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OZET

Pleurotus ostreatus, lezzeti, yiksek besleyici degeri ve tibbi 6zellikleri
ile diinya ¢apinda bilinen ve ilk kiiltiire alinan mantarlardandir. Bu
calismada olgun fruktifikasyon (OF) ve asir1 olgun fruktifikasyona
(AOF) ait mantar tozlarinin ekstraksiyon sartlari Yanit Yiizey
Yéntemi (YYY) ile optimize edilmistir. Ayrica optimum sartlarda
ekstraksiyonu yapilan mantar tozlarinmin, toplam fenolik madde
miktar1 (TFMM), antioksidan aktivitesi (DPPH, FRAP ve ABTS) ve
hiperglisemide anahtar enzim roli olan a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyon etkisi ortaya konulmustur. AOFlerde TFMM % 6.93,
DPPH, FRAP ve ABTS degerleri ise sirasiyla % 19.48, % 24.87 ve %
16.91 oraninda kayba ugramigtir. Ayrica a-glukozidaz inhibisyon
potansiyeli hasat zamaninin geciktirilmesi ile % 7.33 oraninda
azalmigtir. P. ostreatusiin daha yiiksek biyoaktif faydalar sergilemesi
acisindan flas zamamni, dikkate alinmasi gereken 6nemli konular
arasinda olmalidir.
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ABSTRACT

Pleurotus ostreatus is a macro-mushroom known worldwide for its
taste, high nutritional value, and medicinal properties, and was one
of the first cultivated mushroom. In this study, the extraction
conditions of mushroom powders of mature fruit body (OF) and over-
ripe fruit body (AOF) were optimized by Response Surface Method
(RSM). Besides, the total phenolic content (TPC), antioxidant activity
(DPPH, FRAP, and ABTS), and the inhibition effect of a-amylase and
a-glucosidase, which are key enzymes in hyperglycemia, have been
demonstrated for mushroom powders extracted under optimum
conditions. TPC was lost 6.93 %, DPPH, FRAP and ABTS values
19.48 %, 24.87 %, and 16.91 % respectively in over-ripe fruits. In
addition, a-glucosidase inhibition potential decreased by 7.33 % with
delay of harvest time. In order to exhibit higher bioactive properties
of P. ostreatus, flush time should be considered.
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GIRIS
P. ostreatus (Istiridye mantar1), kiltiir mantarlar
arasinda ikinci sirada tiretimi yapilan popiiler egzotik

mantarlardandir.
lignoseliilozik enzim sistemlerine sahip olmasi, yliksek
randiman ve hastaliklara karsi dayanmikli olmasi

Kolay kiiltire alimigi, yiksek
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yaninda, gastronomik agidan lezzet tstunligi, besin
degerinin yiksekligi ve tibbi 6zellikleri agisindan da
degerli bir mantar c¢esididir (Sarangi ve ark., 2006;
Mata ve Torres-Hernandez, 2008; Patil ve ark., 2010;
Patel ve ark., 2012). Kimyasal kompozisyonu, biyoaktif
icerigi ve duyusal ozellikleri substrata (yetistirildigi
ortam) gore degistigi bilinen bir gercektir (Liu ve ark.,
2005). Ancak tek etken bu olmayip her ne kadar
substrat kadar etkili olmasa da mantarlarda flas
(hasat) zamani da bu degisimlerde 6nemli bir
parametredir (Mau ve ark., 1997; Soares ve ark., 2009;
Saha ve ark., 2012).

P.ostreatusun tibbi 6zellikleri agisindan en dikkat
cekici oOzelliklerinden birkag1 yiiksek fenolik igerigi
sayesinde yuksek antioksidan aktivite goéstermesi
(Jayakumar ve ark., 2006; Choi ve Ryu, 2015; Sevindik
ve ark., 2016) ve B-glukanlar, diyet lifleri gibi aktif
polisakkarit igerigi ile antitiimor, immiin sistemini
uyarict (Wasser, 2002) ve antidiyabetik o6zellik
gostermesidir (De Silva ve ark., 2012; Zhang ve ark.,
2016).

Gunumizde, hastaliklarin bircogunun tlketilen
gidalarla  iligkilendirilmesi, tuketicilerin  satin
aldiklar1 gidalarda besleyici 6zelligi yaninda ilave
faydalar saglamasi konusunu glindeme tagimigtir.
Ozellikle bitkilerle alinan antioksidan maddelerin
hiicrelerin  deformasyonuna neden olan serbest
radikallere karsi olan koruyucu etkisi antioksidan
aktivitesi yiksek olan dUrlinlere olan 1lgiyi
arttirmaktadir (Kris-Etherton ve ark., 2002; Sevindik,
2020). Ashnda insan viicudunda bu savunma
sistemleri hali hazirda var olup miktar agisindan
yetersiz kaldiklarindan besin takviyesi ile antioksidan
iceren gidalarin tiketilmesi insan vicudunun bu
oksidatif hasardan korunmasinda 6nemli bir
avantajdir (Lin ve Yen, 1999; Krupodorova ve
Sevindik, 2020).

Fenolik bilesikler kolayca okside olabilme 6zelligi
dolayisiyla yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptirler
(Carabias-Martinez ve ark., 2005; Mohammed ve ark.,
2018). P.ostreatusta  icermis oldugu fenolikler
sayesinde ylksek antioksidan ozellik gosterir ve
antioksidan aktiviteleri ile toplam fenolik bilesik
miktarlar1 arasinda pozitif bir korelasyonun var
oldugu bilinmektedir (Dogan ve ark., 2020).
Mantarlarin 6nemli tibbi &zelliklerinden biri de
antidiyabetik aktivite goéstermeleridir. Kan glukoz
seviyesinin yemek sonras1 yiiksek seyretmesi ile
karakterize edilen Tip 2 diyabetin tedavisinde ince
barsaklarda bulunan ve kompleks karbonhidratlar
absorbe edilebilir forma dontstiiren enzimlerin
inhibisyonu 6nemli bir yaklagimdir. Akarboz Tip 2
diyabetin tedavisinde kullanilan etken bir bilesik olup,
birgok antidiyabetik ilagta da etken maddesi olarak
kullanilmaktadir.  Akarboz karbonhidratlarin
parcalanmasinda anahtar enzim roli oynayan a-
glukozidaz ve a-amilaz enzimlerini inhibe ederek
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monosakkaritlertin olusumunu ve emilimini
kisitlamaktadir. Ancak bunun kullanimi ile ilgili yan
etkiler s6z konusudur (Su ve ark., 2013). Bu gibi
sebeplerden o6tiiri dogal yollardan gida ve/veya gida
takviyesi olarak antidiyabetik 6zellik gosteren gida
ajanlarinin  kullanimi 6nem kazanmaktadir. Son
yillarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda
P.ostreatusun a-glukozidaz ve a-amilaz inhibe edici
etkisinin de oldugu bildirilmistir (De Silva ve ark.,
2012; Ravi ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016).

Mantarlarin sahip oldugu besinsel, biyoaktif ve
gastronomik ozelliklerinden tam manasiyla
yararlanilabilmesi i¢in hasat zamani, dikkat edilmesi
gereken oOnemli bir husustur. Mantarlarin flag
zamanlarina dikkat edilmeden, uygun buyuklige
ulastiginda ya da ticari sevkiyat zamam geldiginde
toplanmas1 6nemli bir problemdir. Bu c¢alisma da
onemli bir ticaret hacmi olan P.ostreatus mantarinin
flag zamanlar: dikkate alinarak sahip oldugu biyoaktif
ozelliklerden maksimum fayda saglanmasi agisindan,
olgun fruktifikasyon ve asir1 olgun fruktifikasyonlara
ait mantar tozlarinin ekstraksiyon sartlar1 YYY ile
optimize edilmigtir. Ayrica optimum sartlarda
ekstraksiyonu yapilan mantar tozlarinin, toplam
fenolik madde miktarlari, antioksidan aktiviteleri
(DPPH, FRAP ve ABTS) ve hiperglisemide anahtar
enzim roli olan a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon
ozellikleri incelenmisgtir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

P.ostreatus saf kilturti Yozgat Bozok Universitesi
Bogazliyan MYO kiultiir bankasindan temin edilmistir.
Sivi  kultir tdretimi, misel Uretimi ve mantar
uretiminde kullanilan malt 6zuti, kavak talasi, maya,
yulaf, KsPO4s MgSO4 kepek, CaSO4+ve CaCOs Yozgat
ilindeki tedarik¢ilerden, polietilen microsac torba
(Type 14A, Unicorn Bags, TX) USA’den, diger tiim
kimyasallar aksi belirtilmedikge Merck KGaA’dan
temin edilmigtir.

Siv1 Kiiltiir, Misel ve Mantar Uretimi

Sivi kiiltiir iiretimi icin; Stamets (2011) metodu
modifiye edilerek uygulanmigtir. Karigim 25 °Cde 14

giin  boyunca inkiibe edilmistir. Bu silirenin
belirlenmesinde transparan gériintisi kaybolup
bulanmik bir gorinti olusturdugu zaman esas

alinmigtir. Misel tretimi i¢in, 0,5 p delik ¢apina sahip
filtreli 1s1ya dayanikli microsac torbalarda % 55 nem
icerigine sahip % 1 CaSOs ve % 0,5 CaCOs ile
harmanlanmig yulaf tanesi 121 °C’ de 2 saat sterilize
edilmis ve 25 °C’ye sogutulmus ve 10 ml siv1 kiltur
inokiile edilmistir. Microsac torbalarda goérsel olarak
tam bir kolonizasyon olusana kadar (10-15 giin) 25
°C’de inkiibe edilmistir. Mantar tUretimi icin; kavak
talasina suplement olarak % oraninda bugday kepegi,
1 % CaCOs ilave edilmis ve nem orani % 65 olacak
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sekilde kompost ayarlanmigtir. Hazirlanan kompost Box-Behnken Tasarimi (BBD) dikkate alinarak

filtreli torbalara doldurulmus ve 121 °C'de 4 saat soliusyonlar hazirlanmig ve yine tasarima uygun
sterilize edilmigtir. Sterilize edilen komposta %5 sicaklikta 60 dakika su banyosunda (Wisd, Kore)
oraninda misel inokiile edilmigtir. 3 hafta 25 °C ve % ekstrakte edilmistir.

85 mnem ve karanllk ortamda inkiibasyona

birakilmigtir. Sonrasinda torbalara 3 cm capraz sekilli Dizaynin Olusturulmasi

kesikler atilmig ve sicaklik 17 °C ye dustrilip nem % Sicaklik (30-60 °C), solvent/kat1 oran1 (10-30 mL ) ve

9?,?_ g}karllmlstlr. Pinhead (igpe ,b'?sl) gikintilar metanol konsantrasyonu (% 30-80) gibi ekstraksiyon
gorildikren sonra 12 saat 1s1k verilmigtir. Yaprak ¢cap1 sartlarmn TFMM ve DPPH iizerine etkisi Design
5 c¢m oldugunda toplanan mantarlar olgun

fruktifikasyon (OF), OF’den 5 giin sonra toplanan
mantarlar ise asir1 olgun fruktifikasyon (AOF) olarak
isimlendirilmistir.

Expert 11.0.0 yazilhmi (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN) kullanilarak belirlenmistir. BBD’ye ait bagimsiz
degiskenlerin seviyeleri, deneysel veriler ve tahminsel
degerler Cizelge 1’de verilmigtir.

Bagimsiz degiskenlerin yamit tzerindeki etkisini

) ] ] gbsteren 3D yiizey grafikleri, Iki bagimsiz degisken ve
OF ve AOF ornekleri flag zamam akabinde 0.5 ¢cm bir yanittan olusan 3 boyutlu ytizey grafiklerinde diger

Mantarlarin Kurutulmasi ve Ekstraksiyon

boyutunda kesilmis ve 40 °§]’hk etiivde 12 sgat bagimsiz degiskenin orta noktasinda sabit tutulmas:
kur.u'tulr'nu.stur. Kurutulan érnekler toz hah{le ve Design Expert 11.0.0) ciktilarin Mathematica
getirilmistir (Bosch MKM6000, Almanya). Yapilan én yaziliminda (siiriim 7; Wolfram Research, Champaign,
denemler neticesinde metanol ve su karisimi en IL) islenmesiyle olusturulmustur.
yiiksek  biyoaktif &zellik (TFMM ve DPPH) y .. e

.. e . Yanitlar ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligki, 2.
gosterdiginden solvent olarak secilmigtir.

. . . . . . li kligi kullanilarak
Ekstrasksiyon islemi Yanit Yiizey Yoénteminin (YYY) df}rece.der? polinom  regresyon denkligi kullamlara
gosterilmigtir.
Y = Bo + BiXy + BoXy + BsXs + BriXi® + BraXy” + BazXs® 4 Bip + BraXo Xy + BisXi Xz + BraXoXs (D)
Y: 6ngorilen yanit, Bo: kesisme, B1, B2, B3: dogrusal katsayilar, B11, B2z, B33! etkilesim katsayilari, Bi2, B13, Bes: ikinci dereceden
katsayilar, X1, Xo, X3! bagimsiz degigkenler

Cizelge 1. Box Behnken deneme dizaynina gére deneysel ve tahminlenen veriler
Table 1. Experimental and predicted data according to Box-Behnken design

Deneme Bagimsiz Degigkenler Olgun Fruktifikasyon (OF) Agir1 Olgun Fruktifikasyon (AOF)
noktasi Independent variables Mature Fruit Over-Ripe Fruit
Experimentai ) X TFMM (mg GAED_PPH (umol TETFMM (mg GAE € DPPH (umol TE g7)
point X1 (°C) (L &) (%) g g1 1)

mLg ° D.V. TV. D.N. TV. D.V. T.V. D.V. T.V.
1 30 10 55 2.61 2.60 18.20 18.18 2.25 2.26 15.89 15.62
2 60 10 55 2.66 2.66 18.54 18.38 2.30 2.29 16.06 16.39
3 30 30 55 2.49 2.49 16.45 16.61 2.00 2.01 14.99 15.02
4 60 30 55 2.55 2.55 18.19 18.21 2.12 2.11 15.88 15.79
5 30 20 30 2.80 2.78 19.21 18.96 2.59 2.56 15.68 15.66
6 60 20 30 2.85 2.84 19.84 19.73 2.64 2.63 16.71 16.42
7 30 20 80 2.79 2.81 18.99 19.10 2.60 2.61 15.73 15.98
8 60 20 80 2.87 2.87 19.87 20.13 2.64 2.67 16.69 16.75
9 45 10 30 2.75 2.77 17.05 17.32 2.53 2.55 15.22 15.35
10 45 30 30 2.60 2.61 17.44 17.54 2.23 2.25 15.25 15.43
11 45 10 80 2.75 2.74 18.78 18.68 2.52 2.50 16.54 16.36
12 45 30 80 2.70 2.69 16.99 16.72 2.41 2.39 15.20 15.07
13 45 20 55 2.91 290 20.74 20.76 2.69 2.70 17.63 17.67
14 45 20 55 2.90 290 21.01 20.76 2.70 2.70 17.88 17.67
15 45 20 55 2.90 2.90 20.54 20.76 2.71 2.70 17.50 17.67

Xi:Sicaklik, Xs ¢ solvent/kat1 orani, X3! metanol konsantrasyonu, D.V.: Deneysel veriler, T.V.: Tahminlenen degerler
Xi: Temperature, Xo! solvent / solid ratio, X3: methanol concentration, D.V .: Experimental data, T.V .: Predictive values

Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFMM) Tayini cozeltisi ile karistirilmistir. Karanlik bir ortamda 60
TFMM Singleton ve ark. (1999)'min metotu esas dakikadan sonra, absorbans 765 nm'de okunmustur
alinarak spektrofotometrik yontem kullanilarak (Shlmad%u UV'17OO, KYOt(?, Japor%ya).. TFMM, gallik
gerceklestirilmistir. 0.4 ml seyreltilmis ekstrakt 2 ml  asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

Folin & Ciocalteu reaktifi ve 1.6 mL % 7.5 Na2COs
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Antioksidan Kapasite Tayini (DPPH, ABTS, FRAP)
Antioksidan kapasite tayini 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii etki tayini,
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-stilfonik

asit (ABTS) ve demir iyonu indirgeyici antioksidan
gic (FRAP) yontemi ile belirlenmistir. Analizin
sonuglar1 Trolox esdegeri (uM TE g! sample) olarak
ifade edilmigtir. DPPH analizi i¢in 0.1 mL 6rnek 3.9
mL 25 mg L konsantrasyonda metanolik DPPH ile
karigtirildiktan sonra karanlhik bir yerde oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve 515 nm de
absorbans okunmustur (Brand-Williams ve ark.,
1995). ABTS analizinde, 30 mg ABTS ve 7.8 mL 2.46
mM potasyum peroxodisiilfattan olusan ¢ozelti PBS ile
seyreltilerek 0.70'1ik absorbansa ayarlanmistir. 1950
uL seyreltilmig ABTS soliisyonu ve 50 pL ekstrakt ile
6 dakika inkiibe edildikten sonra 734 nm'de
okunmustur (Cam ve ark., 2009). FRAP analizi i¢in 10
pL. 6rnek ve 20 mM ferric chloride, 30 mM sodium
acetate ve 10 mM TPTZ'den olusan FRAP reaktifi ile
bir soliisyon olusturulmus, 30 dakika inkibasyondan
sonra, absorbans 593 nm'de okunmustur (Benzie ve
Strain, 1996).

a-amilaz ve a-glukozidaz Inhibisyon Aktivitesi Tayini
a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi tayini
enzimatik-spektrofotometrik olarak belirlenmistir ve
pozitif kontrol olarak akarboz standarti kullanilmigtir.
Bu amagla a -amilaz inhibisyon aktivitesini belirlemek
icin ise 1 mL ekstrakt, 1 mL patates nisastasi
soliisyonu ve 1 mL 20 mM monosodyumfosfat bir test
tipunde karistirilarak 37 °C'de 5 dakika inkibe
edilmigstir. Enzimatik reaksiyonu baslatmak i¢in tipe
1 mL a -amilaz soliisyonu ilave edildikten 30 dakika
sonra, 0.5 mL 5.31M potasyum sodyum tartarat ile 0.5
mL 96 mM 3,5-dinitrosalisilik asit solisyonu tipe
eklenmigtir. Reaksiyonu durdurmak i¢in karigim 5

dakika kaynar suda tutulduktan sonra absorbans 540
nm'de okunmustur (McDougall ve ark., 2005; Cam ve
ark., 2020). a-glukozidaz inhibisyon aktivitesini
belirlemek i¢in, 50 pL ekstrakt, 1250 pl. 67 mM
monopotasyum fosfat ve 50 pL a-glukozidaz bir test
tiptinde karnistirthp 37 °C'de 5 dakika inkiibe
edilmigstir. Enzimatik reaksiyonu basglatmak igin tiipe
125 plL 10 mM 4-nitrophenyl-D-glucopyranoside
solisyonu eklenmigtir. 20 dakika sonra 2 mL 0.1 M
Na2COs ilave edilerek reaksiyon durudurulmus ve
absorbans 400 nm'de okunmustur. Ekstraktlarin
antidiyabetik aktivitesi, agagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmigtir.

Antidiyabetik aktivite(%) = ABS"Z";;“_ABSW"“’" x100 (2)
kontrol

ABSkontrot ve ABSsrmek, sirasiyla kontrol ve numunenin
absorbansini ifade eder. a -amilaz ve a-glukozidazin % 50'sini
inhibe eden numunelerin fenolik konsantrasyonlar:i ICso
olarak ifade edilmistir.

Istatistik Analizler

Grup ortalamalar1 arasindaki farkhiliklar: belirlemek
icin, SPSS 22.0 istatistik paket programi kullanilarak,
gruplar arasindaki farkin 6nemi varyans analizi ile
belirlenmigtir. Duncan coklu karsilagtirma testi ile
grup ortalamalar1 karsilastirnlmistir (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

BULGULAR ve TARTISMA

Modelin Dogrulanmasi

Modelden iiretilen 2. dereceden polinomial denklemin
dogrulugunu saptamak icin regresyon degeri (p-
degeri), belirleme katsayis1 (R?), diizeltilmis R2 (R2.4)),
tahminlenmis R2 (R%pred) ve model uyumsuzlugu gibi
istatistiksel parametreler kullamlmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Polinomial denklemler ve model uyumlulugu icin istatistiksel parametreler
Table 2. Polynomial equations and statistical parameters to determine model fitness

Ornek  Yamtlar 2. dereceden polinomial denklemler Regression Model «
Sample Responses 2nd order polynomial equations (p-value) R Rl R uyumsuzlugu
P P poiyn q P Lack of fit
2.90+0.030X:-0.054X2+0.014X3+0.025X2X3-
TEMM (a0 0 9975 r 0,093 7 <0.0001  0.994 0.989  0.951 0.180
20.76+0.449X1-0.438X2+0.136X3-0.545X2X3-
B DPPH (oo 49X 0 785K 0.0001  0.965 0.931  0.799 0.258
2.70+0.033X1-0.105X2+0.023X3+0.048X X 3-
TFMM 0.169X,2-0.364Xx*+0.086Xs2 <0.0001 0.993 0.985 0.944 0.088
B 17.67+0.381X1-0.299X5+0.163X3-0.343X2X3- 0.0003
S DPPH e i1 31X:%-0.810X 0.958 0.916  0.745 0.325

X1t sicaklik, Xz : solvent/ kat1 orani, X3: metanol konsantrasyonu
X1: Temperature, X! solvent / solid ratio, X3: methanol concentration

Tiim yamtlarin varyans analizinin (ANOVA) p
degerinin 0.05'ten kiigiik oldugu goérilmiustir. Bu
durum secilen modelin anlamh oldugunu
gostermektedir. Ayrica 15 deney noktasinda verilen
yanitlarin deneysel ve tahminlenen degerlerinin
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birbirine yakin olmasi da modelin giivenilirliginin bir
gostergesidir (Cizelge 1). Tiim bunlarla birlikte model
uygunlugunu degerlendirmek  i¢in F  testi
uygulanmigtir. Her iki olgunlagma agsamasinda da
modelin yanmtlar tiizerine uyum eksikligi 6nemsiz
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bulunmustur (p>0.05). Yanitlarin R2? degerleri, OF
icin; TFMM ve DPPH igin sirasiyla 0.994 ve 0.965,
AOF i¢in ise; 0.993 ve 0.958 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 2). Dahasi, R2pred ile R2.q arasindaki fark
0.2'den kicgiktur. Adj-R2 ile pre-R?2 degerleri
arasindaki farkin 0.2 degerinden kiigiik olmas1 ve R2
ve R2ag; degerlerinin %90’ 1n tistiinde olmasi modelin
uygunlugunu gostermektedir (Myers ve ark., 1995).
Modelin yanitlar tizerindeki etkisinin arttirilmasi igin,
onemsiz olan faktérler (p>0.05) 2. derece polinomial
denklemden ¢ikarilarak modifiye edilmistir. Bu durum

onemli faktérlerin yamtlar tzerindeki etkisinin
belirlenmesinde son derece 6nemlidir (Friedman ve
ark., 2001).

Ekstraksiyon Faktorlerinin Yamtlar Uzerine Etkisi ve
Yanitlarin Degerlendirilmesi

Her iki olgunlagma agsamasi i¢in bagimsiz faktorlerin
TFMM tzerine etkisi Sekil 1. de, DPPH tizerine etkisi
ise Sekil 2. de verilmisgtir.

Sekil 1. Farkli olgunlagsma asamalarinda ekstraksiyon kosullarinin TFMM tzerine etkisinin 3-D ytizey grafikleri
Figure 1. Superimposed 3-D surface plots of the effect of the extraction conditions on TPC at different maturation

stages

Sekil 2. Farkli olgunlagsma agsamalarinda ekstraksiyon kosullarinin DPPH {izerine etkisinin 3-D yiizey grafikleri
Figure 2. Superimposed 3-D surface plots of the effect of the extraction conditions on DPPH at different maturation

stages

Bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve sivi/kati orani
yanitlar1 énemli élciide etkilerken (p<0.05), metanol
konsantrasyonunun bazi yanitlar tizerindeki etkisi
onemsiz ~ bulunmustur  (p>0.05).  Ekstraksiyon
isleminde sicaklik faktori 6nemli bir parametredir.
Cunki sicakligin dokular1 yumusatmasi, ¢éziintrlugi
arttirmasi, yizey gerilimini azaltmasi  gibi
etkilerinden dolay1 fenoliklerin ekstrakta gegmesinde
etkilidir. Ancak diger taraftan yuksek sicakligin
fenolik bilesiklere zarar verdigi de bilinen bir gergektir
(Dent ve ark., 2013). Bu sebepten otiirii sicaklik
ekstraksiyonlar1 i¢in o6nemli faktérlerin baginda
gelmektedir ve fenolik bilesikler gidalara 6zgu olup,
herbir fenolik maddenin de sicakliktan etkilenme
olgusu farkhidir. Bu amagla ekstraksiyon sicakliginin

urine 0zgl olarak optimize edilmesi Onem
kazanmaktadir. Ancak tabiki ekstraksiyon
islemlerinde, faktorlerin prosesi tek tek

etkilemesinden ziyade bir butiinin parcas1 olarak
degerlendirilmesi gerekir zaten optimizasyonun
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amaglarindan biri de budur. Siv/kati oran1 ve
methanol konsantrasyonu orta noktada sabit
tutuldugunda ve sicakhigin etkisi tek basina
dustnuldaginde TFMM ve DPPH yanitlar1 lizerine
OF i¢in 0.99 arzu edilirlik degeri ile 48.70 °C, AOF igin
ise 0.98 arzu edilirlik degeri ile 47.90 °C kirilma
noktas1 olarak belirlenmigtir. Yani her iki olgunlagma
agsamasinda bu sicaklik derecelerine kadar TFMM ve
antioksidan kapasitelerinde artig gézlenmig, kirilma
noktalarina ulagtiktan sonra ise azalma egilimine
gecmisgtir. Bu azalis sicakligin fenolikler tzerinde ki
bozunma etkisinden kaynaklanmaktadir (Dent ve
ark., 2013). TFMM ve DPPH o6zelliklerinin
belirlenmesinde sicakliga karsi bu sekilde bir egilimin
olmas1 beklenilen bir durumdur. Gidalarin sahip
olduklar1 aktioksidan kapasitesi igermis olduklar
toplam fenolik madde miktari ile iliskilidir (Velioglu ve
ark., 1998). Yapilan son calismalarda da mantarlarin
icermis olduklar1 fenoliklerle de antioksidan
kapasitesi arasinda pozitif yonde bir korelasyon
oldugu goriilmektedir (Cheung ve ark., 2003; Dogan ve
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ark., 2020). Genel olarak, sivi/kat1 orani orta noktaya
yaklagtikca TFMM o6nemli élgide artmistir. Ancak
daha sonra azalma gozlenmigtir. Bu durum
fenoliklerin sivi/kat1 orani belli bir konsantrasyonda
iken maksimum miktarda ekstrakte olmasi ancak
belirli bir seviyeden sonra solventin artmasi ve
konsantrasyonun azalmas ile agiklanabilir. Metanol
konsantrasyonunun degismesi OF lerde TFMM
tizerinde etkili olurken (p<0.05), DPPH iizerinde etkili
goriilmemistir (p>0.05). AOF lerde ise metanol
konsantrasyonunun artmasi ile bir artig gézlenmis
olsada, bu artis %5 hata diizeyinde Onemli
gorilmemigtir. Bu durumun fenolik maddelerin
¢ozucuye transferinde ¢oziicii polaritesinin 6neminden
kaynaklandig1 diisinilmektedir. Ekstraksiyonda tek
tip alkol kullanimina goére, alkol ve su karigimi
¢ozicllerin daha verimli oldugu yoniinde ¢aligmalar
mevcuttur (Markom ve ark., 2007). Metanol ve suyun
¢ozlici polarite indeksleri sirasiyla 6.6 ve 9'dur
(Snyder, 1974). Dolayisiyla metanol solventi 6n
denemlerde daha ylksek aktivite gisterse de sulu
karisgimlarinda istatistiksel olarak 6nemli olmamasi
suyun polaritesinin yiiksek olmasi yaninda bazi
mantar fenoliklerinin suda daha iyi ¢6ziinmesi ile
aciklanabilir. Liyana-Pathirana ve Shahidi (2005),
antioksidan bilesenlerin ekstraksiyonunda en yuksek
performansi1 %50 alkol karisimli hidrosal solventinde
gosterdigini  belirtmesi ¢alisma  sonuglar1 1ile
uyumludur.

Farkli zamanlarda hasat edilen istiridye mantarinda
en yiksek fenolik ve antioksidan kapasite OF de tespit
edilmigtir. OFnin TFMM ve DPPH degeri AOF’ den
sirasiyla % 7.38 ve % 19.12 daha yiiksektir.
Olgunlagma ile antioksidan kapasitesindeki kaybin
daha ylksek c¢ikmasinin sebebi olgunlagsma ile
fenolikler icerisindeki antioksidanlarin daha fazla
zarar gormesi ile agiklanabilir. Literatiir calismalar:

da bu durumu desteklemektedir. Agaricus
brasiliensisin  farkli  olgunlasma asamalarinda
antioksidan aktivitesinin belirlendigi ¢alismada

olgunlagma arttik¢a antioksidan aktivitenin azaldig,
DNA zararlanmalarinda daha az etkili oldugu ve
sarcoma 180 timo6r inhibisyonundaki etkisinin
azaldig1 goriilmiistiir (Mourdo ve ark., 2011). Agaricus
brasiliensis sapkali bir mantar oldugundan burada
ileri olgunlagsma sapkanin alt kisminda bulunan
lamellerin agilmasi ile ifade edilmigtir. Ancak P.
ostreatus sapkali bir mantar olmadigindan OF yaprak
¢ap1 5 cm oldugunda, AOF ise, olgun fruktifikasyondan
5 giin sonrasinda toplanmasi ile belirlenmistir. 5 glin
zaman agiminin belirlenmesinde yaprak uglari renk
degistirmesi, kivrilmasi ve kendine 06zgli seklini
kaybetmesi etkili olmustur. Pleurotus djamor (Rumph.
ex Fr.) mantar1 1. giin, 2. giin, 3. giin ve 4. giin
araliklarla dogadan toplanmigtir. Yapilan fenolik ve
antioksidan kapasitesi sonuglarina goére sirasiyla
2.791 mg g'! toplam fenolik icerigi ile en yiiksek 1. giin
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ve onu sirasiyla 1.447 mg g1, 1.271 mg g'! degerleri ile
2. ve 3. gln olgunlastirilan mantarlar takip etmistir
(Saha ve ark., 2012). Soares ve ark. (2009) yaptiklar
calismada Agaricus blazer Murrill mantarinda 2
olgunluk (lamel kismi acik, lamel kismi kapal)
asamasinda TFMM, lamel kapali iken daha ylksek
bulunurken istatistiksel olarak bu farklilik 6nemli
bulunmamigtir. Ancak antioksidan  kapasitesi
agisindan lamel kismi kapali olan da daha yiiksek
olarak tespit edilmistir.

Baz1 yenilebilir mantarlar tizerine yapilan gen
¢alismalarinda, miselyum agamasindan olgunlagma
stireci boyunca gen farkliliklari, sayilari ve/veya
seviyelerinde degisimler meydana geldigi ortaya
konulmustur. Sekonder metobolitlerden sorumlu
genlerin olgunlagsmaya bagh olarak degistigi tespit
edilmistir. Bu ¢calismada miselyum ile fruktifikasyon
degil, fruktifikasyonun farkli flag zamanlarina goére
biyoaktif maddelerindeki degisimler arastirilmigtir.
Ancak gen farkliliklarinin miselyum ve fruktifikasyon
asamalarinda farkli olmas1 yasam dongustntn farkl
asamalarinda da bu genlerin degisebilecegi sonucunu
dogurmaktadir. Calisma sonucuna gore fruktifikasyon
yaslandikca (hasat geciktirildikce) s6z konusu aktif
genlerin azalmasi1 yoniindedir. Ayrica fruktifikasyon
agsamasinda baz spesifik proteinlerin ve fonksiyonel
bilesiklerin tretimden sorumlu genlerinde bulundugu
tespit edilmistir (Muraguchi ve ark., 2015; Song ve
ark., 2018; Wang ve ark., 2018). Mantarlar {izerine
yapilan bagka bir gen calismasinda ise miselyum ile
fruktifikasyon arasinda bazi gen farkliliklar: olsa da
genel olarak her iki grupta da cogu terpenoid ve
polisakkarit biyosentezi yiiksek bulunmustur (Chen ve
ark., 2020). Literatiir verileri 1s181nda mantarlarin
yasam  donglsiinde  farkli gen  degisimleri
gozlendiginden, flas zamaninin son derece ©6nemli
oldugu anlagsilmaktadir. Ayrica s6z konusu biyolojik
aktivite gosteren maddeler yalnizca bunlarla iligkili
olmayip diger biyoaktif = bilesenlerden de
kaynaklanabilecegi tizerine dugsliniilmesi gereken bir
diger konudur.

Tahmini

Optimizasyon ve Deneysel Veriler ile

Degerlerin Dogrulanmasi

En 1iyi ekstraksiyon kosullar1 belirlemek i¢in sayisal
optimizasyon uygulanmigtir. Optimum noktalar
belirlemek icin 3 bagimsiz degisken (sicaklik, sivi/kat
orani ve metanol konsantrasyonu) maksimum ve
minimum noktalar araliginda, yanitlar olan TFMM ve
DPPH ise maksimum sonucu verecek sekilde
secilmistir. En ylksek arzu edilirlik puani esas
alinarak optimum nokta belirlenmistir. Optimum
sartlar, modelin tahminledigi degerler ve optimum
noktalarda analizlenen degerler Cizelge 3'de
verilmigtir. Bu degerler arasindaki farkin %5 in
altinda olmasi modelin giivenilirligini géstermektedir.
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Cizelge 3. Optimum noktalar, deneysel veriler ve tahminlenen degerler
Table 3. Optimum points, experimental data and predicted values

Optimum gartlar Yanitlar Tahmin Deneysel Fark (%)
Optimal conditions Response 1 degerler  Differenc
o) Sicaklik Sivi/kat1 oran1  Metanol Arzu s degerle Experime e
rnekler . e 1
Samples (°C) (II}L gl) - konsantrasyonu ed111.r11k. - r ' ntal value
Temperat Liquid/solid (%) Desirabilit Predict
ure ratio Methanol conc.  y score ed
value
OF 49.3 19.0 60.0 0.99 TFMM 2.91 2.93+0.15 0.68
DPPH 20.87 20.98+1.11 0.52
AOF 48.6 18.7 59.11 0.98 TFMM 2.71 2.74+0.23 1.09
DPPH 17.52  17.56+0.87 0.23
Optimum Nokta  Ekstraksiyonlarinda TFMM, olmasiin  fruktifikasyon yaslandik¢ca oksidatif

Antioksidan Aktivite (D.PPH, FRAP ve ABTS) ve a -
amilaz ve a -glukozidaz Inhibisyon Potansiyeli

Optimum nokta ekstraksiyonlarina goére farkli flag
zamanlarindaérneklerin TFMM, antioksidan aktivite
ve aramilaz ve a-glukozidaz inhibisyon potansiyeli
Cizelge 4’de gosterilmistir. Antioksidan maddelerin
serbest radikalleri inhibe etme mekanizmasi farkh
oldugundan antioksidan aktivite 3 farkli yontemle
(DPPH, FRAP ve ABTS) tespit edilmistir. Flas
zamanlar:1 dikkate alindiginda ekstraksiyon iglemi ile
de paralel olarak en yliiksek TFMM miktari ve onunla
paralel olarak antioksidan aktivite OF de tespit
edilmigtir. AOF de antioksidan kapasitesinin disiik

reaksiyonlarin etkin olmasi ve antioksidan bilegiklerin
zarar gormesi ile agiklanabilir. En yliksek TFMM 2.93
mg GAE g-1 ve antioksidan aktivite DPPH, FRAP ve
ABTS i¢in sirasiile 20.98 umol TE g-1, 39.11 umol TE
g-1,52.47 pmol TE glile OF de saptanirken, en dusik
TFMM 2.74 mg GAE g-1 ve antioksidan aktivite 17.56
umol TE g-1, 31.32 umol TE g-1 ve 44.88 umol TE g-1
ile AOF de bulunmustur. Fruktifikasyon yaslandikc¢a
TFMM % 6.93 oraninda, DPPH, FRAP ve ABTS
degerleri ise swrasiyla % 19.48, % 24.87 ve % 16.91
oraninda kayba ugramistir. Ayrica TFMM ve tum
antioksidan kapasite yontemlerinden elde edilen
sonuglara gore flas zamanlarindaki farklihik 6nemli
bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4. Optimum noktalarda TFMM, antioksidan aktivite (DPPH, FRAP ve ABTS) ve a —amilaz/a -glukozidaz

inhibisyon potansiyeli

Table 4. TPC, antioxidant activity (DPPH, FRAP and ABTS) and a -amylase/a-glucosidase inhibition potential at

optimum points
Antioksidan Kapasite Antidiyabetik aktivite
Ornek TFMM Antioxidant capacity Antidiabetic activity
Sample (mg GAEgl) DPPH FRAP ABTS a-glukozidaz a-amilaz ICso GUD
(umolTEg?) (umolTEgl) (umolTEgl) ICso(pgmL?l) (ugmL?)
OF 2.93+0.152 20.98+1.112  39.11+0.902 52.47+1.112 240.65+1.55¢  268.47+0.48¢  3x170.72 g
AOF 2.74+0.23P 17.56+0.87> 31.32+0.54b 44.88+0.34b 259.69+1.39>  290.41+1.36> 3x184.23 g
Akarboz - - - 35.24+1.734 72.96+3.184 3x25 mg

GUD: Giinliik uygulama dozu; aym siitunda farkl harfler 6rneklerin istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir (p

<0.05)

GUD: Daily application dose; Different letters in the same column indicate that the samples are statistically different (p <0.05)

Farkli olgunluklarda hasat edilen mantarlarda en
disiik ICso degeri a-glukozidaz ve a-amilaz aktivite
icin sirasiyla 240.69 pg mL! ve 268.47 pg mL! degeri
ile OF de saptanmigtir. Fruktifikasyon olgunlastik¢a
a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon potansiyeli
azalmigtir. Antidiyabetik ilaglarin etken maddesi olan
akarboz ise 35.24 ug mL1! ile a-glukozidaz, 72.96 pg
ml1ile a-amilaz inhibisyon etkisine sahiptir. AOF de
a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon etkisinin daha
disiik ¢ikmasinin sebebinin mantarin sahip oldugu
antidiyabetik o0zellik gosteren biyoaktif bilegiklerin
olgunlagma ile bozunabilecegi ve/veya olgunlagmanin
farkli evrelerinde s6z konusu biyoaktif bilesiklerin
sentezinden sorumlu genlerin aktif veya pasif

olmasindan kaynaklanacag distinulmektedir.
Mantar cesitlerinin antidiyabetik etkisinin
arastirildigi 6nceki ¢aligmalar ile uyumlu olarak a-
amilaz inhibisyonu etkisi daha dusiik, a-glukozidaz
inhibisyonu daha ylksek olarak bulunmustur
(Stojkovic ve ark., 2019). Tip 2 diyabet hastalarina
baglangi¢ diizeyinde iken akarboz etken maddesi olan
bir ilagtan ginlik 3x25 mg'hk kullanmasi
onerilmektedir (Lebovitz, 1995). P. ostreatusun a-
glukozidaz tizerinden akarboz inhibisyonuna gore
yapilan hesaplamayla OF tiizerinde 3x170.72 g giin'!
olarak kullanmilmas: 6nerilmektedir (Cizelge 4). Su ve
ark. (2013) yaptiklar1 calismada da akarboza gére
yapilan kargilastirmada a-amilaz inhibisyonu
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etkisinin a-glukozidaz inhibisyon etkisinde daha zayif
olarak bulunmustur. Zeng ve ark. (2016)nmin yaptiklar
calismada baz1 fenolik bilesiklerin a-glukozidaz
inhibitor etkisi ile iligiki oldugunu tespit etmislerdir.
Friedman (2016)1mn yaptig1 calismada ise mantar
polisakkaritlerinin ~ 6zellikle de  B-glukanlarin
antidiyabetik etkilerinin oldugu vurgulanmisgtir. P.
ostreatustan ekstrakte edilen polisakkaritlerin de
antidiyabetik 6zellikleri ile ilisigi gosterilmistir (Choi
ve Ryu, 2015; Zhang ve ark., 2016).

Mantarlarda, vegetatif miselyum asamasindan
generatif olgunlagma stireci boyunca gen farkliliklari,
sayillar1 ve/veya seviyelerinde degisimler meydana
gelmektedir. Bazi yenilebilir mantarlar {izerine
yapilan gen calismalarinda sekonder metobolitlerden
sorumlu genlerin olgunlagsmaya bagli olarak degistigi
tespit edilmistir. Genel olarak terpenoid ve poliketid
gibi sekonder metobolitlerden sorumlu genler
miselyumda, olgunlagsan fruktifikasyonlara goére daha
yiksek bulunurken, c¢ogalma, hiicresel onarim ve
transkripsiyon genleri fruktifikasyon asamasinda
daha yiksek bulunmustur. Ayrica polisakkarit
biyosentezinde rol oynayan genler hem miselyumda
hem de fruktifikasyonda ylksek ¢ikmigtir. Ancak , B-
glukan senteziyle iligkili genler fruktifikasyonda
miselyum ve pinhead asamalarindan daha yuksek
cikmigtir. Bu durum B-glukanlarin hiicre duvarindaki

polisakkaritlerde yiiksek oranda bulunmasindan
kaynaklandig: dustnilmektedir. Ayrica
fruktifikasyonda baz1 spesifik proteinlerin ve

fonksiyonel bilesiklerin liretimden sorumlu genlerin
de bulundugu tespit edilmistir (Muraguchi ve ark.,
2015; Song ve ark., 2018 Wang ve ark., 2018).
Mantarlar tizerine yapilan baska bir gen calismasinda
ise miselyum ile fruktifikasyon arasinda bazi gen
farkliliklari olsa da genel olarak her iki grupta da ¢ogu
terpenoid ve polisakkarit biyosentezi yiiksek
bulunmustur (Chen ve ark., 2020). Literatiir
kaynaklar1 1s181nda mantarlarin yasam dongusinde
farklh gen degisimleri gézlendiginden, flag zamaninin
son derece 6nemli oldugu anlasilmaktadir. Ayrica s6z
konusu biyolojik aktivite gosteren maddeler yalnizca
bunlarla iligkili olmayip diger biyoaktif bilesenlerden
de kaynaklanabilecegi lizerine diisiiniilmesi gereken
bir diger konudur. Hericium erinaceusun 3 farkh
olgunlagsma asamasinda kimyasal kompozisyonunun
ve polisakkarit fraksiyonunun degistigi tespit
edilmigtir. Protein degeri olgunlagsma ile azalirken
polisakkarit fraksiyonu farkl olgunlagma
basamaklarinda degisiklik seyretmigtir.
Fruktifikasyon uzantisi kiigiik olanlarda, orta ve olgun
olanlara gore polisakkaritlerin molekil agirligi ve
monosakkarit kompozisyonu 6nemli 6l¢ide farklilik
gostermistir (Li ve ark., 2015). Ayrica mantarlarin
farkli olgunlagsma  slirecinde aroma ve tat
kompenentleri de degisime ugramaktadir (Mau ve
ark., 1997). Calisma kapsaminda elde edilen ciktilara
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bakildiginda flas zamaninmin biyoaktif 6zellikler
uzerine degisimsel etkisi literatirde farklh mantarlar
uzerine yapilmig olan caligsmalarla da
desteklenmektedir.

SONUGC ve ONERILER

Kiltir mantarlar1 tretimi son dénemlerde ylkselen
bir trend haline gelmistir. Yenilebilir mantarlarin hem
besleyici olarak hem de halk ilaci olarak kullaniminin
¢ok eski yillara dayanmasi, mantarlari tizerinde yogun
bir sekilde ¢aligilan konulardan biri haline getirmigtir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore P. ostreatusun
yiksek TFMM igerdigi ve dolayisiyla yiliksek
antioksidan aktivite sergiledigi gériilmektedir. Ayrica
a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon potansiyelinin
yuksek olmasi bu mantari, besleyici 06zelliklerinin
yaninda tibbi 6zellikleri ile de 6n plana ¢citkarmaktadir.
Ancak tim sahip oldugu o6zelliklerden maksimum
diizeyde yararlanabilmek i¢in hasat zamani son derece
onemlidir. Bu ¢alismada P.ostreatusun farkli hasat

zamanlarindaki biyoaktif degisimler ortaya
konulmustur. Ancak s6z konusu bu biyoaktif
bilegiklerin karakterizasyonun ileri bir c¢alisma

konusu olarak aragtirilmasi da son derece 6nemlidir.

TESEKKUR

Bu calisma Yozgat Bozok Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan Proje No: 6602b-
BMYO/17-125 ile desteklenmigtir.

Aragtirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig

olduklarini beyan eder.

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir cikar
catismasi olmadigini beyan ederler.
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