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Yiiksek Lisans Tezi

Yakutboleti (Hortiboletus Rubellus) Mantan1 Oziitlerinin Fenolik Bilesik, Vitamin ve
Mineral i¢eriklerinin in Vitro Kosullarda Antioksidan Etkilerinin Arastiriimasi

T.U Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal1

OZET

Bu ¢aligmanin amaci, Yaz aylarinda kayin ve mese ormanlarinda nadir rastlanan
Yakutboleti mantarinin (Hortiboletus rubellus) fenolik bilesik, vitamin ve mineral
iceriklerinin yan1 sira in vitro kosullardaki antioksidan etkilerinin aragtirilmasidir. Bu tiire

iligkin literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Agustos 2022°de Istiranca Ormanlari’ndan (Kirklareli) toplanan ve -80 °C’de
saklanan mantar ornekleri, dondurularak kurutma (liyofilizasyon) islemine tabi tutuldu.
Etanol, metanol, dimetilsiilfoksit (DMSO), fosfat tamponu ve etil asetat c¢oziiciileri
kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon siireci homojenizasyon (45 dakika),
calkalama (125 rpm, 24 saat) ve santrifiijleme (10.000 rpm, 20 dakika, 10 °C) adimlarim
icerdi. Toplam fenolik madde (Folin-Ciocalteu, gallik asit esdegeri - GAE), toplam flavonoid
madde (AI** komplekslesme, kuersetin esdegeri - QE) ve serbest radikal giderme aktivitesi
(DPPH radikal siipiirme, BHA/BHT standart) spektrofotometrik olarak analiz edildi. Fenolik
profil ve vitamin icerigi LC-MS ile, element profili ICP-MS ile, biyoaktif metabolitler
QTOF-MS ile karakterize edildi. Lakkaz aktivitesi kinetik 6l¢iimlerle degerlendirildi.

Calismada toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocalteu reaksiyonu esas
alimmistir. En yiiksek toplam fenolik madde (11.57 mg GAE/g) ekstraktinda belirlendi.
Toplam flavonoid madde miktari, flavonoidlerin aliiminyum iyonu (Al**) ile kompleks

olusturmas1 prensibine dayanan spektrofotometrik yontemle analiz edilmis ve sonuglar
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kuersetin esdegeri (QE) cinsinden raporlanmistir. En yiiksek flavonoid icerigi 1.45 mg QE/g

degeri ile metanol ekstraktinda saptanmistir.

Serbest radikal giderme aktivitesinin belirlenmesinde, Blois tarafindan gelistirilen ve
DPPH radikali siiplirme esasina dayanan yontem kullanilmistir. Standart ¢6zelti olarak BHA
(biitillenmis hidroksianizol) ve BHT (biitillenmis hidroksitoluen) tercih edilmistir. Metanol
ekstrakti (%39,64 inhibisyon, 1000 pg/mL) en yiiksek serbest radikal siipiirme aktivitesini

gosterdi.

LC-MS ile yapilan Fenolik madde profili belirleme analizinde, liyofilize Yakutboleti
mantar1 ekstraktlarinda dikkat g¢ekici fenolik profil tespit edilmistir. Hidrolize edilmemis
ekstrakta ait kistmda indol-3-Asetik Asit bilesigi 9489,16 pg/g ile yiiksek konsantrasyonda
saptanmistir. Hidroliz sonrasinda ise Protokatesik Asit konsantrasyonu 907,92 pg/g degerine
ulasarak 16 kat artis gostermistir. Ayrica hidroliz islemi sonucunda Jaseosidin (67,95 pg/g)
ve Izorhamnetin (61,51 pg/g) gibi yeni biyoaktif bilesiklerin agiga ¢iktig1 belirlenmistir.

QTOF-MS analizi ile, Yakutboleti mantarinin farmakolojik potansiyel tagiyan kritik
metabolitlerini ortaya ¢ikarildi. Pozitif iyon modunda, antikanser aktivite gosteren Brefeldin
A ve noroprotektif antioksidan ergotionin saptanmistir. Ayni zamanda, siit ve siit lirlinlerinde
de bulunan ve trans bir bir yag asidi olan vaksenik asit tespit edilmistir. Negatif iyon modunda
ise metal selasyonu ile nérodejenaratif etki gdsteren kinolin-8-ol bilesigi belirlenmistir. Bu
bulgular, mantarin terapotik uygulamalara kaynak olusturabilecek biyoaktif gesitliligini

kanitlamaktadir.

Yakutboleti mantarinin yagda ¢oziinen vitamin igerigi, LC-MS ile analiz edilmistir.
Calismada, Vitamin Ds bilesigi 512,68 ug/kg (ppb) konsantrasyonda tespit edilmistir. B
vitamini profili, LC-MS ile analiz edilmistir. En yliksek konsantrasyon 2326,08 pg/kg (ppb)

ile nikotinik asitte (B3) belirlenmistir.

Yakutboleti mantarinin element profili, ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle
Spektrometresi) ile analiz edilmistir. En yiiksek konsantrasyonlar sirasiyla fosfor (775.921,41
ng/kg) ve potasyum (1.005.692,17 ng/kg) olarak belirlenmistir. Dikkat c¢ekici seviyede
arsenik (601,34 pg/kg) tespit edilirken; demir (12.046,98 pg/kg) ve ¢inko (52.630,00 pg/kg)



gibi esansiyel minerallerin birikimi 6ne ¢ikmistir. Toksik metal kadmiyumun diisiik kalmasi

(14,09 pg/kg) olumlu bulgu olarak kaydedilmistir.

Ekstraktlarinin lakkaz aktivitesi, kinetik ol¢timlerle degerlendirilmistir. En yiiksek
enzim aktivitesi 0,22 U/L ile etanol ekstraktinda tespit edilmis olup, bu deger metanol (0,12
U/L) ve DMSO (0,11 U/L) ekstraktlarindan anlamli derecede yiiksektir. Fosfat tamponu ve

etil asetat ekstraktlarinda ise 6l¢iilebilir lakkaz aktivitesi saptanmamustir.

Bu kapsamli analizler, Yakutboleti mantarinin ¢esitli biyoaktif fenolik bilesikler
(Indol-3-Asetik Asit, Protokatesik Asit, Jaseosidin, Izorhamnetin), farmakolojik potansiyel
tagtyan metabolitler (Brefeldin A, ergotionin, kinolin-8-ol) tespit edilmesi dikkat
cekmektedir, Ozellikle metanol ekstraktinin belirgin antioksidan kapasitesi ve etanol
ekstraktinin lakkaz aktivitesi, bu nadir mantar tiiriinlin fonksiyonel gida ve biyoteknolojik

uygulamalar i¢in potansiyelini isaret etmektedir.

Yil : 2025
Sayfa Sayis1 : 97

Anahtar Kelimeler  : Hortiboletus rubellus, LC-MS, QTOF-MS, ICP-MS, Fenolik i¢gerik,

Antioksidan aktivite, Lakkaz enzimi.
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Master's Thesis

Antioxidant Effects of Phenolic Compounds, Vitamin and Mineral Contents of
Yakutboleti (Hortiboletus rubellus) Mushroom Extracts Under in Vitro Conditions.
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Chemistry

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the phenolic compounds, vitamin and mineral
contents as well as antioxidant effects of Yakutboleti mushroom (Hortiboletus rubellus),
which is rarely found in beech and oak forests in summer, under in vitro conditions. There
are limited number of studies on this species in the literature.

Mushroom samples collected from Istiranca Forests (Kirklareli) in August 2022 and
stored at -80 °C were subjected to freeze-drying (lyophilisation). Extraction was performed
using ethanol, methanol, dimethylsulfoxide (DMSO), phosphate buffer and ethyl acetate
solvents. The extraction process included homogenisation (45 min), agitation (125 rpm, 24
h) and centrifugation (10,000 rpm, 20 min, 10 °C). Total phenolics (Folin-Ciocalteu, gallic
acid equivalent - GAE), total flavonoids (Al** complexation, quercetin equivalent - QE) and
free radical scavenging activity (DPPH radical scavenging, BHA/BHT standard) were
analysed spectrophotometrically. Phenolic profile and vitamin content were characterised by
LC-MS, elemental profile by ICP-MS and bioactive metabolites by QTOF-MS. Laccase
activity was evaluated by kinetic measurements.

Folin-Ciocalteu reaction was used for the determination of total phenolic matter. The
highest total phenolic content (11.57 mg GAE/g) was determined in the extract. Total
flavonoid content was analysed by spectrophotometric method based on the principle of

flavonoid complexation with aluminium ion (Al**) and the results were reported in quercetin
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equivalent (QE). The highest flavonoid content was found in the methanol extract with a
value of 1.45 mg QE/g.

In the determination of free radical scavenging activity, the method developed by
Blois and based on DPPH radical scavenging was used. BHA (butylated hydroxyanisole) and
BHT (butylated hydroxytoluene) were preferred as standard solutions. Methanol extract
(39.64% inhibition, 1000 pg/mL) showed the highest free radical scavenging activity.

Phenolic substance profile determination analysis by LC-MS revealed a remarkable
phenolic profile in lyophilized Yakutboleti mushroom extracts. Indole-3-acetic acid
compound was detected at a high concentration of 9489.16 pg/g in the non-hydrolyzed
extract. After hydrolysis, the concentration of Protocatechic Acid reached 907.92 pg/g and
increased 16 times. It was also determined that new bioactive compounds such as Jaseosidin
(67.95 pg/g) and Isorhamnetin (61.51 pg/g) were released as a result of hydrolysis.

QTOF-MS analysis revealed critical metabolites of Yakutboleti mushroom with
pharmacological potential. In positive ion mode, Brefeldin A with anticancer activity and the
neuroprotective antioxidant ergothioneine were detected. At the same time, waxenic acid, a
trans fatty acid also found in milk and dairy products, was detected. In the negative ion mode,
quinolin-8-0l compound showing neurodegenerative effect by metal chelation was
determined. These findings prove the bioactive diversity of the fungus can be a source of
therapeutic applications.

The fat-soluble vitamin content of Yakutboleti mushroom was analyzed by LC-MS.
Vitamin Ds; compound was detected at a concentration of 512.68 pg/kg (ppb). Vitamin B
profile was analyzed by LC-MS. The highest concentration was determined in nicotinic acid
(B3) with 2326,08 ng/kg (ppb).

The elemental profile of the Yakutboleti mushroom was analyzed by ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). The highest concentrations were
phosphorus (775,921.41 ug/kg) and potassium (1,005,692.17 ug/kg). Arsenic (601.34 pg/kg)
was detected at a remarkable level, while the accumulation of essential minerals such as iron
(12,046.98 pg/kg) and zinc (52,630.00 pg/kg) stood out. The low level of toxic metal
cadmium (14.09 pg/kg) was recorded as a positive finding.
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Laccase activity of the extracts was evaluated by kinetic measurements. The highest
enzyme activity was detected in ethanol extract with 0.22 U/L, which was significantly higher
than methanol (0.12 U/L) and DMSO (0.11 U/L) extracts. No measurable laccase activity
was detected in phosphate buffer and ethyl acetate extracts.

In these comprehensive analyses, it is noteworthy that various bioactive phenolic
compounds (Indole-3-Acetic Acid, Protocatechic Acid, Jaseosidin, Isorhamnetin),
metabolites with pharmacological potential (Brefeldin A, ergothionine, quinolin-8-ol) were
detected in Yakutboleti mushroom, especially the significant antioxidant capacity of
methanol extract and laccase activity of ethanol extract indicate the potential of this rare

mushroom species for functional food and biotechnological applications.

Year : 2025
Number of Pages : 97
Keywords . Hortiboletus rubellus, LC-MS, QTOF-MS, ICP-MS, Phenolic

content, Antioxidant activity, Laccase enzyme.
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Kiiresel gida sistemleri; niifus artisi, ¢evresel tahribat ve beslenme eksiklikleri gibi
¢ok yonli sorunlarla yiizlesmektedir. 2050 yilina kadar diinya niifusunun 9,7 milyara
ulasacagi ongoriiliirken (Pingali & Aiyar, 2018) bu artisla birlikte siirdiiriilebilir ve besin
degeri yiiksek alternatif kaynaklarin gerekliligi de belirginlesmektedir. Bu kapsamda, insan
sagligina sagladigi zengin besin icerigi ve diisiikk cevresel etkiyle liretilebilme 6zelligi
nedeniyle mantarlar, gelecek vaat eden biyolojik kaynaklar arasinda 6ne ¢ikmaktadir (Boro
vd., 2025). Yenilebilir mantar tiirleri; yliksek biyolojik degere sahip protein, esansiyel amino
asitler, diyet lifi, D ve B kompleks vitaminleri, makro ve mikro minerallerin yani sira
polifenoller ve antioksidan bilesikler icermektedir (Heleno vd., 2015). Ayrica antitiimoral,
antienflamatuvar, antidiyabetik, antiobezite ve immiinomodiilatdr Ozellikleri gibi
farmakolojik etkileriyle de insan saglhigini destekleyici potansiyel tasimaktadir. Bu
ozellikleriyle mantarlar, siirdiiriilebilir gida tiretim sistemlerinin gelistirilmesinde ve kiiresel
beslenme sorunlarinin hafifletilmesinde stratejik bir rol iistlenebilecek biyolojik kaynaklar

olarak degerlendirilmektedir (K. Da Wu vd., 2007).

Mantarlarin 6nemi sadece insan beslenmesi ile smirli olmayip ekosistem
dinamiklerinin siirdiiriilebilirligi baglaminda da multidisipliner bir degere sahiptir (Hibbett
vd., 2018). Dogal siireglerde organik madde ayrisim siireclerini yoneterek toprak yapisini
tyilestiren ve biyogesitliligi destekleyen mantarlar , tarimsal veya endiistriyel kokenli organik
atiklarin biyoddniistimiine imkéan taniyarak dongiisel ekonomi modellerine entegre olabilme
kapasitesiyle de dikkat ¢ekmektedir (Johnson & Gehring, 2007). Su ve enerji tiikketiminin

minimal diizeyde olmasi, hizli tiretim dongiileri ve yiiksek verimlilik oranlar1 gibi avantajlari



sayesinde, mantar yetistiriciligi hem kaynak verimliligini artirma hem de gida arz1 istikrarin
giiclendirme agisindan stratejik bir konumdadir. Bu 6zellikleri nedeniyle mantarlar, ekolojik
dengenin korunmasi ile beslenme kaynakli kiiresel sorunlarin hafifletilmesi arasinda koprii
kurabilen ve bu alanlarda kiiresel 6lgekte biitiinlesik ¢Oziimler sunma kapasitesine sahip

biyolojik bir kaynak olarak dne ¢cikmaktadir (Khan & Khan, 2023).

Mantar tiirlerinin bu ¢ok yonlii islevselligi 6zellikle Boletaceae ailesi iiyelerinde
belirgin bir sekilde gozlemlenebilmektedir (Kala¢, 2010). Boletus edulis gibi tiirleri
bilinyesinde barindiran bu familya hem ekosistemlerdeki simbiyotik iligkileri desteklemesi
hem de insan beslenmesinde fonksiyonel gida olarak kullanim potansiyeliyle dikkat
cekmektedir (Hyde & Hibbett, 2016). Ornegin, mikorizal tiirler olarak bitki kokleri ile
kurduklar1 mutualistik iligkiler sayesinde toprak verimliligini artirmakta, agir metal baglama
kapasiteleri ile de kirleticilerin biyolojik aritim siireglerine katki saglamaktadir. Ayni
zamanda yiiksek beta-glukan, ergotiyonin ve fenolik bilesik icerikleriyle bagigiklik
modiilasyonu, antimikrobiyal aktivite ve oksidatif stresin azaltilmasi gibi biyoaktif 6zellikler
sergileyen bu tiirler, nutrasdtik ve farmasotik uygulamalar igin degerli bir kaynak
olusturmaktadir (Rahi & Malik, 2016) Bu cinse ait tiirlerden biri olan Yakutboleti mantari
(Hortiboletus rubellus), 2015 dncesinde Xerocomus cinsi altinda Boletus rubellus (Krombh)
ve Boletus versicolor (Rostk.) adlartyla ¢aligmalarda yer almistir. Yakutboleti mantar1 yaz
aylarinda kayin ve mese agaglarinin bulundugu cografyalarda bulunan ¢ok yaygin olmayan
bir tiirdiir. Bu nedenle, Yakutboleti mantar1 ile ilgili literatiirde ¢ok az ¢alisma bulunmakla
beraber; bunlarin ¢ogu filogenetik arastirmalar iizerine yogunlasmis ¢alismalardir (Biketova

vd., 2025).

Bu baglamda ¢alismanin temel amaci; Boletaceae familyasina ait Yakutboleti mantar
tiiriiniin fenolik bilesik, vitamin ve mineral profillerinin kapsamli bir sekilde karakterize
edilmesi, in vitro kosullarda antioksidan kapasitesinin deneysel olarak degerlendirilmesi ve
literatiirde yap1 ve tiir bakimindan benzer mantar c¢alismalar1 ile karsilastirmali analiz
yapilarak besinsel, biyoaktif ve farmakolojik 6zellikler agisindan avantajlarinin sistematik

olarak ortaya konulmasidir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1.Mantarlar (Fungi) Alemi

Mantarlar,  ekstrem  kosullarda  yasami  miimkiin  kilan ekstremofilik
ozellikleriyle yasamin sinirlarini yeniden tanimlayan énemli mikroorganizmalar olarak kabul
edilmektedir. Klorofil icermemeleri ve fotosentez yeteneklerinin bulunmamasi nedeniyle
bitki  kralligindan  ayrnistirilmaktadir. = Bu  organizmalar; Konjuge  mantarlar
(Zigomisetler), Kese mantarlar1 (Askomisetler) ve Bazidyumlu mantarlar (Basidiomisetler)
seklinde lic ana smif altinda kategorize edilmektedir. Yasam alanlari, toprak alti, agac
kabuklar1 ve organik materyaller gibi cesitli substratlar {izerinde genis bir dagilim

gostermektedir (Dimopoulou & Koutrotsios, 2022).
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Sekil 2.1. Temel mantar ¢izimi ve kullanilan mikolojik terimler



Mantarlarin morfolojik yapisi, temel olarak toprak {izerinde konumlanan bir meyve
govdesi  (karpofor/mikokarp), spor lretiminden sorumlu yap1 (sporofor), govdeyi

destekleyen sap ve genis bir yeralti misel agindan olugmaktadir (Sekil 2.1) (Kalac, 2010).

Klorofil ve kloroplast igcermedikleri i¢in fotosentez gergeklestirilemez. Yasam
dongiileri  tipik olarak nemli ortamlarda siirdiiriilmektedir. Fazla glikoz, glikojen
formunda depolanmaktadir. Mantarlarin temel yapisal birimi, hif ad1 verilen ipliksi yapilarin
birlesimi sonucu olusmaktadir. Hiflerin bir araya gelmesiyle miselyum ad1 verilen karmasik
ag yapilart meydana getirilmektedir. Cogalma, eseysiz ve eseyli olmak {izere iki farkl
mekanizma ile gerceklestirilmektedir. Eseysiz iireme, spor olusumu ve tomurcuklanma
yoluyla saglanmaktadir. Bunun yani sira, kopan hif ve miselyum fragmanlar1 uygun kosullar
altinda geliserek yeni bireyler olusturulabilmektedir. Eseyli {ireme ise dol almasi

(metagenez) evreleri ile tamamlanmaktadir (Walker & White, 2017).

Mantarlar, ciiriik¢iil beslenme tarzi sergilenmekte ve saprofit (ayristirici) olarak
tanimlanmaktadir. Saprofit mantarlar, organik madde par¢alanmasinda rol oynayan enzimleri
dis ortama salgilamaktadir. Salgilanan bu enzimler, ortamdaki polimerlerin (karmagsik
molekiiller) monomerlere (basit yap: taslari) parcalanmasini saglamaktadir. Ardindan,

monomerler hiicre i¢ine alinarak besin olarak tiiketilmektedir.

Bitkilerle simbiyotik iliski kurdugu gozlemlenen mantarlar, c¢ogunlukla bitki
koklerinde (mikoriza) konumlanmaktadir. Bu iliskide mantarlar, bitkinin topraktan mineral
emilimini kolaylastirmakta; karsiliginda ise bitki tarafindan iiretilen organik bilesiklerle

mantarin besin ihtiyaci karsilanmaktadir (Lazniewska vd., 2012)



2.2. Mantarlar ve ekolojik 6nemleri.

Ekosistemdeki islevleri agisindan mantarlar, organik atiklarin parcalanmasi ile besin
dongiisiiniin siirdiiriilebilirliginde kritik bir rol iistlenmektedir Bu gorev, saprofit olarak
yasayan bazi bakteri ve arkea tiirleriyle birlikte gerceklestirilir. Mantarlar, bitki kokleriyle
kurduklar1 simbiyotik iliskiler araciligiyla besin maddelerinin kullanilabilirliginin
artirllmasina  ve toprak yapisiin iyilestirilmesine katki saglamaktadir. Ozellikle
Bazidiyomisetler (Basidiomycetes) gibi saprotrofik ozellik gdsteren mantarlar, lignin gibi
inatc1 bilesiklerin parcalanmasinda etkin rol oynamaktadir. Bu siiregte, karmasik polimerlerin
ayristirilmasiyla besinlerin ekosisteme geri kazandirilmasi saglanmaktadir (Walker & White,

2017).

Sekil 2.2. En yaygin bazidiyomiset tilirleri. A) Kiiltiir mantar1 (Agaricus bisporus)
(Sevindik, 2018). B) Miirekkep mantar1 (Coprinus comatus) (Naliwajko, 2020) C) Reishi
mantari (Alkan, 2016). D) Corek mantar1 (Boletus edulis) (Kendi ¢ekimimiz).

Mikorizal mantarlar (arbuskiiler mikoriza gibi), genis hif aglar1 araciligiyla konak
bitkilerin mineral besinlere erisimini artirmaktadir. Bu siiregte, topraktaki besin
elementlerinin  alim1  kolaylastirilmakta ve bitkilerin  besin kullanim  verimliligi
tyilestirilmektedir (Hibbett vd., 2007). Mikorizal mantarlar (6rnegin Arbuskiiler mikoriza),
bitkilere kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerine ve toprak kaynakli patojenik tehditlere karsi



diren¢ kazandirilmasinda rol oynamaktadir. Ayrica, mikorizal gesitlilik ve varliginin, bitki
komiinitelerinin yapisal bilesiminin diizenlenmesine katkida bulundugu, besin kullanim
verimliliginin artirildigi ve  bitkisel iiretkenligin 6nemli Ol¢iide desteklendigi bilimsel

calismalarla rapor edilmektedir (van der Heijden & Bardgett, 1998).

Sekil 2.3. Mikorizal iliski kuran spesifik mantar tiirleri. (A) Tuber melanosporum (Dogan,
2021) (B) Rhizopogon roseolus (Yaprak vd., 2024) (C) Laccaria bicolor, (Ruytinx vd., 2021)

(A) Siyah Triif Mantar1 (Tuber melanosporum): Ozellikle Mese (Quercus spp.) ve
Findik (Corylus spp.) gibi yaprak doken agaglarla mikorizal iligki kurularak simbiyotik bir
bag olusturulmaktadir. (B) Tavsan Bobregi Mantar1 (Rhizopogon roseolus): Cam tiirleriyle
(Pinus spp.) ektomikorizal simbiyoz iliskisi kurmakta ve toprak ekosistemlerinde yayginlik
gostermektedir. (C)Ala Diizenbaz Mantar1 (Laccaria bicolor): 1gne yaprakli koniferlerle
(6rn. Pinus) ektomikorizal bir iligki icerisinde yer almaktadir. Bu mantar, bitkilerde azot

asimilasyonunun artirilmasina katki saglamaktadir (Sekil 2.3).

Baz1 mantar tiirleri tarafindan {iretilen metabolik son {iriinlerin toksik etkiler
gosterdigi bilinmektedir. Bununla birlikte, mantarlardan izole edilen biyoaktif bilesikler,
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ve tarimsal patojenlerle miicadelede farmasotik
ajanlar olarak kullanilmaktadir. Zehirsiz sapkali mantarlar ise yliksek besin degerine sahip
bilesenler (protein, lif, vitaminler) igermekte ve insan gida endiistrisinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ayrica mantarlar, antibiyotik liretimi (6rn. penisilin), vitamin takviyeleri ve

enzim/hormon sentezi gibi biyoteknolojik uygulamalarda ham madde kaynagi olarak
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kullanilmaktadir. Ozellikle Penicillium cinsine ait tiirlerden elde edilen penisilin, yiiksek
antimikrobiyal etkinlik gostererek pndmoni, seliilit, piyelonefrit ve menenjit gibi sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde temel ila¢ gruplarindan biri olarak kabul edilmektedir (Money,

2016).

Sekil 2.4. Pestisit olarak kullanilmak iizere arastirmasi yapilan mantar tiirleri.
A) Puf mantar1 (Lycoperdan perlatum) B) Sinek mantar1 (Amanita muscaria) C) Kokulu
kiitiikteregi (Trametes odorata)

Entomopatojenik mantarlar, bocekler {izerinde parazitik ve patojenik etki
gostererek zararli popiilasyonlarinin dengelenmesinde rol oynamaktadir. Bu mantarlar,
tarimsal zararli miicadelesinde kimyasal pestisitlere alternatif olarak kullanilmakta
ve siirdiiriilebilir bir ¢dziim olarak degerlendirilmektedir (Khan & Khan, 2023). Ornegin, Puf
mantar1 (Lycoperdon perlatum) tiirline ait sporlarin, bal arilarinda uyusturucu etki olusturmak
amaciyla kullanildig1 rapor edilmistir. Sinek mantar1 (Amanita muscaria) 6ziitliiniin seker
bazli soliisyonlara eklenmesiyle ev sineklerinin kontrol altina alindigr gézlemlenmistir.
Kokulu kiitiikteregi (Trametes odorata) tozunun ise tekstil iirlinlerinden bdceklerin

uzaklastirilmasinda etkili oldugu kanitlanmistir (Mier vd., 1996).
2.3. Biyokimya ve mantarlar

Mantarlarin ~ beslenme  mekanizmalari, heterotrofik  organizmalar  olarak
siniflandirilmalariyla uyumlu sekilde 6zgiin bir yap1 sergilemektedir. Enerji liretimi igin

organik bilesiklerden, biyosentez i¢in ise karbon kaynaklarindan yararlanilmaktadir. Basit



organik bilesikler (monosakkaritler, amino asitler vb.), hiicre zarindan dogrudan difiizyonla
alinabilmektedir. Kompleks molekiiller (polisakkaritler, proteinler vb.), ekstraselliiler
hidrolitik enzimler tarafindan parcalandiktan sonra hiicre igine tasinmaktadir. Bu enzimlerin
bir kismi hiicre i¢inde tutulurken, bir kismi vezikiiller araciligiyla dis ortama salinmaktadir.
Parcalanan monomerler, aktif/pasif tagima ile alinarak metabolik siireglerde kullanilmaktadir.
Mantarlar, bazi besinleri sentezleyebilmekle birlikte cogunu disaridan temin etmektedir.
Lignoseliilozik substratlar (nisasta, seliiloz gibi), endo-beta-glukanaz ve beta-glukosidaz gibi
enzimlerle monomerlere parcalanmaktadir. Ornegin seliiloz, beta 1-4 glikozidik baglarinin
hidroliziyle ayristirllmaktadir. Mantarlarin lignoseliiloz atiklarini protein agisindan zengin
gidalara doniistiirme yetenegi, diisilk maliyetli bir biyoteknolojik yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu siireg, ¢cevresel kirliligin azaltilmasina da katki saglamaktadir. Endiistriyel
fermantasyon, enzim tiiretimi (seliilaz, ligninaz vb.) ve biyofarmasétik gelistirme alanlarinda

kritik roller tistlenilmektedir (Kumar & Mehta, 2021).

Mantarlar, biyolojik cesitlilikleri ve tirettikleri metabolitler sayesinde tip ve endiistri
alanlarinda vazgec¢ilmez bir role sahiptir (Cizelge 2.1). Tipta, antibiyotiklerin kesfinde ¢ig1r
acan penisilin basta olmak {izere, immiinsupresan siklosporin, kanser tedavisinde kullanilan
taxol tiirevleri ve statin grubu kolesterol diisiiriicii ilaglar gibi pek ¢ok hayati farmasétik ajan
mantarlardan elde edilmektedir (Hyde & Xu, 2012). Son yillarda, makromantarlardan izole
edilen polisakkaritlerin (6rnegin lentinan, beta-glukan) antitiimor ve immiin sistemi uyarict
etkileri klinik aragtirmalarla kanitlanmistir (K.-D. Wu & Zhang, 2007). Endiistriyel
uygulamalarda ise mantarlar, enzim {iiretimi (lipaz, seliillaz), biyoremediasyon (agir metal
absorbsiyonu) (Singhania vd., 2010) gida endiistrisinde aroma maddeleri ve fermente
driinlerin eldesinde kullanilmaktadir. Mikorizal mantarlarin tarimda verim artiric1 olarak
kullanimut siirdiiriilebilir tarim uygulamalarini desteklemektedir. Bu ¢ok yonli 6zellikleriyle

mantarlar, biyoteknolojinin geleceginde kilit bir konumdadr.



Cizelge 2.1. Mantarlarin beslenme mekanizmalari ve biyoteknolojik uygulamalari

Kategori Ornekler Enzimler Biyoteknolojik
Rolii
Besin Kaynaklari Organik bilesikler Amilaz Endiistriyel
(glikoz, sakkaroz). Seliilaz fermantasyon,
Polimerler (nisasta, Ligninaz biyoyakit tiretimi.
seliiloz, lignin).
Ekstraselliiler Polisakkaritler— Proteaz Atik yonetimi, gida
Parcalama Monomerler. Lipaz endiistrisinde tekstiir
Proteinler— Amino tyilestirme.
asitler.
Hiicrelci Monomerlerin Dehidrogenaz Ilag gelistirme
Metabolizma enerjiye donligimii. Kinaz (penisilin), probiyotik
Biyosentez takviyeler.
(vitamin,
antibiyotik).
Lignoseliiloz Tarim atiklart —  Endo-beta glukanaz  Siirdiiriilebilir gida
Doéniistimii Protein kaynaklari Beta-glukosidaz iretimi, ¢cevre dostu
Seliiloz — Glikoz prosesler.
Cevresel Katkilar Pestisit alternatifi, Kitinaz Organik tarim,
Toprak verimliligi Fitaz biyoremediasyon.
arttirllmasi.

2.4. Boletales (Bolet) ailesi

Bolet mantarlari (Boletaceae familyasi), halk arasinda "¢orek mantar1" olarak bilinen
ve alt kisimlarinda lameller yerine por yapilari bulunan genis bir mantar grubudur
Boletales takiminda  siniflandirilan Boletaceae  familyasi, Basidiomycota subesine  ait
mantarlarin ekolojik agidan 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Bu familya tiyeleri, karasal
habitatlarda gelisen ve etli karpofor (meyve gévdesi) yapisiyla karakterize edilmektedir .
Agirliklr olarak ektomikorizal 6zellik gosteren bu mantarlar, Cam (Pinus), Ladin, (Picea),
Sapli Mese (Quercus robur) ve Adi Hus (Betula pendula) gibi kozalakli ve yaprak doken
agaglarla simbiyotik iligski kurmaktadir. Bu iliski, konak bitkilerle mantarlar arasinda besin
aligverisinin optimize edilmesini saglamakta ve orman ekosistemlerinin biyogesitlilik ile

stirdiiriilebilirligine katkida bulunmaktadir (Hibbett vd., 2007).
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Sekil 2.5. Rizosfer ve Mikorizosfer diyagrami

Rizosfer, bitki koklerinin salgiladigi bilesikler ile bu bolgede bulunan
mikroorganizmalar arasindaki etkilesim sonucu sekillenen toprak bolgesidir. Bu alanda, bitki
kokleri dogrudan besin maddelerini alirken, bakteriler gibi ¢esitli mikroorganizmalarin kok

salgilar1 ile beslendigi bilinmektedir.

Mikorizosfer ise, mikorizal mantarlarin bitki kokleriyle simbiyotik bir iliski kurdugu
daha genis bir toprak alanini ifade etmektedir. Bu simbiyotik iliskide, mantar hifleri koklerin
ulasamadig1 toprak bolgelerinden su ve besin maddelerinin taginmasini saglamakta; ayni
zamanda salgiladiklar1 enzimler ve 6zgiil bilesikler araciligiyla toprak yapisinda degisiklikler
meydana getirmektedir. Bu etkilesim sonucunda, bitkilerin daha az kok sistemi
gelistirmelerine ragmen daha verimli bir biiyiime gergeklestirdikleri belirlenmistir (Sekil

2.5.) (Johnson & Gehring, 2007)

Bolet ailesi, poroid spor tasiyan yiizeyler, merkezi bir stipe ve kemotaksonomik
belirtecler olarak hizmet eden siklikla ¢liriime reaksiyonlar1 (yaralanma iizerine mavi veya
kirmiz1 renk degisikligi) gibi temel teshis 6zellikleri ile 6nemli morfolojik cesitlilik sergiler

(Liu vd., 2024).
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2.4.1. Bolet tiirlerinin siniflandirilmasi

Boletaceae, Basidiomycota boliimii, Agaricomycetes smifi ve Boletales takimi altinda
siniflandirilir (Cizelge 2.2.) ve Boletus, Suillus, Leccinum, Tylopilus ve Xerocomus gibi ¢ok
sayida cinsi kapsar (Grum-Grzhimaylo & Linnik, 2013). Boletaceae familyasi kozmopolittir
ve tiirleri 1liman, subtropikal ve tropikal bolgelere dagilmis olmakla birlikte en ¢ok Kuzey
Yarimkiire ormanlarinda, 6zellikle de Avrupa, Kuzey Amerika ve Dogu Asya'da bulunur

(Hyde & Hibbett, 2016).

Cizelge 2.2. Boletaceae ailesinin taksonomik siniflandirilmasi.

Alem Mantarlar (Fungi)
Boliim Bazitli mantarlar (Basidiomycota)
Simif Sapkali mantarlar (Agaricomycetes)
Takim Boletler (Boletales)
Aile Boletler (Boletaceae)

Boletaceae familyasina ait mantar tiirlerinin sporlar1 genellikle kahverengi tonlarinda
olup, spor tastyict yiizeyleri c¢ogunlukla gbzenekli, bazi tiirlerde ise lamelli yap1
gostermektedir. Bazi tiirlerde, mekanik hasar veya kesilme sonrasi doku renginin maviye

donmesi seklinde gbzlenen oksidasyon tepkisi tipiktir (0rnegin, Boletus luridus).

Pestifal (Tylopilus felleus) gibi bazi tiirler, aci tatlar1 nedeniyle yenilemez olarak
siiflandirilmaktadir. Bununla birlikte, Boletus edulis gibi yenilebilir tiirler, gastronomik
acidan yiiksek degere sahiptir ve diinya mutfaklarinda siklikla tercih edilmektedir (Ayala-
Vasquez vd., 2023).

Asirt toplama, orman habitatlarinin tahribati ve iklim degisikligi gibi faktorler, bazi
mikorizal tiirlerin yayilis alanlarinda daralmaya neden olmakta ve nesli tehlike altina giren
tiirlerin korunmasini gerekli kilmaktadir. Ornegin, Siisliibolet (Boletus regius) gibi nadir

bulunan bazi tiirler, bu sebeplerle koruma altina alinmistir (Vernon & Lyon, 2018).

11



2.4.2. Boletler ve Kimyasal icerikleri

Boletaceae ailesi iiyeleri, farmakolojik ve nutrasotik 6zelliklere katki saglayan ¢esitli
ikincil metabolitler ile makromolekiiller sentezlemektedir. Bu mantarlar tarafindan tiretilen
biyoaktif bilesikler arasinda; antioksidan, antienflamatuar, immiinomodiilatér ve
antimikrobiyal etkiler goOsteren polisakkaritler (6rn. B-glukanlar), terpenoidler, fenolik
asitler ve alkaloidler yer almaktadir (Kala¢, 2010; Rahi & Malik, 2016) (Kalac, 2010;
(Malik, 2016)

S6z konusu bilesiklerin; antioksidan, anti-inflamatuar, immiinomodiilator ve
antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Hyde & Xu, 2012). Ozellikle B-glukanlarin bagisiklik sistemi iizerinde diizenleyici etkiler
gosterdigi ve fenolik bilesiklerin serbest radikal giderici kapasiteleri sayesinde oksidatif
stresi azalttigi bildirilmistir. Bu tiir biyoaktif molekiiller nedeniyle Boletaceae familyasi
yalnizca besin olarak degil, ayn1 zamanda potansiyel terapotik ajan kaynagi olarak da

degerlendirilmektedir (Heleno vd., 2015).

Boletaceae ailesinin iiyeleri, farmakolojik ve nutrasétik 6zelliklerine katkida bulunan
cok cesitli ikincil metabolitler ve makromolekiiller iiretir. Bu mantarlar, antioksidan, anti-
inflamatuar, immiinomodiilator ve antimikrobiyal 6zellikler gosteren polisakkaritler (6rn., 3-
glukanlar), terpenoidler, fenolik asitler ve alkaloidler gibi biyoaktif bilesikler sentezler (Liu
vd., 2024).

2.5. Fenolik bilesikler ve Antioksidan Aktivite

Fenolik bilesikler, gidalarin tat, aroma ve genel kalite 6zelliklerinin olusumunda etkili
olan dogal bilesenler arasinda yer almaktadir. Bunun yam sira, bu bilesiklerin bitkilerin
biiylime siiregleri ve lireme yetenekleri lizerinde de belirleyici rol oynadigi bildirilmektedir.
Fenolik bilesiklerin {iretiminin; 151k siddeti, sicaklik degisimleri ve ¢evresel kirlilik gibi

cesitli abiyotik stres faktorlerine yanit olarak arttig1 gézlemlenmistir (Manach vd., 2004).
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Bu bilesikler, sahip olduklar1 giiclii antioksidan kapasiteleri sayesinde serbest
radikalleri etkisiz hale getirme potansiyeline sahiptir. Ayrica, serbest radikal olusumunu
tetikleyen bazi enzimleri inhibe ettikleri ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini
diisiirdiikleri gosterilmistir. Bu mekanizmalar yoluyla fenolik bilesiklerin, oksidatif stresle
iligkili hastaliklarin 6nlenmesine katki saglayabilecegi degerlendirilmektedir (Kahkonen &

Heinonen, 2001).

Mantar tiirlerinde en yaygmn bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitlerdir. Bu
bilesikler, temel olarak sinnamik asit ve benzoik asit tiirevleri olmak {iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir.  Bitkilerde hidroksibenzoik asitlerin  diizeyi genellikle diisiikken,
hidroksisinnamik asitler daha yaygin olarak bulunmaktadir. Bu gruptaki baglica bilesikler
arasinda p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit yer almaktadir (Pandey &

Rizvi, 2009).

Fenolik asitler ile bunlarin ester tiirevlerinin antioksidan etkinlikleri, molekiil
yapilarindaki hidroksil grubu sayisina bagl olarak degisiklik gdstermekte ve bu etkinlik,

molekiiler yapida meydana gelen sterik engellemeyle artirilabilmektedir.

Polifenoller

Hipertansiyon

Enfeksiyonlar

Kardiyovaskiiler
hastahklar

Sekil 2.6. Polifenollerin koruma etkisi gosterdigi rahatsizliklar

Bitkilerde dogal olarak sentezlenen polifenolik bilesikler, ozellikle meyveler,

sebzeler, tahillar ve bitkisel kokenli igeceklerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu sekonder
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metabolitler, bitkilerde fotoprotektif fonksiyon gostererek UV radyasyonuna karsi koruma
saglarken ayni zamanda patojenik saldirilara karsi savunma mekanizmalarinda gorev
almaktadir. Organoleptik o6zellikler acisindan degerlendirildiginde, bu bilesikler gida
maddelerinde karakteristik burukluk ve acimsi tat profillerinin olusumuna katkida

bulunmaktadir (Pandey & Rizvi, 2009).

Yapilan bilimsel arastirmalar, polifenolik bilesiklerin giiclii antioksidan kapasiteye
sahip oldugunu ve endojen metabolik aktiviteler sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ile reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) neden oldugu oksidatif hasar1 inhibe etme potansiyeli
tagidigini  ortaya koymustur. Epidemiyolojik veriler, diizenli polifenol aliminin
kardiyovaskiiler hastaliklar, onkolojik rahatsizliklar, diyabet mellitus, enfeksiyoz hastaliklar,
yaslanma siirecleri ve solunum yolu hastaliklar1 gibi kronik patolojilerin dnlenmesinde
koruyucu etki gosterdigini desteklemektedir. Bu koruyucu etki, bilesiklerin ¢ok yonlii
biyoaktivitesi ve hiicresel diizeydeki modiilator etkileri ile iliskilendirilmektedir(Ferreira vd.,

2009).

Antioksidan blesiklerce zengin besinlerin diizenli tliketimi, endojen ve eksojen
kaynakli serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin Onlenmesinde kritik rol
oynamaktadir. Bitkisel kaynakli gidalarda bulunan polifenolik bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugu
glikozidik baglarla konjuge olmus, esterlesmis veya polimerize yapilar halinde
bulunmaktadir. Bu kompleks formlardaki polifenollerin biyoyararliligi, gastrointestinal
sistemde enzimatik hidroliz sonucu serbest formlarima doniigmeleriyle artmaktadir.
Mantarlarin fruiting body (meyve veren kisimlari) ve miselyum yapilarinda yapilan analizler,
bu organizmalarin ¢esitli patojen mikroorganizmalara kars1 inhibe edici etki gdsteren genis

spektrumlu antimikrobiyal bilesikler igerdigini ortaya koymustur (Kitzberger vd., 2007).
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2.6. Lakkaz AKktivitesi

Lakkazlar (EC 1.10.3.2; benzendiol:oksijen oksidorediiktaz), bitkilerdeki lignin
biyosentezi ve mantarlardaki lignin biyodegradasyonu siireclerine katilarak kiiresel karbon
dongiisiinde kritik bir rol oynar. Ozellikle beyaz iiriik¢iil Basidiomycota mantarlar1, odun
clirimesi esnasinda gergeklesen oksidatif lignin yikiminin baglica aktorleridir (Molpeceres
vd., 2025). Cok bakirli enzimler olup difenoller, polifenoller, diamino asitler ve aromatik
aminler dahil olmak {izere genis bir organik ve inorganik bilesik yelpazesini
katalizleyebilmektedir (More vd., 2011). Klasik lakkaz katalizinde, substratin
oksidasyonu tek elektronlu adimlar ile gergeklesir. Bu siireg, oksijene elektron transferi
yoluyla fenollerin polimerizasyonuna ve/veya kinon olusumuna yol acar (Majcherczyk vd.,

1998).

0, Laccase Med,,, Subst

H,0) Laccase,,, Med subsi,,

Sekil 2.7. Bir lakkaz/arabulucu sisteminin oksidasyon dongiisii (Brandi vd., 2006)

Son dénemde yapilan g¢alismalarda, lakkaz enzimi; yliksek stabilitesi, fenolik alt
yapilara olan seciciligi ve iliman reaksiyon kosullari gibi 6zellikleriyle ince kimyasal
sentezinde oksidatif bir katalizor olarak artan bir ilgi odag1 haline gelmistir. Bir biyokatalizor
olarak lakkazin, gida, kagit hamuru, tekstil, kozmetik ve nanobiyoteknoloji endiistrileri de
dahil olmak iizere genis bir endiistriyel uygulama yelpazesine sahip oldugu da ortaya

konulmustur (Witayakran & Ragauskas, 2009).
2.7. Eser elementler

Mantarlar, yetistikleri ortamin toprak ve hava kirliliginden etkilenerek esansiyel
elementler (Kalsiyum [Ca], Magnezyum [Mg], Potasyum [K], Fosfor [P], Demir [Fe], Cinko
[Zn], Bakir [Cu], Selenyum [Se] ve Mangan [Mn]) ile toksik elementleri (Kursun [Pb],
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Kadmiyum [Cd], Civa [Hg], Arsenik [As], Sezyum [Cs] ve Radyum [Ra]) biyoakiimiile etme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle, yabani mantarlarin element igeriklerinin analizi hem besin
degerlerinin belirlenmesi hem de gida giivenligi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir

(Dimitrijevic vd., 2016).

Bazi tiirler (6rnegin Agaricus ve Boletus) agir metalleri daha yiliksek oranda
biriktirme egilimindedir. Endiistriyel bolgeler, maden alanlart ve yogun tarim yapilan
bolgelerde toksik metal konsantrasyonlar1 artis gdsterebilmektedir. Ozellikle asidik pH, agir
metal alimm artiran 6nemli bir faktérdiir. Bu faktorler, mantarlardaki element birikim
diizeylerinde 6nemli farkliliklara yol agabilmektedir. Dolayisiyla, mantarlarin tiiketim oncesi
analizi, insan saglig1 ve ekosistem dengeleri agisindan kritik bir rol oynamaktadir (Mena

Garcia vd., 2021).

Insan beslenmesinde birgok element dnemli olup, bazilar toksiktir ve mantarlar her
ikisi agisindan da zengin olabilir. Demir (Fe), bakir (Cu), mangan (Mn) ve ¢inko (Zn) gibi
metaller, enzimlerde kofaktdr olarak gorev aldiklari i¢in insan metabolizmasi i¢in belirli
miktarlarda gereklidir; ayrica mantarlarin kendileri i¢in de 6nemlidir (Kalac, 2010). Mantar
tiiketimi, igcerdikleri potansiyel olarak tehlikeli toksik elementlerin birikimi nedeniyle saglik
riski olusturabilir. Kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) ise temel olmayan (non-essential) metaller

olup, diisiik miktarlarda bile toksik etki gosterebilir (Dimitrijevic vd., 2016)

Arsenik (As) ¢evrede yaygin olarak bulunur ve Cd gibi, IARC (Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansi) tarafindan Grup 1 insan kanserojeni olarak simiflandirilmistir (Patryk
Nowakowski, 2020). Yesil bitkilerle karsilastirildiginda mantarlar, kursun (Pb), kadmiyum
(Cd) ve civa (Hg), arsenik (As) gibi agir metalleri yliksek miktarda biriktirme kapasitesine
sahiptir. Bu nedenle, mantar tiiketiminin insan saglig1 agisindan potansiyel risklerini

degerlendirmek i¢in 6nemli ¢alismalar yapilmistir (Ouzouni vd., 2009)
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2.8. Yakutboleti Mantar:1 (Hortiboletus rubellus)

, et NN WA T
Sekil 2.8. Yakutboleti mantar1 (Hortiboletus rubellus) 6rnekleri. A: geng mantar 6rnegi B:
Olgunlagsmis mantar 6rnegi

Tiirkiye Mantarlar1 Listesi'nde "Sarap Boleti" adiyla bilinen (Sesli vd., 2020)diinya
literatliriinde ise Yakutboleti (Ruby Bolete) olarak taninan, kiiciik boyutlu ve estetik
goriiniimlii bir mantar tiirtidiir. Genellikle gruplar veya siralar halinde bulunan bu tiir, yaprak
doken agaclar (6zellikle mese), orman agikliklari, parklar ve diislik besin igerikli otlaklarda
yaygin olarak gdzlemlenir (Sahin vd., 2024). Yakutboleti mantarina iliskin geng ve

olgunlagmis 6rnekler Sekil 2.8°de gosterilmistir.

Hortiboletus cinse ait tlirlerden biri olan Yakutboleti mantar1 (Hortiboletus rubellus),
2015 oncesinde Xerocomus cinsi altinda Boletus rubellus (Krombh) ve Boletus versicolor
(Rostk.) adlariyla caligmalarda yer almistir. Giiniimiizde ise Mycobank mantar veri tabaninda
Hortiboletus rubellus (Krombh.) Simonini, Vizzini & Gelardi seklinde bir adlandirmaya
sahiptir (Vizzini, 2015).

Cins ad1 (Hortiboletus) Latince hortus (bahge) kelimesinden tiiretilmistir. Bu, tiirlin
siklikla bah¢e ve insan etkisi altindaki alanlarda bulunmasina bir géondermedir. Tiir Adi

(rubellus): Latince "kirmizims1" anlamina gelir ve mantarin sapka rengindeki karakteristik
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tonu ifade eder. Eski Siniflandirma: Boletus cinsi adi, Yunanca bolos (kil parcast) kokenlidir

(Biketova vd., 2025).

2.8.1. Morfolojik ozellikleri

J i i Y e 'y
Sekil 2.9. Yakutboleti mantarinin morfolojik kisimlari. A: sapka bi¢imi, B: Tiipler ve
gozenekler, C: Govde-sap

Sapka (Pileus):

Sekil 2.9A’da da gorildiigii gibi sapka ¢ap1 3 ila 8 cm arasinda degismekte olup, geng
orneklerde genisce digbiikey formda olup olgunlastik¢a diizlesir; zaman zaman merkezinde
hafif bir ¢okiintii gelisebilir. Renk, geng bireylerde kirmizi ile ahududu kirmizisi arasinda
degisirken, olgunlasan orneklerde zeytin tonlarinin eslik ettigi kirmiziya doner. Genellikle
sapka kenarlarinda sarims1 bir bant goriiliir. Yiizey kuru ve kadifemsi dokudadir. Goze hitap

eden kiiciik ve zarif bir bolet tiiriidiir (Watling, 2008).
Tiipler ve gozenekler (Himenofor):

Tipler donuk sar1 renkte olup, limon sarist gozeneklerle sonlanir. Yaglanma ile
birlikte gozenekler yesilimsi bir ton alabilir. Gozenekler kiigiik yapidadir. Fiziksel temasla ya
da kesilme sonucu hem tiipler hem gozenekler yavasga maviye doner; bu renk degisimi,

mantarin tanimlanmasinda 6nemli bir 6zelliktir (Sekil 2.9B.).
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Govde-sap (Stipe):

Sap, zaman zaman sivrilen ince ve uzun yapistyla 7,5 cm’ye kadar ulasabilir. Sapkaya
yakin kesimlerde limon sarisi olan renk, dip kisimlara yaklastik¢ca kirmiziya doner. Sap eti
iist kisimlarda soluk sar1 olup, tabana yakin alanlarda daha koyu sar1 renktedir. Kesildiginde
ya da zedelenme durumunda, maviye doniik renk degisimi gozlenir. Sap yiizeyinde, 6zellikle
koke yakin bolgelerde belirgin kirmizimsi ya da turuncu lekelenmeler dikkat ¢eker (Sekil

2.9C.)

2.8.2 Habitat ve ekoloji:

Sekil 2.10. Yakutboleti (Hortiboletus rubellus) Tiirkiye bulunma haritasi

Ektomikorizal bir tiir olan Hortiboletus rubellus, dzellikle kaym (Fagus) ve mese
(Quercus) gibi yaprak doken agaclarla simbiyotik iligki kurar. Humus¢a zengin orman
topraklarinda, sik¢a park ve bahgelerde de gelisim gosterdigi bildirilmistir. Tiirkiye’de resmi
kaydi1 bulunan bu tiir, basta asil Ege bolgesi, Dogu Karadeniz bolgesi ve Marmara bolgesinin

Istranca Ormanlar1 boliimiinde saptanmistir (Sekil 2.10).

Yakutboleti (Hortiboletus rubellus), Boletaceae ailesine ait olup, Avrupa basta olmak
tizere ¢esitli 1liman iklim bolgelerinde gézlemlenmesine ragmen, bu tiire iliskin taksonomik,
ekolojik ve mikromorfolojik bilgiler sinirli sayidaki ¢aligmalara dayanmaktadir. Gz alici
morfolojisine karsin, bu tiirle ilgili akademik veri eksikligi, 6zellikle mikroskobik teshis

kriterleri ve benzer tirlerle karistirllma potansiyeli agisindan Onemli bir bosluk
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yaratmaktadir. Tirkiye florasinda da resmi kaydi bulunan H. rubellus, yalnizca estetik
degeriyle degil, ayn1 zamanda ektomikorizal iliskileri ve habitat tercihleriyle de dikkat ¢eken

bir tlirdiir (Biketova vd., 2025; Sesli & Denchev, 2008).

Bu caligmanin amaci, s6z konusu boslugu doldurarak H. rubellus’un igerik analizi,
biyolojik aktivite tayini ve kemotaksonomik ayrimi, tiiriin yerel mikofloradaki onemine
dikkat ¢ekmektir. Bu baglamda, sunulan veriler hem bolgesel mikolojik literatiire katki
saglayacak hem de Boletaceae sistematigine yonelik daha kapsamli molekiiler ve taksonomik

arastirmalar i¢in temel olusturacaktir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Cihazlar ve Materyaller
3.1.1. Kullanmilan cihazlar

Calismada ekipman olarak; Homojenizatér (Next Advance), Inkiibator (Zhicheng,
ZHWY-200B), Kuvarz Kiivetler (Iso Lab), Mikropipetler (Eppendorf), pH/iyon metre (Seven
Compact), Liyofilizator (Telstar LyoQuest), Dijital Ultrasonik Banyo (DK Sonic), Hassas
Terazi (Shimadzu), Verity Inkiibatér Termal dongiileyici (Thermo Scientific) ve Z326K
Santrifiij (Hermle Labor Tech.) kullanilmistir.

Asagida ise ¢alismada kullanilan analiz cihazlar1 ve iiretici firmalari listelenmistir:

¢ Optizen Nanodrop spektrofotometre (Klab, Daejeon)

e Indiiksiyonla birlesmis plazma kiitle spektrometrisi (ICP-MS) (Agilent Technologies),

¢ Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) (Agilient Technologies),

e Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre (Thermo Scientific),

e Sivi1 kromatografisi — kiitle/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi (Agilent Tech.). Bu
cihaz, Agilent 6460 Triple LC/MS sistemi ile ESI iyonizerli kiitle spektrometrisi
cithazlarinin kombine edilmesi ile olusturulmustur.

e Kuadrapol Sivi kromatografisi-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometre (LC-Q-TOF) (Abi —
Sciex )

@ 3500 Genetik Analiz Cihazi (Applied Biosystems)
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Sekil 3.1°de calismanin farkli sathalarinda kullanilan bazi ekipmanlar ve cihazlar
gosterilmigtir. Bu sekilde, A) Liyofilizatér, B) ICP-MS C) LC-MS/MS D) Santrifiij E)
GC/MS F) Inkiibatér G) Genetik Analiz Cihazi H) Homojenizatdr 1) Spektrofotometre ve

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre biciminde isaretlenmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan ekipmanlar ve cihazlar.

3.1.2. Kullamlan Materyaller ve Kimyasallar

Yakutboleti mantarinin 6rnekleri, Agustos 2022'de Istranca Ormanlarinin Kirklareli
merkez ilgeye bagli Derekdy koyiine yakin bolgesinden (41°57'24.3"N - 27°27'13.2"E)

toplandi ve molekiiler stabilitesini korumak i¢in -80°C'de muhafaza edildi.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma ve Merck ticari
firmalarindan satin alinmistir; Etanol, Metanol, Dimetil Siilfoksit (DMSO), Fosfat Tamponu,
Etil Asetat, Asetik Asit, Na,COs3, Folin-Ciocalteu ’S Fenol Reaktifi, Gallik Asit, biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), NaNO,, AICIl;-6H,0, NaOH, Kuersetin, 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-
siilfonik asit), Sodyum Asetat ve molekiiler biyolojik reaktif su. ExoSAP- IT PCR Uriin
Temizleme Reaktifi ve BigDye Terminator v3.1 Dongii Dizileme Kiti Applied Biosystems
sirketinden temin edilmistir. PureLink Genomik DNA Mini Kiti, Etanol/0.5 M ve UltraPure
EDTA (pH 8.0) Invitrogen sirketinden satin alinmistir. ITS Primerleri (ITS4: TCC TCC GCT
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TAT TGA TAT GC, ITS5: GGAAGG AGA AGT CGT AAC AAG G ve PCR master karigimi1
(2X) Thermo Fischer Scientific, (Waltham, Massachusetts, ABD) sirketinden temin

edilmistir.
3.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

o Sodyum Karbonat ¢ozeltisi (% 2,0): 2,0 g NaCOs kat1 maddesi tartilarak bidistile suda
¢Oziildii ve toplam hacim balonjojede 100 mL’ye ayarlandi.

o Sodyum nitrit ¢ozeltisi (% 5,0): 1,0 g NaNO kati maddesi tartilarak bidistile suda
¢oziildii ve toplam hacim balonjojede 20 mL’ye ayarlandi.

o Aliiminyum kloriir ¢ozeltisi (% 10,0): 10,0 g AlCl3-6H>0 kati maddesi tartilarak
bidistile suda ¢oziildii ve toplam hacim balonjojede 100 mL’ye ayarlandi.

o Gallik asit ana stok ¢ozeltisi (1 mg/mL): 100,0 mg gallik asit kat1 maddesi tartilarak
bidistile suda ¢oziildii ve balonjojede 100 mL’ye tamamlandi.

o Gallik asit stok ¢ozeltileri: Gallik asit ana stok ¢ozeltisi konsantrasyonlari, bidistile su
kullanilarak 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 250, 300, 400 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarina seyreltildi.

o DPPH ana stok ¢ozeltisi (1 mM): 19,7 mg DPPH kati maddesi tartilip, etanolde ¢o6ziildii
ve balonjojede 50 mL hacme tamamlandi. Coziinmiis DPPH molekiilii, 1s1iktan etkilenen
bir madde oldugu icin ana stok ¢ozeltisi koyu renkli siseye veya aliiminyum folyo kaplh
bir sigseye aktarildi.

o DPPH stok ¢ozeltisi (0,1 mM): Ana stok ¢ozeltisi 1/10 oraninda seyreltilerek hazirlandi

o BHA ana stok ¢ozeltisi (1 mg/mL): 50,0 mg BHA kati1 maddesi tartilip, etanolde ¢oziildii
ve balonjojede 50 ml hacme tamamlandi.

o BHA stok c¢ozeltileri: BHA ana stok ¢ozeltisi, etanol kullanilarak 10, 25, 50, 100, 250,
500 vel1000 pg/mL konsantrasyonlarina seyreltildi.

e BHT ana stok ¢ozeltisi (1 mg/mL): 50,0 mg BHT kat1 maddesi tartilip, etanolde ¢oziildii
ve balonjojede 50 mL hacme tamamlandi.

e BHT stok c¢ozeltileri: BHA ana stok ¢ozeltisi, etanol kullanilarak 10, 25, 50, 100, 250,
500 vel1000 pg/mL konsantrasyonlarina seyreltildi.
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o Kuersetin ana stok ¢ozeltisi (I mg/mL): 100,0 mg kuersetin kati maddesi tartilip,
etanolde ¢o6ziildii ve balonjojede 100 mL hacme tamamlandi.

o Kuersetin stok ¢ozeltileri: Kuersetin ana stok ¢ozeltisi, etanol kullanilarak 10, 25, 50,
100, 150 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarina seyreltildi.

o Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (1,0 M ): 1,0 g NaOH kat1 maddesi tartilarak, bidistile suda
¢oziildii ve toplam hacim balonjojede 20 mL’ye ayarlandi.

o Sodyum asetat tamponu (100 mM ve pH:5): 0,8207 mg Sodyum asetat kati maddesi
tartilarak, 100 mL bidistile suda ¢oziildii ve sonrasinda pH:5,0 olana kadar asetik asit
eklendi.

o ABTS cozeltisi (0,5 mM): 27.4 mg ABTS kat1 maddesi tartildi ve 100 mM pH: 5,0
sodyum asetat tamponunda ¢6ziildii ve toplam hacim balonjojede 100 mL’ye ayarlandi.
Cozlinmiis ABTS molekiili, 1siktan etkilenen bir madde oldugu i¢in ana stok ¢ozeltisi

koyu renkli siseye veya aliiminyum folyo kapl bir siseye aktarildu.
3.2. Mantarlarin genetik identifikasyonu

0,5 g mantar 6rnegi tartilarak mikro santriflij tiiplerine alindi ve cam boncuklar
eklenerek homojenizasyon i¢in hazirlandi. Genomik DNA ekstraksiyonu, PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) protokoline uygun olarak
gergeklestirildi. Doku pargalanmasi ve hiicre lizisi i¢in Bullet Blender Homojenizator (Next
Advance) kullanildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen genomik DNA’nin kantitatif
analizi, NanoDrop spektrofotometre ile yapildi. DNA saflig1, 260/280 nm absorbans oraninin
1,8 £ 0,1 araliginda olmasiyla dogrulandi. DNA'nin nicelendirilmesinden sonra, tani i¢in
ornegin Internal Transcribed Spacer 1, 5.8S ribozomal RNA ve Internal Transcribed Spacer
2'yi igeren ITS bolgesini amplifiye etmek icin standart polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gerceklestirildi. PCR master karigimi (2X) kullanildi ve bu karigim, Tag DNA polimeraz
(0.05 U/uL), reaksiyon tamponu, 4 mM MgCl, ve her bir ANTP i¢in 0.4 mM igeriyordu ve
PCR kiti prosediirii izlendi. PCR amplifikasyonu ve dizileme i¢in hem ITS4 (5 TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC -3’) hem de ITSS (5’- GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G -
3’) primerleri kullanildi (Sekil 3.2.) (Das vd., 2016; White vd., 1990; Xu, 2016).
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ITS 1 ITs 2 —
5' 185 5.85 265 3

IT5 4

c¢a. 100 bp

ITS 5: GGAAGG AGA AGT CGT AAC AAG G
ITS4: TCC TCC GCT TAT TGATAT GG

Sekil 3.2. PCR amplifikasyonu ve dizileme i¢in kullanilan primerler.

ITS bolgesini amplifiye etmek i¢in kullanilan PCR protokolii su sekildedir: 30 dongii,
20 saniye siireyle 95°C'de denatiirasyon, 30 saniye siireyle 55°C'de eslesme, 1 dakika siireyle
70°C'de elongasyon yapildi.

PCR tamamlandiktan sonra, 5 pL PCR {iriinii, PCR iiriinii saflastirma islemini
baslatmak i¢in 2 uL. ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent ile karistirildi. Saflastirma
islemi sirasinda ExoSAP-IT PCR Product Cleanup kiti prosediirii izlendi. Saflastirilmis PCR
irtinii toplandi ve dongli dizilemesi i¢in temiz serit tiiplere alindi. Dongii dizileme
reaksiyonu, kit prosediirii takip edilerek BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit ile
gerceklestirildi. Her (ITSS ileri ve ITS4 ters) primerler i¢in toplamda iki dongii dizileme
reaksiyonu gergeklestirildi. Sanger dizilemesinden oOnce, dongii dizileme {iriinleri
Etanol/EDTA ¢okeltme yontemiyle saflastirildi. Etanol/EDTA ¢okeltme isleminden sonra,
saflagtirilmis dongii dizileme tirtinleri 96 kuyu plakaya alind1 ve Sanger dizilemesi i¢in 3500
Genetic Analyzer'a yiiklendi. Konsensus dizisi, BioEdit yazilimi kullanilarak (ITSS ileri ve
ITS4 ters) dizileme verilerinden elde edildi. Tan1 amagli olarak, elde edilen dizinin niikleotid
dizileri veritabaniyla karsilastirilmasi igin NCBI'nin Temel Yerel Dizilim Egleme Araci

(WebBLAST) kullanild.
3.3. Mantar ekstraktlarinin hazirlanmasi

Buzdolabinda (-80°C)’de muhafaza edilen taze yakutboleti mantarindan 5,7314g
200ml’lik bir behere tartildi. Beherin istii parafilm ile kapatilarak Liyoflizatore koyuldu. 24

saatlik liyoflizasyon islemi sonrasinda kalan mantar agirlig1 0,5338¢g olarak 6l¢iildii. Mantar
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havanda toz haline gelene kadar islem gordii, yapilan islemlerden sonra kalan net mantar

agirhigr 520mg olarak o6l¢iildii.

Sekil 3.3. Ekstraksiyon basamaklarinda kullanilan cihazlar 1) Homojenizator 2) Calkalayici
3) Santrifiij

Toz halindeki mantar numunesinden 5x1 mg tartildi. Mantar/¢6ziicii oran1 1:1 (w/v)
olacak sekilde siras1 ile 5 ayr1 tiipe (Eppendorf) Etanol, Metanol, DMSO, Fosfat Tamponu ve
Etil Asetat ¢oziiclileri eklendi. 45 Dakika Homojenize edildi. 40°C ve 125 rpm’de 24 saat
boyunca ¢alkalandi. 10°C’de ve 10.000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasinda lstteki faz (supernatant) alindi, ¢okelti atildi. Ekstraktlarin

hazirlanma basamaklar1 Sekil 3.3.’te gosterilmistir.
3.4. Ekstraktlarin Antioksidan Aktivitesi Tayini
3.4.1. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayininde, Folin-Ciocalteu reaksiyonuna dayali yontem
kullanilmistir (Singleton, 1965). Bu yontem, Folin-Ciocalteu Reaktifinin polifenoller ile
etkileserek kompleks olusturmasina ve bu kompleksin 760 nm dalga boyunda verdigi
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absorbansin Olgiilmesi esasina dayanir Standart karsilastirma maddesi olarak da cesitli

konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltisi kullanilir NO_PRINTED FORM]

Etanol, metanol, DMSO, fosfat tamponu ve etil asetat ¢oziiclilerde hazirlanan ve
Img/1mL konsantrasyonundaki mantar ekstraktlarinin 0,1 mL’si ayr birer tiipe alinarak,
tizerine 0,1 mL Folin-Ciocalteu Reaktifi ve bidistile su ile 4,50 mL bidistile su eklenip,
vortekslendi. Ug dakika bekledikten sonra, her bir tiipe 0.3 mL %2’lik sodyum karbonat
NaxCOs eklenip, oda sicakligina ve 125 rpm hizina ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda 2
saat beklemeye alindi. Kontrol i¢in ise mantar ekstrakti icermeyen her bir ¢dzgen i¢in ayri
bir kontrol ¢ozeltisi tiipii hazirlandi. Kontrol ¢ozeltilerine ve 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200,
300, 400 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarindaki gallik asit standart stok ¢dzeltilerine, tek tek
ayni islemler uygulandi. Mantar ekstraktlarinin kontrol ¢ozeltilerinin ve gallik asit standart

stok ¢ozeltilerinin absorbanslari A=760 nm dalga boyunda dl¢iildii.

Microsoft Excel® yazilimi kullanilarak gallik asit konsantrasyonlari ve &lgiilen
absorbans degeri arasinda standart grafikler ¢izildi. Cizilen standart grafikler Sekil 3.4 ve
Sekil 3.5’te gosterilmistir. Elde edilen standart grafiklerden 5 — 50 pg/mL arasindaki
konsantrasyonlara duyarl olan grafigin dogru denklemi (y = 0,0014x + 0,0149) kullanilarak,
mantar ekstraktlar1 i¢cindeki toplam fenolik madde miktar1 hesaplandi. Elde edilen degerler

mantar orneklerinin, standart gallik asit ekivalenti degeri olarak degerlendirildi.
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3.4.2. Toplam flavonoid tayini

13 ile kompleks

Toplam flavonoid madde miktar1 tayininde, flavonoidlerin A
olusturmasi esasina dayanan bir yontem kullanildi. Bu yonteme gore, flavonollerin karbonil
ve hidroksil gruplari, aliiminyum kloriir (AlCI3) reaksiyon vererek, 510 nm dalga boyunda
yayinim yapan sar1 bir kompleks olusturur ve bu kompleks sodyum hidroksit eklenmesi ile

kirmizi renge doner (Shraim vd., 2021; Zhishen vd., 1999).

Liyofilize mantar kullanilarak etanol, metanol, DMSO, fosfat tamponu ve etil asetat
¢oziiclilerinde hazirlanan ve Img/ImL konsantrasyonundaki ekstraktlarinin 0,5 mL’si ayr1
birer tiipe alinarak, lizerlerine sirastyla 2,0 mL bidistile su ve %5’lik sodyum nitrit ¢ézeltisi
eklenip, vortekslendi. Bes dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, her bir tiipe
aliminyum kloriir ¢ozeltisinden 150 pL ilave edildi. Alti dakika oda kosullarinda
bekletildikten sonra, her bir tiipe 1,0 M sodyum hidroksit ¢6zeltisinden 0,50 mL eklenip,
vortekslendi. Kontrol i¢in ise mantar ekstrakti igermeyen etanol ¢ozeltisi hazirlandi.
flavonoid standardi olarak, hazirlanan 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 upg/mL
konsantrasyonlarindaki kuersetin stok c¢ozeltileri kullanildi. Kontrol ¢ozeltilerine ve
kuersetin stok ¢ozeltilerine de yontemde belirtilen iglemler ayr1 ayr1 uygulandi. Mantar
ekstraktlarinin, kontrol ¢ozeltilerinin ve kuersetin standart stok ¢ozeltilerinin absorbanslari

A=510 nm dalga boyunda ol¢iildii.

Microsoft Excel® yazilimi kullanilarak kuersetin konsantrasyonlar: ve o&lgiilen
absorbans degeri arasinda standart grafik (R? = 0,9954) cizildi. Elde edilen standart grafik
Sekil 3.6’da gosterilmistir. Bu grafikteki dogru denklemi (y = 0,0013x + 0,0144)
kullanilarak, mantar ekstraktlar1 igindeki toplam flavonoid madde miktar1 hesaplandi. Elde
edilen degeler mantar Orneklerinin, standart kuersetin ekivalenti degeri olarak

degerlendirildi.

29



0.3

0.25
E 02
S
iml 0.15
g
£ Ol y=0,0013x + 0,0144
|72] 2 —
Z s R2=0,9954
[ ]
0
0 50 100 150 200

Kuersetin konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.6. Kuersetin standart grafigi

3.4.3 Serbest radikal giderme aktivitesi tayini

Serbest radikal giderme aktivitesini belirlemek i¢in, Blois’in gelistirdigi ve DPPH
radikal siiplirme esasina dayanan yontem kullanilir (Blois, 1958). Bu yonteme gore, DPPH
kuru maddesi etanol veya metanolde ¢oziindiiglinde, stabil DPPH serbest radikalleri
olusturan ve 520 nm dalga boyu civarinda yaymim veren mor renkli bir ¢ozelti iiretir. Bu
DPPH serbest radikallerinin antioksidanlar tarafindan indirgenmesi, antioksidan
konsantrasyonuna bagli olarak 520 nm dalga boyu civarindaki absorbansi azaltir ve rengin

acgilmasina neden olur.

Etanol, metanol, DMSO, fosfat tamponu ve etil asetat ¢oziiciilerinde elde edilen
mantar ekstraktlarimin her biri i¢in; 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 npg/mL
konsantrasyonlarindaki ornek c¢ozeltileri hazirlandi. 1,0 mL hacmindeki mantar ekstrakt
orneklerinin iizerine 4 mL 0,1 mM DPPH radikal ¢o6zeltisi ilave edilip, oda sicakliginda 30
dakika bekletildi. Kontrol i¢in mantar ekstrakti icermeyen ¢ozgen cozeltileri kullanildi.
Karsilastirma standardi olarak ise biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve biitillenmis hidroksi
toluen (BHT) molekiillerinin 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL

konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri kullanildi. Kontrol ¢ozeltilerine ve karsilastirma standart
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cozeltilerine yontem prosediiriinde yer alan islemler aym sekilde uygulandi. Inkiibasyon
sonrasinda, mantar drnekleri, kontrol ¢ozeltisi ve karsilagtirma standartlarinin 517 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 6l¢tiliip, kaydedildi.
Yontem prosediirii uyarinca, standart ve 6rneklerin ytlizde (%) inhibisyon seviyesinin
hesaplanmasinda asagida yer alan Denklem 3.1 kullanilmistir. Bu denklemde, kontrol ve

ornek/standart ¢ozeltileri icin dlgiilen absorbans degerlerini kullanilir.

%Il= [ (AKontrol - AOmek ) /AKontrol] x 100 (3 1)
Axontrol = kontrol tiipiiniin absorbansi
Aomek = Ornek veya standardin absorbansi

BHA ve BHT standart ¢ozeltileri i¢in 6l¢iilen absorbans degerleri ve denklem 3.1
kullanilarak hesaplanan % inhibisyon degerleri ¢izelge 3.1°de gdsterilmistir. Hesaplanan %
inhibisyon degerleri ile BHA ve BHT standart ¢ozelti konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen

grafikler Sekil 3.7a ve Sekil 3.7b’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. BHA ve BHT serbest radikal giderme aktiviteleri.

BHA (pg/mL) % Inhibisyon BHT (png/mL) % inhibisyon
Kontrol 0 Kontrol 0

10 5,10 10 4,59

25 35,22 25 9,40

50 61,55 50 17,49

100 82,48 100 33,12

250 91,78 250 56,41

500 94.99 500 75,09

1000 96,18 1000 87,25
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3.5. Ekstraktlarin Kimyasal Iceriginin Belirlenmesi
3.5.1. Ekstraktlarin Fenolik Madde Profilinin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

Liyofilize edilen yakutboleti mantar1 ekstrakti fenolik bilesen igerikleri LC-MS/MS
cihaz ile belirlendi. C8 (150 mm x 3 mm, 3.5 um) ters-fazli analitik kolon (Agilent Zorbax
SB-C18) kullanilarak, kromatografik ayirma yapildi. Hareketli faz A olarak ultra saf su ve
SmM amonyum asetat; hareketli faz B olarak ise % 0,1’lik asetik asit ve 5 mM
asetonitril:metanol (1:1, v/v) karisimi kullanildi (Bayram vd., 2022). Ornekler igin
enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolondaki akis hiz1 0.7 mL/dk’dir. Cihaz parametreleri; Nebulize
edici gaz akis1 10 L/dak, iyon piiskiirtme (IS) voltaji 3500 V ve nebulizator gazi azot ve
kaynak sicakligi 375 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica, analizleri izlemek i¢in ¢oklu

reaksiyon izleme (MRM) modu kullanildi.
3.5.2. LC/Q-TOF ile molekiil teshisi

200 mg mantar numunesi tartilip, iizerine 2 ml etanol ilave edildi. Iyice homojenize
edildikten sonra, 45 C'de 10 dakika sonikatorde bekletildi. Sonra, 5 dakika boyunca 9000
rpm doniis hizinda sogutmali olarak santrifiij edildi. Stipernatant alinarak spesifik molekiil

teshisi i¢in LC/Q-TOF cihazina gonderildi.
3.5.3. LC-MS/MS ile yagda ¢oziinen vitamin analizi

Analiz oncesinde mantar Orneklerinin ilgili yonteme (Saffet Celik, 2024) gore
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bu yonteme gore; tartilan 50 mg mantar 6rnegi iizerine,
500 pL ekstraksiyon soliisyonu (% 1,0 formik asit + % 99 metil alkol) eklendi. Karisim otuz
saniye vorteks edildikten sonra, 45°C sicakliktaki ultrasonik banyoda on dakika bekletildi.
Sonra, 5 dakika boyunca 9000 rpm doniis hizinda sogutmali olarak santrifiij edildi ve

uygulama i¢in berrak siipernatant cam viyallere alindi.

Yagda ¢oziinen vitamin analizleri, Agilent 1260 sivi kromatografi, Agilent 6460
Triple Quadrupole MS/MS Sistem (Jet Stream Electrospray iyon kaynagi) ile gergeklestirildi.

Hareketli Faz A olarak ultra saf suda hazirlanmis % 0,1 formik asit; Hareketli Faz B olarak
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metanolde hazirlanmis % 0,1 formik asit kullanildi. Analitik kolon olarak ise Phenomenex

50x2 mm kullanildi.

Analiz isleminde Oncelikle sertifikali standart yagda c¢oziinen vitamin g¢dzeltileri,
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 ve 200 ng/ml olacak sekilde bes noktada hazirland1 ve
kalibrasyon grafigi olusturuldu. Bu yontemde bilesiklerin kromatogramda belirli zaman
araliginda ¢ikmasi, ana iyon ve dogrulama iyonlarinin oranlari, matriks spikedan elde edilen
parcalanmis iyonlarin oranlari ile karsilastirildi. Analiz sonucunda elde edilen piklerin alani,
eklenen standart bilesigin Ornekteki konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi. Boylece,

yiiksek hassasiyette ve dogrulukta madde tayini yapildu.
CH;

CHs
HsC. CHs CHs CHgs

MOH
CH

3 HO™

Vitamin A Vitamin D3

CHgs

CHs3

HsC A . ' CH
3 CH3 3
CHs
Vitamin E

Sekil 3.8. LC-MS/MS ile analiz edilen yagda ¢oziinen vitaminler.

3.5.4. LC-MS/MS ile B grubu vitamin analizi

Analiz oncesinde mantar Orneklerinin ilgili yontemi (Celik, 2024), gore ekstrakte
edilmesi gerekmektedir. Bu yonteme gore; tartilan 50 mg mantar 6rnegi tizerine, 500 pL
ekstraksiyon soliisyonu (% 1,0 formik asit — ultra saf suda) eklendi. Karisim otuz saniye
vorteks edildikten sonra, 45°C sicakliktaki ultrasonik banyoda on dakika bekletildi. Sonra, 5
dakika boyunca 9000 rpm doniis hizinda sogutmali olarak santrifiij edildi ve uygulama igin

berrak siipernatant insert cam viyallere alindu.

B grubu vitamin analizleri, Agilent 1260 sivi kromatografi, Agilent 6460 Triple
Quadrupole MS/MS Sistem (Jet Stream Electrospray iyon kaynagi) ile yapildi. Hareketli Faz

A olarak ultra saf suda hazirlanmis % 0,1 formik asit ve 5,0 mM amonyum format; Hareketli
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Faz B olarak metanolde hazirlanmis % 0,1 formik asit kullanildi. Analitik kolon olarak

Agilent Zorbax SB-C18 (4.6x150 mm - 3.5 micron) kullanildi (Celik vd., 2024).

Analiz isleminde Oncelikle sertifikali standart B grubu vitamin ¢dzeltileri,
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 ve 200 ng/mL olacak sekilde bes noktada hazirland1 ve
kalibrasyon grafigi olusturuldu. Bu yontemde bilesiklerin kromatogramda belirli zaman
araliginda ¢ikmasi, ana iyon ve dogrulama iyonlarinin oranlari, matriks spikedan elde edilen
parcalanmis iyonlarin oranlar ile karsilastirildi. Analiz sonucunda elde edilen piklerin alan1
eklenen standardin numunedeki konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi. Boylece yiiksek

hassasiyette ve dogrulukta madde tayini yapildi.
3.5.5. ICP/MS ile element miktar tayini

Mikrodalga viyaline 10 ml %65’lik HNO3 (ekstra saf) alind1 ve mikrodalga yakma
sisteminde (Mars 6, CEM, ABD) 200°C'de 45 dakika isleme alindi. Daha sonra analize
aliacak tiipe 9 ml ultra saf su konuldu yakma isleminden elde edilen asit ¢dzeltisinden 1 ml

alindi.

Mikrodalga viyallerine 0,1 g numune tartildi ve 10 ml %65°lik HNOs (ekstra saf)
ilave edilerek mikrodalga yakma sisteminde (Mars 6, CEM, ABD) 200°C'de 45 dakika
isleme alindi. Boylece numunedeki organik bilesikler uzaklastirilip, inorganik bilesiklerin
asit ¢cozeltisine gecmesi saglandi. Sonra analize alinacak tiiplere 9,0 ml ultra saf su koyuldu
ve yakma isleminden elde edilen asit ¢ozeltisinden 1,0 ml alindi. Analiz i¢in kalibrasyon
cozeltileri ppb diizeyinde hazirlandi. K6r numune ve numunelerin Agilent Technologies 7700
ICP-MS  (indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi) ile element analizleri

gerceklestirildi ve okunan degerler ppb (ug/L) olarak verildi.
3.6. Lakkaz aktivite tayini

Liyofilize mantar Orneklerinin lakkaz aktivitesi, ABTS ¢ozeltisi substrat olarak
kullanilarak degerlendirildi (Baltierra-Trejo & Maldonado-Barragan, 2015; Shin & Lee,
2000) 0,1 mL mantar ekstrakti tizerine, 0,9 mL ABTS ¢ozeltisi eklendi ve 420 nm’de 3 dakika

boyunca spektrofotometrik dlgiimler alindi. Kaydedilen absorbans degerleri ve Denklem 3.2.
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kullanilarak hacimsel aktivite (UL™!) hesaplandi. Bu yonteme gore, bir enzim {initesi (U);
sabit bir sicaklikta, bir dakikada 1 pmol ABTS’yi yiikseltgeyen enzim miktar1 olarak

tanimlanir.

AA X Vt (mL) x 10°

Hacimsel aktivite (UL) =

exVs (mL)xt (dk) (3.2)

AA = Son absorbans degeri — Baslangi¢ absorbans degeri
Vt = Toplam hacim (mL)

Vs = Kullanilan siipernatant hacmi

& = ABTS nin 420nm’deki molar ekstinksiyon katsay1s1 (36,000 L mol™! cm™)
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Toplam fenolik madde tayini

Bitki ve mantar temelli kaynaklar flavonoidler ve fenolik asitler gibi fenolik bilesikler
sayesinde yiiksek antioksidan aktivite gosterir. Bu ¢alismada, mantar ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarinin tayini i¢in Folin-Ciocalteu yontemi kullanildi. Deneyler sonucunda
her bir ekstraksiyon yontemi i¢in Olgiillen 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri
kullanilarak hesaplanan fenolik madde miktarlar1 (GAE/g; gallik asit esdegeri, mg/L) Cizelge
4.1'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Farkl1 ¢cozgenlerde hazirlanmis mantar ekstraktlarinin fenolik madde miktar

Mantar Ekstrakti Fenolik madde miktarlar1 (GAE/g)
Etanol 9,29

Metanol 11,57

DMSO 6,21

Fosfat Tamponu ND

Etil Asetat ND

ND: tespit edilemedi

Etanol ve metanol ekstraktlarinin absorbans degerleri 0,03 olarak OSlgiilmiis ve
sirastyla 9,29 mg GAE/gile 11,57 mg GAE/g fenolik igerik tespit edilmistir. DMSO
ekstraktinin absorbanst 0,02 olarak kaydedilirken, fenolik igerik 6,21 mg GAE/g olarak
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belirlenmistir. Fosfat tamponu ve etil asetat ekstraktlarinda ise absorbans degerleri sirasiyla

0,01 ve 0,00 olarak 6l¢iilmiis olup, bu 6rneklerde fenolik bilesikler tayin edilememistir.
1.2. Toplam flavonoid tayini

Calismada Yakutboleti mantarinin liyofilize tozundan elde edilen etanol, metanol,
DMSO, fosfat Tamponu ve etil asetat ekstraktlarinin her biri i¢in 510 nm dalga boyunda
Ol¢iilen absorbans degeri ve bu degerler kullanilarak hesaplanan toplam flavonoid miktari

(QE/g; kuersetin esdegeri, mg/g) degerleri ¢izelge 4.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Farkl1 ¢ozgenlerde hazirlanmis mantar ekstraktlarinin toplam flavonoid miktari

Mantar Ekstrakti Toplam flavonoid miktar: (QE/g)
Etanol 0,98
Metanol 1,45
DMSO 1,26
Fosfat Tamponu 0,03
Etil Asetat ND

*ND= Tayin edilmedi

Etanol, metanol ve DMSO ekstraktlarinin absorbans degerleri 0,03 olarak 6l¢iilmiis
olup, sirasiyla 0,98 mg QE/g, 1,45 mg QE/gve 1,26 mg QE/g degerleri kaydedilmistir.
Fosfat tamponu ekstraktinin absorbansi1 0,01 ve QE/g degeri 0,03 mg/g olarak belirlenirken,

etil asetat ekstraktinda absorbans 0,00 olarak 6l¢iilmiis ve QE/g degeri tayin edilememistir.
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1.3. DPPH radikali giderme aktivitesi

Cizelge 4.3. Ekstraktlarin serbest radikal giderme aktivitesi degerleri.

Mantar Ekstrakt (% Inhibisyon)

Konsantrasyon Etanol Metanol DMSO Fosfat Etil
(pg/mL) Tamponu Asetat
Blank 0 0 0 0 0

10 1,11 7,14 1,01 0,24 0

25 1,49 8,58 1,39 2,55 0

50 2,43 9,83 1,99 5,83 0

100 4,46 9,86 4,79 10,15 0

250 7,22 15,26 7,31 10,15 0,04
500 9,34 23,26 13,51 10,90 0,14
1000 9,99 39,64 22,26 19,13 0,73

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan mantar ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, 10-1000
ug/mL konsantrasyon aralifinda degerlendirilmistir. Kontrol grubunda tiim ¢oziiciilerde
inhibisyon degeri %0,00 olarak gozlenirken, en yiiksek inhibisyon metanol ekstraktinda
(%39,64, 1000 pg/mL) kaydedilmistir. Metanol ekstraktini sirasiyla fosfat tamponu
(%19,13), DMSO (%22,26) ve etanol (%9,99) takip etmistir. Etil asetat ekstrakti ise 500
pg/mL'ye kadar belirgin bir aktivite gdstermemis (%0,00-0,14), ancak 1000 pg/mL'de
minimal diizeyde (%0,73) inhibisyon saglamistir. Sekil 4.2.’de goriildiigii gibi konsantrasyon
artisina bagli olarak inhibisyon kapasitesinin 6zellikle metanol ve DMSO ekstraktlarinda

doz-bagiml sekilde arttig1 tespit edilmistir.
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4.4. Ekstraktlarin Fenolik Madde Profilinin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

LC-MS/MS cihazi kullanilarak, liyofilize edilen yakutboleti mantar1 ekstraktlarinda;
gallik asit, kuersetin, rutin, resveratrol, 2,5 dihidroksibenzoik asit, eupatorin, siringik asit,
kafeik asit, salisik asit. katesin, protokatesik asit, giberellik asit, verbaskozit, 2-
hidroksitransinnamik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, hesperidin, florizin, indol-3-asetik
asit, oleuropein, meristein, aloin a, propil gallat, luteolin, absisik asit, naringin, naringenin,
genistein, kaempferol, izorhamnetin, jasmonik asit, klorojenik asit, apigenin, jaseosidin,
kafeik asit-etil esteri, etil gallat ve trans ferulik asit olmak tizere 37 bilesen i¢in analiz yapildi.
LC-MS/MS cihazindan elde edilen ve her bir fenolik madde icin Olgiilen alikonma

zamanlarinin yani sira ilgili fenolik maddenin konsantrasyonlari ¢izelge 4.4 te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Liyofilize edilen Yakutboleti mantarinin igerdigi fenolik bilesenler.

Allkonma  Numune Alkonma* Numune
Bilesikler zamani A (ppb) zamam (dk) B (ppb)

(dk) ng/kg ng/kg*
Gallik Asit 1,78 7,65 1,73 39,72
Protokatesik Asit 1,86 58,96 1,86 907,92
2,5-Dihidroksibenzoik 2,09 37,61 2,09 27,88
Asit
Kafeik Asit 3,75 1,90 3,56 18,79
Siringik Asit - ND - ND
Salisilik Asit - ND - ND
Klorojenik Asit - ND 3,67 5,21
Katesin - ND - ND
Giberellik Asit - ND - ND
Verbaskozit - ND - ND
Rutin - ND - ND
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2-Hidroksitrans-
sinnamik Asit
p-Kumarik Asit
Naringin

Sinapik Asit
Hesperidin

Trans Ferulik Asit
Etil Gallat
Florizin
Indol-3-Asetik Asit
Oleuropein
Mirisetin

Aloin A
Resveratrol

Propil Gallat
Kuersetin
Luteolin

Absisik Asit
Naringenin
Genistein
Kaempferol
Izorhamnetin
Jasmonik Asit
Apigenin
Jaseosidin

kafeik asit-etil esteri

Eupatorin

4,54

ND

11,07
ND
ND
ND
ND
3,65
ND
9489,16
ND
ND
45,04
ND
ND
2427
5,17
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
37,80
ND

4,09
4,12
4,27

ND

ND
ND
ND
ND
ND
1,62
ND
441,56
ND
ND
ND
ND
2,32
36,96
54,15
ND
ND
ND
ND
61,51
ND
ND
67,95
35,10
ND

ND = Tayin edilmedi. Numune A: Hidrolize edilmemis mantar ekstrakti

Numune B: Hidrolize edilmis mantar ekstrakti



Hidrolize edilmis ve hidrolize edilmemis mantar ekstraktlarinda analizi yapilan her
bir fenolik madde i¢in LC-MS/MS cihazindan elde edilen kromatogramlar ve spektrumlar

EK-1 ve EK-2’de gosterilmistir.

Analiz edilen liyofilize Yakutboleti mantar1 ekstraktlarinda fenolik madde olarak
gallik asit, etil gallat, protokatesik asit, kafeik asit-etil esteri, 2,5-dihidroksibenzoik asit,
kafeik asitin yani sira p-kumarik asit, indol-3-asetik asit, aloin a, kuersetin ve luteolin de
saptandi. Bunun yani sira, liyofilize edilmis mantar’in hidrolize edilen ekstraktinda hidrolize
edilmeyen ekstrakta oranla, Gallik Asit bilesigi yaklasik 6 kat, Protokatesik Asit 16 kat,
Kafeik Asit 10 kat daha fazla miktarda tayin edildi. Hidrolize edilen ekstraktta normal
ekstrakttan farkli olarak Krolojenik Asit, Propil Gallat ve izorhamnetin tayin edildi.

O O H OH o] OH

0
O °“ OH

HO \
OH on

OH . ¥

Protokatesik Asit Aloin A indol-3-Asetik Asit

N
H

Sekil 4.3. Liyofilize edilen yakutboleti mantarinda en fazla bulunan fenolik bilesiklerin
acik formiilii.

4.5. LC-QTOF ile molekiil teshisi

Cizelge 4.5’te, QTOF-MS (Quadrupole Time-of-Flight Kiitle Spektrometresi) ile
yakutboleti mantarinda tespit edilen pozitif ve negatif yiiklii molekiilleri 6zetlemektedir.
Pozitif yiiklii bilesikler arasinda sfingolipid yap1 taslar1 (D-eritro-sfinganin, heptadeka-
sfinganin), indol tiirevleri (3-indolakrilik asit, indol-3-asetik asit, indol-3-laktik asit),
antioksidan ergotionin ve antifungal aktiviteye sahip brefeldin A ile vaksenik asit yer

almaktadir. Negatif yiiklii molekiiller ise esansiyel ¢oklu doymamais yag asitleri (a-linolenik
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asit, linoleik asit), seker alkolii diiktiol (galaktozitol), antioksidan 2,6-di-tert-biitilfenol ve
antimikrobiyal o6zellikli kinolin-8-0l igermektedir. Bu sonuglar, yakutboleti mantarinin
biyoaktif metabolit ¢esitliligini ve potansiyel farmakolojik/bitkisel uygulamalara isaret eden

kimyasal profili ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.5. QTOF ile yakutboleti mantarinda teshis edilen molekiiller

Pozitif Yiiklii Molekiiller Negatif Yiiklii Molekiiller
D-eritro-sfinganin Alfa-linolenik asit
Heptadeka-sfinganin Linoleik asit

3-Indolakrilik asit Diiktiol (Galaktozitol)
Indol-3-Asetik Asit 2,6-Di-tert-biitilfenol
Indol-3-Laktik Asit Kinolin-8-ol

Ergotionin

Brefeldin A

Vaksenik asit

4.6. LC-MS/MS ile yagda ¢oziinen vitamin analizi

Cizelge 4.6. Yakutboleti mantarinda analiz edilen yagda ¢6ziinen vitaminler

Bilesik Allkkonma zamani (dk)  Konsantrasyon (ppb) ng/kg
Vitamin A - ND

Vitamin D3 4.69 512,68

Vitamin E - ND

ND = Tayin edilmedi.

Cizelge 4.6.°da Vitamin A, Vitamin Ds ve Vitamin E bilesiklerinin alikonma
zamanlar1 ve konsantrasyon degerleri (ppb, pg/kg) sunulmustur. LC-MS/MS ile yapilan
analizde Vitamin A ve Vitamin E tespit edilemedi. Mantar ekstraktlarinda analiz edilen yagda

¢ozlinen vitaminlerin LC-MS/MS Kromatogramlar1 EK-3’te gdsterilmistir.
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4.7. LC-MS/MS ile B vitamini tayini

Cizelge 4.7. Yakutboleti mantarinin B vitamini igerigi.

Bilesik Alkonma zamam (dKk) Konsantrasyon (ppb) ug/kg
Tiamin - ND

Nikotinik Asit 4,83 2326,08

Piridoksin 4,92 93,28

Nikotinamid 5,55 374,18

Siyanokobalamin - ND

Folik Asit - ND

Pantotenik Asit 5,83 28,63

Riboflavin 6,13 510,52

Biotin - ND

ND = Tayin edilmedi.

Liyofilize Yakutboleti mantar1 ekstraktinda tiamin, nikotinik asit, piridoksin,
nikotinamid, siyanokobalamin, folik asit, pantotenik asit, riboflavin ve biotin igerikleri analiz
edilmistir. Analizler sonucunda nikotinik asit, piridoksin, nikotinamid, pantotenik asit ve
riboflavin tayin edilmis; tiamin, siyanokobalamin, folik asit ve biotin ise tespit edilememistir.
Mantar ekstraktlarinda analiz edilen B vitaminlerinin LC-MS/MS kromatogramlar1 EK-4’te
gosterilmistir.

2 o . 1*
H CH gi):N \N/&O
2

~OH

I\ OH N"X N

|
7 p HO
N

OH

A B C

Sekil 4.4 Yakut boleti mantarinda tespit edilen B grubu vitaminler. A) Nikotinik Asit B)
Nikotinamid C) Riboflavin
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4.8. ICP/MS ile element miktar tayini

Cizelge 4.8. Yakutboleti mantarinin igerdigi element miktar tayini sonuglari

Element Kontrol  1.0lciim 2.0lciim 3.0l¢iim Ortalama
(HNOs3)  (ppb) (ppb) (ppb) Sonuc (ppb)

°Be [He] 0,95 ND ND ND ND
B [He] ND ND ND ND ND
23Na [He] 229,09 44374,12 50193,31 46915,26 47160.90
24 Mg [He] 0,000 39152,68 62240,81 53018,73 51470.74
27Al [He] 0,000 11800,02 18781,18 18688,02 16423.07
31P [He] 480,42 641366,32  899498,92 786899,00 775921.41
3K [He] 234,79 845897,23 1145497,68 1025681,60 1005692.17
#Ca [He] ND ND ND ND ND
4TTi [He] 1,47 293,55 697,24 807,32 599.37
1V [He] 0,38 13,67 21,48 22,78 19.31
32Cr [He] 0,13 457,87 607,55 604,42 556.61
>Mn [He] 0,00 518,81 868,61 663,58 556,61
Fe [He] 4,95 9104,24 14413,41 12623,28 12046,98
3Co [He] 0,10 20,75 34,36 34,01 29,71
0Ni [He] 8,30 1075,65 920,95 889,52 962,04
9Cu [He] 10,52 2977,95 4007,13 3695,88 3560,32
7n [He] 32,39 38542,78 63163,32 56183,91 52630,00
SAs [He] 9,26 526,19 719,28 558,54 601,34
8Se [He] 23,66 1111,70 2297,97 349436 2301,35
8Sr[No Gas] ND ND ND ND ND
197Ag [No Gas] 14,31 95,64 86,66 64,37 82,22
MCd[NoGas] ND 2,91 21,35 18,00 14,09
121Sb [No Gas] 2,64 12,52 11,69 6,92 10,38
137Ba [No Gas] ND 5,95 22,73 ND 9,56
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205T1 [No Gas] ND ND ND ND ND

208ph [No Gas] ND ND ND ND ND

209Bi [No Gas] ND ND ND ND ND
ND: Tayin edilmedi.

Yapilan analizlerde, mantar 6rneklerinde Na, Mg, Al, V, Cr, Mn, P, K, Ti, Zn, As, Se,
Ag, Cd Fe, Co, Ni, Cu ve Sb elementleri tespit edilirken; Be, B, Ca, Sr, Sn, Ba, Tl, Pb ve
Bi elementleri analiz limitleri altinda kalmistir (ND). En yliksek konsantrasyonlar fosfor
(775.921,41 ppb) ve potasyum (1.005.692,17 ppb) olarak kaydedilmistir. Dikkat ¢ekici bir
bulgu olarak arsenik (601,34 ppb) seviyesindedir. Demir (12.046,98 ppb) ve ¢inko
(52.630,00 ppb) gibi esansiyel elementlerin yiiksek birikimi dikkate degerken, kadmiyum
(14,09 ppb) gibi toksik metallerin diisiik seviyelerde kalmasi olumlu bir sonug¢ olarak

degerlendirilebilir.
4.9. Lakkaz aktivite tayini

Yakutboleti mantarindan elde edilen etanol, metanol, DMSO, fosfat tamponu ve etil
asetat ekstraktlarinin lakkaz aktivitesi, 0-180 saniye aralifinda belirli zaman noktalarinda (0,
30, 60, 90, 120, 150 ve 180. saniyeler) ol¢iilmiistiir. Aktivite degerleri denklem 3.2

kullanilarak, uluslararasi birim (U/L) cinsinden hesaplanmistir (Cizelge 4.9).

Etanol ekstrakti: Aktivite 0,02 U/L ile baslamig, 180. saniyede 0,05 U/L'ye
yiikselmistir. Metanol ekstrakti: Aktivite tiim zaman noktalarinda 0,02-0,03 U/L araliginda
sabit kalmigtir. DMSO ekstrakti: Aktivite 0,03 U/L ile baslayarak 30. saniyede 0,04 U/L'ye
ulagmis ve sonraki dl¢iimlerde bu seviyede stabil kalmistir. Fosfat tamponu ekstrakti: Tiim
zaman araliginda 0,03 U/L aktivite gozlenmistir. Etil asetat ekstrakti: Aktivite tiim

6l¢timlerde 0,03 U/L olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.9. Mantar ekstraktlarinin absorbans ve lakkaz aktivitesi (U/L) ol¢limleri.

Ekstrakt
Siire Etanol Metanol DMSO Fosfat Etil Asetat
Tamponu
0 0,0209 0,0164 0,0284 0,0272 0,0323
30 0,0244 0,0242 0,0384 0,0322 0,0314
60 0,0306 0,0234 0,0387 0,0284 0,0303
90 0,0355 0,0253 0,0407 0,0304 0,0308
120 0,04 0,0278 0,04 0,0298 0,0301
150 0,0436 0,0295 0,0415 0,0294 0,0301
180 0,047 0,0312 0,0419 0,0285 0,0298
Lakkaz
Aktivitesi 0,22 0,12 0,11 0,01 -0,02
(U/L)

Sonu¢ olarak, toplam lakkaz aktivitesi en yiiksek etanol ekstraktinda (0,22 U/L)
Olctlilmiis, bunu metanol (0,12 U/L) ve DMSO (0,11 U/L) takip etmistir. Fosfat tamponu (0,01
U/L) ve etil asetat (-0,02 U/L) ekstraktlarinda ise aktivite dnemli Sl¢iide diisiik veya negatif

olarak tespit edilmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu calismada, Boletaceae familyasina ait bir tir olan Hortiboletus rubellus
(Yakutboleti) mantarinin taksonomik kimligi molekiiler genetik yontemlerle dogrulanmistir.
[lk asamada gerceklestirilen genetik analizler, drnegin filogenetik siniflandirmasini kesin
olarak belirlemistir. Niikleer ribozomal DNA'nin ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesine
yonelik yapilan dizi analizleri, tiiriin morfolojik 6zellikleriyle uyumlu sekilde H. rubellus
olarak tanimlanmasini saglamistir. Bu molekiiler dogrulama, ¢alismada kullanilan 6rneklerin
taksonomik kimliginin kesinligini giivence altina almis ve sonraki fitokimyasal analizler i¢in

giivenilir bir temel olusturmustur.

H. rubellus mantarinin farkli ¢6zgenlerle hazirlanan ekstraktlarinda toplam fenolik
madde igerigi analiz edilmistir. Etanol, metanol, dimetil siilfoksit, fosfat tamponu ve etil
asetat ekstraktlar1 arasinda en yiiksek fenolik igerigin, 11,57 mg GAE/g liyofilize 6rnek

degeri ile metanol ekstraktinda tespit edildigi belirlenmistir.

Cizelge 5.1. Hortiboletus rubellus un litaritiirdeki calismalar ile fenolik igeriginin

kiyaslanmasi.
Fenolik Icerik
Mantar Tiiri Kaynak
(mg GAE/g)
Hortiboletus rubellus 11.57 Bu calisma
Boletus edulis 18.75 (Mena Garcia vd., 2021)
Boletus loyo 3.19 (Jacinto-Azevedo vd., 2021)
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Boletus griseipurpureus 0.22 (Somsap vd., 2024)

Black bolete 26.70 (Kumla vd., 2021)

Lentinula edodes 1.38 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Hydnum repandum 1.24 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Lactarius deliciosus 1.76 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Pleurotus ostreatus 2.48 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Agaricus bisporus 2.86 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Morchella esculenta 3.53 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)
Amanita caesarea 1.95 (Ramirez-Anguiano vd., 2007)

Karsilagtirmali veriler incelendiginde, en yiiksek fenolik icerige sahip mantar tiirdi,
18.75 mg GAE/g degeriyle Boletus edulis olarak one ¢ikmaktadir (Mena Garcia vd., 2021).
Ayni familyaya ait olan Boletus loyo (3.19 mg GAE/g) ve Boletus griseipurpureus (0.22 mg
GAE/g) ile kiyaslandiginda, H. rubellus'un fenolik bilesenler acisindan belirgin sekilde daha
zengin oldugu goriilmektedir (Jacinto-Azevedo vd., 2021; Somsap vd., 2024).

Ticari ve yaygin olarak tiiketilen diger mantar tiirlerinin fenolik igerikleri ise
Lentinula edodes, Hydnum repandum, Lactarius deliciosus, Pleurotus ostreatus, Agaricus
bisporus, Morchella esculenta ve Amanita caesarea gibi tiirlerde 1.24 ile 3.53 mg GAE/g
arasinda degismektedir (Ramirez-Anguiano vd., 2007). Bu bulgular, bu calismada analiz
edilen Hortiboletus rubellus mantarinin, literatlirdeki pek ¢ok mantar tiiriine kiyasla daha
iistiin bir fenolik bilesen profiline sahip oldugunu agikca gdéstermektedir. Bu zengin bilesim,
H. rubellus'un yiiksek potansiyel antioksidan aktivite ve biyolojik faydalara sahip bir kaynak

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan bu ¢calismada, Hortiboletus rubellus mantarinin toplam flavonoid igerigi 1.45
mg QE/g olarak saptanmistir. Bu deger, literatiirde belirtilen diger mantar tiirlerinin flavonoid

icerikleriyle kiyaslandiginda, Boletus familyasindaki tiirlerden genel olarak daha diisiik
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oldugu goriilmektedir. Tablodaki verilere gore, en yiiksek flavonoid igerigine sahip mantar
tiird, 17.62 mg QE/g degeriyle Boletus auranticus'tur (Vidovi¢ vd., 2010). Bunu takiben,
Boletus edulis 8.73 mg QE/g'lik 6nemli bir flavonoid igerigi sunmaktadir (Vidovi¢ vd.,
2010).

Hortiboletus rubellus"un flavonoid igerigi, Black bolete (1.32 mg QE/g) ile benzer bir
seviyedeyken (Kumla vd., 2021), Boletus griseipurpureus (3.23 mg QE/g) gibi diger Boletus
tiirlerinden ise daha distktiir (Somsap vd., 2024). Bu bulgular, H. rubellus'un flavonoid
iceriginin, fenolik icerigi kadar yiiksek olmasa da bazi diger Boletus tiirlerine kiyasla
rekabetci diizeyde oldugunu ve bu mantar tiiriiniin biyoaktif bilesenler agisindan 6nemli bir
kaynak olmaya devam ettigini gostermektedir. Bu durum, mantarin antioksidan ve potansiyel
biyolojik aktivitelerinin sadece fenolik bilesiklerle sinirli kalmayip, flavonoidlerin de bu
etkiye katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.

Cizelge 5.2. Hortiboletus rubellus mantarinin literatiirdeki ¢alismalar ile flavonoid
iceriginin kiyaslanmasi.

Flavonoid I¢erik
Mantar Tiiri Kaynak

(mg QE/g)
Hortiboletus rubellus 1,45 Bu ¢alisma
Boletus edulis 8.73 (Vidovi¢ vd., 2010)
Boletus auranticus 17.62 (Vidovi¢ vd., 2010)
Black bolete 1.32 (Kumla vd., 2021)
Boletus griseipurpureus 3.23 (Somsap vd., 2024)

Bu calismada, Hortiboletus rubellus metanol ekstraktinin DPPH serbest radikal
stiplirme aktivitesi %39.64 inhibisyon orani ile belirlenmistir. Elde edilen bu deger,
literatiirde rapor edilen diger Boletus familyasi mantar tiirleriyle karsilastirildiginda

farkliliklar gostermektedir.
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Cizelge 5.3. Hortiboletus rubellus mantarinin literatiirdeki caligmalar ile serbest radikal
giderme oranlarinin kiyaslanmasi.

Ornek Tiirii Inhibisyon Oram (%) Kaynak
Hortiboletus rubellus 39.64 Bu calisma
Boletus badius 99.2 (Elmastas vd., 2007)
Boletus edulis 64.2 (Vidovi¢ vd., 2010)
Boletus auranticus 63.1 (Vidovi¢ vd., 2010)

Karsilagtirmali veriler incelendiginde, en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip tiiriin
%99.2'lik inhibisyon orantyla Boletus badius oldugu goriilmektedir (Elmastas vd., 2007). Bu
deger, H. rubellus'un aktivitesinden belirgin sekilde daha yiiksektir.

Diger taraftan, Boletus edulis ve Boletus auranticus sirastyla %64.2 ve %63.1'lik
inhibisyon oranlar1 sergilemektedir (Vidovi¢ vd., 2010). Tereyag1 mantar1 Boletus loyo'nun
inhibisyon orani ise %56.46 olarak rapor edilmistir (Jacinto-Azevedo vd., 2021). Bu veriler,
H. rubellus'un antioksidan aktivitesinin, ad1 gegen diger Boletus tiirlerine kiyasla daha diistik
bir seviyede oldugunu gostermektedir. Ancak bu durum, ekstraktin konsantrasyonu,
ekstraksiyon yontemi ve test kosullar1 gibi faktorlere baglh olarak degisebileceginden, bu
aktivitenin potansiyel biyolojik etkileri hakkinda daha kapsamli arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

LC-MS/MS analizi ile belirlenen fenolik bilesik profilinde en yiiksek derisimde
protokatesik asit, indol-3-asetik asit, jeosidin ve Aloin A tespit edilmistir. Protokatesik asit
disindaki indol-3-asetik asit, jeosidin ve Aloin A'nin bolet mantarlarindaki varligma dair
literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan, bu bilesikler i¢in kiyaslama verisi elde

edilememistir.

(Calismamizda analiz edilen protokatesik asit, katesin, sinapik asit, sinnamik asit ve
ferulik asit fenolik bilesikleri, Muszynska (2013) ve Juliana Garcia (2022) tarafindan yapilan

caligmalarin verileri ile karsilastirilmistir.
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Cizelge 5.4. Hortiboletus rubellus’un litaritliirdeki caligsmalar ile fenolik profilinin

kiyaslanmas.
Bu calisma (Muszynska vd., 2013) (Garcia vd., 2022)
Fenolik asit ~ Hortiboletus Boletus Boletus Boletus ~ Neoboletus
tiirleri rubellus (ppm)  badius (ppm) edulis edulis  luridiformis
(LC-MS/MS)  (mg/kg kuru (ppm) (mg/100g  (mg/100g
madde) (mg/kg kuru kuru
(HPLC) kuru madde) madde)
madde) HPLC- HPLC-
HPLC DAD DAD
Gallik asit 0.04* - - 4.3 -
Protokatesik 0.90%* 21.38 7.50 11.5 5,8
asit
Katesin ND - - 0.9 -
Sinapik asit ND 1.50 ND - -
Sinnamik ND 8.73 ND - -
asit
Ferulik asit ND 1.45 ND - -
Aloin A 0.05 - - - -
Indol-3- 9.5 - - - -
asetik asit
Jaseosidin ~0,07* - - - -

ND = tayin edilmedi, - = analizde aragtirilmadi, * hidrolize edilmis ekstrakt

Cizelge 5.3’te farklt mantar tiirleri (Hortiboletus rubellus, Boletus badius, Boletus

edulis ve Neoboletus luridiformis) arasindaki fenolik asit konsantrasyonlarini c¢esitli

calismalardan alinan verilerle karsilagtirmaktadir. Analiz yontemleri (LC-MS/MS, HPLC,

HPLC-DAD) ve birimler (ppm, mg/kg kuru madde, mg/100g kuru madde) ¢aligmadan
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calismaya degisiklik gostermektedir, bu da dogrudan karsilastirmay1 zorlastirsa da genel

olarak kiyaslandi.

Gallik asit, (Muszynska vd., 2013) calismasinda Hortiboletus rubellus'ta diisiik bir
miktar (0.04 ppm) olarak tespit edilirken, (Garcia vd., 2022) tarafindan Boletus edulis'te
belirgin sekilde daha yiiksek bir konsantrasyon (4.3 mg/100g kuru madde) bulunmustur. Bu
durum, mantar tiirleri arasinda bu asidin varliginda Onemli farkliliklar oldugunu
gostermektedir. Protokatesik asit, incelenen fenolik asitler arasinda en yaygin olanidir.
Muszynska vd. (2013) Hortiboletus rubellus'ta 0.90 ppm, Boletus badius'ta 21.38 ppm ve
Boletus edulis'te 7.50 ppm gibi degerler rapor etmistir. Garcia vd. (2022) ise Boletus edulis'te
11.5 mg/100g kuru madde ve Neoboletus luridiformis'te 5.8 mg/100g kuru madde tespit
etmistir. Katesin sadece Garcia vd. (2022)¢alismasinda Boletus edulis'te 0.9 mg/100g kuru
madde olarak 6l¢iilmiis, diger ¢alismalarda tespit edilememistir. Sinapik asit, Sinnamik asit
ve Ferulik asit ise sadece Muszynska vd. (2013) tarafindan Boletus badius'ta sirastyla 1.50

ppm, 8.73 ppm ve 1.45 ppm olarak belirlenmistir

Q-TOF analizi kapsaminda H. rubellus mantarinda tespit edilen molekiiller arasinda
yer alan Brefeldin A (BFA), okaryotik hiicrelerde Sec7-tipi GTP-degisim faktdrlerinin
(GEF'ler) inhibisyonu yoluyla Arfl GTPaz aktivasyonunun ve COPI kaplama proteinlerinin
Golgi aparatina baglanmasinin engellendigi bilinen makrosiklik lakton yapisinda bir bilesik
olarak tanimlanmistir. Literatiirde, BFA'nin ilk olarak Penicillium ve Eupenicillium
cinslerine ait fungal tiirlerden izole edildigi rapor edilmistir (Nebenfiihr vd., 2002). izole
edilen bu bilesigin, kanser hiicrelerinde protein trafiginin bozulmasina bagli olarak
apoptozun (programli hiicre Oliimii) indiiklenmesindeki rolii nedeniyle antikanser

arastirmalarda dikkat ¢ektigi vurgulanmaktadir.

Ergotionin (ESH), 6zellikle mantarlar (por¢ini, istiridye mantart gibi), bobrek,
karaciger, siyah/kirmiz1 fasulye ve yulaf kepegi gibi besinlerde bulunan dogal bir bilesik
olarak tanimlanmistir. Temel islevinin, hiicrelerin bakir gibi metallerin toksik etkilerinden
korunmas1 ve oksidatif strese karsi hafif bir antioksidan aktivite saglanmasi oldugu
belirtilmektedir. Ancak, Ey vd. (2007) yaptiklari calismada bu antioksidan etkinin, hiicrelerde
daha giiclii koruma saglayan glutatyondan (GSH) daha zayif oldugu rapor edilmistir. ESH'nin
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hiicre i¢ine alimindan sorumlu olan OCTNI tasiyicisinin, Crohn hastaligi ve romatoid artrit
gibi otoimmiin hastaliklarla iligkilendirilen genetik varyantlara sahip oldugu gosterilmistir.
S6z konusu hastaliklarda, mantarlardan izole edilen ESH'nin patolojik siireclerdeki roliiniin

arastirildigi bildirilmistir.

QTOF analizimizde teshis edilen diger bir molekiil olan 8-Hydroxyquinoline (8-HQ),
baz1 bitkilerde ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunabilir, ancak yaygin olarak
laboratuvarda sentetik olarak iiretilir. Song vd. 2014 yilinda gergeklestirdigi aragtirmalarda,
laboratuvar ortaminda modifiye edilen 8-hidroksikinolin (8-HQ) tiirevlerinin norodejeneratif
hastaliklarin tedavisindeki terapdtik potansiyeli ortaya konulmustur. Alzheimer ve Parkinson
hastaliklarinda, bu tiirevlerin metal selator olarak kullanildigr ve amiloid-p (AP) plaklarinda
biriken bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iyonlarmin baglandigi gosterilmisti. Bu selasyon
mekanizmasi ile metal kaynakli oksidatif stresin ve norotoksisitenin azaltildig1 belirtilmistir.
Ayrica, bu bilesiklerin kan-beyin bariyerini gegebildigi ve diisiik toksisite profilleri (6rn.,
LDso > 2000 mg/kg) nedeniyle klinik uygulanabilirlik agisindan umut vaat ettigi
vurgulanmistir. Calismada, ¢oklu hedefe yonelik ligand (MTDL) stratejisi kullanilarak 8-HQ
cekirdeginin antioksidan, antiapoptotik ve enzim inhibe edici gruplarla birlestirildigi
ve resveratrol-clioquinol hibriti gibi yeni molekiillerin tasarlandig1r bildirilmistir. Bu
bulgular, 8-HQ temelli bilesiklerin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ¢ok yonli bir
platform olarak kullanilabilecegini kanitlamistir (Song vd., 2015). Chan ve ark. 2012°de
yaymladiklar1 arastirmada, nsan hepatoseliiler karsinom ksenogreftli fare modellerinde, 8-
hidroksi-2-kinolinkarbaldehit bilesigi ile gilinliik 10 mg/kg doz uygulamasi sonucunda timor
bliylimesinin tamamen inhibe edildigi gosterilmistir Ayrica, vital organlarda histolojik hasar
olusmadig1 ve normal hiicre hatlarina kiyasla segici sitotoksisite sergilendigi rapor edilmistir
(Chan vd., 2013).

Cizelge 5.5. Hortiboletus rubellus mantarinin literatiirdeki ¢caligmalar ile B vitamini
iceriginin (ppb) kiyaslanmasi.

Mantar Nikotinik  Nikotinamid  Riboflavin  Piridoksin = Pantotenik Tiamin Kaynak
Tiirleri Asit (ppb)  (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
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Hortiboletus ~ 2326.08 374.18 510.52 93.28 28.63 ND Bu ¢alisma

rubellus
Boletus 60,700 - 920 - - 1,050 (Caglarirmak
edulis & Unal,
2002)
Agaricus 4300 - 5100 - - 600 (Mattila vd.,
bisporus 2001)
Lentinula 3100 - 1800 - - 500 (Mattila vd.,
odedes 2001)

Caglarirmak & Unal (2002) tarafindan yapilan calismada, Boletus edulis'in 60,700
ppb nikotinik asit i¢erdigi rapor edilmistir. Bu deger, bu ¢alismada elde ettigimiz veriden
yaklagik 26 kat daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayni ¢alismada, 920 ppb riboflavin igerigi
tespit edilirken, bu deger bizim ¢alismamizdaki tespit edilen degerden yaklasik 1.8 kat daha

fazladur.

Mattila vd. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada ise, Agaricus bisporus tiiriinde 4300
ppb nikotinik asit, 5100 ppb riboflavin ve 600 ppb tiamin saptanmustir. Lentinula edodes
tiirlinde ise 3100 ppb nikotinik asit, 1800 ppb riboflavin ve 500 ppb tiamin igerigi
belirlenmistir. Bu verilerle mevcut calismada elde edilen Hortiboletus rubellus verileri
karsilagtirildiginda, nikotinik asit igerigi A. bisporus'tan yaklasik 1.8 kat, L. edodes'ten ise
yaklasik 1.3 kat daha diisiik bulunmustur. Riboflavin igerigi agisindan ise H. rubellus'un A.
bisporus'a gore yaklasik 10 kat, L. edodes'e gore ise yaklasik 3.5 kat daha az riboflavin
icerdigi belirlenmistir. Tiamin vitamininin ise bu ¢alismada H. rubellus'ta tespit edilememis
olmasi, Mattila vd. (2001) tarafindan bildirilen 4. bisporus ve L. edodes tiirlerindeki tiamin

icerigi ile onemli bir farklilik gostermektedir.

Cizelge 5.6. Hortiboletus rubellus mantarinin literatiirdeki caligmalar ile element igeriginin

kiyaslanmasi.
Mantar Cu Zn Se Cd K P Pb As
. . Kaynak
tiirleri (ppm)  (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
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Hortiboletus
53.63 2.30 0.01 1005 1005 ND 0.6 Bu calisma

rubellus
Boletus (Barea-Sepulveda
18 144 30 0.64 - - 0.10  0.57
edulis vd., 2022)
Boletus (Barea-Sepulveda
32 155 0.28 1.13 - - 0.08 0.28
aureus vd., 2022)
Agaricus
2.2 66 1.4 36 473 12,7 0.18 - (Mattila vd., 2001)
bisporus
Pleurotus
52 92 0.039 1.2 26,7 8,7 037 - (Mattila vd., 2001)
ostreatus

ICP-MS analizlerimizle elde ettigimiz bulgular, Barea-Septulveda vd. (2022)
tarafindan ylriitilen benzer metodolojiye sahip calismalarla karsilastirildiginda, Boletus
edulis ve Hortiboletus rubellus tiirlerinin metal ve metaloid konsantrasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle B. edulis
orneginde bakir (Cu: 18 ppm) ve ¢inko (Zn: 144 ppm) seviyeleri, H. rubellus'un
degerlerinden (Cu: 3.56 ppm; Zn: 53.63 ppm) 6nemli dlgiide yiiksektir, bu da B. edulis'in bu
metalleri daha etkin bir sekilde biriktirdigini diisiindiirmektedir. Selenyum (Se) agisindan da
B. edulis (30 ppm), H. rubellus (2.30 ppm) ile kiyaslandiginda 13 kat daha yiiksek
konsantrasyona sahiptir. Krom (Cr) biritkimi de (1.13 ppm) H. rubellus (0.56 ppm)
seviyesinin lizerindedir. Arsenik (As: 0.60 ppm) seviyesi H. rubellus'tan yiiksek olmasina
ragmen (B. edulis i¢in 0.10 ppm ve Boletus aereus i¢in 0.28 ppm), insan sagligi i¢in kritik
smirin altindadir. En dikkat g¢ekici fark, kadmiyum (Cd) seviyesinde goézlenmistir; H.
rubellus'un Cd birikimi (0.01 ppm), B. edulis'in (0.64 ppm) 64 kat altinda olup, tiirlin toksik
metal ylikii acisindan daha giivenli oldugunu gostermektedir (Barea-Sepulveda vd., 2022).

Dimitrijevic vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen benzer metodolojiye sahip ¢aligmadaki
verilerle karsilastirildiginda, Hortiboletus rubellus ile Boletus edulis tiirlerinin element
profilleri arasinda dikkat ¢ekici farkliliklar gézlenmistir. B. edulis 6rneklerinde potasyum (K:
11.781 ppm) ve fosfor (P: 4.387 ppm) gibi makro besinlerin konsantrasyonlari, H.
rubellus’un degerlerinden (K: 1.006 ppm; P: 775.921 ppm) belirgin sekilde yiiksektir. Bu
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durum, B. edulis’in mineral zenginligini yansitirken, H. rubellus’un oligotrofik ortamlara
adaptasyonunu isaret edebilir. Cinko (Zn) agisindan da B. edulis (69.94 ppm), H. rubellus’a
(52.63 ppm) kiyasla daha yiiksek birikim kapasitesi sergilemistir. Selenyum (Se)
konsantrasyonlari ise her iki tiirde benzer seviyelerde olup (B. edulis: 2.32 ppm; H. rubellus:

2.31 ppm), antioksidan potansiyel agisindan dengeli bir profil sunmaktadir.

Toksik metaller baglaminda, H. rubellus’ta kursun (Pb) ve bizmut (Bi) tayin
edilemezken (ND), B. edulis’te bu elementler sirasiyla 10.58 ppm ve 0.44 ppm olarak
Olciilmiistiir. Bu bulgu, H. rubellus’un toksik metal birikimi agisindan insan sagligi i¢in daha
giivenli bir alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, nikel (Ni) konsantrasyonu H.
rubellus’ta (0.96 ppm) B. edulis’e (1.17 ppm) kiyasla daha diisiik olsa da, her iki tlirdeki
degerler ¢evresel limitlerin altinda kalmaktadir (Dimitrijevic vd., 2016). Sonug olarak, H.
rubellus, 6zellikle K, Zn ve P gibi eser elementlerde sinirli birikim kapasitesiyle karakterize

edilirken, toksik metallerin yoklugu veya minimal varligiyla dikkat cekmektedir.

Hortiboletus rubellus mantarinin lakkaz aktivitesi tizerine yiirlitiillen ¢aligmada, farkl
¢oOziiciilerin enzimatik aktivite tizerindeki etkisi sistematik olarak incelenmistir. Elde edilen
verilere gore, en yiiksek aktivite degeri 0,22 U/L ile etanol ekstraktinda tespit edildi. Bu
bulgu, polar ¢oziiciilerin enzim stabilitesini ve substrat baglanma afinitesini artirabildigi
hipoteziyle uyumludur. Buna karsilik, metanol (0,12 U/L) ve DMSO (0,11 U/L) gibi organik
coziiclilerde aktivitenin diisiik seyretmesi, bu maddelerin enzim yapisi iizerinde kismi
inhibitor etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Fosfat tamponu (0,01 U/L) ve etil
asetat (-0,02 U/L) kullanilan 6rneklerde ise aktivitede belirgin bir azalma gozlemlenmistir.
Fosfat tamponundaki diisiik aktivitenin, iyonik kuvvetin enzim-substrat etkilesimini
engellemesinden meydana gelebilir. Etil asetat ekstraktinda kaydedilen negatif deger ise,
spektral girisim veya enzimatik inhibisyon gibi metodolojik artefaktlarla iligkili olabilir. Bu
sonuglar, ¢oziicii se¢iminin lakkaz aktivitesi tizerinde kritik bir rol oynadigimi ve polar

c¢oziiciilerin enzim ekstraksiyonu i¢in daha uygun oldugunu ortaya koymaktadir.

58



Cizelge 5.7. Hortiboletus rubellus mantarinin literatiirdeki caligmalar ile lakkaz
aktivitesinin kiyaslanmasi.

Mantar Tiiri Lakkaz aktivitesi (U/L) Kaynak
Hortiboletus rubellus 0.22 Bu calisma
(Clitocybe maxima) 0.30 (Zhang vd., 2010)
Pleurotus eryngii 0.30 (Wang & Ng, 2006)
Cantharellus cibarius 0.08 (Ng & Wang, 2004)
Hericium coralloides 0.10 (Zou vd., 2012)

Bu c¢alismada H. rubellus’un etanol ekstraktinda dl¢iilen lakkaz aktivitesi (0,22 U/L),
literatlirdeki bazi tiirlerle kiyaslandiginda orta diizeyde bir performans sergilemektedir. Bolet
ailesi’nin iiyeleri lizerinde litaritiirde lakkaz aktivite tayini analizleri kisith oldugundan,
kiyaslamalar yap1 olarak benzer mantarlar ile kiyaslandi. Ornegin, Clitocybe
maxima ve Pleurotus eryngii’nin sirasiyla 0,3 U/L (Zhang vd., 2010) ve 0,3 U/L (Wang &
Ng, 2006) aktivite degerleri, H. rubellus’n geride birakirken, Cantharellus cibarius (0,08
U/L) (Ng & Wang, 2004) ve Hericium coralloides (0,1 U/L) (Zou vd., 2012) gibi tiirlerden
anlamli derecede yiiksektir. Ancak, bu karsilastirmada metodolojik heterojenlikler (6rnegin

ekstraksiyon protokolleri, ¢oziicii tipi ve enzim saflik derecesi) dikkate alinmalidir.

Bu bulgular, H. rubellus’un biyoteknolojik uygulamalarda potansiyel bir lakkaz
kaynag1 olabilecegini, ancak aktivitenin ¢Oziicii optimizasyonu ve saflastirma ile

artirtlabilecegini diislindiirmektedir.
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Target Compound _____ Sinapiec Acid i
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Target ic Acid
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EK - 2 Hidrolize Edilmis Mantar Ekstraktlarinda Analiz Edilen Fenolik
Bilesiklerin LC-MS/MS Kromatogramlari

Compound Catechin
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Target Sinapic Acd
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EK- 3 Mantar ekstraktlarinda analiz edilen yagda ¢oziinen vitaminlerin

LC-MS/MS kromatogramlar

Compound Graphics
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EK- 4 Mantar ekstraktlarinda analiz edilen B grubu vitaminlerin LC-

MS/MS kromatogramlari

Compound Graphics
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