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Oz: Yenilebilir mantarlar, tarih éncesi zamanlardan beri kiiresel olarak tiiketilen bir gida
maddesidir. Mantarlarin bu nama sahip olmalarinda duyusal 6zellikleri basta olmak Uzere,
besleyici dederi ve tibbi d6zellikleri etkili olmustur. Ancak Ulkemiz bazinda bakildiginda yenilebilir
mantarlar Uretim, tiketim ve bilimsel galismalar agisindan yeterli dizeye ulasamamistir. Bu
calismada, Pleurotus eryngii mantarinin yasam dongusinden farkli pargalarinin ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu, Yanit Yizey Yontemi (YYY) esas alinarak arastiriimigtir. Optimize
edilmis ekstraktlarin toplam fenolik madde miktari (TPC), antioksidan ve antidiyabetik etkileri
incelenmistir. Ektrasksiyon parametleri olan; sicaklik, sivi / kati orani ve solvent konsantrasyonu,
orneklerin TPC ve antioksidan kapasitelerini 6énemli dlgtde etkilemistir. Mantarlarin gen¢ meyve
gbvdesi miselyum biyokltlesine gbére daha yiksek antioksidan ve antidiyabetik aktivite
gostermistir. Ancak meyve govdesi yaslandikca bu etkiler kismen azalmistir. Sonug olarak
mantarlarin hem meyve govdesi hem de miselyum biyokitlesi birgcok biyo-fonksiyonel 6zellige
sahiptir. Miselyum biyokitlesinin Uretim suresinin kisa olusu ancak aktivitesinin meyve gévdesine
gore azligi degerlendirilmesi gereken konulardan biri olup, hasat zamaninin gecikmesi ile de bu
Ozellikleri 6nemli dlglide azalmasi yadsinamaz bir gergektir. Bu ¢alisma ile P.eryngii mantarinin
dogal antioksidan ve anti-diyabetik gida olma potansiyeli ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Pleurotus eryngii, Miselyum biyokutle, Antioksidian, antidiyabetik, YYY

Optimization of Extraction of Mycelial Biomass and Parts at Different
Maturation Levels of Pleurotus eryngii and, Determination of Its
Antidiabetic Properties

Abstract: Edible mushrooms have been consumed as a global food since prehistoric
times. Its sensory properties, its nutritional value, and medicinal properties have been affected in
having this famous. However, edible mushrooms could not reach a sufficient level in production,
consumption, and scientific studies in our country. In this study, optimization of extraction
conditions of parts of the life-cycle of Pleurotus eryngii mushroom was investigated based on
Response Surface Method (RSM). Total phenolic content (TPC), antioxidant and antidiabetic
effects of optimized extracts were investigated. Extract parameters; temperature, liquid/solid ratio,
and solvent concentration significantly affected the TPC and antioxidant capacities of the
samples. The young fruit body of mushrooms showed higher antioxidant and antidiabetic activity
than mycelium biomass. However, these effects partially decreased as the fruit body ages. As a
result, both the fruit body and mycelium biomass have many bio-functional properties. The short
production time of mycelium biomass, but the low bioactivity than the fruit body, is one of the
issues that needs to be evaluated. This research has shown that P.eryngii mushrooms have
potential as natural antioxidants and anti-diabetic food.
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Giris

Makromantarlar, insanoglu tarafindan yuzyillar
boyunca cesitli amaclarla kullanilagelmistir. Yenilebilir
mantarlar, uygun ekolojik sartlarda, ormanlarda, organik
madde yoninden zengin topraklarda, ¢iriimekte olan dal
ve kokler Uzerinde saprofit olarak kendiliginden
yetismektedir.
Tarih 6ncesi zamanlardan beri dodadan toplanan
mantarlar  kutsal goérilmis, Romallar tarafindan
“Tannlarin yiyeceg@i” olarak anilmis, Yunanhlar
tarafindan da savaslarda savascilara glc¢ verdigine
inaniimistir (Arora, 2008). Firavunlar mantarlari lezzetli
gidalar olarak addetmislerdir (Daba ve ark., 2008).
Yuazyillardir yenilebilir mantarlar, halk ilaci olarak, uzun
omurldligtd  arttirmak  hatta  halUsinojen  (magic
mushroom) olarak tuketilmistir (Manzi ve ark., 1999).
Ancak, dogadan toplanan mantarlar hala 6nemli bir besin
ve gecim kaynagi olmakla birlikte, miktarinin az olmasi,
mevsime bagimli olmasi ve zehirli olanlarinin kolay ayirt
edilememesi gibi sebeplerden 6tiri kiltire alinmasi
calismalari baslamistir (Arora ve Shepard, 2008).
Tarihsel kayitlarda ilk kiltlre alinip yetistirilen mantar MS
600 yillarda yetistirilen Auricularia auricula (wood ear,
judae, jelly ear, kulak mantari) olup, onu sirasiyla MS
800-900 yillarinda kultire alinan Flammulina velutipes
(Enokitake, Enoki, ki mantari)) ve MS 1000-1100
yillarinda Lentinula edodes (shiitake, mese mantari) takip
etmistir. Dinyada en fazla Uretim ve tiketimi olan
Agaricus bisporus (beyaz sapkali mantar)’'un yetistiriimesi
ise MS 1600’lu yillara, Pleurotus cinsi mantarlarin tretimi
ise 1900’lu yillara dayanir.
Tarihsel suregte her ne kadar ilk kdltlre alinan mantarlar
farkli olsa da gUnumizde ticari uretim kapasitesine
bakildiginda; Agaricus bisporus (beyaz sapkali mantar)
dinyada Uretimi yapilan mantar turleri arasinda birinci
sirada, Pleurotus cinsi mantarlar ise ikinci sirada yer
almaktadir (Oztiirk ve Copur, 2009). Dinya (izerinde
binden fazla Pleurotus tard tanimlanmistir. Ancak
bununla birlikte Pleurotus cinsinde sadece 50 kadar tir
kabul edilmektedir (Miles ve Chang, 2004). Pleurotus
cinsi mantarlar arasinda da lezzeti ve gastronomik
UsttnlUklerinden dolayi P. eryngii (King oyster mushroom,
kral mantari, ¢asir, gaksir)’ye olan talebin gin gectikge
arttigi bilinmektedir (Ohga ve Royse, 2004).
Mantarlarin sahip oldugu besin bilegikleri, miktari, cins,
tur, alttir, hasat zamani, depolama ve kompost
Uretiminde kullanilan substratlara goére degisebilmekle
birlikte (Sturion ve Oetterer, 1995) yiksek protein ve
vitamin igeriginin yani sira; diyet lifi, mineraller ve B-
glukan icerigi bakimindan zengin, disik yad oranina
sahip olup, kalorisi son derece duslk olan degerli bir
gidadir (Jablonsky ve ark., 2005; Sanmee ve ark., 2003;
Vetter, 2003).
Mantarlar yiksek besin degerinin yani sira tibbi 6zellikleri
ile de son derece dikkat c¢ekicidir. Mantarlar cesitli
Ulkelerde farkh hastaliklarda tedavi amach olarak
kullaniimakta olup, genel olarak, antiviral, antibakteriyel,

antikolesterol,  antikarsinojenik,  antihipertansif ve
antioksidan o6zellikleri ile dikkat gekmektedir (Cohen ve
ark., 2002; Daba ve Ezeronye, 2003; Gunde-Cimerman,
1999; Sarangi ve ark., 2006; Singh ve Mishra, 2008; Kris-
Etherton ve ark., 2002). Ayrica antidiyabetik aktivitesi ile
Tip 2 diyabetin tedavisinde ince barsaklarda bulunan ve
disakkaritlerle kompleks karbonhidratlari absorbe olabilir
forma dondstiren o6zellikle a-glukozidaz ve a-amilaz
enzimlerini inhibe ederek monosakkaritlertin olusumunu
ve emilimini kisitlamasi Su ve ark. (2013) gibi tibbi
Ozellikleri de son dénemin galisma konulari arasindadir.
Hastaliklarin birgogunun gevresel faktorlerle ve 6zellikle
tuketilen gidalarla iligkilendiriimesi, tuketicilerin satin
aldiklari gidalari sorgulamaya baslamalarina sebep
olmustur. Bu nedenle, gidalarin insan saghgi lzerine
etkileri her gegen giin daha da 6nem kazanmaktadir.
Bilingli tiketiciler artik, gidalardan beslenmenin yani sira
ilave faydalar getirmesini beklemektedirler. Boylelikle
glnUmuz insani bir nevi “6ze dénUs” icerisindedir. Tibbin
babasi olarak nitelenen Hipokrat (MO 400) “Gidalarinizin
ilag, ilaglarinizin da gida olmasini saglayin” (Let food be
thy medicine and medicine be thy food) derken gidalarin
saglk i¢cin dnemini vurgularken 6ziinde gida-ilag ayrimini
net olarak yapamamaktadir (Totelin, 2015).

Sahip olduklari besin ve tibbi 6zelliklerinden dolayi
mantarlar hem direkt olarak tiketilerek hem de
binyelerinde bulunan etken maddelerin ekstrakte
edilmesiyle, birgok hastaligin tedavisinde veya
Onlenmesinde destekleyici gida ajani olarak kullaniimasi,
ayrica yeterli ve dengeli beslenmede de etkin olarak
kullanildigi ve gelecekte de artan oranda kullanilacagi
disundlmektedir.  Dolayisiyla  dodadan  toplanan
yenilebilir mantarlar ile bu miktarlara
ulagilamayacagindan kultir mantari  Uretimi  6nem
kazanacaktir.

Ulkemizde kdiltir mantar Gretimi, yeni bir alan olmakla
birlikte hizli bir degisim ve gelisme igerisindedir. 1983
yilinda yillik mantar tretimi 1400 ton civarindayken, 2018
yilinda 65000 tona ulagsmistir (Erkan ve Peksen, 2019).
Gunimizde, dinyanin bir¢ok Ulkesinde kiltir mantari
yetigtiriciligi  bir endustri  halindeyken, Ulkemizde
yetigtiriciligi istenen dlzeyde yapilamamaktadir. Bu
sebeple mantar cesitliligini artirmak ve pazar
cesitlendirmek igin, tUlkemizde farkli cins ve tirde mantar
Uretimlerine de ivme kazandiriimasi gerekmektedir.

Bu calismada, Ulkemizde Uretim ve tiketim potansiyeli
yuksek olan egzotik mantarlardan, Pleurotus eryngii
mantarinin  yasam dongusinden farkh pargalarinin
ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu, YYY esas
alinarak arastirimistir. Optimize edilmis ekstraktlarin
toplam fenolik madde miktari, antioksidan ve antidiyabetik
etkileri incelenmisgtir.
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Materyal ve metot

Materyal

Sivi kaltdr tretiminde kullanilan; agik renkli malt
Ozutl, kavak talasi, maya, misel tasiyicisi olarak
kullanilan; yulaf, K2PO4, MgSOa4 ve kompost yapiminda
kullanilmis olan kepek, kavak talasi Yozgat ilindeki lokal
tedarikgilerden temin edilmistir. Polietilen microsac
ambalajlar Type 14A, Unicorn Bags, TX, USA’den, diger
tim kimyasallar aksi belirtimedikge Merck KGaA’'dan
temin edilmigtir.

Mantarlar

Calisma kapsaminda kullaniimis Pleurotus eryngii
stok kdultirden elde edilen hiflerin uygun substrat
karisimina inokule edilip uygun sartlarda inkiibasyona
tabi tutulmasi ile elde edilmistir. Farkli islem ve gelisim
evrelerine gore 3 farkli kisim incelenmistir. Birincisi
Miselyum biyokitle (MB) ikincisi geng meyve (GM) ve
Uglncust de geng meyvenin 5 gln sonra toplanmasiyla
elde edilen olgun meyve (OM) olarak adlandiriimigtir.
Geng meyve hasat zamani, sap ve sapka dahil olmak
Uzere fruit body (meyve gdOvdesi) 9 cm olarak
belirlenmistir.

Metot

Swvi kiltiir tretimi

Sivi kllthr dretimi Stamets (2011) metotu modifiye
edilerek uygulanmistir. Oncelikle 1. asamada 100 ml
distile su 121 °C de 2 saat sterilize edilmis ve 25 °C’ye
sogutulmustur. Ardindan 9 mm cork borer ile 2 parga kesit
alinarak waring blender icine konulmus, 2 sefer olarak 3
sn calistirilir ve 5 s beklenilerek homojenize edilmigtir. 2.
asamada da 90 ml broth igin; 20 g/L agik renkli malt 6z{t(,
5 g/L maya, 1 g/L K2PO4 and 0.5 g/L MgSOa4 karisimi 250
ml'lik erlenmayerde hazirlanarak, 121 °C’de 2 saat
sterilize edilmistir. Homojenizasyonun ardindan 10 ml
miselyum bakimindan zenginlestiriimis sivi sterilize
edilmis broth icine aktariimistir. Hazirlanan karisim Lee
ve ark. (2009) metodu modifiye edilerek, mantar hiflerinin
oksijen ihtiyacini  karsilamak icin g¢alkalamali su
banyosunda 25 °C de 14 gin boyunca inklbe edilmistir.
10-14 gln igerisinde transparan goéruntist kaybolup
bulanik bir gériinti olustugunda sire¢ tamamlanmistir.

Miselyum biyokiitle liretimi

Elde edilen sivi kiiltir 4000 rpm de 5 dak santrifij
(NUve, Turkey) edilmistir. Santrifij sonunda olusan ¢okelti
MB olarak tanimlanmistir.

Tohumluk misel uretimi

%21 CaSOa4ve %0,5 CaCOs ile harmanlanmis yulaf,
0,5 p delik ¢apina sahip filtreli microsac torbalarda (Type
14A, Unicorn Bags, TX, USA) 121 °C’ de 2 saat sterilize
edilmistir.inkiibe edilen sivi kiiltiirden steril siringa ile 10

ml alinmis ve %55 nem igeridine sahip steril yulaf tanesi
tzerine inokile edilmistir. inokiilasyonu tamamlanan
microsac torbalarda gorsel olarak tam bir kolonizasyon
olusana kadar (10-15 gun) 25 °C ‘de inkibe edilmistir
(Stamets, 2011).

Mantarlarin tretimi

Uretilen tohumluk misel %65 nem icerigine sahip
steril besi ortamina %5 oraninda inokile edilmistir. Besi
ortaminda bazal substrat olarak kullanilan ince kiyilimis
kavak talasina, katki mateyali olarak % oraninda bugday
kepegi ilave edilmistir. Ayrica ortamin asitligini ayarlamak
icin komposta, %1 CaCOs ilave edilmistir. Hazirlanan
kompost 0,5 y delik gapina sahip filtreli polietilen microsac
ambalajlara 1 kg olarak doldurularak (Type 14A, Unicorn
Bags, TX, USA), 121 °C de 4 saat sterilize edilmistir.
Yaklasik 3 haftalik 25 °C ve %85 nem ve karanlik ortamda
inkiibasyona birakilmigtir. Sirecin akabinde torbaya
capraz sekilli 3 cm uzunlugunda kesikler atilarak sicaklik
17 °C ye dustrilmus, nem %95 gikariimis, ortamdaki CO2
miktarinin 800 ppm altinda olmasi saglanmis ve ginde
12 saat 1sik verilmistir. Mantarlarin g¢alismaya uygun
toplama zamanlari dikkate alinarak flaglar (hasat)
yapilmigtir.

Orneklerin kurutulmasi

Toplanan tim ornekler flags zamanlarini muteakip
0,5 cm kalinhginda kesilmis ve etlivde 40 °C de 12 saat
boyunca kurutulmustur.

Orneklerin ekstraksiyonu

Kurutulmus Ornekler daha sonra bir bigakl
degirmen (Bosch MKMG6000, Almanya) kullanilarak toz
haline getirilmistir. On denemelerde en iyi solvent olarak
metanol ve su segcildigi igin calismada solvent olarak
metanol ve su kullaniimigtir. Toz 6rnekler (1 g), vidal
kapakli tlplerde cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan
sulu metanol karisimina ilave edilmigtir. Ekstraksiyon,
deney tasariminda belirtilen sicaklik, solvent/ kati orani
ve % metanol konsantrasyonunda 60 dakika slreyle
calkalamali bir su banyosunda (Wisd, Kore) ekstrakte
edilmistir.

Deneme dizayni ve istatistiksel analiz

Maksimize edilmis Toplam fenolik madde miktar
(TPC) ve antioksidan kapasitesine goére optimum
ekstraksiyon kosullarini belirlemek amaciyla (sicaklik,
solvent/ kati orani ve % metanol konsantrasyonu) Yanit
Yuzey Yonteminin (YYY) Box-Behnken Tasarimi (BBD)
kullanilmistir. Orneklerin TPC ve antioksidan (DPPH)
kapasitesi yanit olarak segilmis, bu yanitlar Uzerine
sicaklik, solvent/ kati orani ve metanol konsantrasyonu
gibi ekstraksiyon kosullari ise bagimsiz degigkenler
olarak belirlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Bagimsiz degiskenlerin seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler

Birim Sembol

Kodlanmis degerler

-1 0 1
Sicaklik °C X1 30 45 60
Sivi/kati orani mL g?* X 10 20 30
Metanol konsantrasyonu % X3 30 55 80

Tablo 2 de verilen deneme dizayninda da g0sterildigi Gzere 15 deneme noktasinda calisiimigtir.

Tablo 2. Box Behnken deneme dizaynina gére deneysel ve tahminlenen veriler

Den. Kodlanmig
nok. degiskenler

Miselyum Biyokutle (MB) Geng¢ Meyve (GM)

Olgun Meyve (OM)

X1 X2 X3 TPC

DPPH TPC

DPPH TPC DPPH

(°C) (%)
g™

(mL Den. Tah. Den. Tah. Den.

Tah. Den. Tah. Den. Tah. Den. Tah.

-1 -1 0 233 2.36 18.97 18.86 3.69

3.77 24.04 2452 2.99 296 2131 21.62

1 -1 0 267 271 1766 17.76 3.99

4.13 25,52 2564 3.50 3.55 2556 25.25

0 202 198 17.05 16.95 3.00

2.86 20.36 2024 2.87 2.82 20.78 20.07

0 214 211 16.49 16.60 3.54

346 2423 2375 3.12 3.15 2299 23.70

-1 121 119 17.05 16.99 3.10

3.15 2287 2279 287 293 20.14 21.38

3.31 2314 2341 3.55 3.53 2541 25.01

1
1
0
1 0 -1 159 156 16.64 16.37 3.32
0
0

OO|N(O(O|R[WIN|F
1
=

-1 1 210 214 18.13 18.40 3.22 3.24 2290 2263 3.05 3.07 2223 21.38
1 1 223 225 1752 1758 4.08 4.04 2655 26.64 347 341 25.00 25.01
0 -1 -1 191 191 1812 1829 3.87 3.75 2577 2538 3.33 3.30 2410 24.06
10 0 1 -1 135 141 1736 1752 3.07 3.16 2214 2234 3.14 3.13 23.34 2251
11 0 -1 1 278 272 2051 20.35 445 436 27.16 26.96 3.40 341 24.01 24.06
12 0 1 1 224 224 18.23 18.06 3.25 3.37 2344 2383 3.00 3.03 21.68 2251
13 0 0 0 289 291 21.60 21.33 485 499 2755 2787 4.10 3.89 26.98 26.59
14 O 0 0 291 291 2140 21.33 512 499 2799 2787 3.75 3.89 26.22 26.59

15 0 0 0 294 291 21.00 21.33 5.00

499 28.07 2787 381 3.89 26.57 26.59

Den. nok.; Deneme noktasi, Den. Deneysel deger,. Tah. Tahmini deger

Yanitlar ve badimsiz degiskenler arasindaki iliski,
ikinci dereceden polinom regresyon esitligi kullanilarak
ifade edilmigtir.

Y =8 ‘|2',31X1 + [Z;ZXZ + ﬁ3§3
+ B11X1” + B2 Xy + B33Xs
+ B12X1 X5 + B13 X1 X3 + P23X2 X3

Y: ongorilen yanit, BO: kesisme, Bi1, B2, Ba:
dogrusal katsayilar, Bi1, B2z, Bss: etkilesim katsayilari, Biz,
B1s, B2s: ikinci dereceden katsayilar, X1, X2, Xs: bagimsiz
degiskenler RSM, Design Expert 11.0.0 yazihmi (Stat-
Ease Inc., Minneapolis, MN) kullanilarak gerceklegtirildi.
Bagimsiz degdiskenlerin yanit Gzerindeki etkisini gdsteren
3D ylzey grafikleri, Mathematica yaziliminda (strim 7;
Wolfram Research, Champaign, IL) Design Expert 11.0.0
yazihminin giktilarinin islenmesiyle olusturulmustur. iki
bagimsiz degisken ve bir yanittan olusan 3 boyutlu yizey
grafiklerinde diger bagimsiz degiskenin degeri orta
noktasinda sabitlenmistir. Veriler arasindaki farklarin
6nemini belirlemek icin SPSS 22.0 istatistik paket
programi (SPSS Inc., Chicago, IL) kullaniimis olup,
duncan c¢oklu karsilastirma testi ile grup ortalamalari
karsilastiriimistir.

Toplam fenolik madde miktari (TPC)
Ekstraktlarin TPC'si Singleton ve ark. (1999)'nin

yontemine gore belirlenmigstir. 0.4 ml seyreltiimis 6zit, 2
ml 10 kat seyreltiimis Folin & Ciocalteu fenol reaktifi ve
1.6 mL % 7.5 Na2COs bir test tuplnde karistiriimigtir.
Karanlik bir yerde 60 dakika inkUbasyondan sonra,
karisimin absorbansi 765 nm'de okunmustur (Shimadzu
UV-1700 spektrofotometre, Shimadzu Corp, Kyoto,
Japonya). TPC degeri, standart bir gallik asit egrisi (20-
100 mg /L) ile kalibre edilerek hesaplanmis ve gallik asit
esdegeri (GAE) olarak ifade edilmisgtir.

Antioksidan kapasite

Antioksidan  kapasite tayini  2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), and ferric
reducing ability of plasma (FRAP) yontemi ile
belirlenmistir. Analizin sonuglari Trolox esdegeri (UM
TE/g 6rnek) olarak ifade edilmistir. DPPH analizi igin 0,1
mL numune 3.9 mL 25 mg/ L konsantrasyonda metanolik
DPPH soliisyonu iceren test tiipine yerlestirdikten sonra
karanlik bir yerde oda sicakliginda 30 dakika
inkibasyondan sonra, 515 nm de okunmustur (Brand-
Williams ve ark., 1995). ABTS analizinde, 30 mg ABTS ve
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7,8 mL 2,46 mM potasyum peroxodisilfattan olusan
ABTS ¢ozeltisi 16 saat inklibe edilmistir. Bu ¢ozelti daha
sonra fosfat tamponlu salin (PBS) ile seyreltilerek 0.70
0.05'lik bir absorbansa ayarlanmistir. Bundan sonra 1950
pL seyreltiimis ABTS sollsyonu ve 50 uL érnek 30 saniye
vortekslenip 6 dakika inkiibe edildikten sonra 734 nm'de
okunmustur (Cam ve ark., 2009). FRAP analizi Benzie ve
Strain (1996)'ya gore yapildi. 10 yL 6érnek ve 20 mM ferric
chloride, 30 mM sodium acetate ve 10 mM TPTZ'den
olusan FRAP reaktifi bir test tliplinde karistinidi. 30
dakika inkUbasyondan sonra, absorbans 593 nm'de
okundu.

Antidiyabetik aktivite

Orneklerin antidiyabetik aktiviteleri, a-amilaz ve a-
glukozidaz inhibisyon aktiviteleri kullanilarak
belirlenmistir. Ekstraktlar uygun konsantrasyon aralijina
seyreltilmistir. Hazirlanan bu ekstraktlarin a-glukozidaz
ve a-amilaz enziminin ¢alismasini inhibe edici 6zellikleri
enzimatik-spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu
amagla denemeler fizyolojik ortamlari temsil etmesi
acgisindan 37 °C de gergeklestiriimistir. a-glukozidaz
inhibisyon aktivitesini belirlemek i¢in, 50 yL érnek, 1250
ML 67 mM monopotasyum fosfat ve 50 pL a-glukozidaz
bir test tupinde karistinlip 37 °C'de 5 dakika inkube
edilmistir. Enzimatik reaksiyonu baslatmak igin tiipe 125
pL 10 mM 4-nitrophenyl-D-glucopyranoside sollisyonu
eklenmistir. 20 dakika sonra, reaksiyonu durdurmak igin
tipe 2 mL 0.1 M sodyum karbonat ilave edildikten sonra
400 nm'de okunmustur. a -amilaz inhibisyon aktivitesini
belirlemek i¢in, 1 mL 6érnek, 1 mL patates nisastasi
solusyonu ve 1 mL 20 mM monosodyum fosfat bir test
tiplinde karistirilarak 37 °C'de 5 dakika inkiibe edilmistir.
Enzimatik reaksiyonu baslatmak igin tiipe 1 mL a -amilaz
solusyonu ilave edildikten 30 dakika sonra, 0.5 mL 5.31M
sodyum potasyum tartarat (2 M sodyum hidroksit ile
hazirlanmis) ve 0.5 mL 96 mM 3,5-dinitrosalisilik asit
solusyonu tupe eklenmistir. Reaksiyonu durdurmak icin
karisim 5 dakika kaynar suda tutulduktan sonra
absorbans 540 nm'de okunmustur (Cam ve ark., 2020;
McDougall ve ark., 2005). Yukarida agiklanan her iki
yontem icin antidiyabetik aktivite, asagidaki denklem

kullanilarak hesaplaniimistir.

ABS — ABS,
Antidiyabetik aktivite(%) = ’“”Z‘;‘S ornek 1100
ornek

ABSkonror  kontrollin - absorbasini  ve  ABSsmek  is€
numunenin absorbansini ifade eder. a -amilaz ve a-
glukozidazin % 50'sini inhibe eden konsantrasyon ICso
olarak ifade edilmisgtir.

Enzimin c¢alismasini %50 oraninda inhibe eden
konsantrasyon (ICso) ise ©6rnek miktarina karsilik

inhibisyon yiizdesinin bulundugu grafikten elde edilmistir.
Pozitif kontrol olarak akarboz standarti kullaniimistir.

Bulgular ve Tartisma

Solvent sec¢imi igin 6n ¢alismalar

Solvent se¢imi  6n calismalar neticesinde
belirlenmistir. Geng meyve etanol, methanol, aseton ve
su (hidrosol) ile ekstrakte edilmis ve Antioksidan (DPPH)
ve TPC miktar belirlenmistir. Bu amacgla 1 gram kuru
ornek, % 80 konsantrasyona sahip 20 mL ¢ozicu ile
kanistirilarak 45 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.
Siipernatant, ¢okeltiden ayrildiktan sonra analiz edilmistir
ve sonuglar TPC 4.7910.48 mg GAE/g ve antioksidan
kapasitesi 26.32+1.76 umol TE/g ile diger ¢6zicu
ekstraktlarina kiyasla en ylksek metanolik ekstrata ait
oldugunu gdéstermistir. Coziict ve bilesenin polaritesine
ek olarak, bilesenlerin suda ¢6zunurligl, biyoaktif
bilesenlerin ektraksiyonunda kritik bir rol oynar (Barwick,
1997). Etanol, metanol, aseton ve damitiimis suyun
¢ozlcu polarite indeksleri sirasiyla 5.2, 6.6, 5.4 ve 9'dur
(Snyder, 1974). Mantar 6rnekleri igin damitilmis suyun
yuksek polarite indeksine ragmen disuk ekstraksiyon
performansinin nedeni, bu mantarlardaki bazi biyoaktif
bilesenlerinin suda g¢oziinmemesiyle aciklanabilir. Ote
yandan metanol, en iyi iyonizasyon potansiyeline sahip
alkoldir. Bu durum mantar anyonlarinin, kolaylastiriimis
elektron transferi yoluyla diger ¢ozlcllere gore
metanolde daha fazla ¢éziinmesine neden olmus olabilir
(Litwinienko ve Ingold, 2003).

Model Dogrulama

Modelden (retilen 2. dereceden polinom
denklemleri ve regresyon (p-degeri), belirleme katsayisi
(R?), ayarlanmis R? (RZaq), tahmini R? (R%ped) Ve
uyumsuzluk gibi istatistiksel parametreler Tablo 3. de
verilmistir. TUm yanitlarin varyans analizinin (ANOVA) p
degerinin 0,05'ten kuguk oldugu gérulmistir, bu da
secgilen modelin anlamli oldugunu goéstermektedir. 15
deney noktasinda verilen vyanitlarin deneysel ve
ongdrulen degerlerinin birbirine yakin olmasi guvenilir bir
modelin gdstergesidir (Tablo 4). Genel olarak, modelin
uygunlugunu degerlendirmek i¢in, uyum degeri
eksikligine “Lack of fit” (model uyumsuzlugu) hipotezi ile
F testi uygulanir. Orneklerin TPC ve DPPH igin belirlenen
uyum eksikligi 6nemsiz bulunmustur. Yanitlarin R?2
degerleri, ikinci dereceden modelin yeni degerleri (tahmini
deger) tahmin etme yetenegi icin mantarin 3 farkh kismi
(MB, GM, OM) icin sirasiyla 0.922-0.990 degismistir
(Table 3). Dahasi, R?pred ile R?aq arasindaki fark 0.2'den
kiiglktir. Adj-R? ile pre-R? degerleri arasindaki farkin 0.2
degerinden kiguk olmasi segilen modelin uygunlugunu
gostermektedir (Myers ve ark., 1995). Tum istatistiksel
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degerlendirmeler, yazihmdan elde edilen 2. dereceden
kuadratik modellerin, yanitlar Gzerindeki etkisini
belirlemek ve sire¢ optimizasyonunda kullanilabilecegini
gOstermektedir. Modelin belirlenmesinde, dnemsiz olan
faktorler (p>0.05) 2. derece polinomiyal denklemden

cikarilarak modifiye edilmistir. Onemsiz faktérlerin
elemine edilmesi, genel tahminin dogrulugunu artirmak
ve daha az énemlileri denklemden cikartarak faktorleri
yorumlarken daha  efektif degerlendiriimesi ile
aciklanabilir (Friedman ve ark., 2001).

Tablo 3. Polinomiyal denklemler ve model uyumlulugunu belirlemek icin istatistiksel parametreler

Ornek Yanitlar  2.derece polinomiyal denklemler Regression R? R%d R%res Model
(p-value) uyumsuzlugu
TPC 2.91+0.121X1-0.243X2+0.411 Xs- <0.0001 0.990 0.982 0.959 0.083
m 0.455X1%-0.168X2%-0.675X3?
= DPPH 21.33-0.361X1-0.766X2+0.653Xs- <0.0001 0.972 0.951 0.896 0.393
2.21X1%-1.29X2*-1.49X3?
TPC 4.99+0.240X1-0.393X2+0.205Xs- <0.0001 0.960 0.930 0.850 0.328
0.833X1%-0.603X22-0.728X3?
(ED DPPH 27.87+1.16X1- 0.0001 0.967 0.933 0.844 0.143
1.54X2+0.766X3+0.845X1X3-2.55X12-
1.79X2?-1.46X3?
TPC 3.89+0.233X1-0.136X2+0.004 Xs- 0.0003 0.930 0.877 0.783 0.892
s 0.375X1%-0.392X22-0.277X3?
O DPPH 26.59+1.81X1-0.774X2-2.01X12-1.92X2%-  <0.0001 0.922 0.878 0.775 0.179
1.39Xs?
Ektraksiyon sartlarinin TPC iizerine etkisi farkina  baghdir. Bu nedenle, alkol ve su

MB, GM ve OM kisimlarinda, ekstraksiyon islem
kosullarinin TPC degeri Uzerindeki etkisi Sekil 1.'de
verilmistir.

Bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve sivi/kati orani
onemli Olgude etkilerken (p<0.05), metanol
konsantrasyonu bazi kisimlarinda &énemsiz ¢ikmistir
(p>0.05). Genel olarak, sivi/kati orani 10'dan 20'ye
ciktikca TPC, kutle transferi prensibine uygun olarak
onemli lgtide artmistir. Ancak daha sonra azalmistir. Bu,
sivi/kati orani belli bir seviyedeyken maksimum miktarda
fenolik ekstrakte edilerek ve bu seviyeden sonra artan
sivi/kati oraninin fenolik konsantrasyonunun
azaltilmasiyla agiklanabilir.

Metanol konsatrasyonunun degisimi, OM kismi harig
diger kisimlarinda hem TPC hem de antioksidan
kapasitesi Uzerine etkili olmustur. Fenolikler gibi biyoaktif
bilesenlerin  biyokltleden ¢bziclye transferi buyik
Olgclide ¢dzlcu ile ¢bézlnen madde arasindaki polarite

kombinasyonundan olusan ¢ozlcller, yalnizca bir tur
alkol kullanan ¢bzicilerden daha verimli 6zutleme
performansi saglayabilir (Markom ve ark., 2007).
Ekstraksiyon islemi sirasinda fenoliklerin  geri
kazanilmasina sicakligin etkisi ile ilgili iki farkli durumdan
bahsedilebilir. Birincisi, sicakligin dokulari yumusatmasi,
fenoliklerin ¢ozunurligind artirmasi ve buna bagl olarak
fenolik madde miktarinin diflizyon kabiliyetini belirli bir
seviyeye cikarmasidir. Ayrica ylksek sicaklik, solvent
viskozitesini ve yuzey gerilimini dusurerek fenolik
transferin verimini artirir. ikincisi, asiri sicakligin kimyasal
ve termal bozunma sonucu ekstrakte edilen fenolik
miktarinin azalmasina neden olmasidir (Dent ve ark.,
2013). Bu nedenle sicaklik, ekstraksiyon prosesleri i¢in
en 6nemli parametrelerden biridir. Burada sadece sicaklik
g6z Onune alindiginda MB i¢in 44.95 °C , GM igin 47.71
°C ve OM igin ise 50.31 °C TPC igin kiriima noktasi
olarak gbze garpmaktadir.
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Sekil 1. MB, GM ve OM kisimlarinda ekstraksiyon kosullarinin TPC lzerindeki etkisi Gizerine Ust tste bindirilmis 3-D
yuzey grafikleri

Ektrasksiyon sartlarinin DPPH lizerine etkisi

Ikinci dereceden denklemlerin DPPH uzerindeki
etkisi istatistiksel olarak 6nemli olarak tespit edilmigtir
(p<0.05). Sicaklik ve sivi/kati orani orta dizeyde sabit
tutuldugunda, metanol konsantrasyonun antioksidan
kapasitesi tUzerine etkisi TPC'de oldugdu gibi quadratic egri
etkisi gostermistir (Sekil 2). Bu tir bir etki, bazi fenolik
bilesenlerin antioksidan etkiye sahip olmasi nedeniyle
TPC ile antioksidan kapasite arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunun da bir isaretidir. Calismamiza
uygun olarak Liyana-Pathirana (2005), su-alkol kompozit
(%50) ¢ozicllerin antioksidan bilesenlerin
ekstraksiyonunda en ylksek performansi goésterdigini
belirtmislerdir.
Sicaklk, antioksidan kapasiteyi etkileyen bir bagka
o6nemli faktordir ve MB icin 44.95 °C , GM igin 47.71 °C
ve OM igin ise 50.31 °C antioksidan kapasitesi icin tipki
TPC de oldugu gibi kirlma noktasi olarak goze
carpmaktadir. Genel olarak, mantar tirlerinin MB ve GM
kisimlarinin maksimum antioksidan ve TPC miktarlarina

daha dislk sicakliklarda ulasilirken, OM kisimlarinda
daha yuksek sicaklik derecelerinde ulasiimistir.
Mantarlar, kitin, glukan ve glikoproteinlerin g¢apraz

baglanmasiyla olusan hiicre duvarlarina sahiptir
(Bowman ve Free, 2006).
OM'nin  maksimum antioksidan kapasitesi ve TPC

miktarina diger kisimlardan daha yiksek sicakliklarda
ulasiimasinin nedeni, OM'nin kalinlagsmis hiicre duvarinin
TPC ve antioksidan bilesikleri serbest birakmak icin daha
yuksek sicakhga ihtiyag duymasi ve ayrica hicre
duvarinin asiri sicaklik nedeniyle bozulan bilesiklere bir
miktar koruma saglamasi olabilir. Sivi/kati oraninin
antioksidan kapasitesi Uzerinde TPC'ye benzer sekilde
~20 mL g? pik ile egri etkisi belirlenmigtir. Bu durum,
sivi/kati orani 20 mL g¥ye ciktikga ¢dziicl ile temas
edebilen antioksidan bilesenlerin artmasiyla agiklanabilir.
Bununla birlikte, bu ¢6zlcli miktari daha da arttikga,
¢cozeltideki bilesenler seyreleceginden, oOlgllen
antioksidan kapasitesi azalmaktadir.

(C)

Temperatur®

0o
o\.&@ 30
A

oppH (um! TED

Sekil 2. MB, GM ve OM kisimlarinda ekstraksiyon kosullarinin DPPH tzerindeki etkisi Gzerine Ust tste bindirilmis 3-D
yuzey grafikleri
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Optimizasyon ve optimum noktadaki deneysel
verilerin dogrulanmasi

Mantar 6rneklerinin farkh pargalarinin igin en iyi
ekstraksiyon  kosullarini  belirlemek igin  sayisal
optimizasyon ayri ayri gergeklestirilmistir. Istenen yanitlar
icin kriterler TPC ve DPPH igin maksimum olarak
belirlenmis olup, en ylksek istenirlik degerine sahip faktor
kombinasyonlari optimum nokta olarak secilmistir. Arzu

yontemdir (Natrella, 2010). Optimal bagdimsiz degisken
seviyeleri ve numuneler igin arzu edilirlik degerleri Tablo
4'de gosterilmistir.

Modelin dogrulugunu &lgmek icin, modelin dngdrdigu
tahmin degerler ile deneysel degerler karsilastiriimistir.
Deneysel veriler ile tahmin edilen veriler arasinda %5'ten
daha az fark bulundugundan modelin uyumlu oldugu
soylenebilir (Tablo 4). Dolayisiyla ikinci derece modelin

edilirlik yaklagimi, bir dizi yanita "puan" atayan ve bu Ongdérdigl  degerlerin  glvenilir oldugu sonucuna
puani maksimize eden faktér ayarlarini segen bir variimistir.
Tablo 4. Ekstraksiyon kosullari ve optimum noktadaki deneysel ve tahmin edilen degerler
Ornekler Optimum sartlar
Sicakhik  Sivi/lkati  Metanol Arzu Tahmini Deneysel o
(°C) oraniimL konsantrasyo edilirlik Yanitlar degerler degerler Fark (%)
g% nu (%)
TPC 3.02 3.10+1.03 2.6
MB 43.7 16.6 616 0.99 DPPH 2157 21.74x011 _ 0.78
TPC 5.09 5.15+0.25 1.16
GM 472 16.7 595 0.99 DPPH  28.39 28.10£1.09  1.02
TPC 3.94 3.88+0.32 1.52
oM 49.9 180 >4.7 0.93 DPPH  27.05 27.180.55  0.48

Optimum ektraksiyon kosullarindaki TPC,
antioksidan ve antidiyabetik aktivite
Optimum noktalarda alinan ekstraktlarin TPC,

antioksidan ve antidiyabetik etkileri Tablo 5. de verilmistir.
Antioksidan ve antidiyabetik etkileri arasindaki hiyerarsisi
su sekildedir: GM> OM> MB. Oksijen radikalleri, hiicre
icinde DNA, RNA ve protein hasarina neden olabilen
kanserle ilgili molekdllerdir. Antioksidanlar, bu radikalleri
engelledikleri icin kansere kargi koruyucu olabilirler
(Lambert ve Elias, 2010). Bu c¢alismada antioksidan
kapasiteyi degerlendirmek icin DPPH, FRAP ve ABTS

yéntemleri kullaniimistir ¢linkl antioksidanlarin radikalleri
inhibe etme mekanizmalari birbirinden farkhdir.

GM’'nin DPPH, FRAP ve ABTS degerleri sirasiyla MB’den
% 29.25, % 44.28 ve % 40.10 daha yiksek bulunmustur.
Ancak meyve govdesi yaslandiginda (OM) antioksidan
etkisini sirasiyla % 3.38, % 24.69 ve % 22.27 oraninda
kaybetmistir. Muhtemelen yaslanma silreci oksidatif
reaksiyonlari artirarak antioksidan bilesenlerin
parcalanmasini hizlandirdigi disinulmektedir. Sonuglar,
FRAP degerinin 1,76 ila 4,92 ymol TE / g arasinda
degistigi dnceki calismadan daha yuksektir (Atila ve ark.,
2018).

Tablo 5. Optimum ekstraksiyon kosullarinda TPC, antioksidan ve antidiyabetik aktiviteleri

Ornek Antioksidan Kapasitesi Antidiayabetik aktivite
TPC DPPH FRAP ABTS a-glucosidase a-amylase ICsg ub
(mg GAE g') (umol TEg™?) (umol TEg?) (umol TEg?') ICso(ug mL?) (ug mL 1)
MB 3.10£1.03¢  21.74+0.11® 31.01+0.10¢ 40.99+1.05¢  227.42+0.582 285.50+1.662 3x161.34g
GM 5.15+0.252  28.10+1.092 44.74+1.552 57.43+0.332  164.51+0.70¢ 210.72+0.13¢ 3x116.71¢g
oM 3.88+0.32° 27.18+0.552 35.88+0.46° 46.97+1.47° 203.11+1.24°> 232.51+0.57° 3x144.09¢g
Akarboz - - - - 35.24+1.73¢ 72.96+£3.18¢  3x25mg

UD: Uygulama Dozu; glinliik olarak diyabetik bir hastaya verilen ve a-glukozidaz inhibisyonu temelinde hesaplanan 3 x 25 mg tabletlerle akarboza esdeger mg P. eryngii tozunu
ifade eder. Ayni sttunda farkl harfler érneklerin istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir (p <0.05)

Tip 2 diyabet i¢in birincil tedavi yaklagimlarindan biri,
karbonhidratlari pargalayan a-glukozidaz ve a-amilaz gibi
enzimlerin inhibisyonuna dayanir. Bu calismada, P.
eryngii'nin farkli pargalarinin optimize edilmis 6zutlerinin
bu enzimleri engellemedeki etkinligi test edilmistir. -

Glukan, polisakkaritler, D-treitol, D-arabinitol, palmitik asit
ve a-D-glukan, terpenoidler ve streoridler vb. bilesikler
mantarlarda antidiyabetik etkiler gosteren Onemli
bilesenlerdir (De Silva ve ark., 2012). GM'nin
antidiyabetik etkisi MB'den ve OM'den daha disuk oldugu
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tespit edilmistir. Muhtemelen antidiyabetik etkinin MB da
daha disuk ¢ikmasi meyveye donlstikce antidiyabetik
etki gOsteren bilesiklerin artmasindan
kaynaklanmaktadir. OM de antidiyabetik etkinin disik
¢lkmasinin sebebinin ise mantarin sahip oldugu
antidiyabetik  bilegikler meyvenin yaslanmasi ile
bozundugundan kaynaklandigi distinilmektedir. Mantar
cesitlerinin  antidiyabetik etkisi arastinldigi  dnceki
calismalarda, genel olarak, GM kismi dikkate alindiginda
daha dusuk a-amilaz inhibisyonu g0sterirken, daha
yuksek alfa a-glukozidaz inhibisyonu etkisi gostermistir
(Stojkovic ve ark., 2019). Diyabetli kisiler, antidiyabetik bir
ilag olan akarbozu gunlik 3x25 mg'lk bir baslangig
dozunda kullanmasi o&nerilmektedir (Lebovitz, 1995).
Calismamizda, a-glukozidazin akarboz tarafindan
inhibisyonuna goére yapilan hesaplamayla tim mantar
cesitleri arasinda GM kisminda en etkili olan mantar
tozunun  3x116.71 g/gin dozunda kullaniimasi
gerekmektedir (Tablo 5).

Literatir  calismalarina  bakildiginda  mantarlarin
antioksidan ve antidiyabetik 6zelliklerinin  ortaya
konuldugu birgok calisma mevcuttur (Suleria ve ark.,
2019). Ancak P.eryngii’nin yasamsal dongulerindeki farkli
pargalarin ektraksiyonunun optimizasyonu ve
antidiyabetik potansiyelinin belirlendigi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. S6z konusu ¢alismanin literature katki
sag@layacagi dusinulmektedir.

Sonug olarak; son yillarda hastaliklarin gogalmasi ve bu
hastaliklarin yediklerimiz ile iligkilendirilmesi, insanlarin

Kaynaklar

saglik konusunda gidalarina daha fazla énem vermelerini
saglamistir. Bilingli tUketiciler hastaliktan 6nce, saglik
Onlemlerinin alinmasinda kimyasal igerikli takviyeler
yerine, dogal UrlUnlere ragbet gostermektedir. Yenilebilir
mantarlar besinsel ihtiyaglar kargsilamasi yaninda saglik
Uzerinede de ilave faydalar saglamasi ile son derece
populer konumda olup, icerigindeki farkli bilesenlerin
tespiti ve farkli yenilebilir mantarlarin literatire
kazandiriimasi ile de popdllaritesi gin gectikce
artmaktadir. Ulkemiz kiiltir mantar Uretim ve tiiketim
konusunda geride kalmis goérinse de istatistiksel veriler
bu durumun pozitif ydnde iyilestigini gostermektedir. YYY,
bu calismada antioksidan kapasitesini ve fenolik igerigi en
Ust duzeye c¢ilkaran  ekstraksiyon  kosullarinin
optimizasyonunda basariyla uygulanmistir. Sonuglar,
optimize edilmis o6zutlerin ylUksek dizeyde TPC,
antioksidan ve antidiyabetik etkilerinin sahip oldugunu
gOstermistir. Calismadan da anlasildigi Uzere hasat
zamaninin biyoaktif bilesenler Uzerinde etkili oldugu
6nem kazanmistir. Ancak biyoaktivitesi miktarca az
olmasina ragmen MB’nin kisa Uretim periyodu ve
nispeten kolay Uretilebilir olusunun degerlendiriimesi
gerektigi disuniimektedir.

Tesekkiir
Bu calismaya 6602b/BMYO/17-125  numarali
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