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OZET

Sindirilmeyen polisakkaritlerin kompleks
yapilart nedeniyle tlim sindirilmeyen polisakka-
ritlere uygulanabilecek' tek bir ybntemin ge-
listiritmesi miimkiin degildir. Sindirilmeyen po-
lisakkariti meydana getiren yapitaglarinin ge-
sitliligi nedeniyle degisik yontemlerin kullami-
mas| zorunlu hale gelmistir. Ozellikle kimyasal
yapinin degisiklige ugramamasi igin ham mad-
deye uygulanacak ©n islemlerde maksimum
- dikkati gbstermek gerekmektedir.

GIRiS

Son yillarda yapilan arastirmalarda hiicre
duvarl :po[isa=kkaritlerinin yvapist  hakkinda
dnemli. gelismeler kaydedilmistir. Hiicre du-
varl polisakkaritleri, Beslenme Biliminde diyet

posast olarak bilinmekte olup biylik oranda
hiicre duvan <yapisinda bulunurfar (2, 4).

Hiicre duvarinda yapisai olarak bulunan
karbenhidrat yaprsindaki  polisakkaritlerin ba-
smda pektik maddeler, hemiseliilozlar ve sel-
lulozlar ile karbonhidrat olmayan lignin ve di-
Jer eser elemanlar gelmektedir (15).

Bu polisakkaritlere sindirilemeyen polisak-
karitler de denir. Bunlar memelilerin sindirim
sistemindeki. enzimlerle pargalanmaziar. An-
cak, bir kismu ruminatlarda, herbivorlarda ka-
inbarsak ve sekum ile insan ve diger omni-
vorlarin kalinbadirsaginda pargalanip kisa zin-
cirli yad asitlerini olustururlar (15).

Divet posasy veya sindirilmeyen polisak-
karitlerle zenginlestiriimis = yiyeceklere artan
ilgi bu maddelerin fizyolojik ‘etkilerini: ve ya-
pisal ozelliklerini saptamak amaciyla yeni
aragtirmalartn yapilmasina yol agmistir (3, 8).

- Sindirilmeyen polisakkaritlerin  yapist ile
ilgili . bilgilerin pek ¢ogu, odunumsu yapidaki
bitkilerin hiicre duvarlarinin  incelenmesiyle
,elde ‘edilmistir,  Diger taraftan bitkilerin gida
olarak kabul edilen grubunun hiicre duvan ya-
msi hakkinda aynnth arastirmalar mevcut de-

gildir. Sindiriimeyen polisakkaritlerin fonksi-
yone! ozelliklerinin saptanmasinda bunlarin fi-
ziksel ve fizikokimyasal yapilariun bilinmesi
gerektigi ve bu ozelliklerinin de kimyasal ya-
pt ile 4liskili oldugu gesitli arastirmacilar ta-
rafindan bildirilmistir (6, 7). Sézii edilen bu’
iliski, 'bugﬁne dek kullanilan analiz ydntem-
{erindeki q.eg;itlil-'i-k' ile ham maddeyi in vitro
olarak hazirlarken yaratilan yanilgilar nedeniy-
le bu alandaki bilgilerimizi sinrli kilmishir. Bu
iliskinin tam olarak saptanabilmesi igin- dnce-
likle sindirilmeyen bu polisakkaritlerin hiicre
duvarindan tam olarak = izolasyonu, sonra da
yapitaglarina ayrigtiriimas: gerekmektedir.

Gidalarda bulunan vaptsat sindirilmeyen
polisakkaritierin analizleri ortammn yapismnin
cok kompleks olmasi nedeniyle zaman alici
ve ayristirma islemi de pekgok kademeden
olustugu igin karmastktir. Ayrica analizlerde
ku‘ll_lam!‘an yontem ve tekniklerdeki farkliliklar
da btiylk dlglide sonucu etkilemektedir.

Sindirilmeyen polisakkarit orneginin

hazirlanmasi

Son zamanlarda yayinlanan analitik iglem-

lerde (5, 12) eger hammadde gerektiriyorsa
bir &n kurutma ile boyut kiigiitme igleminin

 dnemi vurgulanmaktadir. Kurutma-havadag don-

durularak veya aseton yardim ile yapilmali,
mitmkiin mertebe firinda kurutma igleminden
kaginilmalidir. Boyut kiigiittmede bilyeli degir-
men teknigi dikkatli bir bigimde kullanlimali-
dir, Aksi halde bu islem sirasinda selliiloz ba-
zen pargalanabilir.

Ortamda bulunan serbest ¢oziindr seker-
ler, yaglar ve pigmentler uygun bir ¢bzlicii sis-
temiyle uzaklagtiriimalidirtar, Oziitleme isle-
minde genellikle sulu alkol kullamlir. Ancak
etanol, metanol veya aseton gibi ¢bzicilerle
6zi'1tleme hiicrelerarasi  birgok bilesigin bir-
likte gbkmelerini etkiler. Bdylece sitoplasmik
proteinlerin, enzimlerin, niikleik asitlerin, ni-
sastanin, polifenollerin ve bunlarin oksidatif

Grtinlerinin birlikte gokmelerinden dolay: poli-
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saklearitin iceriginde bulunuyormug gibi yapay
bir etki ortaya gikar (11, 12},

Alkolle muameleden sonra dietil eter ila-
ve edilerek yad ve pigmentler ortamdan uzak-
lagtirilir.

Sindirilmeyen polisakkaritleri hammadde-
den aynistinrken kimyasal yapisim bozmama-
ya-dikkat etmek gerekir. Ortamda bulunan ni-
sasta genellikle enzimatik yolla aynshiriir:
Nigdstanin enzimierle kolayca pargalanmasini
saglamak Igin nisasta jelatinize edilir.

Jelatinazasyon 15 dakika sicak suda kay;
natmayla olumlu sonuglar vermekiedir (9).

"Bazi arastirmacilar ¢esitli hububatlarda
sindirilmeyen’ polisakkaritleri nisastadan ayir-
mak i¢in sicak suda jelatinazasyon yointemi
yerine dimetil siilfoksit ile nigastay: ¢dziinlr
hale getirmislerdir. Ancak bu ybntemde dime-
til sulfoksitin nisasta ile beraber bazi § - glu-
kanlarl ve bir miktarda arobinoksilanlar da
¢ozdigl gorilmiistir.

Analitik bir calisma amaglandidinda ¢dzu-

nen bu polisakkaritler ortamdan tekrar izole

edilebilirler. Ancak preparatif bir calismada
bu polisakkaritler -sindirilmeyen
lerden bir daha geriye doniisemez bir bigimde
ayrilmus olurlar,

Nisastanin sindiritmeyen polisakkaritler-
den ayristinlmasinda yas bilyeli dedirmen yon-

temi de kullaniimaktadir (13). Mekanik aynis-

tirma bazen maddenin polimerik yapisini de-
gistirdigi icin bu ydntem dikkatli bir sekilde
kullamlmahidir,

Sindirilm’eyén polisakkaritlerin izolasyon-
lar sirasinda ortamdaki proteinlerin de ayris-
nrilmasi gerekmektedir. Bazi hiicre duvarlan-
nin - protein yapisindaki kismu bitki hilcresinin
sindiritmeyen bolimit olarak kabul edilir. Bu
kisim ok 6nemli bir bolimil teskil etmez an-
cak sistemde bulunan diger maddelerie birlik-
te ¢okélti halinde bulunur. Hububatlarda oldu-
u gibi fbi_i'gok bitkide bu proteinleri pratikte
aiylri:'etimelif_golk.z_ordur. Bu nedenle in vitro
calismalarda ortamdaki sadéce hiicre duvari-

nin sindirilmeyen kismindaki proteinin birakil- .

mas1 hemen hemen olanaksizdir.

polisakkarit- .

Proteinler ortamdan enzimatik, yoila ay-
ristinhirkar, Genellikle bu islemde uygun bir de-
terjan kullanibr (1, 10, 14).

Enzimatik ayristirmada engok kullanian
enzim pepsindir. Pepsin asidik ortamda (pH 2)
caligir. Ortamun asitligi glukon ve arabinoksi-
lantari etkileyerek polisakkaritlerin kimyasal
yapisini’ degistirmektedir. Ornedin soya fasul-
yesinin pepsinie yiknmi sirasinda sicak suda
¢Oziniir polisakkaritlerin yarisinin suda gdzi-
nur hale gectigi biEdir-‘flmi@tir (14).

Soya fasulyesi kabugunda ve gavdar kepe-
dinde yapilan arastirmada pepsinle muamele- )
den sonra sicak suda ¢izlinen ve g¢bziinmeyen
polisakkaritlerin oraninda digis goriilmiig-
tir (9).

Ayni arastirmada asidik ortamda engok
pentoz yapisindaki karbonhidratlarin kayba ug-
radifi da saptanmistir. Bunun aksine ise Pep-
sinle muamele gbiren polisakkaritierdeki top-
lam heksozlarnin miktarlari pepsinle muamele
gbrmeyen "polisakkarit!ere oranla daha fazla
bulunmustur. Bunun nedeni olarak &n islem si-
rasinda % 80 ag/ag etanolle ¢oktirmeden en
az heksozlarin etkilenebilecedi one slriilmiis-
tir. Ortamimn asidik olmasi _istendigi taktirde
pepsin enzimi yerine fungus -proteazian da
kullanilabilinir. Fungus proteazlan pH 3,5-9
arasinda aktivite gobsterdiginden pankreatik
w - amilaz ile birlikte (0.1 M fosfat tamponu
jle pH 6'da) kullanilabilir.

Proteini ortamdan uzakiastirmak igin sa-
dece enzimatik yontem-kullanilmaz. Cesitli hu-
bubat iriinlerini sulu sodyum deoksikelat ve
fenol: asetik asit: su karisimi ile muamele et-
tiklerinde ortamdaki proteinin basari ile uzak-
lastinldign bildirilmistir (13). Ancak, pektik ya-
pidaki maddelerin ve -1, 3 ve 1, 4 baglh glu-
kanlarin sodyum deoksikolattaki kismi ¢oziniir-
liklerinden dolay:, kullanilan gbziicli karisimi-
nin farkh kokenli bitkiler igin farkli bilesimde
olmas: gerekmektedir. Bugiine dedin bu konu-
daki yeterli bilgi mevcut degildir. Kullanlacak™
yontem “secilirken:  gozéniinde bulundurukmast
perekii en onemli konu polisakkaritin yapisi ve
bilesimidir. -Ortamdan yaglar, - sekerleri, pig-
mentleri ve proteinleri uzaklagtirdiktan sonra
geri kalan kisim sindir'iiméj{en polisaklaritler
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Tablo, 1.

Bilesik
Pektik maddeler

Hiicre Duvarindan Sindirilmeyen Polisakkaritierin izoléé_yo_nu

Oziitleme Islemleri _ :
EDTA veyé amonyum oksalat gibi 'kelatiarm

Hemisellilozlar (A) ve (B)

Hemisellilloz (C}
Selliiloz

Lignin

eklenmesmden sonra sicak su ile ozutleme a
N, atmosferi altmda seyreltlk alkali |Ie bziit-
leme

(A) Nbtralizasyon sirasindaki gozelti

(B) Nétralizasyonu takiben alkel - eklenmeswle :

meydana gelen gozelti.

N, atmosferi altinda derisik alkali ile dziitleme
% 17,5 NaOH ile ¢oziinmeyen kalinti

(¢ - Selliiloz) :

% 72 ag/ag H,80, ile gozunmeyen kalmtl

(Klason lignini)

blup_, bunu da fraksiyonlarina. ayirmak mim-

kindiir (Tablo 1).

Suda g¢dziinen polisakkaritlerin
ayristiriimasi

Ortamdaki pektik maddelerin ayristiriimasi
igin 90 - 100°C'de sicak su veya sicak 0,5 %
ad/hac amonyum oksalat g¢ozeltisi kullanilir.
Ortam soguduktan sonra cozelti asitlendirilir;
etanol veya aseton ekienmeyisye pektik mad-
delerin gdkmesi saglamir (15}.

Delignifikasyon

Delignifikasyon islemi yapilmadan odu-
numsu yapilarmn hiicrg duvari polisakkaritleri
tamamen ayrstinlamaziar. Delifikasyon islemi
digjer otsu vapilar icinde gegerlidir [15). Or-
tamdan lignini  uzaklastirmak i¢in genellikle
florin veya sulfit kullanihir.

Bitkisel maddelerden ligninin ayristiribma-
s yontemi Whistler ve arkadasglari tarafindan
bildirilmistir (16).

Delignifikasyon iglemi siddetli .bir kimya-
sal reaksiyona neden ol'du(;undan ortamdaki

bazi polisakkaritlerin yamsii bhozmaktadir. Bu |

nedenle az miktarda lignin iceren maddelerde
delignifikasyon. islemi gerekmez ve protein
acisindan Zengin ‘materyalde delignifikasyon
isleminden kagimlmaldir.

Hemisellillozlarin alkali fle hidrolizi

Bu islemde genellikie cesitli kuvveiteki
alkaliler kullanilir. Ancak engok % 5 ve % 24

ag/hac KOH ile % 4 ve % 10 a§/hac NaOH
kullamlmaktadir (15). Hidroliz sirasinda ortam-
da. O, hulunmamalidir, iglem N; atmosferi al-
nnda yapilir. Alkali ile dziitleme birkag kez
tekrarlanir. Ortamu asetik asitle haflf asitlen-
direrek hemisellillozun A fraksiyonu ayristir-
lir. Hemisellllozun B fraksiyonu ise. ortama
4 hacim etanol eklenerek elde edillr

Sellillozun Gziitlenmesi

Hemiselliilozunda al-kali ile hidrolizinden
sonra ‘kuvvetli alkalide g¢bziinmeyen kism
o - sellitloz ve -1, 4 - glukandir. Ortamda ba-
zen g - sellitlozun yami ile eser halde hbulu-
nan diger sekerlere de raslanabilir. Bunlar ksi-
fan tipi hemiselliiloz, veya kaynad: ne olursa
olsun, bunlarin hilcre  duvarindaki fibrillerde
yakin iliskili oldugu bilinmektedir (15). Or-
tamdaki selliloz % 72 hac/hac H,80, ile hid-
rotiz edilir.

Polisakkarit fraksiyonlarmm Slgiilmesi

Cozelti halinde bulunan fraksiyonlarin gra-
vimetrik olarak olgliimesi sakincalidir, Zira bu
¢ozelti tamamen saf olmayabilir, Ozellikle he-
miselllloz, protein ve ¢ - selliloz (buna kitin-

‘de dahildir) ayrica eser halde lignin ve inor-
ganik madde de ortamda mevcut olabilir.

Deneysel calismalarla. elde edilen bu frak-
siyonlar hidroliz edilir ve yapitaslar; olan se-
kerlerin 8lclimit yaptlir. Hiicre duvar) polisak-
karitlerinin bir ¢odu mineral asit ile tamamen
yitkilabildikleri gibi bunlar hidrolitik olarakta
yikilahilirler.
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Genelde tliim polisakkaritlere uygulanabi-
lir geriel bir islem sbz konusu degilidir. Ana-
lizi yapiiacak ham maddenin ozellijine uygun
yontem secilmelidir. Hidroliz iglemi igin ge-
nellikle 04N veya NH,S0, triklorasetik asit
veya trifluoroasetik asit kuliamlir.

Hidroliz islemi icin trifluoroasetik asit kul-
fanem1 daha sonra gazlikit kromatografisi ile
aldito] asetatlarinin Blciimiinde yarar sadla-
maktadir.

.
Hidrolizi tamamlanan polisakkaritlerin ana-

lizi igin en iyl ybntemin iyon degistirme kro-
matografisi oldugu kabul edilmektedir {15).

Ortamda eger Uronik asit mevcutsa, poli-
sakkaritlerin  hidrolizinden once veya sonra
spektrofotometrik yontemle dlgiilebilir,

Pektik maddelerin hidrolizi ve dlgtimit igin-

- de gegitli yontemler mevcuttur (15). Halen pi-

yasada hemiselliiloz enzim preparatlan bulun-
madifindan ve mevcut selliloz pereparatlarida

‘gok az aktivite gdsterdiginden analizlerde kul-

lanulmalart simirlanmaktadir.

SUMMARY

With so many ill - defined and changing vari-
ables for methods equaily applicable in all
situations would be difficult to develop for
_nondigestible polysaccharides. Variability in
the nature of the nondigestible polysaccharides

may reduire different technics. that should be
used only with a particular type of material.
In order to prevent of altering the chemical
pattern of the material atmost attention should
be given in the preparation stage.

Y
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