [ <453 () T 68

Tablo 4.15: Bir kez yikanan 6rneklerde farkli sicakliklardaki protein miktarlari.....69
Tablo 4.16: Bir kez yikanan numunelerin farkli bekletme siirelerindeki protein

4 [ o453 () 71
Tablo 4.17: Farkl sicakliklardaki 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein
GIAEIIMICTT oo 72
Tablo 4.18: Farkli bekletme siirelerindeki 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki
protein  giderim YUZAEICTT........oviiiii i e 72
Tablo 4.19: Farkli uygulamalar sonucundaki protein degerleri.......................... 77
Tablo 4.20: Farkli uygulamalar sonucundaki protein giderim yiizdeleri............... 77
Tablo 4.21: Farkli uygulamalar sonucundaki kiil igerikleri.........................o.... 80
Tablo 4.22: Farkli uygulamalar sonucundaki yag igerikleri.........................c.... 82
Tablo 4.23: Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen B-glukan verimi............... 83
Tablo 4.24: Farkli uygulamalar sonucundaki toplam glukan igerikleri................. 86
Tablo 4.25: Farkli uygulamalar sonucundaki a-glukan igerikleri........................ 86
Tablo 4.26: Farkli uygulamalar sonucundaki B-glukan igerikleri........................ 87

vi



SIMGELER

x
Da
rpm
g
kHz
|
ml
mg
mM
ng
um
ppm
M
nm
N
Pa
°C
SH

KISALTMALAR

ALOs3
CH;COOH
CUQO
BaO
CuSOy
Zn0O
F6203
CI,0
LDL
P,0s
HCOOH
H,0;
HCI
H3POq4
C
CaCIz
CaO
CI‘203
SO;
MgO
Ml’lOz

: Aritmetik ortalama
: Dalton
: Dakika basina devir sayis1 (Revolutions per minute)
: Gram
: Kilohertz
: Litre
: mililitre
: Miligram
: Milimolar
: Mikrogram
: Mikrometre
: Milyonda bir birim
: Molarite
: Nanometre
: Normalite
: Pascal
: Santigrad derece
: Standart hata

: Aliiminyum oksit
: Asetik asit

: Bakar (2) oksit

: Baryum oksit

: Bakir siilfat

: Cinko oksit

: Demir (2) oksit

: Diklor monoksit

: Diistik yogunlukta lipoprotein (Low density lipoprotein)
: Fosfor pentaoksit
: Formik asit

. Hidrojen peroksit

: Hidroklorik asit
. Fosforik asit

: Karbon

: Kalsiyum klortir
: Kalsiyum oksit

: Krom oksit

: Kiikdirt trioksit
: Magnezyum oksit

: Manganez dioksit
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Mak : Maksimum

Min : Minimum

KOH : Potasyum hidroksit

K,O : Potasyum oksit

S10, : Silikon dioksit

SrO : Sitrontiyum oksit

NaCl : Sodyum kloriir

NaCIO : Sodyum hipoklorit

NaOH : Sodyum hidroksit

NaxSOq4 : Sodyum stilfat

NH, . Amin

n : Tekrarlanan ¢aligsma sayis1

Ti0; : Titanyum dioksit

71O, : Zirkonyum oksit

65°C 30dk : 65°C sicaklikta 30 dakika bekletilen numune
65°C 60dk : 65°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune
65°C 90dk : 65°C sicaklikta 90 dakika bekletilen numune
70°C 30dk : 70°C sicaklikta 30 dakika bekletilen numune
70°C 60dk : 70°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune
70°C 90dk : 70°C sicaklikta 90 dakika bekletilen numune
80°C 30dk : 80°C sicaklikta 30 dakika bekletilen numune
80°C 60dk : 80°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune
80°C 90dk : 80°C sicaklikta 90 dakika bekletilen numune
85°C 30dk : 85°C sicaklikta 30 dakika bekletilen numune
85°C 60dk : 85°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune
85°C 90dk : 85°C sicaklikta 90 dakika bekletilen numune
90°C 30dk : 90°C sicaklikta 30 dakika bekletilen numune
90°C 60dk : 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune
90°C 90dk : 90°C sicaklikta 90 dakika bekletilen numune
O.M.H. : Otoklavlanmis maya hiicresi

0.5N.90.60dk.2kz.  : 0.50 N NaOH konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika
bekletilip 2 kez yikanmis numune

0.5N.90.60dk.P.A.S. : 0.50 N NaOH konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika
bekletilip patent prosesinin alkol basamagindan sonra alinmis numune

0.5N.90.60dk.P. : 0.50 N NaOH konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika
bekletilip patent prosesi uygulanmis numune

0.5N.0O.2kz. : 0.50 N NaOH konsantrasyonunda otolizlenip 2 kez yikanmis
numune

1.5N.P. : Patent prosesi uygulanmig numune

1.5N.2kz. : 1.50 N NaOH konsantrasyonunda otoklavlanmis numune
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SACCHAROMYCES CEREVISIAE’DAN GLUKAN ELDESI
Candan YILMAZ

Anahtar kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, NaOH, protein, yag, kiil, B-glukan,
saflagtirma

OZET: Bu calismada atik ekmek mayasi Saccharomyces cerevisiae’dan B-glukan
izolasyonu ve saflastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, atik ekmek mayasina farkl
NaOH konsantrasyonlar1 (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 N), ekstraksiyon sicaklig1 (65,
70, 80, 85, 90°C), siiresi (30, 60, 90 dakika) ve yikama sayilar1 degistirilerek protein
giderimi en iyi olan yontem belirlenmis ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
gortintiileri c¢ekilmistir. Secilen yontemle farkli uygulamalarin protein giderimleri
karsilagtirilmis, en diisiik protein degerini veren uygulamalar arasinda kiil, yag ve
verim degerleri kiyaslanmigtir. Tiim farkli uygulamalar i¢in B-glukan degerleri tespit
edilmis ve saflik oranlar1 degerlendirilmistir.

Sabit sicaklik ve siiredeki hiicre par¢alanmasi sonucunda kontrol ve 0.25 N NaOH
konsantrasyonlu gruplar ve digerlerinin protein degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farka rastlanmistir. Endiistriyel boyutta B-glukan eldesinin yapilacagi
disiiniildiigiinde, maliyet faktorleri de g6z Oniine alindiginda 0.50 N NaOH
konsantrasyonu en uygun konsantrasyon olarak se¢ilmistir. Daha fazla protein
giderimi i¢in 0.50 N NaOH konsantrasyonu sabit tutularak farkli sicaklik, siire ve
yikama islemleri uygulanmistir. Sicaklik, bekletme siiresi ve yikama sayisi arttikca
protein degerinin distiigii gorilmiistiir. 90°C sicaklikta 2 kez yikanip 60 dakika
bekletilen grubun optimum protein giderimini sagladigi tespit edilmistir. Farkli
uygulamalar sonucunda ise kontrol grubuna gore tiim protein degerlerindeki degisim
anlamli bulunmustur. 0.50 N NaOH konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika
bekletilmis grup en yiiksek yag (% 13.01) ve verim (%10.29) oranlarina sahipken
patent prosesi uygulanmis grubun bu degerlerinin (yag; %4.62 ve verim; %6.29)
diisiik oldugu tespit edilmistir. Aksine kiil miktarindaki en yiiksek orana (%35.6)
patent prosesi uygulanmis grupta rastlanmistir. Kontrolde %20.35 olarak belirlenen
B-glukan degeri otolizlenmis grup hari¢ uygulama ¢esidine gore farklilik
gostermistir. 0.50 N NaOH konsantrasyonunda otolizlenmis grubun B-glukan miktar1
en ylksek iken (%57.69) sadece otolizlenmis grupta en diisiik (%22.91) olarak
goriilmiistiir.

Ekmek mayasindan B-glukanin izolasyonunda NaOH konsantrasyonu, ekstraksiyon

sicaklig, siiresi, yikama sayisi ve uygulama basamaklarina gore protein i¢eriginin ve
dolayisiyla da B-glukan safligmin degistigi tespit edilmistir.
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EXTRACTION OF GLUCAN FROM SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Candan YILMAZ

Key words: Saccharomyces cerevisiae, NaOH, protein, lipid, ash, B-glucan,
purification

SUMMARY: In this study, isolation and purification of B-glucan from waste baker’s
yeast Saccharomyces cerevisiae is aimed. For this purpose, the best method for
protein elimination is determined by altering NaOH concentration (0.25, 0.50, 0.75,
1.00, 1.50 N), extraction temperature (65, 70, 80, 85, 90°C), period (30, 60, 90
minutes) and the number of elution were determined and the images of scanning
electron microscope (SEM) were taken. With the chosen method, protein
eliminations of different applications were compared. Then the ash, lipid and yield
values were compared among the applications in which the least protein values were
provided. For all different applications, B-glucan values were determined and purity
ratios were evaluated.

With the result of cell deterioration in stable heat and period, a statistical meaningful
change is found between control group and the groups with 0.25 N NaOH
concentrations and others’ protein values. Considering making B-glucan output in
industrial size, and cost factors, 0.50 N NaOH concentration was chosen as the most
suitable concentration. For more protein elimination , different temperature, period
and elution processes were applied with stable 0.50 N NaOH concentrations. It is
seen that when temperature, extraction time and elution numbers were increased,
protein values were decreased. The group which was kept 60 minutes after 2 times
elution at 90°C were chosen as the most suitable sample. As the result of different
application results, according to control group, the change of all protein values were
found meaningful. The group that were kept 60 minutes at 90°C within 0.50 N
NaOH concentrations the highest lipid ratio (13.01 %) and highest yield ratio (10.29
%), The value of the groups in which patent process is applied were found low
(lipid; 4.62 % and yield; 6.29 %). On the contrary, the highest ratio (5.6 %) in ash
quantity is found in the group that patent process was applied. B-glucan value that
was defined as 20.35 % in the control showed differences according to application
types except for autolyzated group. While the B-glucan quantity was the highest
(57.69 %) in autolyzated group with 0.50 N NaOH concentrations, it was seen as the
least (22.91 %) in only autolyzated group.

In the isolation of B-glucan from baker’s yeast, it is seen that protein ingredients and
therefore B-glucan purity are changed according to NaOH concentration, extraction
temperature , period, and number of elution and application steps.



1. GIRIS

Gida maddelerinin baslica islevi organizmanin metabolik gereksinimleri i¢in gerekli
maddeleri saglamaktadir. Ancak, besinler metabolik aktivitelerimiz i¢in gerekli
makro- ve mikrobesleyicilerden bagka sagligimiz {lizerinde olumlu etkilere sahip
bilesenler de igermektedir. Son yillardaki bilimsel calismalar beslenme ve hastaliklar
arasindaki iliskiyi acik bir sekilde ortaya koymus olup, epidemiyolojik calismalar
beslenmenin kronik hastaliklarin 6nlenmesindeki roliine isaret etmektedir. Beslenme
aliskanliklarmin genellikle sebze, meyve ve tahil tiiketecek sekilde degistirilmesi
kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir ¢oziimdiir. Tedaviden ziyade

onleyici yaklasimlarm iistiin tutulmasmin daha etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Son yillarda bazi besinlerin dogal yollardan hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki
etkinliginin bilimsel olarak ispatlanmasi, sagligimizin korunmasinda beslenme
desteginin Onemini arttirmistir. Bu sebeple, fonksiyonel besinler, notrasotikler ve
dogal saglik tiriinleri daha fazla tiiketilir hale gelmistir [1]. Bu {iriinlerden birisi de -
glukandir. B-glukan; bakteri, maya, fungus, mantar, alg ve yliksek bitkilerin hiicre
duvarinda bulunan bir ¢esit glikoz homopolimeridir. B-glukanin en 6nemli kaynagi
ise maya, Ozellikle de ekmek ve bira mayast Saccharomyces cerevisiae hiicre
duvaridir. Mayalar tekhiicreli funguslardir ve yiizlerce yildir ekmek yapimi ve etanol
iretiminde kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda diinya ¢apindaki iiretimi 2.5 milyon
tonu geg¢mistir. Bircok maya fabrikas1 mayay1 sadece ekmek yapimi i¢cin degil,
mekanik ya da enzimatik otoliz ile elde edilen maya Oziitii eldesi icin de
iretmektedirler. Maya 0ziitli yiiksek protein ve niikleotit iceriginden dolay1 besin

katkis1 ya da lezzet arttirici olarak kullanilmaktadir [2].

Maya hiicreleri kuvvetli ve sert bir hiicre duvariyla cevrili olup bilesenlerinin
mayanin tiirline gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Saccharomyces cerevisiae
hiicre duvarinin kuru agirlhigi, hiicre kuru agirliginin % 20-30’unu olusturmaktadir.

Temel olarak B-glukan ve mannoproteinlerden, iz miktarlarda ise kitin ve yag



tabakasindan meydana gelmektedir. Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarmin
yapist i¢ ve dis tabaka olarak ikiye ayrilmaktadir. Maya hiicre duvarinin dig
tabakasini olusturan glikozillenmis mannoproteinler hiicre i¢ine yabanci maddelerin
girigsini - sinirlamaktadir. Hiicre duvarmm i¢ tabakasini ise kitin ve glukan
olusturmaktadir. Hiicrenin mekanik kuvvetinden sorumlu olan, Saccharomyces
cerevisiae’nin hiicre duvarmi olusturan glukanin % 85’1 -1,3-glukan ve % 3’ -

1,6-glukandir [3].

1940 yillarindan beri glukanin fonksiyonel uygulamalari iizerine ¢aligilmaktadir. -
glukanlar; spesifik makrofaj reseptorlerine baglanip onlar1 aktive ederek makrofajlar
uyarma, enflamasyon, enfeksiyon, bakteri ve viriis kaynakli hastaliklar1 ve timor
olusumunu Onleme, kolesterolii diisiirme, radyasyonun yan etkilerini engelleme ve
yaralar1 tyilestirme gibi biyolojik olarak aktif ve tibbi 6zelliklerinden dolay1 ¢ok fazla
dikkat cekmektedir. Antioksidan Ozelliklere ve serbest radikalleri yakalama
kapasitelerine de sahiptir [3-6]. Insanlarda kullanilmasmnm yam sira p-glukandan
hayvan yemlerinde antibiyotiklere alternatif olarak da yararlanilmaktadir.
Antibiyotiklerin diisiikk dozlarda yemlere katilmasi ile kanathlarda performansin
tyilestiginin tespit edilmesinden beri bu bilesikler etlik pili¢ yetistiriciliginde
biliylitme faktorii olarak yillardir basari ile kullanilmaktadir. Ancak bliyiitme faktori
antibiyotiklerin artarak kullanimi cesitli endigelere yol a¢cmistir. 1963 yilinda
antibiyotige direncin bir bakteriden diger bir bakteriye konjugasyon yolu ile transfer
edilebilecegi bulunmustur. Sonraki yillarda sahada artan siklikta direncli bakteri
suslarina rastlanmasi; bu suslardan insanlarda hastalik yapabilenlerin tedavi amacla
kullanilan antibiyotiklere de capraz diren¢ gosterebilecekleriyle ilgili siiphelerin
artmast Avrupa Birligi’'nde bu maddelerden cogunun kanathlarda kullaniminin
yasaklanmasia sebep olmustur. Getirilen yasaklar B-glukan gibi alternatif bilesiklere
onemi arttrmustir [7]. Ayrica B-glukandan cildi korumasi ve yenilemesiyle krem
yapiminda da yararlanilmaktadir [8-10]. Pek cok yararindan dolay1 bu polisakkaritin
hiicreden elde edilip saflastirilmasi biiyiik 6nem tasimaya baslamistir. Calismamiz en
onemli B-glukan kaynaklarindan biri olan Saccharomyces cerevisiae’dan farkli
NaOH konsantrasyonlar1 ve uygulamalar kullanilarak B-glukanin izolasyonu ve

saflastirilmasi tizerine yapilmstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. MAYA HUCRESI (Saccharomyces cerevisiae)

"Saccharomyces" s0zcligii Yunanca ve Latince'den tiiretilmistir, "seker mantar1"
demektir; "cerevisiae” Latince "biradan" anlamina gelir. Saccharomyces cerevisiae,
fungus ailemine ait, tomurcuklanan bir maya tiriidir [11] (Tablo 2.1).
Tomurcuklanmada kardes hiicrelerin ana hiicredeki kiigiik bir delikten patlayarak
olustugu gorilmiistiir (Sekil 2.1). Bazen tomurcuklarin ana hiicreden tamamen
ayrilmayip hiicre zincirleri olusturdugu da gozlemlenmistir [12]. Hiicreleri yuvarlak

veya yumurta bicimli, ¢caplar1 5—13 pm olarak kaydedilmistir [11, 13] (Sekil 2.2).

Tablo 2.1: Ekmek mayasinin taksonomik hiyerarsisi [11]

Alem Fungus
Sube Ascomycota
Altsube Saccharomycotina
Smf Saccharomycetes
Takim Saccharomycetales
Kudrjanzev, 1960
Familya Saccharomycetacea G. Winter,
1881
Cins Saccharomyces Meyen
Tiir Saccharomyces
cerevisiae Hansen, 1883

Saccharomyces kromozomlarinin lineer ¢ift iplik¢ikli DNA’dan olustugu
bulunmustur. Genomu ilk olarak 1996’da tamamlanmustir [14]. Okaryotlar arasinda
genom dizini ilk okunan canlidir. Yapilan incelemeler sonunda genomunun yaklasik
13 000 000 baz ¢iftinden ve 6275 genden olustugu, ancak bu genlerin yaklagik 5800
tanesinin islevsel oldugu sanilmaktadir. Maya ve insan genom dizinlerinin % 23
oraninda ortak oldugu tespit edilmistir [11]. Genetik yapisindan dolay1

Saccharomyces cerevisiae yararli bir arastrma mikroorganizmasidir. Ornegin;




Carnegie Mellon Universitesi’'nde Woolford Laboratuvari’ndaki bilim adamlar1 bu
mikroorganizmay1 ribozomla ilgili genetik c¢alismalar i¢in kullanmiglardir. Bu
bilimsel kaynak, hiicre genetigi ve fizyolojisinin yapis1 ve organizasyonu hakkinda
temel bilgilerin gelistirilmesinde cok onemli bir konuma
sahiptir. Diger Okaryotlar gibi 40S riboniikleoproteini 1 tane 18S rRNA ve 32 tane
ribozomal proteinden olustugu ve bu ve diger rRNA vyapilarinin tek bir 35S
kopyasmdan geldigi ifade edilmektedir. Oncii RNA, polimeraz III tarafindan
kopyalanirken bu kopya polimeraz I tarafindan sentezlenmis 6ncii-RNA daha sonra
90S riboniikleoproteinde (RNP) paketlenmistir. Bu islemlerin endoriboniikleaz ve
ekzoriboniikleaz araciligiyla yapildigi ispatlanmistir. Diizenlemeden sonra, 66S
partikiillerinin niikleoplazmaya salindigi, burada olgunlastigi ve sitoplazmaya
tagindig1 gozlemlenmistir. Ayrica Woolford Laboratuvar: arastirmacilari, ribozomal
altbirimlerin protein sentezindeki islevlerinden once de bazi basamaklarin oldugunu
kesfettiler. RNA boliinmesi ve siirecinde oldugu gibi rRNA yapismnin tekrar
diizenlenmesi gibi islemler i¢in gerekli ribozomal olmayan bazi bilesikleri de

bulmuslardir.

Sekil 2.1: Saccharomyces cerevisiae’nin taramali elektron mikroskobundaki (SEM)
goriintiisii [15]

Saccharomyces cerevisiae heterotrof olup, enerjisini glikozdan elde etmekte,
solunum ve fermentatif metabolizmalarm ikisini de kullanmaktadir. Glikozun %
2’sinin hiicre materyali yapiminda kullanildigi, % 98’inin ise fermentasyon sirasinda

metabolize edildigi bulunmustur. Bununla beraber anaerobik metabolizma daha fazla



enerji vermekte, boylece glikozun % 10’u hiicre materyaline doniistiiriilebilmektedir.

Bu olay pasteur etkisi olarak bilinmektedir [14].

Mitokondri
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kofulu Salgq

Ttk vezikiilleri
Niikleus

Golgi kompleksi
Niikleer membrandaki por

Koful
Endoplazmik retikulum

Koful memhbrani
Yag graniilii
Tomurcuk izi

Hiicre
membhbrani

Koful
graniilleri

Depo graniilii

Tel benzeri mitokondri

Sekil 2.2: Maya hiicresinin sematik goriiniimii [16]

Maya yillardir ekmek yapimi ve etanol iiretiminde kullanilmaktadir. Son zamanlarda
diinya capindaki iiretimi 2.5 milyon tonu ge¢mistir. Bazi maya fabrikalar1 mayay1
sadece ekmek yapimi i¢in degil, mekanik ya da enzimatik otolizle elde edilen maya
oziiti eldesi i¢cin de {iiretmektedirler. Maya 0ziitlii yiiksek protein ve niikleotit
iceriginden dolay1 besin katkis1 ya da lezzet arttirict olarak kullanilmaktadir. Maya
hiicrelerinin dig kismi yani hiicre duvar1 1,3-B-D-glukan yapimi icin ideal bir
hammaddedir. Ciinki hiicre duvarinin kuru agirhigimm % 30-60’m1 glukan

olusturmaktadir [2].



2.2. MAYA HUCRE DUVAR YAPISININ DIiNAMIKLERI

Hiicre duvar1 maya hiicrelerinin plazma membranin1 distan saran yaklasik 100-200
nm kalinliginda bir Ortiidiir. Bu Ortii hiicre kuru agrhigmm % 15-30’unu
olusturmaktadir [17] (Sekil 2.3). Ekmek mayas1 hiicre duvarinin briit kimyasal
icerigi; % 83 karbonhidrat, % 10 protein, % 3 lipit, % 0.45 sterol, % 0.30 riboniikleik

asit ve % 0.04 deoksiriboniikleik asittir. Su ana kadar tanimlanmis bilesenleri ise;

glukan, mannan, protein, kitin, glukozamin, yag asitleri, gliseritler, fosfolipitler ve

ﬁ Saccharemyces cerevisiae

fosfatlardir [18].

Hiicre duvari

~—Monnopratein

Beta-1,3-(D)-Glucan

Sekil 2.3: Maya hiicre duvarinin yapisi ve bilesenleri [19]

Maya hiicre duvarmin hiicre morfolojisini korumak, hiicreyi desteklemek, savunmak
icin gerekli oldugu ispatlanmistir. Duvar sayesinde hiicre dis ortamda meydana gelen
ozmotik degisikliklerden korunmaktadir. Gegirgen bir bariyer olan hiicre duvari,
hiicre i¢ci madde gegirgenligini de ayarlamakta ve hiicrelerin bir araya gelerek yigin
olusturmasi (flokkulasyon), seksiiel aglutinasyon (ciftlesme sirasinda hiicrelerin
birbirine yapigmasi) gibi yapisal olaylarda hiicre-hiicre etkilesimlerinde basrolii

oynamaktadir.



Maya hiicre duvari, elastik bir yapiya sahiptir. Fizyolojik ve ozmotik yolla gelen
zararlardan korunmayi, ayn1 zamanda hiicre seklinin belirlenmesini saglamaktadir.
Negatif boyama teknikleri ile hiicre duvarmin elektron mikroskobik analizi
sonucunda hiicrenin gelisme durumu ve genetik 6zelliklerine bagl olarak yaklasik
70-100 nm kalinliginda elektron-seffaf icsel bir tabaka ve elektron-yogun digsal
tabaka olmak tizere iki tabakali bir yapida oldugu gozlenmistir. Mayalanma siiresince
elektron-geffaf i¢ tabakanin kalinlig1 200 nm’ye kadar ¢ikmistir. Hiicre duvarmin ig
tabakasinin biiyiik 6l¢iide duvarin mekanik kuvvetliliginden sorumlu oldugu ve ayni
zamanda duvarin en dis tabakasmi olusturan proteinler i¢in bir tutunma bolgesi
olarak gorev yaptig1 belirlenmistir. Bu proteinler arasinda seksiiel aglutininler ve
flokkulinler de yer almaktadir. En dis protein tabakasi1 ayni zamanda hiicre duvarinin
gecirgenligini de smirlamaktadir. Boylece hiicre duvari, membran bozucu bilesikler
ve yabanci enzimlere karst hiicre membranimmi koruyucu bir kilif goérevini
istlenmektedir. Maya hiicre duvarinin organizasyon ve molekiiler bilesimi ¢evre
sartlarma bagli olarak degisebilmektedir. Dis etkilerle protein-polisakkarit
kompleksinin olusumu ve diizeni farklilasmaktadir [17]. Ornegin; inositoliin
olmadig1 bir ortamda gelisen hiicre duvar1 daha zayiftir, daha az mannan, protein ve

fosfor fakat normal hiicrelere oranla daha fazla glukan ve glukozamin igerir [18].

Sert, egilip biikiilmez bu yapmin, molekiiler seviyede kolayca anlasilir statik ve ¢ok
dinamik bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Maya hiicre duvarlari, gelisme
sirasinda yeni materyallere ihtiya¢c duymakta ve hiicre biiyiikliikkleri artmaktadir.
Hiicre birlesimi (kavusma), spor olusumu, pseudohifsel gelisme ve tomurcuklanma
gibi morfogenezle ilgili degisimlere ayak uydurmak zorundadir. Bu degisimlerde
yalnizca nicel degil nitel modifikasyonlara da gerek duyulmaktadir. Bunlardan baska

hiicre duvar bilesimi farkli ¢evre kosullarinda farklilik géstermektedir.

Duvar yapisindaki baslica bilesenler B-glukanlardir (B-glukanlar B-1,3-glukan veya
B-1,6-glukan olarak veya her ikisi birden bulunmaktadir.). Hiicre duvarmin
dayanikliligmi glukanlar saglar ve mikrofibril yapida sekillenmiglerdir. Yapilan
calismalarda, ¢oziiniir olmayan f-1,3-glukan fibrillerin (ipliksi) biitiin hiicre yiizeyini
sardig1, bunlara kovalent baglarla kitinin baglanmasi sonucu duvarin i¢ kismmin insa

edildigi goriilmektedir. Duvarin dis kismi ise mannoproteinler ile g¢evrelenmistir



(Mannoproteinler hiicre duvar proteinleri olarak isimlendirilmekte ve CWPs
kisaltmasi ile ifade edilmektedir). Kovalent baglarla baglanan makromolekiiller iki
esas bloga ayrilmistir. Bunlardan birinci blokta sirasiyla kitin-B1,3glukan-p1,6glukan
ve ona bagl bir glikozil fosfatidil inositol tiirevi iceren GPI-CWP bulunmaktadir.
Ikinci blokta ise hiicre duvar proteinleri dogrudan B-1,3-glukana baglanmakta
sirastyla kitin-B1,3glukan-Pir-CWP kompleksini olusturmaktadir. Bu GPI-CWP ve
Pir-CWP bloklar1 hiicre duvarmin yapisal birimlerini olusturur ve esnek c¢imento
bloklar1 gibi i§ yaparlar. Hiicre duvar yapisina istenen esnekligi kazandiran bu
kompleks yapisi ile mayalari hayatlar1 boyunca hiicre duvarlarinda gerceklesecek

degisimler giizel bir bicimde ac¢iklanmaktadir (Sekil 2.3).

Hiicre yiizey proteinlerinin karbonhidrat yan zincirleri ¢ok sayida fosfodiester
kopriileri igermektedir, bu da fizyolojik pH degerinde etkili olup hiicre ylizeyinde
negatif yliklerin artmasina neden olmaktadir. Bu yan zincirler ayn1 zamanda duvarin
hidrofilik 6zellik kazanmasindan sorumludur. Su tutucu 6zelligi dolayistyla hiicrenin

kurakliktan korunmasin1 saglamaktadir.

Tablo 2.2: Saccharomyces cerevisiae’da hiicre duvar makromolekiilleri, kuru agirlik
yiizdeleri ve bu makromolekiillerin sentez bolgeleri [17]

Saccharomyces cerevisiae Hiicre Duvar Bilegenleri

Makromolekiiller Kuru Agirlik (%) Sentez Bolgesi
Mannoproteinler 35-40 Salgi yolu
B 1,6 Glukan 5-10 Plazma membrani
B 1,3 Glukan 50-55 Plazma membrani
Kitin 1-2 Plazma membrani

Periplazmik olarak tarif edilen mannoproteinler yalnizca hiicre duvarina tutunur ve
¢Ozilinlir durumda kalir. Genel olarak gelisme ortamina salinan bu proteinler
kompleks muamelelere gerek kalmadan basit olarak parcalanmakta ve

¢Oziinebilmektedir.

Kitin ve p-1,3-glukan, ilgili enzimler kullanilarak plazma membraninda
sentezlenirler. Bu enzimler integral membran proteinleridir, kitin ve B-1,3-glukan
gibi  polimerlerin  vektorel sentezini katalize etmektedirler. [B-1,6-glukan

biyosentezinin endoplazmik retikulumda bagladigi, golgi aygitinda devam ettigi ve




hiicre yiizeyinde tamamlandig1 diisiiniilmektedir. Mannoproteinler hiicre i¢inde
sentezlenir, salgt yolu boyunca proteoliziz ve/veya glikolizasyon gibi
posttranlasyonel modifikasyonlara (translasyon sonunda yeni sentezlenen polipeptit
zincirin biyolojik olarak aktif forma doniismesi i¢in ugradig1 degisimler) tabi tutulur.

Son olarak hiicre ylizeyinde farkli bolgelere hedeflendirilirler [17].

Maya hiicre duvari iceriklerinin miktari, gelistirildikleri ortamin bilesenleri ve kiiltiir
kosullarina gore de degismektedir. Kwang Suk Kim ve Hyun Shik Yun farkl kiiltiir
ortamlarinda (stirekli ve fed-batch (kesikli besleme) ile tretim) gelistirdikleri
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin hiicre duvar bilesenlerini incelemek i¢in
hiicrelerden c¢esitli uygulamalarla ¢6ziiniir halde glukan izole etmiglerdir.
Saccharomyces cerevisiae’nin fed-batch (kesikli besleme) iiretiminde ¢6zlinen [-
glukan igeriginin ve -glukanaza direncin duragan fazin erken evrelerinde en yiiksek
oldugunu bulmuslardir. Siirekli tiretimde ise daha diisiik seyrelme oranlarinda daha
yiiksek B-glukan igerigine ve B-glukanaz direncine rastlamislardir. Duragan fazin
erken evrelerinde ¢oziiniir haldeki B-glukan miktarinin en yiiksek degerde olmasi ve
fed-batch (kesikli besleme) iretiminde yiiksek hiicre konsantrasyonlariyla
calisilabilmesinden dolayi, ¢coziiniir B-glukanin kiitlesel iiretiminde fed-batch (kesikli
besleme) tiretim tekniginin kullanilmasinin daha etkili oldugunu ileri siirmiislardir

[20].

2.2.1. Kitin

N-acetyl-D-glucosamine

Sekil 2.4:Kitinin molekiil yapis1 [21]



Uzun lineer bir B-1,4-bagli N-asetilglukozamin homopolimeri olan kitin, yapisal
olarak 6nemli olmasina ragmen maya hiicre duvarimin iz elemanlarindan birisidir.
Kitin zincirlerinin uzunlugu genellikle 100-190 N-asetilglukozamin birimidir (Sekil
2.4). Hiicre duvarinda kitin zincirlerinin % 40-50’1 kitin polimerinin indirgen
ucundaki B-1,4-bag1 araciligiyla B-1,3-glukanmn indirgen olmayan ucuna baglanir.
Normal sartlar altinda tomurcuk izi ¢evresinde % 1-2, bunun disindaki bolgelerde %
0.10-0.20 seviyelerindedir [17, 22, 23] (Tablo 2.5). Genetik olarak zayif hiicre
yapisma sahip hiicrelerde anormal sartlar altinda kitin sentezi, kurtarma
mekanizmasinin bir parcasi olarak aktive edilmekte ve hiicrenin yanal duvarinda
kuru agirhigin % 20’°sine kadar ¢ikabilmektedir. Maya ve filamentli funguslarda, kitin
mikrofibrillleri hidrojen bagli zincirlerden meydana gelmektedir. Bu kristalli
polimerler bliyiik bir gerilme kuvvetine sahiptir ve bliyiikk 6l¢iide hiicre duvarinin
biitiinliigline katkida bulunmaktadir. Kitinin maya hiicresinin tomurcuklanarak
boliinmesinde 6nemli bir rolii vardir. Ana maya hiicresi ile yavru hiicre kitinden
olusan bdlme ile birbirinden ayrilmaktadir. Ayrica kitin, hiicre duvar materyallerinin

bazik ortamda ¢Oziinmesini de zorlagtirmaktadir. Bu ylizden de kitin sentezi

yikildiginda duvar diizensiz, fungus hiicresi eksik ve ozmotik olarak kararsiz olur

[17, 23-25].

Sekil 2.5: Saccharomyces cerevisiae’da kitinden olusan tomurcuk izinin taramali elektron
mikroskobundaki (SEM) goriintiileri [11]

Kitin sentezi uridin difosfat (UDP)-N-asetilglukozaminden biiyiiyen kitin zincirine
N-asetilglukozamin transferini katalizleyen integral membran proteini Kkitini
sentezleyen enzim tarafindan gergeklestirilir. Yeni olusan zincirler plazma

membraninda siralandigindan kitin polimerlerinin uzamasi vektorel sentez yoluyla
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olur. Olusan kitin polimerleri arasindaki hidrojen baglar, plazma membrani1 yaninda
bulunan hiicreleraras1 alandaki mikrofibrillerin olusumuna ve sonra da kitin
kristalizasyonuna neden olur. Kitin sentezinin bu siireci aktif biiyliime ve hiicre
duvari yapilandirilma kisimlarinda meydana gelir. Mayalar i¢in bu, polarize biiyiime
boyunca tomurcuk tepesi ve sitokinez boyunca ise tomurcuk sap1 gibi alanlari igerir

[23].

Plazma membraninda Chslp, Chs2p ve Chs3p alt birimlerini iceren CS1, CS2 ve
CS3 olmak tizere 3 adet kitin sentezleyen enzim bulunmaktadir. Chslp, sitokinez
boyunca hiicre duvari tamirinde ve kayip kitin polimerlerini doldurmakta gorev
almaktadir. Chs2p; boliinen maya hiicresinde birincil septum olusumu i¢in gereklidir.
Chs3p kitin sentezleyen enzim ise toplam hiicresel kitinin % 80-90’nin1
olusturmaktan sorumludur. Bu, hiicre duvarinin B-1,3-glukan kismina kovalent
olarak baglanan kitinin yapimi gibi tomurcuk olusumu boyunca kitin ¢emberi
olusumunu da icermektedir. Chs3p kitin sentezleyen enzimleriyle oynanmis
mutantlarda hiicre duvari biitiinliigiindeki eksiklikten dolay1 biiylime hizinda ve kitin
seviyesinde biiylik 6lclide azalmalara rastlanmistir. Bu ii¢ genin bir arada bozulmasi
Olimcil bir fenotipe sebep olmakta, bu da kitinin Saccharomyces cerevisiae hiicre

duvarinin vazgegilmez bir bileseni oldugunu gostermektedir [11, 22, 23, 26].

Kitinin maya hiicresine sagladig1 yapisal biitiinliikten dolay1 kitin sentezi funguslara
kars1 etkenler i¢in 6nemli bir hedef olarak diisiiniilmiistiir. En iyi bilinen kitin sentez
inhibitorleri dogal olarak bulunan nikomisin, polioksin ve bunlarin tiirevleridir.
Nikomisin ve polioksin kitini sentezleyen enzim substratt UDP-N-asetilglukozaminin
analogudur ve kitin sentezleyen enzim i¢in rekabet¢i inhibitorler olarak islev

gormektedir [23].
Kitin analizinde fluoresan boya olan calcofluor beyazi kullanilmakta ve kitini

goriinlir hale getirmektedir. Bu metot ile Saccharomyces cerevisiae’nin kitin

analizleri yapilabilmektedir [17].
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2.2.2. Hiicre Duvar Proteinleri

En dis hiicre duvar tabakasini mannoproteinler olusturmaktadir. Mannoproteinler
mannan ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks olup, maya sakizi olarak da
bilinmektedir. Bu kompleks % 5-50 oraninda proteinden olugmaktadir. Mannan suda
¢oziinebilen, (1—2) ve (1—3)-baghh D-mannoz yan zincirli, a(1—6)-bagli D-mannoz
birimlerinden olusan bir polisakkarittir (Sekil 2.6). 1937 yilinda mannanm molar
kiitlesi ozmometriyle 100 000 g mol”, ultrasantrifiijle ise 76 000 g mol™ olarak tayin
edilmistir. Enzimatik yikimdan sonra 180 000 g mol™ kiitleli mannan elde edilmis
olup bu mannanin % 10’unun proteinden olustugu sonucuna varilmistir. Temel
olarak mannozdan olusmasina ragmen az miktarlarda fosfat, glikoz, glikozamin ve iz
miktarlarda aminoasit ve azot da igermektedir. Bu polisakkarit maya hiicre

ylizeyindeki baslica antijenik belirleyicidir [13, 17, 18, 27, 28].

5. cerevisiasdan mannan

22

Alfa-1-6-
Wlannan
iskeleti

§ Polipeptit
2 Asn

pe  Calbicans

5 Pirtvat
manhanndaki ilave

daliar (4.6
[i2 S.pormbe
Alfa-1-B-mannan mannamndakl
iskeleti o p3 Gal-igenkiil dailar
PO Alfa-1-B-mannan
T 4 iskeleti ol

Sekil 2.6: Maya hiicresindeki mannanin yapisi [29]
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Mannoproteinler hiicre duvar1 kuru agwhigmin % 35-40’m1  olustururken
agirliklarinm % 50-95 kadar1 karbonhidratlardan olusan yliksek oranda
glikozilllenmis polipeptidlerdir. Maya proteoglikanlar1 olarak da anilmaktadirlar [17,
24] (Tablo 2.2).

Geleneksel hiicre duvar proteinleri biiyiik dl¢ciide N- ve O-baglh oligosakkaritlerle
degistirilmis glikoproteinlerdir. Bu glikoproteinlere bagl oligosakkarit zincirlerinin
yapist fungus cesidine gore farklilik gostermektedir. Saccharomyces cerevisiae ve
Candida albicans’m hiicre duvarlari, mannan olarak bilinen mannozca zengin
zincirlerle glikozillenmis mannoproteinleri icermektedir. Bu degisikliklerin yani sira
bazi hiicre duvar proteinleri glikozil fosfatidil inositol (GPI) baglantis1i da
tagtyabilmektedir. Lipit ve oligosakkarit icerikli bir yap1 olan GPI baglantisi, C-
terminal sinyal dizisini igeren proteinleri segmek i¢in eklenip bu proteinlerin plazma

membrani ve hiicre duvarina yonelmesi ve yerlesmesinde gorev almaktadir.

Bir¢ok duvar proteini, N- ve O-bagh kisimlardaki sekerler arasindaki ve/veya kitin
ya da glukan polimerlerinin GPI baglantisindaki kovalent baglar aracilifiyla duvara
eklenmektedir (Sekil 2.7). Hiicre duvar proteinleri; hiicre seklinin devamliliginin
saglanmasinda, hiicre go¢ii ve flizyonu (hiicre kaynagmasi) i¢in tutunmaya aracilik
etmekte, yabanc1 maddelere karsi hiicreyi korumada, molekiillerin emilmesinde, dis
uyaricilardan hiicre i¢i sinyallerinin iletilmesinde ve hiicre duvar bilesenlerinin
sentezlenmesi ve diizenlenmesinde gorev almaktadirlar. Ayrica maya hiicre yiizeyi
cok sayida negatif yiik icermektedir, bunun sebebi ise N- ve O-bagli mannozil yan
zincirlerinde bulunan fosfodiester kopriileridir. N- ve O-bagl protein glikozilasyon

siireci Okaryotlar arasinda korunmaktadir.

Pek cok glikoprotein, salgi basamagma girmelerini saglayan tipik bir N-terminal
sinyal peptitine sahiptir. Proteinler sentezlendiklerinde N- ve O- bagh glikozilasyon
siirecinin basladig1 endoplazmik retikulum (ER) liimenine ¢ikarilir. Proteinin ER
limenine tasmmasi boyunca uzun, dalli oligosakkarit yapist N-X-S ve N-X-T dizi
elementlerindeki asparajin kismina eklenir. Burada N, alic1 asparajini; X, herhangi
bir aminoasiti, S ve T ise serin ve treonini gostermektedir. N-bagl oligosakkarit; N-

asetilglukozamin (GIcNAc), mannoz (Man) ve glikoz (Glc) kisimlarindan meydana
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gelir ve bir dolikol lipit vericisinden proteine transfer edilir. N-bagli terminal
oligosakkarit yapmin sentezi ER zarinda olur ve daha sonra da dolikol lipit kismina
seker ilave edilir. Her bir seker ilavesi, substrat olarak dolikol-seker ya da niikleotid-
seker arasini kullanilan ¢ok 6zel bir glikotransferaz araciligiyla gerceklesir. Bu seker
transferazlarin1 kodlayan genler tespit edilmis ve toplu olarak bu genlere asparajin-
baglh glikozilasyon (ALG) genleri denilmistir. Dolikol lipit grubuna baglanma
biiyliyen oligosakkarit zinciri zara baglamada gorev alir ve glikozilasyon reaksiyonu
icin gerekli olan aktivasyon enerjisini saglamaktadir. Tamamlanmis ana yapi1 dalli bir
oligosakkaritten meydana gelmektedir. Oligosakkarit, zincirdeki ilk GIcNAc ve
hedef asparajinin NH, grubu arasindaki glikozidik bag olusumunu katalizleyen N-
oligosakkariltransferaz kompleksi tarafindan yeni olusan proteine transfer

edilmektedir.

Mannoprotein

N-glikan

O-glikan
GPI baglantisi

Beta-1,3-
glukan ——

Beta-1,6-
glukan

Membran proteinleri

A B Plazma membrani

Sekil 2.7: Hiicre duvar bilesenlerinin hiicre duvarindaki konumlari [24]

Proteine baglandiginda, N-bagli ana yapi, sekerlerin eklenmesi ya da atilmasimni
iceren ER ve golgi aygitindaki degisimlere maruz kalmaktadir. Bu,
glikoproteinlerdeki N-bagl seker bileseni ¢esitliligini saglayan fazladan bir islemdir.
Saccharomyces cerevisiae ve Candida albicans’da mannoproteinler, kisa dalli a-1,2

ve a-1,3-yan dalli uzun a-1,6-bagli mannozlarin eklenmesiyle olusturulmaktadir. N-
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bagli oligosakkarittlerin islenmesi ve wuzamasmi saglayan golgi enzimleri
KTR/KRE/MNT ve MNN gen ailesinin iiyeleri tarafindan kodlanmaktadir.
Saccharomyces cerevisiae’da KTR/KRE/MNT ve MNN ailelerinin her biri 9 genden
olustugu, bunlarin pek ¢ogunun da N-baglh oligosakkarit sentezine katildigi tespit

edilmistir [23].

N-zincir uzamasi duvar biyogenezi i¢in ¢ok gerekli degilmis gibi géziikse de mnn9
mutantlarinda bu zincirin olmamasi duvar gecirgenliginin artmasina ve duvar

biitlinliigiiniin azalmasina yol agmustir [24].

Saccharomyces cerevisiae’da O-bagli glikan sentezi, proteindeki serin ve/veya
treonin kisimlarin1 aymrmak i¢in tek bir mannozun eklenmesiyle endoplazmik
retikulumda baslamaktadir. Bu baslangic reaksiyonu, substrat olarak dolikol-fosfat-
mannozu kullanan bir protein 0-mannoziltransferaz (PMTs) ailesi tarafindan
katalizlenmektedir. Saccharomyces cerevisiae genomunun 7 tane PMT proteinini
kodladig1 tahmin edilmektedir, bunlarmn besinin O-bagh glikozilasyonda gorev aldig1
kanitlanmistir. Oligosakkarit sentez ve biliylimesinin geriye kalan kismi golgi
aygitinda, KTR/KRE/MNT ve MNN mannoziltransferaz ailelerinin araciligiyla
gerceklesmektedir [23].

O-mannozilasyonu diizenli bir duvar biyogenezi i¢in gereklidir. O-glikozilasyonun
yikimi yalnizca anormal duvar proteini olusumuna degil, dallanmis B-1,6-glukan

iceriginde 6nemli derecede azalmaya da yol agmaktadir. Bunun 2 sebebi vardir;

1) B-1,6-glukan kismen hiicre icerisinde diizenlenir ve salmmmi O-glikozillenmis

mannoproteinlerle iliskisine baghdir.

2) Glukan sentezi ya da diizenlenmesi, dogru lokalizasyonu ve fonksiyonu O-
glikozilasyonuna bagli olan mannoproteinlere bagimhidir. Kre 9p ve Gaslp/Ggplp,
diizgiin bir duvar biyogenezi i¢in gerekli olan O-glikozillenmis proteinlerdendir [24].
N- ve O-bagh glikozilasyon islemlerinde herhangi bir basamaktaki tek bir genin
yikimi glikozilasyon etkinliginde bir miktar azalmaya yok a¢makta, ancak hiicre

Olimiine ya da siirecin bozulmasma neden olmamaktadir. Buna ragmen bu
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basamaklardaki birden fazla anormallik, hiicre duvar bilesenlerinde eksiklik, ozmotik
hassasiyet hatta hiicre Olimiiyle sonuglanan bir¢ok fenotip olusmasina sebep
olabilmektedir. Bu sonuglar, hiicre duvar proteinlerinin uygun yapisi, yerlesimi ve

islevinde glikozilasyonun dnemini bir kez daha anlatmaktadir.

O- ve N-bagli oligosakkarit degisimlerinin yani sira, hiicre duvar glikoproteinlerinin
bircogu glikozil fosfatidil inositol (GPI) baglantis1 tasimaktadir (Sekil 2.8). Diger
hiicre duvar proteinleri gibi GPI-bagimli proteinler de, onlar1 salgir basamagi ve ¢ok
sayida O- ve N-bagh glikozilasyon kismma yonlendiren bir N-terminal sinyal
peptitine sahiptir. Bu GPI-baglantis1 tasimaya yonlendirilmis proteinler, karboksil
uclarinda farkli bir GPI baglant1 ekleme sinyaline de sahiptir. GPI-baglant1 sinyal
dizisi; yaklasik 11 aminoasitli yapisal olmayan hidrofilik kisimla baslayip son kisim
olarak ifade edilen 3-4 aminoasitli bolge ve 6 polar aminoasitli ara kisimla devam
eden ve son olarak da Oncii-proteinin karboksil ucundaki 10 aminoasitli hidrofilik
bolgeyle sona eren 4 bolmeli bir yapidadir. Bu sinyal dizisi, endoplazmik retikulum
(ER) zarinda bulunan, GPI transamidaz olarak bilinen bir protein kompleksi
tarafindan fark edilmektedir. GPI transamidaz son kisimdaki hedef proteini
ayirmakta ve proteinin yeni olusmus C ucundaki GPI baglant1 yapisinin tasinmasina
yardimc1 olmaktadir. GPI baglantisi, proteinleri plazma membrani ve/veya hiicre
duvarma yerlestirmekten sorumlu ve ayni1 zamanda protein stabilitesi ve fonksiyonu

icin de gereklidir [23].

Sekil 2.8: Hiicre duvarindaki GPI baglantilarmin konumlari [24]
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Zlotnik ve arkadaslari, maya hiicre duvar proteinlerinin lokalizasyonu ve
fonksiyonlarmi anlamak i¢in yaptiklar1 ¢alismada mekanik ve enzimatik islemlerle
duvar proteinlerini ¢ozmiislerdir. Bu calismada maya hiicre duvarma yiiksek tuz
konsantrasyonu, digitonin ve 2-merkaptoetanol gibi faktorler uygulanmistir. 2-
merkaptoetanol, mannoprotein molekiilleri arasindaki distilfit baglarin yikimma ve
dolayisiyla da por biiyiikliigliniin artmasina yol a¢gmustir. Digitonin mannoprotein
molekiillerinin hidrofobik kisimlarinda hidrofilik kanallar acarken, yiiksek tuz
konsantrasyonu da duvar yapisinda acikliklar yaratarak mannoprotein yapisini
degistirmistir. Bu etkenlerin hepsi mannoproteinlerin daha esnek olmasina neden
olmustur. Bu islem sonunda hiicre duvarindaki por biiyiikliigiiniin artmas1 ve hiicre
duvar kalinliginin % 30 oraninda azalmasi hari¢ belirgin mikroskobik bir degisime
rastlanmamistir. Ancak por biiyiikliglindeki bu artis peroksidaz gibi enzim ve
etkenlerin hiicre duvarmi yok etmeden plazma membranina ulagsmalarina ve hiicrenin
yikilmasina sebep olmustur. Bu durum da maya hiicrelerinin yasamasinda

mannoproteinlerin ne kadar 6nemli oldugunu gostermistir [30] (Sekil 2.9).

ﬁv‘“ &
If/

\%\lfx

Duvar ig yiizeyi

5-5 yvada tioester bag

* Mannoprotein =
P Hidrofobik etkilegim
Glukan

Kovalent bag

Sekil 2.9: Hiicre duvarinda mannoproteinlerin dagilimi [30]

Hiicre duvar polisakkaritlerine kovalent olarak baglanan proteinlerin iki ana simifi

vardir:
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GPI-bagimli hiicre duvar proteinleri (GPI-CWPs): Bu proteinler dolayli olarak 1,3-
glukana baglanan proteinlerdir. Bu proteinler 6nce 1,6-glukana baglanir ondan sonra
1,3-glukana baglanirlar. Bu baglanma isi icin de, GPI'ye ihtiya¢ duyarlar. Ornegin;
Saccharomyces cerevisiae’da g¢alisilmis GPI-CWP proteini Sag 1’dir ve seksiiel

aglutinasyondan sorumludur [17].

Pir proteinleri (Pir-CWPs): Bu proteinler dogrudan 1,3-glukana baglanabilirler.
Saccharomyces cerevisiae’da bu tarz calisan dort protein ayirt edilmistir. Bunlar Pir
1, Pir 2 / Hsp 150, Pir 3 ve Pir 4 / Cis 3°diir, bu proteinler immiinolojik gorevler
istlenmislerdir [17, 31]. Pir-proteinleri serin ve treonince zengin, yiikksek oranda O-
mannozillenmis proteinlerdir. Pir 1, Pir 2 / Hsp 150 ve Pir 3 genellikle yanal
duvarlarda bulunurken, Pir 4 / Cis 3 cogunlukla vejetatif hiicrelerin biiyliyen
tomurcuklarinda yer almaktadir. Diger ii¢ Pir-hiicre duvar proteinin aksine Cis 1p tek
tekrarli bir diziye sahiptir. Bu 6zel dizi, B-1,3-glukana baglanmak icin gereklidir.
DGQJQ isaret dizili tekrarlar dogrudan B-1,3-glukana baglanirsa Pir-hiicre duvar
proteinleri iki ya da daha fazla B-1,3-glukan molekiiliine tutunur. Bu sekilde, duvarin
biitiinliigli saglanir. Hiicre izotropik olarak biiyiirken ve yeni hiicre duvar proteinleri
makromolekiiler aga eklenirken, Pir-hiicre duvar proteinleri Pir 1p, Hsp 150p / Pir 2
ve Pir 3p, hiicre dongiisiiniin erken Gi1 faz1 boyunca ifade edilirler. Bu durum hiicreye
izotropik biiylime periyodu siiresince Pir-hiicre duvar proteinlerini kullanmak icin
avantaj saglar. Duvar gecirgenligi erken Gi fazinda diger fazlara oranla daha

diistiktiir.

GPI-bagimli hiicre duvar proteinleri duvarin dis tabakasinda yer alirken Pir-hiicre
duvar proteinleri B-1,3-glukan agiyla baglantili i¢ iskelete dagilmis halde
bulunmaktadir [22, 26].

2.2.3. B-Glukan

2.2.3.1. B-glukanin yapisal ozellikleri

Glukan (maya seliilozu); fungal hiicre duvar1 kuru agirliginin yaklasik olarak % 50-

60’1 olusturan maya hiicre duvarmin baglica yapisal polisakkaritidir. Glukan

18



polimerleri, c¢esitli kimyasal baglarla bagli zincirlerden olusan tekrarli glikoz
birimlerinden meydana gelmektedir. NMR (niikleer manyetik rezonans)
spektroskopisi, periyodat oksidasyonu, metilasyon analizi, kiitle spektroskopisi ve
enzimatik hidrolizle yapilan c¢alismalar sonucunda ekmek mayas1 Saccharomyces
cerevisiae’nin hiicre duvarindaki glukanin, B-konfiglirasyonlu (1—3) ve (1—6)
glikosidik yan zincirlere sahip oldugu tespit edilmistir. Genelde hiicre duvar glukanin
% 65-90°1 B-1,3-glukan olarak bulunur, fakat ¢esitli fungal hiicre duvarlarinda B-1,6-;
B-1,3 ve B-1,6-; B-1,4-; a-1,3- ve a-1,4-bagl glukanlar gibi glukanlar da vardir [18,
23, 32, 33].

2.2.3.1.1. p-1,3-glukan ag
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Sekil 2.10: B-1,3-glukanin kimyasal yapisi [34]

Hiicre duvarmin mekanik giicli ve dayaniklilig1 yapilarinda var olan p-1,3-glukana
baghdir. Anilin mavisi ile boyanabilen B-1,3-glukan, ¢ukur heliks ailesi olarak
adlandirilan gruba dahildir (Sekil 2.10). Bu heliks seklindeki yapi ya tek bir
polisakkarit zincirinden ya da 3 hidrojen bagli zincirden (iiglii heliks) meydana
gelmektedir. Diger bir deyisle; B-1,3-glukan zincirleri genisleyebilen esnek yayl bir
tele benzemektedir. Bu 0Ozellik hiicre duvarinin elastikiyetini aciklamaktadir.
Ornegin; hiicreler hipertonik bir ortama alindiginda % 40-50 yiizey kayiplartyla
paralel olarak orijinal hacimlerinin % 60’m1 kaybederek hizlica biiziisiirler. Ayni
sekilde bu hiicreler normal ortamlarina transfer edildiklerinde eski hacimlerine
kavusurlar. B-1,3-glukan, heliks seklinde bir yapiya sahiptir ve yalnizca yanal
duvarlarda cok az kristalize olabilir. Hiicrenin duragan fazlarinda B-1,3-glukan
molekiilii yaklasik 1500 glikoz monomerinden olusmaktadir, bu da 240 000 Da’luk

molekiiler agirliga karsilik gelmektedir. Maksimum fibril uzunlugu 600 nm, fibril
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cap1 ise 10-30 nm’dir. Bu uzunluk hiicre ¢evresinin 1/10’una ya da ortalama duvar

kalinligmin 3-6 katina denk gelmektedir [17, 22, 24, 26].

B-1,3-glukan sentezi, diizgiin hiicre duvar olusumu ve mayanm normal gelisimi i¢in
gereklidir. Kitinde oldugu gibi f—1,3-glukan polimerleri de plazma membraniyla
ilgili enzim kompleksleri tarafindan olusturulur ve vektorel sentez yoluyla
hiicrelerarasi alana tasmir. Bu sentez tiirli hiicre duvarinda olusan glukan zincirlerinin
birlesimini diizenler ve hiicre duvarma girislerini kolaylastirir. Bu birlesme hiicre
duvari sentezinin aktif kisimlarinda gerceklesir ve kitini olusturanlara benzer sekilde
hiicre biiylimesinin ve tomurcuklanmanin ya da dallanmanm oldugu bélgelerde yer
alir. Glukani1 sentezleyen enzim, B-1,3-bagiyla bagl her biri yaklasik 1500 glikoz
birimi igeren uzun lineer glukan zincirlerinin olusumunu katalizler. Her uzun glukan
zincirinde, dalli bir yap1 olusturmak i¢in B-1,3-glukan ilavesinin yapildig1 kisim, 40-
50 glikoz biriminden meydana gelen 6.karbon boélgeleridir. Bu sekilde dallanan
glukanlar, hiicre duvarina mekanik saglamlig1 ve biitiinliiglinii saglamak i¢in kitin ve

mannoproteinleri birbirine ¢apraz olarak baglayabilmektedirler.

B-1,3-glukan sentezleyen enzim mekanizmasinin bilesenlerini kodlayan genler ilk
olarak Saccharomyces cerevisiae’de tanimlanmistir. Bu genler FKS1 ve FKS2
genleri olup, bu genlerden birinin bozulmasi sonucunda yavas biiylime hizina sahip
ve eksik hiicre duvarli mutantlar olustugu tespit edilmistir. FKS1 ve FKS2 genlerinin

ayn1 zamanli yikimlari ise dliimcildiir [23].
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Beta-1,3 glucan (main chain) and beta-1,6 glucan (side chain) linkage
Beta 1,3 glucan (main chain) Beta 1,6 glucan (side chain)

Eeta 1,6 glucan (side chain)

Basic structure of black yeast beta-1,3/1,6 glucan
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Sekil 2.11: B-1,3-glukan ve B-1,6-glukan baglantilarinin sematik gdsterimi [35]

Maya olgunlastiginda, hiicre duragan faza girdiginde B-1,3-glukan zincirleri kismi
olarak dallanmakta ve yaklasik % 3-4 oraninda B-1,6-bag ile baglanmis glikoz kokii
icermektedir (Sekil 2.11). B-1,3-glukanin dallanma derecesi ayn1 zamanda mayanin

gelisme durumuna bagh olarak degismektedir [17].

2.2.3.1.2. B-1,6-glukan

{ iR

Sekil 2.12: B-1,6-glukanin kimyasal yapis1 [36]

Saccharomyces cerevisiae’nin da i¢inde bulundugu birgok maya, B-1,3-glukanm yani
sira B-1,6-glukan olarak ifade edilen bagka bir ¢esit glukan da tasir. f—1,6-glukan;
oldukca fazla dallanmis yaklasik 130 glikoz monomerinden olusan amorf bir yapidir
(Sekil 2.12). Suda ¢oziinebilir bir polimerdir. B-1,6-glukan, glukan ag sistemine, 1,3-
glukana baglanarak dahil olmaktadir. Bu baglanma da ancak glikozil fosfatidil
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inositol (GPI)’tin varliginda gerceklesmektedir. Bu sekilde hiicre duvar1 ag
sisteminde GPI—1,6-glukan—1,3-glukan kompleksi olusturmaktadir. Ayn1 zamanda
B-1,6-glukan, olumsuz ¢evre faktorleri oldugunda aninda kitin baglayici olarak gérev

yapmaktadir [17, 22].

B-1,6-glukan biyosentezi endoplazmik retikulumda baslayan ve plazma
membraninda gergeklesen bir islemdir. Bu polimerin lineer bir molekiil olarak
sentezlendigi, daha sonra dallanma gosterdigi ya da zinciri biiylitmek icin onceden
yapilmis dalli oligosakkarite tekrar tekrar baglanip baglanmadigi bilinmemektedir.
Ancak son zamanlardaki B-1,6-glukanin senteziyle ilgili yapilan in vitro ¢aligmalar
bu sentezde rol oynayan genler hakkinda daha fazla bilgi vermeye baslamistir. Kre9
ailesi; Kre9p ve Knhlp olmak iizere iki salgi proteininden meydana gelmektedir. Bu
iki genin birlikte yikimmin Gliimeiil olmasi hiicre yapiminda ne kadar 6nemli
olduklarmi gosterir. ilging bir sekilde, tek bir kre9A mutantiyla olusturulmus B-1,6-
glukanin normalinden daha kii¢lik ve farkli bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir.
Kisacas1 Kre9p ve Knhlp, B-1,6-glukan sentezinde dogrudan rol oynamaktadirlar
[26].

2.2.3.2.2. B-glukan cesitleri

2.2.3.2.2.1. Scleroglucan

CHOH CHLO o i -
- HO
0 -
2 m OH

~

Sekil 2.13: Scleroglucanin kimyasal yapisi [37]
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Scleroglucan; Sclerotium glucanicum, Sclerotium rolfsii ve Sclerotium delphinii gibi
Sclerotium tiirleri, Corticium ve Sclerotinia gibi c¢esitli funguslar tarafindan hiicre
disma sentezlenen bir polisakkarit olarak tanimlanmaktadir [38, 39]. Schizophyllum
commune’nin de scleroglucana yapisal olarak ¢ok benzeyen polisakkaritler iirettigi
gozlemlenmistir. Ancak scleroglucan iireten baslica iki tiir Sclerotium glucanicum ve
Sclerotium rolfsii olarak kaydedilmistir. Bu mikroorganizmalar bitki patojeni ve
parazitleri olarak bilinen heterotrofik filamentli funguslardandir. Sclerotium
tiirlerinin  salgiladiklar1 hidrolitik enzimlerle scleroglukani glikoz molekiillerine
parcalayip diger karbon kaynaklar1 tiikendiginde onlar1 karbon kaynagi olarak
kullandiklar1 goriilmiistiir [38].

Scleroglucan; baslica 1,3-B-D-glukopiranoz birimlerinden meydana gelen, her 3
birimde bir baglanan 1,6-B-D-glukopiranoz baglantilarinin oldugu, iyonik olmayan,
suda c¢ozilinebilen bir homopolisakkarittir [38, 40]. Scleroglukanin tekrarl
tetrasakkarit birimlerinin kimyasal yapist yapilan NMR analizleriyle Sekil 2.13’teki
gibi bulunmustur. Polimer zincir uzunlugunun dolayisiyla da molekiiler kiitlesinin
kullanilan mikroorganizma kiiltliriine gore degistigi tespit edilmistir [38]. Genellikle
bu polimerlerin ortalama molekiiler kiitlesinin 1.56x10° Da’na karsilik geldigi
belirtilmistir [41]. Scleroglucanin, Shizophyllum commune tarafindan iiretilen
schizophyllanla benzer bir yapiya sahip oldugu, tek farkinin ise schizophyllanin daha

fazla molekiiler kiitlesi olmasi oldugu belirtilmistir [38].

Hiicreler tarafindan scleroglucan sentezinin kiiltiir ortammin bilesenlerine gore
degisiklik gosterdigi gorilmiistiir. Scleroglucan iiretiminin, nitrojen ve fosfat kaynagi
konsantrasyonu arttikca Onemli derecede arttigi, amonyak, L-treonin ve askorbik
asitin ortamda fazla bulunmasinin ise bu orani diiglirdiigii kanitlanmistir [42, 43]. Bu
faktorlerin yani sira ortamin ozmotik basincmin, mikroorganizmanin liretme zamani
ve sicakliginin da scleroglucan tretimini etkiledigi tespit edilmistir. Scleroglucan
olusumunun 28°C sicaklikta optimum oldugu, sicaklik degistikce diistiigi
gozlemlenmistir [42, 44]. Disiik oksijen seviyesinin de scleroglucan sentezini

uyardig1 bulunmustur [39].
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Bu polisakkarit ilk olarak 1967 yilinda dikkat ¢ekmeye baslamustir [45]. Ozgiin
rheolojik o6zellikleri ve hidroliz, sicaklik ve elektrolitlere karsi direncinden dolay1
scleroglucan, kozmetik, gida ve tibbi uygulamalarin yani sira yag endiistrisinde de
kullanilmaktadir. Scleroglucanin 6zgiin rheolojik 6zelliginin kaynaginin polimer
zincirlerinin sivi soliisyondaki sert ¢ubuk yapisi oldugu belirlenmistir [46]. Yag
verimini arttrmak i¢in emiilgator, kayganlastirici, kivam arttirict ajan olarak
faydalanilmaktadir [39, 40]. Yapistirici, su-bazli boyalar, matba miirekkebi ve sivi

hayvan besin maddelerinin yapimi da diger endiistriyel kullanimlaridir [45].

Kozmetik endiistrisinde kremler, koruyucu losyonlar, yumusatici gibi gesitli cilt
bakim fiirlinleri ile sa¢ spreyi formiilasyonlarinda scleroglucandan yararlanilirken
gida endiistrisinde ise donmus gidalarin kalitesini ylikseltmede, Japon kekleri,
buharda pisirilmis gidalar, piring gevregi ve cesitli ekmek iriinlerinin yapiminda

faydalanilmaktadir [38, 45].

Tibbi tirtinlerde genellikle siispansiyonlar: stabilize etmek icin, tablet kaplamada ve
miishil olarak kullanilmaktadir. Bu tiir bir arastirmada scleroglucan tiirevlerinin sivi
cozeltisine CaCl, eklenerek acyclovirin basarili bir sekilde kaplanmasi saglanmistir
[46]. Yapilan bagka iki calisma ise borat iyonlar1 ve boraks ilavesiyle de bu

polisakkaritin ilag tableti yapiminda kullanilabilecegini gostermistir [45, 47].

In vivo ve in vitro ¢aligmalarda scleroglucanin makrofajlar1 aktive ederek tiimor,
bakteri ve viriis kaynakli hastaliklar1 onleyici isleve sahip oldugu tespit edilmistir
[38]. Mastromarino ve arkadaslar1 rubello viriis enfeksiyonun erken evrelerinde
hiicrelere scleroglucan uygulamislar ve bu polisakkaritin viriis replikasyonun bir
basamagimi engelleyerek viriisii inaktif edici bir etki gosterdigini tespit etmislerdir
[48]. Sclerglucanin tavuk embriyo hiicrelerini kuduz viriisii enfeksiyonundan doza
bagl olarak korudugu ise baska bir caligmada gdosterilmistir [49]. Scleroglucanin
herpes virlisiine kars1 etkileri Tlizerine c¢alisilmis ve konak¢inin plazma
membranindaki polisakkaritlere baglanmasinin viriislerin  hiicreye girisini  ve
tutunmasini 6nledigi ya da azalttig1 gézlemlendiyse de inhibitor etkisi enfeksiyonun
ilk evrelerinde olmustur. Burada kilit reaksiyon, konak¢anin plazma membrani ve

viriis arasindaki etkilesimini engelleyen plazma membranindaki glikoproteinlerle

24



scleroglucanm birbirine baglanmasidir. Scleroglucanmn viriis kaynakli hastaliklari
onlemesiyle ilgilenen arastrmacilarin bir diger agiklamasi da, viriislerin hiicreye
girdikten sonra scleroglucanin da hiicreye giris yaptig1 ve viriisii ¢evreleyerek
aktivitesini engelledigine yonelik olmustur. Ancak scleroglucan gibi yiiksek
molekiiler agirligi olan polisakkaritler i¢cin bunun pek miimkiin olmadig1 sonucuna
varilmistir [38, 50]. Streptococcus enfeksiyonlarina karsi sarikuyruk baliklarina
uygulanan scleroglucanin hayvanlarin hayatta kalma oranini 6nemli derecede
arttirdig1 tespit edilmistir. Scleroglucan ile muamele edilmis baliklarda fagositoz ve
lizozom aktivitesinde artiga rastlanmistir [51]. Sican ve kopeklerle yapilan kisa ve
uzun vadeli besleme caligmalarinda, herhangi bir toksik etki, kandaki bozukluklara
ya da Onemli doku patolojisine rastlanmamustir. Girne domuzlari, tavsan ve
insanlarin gbéz ve deri testleri ise olumsuz reaksiyonlara veya duyarlilia isaret
etmemistir. Civciv ve kopek besinlerinde kullanimi da kolesterol seviyesini
diistirirken yag salmimmi arttrmustir [38]. Farelerle yapilan bir incelemede
scleroglucanm peritoneal fagositin kemiluminesans (kimyasal 1s1ldama) ve C3 serum
seviyesini ve in vivo’da scleroglucan enjeksiyonun dalak hiicrelerinin DNA sentezini
arttirdi@1  gorlilmiistiir. Bunun yani sira dalak hiicreleri mitojenlerle inkiibe
edildiginde bu polisakkaritin proliferatif (hiicre boliinmesi yoluyla ¢ogalma) etki

gosterdigi kanitlanmastir [52].

Tarimda karisgimlarin sprey seklinde hazirlanmasini kolaylastirdigi ve o6zellikle
yapraklara piiskiirtiilen damlalarin yaprakla temasimni arttirdigi goriilmiistiir. Pestisit,

yaprak dokiicii sprey ve tohum kaplamada da kullanilabilecegi diistiniilmektedir [38].
Scleroglucanin bu faydalarina ragmen, liretim maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1
bazi uygulamalarda bitki kaynakli polisakkarit ve sentetik polimerlerin yerine
kullanilamamaktadir. Uretim maliyetini diisirmek ve scleroglucan verimini
gelistirmek i¢in yeni yontemler aranmaya baglanmistir [39].

2.2.3.2.2.2. Lentinan

Lentinan; Lentinus edodes’ten izole edilen, her 5 molekiil B-1,3-glukopiranoz birimi

basma 2 mol B-1,6-glukopiranoz birimine sahip bir ¢esit B-1,3-glukandir (Sekil 2.14).
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Jel difiizyon kromatografisiyle yapilan ¢alismalarda ortalama molekiiler agirliginin
300 000-800 000 Da oldugu tespit edilirken molekiiler formiilii (C¢H;,0s), olarak
bulunmustur [53-55].

OH

Sekil 2.14: Lentinanin kimyasal yapisi [53]

Lentinanin da diger B-glukan c¢esitleri gibi bagisiklig1 arttiric1 bir etkisi oldugu tespit
edilmistir. Drandarska ve arkadaslar1 domuzlarda BCG (verem asis1) ile lentinanin
etkilerini incelemislerdir. Oncelikle belirli oranlarda lentinan1 burun igine vermisler
ve ardindan da hayvanlara verem asis1 yapmiglardir. Son uygulamadan sonra 1, 14 ve
45 giinliik araliklarla 4 hayvan grubundan (1-BCG ve lentinan, 2-sadece lentinan, 3-
sadece BCG, 4-tuzlu su uygulamali) akciger, dalak ve lenf nodunun doku parcalar1
ve brankoalveolar lavaj (¢esitli akciger hastaliklarinin tanisinda kullanilan standart
bir yontem) oOrnekleri almislardir. Bu Orneklerde alveolar makrofajlarin
Staphylococcus aureus ve Mycobactium tuberculosis’i 6ldiirme yetenegi, H,O, ve
nitrit tiretimi ve histomorfolojik gdzlemler gibi parametrelere bakmislardir. Sonuglar;
asinin tek basma ya da lentinanla uygulanmasinin alveolar makrofaj aktivasyonunu
arttirdigin1 gostermistir. Bunun yani sira lentinanli 6n-muamelenin akcigerde asiya
kars1 yerel bagisiklik tepkilerini yiikselttigi ve mevcut yan etkileri azalttig1 tespit
edilmistir [56].

Markova ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada lentinani farkli dozlarda (1, 5 ve 10
mg/kg) karm ve burun i¢inden si¢anlara vermislerdir. Lentinan muamelesinin etkisi
cesitli hiicre aktivasyon testleriyle (Salmonella enteritis ve Staphylococcus aureus’u
oldiirme yetenegi, H,O, iiretimi ve miktari, glikolitik ve asit fosfataz aktivitesinin
saptanmasi) degerlendirilmistir. Sonuclar; lentinanin peritoneal ve brankoalveolar

hiicrelerin Staphylococcus aureus’u Oldiirme yetenegini arttirdigini gostermistir.
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Ayrica konakgi tepkisini uyarmada karin uygulamasmin burun ic¢ine oranla daha

etkili oldugu ispatlanmastir [57].

Lentinan ile 98 hasta iizerinde iki asamali bir deneme daha yapilmustir. Ik ¢alismada
8 hafta stiresince, haftada bir kez olmak kosuluyla 10 hastaya damar yolundan 2, 5 ya
da 10 mg lentinan uygulamislardir. ikinci ¢alismada ise, 20 hastadan olusan iki
grupta 12 hafta boyunca haftada 2 kez, 1 ya da 5 mg lentinan, 10 hastaya ise haftada
2 kez damar i¢cinden plasebo (mannitol ve dekstran) vermislerdir. Uygulamaysi,
firsatg1 enfeksiyonsuz, 18-60 yas araligindaki, hiicrelerindeki CD4 (bir cesit
akyuvardir) seviyesi 200-500 olan, HIV-pozitif bireylerde yapmiglardir. Yan
etkilerinin damara 30 dakikalik periyotlarla verildiginde hafif oldugunu
gozlemlemislerdir. 10 dakikalik bir periyotta uygulanan ilk denemede, sirt agrilari,
bacak agrilari, depresyon, kasilma, ates, titreme, graniilositopeni (kanda
graniilositlerin eksilmesi), anofilaktoid reaksiyonu ve karaciger enzimlerinde artig
gibi yan etkiler gormiisler ve bu yan etkilerden dolayr 4 hasta tedaviye devam
edememistir. Damar yoluna 30 dakikalik periyotla verilen ikinci deneyde ise
herhangi bir yan etki rapor edilmemistir. {lag tedavisi birakildiktan sonra pek ¢ok yan
etkinin hafifledigini ve 24 saat igerisinde de ortadan kalktigini gormiislerdir.
Arastirmacilar bu c¢alismadaki bazi hastalarin CD4 hiicrelerinde bazilarinin ise
notrofil aktivitesinde artisa rastlamiglardir. Ancak bu degerler istatistiksel olarak
onemsiz gOriilmiistiir. Anemi, lokopeni (kanda 16kosit sayismnin azalmasi),
pankreatitis ya da noropati (sinir sistemi hastalig1) gibi yan etkileri olmamasindan
dolay1r lentinanin didanosine (ddl) ve zidovudine gibi ilaglarla birlikte
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Ikinci denemedeki yiiksek p24 antijen seviyeli 10
hastadan lentinan kullananlardan 8 tanesinde, plasebo kullananlarin ise 2 tanesinde
p24 antijen seviyelerinin diistiiglinii gérmiislerdir [58]. Bu denemeden hemen sonra

Gordon ve arkadaslar1 bu konuyla ilgili baska bir ¢alisma daha yapmiglardir. HIV
hastalarina didanosine ile birlikte lentinan vermisler ve 38 haftalik kullaninmdan sonra

CD4 seviyesinde onemli oranda bir yiikselis oldugunu not etmislerdir [59].
Isoda ve arkadaslar1 hastalig1 tekrarlanmis ya da cerrahi miidahale yapilmamis kanser

hastalar1 iizerinde lentinan igerikli besin etkisini incelemislerdir. 36 hastanin

ortalama hayatta kalma siliresinin 13.6 ay oldugunu bulmuslardir. Ortalama 47
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haftalik periyotta (26-145 hafta) lentinan icerikli besinle beslenen hastalarin hayatta
kalma siirelerinin 7-12 haftaliklara oranla daha uzun oldugu tespit edilmistir. CD14+
monositlerdeki lentinan-baglayict hiicrelerin oraninin belirgin varyasyonlar (% 0.10-
9.70, Medyan, % 1.60) sergiledigi gozlemlenmistir. Lentinan1 baglama kapasitesi
yiiksek olan gruplarin hayatta kalma siirelerinin (ortalama 16.3 ay), diisiik olan gruba
(ortalama 12.5 ay) kiyasla daha uzun oldugunu tespit etmislerdir. Bu sayede lentinan-
icerikli besinin karaciger kanseri hastalarmin yasamasinda etkili ve uzun siireli

uygulamalarin da daha yararh oldugu ispatlanmigtir [60].

2.2.3.2.2.3. Schizophyllan
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Sekil 2.15: Schizophyllanin kimyasal yapis1 [53]

Schizophyllum commune’den izole edilen schizophyllan; her 3 tane pB-(1—3)-glikoz
iskeleti basina 1 tane (1—6)-glikoz biriminden meydana gelen bir ¢esit B-glukandir
(Sekil 2.15) 6-12x10° g/mol molekiiler agirhiga sahip, suda sabit Gi¢li heliks
yapisinda iken (Sekil 2.16) dimetil stilfoksitte ise tek zincirli bir yapida oldugu tespit
edilmistir [53, 61, 62]. Uclii heliks yapisindaki bu sabitligin i) diizenli yapisindan ii)
merkezindeki yogun hidrojen agindan ve iii) ana zincir ve yanal glikoz kismi

arasindaki hidrojen baglarindan ileri geldigi diistiniilmektedir [63].
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1.8 nm
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Sekil 2.16: Schizophyllanin heliks yapis1 (Toplar yan zincirleri gostermektedir) [63]

Okamura ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada schizophyllanin klinik etkilerini
degerlendirmek i¢in radyasyon verilmis 2. ve 3. seviyedeki 220 servikal kanserli
hastayla ¢alismiglardir. Her iki seviyedeki hastalarda da schizophyllanin tiimor-
azaltic1 etkisine rastlamiglardir. Hastaligin tekrarlama siiresinin kontrol grubuna
kiyasla schizophyllan uygulanmis 2.seviyedeki hastalarda daha uzun oldugunu
bulmuslar ancak kontrol grubu ve 3.seviyedeki hastalar arasinda bu konuda belirgin
bir farkliliga rastlamamiglardir. 48 aylik hayatta kalma egrisi incelendiginde kontrol
grubu ve 3.seviyedeki hastalar arasinda herhangi bir farka rastlanmazken
2.seviyedeki hastalarin hayatta kalma oranin c¢ok daha wuzun oldugunu

gozlemlemislerdir [64].

Sakagami ve arkadaslari, mitojen ile uyarilmis insan periferal kan mononiikleer
hiicrelerinden interferon-gamma (IFN-gamma) ve interlokin 2 (IL 2) iiretiminde
schizophyllanin etkisine bakmislardir. Phytohemagglutin (PHA) ya da concanavalin
A (con A) ile uyarilmis periferal kan mononiikleer hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki
IFN-gamma ve IL 2 seviyelerini radyoimmunoassay ve enzim ilintili immiin testiyle
(ELISA) olctiiklerinde, schizophyllanin sitokin iiretimini dnemli dlgiide arttirdigini
gozlemlemislerdir. Bu sonuglar; IFN-gamma ve IL 2 {iretimindeki bu artisin glukanin

tiimor-onleyici islevinden kaynaklandigini gostermistir [65].
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Schizophyllanin sarcoma 180°¢ karst da tiimor-onleyici bir etkiye sahip oldugu
kesfedilmistir. Ancak bu aktivitenin soliisyondaki schizophyllanin tglii heliks
miktartyla ilgili oldugu ve % 50’den daha az iiclii heliks yapist igeren sivi

soliisyonlarin potansiyel tiimor-onleyici islevlerinin olmadig1 goriilmiistiir [66].

Schizophyllandan farkli konularda da yararlanilmistir. Munenori ve arkadaslar1 yeni
bir polianilin (PANI) nanofiber yap1 olusturmak i¢in schizophyllan1 kullanmiglardir
(Sekil 2.17). Mannozla-degistirilmis schizophyllan polianilin ile sarilmis ve lektine
baglanabilen nanofiberler meydana getirilmistir. Sonuglar; schizophyllanin
polianilinin tek-boyutlu {ist yapiya doniisiimii i¢in yeni bir konak¢i olarak rol

oynayabilecegini ispatlamistir [67].

PANIs

Suda coziinebilir nano-hilesik

Sekil 2.17: Schizophyllanin polianilin ile nanofiber yap1 olugturmasinin sematik gériiniimii
[67]

Kazuya ve arkadaslar1 gelistirdikleri yeni bir teknikle schizophyllanin tek zinciriyle
kolesterolden bir kompleks olusturmuslar ve olusan bu kompleksin de antisensense-
oligoniikleotit tasiyicist (Genetik bozukluk ya da enfeksiyonlarda hastalik yapici
genin tespit edilmesi durumunda bu gen tarafindan tiretilen mRNA’ya baglanacak
niikleik asit dizisi sentezlenir ve onu etkisizlestirir. Bu sentezlenen niikleik asite

verilen isimdir.) olarak kullanilabilecegini gormiislerdir [68].

Kazuo ve arkadaglar1 1ise schizophyllanin poliniikleoititli bir kompleks

olusturabildigini ve boylece antisense etkiyi arttirdigini bulmuslardir [69].
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2.2.3.3. B-glukanin kullanim alanlarn

2.2.3.3.1. Bagisikhig arttiricr ozelligi

Son zamanlarda, enfeksiyon hastaliklarma karst konak¢min tepkisini anlamaya
yonelik pek ¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
iiretilen yeni hiicre ylizeyi ve ¢oziinebilir sinyal molekiillerinin mikroorganizmalara
kars1 konakca tepkilerini diizenledigi tespit edilmistir. Bu molekiillerin bulasict
organizmalara kars1 uygun tepkiyi yonlendiren dengenin devamliligini sagladigi
diistiniilmektedir. Arastiricilar bagisiklik hiicrelerinin biyolojik tepkilerini negatif ya
da pozitif yonde diizenleyen ve mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlara
kars1 konak¢1 direncini arttiran pek ¢ok bilesikle karsilagmiglardir. Protein, peptit,
lipopolisakkarit, glikoprotein ve lipit tiirevleri gibi peptitler bu molekiillere en bilinen
orneklerdendir. Polisakkaritlerin daha yararl biyolojik 6zellikleri oldugu diisiiniilse
de belirli polimerler de bagisiklig1 arttirict etkenler olarak gorev yapmaktadir. Bu
goriis, klinik uygulamalarda ise yarayan ve biyolojik islev gdsteren polisakkaritleri
odak noktas1 yapmistir. Bu polisakkaritler iginde en c¢ok kullanilan ise

Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan izole edilen -glukanlardir.

Hiicrelerin sinyal etkileyici fonksiyonlar1 aracilifiyla nasil iletisim kurduklarini
anlama {izerine yapilan ¢alismalarla, konakg¢i tepkilerini etkilemek i¢in bu sinyal
basamaklarmin diizenlenmesinin miimkiin oldugu bulunmustur. Konake¢1 tepkisini
arttirmak ya da azaltmak suretiyle bagisiklik sistemiyle etkilesime girebilen ve bu
bagisiklig1 diizenleyen bilesikler bagisiklik diizenleyicileri ya da biyolojik tepki
degistiricileri olarak adlandirilmaktadir. Bilesiklerin  bagisiklik  tepkilerinin
arttirllmas1 ya da baskilanmasi; bilesigin verilmesi, yontemi ve dozu gibi faktorlere
bagli oldugu ve bu bilesiklerin gosterdigi aktivite tiiriiniin islev mekanizmasina ya da

aktivite kismina gore degistigi tespit edilmistir.

B-1,3-glukan 6rneklerinin biyolojik 6zellikleri 1960 yillarindan beri ¢aligilmaktadir.
Bu molekiillerin tiimdér Onleyici aktivite gibi genis bir biyolojik fonksiyon
gostermesinin yani sira enfeksiyon hastaliklarini 6nleme yetenegine de sahip oldugu

tespit edilmistir. Pek c¢ok deney, B-1,3-glukanin, konak¢i bagisiklik sisteminin
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hiicresel ve hiimoral (sivisal) bilesenlerini uyarma kabiliyetini kanitlamigtir. Temel
olarak, bu molekiiller mononiikleer hiicrelerin ve nétrofillerin mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlar1 onleyici 6zelliklerini ve makrofajlarin fonksiyonel
aktivitelerini  arttirdigi  bulunmustur. p-1,3-glukanlarin  ayrica monosit ve
makrofajlarin ¢cogalmasin1 da uyardig1 ve potansiyel kan yapici1 6zellik gosterdigi

ispatlanmistir.

B—1,3-glukanlarin enfeksiyon oOnleyici aktiviteleri, bakterilerin, funguslarn,
parazitlerin ve viriislerin sebep oldugu hastaliklar1 hayvan modellerinde test edilmis,
ancak daha c¢ok deneysel bakteriyel hastaliklar iizerine calismalar yapilmstir.
Escherichia  coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Mycobacterium leprae enfeksiyonlariyla ¢alisilmistir. Her durumda da, B-1,3-glukan
uygulamasi enfekte hayvanlarda bakteri sayisini ya da 6liim oranini azaltarak yararl

etkiler saglamistir [70, 71].

Reynolds ve arkadaslar1 glukanin enfeksiyon hastaliklarma karsi konak¢1 direncinin
spesifik ya da spesifik olmayan bagisiklik artisina yol agtigimi kanitlamak icin fare,
sigan ve maymunlarla deneyler yapmuslardwr. Farelere mikroorganizma
yliklemesinden o6nce glukanin damardan verilmesi, Venezuelan equine
encaphalomyelitis (VEE) virlisiine ya da Rift Valley fever viriisline karsi hayatta
kalma oranint 6nemli derecede arttirmistir. VEE yiiklemesinden sonra uygulanan
glukan, kontrol grubuna kiyasla yasama oranini arttrmamistir. Glukan burun i¢inden
degil de damar yoluyla verildiginde, sicanlara mikroorganizma yiiklemesinden 6nce
yapilan glukan uygulamasi, diisik dozlarda, intraperitoneal olarak yiiklenen
Francisella tularensis’e kars1 direnci yiikseltmistir. Yiiklemeden once damar yoluyla
verilen glukan hayatta kalma oranini arttrmazken Pseudomonas pseudomallei’li
burun yoluyla yiiklendiklerinde burundan uygulanan glukan farelerde yasama oranini
fazlalastrmistir. VEE asisiyla birlikte glukan verilen fareler, yalniz as1 verilen
farelere gore homolog viriis yiiklemesine kars1 daha fazla direng géstermistir. Benzer
sekilde, VEE asili glukanli maymunlardaki birincil ve ikincil VEE antikor titreleri as1
kontroliindekinden 6nemli 6l¢iide daha biiyiik olmustur [72].
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Hofer ve arkadaslar1 glukanin gama-isinma maruz birakilmis fareler iizerindeki
etkilerine bakmislardir. Tanecikli ve ¢Oziinebilir formlar olarak iki farkli glukan
tipiyle calisilmistir. Bu arastirmada radyasyon zamani (ilk ya da son radyasyon
uygulamasi), cesitli glukan rejimlerinde glukan kullannmi (tek ya da tekrarh
radyasyon), tibbi ilag kullanimi ile birlikte uygulanmasi (sistaminle ya da
prostaglandin sentezini baskilayan maddelerle glukanin beraber kullanimi) ve
glukanli tedavinin negatif yan etkileri {lizerine cesitli yontemler incelenmistir.
Radyasyona maruz kalmamis farelerle de denemeler yapilmistir. Sonuglar; glukanin
akut radyasyon hastaliklarmin gidisatim1 pozitif yonde etkiledigini gdstermistir.
Hematopoez (kan yapimi) uyariminin, glukanin radyasyondan koruyucu etki

mekanizmalarindan en 6nemlisi oldugu bulunmustur [73].

Vetvicka ve Vetvickova maya-kaynakli iki farkli B-glukanin farelerde makrofaj
aktivitesini ve kan kolesterol seviyesi iizerine etkilerini arastirmiglardir. Makrofajlar1
uyarici etkisini inceledikten sonra glukanin kan kolesteroliinii diistirme kapasitesi
Ol¢tilmiistiir. Maya B-glukani igeren besin tiikketiminin uygulanan doza bagli olarak
farelerde plazma kolesterol seviyesini diisiirdiigii tespit edilmistir. Ayrica bu

glukanlarin monosit ve makrofajlar1 da uyardigi gézlemlenmistir [74].

Walinder ve arkadaslari glukanin farelerde *°Sr-kaynakli osteosarkom gelisimi ve
kanserli lenfom olusumunu ve retikoloendotelyal sistem (RES) tzerine etkisini
incelemiglerdir. Glukan, karaciger ve dalagin biiylimesini ve plazmadaki lizozom
seviyesini arttirarak retikoloendotelyal sistemi uyarict bir etki gostermistir. *’Sr’a
maruz birakildiktan sonra 150-250 giin boyunca uygulanan glukan enjeksiyonlarinin
fibroblastik tipte osteosarkom goriilmesini baskiladigi ve kanserli lenfom ¢ikisini
uyardig1 gozlemlenmistir. Ayrica glukanmn *Sr’a maruz kalmamis farelerde timor

etkisi yaratmadigi tespit edilmistir [75].

Pelizon ve arkadaslar1 Saccharomyces cerevisiae’dan izole edilen B-glukanin mantar
ve dogal oldiiriicti fonksiyonu ve sitokin tiretimindeki etkisini arastirmiglardir. Disi
farelerin dalak ve peritoneal hiicrelerine 20 ya da 100 pg glukan enjekte (24 veya 48
saat) edilmistir. Saccharomyces cerevisiae uyarici olarak kullanildiginda in vivo’da

(canli dokular tizerinde) B-glukan uygulamasinin daha fazla IL-12 ve TNF-a iiretimi
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icin dalak hiicrelerini uyardigi tespit edilmistir. Ayrica B-glukan hedef hiicrelere kars1

dogal oldiiriicii dalak hiicresi aktivitesini de arttrmastir [76].

Akinobu ve arkadaslar1 ekmek mayasindan izole ettikleri B-1,3-glukanin bagisiklik
aktivitesini, tiimore ve radyasyona karsi fonksiyonunu incelemislerdir. Farelere O,
200, 400 ve 800 mg/kg oranlarinda glukan uygulanmistir. Glukanin tiimor onleyici
etkisi dogal ve lenfokin-etkinlestirici 6ldiriicii hiicre aktivitesi ve tiimor hacmi
Olgiilerek degerlendirilmistir. Bagirsak hiicrelerinin mikroskobik goriiniimii, agirhigi
ve hayatta kalma oranmndaki degisimler de glukanin radyasyonu oOnleyici etkisine
bakmak i¢in kullanilmistir. Hiicresel sitotoksisite Olcltimlerine gore, dogal ve
lenfokin-etkinlestirici oldiiriicii hiicrelerinin aktivite seviyeleri kontrol grubuna
kiyasla glukan uygulanmis olanlarda daha yiiksek bulunmustur. Glukanin bagisiklik
fonksiyonundaki  rolii, glukan-muameleli  gruptaki  timér  olusumunun
baskilanmasiyla belirlenmistir. Bu gruptan, radyasyondan sonraki agirlik kaybinin
baskilanmasi ve hayatta kalma oraninin incelenmesinde de yararlanilmigtir. Bagirsak
hiicrelerinin fotomikrograflar1 da glukanin radyasyondan koruyucu islevini

dogrulamustir [77].

DiLuzio ve Williams normal ve 16semili farelerde B-1,3-glukanin Staphylococcus
aureus kaynakli Olim oranina etkisini incelemislerdir. Normal farelerde
Staphylococcus aureus verilmeden 4 ve 7 giin 6nce damar yoluyla aktarilan glukanin
hayatta kalma oranm arttirdig1 tespit edilmistir. Bobreklerin  histolojik
degerlendirmesi, glukanin sistemik Staphylococcus tirlerinin yol actig1 hastaliklarin
neden oldugu renal nekrosisi engelledigini gdstermistir. Ayrica yapilan calismalar
glukan uygulamasinin sadece l6semili farelerin degil ayn1 zamanda staphylococcal

septisemili, 16semili farelerin de hayatta kalma oranini arttirdigini ispatlamistir [78].

Kokoshis ve arkadaslar1 da glukan1 deneysel olarak Gram-pozitif bakteremi
olusturulmus farelerde denemislerdir. C6ziinen glukan, damar icine verildikten sonra
serum lizozom konsantrasyonunu kontrol grubuna oranla yaklagik 7 kat arttirdigi
belirtilmistir. Serum lizozomundaki bu artigin fagositozu ve makrofaj hiperplazisini

(makrofaj hiicrelerinin anormal c¢ogalmasi) de uyardigi gézlemlenmistir. Ayrica
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sistemik olarak Staphylococcus aureus ile yiiklendiklerinde glukan uygulamasi

biiyiik 6l¢iide hayatta kalma oranini da yiikseltmistir [79].

Olson ve arkadaslar1 vitronectinin etkinligini arttrmak i¢cin  B-glukan
kullanmislardir. Vitronectin; funguslara baglanan ve bu organizmalarin makrofajlar
tarafindan fark edilmesini kolaylastiran bir ¢esit konake¢i1 glikoproteini olarak
tanimlanmugtir. Ik olarak B-glukanla uyarilmis alveolar makrofajlardan TNF-a
salinim miktarna bakilmistir. En fazla TNF-a salinimina ortalama degerdeki [-
glukan konsantrasyonlarmda (100-200 pg/ml) rastlanmistir. Ikinci basamak olarak B-
glukanla vitronectin etkilesimi degerlendirilmistir. B-glukanin TNF-o salinimini
dogrudan da degistirebilecegi bunun yani sira vitronectinin spesifik olarak f-
glukan’a baglanabildigi ve fungusa karsi tepkisinde makrofaj TNF-o salmimini

arttirdig1 goriilmistiir [80].

Battle ve arkadaslar1 p-1,3-glukanin makrofajlara baglanmasmin niikleer faktor-
kappaB (NFxB) aktivasyonunu uyardigmi ve sepsisin neden oldugu makrofaj

apoptosisini (programli hiicre 6liimii) engelledigini gézlemlemislerdir [81].

Stashenko ve arkadaslar1 in vivo bir modelde glukanin enfeksiyon-kaynakli alveolar
kemik erimesindeki etkinligini test etmislerdir. Sprague-Dawley sig¢anlarinda
periapikal kemik erimesi cerrahi olarak yaratilip bolge oral yolla enfeksiyon
kaptirilmistir. Cerrahi islemden 2, 4, 6, 9, 11, 13, 16 ve 18 giin dnce ve igslem giinii
hayvanlara glukan, kontrol grubu i¢in ise tuzlu su uygulamasi yapilmistir. Glukanin,
notrofil ve monosit sayisini arttirdigini ve nétrofilin fagositik aktivitesini yaklasik
olarak 2 katma ¢ikardigi tespit edilmistir. Glukan-uygulanmis hayvanlarda kontrol
grubuna kiyasla daha az enfeksiyon-kaynakli periapikal kemik erimesi
gozlemlenmistir. Ayrica glukan-uygulamali hayvanlarin pulpa nekrozunu (pulpa
dokusunun 6liimil) azaltarak daha az yumusak doku yikimima da sahip oldugu tespit

edilmistir [82].
Kernodle ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada methicilline direngli Staphylococcus

aureus ve Staphylococcus epidermidis asilamasindan Once, sonra ve asilama

glinlinde damar i¢inden belirli dozlarda glukan1i Gine domuzlarina vermislerdir.
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Methicilline direncli Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis ile
asillanmis ve glukan alan Gine domuzlar1 kontrol grubuna kiyasla enfeksiyonalara
2.5-60 kat daha yiiksek diren¢ gostermislerdir. En yiiksek korumaya 1 mg/kg glukan
dozunda rastlanirken daha yiliksek ve diisiik dozlarda etkinliginin azaldig:
gozlemlenmistir. Bunun yani sira bakteriyel asilamadan 24 saat sonra verilen glukan
da enfeksiyonu onlemede etkili olmustur. Sonu¢ olarak, glukanin Staphylococcus
tiirlerinin sebep oldugu apse olusum riskini azalttig1 boylece cerrahi enfeksiyonlara

kars1 korunmay1 da sagladigi tespit edilmistir [83].

2.2.3.3.2. Yem katki maddesi olarak kullanim

Kanath hayvanlarda performansi, sagligi ve iirlin kalitesini etkileyen en Onemli
faktorlerden birisinin de mikroflora ve sindirim sistemi mikroflorasinin bir¢ok
bakteri tiirlinden meydana gelen kompleks bir ekosistem oldugu tespit edilmistir.
Dogal bagirsak florasinin % 10’unu  E.coli, Enterococcus, Clostridium,
Stapylacoccus, Blastomyces, Pseudomonas ve Proteus tiirlerinin, % 90’min1 ise
laktik asit iireten fakiiltatif anaerob bakteriler (Lactobacillus) ile anaerob Bacteroides
ve Fusobacterium tiirlerinin olusturdugu bulunmustur. Yeni dogan civcivler, pH’s1 5-
5.6 arasinda degisen steril bir sindirim kanalina sahip oldugundan bdyle bir ortamin
patojen mikroorganizma tiirlerinin sindirim kanalina yerlesmesi i¢in oldukca uygun
bir ortam oldugu tahmin edilmektedir. iki hafta icinde ise bakteri popiilasyonun ince
bagirsaga yerlestigi gorilmiistiir. Saglikli hayvanlarda sindirim kanalinin sabit bir
mikrofloraya sahip oldugu bilinmektedir. Hem mikroorganizmalarin kendi aralarinda
hem de mikroorganizma ile hayvan arasinda bir denge bulundugu ve bakterilerin,
sindirim kanalinda siirekli seleksiyona tabi tutuldugu tespit edilmistir. Bu
seleksiyona yag asitleri ve safra asidinin inhibitér etkisinin sorumlu oldugu
bulunmustur. Fiziksel farkliliklar nedeniyle gen¢ ve ergin kanathh hayvanlarda
mikroflora, mikroorganizma sayis1 ve ¢esidi bakimmdan farklilik gdstermektedir. {1k
zamanlar mikrofloranin ¢ok basit ve mikroorganizma sayismin azlig1 diisiiniiliirken
bu durumun, laktik asit ve ugucu yag asitlerinin liretiminin kisitlanmasindan dolay1
civeivlerin sindirim kanali pH’smnin daha yiiksek olmasindan kaynaklandig1 yapilan
gozlemlerle kanitlanmistir. Bu kosullarda, Escherichia coli ve Enterococcus’lar

civcivin bagirsaginda kolaylikla gelisebilmektedir. Mikrofloranin sabit ve dengeli bir

36



yapiya 3-6 haftada kavustugu ve artik ortamdaki baskin mikroorganizmalarin
Lactobacillus’lar oldugu goriilmiistiir. Ancak bu mikroflora bir¢ok faktoriin etkisiyle
degisebilmektedir. Bu konuda mikroflorayr diizenleyen ve bagisiklig1 arttiran yem
katki maddeleri onemli bir yere sahiptir [84]. Bu amacla 1997 yilina kadar
antibiyotikler kullanilmaktaydi. Ancak performans ve hayvan sagligina olumlu
etkilerde bulunmalarina ragmen, antibiyotikler; kas ve diger baz1 organlarda kalint1
birakabildiklerinden, siit, yumurta, et gibi hayvansal tiriinlere gecebildiginden, bu tip
gidalarla beslenen insanlarda, s6z konusu antibiyotikler zamanla birikebildigi gibi,
bu insanlarin biinyelerinde direngli yeni suslar gelisebildiginden 1997 yilinda Avrupa
Birligi’nce, 30 Eylil 1999 tarihinde de iilkemizde yem katki maddesi olarak
kullanim1 yasaklanmistir. Bunun tizerine alternatif yem katki maddeleri arastirilmaya
baslanmistir. Bunlardan birisi de Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan elde

edilen B-glukanlardir.

B-glukanlarin makrofajlara baglanip bu hiicrelerin patolojik mikroorganizmalari
oldiirme yeteneklerini arttirarak onlar1 daha aktif hale getirdigi, bu sirada
makrofajlarin adedinin ve boyutlarmin da arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda aktif
hiicrenin, bagisiklik sistemini gii¢lendirecek daha fazla fagositik hiicre olusumu igin
zincirleme reaksiyona sahip olan sitokinleri {rettigi bulunmustur. Bu sinyal
molekiilleri, diger makrofaj ve lenfositleri aktive etmektedir. Aktive edilmis
makrofajlarin da; enfeksiyon durumunda patojenlere saldirdigi, bu sayede spesifik

antikor liretimini baslattigi goérilmiistiir (Sekil 2.18).
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Beta-1,2-(D)-
lgtucan

Makrofaj

Sekil 2.18: Glukan tarafindan uyarilmis bir makrofajin kanda mikroorganizmalara saldirmasi
[82]

Patojen bakterilerin; lektin olarak isimlendirilen ylizey proteinleri ile sindirim kanal
epitelinde yiizey karbonhidratini1 bagladigi, glukanin lektinlere daha dnce baglanarak
onlar1 bloke ettigi gozlemlenmistir. Boylece patojen bakterilerin bagirsak epiteline
baglanmasini Onledigi, bu patojenler i¢in tuzak gorevi gordiigii ispatlanmistir.
Patojenler; bagirsaktaki epitel hiicrelerine baglanmak yerine glukanlara tutunmus,
kolonize olamadan disar1 atimiglardir. Boylece bagirsak zararli patojenlerden

arindirilmig olmustur (Sekil 19a ve 19b).

Glukan
©
o h
@
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Yizey
karbohidratlar

a) b)

Sekil 2.19: Glukan varliginda ve yoklugunda bakterilerin, bagirsak epitel hiicrelerindeki
davranisi
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Mikotoksinler yem malzemelerin {izerinde olusan kiiflerin {rettikleri zehirli
maddelerdir. Yemle alinan bu toksinlerin bagirsaklar tarafindan emilerek karacigere
geldigi, metabolize oldugu, sonug¢ olarak da zafiyet, anemi, kanamalara, bagisiklik
sisteminin zayiflamasina ve hastaliklarin artmasma yol ag¢tigi tespit edilmistir.
Hayvanlarin biiyiimesi, yasam siiresi, yumurta kabuk kalinli§i, yumurta randimani
gibi verim parametreleri azalmaktadir. Maya hiicre duvarindan izole edilen f-
glukanin yiiksek porositeye sahip olmasindan dolayr sadece aflatoksini degil
okratoksin, vomitoksin, T2-toksin, zearalenone, fumonisin gibi mikotoksinleri de

tutuklayarak zararlarini 6nledigi goriilmiistiir [85-89].

Huft ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada broyler etlik civcivlerini Escherichia
coli’den korumak amaciyla iki farkli B-1,3/1,6-glukan katkili besinle ¢alismislardir.
Civcivlere kulugkadan ¢iktiktan bir giin sonra standart baslangi¢ yemi ya da 20 g/ton
saf B-1,3/1,6-glukan iceren yemden verilmistir. Glukanli yemlerin bir kismi devamli
verilirken yaris1 ise mikroorganizma yliklemesinden 7 giin 6dnce uygulanmistir. 7.
glinde kuslarin yaris1 Escherichia coli ile yiiklenmis, yasayan kuslarin hepsine
25.giinde otopsi yapilmistir. Yem doniisim verimi 7 giinliik beslemelerde
Escherichia coli ylklemesinin olumsuz etkilerinden korunurken glukanin siirekli
uygulanmas1 durumunda bdyle bir sonuca rastlanmamustir. Oliim orami kontrol
grubuna kiyasla (% 63) 7 giinliik muamelede % 47’e, siirekli uygulamada ise % 53°e
azalmistir. Karaciger ve kalbin bagil agirliklar1 artarken bagil yumurtalik agirlig:
azalmig, bu etkiler B-glukan muamelesiyle diizenlenmistir. Escherichia coli
yiiklenmis kuslarda 7 giinliik uygulamanin pozitif etkileri olmasina ragmen ytiksiiz
kuslarin viicut agirhigr glukan muamelesiyle azalmistir. Bu sonuglar; glukan
uygulamasinin Escherichia coli’den kaynakli iiretim kayiplarinin azalmasinda etkili

oldugunu gostermistir [90].

Kogan ve Kocher ticari bir glukan 6rneginin bakteriyel lektin baglama kapasitesini
test etmek i¢in 4 bakteri cinsine ait 258 patojen tiirle agliitinasyon testleri
yapmiglardir. Tirler diinya tizerindeki farkli iilkelerden veterinerler tarafindan
saglanmistir. En yiiksek aktiviteye en yaygin ve tehlikeli patojenler olan Escherichia
coli, Salmonella enteridis, Salmonella typhimurium ve Clostridium tiirlerine karsi

rastlanirken test edilmis tiriin bakteri tiirlerinin ortalama % 56’sinda etkili olmustur.
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Boylece iirliniin saglik koruyucu ve performans arttirici 6zelligi in vitro testlerle
tamamen onaylanmistir. Bu {iriinlin domuz besini olarak kullanimi; bakterilerin
karbonhidrat-baglayict kisimlarmi bloke ederek gastrointestinal epitel dokuya
patojen baglanmasmi inhibe etmis, besindeki mikotoksinlere baglanarak toksik
etkilerini engellemis, ince bagirsagmm mukus tabakasinda yer alan lenfatik dokular
olan Peyer plaklarindaki (lenf dokusu plaklar1) bagisiklik hiicrelerini ve bagisiklik
savunma mekanizmalarmi uyarmis ve hayvan sagligi ve verimliliginin korunmasina

yol agmustir [91].

Hiss ve Sauerwein vyaptiklar1 calismada domuzlarda maya hiicre duvar
bilesenlerinden f-1,3/1,6-glukanin bagisiklik fonksiyonu ve biliylime performansi
iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Siitten kesilmis 75 tane domuz yavrusu 4
haftaligma 3 farkl gruba ayrilmis, besinleri % 0, 0.015 ya da 0.03 B-glukan igerigiyle
desteklenmistir. Tiim hayvanlar domuz iireme ve solunum sendromuna karsi
astlanmigtir. 4 hafta sonra [-glukan uygulanan domuzlarin ortalama giinlik
kazanimlar1 ile kontrol grubundakilerin ayni oldugu tespit edilmistir. Besin verimi
degismeksizin besin alimi, % 0.03 B-glukan igerigiyle beslenen hayvanlarda 6nemli
derecede (p<0.01) artmustir. 4 haftalik uygulamanin sonundaki serum heptaglobulin
konsantrasyonlari, gruplar arasinda bir farklihk olmaksizin (p>0.05) baslangic
seviyeleriyle kiyaslandiginda tiim gruplarda yiikselmistir (p<0.05). Heptaglobulin
seviyelerinin ortalama gilinliikk kazanimla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.
Lenfosit olusum indeksinin de kontrol grubu ve uygulamali gruplarda benzer oldugu
goriigmistiir. Calisma sonucunda B-glukanin biiyiime performansini olumlu yonde

etkiledigi sonucuna varilmistir [92].

Staykov ve arkadaslar1 gokkusagi balig1 (Salmo gairdneri irideus G.) ve sazan
baliginda (Cyprinus carpio L.) B-glukan icerikli yemin biiylime performansi, hayatta
kalma ve bagisiklik fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Gokkusagi
alabalig1 ve sazan baligmmin yem doniisiim orani, viicut agirlig1 ve hayatta kalma
oraninin B-glukan uygulamasiyla gelistigini, serum lizozom konsantrasyonu ve
tamamlayict aktiviteyle bu baliklarin bagisiklik kapasitesinin arttigint tespit

etmislerdir [93].
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Garcia-Ruiz ve arkadaslar1 35-63 giinliik tavsanlarda performans ve 6liim oranini
Olgerek tavsan yemlerinde artan [-glukan (Fibosel®) seviyelerinin etkilerini
calismiglardir. Farkli B-glukan igerikli (0, 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm) 6 adet
deneysel yem rasyonu hazirlanmistir. Kontrol besini ve 50, 100, 150, 200 ve 250
ppm B-glukan katkili yemlerde ayr1 kafeslerdeki tavsanlarda 7, 5, 5, 4, 4 ve 4 tane
Oliime rastlanmistir. Kafeslerde yetistirilen tavsanlarin performansma bakildiginda
100 ve 150 ppm B-glukan katkili yemle beslenen hayvanlarin 63 giin sonra kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek viicut agirligi, agirlik kazanimi ve besin alimina sahip
oldugu goriilmiistiir. Grup halinde yetistirilen tavsanlarda, viicut agirligi ve agirlik
kazanimindaki B-glukan etkisi de arastirilmistir. Bu hayvan gruplarinda, 50 ve 150
ppm B-glukan katkili yemle beslenmis tavsanlar kontrol grubuna oranla daha ytiksek
viicut agirligmma (% 5.50) ve agirlik kazanimma (% 9.80) sahipken, 100 ppm B-
glukan igerikli yemle beslenen tavsanlarda bu parametrelerin ortalama degerlerde
oldugu goriilmistiir. Belirgin farkliliklar not edilmemesine ragmen kontrol grubuna
kiyasla 150 ppm B-glukanl besinle beslenen tavsanlarda daha diisiik 6liim oranina
rastlanmigtir. Sonug olarak; 150 ppm B-glukan icerikli besinler, tavsanin biiyiime

performansii gelistirirken 6liim oranin1 da azaltmistir [94].

Siwicki ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus
mykiss) Yersinia ruckeri asilamasmdan sonra -1,3/1,6-glukanm antikor salgilayict
hiicrelerine ve spesifik Ig seviyelerine etkisini incelemislerdir. Baliklar her giin 0.50
g/100g (% 0.50) dozlarda B-1,3/1,6-glukan igeren peletlerle beslenmistir. Bir haftalik
uygulamadan sonra baliklara as1 takviyesiyle bagisiklik kazandirilmistir. Bu
islemden 7, 14, 21, 28 ve 40 giin sonra, bagisiklik calismalar1 i¢in her gruptaki 20
baliktan kan ve pronephros (bdbrek gelisiminin ilk evresinde omurgalilarda gelisen
iic bosaltim organm en basiti) alinmistir. Yapilan analizler sonucunda -1,3/1,6-
glukanin serumdaki spesifik Ig seviyesini ve spesifik antikor salgilayici hiicrelerin
sayisin1 arttirdigi bulunmustur. Kisacas1t bu arastrmada elde edilen sonuclar B-
1,3/1,6-glukanin, baliklarda Yersinia ruckeri’ya karst yapilan asismin etkilerini

arttirdigini géstermistir [95].

Bonaldo ve arkadaslar1 Avrupa’da yetisen bir ¢esit deniz levreginde (Dicentrarchus

labrax) B-1,3/1,6-glukan beslemesinin dogal (dogustan gelen) ve uyarilan bagisiklik
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tepkileri tizerindeki etkilerine bakmislardir. Calisma siliresince iki deneme
yapilmustir. Ilk denemede B-glukan beslemesinin belirli giin arahiklarinda (4, 7, 10,
14, 21 ve 25 giin) ¢esitli bagisiklik parametrelerine etkileri incelenmistir. Deney
siresince farkli besleme gruplarindan alinan pronephroslarindaki makrofajlarda
oksidatif patlama (6zellikle notrofil ve monositler gibi bagisiklik hiicrelerinde
hidrojen peroksit gibi rekatif oksijen tiirlerinin saliimi) farkli zamanlarda artmis ve
azalmistir. 250 ppm B-glukan yem katkisi ile beslenen baliklarin pronephroslarindaki
makrofajlar 21.giinde kontrol grubuna kiyasla yiiksek seviyede oksidatif patlama
aktivitesi gostermistir. Bu deneme siiresince lizozim aktivitesinde Onemli bir
degisime rastlanmamustir. Ikinci denemede ise B-glukan beslemesinin alginat-kapl
Vibrio asismin oral yolla uygulandig: baliklarin bagisiklik tepkisine etkileri lizerine
calismiglardir. Serum lizozim aktivitesi ilk deneyde elde edilen sonuglardan daha
yiiksek olarak bulunmasma ragmen tiim denemelerdeki makrofajlarin oksidatif
patlama ve serum lizozim aktivitesinde diisiise rastlanmustir. Vibrio asis1 verilmis
baliklarda 2.haftada yapilan son asilamayla antikor tepkisinde onemli derecede
yiikselis goriiliirken, B-glukanin bu seviyelerin degisimini etkilemedigi goriilmiistiir.
Vibrio asismin tiim bagisiklik sisteminin uyarilmasma yol acarak pB-glukanin sebep
oldugu herhangi bir uyaric1 etkiyi maskeleyebilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonu¢ olarak; Dicentrarchus labrax’a uygulanan B-glukanin bagisikligi arttirdig:

tespit edilmistir [96].

2.2.3.3.3. Mayonez yapiminda kullanimi

Worrasinchai ve arkadaslar1 yaptiklar1 caliymada, mayonezdeki yag yerine, atik bira
mayasindan hazirlanmis B-glukanin kullanimini ele almislardir. Yag, 25B, 50B ve
75B formiilasyonlar1 olarak ifade edilen % 25, 50 ve 75 seviyelerindeki B-glukanla
degistirilmistir. Kontrol grubu olarak B-glukan icermeyen tam yagli mayonez
kullanilmistir. Tam yaghh ve az yaglh mayonezin fizikokimyasal, akiskanlik ve
mikrobiyolojik analizleriyle duyusal degerlendirmeleri yapilmistir. Sonuclar; tiim az
yaglh mayonezlerin tam yagh karsiliklarina gére daha diisiik enerji igerigine fakat
daha yiliksek su hacmine sahip oldugunu ve bu farkliliklarin B-glukanin miktar1
arttikca ylikseldigini gostermistir. pH’a bakildiginda ise bir gilinlik muhafazadan

sonra tiim mayonezler arasinda belirgin farkliliklara rastlanmamistir. Buna ragmen,
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iki aylik depolama evresinden sonra az yagli 6rneklerin pH degerleri glukan miktar1
arttikca azalmistir. Yapr bakimmdan 50B ve 75B formiilasyonlar1 tam yagh
ornektekiyle benzer ozellikler gostermistir. Tiim mayonezlerin mikroorganizma
yiikleri depolama siiresince kabul edilebilir smirlarda olmustur. Az yagh
mayonezlerin tam yagli mayonezlere gore daha yiiksek raf dmriine sahip olduklar1
gosterilmistir. Bu da mayonez yapiminda yag yerine B-glukanm kullanilabilecegini
ispatlamistir. Boylece diisiik kaloriye sahip f-glukanli mayonezleri kullanan
bireylerde kalp hastaliklari, hipertansiyon ve obezite olusumunun en aza

indirilebilecegi diistiniilmiistiir [97].

2.2.3.3.4. Krem yapiminda kullanim

B-glukandan krem yapiminda da yararlanilmaktadir. Viicuttaki en biiyiik bagisiklik
sistemi organi olan ciltteki Langerhans hiicrelerinin cilt biitiinliigiiniin devamliligini
saglamaktan sorumlu oldugu ve bu biitiinliiglin glinese, yaralanmalara, yabanci
maddelere, kimyasallara ve kirlilik etmenlerine maruz kalmaktan ileri gelen zararlar1
onlemek icin gerekli oldugu tespit edilmistir. Fakat yaslanmayla bagisiklik
sisteminin yeni maddelere karsi savunmasi azalmaktadir. B-glukan igerikli kremin ise
bu biitiinliiglin yeniden saglanmasmin yani sira kirisikliklar1 azaltmada, nem tutmayi
ve deri igerisindeki molekiiler haberlesmeyi gelistirmede, cilt esnekliginin
tyilestirilmesinde, epidermal beslenmeyi arttirmada etkili oldugu denemelerle

ispatlanmistir 8, 9].

Kanlayavattanakul ve Lourith ¢6ziinmeyen [-1,3-glukani karboksimetilasyonla
¢oziiniir sekle doniistiiriip tibbi ve kozmetik triinler i¢in biyolojik bir materyal olarak
kullanmiglardir. Bu sekilde hazirlanan glukanin yaslanma ve kirisikliklar1 6nlemede
kullanilabilmesinin yani sira cildi besleyici bir 6zelligi oldugunu da in vitro ve klinik

calismalar sonucnda tespit etmislerdir [10].

2.3. Literatiir caliymasi

Uriinlerinin farkli alanlarda kullanilabilmesinden dolayr pek ¢ok arastirmaci

Saccharomyces cerevisiae maya hiicresini pargalamak amaciyla bircok yontem
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gelistirmistir. Tiim metotlarin ortak o6zelligi iki temel bilesen olan mannan ve
glukanin birbirinden ayrilmasma yoneliktir [13, 98]. Yapilan ilk c¢alismalarda
genellikle maya hiicreleri kimyasal yollarla parcalanmistir. Northcote incelemeleri
sonucunda mannan, glikojen ve glukanin sicak 0.75 N NaOH ile maya hiicresinden
izole edilebilecegini tespit etmistir. Alternatif olarak, maya hiicresinin cam
boncuklarla parcalanip c¢okelti kismindaki mannan ve glukanin da kimyasal

ekstraksiyonla ayrilabilecegini bulmustur [27].

Bu yonde yapilan calismalar Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarini parcalamak
icin farkli kimyasallarin da kullanilabilecegini gostermistir. Bu caligmalarin biri;
eskiden beri maya hiicre duvarini parcalamak i¢in kullanilan HCI’in asindiric1 yapist,
toksik etkisi ve atik problemleri nedeniyle, tibbi uygulamalarda yararlanilan glukanin
ekstraksiyonunda kullanilmasini sakincali giiclii bir asit oldugunu ve bu amagla
HCI yerine H3PO4, CH;COOH ve HCOOH kullanilip kullanilamayacagi yoniinde
yapilmistir.  Saccharomyces cerevisiae hiicrelerini once 0.75 N NaOH
konsantrasyonunda 100°C sicaklikta tutup ayri ayri1 ¢oken kisimlar1 2.50, 1.75 ve
0.94 N HCI, H3sPO4, CH;COOH ve HCOOH ile muamele etmislerdir. Elde edilen
cokeltiyi ilk olarak kaynar % 1 asidik etanolle ardindan kaynar % 1 alkali etanolle
muamele ettikten sonra distile suyla yikayip kurutmuslardir. % 3-5 oraninda verime
ulagsmuglardir. Zayif protik asitlerin HCI soliisyonuna gore daha biiyiik molekiiler
agirlik, boyut ve polydispersity (coklu dagilim) gosterdigini bulmuslardir. Ancak bu
durumu asit konsantrasyonu ya da hidroliz siiresini arttirarak degistirilebilmislerdir.
Boylece bu asitlerin glukanin  Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan

izolasyonunda kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmislardir [99].

Ohno ve arkadaglar1 zymosan’nin yapist ve biyolojik islevleri hakkindaki
arastirmalarinda, zymosan’nin temel olarak -glukandan olustugunu ancak bir miktar
mannan, protein ve niikleik asiti de icerdigini ileri slirmiislerdir. B-glukanin saflik

oranini arttirmak i¢in hiicrelere NaCIO uygulamislardir [100].
Wang ve arkadaslari, Saccharomyces cerevisiae’dan B-glukani izole etmek icin

hiicreleri otoliz edip NaCIO oksidasyonuna maruz birakmiglardir. Yaptiklar

calismada en yliksek otoliz oranina 52°C sicaklikta rastlamislardir. Bu sicakliktan
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sonra ise enzimler inaktive olduklar1 i¢in otoliz oranin azaldigini gormiislerdir.
Otolizde rol oynayan enzimler diisiikk pH degerlerinde calistiklarindan en uygun pH
degerini de 5.50 olarak bulmuslar ve ideal glukan verimine ulastiklarini

belirtmislerdir [5].

Farkli kimyasallar kullanilmis baska bir ¢calismada ise Magnani ve ekip arkadaslari
ilk asamada hiicre duvarinin direncini azaltmak icin hiicreleri 24 saat 55°C sicaklikta
% 3 NaCl ile muamele ederek hiicreleri ses dalgalar1 ile parcaladiktan sonra yag
icerigini petrol eteriyle ortamdan uzaklastirmislardir. Son olarak kalan proteinleri de

ortamdan uzaklastirmak i¢cin 6zel bir enzim kullanmiglardir [101].

Hiicre pargalanmasi i¢in farkl cihazlar da kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan
araglardan biri homojenizatordiir. Homojenizatorle hiicre parcalanmasinin etkinligi,
uygulanan basinca ve darbe sayisma gore degismektedir. Bunun yani sira
homojenizatorle hiicre yikimi esnasinda hiicre sekli, hiicre hacmi ve hiicre duvarinin
kimyasal bilesenlerinin de onemli oldugu tespit edilmistir [102, 103]. Kelemen ve
Sharpe arastirmalarinda Saccharomyces cerevisiae hiicrelerini homojenizatorde
1.5x10® Pa basingta parcalayabildiklerini ileri siirmiislerdir [102]. Homojenizator ve
NaOH’in birlikte kullanildig1 bagka bir ¢alismada da arastirmacilar hiicre icerisindeki
proteinin biiylik bir kismmi uzaklastirdiklarini tespit etmislerdir [104]. Kimyasal
kullannminin hiicre bilesenlerine zarar verdigini diisiinen Xiao-Yong Liu ve
arkadaslar1 otoliz, sicak su ve organik ¢oziicii muamelesi, homojenizasyon ve proteaz
hidrolizinden olusan yeni bir ekstraksiyon metodu gelistirmislerdir. Bu metotla
geleneksel metotlar kiyaslandiginda, daha yiiksek verimde ve saflikta B-glukan elde
edilebildigini ve bu polisakkaritin dogal yapisin1 bozmadiklarini ifade etmislerdir [4].
Kimyasal kullaniminin bu polisakkaritin yararli etkilerini azalttigin1 diisiinen baska
arastirmacilar da hiicreleri sicak su muamelesi, su, organik ¢dziicli ve proteaz
uygulamalarindan olusan islem basamaklarini uygulayarak yiiksek saflikta -glukan

elde etmislerdir [2].
Hiicre parcalanmasinda kullanilan yontemlerden bir digeri ise ses dalgalariyla

(ultrasonikasyon) hiicrelerin yikimidir. Ultrasonik dalgalarin hiicreler {izerindeki

fiziksel ve kimyasal etkilerinin kaynagi akustik kavitasyon (yliksek enerji
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dalgalar1)’dur. Ultrasonik dalgalarin fiziksel etkileri hiicre yikimi ve lipozom
olusumu gibi biyokimyasal uygulamalar i¢in Onemlidir [103]. Borthwick ve
arkadaslar1 ultrasonik dalgalarla yaptiklar1 ¢aliyjmada maya hiicre duvarmi yikmak
amaciyla iki tip sonikatorden yararlanmislardir. 267-kHz tiibiiler sonikatorle oli
hiicre sayist % 50.10 iken 20 kHz probu olan sonikatorle bu deger % 29.10 olarak
tespit edilmistir [105].

Mikroorganizmalardan biyoteknolojik tiriinleri elde etmek amaciyla kimyasal ve
fiziksel yOntemlerin yani sira biyolojik metotlar da gelistirilmistir. Kimyasal
parcalama metotlarinda, protein ya da enzimlerin yapis1 bozulabileceginden biyolojik
ya da mekanik yOntemler daha popiiler olmustur. Biyolojik islemler, maya
hiicrelerini pargalayan enzim sistemleriyle hiicrenin sindirimi ya da otolizini
icermektedir [13]. Yiiksek liretim verimine ragmen maliyetinden dolayr endiistride
ireticiler tarafindan ¢ok fazla tercih edilen bir yontem degildir. Mayanin enzimatik
yikimi; bakteri, bitki, maya ve hayvan kaynakli enzim preparasyonlariyla
gerceklestirilmektedir. Enzimatik yikim maya inaktive edilmeden Once yapilirsa
maya hiicresinin kendi enzimleri de bu isleme katkida bulunabilmektedir. Uygulanan
enzim preparasyonlari; proteolitik aktivite, hiicre duvar1 yikim aktivitesi, amilaz ya
da glikojen yikim aktivitesi, RNA yikim aktivitesi, lipolitik aktivite ya da deaminaz
aktivite gibi aktivitelerin bir ya da birkagin1 kullanarak hiicreyi par¢alamaktadir. Bu
yontemlerden birinde Mili¢ ve arkadaslar1 maya 6ziitii elde etmek amaciyla papain
ve lyticase olarak isimlendirilen iki farkli enzim kullanmiglardir. Farkli
konsantrasyonlarda  kullandiklar1  enzimlerle hiicreyi etkili bir bigimde

parcalayabildiklerini iler1 siirmiiglerdir [98].

Maya hiicresinin parcalanmasi i¢cin enzim kullanilmis ¢alismalardan bir digeri ise
Zlatkovi¢ ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar ekmek mayasi
Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindaki karbonhidratlarin yapisal 6zelliklerini
incelemek amaciyla hiicreleri asetat tamponu, NaOH, sicak su ve asetik asitle
muamele etmisler, saflik oranmi arttrmak i¢in de amilaz ve pullulanase enzimi
uygulamiglar ve hiicre duvarindaki glukanm yapisal 6zelliklerini tespit edebilecek

kadar yiiksek saflikta bu polisakkariti elde etmislerdir [33].
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Kath ve Kulicke, maya hiicresi Saccharomyces cerevisiae hiicre bilesenleri mannan
ve glukanlar1 yapisal degisime ugratmadan izole etmek amaciyla g¢evreye zarar
vermeyen enzimatik bir izolasyon ydntemi gelistirmislerdir. I1k olarak hiicre duvarmi
mekanik olarak parcalamak icin cam boncuklar kullanip petrol eteriyle lipitleri
ortamdan uzaklagtirmiglardir. Cam boncuklar ve petrol eteri atildiktan sonra
uyguladiklar1 enzim karigimlar1 ile hiicre duvarmin dis tabakasini yikarak mannan
bilesigini ¢Oziiniir hale getirmislerdir. Kullanilan yontemin endiistriyel olarak
maliyetli oldugunu diisiinmelerine ragmen ¢evre kirliligine yol agmadigi ve hiicre
duvar polisakkaritlerinin dogal yapisim1 bozmadig: icin etkili bir yontem oldugu

kararma varmislardir [13].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Laboratuvar

Bu arastirma, Kocaeli Universitesi Kdsekdy Meslek Yiiksekokulu Fermentasyon

Laboratuvari’nda 2007-2010 yillar1 arasinda yapilmaistir.

3.2. Kullanilan Hammadde

Arastirmada Izmir Pakmaya Fabrikasi'ndan elde edilen atik ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisiae) kullanilmistir. Arastirmada kullanilan hammaddenin

bilesimi Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan atik ekmek mayasini (Saccharomyces cerevisiae) bilesimi

ATIK EKMEK MAYASI (Saccharomyces cerevisiae) BILESIMI

Bilesen Adi Bilesen Miktar1 (%)
Protein 40-46
Karbonhidrat 30-37
Mineraller 7-8
Nikleik asit 6-8
Lipit 4-7
Nem 2-5

3.3. Yontem

3.3.1. Deney Diizenegi

3.3.1.1. NaOH konsantrasyonun f-glukan ekstraksiyonuna etkisi

I[zmir Pakmaya Fabrikasi’'ndan temin edilen atik ekmek mayasindan 200 g alinip 1 1
1.50, 1.00, 0.75, 0.50 ve 0.25 N NaOH konsantrasyonlu ¢ozeltiler igerisine ilave
edilmistir. Karistm 90°C sicaklikta 60 dakika ARED marka karistiricili 1siticiyla
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sirekli karistirilarak 1sitilmig ve oda sicakligina kadar sogutulmustur. Daha sonra
sigma 3-16K marka santrifiijle 5000 devirde 5 dakika santrifiijlenerek iist siv1 atilmis
ve geriye kalan ¢okelti kismi 2 kez 1 1 distile suyla yikanmistir. Yikamanin sonunda
numuneler elektro-mag M5040 marka etiivde 105+£5°C sicaklikta 15 saat

kurutulduktan sonra toplam protein miktarlar1 hesaplanmistir.

3.3.1.2. Ekstraksiyon siiresi, sicakhig1 ve yikama sayisinin etkisi

Bolim 3.2.1.1.°de protein icerigi agisindan en diisik degeri veren NaOH
konsantrasyonu sabitlenerek ayni islem 65, 70, 80, 85 ve 90°C sicakliklarda, 30, 60,
90 dakika ve 1 ve 2 kez yikamalar lizerine uygulanmistir. Yikamanm sonunda
numuneler 105+5°C sicaklikta 15 saat kurutulduktan sonra toplam protein miktarlar1
hesaplanmistir. En diisiik protein degerini veren numunenin taramali elektron

mikroskobu (SEM) goriintiileri alinmigtir.

3.3.1.3. Farkh uygulamalarin B-glukan ekstraksiyonuna etkisi

3.3.1.3.1.Patent uygulamasi

Deneyin bu bolimiinde B. A. Donzis tarafindan olusturulan metot temel alinmistir
[106]. Herbirinin icerisinde 200 g atk ekmek mayas1 bulunan 1 1 1.50 N ve 0.50 N
NaOH konsantrasyonlu ¢ozeltiler hazirlanmistir. 0.50 N NaOH konsantrasyonuna
sahip karisgimlar 90°C sicaklikta 60 dakika karistiricilt 1siticiyla  devamli
karstirilarak, 1.50 N NaOH konsantrasyonlu karisim ise 60 dakika NUVE OT 032
marka otoklavda otoklavlanmistir. Siire sonunda oda sicakligma kadar
sogutulmustur. Otoklavlanan materyal santrifiijle 5000 devirde 5 dakika
santrifiijlenerek st sivi atilip geriye kalan ¢okelti kismi 3 kez 1 1 distile suyla
yikanmigtir. Suyla yikanmis kisim 85°C sicaklikta 3 saat % 3’lik asetik asit
soliisyonunda bekletilmistir. Karigim 1 kez daha 1 1 distile suyla yikanmistir. Geriye
kalan ¢okelti 600 ml % 100 etanolle yikanip santrifiijlenmistir. 0.50 N NaOH
konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numunelerden biri bu
basamakta kurumaya birakilmistir. Geriye kalanlardan alinan ¢okelti 600 ml aseton

ile yikanip tekrar santrifiijlenmistir. Numuneler etiivde 105+5°C sicaklikta 15 saat
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kurutulduktan sonra kuru madde, ham yag, toplam protein, XRF’de inorganik madde

(kiil) olctimleri yapilmistir.

3.3.1.3.2. Sicak su uygulamasi

Herbirinin igerisinde 200 g atik ekmek mayasi bulunan 1 1 1.50 ve 0.50 N NaOH
konsantrasyonlu ¢ozeltiler ve 1 1 distile sulu ¢dzelti hazirlanmistir. Stispansiyonlar 60
dakika otoklavlandiktan sonra oda sicakligma kadar sogutulmustur. 5000 rpm’de 5
dakika santrifiijlenerek {ist siv1 atilmis, NaOH igermeyen numune 105+£5°C sicaklikta
15 saat etiivde kurumaya birakilmistir. Diger 1ki numune ise santrifiijden sonra 2 kez
1 1 distile suyla yikanip santrifiijlenmistir. Yikamanim sonunda kalan ¢okelti etiivde
105+£5°C sicaklikta 15 saat siireyle kurutulup her iki numunenin de kuru madde

miktarlar1 ylizde olarak hesaplanmstir.

3.3.1.4. Mantar ve maya f-glukam test prosediirii (Megazyme)

0.50 N NaOH soliisyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilip 2 kez yikanmis
numune (0.5N.90.60dk.2kz.), 1.50 N NaOH soliisyonunda otoklavlanmis patent
prosesi uygulanmis numune (1.5N.P.), 0.50 N NaOH soliisyonunda otoklavlanmis 2
kez yikanmig numune (0.5N.0O.2kz.), 0.50 N NaOH soliisyonunda 90°C sicaklikta 60
dakika bekletilip patent prosesi uygulanmis numune (0.5N.90.60dk.P.), 0.50 N
NaOH soliisyonunda 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilip patent prosesi uygulanmis
alkolden sonra alinmis numune (0.5N.90.60dk.P.A.S.) ve otoklavlanmis maya
numunelerinin (O.M.H.) kurutulmus O6rneklerinde glukan olgiimleri yapilmistir.
Kontrol grubu olarak da higbir islem uygulanmamis maya Ornegi kullanilmigtir

[107].

3.3.1.4.1. Toplam glukan miktan dl¢iimii (a-glukan + B-glukan)

Daha 6nceden kurutulmus ve elekten gegirilmis numuneden 100 mg tiipe alimustir.
Uzerine 1.50 ml konsantre HCI (% 37 v/v) ilave edilip elektro-mag M16 marka

vorteks cihazinda karistirilmistir. Karisim 30°C sicaklikta elektro-mag M96K isimli

su banyosunda 45 dakika tutulup her 15 dakikada bir vorteks cihazinda
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calkalanmistir. Siire sonunda 10 ml distile su eklenip karistirildiktan sonra tiip
kapaklar1 gevsetilip 100°C sicakliktaki su banyosuna yerlestirilmistir. 5 dakika
sonunda kapaklar tekrar sikistirilip numune 100°C sicaklikta 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Tiipler oda sicakligina sogutulduktan sonra 10 ml 2 N KOH ilave
edilmistir. Numune 100 ml’lik volumetrik balonlara aktarilmistir, tiipleri temizlemek
icin 200 mM sodyum asetat tamponu (pH 5.0) kullanilarak distile su ile hacme
tamamlanmistir. Karisim 10 dakika 1500 g devirde (3840 rpm) santrifiijlenmistir.
Elde edilen ekstrattan 2 kopya seklinde 0.10 ml tiiplere pipetlenmistir. Her tiipe
hazirlanan ekzo-1,3-B-glukanaz + B-glukosidaz silispansiyonundan 0.10 ml ilave
edilip karistirilmistir.  Numune 40°C sicakliktaki su banyosunda 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Islemin sonunda her bir tiipe 3 ml glikoz
oksidaz/peroksidaz karisimi (GOPOD ayiraci) eklenip 40°C sicaklikta 20 dakika
bekletilmistir. Bekleme iglemi biter bitmez spektrofotometrede 510 nm’de absorbans
Olciilmiistiir. Ayrica her bir numune i¢in 1 tane kontrol maya preparat1 ve 4 kopya

seklinde de glikoz standardi ve ayirag blanki olusturulmustur [107].

3.3.1.4.2. a-glukan miktar: 6l¢iimii

Kurutulmus ve elekten gecirilen numuneden 100 mg kapakli tiipe koyulmustur.
Uzerine 2 ml 2 M KOH ilave edilmis ve 20 dakika boyunca manyetik karistirici
iizerindeki buz/su banyosunda calkalanmistir. Karistirarak 8 ml 1.20 M sodyum
asetat tamponu (pH 3.8) ilave edilmistir. 0.20 ml amiloglukosidaz+invertaz
soliisyonu eklenip ters diiz edilmistir. Numune vorteks cihazinda karistirilarak 30
dakika 40°C sicakliktaki su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Karigim 10
dakika 1500 g devirde (3840 rpm) santrifiijlenmistir. Elde edilen {ist stvidan 2 kopya
seklinde 0.10 ml tiiplere aktarilmistir. Her tiipe 3 ml GOPOD ilave edilip 20 dakika
siiresince 40°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitince spektrofotometrede
510 nm’de absorbanslar1 Ol¢iilmiistiir. Ayrica her bir numune i¢in 1 tane kontrol
maya preparati ve 4 kopya seklinde de glikoz standardi ve ayira¢c blanki
olusturulmustur [107].
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3.3.1.5. Taramah elektron mikroskobu (SEM) incelemesi

Numunelerin taramali elektron mikroskobu (SEM) incelemesi, BRISA Mikro-

inceleme Laboratuvari’nda bulunan Jeol JSM-840A cihazinda yapilmstir.

3.3.1.5.1. Numune hazirlanmasi

Kurutulmus toz seklindeki numune, sagarak kaplayic1 (Sputter Coater) cihazi
kullanilarak, iletken bir tabaka elde etmek i¢in, yaklasik 20 nm kalinliginda altin ile

kaplanmustir.

3.3.2. Analiz Yontemleri

3.3.2.1. Kuru madde tayini

Kuru madde tayini; yas veya havada kuru maddenin belirli bir miktarinin, belirli 1s1
derecesinde suyu ugurulduktan sonra kalan kisminin yiizde olarak hesaplanmasini
baz alir. Yas numune petrilere dokiilerek etiivde 105+5°C sicaklikta 15 saat
kurumaya birakilmistir. Bu silire sonunda numune sabit tartima gelene kadar ayni
sicaklikta bekletilmistir. Tam kuruma saglandiktan sonra numune 1 mm’lik elekten
gececek sekilde ogitiilmiistiir. Kurutma dolabinda kurutulduktan sonra desikatorde
sogutulmus olan petri kabmnm daras1 almmistir. Ogiitiilmiis numuneden petri kabina 5
g almip 105+£5°C sicaklikta 60 dakika daha bekletilmistir. Oda sicakligna
sogutulduktan sonra tartilip gerekli hesaplamalar yapilmistir.

% Kuru Madde = (c-a) /(b-a )x100

a =Dara (g)

b =Dara+numune (g)

¢ =Dara+kuru madde (g) [108]

3.3.2.2. XRF Kkiil tayini

Onceden kurutulmus numuneden 4 g, baglayici1 wax orneginden ise 0.9 g almip

SpectroMill markali bilyeli agad degirmeninde 4 dakika ogiitiilerek homojenize
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edilmistir. Daha sonra bu karistm 15 ton basmg altinda 1.5 dakika siire ile
preslenerek tablet haline getirilmistir. Bu tablet Spectro X-Lab 2000 markali EDXRF
cthazinda Tq-3756 isimli screening analiz yontemi kullanilarak kantitatif olarak

analiz edilmistir.

3.3.2.3. Toplam protein 6l¢iimii (Kjeldahl protein)

Kjeldahl balonu igerisine 1 g numune tartilmistir. Numune {izerine 3 g katalizor
(selen reaktifi; CuSO4+NaxSO4) ve 15 ml teknik siilfiirik asit (H2SO,4) ilave
edilmistir. Balon Gerhardt TT 625M marka yakma iinitesine yerlestirilmis ve sicaklik
420£10°C’ye  ulastiktan sonra 60 dakika bekletilmistir. Yakma islemi
tamamlandiktan sonra balon sogutulup iizerine 40 ml distile su ilave edilerek
seyreltilmistir. Ayr1 bir erlenmayer igerisine de az miktarda protein iceren numuneler
(% 15°’ten az) i¢cin 15 ml, fazla proteinliler i¢in ise 20 ml 7 N H2SO4 eklenmistir.
Stlfiirik asit lizerine 7-8 damla metil kirmizis1 indikatorii ve bir miktar distile su
ilave edilmistir. Numune 9 dakika damitmaya birakilmistir. Damitma sonunda 7 N
NaOH ile titre edilmistir.

% Toplam Azot = [(a-b) x 6.25] /m x 100

a =Erlenmayere konulan 7 N H,SO4 miktar1 (ml)

b =Titrasyonda sarf edilen 7 N NaOH miktar1 (ml)

m =Alinan 6rnek miktar1 (g)

6.25 = Sabit [109]

3.3.2.4. Toplam yag tayini

Yag analizi, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (T.U.B.I.T.A.K.)
Marmara Arastirma Merkezi Gida Enstitiisii tarafindan AOAC 991.36,2005 nolu
metotla, asit hidrolizi uygulamali soxtec sistemiyle yapilmistir [110].

3.3.2.5. Mantar ve maya p-glukam tayini (Megazyme)

Bu metot; maya ve mantarlardaki (1-3) (1-6)-B-glukan 6l¢iimii i¢in kullanilmaktadir.

Ayn1 numune i¢in Oncelikle toplam glukan daha sonra da a-glukan miktarlar: tespit
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edildikten sonra (1-3) (1-6)-B-glukan miktar1 hesaplanmistir. Analiz yontemindeki
standart hata <%5’tir [107].

3.3.2.5.1. Toplam glukan miktan tayini (a-glukan + p-glukan)

Toplam glukan miktar1 elde edilen absorbans degerleri kullanilarak asagida verilen

formiille hesaplanmistir.

Toplam Glukan (%w/w) =AE xFx 100/0.1 x1/1000x 100/ W x 162/ 180
=AExF/Wx90[107]

3.3.2.5.2. a-glukan miktan tayini

a-glukan miktar1 spektrofotometrede okunan absorbans degerleri kullanilarak
asagida verilen formiille hesaplanmistir.
a-Glukan (%ow/w) =AE xFx 103 x1/1000 x 100/ W x 162 / 180
=AExF/Wx9.27
B-Glukan = Toplam Glukan (+oligomerler vb) — a-Glukan (+oligomerler vb)
AE = Reaksiyon absorbansi — blank absorbansi
F = D-glikoz absorbansini pg’a ¢evirme faktorii
=100 (pg cinsinden D-glikoz standard1)/100 pg D-glikoz standardi i¢in
GOPOD absorbans1
100/ 0.10 = Hacim ayar faktorii (Toplam glukan i¢in)
103 = a-Glukan i¢in hacim ayar faktori
1/1000 = pg’dan mg’a ¢evirme
100/W =100 mg’a ¢cevirme
W = Numune miktar1 (g)
162/180 = Serbest D-glikozdan anhidroglikoza ¢evirme faktorii [107]

3.4. istatistik

NaOH konsantrasyonuna ve uygulamalara baglh olarak protein degerinde meydana

gelen degisimler ve uygulamalara bagl olarak toplam glukan, a-glukan ve B-glukan

degerlerindeki farkliliklar Tek Yonlii Varyans Analizi (SPSS 1999) ile
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karsilastirilmistir. Farkl ekstraksiyon siiresi, sicakligi ve yikatma sayisinin protein
miktar1 tizerindeki degisimleri ise Cift Yonlii Varyans analizi ile degerlendirilmistir
(SPSS 1999) [111]. Ortalamalar aras1 farklar Scheffe testleri ile belirlenmistir.

Degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi a = 0.05 olarak esas alinmuistur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. NaOH Konsantrasyonun B-Glukan Ekstraksiyonuna Etkisi

Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarmin pargalanmasi ¢ok ugrash bir iglemdir.
Yapilan bir c¢alismada arastirmacilar hiicreyi parcalamak i¢in hiicreleri 72 saat
siiresince iki farkli enzimle muamele etmislerdir. Caligmanin ilk 24 saatinde glikojen
ve trehaloz gibi depo karbonhidratlarin kolaylikla hiicreden ayrilabilmesine ragmen
glukan ve mannan gibi yapisal karbonhidratlarin ancak 72 saat sonra hiicreden
atilabildigini tespit etmislerdir. Bu da Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarmin
saglam bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir [98]. Bu kuvvetli yapiy1
parcalamak i¢in Oncelikle hiicre duvarinin disg tabakasini olusturan proteinlerin
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Hiicre duvarmnin dis tabakasini olusturan
proteinlerin birgogu mannanlara kovalent olarak baglanan mannoproteinler olup
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerini  korumak icin jelimsi bir 6zellik
gostermektedir. Koruyucu jelimsi yapiy1 pargalamak ve B-glukan safligii arttirmak
icin ilk agamada otoliz isleminin etkili olabilecegi diislintilmiistiir. Otoliz; hiicrelerin,
diisiik molekiiler agirliktaki tiriinleri olusturan fosfolipaz, proteinaz ve riboniikleaz
gibi kendi enzimlerinin etkisiyle hiicre i¢i biyopolimerlerinin hidrolizi olarak ifade
edilmektedir. Hiicre otolizinde sicaklik, pH, hiicre konsantrasyonu ve otoliz

aktiflestiricilerinin etkili oldugu tespit edilmistir [4, 112].

Bu ¢alismada, ilk olarak boliim 3.2.1.1.°de anlatildig1 gibi Saccharomyces cerevisiae
mayasi, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi (90°C sicaklikta 60 dakika) sabit tutularak
farkl1 NaOH konsantrasyonlarinda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 ve 1.50 N NaOH) hidroliz
ve otolize maruz birakilmistir. Yillardir siiren arastirmalar sonucunda sicak NaOH ve
KOH’in maya ve maya hiicre duvarmdan protein ve alkalide c¢6ziinen

polisakkaritlerin atilmasmda cok etkili kimyasallar oldugu bulunmustur. Ayni
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zamanda yaglarin da bazik kosullar altinda gliserin ve yag asitlerine kolayca
dontisebildigi ortaya ¢ikmistir [2]. Calismamizda NaOH kullanilmasinin temel sebebi
de bu faktorlerdir.

Hiicrelerin otolizi sirasinda ortaya cikan diisiik molekiiler agirhiktaki {irtinlerin
ortamin pH’m1 degistirebilecegi diistiniilmiistiir (Sekil 4.1). Bu sebeple otoliz ve
hidroliz basamaklar1 sirasinda pH degisimleri siirekli olarak takip edilmistir. En fazla
pH degisimi 0.25 N NaOH konsantrasyonu ile muamele edilmis numunede
goriilmistiir. 0.25, 0.50 ve 0.75 N NaOH konsantrasyonlarindaki numunelerin pH
degerleri srasiyla % 8.43, 3.15 ve 0.18 oraninda azalirken 1.00 ve 1.50 N NaOH
konsantrasyonlarmdaki 6rneklerin pH’1 % 1.17 ve 0.90 oranlarinda artmistir. 0.25 N
NaOH konsantrasyonundaki ornekte yliksek oranda pH degisiminin olmasi bu
konsantrasyonda pH’mn sabit kalmadigmi ve hiicre parcalanmasmin diger

konsantrasyonlardaki kadar etkili olmadigmni kanitlamistir (Tablo 4.1- 4.5).

Tablo 4.1: 0.25 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.80 + 0.33
5 10.38 £ 0.61
10 10.29 + 0.84
15 10.21 +0.89
20 10.18 +0.87
25 10.16 + 0.93
30 10.16 +0.97
35 10.11 +0.99
40 10.08 + 0.96
45 10.03 +0.95
50 10.06 + 0.94
55 9.97 +0.99
60 9.89 +0.92
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Tablo 4.2: 0.50 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.48 +0.08
5 10.22 +0.09
10 10.26 + 0.09
15 10.29 +0.10
20 10.24 + 0.09
25 10.21 +0.09
30 10.22 +0.10
35 10.27 + 0.09
40 10.23 +0.09
45 10.20 +0.10
50 1027 +£0.11
55 10.20 + 0.09
60 10.15+0.11

Tablo 4.3: 0.75 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.95 +0.88
5 11.19 +0.65
10 10.85 +0.73
15 10.72 + 0.90
20 10.76 + 0.93
25 10.81 +0.84
30 10.87 +0.79
35 10.87 +0.87
40 10.84 +0.85
45 10.85+0.81
50 10.85+0.82
55 10.93 +0.75
60 10.93 +0.75
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Tablo 4.4: 1.00 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.38 +0.03
5 10.22 +£0.01
10 10.45 + 0.04
15 10.45 +0.05
20 10.41 +£0.01
25 10.43 +0.03
30 10.44 £ 0.01
35 10.48 + 0.02
40 10.48 + 0.03
45 10.47 +0.03
50 10.56 + 0.08
55 10.44 +0.01
60 10.50 + 0.06

Tablo 4.5: 1.50 N NaOH konsantrasyonundaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.05 + 0.040
5 10.11 +0.090
10 10.20 + 0.020
15 10.20 +0.010
20 10.17+0.010
25 10.15+0.010
30 10.14+0.010
35 10.19 + 0.020
40 10.18 +0.010
45 10.17 + 0.003
50 10.16 + 0.003
55 10.12 + 0.020
60 10.14 + 0.020
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Sekil 4.1: Farkl1 NaOH konsantrasyonlarindaki pH degisimleri

Otoliz ve hidroliz basamaklarindan sonra 6rnekler 24 saat boyunca sedimentasyona
(cokme) birakilmistir. Sedimentasyon; otoliz ve hidroliz islemleri sonucunda
parcalanmis hiicre ve agiga ¢ikmis hiicre iceriklerinin bir gostergesi olarak
diistiniildiigiinden, siire sonunda numunelerdeki sedimentasyon miktarlar:
degerlendirilmistir. En fazla ¢cokmeye 1.50 N NaOH konsantrasyonundaki numunede
daha sonra da 1.00 N, 0.75 N, 0.50 N ve 0.25 N NaOH konsantrasyonlarindaki
numunelerde rastlanmigtir. 0.25 N NaOH konsantrasyonundaki numunede
sedimentasyon islemi ¢ok zor olmus, bu da pargalama isleminin ¢ok da basarili

olmadigmi diisiindiirmiistiir.

Tablo 4.6: Farkli NaOH konsantrasyonlarinda protein miktarlari

PROTEIN DEGERLERI
NaOH Miktar1 (n) Min-Mak(%) ()? +SH)*
Kontrol 5 39.171 - 41.996 40.583 + 0.65a
0.25N 5 33.060 - 36.520 34.790 + 0.80b
0.50 N 5 9.3850- 11.115 10.250 + 0.40¢
0.75N 5 7.1250 - 10.585 8.8550 + 0.80c¢
1.00N 5 6.8450 - 10.305 8.5750 + 0.80¢
1.50 N 5 7.6200 - 11.080 9.3500 + 0.80¢

*Aym silitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi)
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Sedimentasyon basamagindan sonraki yikama ve kurutma iglemlerinin ardindan
orneklerin protein analizleri yapilmistir. Farkli NaOH konsantrasyonlarinin protein
icerigine etkisi Sekil 4.2°de goOsterilmektedir. Kontrol ve farkli NaOH
konsantrasyonlar1 uygulanan deney gruplarinda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 ve 1.50 N
NaOH) protein miktarlar1 sirasiyla ortalama % 40.583, 34.79, 10.25, 8.855, 8.575 ve
9.35 olarak belirlenmistir (Tablo 4.6). 0.25 N NaOH konsantrasyonuna sahip
numunenin protein degeri kontrol grubuna gore anlaml bir degisiklik sergilemistir
(P<0.004). Ancak 0.50, 0.75, 1.00 ve 1.50 N NaOH konsantrasyonu igeren
numuneler kontrol grubu ve 0.25 N NaOH konsantrasyonu iceren grup hari¢ kendi
aralarinda anlamli bir fark gostermemistir (P>0.001). Normalde uygulanan NaOH
konsantrasyonu arttik¢a protein degerinin diismesi beklendiginden, en diisiik protein
miktarmin 1.50 N NaOH konsantrasyonundaki numunede olacagi diisiiniilmiistiir.
Ancak bu numunenin protein degeri 0.75 N NaOH igerikli gruptakinden fazla olarak
bulunmustur. Bunun sebebinin de analiz ya da islem basamagindaki herhangi bir hata

olabilecegi diisliniilmektedir.

Tablo 4.7: Farkli NaOH konsantrasyonlarinda protein giderim yiizdeleri

PROTEIN GIDERIMI
Uygulanan NaOH Miktari Giderim (%)
025N 14.28
0.50N 74.74
0.75N 78.18
1.00 N 78.87
1.50 N 76.96

Sekil 4.3‘te de farkli NaOH konsantrasyonlarinin protein giderim yiizdeleri
gosterilmektedir. En az protein giderimi % 14.28 ile 0.25 N NaOH uygulamasinda
goriilmiistiir. Etkin protein giderimi 0.50 N NaOH konsantrasyonundan sonra tespit
edilmistir. 0.50 N NaOH konsantrasyonundan sonra protein giderim ylizdesinde
onemli bir yiikselise rastlanmamistir. Bu, reaksiyonun doygunluk derecesine
geldigini kanitlamaktadir. Farkli NaOH konsantrasyonlarin ekstraksiyona etkisi
iizerine yapilan calismada benzer protein sonuc¢larmi vermesi ve daha az NaOH
kullanimindan dolay1 optimum konsantrasyon orani 0.50 N olarak tespit edilmistir

(Tablo 4.7).
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Sekil 4.3: Farkl1 NaOH konsantrasyonlarinda protein giderim yiizdeleri

Suphantharika ve arkadagslar1 atik bira mayas1 Saccharomyces cerevisiae ile
yaptiklar1 ¢calismanin ilk asamasinda hiicreyi pargalayip hiicre igerigini bosaltmak
icin farkli NaOH konsantrasyonlarin1 (0.50, 1.00, 1.50 ve 2.00 N NaOH)
kullanmiglardir. Yapmis oldugumuz calismanin aksine bu ¢alismada 1.00 N NaOH
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konsantrasyonu uygulamasinda protein icerigini % 1.80 oranina kadar diisiirmiisler
ve bu konsantrasyondan sonra protein igeriginde bir farka rastlamamislardir. Bu

yilizden de optimum NaOH konsantrasyonunu 1.00 N olarak tespit etmislerdir [32].

Farkli kimyasallar kullanilmis baska bir arastirmada Magnani ve ekip arkadaslari
farkli kimyasal maddeler kullanarak yaptiklar1 ekstraksiyon islemi sonucunda protein
icerigini % 18.02 olarak bulmuslardir. Bulunan bu degerin, ¢calismamizdaki 0.50 N
NaOH konsantrasyonlu 6rnegin protein degerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
da parcalama isleminde kullanilan NaOH’in NaCl’e kiyasla daha etkili oldugunu
gostermistir [101].

4.2. Ekstraksiyon siiresi, sicakhigl ve yikama sayisinin etkisi

Farkli NaOH konsantrasyonlariyla yapilan denemeler sonucunda, 0.50 N NaOH
uygulanmis 6rnek, verimli iirlin elde edilebilecek en az miktarlarda NaOH miktarina
sahip oldugundan ve daha yiiksek NaOH konsantrasyonlar1 uygulanmis 6rneklerin
protein degerleri ile arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigindan endiistriyel
acidan en uygun 0rnek olarak secilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak 200 g atik ekmek
mayast (Saccharomyces cerevisiae) 1 10.50 N NaOH konsantrasyonuyla hazirlanmig
ve farkli sicakliklarda (65, 70, 80, 85 ve 90°C) ekstraksiyona birakilmistir. Otoliz
islemi siiresince pH degisimleri siirekli kontrol altinda tutulmustur (Tablo 4.8-4.12).
90 dakikalik hidroliz ve otoliz asamas1 sonucunda en yiiksek pH degisim yiizdesinin
% 7.52 ile 65°C sicakliktaki numunede, en diisiik pH degisim yilizdesinin ise % 2.79
ile 90°C sicakliklardaki numunede oldugu goriilmistiir (Sekil 4.4). 70, 80 ve 85°C
sicakliktaki numunelerin pH degisim yiizdeleri ise sirasiyla % 4.80, 4.82 ve 3.88
olarak tespit edilmistir. Sicaklik arttikca pH degisimleri daha az olmustur, bunun
sebebi, muhtemelen parcalanma isleminin diisiik sicakliklarda stabil olmamasi

olabilir.
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Tablo 4.8: 65°C sicakliktaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 11.44 +0.04
5 11.13 £ 0.06
10 11.03 +0.09
15 10.99 + 0.06
20 10.93 + 0.04
25 10.89 + 0.06
30 10.83 + 0.04
35 10.80 + 0.04
40 10.71 +0.05
45 10.71 + 0.04
50 10.68 + 0.04
55 10.68 + 0.05
60 10.67 +0.05
65 10.67 +0.03
70 10.64 + 0.04
75 10.55 +0.08
80 10.58 + 0.03
85 10.61 + 0.04
90 10.58 + 0.02

Tablo 4.9: 70°C sicakliktaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 11.05+0.17
5 10.78 £ 0.11
10 10.68 + 0.09
15 10.68 + 0.06
20 10.67 + 0.04
25 10.62 +0.02
30 10.57 £ 0.03
35 10.61 +0.04
40 10.59 £ 0.01
45 10.51 +£0.03
50 10.51 +0.04
55 10.53 +0.02
60 10.51 +£0.01
65 10.53 £ 0.01
70 10.54 +0.03
75 10.46 + 0.06
80 10.44 + 0.04
85 10.53 +0.02
90 10.52 + 0.03
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Tablo 4.10: 80°C sicakliktaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.78 + 0.06
5 10.43 +0.03
10 10.35+0.04
15 10.33 +£0.02
20 10.25+0.02
25 10.29 + 0.03
30 10.31+0.01
35 10.38 +0.03
40 10.36 +0.02
45 10.34 + 0.04
50 10.31+0.01
55 10.34 +0.03
60 10.27 £ 0.01
65 10.37 £ 0.03
70 10.32 +0.03
75 10.26 + 0.03
80 10.26 + 0.06
85 10.24 +0.01
90 10.26 + 0.03

Tablo 4.11: 85°C sicakliktaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.57 + 0.06
5 10.25 +0.04
10 10.20 £ 0.01
15 10.24 +0.01
20 10.29 + 0.03
25 10.26 + 0.03
30 10.22 +0.03
35 10.29 +0.02
40 10.28 +0.02
45 10.26 +0.01
50 10.27 +0.02
55 10.25+0.02
60 10.24 +0.01
65 10.25+0.02
70 10.32 + 0.04
75 10.22 +0.03
80 10.28 + 0.09
85 10.17 £ 0.07
90 10.16 + 0.01
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Tablo 4.12: 90°C sicakliktaki pH degisimleri

pH DEGISIMLERI
Siire (dakika) pH
0 10.41 +0.04
5 10.19 + 0.03
10 10.29 + 0.03
15 10.31 +0.03
20 10.26 + 0.02
25 10.26 +0.01
30 10.26 + 0.03
35 10.34 +0.02
40 10.27 +0.03
45 10.25 +0.04
50 10.30 £ 0.01
55 10.19 + 0.03
60 10.19 + 0.03
65 10.23 +0.04
70 10.30 + 0.06
75 10.15+0.03
80 10.15+0.02
85 10.21 +0.04
90 10.12 +0.02
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Sekil 4.4: Farkli sicakliklardaki pH degisimleri
Ikinci basamak olarak otoliz ve hidroliz islemleri 30, 60 ve 90 dakikalik siirelerde

yapilmistir. Tiim numuneler bu islemden sonra 24 saat sedimentasyona birakilmistir.

Bes farkli sicaklik araliginda da en az ¢cokmeye 30 dakikalik, en fazla ¢cokmeye ise 90
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dakikalik numunelerde rastlanmistir. Sedimentasyon basamaginin 65 ve 70°C
sicakliklarda 30 dakikalik otoliz ve hidroliz isleminin sonucunda yiizeyde olmasi
gereken st sivi (dokelti) dibe ¢cokmiistiir. 65°C sicaklikta hi¢ ¢okmenin gorilmedigi
numuneler de olmustur. Distik sicakliklarda iist sivi ve ¢okelti fazlar1 arasinda
belirgin bir ayrim goriilmemistir. Otoliz sicaklig1 arttik¢a fazlar arasindaki ayirim ve

sedimentasyon miktar1 artmis, bu sonu¢ parcalamanin sicaklik yiikseldik¢e daha

basarili oldugunu kanitlamistir.
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Sekil 4.5: Iki kez yikanan orneklerin farkli uygulama sicakliklarindaki protein miktarlari

Tablo 4.13: Iki kez yikanan 6rneklerin farkli uygulama sicakliklarindaki protein degerleri

PROTEIN DEGERLERI
Uygulama Adi (n) Min-Mak (%) (¥ +SH)*
65°C 5 23.463 - 26.024 24.743 £ 0.601a
70°C 5 20.368 - 22.929 21.648 £ 0.601b
80°C 5 14.050 - 16.610 15.330 £ 0.601¢
85°C 5 11.696 - 14.257 12.977 £0.601¢
90°C 5 8.1710-10.732 9.4520+0.601d

*Aym silitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).

65, 70, 80, 85 ve 90°C sicakliklarda 30, 60 ve 90 dakika bekletilmis numuneler 1 ve

2 kez yikanmistir. Bu islemin hem karisimin nétralizasyonunu sagladigi hem de
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glukan, protein ve polisakkaritler arasindaki baglar1 yiktig1 diisiiniilmektedir [2].

Kurutma isleminden sonra numunelerin protein analizleri yapilmistir. 2 kez yikanan

gruplarda sicaklik degisimlerinin protein miktari iizerine etkilerine bakildiginda Sekil

4.5’te goriildiigi gibi uygulanan sicaklik arttikca protein degerinin diistiigii

gozlemlenmistir. En diisiik protein miktar1 90°C sicaklikta otolizlenen grupta

goriilmiistiir. 65, 70, 80, 85 ve 90°C sicakliklarda otolizlenen Orneklerin protein
degerleri sirasiyla ortalama % 24.743, 21.648, 15.33, 12.977 ve 9.452 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.13). 65, 70 ve 90°C sicaklikta bekletilen gruplarin protein

degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunurken (P<0.001), 80 ve

85°C sicakliktaki gruplarmn protein degerlerinin birbirleriyle arasinda belirgin bir

farka rastlanmamistir (P>0.001).

Protein Miktari (%)

30 dk

60 dk

Bekletme siiresi (dakika)

90 dk

Sekil 4.6: Iki kez yikanan gruplarda bekletme siiresinin protein degerine etkisi

Tablo 4.14: ki kez yikanan gruplarda farkli bekletme siirelerindeki protein degerleri

PROTEIN DEGERLERI
Uygulama Adi (n) Min-Mak (%) ()? +SH)*
30 dk 5 17.405 - 19.389 18.397 + 0.465a
60 dk 5 15.726 - 17.710 16.718 + 0.465ab
90 dk 5 14.383 - 16.367 15.375 + 0.465b

*Ayn silitunda aymi harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir

(P>0.001; Scheffe testi).
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2 kez yikanan gruplarda bekletme siirelerine bakildiginda ise otoliz siiresi arttik¢a
protein degerinin diistiigli goriilmistiir (Sekil 4.6). 30, 60 ve 90 dakika bekletilen
gruplarin protein degerleri swrasiyla ortalama % 18.397, 16.718 ve 15.375 olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.14). En diisiik protein igerigine 30 dakika otolizlenen
ornekte rastlanirken 60 ve 90 dakika otolizlenen gruplarmm protein degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (P>0.001). 2 kez yikanan
ornekler arasinda 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilen numune en uygun protein

icerigine sahip grup olarak secilmistir.

30

25 4

20

Protein Miktar1 (%)
"

70°C 80°C 90°C

Sicaklik (T°C)

Sekil 4.7: Bir kez yikanan numunelerde farkli sicakliklarin protein giderimine etkisi

Tablo 4.15: Bir kez yikanan 6rneklerde farkli sicakliklardaki protein miktarlari

PROTEIN DEGERLERI
Uygulama Adi (n) Min-Mak (%) (X £SH)*
65°C 5 24.599 - 27.201 25.900 + 0.610a
70°C 5 21.778 - 24.379 23.078 £ 0.610a
80°C 5 15913 - 18.514 17.213 +0.610b
85°C 5 14.251 - 16.852 15.552+0.610b
90°C 5 13.884 - 16.486 15.185+0.610b

*Aym silitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).
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1 kez yikanan numunelerde de uygulanan sicaklik arttik¢a protein degerinin diistiigii
goriilmiistiir (Sekil 4.7). En yiiksek protein icerigi 65°C sicaklikta otolizlenen grupta
goriiliirken (% 25.90), en diisiik protein miktarina ise 90°C sicakliktaki drnekte (%
15.185) rastlanmistir. 70, 80 ve 85°C sicaklikta bekletilen numunelerin protein
degerleri sirasiyla ortalama % 23.078, 17.213 ve 15.552 olarak bulunmustur (Tablo
4.15). 65 ve 70°C sicakliktaki gruplarin protein degerlerindeki farkin birbiri arasinda,
80, 85 ve 90°C sicakliktaki drneklerin protein degerleri arasindaki farkin ise yine

birbiri arasinda istatistiksel olarak anlamsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.001).

215

21 +

20,5

20

19.5 1

Protein Miktari (%)

30 dk 60 dk 90 dk
Bekletme siiresi (dakika)

Sekil 4.8: Bir kez yikanan numunelerde farkli bekletme siirelerinin protein miktarma etkileri

Protein gideriminde bekletme siirelerinin de etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).
1 kez yikanan numuneler arasinda 30, 60 ve 90 dakika otolizlenen 6rneklerin protein
degerleri ayni sira ile ortalama % 21.131, 19.063 ve 17.963 olarak belirlenmistir
(Tablo 4.16). 60 ve 90 dakika otolizlenen gruplarin protein degerleri arasinda
istatistiksel bir farka rastlanmazken (P>0.001) 30 dakika bekletilen numunenin
protein degeri diger gruplarin protein degerinden farkli olarak bulunmustur

(P<0.001).
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Tablo 4.16: Bir kez yikanan numunelerin farkli bekletme siirelerindeki protein degerleri

PROTEIN DEGERLERI
Uygulama Adi (n) Min-Mak (%) ()? +SH)*
30 dk 5 20.123 - 22.139 21.131 +£0.473a
60 dk 5 18.055 - 20.071 19.063 + 0.473b
90 dk 5 16.955 - 18.971 17.963 + 0.473b

*Ayni silitunda aymi harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).
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Sekil 4.9: Farkli sicaklik uygulamalarinda 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein
giderimi

Numune yikatimmin da protein giderimini dolayisiyla da B-glukan safligini
arttirabilecegi diisliniildiigiinden ornekler 1 ve 2 kez suyla yikanmis ve iki yikama
arasindaki protein giderimlerine bakilmistir. Uygulanan sicaklik yiikseldikce protein
gideriminin de arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.9). 65, 70, 80, 85 ve 90°C
sicakliklardaki gruplarin 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein giderimleri
sirasiyla ortalama % 4.47, 6.20, 10.94, 16.56 ve 37.75 olarak tespit edilmistir (Tablo
4.17). Protein giderimindeki en uygun sicaklik 90°C olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.17: Farkli sicakliklardaki 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein

giderimleri
PROTEIN GIDERIMI
Uygulama Adi Giderim (%)
65°C 4.47
70°C 6.20
80°C 10.94
85°C 16.56
90°C 37.75

14,5

Protein Giderimi (%,
o

12,5 -

11,5 -

30 dk 60 dk 90 dk
Bekletme Siiresi (dakika)

Sekil 4.10: Farkli bekletme siirelerinde 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein
giderimi

Tablo 4.18: Farkli bekletme siirelerinde 1 ve 2 kez yikanan numuneler arasindaki protein

giderim yiizdeleri
PROTEIN GIDERIMI
Uygulama Adi Giderim (%)
30 dk 12.94
60 dk 12.30
90 dk 14.41

Bekletme stirelerine bakildiginda ise (Sekil 4.10) 1 ve 2 kez yikananlar arasindaki en
fazla protein giderimi 90 dakika otolizlenen gruplarda goriilmiistiir. En az protein
gideriminin 30 dakika otolizlenen numunede olmasi beklenirken bu degere 60 dakika
bekletilen gruplarda (% 12.30) rastlanmistir (Tablo 4.18). Bu beklenmeyen sonucun

sebebi deneme sirasindaki herhangi bir analiz hatasi olabilir. Bulunan sonuglar 1 ve 2
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kez yikamada bekletme siiresinin uygulanan sicaklik kadar fazla etkili olmadigini
kanitlamistir. 30, 60 ve 90 dakika bekletilen gruplarin 1 ve 2 kez yikamalar1 arasinda
cok belirgin bir protein giderim farki bulunmamasi ve genel olarak daha etkili olan 2
kez yikanmis 6rneklerin 60 ve 90 dakika otolizlenme siireleri arasinda istatistiksel bir
fark bulunmamasindan dolay1r en uygun bekletme siiresi 60 dakika olarak tespit

edilmistir.

Yapilan denemenin bu asamasinda optimum protein giderimine 90°C sicaklikta 60

dakika bekletilip 2 kez yikanan grupta rastlanmistir.

Farkli NaOH konsantrasyonlari, sicaklik, ekstraksiyon siireleri ve 1 ve 2 kez
yikanarak yapilan denemeler sonucunda endiistriyel olarak en uygun O6rnek olan
numune i¢erisindeki Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin morfolojik degisimlerini
gozlemlemek icin taramali elektron mikroskopisi (SEM) uygulanmistir (Sekil 4.11-
4.14). Saccharomyces cerevisiae hiicreleri normalde uzun, yumurta seklinde olup
diiz bir yiizeye sahipken otoliz isleminden sonra sitoplazmik i¢eriklerin hiicre disima
ctkmasidan dolay1 hiicre hacminin Xiao-Yong ve arkadaglarinin ¢alismalarinda [4]
oldugu gibi azaldig1 goriilmiistiir. Hiicre duvarindaki mannoproteinlerin ortamdan
uzaklastirilmasiyla hiicrelerin mekanik kuvvetinin azaldig1 ve sicakligin da etkisiyle
hiicrelerin  sisip patladigi disiliniilmektedir. Bazi bdlgelerde Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinin tamamen par¢alanmis olmasi yapilan uygulamalarin

etkinligini kanitlamistir.
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Sekil 4.12: Pargalanmig maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii
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Sekil 4.14: Parcalanmig maya hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii
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Suphantharika ve arkadagslar1 atik bira mayas1 Saccharomyces cerevisiae ile
yaptiklar1 ¢aligmanin ikinci asamasinda B-glukami saflagtrmak i¢in sabit NaOH
konsantrasyonunda (1.00 N NaOH) farkli ekstraksiyon stireleri (30, 60, 90 ve 120
dakika) kullanmiglardir. Mevcut calismadakiyle benzer sekilde en uygun
ekstraksiyon siiresini 60 dakika olarak tespit etmislerdir. Bu basamaktan sonra sabit
bekletme stiresinde (60 dakika) farkli ekstraksiyon sicakliklarinda (50, 70 ve 90°C)
hiicreleri pargalamay1 denemislerdir. Mevcut ¢alismadakiyle benzer olarak en diisiik
protein igerigine (% 1.90) 90°C sicakliktaki denemelerde rastlamiglardir. Bu da bizim

sonuglarimiz1 desteklemektedir [32].

Xiao-Yong ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada % 15 oraninda kuru madde icerigine
sahip bira mayas1 Saccharomyces cerevisiae’y1 24 saat 55°C sicaklikta % 3 NaCl ile
otolizlemislerdir. Ust sividaki protein igeriginin, otolizin ilk 20 saatinde artmaya
devam ettigini, 24 saatten 48 saate kadar da duragan faza girdigini tespit etmislerdir.
Bunun maya hiicrelerinin protein hidrolizine yardimci olan cesitli hiicre ici
proteazlarina sahip olmasindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Protein
hidrolizinden sonra gergeklesen otoliz oranin da ilk 20 saatte dogrusal olarak artip 24
saat sonra sabitlendigini goézlemlemislerdir. Yapilan calismanin bu asamasinda
protein igerigini mevcut c¢alismada tercih edilen sicakliktaki (90°C) gruba kiyasla
daha az distirebilmisler ve protein igerigini % 19.69 olarak tespit etmislerdir. Ayni
calismanin ikinci asamasinda ise otolize ugratilmis hiicreleri 80°C sicaklikta 15
dakika bekletmisler ve protein icerigini % 10.38 oranma kadar diistirmiislerdir.
Benzer protein degeri daha az islemle mevcut calismadaki 0.50 N NaOH

konsantrasyonunda, 2 kez yikanan numunede goriilmiistiir [4].

4.3. Farkh uygulamalarin -glukan ekstraksiyonuna etkisi

4.3.1. Patent uygulamasi

NaOH c¢aligmalarindan sonra B-glukanin safligmi arttrmak i¢in farkli uygulamalara
basvurulmustur. Byron A. Donzis tarafindan gelistirilmis patent uygulamasi [106]

0.50 N NaOH ile sulandirilmis 90°C sicaklikta 60 dakika bekletilmis numune tizerine

uyarlanmis, 6rneklerden biri alkolden digeri ise asetondan sonra alinmistir. Farkli
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uygulamalarin B-glukan ekstraksiyonuna etkisindeki ikinci kisim olan sicak su
uygulamasindaki 1.5N.2kz. 6rnegi de, islemin protein igerigini ne kadar etkiledigini

tespit etmek i¢in bu bdliimdeki sonuglarla birlikte degerlendirilmistir.

Tablo 4.19: Farkli uygulamalar sonucundaki protein degerleri

FARKLI UYGULAMALARDA PROTEIN DEGERLERI

Uygulama Adi (n) Min-Mak(%) ()? +SH)*
Kontrol 5 40.00 - 41.00 40.583+0.77a
0.5N.90.60dk.P.A.S. 5 7.940 - 7.950 7.945 +0.940b
0.5N.90.60dk.P. 5 6.100 - 9.46 7.720 = 0.600b
1.5N.2kz 5 2.800 - 7.00 4.900 + 0.94bc
1.5N.P. 5 1.740 - 1.91 1.825 +0.940¢

*Aym silitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).

Tablo 4.20: Farkli uygulamalar sonucundaki protein giderim yiizdeleri

PROTEIN GIDERIMI
Uygulama Adi Giderim (%)
1.5N.P. 95.50
1.5N.2kz. 87.93
0.5N.90.60dk.P. 80.98
0.5N.90.60dk.P.A.S. 80.42

Sekil 4.15’te goriildiigii gibi glukan safliginin ilk gostergesi olarak protein icerikleri
incelenmistir.  1.5N.P., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.90.60dk.P.A.S. ve 1.5N.2kz.
orneklerin protein degerleri sirasiyla ortalama % 1.825, 7.720, 7.945 ve 4.90 olarak
bulunmustur. Sekil 4.16 ve Tablo 4.20°de goriildiigii lizere bu 6rneklerin protein
giderimleri de yine ayni swrayla % 95.50, 80.98, 80.42 ve 87.93 olarak tespit
edilmistir. Tiim Orneklerin protein degerleri kontrol grubuna gore anlamli bir
degisiklik gostermistir (P<0.001). 1.5N.P. ve 1.5N.2kz.6rneklerinin protein degerleri
arasinda istatistiksel olarak bir fark gorilmezken (P>0.001) diger numunelerle
arasinda ise fark oldugu gozlemlenmistir (P<0.001). 0.5N.90.60dk.P.,
0.5N.90.60dk.P.A.S. ve 1.5N.2kz. Ornekleri arasinda ise anlamli bir degisime
rastlanmamistir (P>0.001) (Tablo 4.19). Patent prosesli uygulamalara bakildiginda
aseton basamagmin protein giderimini etkilemedigi, uygulanan NaOH
konsantrasyonunun daha etkili oldugu gorilmiistiir. Ancak iki farkli proses

uygulanan 1.5N.2kz. ve 1.5N.P. 6rneklerinin protein degerleri arasinda istatistiksel
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olarak anlamli bir sonu¢ vermemesi uzun patent prosesinin gereksiz oldugunu, sicak

su ve NaOH uygulamasinin protein giderimi i¢in yeterli olabilecegini kanitlamistir.
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Sekil 4.16: Farkli uygulamalar sonucundaki protein giderim yiizdeleri
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Homojenizasyonu temel alan bir incelemede izolasyon islemi sonucunda % 3.70
oraninda protein icerigine sahip yar1 saflikta glukomannan elde etmislerdir.
Aragtirmacilar protein igerigini mevcut calismadakine kiyasla daha fazla

disiirmiislerdir ancak glukan1 mannanla birlikte izole edebilmislerdir [104].

Benzer bir c¢alismada Xiao-Yong ve arkadaglari bira mayast Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerine otoliz ve sicak su uyguladiktan sonra zayiflattiklar1 hiicre
duvarlarim1 homojenizatorle pargalamiglardir. Bu mekanik par¢alamanin ardindan
protein icerigini % 4.30 olarak bulmuslardir. Arastrmacilar homojenizasyondan
sonra organik c¢oziiciilerle yaglari ortamdan uzaklastirmislar ve proteinlerin agiga
ctkmastyla protein icerigini % 4.68 olarak tespit etmislerdir. Son asamada ise bir
cesit proteaz enzimi kullanarak kalan proteinleri de atmislardir. Fakat bu durumda
bile ornekte % 2.99 oraninda protein igerigi tespit etmislerdir. Bulunan protein
miktarinin, mevcut caligmadaki 1.5N.P. 6rnegindekinden fazla, 0.5N.90.60dk.P.
orneginden ise diisiikk oldugu goriilmiistiir. Bu da, hiicre pargalanmasinda uygulanan

prosesin yani sira kimyasal madde konsantrasyonun da etkili oldugunu kanitlamistir

[4].

Sonikasyon yoluyla maya hiicrelerinden protein salinisini temel alan bir ¢alismada
ise arastrmacilar islem sonucunda st sivida 467 mg/g protein igerigine
rastlamiglardir.  Ancak yapilan her iki arastrmada da disiik hiicre
konsantrasyonlariyla ¢alisilmistir. Diistik hiicre konsantrasyonuyla ¢alisilmis olmasi

prosesin endiistriyel olarak uygun olmadigini diistindiirmektedir [103].

Yapilan bir ¢aligmada arastirmacilar NaCl uygulamasindan sonra hiicreleri sicak su
ile muamele ederek protein degerini % 3.25 degerine kadar diisiirmiislerdir. Bu deger
arastirmamizdaki 1.5N.2kz. denemesindeki sonuglar1 desteklemektedir. Calismanin
devaminda hiicre duvarindaki glukan fibrilleri arasindaki safsizlik etmeni olan p-1,6-
glukanlar1 ortamdan uzaklastirmak icin sonikasyon yapmislar, yag ekstraksiyonu ve
proteaz enzimi uygulamasindan sonra ise toplam protein miktarmi % 0.13 olarak

tespit etmislerdir [101].
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Baska bir ¢calismada sicak su uygulamasiyla proteinin % 80’1 ve mannoproteinlerin
% 60’1 ortamdan uzaklastirilarak iirtinde % 20 oraninda protein icerigi saptanmistir.
Calismanin devaminda uygulanan proteaz enzimiyle ise bu oran mevcut calismadaki
1.5N.2kz. grubuyla benzer bir protein degerine kadar diisiiriilmiistiir. Bu da protein
giderimi i¢in yliksek maliyetli enzim muamelesine ihtiyag duyulmadigmi

kanitlamistir [2].

0.5N.90.60dk.2kz; 0.5N.90.60dk.P. ve 1.5N.P. ornekleri arasindaki kiil ve yag
miktarlar1 ve verim degerleri de karsilastirilmistir. Kiil miktarlarina bakildiginda,
tablo 4.21°de belirtildigi gibi % 5.60 oranla en yiiksek kiil miktar1 1.5N.P. 6rneginde
goriiliirken, daha sonra da % 5.10 ile 0.5N.90.60dk.2kz. 6rnegi, en son olarak da %
3.1 ile 0.5N.90.60dk.P. 6rneginin en yiiksek kiil igerigine sahip oldugu bulunmustur
(Sekil 4.17). 0.5N.90.60dk.P. numunesinin kiil miktari, Xiao-Yong ve arkadaslarmin
calismalarinda bulduklar1 miktarla (% 3.87) tutarlilik gostermistir [4].

Tablo 4.21: Farkli uygulamalar sonucundaki kiil igerikleri

KUL DEGERLERI
Mineral Madde 0.5N.90.60dk.2kz. 0.5N.90.60dk.P. 1.5N.P.
MgO 0.0960 0 0.0293
ALO; 0.2690 0.35740 0.6613
SiO, 1.8340 1.42700 2.3750
P,Os 0.7725 0.44870 0.6520
SO; 0.2921 0.21610 0.2713
ClL,O 0.0084 0 0
K,O 0.4942 0.12630 0.1885
CaO 0.6659 0.07940 0.2591
TiO, 0.0069 0.00700 0.0133
Cr,0; 0.0007 0.00110 0.0032
MnO, 0.0105 0.00240 0.007
Fe,0; 0.3582 0.28090 0.7582
Cu,O 0.0029 0.00390 0.0047
ZnO 0.0986 0.02667 0.0701
SrO 0.0150 0.00380 0.0076
7rO, 0.0005 0.00070 0.0076
BaO 0.0045 0.00320 0.0051
Toplam 5.1 3.1 5.6
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Sekil 4.17: Farkli uygulamalar sonucundaki kiil degerleri

Otero ve arkadaglar1 homojenizasyon ve NaOH ekstraksiyonuyla izole ettikleri yari-
saf glukomannanda % 3.50 oraninda kiil oldugunu tespit etmislerdir. Sonuclar
mevcut ¢calismadaki 0.5N.90.60dk.P. 6rneginin kiil oraniyla benzerlik gostermis olup
homojenizasyon isleminin mevcut c¢alismadaki bircok basamagm yerine

kullanilabilecegini kanitlamistir [ 104].

0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P. ve 1.5N.P. numunelerinin yag analizleri
T.U.B.I.T.A.K. Marmara Arastirma Merkezi Gida Enstitiisii tarafindan asit hidrolizi
uygulamali, soxtec sistemiyle yapilmistir (Tablo 4.22). En yiiksek yag miktarina %
13.01£0.007 ile 0.5N.90.60dk.2kz. 6rneginde rastlanmistir. En yliksek yag giderimi
de % 4.62+0.007 ile 1.5N.P. numunesinde goriilmiistiir. 0.5N.90.60dk.P. 6rneginin
yag miktar1 da % 11.81+0.007 olarak bulunmustur (Sekil 4.18.). Patent prosesinde
numunedeki yaglar1 ortamdan uzaklastirmak amaciyla alkol ve aseton uygulamalari
yapilmistir. Ancak ayni islem uygulanmis, farkli NaOH konsantrasyonu ve sicaklikla
calisilmis iki 6rnegin (0.5N.90.60dk.P. ve 1.5N.P.) yag degerleri arasinda % 60.90
oraninda bir farka rastlanmistir. Sonuclar yag gideriminde alkol ve asetondan ¢ok
uygulanan NaOH miktarmin ve sicakligin daha etkili oldugunu gostermistir. Benzer

bir calismada isopropanolle yapilan ekstraksiyonla yag miktar1 % 0.10 oranina
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disiiriilirken petrol eteri ile ayni1 deger % 0.09 oranina kadar azaltilmistir. Bu
degerlerin mevcut calismadaki sonucglardan diisiik olmasmin nedeni lipit
ekstraksiyonundan Once arastirmacilarin uyguladiklar1 sicak su ve sonikasyon

muameleleri sirasinda da yaglar1 giderebilmeleri olabilir [101].

Tablo 4.22: Farkli uygulamalar sonucundaki yag igerikleri

YAG DEGERLERI
Uygulama Adi Yag Miktari (%)
0.5N.90.60dk.2kz. 13.01 =£0.007
0.5N.90.60dk.P. 11.81 +0.007
1.5N.P. 4.620 +0.007

Yag Miktar1 (%)

0.5N.90.60dk.2kz. 0.5N.90.60dk.P. 1.5N.P.
Uygulama Adi

Sekil 4.18: Farkli uygulamalar sonucundaki yag degerleri

Kesler ve Nickerson yaptiklar1 ¢alismada mekanik olarak pargaladiklar1 ekmek
mayast Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan yaglar1 uzaklastrmak icin 3
basamakli bir ekstraksiyon prosesi uygulamislardir. Bu uzun siireli islem sonunda
ekmek mayast Saccharomyces cerevisiae’dan tespit ettikleri yag miktarni

calismamizdaki 0.5N.90.60dk.2kz. ve 0.5N.90.60dk.P. oOrnektekilerle benzer bir
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deger (% 10.19) bulmuslardir. Bu benzerlik yapilan 3 basamakli ekstraksiyon

isleminin gereksiz oldugunu gostermistir [113].

Saccharomyces cerevisiae B-glukaninin izolasyonu ve saflastirilmasi lizerine yapilan
benzer bir calismada arastirmacilar NaCl otoliziyle yag oranin1 % 3.68’¢ kadar
disiirmiiglerdir. Arastrmalarinin devaminda sicak su uygulamasiyla ayni1 deger %
4.00’e, homojenizasyon uygulamasindan sonra % 2.68’e, organik ¢dziicliden sonra
ise % 0.28 oranina kadar azaltilmistir. Bu degerlerin ¢alismamizda bulunan yag
degerlerine gore diisiik oldugu ve bunun muhtemel sebebinin hiicre duvarinm etkili
bir sekilde parcalanip bagli yaglarin agiga ¢ikmasi ancak ortaya ¢ikan yaglarin

atilamamasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir [4].

Bagka bir incelemede ise iiretilen yari-saflikta glukomannandan yag etkili bir sekilde
uzaklagtirarak % 1.50 oraninda yag igerigi tespit edilmistir. Arastirmacilar
homojenizasyon islemi ve daha diisiik sicaklik (75°C) ve NaOH konsantrasyonu
(0.25 N) kullanarak ¢aligmamizda bulunan yag miktarlarindan daha diisik yag
oranlarina ulagsmay1 basarmiglardir. Bu sonu¢ yag gideriminde homojenizator

uygulamasinin da etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir [ 104].

Farkli bir calismada yag orani iz miktarlara kadar indirilmistir. Sicak su
uygulamasiyla fosfolipit veya gliserit gibi yaglarin suda-¢oziinebilir kisimlarindan
dolay1 % 26°s1, enzim muamelesiyle % 8’1, aseton uygulamasiyla da geriye kalanin
atildigr ileri siirilmiistiir. Ancak mevcut c¢alismada aseton basamagi yaglari

uzaklastirmada etkili olmadigindan; bu sonug elde ettigimiz degerlerle ¢elismektedir

[2].

Tablo 4.23: Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen -glukan verimi

VERIM DEGERI
Uygulama Adi Verim (%)
1.5N.P. 6.290 £ 0.45
0.5N.90.60dk.P. 7.820 £0.25
0.5N.90.60dk.2kz. 10.29 +0.32
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Secilen ii¢ Ornek arasinda (1.5N.P., 0.5N.90.60dk.P. ve 0.5N.90.60dk.2kz.)
(1-3)(1—6)-B-glukanin ~ verimine de bakilmistir (Sekil 4.19). 1.5N.P.,
0.5N.90.60dk.P. ve 0.5N.90.60dk.2kz. 6rneklerinin verim degerleri sirasiyla ortalama
% 6.29, 7.82 ve 10.29 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.23). En yiiksek verimin
0.5N.90.60dk.2kz. 6rneginde olmasmin sebebi bu numunede diger orneklere oranla
daha fazla B-glukan safligin1 bozan protein, yag ve mineral madde gibi iceriklerin
bulunmasi olabilir. Ancak buna ragmen 1.5N.P. ve 0.5N.90.60dk.P. orneklerinin
verimi de olmasi gerekenden diisiik olarak bulunmustur. Bunun nedeni de islem
basamaklar1 sirasinda iist sivi kismiyla ¢okelti kisminin da yanlislikla atilmis olmas1

olabilir.

Verim Degeri (%)
N

1.5N.P. 0.5N.90.60dk.P. 0.5N.90.60dk.2kz.
Uygulama Adi

Sekil 4.19: Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen -glukan verimi

Xiao-Yong ve arkadaslar1 0.5N.90.60dk.2kz. 6rnegiyle benzer verim (% 10.29) elde
etmislerdir. Yapilan uygulamalar esnasinda kaybin fazla olmasindan dolay1 benzer
calisma asamalarmin oldugu 1.5N.P. ve 0.5N.90.60dk.P. numunelerin veriminin

daha diisiik oldugu goriilmistiir [4].

Magnani ve arkadaslari; sonikasyon, lipit ekstraksiyonu ve enzim muamelesi yoluyla

Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan B-glukani izole edecekleri yeni bir metot
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gelistirmiglerdir. Calisma sonucunda % 11.08 oraninda [B-glukan verimi elde
etmiglerdir. Bulduklar1 degerin arastirmamizdaki 0.5N.90.60dk.2kz. Grneginin
verimine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir [101].

Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarmi parcalamak icin 1.00 N NaOH
konsantrasyonu kullanilan bir ¢alismada kat1 madde verimi % 19-22 bulunmugsken
aynt NaOH konsantrasyonunda 90°C sicaklikta 60 dakikalik ekstraksiyon islemi
sonucunda ise % 31 oraninda kati verimine ulasilmistir. Tespit edilen verim
degerlerinin ¢alismamizda elde ettigimiz numunelerin verim degerlerine gore daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir [32].

Iki farkli hammadde kullanilan, sicak su ve enzim muamelelerini baz alan bir
calismada ise glukan verimleri % 25 ve % 26 olarak bulunmustur. Bu verim
calismamizda elde etmis oldugumuz degerlerden daha fazla olup muhtemel sebebinin
uygulanan islemler swrasinda elde edilen numune kaybmin az olmasmdan dolay:

olabilecegi diistiniilmektedir [2].

4.4. Mantar ve maya f-glukam testi (Megazyme)

Bu calismada son olarak farkli uygulamalar sonucundaki B-glukan miktarlar1
kiyaslanmistir. Numunelerin B-glukan igerikleri; toplam glukan ve a-glukan
icerikleri Olciiliip aralarindaki farkin alinmasiyla hesaplanmistir. Kontrol grubu
olarak hicbir islem uygulanmamis maya hiicresi se¢ilmis ve toplam glukan miktar1 %
23.093 olarak tespit edilmistir. O.M.H, 0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S.,
0.5N.90.60dk.P., 0.5N.0O.2kz. ve 1.5N.P. numunelerinin toplam glukan miktarlar1 ise
sirasiyla ortalama % 25.933, 53.642, 61.530, 64.620, 65.838 ve 65.433 olarak
bulunmustur (Tablo 4.24). O.M.H. numunesi hari¢ diger 6rneklerin toplam glukan
miktarlar1 kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik gostermistir (P<0.001). Farkli
uygulamalar birbiriyle kiyaslandiginda ise 0.5N.90.60dk.2kz. ve
0.5N.90.60dk.P.A.S. oOrnekleri arasinda ve 0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P.,
1.5N.P. ve 0.5N.O.2kz. orneklerinin toplam glukan degerleri arasinda istatistiksel

olarak bir farka rastlanmamistir (P>0.001).
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Tablo 4.24: Farkli uygulamalar sonucundaki toplam glukan igerikleri

TOPLAM GLUKAN DEGERLERI

Uygulama Ad1 (n) Min-Mak(%) (X £SH)*
Kontrol 4 20.042 - 26.143 23.093 + 1.480a
O.M.H. 4 22.882-28.983 25.933 + 1.480a

0.5N.90.60dk.2kz. 4 51.151 - 56.132 53.642+1.210b
0.5N.90.60dk.P.A.S. 4 57.216 - 65.844 61.530 + 2.10bc
0.5N.90.60dk.P. 4 62.129 - 67.111 64.620 + 1.210¢
0.5N.0.2kz. 4 62.787 - 68.888 65.838 + 1.480c¢
1.5N.P. 4 62.943 - 67.924 65.433 +£1.210¢

*Ayn silitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).

Tablo 4.25: Farkli uygulamalar sonucundaki a-glukan igerikleri

a-GLUKAN DEGERLERI

Uygulama Ad1 (n) Min-Mak(%) (X £SH)*
Kontrol 4 1.987 - 3.498 2.742 +£0.370a
O.M.H. 4 2.270 - 3.780 3.025 +0.370a

0.5N.90.60dk.2kz. 4 6.602 - 7.835 7.218 =£0.300b
0.5N.90.60dk.P.A.S. 4 4.772 - 6.908 5.840 = 0.52be
0.5N.90.60dk.P. 4 7.723 - 8.957 8.340 + 0.30bc
0.5N.0.2kz. 4 7.392 - 8.903 8.148 +£0.370¢
1.5N.P. 4 7.130 - 8.363 7.747 £ 0.300¢

*Ayn silitunda aymi harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).

Kontrol, O.M.H., 0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P.,
0.5N.0O.2kz. ve 1.5N.P. gruplarinin a-glukan degerleri ise sirasiyla ortalama % 2.742,
3.025, 7.218, 5.840, 8.340, 8.148 ve 7.747 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.25).
O.M.H. 6rnegi disinda diger tiim orneklerin a-glukan degerlerinde kontrol grubuna
gore meydana gelen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.001).
0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.2kz. ve 1.5N.P.gruplar1 ve 0.5N.90.60dk.2kz.,
I.5N.P., 0.5N.O.2kz ve 0.5N.90.60dk.P. gruplarm bu degerleri arasinda ise
istatistiksel olarak belirgin bir fark goriilmemistir (P>0.001).
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Tablo 4.26: Farkli uygulamalar sonucundaki B-glukan icerikleri

B-GLUKAN DEGERLERI

Uygulama Ad1 (n) Min-Mak(%) (X £SH)*
Kontrol 4 17.069 - 23.631 20.350 + 1.59a
O.M.H. 4 19.626 - 26.189 22.908 + 1.59a

0.5N.90.60dk.2kz. 4 43.744 - 49.102 46.423 + 1.30b
0.5N.90.60dk.P.A.S. 4 51.050 - 60.330 55.690 + 2.25¢
0.5N.90.60dk.P. 4 53.601 - 58.959 56.280 + 1.30¢
0.5N.0.2kz. 4 54.409 - 60.971 57.690 + 1.59¢
1.5N.P. 4 55.008 - 60.366 57.687 + 1.30c

*Ayni silitunda aymi harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.001; Scheffe testi).

Toplam glukan ve a-glukan miktarlar1 tespit edildikten sonra B-glukan miktarlar1
hesaplanmistir.  Kontrol, O.M.H., 0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S.,
0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz. ve 1.5N.P. gruplarmin sirasiyla ortalama % 20.35,
22.908, 46.423, 55.690, 56.280, 57.690 ve 57.687 p-glukana sahip olduklar1
bulunmustur (Sekil 4.20). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda O.M.H. 6rnegi harig
diger tiim gruplardaki B-glukan safliklar1 istatistiksel olarak anlamli degisiklikler
gostermistir (P<0.001). Bu durum, sicak su uygulamasinin tek basma B-glukan
safligmi1 arttrrmada yeterli olmadigim1 kanitlamistir. Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda 0.5N.90.60dk.2kz. Orneginin [B-glukan igeriginin diger farkh
uygulamalarin iceriginden azlig1 istatistiksel olarak tespit edilmistir (P<0.001) (Tablo
4.26). 0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz. ve 1.5N.P. gruplarinin -
glukan igerikleri arasinda ise belirgin bir fark ¢ikmamistir (P>0.001). Sonugclar; -
glukan safligini arttirmada yiiksek NaOH konsantrasyonuna ve uzun patent prosesine
gerek olmadigini ayn1 degerlere diisiik NaOH igerikli sicak su uygulamasini igeren
bir islemle de ulasilabilecegini ispatlamistir. Farkli bir calismada, NaOH uygulamas1
ile ultrasonikasyon islemleri uygulayarak % 96-99 safliginda B-glukan elde
etmiglerdir [6]. Mevcut arastrmanin aksine asit ya da alkali ekstraksiyonun (-
glukanin dogal yapisin1 bozdugu diisiincesiyle sicak su uygulamasi ve enzimatik
yikimi temel alan bir ¢calisma sonucunda ise % 92 ve 87 saflik oranlarinda B-glukan
dretilmistir. Ancak c¢aligmada glukan degeri glikoz cinsinden hesaplandigindan

glukanin tam degerini vermemektedir [2].
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Sekil 4.20: Numunelerin farkli uygulamalar sonucundaki p-glukan igerikleri

Otoliz ve sicak alkali uygulamasiyla [B-glukan izolasyonu yapilan bagka bir
calismada glukan igerigi % 53 olarak tespit edilmistir. Bu degerin ¢alismamizdaki
0.5N.90.60dk.2kz. 6rnegindeki degere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun
muhtemel sebebinin uygulanan NaOH konsantrasyonun yiiksek ve kullandiklar1

hammaddenin bira mayas1 olmasindan dolay1 olabilecegi diisiiniilebilir [114].

0.50 N NaOH konsantrasyonunda yapilan mevcut ¢calismadaki % 46.423 oranindaki
B-glukan igerigine karsilik Suphantharika ve arkadaglar1 farkli uygulamalar
sonucunda 1.00 N NaOH konsantrasyonu kullanarak bira mayasi1 Saccharomyces
cerevisiae’dan % 50.50 oraninda [-glukan izole etmislerdir. Bu [-glukan
miktarindaki degisikligin sebebi, uygulanan NaOH konsantrasyonu ve B-glukan
analizinde kullanilan metodun farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Bu farklilik
glukan saflastirilmasinda NaOH konsantrasyonun etkili oldugunu gostermistir.
Ancak 0.50 N NaOH konsantrasyonu uygulanarak otoklavlanan siispansiyonda, [3-
glukan degeri % 57.69 olarak bulunmustur. Bu sonug, B-glukanin izolasyonunda
NaOH konsantrasyonu yaninda basmg ve sicakligin da etkili oldugunu vurgulamistir

[32].
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Otoliz ve NaClO ile oksidasyonu temel alan baska bir ¢alismada tiim uygulama
basamaklar1 sonucunda B-glukan miktarmi, mevcut ¢aligmadaki sadece sicak su

uygulanmis maya sonuclariyla yakin degerlerde ( % 22.90) tespit etmislerdir [5].

Xiao-Yong ve arkadaslar1 bira mayas1 Saccharomyces cerevisiae ile yaptiklari
calismanin ilk asamasmda hiicreleri otoliz ve sicak su uygulamasina maruz
birakmislar ve % 46.92 oraninda B-glukan elde etmislerdir. Bu oran mevcut
calismadaki 0.5N.90.60dk.2kz Ornegindeki degerle benzerdir. Ancak mevcut
calismada bu degere daha kisa siirede ulasilmistir. Bunun sebebi de arastirmacilarin
uyguladiklar1 sicaklikli§in yeterli olmamasi olabilir. Ayn1 ¢alismada otoliz ve sicak
su uygulamalarindan sonra yapilan homojenizasyon islemi glukan oranmi % 84’e
kadar ¢ikartmistir. Arastirmacilar otoliz ve sicak su muamelesiyle protein,
mannoprotein ve diger polisakkaritlerin ortamdan uzaklastirildigini, ayni zamanda da
hiicre duvarinin mekanik kuvvetinin de azaldigmmi ve uygulanan homojenizasyon
isleminin de bu sebeple glukan safligini arttirdigini ileri siirmiislerdir. B-glukan
safligmi arttrmak amaciyla Orneklere organik ¢6ziici ve proteaz enzimi
uygulamislardir. Organik ¢6ziicii uygulamasmdan sonra % 85.56 oraninda, proteaz
muamelesinden sonra ise % 93.12 oraninda B-glukan elde etmislerdir. Fakat
calismaya gore Saccharomyces cerevisiae hiicresindeki B-glukan igerigi yaklasik

olarak % 60 oldugu i¢in tespit edilen degerler bu durumla ¢elismektedir [4].

Endiistriyel olarak kullanilmakta olan tirtinlerde B-glukan safliklar1 kullanim amacima
gore farklilhik gostermektedir. Yem katki maddesi olarak kullanilan Molarmix
Invivomos® markal1 iiriinde toplam B-glukan (1,3-1,6) miktar1 % 25°tir [115]. Bir
cesit bagisiklik destekleyicisi olan High Dose, Highly Purified Beta 1,3/1,6 Glucan
irlinlinde B-glukan miktar1 % 86.6 iken ayni amac¢ i¢in kullanilan Life Source
Immune System Activator iiriiniinde B-glukan safligi % 95 olarak verilmistir [116,
117]. Farkli bir bagisiklik arttirict Transfer Point Beta 1,3-D-glucan markali iiriiniin
ise % 83-86.50 oraninda B-1,3-D-glukan kompleksi icerdigi belirtilmistir [118]. Bu
literatiirler 151¢1inda calismamizdaki farkl glukan igerikli numunelerden, sektorlerin
kullanim sekline bagl olarak, cesitli saflikta bir¢ok iiriin olusturulabilecegi ortaya

cikmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Saccharomyces cerevisiae hiicresinden [B-glukanin izolasyonu ve saflastirilmasi
iizerine yapilan ¢aligmamizda farkli NaOH konsantrasyonlarinin B-glukan safligina
etkileri incelenmistir. Hiicrelerin otolizi esnasinda ortaya cikan diisiik molekiiler
agirhiktaki irlinlerin ortamin pH’m1 degistirebildigi diisiiniildiiglinden hiicre
parcalanmasimin basarisin1 tespit etmek icin pH degerleri kaydedilmistir. 0.25 N
NaOH konsantrasyonundaki 6rnekte pH degisim oraninin ¢ok fazla olmasi, bu
degisimin nedeninin hiicrelerin etkin olarak par¢alanmamasindan dolay1

olabilecegini gostermistir.

Farkli NaOH konsantrasyonu uygulamasinin hiicre parcalamasindaki etkinliginin
belirlenmesi i¢in sedimentasyon islemi irdelenmistir. 1.50 N NaOH uygulanan
ornekte en fazla sedimentasyona rastlanirken, 0.25 N NaOH uygulanan ornekte
sedimentasyonun ¢ok zor gerceklestigi goriilmiistiir. Bu goriintiiden, 0.25 N NaOH
konsantrasyonun hiicre parcalanmasinda diger NaOH konsantrasyonlara oranla daha

az etkili oldugu sonucuna varilmistir.

B-glukan safligmin gostergesi olarak farkli NaOH konsantrasyonlar1 uygulanmis olan
numunelerin protein iceriklerine bakilmistir. Deney gruplari igerisinde ortalama
olarak en yiiksek protein degeri 0.25 N NaOH uygulanmis numunelerde goriiliirken,
en diisilk protein degeri ise 1.00 N NaOH konsantrasyonunda gozlemlenmistir.
Kontrol ve NaOH uygulanan deney gruplarinda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 N)
protein degerleri swrasiyla % 40.58, 34.79, 10.25, 8.86, 8.58, 9.35 olarak
belirlenmistir. Deney gruplarimmin protein degerlerinin kontrol grubunun protein
degerine kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugu belirlenmistir. 0.25 N NaOH
uygulanmis grup harig, tiim gruplarin protein degerleri arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamsiz bulunmustur.
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Bulunan en uygun NaOH konsantrasyonu (0.50 N) sabit tutularak sicaklik,
ekstraksiyon siliresi ve yikama sayismin protein giderimine olan etkileri
incelenmistir. Hiicre parg¢alanmasinin bir gostergesi olarak pH degisimlerine
bakildiginda 65°C sicaklikta pH degisiminin ¢ok fazla oldugu goriliirken, 90°C
sicaklikta pH degisiminin az oldugu tespit edilmistir. Bu durumun diisiik
sicakliklarda hiicrelerin pargalanmasinin stabil olmamasindan dolay1 olabilecegi
diistiniilmiistiir. Nitekim sicaklik yiikseldikge pH degisim oranlarinin azaldig tespit

edilmistir.

Deney gruplarimin sedimentasyon oranlar1 kiyaslandiginda ekstraksiyon siiresi ve

uygulama sicakligi arttikca sedimentasyon miktarinin da arttig1 gozlenmistir.

2 kez yikanan gruplarda ekstraksiyon sicakligi ve yikama sayis1 arttikga gruplarin
protein iceriklerinin azaldigi tespit edilmistir. En diisiik protein degeri 90°C sicaklik
uygulanan Orneklerde goriiliirtken en yiiksek protein miktarma 65°C sicaklik
uygulanan numunede rastlanmistir. 80 ve 85°C sicakliktaki numunelerin protein
degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken diger tiim gruplarin
protein miktarlarindaki farkliliklarin anlamh oldugu goézlemlenmistir. Ekstraksiyon
siiresi uzadik¢a da protein miktarinda azalmalara rastlanmistir. 30, 60 ve 90 dakika
bekletilen gruplarin protein degerleri sirasiyla % 18.397, 16.718 ve 15.375 olarak
bulunurken 60 ve 90 dakika otolizlenen gruplar arasindaki farkin anlamli olmadig1

goriilmiistiir.

1 kez yikanan gruplarda 65 ve 70°C sicakliklardaki gruplarin protein degerleri birbiri
icerisinde, 80, 85 ve 90°C sicakliktaki gruplarin protein degerleri de birbirleri
arasinda anlamli bir fark sergilememistir. Ekstraksiyon siiresi uzadik¢a protein
miktarinin diismesine ragmen 60 ve 90 dakikalik denemeler arasindaki bu diisis

anlamli bulunmamastir.

Karisimin nétralizasyonunu sagladigi ve glukan, protein ve polisakkaritler arasindaki
baglar1 yiktig1 i¢in yikama sayisma bagl olarak protein gideriminin de Onemli
derecede azaldig1 tespit edilmistir. Farkli sicakliklardaki gruplarin 1 ve 2 kez

yikamalar1 arasindaki protein giderimlerinin en fazla 90°C sicaklikta (% 37.75), en
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disiik ise 65°C sicaklikta (% 4.47) oldugu tespit edilmistir. Farkli ekstraksiyon
sirelerindeki 1 ve 2 kez yikanan numuneler icerisinde 30, 60 ve 90 dakika
otolizlenen Orneklerin protein giderimleri ortalama % 12.94, 12.30 ve 14.41 olarak

bulunmustur.

NaOH konsantrasyonu sabit tutulup farkli ekstraksiyon siiresi, sicaklig1 ve yikama
sayist lizerine yapilan bu calismada optimum protein giderimine 90°C sicaklikta 60

dakika bekletilip 2 kez yikanan grupta rastlanmistir.

Protein giderim oraninin uygulanan yonteme bagli olarak degistigi gézlemlenmistir.
Farkli uygulamalar sonucunda en yiliksek protein miktarma 0.5N.90.60dk.P.A.S.
grubunda, en diisilk degere ise 1.5N.P. grubunda rastlanmistir. Kontrol ve deney
gruplarindaki (0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 1.5N.2kz., 1.5N.P.) ortalama
protein degerleri % 40.58, 7.95, 7.72, 4.90, 1.83 olarak tespit edilmistir. Tiim deney
gruplarimin protein degerlerinin kontrole gore istatistiksel olarak farkli oldugu
bulunmustur. 0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P. ve 1.5N2kz. deney gruplarinin
protein degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, 1.5N.P.

grubuyla bu 6rneklerin protein degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur.

Gelistirdigimiz metot sonucunda olusturdugumuz deney grubu (0.5N.90.60dk.2kz.),
en diisiik protein degerini veren grup (1.5N.P.) ve patent uygulamasma gore
degistirilmis grup (0.5N.90.60dk.P.) arasinda kiil miktarlarindaki degisime
bakildiginda 1.5N.P. grubunun kiil degerinin (% 5.6), 0.5N.90.60dk.P. (% 3.1) ve
0.5N.90.60dk.2kz. (% 5.1) gruplarinkinden fazla oldugu bulunmustur.

0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P. ve 1.5N.P. gruplar1 arasinda yag miktarlarinin
strastyla ortalama % 13.01, 11.81 ve 4.62 oldugu tespit edilmistir.

Secilen ayn1 li¢ deney grubunda kat1 madde verimine bakildiginda, verimin 1.5N.P.

grubunda ortalama % 6.29, 0.5N.90.60dk.P. grubunda % 7.82, 0.5N.90.60dk.2kz.
grubunda ise % 10.29 oldugu belirlenmistir.
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Farkli uygulama metotlarmin B-glukan safligina etkilerini incelemek i¢in deney
gruplarmin toplam glukan ve oa-glukan degerleri tespit edildikten sonra B-glukan
miktarlar1 hesaplanmistir. Kontrol ve deney gruplarmin (O.M.H., 0.5N.90.60dk.2kz.,
0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz., 1.5N.P.) toplam glukan
miktarlar1 swrasiyla ortalama % 23.09, 25.93, 53.64, 61.53, 64.62, 65.84 ve 65.43
olarak belirlenmistir. O.M.H. 6rnegi hari¢ tiim gruplarmn toplam glukan miktarlar1
kontrolden istatistiksel olarak farkli bulunmustur. 0.5N.90.60dk.2kz. ve
0.5N.90.60dk.P.A.S. gruplarmin toplam glukan degerleri kendi aralarinda,
0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz. ve 1.5N.P. gruplarinin toplam
glukan degerlerinin de kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermedigi tespit edilmistir.

Yapilan incelemede en disik o-glukan igerigi O.M.H. deney grubunda
gozlemlenirken; en yiiksek deger ise 0.5N.90.60dk.P. grubunda bulunmustur.
Kontrol ve deney gruplarmin (O.M.H., 0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S.,
0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz., 1.5N.P.) a-glukan miktarlar1 aymi sira ile % 2.74,
3.03, 7.22, 5.84, 8.34, 8.15, 7.75 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda O.M.H. deney grubu hari¢ tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak gecerli olarak bulunmustur. 0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S.,
0.5N.90.60dk.P. gruplarnin o-glukan degerleri birbiri arasinda, 0.5N.O.2kz.,
1.5N.P., 0.5N.90.60dk.P. ve 0.5N.90.60dk.P.A.S. deney gruplarimin degerlerinin de

birbiri arasinda anlamsiz farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir.

B-glukanin izolasyonu ve saflastirilmasinin esas alindig1 calismamizda en fazla B-
glukan miktarmin 0.5N.O.2kz., en az B-glukan miktarmin ise O.M.H. deney
gruplarinda oldugu bulunmustur. Kontrol ve uygulama gruplarmin (O.M.H.,
0.5N.90.60dk.2kz., 0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz., 1.5N.P.) B-
glukan degerleri swrastyla % 20.35, 22.91, 46.42, 55.69, 56.28, 57.69 ve 57.687
olarak hesaplanmistir. O.M.H. grubunun B-glukan degeri kontrolle kiyaslandiginda
belirgin bir fark goriilmezken; diger tiim ornek gruplarmnin B-glukan igeriklerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli oldugu sonucuna varilmistir.
0.5N.90.60dk.P.A.S., 0.5N.90.60dk.P., 0.5N.O.2kz. ve 1.5N.P. gruplarinin B-glukan

degerleri arasinda anlaml bir fark tespit edilmezken, bu deney gruplarmin B-glukan
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degerleri ile 0.5N.90.60dk.2kz. grubunun ayni degerleri istatistiksel olarak fark

gostermistir.

B-glukan; viicudu viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlardan, tiimérden, radyasyon
ve stresin yol ag¢tig1 olumsuzluklardan koruyan dogal bir bagisiklik gelistiricisidir.
Bunun yanm1 swa antioksidan ve serbest radikalleri yakalama ozellikleri,
antibiyotiklerin etkisini arttirma ve viicuttaki LDL kolesterol seviyesini diisiirme gibi
cok cesitli faaliyetlerinden dolay1 B-glukandan ilag, yem katki maddesi, krem gibi
farkli {rtinlerin yapimmda yararlanilmaktadwr. Calismamizda Saccharomyces
cerevisiae maya hiicresinden farkli uygulamalarla ¢esitli safliklarda B-glukan izole
edilmistir. Bu da bize kullanim amacglarma gore degisik P-glukan igerikli iiriin
yapabilme sansi yaratmaktadir. Ileride ¢alismamizda atik olarak ortaya cikan
proteince zengin st sivinin da degerlendirilmesi dogrultusunda arastirmalarimiz
devam edecektir. Ayrica elde edilen numunlerde mannan miktarlarinin tespitiyle

ilgili de farkli caligmalar planlanmaktadir.
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