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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BAZI MAKROFUNGUSLARIN FENOLIK ICERIKLERI iLE
ANTIOKSIDAN VE ANTIMIiKROBIYAL POTANSIiYELLERININ
ARASTIRILMASI

Azad CETIN
T.C
Mardin Artuklu Universitesi
Lisansustu Egitim Enstitust Biyoloji Anabilim Dali

2022: 36 Sayfa

Bu ¢aligmada 2012-2013 yillar1 ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde Siirt ve gevresinde
toplanan Phallus impudicus, Coprinus silviaticus ile Morchella tomentosa, Amanita fulva
adl1 makro mantar tiirlerinin etanol ekstraktlarmnin bazi fenolik asit icerikleri ile antioksidan
ve antimikrobiyal potansiyelleri ¢alisilmistir. S0z konusu makro mantarlarin etanol
ekstraktlarinin  antioksidan potansiyellerinin tespiti amaciyla; DPPH serbest radikal
yakalama, metal iyonlarim gelatlama, indirgeme guicu ve stiperoksit anyon radikal stipirme
testleri uygulanmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla da disk diflizyon
yontemi ¢alisilmustir. Stiperoksit anyon radikal aktivitesinde tespit edilen en yiiksek deger %
83,24 ile Morchella tomentosa en diisiik deger ise % 73,05 ile Coprinus silviaticus’a ait
bulundu. DPPH serbest radikalini sondiirme aktivite tekniginde en fazla etkinligi gésteren
Amanita fulva etanolik ekstraktmin 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 mg/mL
konsantrasyonlardaki etkinlik verilerinin sirasiyla %19.33, %24.46, %58.74, %77.75,
%87.89, %88.40 oldugu tespit edilmistir. Metal selatlama etkinliginde kullanilan
ekstraktlarin ve pozitif kontrol olarak calisilan standartlarin etkinlik siralamasit EDTA>
Amanita fulva> Morchella tomentosa> Phallus impudicus> Coprinus silviaticus> BHT>
BHA> Trolox seklinde tespit edilmistir. Mantar indirgeme glcl aktivitesinde ise 10.0
mg/mL konsantrasyonda 2,89 aktivite ile en yiiksek etkinligi gésteren mantar Morchella
tomentosa olarak gozlenmistir. Antimikrobiyal aktivite testinde ise Enterococcus hirae harig
diger bes bakteriye karsi en yiiksek inhibisyon zonlarini M. tomentosa’nin etanol ekstrakti
sergilemistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, antimikrobiyal, makrofungus



ABSTRACT
Master Thesis

Investigation of the Phenolic Contents and Antioxidant and Antimicrobial

Potentials of Some Macrofungus

In this study, some phenolic acid contents, antioxidant and antimicrobial potentials
of ethanol extracts of macro mushroom species Phallus impudicus, Coprinus silviaticus and
Morchella tomentosa, Amanita fulva collected in and around Siirt in the spring and autumn
seasons of 2012-2013 were studied. In order to determine the antioxidant potentials of the
ethanol extracts of the aforementioned macrofungi; DPPH free radical capture, chelating

metal ions, reducing power and superoxide anion radical scavenging tests were applied.

Disc diffusion method was also studied in order to determine the antimicrobial
activity. The highest value detected in superoxide anion radical activity was found to be
83.24% for Morchella tomentosa and the lowest value for Coprinus silviaticus with 73.05%.
The efficacy data of the ethanolic extract of Amanita fulva, which showed the highest
efficiency in DPPH free radical quenching activity technique, at concentrations of 1.0, 2.0,
5.0, 10.0, 15.0, 20.0 mg/mL, were has been found to be 19.33%, 24.46%, 58.74%, 77.75%,
87.89%, 88.40%, respectively. The order of effectiveness of the extracts used in metal
chelating activity and the standards studied as positive control was determined as EDTA>
Amanita fulva> Morchella tomentosa> Phallus impudicus> Coprinus silviaticus> BHT>
BHA> Trolox. In the reducing power activity of the fungus, Morchella tomentosa was
observed with the highest activity at a concentration of 10.0 mg/mL with 2.89 activity. In the
antimicrobial activity test, the ethanol extract of M. tomentosa exhibited the highest

inhibition zones against the other five bacteria, except for Enterococcus hirae.

Keywords: Antioxidant, antimicrobial, macrofungus
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1.GIRIS

Mantar kelimesinin kokeni Latincede mukus terimine dayanmaktadir
(Baker,1989). Arastirmamizin konusu olan makro mantarlar, bir bolumi toprak
altinda bir boliimii toprak yiizeyinde gelisen ve kendine 6zgu yapilari olan heterotrof
ve saprofit canlilardir (Chang ve Miles, 1992). Funguslar klorofil tagimayan
canlilardir. Mantarlar sporla veya olusturduklart miseller yoluyla irer ve
gelisimlerini saglarlar. Sapka kisimlarindan ylizeye dokulen sporlar toprakta gimlenir
veya bocekler ve riizgar vasitasiyla sporlari daha genis alanlara yayilip nem ve
sicaklikla karsilastiklarinda tirerler (Akata, 2013). Yaklasik 3000 yildan beri uzak
doguda besin olarak tiiketilen ve ila¢ yapiminda kullanilan mantarlar 1500’1 yillarda
Fransa’da yetistiriciligine baslandig1 ¢esitli kaynaklarda bildirilmektedir. (Glinay,
2000). Uzak dogu tibbindan ilham alan bati diinyasi yaklasik 20 yildir mantarlar1
nutrasotik kozmetik ve farmasotik alanlarinda etkili bigcimde kullanmaktadir (Rathore
ve ark., 2017). Funguslar beslenme ile ilgili ilging bir kimyasal yapiya sahiptirler
(Dindar ve ark., 2008). Funguslar hem besin olarak hem tibbi agidan hem de
saprofit 6zellikleri agisindan biiyiik bir degere sahiptirler. Agirlik olarak sadece %10
kuru madde olan funguslarim %90°1 sudan ibarettir (Sanchez, 2010). Mantarlarin
%90’mnin su olmasi sebebiyle hayatta kalma siireleri oldukga diisiiktiir (Boztok,
1990).

Toplayicilik doneminden beri insanoglunun yenilebilir makro mantarlari
besin amagli toplayip tiikettikleri bilinen bir gercektir. Bu eski ddnem
medeniyetlerinden Misirlilar beslenme amagli topladiklar1 mantarlarin tanri Osiris’in
hediyesi olduguna inaniyorlardi. Yine eski bliylk medeniyet ve imparatorluk olan
Romalilar topladiklar1 bu besini tanrinin yiyecegi olarak adlandirmislar. (Manzi ve
ark., 1999). Bunun yaninda antik Yunanlilar besin olarak toplanan makro mantarlarin
yagislarin hemen ardindan ortaya ¢ikisini tanrt Zeus’un simseklerinin giiciine
baglamiglardir. Halen giinimuzde hallusinojenik etkileri olan ve halk arasinda sihirli
mantarlar olarak bilinen bazi mantar tiirleri diinyanin ¢esitli bolgelerinde mabet ve

tapmaklarda dini ayinlerde ibadet edenlerin kendilerinden ge¢meleri igin



kullanilmaktadir. Mantarlarin bu hallusinojenik etkilerinden dolayr doga {istii

gucunin olduguna inanilir (Lincoof, 1988; Manzi ve Pizzoferrato, 2000).

Amerika uluslararast kanser arastirmalar1 enstitiisiiniin verilerine gore
Basidiomycetes gurubu mantarlarin drettigi pek c¢ok polisakkarit ve protein
bilesiklerinin anti-kanser 6zellikler tasidigi saptanmistir (Jong ve Donovick, 1989).
Bugune kadar tedavi edici Ozelliklere sahip 270 in lzerinde fungus tir( tespit
edilmistir (Ying ve ark., 1987). Dogal yollarla besin olarakta tiketilen Pleurotus
tdrlerinin antiviral, anti-timor, antiinflamatuar, bagisiklik diizenleyici ve antibiyotik
olarak etkili olduguna dair laboratuvar ¢aligmalar1 mevcuttur (Chang ve Mshigeni,
2001). Avrupa ve Kuzey Amerikada yiksek miktarda kolesterol birikmesi sonucu
Olime sebebiyet veren kalp damar hastaliklar1 ortaya c¢ikmaktadir. Kolesterol
diistiriicii olarak bilinen lovastatain dogal olarak Pleurotus tirlerinde mevcuttur. Bu
sebepten Pleurotus tirleri icerdikleri dogal lovastatin maddesi kalp damar
hastaliklarina proaktif bir onlem olarak diisiiniilmektedir (Gunde ve Cimerman,
1999). Halihazirda mantarlar ve ¢esitli sekillerde islenmis halleri pek ¢ok tlkede
cesitli hastaliklara kars1 Ozellikle seker hastalig1 olarak bilinen diyabet,damar sertligi
olarak bilinen atherosklersis ve damarlarda tikanikliga yol agan hiperkolestrole kars1
proaktif bir 6nlem olmasmmin yaninda tedavi etmek amaciyla da kullanilmaktadir
(Mizuno ve ark., 1999; Yang ve ark., 2002).

Fungiler sanayide de 6zellikle antibiyotik yapiminda, c¢esitli enzimlerin
tretiminde ve fermantasyon islemlerinde Sikg¢a kullanilmaktadir (Price ve ark.,
2001). Yakin zamanda diger bitki kokenli yapilarin disinda yenilebilir mantarlarda da
antioksidan igerikleri ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (Kahkonen ve ark., 1999;
Heleno ve ark., 2010, Elmastas ve ark., 2007, Tiirkoglu ve ark., 2007, Riberio ve
ark., 2008, Tsai ve ark., 2009).

Besin olarak tiketilen funguslarda anti-timor olarak islev goren biyolojik
olarak aktif birgok madde saptanmustir. S6z konusu bu maddeler beta glukanlar,
lektinler, steroitler, lifler, nukleik asitler ve proteoglikanlardir (Paulik ve ark., 1992,

Karacsonyi ve Kuniak., 1994, Gunde ve Cimerman., 1995, Wang ve ark., 2000).



Oransal olarak yiiksek derecede protein ve lif iceren mantar yapilar besin olarak

tiiketildiginde insanlarda fizyolojik durumlari diizenlerler (Manzi ve ark., 1999).

Tirkiye’de yetisen ve yenilebilir makro mantar tiir sayisi yaklasik olarak 300
civarindadir. Dogal olarak yetisen bu mantar tiirlerinden bazilar1 ihra¢ Grini olarak
degerlendirilirken bir kism1 da geleneksel olarak halk pazarlarinda gesitli amaglar
icin kullanilmak {izere satisa sunulmaktadwr. Dogal olarak yetisen bu mantar
tirlerinden lezzet bakimmdan en g¢ok tercih edilenleri Amanita caesarea (Sezar
mantar1) Morchella tlrlerinden olan kuzu goébegi mantari, Cantharellus cibarius
(yumurta mantar1), Boletus edulis (ay1r mantar1), Tuber sp. (Domalan mantari),
Hydnum repandum (Sigir dili mantar1), Lactarius deliciosus (Kanlica mantari) ve

Terfezia sp. (Keme mantar1) dir (Kibar ve Peksen, 2012).

Yakin donemde mantarlarda en ¢ok c¢alisilan ve ilgi géren molekiil beta
glukandir. Beta glukan mantar hiicre duvarinda bulunan beta-(1—6) dallanma
gosterebilen , B-(1—3) yapisinda bir polisakkarittir. Beta glukan bilesikler bagisiklik
sistemini harekete gegirmesinin yani sira kan sekerini diizenleyen, antioksidan etki
gOsteren, anti-kanser, anti viral ve anti mikrobiyal, antifungal ve de Kkolestrol

diistirticii olarak etki etmektedirler (Rahar, ve ark., 2011).



2.GENEL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI
2.1. Cahismamizda kullanilan mantarlarin taksonomisi

2.1.1. Phallus impudicus ( Pis kokulu boynuz mantari)

Sekil 2.1. Phallus impudicus mantarina ait bir goriintii Kaynak; (by Ismail Dénmez., Subat 23.,
2021).



Sekil 2.2 Fallus impudicus ilk evre., Kaynak; (by Ismail Dénmez., Subat 23., 2021).



Sekil 2.3. Phallus impudicus yumurta hali Kaynak; (by ismail Dénmez., Subat 23., 2021).
Taksonomi

Kingdom: Fungiler
Phylum: Ascomycota
Class: Agaricomycetes
Order: Phalles
Family: Phallaceae
Genus: Phallus

Species: Phallus impuducus



2.1.2. Morchella tomentosa

Alem: fungi

Sube: Ascomycota
Smif: Pezizomycetes
Takim: Pezizales
Aile: Morchellaceae
Cins: Morchella

Tur: Morchella tomentosa

Sekil 2.4. Morchella tomentosa, Kaynak; ( by Ryane Snow 1 Nisan 2009).



2.1.3. Amanita fulva

Alem: Mantarlar-Fungu
Bo6lum:_Basidiomycota
Simif: Agaricomycetes
Takim: Agaricales
Aile: Amanitaceae
Cins: Amanita

Tur: Amanita fulva

Sekil 2.5. Amanita fulva, Kaynak; ( by Ali Aydogdu., Temmuz 20., 2021).



2.1.4. Coprinus silviaticus

Kingdom: Mantarlar
Phylum: Basidiomycota
Class: Agaricomycetes
Order: Agaricales
Family: Psathyrellaceae

Genus: Coprinellus P.Karst.

Species: Coprinus silviaticus

Sekil 2.6. Coprinus silviaticus, Kaynak; (by Darius Bauzys, Ekim 26, 2007, Belarus).



2.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgiler

Eskiden bitki olarak kabul edilen mantarlar biyokimya ve molekuler
biyolojinin gelismesiyle birlikte ayr1 bir canli gurubu oldugu anlasilmigtir. Bu
sebepten mantarlar bes canli aleminden biri olan Myceteae igine sokulmustur
(Sumer, 2006). Mantar taksonomisi sisteminde giiniimiizde ragbet goren Ernst

Gauman’a gore mantarlar su sekilde siiflandirilmaktadir;
Slime Molds(Civik olanlar)

Phycomycetes(Algsi olanlar)

Torbacikli olanlar, Ascomycota

Comakli olanlar, Basidiuma sahip olanlar

Fungi Imperfekti (Eksik olanlar)

Makromantarlar smifina ait olan yenilebilir mantarlarm besin olarak
tuketilmesine ragbet artinca s6z konusu bu mantarlarin kiiltliriiniin yapilmasi
calismalar1 artmistir. Cesitli vitamin ve mineral degerlerinin yiiksek olmasi yaninda
zengin antioksidan cesitliligine de sahip olan yenilebilir mantarlarin birgogunun
kiiltlirii yapilmaktadir. Kiiltlirii yapilabilen yenilebilir mantarlarin disinda dogada
toplanan yenilebilir mantarlar da mevcuttur. Ayrica bunlarin disinda endiistriyel gida
sektoriinde gesitli organik besinlerin fermantasyonunda kullanilan Saccaharomyces
cerevisiae ve saccharomyces carlsbergensis gibi tiirler de bulunmaktadir (Kasik, G.,
2010). Makro funguslarda bulunan antioksidan etkili icerikler askorbik asit, likopen,

flavonoid ve beta-karoten gibi maddelerdir (Kasik, G., 2010).

Gegmiste genellikle Uzakdogu tibbinda ilag olarak tiiketilen makromantarlar
yaklasik son 50 yildir bat1 tibbinda da kullanilmaya baglanmistir (Antolowich ve ark.,
2002). Makro funguslar nerdeyse biitiin organ yapilarinda antimikrobiyal ve
antioksidan etkiye sahip maddeler barindirirlar. Daedalea, Marasmius, Tricholoma,
Polyporus, Coprinus, Pleurotus, Psathyrella, Clitocybe, Poria ve Schizophyllum gibi
tibbi alanda ilag olarak kullanilan mantar tiirleri porisin, S-glukan, flammutoksin,
lektin, volvotoksin, fenolik bilesikler, kalvasin, falavonoidler, fenilpropanoid,
polisakkaritler, kinon, triterpenler, purimidin, lentinan, pdrin, schizophyllan,

-10-



alkaloidler, lovastatin, saponinler, pleuran, terpenler, steroidler ve glikopeptidler
gibi dogal halde bulunan antibiyotik bilesiklere sahiptirler (Karacsonyi ve Kuniak.,
1994).

Mantarlar bitkilere benzer sekilde sabit konumda yetisip gelisimlerini
tamamlamalarina ragmen klorofil barindirmazlar ve dolayisiyla da ototrof degildirler.
Mantarlar hif denilen yapilarin birlesmesiyle tallus isimli tekli ya da coklu lifleri
olustururlar. Olusan lif toplulugu da miselleri olusturur. Saprofit , parazit ve
simbiyoz gibi ayr1 yasam tiirleri mevcuttur. Gelismis bitkilerle simbiyotik bir yasam
strdurenler mikorhiza diye adlandirilir. Bazi tiirler cesitli alglerle birliktelik
olusturup liken adi verilen simbiyotik bir yasam siirdiiriirler. Bir kistm mantarlar
diger canlilar iizerinde parazitik bir yasam siirdiiriirler (Manzi ve ark.,1999; Stimer,
2006; Isik, 2008; Tamer, 2011).

2.3. Antioksidanlar hakkinda genel bilgiler

Antioksidan maddeler hiicre faaliyetleri sonucunda olusan ve hiicre yapisina
zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirip bertaraf eden, fenolik diizene sahip,
bilesik yapilardir (Kahkdnen ve ark., 1999; Nagai ve ark., 2005). Nerdeyse bitin
organizmalarin kullandig1 antioksidatif sistem ve molekdller a-tokoferol, C vitamini,
karotenler, polifenolik bilesikler, GSH (islerlikli glutatyon), katalaz ve stiperoksit
dismutaz enzimleridir (Mau ve ark., 2002). Bir smiflandirmaya goére antioksidan
maddeler dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilir (Akkus, 1995). Besin
endlstrisinde de siklikla kullanilan tersiyer biitillenmis hidroksikinon (TBHQ),
Biitilenmis hidroksi anisol (BHA), propil gallatlar (PG) ve biitillenmis hidroksi
tolien gibi sentetik antioksidanlarm belli dozlarda kullanimi anti-timoér o6zellik
goOsterirken belli dozlarin stiinde kullanimi halinde tam tersine etki gostererek
karsinogeneze veya bir kisim organlarin bozulmasina sebebiyet verdigi gesitli
calismalarla gosterilmistir (Stimer, 2006). S6zkonusu nedenlerden dolay1 mantarlarda

bulunan dogal antioksidanlarin kullanilmas1 6nem arz etmektedir.
2.3.1. Tokoferoller

Vitamin E’nin en etkin sekli tokoferol gurubundadir (Can ve ark., 2005). S6z

konusu bu dayanikli form asiditeye ve ekstrem sicakliga dayaniklidir (Isleroglu ve
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ark., 2005). Bu gigclii form disindaki tokoferoller gidalarin 1s1l islemlerinde
bozulmaya ugrar. Tokoferoller yagda ¢oziinebildigi tavuk, yumurta, kirmizi et, sit
yag1, sebze-meyve ve bir¢ok tahilda bulundugundan viicutta eksikligi ya da fazlaligi
cok nadir gérilur (Oz ve Kiligarslan,2012).

2.3.2. Fenolller

Fenoller, en az bir hidroksil kiimesi olan hidroksillenmis birden ¢ok aromatik halkasi
olan molekdllerdir. Bu gurup i¢inde bulunan bilesikler oksitlenmis polifenoller,
fenolik asitler, stilbenler, flavonoidler, tanenler, hidroksibenzoik asitler, lignanlar, ve
hidroksisinnamik asitlerdir (Cote ve ark.,2010; D’Archivio ve ark., 2010). Stz
konusu bu antioksidan molekiillerin canli organizmalarda metal inaktive ettigi,
oksijen bertaraf ettigi ve peroksit ayristirdig: tespit edilmistir (Yagi, 1970; Dziezak,
1986). Funguslar yogunluk olarak 6.25-3.62 mg/mL arasinda polifenol bulundururlar
(Barros ve ark., 2008; Ramesh ve Pattar, 2010).

2.3.3.Askorbik Asit

Hayvansal gidalardan siit ve cigerde ¢ok az bulunmakla beraber meyve ve sebzelerde
olduk¢a yiiksek oranda bulunmaktadir. Diger ismiyle C vitamini olarak bilinen bu
molekdl cildin bag dokusundaki kollajenin meydana gelmesinde elzem ve ¢ok giicli
etkileri olan bir antioksidandir. Fazlasi viicutta depo edilmediginden giinliik olarak
viicuda alinmasi gereklidir (Kalt ve ark., 1999). C vitamini yoklugu veya eksikligi
dis eti ¢ekilmesine ve eklemlerde hasara yol agmaktadir (Cemeroglu, 2009). Ayrica
bunlarin disinda C vitamini eksikliginde hiicre aktivitesi zarar gérmekte (Lehr ve
ark., 1991), hiicrede olusan serbest radikaller yiziinden DNA hasar1 meydana
gelmekte (Fraga ve ark., 1991) ve olusan oksidanlar sebebiyle gozlerde katarakta

neden olmaktadir (Mares-Perlman., 1997).
2.3.4. Polisakkaritler

Dallanmalar1 ve uzunluklar1 genis bir skalada yer alan polisakkaritler Gremili
hastalara uygulandiginda etkin antioksidan enzimlerden biri olan Siperoksit
dismutaz Uretimini tetiklemektedir (Trznadel ve ark., 1990). Mantarlarin hiicre

duvari yapisi temel olarak - glukanlardan meydana gelmektedir ve beta glukan basl
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bagina bir antioksidan kaynagidir (Kozarski ve ark., 2012). Beta glukan alfa tipi
glukanlardan farkli olarak Beta bagli D-glukoz molekillerinin 1-6 glikozidik
baglarinin bir 1-3 glikozidik zincire baglanmasiyla meydana gelen ve nisasta
olmayan bir polisakkarit ¢esididir (Vetvicka ve Vetvickova, 2007; Tada ve ark.,
2008).

2.3.5. Karotenoidler

Karotenoidler hayvanlarda ve bitkilerde sar1 ve kirmizi pigmenti olarak bilinen 40
C’lu ve yapilar1 oldukga kompleks olan, fotosenteze yardimci molekiillerdir (CollQ,
2007). Renkleri genellikle turuncu ve sar1 olan birgok sebze ve meyvelerde alfa
karoten, beta karoten, lutein, likopen, beta kriptoksantin gibi karotenoidler bol
miktarda bulunmaktadir (Can ve ark., 2005). Bahsi gegen meyve ve sebzeler disinda
Lentinus squarrolosus mantarinda likopen ve beta karoten oldukca yiiksek oranda

tespit edilmistir (Hussein ve ark., 2015).

3. MATERYAL VE METOD
3.1. Calismada kullanilan materyal

Calismada kullanilan A. fulva, M. tomentosa, P. impudicus, C. siviaticus
makromantar tlrleri Siirt ve yoresinde, ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde dogadan
toplanmustir. Arastirma yapilan sahadan s6z konusu makrofungus numuneleri
toplanarak agzi kapali olarak standartlara uygun seffaf torbalarda saklanmis olup
calismamiz i¢in kullanilacak olanlar prosedire uygun sekilde derin dondurucuda
bekletilmis geriye kalan numuneler daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere

kurallara uygun sekilde kurutulmaya birakilmistir.
3.1.1. Cahismada kullanilan kimyasal maddeler

1-Sigma-Mercek

2-etanol

3-potasyum fosfat (KH2PO4) veya sodyum fosfat tamponu
4-KsFe(CN)s (Potasyum ferri siyanit)
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5-TCA (Trikloroasetikasit)

6-FeCls

7-a-tokoferol

8-BHT

9- BHA

1-DPPH?e (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil)
1-riboflavin-

2-metiyonin-

3- NBT

4- Trolox

5-potasyum fosfat tamponu

1-FeCl;

2-ferrozin

1-Antibiyotik Diskleri — Oxoid

Kor diskler

2-Etanol -Merck

1-Folin-Ciocalteu (Na2MoO4 + Na2WO4 + H3PO4)
2-Na;COs3

3-Gallik asit

Nutrient broth

Nutrient agar

3.1.2. Cahismada kullanilan cihazlar
Rotary Evaporator-Heidolph Hei-Vap Presicion ML/G1
UV-VIS Spektrufotometre UV-1280-Shimadzu Corporation

Sokslet-Mikrote
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3.2. METOD
3.2.1. Mantar 6zitlerinin elde edilmesi

Oda sicakliginda kurutulduktan sonra toz haline getirilmis mantar
orneklerinden 20 g’lik drnek alinarak sokslet kartusu igerisine konuldu. Oziitleme
islemi i¢cin balona 300 ml etanol ilave edildi. Mantar 6rnekleri 8 saat siiresince
sokslet cihazinda isleme tabi tutuldu. Bu islem ¢6ziiciide rengin giderek seffaflastigi
3 defa tekrar edildi. Mantar Oziitlerinden etanol ¢oziiciisiinii uzaklastirmak adina
rotary evaporatdr kullanildi. Coziiclistinden uzaklastirilmis ham Oziitler elde
edildikten sonra terazi lizerinde miktarlar1 belirlendi. Antioksidan ve antimikrobiyal
caligmalarda kullanilmak iizere stok etanol ¢ozeltisi hazirlanip -20 °C derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Test mikroorganizmalan

Calismada, Escherichia coli (ATCC 10536), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Bacillus subtilis (ATCC 6051), Enterococcus hirae (ATCC 10541),
Micrococcus luteus (ATCC 9341), and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
antimikrobiyal aktivite tayini calismalarinda kullanilmistir. Liyofilize haldeki
mikroorganizmalar ¢alismada kullanilmadan 6nce iki defa nutrient broth icerisinde

rejenere edilmistir.

3.3. ANTIOKSIDAN ETKINLiK BELIRLEME TEKNIiKLERIi
3.3.1. Indirgeme giicii aktivitesi

Indirgeme giicii aktivitesinin calisma prensibi su sekilde gerceklesmektedir. Deneyin
basinda olusan Fe®*-ferrisiyanid birlesimi sar1 renkte bir ¢ozelti meydana gelmesine
sebep olmaktadir. Deney ortamindaki antioksidanlar ferrisiyanid birlesimine elektron
vermek suretiyle bilesigi indirger ve dolayisiyla Fe?*-ferrosiyanir meydana
gelmesine sebep olur. Meydana gelen Fe?*-ferrosiyaniir, ¢ozeltinin mavi ve yesil
rengin cesitli tonlarina evrilmesini saglayarak 700 nm’de en ylksek absorbansi
vermesine yol acar. Deney ortamindaki serbest radikal stpdrictlerin indirgeyici

aktivitelerinin etkinligine gore, 700 nm’deki absorbans miktarinin yiikselmesi
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kullanilan mantar ekstraktlarmin indirgeyici kuvvetinin isaretidir. Calismamizda
kullandigimiz mantarlarin s6z konusu prensibe gore bulunan aktivite degerlerinin
birbirleriyle ve pozitif kontrol olarak c¢alisilan standartlarm degerleriyle

karsilastirmasi asagida tablo seklinde verilmistir.

Tablo.1. Mantar ekstraktlarimin ve standart antioksidanlarin indirgeme giicii aktiviteleri

Ornek konsantrasyonlar1 (mg/mL)

Mantarlar ve standartlar 1.0 2.5 5.0 7.5 10.0
M. tomentosa 0,61 1,1 1,92 258 2,89
P. impudicus 041 0,77 1,07 126 1,27
A. fulva 0,42 0,75 0,2 165 1,78
C. silvaticus 0,4 0,87 1,12 1,32 1,47
BHA 3,2 344 3,12 3,74 3,23
Trolox 361 458 333 33 3,58
Askorbik asit 354 344 333 337 3,76

Calisilan 4 makromantar tiru icerisinde en yuksek aktiviteyi gosteren mantar
10,0 mg/mL konsantrasyonda 2,89 % aktivite degerle Morchella tomentosa
olmustur. Calisilan 4 mantar tiirii i¢erisinde diger 3 tanesine oranla en disik %
aktiviteyi gosteren mantar tirti 10,0 mg/mL konsantrasyonda 1,27 % aktivite degerle
Phallus impudicus olmustur. Ayrica konsantrasyon miktarmin yikselmesiyle birlikte

dogru orantili olarak % aktivitenin de yiiksek deger gosterdigi tespit edilmistir.
3.3.2. DPPH (Serbest Radikali Sondirme Etkinlik Testi)

Olgiim i¢in hazirlanan DPPH soliisyonu en c¢ok absorbans miktarini veren
koyu bir mor renk meydana getirmektedir. Koyu mor bir renk alan s6éz konusu
sollisyon daha sonra antioksidan igerikli bagka bir soliisyona eklendiginde koyu mor
renk giderek agilmaya baglar. Bu durum radikal madde stpdruculerinin DPPH
radikal maddesini etkinsizlestirdiginin ispatidir. Antioksidan bilesik bu durumu
gerceklestirirken DPPH radikaline elektron verir veya kendisinden hidrojen atomu
koparir. Bu elektron verme veya hidrojen atomu koparma durumu 517 nm’deki
absorbans miktarinin diismesine sebep olur. Absorbans miktarindaki en ¢ok diigmiis

deger en iyi antioksidan olma yolunda bir indikatérdir. Calismamizda kullandigimiz
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4 cesit makromantar tiirii igin DPPH degerleri ve pozitif kontrol olarak c¢alisilan

standartlarin degerleri asagida tablo halinde sunulmustur.

Tablo.2. Mantar ekstraktlarimin ve standart antioksidanlarin DPPH yiizde aktivite degerleri

Ornek konsantrasyonlar1 (mg/mL)

Mantarlar ve standartlar 1.0 2.0 5.0 10.0 150 20.0
M. tomentosa 19,19 39,72 6224 8311 8616 87,22
C. silvaticus 11,12 20,41 3882 73,74 8221 79,94
P. impudicus 10,19 14,82 3258 57,04 78,77 87,05
A. fulva 19,33 24,46 58,74 77,75 87,89 88,40
Trolox 91,63 92,03 92,14 92,13 92,33 92,43
Askorbik asit 9255 92,56 9254 9251 924 936
BHT 86,91 8821 89,16 88,27 88,75 90,05
BHA 32,65 3809 8984 89,34 91,81 9347

Yaptigimiz mantar DPPH ¢alismas1 verilerine gére 20.0 mg/mL konsantrasyonda
0,10 absorbans degeriyle maksimum % aktiviteyi gosteren mantar tiri 88,40 %
aktivite degerle A. fulva olmustur. Yine ayni veri tespit tekniginde konsantrasyon
oranlarinin yiikselmesiyle dogru orantili olarak % aktivite oranlarmnin da yiikseldigi
tespit edilmistir. Bu deger tespitinde bir istisna olarak C. silviaticus 15.0 mg/mL

konsantrasyona oranla 20.0 mg/mL konsantrasyonda daha diisiik deger gostermistir.
3.3.3. Suiperoksit Anyon Radikalini Stupirme Teknigi

Uzerlerine 0,01M NBT, 0,05M PQO4*" tamponu, 0,003M riboflavin, 0,02M metiyonin
ekleyerek 0,005 mL hacme tamamladigimiz konsantrasyonlar1 1.0 mg/mL, 2.0
mg/mL, 5.0 mg/mL ve 10.0 mg/mL olacak sekilde hazirladik. Calistigimiz 4 adet
makromantar tiirtine karsilik gelecek sekilde iceriklerinde, c¢alisilan mantar
ekstraktlar1 disinda diger maddelerin bulundugu kér numuneler hazirlanarak 25 °C
sicaklikta karanlikta birakildi. Calisilan mantar tiirlerinin ekstraktlar1 ise 25 dakika

boyunca 25 °C’de floresan 1sik altinda bekletildi. Calisilan mantar miselleri
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ekstraktlarmin soliisyonlar1 560 nm spektrofotometrede kor numunelerle Slgulip
karsilastirildi. Burada olusturulan deney diizeneginin prensibine gore Flavin
indirgenme tepkimesiyle siiperoksit anyon radikaline doniiserek NBT’yi Formazona
(NBT*?) indirgiyor. Indirgenen NBT*2 soliisyonda mavi renk meydana getiriyor. Bu
durum 560nm spektrofotometrede en yiiksek absorbans degeri olarak 6lgiilmektedir.
Bu duruma baglh olarak radikallleri siipiiren bilesikler, siliperoksit anyonlari
sontimlendirip s6z konusu indirgenmeyi engelleyerek kullanilan antioksidan
miktarlar1 lgiisiinde mavi rengin ortaya ¢ikmasini 6nlemektedir. Olgiilen maksimum
absorbans miktarinin diismesi etkin olan antioksidan oraninin gostergesi olarak kabiil
edilir.

Tablo.3. Mantar ekstraktlarmmin ve standart antioksidanlarmm sUperoksit anyon radikal
aktiviteleri

Ornek konsantrasyonlar1 (mg/mL)

Mantarlar ve standartlar 0.1 0.25 0.5 1.0 2.0

A. fulva 28,17 459 54,56 60,33 74,24
M. tomentosa 12,79 26,41 51,54 65,06 83,24
P. impudicus 42,46 63,06 81,36 80,68 82,72
C. silvaticus 32,06 35,12 43,15 63,43 73,05
BHT 30,92 45,58 62,38 70,21 82,93
Trolox 38,36 52,39 60,35 79,58 82,74
BHA 48,86 58,04 58,82 62,19 70,34
Askorbik asit 36 57,08 64,18 66,11 68,58

Dort farkli mantar tiirliyle yaptigimiz ¢alismada M. tomentosa mantari stiperoksit
anyon radikal tekniginde 0,1107 absorbans degeriyle 83,24 gibi yiksek bir etkinlik
degeri gosterse de totalde degerlendirildiginde P. impudicus mantar1  aktivite

oraninda daha basaril sekilde etkinlik gostermektedir.

3.3.4. Metal selatlama etkinlik testi

C20H13N4NaOsS,  (ferrozin) ortamdaki demir iyonlar1 varliginin bir
gostergesidir. Ferrozin ortamdaki demir iyonlar1 ile birlesik bir yapi olusturarak
icinde bulundugu ¢6zeltinin renginin magenta olmasima sebep olur. Magenta rengini

alan s0zkonusu cozelti 562nm’de en yiiksek absorbans degerini gosterir. Ortamda
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bulunan radikal supurict maddelerin ve mantar yapisinda bulunan antioksidan etkili
molekiillerin etkinlikleri ferrozin bilesigiyle yarismaya girerek ferrozin-Fe*?
karmasik bilesiginin meydana gelmesini ve demir iyonlarmi kopararak ya da
birbirine baglayarak 6ncesinde 562 nm’de en yiiksek absorbans degerini veren
cozelti, sonrasinda zamanla absorbans degeri azalip rengi agarmaya baglar. S6z
konusu bu durum diisik absorbans verisinin yiiksek demir iyonu baglama

etkinliginin gostergesi oldugunu bize belirtir.

Tablo.4. Mantar ekstraktlarimin EDTA’nmin metal selatlama yiizde aktivite degerleri

Ornek konsantrasyonlar1 (mg/mL)

Mantarlar ve standartlar 0.1 025 0.5 0.75 1.0 2.0 4.0

A. fulva 552 716 79,16 8506 88 88,51 88,86
M. tomentosa 57,06 76,68 82,95 86,56 87,31 87,79 88,84
P. impudicus 26,14 3857 68,24 6847 77,61 83,39 8645
C. silvaticus 2475 6488 7251 8151 8297 8622 8503
EDTA 90,44 91,32 9116 9146 9153 913 91,18

Calismamizda kullandigimz 4 mantar tiirii i¢erisinde metal selatlama yuzde
aktivite degeri en yiiksek ¢ikan tiir, 0,048 absorbans orani1 ve 88,86 ylzde aktivite
degeri ile Amanita fulva olmustur. Cuprinus silviaticus digindaki 3 mantar tlrd en
yuksek yuzde aktivitelerini 4.0 mg/mL konsantrasyonda gosterirken C. silviaticus en
yuksek ylzde aktiviteyi 2.0 mg/mL konsantrasyonda gostermistir Calistigimiz 4
mantar tr( icin her birinin tum yizde aktivitelerinin orami hesaplandiginda en

yiksek metal selatlama aktivitesini M. tomentosa tiirii gostermistir.
3.3.5. Agar disk diftizyon yontemi

Daha ¢ok antibiyotik hassasiyetini belirlemek maksadiyla ¢alisilan bu
yontemde tiirliine gore ¢esitli mineral ve besin maddelerinden hazirlanan agar besi
yerlerine hassasiyeti arastirilmak istenen mikroorganizmanin taze kiltird ekilmek
suretiyle yapilir. 24 saatlik bir kulttr ekim stresinden sonra etkisi belirlenmek
istenen antibiyotik maddesi ¢ap1 belli kagit disklere emdirilir. Daha sonrasinda Ureme
potansiyeli i¢in uygun sicaklik ve kosullarda bekletilen agar besi yerleri (izerinde

uygun sekilde konumlandirilan ve antibiyotik maddesi emdirilmis kagit disklerin
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cevresindeki zon ¢api1 dlgiilerek ekimi yapilan kiiltiiriin hangi antibiyotige ne kadar

oranda hassasiyeti oldugu hesaplanir.

Calismamizda kullandigimiz C. silviaticus, P. impudicus, M. tomentosa ve A.
fulva dan elde edilen etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri disk difuzyon
metodu kullanilarak arastirildi (Kalemba ve Kunicka,., 2003). Bakteri kulturleri 37°C
de 24 saat Nutrient Broth besiyerinde inkiibe edildi. 25 ml’lik nutrient agarlar petri
kutularina dokiildiikten sonra besiyerlerinin katilasmasi igin bir stre beklendi. 100
ul’lik bakteri siispansiyonlar1 petri plaklarina aktarildiktan sonra drigalski spatuli
yardimiyla yayma islemi yapildi. Bakterilerin plak besiyerine tam olarak tutunmasini
sagladiktan sonra kor disklere 100 pl’lik mantar ekstraktlart (10 mg/mL
konsantrasyon) emdirildi. 100 ul etanol emdirilmis disk, kontrol olarak kullanilirken
pozitif kontrol amaciyla da Streptomisin ve Tetrasiklin ticari antibiyotik diskleri
kullanildi. 24 saat boyunca Inokiile edilen petri plaklarinda olusan inhibisyon

zonlarinin 6l¢iimii milimetrik cetvel araciligiyla yapild.

Tablo.5. Mantar ekstraktlarinin ve antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivite degerleri (mm)

Mantarlar ve Standart B. E. M. E.

Antibiyotikler S. Aureus subtilis  hirae  Luteus Coli P.aeruginosa
C. silvaticus 2 5 6 4 6 4

M. tomentosa 4 7 3 8 9 10

P. impudicus 3 4 6 4 3 2

A. fulva 2 2 4 3 2 2
Streptomycin 12 14 13 10 14 16
Tetracycline 20 21 20 19 18 20

Calismamizda elde ettigimiz Antimikrobiyal aktivite sonuclarmma gére M. tomentosa
fungusunun E.hirae hari¢ diger 5 mikroorganizmaya karst en fazla etkinligi

gosterdigi saptanmugtir.

-20-



3.3.6.Mantar numunelerindeki baz fenolik asitlerin analizi

3.3.6.1.Mantar 6rneklerini HPLC cihazinda yapilacak fenolik bilesik tayini icin
hazirlama

El degirmeninde toz haline getirilen her bir mantar numunesi (~3 g) 15
dakika boyunca ultrasonik kiivet icerisinde homojenize edildikten sonra 6 saat
boyunca -20°C'de 30 ml’lik aseton-su karigimi (80:20) kullanilarak ektrakte
edilmistir. Ekstraktlar 4000 g'de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
Whatman (no. 4) filtre kagidindan filtre edildi. Dipte kalan mantar tozlar1 yukarida
aciklandig1 sekilde 2 defa daha ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Burada amag
mantar 0zitl, iceriginin olabildigince ekstrakte edilmesidir. Aseton ¢Ozucusi
tamamen uzaklastirilincaya kadar 40°C de evapore edilen ekstraktin sivi fazi n-
hekzan ile yikandiktan sonra fraksiyonlama islemi igin dietileter (3 x 30 ml) ve
etilasetat (3 x 30 ml) sivi-sivi ekstarksiyonu uygulandi. Organik fazlar 40°C de
yapilan evaporasyon islemi ile ugurulduktan sonra saf ekstarkt su-methanol (80:20)
cozeltisinde tekrar ¢ozdiriildii ve HPLC analizi i¢in tek kullanimlik 0.22 um LC

filtrelerden suzildi.

3.3.6.2.HPLC analizi

Mantar tdrlerinin fenolik asit icerikleri Agillent 1260 Infinity HPLC-DAD
analitik cihazi ile belirlenmistir. Elde edilen datalar Agilent Chem Station revision
B.04.01 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Kromatografik aywrmalar 35°C’ ye
ayarlanmig Agillent ZORBAX reverse phase C18 column (250 x 4,6- 5 pm)
kullanilarak yapilmistir. Gradient eliisyonu amaciyla acetik acit—su (2:98 v/v) ile
methanol kullanilmistir. Numune injeksiyonlar1 20 pl olup okumalar 280 nm dalga

boyunda yapilmistur.
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Tablo.6. Mantarlar érneklerinde analiz edilen fenolik asit miktarlari (mg/kg)

Mantarlar ve

Fenolik asit deg.  P.impudicus M. tomentosa  C. silvaticus  A. fulva

Prothocateshic 3,34 3,93 15,67 nd
Cathechin 145,72 371,81 13,67 5,53
Coffeeic 1,10 1,12 12,32 0,53
Syringic 151,04 28,85 55,77 nd
Vanilic 6,21 8,48 29,50 nd
p-cumaric nd 0,57 5,54 0,51
0-cumaric 6,33 1,69 3,88 nd
Rutunic nd nd 0,5 nd
Qvercetin 4,37 2,45 8,09 0,65
Toplam fenolik 318,11 418,9 144,94 7,22

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1.Indirgeyici gii¢ aktivitesi

Bir bilesigin indirgeyici gili¢ kapasitesi, potansiyel antioksidan aktivitesinin
onemli bir gostergesi olarak anlasilir. Bilesiklerin antioksidan kapasiteleri; onlarin
zincir reaksiyonlarm baslatilmasini, geg¢is metal iyonu katalizorlerinin baglanmasi,
peroksitlerin ayrigmasi gibi reaksiyonlar1 onlemeleri ile indirgeme kapasitesi ve
radikal siipiirme gibi ¢esitli mekanizmalara atfedilmistir (Gulcin ve ark., 2003). Bu
calismada indirgeyici aktivite testi Fe®" (ferric) formundaki ferricyanide
kompleksinin ~ mantar  etanol  ekstraktlarinda  oldugu  var sayilan
antioksidanlar(rediiktanlar) tarafindan rediikte edilip (elektron aktarilip) Fe?*

(ferrous) forma déniistiiriilme esasma dayanir. Olusan Fe?* ¢ozeltide Perl’s Prussian
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mavi formasyonuna neden olur ve 700 nm de absorbans okunur (Oyaizu, 1986)
Tablo 6,7,8 ve 9 ekstraktlarin konsantrasyona bagli olarak indirgeyici gii¢
aktivitelerini gostermektedir. Tabloda da goriildiigii izere konsantrasyon arttik¢a (1-
10mg/mL) ekstraktlarin indirgeyici gii¢ aktiviteleri de artmaktadir. En yliksek
aktiviteyi 10 mg/mL konsantrasyonda M. tomentosa 2,89 olarak gosterirken yine
ayni konsantrasyonda en yiiksekten diisiige dogru; A. fulva 1,78, C. silvaticus 1,47,
P. impudicus 1,27 olarak sergilemistir. Standart antioksidanlar olan BHA, Trolox ve
Askorbik asit ise caligilan biitiin konsantrasyonlarda etanol ektsraktlarindan daha
yiiksek aktivite sergilemislerdir. 10 mg/mL konsantrasyondaki aktiviteleri sirasiyla
3,23, 3,58 ve 3,76 degerindedir. Sharma ve Gautam 2015°te yaptiklar1 bir caligmada
A. fulva’nin DPPH sondiirme, indirgeyici gii¢, demir selatlama ile slperoksit anyon
radikal aktivitelerinin ECso degerlerini sirasiyla; 3,29, 2,78, 1,92 ve 1,10 olarak tespit
etmislerdir. Bir bagka ¢alismada (Lo, 2005) 20 mg/mL konsantrasyonda P. eryngii
and P. ostreatus’un indirgeyici gii¢ aktivitelerini sirasiyla 0,75 ve 0,61, olarak rapor
etmiglerdir. Bulgularimizin hem konsantrasyon ve hem de aktivite agisindan bu
calismadan daha 1yi oldugunu soyleyebiliriz. Jayakumar ve ark., (2009) P.
ostreatus’un 10 mg/mL konsantrasyonda 1,36 lik indirgeyici giic aktivitesi
sergiledigini raporlamistir. Bu degerin ¢alisma bulgularimizla uyumluluk
gosterdigini belirtebiliriz. Diindar ve arkadaslarmin yaptiklar: bir ¢alismada (2013)
Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus florida ve Pleurotus sajor-caju’nun
misel formlarinin indirgeyici giic¢ aktivitesini ¢aligmislardir. 10 mg/mL
konsantrasyonda P. eryngii’nin 0.86 P. ostreatus 'un 0.81, P. florida’nin 0.75 ve P.
sajorcaju’nun ise 0,74 aktivite gosterdigi belirtilmistir. Yedi farkli mantar tiiriiniin
metanol ekstarktlarmin g¢alisildig1 bir baska ¢alismada ise (Diindar ve ark., 2016)
Agaricus arvensis, Agaricus campestris, Armillaria mellea, Fomes fomentarius,
Coprinus micaceus, Coriolus versicolor ve Lactarius deliciosus mantarlarinin
indirgeyici gilic aktiviteleri 10 mg/mL konsantrasyonda sirasiyla; 1,47, 1,65, 1,58,
2,09, 1,25, 1,21 ve 1,95 olarak tespit edilmistir. Arastirmacilarin da (Elmastas, 2007,
Diundar, 2015; Uoonlue ve Muangrat, 2019; Cosme ve ark., 2020) bilimsel
raporlarinda belirttigi lizere fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler, tanenler,
ksantonlar) antioksidan, antimikrobiyal ve antikanserojen gibi birgok biyolojik

aktivitede 6nemli rol oynayan bilesiklerdir.
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4.2.Superoksit anyon radikali siptrme aktivitesi

Reaktif oksijen tdrlerinin onculleri olan siper oksit radikalleri hcresel
komponentlere olduk¢a zarar verdigi bilinmektedir. (Halliwell ve Gutteridge 1985).
Bu test sisteminde de digerlerinde oldugu gibi mantar etanol ekstraktlarinin
konsantrasyonu arttik¢a (0,1-2 mg/mL) aktivitenin de arttigi gézlenmistir. 2 mg/mL
konsantrasyonda NBT’nin mavi formazan formuna doniisiimiinii inhibe eden yiizde
aktiviteler M. tomentosa igin 83,24, P. impudicus igin 82,72 A. fulva igin 74,24 C.
silvaticus i¢in ise 73,05 olarak tespit edilmistir. Elmastas ve ark (2007) yaptiklar1
calismada P. ostreatus i¢in bu degeri en yiiksek % 87 olarak raporlamisken ayni
mantar1 Jayakumar ve ark (2009) % 60,02 olarak raporlamiglardir. Diindar ve ark.,
Elde ettigimiz sonuglar, Elmastas ve arkadaslarinin sonuglarindan diisiik, Jayakumar
ve arkadaglarinin sonuglarindan ise yiiksektir. Diindar ve ark., (2015) yaptiklari
calismada Pleurotus ostreatus, Boletus edulis, Tricholoma populinum, Helvella
queletii, Armillaria tabescens, Psathyrella candolleana ve Helvella leucopus’un
stiper oksit anyon radikali siiplirme aktivitelerini yiizde olarak sirasiyla; 67,93, 69,45,
54,71, 76,19, 54,32, 63,32, 62,19 olarak tespit etmislerdir. Fenolik madde iceriginin
antioksidan kapasitenin olusmasinda 6nemli etkisinin oldugunu, bu testte en yiiksek
fenolik madde igerigine sahip olan M. tomentosa en yiiksek aktiviteyi gostererek

bilimsel literatiirle uyumlu bir sonug elde edilmistir.

4.3.DPPH Radikali Stplirme Aktivitesi

DPPH testi antioksidan aktivite gOsterecegi varsayilan maddelerin
antioksidatif potansiyellerini belirlemede kullanilan en temel testlerden biridir. (Duh
ve ark., 1999). Calismamizda mantar etanol ekstraktlarmin 1, 2, 5, 10, 15 ve 20
mg/mL’lik konsantrasyonlar1 denenmis en yiiksek aktiviteler beklendigi iizere 20
mg/mL’lik konsantrasyonlarda sergilenmistir. Tablo.3’te goriildiigii lizere bu testte

en ylksek aktiviteyi % 88,40 ile A. fulva sergilerken, birbirine olduk¢a yakin
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aktiviteler sergileyen M. tomentosa ve P. impudicus sirasiyla % 87,22 ve % 87,05, C.
silvaticus ise % 79,94 aktivite sergilemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan BHA,
BHT, Trolox ve Askorbik asit ise yiizde olarak sirasiyla; 93,47, 90,05, 93,60 ve
92,43 gibi oldukca yiksek aktiviteler gostermislerdir. Elmastas ve ark (2007)
yaptiklar1 ¢alismada P. ostreatus’un metanolik ekstraktint DPPH siipiirme
aktivitesini 200 pg/mL konsantrasyonda % 81.3 olarak tespit etmistir. P. ostreatus
and P. eryngii’nin 5 mg/mL konsantrasyondaki aktiviteleri ise sirasiyla %74.4 ve
92.2 olarak tespit edilmistir. (Lo, 2005). Diindar ve arkadaslar1 ise (2015) yaptiklari
caligmada P. ostreatus, B. edulis, H. leucopus igin sirasiyla % 95,43, % 94,89 ve %
92,49 gibi oldukga yiiksek aktiviteler rapor etmislerdir.

4.4 Metal Selatlama Aktivitesi

Transizyon metallerin radikallerin baslangi¢ formlarmin katalistleri oldugu
cogu arastirmaci tarafindan dile getirilmektedir. Dolayisiyla selatlama yapabilen
ajanlarin, canli sistemlerde transizyon metalleri stabilize edebilme ve sonu¢ olarak
serbest radikallerin yol agacagi zarar1 azaltabilme potansiyellerine sahiptirler
(Hanasaki ve ark., 1994; Heleno ve ark., 2010). Demirin lipit peroksidasyonunu
Fenton reaksiyonuyla stimule edebildigini ve ayni zamanda lipitleri peroksil ve
alkoksil radikallerine ayristirarak peroksidasyonu hizlandirabilir (Halliwell ,1991).
(Tablo.5) de goriildigt tizere kullandigimiz ekstraktlar artan konsantrasyon
miktarina bagl olarak demir selatlama aktivitelerinide arttrrmuslardir. 0,1-4 mg/mL
konsantrasyon araliginda denenen ekstraktlarin en yiiksek aktivitelerinin biribirine
oldukga yakin oldugu gozlenmistir. Bu aktiviteler 88,86 ile A. fulva, 88,84 ile M.
tomentosa 86,45 ile P. impudicus 85,03 ile C. silvaticus tarafindan sergilenmistir.
Pozitif standart olarak kullanilan EDTA denenen biitiin konsantrasyonlarda
ekstraktlardan daha yiiksek bir aktivite sergilemistir. Diindar ve ark., (2013) dort
Pleurotus tiirtiniin misellerinin etanol ektsraktini galismis en duisiik degeri % 35,9 en
yiiksegini ise % 69,5 olarak bulmustur. Elde etti§imiz sonuglarin bu sonuglardan
daha yiiksek oldugunu gdrmekteyiz. Sharma ve Gautam 2015°te yaptiklar1 bir
caligmada A. fulva’nin demir selatlama aktivitesinin ECsp degerini 1,92 mg/mL

olarak raporlamis olup, bu degerin bizim buldugumuz degere yakin bir deger
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oldugunu soyleyebiliriz. ve 1,10 olarak tespit etmislerdir. Bir bagka ¢aligmada (Lo,
2005) 20 mg/mL

Elmastas ve ark., (2007) ile Jayakumar ve ark., (2009) P. ostreatus’un 10 mg/mL
konsantrasyonda % 60,68 aktivite gosterdigini raporlamiglardir. Lo (2005) P. eryngii
ve P. ostreatus’un 5 mg/mL konsantrasyonda demir selatlama aktivitelerinin sirasiyla

% 41.4 ve % 64.0 oldugunu vurgulamislardir.

4.5.Antimikrobiyal aktivite

Calismamizda mantar etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla 4 tane gram pozitif 2 tane de gram negatif bakteri caligildi.
Ekstraktlarn 10 mg/mL konsantrasyonlardaki gosterdikleri aktiviteler Tablo.5
gosterilmistir. Her bir ekstrakt i¢in en yiiksek inhibisyon zonu olusumlariy; C.
silvaticus E. coli ve E. hirae’ye kars1 6 mm, M. tomentosa P. aeruginosa’a karsi 10
mm, P. impudicus E. hirae’ye kars1 6 mm, A. fulva E. hirae’ye kars1 4 mm seklinde
oldugu tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan streptomisin ve tetrasiklin
antibiyotikleri bakterilere kars1 biitiin ekstraktlardan daha yiiksek inhibisyon zonlar1
sergilemislerdir. Diindar ve ark. (2015) P. ostreatus, B. edulis, T. populinum, H.
queletii, A. tabescens, P. candolleana ve H. leucopus mantarlarin metanolik
ekstraktlarini1 ayni bakterilere karsi calismis, en yiiksek aktiviteyi P. ostreatus’un P.
aeruginosa’a karsi sergiledigini tespit etmislerdir.

Ekstraktlarin  calisilan  bakterilere karsi  genellikle zayif aktivite
sergilediklerini  soyleyebililiriz.  Farkli mantar tiirlerinin  farkli  derecelerde
antimikrobiyal aktivite sergilemeleri tlre 0zgl karakteristik 06zelliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢aligmada M. tomentosa’nin diger mantarlardan daha yiiksek
aktivite sergilemesini antimikrobiyal potansiyeli de bilinen fenolik madde igerigine
atfediyoruz. Antimikrobiyal aktivitelerin molekiiler mekanizmalarmin aydmlatilmasi

ancak detayli ¢aligmalar neticesinde miimkiindiir.

4.6. Mantarlarin fenolik asit profili
Yaptigimiz bu ¢aligmada kullanilan mantar tiirlerinin fenolik asit profilleri ve
miktarlart HPLC teknigi kullanilarak tespit edildi (Tablo.5) Bu baglamda fenolik

protokatesik, siringik, kafeik, vanilik, o-kumarik, p-kumarik, katesin, kuersetin ve
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rutinik asit analiz edildi. Analiz edilen fenolik asitlerin her bir mantar igin toplam
miktar1 M. tomentosa’da 418.90 mg/kg, P. impudicus’da 318,11 mg/kg, C.
silvaticus’da 144,94 ve A. fulva’da ise 7,22 mg/kg olarak tespit edildi. Diindar ve
ark. (2015)’de yaptiklar1 c¢alismada analiz ettikleri fenolik asitlerin toplam
miktarlarin1 P. ostreatus i¢in 1068,92 mg/kg, B. edulis i¢in 723,64 mg/kg, H.
leucopus icin 523,38 mg/kg ve T. populinum icin ise 357,74 mg/kg olarak

raporlamislardir.

5.SONUC ve ONERILER

Calisma sonunda elde ettigimiz veriler, mantarlarin etanolik ekstraktlarinin
potansiyel antioksidan ve antimikrobiyal kapasitelerini ortaya koymustur. Yaptigimiz
bilimsel okumalar 1s1ginda, bu etkileri olusturan molekiil ya da bilesiklerin fenolik
maddeler oldugunu belirtebiliriz. Ancak spesifik olarak hangi fenolik madde
¢esidinin hangi aktivitenin olusumuna yol agtigini belirlemek daha spesifik ekstrakt
fraksiyonlama yoOntemlerini ve molekiiler diizeyde ¢alismalar1 gerektirmektedir.
Giiniimiizde en ¢ok kullanilan standart antioksidanlardan BHA, BHT, propil gallat
(PG) ve tert butilhidrokuinon (TBHQ) gibi maddelerin toksik ve kanserojen oldugu
literatiirde belirtilmektedir. Bu durum bilim insanlarmin, biyoaktif 6zellik gdsterip
(antioksidan, antimikrobiyal, vb) ayn1 zamanda kullanim1 giivenli olan yeni ve dogal
bilesikler iizerindeki ilgilerinin giderek artmasma sebep olmustur. Mantar gibi hem
yenilebilen hem de insanda en az bir biyolojik fonksiyonu olumlu yénde etkileyen
gidalar fonksiyonel gida sinifinda kabul edilmektedir. Bu tiir mantarlarm uygun
formlarmin kullanilmasinin avantajlarini soyle siralayabiliriz;

1- Oncelikle insana zarar veren sentetik ve yapay antioksidanlarin ve
koruyucu ajanlarm kullanilma ihtiyacini minimize etmekte ya da sifirlamaktadir

2- Ambalajlanan ya da paketlenen gidalara belirli oranlarda katilip gidanin
oksidasyonunu ve bakteriyel bozulmasini engelledigi i¢in gidanin duyusal 6zellikleri
korunacaktir.

3- Kullandigimiz mantarin aromatik 0zelligi, eklendigi gidanin tat ve

aromasinda iyilestirici etki olusturabilir.
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4- Fonksiyonel gida olma 06zelligi nedeniyle gidalara katki maddesi olarak
katilabilir. Bu da tiiketilen gidaya, hem organizmanin temel ihtiyaglarini karsilamasi

hem de biyofonksiyonel olarak faydali olmasi a¢isindan deger katacaktir.
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