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KISALTMA VE SIMGELER

A

ABTS
ABTS™*
CUPRAC
Cu(I)-N¢
Cu(II)-Nc¢
DPPH
ET

FCR
FRAP
GAE
RNS
ROS
HAT
ORAC
ROS
TEAC
TPTZ

TR

: Absorbans
: 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiyozalin-6-siilfonat)
: ABTS radikal katyonu
: Bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
: Bakir(I)-neokuproin
: Bakir(II)-neokuproin
: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
: Tek elektron transferi reaksiyonu
: Folin-Ciocalteu reaktifi
: Demir(IIT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
: Gallik asit esdegeri
: Reaktif azot tiirleri
: Reaktif oksijen tiirleri
: Hidrojen atomu transferine dayanan reaksiyonlar
: Oksijen radikal absorbans kapasitesi
: Reaktif oksijen tiirleri
: Troloks esdegeri antioksidan kapasite
: 2,4,6-tripridil-s-triazin

: Troloks



Ganoderma lucidum ve ticari iiriinlerinin in vitro antioksidan aktivitelerinin ve
bazi biyoaktif bilesenlerinin tayini ve karsilastirilmasi

Yiiksek Lisans Ogrencisi: Yesim KARABOGA

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Giilbin ERDOGAN

Anabilim Dah: Analitik Kimya

1. OZET

Amag: Bu caligmada, son yillarda saglik alaninda ve 6zellikle kanser tedavisinde
tedaviye destek amacli kullanilan Ganoderma lucidum tibbi mantarmin farkli formlar1
ve piyasada satilan kapsiil formlarin in vitro antioksidan aktiviteleri ile bazi biyoaktif
bilesenlerinin tayini ve karsilastirilmas1 amacglanmastir.

Gerec ve yontem: Ganoderma lucidum mantar1 halk arasinda ¢ay olarak veya ekstresi
icilerek kullanilmaktadir. Piyasada kapsiil formlar: da satilmaktadir. Ureticisinden
kurutulmus ve ekstrakt halinde temin edilen mantar 6rnekleri ve piyasadan alinan
kapsiil formlari, inflizyon yOntemi ile ekstrakte edildi. Mantarlarin Ogiitiilmiis,
dilimlenmis, ticari ekstrakt halinde ve tablet formlarmin antioksidan aktiviteleri
CUPRAC, FRAP, ABTS ve DDPH yo6ntemi, toplam fenolik madde igeriklerini ise
Folin-Ciocalteu ayiraci ile UV-VIS spektrofotometre kullanilarak tayin edildi. Troloks
ve gallik asit standartlar1 kullanilarak elde edilen absorbans/inhibisyon degerlerinden
Ganoderma lucidum’™un farkli formlarinin antioksidan kapasiteleri ve toplam fenolik
bilesen miktarlar1 TEAC ve GAE cinsinden hesaplandi.

Bulgular: Ogiitiilmiis ve dilimlenmis drneklerin antioksidan aktiviteleri (9,66-38,0
mmol TEAC/g 6rnek), ticari ekstraktlarm (0,3-10,91 mmol TEAC/g 6rnek) arasinda;
kapsiil formlarinin ise antioksidan aktiviteleri (2,46-136,64 mmol TEAC/g 6rnek)
arasinda; toplam fenolik bilesen miktarlar1 siras1 ile (29,14-116,21 mg GAE/g 6rnek)
arasinda; ticari ekstre i¢in fenolik bilesen miktar1 ortalama (12,62 mg GAE/g 6rnek)
olarak bulunmustur.

Sonugclar: Ganoderma Lucidum 'un antioksidan 6zellige sahip oldugu ticari ekstraktin
ogiitliilmiis ve dilimlenmis formlara gore daha yiiksek antioksidan ve fenolik bilesen
icerdigi goriilmiistiir. Kapsiil formlarinin da karsilastirildiginda antioksidan aktiviteye
ve fenolik igerige sahip oldugu, farkli 3 formun da birbiri ile kiyaslandiginda
farkliliklar gosterdigi bulunmustur. Kullanimda Ganoderma lucidum mantarmm tercih
edilmesini, glinlimiizde sentetik gidalar yerine dogal gida takviyesi ve bitkilerle
tedavide doktor kontroliinde kullaniminin 6nerilebilecegini diistindiirmiistiir.
Anahtar Sozciikler: Ganoderma lucidum, Antioksidan Aktivite, CUPRAC-FRAP-
TEAC- DPPH-Folin-Ciocalteu.



Determination and comparison of in vifro antioxidant activities and some
bioactive components of Ganoderma lucidum and its commercial products
Student’s Name: Yesim KARABOGA

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Giilbin ERDOGAN

Department: Analytical Chemistry Department

2. SUMMARY

Aim: In this thesis, it was aimed that in recent years as a medicinal mushroom which
is used in the field of health and especially in the treatment of cancer to determine and
compare the in vitro antioxidant activities with some bioactive components of different
forms of Ganoderma lucidum and its capsule forms where sold in the market.
Material and Method: Ganoderma lucidum mushroom is popularly used as a tea or
by drinking its extract. Capsule forms are also available on the market. Mushroom
samples obtained from the manufacturer in dried form and capsule forms obtained
from the market were extracted by infusion method. The antioxidant activities of the
mushrooms in the ground, sliced, commercial extract and tablet forms were
determined using the CUPRAC, FRAP, ABTS and DDPH method, and the total
phenolic content of the mushrooms using the Folin-Ciocalteu reagent and UV-VIS
spectrophotometer. Antioxidant capacities and total phenolic component amounts of
different forms of Ganoderma Ilucidum were calculated from the absorbance /
inhibition values obtained by using trolox and gallic acid standards in terms of TEAC
and GAE.

Findings: Among the ground and sliced samples (9,66-38,0 mmol TEAC/g sample),
commercial extracts (0,3-10,91 mmol TEAC/g sample) for antioxidant activity
determination; among the capsule forms, antioxidant activities (2.46-136.64 mmol
TEAC / g sample); total phenolic component amounts were found to be between
(29.14-116.21 mg GAE / g sample) respectively, and phenolic component amount for
commercial extract (12.62 mg GAE / g sample).

Results: Commercial extract of Ganoderma Lucidum has been found to contain higher
antioxidant and phenolic components than milled and sliced forms. It has been
observed that the antioxidant and phenolic compound contents of the capsule forms
differ according to each other. It should be suggested that Ganoderma Lucidum should
be preferred over synthetic products in the treatment with herbs and as a food
supplement, but it can be recommended to be used under doctor control in medical
treatment.

Keywords: Ganoderma lucidum, antioxidant activity, CUPRAC-FRAP-TEAC-
DPPH-Folin-Ciocalteu.



3. GIRIS VE AMAC

Ganoderma lucidum; Japonca’da Reishi, Cince’de Ling Zhi, Latince’de Ganoderma
lucidum olarak adlandirilan, diinyanin pek c¢ok iilkesinde de ‘Mushroom of
Immortality’ yani "Oliimsiizliik Mantar1" diye bilinen bir tibbi mantar tiiriidiir. Bu
mantarin biyoaktif bilesenlerinden olan polisakkaritler, immunolojik ve anti-timdr
niteliklerinden dolay1 kimyagerlerin ve bu konuda ¢alisanlarin dikkatini cekmektedir.
Ganoderma lucidum’un bazi tibbi yararlar1 arasinda; antialerjik, antioksidan,
analjezik, antifungal, antienflammatuvar, antiviral, antiparasitik, kalpdamar,
antidiyabetik, bagisiklik sistemi diizenleyici, bobrek ve sinir sistemi diizenleyici,

tansiyon, kolesterol ve kan sekeri diisiirticii 6zellikleri sayilabilir (Mau ve ark., 2001).

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen diisiik konsantrasyonlarda dahi reaktif oksijen/azot
tiirleri ile baglatilan oksidasyonu 6nemli 6l¢iide Onleyen veya geciktiren maddelerdir.
Canlilarda karmasik antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu sistemler enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak bilinen albumin, glutatyon, C-vitamini, a-tokoferol, -
karoten, iirik asid, bilirubin, flavonoidler ve birden fazla polifenolik bilesik ile
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi
enzimleri igerirler. Bu antioksidanlar, hiicrelere zarar veren reaktif tiirleri etkin bir
bicimde siipiirme islemiyle diisiik toksisiteli veya zararli olmayan {iriinlere
dontstiiriirler. Bu reaktif tiirlerin metabolizmada bulunmasi, yasamsal faaliyetlerin
saglikli bir bicimde siirdiiriilebilmesi i¢in antioksidanlarin gerekli oldugunu
gostermektedir. Hastaliklarin Onlenmesinde besin antioksidanlarmin biiyiik roli
oldugunun kanitlanmasi bir¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminin gelistirilmesine

olanak saglamistir (Rajoriya ve ark., 2015).

Bu tez ¢aligmasinin amaci, Ganoderma lucidum ve piyasada satilan gida takviyesi
olarak kullanilan ticari lirlinlerinin in vitro antioksidan aktivitelerinin ve bazi biyoaktif

bilesenlerinin tayini ve mukayese edilmesi amaglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyen, viicutta bu maddelerin olusturdugu
hasarlar1 6nleyen ve detoksifikasyonu saglamak icin viicutta gbérev yapan savunma
sistemlerine “antioksidanlar” adi verilmistir (Karabulut ve Giilay, 2016).
Antioksidanlar basit ve anlasilir bir sekilde bir ifadeyle, istenmeyen oksidasyon
reaksiyonlarini engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir (Apak,
2019). Buna karsin prooksidanlar lipid, protein ve niikleik asitlerde oksidatif hasara
sebebiyet veren ve devaminda cesitli patolojik olaylara veya rahatsizliklara sebep olan
zararli maddelerdir. Hiicrelere zarar veren bu prooksidanlar (reaktif oksijen veya azot
tiirleri, serbest radikaller vb.), antioksidanlar tarafindan indirgenerek diisiik toksisiteli
veya toksik olmayan iiriinlere doniistiiriiliirler (Cao ve Prior, 1998; Sroka ve Cisowski,

2003).

Hiicre metabolizmasinin ve canliliginin devami i¢in oksijen vazgegilmez bir 6neme
sahip olsa da paramanyetik 6zellikleri ve son derece reaktif bir atom olmasi1 a¢isindan
tehlikelidir. Bu 6zellikleri sayesinde reaksiyon egilimi yiiksek, kismen oksitlenmis ara
irlinlerin olusumunu tesvik eder (Valko ve ark., 2007). Bir veya birden ¢ok
eslesmemis elektron igeren serbest radikaller bagimsiz varolus yetenegine sahip tiirler
olarak nitelendirilebilirler. Serbest radikaller genel anlamda kotii olarak anilsalar da
canli sistemlerde bazilar1 hem iyi veya hem de kotli olmak iizere de bir¢ok serbest
radikal bulunmaktadir. S6z konusu serbest radikaller, bir elektron eklenmesi gibi
cesitli yollarla radikal olmayan tiirlere doniisebilir (Halliwell, 2006). Yapisinda
eslesmemis elektron bulunduran serbest radikaller diger bilesiklerle kolaylikla
reaksiyona girebilme egiliminden dolayr genel olarak ‘reaktif tiirler’ olarak

adlandirilirlar (Genestra, 2007).

Antioksidan bilesiklerin reaksiyon mekanizmalari, serbest radikallerin reaktivitesi ve
kimyasal yapis1 ile bu reaktif tiirlerin bulundugu ortam ile yakindan ilgilidir. Bu
nedenle, serbest radikalleri iceren reaktif oksijen tiirlerini(ROS) ve daha az derecede
reaktif azot tiirlerini (RNS) tanimlamak ¢ok &nemlidir (Salazar ve ark., 2008). Ilgili
reaktif tiirler Tablo 4.1’ de 6zetlendigi gibidir.



Tablo 4. 1: Reaktif oksijen/azot tiirleri.

Radikaller Radikal olmayanlar
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Siiperoksit 0,- Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OH- Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO- Hipobromdz asit HOBr
Alkoksil RO- Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO,- Ozon O3
Lipid peroksil LOO-

Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Azot oksit NO- Nitroz asit HNO»

Azot dioksit NO;: Diazot trioksit N2O;
Diazot tetraoksit N>O4
Peroksinitrit ONOO"
Peroksinitrit asit ONOOH
Alkil peroksinitrit ROONO
Nitrozil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Nitril katyonu NO,"
Nitril kloriir NO,C1

Lipid, protein, DNA gibi biyolojik makromolekiiller, reaktif oksijen/azot tiirleri
tarafindan (ROS/RNS) oksidatif modifikasyona ugrayarak doku hasarma yol agar.
Boylece organizmanin antioksidatif savunmasini bastiran ve bir¢ok hastaligin temeli
olan hiicresel 6liimii hizlandiran patolojik durum ortaya ¢ikar. Bu durum, ‘oksidatif
gerilim’ olarak adlandirilir. ROS ve RNS, insanlar i¢in viicut i¢i dengesini (homeostaz)
saglamak ve saglig1 korumak agisindan gerekli olup kontrolsiiz ve fazla ROS/RNS;

kanser, kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif bozukluklar ve yaslanma gibi degisik



hastaliklarin olusumunda biiylik gorev alir (Apak ve ark., 2016). Saghgi tehdit eden
bu zararh tiirlerin varhigi, antioksidan maddeleri (bilesikler, enzimler vb.) Onemli

kilmaktadir (Cao ve Prior, 1998; Sroka ve Cisowski, 2003).

Kaynaklar
Isinlama
(y s, X 1smm, UV)
iltihap :
*  Alzheimer
Hava Kirleticileri

Lipit ’
peroksidasyonu

Elektron
tasivicilarinm |
oksidasyonu | | * renal tiimorlerin

+ Parkinson hastahi
* Diyabet

* muskiiler distrofi

*  Kataractogenesis

Metal katalizli ( ) indiiksiyonu
sistemleri |

Sekil 4. 1: Serbest radikal kaynaklar1 ve insan saglig1 tizerine olumsuz etkileri
(Bayarsaikhan, 2018).

Diisiik miktarda dahi etkin olan antioksidanlar, kompleks yapida olup iki g¢esit etki
mekanizmasina sahiptirler. Bunlar, dogrudan antioksidanlar ve dolayli antioksidanlar
olarak tanimlanmaktadirlar. Dogrudan antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, fenolik
bilesikler, tokoferoller ve karotenoidler gibi) hiicresel, biyokimyasal veya fizyolojik
siireclerde rol oynayarak reaktif tlirleri etkisiz hale getirirler veya reaktif tiirler
tarafindan baslatilan kimyasal reaksiyonlar1 onlerler (Papetti ve ark., 2006). Dolayl
antioksidanlar ise hiicrenin antioksidan kapasitesini gii¢lendirirler. Bunun nedeni insan
viicudunda bulunan bir grup enzimin (glutatyon transferaz, kinon rediiktaz, epoksit
hidrolaz) elektrofilik tiirlerin detoksifikasyonuna neden olmasidir (Rice-Evans ve ark.,

1997).

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan {iretilmelerinin yani sira beslenme yoluyla
da alimabilmektedir. Gida maddelerinin yapisinda dogal olarak varolduklar1 gibi, gida
sanayisinde iiriinlerin besin degerlerini arttirmak ve kalitesini korumak i¢in de gidalara
eklenebilirler. Ayrica besin maddelerinin acilagsmasini ve clirlimesini geciktirici
ozellige sahiptirler. Bu ama¢ dogrultusunda, havadaki oksijenin neden oldugu
otooksidasyonu yavaglatmak i¢in yaglara antioksidan oOzellik veren maddeler
katilmaktadir. Sonug olarak yaglarin kokusu, tadi, rengi korunur; buna bagli olarak da

kalite artirilip raf dmrii uzatilmis olur.



Besinlerde otooksidasyon ve acilagsmanm olugma siireci asagidaki reaksiyonlarla
Ozetlenmistir. Bu silirece gore antioksidanlar (AH), otooksidasyon siirecini doymamis

yaglardan olusan radikallere bir H-atomu veya elektron vererek bozarlar.
Baslama;

RH + enerji — R* (RH: yag molekiilii, R*: aktif yag molekiilii)
[lerleme;

R*+ 0, —» RO (RO:": peroksit radikali)

RO>"+ AH—» ROOH + A" (H-atom transferi)

Sonlanma;

RO+ A" ——» ROOA

AH: Antioksidan molekiilii

A”: Antioksidan etkin molekiilii

ROOH: Hidroperoksit

Antioksidanlar indirgen maddelerdir ve yukaridaki gibi zincirleme reaksiyonlar
esnasinda yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar sadece belirli bir siire
icerisinde yiikseltgenebilen bir maddeyi koruyabilirler. Bu siire sonunda ilgili madde

ortamda hi¢ antioksidan yokmusgasina yiikseltgenmeye devam eder.

Siklikla birbirinin yerine kullanilan antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite
kavramlar1 farkli anlam igermektedir. Antioksidan aktivite, belli bir antioksidan ile
belirli bir oksidan arasindaki reaksiyona ait hiz sabitini isaret eder ve bir antioksidanin
aktivitesi; radikal siiplirme yetenegi, hidrojen veya elektron verici olarak gostermis
oldugu reaktivite, metal kelatlama potansiyeli ve diger antioksidanlarla olan etkilesimi
gibi faktorlere baghdir (Rice-Evans ve ark., 1997; Shahidi, 1996). Antioksidan
kapasite ise antioksidan igeren bir drnegin serbest radikal siiplirme yeteneginin mol
cinsinden tayin edilmesidir. Her bir bilesenin antioksidan kapasitesi Olglilemez

(Shahidi, 1996).



4.2. Antioksidanlarim Simiflandirilmasi

Antioksidan bilesikler yapilarina, etki mekanizmalarina ve tiirlerine gore olmak tizere
cesitli sekilde smiflandirilabilirler. Antioksidan bilesiklerin enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar (metabolik ve besin yoluyla) olarak da smiflandirilmalar1

miimkiindiir. (Rice-Evans ve ark., 1997)
4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Reaktif oksijen ve/veya azot tiirlerinin siipiiriilmesine dogrudan dahil olan temel
enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GRx)’dir (Halliwell, 2007).

4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
4.2.2.1. Dogal antioksidanlar

Bir organizma yiikksek bir ROS konsantrasyonuna maruz kaldiginda, endojen
antioksidan sistemi tehlikeye girer ve sonu¢ olarak organizmanm tamamen
korunmasini garanti edemez. Bu antioksidanlar agigini telafi etmek i¢in viicut, gida,
besin takviyeleri veya farmasotik maddeler yoluyla saglanan digsal antioksidanlari
kullanabilir. En 06nemli ekzojen antioksidanlar arasinda fenolik bilesikler
karotenoidler, C vitamini, tokoferoller ve selenyum, ¢inko gibi bazi mineraller bulunur

(MacDonald-Wicks ve ark., 2006).
i. L-askorbik asit (C vitamini)

Ketolakton yapisinda hidrofilik bir vitamin olan C vitamini, 6zellikle taze halde yesil

sebzeler, meyveler ve turunggil ailesinde fazla oranda bulunmaktadir.

Kuvvetli bir indirgen 6zelligi sayesinde askorbik asit, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri basta olmak {izere reaktif tiirler ile kolaylikla reaksiyona girerek onlar1
stiplirlir. Acilagsma, eksime ve renk degisimini 6nlemesi sebebiyle gidalara koruyucu
katki maddesi olarak eklenir. LDL oksidasyonunu 6nleyici etkisi sebebiyle de askorbik
asidin koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu oldugu diisiiniilmektedir. Meyve
sular1 insanlar i¢in onemli askorbik asit kaynagidir ve son yillarda tiiketimi ¢okga

artmistir.



Ancak meyve sularindaki askorbik asit ¢cabuk yiikseltgenir ve saklama kosullarina
bagli olarak bozunur. Herhangi bir meyve suyunun kalitesi ve askorbik asit (C
vitamini) kaynag1 olarak degeri, icerigine ve bekleme siiresindeki bozunma oranina

baglidir (Sisein, 2014; Lee ve ark, 2004).

HO OH
H  —

HO o O
OH

Sekil 4. 2: L-askorbik asidin (C vitamini) kimyasal yapisi.

ii. Tokoferoller (E vitaminleri)

Tokoferoller ve tokotrienoller, monofenolik bilesiklerdir. Gida maddeleri i¢inde E
vitamini aktivitesine sahip sekiz kromanol homolog gruplarini icerir (Blekas ve ark.,
1995). Tokoferoller, kroman halkalarina bagli metil gruplarmin sayisma ve
pozisyonuna bagl olarak a-, B-, y- veya 6- 6n eki alirlar. E vitamininin en aktif formu

ise a-tokoferol’diir.

CHy

CH,

Sekil 4. 3: a-tokoferol’iin kimyasal yapis1

Tokoller lipid peroksil radikallerinin siiplirmeleri ve singlet oksijeni sondiirmeleri

sayesinde antioksidan 6zellik gosterirler (Munné-Bosch ve Alegre, 2002).
LOO: + a-tokoferol-OH = LOOH+ a-tokoferol-O- (tokoferoksil radikali)

Reaksiyon sonucu olusan tokoferoksil radikali kararlidir ve kendiliginden lipid
peroksidasyonunun baslatilabilmesinde gerektigi kadar etken degildir. Genel olarak
yagli tohumlarda, yapraklarda ve bitkilerin diger yesil kisimlarinda bulunurlar

(Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996).



iii. Karotenoidler

Karotenoidlerin kendine 6zgii sar1, kirmizi ve turuncu rengi yapisinda bulunan konjuge
cift baglardan kaynaklanmaktadir (Carmen, 2007). Karotenoidlerin ¢ogu simetrik bir
tetraterpen iskeletine sahiptir. Karotenoidler, olduke¢a iyi peroksil radikal siipiiriiciileri
olarak bilinmektedir. Karotenoidlerin temel yapisini olusturan g¢oklu doymamis

zincirler bu bilesiklere yagda ¢oziinebilir (lipofilik) 6zellik kazandirir.

Bu 6zellikleri sayesinde hiicre zarlarmin ve lipoproteinlerin peroksil radikallerine kars1
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. En yaygin karotenoid, A vitamini olarak da
bilinen B-karoten’dir. A vitamini antioksidan aktiviteye sahip degildir ancak (-karoten

ise sahiptir.

Sekil 4. 4: B-karotenin kimyasal yapis1

iv. Polifenoller

Bitki diinyasinda ¢ok genis yer alan polifenoller; fitokimyasallar arasinda en genis
kategorilerinden biri olup insan yasaminda olduk¢a gerekli bilesiklerdir. Besin
fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik polimerler olmak iizere li¢ gruba

ayrilir.

Kuvvetli antioksidan 6zellige sahip polifenollein aktiviteleri onlarin kimyasal yapilar1
ile iligkilidir. Bitkilerde bulunan polifenolik bilesikler ¢ok fonksiyonlu bilesiklerdir.
Bu fonksiyonlar arasinda indirgeme araci, hidrojen atom verici antioksidanlar ve
singlet oksijen siipiiriicii olmas1 yaninda bazilar1 i¢in metal iyonu kelatlama 6zellikleri

sayilabilir.

Bir polifenolik bilesigin antioksidan olarak sayilabilmesi i¢in temel olarak iki unsuru

bulundurmasi gerekir:

1. Yiikseltgenebilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarinda
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,

geciktirebilmeli veya engelleyebilmelidir (Halliwell,1990).
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2. Siiptirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kirmakta kararl

olmalidir (Shadidi ve Wanasundara,1992).
iv.i. Flavonoidler

En biiytik bitki fenolikleri sinifi olan flavonoidler; kuvvetli antioksidan o6zellikte,
kelatlama yetenegine sahip, diisiik mol tartili ve 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan
olusan heterosiklik bilesiklerdir (Sekil 4.5). A ve B ile ifade edilen aromatik halkalar
olup C olarak ifade edilen hetero halkadir.

Dogada bulunan 4000’den fazla flavonoid ¢esidinin bir¢ogu yaprak, c¢icek ve kdklerde
bulunmaktadir. Ozellikle meyve, sebze, sarap, kakao ve c¢ayda yiiksek oranda
bulunurlar. Aromatik halkalara bagli olan —OH gruplarinin ¢oklugu antioksidan
aktivitelerini belirlemede en Onemli rolii oynar. Metal kelatlama, lipid
peroksidasyonunu engelleme, reaktif oksijen/azot tiirlerini bulunduran diger siirecleri

azaltma o6zelliklerine sahiptir.

Gidalarda genellikle 3-orto glikozidleri ve polimerleri halinde bulunurlar. Bunlar
yapilarina baglanan gruplarin tiirleri, pozisyonu ve sayisma gore farkli radikal

stipiirme ve kelatlama aktivitesine sahiptirler (Heim ve ark., 2002).

Sekil 4. 5: Flavonoidlerin genel iskelet yapisi.

Fenolik ve furan halkalarindan olusan benzo-y-furan tiirevi olan flavonoidler A, B ve
C halkalarimdan olusan halka yapisinda c¢esitli hidroksil, metoksi ve glikozid yan
gruplar igerirler. Halkalar arasindaki yapisal degisikliklerden dolayr meydana gelen

flavonoid tiirevleri (en dnemli temsilcileriyle beraber) Tablo 4.2°de siniflandirilmistir.
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Tablo 4. 2: Flavonoidlerin smiflandirilmasi ve temsilci antioksidan bilesikleri.

Flavonoidler
Antoksantinler Antosiyanin ve
antosiyanidinler
Flavonlar: Apigenidin
Apigenin, krisin, luteolin o
Flavanoller: Siyanidin,
Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat, Siyanin
epigllokatesin gallat
Flavonoller: Malvidin
Kuersetin, rutin, mirisetin, fisetin, kampferol Delfinidin
Flavanonlar: o
Naringin, naringenin, hesperidin, hesperetin Peonidin
Izof!aw_)nlar:' . Pelargonidin
Genistein, daidzein

Flavonoidlerin sekil 4.6’da goriildiigi gibi kimyasal yapilarma gore antioksidan
kapasitelerinin degisiklik géstermesinde kapasite degerlerini belirleyen temel birkag

parametre vardir:

B halkasindaki o-dihidroksi yapis1 (radikal formun stabilitesini saglayan ve elektron
delokalizasyonuna katilan)

C halkasinda bulunan 4. karbon atomunda keto grubu olusturan ve B halkasinda
elektron delokalizasyonunu arttiran 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki ¢ifte bag

A ve C halkalarinda sirasiyla 5. ve 3. pozisyondaki —OH gruplar1 (Shadidi ve ark.,
1992)
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Sekil 4. 6: Flavonoidlerin antioksidan kapasitelerini 6l¢gmede 6nemli olan
fonksiyonel kisimlar1 gosteren kimyasal yapi.

Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri hidroksillenme derecesine gore artarken,

yapiya baglanan sekere ve cinsine gore de azalir (Heim ve ark., 2002).
iv.ii. Fenolik asitler

Benzoik asit ve sinamik asit tiirevleri olan fenolik asitler, meyve ve sebzelerde serbest
formda bulunurken tahillarda ve tohumlarda genellikle bagli haldedirler. Sinamik asit
tiirevleri fenilpropan halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore
farkli 6zellik gosterir. Ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit en 6nemli
tiirevlerindendir. Benzoik asit tiirevlerinden ise en dnemli temsilcileri salisilik asit, p-

hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, siringik asit, gallik asittir (Kim ve ark., 2006).

0 o]
0
H HO—@—/_(OH H % o—R
OH
R— p-Kumarik asit HO Kafeik asit. R =H;

Protokatesik asit , R=H: Kiomaienik it 8= kinail
Vanilik asit.. R = OCH,

o] (o] H;CO Q
H
OH H / CH H / OH
R=C  Galiikasit,R -1
Siringik asit , R=0CH, HaCO Ferulik asit HaCO Sinapik asit
Benzoik asit Sinamik asit

Sekil 4. 7: Fenolik asitlerin kimyasal yapisi.

13



iv.iii. Fenolik polimerler

Yogunlagsmis tanenleri de igeren polimer yapili fenolikler yiiksek molekiil tartili
bilesiklerdir. Bu grupta yer alan katesin ve epikatesinin polimerleri besin tanenleri
denildiginde akla ilk gelenlerdendir. Bunlar koyu renkli ve tadi buruk bilesikler olup
kirmiz1 ve beyaz sarapta, elma ve nar suyunda mevcutturlar (Cadenas ve Packer,2002).

H
S, -OH

S -OH

oM
|
UE\L:-’;‘“J\/]‘\-- P
|
\-\}""v VA

OH
OH

Sekil 4. 8: Fenolik polimer yapisi.

v. Tiyol tipi antioksidanlar

Tiyol grubu iceren endojen antioksidan bilesiklerden en Gnemlisi glutatyondur.
Glutatyon (GSH), tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda sentezlenir. Hemen hemen
tiim canli hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bu endojen antioksidanin
bircok dnemli fonksiyonel rolii vardir. Igerdigi tiyol grubu vasitasi ile hiicre i¢inde

redoks potansiyelini yiikselterek, oksidatif zararlara karsi hiicreyi korur (Curello ve

ark., 1987).

Glutatyon haricinde sistein, sistin, homosistein, N-asetil sistein ve sisteamin de 6nemli

tiyollii antioksidan bilesiklerdendir.
vi. Selenyum

Saglik i¢in 6nemli iz elementlerden biri olan selenyum, protein ve DNA sentezine
katkida bulunur. Selenyum viicutta selenoprotein adi verilen bazi 6nemli enzimlerin
olusumunda Onemli rol oynar. Bunlar enzimatik antioksidanlardir (glutatyon
peroksidaz, tiyoredoksin rediiktaz vb.) ve hiicreyi oksidatif hasardan korurlar (Tapiero
ve ark., 2003). Glutatyon peroksidaz lar elektron donordiir ve lipid peroksitlerin

indirgenmesinde gorev alir.
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TrxR-1 (sitosol), TrxR-2 (sitosol) ve TrxR-3 (mitokondri) olmak iizere ii¢ enzimden
olusan tiyoredoksin rediiktazlar C vitamini ve protein distilflir indirgenmelerinden
sorumludur. Iyodotironin deiyodinazlar ise tiroid hormonlarmdan iyodiir gruplarmnin

giderilmesini katalizler (Gromadzinska ve ark., 2008; Tapiero ve ark., 2003).
4.2.2.2. Sentetik antioksidanlar

Yaglarin ve lipid igeren besin maddelerinin islenmesi ve saklanmasi esnasinda lipid
peroksidasyonunun baslamasini onlemek, engellemek veya geciktirmek amaciyla
gidalara katkilandirilmak suretiyle kullanimina izin verilen sentetik antioksidanlar;
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sekil 4.9), propil
gallat (PG) ve ter-biitilhidrokinon (TBHQ) dur (Makahleh ve ark., 2015; Saad ve ark.,
2007).

CH; OH  CHj

I,c" ‘\\\

HsC CHj

HsC CHs

CH3

Sekil 4. 9: Biitillenmis hidroksitoluen’in kimyasal yapisi.

4.3. Toplam Antioksidan Aktivite/Kapasite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite/kapasite belirleme yontemleri elektron transferine (ET) dayanan
yontemler ve hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan yontemler olmak iizere iki

gruptur. Her iki mekanizma da serbest radikallerin siipiiriilmesine dayanir

(MacDonald-Wicks ve ark., 2006).
i. HAT Esash Yontemler

Antioksidanlarm reaktif tiirlere H-atomu vererek serbest radikal tiirlerini (6zellikle
peroksil radikalleri) siliplirme kabiliyetini olger. HAT reaksiyon mekanizmasi
antioksidanlarin (AH/Ar—OH) daha kararl serbest radikal (A’ ve ArO") olusturmak

icin peroksil radikallerine (ROO") hidrojen atomu transferi seklinde 6zetlenebilir.

ROO’ + AH/ ArOH — ROOH + A’/ ArO’
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Hidrojen atomu transferine dayali yontemler;

ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Y ontemi (Cao ve ark., 1997)
TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Y ontemi (Wayner ve ark., 1985)
Krosin Agartma Yontemi (Crocin Bleaching Assay) (Bors ve ark., 1984)

ii. ET Esash Yontemler

Antioksidanlar reaktif tiirleri siipiiriirken ayn1 zamanda indirgen 6zellik gosterirler.
Bu yontemlerde prob olarak kullanilan reaktif tiirler antioksidanlar tarafindan
indirgendiklerinde renk ya da fluoresans 6zelliklerinde degisiklik olusur (Apak ve ark.,
2016).

ROO’ + AH/ArOH — ROO" + AH"" /ArOH™*
Elektron transferine dayali yontemler;

CUPRAC (Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi (Apak ve ark.,
2004)

TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) / ABTS Yontemi (Re ve ark., 1999)
FRAP (Demir(Ill) Indirgeyici Antioksidan Giicii) Yontemi (Benzie ve Strain, 1996)
DPPH Yontemi (Brand-Williams ve ark., 1995)

Folin Ciocalteu Yontemi (Singleton ve ark., 1999)

Bu tez calismasinda kullanilan antioksidan aktivite/kapasite yontemlerinin tayin

prensipleri asagida agiklanmaistir.
4.3.1. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yéntemi ilk olarak Apak ve arkadaslari tarafindan Istanbul Universitesi
Analitik Kimya Arastirma Laboratuvari’nda gelistirilmistir. Gelistirilen yontem, 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile nétral pH’da olusturdugu
mavi renkli bakir(Il)-neokuproin kompleksinin [Cu(II)-Nc] 450 nm’de maksimum
absorbans veren sar1 renkli bakir(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenmesine

dayanan bir antioksidan kapasite tayin yontemidir (Apak ve ark., 2004).
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Sekil 4. 10: CUPRAC yontemine gore Cu(Il)-Nc reaktifinin antioksidanlarla
(Ar(OH),) reaksiyonu sonucu Cu(I)-Nc renkli kelatmin olusumu.

Bu reaksiyonda Ar(=0), ile ifade edilmek istenen hidroksi grubu igeren polifenolik
bilesikten olusan kinon formudur. Burada, n adet -OH grubu bulunduran antioksidan
ozellige sahip bilesikler 2n adet e” donorii olarak rol oynamaktadir (Apak ve ark.,
2004). Yontem hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara uygulanabilmesi acgisindan da

avantajhdir.
4.3.2. ABTS™ yontemi

1993 yilinda Miller ve Rice-Evans tarafindan ortaya atilan ABTS/TEAC yontemi
daha sonra Re ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir (Miller ve Miller, 2010).
Gelistirilmis yontemde kromofor reaktif 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit) (ABTS)’in persiilfatla oksidasyonuyla sonucu olusan yesil renkli
ABTS'" radikalidir. Y6ntem, antioksidan bilesikler tarafindan ABTS"" radikalinin
renginin giderilmesi esasina dayanir (Amax = 734 nm) (Re ve ark., 1999, Taskin

2011).
> :< /O/ antioks lim
\C[ N e
. S SO,
SO.- a N=— < @/
/
ABTS¢" (2=734 nm) \C[ N N

CHs  ABTS (renksiz)

Sekil 4. 11: ABTS"" radikal katyonunun antioksidan bilesiklerle reaksiyonu.
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4.3.3. FRAP Yontemi

Frap yontemi Sekil 4.12°de goriildiigii gibi Fe**-tiritridiltriazin kompleksinin (Fe**-
TPTZ) indirgenerek Fe** -TPTZ kompleksine doniistiiriilmesiyle toplam antioksidan
tayininin 6lglilmesine dayanan kolorimetrik yontemdir (Amax = 593 nm) (Benzie ve

Strain, 1996).

® B

= “

AT NS
‘ Fe (IIT) \r + antioksidan ‘ Fe (I) \r

Sekil 4. 12: Bir antioksidan varliginda FRAP yontemi i¢in reaksiyon mekanizmasi

FRAP yontemi renkli bir bilesik olusturmak iizere antioksidanlarin indirgeyebilme
yetenegini 6lgmektedir. Burada Fe(III) tuzu, Fe(II)(TPTZ).Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil
s-triazin) oksidan olarak kullanilir. Diistik pH’da (pH=3,6) olusan Fe(III) ’in, kisa ad1
TPTZ olan tripiridiltriazin ile reaksiyonu sonucu olusan [Fe(III)-TPTZ] kompleksi
antioksidanlarin  etkisiyle  Fe(Il)-tripiridiltriazin ~ [Fe(I)-TPTZ] kompleksine
indirgenmektedir. Meydana gelen Fe(Il)-TPTZ kompleksinin rengi koyu mavidir ve

593 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
4.3.4. DPPH Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) kararli organik azot radikalidir. Metod
antioksidanlarin veya antioksidan Ozellik gosteren maddelerin DPPHe radikalini

yakalama kapasitesinin 6l¢iilmesine dayanan kolorimetrik mettottur.

Mor renkli olan DPPH ¢d6zeltisinin rengi antioksidan madde ile etkilisimi sonucunda
renk acilmasi esasmna dayanir. Cozelti karisimmin absorbans degerindeki azalma

serbest radikal giderme aktivitesinin yiiksek oldugunu ifade eder.
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Cozeltilerin absorbans degerleri 515 nm’de referans ¢ozeltiye kaydedilir. (Brand-

Williams ve ark., 1999; Taskin, 2011).

’@pl s¥e

pH 5.0-6.6
O.N .

NO,

DPPH "

Sekil 4. 13: Antioksidan araciligiyla DPPHe radikalinin indirgenmesi.

4.3.5. Folin-Ciocalteu Yontemi

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) 3H,0-P>,05—13W03—-5M003—10H>0 formiillii molibdo
fosfotungstik heteropoliasittir. Yontemde kullanilan CuSO4 alkali ortamda protein
veya antioksidanla kompleks yapar. FCR eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir.

Protein veya

Antioksidanla  Cu(II)’nin  reaksiyonu sonucunda olusan Cu(l) olasilikla
molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye
dontistir. Mo(V) aktif merkezli olan son {iiriinlin maksimum absorpsiyon verdigi
dalgaboyu 765 nm’dir. (Singleton ve ark., 1999). Standart olarak genellikle gallik asit
kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri cinsinden (mg L) ifade edilir (Singleton ve

ark., 1999).
Mo(VI) (sar1) + ¢ (antioksidan) — Mo(V) (mavi)
4.4. Ganoderma lucidum

Mantarlar; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitliimér, immiinmodiilator,
antialerjik, antiaterojenik, hipoglisemik, antienflamatuar ve hepatoprotektif aktiviteler
gibi tedavi edici 6zellikleriyle bilinen bitkilerdir (Ferreira ve ark., 2010; Lindequist ve

ark., 2005).
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Biyoaktif bilesenleri esas olarak glukanlar, fenolik bilesikler, vitaminler, organik
asitler ve eser elementlerden olusmaktadir (Cheung ve ark., 2003; Khatuna ve ark.,
2013, Iwalokun ve ark., 2007). Mantarlar, serbest radikaller basta olmak iizere reaktif
tiirlerin olusturdugu oksidatif stres tarafindan ortaya ¢ikan ¢esitli hastaliklardan
korunmak i¢in ev ilaci olarak da kabul edilmektedir (Chen ve ark., 2012). Bu tedavi
edici etki esas olarak mantarlarin bilesenlerinin 6nemli bir kismini olusturan
antioksidanlardan kaynaklanmaktadir. Ganoderma tiirleri; meyve govdesinin degisik
sekilleri, boyutu ve rengi (kirmizi, siyah, mavi/yesil, beyaz, sar1 ve mor) ve cografi

koken gibi ¢esitli 6zelliklere gore diinyada her yerde bulunur (Rajoriya ve ark., 2015).

Sekil 4. 14: Ganoderma lucidum mantari.

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. (halk adi: Reishi, Lingzhi), Polyporales
Ganodermataceae’ye ait bir Basidiomycetes tiirudiir. (Rajoriya ve ark., 2015). Uzak
Dogu’daki fonksiyonel gida ve koruyucu ilaglarda 2000 yildan fazla bir siiredir
kullanilmaktadir ve Ganoderma lucidum 6zleri i¢in yillik kiiresel piyasa degeri 1,5
milyar dolarm iizerinde olan Bat1 iilkelerinde popiiler bir besin takviyesi bileseni

haline gelmistir (Sullivan ve ark., 2006).

Ganoderma lucidum, mese ve diger sert agaclar lizerinde; diger tiirleri (Ganoderma
tsugae, Ganoderma Oregonense vb.) ise kozalakli agaglarda yetigmektedir. Bu tiir
yillik mantarlar tipik olarak 6lii ya da kurumus agaglar tizerinde, kisin yapraklarini
doken ozellikle akg¢aagag, karaagac, soglit, manolya, akasya ve Asya’da erik agaclar1
tizerinde de yetisebilmektedir. Ganoderma oregonense genellikle soguk iklimleri
tercih eder. Ganoderma lucidum’a ise daha ¢ok sicak bolgelerde rastlanir (Stamets,
2000). Ganoderma tiirlerinin ayirt edilebilmelerinde geleneksel taksonomi yontemleri

yeterli olamamustir.
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Ancak niikleotid dizilerinin incelenmesiyle onlar1 smiflandirmak i¢in daha somut
sonuglara ulagilmistir (Hseu ve ark.,1996). Ganodermataceae’nin kirk bes degisik cins
(genus), alt cins (sub-genus), bolimler (sections) ve tiirleri (species) lizerindeki
caligmalar1 sonucunda niikleotid dizilerini inceleyerek filogenetik karakter

olusumlarini gostermislerdir.

Sapka kisimlarinin kalin ve sert olmasindan dolay: yenilebilir bir mantarin doku
ozelligine sahip olmayan Ganoderma tiirleri yenilebilir mantar gruplar1 arasinda yer
almaz (Jonathan ve ark., 2008). Ancak kaynar sudaki ekstraktlari, tablet ve sivi tiriinler
halinde diinya capinda elde edilebilmektedir. Dogrudan yenilemese de tedavi edici
tibbi mantarlar arasinda diinya genelinde bir popiilariteye sahiptir (Yoon ve ark., 1994;

Wasser, 1999).

Sekil 4. 15: Ganoderma lucidum mantar1 ticari ekstresi

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.; kanser, hipertansiyon, uykusuzluk, anoreksiya,
bas donmesi ve kronik hepatit gibi hastaliklarda nutrasétik (bir hastaligin tedavisinde
tibbi yarar1 bulunan fonksiyonel gida) 6zellikler ve farmakolojik faydalar saglayan
ilging bir kimyasal bilesime sahip tibbi bir mantardir (Zhao ve ark., 2016). Bunun yan1
sira Ganoderma lucidum, hipertansiyon, bronsit, artrit, nevrasteni, hepatopati, kronik
hepatit, nefrit, mide iilseri, tiimorojenik hastaliklar, hiperkolesterolemi, immiinolojik
bozukluklar, skleroderma, kardiyovaskiiler hastalik ve AIDS’e kars1 da biyoaktivite
gosterir (Rajoriya ve ark., 2015).
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Su anda Ganoderma lucidum, popliler olarak Cin’de Lingzhi, Japonya’da Reishi ve
Gliney Kore’de Yeongji olarak bilinen, Dogu iilkelerinde en ¢ok aranan tibbi

mantarlardan biridir. (Baby ve ark., 2015; Bishop ve ark., 2015).

Bu tiir, en ¢ok bildirilen polisakkaridik ve triterpenik bilesenler olan polisakkaridler,
terpenoidler, niikleotidler, steroidler, yag asitleri, proteinler ve glikopeptidler olmak

iizere birgok biyoaktif bilesik a¢isindan zengindir. (Liu ve ark., 2016).

Sekil 4. 16: Ganoderma lucidum’ un kurutulmus ve dilimlenmis 6rneklerinin
fotografi

4.4.1. Ganoderma lucidum mantarinin bilesenleri

Mantar tiirlerinin %90°1 genellikle sudan olugsmaktadir. Geriye kalan %10’un dagilim1
ise %10-40 protein, %2-8 yag, %3-28 karbonhidrat, %3-32 lif, %8-10 sodyum
karbonat ve bazi vitaminler, mineraller, potasyum, selenyum, ¢inko, magnezyum,
demir, bakir, kalsiyum ve fosfor olusturmaktadir. Mantar proteinleri, tiim gerekli
aminoasitleri icerdigi gibi lizin ve 18sin bakimindan da oldukg¢a zengindir. Ozellikle
doymamis yag iceriginin yliksek olmasi insan sagligi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Ganoderma lucidum’da ise bu oranlar %26-28 karbonhidrat, %3-5 ham yag, %1,8
sodyum karbonat, %59 ham lif ve %7-8 saf protein seklindedir (Mau ve ark., 2001).
Ganoderma lucidum’da bulunan triterpenler, polisakkaritler ve peptidoglikanlar en

onemli bilesenleridir (Wachtel-Galor ve ark., 2011).
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Bunun haricinde steroidler, fenoller, polisakkaritler, niikleotidler ve tiirevleri,

glikoproteinler ve terpenoidler gibi ¢ok cesitli biyoaktif bilesikler de igerir.

Ganoderma lucidum’™un fenolik bilesimi de genis ¢apta incelenmistir ve fenolik asitler,
klorojenik, sinnamik, gallik, protokatesik, p-hidroksibenzoik ve p-kumarik asitleri
iceren en onemli smifl temsil etmektedir. Bu molekiiller antioksidan, antimikrobiyal,
antitirosinaz ve antienflamatuvar 6zelliklerine katkida bulunurlar. Tiim bu biyoaktif
bilesiklerin yani sira, Ganoderma lucidum besin bilesimi, uygulamada kullanim i¢in

yiiksek potansiyel ortaya koymaktadir. (Stojkovic ve ark., 2014).
4.4.2. Ganoderma Lucidum Mantariin Tiiketimi

10 mI’lik cam siselerde bulunan Reishi bir bardak meyve suyuna ya da suya konularak
saniyeler i¢inde hazirlanabimektedir. Dilimlenmis ve Ogiitiilmiis mantar kullanimi
giinliik 2-10 g Reishi mantari 1 litre suda kaynatilarak 2-3 kere de igilerek tiiketilmesi
onerilmektedir (https://www.saglikicinmantar.com/reishi.html, Erigim tarihi:14 Ocak
2020).

Kapsiil formlar1 giinde 1 kere su ile tiiketilmelidir.

4.5. Teze Yon Veren Antioksidan Kapasite/Aktivite Tayin Yontemleri

Bozok ve arkadaslar1 calismalarinda Ganoderma lucidum’™un metanolik ekstraktinin
fitotoksik etkilerini ve antioksidan potansiyelini arastirmiglardir. Ganoderma lucidum
metanol ekstraktmnin artan konsantrasyona (1, 2, 4, 8 mg.mL™) bagli olarak test edilen
Hordeum vulgare (Arpa) ve Triticum aestivum (Bugday)’a karsi 6nemli Olciide
fitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, mantarin toplam fenol bilesikleri ve

flavonoid miktarlarinin sirasiyla 114,55 mg kg™ ve 8,95 mg kg™ oldugu belirlenmistir.

Artan konsantrasyona (1,25-5 mg mL™) bagl olarak mantar 6rneginin DPPH giderme
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve nitrik oksit (NO) giderme aktivitesinin arttig1
tespit edilmistir. Benzer sekilde farkli konsantrasyonlardaki mantarin hidrojen peroksit

(H20>) giderme aktivitesi bulunmustur (Bozok ve ark., 2016).

Apak ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada Malatya bolgesindeki
kayisilarin antioksidan aktivitesi CUPRAC, ABTS/TEAC ve Folin yontemleri ile
incelenmis ve karsilagtirilmistir. ABTS/TEAC ve Folin yontemlerinin gelistirilen

CUPRAC yontemiyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Saf flavonoidlerin kalibrasyon egrileriyle, kayis1 ekstrelerine i¢ standart ilavesiyle elde

edilen kalibrasyon egrilerinin paralel oldugu saptanmistir (Apak ve ark., 2006).

Rajoriya ve arkadaglar1 tarafindan Hindistan’in Odisha bolgesinde bulunan
Ganoderma tiirlerinin DPPH yontemiyle antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bu
tiirlerin radikal siipiirme O6zellikleri DPPH yontemiyle %91,74 — 95,51 araliginda
bulunmustur (Rajoriya ve ark., 2015).

Heleno ve arkadaslar1 tarafindan Ganoderma I[ucidum’un fenolik ekstraktlari,
fotodiyod dizisi dedektorii ile birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC-PDA) kullanilarak karakterize edilmistir. Polisakkaridik ekstraktlar hidroliz
edilmis ve HPLC ve refraksiyon indeksi saptamasi kullanilarak karakterizasyonu

yapilmistir (Heleno ve ark., 2012).

Kim ve arkadaslari, elmadaki baslica fenolik bilesikleri ve bunlarin antioksidan
kapasiteye olan etkilerini incelemislerdir. ABTS yontemi ile 6 farkli elma ¢esidinin
antioksidan kapasiteleri askorbik asit esdegeri cinsinden hesaplanmistir. Fenolik
bilesiklerle askorbik asit arasinda toplam antioksidan kapasiteleri ve konsantrasyonlar1
bakimindan dogrusal bir iligski saptanmistir. Askorbik asit esdegeri cinsinden fenolik
bilesiklerin antioksidan kapasiteleri, kuersetin i¢in 3,06 mg/100g ; epikatesin i¢in 2,67
mg/100g ; prosiyanidin i¢in 2,36 mg/100g ; askorbik asit i¢in 1,00 mg/100g ve
klorojenik asit i¢in 0,97 mg/100g olarak hesaplanmistir (Kim ve ark., 2003).

Dong ve arkadaslari, Ganoderma lucidum’un fenolik bilesikleri, triterpenoidleri ve
antioksidan aktivitesi lizerine farkli kurutma yontemlerinin etkisini incelemis ve
karsilastirmistir. Bu calismada Ganoderma lucidum’un antioksidan aktivitesinin yani
stra; glineste kurutma, 50 °C ve 70 °C’ de sicak hava ile kurutma, 420 W ve 700 W
mikrodalga kurutma ve dondurarak kurutmanin nem igerigi, rehidrasyon kapasitesi,
total fenolik, flavonoid ve triterpenoid igerikleri lizerine etkileri arastirilmistir.
Sonuglar, Ganoderma lucidum’un fiziksel 6zelliklerinin, biyoaktif bilesenlerinin ve
antioksidan aktivitesinin farkli kurutma tekniklerinden 6nemli dlciide etkilendigini

gostermistir (Dong ve ark., 2019).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar; kimyasal madde ve mantar 6rneklerini tartmak i¢in
Libror AEX-2006 analitik terazi, kimyasal maddelerin ¢dziinmesine yardimci olmak
icin Ultrasonic LC 30 ultrasonik banyo, ¢ozeltileri karigtirmak i¢in Kika labortechnik
FS125 basic karistiricy, bidistile su temini i¢in Millipore Simpak 1 Synergy 185
bidistile su sistemi, absorbans dl¢iimleri ve spektrum ¢izimleri i¢in Shimadzu (UV-

1601) UV-Vis spektrofotometre kullanilmustir.

5.2. Kullamilan Kimyasallar

Tablo 5. 1: Kullanilan kimyasallarm adi, formiilii ve temin edildigi firma.

Bilesigin ad1 Formuiilii Firma
Asetik Asit CH;COOH Merck
Sodyum Karbonat Na,COs3 Merck
Bakarsiilfat pentahidrat CuS04.5H,0 Merck
Demir(11I) kloriir FeCls.6H,0O Merck
hekzahidrat
Sodyumasetat trihidrat CH3;COONa.3H,0 Sigma-Aldrich
TPTZ 2,4,6-tripiridil s-triazin Sigma-Aldrich
Potasyum sodyum tartarat NaKC4H406.4H,0 Sigma-Aldrich
tetrahidrat
Sodyum bikarbonat NaHCOs3 Merck
Troloks 6-hidroksi2,5,7,8tetrametilkroman-2 karboksilik Aldrich

asit
Folin-Ciocalteu reaktifi 3H,0.P,05.13W03.5M00;.10H,0 Merck
Ferulik asit CioH1004 Fluka
Bakur(II) kloriir dihidrat CuCL.2H,O Merck
Amonyum asetat CH;COONH4 Merck
Neocuproin 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin Aldrich
ABTS 2,2 -azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat] Sigma
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil Sigma
Potasyum perstilfat K>S,05 Sigma-Aldrich
Gallik asit C7HeOs Merck
%96’lik etanol CH;CH,OH Merck
Metanol CH;0H Merck
%37’lik hidroklorik asit HCl Merck
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5.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
CUPRAC YONTEMI COZELTILERi:
10 mM Cu(II) Kloriir ¢ozeltisi:

Bakir(ID)kloriirdihidrat’tan (CuCl..2H20) 0,4262 g tartim alinarak destile su ile balon
jojede 250,00 mL’ye tamamland.

1,00 mol L' Amonyum asetat (CH;COONH,) tamponu:

CH3COONHy’dan 19,27 g tartim alinip destile su ile balon jojede 250,00 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi. pH=7 olmasi i¢in NHj3 ¢ozeltisi kullanild.
7,5 mM Neokuproin cozeltisi:

(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den 0,039 g tartim alinip %96°lik etanol ile balon jojede
25,00 mL’ye tamamlanarak hazirlanda.

FRAP YONTEMI COZELTILERI:
20 mM FeCl; c¢ozeltisi:

FeCl;.6H>O’den 0,135 g tartim alip destile su ile balon 25,00 mL’ye tamamlanarak

hazirland.
10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil s-triazin) Cozeltisi:

2,4,6-tripiridil s-triazin’den 0,3125 g tartim almip 40 mmol™! HCI ¢ozeltisi ile balon
jojede 25,00 mL’ye tamamlanarak hazirland1.

0,3 M, pH=3,6 CH;COOH/ CH3COONa Tamponu:

4.5 g CH3COONa tartilarak destile suda ¢oziildii. pH=3,6 olacak sekilde CH;COOH

ile ayarlandi. Daha sonra 250 mL’ye destile su ile tamamlandi.
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FRAP reaktifi:

FRAP reaktifini hazirlamak i¢in sirastyla CH3;COOH/CH3COONa, FeCls.6H>O,
TPTZ reaktifi (10:1:1; h/h/h) oranlarinda karistirilarak hazirlandi. Karanlikta 37°C de
30 dakika inkiibasyona birakildi.

ABTS* STOK COZELTISi:

7,00 mM ABTS [2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)] ¢ozeltisi hazirlamak
icin ABTS’den 0,1920 g tartim alinip 50,00 mL’ye destile su ile tamamlands. Igine
2,45 mmol L' olacak sekilde 0,0331 g K»S,0s ilave edildi. Elde edilen ABTS" radikal
cozeltisi, 12-16 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra
kullanima hazir hale gelmektedir. ABTS™ stok ¢0zeltisi, deneysel calismanin
yapilacagi giin 734 nm’de absorbansm 0,7 olabilmesi i¢in % 96“lik etanol ile

seyreltilerek ABTS " ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.
DPPH YONTEMI COZELTILERI:

0,10 mM DPPH(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 0,01972 g DPPH
almip etanolle 50,00 mL’ye tamamlanarak 1,00 mmol L' DPPH stok ¢ozeltisi
hazirlandi. DPPH ¢o6zeltisi karanlikta 30°C’de, 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Toplam Fenolik Bilesen Tayini (Folin-Ciocalteu Cozeltileri)

Folin-Ciocalteu (3H>0.P20s5.13W03.5M003.10H>0) ¢6zeltisi (1:3; h/h) oraninda
seyreltilerek kullanildi.

% 2’lik Na,COs cozeltisi:

2 gr NapCOs; tartimi alinarak destile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL*“ye

tamamlanda.
5.4. Ganoderma Lucidum Mantar ve Kapsiil Orneklerinin Analize Hazirlanmasi
5.4.1. Ganoderma lucidum mantariin temin edilmesi

Reishi mantar1 paketlenmis olarak dilimlenmis, 6giitiilmiis sekilde ve siselenmis
ekstrakt seklinde iiretici firmadan satin alinarak temin edilmistir. Gida takviyesi olarak

satilan kapsiil formlar1 piyasadan 3 farkli firmadan satin alinarak temin edilmistir.
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5.4.2. Ganoderma lucidum mantarmin saklanmasi

Ganoderma lucidum mantar1 ticari trlinleri kapali polietilen amabalajli halde oda
sicakliginda rutubetsiz bir alanda, ekstraktlar satin alindigi kahverengi siselerde
+4°C’de buzdolabinda, kapsiil formlar1 kendi ambalajinda oda sicakliginda muhafaza

edildi.
5.4.3. Ganoderma lucidum mantar orneklerinin hazirlanmasi

Mantar 6rnekleri halk tarafindan demleme yontemi ile hazirlanarak kullanilmaktadir.
Bu nedenle demleme ydntemi ile ekstraktlar hazirlanmustir. Ogiitiilmiis ve dilimlenmis
mantar 0rneklerinden, 6rnek alma ve hazirlama yontemlerine uygun olacak sekilde her
bir formdan {iger poset alindi. Alinan her bir posetten 3 ekstrakt hazirlamak {izere
1,000 g olacak sekilde tartimlar alinarak kapakli erlenlere konuldu. Uzerlerine 50 mL

kaynamis su ilave edilerek sicakligi 100 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda

30 dakika infiizyona birakild1.

Kapsiil formlarindan, 6rnek alma ve hazirlama yontemlerine uygun olacak sekilde, her
ornekten 3 ekstrakt hazirlamak tlizere 0,1000 g tartim alinip cam tiiplere konuldu.
Uzerine 5’er mL kaynamis su ilave edildi. 100°C’de 30 dakika calkalamali su

banyosunda infiizyona birakildi.

Tim Ornekler inflizyon isleminden sonra oda sicakliginda sogutularak mavi bant
stizge¢ kagidindan siiziilerek 6l¢tim i¢in hazir hale getirildi. Denemeler i¢in 6rnekler
giinliik olarak hazirlandi. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve sonuglarin

ortalamasi alind1.
5.5. Uygulanan Yontemler
5.5.1. Normal CUPRAC yontemi

Ekstrelerin antioksidan aktivite tayini i¢cin CUPRAC yontemi kullanildi. Cam tiip
icerisine 1,00’er mL CuCl; kloriir ¢6zeltisi, 1,00 mL neokuproin (Nc) ¢zeltisi ve 1,00
mL CH3COONH;4 ¢ozeltisi ve (1.1-x) mL H>O ve x mL ornek ekstresi ilave edilip

vortekslendi.
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Toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. Oda sicakliginda 30 dakika
boyunca inkiibasyona birakildi. 30 dakika sonunda olusan Cu(I)-Nc¢ kelatinin renginin
karakteristik dalga boyu olan 450 nm’de absorbansi referans ¢ozeltiye karsi 6l¢iildii
(Apak ve ark., 2004). Yapilan deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi ve sonuglarin

ortalamasi alindi.

Tim Orneklerin antioksidan aktivite tayinleri, absorbans degerleri ile molar
konsantrasyon arasinda troloks standardi kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisinin
egiminden dogru denklemleri, lineer ¢calisma araliklar1 (¢6zeltinin en diisiik ve en
yiiksek konsantrasyonu arasindaki degerler) Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi
(TEAC) olarak hesaplandi. Deneyler 3 tekrarl olarak gergeklestirildi ve sonuglarin

ortalamasi alind1.
5.5.2. ABTS" yontemi (TEAC)

Ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini ABTS" (radikal katyonu yakalama)
metoduna gore yapildi. Kullanima hazir hale gelen absorbansi 0,700+£0.020 olacak
sekilde etanol ile seyreltilen mavi-yesil renkli 2 mL ABTS ¢ozeltisi, (1 — x) mL etanol
ve x mL ekstrakt ilave edilip vortekslendi. Orneklerin karanlikta oda sicakliginda 6
dakika bekletildikten sonra renkte meydana gelen azalmasi 734 nm de referans olarak

kullanilan etanole kars1 6l¢iildii (Re ve ark., 1999).

ABTS yonteminin uygulanmasi su sekilde yapildi. Kontrol numunesi, standart veya
ornek ekstrakti yerine ayni hacimde etanol (%96) kullanilarak ayni sartlarda
hazirlandi. Troloks standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in 6nce Troloks’un 10
mM“lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden Tablo 6.4’ de verilen konsantrasyon
araliklarinda ¢ozeltiler hazirlanarak her bir standart troloks ¢6zeltisi icin 2 mL ABTS
cozeltisi alinarak lizerine etanol (1-x) ve x mL troloks ilave edilip renkte meydana
gelen azalma spektrofotometrik olarak 734 nm®“de 6. dakikada 6l¢iildii. Radikalin
absorbans degerinden standart veya Ornek ekstraktinin bulundugu ¢ozeltinin
absorbansi ¢ikarilarak AA degerleri elde edildi. Troloks“un ABTS radikal katyonu

giderici aktivitesi % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Troloks standardi kullanilarak elde edilen ABTS * radikal katyonundaki % inhibisyon

degerleri hesaplandi.
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Bu degerler ile ¢izilen kalibrasyon egrisinin egiminden dogru denklemleri, lineer
caligma araliklar1 (¢6zeltinin en diisiik ve en yliksek konsantrasyonu arasindaki
degerler), ABTS " radikal katyonundaki inhibisyon yiizde olarak hesaplanmis ve
sonuglar TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite) olarak verilmistir. Deneyler 3

tekrarli olarak gergeklestirildi ve sonuglarin ortalamasi alind1.
5.5.3. FRAP yontemi

Mantar Orneklerinin (FRAP) demir (III) iyonlarimi indirgeme giiciine dayanilarak
antioksidan aktivitelerinin tayini i¢in hazirlanan FRAP ¢ozeltisinden 3,00 mL alinip
iizerine (0.4 —x) mL H>O ve ardindan x mL 6rnek ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendi.
Orneklerin karanlikta 37°C ‘de ve 30 dakika sonra referans ¢ozeltiye kars1 593 nm’de
absorbans degerleri 6lgiildii. Orneklerin antioksidan aktivite tayinleri, absorbans
degerleri ile molar konsantrasyon arasinda troloks standardi kullanilarak c¢izilen
kalibrasyon egrisinin egiminden dogru denklemleri, lineer ¢alisma araliklar1
(cozeltinin en diisiik ve en yliksek konsantrasyonu arasindaki degerler) Troloks
esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC) olarak hesaplandi. Deneyler 3 tekrarh olarak

gergeklestirildi ve sonuglarin ortalamasi alindu.
5.5.4. DPPH yontemi

Mantar orneklerinin DPPH(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) kullanarak radikal siipiirme
aktivitesi tayini i¢in 0,10 mM DPPH ¢6zeltisinden 2,95 mL alinarak {izerine 0,050 mL
ekstrakt eklenerek vortekslendi. Hazirlanan 6rnekler 30 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletildikten sonra 517 nm’de referans olarak alian etanole karsi absorbans degerleri

okundu.

Troloks standardi kullanilarak elde edilen DPPH ¢ozeltisinin % inhibisyon degerleri
hesaplandi. Bu degerler ile ¢izilen kalibrasyon egrisinin egiminden dogru denklemleri,
lineer caligma araliklar1 (¢6zeltinin en diisiik ve en yliksek konsantrasyonu arasindaki
degerler), DPPH radikalindeki inhibisyon yiizde olarak hesaplanmigs ve sonuglar
TEAC (troloks esdegeri antioksidan kapasite) olarak verilmistir. Deneyler 3 tekrarli

olarak gerceklestirildi ve sonuglarin ortalamast alind1.
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5.5.5. Folin-Ciocalteu yontemi

Mantar 6rneklerinin toplam fenolik madde miktari tayini i¢in Folin-Ciocalteu (FCR)
aytract kullanildi. Modifiye edilen bu yontemde, Folin-Ciocalteu ayiraci distile su ile
1/3 oraninda seyreltildi. Swrasi ile 0.25 mL Folin-Ciocalteu ayiract iizerine (3-x) mL
H>0 ve x mL 6rnek konarak vortekslendi. 3 dakika sonra bu karisima 0.75 ml %2 lik
NaxCOs ¢ozeltisinden ilave edilerek vortekslenen tiipler, karanlikta 30° C de 2 saat
1siticili-galkalayicili ile inkiibasyona birakildi. Calkantili su banyosunda tutulduktan
sonra meydana gelen mavi rengin absorbans1 760 nm®“de 6l¢iildii. Sonuglar Gallik asit
esdegeri (GAE) olarak hesaplandi. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve

sonuglarin ortalamasi alindi.

5.6. Verilerin Degerlendirilmesi

CUPRAC, ABTS, FRAP, DPPH ve FOLIN-CIOCALTEAU yontemleri kullanarak
antioksidan ve toplam fenolik bilesen tayini i¢in elde edilen spektrofotometrik veriler
sonucu kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda standart maddeler olarak Troloks ve
Gallik Asit kullanildi. Kalibrasyon egrilerinden yola ¢ikarak yapilan hesaplamalar
sonucunda Ganoderma Lucidum Orneklerinin antioksidan aktiviteleri “Troloks
Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC)” ve toplam fenolik bilesik miktar1 “Gallik Asit
Esdegeri(GAE)” olarak ifade edildi. Hesaplamalarda ekstrelere yapilan seyreltmeler
icin seyreltme faktorleri ile ¢arpildi.
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6. BULGULAR
6.1. CUPRAC Yontemi ile Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

6.1.1. Troloksun CUPRAC yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi

ve dogrusal calisma arahig@inin belirlenmesi

1.00 mM konsantrasyonundaki stok troloks ¢ozeltisi Tablo 6.1. de goriildiigi gibi
1,22x10°~ 6,10x10° konsantrasyon arahiginda seyreltilerek standart ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu standart ¢cozeltilere boliim 5.5.1 de anlatildig1 gibi CUPRAC
yontemi uygulandi. Elde edilen Cu(I)-Nc kelatmin absorbans degerleri ile
konsantrasyona karsi ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 6.1 de goriilmektedir.
Kalibrasyon egrisine ait veriler, dogru denklemleri (y: absorbans, C: derisim),
korelasyon katsayilar1 (R?) ve hesaplanan lineer araliklar Tablo 6.2 de verilmistir.

Tablo 6. 1: Hazirlanan standart Troloks c¢ozeltileri kullanilmasi ile CUPRAC yontemi
icin elde edilen absorbans degerleri.

V (mL) Son konsantrasyon (mol L) Absorbans
0,05 1,22x107 0,180
0,10 2,44x107 0,365
0,15 3,66x107 0,600
0,20 4,88x107 0,801
0,25 6,10x107 1,013
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Sekil 6. 1: CUPRAC Yonteminde Troloks kullanilarak elde edilen kalibrasyon
grafiginin ¢izilmesi.

Tablo 6. 2: Standart Troloks c¢ozeltileri ile CUPRAC yontemi uygulanmasindan elde
edilen lineer kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayisi ve lineer aralik degerleri.

Lineer Kalibrasyon Denklemi R’ Lineer Arahk (mol L)
y=17229,5 C-0,0388 0,9991 1,22x107- 6,10x107

6.1.2. CUPRAC Yontemi ile Ganoderma lucidum ornekleri ve kapsiil

formlarimmin analizlerinden elde edilen sonuc¢lar

CUPRAC yontemi, dogal antioksidan 6zellige sahip olan maddelerin antioksidan
diizeylerini belirlemede kullanilan bir yontemlerden bir tanesidir. Bu calismada
Ganoderma lucidum mantarlarindan 6giitiilmiis, dilinlenmis, ekstre ve piyasada satilan
tibbi iirlin niteligindeki 3 farkhi kapsiil formu almmis ve CUPRAC yontemi
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara ait degerler Tablo 6.3’te, siitun grafigi ise Sekil

6.2’de goriilmektedir.
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Tablo 6. 3: CUPRAC yontemi ile Ganoderma lucidum 6rneklerinin ve kapsiil
formlarinin (n = 3) TEAC degerleri.

Ganoderma lucidum ornekleri TEAC (mmol TR / g 6rnek)
Ogiitiilmiis 27,42 £ 4,22 mmol TR / g 6rnek
Dilimlenmis 28,44 + 16,59 mmol TR / g 6rnek
%30’ luk ekstre 10,91 £ 1,44 mM TR / g 6rnek
Kapsiil 1 51,52 + 1,34 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 2 136,64 + 5,83 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 3 17,59 £ 0,11 mmol TR / g 6rnek
160
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=100
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Sekil 6. 2: Ganoderma lucidum Srneklerine CUPRAC yonteminin uygulanmasi ile
elde edilen TEAC cinsinden hesaplanan antioksidan iceriklerine ait siitun grafigi
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6.2. ABTS Yontemi ile Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

6.2.1. Troloksun ABTS Yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin cizilmesi

ve dogrusal calisma arahginin belirlenmesi

1.00 mM konsantrasyonundaki stok troloks ¢ozeltisi Tablo 6.4’ de goriildiigii gibi
2,510~ 1,5x10° konsantrasyon araliginda seyreltilerek standart c¢ozeltiler
hazirland1. Hazirlanan bu standart ¢6zeltilere boliim 5.5.2 de anlatildig: gibi ABTS
yontemi uygulandi. Elde edilen absorbans degerleri ile % inhibisyona karsi ¢izilen
kalibrasyon grafigi Sekil 6.3 ’de goriilmektedir. Kalibrasyon egrisine ait veriler, dogru
denklemleri (y: absorbans, C: derisim), korelasyon katsayilar1 (R?) ve hesaplanan

lineer araliklar Tablo 6.5 de verilmistir.

Tablo 6. 4: Hazirlanan standart troloks ¢6zeltileri kullanilmasi ile ABTS yontemi
icin elde edilen % inhibisyon degerleri

V (mL) Son konsantrasyon (mol L) %Inhibisyon
0,01 2,5x10° 11,23
0,02 5x10%° 20,39
0,03 7,5%10° 30,23
0,04 1x107 39,80
0,05 1,25x107 48,26
0,06 1,5x107 61,44
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Sekil 6. 3: ABTS Yonteminde Troloks kullanilarak elde edilen inhibisyon egrisinin

cizilmesi.

Tablo 6. 5: Standart troloks c¢ozeltileri ile ABTS yontemi i¢in elde edilen lineer

kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayis1 ve lineer aralik degerleri.

Lineer Kalibrasyon Denklemi R?

Lineer Arahk (mol L)

y =3,9%x10°C + 0,802 0,9964

2,5%x10%- 1,5%107

6.2.2. ABTS Yontemi ile Ganoderma lucidum ornekleri ve kapsiil formlarinin

analizlerinden elde edilen sonuclar

TEAC’da denilen bu yontem, ABTS (2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat)
radikal katyonunun ortamda bulunan antioksidanlar tarafindan absorblanarak inhibe
edilmesine dayanan, antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilan yontemlerden bir
tanesidir. Bu calismada Ganoderma lucidum mantarlarindan 6giitiilmiis, dilimlenmis,
ekstre ve piyasada satilan tibbi {iriin niteligindeki 3 farkli kapsiil formu alinmis ve

ABTS yontemi uygulanmistir. Elde edilen sonuclara ait degerler Tablo 6.6 da, siitun

grafigi ise Sekil 6.4’ de goriilmektedir.
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Tablo 6. 6: ABTS yontemi ile Ganoderma lucidum 6rneklerinin ve kapsiil formlarinin
(n=3) TEAC degerleri.

Ganoderma lucidum ornekleri TEAC (mmol TR / g 6rnek)
Ogiitiilmiis 38,3+ 1,1 mmol TR / g 6rnek
Dilimlenmis 37,2+ 0,37 mmol TR / g 6rnek

%30’ luk ekstre 6,353 £ 1,04 mM TR / g 6rnek
Kapsiil 1 40,39 £ 5,21 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 2 89,28 + 11,49 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 3 16,83 + 3,81 mmol TR / g 6rnek
100
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Sekil 6. 4: Ganoderma lucidum 6rneklerine ABTS yonteminin uygulanmasi ile elde
edilen TEAC cinsinden hesaplanan antioksidan igeriklerine ait siitun grafigi

6.3. FRAP yontemi ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi

6.3.1. Troloksun FRAP Yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi ve

dogrusal calisma arahgimin belirlenmesi

0.20 mM konsantrasyonundaki stok troloks ¢ozeltisi Tablo 6.7’ de goriildigi gibi
2.94x10°~ 2.35x10” konsantrasyon araliginda seyreltilerek standart ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu standart ¢ozeltilere boliim 5.5.3° de anlatildig1 gibi FRAP

yontemi uygulandi.
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Troloks varliginda FRAP yontemi uygulanmasiyla elde edilen konsantrasyona karsi

absorbans degerleri ile cizilen kalibrasyon grafigi Sekil 6.5’ te goriilmektedir.

Kalibrasyon egrisine ait veriler, dogru denklemleri (y: absorbans, C: derisim),

korelasyon katsayilar1 (R?) ve hesaplanan lineer araliklar Tablo 6.8 de verilmistir.

Tablo 6. 7: Hazirlanan standart Troloks ¢dzeltileri kullanilmasi ile FRAP yontemi i¢in

elde edilen absorbans degerleri.

V (mL) Son konsantrasyon (mol L) Absorbans
0,05 2,94x10 0,124
0,10 5,88x10° 0,238
0,20 1,18x107° 0,489
0,30 1,76x10° 0,769
0,40 2,35x107 1,069
1,2
A)
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 0,5 1 15 2 2,5

C (mol L' x 10%)

Sekil 6. 5: FRAP Yonteminde Troloks kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafiginin

¢izilmesi.

Tablo 6. 8: Standart troloks ¢ozeltileri ile FRAP yontemi i¢in elde edilen lineer
kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayis1 ve lineer aralik degerleri.

Lineer Kalibrasyon Denklemi

R2

Lineer Arahk (mol L)

y =4,6x10*C - 0,0159

0,9977

2,94x10°-2,35x107
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6.3.2. FRAP Yontemi ile Ganoderma lucidum ornekleri ve kapsiil formlarinin

analizlerinden elde edilen sonuclar

FRAP Yontemi Fe(Ill)’tin, TPTZ ile reaksiyona girmesi sonucu [Fe(Ill)-TPTZ]
kompleksinin antioksidan 6zellige sahip maddelerin etkisiyle olusan koyu mavi renkli
[Fe(I)-TPTZ] kompleksine indirgenmesine dayanan, antioksidan diizeyleri

belirlemede kullanilan bir yontemlerden bir tanesidir.

Bu calismada Ganoderma lucidum mantarlarindan 6giitiilmiis, dilimlenmis, ekstre ve
piyasada satilan tibbi Uiriin niteligindeki 3 farkl kapsiil formu alinmis alinmis ve FRAP
yontemi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara ait degerler Tablo 6.9’ da siitun grafigi

ise Sekil 6.6’da goriilmektedir.

Tablo 6. 9: FRAP yontemi ile Ganoderma lucidum 6rneklerinin ve kapsiil formlarmin

(n=3) TEAC degerleri.

Ganodema lucidum ornekleri TEAC (mmol TR / g 6rnek)
Ogiitiilmiis 10,15 + 1,71 mmol TR / g drnek
Dilimlenmis 9,95 £ 1,14 mmol TR / g 6rnek

%30’ luk ekstre 2,24 + 0,29 mM TR / 6rnek
Kapsiil 1 20,35 + 1,56 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 2 43,76 + 5,21 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 3 12,42 £ 0,24 mmol TR / g 6rnek
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Sekil 6. 6: Ganoderma lucidum 6rneklerine FRAP yonteminin uygulanmasi ile elde
edilen TEAC cinsinden hesaplanan antioksidan iceriklerine ait siitun grafigi.

6.4. DPPH Yontemi ile Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

6.4.1. Troloksun DPPH Yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin cizilmesi

ve dogrusal calisma arahiginin belirlenmesi

0.20 mM konsantrasyonundaki stok troloks ¢6zeltisi Tablo 6.10 da goriildigl gibi

1,66x10° - 2,66x10° konsantrasyon araliginda seyreltilerek standart cozeltiler

hazirlandi. Hazirlanan bu standart ¢ozeltilere boliim 5.5.4 de anlatildig1 gibi DPPH

yontemi uygulandi. Elde edilen absorbans degerleri ile % inhibisyona kars1 ¢izilen

kalibrasyon grafigi Sekil 6.7°de goriilmektedir. Kalibrasyon egrisine ait veriler, dogru

denklemleri (y: absorbans, C: derisim), korelasyon katsayilar1 (R?) ve hesaplanan

lineer araliklar Tablo 6.11° de verilmistir.

Tablo 6. 10: Standart troloks c¢ozeltileri ile DPPH yontemi i¢in elde edilen %

inhibisyon degerleri.

V (mL) Son konsantrasyon (mol L") | %Inhibisyon
0,025 1,66x10° 0,82
0,05 3,33x10° 5,19
0,1 6,66x10° 13,86
0,2 1,33x107 32,51
0,4 2,66x107 69,92

40




80

70

60

(% Inhibisyon)

50
40
30
20

10

0 5 10 15 20 25 30
C (mol L x 10%)
Sekil 6. 7: DPPH Yonteminde Troloks kullanilarak elde edilen inhibisyon egrisinin

¢izilmesi.

Tablo 6. 11: Standart troloks ¢ozeltileri ile DPPH yontemi i¢in elde edilen lineer
kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayis1 ve lineer aralik degerleri.

Lineer Kalibrasyon Denklemi R? Lineer Arahk (mol L)
y=2,8><106—4,1815 0,9998 1,66x10°—2,66x107

6.4.2. DPPH Yontemi ile Ganoderma lucidum ornekleri ve kapsiil formlarinin

analizlerinden elde edilen sonuclar

Bu yontem, antioksidan maddelerin etkisi ile menekse/mor renkli DPPH radikalinin
indirgenerek renginin inhibe edilmesi lizerine dayanan, antioksidan aktivite tayini i¢in
kullanilan yOntemlerden bir tanesidir. Bu calismada Ganoderma lucidum
mantarlarindan 6giitiilmiis, dilimlenmis, ekstre ve piyasada satilan tibbi iiriin
niteligindeki 3 farkli kapsiil formu alinmig ve DPPH yontemi uygulanmistir. Elde
edilen sonuglara ait degerler Tablo 6.12 te, siitun grafigi ise Sekil 6.8’de

goriilmektedir.
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Tablo 6. 12: DPPH yontemi ile Ganoderma lucidum Srneklerinin ve kapsiil
formlarmin (n = 3) TEAC degerleri.

Ganoderma lucidum ornekleri TEAC(mmol TR / g 6rnek)
Ogiitiilmiis 10,54 £ 1,77 mmol TR / g 6rnek
Dilimlenmis 9,66 + 1,64 mmol TR / g 6rnek

%30’ luk ekstre 2,378 £ 0,033 mM TR / g 6rnek
Kapsiil 1 2,44 £ 0,12 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 2 2,70 £ 0,06 mmol TR / g 6rnek
Kapsiil 3 2,82 + 0,53 mmol TR / g 6rnek
12
=
g 10
S
£0
i—é 8
=
o
) 6
=
g
4

N

0 I I

Kapsiil 3 Ogiitiilmiis  Dilimlenmis Kapsiil 1 Kapsiil 2

Sekil 6. 8: Ganoderma lucidum 6rneklerine DPPH yonteminin uygulanmasi ile elde
edilen TEAC cinsinden hesaplanan antioksidan igeriklerine ait siitun grafigi

6.5. Folin- Ciocalteu Yontemi ile Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

6.5.1. Gallik asitin Folin- Ciocalteu Yontemi ile elde edilen kalibrasyon

grafiginin cizilmesi ve dogrusal ¢cahsma arahginin belirlenmesi

0.4 mg mL™! konsantrasyonunda stok gallik asit ¢ozeltisinden Tablo 6.13 de goriildiigii
gibi 2,85x1073-1,14x10 konsantrasyon arah@mda seyreltilerek standart ¢dzeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu standart ¢ozeltilere boliim 5.5.5 de anlatildigi gibi Folin-

Ciocalteu yontemi uygulandi.
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Standart gallik asit ¢ozeltilerine Folin-Ciocalteu yontemi uygulanmasiyla elde edilen
absorbans degerleri ile konsantrasyona karsi ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 6.9’ da
goriilmektedir. Kalibrasyon egrisine ait veriler, dogru denklemleri (y: absorbans, C:
derisim), korelasyon katsayilar1 (R?) ve hesaplanan lineer araliklar Tablo 6.14 de
verilmistir.

Tablo 6. 13: Standart gallik asit ¢ézeltileri ile Folin- Ciocalteu yontemi i¢in elde edilen
absorbans degerleri.

V (mL) Son konsantrasyon (mol L) Absorbans
0,025 2,85%1073 0,228
0,05 5,71x107 0,473
0,075 8,87x107 0,663
0,1 1,14x107? 0,892
1
A
A) 00
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

C (mol L)

Sekil 6. 9: Folin-Ciocalteu Yonteminde Gallik Asit kullanilarak elde edilen
kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi.

Tablo 6. 14: Standart gallik asit ¢ozeltileri ile Folin-Ciocalteu yontemi icin elde
edilen lineer kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayis1 ve lineer aralik.

Lineer Kalibrasyon Denklemi R? Lineer Aralk (mol L)
y=76,534 C+0,0181 0,9979 2,85x1073- 1,14x10?
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6.5.2. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Ganoderma lucidum ornekleri ve Kkapsiil

formlarinin analizlerinden elde edilen sonuclar

Folin-Ciocalteu yontemi olarak adlandirilan bu yontem fenolik bilesiklerle diger
indirgen bilesiklerden Molibdenyum’a elektron transferi yapilmasi ile mavi renkli
kompleks olusumuna dayanan toplam fenolik bilesik miktarini belirlemek igin

kullanilan bir yontemdir.

Bu calismada Ganoderma lucidum mantarlarindan 6giitiilmiis, dilimlenmis, ekstre ve
piyasada satilan tibbi iirlin niteligindeki 3 farkli kapsiil formu alinmis ve Folin-
Ciocalteu reaktifi eklenerek deneyler yapilmistir. Elde edilen sonuclara ait degerler
Tablo 6.15 te, siitun grafigi ise Sekil 6.10°da goriilmektedir.

Tablo 6. 15: Folin-Ciocalteu yontemi ile Ganoderma lucidum 6rneklerinin ve kapsiil
formlarmin (n = 3) GAE degerleri.

Ganoderma lucidum Gallik Asit Esdegeri (mg GAE / g 6rnek)
ornekleri
Ogiitiilmiis 85,02+ 3,94 mg GAE / g 6rnek
Dilimlenmis 83,61 + 6,50 mg GAE / g 6rnek
%30’ luk ekstre 12,62 £ 0,14 mg GAE / g 6rnek
Kapsiil 1 63,94+ 0,72 mg GAE / g 6rnek
Kapsiil 2 116,21 + 4,19 mg GAE / g 6rnek
Kapsiil 3 29,14 £ 2,75 mg GAE / g d6rnek
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Sekil 6. 10: Ganoderma lucidum 6rneklerine Folin-Ciocalteu yonteminin uygulanmasi
ile elde edilen GAE cinsinden hesaplanan antioksidan igeriklerine ait siitun grafigi.
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Sekil 6. 11: Ganoderma lucidum’a ait ticari ekstrenin uygulanan yontemler sonucu
elde edilen antioksidan kapasite ve fenolik bilesen degerlerine ait siitun grafigi.
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Tablo 6.16: CUPRAC, ABTS, FRAP, DPPH, FOLIN-CIOCALTEU yomtemleri
uygulanan Ganoderma Lucidum mantari i¢in hesaplanan geri kazanim degerleri

Yontem adlan % Geri Kazanim
CUPRAC 90,26
ABTS 93,31
FRAP 110,60
DPPH 94,67
FOLIN-CIOCALTEU 88,45
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7. TARTISMA VE SONUC

Gida olarak, besleyici 6nemi olan yenilebilen mantarlardan bir¢ogunun tedavi edici
olarak diinyada uzun yillardan beri kullanildig1 bilnmektedir. Yenilemeyen cesitleride
cogunlukla tipta tedavi amacl kullanimi olan tiirlerdir. Ganoderma lucidum (Reishi)
mantarmin son yillarda antioksidan aktivite gosterdigi ve alternatif tedavide
kullanildig1, insan saglhigina olan katkis1 ispatlanmis olup literatiir ¢aligmalar: ile de
dogrulanmistir. Bu nedenle ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ganoderma lucidum yan etkisi bulunmamasi nedeni ile Japon Saghk Bakanlig:
tarafindan kanser tedavisinde yardimci bitkisel ilag olarak kullanim1 kabul edilmis tek
mantar c¢esididir. Kanser tedavisinde kemoterapi ve radyoterapinin viicutta

olusturdugu yan etkileri yok ettigi belirtilmistir.

Ozparlak ve ark. tarafindan yapilan bir calismada Tiirkiye’de iiretilen yabani ve kiiltiire
almmis Ganoderma Lucidum (Curtis) P. Karst’® 1n antioksidan 6zellikleri
karsilagtirilmistir. Bu ¢alismada mantarin sulu ekstraktlar1 degerlendirilmistir. Toplam
fenolik iceriklerini kiiltlir ve yaban formu seklinde sirasiyla; Folin-Ciocalteu
(21.224+0.17-25.58+0.15(mgGAE/g ekstrakt)); DPPH radikal giderme aktivitesi
(16.10+0.84-17.67+0.06) (mgTE/g ekstrakt); ABTS" radikal giderme aktivitesi
(75.39+0.61-83.44+0.23) (mgTE/g ekstrakt); FRAP aktivitesi (38.15+0.59-
46.55+0.45) (mgTE/g ekstrakt); CUPRAC aktivitesi (59.91+0.77-78.02+0.69)
(mgTE/g ekstrakt) olarak bulmuslardir. Ganoderma lucidum’™un kiiltiir ve yaban
formu ekstraktlarmin orta seviyede antoksidan 6zellik gdsterdigini, Ganoderma
lucidum yaban ekstraktinin kiiltlir 6rnegine gore fenolik bilesen iceriginin ve
antioksidan Ozelliginin daha yiiksek oldugunu sonuclarinda ifade etmislerdir

(Ozparlak ve ark., 2016).

Yapilan diger bir ¢alisjmada, Amanos Daglari’ndan toplanan Ganoderma lucidum’un
metanolik ekstraktinm fitotoksik ve antioksidan potansiyelleri aragtirilmigstir. Ayrica,
bu aragtirma Amanos Daglari’ndan toplanan ve siklikla tiiketilen bir mantar tiirii olan
Ganoderma lucidum metanolik ekstraktinin fitotoksik etkileri ve antioksidan
aktiviteleri iizerine yapilmistir. Mantarm toplam fenol bilesiklerini Folin-Ciocalteu

yontemi ile 114,55(mg/kg) ve flavonoid miktarlarini 8,95(mg/kg) olarak bulmuslardir.
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Konsantrasyon artisi ile sirasi ile (1.25, 2.5 ve 5.0 mg/mL) 6rnekteki DPPH radikali
giderme aktivitesini (%60, %91, %92), Fe** iyonlarmi indirgeme kapasitesi absorbans

degerlerini olarak (0,83, 1,43 ve 2,23 Abs) vermislerdir (Bozok ve ark., 2016).

Rajasekaran ve Kalaimagal, Hindistan’da yetisen Ganoderma lucidum’un etanollii
ekstrakti ile yaptiklari calismada, toplam fenolik icerigini Folin-Ciocalteu yontemi ile
42.4142.21 mg/g olarak, DPPH radikal siiptirme aktivitesini 250 mg/mg’da inhibisyon
ylizdesini (% 72.24) olarak bulmuslardir (Rajasekaran ve Kalaimagal, 2011).

Banglades Ulusal Mantar Gelistirme Enstitiisii’nde yetistirilen sifali mantar olarak
bilinen Ganoderma lucidum’un iki susunun fitokimyasal taramasi ve antioksidan
aktivitesi tayin edilmistir. Karisim hali ise, tek basma susun 2 mantar tiiriinden daha
yiiksek besleyici 6zellik icerip icermedigini tespit etmek i¢in kullanilmigtir. 100 gm
sus ve 5, 7 susunun igerdikleri protein miktarlar1 sirasiyla 278.85 mg, 298.69 mg ve
286.19 mg olarak bulunmustur. Toplam fenolik bilesen miktarlarimi Folin-Ciocalteu
yontemi ile 34.87+1.55(mg/100g); 33.30£1.98(mg/100g); 43.49+1.67(mg/100g)
olarak; FRAP yontemine gore antioksidan aktivite degerlerini 614.83+0.05(ug/100g);
175.66+0.03(ng/100g); 723.33+0.04(ug/100g) olarak; DPPH radikal yakalama
aktiviteleri de 24.04+0.33(%); 24.27+0.43(%); 23.66+0.38(%) olarak bulmuslardir.
Ganoderma lucidum 7 susunun, digerlerine gore yiiksek miktarda fenolik bilesen ve
FRAP yontemine gore yliksek antioksidan aktivitesine sahip oldugunu, DPPH
yontemine gore antioksidan aktiviteleri arasinda c¢ok fazla bir fark olmadigini
belirtmislerdir. Calismada degerlendirdikleri 3 sus arasinda, fitokimyasal olarak da 7
susunun daha yiiksek besleyici ve tibbi bilesen icermesinden dolay1 ideal bir gida

takviyesi olarak kullanilabilir oldugunu séylemislerdir (Rahman ve ark., 2020).

Mugla ve Diizce yorelerinde dogal olarak yetisen Ganoderma Lucidum’un ik farkl
tiirliniin antioksidan, antimikrobiyal ve inhibitor aktiviteleri ve fenolik bilesiklerin
profilinin Diabetes mellitus, Alzheimer hastaligi ve cilt bozukluklar1 iizerine etkisi
incelenmistir. Antioksidan aktiviteler DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC ve toplam

fenolik bilesik miktar1 Folin-Ficoalteu reaktifi ile belirlenmistir.
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Mantarlarin metanol ve sudaki ekstreleri ile yapilan deneyler sonucunda; Toplam
fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteu yonteminde sirasi ile Ganoderma applanatum
ve Ganoderma resinaceu i¢in (Metanol-Su): (29.66+£0.65-21.97+1.36 mgGAE/g
ekstrakt); (37.32+0.98-36.39+1.20 mgGAE/g ekstrakt); antioksidan aktiveleri ise
DPPH yontemi ile (17.01£0.84-33.36+1.20 (mg TE/g ekstrakt); (59.24+0.53-
56.39+0.76 mg TE/g ekstrakt); ABTS yontemi ile (14.85 + 1.31-22.06+0.44 mg TE/g
ekstrakt); (41.32+0.39-33.40+0.63 mg TE/g ekstrakt); CUPRAC yontemi ile
(27.83+1.01-22.03+0.61 mg TE/g ekstrakt); (41.35 £ 0.60-36.07+£0.74 mg TE/g
ekstrakt); FRAP yontemine gore (36.40+0.23-37.61£1.60 mg TE/g ekstrakt);
(49.68+0.43-55.02+2.03 mg TE/g ekstrakt) olarak bulunmustur.

Toplam fenolik iceriginin metanol ekstraktlarinda suya gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. DPPH ve ABTS yontemlerinde ise iki ¢oziicii arasinda tutarli bir sonug
elde edilmedigi goriilmiistir. CUPRAC yonteminde metanol ekstraktlarinin, FRAP
yonteminde ise sulu ekstraktlarin daha yiiksek antioksidan aktivite degerleri verdigi

goriilmektedir (Zengin ve ark., 2015).

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda; ¢alistigimiz Ganoderma Lucidum mantarina
ait ¢ok sayida antioksidan aktivite ¢alismalarina rastlanilmistir. Yalniz ¢aligmalarda
antioksidan aktivite tayininin mantar 6rneklerinin metanol, etanol, biitilhidroksi toluen
vb. ¢oziciiler kullanilarak ekstrakte edilerek yapildigi, suda demleme yolu ile yapilan
calismalarda farkli formlarinin ve kapsiil formlarmin yapildigi ¢alismalara
rastlanmamistir. Halk tarafindan suda demlendikten sonra i¢ilmesi, kapsiil formlarmin
da su ile icilmesi sebebi ile ekstraksiyon isleminde ¢oziicii olarak saf su kullanilmas1

calismamizda tercih edilmistir.

Antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemlerinden her biri belli tiir antioksidanlara
daha hassas yanit verebilirler (6rnegin, ABTS yodnteminin tiyol-tipi antioksidanlara
daha hassas yanit vermesi gibi). Bu durum goéz Oniinde bulundurularak bu tez
calismasinda kapsaminda analiz edilen 6rneklere (dilimlenmis, 6giitiilmiis ve kapsiil
gibi ticari iiriinler olmak tizere) literatiirde var olan antioksidan kapasite/aktivite tayin
yontemlerinden Ganoderma lucidum mantar1 ve kapsiil formlarmin antioksidan
aktivite tayinleri CUPRAC, ABTS, FRAP ve DPPH yontemleri ile toplam fenolik

bilesen analizi ise Folin-Ciocalteu yapilmustir.
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Calismalarimizdan elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda
uyumlu oldugu goriilmektedir. Ganoderma Lucidum’un antioksidan aktiviteye sahip

oldugu 4 farkl yontem ile belirlenmistir (Tablo 7.1).

CUPRAC, ABTS ve FRAP yontemleri karsilagtirildiginda asagida goriildig gibi,
orneklerin antioksidan kapasitelerinin siralamalarinin yaklagik olarak benzer oldugu

gorilmiistir.

CUPRAC yontemindeki siralama;

Kapsiil 1 > Kapsiil 2 > Dilimlenmis M. > Ogiitiilmiis M. > Kapsiil 3 > Ticari ekstre
FRAP yontemindeki siralama;

Kapsiil 1 > Kapsiil 2 > Kapsiil 3 > Ogiitiilmiis M. > Dilimlenmis M.> Ticari ekstre
ABTS yontemindeki siralama;

Kapsiil 1 > Kapsiil 2 > Ogiitiilmiis M. > Dilimlenmis M. > Kapsiil 3 > Ticari ekstre
DPPH yontemindeki siralama;

Ogiitiilmiis M. > Dilimlenmis M. >Ticari Ekstre > Kapsiil 3 > Kapsiil 1 > Kapsiil 2

seklinde siralanmigtir. DPPH yontemi ise diger yontemlerle karsilastirildiginda ayni
siralamaya ulasilamamistir. Burada DPPH molekiiliiniin yapisindan dolay1 sulu mantar
ekstresi reaksiyonu sonucunda radikalin indirgenme olaymni1 tam olarak
gerceklestirmedigi veya mantarin yapisinda bulunan polar yapili bilesiklerden farkl

bilesikleri absorblayabileceginden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir.

Folin-Ciocalteu yontemi ile biyoaktif bilesen diger bir deyimle fenolik bilesen igerigi

karsilastirildiginda siralamanin asagidaki sekilde oldugu goriilmektedir.

Kapsiil 1 > Ogiitiilmiis M. > Dilimlenmis M. > Kapsiil 2 > Kapsiil 3 > Ticari ekstre
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Tablo 7. 1: CUPRAC, FRAP, ABTS, DPPH ve FOLIN-CIOCALTEU ydntemlerinin
uygulanmasi sonucu elde edilen Ganoderma lucidum 6rnekleri ve kapsiil formlari i¢in
hesaplanan toplam antioksidan kapasite ve fenolik bilesen miktarlar1.

Toplam Fenolik
G‘;Zﬁ,ddeur,':: “ | Toplam antioksidan kapasite TEAC(mmol TR / g 5rnek) mlggf:é‘ ;“g‘lf)t::lr;k
frd CUPRAC FRAP ABTS DPPH Folin-Ciocalteu
Ogiitiilmiis 27,42+4.22 | 10.15+1,71 38,3+1,1 10,54+1,77 85,02+3,94
Dilimlenmis | 28.44+16,59 | 9,95+1,14 37,2+0,37 9,66+1,64 83,61+6,50
Kapsiil 1 136,64+5,83 | 43,76+5,21 | 89,28+11,49 |  2,70+0,06 116,21+4,19
Kapsiil 2 51,52+1,34 | 20,35+1,56 | 40,39+5.21 2,46+0,12 63,94+0,72
Kapsiil 3 17,59+0,11 12,42+0,24 | 16,83+3,81 2,82+0,53 29,1442.75
Toplam antioksidan kapasite (mM)
CUPRAC FRAP ABTS DPPH Folin-Ciocalteu
%30’Tuk 10.91+1.44 2,24+0,29 6,353+1,04 0,378+0,033 12,62+0,14
ticari ekstre

CUPRAC, FRAP, ABTS ve DPPH i¢in Troloks esdegeri: antioksidan kapasite:(TEAC)
Folin-Ciocalteu i¢in gallik asit esdegeri antioksidan kapasite:(GAE)
Denemeler sonucu 5 farkli antioksidan aktivite/kapasite yontemiyle de kabul edilebilir

aralikta (%88-110) geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Sonug olarak dogada kendiliginden yetisen, antioksidan 6zellige sahip olan ve insanlar
tarafindan besin olarak tiiketilen mantarlarin ve tibbi mantarlarin igerdikleri yiiksek
orandaki fenolik bilesikler, tanninler, proteinler gibi bilesenler icermeleri antioksidan
Ozellige sahip olmalarmi saglamis ve oksidatif hasara karsi insan sagligmin
korunmasinda biiyiik rol aldiklar1 yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir. Ganoderma
lucidum dogada bulunan, dogal bir antioksidan kaynagi olup, gida olarak ve tipta
alternatif tedavide kullanilabilecek olan tibbi bir iirlindiir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonuglardan antioksidan igerige sahip ve literatiir degerleri ile uyumlu olan
kanser tedavisinde etkisi literatiir calismalar1 ile desteklenmis ve tibbi bitki olarak
degerlendirilen Ganoderma lucidum’un tedavide kullanilmasini yayginlastirmak
dogal bir iiriin oldugu icin giiniimiizde sentetik iriinlerin kullanim yerine gida

takviyesi olarak ve tedavide doktor kontroliinde kullanimmin Onerilebilecegini

diistindiirmistiir.
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