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Tama insindorityo tehtiin kevaalla 2022 Kaéapa Biotech Oy:lle. Tydn tavoitteena oli
selvittdd lampdtilan ja ajan vaikutusta 1,3:1,6-B-glukaanin uuttosaantoon Ganoderma
lucidum -sienilajista kuumavesiuuttomenetelmalla ja 16ytaa tutkittujen resurssien ja
1,3:1,6-B-glukaanisaannon suhteen optimaaliset uuttoparametrit.

Insindorityon teoriaosuus jakautuu kahteen osioon. Ensimmaisesséa osassa kaydaan
lapi laékinnallisia sienia yleisella tasolla seka Ganoderma lucidum -sienilajin ominais-
piirteitd. Teoriaosuuden toinen osa kasittelee bioaktiivisten aineosien uuttamista elo-
peraisesta materiaalista ja erilaisia uuttomenetelmia.

Kokeellisessa osuudessa Ganoderma lucidum -sienijauhetta uutettiin vedessa kol-
messa eri lampotilassa, ja uutteista kerattiin kiintoainejgdméanaytteet kolmessa eri
ajankohdassa. Kiintoainejaamanaytteiden 1,3:1,6-p-glukaanipitoisuutta verrattiin raa-
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1,3:1,6-B-glukaanin maara. 1,3:1,6-B-glukaanipitoisuus analysoitiin naytteista Me-
gazyme-yrityksen sienien ja hiivojen B-glukaanipitoisuuden maarittdmiseen tarkoite-
tulla menetelmalla.
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ajan ja liuottimeen siirtyneen 1,3:1,6-B-glukaanipitoisuuden valilla. Kuumavesiuutto ei
tulosten valossa nayttaytynyt tehokkaana menetelmana 1,3:1,6-B-glukaanin uuttami-
seen Ganoderma lucidum -sienilajista. Lisatutkimuksia olisi hyva suorittaa tulosten
varmistamiseksi ja vaihtoehtoisia uuttomenetelmia tutkia 1,3:1,6-B-glukaanisaannon
lisddmiseksi.
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This thesis was made in the spring of 2022 for K&&pa Biotech Oy. The purpose of the
thesis was to evaluate the effect of temperature and time on the extraction yield of
1,3:1,6-B-glucan from Ganoderma lucidum mushroom species. The extraction was
performed by using the hot water extraction method. The empirical section of the
study investigated optimal extraction parameters in relation to the used resources
and the 1,3:1,6-B-glucan yield.

The theory section of this thesis is divided into two parts. The first part studies medi-
cal mushrooms and characteristics of Ganoderma lucidum species. The second part
focuses on the extraction of bioactive components from organic material and different
extraction methods.

In the empirical section of the thesis Ganoderma lucidum mushroom powder was ex-
tracted at three different temperatures and solid residue samples were collected from
these at three different points of time. The 1,3:1,6-B-glucan of solid residue samples
was compared to the 1,3:1,6-B-glucan of raw powder sample from which the B-glucan
concentration was interpreted. The 1,3:1,6-B-glucan concentration was analysed us-
ing Megazyme’s method for mushroom and yeast beta-glucan.

No clear positive linear correlation between temperature, time and the 1,3:1,6-3-glu-
can dissolved into the solution was found in the study. The hot water extraction
method does not seem to be an efficient method for the extraction of 1,3:1,6-B-glucan
from the Ganoderma lucidum species. More studies should be conducted to confirm
the results and alternative extraction methods studied in order to increase the yield of
1,3:1,6-B-glucan.
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1 Johdanto

Sienid on pitkdan arvostettu niiden maun, ravintosisallon ja laakinnallisten omi-
naisuuksien takia, ja ne ovat olleet merkittavia lukuisille kulttuureille eri puolilla
maailmaa. Sienia on kaytetty tuhansia vuosia niiden laakinnallisen kayttohisto-
rian ulottuessa jopa aikaan 3000 eaa. Perinteisesti ladakinnallisia sienia on kay-
tetty erityisesti Aasian maissa, kuten Kiinassa, Japanissa ja Koreassa, mutta
nykyaan laakinnallisten sienien kayttd tunnetaan ympari maapallon. [1, s. 1; 2,
s. 702; 3, s.503.]

Tyo6sséa kasitellaan ensin laakinnallisia sienia ja tutustutaan Ganoderma lucidum
-sienilajiin yleisella tasolla seké syvennytdén sienen bioaktiivisiin yhdisteisiin ja
mahdollisiin terveysvaikutuksiin. Painopiste siirtyy tAméan jalkeen erilaisten uut-
tomenetelmien kasittelyyn ja polysakkaridien uuttamiseen sienista. Tyon jalkim-
mainen osa kasittelee tutkimuksessa kaytettyja menetelmia, saatuja tuloksia ja

niista tehtyja johtopaatoksia.

Kokeellinen osuus koostui kahdesta osiosta. Ensimmaisessa osuudessa val-
mistettiin koeuutteet ja keréttiin uutteiden kiintoainejddnnosnaytteet. Toisessa
osuudessa kiintoainejddnnoés- ja raakajauhenaytteista analysoitiin 1,3:1,6-B-glu-

kaanipitoisuus ja tuloksia verrattiin keskenaan.

Insindorityon toimeksiantaja oli K&é&apa Biotech Oy, jossa haluttiin selvittaa opti-
maalinen uuttolampdtila ja -aika Ganoderma lucidum -sienilajille. Tavoitteena ol
loytaa sellaiset parametrit, jotka antaisivat parhaimman 1,3:1,6-B-glukaanisaan-
non kaytettyihin resursseihin ndhden. Tutkimalla uuttoparametrien vaikutusta
1,3:1,6-B-glukaanisaantoon, yritys voi nopeuttaa tuotantoaan ja vahentaa kayte-

tyn energian maaraa.



2 Laakinnalliset sienet

Laakinnalliset sienet voidaan maaritelld makroskooppisiksi Basidiomycetes- tai

Ascomycetes-kaareen kuuluviksi sienilajeiksi, joiden avulla voidaan ennaltaeh-

kaista, lievittda tai parantaa erilaisia sairauksia ja tukea terveellista ruokavaliota.
Laakinnallisista sienista saatavien yhdisteiden erityislaatuisuus ja teho on kyetty
osoittamaan viimeisten kolmen vuosikymmenen aikana. Arvioidaan, etta sienila-
jeista tiedetddn ainoastaan murto-osa, eika kaikkia sienten biokemiallisia ja far-
makologisia vaikutuksia viel& tunneta. Sienilla on tulevaisuudessa merkittavasti

potentiaalia uusien laékeaineiden etsinnassa. [3, s. 504-505.]

Sienet sisaltavat monenlaisia bioaktiivisia yhdisteitd, jotka voidaan jakaa toissi-
jaisiin aineenvaihduntatuotteisiin, glykoproteiineihin ja polysakkarideihin, jotka
ovat enimmékseen beetaglukaaneja. Toissijaisiin aineenvaihduntatuotteisiin voi-
daan lukea esimerkiksi hapot, terpenoidit, polyfenolit, alkaloidit, sterolit ja vita-
miinit. Monet ladkinnallisten sienien sisaltamat polysakkaridit ja polysakkaridi-
proteiinikompleksit nayttaisivat tehostavan immuunipuolustusta ja estavan kas-
vaimien syntya inhiboimalla ja tuhoamalla kasvainsoluja. Sienien siséltamat po-
lysakkaridit eivat pysty suoranaisesti vaikuttamaan kasvainsoluihin, vaan kas-
vainsolujen kasvua estava vaikutus johtuu polysakkaridien kyvystéa aktivoida
isantaelion immuunivastetta. Laakinnallisten sienien on myds havaittu edistavan
verenkiertoelimiston ja hermoston normaalia toimintaa seké ehkaisevan diabe-
testa, korkeaa kolesterolia ja ylipainoa. Naiden lisaksi on havaittu antioksidantti-
sia, -bakteerisia ja -viraalisia ominaisuuksia seka loisia ja sienia torjuvia vaiku-
tuksia. Hermostoon kohdistuvat vaikutukset ovat sek& neuroneja suojaavia etta
neurogeneesia edistavia, mika saattaa tehda laékinnallisten sienten kaytosta
varteenotettavan tukihoitomuodon dementiasta karsiville inmisille. [3, s. 505—
506; 1, s. 2-3.]

Laakinnallisia sienia kaytetaan usein terveyden edistamiseen ravintolisien muo-
dossa, jotka eivat vaikuta ladkkeiden tavoin, mutta ne tuottavat siita huolimatta
mahdollisia terveyshyotyja. Nykyaan on saatavilla monenlaisia ladakinnallisista

sienista saatavia ravintolisia, kuten erilaisia uutteita, jauheita, kapseleita ja



tabletteja. Ne voidaan tehda esimerkiksi iticemista, sienirihmastosta, primordi-
asta, itibista ja kasvusubstraatista. Ravintolisissa kaytettavat sienet ja niiden
osat voidaan keraté luonnosta tai kasvattaa keinotekoisesti lukuisilla erilaisilla
kasvatustekniikoilla, aina perinteisesta sienien tukkikasvatuksesta bioreakto-

reissa tehtavaan nesteviljelyyn. [3, s. 508.]

3 Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum (Karst, 1881) on yksivuotinen ja kookas kaéapasieni, joka
tunnetaan laékinnallisena sienena [4, s. 292]. Ganoderma lucidum, josta kayte-
taan yleisesti myods nimia lakkakaapa, reishi ja lingzhi, on ollut pitkaan kaytéssa
Kiinassa, Japanissa ja muissa Aasian maissa sen terveysvaikutusten vuoksi [4,
s.292; 5]. Ganoderma lucidum -sienilajin vaitetyt terveysvaikutukset perustuvat
osin kansanlaakinnalliseen traditioon ja anekdoottisiin todisteisiin, mutta osalla
terveysvaitteista on myos tieteellistd nayttéa [5]. Ganoderma lucidum -sienilajia
kaytetaan monissa eri muodoissa, kuten tinktuurana, teend, keittona, siirappina
ja pillerina, mutta myds sekoitettuna esimerkiksi viinin tai oluen joukkoon [6, s.
776].

3.1 Sienen ominaispiirteet

Ganoderma lucidum -sienilajilla on yleensa kookas, munuaisen tai viuhkan
muotoinen litted, siled ja kiiltdva lakki, joka on halkaisijaltaan 5-20 senttimetria
ja paksuudeltaan 1-4 senttimetria [4, s. 292; 6, s. 756; 7; 8]. Toinen tunnettu
kasvumuoto on sarvityyppi, jossa sieni muodostaa ohuita sarven kaltaisia iti6-
emia korkean hiilidioksidipitoisuuden takia [9, s. 293]. Kuvassa 1 esitetaan viuh-
katyyppi ja kuvassa 2 sarvityyppi. Lakissa on usein tunnusomaisia alueita, joista
kay ilmi sienen samankeskinen kasvutapa [6, s. 757]. Lakin ylapinnan véritys
on nuorella sienella oranssinpunertava ja myohemmin itiopélyn varjddmana
kastanjanruskea [4, s. 292]. Lakin reuna saattaa olla kellanruskea tai valkeahko
[8]. Lakin alapinta on vaalean okranvarinen ja muuttuu ruskeammaksi kosketet-
taessa seka sienen ikaantyessa [4, s. 292; 6, s. 757]. Uusi kasvukohta on aluksi

valkoinen, mutta muuttuu myéhemmin kellertavaksi ja lopulta punertavaksi [6, s.



757]. Malto on koostumukseltaan pehmeén korkkimainen ja variltddn kerman-
valkoinen [4, s. 292]. Pillit ovat pydreat, pituudeltaan 0,3—1 senttimetria ja niita
on neljasta kuuteen jokaista millimetria kohden. Jalka on monesti mutkitteleva ja
se kiinnittyy epékeskisesti lakkiin. [4, s. 292; 6, s. 757; 8.] Jalan varitys vaihtelee
aluksi valkoisesta kellertdvaan ja muuttuu myéhemmin ruskeaksi tai mustaksi

[6, s. 757]. Jalan pituus voi vaihdella lahes olemattomasta jopa 10 senttimet-

riin, ja sen paksuus on 0,5-5 senttimetria [6, s. 757; 8].

Kuva 1. Viuhkatyypin Ganoderma lucidum -sieniyksil6 [10].



Kuva 2. Sarvityypin Ganoderma lucidum -sieniyksil6 [11].

[tiot ovat muodoltaan tylppapaisia ellipsoideja ja varitykseltddn punaruskeita,
kuten nahdaan kuvasta 3 [6, s. 758]. Sienirihmasto kasvaa nopeasti sateittain
pitkittdissuunnassa ja on varitykseltdan aluksi valkoinen, mutta muuttuu myo-
hemmin kellertavaksi. Rihmasto muodostaa tiiviin kasvuston, joka muuttuu
yleensa alueelliseksi sienen ikdéntyessa. [6, s. 760.] Kuvassa 4 ndhdaan tyypil-
listd Ganoderma lucidum -sienilajin kasvualustaan muodostamaa sienirihmas-

toa.

®e

Kuva 3. Ganoderma lucidum -sienilajin itioita [12, s. 745].



Kuva 4. Tiiviisti kasvanutta ja osittain kellertavdd Ganoderma lucidum -sienilajin
sienirihmastoa viljelypussissa.

Morfologisissa tunnusmerkeissa on paljon vaihtelua, mika johtuu esimerkiksi
erilaisista kasvuolosuhteista ja muutoksista sienen geneettisessa perimassa.
Tastéa johtuen Ganoderma-lajien tunnistaminen makromorfologisten tunnus-
merkkien perusteella on monesti haastavaa. Luotettavampana tunnistamiskei-
nona voidaan pitaa itididen morfologisia tunnusmerkkeja, mutta taksonomisessa
luokittelussa on hyédynnetty myos erilaisia biokemiallisia, geneettisia ja moleku-

laarisia tapoja. [5.]

Ganoderma lucidum kuuluu valkolahottajiin, ja iséntélajeja ovat yleensa tam-
mien, tervaleppien ja muiden lehtipuiden lahoavat kannot ja rungot, mutta lajia
tavataan myds lahoavilla havupuilla [4, s. 292; 6, s. 757—758]. Lajia esiintyy
maailmanlaajuisesti lauhkealla, subtrooppisella ja trooppisella ilimastovyohyk-
keelld, mutta se on yleisempi [ampimammilla vyohykkeilla [6, s. 757; 13]. Suo-
messa sen levinneisyys rajoittuu hemi- ja etelaboreaaliselle vyohykkeelle, mutta
havaintojen maara on vahainen ja ne keskittyvéat suurelta osin Etela-Suomeen
[4, s. 292; 14]. Ganoderma lucidum -sienihavainnot Suomessa ndhdaéan ku-
vasta 5, joita on merkitty 16.4.2022 yhteensa 555 kappaletta. Suomessa sen
satoaika ajoittuu elokuusta lokakuuhun. Ganoderma lucidum -sienilajille otollisia
kasvupaikkoja ovat kosteat ja rehevat rantalehdot, korpimaiset sekametsat ja

tervaleppékorvet. [4, s. 292.]



Kartta esittaa havaintoja tasta taksonista, mutta sita ei voi kayttaa levinneisyyskarttana.
Suomessa yhteensa 555 havaintoa @
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Kuva 5. Ganoderma lucidum -sienilajin havainnot Suomessa.

Suurimman osan Ganoderma lucidum -sienilajin massasta muodostaa sen kor-
kea vesipitoisuus, joka voi olla enimmilladn 90 prosenttia. Vedettdman sienen
massa sisaltdd 3-28 prosenttia hiilihydraatteja, 10—-40 prosenttia proteiineja, 28
prosenttia rasvaa, 3—32 prosenttia kuitua ja 8—10 prosenttia tuhkaa. Sienen si-
saltamat mineraalit ovat suurimmaksi osaksi sinkkia, kuparia, rautaa, magnesi-
umia, seleenia, kalsiumia, kaliumia ja fosforia. Naiden lisaksi sienen on tutkittu
siséltavan esimerkiksi dz-vitamiinia ja runsaasti monityydyttyméattomia rasva-
happoja verrattuna muihin sienilajeihin. Sieni sisdltaa runsaasti erilaisia bioaktii-

visia yhdisteita, jota kasitellaan tarkemmin seuraavassa luvussa. [5; 15, s. 3]



3.2 Tarkeimmat bioaktiiviset yhdisteet

Ganoderma lucidum -sienilajin sisaltamat polysakkaridit ja triterpenoidit kuuluvat
sen tuottamiin tarkeimpiin bioaktiivisiin yhdisteisiin. Muita bioaktiivisia yhdisteita
ovat esimerkiksi erilaiset vitamiinit, peptidoglykaanit, alkaloidit, fenolit, entsyy-
mit, proteiinit, aminohapot, flavonoidit, glykoproteiinit ja steroidit. Yleisesti ot-
taen Ganoderma lucidum sisaltda noin 400 erilaista bioaktiivista ainesosaa,
joista suurin osa on polysakkarideja ja triterpeeneja. Nailla yhdisteilla on mah-
dollisesti esimerkiksi syopaa ehkaisevia, antimikrobisia, immuniteettia vahvista-
via ja tulehdustekijoita vahentavia ominaisuuksia. [16, s. 2; 17, s. 769.] Bioaktii-
visten ainesosien maarat voivat vaihdella merkittavasti eri sieniyksildiden valilla.
Niiden maaréaan vaikuttaa esimerkiksi sienikanta, kasvualusta, viljelytekniikat,

kehitysvaihe, ika, varastointiolosuhteet ja prosessointi. [18, s. 3.]

3.2.1 Beetaglukaani

Beetaglukaani on polysakkarideihin kuuluva polymeeri, joka koostuu glykosidi-
sidoksin toisiinsa liittyneisté rengasmuotoisista glukoosiyksikoista [19, s. 164;
20, s. 301]. Beetaglukaani on merkittava soluseindmien rakenneosa sienisséa
(<50 % soluseinamasta), hiivoissa, viljoissa ja joissakin bakteereissa. Beetaglu-
kaanin makromolekyylinen rakenne riippuu sen alkuperasta. Eroavuuksia on si-
dosten ja haarautumisen lisdksi esimerkiksi molekyylimassassa, tertidariraken-
teessa, liukoisuudessa, varauksessa ja konformaatiossa. [21, s. 279.] Sienien
sisaltamaan beetaglukaanin mééaraan vaikuttavat esimerkiksi sienilaji, kasvuolo-

suhteet ja itictemén kasvuvaihe [22, s. 626].

Sienissa esiintyvista beetaglukaaneista valtaosa on 1,3:1,6-B-glukaaneja, joiden
1,3-B-glukaanirungossa olevat yksittaiset D-glukosyylijadnnokset liittavat 1,6-p:n
joka kolmanteen tai neljanteen D-glukosyyliyksikk66n 1,3-glukaanirungossa,
mutta my6s monimutkaisempia rakenteita on havaittu. Kuvassa 6 esitetdan
1,3:1,6- B-glukaanin rakennekaava, josta ndhdaan 1,3-p-glukaanirunkoon kiin-
nittynyt 1,6-B-glukaaniyksikko. [23, s. 364.]



B-1,3 B-1,6

Kuva 6. 1,3:1,6-B-glukaanin rakennekaava [24].

Sienet siséltavat seka veteen liukenevia ettd veteen liukenemattomia beetaglu-
kaaneja. Liukenevuus riippuu beetaglukaanien rakenteesta, joka vastaavasti on
sidonnainen raaka-aineeseen eli sienilajiin. Veteen liukenevien beetaglukaanien
osuus Vvoi vaihdella merkittavasti eri sienilajien valilla. Liukenevuus kuitenkin li-
saantyy lampotilan kasvaessa. [22, s. 624; 22, s. 626.] Ganoderma lucidum -
sienilajilla on tavattu jopa yli 50 m-% beetaglukaanipitoisuuksia seka niiden ja
muiden Ganoderma-lajien itibemista on eristetty vesiliukoisia polysakkarideja
[25, s. 6; 26, s. 168; 27, s. 283].

3.2.2 Terpeenit

Terpeenit ja terpenoidit ovat yleisia luontaisista lahteista saatavia orgaanisia yh-
disteitd, joihin kuuluu suuri maara rakenteeltaan moninaisia yhdisteita. Niita
tuottavat suurimmaksi osaksi erilaiset kasvit, mutta myds osa sienista, hyontei-
sista ja mikrobeista. [28, s. 17; 29, s. 704.] Terpeenia ja terpenoidia kaytetaan
usein virheellisesti keskenaan vaihtokelpoisina termeina, vaikka molemmat
muodostavat omat yhdisteryhmé&nsa. On myds yleista, etta terpenoidit nahdaan
osana terpeenien ryhméaa tai terpenoidia pidetaan modifioituna terpeenina. [29,

s. 129.] Tassa opinnaytetydssa terpenoidit luetaan osaksi terpeenien
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ylakasitetta, ja niiden nahdaan muodostavan oman alakategoriansa sen sisalla,
mika on yleinen lahteista 16ytyva kaytanto. Terpeeneilld siis tarkoitetaan jat-
kossa seka terpenoideja etta terpeeneja, ellei erikseen tarkenneta, etta kyse on
ainoastaan terpenoideista.

Terpeenit ovat hiilivety-yhdisteitd, joiden hiilirunko muodostuu isopreeniyksi-
koista (CsHs)n. Terpeenit voidaan jakaa omiin luokkiinsa hiiliatomien lukumé&a-
ran perusteella. Luokittelu tehd&én taulukossa 1 osoitetulla tavalla. Terpenoidit
muodostuvat terpeenien tapaan isopreeniyksikoista, mutta niiden moninaisissa
funktionaalisissa ryhmissa on happea. Lisaksi metyyliryhméa saattaa siirtya tai
havita, minka takia rakennetta ei voida tarkasti maaritella ainoastaan isopree-
niyksikdiden perusteella. Terpenoidit voidaan luokitella terpeenien tapaan niiden
hiiliatomien lukumé&éaran perustella, kuten taulukosta 1 ndhdaan. [30.]

Taulukko 1. Terpeenien ja terpenoidien nimedminen hiiliatomien perusteella
[30; 31, s. 234].

Hiiliatomien luku- Terpeenit Terpenoidit
maara

Cs Hemiterpeenit Hemiterpenoidit
Cio Monoterpeenit Monoterpenoidit
Cis Seskviterpeenit Seskviterpenoidit
C20 Diterpeenit Diterpenoidit

Cas Sesterterpeenit Sesterterpenoidit
Cso Triterpeenit Triterpenoidit

Cao Tetraterpeenit Tetraterpenoidit
Csn Polyterpeenit Polyterpenoidit

Ganoderma lucidum -sienessa terpeenit ovat lanostaaniyhdisteeseen pohjautu-
via triterpeeneja, jotka ovat kuvassa 7 esiintyvan lanostreolin aineenvaihdunta-
tuotteita. Triterpeenit muodostuvat kuudesta isopreeniyksikosta eli niiden voi-

daan ajatella sisaltavan kolme monoterpeeniyksikkda. Triterpeeneja on |0ydetty
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Ganoderma lucidum -sienesta useita, eika monia niista esiinny missaan muu-
alla. Suurin osa loydetyista triterpeeneista kuuluvat ganoderisten ja lucidenisten
happojen ryhméaéan, mutta my6s muihin ryhmiin kuuluvia triterpeeneja on tunnis-
tettu. Kuvassa 7 nahdaan esimerkki ganodermisesta ja lucidenisesta haposta,
jotka on loydetty Ganoderma lucidum -sienilajista. On kuitenkin huomioitavaa,

etta triterpeenien koostumukseen vaikuttaa sienen kasvuvaihe ja se, mita osaa

sienesta tarkastellaan. [5, s. 181.]

O S
COOH

O

OH

Lanosterol Ganoderic acid B

COOH

OH

Lucidenic acid B Ganoderiol A

Kuva 7. Ganoderma lucidum -sienilajista eristetyt triterpeenit: lanostreoli,
ganoderinen happo B, lucideninen happo B ja ganoderioli A [5, s. 182].

3.3 Terveysvaikutukset

Ganoderma lucidum -sienen on todettu sisdltavan suuren maaran erilaisia bio-
aktiivisia ainesosia, joilla on erilaisia farmakologisia vaikutuksia. Farmakologi-
sesti erityisen tarkeind ryhmina pidetaan sen sisaltdmia polysakkarideja ja triter-
penoideja, joita on tutkittu yksityiskohtaisesti. [15, s. 2-3.]

Sienien sisaltamien beetaglukaanien on havaittu alentavan kolesterolia, stimu-
loivan immuniteettia ja sisdltavan antituumorisia ominaisuuksia. Beetaglukaani

myos vaikuttaa terveytta edistavasti ihmiskehon sokeri- ja rasvametaboliaan ja
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kasvattaa Thl lymfosyyttien maaréa verenkierrossa, joka tehostaa vastustusky-
kya allergioita vastaan. [22, s. 628—629.] Vesiliukoisten beetaglukaanien on ha-
vaittu olevan biologisesti aktiivisempia, kun niita on verrattu veteen liukenemat-
tomiin beetaglukaaneihin [22, s. 625]. On osoitettu, ettd kaikista merkittdvimmin
immuunipuolustukseen vaikuttavat vesiliukoiset ja etanolilla saostettavat B-1,3-
D ja B-1,6-D glukaanit [27, s. 283]. Ganoderma-lajien polysakkarideista tehdyt
tutkimukset keskittyvat pitkalti sen antituumorisiin ominaisuuksiin, jotka liittyvat
immuunijarjestelmassa tapahtuviin muutoksiin, mutta myos soluja saatelevia ja
suojaavia vaikutuksia on havaittu. [27, s. 283.] Ganoderma lucidum -sienilajissa
olevilla triterpenoideilla on havaittu lukuisia erilaisia terveysvaikutuksia. Naita
ovat esimerkiksi niiden antituumoriset, maksaa suojaavat seka verenpainetta ja
kolesterolia alentavat vaikutukset. Ganoderma lucidum -sienen farmakologisia
vaikutuksia on esitetty kuvassa 8, josta voidaan todeta, ettd mahdollisia terveys-
vaikutuksia on runsaasti ja ne ovat ominaisuuksiltaan moninaisia. Taman takia
Ganoderma lucidum on mielenkiintoinen ja hyodyllinen biolaéketieteen tutki-
muskohde myo6s tulevaisuudessa. [15, s. 2]

-

Anti-hapatatoxic and
hepatoprotective

Anti-tumor

Anti-angicganic

Anti-hypertensive

— Efiects of triterpencids

Hypocholesterolemic

Anti-histaminic

Ganoderma lucidum
pharmacological effects

— Platelet aggregation

Complement inhibition

Anti HIV

Anti-tumor effect through
immunomadulation

I

.

Anti-tumor effect through
anti-angiogenesis

—Effects of polysaccharide:

L_|| Cell protection from free
radicals and peroxidation

Kuva 8. Ganoderma lucidum -sienilajissa esiintyvien triterpenoidien ja polysak-
karidien terveysvaikutukset [27, s. 277].
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Useat in vitro -tutkimukset ja eldinkokeet tukevat kasitysta Ganoderma lucidum
-sienen terveytta edistavista vaikutuksista, mutta osa inmiskokeista saaduista
tuloksista on ollut riittamattomia, eivatka ne ole aina vastanneet in vitro -tutki-
muksissa l0ydettyja havaintoja. Haasteena on erityisesti tutkimuksissa kaytetta-
vien valmisteiden erilaisuus, jonka takia tutkimustulosten vertailu on hankalaa.
Terveysvaikutusten validoimiseen vaaditaan siten lisda hyvin suunniteltuja Kliini-
sid tutkimuksia, joissa vaikuttavien aineiden pitoisuus, bioaktiivisuus ja biosaa-
tavuus on tarkasti maaritetty. [32, s. 1168-1169; 33, s. 10-11]

4 Bioaktiivisten ainesosien uuttaminen eloperaisesta materi-
aalista

Uuttaminen on aineiden erilaisiin liukoisuuksiin perustuva erotusmenetelma,
jossa kemiallinen yhdiste tai yhdisteryhma uutetaan sen alkuperaisesta faasista
toiseen faasiin. Uutettava aine voi olla olomuodoiltaan kiintea, neste tai kaasu.
Eloperaisen materiaalin uuttamista tehdaéan esimerkiksi kiinte&-nesteuuttona,
jossa kiinteasta faasista uutetaan halutut ainesosat nestemuodossa olevaan liu-
ottimeen. [34.] Eloperaisen materiaalin uuttaminen alkaa liuottimen ty6ntymi-
sella matriisiin, jonka jalkeen liuotettavat yhdisteet liukenevat liottimeen. Uutet-
tavat yhdisteet diffuntoituvat liuottimen mukana pois matriisista, jolloin ne voi-

daan ottaa talteen. [35, s. 1.]

Uuttotehokkuuteen vaikuttaa yleisesti liuottimen ominaisuudet, raakamateriaalin
partikkelikokojakauma, liuottimen ja liuotettavan ainemaarien suhde seka uuton
lampdtila ja kesto. Liuotinta valittaessa tulee erityisesti ottaa huomioon sen liu-
otusominaisuudet ja niiden yhteensopivuus liuotettavien yhdisteiden kannalta,
mutta myos sen hinta ja turvallisuus. Yleisesti voidaan todeta, etta mita pie-
nempi partikkelikoko, niin sitd parempi on uuttosaanto. T&ma johtuu siita, etta
liuotin pystyy penetroitumaan tehokkaammin uutettavien partikkelien sisélle ja
uutettavat yhdisteet diffuntoituvat helpommin ulos partikkeleista. Liian pienet
partikkelit voivat kuitenkin aiheuttaa uutteen liiallisen imeytymisen partikkeleihin
ja vaikeuttaa suodattamista. Korkea lampétila parantaa liukenevuutta ja dif-

fuusiota, mutta se voi samalla lisatéa uutettavien yhdisteiden hajoamista.
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Uuttoajan pidentdminen parantaa uuttosaantoa, kunnes liuotettava aine on ta-
sapainotilassa matriisin sisé- ja ulkopuolella. Myds liuotinmaaran kasvattaminen
parantaa uuttosaantoa, mutta pidentdd samalla konsentroinnin kestoa. [35, s.
1-2.]

Eloperaisen aineksen onnistunut uuttaminen vaatii tarkkaa ymmarrysta matriisin
ja uutettavien yhdisteiden biokemiallisesta luonteesta, jotta uuttoon voidaan so-
veltaa vaadittavia fysikaaliskemiallisia ilmiditd. Uuttomenetelméan oikealla valin-
nalla on siten ratkaiseva merkitys onnistuneen lopputuloksen kannalta. [36, s.
66.] Haasteena ovat uutettavien ainesosien vahainen osuus eloperaisessa ai-
neksessa seka monimutkaiset ja aikaa vievat prosessit [34, s. 1]. Elidbmaail-
masta |0ytyy suuri maara erilaisia matriiseja ja yhdisteita, jotka luovat myos

omalta osaltaan haasteita uuttoprosessiin.

4.1 Uuttomenetelmia

Tavanomaisiin uuttotekniikoihin kuuluvat arkielamasta tuttu liotus- ja keittouutto.
Muita yleisia tekniikoita ovat esimerkiksi maserointi, perkolaatio, refluksi- ja Sox-
hlet-uutto [37, s. 498]. Perinteisissd menetelmissa uuttosaanto saattaa kuitenkin
olla vahainen, ja ne voivat vaatia pitkan prosessiajan seka suuren maaran ym-
paristblle haitallisia liuottimia. Liséaksi perinteiset uuttomenetelmét saattavat ai-
heuttaa lampdherkkien yhdisteiden tuhoutumisen, jonka takia ne eivat valtta-
matta sovellu tietyille yhdisteille. [36, s. 65.] Naista syista johtuen uusia ymparis-
toystavallisempia, tehokkaampia ja soveltuvampia menetelmia kehitetaan jatku-
vasti. Uuttoprosessia on pyritty tehostamaan esimerkiksi mikroaaltoihin, ultrada-
neen, entsyymeihin tai ylikriittiseen nesteeseen perustuvilla tekniikoilla. [37, s.
498.] Tassa insin6oritydssa syvennytadn uudempiin uuttotekniikoihin, koska nii-
den avulla on mahdollista vahentaa uuttoon kaytettadvaa aikaa ja energiaa seka
parantaa saantoa. Nain voidaan vahentad ymparistélle aiheutuvaa kuormitusta

ja saastaa resursseja.
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4.1.1 Kuumavesiuutto

Kuumavesiuutto on helppoutensa ja vahaisten laitekustannusten johdosta ylei-
sesti kaytetty uuttomenetelma. Menetelmé& on nimensa mukaisesti uuttamista
veden ja korkean lampdtilan avulla, joka tehostaa aineosien uuttumista veteen.
Menetelman heikkouksia ovat sen suuri energiavaatimus, prosessointiaika ja
korkeat lampadtilat, jotka saattavat olla haitallisia termolabiileille yhdisteille. [38,
s. 5.] Tasta syysta kuumavesiuuton kesto ja lampotila on syyta optimoida kayte-
tylle raaka-aineelle mahdollisimman sopivaksi. Kuumavesiuuton saantoa on py-
ritty tehostamaan myds korkealla paineella, jolloin puhutaan paineistetusta kuu-

mavesiuutosta.

4.1.2 Mikroaaltoavusteinen uutto

Mikroaaltoavusteinen uutto on menetelma, joka perustuu mikroaaltojen kuu-
mentavaan vaikutukseen. Sen seurauksena soluissa oleva vesi hdyrystyy ja ai-
heuttaa soluihin valtavan paineen. Soluihin kohdistuva valtava paine saa solut
hajoamaan, jolloin niiden sisaltd diffuntoituu kaytettavaan liuottimeen. Mikroaal-
tohin perustuvaa tekniikkaa on hyédynnetty useiden erilaisten kemiallisten ai-

nesosien uuttamisessa luontaisista lahteista. [39, s. 3.]

Mikroaallot ovat korkeataajuisia sdhkdmagneettisia sateilyaaltoja sahko- ja
magneettikentassa, joiden varahtelytaajuus on 0,3—300 GHz [40, s.280; 41, s.
838]. Niiden kuumentava vaikutus johtuu dielektrisestéd kuumenemisilmiosta,
joka on riippuvainen aineen kyvysta absorboida mikroaaltojen tuottamaa ener-
giaa ja muuntaa se lampdoenergiaksi. Jotta aine voi tuottaa lampodenergiaa mik-
roaaltojen vaikutuksesta, sen taytyy sisdltaa sdhkodipoleja eli olla sdhkdisesti
polaarinen. Aineen dielektriset ominaisuudet vaikuttavat siten mikroaaltojen ai-
heuttamaan lammitysvaikutukseen. Aineen kykyd muuntaa sdhkémagneettista
energiaa lammoksi annetussa lampdotilassa ja annetulla taajuudella ilmaistaan

kaavalla 1.
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tand = ¢"/ ¢ (1)

tan 6 on havidotangentti
¢” on dielektrinen havio

¢’ on dielektrinen vakio

Dielektrinen havio kertoo mikroaaltoenergian suhteellisesta maarasta, joka
muuntuu aineessa lampoéenergiaksi, ja dielektrinen vakio kuvaa molekyylien ky-
kya polarisoitua sahkokentan vaikutuksesta. Tehokkaan mikroaalloilla tapahtu-
van lammityksen vaatimuksena on riittavan suuri tan d-arvo. Mikroaallot asetta-
vat aineen dipolit linjaan s&hkdkentassa, ja sahkokentan varahdellessa, dipoli-
kentta yrittaa jarjestaytya muuttuvan sahkdkentan mukaisesti. Tama aiheuttaa
molekyylien vélista kitkaa ja dielektrista haviota, joka tuottaa lampobenergiaa.
Liian suuri tai matala taajuus heikentdd mikroaaltojen kykya tuottaa lampdoa.
Tama johtuu siitd, etté taajuuden ollessa suuri, dipoleilla ei ole tarpeeksi aikaa
jarjestaytya. Jos taajuus on lilan matala, dipolit ehtivat jarjestaytya lilkaa. Tasta
johtuen monissa kaupallisissa tuotteissa on paadytty kayttamaan mikroaaltoja,
joiden taajuus on 2,45 GHz. Tama taajuus mahdollistaa tehokkaan lammaon-
tuoton, koska molekyylien dipoleilla on aikaa jarjestaytya riittavasti uudelleen,

mutta ne eivat taysin ehdi seurata muuttuvaa sahkodkenttaa. [41, s. 839.]

Mikroaaltoavusteisessa uutossa liuotin ja liuotettava aine voivat olla dielektrisilta
ominaisuuksiltaan erilaisia, mika vaikuttaa osaltaan uuttoprosessiin. Esimerkiksi
liuottimen dielektrinen havidarvo voi olla pieni, kun liuotettavan aineen dielektri-
nen havidarvo voi olla suuri. Talléin liuotettava aine kuumenee mikroaaltojen
vaikutuksesta ja diffuntoituu liuottimeen, jota mikroaallot eivat ole kuumenta-
neet. Liuottimen ja liuotettavan aineen ominaisuuksien ja niiden ainesosien suh-
teen lisdksi mikroaaltoavusteiseen uuttoon vaikuttavat esimerkiksi mikroaaltojen

intensiteetti, uuttoaika ja lampétila. [36, s. 70-73.]

Perinteisten lammitysmenetelmien heikkoutena ovat niiden suhteellinen hitaus
ja se, ettd lammaon jakautuminen on riippuvainen konvektiovirroista ja erilaisten

aineiden lammaonjohtokyvysta. Tama aiheuttaa lampdétilaeroja lammittavan
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kontaktipinnan ja aineen valille, mutta saattaa luoda myos merkittavia lampatila-
eroja ainemassan sisalla, mika voi johtaa aineen paikalliseen ylikuumenemi-
seen, ja aiheuttaa termolabiilien yhdisteiden hajoamisen. Mikroaaltojen avulla
aine voidaan lammittad tehokkaammin ja tasaisemmin, joka vahentaa lampotila-
eroja. Kuvassa 9 on esitetty mikroaalto- (a) ja 6ljylammitteisen (b) astian lampo-
tilaprofiileja, josta ndhdaan kuinka mikroaallot [ammittavat l&ahes tasaisesti as-
tian sisélla olevan aineen, mutta 6ljylammitteisessa astiassa aine lampenee en-
sin reunoista. Astian materiaalivalinnalla ja laitteiston tarkalla suunnittelulla voi-
daan edelleen tehostaa lammitettavan aineen tasalaatuista lampenemista. [41,

s. 840.]

500 460
73 < W 440
g g
450 ' 5
3!37 ;_,? 1420
g 2 N 1o
a00 |l © R
380
350 1 360
340
300 120

(a) (b)

Kuva 9. Mikroaalto- (a) ja 6ljylammitteisen (b) astian lampétilaprofiilit [41, s.
841].

Mikroaaltojen kayttaminen nopeuttaa bioaktiivisten yhdisteiden uuttoprosessia
ja parantaa niiden saantoa. Mikroaaltoavusteista uuttoa voidaan pitdd myos vih-
reand teknologiana, silla sen avulla voidaan vahentd& uuttoprosessissa kaytet-
tyjen liuottimien maaraa. Nama tekijat tekevat mikroaaltoavusteisesta uuttami-

sesta kiinnostavan ja hyddyllisen menetelman. [40, s. 280.]
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4.1.3 Ultradaniavusteinen uutto

Ultradanet ovat aaniaaltoja, joiden taajuus on suurempi kuin 20 kHz [42]. Niiden
avulla voidaan parantaa uuton saantoa ja nopeutta, minka takia uuttolampaétilaa
voidaan alentaa ja liuottimien maaraa vahentaa. Ultradénella voidaan parantaa
uuton tehokkuutta merkittavasti jo prosessin alkuvaiheessa, joka tekee siita
houkuttelevan menetelman teollisuudelle. Hy6tyihin lukeutuu myds energiate-

hokkuus, vahainen huoltotarve ja helppo asennus. [43, s. 110; 43, s. 116.]

Ultradanet aiheuttavat valiaineeseen tihentymia ja harventumia, jotka luovat
suuria leikkausvoimia aiheuttavia kavitaatiokuplia. Kuplien puhjetessa syntyy
shokkiaalto, joka nostaa lampétilan ja paineen paikallisesti erittain korkeaksi.
Lamp6tilan nousu parantaa uutettavan aineen liukenemista liuottimeen ja hel-
pottaa sen diffuusiota matriisin ulko-osiin. Paineen nousu vastaavasti parantaa
liuottimen kulkeutumista matriisiin ja yhdisteiden siirtymista. Kavitaatiokuplien
imploosio eli kappaleen &killinen sisaanpain luhistuminen saattaa osua myos
kiinte&dn matriisin pintaan, jolloin solurakenne voi hajota ja solun sisélla oleva ai-
nes vapautuu liuokseen. [43, s. 110] Kuvassa 10 nahdaan, kuinka ultraaanen
synnyttama kavitaatiokupla iskeytyy ja puhkeaa soluseinaman pinnalla (a ja b),
luoden shokkiaaltoja ja mikropurkauksia (c), jotka hajottavat soluseindman ja

vapauttavat solun siséisen aineksen liuokseen (d).

d

€ )

e e e e

Kuva 10. Ultraddnen aiheuttaman kavitaatiokuplan iskeytyminen solumatriisiin
[43, s. 110].

Tavallisten uuttoon vaikuttavien tekijoiden lisaksi ultraganiavusteiseen uuttoon

vaikuttaa esimerkiksi ultradanen voimakkuus, taajuus ja pulssisuhde seka
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kaytettavan astian geometria. Naiden tekijéiden optimointi on tarkeaa, jotta pro-
sessi olisi tuotannollisesti ja taloudellisesti mahdollisimman onnistunut. [43, s.
110.]

Ultradanen voimakkuuden kasvattaminen lisdé usein uuton saantoa, ja valilla
voimakkuus korreloi lineaarisesti saannon kanssa. Voimakkuuden lisaéaminen
voi myds vahentaa uuttoon kaytettavaa aikaa ja saattaa muuttaa uutettavien ai-
nesosien suhdetta. Voimakkuuden lisédminen ei kuitenkaan valttamatta enaa
tehosta uuttoa sen jalkeen, kun soluja hajottava vaikutus on saavutettu. Varsi-
naista akustista energiaa on kuitenkin vaikea mitata, eika voiman tiheys ole
kauttaaltaan sama, mika voi aiheuttaa haasteita, kun arvioidaan voimakkuuden

aiheuttamia vaikutuksia. [43, s. 111.]

Ultradanen taajuus vaikuttaa kavitaatiokuplien kokoon. Mitéa matalampi taajuus,
sitd suurempia kavitaatiokuplat ovat. Suuremmat kuplat aiheuttavat voimak-
kaampia imploosioita, jotka parantavat uuton tehokkuutta. Taajuudella saattaa
olla vaikutusta myos ultradénen aiheuttamaan aineiden kulkeutumiseen. Opti-
maalinen taajuus uuton kannalta riippuu mahdollisesti uutettavan matriisin koos-
tumuksesta. [43, s. 114.]

Astian geometria, nestekorkeus ja ultraddnielementtien sijoittelu taytyy ottaa tar-
kasti huomioon, jotta maksimaalinen maara energiaa saadaan siirrettya liuok-
seen. Optimaalisen tuloksen saavuttamiseksi taytyy yleensa kokeilla erilaisia
astioiden geometrioita ja ultradénielementtien sijainteja, mutta myés monia nu-
meerisia simulaatiota on kehitetty havainnollistamaan erilaisten jarjestelmien
toimintaa. [43, s. 115]

4.1.4 Entsyymiavusteinen uutto

Entsyymiavusteinen uutto perustuu entsyymien kykyyn alentaa substraattiin
kohdistuvan reaktion aktivaatioenergiaa. Entsyymit muodostavat substraatin
kanssa heikkoja vuorovaikutuksia, jotka pakottavat sen siirtymaétilaan. Tama va-

pauttaa energiaa, joka katalysoi reaktiota. [44, s. 67.] Entsyymien avulla
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voidaan hajottaa seka heikentaa soluseinamia ja solukalvoja, joka tehostaa bio-
aktiivisten ainesosien uuttumista. Soluseinaman rakennetta voidaan rikkoa esi-
merkiksi sellulaaseilla, hemisellulaaseilla ja pektinaaseilla, jotka hydrolysoivat
soluseinan eri rakenneosia ja parantavat siten soluseinén lapaisevyytta. [45, s.
39.]

Entsyymien tehokas kayttdminen uuttoprosessissa vaatii ymmarrystéa niiden ka-
talyyttisista ominaisuuksista, vaikutustavoista ja optimaalisista kayttoolosuh-
teista, joita ovat esimerkiksi aika, lampotila, pH ja entsyymien konsentraatio.
Kaytettavaa entsyymia tai entsyymeja valitessa on tarkead huomioida kohde jo-
hon entsyymit vaikuttavat, jotta valitut entsyymit pystyvéat katalysoimaan koh-
teessa tapahtuvia reaktioita. [45, s. 39; 45, s. 42—-43.]

Entsyymiavusteisen uuton on osoitettu nopeuttavan uuttoa, parantavan saantoa
seka vahentavan energian ja liuottimien kulutusta perinteisiin uuttomenetelmiin
verrattuna, mika tekee siita ymparistoystavallisemman uuttomenetelman. Ener-
gian kulutusta vahentaa se, etta entsyymien ansioista voidaan alentaa uuttopro-
sessissa vaadittavaa lampdtilaa, aikaa ja materiaalia. Entsyymien avulla voi-
daan myds mahdollisesti vahentda vaadittavia prosessivaiheita, joka voi paran-
taa energiatehokkuutta. Menetelmén haasteena ovat kuitenkin olosuhteiden
vakioiminen teollisessa mittakaavassa, kallis hinta ja epataydellinen hydrolyysi.
[45, s. 41; 46, s. 303]

4.2 Polysakkaridien uuttaminen sienista

Bioaktiivisten polysakkaridien taloudellinen ja energiatehokas uuttaminen
sienistd on monimutkaisten solurakenteiden takia haastavaa, joten optimaalisen
uuttomenetelman valinta vaatii ymmarrysta soluseindn ja uutettavien
polysakkaridien ominaisuuksista [38, s. 3; 39, s. 2]. Uuttoprosessilla voidaan
vaikuttaa esimerkiksi polysakkaridien saantoon, suhdelukuun, rakenteeseen ja
bioaktiivisuuteen, mika tulee huomioida valitessa sopivaa uuttomenetelmaa.
Naiden liséksi pitdd huomioida myés tuotantotekniset haasteet,

tuotantokustannukset ja ymparistoystavallisyys. [38, s. 3; 38, s. 13]
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Polysakkaridien uuttaminen sienista perinteisilla uuttotekniikoilla on usein
tehotonta, minka takia uusia innovatiivisia uuttotekniikoita on pyritty ottamaan

kayttoon [39, s. 3].

Polysakkaridien uuttaminen sienista voidaan jakaa kolmeen eri vaiheeseen,
joihin kuuluvat esikasittely, uutto ja puhdistus. Esikasittelyyn kuuluvat
esimerkiksi lipidien poistaminen orgaanisilla liuottimilla ja alhaisen
molekyylipainon omaavien epapuhtauksien poistaminen alkoholilla, mutta myo6s
entsymaattinen kasittely sekéa raaka-aineen jauhaminen ja homogenointi.
Uuttamisen jalkeen polysakkaridit voidaan tarvittaessa edelleen puhdistaa
esimerkiksi saostamalla, deproteinisoimalla tai dialyysilla. Tyypillisesti
polysakkaridit saostetaan etanolilla. Useimmat sienien bioaktiiviset
polysakkaridit ovat polaarisia ja hyvin liukenevia yhdisteita, minka takia niita
voidaan uuttaa vedella. Sienet sisaltavat kuitenkin myos heikosti liukenevia ja
viskoosisia polysakkarideja, joiden tehokas uuttaminen perinteisin menetelmin

vaatii korkeampaa uuttolampdétilaa tai pidempaé uuttoaikaa. [38, s. 3]

Kuumavesiuutto on hyvin yleinen tapa uuttaa polysakkarideja, koska se on
helppo toteuttaa, eika se vaadi kalliita laiteinvestointeja. Pitka uuttoaika, korkea
lampdtila ja suuri vaadittava liuotinmaara tekevat siitéa sellaisenaan heikosti
teollisuuden kayttoon soveltuvan menetelman. Korkeat lampatilat voivat
aiheuttaa proteiinien koaguloitumista, hiilihydraattien rakenteellisia muutoksia ja
termolabiilien yhdisteiden tuhoutumista, kun taas pidempi uuttoaika saattaa
johtaa ei-haluttujen ainesosien vapautumiseen. Vesiuuttoa voidaan kuitenkin
tehostaa kayttamalla apuna esimerkiksi mikroaaltoja, ultraaganta, entsyymeja ja
korkeaa painetta. Kuumavesiuutto tapahtuu tavallisesti 50-100 celciusasteessa
ja sen kesto on 1,5-5 tuntia. LAmpdtilan nostamisen on osoitettu lisdavan
1,3:1,6-B-glukaanien saantoa ilman, etta silla olisi merkittdvaé vaikutusta niiden
haarautumiseen. Yli 100 celsiusasteen lampdtila voi kuitenkin aiheuttaa bee-
taglukaanien hajoamista, eikd kolmoiskierrettd enaa havaittu tutkimuksessa,
jossa uuttolampdtila oli yli 150 celsiusastetta 15 minuuttia. Esimerkiksi Grifola
frondosa -sienilajin eli koppelokaavan kuumavesiuutossa suurin polysakkari-

disaanto saatiin 121 celsiusasteen lampdtilassa. [38, s. 3-5.]
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Mikroaaltoavusteinen uutto parantaa perinteisiin menetelmiin verrattuna poly-
sakkaridien uuttosaantoa seka vahentaa uuttoon vaadittua aikaa ja energiaa.
Polysakkaridien mikroaaltoavusteisessa uutossa on otettava huomioon mikro-
aaltojen intensiteetti, joka saattaa liilan suurena heikentaa saantoa. Tama saat-
taa johtua siita, etta liian suuri energiamaara aiheuttaa hairidita molekyylien vali-
siin vuorovaikutuksiin. Mikroaaltoaltistuksen pidentaminen nostaa aineen lam-
potilaa, joka parantaa polysakkaridien uuttumista, mutta saattaa lisata termola-
biilien polysakkaridien hajoamista. Menetelman heikkoutena ovat suuret laite-
kustannukset ja edella mainittu mahdollinen termolabiilien polysakkaridien ha-
joaminen. [38,s.7; 38, s. 13]

Ultradaniavusteisen uuton avulla voidaan vahentdéd uutossa kaytettavaa aikaa
ja lampdtilaa, jonka takia sita voidaan hyddyntaa termolabiilien polysakkaridien
uuttamisessa [39, s. 2]. Ultraddnen kaytossa tulee kuitenkin valttaa liian suurta
tehoa, koska se saattaa aiheuttaa muutoksia polysakkaridien rakenteeseen.
On osoitettu, ettd ultrad&niavusteisessa uutossa polysakkaridien ja muiden
makromolekyylien saanto syotavista sienista oli 52-129 % suurempi kuin kuu-
mavesiuutossa. Ultradaniavusteisten Ganoderma lucidum -uutteiden on ha-
vaittu sisaltavan 77,6 % enemman 1,3:1,6-B-glukaaneja kuumavesiuuttoon ver-
rattuna. Ultradaniavusteisesti uutettujen Ganoderma-lajien beetaglukaanien on
huomattu myds olevan molekyylipainoltaan suurempia, optimaalisemmin haa-
rautuneita ja antioksidanttisilta ominaisuuksiltaan parempia perinteisiin uuttome-

netelmiin verrattuna. [39, s. 2; 38, s. 6.]

Entsyymiavusteinen uutto on tehokas, ymparistdystavallinen, spesifi ja energia-
tehokas uuttometodi. Entsyymien avulla voidaan hajottaa uutettavien sienien
soluseind, joka lisda uutosta saatavien polysakkaridien saantoa. Entsymaatti-
sessa uuttoprosessissa on tarkeda varmistaa, etté toimintaolosuhteet ovat ent-
syymeille otolliset. Entsyymien toimintaan vaikuttavia tekijoitéa ovat esimerkiksi
lampdtila, liuenneen hapen maara, kofaktorit ja pH. Tyypillisesti sienista saata-
vien polysakkaridien entsymaattisessa uutossa kaytetaan sellulaasientsyymeja,

mutta myos papaiini- ja pektinaasientsyymeja. [38, s. 9]
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5 Tarkeimmat havainnot teoriaosuudesta kokeellisen osuuden
kannalta

1,3:1,6-B-glukaanien uuttamiseen valittiin tdssa tydssa kuumavesiuuttomene-
telma, silla muiden uuttotekniikoiden hyddyntamiseen ei ollut saatavilla resurs-
seja. Saatua tietoa optimaalisesta uuttolampdtilasta ja ajasta voidaan kuitenkin
soveltaa arvioidessa sopivia parametreja myds muille uuttotekniikoille. Teoria
tukee sienipolysakkaridien uuttamista vedelld, mutta toteaa menetelman vaati-
van korkeaa lampotilaa ja pitkdd uuttoaikaa. Ganoderma lucidum -sienilajin ra-
kenne on sitkea ja puumainen, minké takia polysakkaridien uuttaminen kuuma-
vesiuuttomenetelmalla saattaa olla erityisen haastavaa. Taman takia uuttamista
paatettiin kokeilla suhteellisen korkeilla lampaétiloilla ja pitkilla uuttoajoilla, joiden
pitaisi parantaa beetaglukaanisaantoa. Naytteenottoajankohdat ja uuttolampati-
lat pyrittiin maarittamaan siten, etta niiden vaikutus naytteiden beetaglukaanipi-
toisuuksiin voitaisiin ndhda selvasti. Yleisesti suuntaa antoivat tutkimuskirjalli-
suudesta loytyvat lampdtila- ja aika-arvot, joilla polysakkarideja on onnistuneesti
uutettu sienistd. Beetaglukaanin tuhoutumista naissa lampétiloissa pidettiin siksi

epatodennéakdisena.

6 Tutkimusaineisto ja menetelmat

Kokeellisen osuuden tarkoituksena oli selvittaa, miten lampdétila ja aika vaikutta-
vat 1,3:1,6-B-glukaanin uuttamiseen Ganoderma lucidum -sienilajista kuumave-
siuuttomenetelmalld. Vesiliuokseen siirtyneen 1,3:1,6-B-glukaanin maaraa arvi-
oitiin vertaamalla raakajauhenayteen 1,3:1,6-B-glukaanipitoisuutta koeuutteista
kerattyjen kiintoainejaamanaytteiden 1,3:1,6-B-glukaanipitoisuuksiin. Raakajau-
henayte valmistettiin uuttoprosessia lukuun ottamatta samalla tavalla kuin kiin-
toainejdamanaytteet. Raakanayte ja koeuutteiden kiintoainejddmat analysoitiin
Megazyme-yrityksen sienten ja hiivojen 1,3:1,6-3-glukaanipitoisuuksien mittaa-
miseen tarkoitetun testikitin ja analysointimenetelmén avulla (Mushroom and
Yeast Beta-glucan Assay Procedure K-YBGL 02/21). Analysointimenetelma I6y-

tyy kokonaisuudessa liitteesta 1.
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6.1 Naytteiden valmistus

Naytteiden valmistus aloitettiin esijauhamalla vasaramyllylla sarvityypin
Ganoderma lucidum -sienipaloja, jotka oli kuivattu ja varastoitu valolta suojat-
tuna 13.7.2021. Vasaramyllyn avulla sienipalat saatiin jauhettua partikkeleiksi,
joiden koko oli alle 5 millimetrid. Esijauhettua sieniainesta jauhettiin taman jal-
keen tarinamyllylla, jossa vapaasti likkuvat metallitangot jauhavat tarinaliikkeen
vaikutuksesta sieniaineksen hienojakoiseksi jauheeksi. Kuvassa 11 ndhdaan
kokonaisia Ganoderma lucidum -sienipaloja ennen jauhatusta seka esi- ja hie-

nojauhettua ainesta.

Kuva 11. Kuvassa vasemmalla on kokonaisia paloja, keskella karkeaa esijau-
hettua ainesta ja oikealla hienojakoista jauhetta.

Uuttaminen tehtiin 20 litran kannellisissa teraskattiloissa ja lampotilasaadellyilla
keittolevyilla. Lampdtila varmistettiin viela erillisella lampétilamittarilla. Jokaiseen
uutokseen kaytettiin 0,5 kilogrammaa hienoksi jauhettua sienijauhetta ja 10 lit-
raa ionivaihdettua vettd, eli aineisosien massojen suhde oli 1:20. Koeuutokset
tehtiin kolmessa eri lampdotilassa, jotka olivat 60, 80 ja 100 celsiusastetta. Jokai-
sesta uutoksesta otettiin naytteet 2, 4 ja 6 tunnin valein. Naytteita oli siten yh-
teensa yhdeksan kiintoainejgamanaytetta ja yksi raakajauhenayte. Tasalaa-
tuiseksi sekoitettu sienijauhe liséttiin veden joukkoon ja vispattiin
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homogeeniseksi liuokseksi. Ajan ottaminen kaynnistettiin, kun vesi oli saavutta-

nut tavoitelampdotilansa.

Ennen naytteen ottamista uute vispattiin uudelleen mahdollisimman homogee-
niseksi ja suodatettiin 100 mikrometrin suodattimella ylimaaraisen nesteen pois-
tamiseksi. Jokaista suodatettua kiintoainejaamanaytetta kerattiin 20 grammaa,
ja naytteet huuhdeltiin edelleen 0,5 litrassa ionivaihdettua vettd mahdollisten
nesteeseen jaaneiden beetaglukaanijadmien varalta. Huuhtelun jalkeen nayt-
teista poistettiin edelleen ylimaarainen neste 100 mikrometrin suodattimella ja
naytteita kuivattiin uunissa 6 tuntia 50 celsiusasteessa. Naytteet siirrettiin kui-
vaamisen jalkeen 0,5 litran ilmatiiviisiin muovitaskuihin ja pidettiin valolta suojat-

tuna naytteiden analysoimiseen asti.

6.2 1,3:1,6-B-glukaanin pitoisuuden analysointi

Kiintoainejadmanaytteet ja raakajauhenayte analysoitiin Megazyme-yrityksen
1,3:1,6-B-glukaanin pitoisuuden maarittamiseen tarkoitetulla analysointimenetel-
malla (Mushroom and Yeast Beta-glucan Assay Procedure K-YBGL 02/21),
jonka yksityiskohdat I6ytyvat liitteesta 1. Menetelma koostui kahdesta eri
osasta. Ensimmaisessa osassa maaritettiin kokonaisglukaani, oligosakkaridien
D-glukoosi, sakkaroosi ja vapaa D-glukoosi. Toisessa osassa maaritettiin a-glu-
kaanit, sakkaroosin D-glukoosi ja vapaa D-glukoosi. Naytteiden pitoisuudet saa-
tiin maarittamalla absorbanssiarvot spektrofotometrisesti 510 nanometrin aal-
lonpituudella nollanaytetta vastaan. 1,3:1,6-B-glukaanin maara saatiin vahenta-
malla toisessa osiossa mitatun a-glukaanin ja muiden ainesosien maara ensim-
maisessa osiossa mitatusta kokonaisglukaanista ja muista ainesosista. Jat-
kossa ensimmaisessa osiossa maaritettyihin ainesosiin viitataan ainoastaan ko-

konaisglukaanina ja toisessa osiossa maaritettyihin ainesosiin a-glukaanina.

Kokonaisglukaani méaaritettiin liuottamalla ensin 1,3:1,6-B-D-glukaanit, 1,3-B-D-
glukaanit ja a-glukaanit jagkylmaan 12-molaariseen rikkihappoon ja sen jalkeen
hydrolysoitiin 2-molaarisella rikkihapolla. Jaljelle jadneet glukaaniosat hydro-

lysoitiin glukoosiksi kayttamalla exo-1,3-B-glukanaasia ja B-glukosidaasia.
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Naytteiden a-glukaanit ja sakkaroosi méaaritettiin hydrolysoimalla ne D-glukoo-
siksi ja D-fruktoosiksi, jonka jalkeen glukoosi saatiin maaritettya lisaamalla amy-
loglukosidaasin ja invertaasin yhdistelmaa seka glukoosin maaritysreagenssia.
Kaytettyjen kemikaalien tarkemmat tiedot 16ytyvat liitteesta 1.

Naytteista tehtiin erilliset naytteet kokonaisglukaanin ja a-glukaanin mittaamista
varten. Kaikille naytteille tehtiin rinnakkaisnaytteet, ja naytteet kahdennettiin me-
netelman loppuvaiheessa. Yhdesta naytteesta tehtiin siten yhteensa kahdeksan
absorbanssimittausta. Jokaista analysointikertaa varten tehtiin myos hiivakont-
rollinayte, kaksi nollanaytetta ja D-glukoosistandardi, johon kuului nelja saman-
laista glukoosistandardinaytetta. Hiivakontrollinaytetta voitiin kayttaa analyysin
luotettavuuden varmistamiseen, silla hiivakontrollindytteen beetaglukaanipitoi-
suus tiedettiin. D-glukoosistandardista saatiin absorbanssilukema 100 mikro-
grammalle D-glukoosia ja sen avulla maaritettiin kaavassa 2 esiintyva kerroin F.
Nollanaytteita kaytettiin poistamaan natriumasetaattipuskurin ja glukoosin maa-

ritysreagenssin vaikutus naytteiden absorbanssiarvoon.

7 Tulokset ja niiden tarkastelu

Taulukossa 2 esitetdén keskiarvo beetaglukaanin massaprosenttisesta osuu-
desta naytteissa. Alkuperaisnaytteiden ja rinnakkaisnaytteiden beetaglukaani-
osuuksien valisen eron vaihteluvali oli 1,31-5,16 massaprosenttiyksikkoa ja
vaihteluvalilla esiintyvien arvojen keskihajonta 1,09. Hiivakontrollindytteilla vas-
taava vaihteluvali oli 1,15-7,01 massaprosenttiyksikkoa ja keskihajonta 2,93.
Alkuperéisen raakanaytteen ja sen rinnakkaisnaytteen valinen ero beetaglukaa-
niosuudessa oli 1,48 massaprosenttiyksikkdd. Taulukkoon 2 on lisatty selitteet,
joiden avulla lukija voi tulkita taulukossa esiintyvia lyhenteité. Tuloksien raaka-
aineisto l0oytyy liitteesta 2, josta I6ytyvat naytteiden ja glukoosistandardien ab-
sorbanssiarvot ja naytteiden massat. Tuloksien analysoimisessa hyddynnettiin
Megazyme-yrityksen tarjoamaa Mega-Calc-laskentataulukkoa, jonka avulla
naytteiden beetaglukaaniosuudet laskettiin. Naytteiden beetaglukaanipitoisuu-

den laskemiseen kaytetddn kaavaa 2.
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Alfaglukaani (% E) = AA % 9,27 (2)

m
Beetaglukaani (% B) = kokonaisglukaani — alfaglukaani

. . m F
Kokonaisglukaani (% E) = AAW 90

100 (pug D-glukoosi)

F on - - - ,
glukoosistandardin absorbanssien keskiarvo

AA on reaktioabsorbanssista vahennetty nollandytteen absorbanssi

W on analysoitavan naytteen massa
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Taulukko 2. Naytteista saatujen beetaglukaanipitoisuuksien keskiarvot.

Keskiarvo beetaglu- Keskiarvo beetaglu-
kaanin massapro- kaanin massapro-
Nayte senttisesta osuu- Nayte senttisesta osuu-
desta naytteissa (% desta naytteissa (%
m/m) m/m)
1.1 5.1
1.1 (K) 5.1 (K)
42,66 36,49
1.2 (R) 5.2 (R)
1.2 (RK) 5.2 (RK)
2.1 6.1
2.1 (K) 6.1 (K)
43,74 37,07
2.2 (R) 6.2 (R)
2.2 (RK) 6.2 (RK)
3.1 7.1
3.1 (K) 7.1 (K)
45,01 35,97
3.2 (R) 7.2 (R)
3.2 (RK) 7.2 (RK)
4.1 8.1
4.1 (K) 8.1 (K)
45,90 38,21
4.2 (R) 8.2 (R)
4.2 (RK) 8.2 (RK)
Raakanadyte 1.1 9.1
Raakanayte 1.1 (K) 9.1 (K)
- 39,95 43,27
Raakanayte 1.2 (R) 9.2 (R)
Raakanayte 1.2 (RK) 9.2 (RK)
Hiivakontrolli 1.1 Hiivakontrolli 1.1
Hiivakontrolli 1.1 (K) 5408 Hiivakontrolli 1.1 (K) 52,07
Hiivakontrolli 1.2 (R) Hiivakontrolli 1.2 (R)
Hiivakontrolli 1.2 (RK) Hiivakontrolli 1.2 (RK)
Lyhenne Selite Lyhenne Selite
K Kaksoiskappale 5 80°C,4h
R Rinnakkaisndyte 6 80°C,6h
1 60°C,2h 7 90°C,2h
2 60°C,4h 8 90°C,4h
3 60°C,6h 9 90°C,6h
4 80°C,2h

Tuloksista ndhdaan, etta naytteissa 1-4 ja 9 on suurempi osuus beetaglukaania

kuin raakanaytteessa. Naissa naytteissa beetaglukaanin osuus on 2,71-5,95
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prosenttiyksikk6a suurempi kuin raakanaytteessa. Naytteissa 5-8 beetaglukaa-
nin osuus on 1,74-3,98 prosenttiyksikkda pienempi kuin raakanaytteessa. Nayt-
teissa olevan beetaglukaaniosuuden vaihteluvali on 35,97-45,90 m-% eli vaih-
teluvalin pituus on 9,93 prosenttiyksikkoa. Hiivakontrollinaytteiden beetaglukaa-
niosuudet ovat 54,08 m-% ja 52,07 m-%, joka on 5,08 ja 3,07 prosenttiyksikkda
suurempi kuin valmistajan ilmoittama 49 m-%. Naytteiden beetaglukaaniosuuk-
sien keskiarvo on 40,83 m-%, joka eroaa raakanaytteesta ainoastaan 0,88 pro-
senttiyksikkda. Tulosten keskihajonta on 3,54. Korrelaatiokerroin ajan ja nayttei-
den beetaglukaaniosuuden valilla oli naytteille 1-3 0,998, naytteille 4—6 -0,837
ja naytteille 7-9 0,976. Kuvassa 12 nahdaan graafinen esitys beetaglukaanin

massaprosenttisesta osuudesta naytteissa.
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Kuva 12. Keskiarvo beetaglukaanin massaprosenttisesta osuudesta néayt-
teissa.
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Kuvissa 13-15 havainnollistetaan erityisesti lampdtilan vaikutusta naytteiden
beetaglukaanipitoisuuteen. Kuvista havaitaan, etta beetaglukaaniosuus ja lam-
potila eivat korreloi lineaarisesti kesken&én. 2 tunnin naytteille korrelaatiokerroin
lampdtilan ja beetaglukaaniosuuden valilla oli -0,661, 4 tunnin naytteille -0,730

ja 6 tunnin naytteille -0,208.

2 tuntia uutetut naytteet
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Kuva 13. Beetaglukaanin massaprosenttinen osuus 2 tunnin naytteissa.

4 tuntia uutetut naytteet
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Kuva 14. Beetaglukaanin massaprosenttinen osuus 4 tunnin naytteissa.
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6 tuntia uutetut naytteet
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Kuva 15. Beetaglukaanin massaprosenttinen osuus 6 tunnin naytteissa.

Kuva 16 havainnollistaa veteen liuenneen beetaglukaanin osuutta, joka on las-
kettu vahentamalla raakanaytteen beetaglukaanipitoisuudesta kiintoainejadma-
naytteen beetaglukaanipitoisuus. Kuvasta 16 nahdaan, etta beetaglukaania ei
ole liuennut naytteista 1-4 ja 9, minka takia arvot ovat negatiivisia. Beetaglu-

kaania on liuennut naytteista 5-8 1,74-3,97 m-%.
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Naytteen uuttolampétila ja uuttoajan kesto

Kuva 16. Naytteista liuenneen beetaglukaanin massaprosenttinen osuus.

8 Yhteenveto jajohtopaatdkset

Laakinnalliset sienet sisadltavat monia erilaisia bioaktiivisia yhdisteita, joilla on
havaittu runsaasti erilaisia farmakologisia ominaisuuksia. Laakinnallisten sie-
nien avulla voidaan ehkaista, lievittaa tai parantaa sairauksia ja tukea terveel-
lista ruokavaliota. La&kinnallisiin sieniin kuuluvasta Ganoderma lucidum -sie-
nilajista on niin ik&an loydetty useita terveyteen vaikuttavia polysakkarideja ja
triterpeenejd, minka takia sita voidaan hyddyntaa esimerkiksi funktionaalisten

elintarvikkeiden, ravintolisien ja laakkeiden muodossa.

Bioaktiivisten aineosien uuttaminen eloperéisesta materiaalista vaatii tarkkaa
ymmarrysté uutettavan aineen matriisista ja uutettavien yhdisteiden biokemialli-
sesta luonteesta. Kuumavesiuutto on yleinen, mutta monesti tehoton mene-
telma sienipolysakkaridien ja muiden bioaktiivisten ainesosien uuttamiseen.

Useita erilaisia uuttotekniikoita on kehitetty parantamaan uuttosaantoa ja
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resurssitehokkuutta, joka vahentéa prosessin aiheuttamaa kuormitusta ympaéris-

tolle.

Taman tyon tavoitteena oli selvittdad, miten lampotila ja aika vaikuttavat
Ganoderma lucidum -sienilajista kuumavesiuuttomenetelmalla tehdyn uutteen
1,3:1,6-B-glukaanipitoisuuteen, ja l6ytaa optimaaliset uuttoparametrit, joiden
avulla prosessin uuttosaantoa, ekologisuutta ja resurssitehokkuutta voitaisiin

kasvattaa.

Tutkimuksen tulokset osoittavat, etta beetaglukaanin maara kiintoainejdama-
naytteissa ei vahene lineaarisesti lampdétilan tai ajan kasvaessa. Usean nayt-
teen kohdalla ajan pidentaminen jopa kasvattaa beetaglukaanin massaprosent-
tista osuutta kiintoainejadmanaytteessa, minka voisi olettaa johtuvan satunnais-
vaihtelun liséksi mahdollisesta beetaglukaanin konsentroitumisesta nayttee-
seen. Suurin muutos ndhdaan naytteiden 1-4 ja 5-8 valilla, jossa beetaglukaa-
nin massaprosenttinen osuus laskee selvemmin, mutta ero raakanaytteen ja
naytteiden 5-8 beetaglukaaniosuuksissa on edelleen marginaalinen. Lampdtila
saattaa kuitenkin osittain selittdd beetaglukaanin pienemp&d massaprosenttista

osuutta naytteissa 5-8.

Hiivakontrolleista mitattu beetaglukaanin massaprosenttinen osuus poikkeaa
hieman sen todellisesta maarasta, joka on 49 m-%. Tutkimuksessa, johon bee-
taglukaanimittaukset perustuvat, voidaan kuitenkin ndhda, etta rikkihapolla hyd-
rolysoidut Aspergillus niger mycelium (49 % B-glucan Megazyme Lot No.
130905a) -naytteet antavat suuremman kokonaisglukaanituloksen vetykloridiin
verrattuna, mika voi osaltaan selittéda hiivakontrollinaytteiden poikkeavia bee-
taglukaaniarvoja [23, s. 371]. Valmistaja on luvannut menetelmalla saaduille
beetaglukaanituloksille ainoastaan <5 % standardipoikkeaman, joten satunnais-
vaihtelu saattaa osaltaan selittda poikkeavuutta. Hiivakontrollinaytteista mitatun
ja todellisen beetaglukaaniosuuden valinen ero on kuitenkin niin vahainen, etta

analyyseja voidaan pitda onnistuneina.
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Ganoderma lucidum -sienilajissa olevan beetaglukaanin heikko liukeneminen
kuumavesiuutossa johtuu mahdollisesti sen kiintedsta ja puumaisesta raken-
teesta. Tuloksista voidaan paatella, etta beetaglukaanin tehokkaaseen uuttami-
seen Ganoderma lucidum -sienilajista vaaditaan todennakoisesti muita uuttotek-
niikoita. Esimerkiksi Viscozyme L -entsyymia on kaytetty onnistuneesti bee-
taglukaanisaannon parantamiseen [47, s. 235]. Myds mikroaaltojen ja ultrada-

nen avulla voitaisiin mahdollisesti kasvattaa beetaglukaanin uuttosaantoa.

Raakajauhenaytteen ja kiintoainejaamanaytteiden partikkelikokojakauman ja
kosteuspitoisuuden vakiointi seka naytteiden huuhtelu suuremmassa maarassa
liuotinta olisi lisannyt tulosten luotettavuutta. Naytteet olisi voitu myds sentri-
fugoida, mik& olisi saattanut vahentaa liuottimesta naytteeseen jaéneiden bee-
taglukaanijaamien maaradd. Useammalla raakanaytteella olisi saatu kartoitettua
tarkemmin raaka-aineen sisaltaman beetaglukaanin méaaraa, jolloin olisi voitu
tehda tarkempia johtopaatoksia beetaglukaanin liukenevuudesta kuumavesiuu-

tossa.

Naytteet 1-4 ja raakandyte seka naytteet 5-9 analysoitiin kahdessa eri sarjassa
aikarajoitusten vuoksi. Maarittamalla kaikki naytteet samalla kerralla olisi voitu
sulkea pois mahdollisuus siita, etta erot naytesarjojen valilla olisivat johtuneet
osaltaan poikkeavuuksista naytesarjojen kasittelyssa. Molemmat naytesarjat
tehtiin kuitenkin noudattamalla huolellisesti analysoinnissa kéaytettya ohjetta, jo-

ten naytteiden analysointi kahdessa eri sarjassa ei selittane tuloksia.

Tulevaisuudessa koe kannattaisi yrittaa toistaa edella mainituilla koejarjestelyyn
tehtavilla muutoksilla, jotta voitaisiin olla varmempia juuri ajan ja lampdtilan vai-
kutuksesta kuumavesiuutossa. Mikali tulokset edelleen toistuisivat samankaltai-
sina, voitaisiin todeta, ettd kuumavesiuutto ei ole itsesséén tehokas menetelma

Ganoderma lucidum -sienilajissa olevien 1,3:1,6-3-glukaanien uuttamiseen.

Erilaisten uuttomenetelmien ja niiden yhdistelmien vaikutusta 1,3:1,6-B-glukaa-
nien uuttumiseen Ganoderma lucidum -sienilajista olisi syyta tutkia tarkemmin,

koska niiden avulla uuttosaantoa voitaisiin todennékdisesti kasvattaa ja
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prosessin aika- ja energiatehokkuutta parantaa. 1,3:1,6-B-glukaanien uuttumista
kannattaisi tutkia lisdd myds muista sienilajeista, joiden solumatriisi on helpom-

min hajoava.

Yritys ei pysty suoranaisesti hydtdyntdmaan saatuja tuloksia prosessiparamet-
rien optimoinnissa. Tulosten perusteella voidaan kuitenkin todeta, etta yrityksen
kannattaa todennakoisesti keskittya kuumavesiuuton sijaan muihin uuttomene-
telmiin, kun Ganoderma lucidum -sienilajista uutetaan 1,3:1,6-B-glukaaneja. Yri-
tyksen kannattaisi kokeilla insindoritydn teoriaosuudessa esiintyvia uuttoteknii-

koita 1,3:1,6-B-glukaanisaannon parantamiseksi.
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Liite 1. Menetelmé 1,3:1,6-B-glukaanipitoisuuden maarittami-
seen (Megazyme Mushroom and Yeast Beta-glucan Assay Pro-
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Kuva 1. Mushroom and Yeast Beta-glucan analyysimenetelméan kansilehtinen.
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INTRODUCTION:

{1-3)-B-Glucans are widely distributed in nature, especially in algae,
fungi and yeast, but also in higher plants. They serve a variety of
biclogical functions. They form the major structural components of
cell walls, they act as storage carbohydrates and they sometimes play
a protective role by forming at specific sites in response to particular
stimuli such as wounding.! The medicinal properties of many species
of mushroom have been valued and utilised in traditional Chinese
medicine for centuries. More recent studies'-? have demonstrated
that the key active compounds are triterpencids, ergosteral and
most importantly |,3:1.6-B-glucan. This B-glucan activates the
immune system and may even have anti-carcinogenic properties.!-7
There is concern within the regulatory community regarding health
claims relating to nutritional supplements as well as the identity and
purity of these products.® and this relates particularly to medicinal
mushrooms where the key active components have been identified as
|.3:1.6-B-glucan, triterpencids and ergosteral. The |.3:].6-B-glucans
of several mushroom species have been studied in considerable detail
and the most predominant structural feature has been identified

as a |.3-f-glucan backbone with single D-glucosyl residues linked
|.6-B to every third® or fourth D-glucosyl unit in the |.3-B-glucan
backbone. However, much more complex structures have also been
reported. 014 The structures of mushroom and fungal B-glucans

are quite different to the cereal B-glucans (so-called mixed-linkage
f-glucans) that are linear polysaccharides in which D-glucosyl residues
are linked 1.3-8- and 1.4-B-, and the ratio of these linkage types
varies with the source of the B-glucan (e.g. ocats, barley and wheat).
Other B-glucans include cellulese (1.4-B-D-glucan) and curdlan
(1.3-B-D-glucan). A highly specific enzymic procedure has been
described for the measurement of cereal |,3:1 4-8-D-glu cans. 5. 16
Enzymic procedures have also been described for measurement

of 1.3:1.6-B-D-glucans in commercial yeast products,'?-'® howsver
while these procedures are very useful for this particular application,
they are less specific than the method that has been developed

for the measurement of cereal B-glucan.'5'8 Mo quantitative
enzymic procedure has been described for measurement of

g-glucan in mushreom fruiting bedies or mycelium. To date, many
of the methods developed for the measurement of B-glucan %20

in mushrocm are medifications of the Prosky?!+22 dietary fiber
procedure.

Thiz bocklet describes a method for the specific measurement of
(1-3)(1-8)-B-glucan in mushroom and mycelal products, yeast

and fungal preparations. ¥ The procedure readily allows the
measurement of mushroom products which are highly contaminated

with tt-glucans such as cereal starches.
|

Kuva 2. Ohjekirjan perehdytys beetaglukaanien ominaisuuksiin.
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PRIMCIFLE:

|.3:1.6-8-D-Glucans, |,3-5-D-glucans and a-glucans are solubilised
in ice cold 12 M H;50, and then hydrolysed to near completion in
2 M Hy50,2%2 Remaining glucan fragments are then quantitatively
hydrolysed to glucose using a miture of highly purified exc-1.3-8-
glucanase and B-glucosidase. This gives a measure of total glucan.
-Glucans and sucrosze are specifically hydrolyzed to D-glucose

and D-fructose and glucose is measured with amyloglucosidase

and invertase using GOPOD reagent [(-Glucan is determined by
difference. Pure mushroom samples contain a much higher B-glucan
content than do many commercial mushreom/mycelial products
available in capsule form (Tables | and 2. page & and 10).

In an alternative format for total glucan hydrolysis, the zample iz
suspended and stirred in 12 M HCI at 30°C for | h. The solution i
then diluted to 2 M with water and incubated at ~ 100°C in a boiling
water bath for 2 h. With most mushroom samples analysed, very
similar total glucan was obtained with both acids (Table 2. page 10).2%
However, for a few mushrooms. namely Ganoderma lucidum, Poria
cocus and Cordycaps militaris, values with sulphuric acid are significantly
higher than with hydrochloric acid.

ACCURACY:
Standard errors of < 5% are achieved routinely (Table 3, page 10).

KITS:
Kits suitable for performing |00 assays are available from Megazyme.
The kits contain the full assay method plus:

Bottle I: (x2) exo-1,3-f-Glucanase (|00 WmL) plus
B-Glucosidase (20 WmL) ammonium sulphate
suspension, 2.0 mL.
Stable for = 4 years at 4°C.

Bottle 2: Amyloglucosidase (1,630 WmL) ples invertase
(500 WmL) solution in 50% {wv) glycerol. 20 mL.
Stable for ~ 2 years at 4°C or = 4 years below -10°C.

Bottle 3: GOFOD Reagent Buffer.
Buffer (50 mL, pH 7.4).
p-hydroxybenzoic acid and sodium azide (0.09%).
Stable for = 4 years at 4°C.

Bottle 4: GOPOD Reagent Enzymes. Glucose oxidase
plus peroxidase and 4-amincantipyrine. Freeze-dried

powder. Stable for = 5 years below -10°C.
2

Kuva 3. Kuvaus menetelméan periaatteesta, menetelman tarkkuus ja osa (1/2) pakkauksen sisél-
tamista kemikaaleista lueteltuna.



Bottle 5: D-Glucose standard solution (5 mL, 1.00 mg/mL)
in 02% (wiv) benzoic acid.
Stable for = 5 years; store zealed at room temperature.

Bottle &: Control yeast B-glucan preparation (~ 2 g,
B-glucan content stated on the bottle label).
Stable for = 5 years; store sealed at room temperature.

FREFARATION OF REAGENT SOLUTIOMNS/SUSPEMSIONS:
I. To bottle |.add 9 mL of 200 mM zodium acetate buffer (pH
4.5) (ie. dilute the contents of one vial to | | mL).
Divide into appropriately sized aliquots and store in
polypropylene tubes below -10°C between use and on ice
during use. Once diluted, the reagent is stable for = 2 years
below -10°C. Dilute the contents of second vial when

required.
1. Use the contents of bottle 2 as supplied.
Stable for ~ 2 years at 4°C or = 4 years below -10°C.
3. Dilute the contents of bottle 3 to | L with distilled water.

This is Solution |. Use immediately.

NOTE:

I. On storage, salt crystals may form in the concentrated buffer.
These must be completely dissolved when this buffer is diluted
to | L with distilled water.

2. This buffer contains 0.09% (wiv) sodium azide.
This is a poisonous chemical and should be treated accordingly.

4. Dissolve the contents of bottle 4 in appros. 20 mL of solution
| and quantitatively transfer to the bottle containing the
remainder of solution |. Cover this bottle with aluminium foil

to protect the enclosed reagent from light. This iz Glucose
Determination Reagent (GOFOD Reagent).
$table for ~ 3 months at 2-5°C or = |2 months below -10°C.

If thiz reagent is to be stored in the frozen state, preferably
it should be divided into aliquots. Do not freeze/thaw more
than once.

When the reagent is freshly prepared it may be light yellow
or light pink in colour. It will develop a stronger pink colour
over 2-3 months at 4°C. The absorbance of this solution
should be less than 0.05 when read against distilled water.

5. Use the contents of bottle 5 as supplied.
Stable for = 5 years; store sealed at room temperature.

3
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Kuva 4. Osa (2/2) pakkauksen sisaltamista kemikaaleista lueteltuna seké ohjeita (1/2) reagens-

siliuosten valmistamiseen ja kayttoon.
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6. Use the contents of bottle & as supplied.
Stable for = 5 years: store sealed at room temperature.

REQUIRED REAGENTS (not supplied):

. Sodium Acetate Buffer (200 mM, pH 4.5)
Add 1.6 mL of glacial acetic acid {1.05 gimL) to 300 mL of
diztilled water and adjust to pH 45 using 4 M (16 g/ 00 mL)
sodium hydroside solution. Adjust the volume to | L.
Stable for ~ | year at 4°C.

1. Sodium Acetate Buffer (1.2 M, pH 3.8)
Add 68.6 ml of glacial acetic acid {1.05 giml) to 800 mL
of distilled water and adjust to pH 3.8 using 4 M sodium
hydroxide. Adjust the velume to | L with distilled water.
Stable for = 2 years at room temperature.

3. Sodium Hydroxide (8.0 M)
In a well ventilated fume cupbeard, add 320 g of MaOH to
700 mlL of distilled water and dissolve by stirring. Allow the
solution to cool to room temperature and then adjust the
volume to | L
Stable for = 2 years at room temperature.

4. Sodium Hydroxide (1.7 M)
Add 68 g of MaOH to 800 mL of distilled water and dissclve
by stirring. Adjust the volume to | L
Stable for = 2 years at room temperature.

5. Sulphuric Acid (12 M, T2% wiw)
In a well ventilated fume cupbeoard, carefully add 640 mL of
concentrated acid (%8%, sp. gr. 1.835) to 300 mL of distilled
water. Dilute to | L and mix well.
Stable at room temperature for = 4 years.

EQUIPMENT (RECOMMENDED):
|. Glass test tubes (round bottomed, 16 = 100 mm., 4 mL

capacity).
1. Corning Culture Tubes. - Screw cap tubes, 20 x 125 mm (Fisher
Scientific Cat no. FB59563) plus caps (Cat no. FB51355).

Screw cap tubes, 16 x 125 mm (Fisher Scientific Cat. no.
FB59559) plus caps (Cat. no. FB51354).

3. Boiling water bath (deep-fry cooker filled with water).

4. Micro-pipettors, 100 uL (e.g. Gilson P‘ipetman'ﬁ or Rainin
EDP-* motorised dispenser).

3. Positive displacement pipettor e.g. Eppendorf f"‘lull'.i|:uel;\‘.eui:I
- with 5.0 mL i:rl::-ml:lil:ipnﬁI (to dispense 0.1 mL aliquots of
hydralysed sample solution and 0.1 mL of enzymes).

4

Kuva 5. Ohje (2/2) reagenssiliuoksen liuoksen kayttamiseen, vaaditut reagenssit, jotka eivat tule
pakkauksen mukana ja osa (1/2) vaadituista vélineista lueteltuna.
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- with 50 mL Cgmbit":.'m (to dizpense 2.0 mL aliquots of 12 M
H,50,, 6 mL aliquots of 8 M MaOH and 3.0 mL of GOPOD

Reagent).
Magnetic stirrer plus stirrer bars (5 = |5 mm).
Analytical balance.
Microfuge centrifuge - capable of 13,000 rpm.
9. Disposable 2.0 mL polypropylene microfuge tubes.
|0. Spectrophotometer set at 510 nm.
I'l. Thermostated water bath set at 40°C.
| 2. Vortex mixer.

o

CONTROLS AND PFPRECAUTIOMNS:

|, Safety goggles, gloves and laboratory coat must be worn at all
times. When incubating the tube in the boiling water bath, the
tube with cap loosened, should be placed into the boiling water
bath for 5 min to allow the contents to heat. The cap should
then be tightened. This prevents excess pressure accumulation
in the tube and remaoves the possibility that tubes might explode.

1. Concentrated sulphuric acid is a very strong acid. Extreme
caution must be exercised when handling this solution. These
operations should be performed in a well ventilated fume
cupboard.

MEASUREMENT OF 1,3:1,6--GLUCAN IN
YEAST AND MUSHROOM PREPARATIONS:

A. MEASUREMENT OF TOTAL GLUCAN (og-glucan +
P-glucan) plus D-Glucose in Oligosaccharides, Sucrose
and free D-Glucose

a. Solubilisation and partial hydrolysis of total glucan
(@-glucan + B-glucan) plus D-glucose in oligosaccharides,
sucrose and free D-glucose

[. Mill mushroom or yeast sample to pass a 1.0 mm screen using a
Retsch centrifugal mill, or similar.

1. Add milled sample [approx. 90 mg, weighed accurately] to a 20 x
125 mm Fizher Brand culture tube. Tap the tube to ensure that
all of the sample falls to the bottom of the tube.

3. Add 2.0 mL of ice cold 12 M sulphuric acid to each tube, cap
the tubes and stir them vigorously on a vortex mixer. Place
the tubes in an ice-water bath and leave them there for 2 h.

5

Kuva 6. Osa (2/2) vaadituista valineista lueteltuna, turvaohjeet ja osa (1/2) kokonaisglukaanin
mittaamisohjeesta.



Liite 1
7(9)

Civer this period of time, vigorously stir the tube contents (for
10-15 sec) several times on a vortex mixer (to ensure complate
dissolution of the B-glucan).

4. Add 4 mlL of water to each tube, cap the tubes and vigorously
stir the contents on a vortex mixer for 10 sec. Then add 6 mL
of water, cap the tubes and stir the contents for a further 10 zec.

3. Loosen the caps on the tubes and place them in a boiling water
bath (~ [00°C). After 5 min, tighten the caps and continue the
incubation for 2 h.

6. Cool the tubes to room temperature and carefully locsen the
caps.
7. Quantitatively transfer the contents of each tube to a 100 mL

volumetric flask using a wash bottle containing 200 mM sodium
acetate buffer (pH 4.5).

8. Add 6 mlL of 80 M NaOH solution to the volumetric flask and
adjust to volume with 200 mM sodium acetate buffer (pH 4.5).
Mix the contents well by inversion and collect an aliquot of the
sample in 2 microfuge tube.

9. Centrifuge an aliquot of the solution at 13,000 rpm for 5 min.

b. Measurement of total glucan plus D-glucose in sucrose
and free D-glucose.

I, Transfer 0.1 mL aliquots {in duplicate) of filtered or centrifuged
extract to the bottom of glass test tubes (16 x 100 mm).

1. Add 0.1 mL of a mixture of exc-1.3-G-glucanase (20 WimL) plus
p-glucosidase (4 Wml) in 200 mM sodium acetate buffer (pH 4.5)
to the bottom of each tube. mix the tube contents on a vortex
mixer and incubate at 40°C for 60 min.

i, Add 3.0 mL of GOPOD Reagent to each tube and incubate at
40°C for 20 min.

4. Measure the absorbance of all solutions at 510 nm against the
reagent blank.

Kuva 7. Osa (2/2) kokonaisglukaanin mittaamisohjeesta.



NOTE:

With each set of determinations, include at least one control yeast
or mushroom preparation. Also include reagent blanks and glucose
standards of 100 ug (in quadruplicate). Run these through the
entire incubation procedure with GOPOD Reagent

The reagent blank consists of 0.2 mL of sodium acetate buffer
(200 mM. pH 4.5) + 3.0 mL GOPOD Reagent

The D-glucose standard consists of 0.1 mL D-glucose standard
(I mgimL) + 0.1 mL of sodium acetate buffer (200 mM, pH 4.5) +
3.0 mL GOPOD Reagent

B. MEASUREMENT OF a-GLUCAN (phytoglycogen and
starch) plus D-glucose in sucrose and free D-glucose.

Solubilisation, hydrolysis and measurement of a-glucan,
D-glucose from sucrose and free D-glucose

Add milled sample {approx. 100 mg, weighed accurately) to a
20 x 125 mm Fisher Brand culture tube. Tap the tube to ensure
that all of the sample falls to the bottom of the tube.

Add a magnetic stirrer bar (5 x 15 mm) followed by 2 mL of
I.7¥ M MaOH to each tube and suspend the pellets (and dissolve

the phytoglycogen/starch) by stirring for approsx. 20 min in an ice/

water bath over a magnetic stirrer.

Add 8 mL of | 2 M sodium acetate buffer (pH 3.8) to each
tube with stirring. Immediately add 0.2 mL of amyloglucosidaze
(1,630 WimL}) plus invertase (500 LWmL), mix well and place the
tubes in a water bath at 40°C.

Incubate the tubes at 40°C for 30 min with intermittent mixing
on a vortex stirrer.

For samples containing = 10% d-glucan content; quantitatively
transfer the contents of the tube to a 100 mL volumetric flask
{using a water wash bottle) and adjust to volume with water.
Mix well. Centrifuge an aliquot of the solution at 13,000 rpm for
10 min or filter through ¥YWhatman Mo. | filter paper (% cm).

For samples containing < |0% a-glucon content; transfer 2
mL of solution to a microfuge tube and centrifuge at 13,000 rpm
for 5 min. For such samples the final volume in the tube is
approec. 10.3 mL (however, this volume may vary slightly with the
type of sample being analysed). In some cases, an appropriate
allowance for volume should be made in the calculations.

Liite 1
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Kuva 8. Ohje nollanéytteiden ja D-glukoosistandardin valmistamiseen sek& osa (1/2) ohjeesta
alfaglukaanien mittaamiseen.
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7. Transfer 0.1 mL aliquots (in duplicate) of either the diluted or
undiluted supernatants into glass test tubes (16 x 100 mm), add
0.1 mL of sodium acetate buffer (200 mM, pH 4.5) plus 3.0 mL of
GOPOD reagent and incubate at 40°C for 20 min.

8. Measure the absorbance of all solutions at 510 nm against the
reagent blank.

NOTE:

Mushroom and yeast samples generally contain < 10% o-glucan.
However, some commercial mushroom mycelia are grown on cereal
grains, and in this case, the starch content of the recovered product
can be as high as 75% wiw.

This method is NOT applicable to the analysis of yeast B-glucan in
the presence of cellulose (1,4-B-D-glucan).

Kuva 9. Osa (2/2) ohjeesta alfaglukaanien mittaamiseen ja huomautus.
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Liite 2. Naytteista mitattu aineisto
Taulukko 1. Naytteistd mitatut absorbanssiarvot ja painot.
Kokonaisglu- | Alfaglukaani- | Kokonaisglukaa- | Kokonaisglukaa- | Alfaglukaani- | Alfaglukaani-
kaaninaytteen naytteen nindytteen ab- nindytteen ab- | ndytteen ab- | ndytteen ab-
Naytteet paino (mg) paino (mg) sorbanssi sorbanssi (K) sorbanssi | sorbanssi (K)
1.1 90,1 100,3 0,4163 0,4624 0,0584 0,0551
1.2 (R) 90 100,3 0,4382 0,4077 0,0558 0,0707
2.1 90,2 100,5 0,4567 0,4579 0,0768 0,0982
2.2 (R) 90 100,6 0,4327 0,4293 0,0857 0,0681
3.1 90,4 100,3 0,4192 0,451 0,1076 0,1164
3.2 (R) 89,9 100,4 0,4702 0,491 0,0691 0,0734
4.1 90,2 100,2 0,4713 0,4836 0,1222 0,1026
4.2 (R) 89,9 100,6 0,463 0,4556 0,124 0,1166
Raakanayte
1.1 90,2 100,5 0,3977 0,4035 0,1031 0,0919
Raakanayte
1.2 (R) 90,1 100,1 0,4091 0,4253 0,1248 0,1222
Hiivakontrolli
1.1 90,2 100,8 0,5347 0,5496 0,0924 0,0706
Hiivakontrolli
1.2 (R) 90,4 100,7 0,5519 0,5571 0,0745 0,0804
5.1 90,3 100,3 0,3862 0,4171 0,1317 0,1732
5.2 (R) 90,2 100,1 0,4234 0,4238 0,1374 0,1695
6.1 90,2 100 0,4203 0,4142 0,0631 0,0537
6.2 (R) 90,6 100 0,4199 0,4054 0,1442 0,1443
7.1 90 100,1 0,3871 0,3913 0,1422 0,1386
7.2 (R) 90,6 100,5 0,4097 0,4347 0,1292 0,1329
8.1 90,1 99,8 0,4408 0,4482 0,143 0,1377
8.2 (R) 90,6 100,4 0,4187 0,3992 0,0477 0,0571
9.1 89,8 100 0,4836 0,4663 | 1,809(hylatty) 0,1575
9.2 (R) 90,3 100,4 0,4992 0,4938 0,1428 0,156
Hiivakontrolli
1.1 89,8 99,9 0,6235 0,5994 0,0782 0,0813
Hiivakontrolli
1.2 (R) 90,4 100 0,5351 0,5457 0,0811 0,112
Kokonaisglukaanindyt- | Alfaglukaanindytteille | Kokonaisglukaanindyt- | Alfaglukaaninaytteille
teille (ndytteet 1-4, raa- | (ndytteet 1-4, raaka- | teille (ndytteet 5-9 ja | (ndytteet 5-9 ja hiiva-
. kandyte ja hiivakont- | ndyte ja hiivakontrolli) | hiivakontrolli) kayte- kontrolli) kdytetyn
Nayte o w . . . .
rolli) kaytetyn glukoo- | kdytetyn glukoosistan- | tyn glukoosistandar- glukoosistandardin
sistandardin absorbans- | dardin absorbanssiar- | din absorbanssiarvot absorbanssiarvot
siarvot vot
St1 0,5825 (hylatty) 1,108 1,0283 1,0979
St 2 0,9325 1,1247 1,0908 1,1116
St3 0,9667 1,1031 1,1255 1,0915
St4 1,0944 0,9005 1,1136 1,1157
Lyhenne Selite Lyhenne Selite
K Kaksoiskappale 5 80°C,4h
R Rinnakkaisnayte 6 80°C,6h
1 60°C,2h 7 90°C,2h
2 60°C,4 h 8 90°C,4h
3 60 °C, 6 h 9 90°C,6h
4 80°C,2h




