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OZET

Mantarlarin giiglii antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif bilesenlere sahip
olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin ilk asamasinda 132 fungal izolatin kiiltiir sivilar1 ve
hiicre kitlelerinin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivite yontemi ile antioksidan
aktiviteleri ve toplam fenolik madde igerikleri degerlendirilmistir. Yapilan tarama
caligmasi sonucunda kiiltiir sivilarinin antioksidan aktivite degerlerinin hiicre kitlelerine
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Calismanin ikinci agamasi icin OBCC 1047 kodlu
izolatin antioksidan aktivitesi B- Karoten- Linoleik Asit Yontemi, ABTS Radikal Katyon
Giderici Aktivite, Rediikleyici Giig, Metal Selatlayict Aktivite, Ferrik Tiosiyanat Y ontemi,
Tiyobarbiturik Asit Yontemi gibi diger antioksidan aktivite yontemleri ile arastirilmistir.
Bu yontemlerin sonuglari sirast ile % 83,37, % 98,44, 1,34 mg/ml EC50 degeri, % 83,5, %
90,78 ve % 60,41 olarak belirlenmistir. Ayrica antioksidan aktiviteye neden olan total
fenolik madde ve total flavonoid bilesenlerin miktarlar siras1 ile 1,97 mg GAE/g ekstrakt

ve 0,97 mg RE/g ekstrakt olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Makrofungus, antioksidan aktivite, Epicocum nigrum
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SUMMARY

It is known that fungi have successful bioactive components in terms of antioxidant
activity. Antioxidant activities and total phenolic content of 132 fungal isolates and cell
masses were evaluated by DPPH radical scavenging antioxidant activity method at the
initial stage of this study. As a result of the screening, it was determined that the
antioxidant activity values of culture fluids were higher than those of cell mass. In the
second step of the study,other antioxidant activity methods such as B-Carotene-Linoleic
Acid method, ABTS radical cation reducing activity, reducing power, metal chelating
activity ferric thiocyanate method, thiobarbutiric acid method were investigated for a
selected fungus isolate1047. The results of these methods were 83.37%, 98.44%, 1.34 mg /
ml EC50 value, 83.5%, 90.78% and 60.41%, respectively. The amounth of total phenolic
compounds and total flavonoids were determined as 1.97 mg GAE / g extract and 0.97 mg

RE / g extract, respectively.

Keywords: Macrofungus, antioxidant activity, Epicocum nigrum
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1. GIRIS VE AMAC

Mantarlar gegmisten giiniimiize gida ya da ilag olarak kullanilmakta, yiiksek protein
icerikleri ve kolesterol igermemeleri sebebiyle diyette siklikla tercih edilmektedirler. Bu
ozellikleriyle mantarlar arastiricilarin dikkatini ¢ekmis ve birgok bilimsel arastirmaya konu
olmuslardir. Giiniimiizde sagliksiz beslenmenin artmasi, hava kirliligi, radyasyon ve stres
gibi cevresel ajanlarin etkisiyle insan viicudu siirekli bir saldir1 altindadir. Organizmada
normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda ve/veya gesitli dis faktorlerin etkisiyle serbest
radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla
eslenmemis elektron tasiyan, yiikksek enerjili atom veya molekiiller olarak
tanimlanmaktadir (Bast vd., 1991). Bu nedenle diger maddelerle reaksiyona girerek kararli
duruma ge¢me egilimindedirler. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler.
Canli hiicreler igin zararlar1 bilinen en 6nemlileri; siiperoksit radikali, hidroksil radikali,
singlet oksijen olup “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler. ROT’lar organizmada
lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerle kolayca

reaksiyona girebilirler.

Serbest radikallerin 6zellikle lipitlerle reaksiyona girmesi gida teknolojisi ve
endiistri agisindan da ¢ok 6nemlidir. Yag bakimindan zengin irinlerin saklanmasi ve raf
Omriiniin arttirllmast ancak lipitlerin serbest radikallerden korunmasiyla olmaktadir. Bu
nedenle gidalarin korunmasi amaciyla sentetik antioksidanlar gida katki maddesi olarak

kullanilmaktadirlar.

Antioksidanlar ise serbest radikallerin olusturdugu hasar1 engellemeye ve dnlemeye
yardimc1 maddelerdir. Antioksidanlarin serbest radikallerin olusturdugu cesitli hastaliklar
onlemedeki rolii deneysel, klinik ve epidemiyolojik caligmalar ile ortaya konmaya
baslandikca antioksidanlar gittikce daha ¢ok onem kazanmaya baslamistir (Ames vd.,
1993). Viicutta serbest radikallerin olusturdugu hasar1 6nlemek icin endojenik sistemler
bulundugu gibi disaridan diyetle ve ilaglar ya da takviye edici gida olarak da alinmaktadir.
Bunlar da ekzojen kaynakli sistemlerdir. Endojenik kaynaklar serbest radikallerle bas
etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle gerek diyetle gerekse takviye edici destekler gibi
ekzojen kaynaklarla sistemin desteklenmesi gerekmektedir.
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Ayrica endiistriyel sistemler de lipitlerin korunmasi amaciyla kullanilan gida katki
maddeleri ya da sentetik antioksidanlar, bilimsel gelismelerle paralel olarak yapilan
caligmalarla toksik ve karsinojen olabilecekleri ortaya konmustur. Bu nedenle hazir gida
endiistrisinde saglikli, dogal, ucuz maliyetli koruyucu tiriin arayisi baslamistir. Mantarlarin
antioksidan aktivitesindeki dnemi burada devreye girmektedir. Bilindigi iizere mantarlar
fenolik bilesen bakimindan zengin organizmalardir ve fenolik maddeler yiiksek
antioksidan aktiviteleriyle tanimirlar (Madhavi, 1996). Bu nedenle mantarlar antioksidan

aktivite ¢calismalari i¢in tercih sebebi olmustur.

Calismamizda bu veriler goéz Oniinde bulundurularak 132 fungal izolatin
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Aralarinda yenilebilir mantarlarin da bulundugu bu
genis yelpaze igerisinde, en aktif bulunan bir izolat se¢ilmis ve antioksidan aktivitesi -
Karoten- Linoleik Asit Yontemi, ABTS Radikal Katyon Giderici Antioksidan Aktivite,
Rediikleyici Giig, Metal Selatlayict Aktivite, Ferrik Tiosiyanat Yéntemi ile Lipit
Peroksidasyonu, Tiyobarbiturik Asit Yontemi ile Lipit Peroksidasyonu gibi yontemlerle
degerlendirilmistir. Ayrica antioksidan aktiviteye neden olan biyoaktif bilesenlerin varlig

total Fenolik Asit ve total Flavonoid yontemleriyle sorgulanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar genel olarak oksidasyonu engelleyen maddeler olarak
bilinmektedirler ve radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun mekanizmasinin ilerlemesini onleyici etki yapmaktadirlar.
(Diindar vd., 1999).

Antioksidanlarin kullanimi ilk olarak 19. yy dayanmaktadir. 19.yy sonlarma 20.yy
baglarina dogru sanayilesmenin artmasiyla miihendisler metallerin korozyonunu ve
oksidasyonunu onleyecek bir arayis icerisine girmislerdir. Yapilan ¢aligsmalarla ilk olarak
kauguk endiistrisinde kaugugun bozunmasini yavaslatan ve vulkanizasyona olanak
saglayan bir ampirik madde kullanilmigtir. Bu maddeler antioksidanlar olarak
adlandirlmigtir ve hala giinimiizde kauguk endiistrisinde kullanilmaya devam

etmektedirler (Kumar. 2014).

Antioksidanlarin gida endiistrisine girmesi 20.yy ortalarinda olmustur. Hazir
yiyecek ve paketli gida tiiketiminin artmasiyla gelisen gida sanayinde raf omri ve
dayaniklilik 6nemli bir sorun haline gelmistir. Cesitli calismalarla doymamis yaglardaki
bozunmay1 engelledigini oOgrendikleri antioksidanlari, gida endiistrisinde kullanmaya

baslamiglardir.

Antioksidanlar endistride kullaniminin yaninda insan sagligi i¢in ¢ok Onemli
maddelerdir. Bu maddeler viicuttaki kimyasal reaksiyonlar1 destekleyen protein
yapisindaki enzimler ile vitamin ve mineral gibi besin 6geleridir. Antioksidanlarin kalp
hastaliklar1, kanser, diyabet, inme, Alzheimer hastaligi, romatoid artrit, katarakt ve kronik

hastaliklarin gelismesinde koruyucu bir rol oynadigina inanilmaktadir (Karadag vd., 2009).



2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar kaynaklarina gore; endojenik ve ekzojenik, yapilarina gore;

enzimatik, non-enzimatik, yapitaglarina gore dogal ve sentetik olarak siiflandirilirlar.

Antioksidanlarin siniflandirilmasi Cizelge 2.1. de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon Peroksidaz (Gpx) Urik Asit A-Lipoik Asit
Bilirubin Transferrin
Glutatyon Rediiktaz (GR) ]
Albiimin Seruloplazmin

Ekzojen Antioksidanlar

Vitamin Ekzojen Antioksidanlar

flag Olarak Kullanilan Ekzojen Antioksidanlar

A-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitorleri (Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin

Aldehit, Tungsten)

B-Karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitorleri

Askorbik Asit (Vitamin C)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik Asit (Vitamin B9)

Trolox-c (Vitamin E Analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPX aktivitesini

artiran Ebselen ve Asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (Mannitol, Albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (Desferroksamin)

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri




2.2.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar; canli viicudunda oksidatif strese karsi koymak amaciyla
hiicre icerisinde bulunan enzim sistemleri ya da dogal kaynaklardan elde edilen gidalardan
viicuda alman vitaminler, fenolik bilesikler, karotenoidler ve g¢esitli metal baglayict
proteinlerdir. Dogal antioksidanlar endojen ve ekzojen olarak iki gruba ayrilirlar; canli
viicudunda bulunan dogal savunma sistemleri endojen, viicuda disaridan gida, ilag vb.

yollarla alinan antioksidanlar ise ekzojen olarak adlandirilir (Cizelge 2.1.).

2.2.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar hiicre icerisinde gerceklesen cesitli metabolik olaylar
sonucu olusan serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmasi ve /veya inhibe edilmesinden
sorumlu proteinlerdir. Siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon

rediiktaz bilinen enzimatik antioksidanlardir.

Hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali; O> molekiiliiniin hiicre
igerisinde kullanilmasiyla ortaya c¢ikan drtinlerdir. Denklem 2.1. de gortldigi tizere
stiperoksid dismutaz, (SOD) reaktif oksijen tiirlerine kars1 hiicre icerisindeki ilk savunma
hattin1 olusturarak siiperoksit anyonunu, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene pargalar.

Boylece siiperoksit serbest radikalinin hiicre yapisina zarar1 engellenmis olur.

SOD

20, " +2H l

H202 + O2 (2.1.)
SOD'n insanlarda iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
izomerlerdir (Mn SOD) (Helle vd., 1997).

SOD aktivitesi sonucu olusan H2O; bir serbest radikal degildir ancak aktif bir OH
radikali onciisii oldugundan oksidadif hasara neden olma ihtimali yiiksektir. Katalaz H,O>'i

Su ve oksijene pargalayarak ve hiicreyi hidroksil radikalinin zararlarindan korur (Denklem

2.2.).
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2H202 —— 2H0 + O (2.2)

CAT
Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu diger bir
antioksidan enzim glutatyon peroksidazdir. Glutatyon peroksidazin yapisinda bir atom
selenyum igerir. Bu nedenle enzimin gorevini iyi yapabilmesi icin diyetle selenyum
alinmasi 6nemlidir. Glutatyon peroksidazin katalize ettigi reaksiyonlarda hidrojen peroksit

pargalanirken glutatyon ise (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir (Denklem 2.3.).

H,02 + 2GSH —— GSSG + 2H,0 (2.3.)

Hidrojen peroksit disinda, singlet oksijen, siiper oksit anyonu ve hidroksil radikalleri gibi
bircok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizinda reaksiyona girmektedir (Koca ve

Karadeniz, 2013)

Glutatyon rediiktaz ise elektron transferini katalizler. Hidrojen peroksit
parcalanmasi sirasida okside olan glutatyonun tekrar kullanilabilmesi i¢in rediikte GSH
dontismesi gerekmektedir. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda glutatyon distilfiti tekrar
rediikte glutatyona (GSH) cevirir (Denklem 2.4). GR enziminin katalizledigi reaksiyonun
bilinen en  Onemli  hedeflerinden  biri  hiicre  ortamindaki  indirgenmis
glutatyon/yiikseltgenmis glutatyon oranini korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde
yaklasik 500/1°dir. Bu oranin diismesi halinde eritrosit hiicreleri hemolize ugramaktadir.

Bu oranin diigmesi halinde eritrosit hiicreleri hemolize ugramaktadir (Temel vd., 2017).

GSSG + NADPH + H*—» GSH + NADP* 2.4)

2.2.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan dogal antioksidanlar canli dokularinda ya da ¢esitli bitki mantar

metabolitlerinde veya onlarin ekstraktlarinda bulunan maddelerdir.

Bunlardan ilki olan Glutatyon; primer hiicresel antioksidandir. Glutamik asit,
sistein ve glisinden meydana gelir ve diisiik molekiil agirlikli bir tripeptiddir. Indirgenmis
durumdaki sisteinin tiyol gruplar1 elektron vererek serbest radikalleri indirgeyebilir.



Boylece aerobik metabolizmada, hiicrelerimiz tarafindan oksijen kullanimi sirasinda
olusan ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) giderilmesini saglar. Glutatyon hiicrede
antioksidan aktivitesinin disinda hiicrenin redoks durumunu korumada, detoksifikasyon
sisteminin  calismasinda, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen

ekspresyonunda ve apoptozisde de faaliyet gosterir ( Townsend vd., 2003).

Melatonin, iirik asit, bilriibin ve albumin insan vucudunda sentezlenen diger
enzimatik olmayan antioksidanlardir. Dogrudan serbest radikal siipiiriiciisi ya da

antioksidan etki gdstermeseler de canli organizma i¢in genis capli bir koruma saglarlar.

Bir diger antioksidanlar olan a-Lipoik asit ve Koenzim Q10 insanlarda az miktarda
sentezlenen antioksidanlardir. a-Lipoik asit; diger adiyla tioktik asit gii¢lii bir
antioksidandir ve mitokondriyal enzim komplekslerine spesifik proteinlerle bagl
durumdadir. Lipoik ve dihidrolipofilik asit (DHLA) olmak {izere iki izomeri
bulunmaktadir. DHLA, a-Lipoik asitin indirgenmis formudur ve her ikiside serbest radikal
stiptiriicii antioksidan aktivite, metallerle selat yapma yetenegi, oksidatif hasar1 onarma
yetenegi gibi antioksidan Ozellik gosterirler (Tetik¢ok vd., 2015). Koenzim Q10 ise
mikrozom, mitokondri gibi ¢esitli organelleri ve hiicreleri ¢evreleyen lipid membranlarin
bileseni olan lipofilik bir antioksidandir. Canli hiicrelerde tiretilir ancak yaslanma ve yanlis
beslenme gibi nedenlerle viicutta seviyesi azdir. Koenzim Q10, iyi bir antioksidan olarak
mitokondriyal i¢ membranindaki solunum zincirinin elektron ve proton transportuna katilir

ve oksidatif stresi azaltarak, hiicre ve dokularda serbest radikal oksidasyonunu onler

(Giirkan ve Diindar, 2005).

Vitamin C, diger adiyla askorbik asit; birgok memeli metabolizmasi tarafindan
sentezlenebilen ancak insanlar, primatlar ve gine domuzlart igin ekzojen olan bir
antioksidan maddedir. Bu {ig tiir, hiicrelerinde glikozdan C vitamini sentezini yapacak
olan enzimi bulundurmazlar. Bu nedenle endojen olarak C vitamini iiretemezler. Ancak
disaridan diyet ile yeterince vitamin almazlarsa genis bir spektrumda klinik bulgularda
problem aciga ¢ikar ve bu durum 6liimciil olabilir. C vitamini, bir elektron dondrii ve bu
nedenle bir indirgeyici maddedir ve bilinen tiim fizyolojik ve biyokimyasal etkileri, bir

elektron dondrii olmasina baglidir.
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Askorbik asit kimyasal yapist Sekil 2.1. de verilmistir (Padayatty vd., 2002). 6-
karbon molekiiliiniin ikinci ve tiglincii karbonlar1 arasindaki bir ¢ift bagdan iki elektron
vererek antioksidan aktivitesini géstermektedir. Vitamin C, lipit peroksidasyon zinciri
reaksiyonunu sonlandirmak igin lipit radikaline bir elektron vererek askorbat radikaline
dontisiir. Askorbat radikal ¢iftleri, bir molekiillii askorbat ve bir dehidroaskorbat molekiilii
tiretmek tizere hizla reaksiyona girerler. Dehidroaskorbatin antioksidan kapasitesi yoktur.
Bu nedenle dehidroaskorbat, iki elektronun eklenmesiyle askorbat haline geri dondistiiriiliir.
Iki elektronun dehidroaskorbata eklenmesinin son asamasimnin, oksidorediiktaz enzimi

katalize eder (Sekil 2.2.) (Nimse ve Pal, 2015).
HO CH
O
0
iﬁk‘
0 0
¥/
H H
Sekil 2.1. Askorbik asit kimyasal yapisi
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H|| H OH
|| - OH
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. 0 . 0
0 -¢ 0 -¢ HO
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HO _ . 0 0
0 O
Ry *Asc” :
Asc

Sekil 2.2. Askorbik asit etki mekanizmasi
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Vitamin E diger adiyla a-tokoferol diger bir ekzojen kaynakli dogal antioksidan
molekiildiir (Sekil 2.3). Askorbik asitte oldugu gibi sentetik olarak da elde edilir. E
vitamini hiicre membranlarin1 serbest radikal aracili peroksidatif hasardan koruyarak
doganin en etkin lipitte-goziinen, zincir-kirici antioksidani olarak kabul edilmistir. E
vitamini yalnizca bitkilerde homojenik asitten sentezlenen tokoferoller ve tokotrienollerin
karigimindan olugmaktadir. Sekiz farkli formu vardir. Bunlar -a-, -, y- ve d-tokoferol ve y-
, B-, a- ve & tokotrienoldur ve bu molekiillerin hepsi bitkilerden sentezlenir. insan diyetinde
bu molekiillerin hepsinin igerisinde en aktif formu a-tokoferoldiir. Tokaferoller antioksidan

aktivitesini indirgeme 6zelligi gosteren fenolik hidroksil gruplarina ile gergeklestirirler.

HO
Ry Hz
¢ —{cH-CH »CH-CH 3)37
',_,H"
0

Sekil 2.3. Alfa tokoferol kimyasal yapisi

Vitamin E (a-tokoferol), hiicre membranlarinda ve diisiikk yogunluklu lipoprotein
(LDL) dahil olmak iizere cesitli lipit partikiillerinde, lipit peroksidasyonu sirasinda bir
"zincir kiric1" olarak islev goren etkili bir lipit ¢6ziinebilir antioksidandir. Denklem2.5 de
verildigi lizere lipit peroksil radikallerini (LOO") kesmeye ve lipid peroksidasyon zinciri

reaksiyonlarini sonlandirmaya calisir (Nimse ve Pal, 2015).
LOO" + a-okoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O° (2.5)

Karotenoidler; yagda ¢6ziinebilen renk maddeleridir. Bitkiler, mantarlar ve bazi
fotosentetik organizmlalarda bulunurlar. Karotenoidleri renk 6zellikleri yapilarindaki
konjuge cift baglardan kaynaklanmaktadir. Tekli oksijen yakalayic1 ve antioksidan olarak

oldukga etkilidir. En bilineni A vitamini 6nciisii olan - karotendir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. B- karotenin kimyasal yapisi

Karotenoidlerin, peroksil radikallerini diger herhangi bir ROS'a kiyasla daha
verimli bir sekilde siipiirdiikleri bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu prosesinde iiretilen
peroksil radikalleri, hiicre duvarindaki lipitlere zarar verebilir. Peroksil radikallerinin
uzaklastirilmas: reaksiyon dizisini bozabilir ve hiicresel lipitlerin zarar goérmesini
onleyebilir (Nimse ve Pal, 2015). Karotenoidler serbest oksijen radikallerini baskilayici
etkisini hem fiziksel hem de kimyasal anlamda gerceklesmektedir. Fiziksel baskilama
esnasinda karotenoid yapisi bozulmadan kalirken, kimyasal baskilamada karotenoid yapisi
dekompoze olmaktadir. Fiziksel baskilamada eksitasyon enerjisi oksijenden karotenoide
gecmekte, topraklanmis oksijen ve triplet halde uyarilmis karotenoid olugsmaktadir. Olusan
fazla enerji ortamdaki ¢6ziicli ya da yapilarla rotasyonal ve vibrasyonal etkilesime girerek
1s1 seklinde yok olmaktadir. Topraklanan karotenoid yeniden oksijen yakalamak tiizere
hazir hale gelmektedir. Bu sekilde hiicre igcinde bulunan singlet oksijen ya da peroksil

radikalleri ortamdan uzaklastirilmis olmaktadir (Gokbulut ve Sarer, 2008).

Fenolik bilesikler bitkilerde ve mantarlarda bulundugu bilinen sekonder
metabolitlerdir. Bécek ve hayvan zararlilarina karsi organizmayi korurlar (Nizamoglu ve
Nas, 2010). Ayn1 zamanda, serbest siiperoksit radikallerini temizleyebilen, anti-aging ve
kanser riskini azaltan bir tiir dogal iiriin ve antioksidan maddelerdir. Fenolik maddeler
aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igerirler. Bu bakimdan en basit
fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu i¢eren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik
maddelerin bundan tiiredigi bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986). Fenolik bilesikler

fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar.
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Fenolik asitler, genis farmakolojik aktiviteleri olan meshur sekonder metabolit
grubudur. Fenolik asitlerin gesitli biyolojik aktiviteleri bildirilmistir. Safra sekresyonunu
arttirmasi, kan Kkolesterolii ve lipit seviyelerini diisiirmesi ve Stafilococus aureus gibi bazi
bakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesi fenolik asidin biyolojik aktivitelerinden
bazilaridir (Ghasemzadeh ve Ghasemzadeh, 2011). Hidroksi benzoik ve hidroksisinamik
asitler olarak iki gruba ayrilirlar (Sekil 2.5). Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan
yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit,
hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise
C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu
ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit,

p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir (Nizamoglu ve Nas, 2010).

COOH

COOH

A B

Sekil 2.5. Fenolik asitler A) Hidroksi benzoik asit B) Hidroksisinamik asitler

Flavonoidler ise; karbon iskeletinin, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisinda
diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir (Sekil 2.6). Degisik flavonoidler arasindaki farklar
baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamishk derecesinden ve {iglii karbon
segmentinin oksidasyon diizeyinden kaynaklanmaktadir. Giiniimiize kadar tanimlanan

8000’den fazla fenolik bilesenin 4000°den fazlas1 flavonoiddir (Kolag vd., 2017).

Flavonoidler, biyolojik sistemlerin, karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve DNA gibi
makromolekiiller iizerindeki oksidatif stresin zararli etkilerinden korunmasinda 6nemli rol

oynayan maddelerdir.



12

O+

Sekil 2.6. Flavonoidlerin genel yapisi

Antosiyanidinler; flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, katesinler ve
16koantosiyanidinler, proantosiyanidinler olmak iizere 5 alt gruba ayrilirlar. Serbest radikal
gidericisi, peroksit pargalayicisi, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak fonksiyon
gostermektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin neden oldugu zararli etkileri, diisiik
yogunluklu lipoproteinleri (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu onleyerek saglik {izerinde
olumlu etkiler yapmaktadirlar. Fenolik bilesikler antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik etkiye sahip oldugu yapilan pek
cok arastirma ile tespit edilmistir. Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp
hastaliklar1, katarakt, goz hastaliklar1 ve Alzheimer gibi hastaliklar1 engellemektedirler

(Nizamoglu ve Nas, 2010).

2.2.2. Sentetik antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar, herhangi bir canli tiirlinde bulunmayip laboratuar
ortaminda kimyasal tepkimeler ile elde edilmis maddelerdir. Siklikla endiistriyel
proseslerde kullanilirlar. Sentetik antioksidanlar petrol bazli firiinlerden elde edilir.
Genellikle TBHQ (tersiyer-biitilhidrokinon), BHA (biitillenmis hidroksianisol), BHT
(biitillenmis hidroksitoliien) ve propil gallat sentetik antioksidan olarak kullanilir (Sekil
2.7).
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(Hal)al C{CHa)s
\ CHs
| CH4
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Sekil 2.7. Sentetik antioksidanlarm kimyasal yapisi A) BHT B)BHA C)TBHQ D)Propil
gallat

Sentetik antioksidanlar gliniimiizde hala gida katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Gidalarin saklanmas1 ve depolanmasi iglemlerinde en siklikla karsilagilan
bozulma problemlerinin basinda lipit oksidasyonu gelir. Sentetik antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu inhibe ederek, bozulmay:1 - acilasmayi engellerler ve raf Omriiniin
uzaltirlar. Ancak yapilan bir¢ok ¢aligma ile insan sagligi agisindan zararli olduklari ve bir
cok kanser tiirtiyle iligkili olduklar1 bir¢ok bilimsel arastirmayla ortaya konulmustur
(Thorat vd.,2013). Bu nedenle sentetik antioksidanlarin yerini alacak dogal antioksidan

arayist hiz kazanmastir.

2.3. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Literatiir incemelerinde antioksidan kapasiteyi 6lgmek icin bu giine kadar ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir. Yontemler genellike serbest radikallerin kararli hale
getirilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi seklindedir. Hidrojen atomu transfer (HAT)
reaksiyonlara dayanan yontemler ve elektron transferine (ET) dayanan yontemler olmak

tizere ikiye ayrilirlar.
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HAT temelli yontemlerin birgogu peroksil radikalleri icin antioksidan ve substratin
rekabetine dayali reaksiyonlari kullanmaktadir. Bu yontemler oksijen radikal absorbans
kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve karotenoid
beyazlatma yoOntemlerini igermektedir. ET temelli yontemler antioksidanin oksidani
indirgeme yetenegini renk degisimi ile 6l¢en yontemlerdir. ET temelli yontemler toplam
Folin- Ciocalteu ayiract ile toplam Fenolik yontemi (FCR), Troloks esiti antioksidan
kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP), oksidan olarak bakir
(1) kullanan toplam antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH (2,2-difenil- 1-

pikrilhidrazil) serbest radikal siipiiriicii antioksidan aktivite yontemini icermektedir.

2.3.1. Hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler
HAT bazli analizler, bir antioksidanin serbest radikallerine (genellikle biyolojik

olarak daha alakali oldugu diistiniilen peroksil radikalleri) H-atom verilmesi ile indirgenme

kapasitesini 6lgmektedirler. Bir fenoliin (Ar-OH) hidrojen atomunun (H) bir ROO’

radikaline transfer edildigi antioksidan etkisi, HAT mekanizmalar1 reaksiyonlariyla

Ozetlenebilir (Denklem 2.6.) (Apak vd., 2013).

ROO- + AH/ArOH — ROOH + A« /ArO» (2.6)

2.3.1.1. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) birgok bilimsel ¢alismada antioksidan
kapasitesinin Ol¢iilmesinde genis bir sekilde kullanilmaktadir. ORAC analizi ilk olarak
Cao, Alessio, ve Cutler tarafindan hedef molekiil olarak fikoeritrin iizerinde kullanilmis
olmasina ragmen giiniimiizde daha c¢ok fluoresein iizerinde kullanilmaktadir. Bu yontem
ORAC analizinde okside edilebilir protein maddesi olarak beta-fikoeritrin ve peroksi
radikal {ireticisi olarak 2,2-azobis (2- aminopropan) diklorit (AAPH) veya Cu?*- H.0;
hidroksi radikal saglayicist olarak kullanilir. Bu yontem temel olarak 37 °C’de bulunan
AAPH’1n uyarilarak peroksi radikallerine karsi antioksidan temizleme fonksiyonunun
Ol¢iimiine dayanmaktadir. Yontemde 1sima (florosan) probu olarak fluoresein
kullanilmakta olup bu 1simadaki azalma peroksi radikalleri ile reaksiyona giren

fluoreseinin bozulma derecesi hakkinda bilgi vermektedir (Ciz vd., 2010).
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2.3.1.2. Toplam radikal vakalayici parametre (trap) vontemi

Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) yontemi ilk defa Wayner vd.
tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem bir azo bilesigin sicaklikla bozulmasi ile olusturulan
kontrollii lipit peroksidasyonu boyunca oksijen tiikketiminin dl¢lilmesini temel almaktadir.
Bu yontemde serbest radikal iiretimini baslatic1 olarak AAPH tarafindan iiretilen peroksil
radikalleri kullanilmaktadir. Plazmaya AAPH eklendikten sonra okside olabilen materyalin
oksidasyonu, reaksiyon siiresince tiiketilen oksijen yoluyla izlenir. Bu oksidasyon
plazmada bulunan antioksidan tarafindan engellenir. Sonuglar troloks C (6- hidroksil—
2,5,7,8,-tetramethylchroman—2-carboxylic acid)’nin sonuglar ile kiyaslanir (Albayrak vd.,
2010).

2.3.1.3. Karotenoid bevazlatma yontemi

Karotenoid beyazlatma deneyi (CBA), hidrofilik drneklerin antioksidan aktivitesini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Diisiik tekrarlanabilirligi,
sonuglarda ortaya g¢ikan farkliliklar, reaktif hazirhigindaki farkliliklar ve sicaklik, pH,
solventler ve metaller gibi faktorlere duyarlilig1 nedeniyle elestirilmektedir. Bu yontemde
azo baslaticinin sicaklikla bozulmasi sonucu olusan peroksil radikalleri tarafindan
beyazlama derecesi Olgiilmektedir (Denklem 2.7.) (Prieto vd., 2015 ). Yontemde
karotenoid olarak genellikle B-karoten ya da krosin tercih edilir. B-karoten' in 470 nm’de
rengini kaybetmesi, birka¢ farkli girisim ile olabildiginden sonuglarin yorumlanmasi
zordur. Buna karsilik, krosinin yalnizca radikal oksidasyonu yoluyla rengi acilir. Bu

nedenle B-karoten yerine tercih edilir (Biiyiiktuncel, 2013).

RN=NR —> 2R +N2 2.7)

R"+02 «——» ROO

Krosin - H (portakal rengi) + R00 » Krosin® (rengi agilmig) + R0O0O

krosin - H (portakal rengi) + ROO* + AH — Krosin® + ROOH + A"
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2.3.2. Elektron transfer (ET) yontemleri

Elektron transferine dayali yontemler serbest radikal ve antioksidan arasindaki
elektron aligverisini renk degisimi ile Ol¢cen yontemlerdir. Antioksidan serbest radikale
verdigi elektron sonrasi serbest radikalde bir renk degisimi meydana gelir. Bu renk
degisiminin  spektrofotometrik  olarak  degerlendirilmesiyle antioksidan aktivite
belirlenmektedir (Albayrak vd., 2010). ET dayali antioksidan aktiviye yontemlerinde
denklem 2.8. de verildigi gibi ger¢eklesmektedir (Apak vd., 2007).

ROO. + AH/ArOH — ROO + AH.*/ArOH.* (2.8)
AH+/ ArOH+ + HoO < A/ ArO + H30+
ROO" + H30+ <> ROOH + H20

Bu yontemlerde meydana gelen reakiyonlar sonucu renk degisiminin derecesi
(verilen dalga boyunda absorbansin artmasi veya azalmasi), numunedeki antioksidanlarin
konsantrasyonu ile iligkilidir ve bu durum reaksiyondaki kromojenik reaktife baglidir.
Soyle ki; DPPH radikal siipiiriicli aktivite yonteminde ve ABTS radikal katyonu giderici
antioksidan aktivite yontemlerinde kromojenik reaktifin rengi antioksidanlar taafindan
giderildiginden absorbans ve renk giderek azalir ve antioksidan madde konsantrasyonu
artar. Ancak rediikleyici giic ve CUPRAC (Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite
(CUPRAC) Yontemi) de ise antioksidan kromojenik reaktif ile reaksiyona girdiginde
onceden belirlenmis bir dalga boyunda absorbansta bir artis olur. Konsantrasyon bu
durumlar g6z Oniinde bulunarak degerlendilmektedir. Ayrica ET temelli yontemlerde
reaksiyon hizi ortamin pH’ma ve ¢oziicii gibi etkenlere bagli olmadigindan HT dayali
yontemlere gore reaksiyon daha kisa stirer (Apak vd., 2007). Analizlerde kullanilan temel

kromojenik reaktifler Sekil 2.8. de verilmistir.

ET temelli yontemler, Folin-Ciocalteu Ayiract (FCR) ile Toplam Fenolik Y 6ntemi,
Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi ya da ABTS Radikal Katyon
Giderimi Yéntemi, Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Y&ntemi, Metal
seltlayic1 Antioksidan Kapasite Yontemi, Oksidan Olarak Cu (II) Kullanilan Toplam
Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC), 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal

Stipiiriicii Kapasite Yontemidir.
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M M M M hl
Fe(ll)s S, " &
= =
Tris-demir 11

N—N@fﬂﬂ:
Cu(ly,
DPPH radikali Bis(neokuprin)bakir(I) selat katyonu
EHQO-PEDE- 13W0 3-5 MoO 3-1 EHED Folin Ayu'ac] Prusya Mavisi

KFe[Fe(CN)g]
Sekil 2.8. Analizlerde kullanilan temel kromojenik reaktifler

2.3.2.1. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii kapasite yontemi

Bu yontem, Blois (1958) tarafindan, stabil bir serbest radikal DPPH; a-difenil-P-
pikrilhidrazil kullanilarak, antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla gelistirilmistir
(DPPH; C18H12N506, M = 394.33). DPPH radikali siipiiriicii antioksidan kapasite
yontemi diger antioksidan aktivite yontemleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontem
ucuz olmasi, kolay uygulanmas: ve hizli sonu¢ alinmasi nedeniyle tercih edilmektedir.
Genel olarak yontem stabil bir serbest radikal olan DPPH'n indirgenmesine

dayanmaktadir.
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Serbest DPPH Karakteristik olarak mor renktedir ve 517 nm’de en maksimum
absorbans1 vermektedir (Shekhar ve Anju, 2014). Denklem 2.9 da gosterildigi lizere
(Kedare ve Singh, 2011) antioksidanlar (AH), DPPH ile reaksiyona girdiginde,
antioksidanlar serbest radikal DPPH'e (Z) bir elektron vererek DPPH-H ye indirgerler
(Sekil 2.9). Ortamda bulunan serbest radikal formunda DPPH 1n azalmasiyla renkte agilma
ve absorbansda diisme meydana gelmektedir. Renkteki agilmanin fazlaligi antioksidan

aktivitenin giliciine isaret eder. (Shekhar ve Anju, 2014)

Z* +AH = ZH+A* (2.9)

H
| 2
N

+ AH —=

NO
O,N NO;

NO,
. NO,

Q. Q
O - O

Sekil 2.9. DPPH reaktifi ve serbest formu

DPPH elektron aldiginda stabil hale gecer ve tekrar radikal haline déonmesi zordur.
517 nm de giiclii bir absorbsiyon bandi olusturur ve elektronlar ciftlestikce mor renk
kaybolur. Elde edilen verileri yorumlamanin en basit yolu substrat konsantrasyonuna karsi
absorbans grafigi ¢izmektir. Yaygin olarak kullanilan diger bir yontem ise inhibisyon ya da

slipiiriicti aktivitenin yiizde degerinin hesaplanmasidir (Denklem 2.10.; Molyneux, 2003)
Q =100 (Ao- Ac)/Ao (2.10)

Ao DPPH’1n ilk absorbansi

Ac: Ornek eklendikten sonraki absorbans

Ac degeri denklemde yerine yazilirken DPPH eklendikten sonraki antioksidan seyrelme
orani hesaplanmalidir. Sonuglarin sunumunda tercih edilen diger bir yontem ise ECS50
degeri hesaplanmasidir. EC 50 degeri konsantrasyonlarina karsin alinan absorbans

degerleri ile lineer regresyon grafiginden hesaplanir.
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Grafikten elde edilen y=ax+b denkleminde absorbans ve inhibisyon degerleri yerlerine
koyularak DPPH derisimini yariya diisiiren konsantrasyon belirlenir (Brand-Williams vd.,
1995). EC 50 degeri ne kadar diisiik ise antioksidan aktivite o kadar yiisektir.

2.3.2.2. ABTS radikal katyon giderimi yontemi

ABTS radikal katyon giderimi yontemi ya da troloks/tokoferol esiti antioksidan
kapasite yontemi; uzun Omiirlii bir radikal katyon olan ABTS™ radikalinin oksidanlar
tarafindan siipiiriillmesi seklinde Miller vd. tarafindan bildirilmistir. Hem lipofilik hemde
hidrofilik antioksidanlarin tayini i¢in kullanilan renk giderimine dayali bir yontemdir.
ABTS ve potasyum persiilfatin  biraraya gelmesiyle olusan 2,29-azinobis- (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ABTS radikalinin rengi, hidrojen verme kabiliyetindeki

antioksianlarin oksidasyonuyla azalir ( Re vd., 1999) (Sekil 2.10.).

Et
SO3H

\=N—-N=\

HO3S Et
Sekil 2.10. ABTS.+ radikal katyonu molekiiler semasi

Testin orjinalinde ABTS™ olusturmak i¢in hidrojen peroksit varliginda
metmiyoglobinin peroksidaz kullanilmistir (Rice-Evans ve Miller, 1984). Daha sonra Re
vd. tarafindan yontem gelistirilerek ABTS™ eldesi igin ABTS ve potasyumpersiilfat
kullanmilmistir. Boylece tayin yontemi hem lipofilik hemde hidrofilik antioksidanlara
uygulanmustir. Denklem 2.11 de gerceklesen reaksiyonlarla ABTS ™ elde edilir ve radikalin
kendine has rengi ortamda bulunan antioksidanlarin radikali indirgemesiyle azalir. Renk
gideriminin fazla olmasi1 andioksidan aktivitenin c¢oklugu ile esdegerdir. Sonuglar renk

acilimi yiizdesi olarak ya da tokaferol/ trolox esdegeri olarak verilir (Apak vd., 2007)

ABTS + K25,08 — K2S,08 + ABTS” (2.11)
ABTS++ ArOH — ABTS + ArO" + H+
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ABTS yontemi kolay uygulanmasi nedeniyle tercih sebebidir. Genis bir ph
araliginda reaksiyonun gergeklesmesi, ABTS™ hem suda hemde organik ¢oziiciilerde
¢Oziinebilir olmasi, iyonik giigten etkilenmemesi ve reaskiyonun kisa bir siirede
sonlanmas1 yontemin avantajlaridir. Diisiik redoks potansiyeline sahip bir¢ok fenolik
bilesik ABTS™ ile reaksiyona girebilir. Bu nedenle antioksidan aktivite galigmalarinda

siklikla tercih edilen bir yontemdir (Prior vd., 2005).

2.3.2.3. Cu (1) kullanilan toplam antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

CUPRAC yontemi, antioksidanlar tarafindan Cu(Il)’nin Cu(I)’e indirgenmesi
temeline dayanir (Sekil 2.11.). Cu(Il) kloriir ¢6zeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum
asetat (pH= 7 tamponu) ¢ozeltileri karistirildiktan sonra, ortamda bulunan antioksidan

Cu(Il)’nin Cu(I) e indirgenir ve 450 nm’de absorbanslar degerlendirilir (Apak vd., 2013)

Oksitlenmis
Antioksidan antioksidan

~___~

v

Sekil 2.11. CUPRAC reaksiyonu semast

Cu(I)- reaktifi kullanilarak plazma antioksidanlari, flavonoidler, gida polifenolleri, C
vitamini ve E vitamini i¢in amtioksidan aktivite tayini yapilabilir. Kararli, ucuz, kolay
ulagilabilen bir rektiftir. Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayininde kullanilir (Apak
vd., 2013) .



21

2.3.2.4. Demir (II1) ivonu indirgeyici antioksidan gii¢c yontemi (FRAP)

Yontem temel olarak demirin indirgeme giicline dayanmaktadir. Burada Fe(III)
tuzu, Fe(I1)(TPTZ)2CI3 (TPTZ=2,4,6- tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanilir. Diisiik
pH da ferrik-tripiridiltriazin (Fe''-TPTZ) komplexindeki demir antioksidanlar tarafindan
ferrus demire (Fe') indirgendiginde 593 nm'de maksimum bir absorpsiyona sahip yogun
bir mavi renk gelismektedir (Sekil 2.12.). Renk ne kadar ¢ok ise antioksidan aktivite de o
kadar yiiksektir. Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini i¢in uygun bir yontemdir.
Basitligi ve ucuzlugu sebebiyle tercih edilebilir. Ancak reaksiyon spesifik degildir ve Fe''' /
Fe'-TPTZ yarim reaksiyonundan daha diisiik pozitif redoks potansiyeline sahip herhangi
bir tepkime reaksiyonu Fe "-TPTZ indirgenmesini etkilemektedir (Benzie ve Strain,
1996).

X | X
iL'“/fqﬁ i'N/“/N\W
| \Féﬂ{‘[‘fl‘)#Nj///N + antioksidan | \FeﬁﬁHNYN

SONS RSN

J
>=
{ %
-
L
/
\—
/ N\
\

Sekil 2.12. Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢

2.3.2.5. Rediikleyici gii¢

Rediikleyici giic deneyi 1986 yilinda Oyaizu tarafindan tasarlanmigtir ve
antioksidan maddenin elektron donérii olarak hareket etme yetegini 6l¢mektedir (Berker
vd., 2010). Enzimatik ve selatlayici olmayan antioksidanlarin toplam antioksidan
kapasitesi Fe (lID)in Fe (1) e indirgenmesiyle, indirgenme bilesigi olan ferrik
ferrosiyanidinin prussian mavisi renginin spektrofotometrik tayini ile gerceklesir. Yiiksek

absorbans yiiksek antioksidan aktivite anlamina gelmektedir (Zohri ve El Ghani, 2017).
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2.3.2.6. Metal selatlayici antioksidan aktivite

Gegis metalleri arasinda demir, yiiksek reaktivitesi nedeniyle en onemli lipit
oksidasyonu prooksidanidir. Demirin ferrus formu, hidrojen peroksiti ve lipit peroksitleri
fenton reaksiyonu (Denklem 2.12) yoluyla reaktif serbest radikallere ayirarak lipit

oksidasyonunu hizlandirir (Giilgin, 2005).

Fe2* + H20, — Fe¥* + OH™ + OH" (2.12)

Bu nedenle ferrus iyonunun ortamdan uzaklastirilmasi énemlidir. Metal selatlayici
antioksidan aktivite yontemi ferrus iyonu ile ferrozin maddesinin olusturdugu kompleksin
kirmizi renginin giderimine baghdir. Ortamda antioksidan maddeler varliginda
antioksidanlar ile ferrozin, ferrus iyonu baglamak i¢in yarigirlar. Antioksidan madde
miktart ile orantili olarak ferrus/ferrozin komplexi rengi olusmaz. 700 nm'de kirmizi rengin
absorbansi ne kadar diisiik ise antioksidan aktivite o kadar fazladir. Metal iyonu selatlama
kapasitesi, lipitleri katalize eden gecis metali konsantrasyonunu azalttigi i¢in 6nemlidir.
Sonuglar selatlama kapasitesi yliksekligi ile bilinen EDTA ile karsilastirilir ve kirmizi

renkte meydana gelen degisim % giderim olarak hesaplanir. (Mohan vd., 2012)

2.3.2.7. Lipid peroksidasvon uiriinlerinin 6lciilmesi

Liptitler serbest radikaller tarafindan en ¢ok zarar verilen yapilardir. Hiicre
igerisinde meydana gelen radikaller ilk olarak hiicre ve organel zar yapilarina zarar verirler
ve bu durum hiicre i¢in Sliimciil olabilir. Ayrica endiistriyel proseslerde yaglarin veya
gidalarin uzun siire korunmasi, raf dmriiniin artmasi yine igerdikleri yaglarin korunmasi ile
olur. Bu nedenle antioksidan maddelerin lipit peroksidasyonunu onleme kabiliyetlerini
O0lcmek olduk¢a oOnemlidir. Lipit peroksidasyon iirlinlerini Olgen iki farkli ydntem
bulunmaktadir. Bunlardan ilki Ferriktiyosiyanat yontemi (FTC) ile lipit peroksidasyonu
inhibisyonu, digeri Tiyobarbiturik asit yontem (TBA) ile lipit peroksidasyonudur. Lipit
peroksidasyonu kendi kendini besleyen ve birden fazla reaskiyondan olusan bir sistemdir.
Bu nedenle reaksiyon siiresince birden fazla iiriin ya da substrat olusup yikilmaktadir. FTC
yontemi bu reaksiyonlarin erken asamalarindaki antioksidan aktiviteyi Olgerken, TBA

reaksiyonun son agamalarinda olusan maddeleri 6l¢gmektedir.
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Ferrik tiyosiyanat ydnteminde lipit peroksidasyonu siiresince Fe** - Fe* e
oksitlenmektedir. Olusan Fe® SCN— ile ferriktiyosiyanat kompleksi olusturur. Olusan
kompleksin kirmizi rengi 500 nmde okunur. Diisiik absorbans diisiik peroksidasyon ve

yiiksek antioksidan aktivite demektir (Dimitrova vd., 2010)
TBA yontemi, daha sonraki bir agamada peroksitlerden ayristirilan karbonil
bilesiklerinin iiretiminin inhibisyonunu ya da aldehit ve keton gibi peroksit

oksidasyonunun ikinci tirtintinii 6lgmek amaciyla kullanilmaktadir.

2.3.2.8. Toplam fenolik madde tayin yontemi

Bu yontem; Singleton ve arkadaslari tarafindan antioksidanlarin toplam fenol
miktarin1 6lgmek igin gelistirilmistir (Lussignoli vd., 1999). Folin ayirac1 kullanilarak
yapilan yontemin temeli kisaca fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
molibdenyum’a elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Baslangicta sar1 olan reaktif
ortama antioksidan madde gelmesiyle indirgenerek mavi renge donusur (Denklem 2.13).
750-765 nm’de absorbans ne kadar yiiksek ise fenolik igerik o kadar fazladir. Sonuglar

genellikle gallik asit esdegeri olrak verilmektedir.

Mo(VI) (sar1) + e- (antioksidan maddeden) — Mo(V) (mavi) (2.13)

2.3.2.9. Toplam flavonoid icerik

Total flavonoid igerik tayini aliimiyum kloriir iceren kalorimetrik method ile
yapilmaktadir. AICls'iin C-4 keto gruplar1 ve C-3 veya C-5 hidroksil grubu flavonlar ve
flavonoller ile asit stabil kompleksleri olusturmaktadir. Ayrica flavonoidlerin A veya B
halkasinda ortodihidroksil gruplariyla asit kararsiz kompleksler olustururlar. Olusan stabil
komplexler 415 nm de spektrofotometrik olrak degerlendirilmektedir. Yiiksek absorbans
yiiksek flavonoid igerik anlamina gelir ve elde edilen degerler Kuersetin ya da rutin es

degeri olarak sunulmaktadir. (Bag vd., 2015)
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2.4. Mantarlarin Antioksidan Ozellikleri

Dengesiz bir metabolizmanin ve asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
oksidatif stres, metabolik hastalik, kalp hastaligi, Alzheimer ve Parkinson gibi ciddi noral
bozukluklar, erken yaslanma ve bazi kanserler gibi bir dizi rahatsizlia yol agar. ROS
sadece organizma i¢inde degil, ayn1 zamanda ultraviyole 1s1k, iyonlastirict radyasyon,
kemoterapotikler, inflamatuar sitokinler ve ¢evresel toksinler gibi cesitli dis kaynaklardan
da tretilir. Modern uygarlikta ¢evreye toksik kimyasallarin solunmasi kaginilmaz hale
gelmistir. Bu nedenle organizmanin kendi savunma sisemleri yetersiz kalmaya ve disaridan
gerek diyet ile gerekse takviye edici terapétikler olarak antioksidanlarin alinmasi one

¢cikmusir.

Hemen hemen tiim organizmalar oksidatif hasara karsi koruma ve tamir sistemine
sahiptir. Ancak, serbest radikal kokenli oksidatif hasarin Onlenmesinde viicudun
antioksidan savunma sistemi tek basina yeterli olamamaktadir (Simic, 1988; Reis ve ark.,
2012). Giiniimiizde bu amagla en yaygm kullanilan sentetik bilesikler biitillenmis
hidroksianizol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat ve tert-
biitilhidrokinon (TBHQ)’ dur (Jayakumar ve ark., 2011). Ancak sentetik antioksidanlarin
besinlerde kullanimi, yikimlar1 sirasinda olas1 toksik, karsinojenik ve karaciger hasarina
neden olan bilesenlerin olusumu nedeni ile kisitlanmis durumdadir (Sherwin ve ark., 1990;
Arora ve Chandra, 2010). Son yillarda yenilebilir mantarlar ticari bir antioksidan kaynagi
olarak dikkat ¢ekmistir ve oksidatif stres diizeyini azaltmak i¢in besin takviyesi yoluyla
antioksidan  savunmalarin  gelistirilmesinde = dogrudan  kullanilabililecekleri  one
stirilmektedir (Kozarski vd., 2015). Ayrica birgok yenilemeyen ektomikorizal ya da
kiiltiire almmis mantarlarinda antioksidan aktiviteleri ve aktiviteye neden olan
metabolitleri belirlenmeye baglamistir. Ancak tiir sayisinin ¢ok olmasi bilinmeyen ve

kesfedilmeye hazir cok fazla potansiyel mantar tiirii gizlemektedir.

Yapilan ¢aligmalarda genellikle yenilebilir mantar tiirleri se¢ilmis olmasi, giinliik
diyetimizde mantalarin 6nemine dikkat cekmistir. Kimatu vd., 2017 yilinda yaptiklar
calismada kiiltiir mantar1 olarak bilinen Agaricus bisporus ekstrakti ile ¢alismis ve DPPH
radikal stipiiriicii aktivitesi ECso 0.25 mg/ml bulmustur. Diger bir yenilebilir mantar tiirii

Pleurotus citrinopileatus Yildiz vd. (2017) tarafindan ¢alisilmis ve ECso 6,48 mg/ml dir.
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Ancak dogrudan mantarin kendisiyle ¢aligmak herzaman ayni sonucu vemeyebilir.
Ciinkii ¢evresel etkiler sekonder metabolit mekanizmasini etkilediginden elde edilen
sonuglar farklilik gosterecektir. Giinliik diyette tiikketim i¢in antioksidan aktivite
degerlerinin farkliligit pek Onemli olmasada endiistiriyel prosesler i¢in Onem arz
etmektedir. Mantarlar kiiltiir kosullar1 iyi optimize edildiginde endiistriyel proseslere
uygun organizmalardir. Diisiik maliyetler ile organizmadan yiiksek verim almak miimkiin

olabilmektedir.

Dogal antioksidan kaynagi olarak makrofunguslarin antioksidan aktivitelerinden
asil olarak fenolik bilesikler, tokoferol, askorbik asit, karotenoidler sorumludur (Ferreira ve
ark., 2009). Ancak son zamanlarda yapilan bazi galismlarla ergosteroliinde antioksidan
aktivite kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir Bunlarin disinda mantarlar selenyum gibi

diger antioksidan kaynaklarinida icerirdikleri bilinmektedir.(Ruiz Rodriguez vd., 2009).

Mantar ekstrelerinin antioksidan aktivitesinin muhtemel mekanizmasi hidrojen
baglama kapasitesi ve peroksidaz radikallerinin oksidasyonu yoluyla meydana gelmektedir
(Erogan vd., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Makrofungus izolatlari

Calismada tilkemizin farkli illerinden toplanan makrofungus 6rneklerinden izole
edilen ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Basidiomycetes Kiiltiir Koleksiyonu
(OBCC)’biinyesinde korunan makrofungus izolatlarindan bir kismi kullanilmistir. Stok
kiiltiirlerin devamliligi Potato Dekstroz Agar (PDA) ortaminda +4 °C’ de saklanarak
saglanmistir. Yiiksek antioksidan aktivite gdsteren izolatlarin belirlenmesi amaciyla
cizelge 3.1 de belirtilen izolatlar kulanilmistir. Calismanin her asamasindan once stok

kiiltiirler kat1 ortamda PDA besiyerinde 27 °C de inkiibe edilerek aktiflenmistir.

Cizelge 3.1. Tarama ¢alismasinda kullanilan fungus izolatlar

OBCC Kodu | Takson adi OBCC Kodu | Takson ad1

2 Ganoderma sp. 30 Polyporus arcularius

3 Suillus bovinus 31 Polyporus arcularius
4 Tricholoma equestre 32 Polyporus arcularius

5 Tanimlanmamus izolat 33 Polyporus arcularius

9 Polyporus arcularius 34 Polyporus arcularius
17 Tanimlanmamis izolat 36 Hypholoma fasciculare
19 Gloeophyllum sepiarium 37 Tanimlanmamaisg izolat
21 Tanimlanmamuis izolat 38 Tanimlanmamuis izolat
23 Pycnoporus cinnabarius 39 Tanimlanmamais izolat
24 Macrolepiota procera 40 Tanimlanmamis izolat
25 Trametes versicolor 51 Tanimlanmamuis izolat
26 Tanimlanmamis izolat 1002 Leucoagaricus pudicus
27 Tanimlanmamis izolat 1004 Ganoderma carnosum
28 Macrolepiota procera 1005 Suillus collitinus




Cizelge 3.1. Tarama ¢alismasinda kullanilan fungus izolatlar1 ( devam).
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OBCC Kodu | Takson adi OBCC Kodu | Takson ad1

1006 Trametes versicolor 1078 Tanimlanmamis izolat
1008 Antrodia serialis 1079 Tanimlanmamis izolat
1010 Ganoderma applanatum 1080 Tanimlanmamis izolat
1014 Coprinus comatus 1084 Tanimlanmamis izolat
1015 Pleurotus ostreatus 1085 Tanimlanmamis izolat
1021 Pleurotus ostreatus 1086 Tanimlanmamuis izolat
1023 Schizophyllum commune 1087 Tanimlanmamus izolat
1025 Schizophyllum commune 1088 Tanimlanmamus izolat
1026 Inonotus hispidus 1089 Tanimlanmamis izolat
1031 Pleurotus ostreatus 1092 Tanimlanmamis izolat
1033 Tanimlanmamis izolat 1095 Tanimlanmamis izolat
1035 Fistulina hepatica 1097 Tanimlanmamis izolat
1038 Tanimlanmamuis izolat 1098 Tanimlanmamis izolat
1040 Laetiporus sulphureus 1099 Tanimlanmamis izolat
1043 Tanimlanmamis izolat 1110 Tanimlanmamais izolat
1046 Tanimlanmamis izolat 1120 Tanimlanmamus izolat
1047 Tanimlanmamuis izolat 1121 Tanimlanmamis izolat
1048 Tanimlanmamis izolat 1128 Tanimlanmamais izolat
1049 Tanimlanmamis izolat 1136 Tanimlanmamis izolat
1050 Tanimlanmamuis izolat 1137 Tanimlanmamis izolat
1056 Tanimlanmamais izolat 1506 Tanimlanmamis izolat
1057 Tanimlanmamais izolat 1508 Tanimlanmamais izolat
1058 Tanimlanmamuis izolat 1509 Tanimlanmamuis izolat
1059 Tanimlanmamis izolat 2001 Lenzites betulina
1060 Tanimlanmamis izolat 2002 Omphalotus olearius
1067 Tanimlanmamuis izolat 2003 Tanimlanmamuis izolat
1070 Tanimlanmamais izolat 2004 Tanimlanmamais izolat
1071 Tanimlanmamis izolat 2503 Omphalatus illudens
1072 Tanimlanmamis izolat 2517 Daedalea quercina




Cizelge 3.1. Tarama ¢alismasinda kullanilan fungus izolatlar1 ( devam).
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OBCC Kodu | Takson adi OBCC Kodu | Takson ad1

1075 Tanimlanmamis izolat 2523 Tanimlanmamis izolat
2524 Tanimlanmamis izolat 5016 Tanimlanmamus izolat
2525 Tanimlanmamis izolat 5022 Trametes versicolor
3001 Trametes versicolor 5028 Tanimlanmamis izolat
3003 Tanimlanmamis izolat 5040 Tanimlanmamis izolat
3008 Tanimlanmamis izolat 5041 Tanimlanmamis izolat
3009 Tanimlanmamis izolat 5046 Tanimlanmamis izolat
3504 Tanimlanmamis izolat 5049 Tanimlanmamis izolat
3505 Tanimlanmamis izolat 5050 Tanimlanmamis izolat
5002 Trametes versicolor 5051 Tanimlanmamis izolat
5004 Lentinus strigosus 5052 Tanimlanmamus izolat
5006 Trametes pubescens 5054 Tanimlanmamis izolat
5507 Tanimlanmamuis izolat 5058 Tanimlanmamis izolat
5008 Ganoderma lucidum 5059 Tanimlanmamis izolat
5009 Inonotus hispidus 5060 Tanimlanmamis izolat
5010 Schizophyllum commune 5063 Tanimlanmamis izolat
5011 Tanimlanmamuis izolat 5066 Tanimlanmamis izolat
5014 Trametes hirsuta 5501 Tanimlanmamis izolat
5015 Paxillus involutus 6008 Tanimlanmamis izolat

3.1.2. Besiyerleri

Calisma boyunca kullanilan tiim besiyerleri; besiyeri igeriginin distile suda ¢oziiliip

otoklavda 1.2 atm basing altinda 121 °C sicaklikta ve 15 dakika steril edilerek

hazirlanmistir. Patates Dekstroz Agar (PDA) besi yeri stok kiiltiir halinde korunan fungus

izolatlarin iretilmesinde, Czapek Dox’s Broth-1, Czapek Dox’s Broth-2 Hagem Patates

Malt Pepton Ortami1 (PMP) makrofungus kiltiir sivilarindan antioksidan aktivite

belirlenme agamasinda besiyeri optimizasyon ¢aligsmasi i¢in kullanilmistir.




Besiyeri 1: Patates Dekstroz Agar (PDA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 39 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir.

Besiveri 2: Czapek Dox’s Broth-1

Sukroz 30,009
NaNOs 0,509
KH2PO4 0,509
MgS0O4.7H20 0,50 ¢g
KCI 0,50 ¢g
FeSO4 0,109
Distile su 1000 ml

Besivyeri 3: Czapek Dox’s Broth-2 (g/L)

Sukroz 30,009
Yeast ekstrakt 1,009
Polipepton 1,009
KH2PO, 1,009
MgS0O,.7H.0 0,509
KCI 0,50 g
FeSO47 H20 0,01g
Distile su 1000 ml

Besiveri 4: HAGEM (g/L)

Malt ekstrakt 4,009
Yeast ekstrakt 1,009
Glukoz 500¢
KH2PO, 0,50¢
MgS0O4.7H20 0,50 ¢
NH4CI 0,50¢
FeCls (1% sulu soliisyon) 0,509
Tiamin (1 mg/ml sulu soliisyon) 100 wl

Distile su 1000 ml
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Besiveri 5: Patates Malt Pepton Ortami (PMP) (g/L)

Malt Ekstrakt 10,00 ¢
Pepton 1,009
Patates Dekstroz Broth 24,00 g

3.1.3. Kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ve cihazlar

Calismada, baslica vortex (Velp Scientifica 2x3), spektrofotometre (Shimadzu UV-
2450 UV-VIS Spectrophotometer), c¢alkamali inkiibatér (Invova 44 New Brunswick
Scientific), pH-metre (Eutech Instruments lon 510), analitik terazi (Ohaus corp), santrifiij
(Hettich Zentrifugen UNIVESAL 320), liyofilizator (Christ ALPHA 2-4 LD plus Velp
Scienstifica), Steril kabin (Thermo Electron Corporation Hera Safe), isitici ve manyetik
karistirict (Heidolph MR Hei-Tec D-91126 Schwabach), dagitici ve mikro pipetler
(Eppendorf Multipette Plus, Eppendorf Research PI) gibi ekipmanlar kullanilmistir.

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve kullanim alanlar1 Cizelge 3.2 te belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim alanlar

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler Kullanim Amaci

%0,005 DPPH ¢ozeltisi

Radikal siipiiriicii antioksidan aktivite tayini
Metanol

Folin-Ciocalteu Reaktifi

Total fenolik icerigin belirlenmesi
% 2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi

ABTS

K2S,0s

% 1°1ik KsFe(CN)g ¢cozeltisi
% 10’luk TCA ¢ozeltisi

ABTS radikal katyonu giderici aktivite

% 0.1’lik FeCls; ¢ozeltisi
2 mM FeCl; ¢ozeltisi Demir (IT) iyonlarini selatlama aktivitesinin

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi tayini
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Cizelge 3.3 Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim alanlar1 (devam).

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler Kullanim Amaci

AlCly Total Flavonoid Tayini

Rutin

H20> Hidrojen peroksit radikali giderici aktivite tayini

0.4 M Fosfat tamponu

pH tamponu
0.2 M fosfat tamponu (pH=6.6)

Linoleik asit emiilsiyonu
Tiyobarbiturik asit ¢ozeltisi Lipit peroksidasyonu

% 30’luk NH4SCN ¢ozeltisi

3.2. Yontem

3.2.1. DPPH yontemi ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip makrofungus

izolat1 ve yasam formunun secilmesi

Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip izolatlarin se¢imi amaciyla kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan 132 fungus izolatt antioksidan aktivite bakimindan
karsilastirilmistir. Bu amagla oncelikle kullanilacak kosul ve yontemlerin standardize ve

optimize edilmesinin alinacak sonucun giivenilirligini arttiracagi varsayimi ile;

a. Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) radikali siipiiriicii aktivite tayini yontemi
b. Makrofungus izolatlarinin tiretilecegi kiiltiir tipi ve besiyeri

c. Makrofungus hiicre kitlesinin ekstraksiyon yontemi optimize edilmistir.
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3.2.1.1. DPPH radikali siipuriicii aktivite tavini yontemi optimizasyonu

Izolat sayisinin fazla olmasi nedeniyle antioksidan aktivite yontemleri arasinda hem
hizli hem de kolay sonug¢ alinabilecek bir yontem olan DPPH radikali siipiiriicii aktivite
yontemi tercih edilmistir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini spektrofotometrik olarak

Zhao vd. (2006) tarafindan 6nerilen yonteme gore gerceklestirilmistir.

Ilk olarak DPPH metanol de ¢oziilerek mor renkli ¢dzelti hazirlamistir. Toplam
reaksiyon hacmi 3 ml olacak sekilde DPPH serbest radikali ile kiiltiir sivisi/hiicre kitlesi
ekstrakti belli oranda karistirildiktan sonra siddetlice karistirilmigtir. Ardindan karanlik,
151k almayan bir ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Methanol-kiiltiir s1visi/ methanol-
¢Oziiciiden olusan kore kars1 517 nm de spektrofotometrik olarak okunmustur.

Pozitif kontrol olarak BHT (Butylated hydroxytoluene) ve askorbik asit kullanimi ile

makrofunguslarin radikal siipiiriicii aktiviteleri Denklem 3.1. araciligi ile hesaplanmustir:

Siipiiriici Aktivite (%) = { ( Akor — Aornek ) / Akor } X 100 (3.1)

Axor: DPPH serbest radikalinin metanol koriine karsi okunmasiyla elde edilen absorbans.
Aornek: Kiiltiir sivist/hiicre kitlesi ekstrakti 'nin metanol-kiiltiir sivisi/ metanol -¢oziicli

koriine kars1 okunmasiyla elde edilen absorbans

Literatiir incelemelerinde DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini yapilirken farkli
reaksiyon karigimindaki bilesenlerin farkli oranda kullanildigi belirlenmistir. Reaksiyon
karisiminda kiiltiir sivisinin miktar1 degistikce antioksidan aktivite de degismistir. Bu
nedenle segilecek organizmalarin antioksidan aktivitesinin gercek anlamda yiiksek
oldugundan emin olmak amaciyla tarama c¢aligmasindan 6nce bir yontem optimizasyonu
gerceklestirmistir. Bu amagla oncelikle rastgele 3 fungus 6rnegi secgilerek PDA ortaminda
30 °C’de 7 giin inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Fungal koloninin aktif biyiiyen dis
sinirlarindan elde edilen 5 mm c¢apindaki misel diskleri, PMP besiyerine inokiile edilmistir.
10 giin sonunda hiicre kitlesi kiiltiir sivisindan ayrilip kiiltlir sivis1 daha sonra yapilacak
deneyler i¢in kullanilmistir. Kiiltiir sivisinin toplam reaksiyon karigimindaki orant % 3.3
ile % 50 olacak sekilde 15 farkli reaksiyon karigimi tasarlamis ve bu karisimlarin

antioksidan aktivitelerini belirlemistir.(Cizelge 3.4.)
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Cizelge 3.4. Kiiltiir stvist miktarinin DPPH radikal siipiiriicii madde miktaria orani

Kiiltiir stvist (ml) DPPH miktar1 (ml)
0,1 2,9
0,2 2,8
0,3 2,7
0,4 2,6
0,5 2.5
0,6 2,4
0,7 2,3
0,8 2,2
0,9 2,1

1 2
1,1 1,9
1,2 1,8
1,3 1,7
1,4 1,6
1,5 1,5

3.2.1.2. Makrofungus izolatlarinin iiretilecegi Kkiiltiir tipi ve besiyerinin

secilmesi

Makrofunguslar ile yapilan antioksidan aktivite g¢alismalarinda siklikla kiiltiir
stvilart kullanilmasina ragmen kiiltiir tipi ve besiyerleri agisindan bir standardizasyon
yoktur. Farkli kiiltiir tiplerinde farkli besiyerlerinin kullanimi, elde edilen sonuglarin birbiri
ile karsilastirilmasi agisindan zorluk yaratmaktadir. Ozellikle karsilastirma ve secim amact
iceren tarama c¢aligmalarinda bu parametrelerin standardize edilmesi daha da 6nemli hale
gelmektedir. Bu nedenle antioksidan aktiviteyi indiikleyen besi yeri ve kiiltiir tipi segilmesi

i¢in aktivite belirleme ¢alismalarindan 6nce bir 6n ¢alisma yapilmistir.




34

Bu 6n c¢alisma icin yapilan literatiir taramasi sonucu makrofunguslardan
antioksidan aktiviteden sorumlu metabolitlerin {iretimi amaci ile derin (Lung ve Huang,
2013; Tripathi ve vd.., 2013) ve statik (Arora ve Chandra, 2011) kiltiir tipleri tercih
edilmistir. Besiyeri olarak da Czapek Dox’s Broth 1 ve 2 (Arora ve Chandra, 2010;
Malpure ve vd.. 2006) ve HAGEM (Kalyoncu ve vd., 2010) gibi besiyerleri kullanilmaya
karar verilmistir. Boylece tarama caligmasinda hangi besiyeri ve hangi kiiltlir tipinin

kullanilacagi belirlenmistir.

Test organizmasi olarak stok kiiltiir koleksiyonundan rastgele 4 izolat se¢ilmis
(OBCC 0034, OBCC 1072, OBCC 5014 ve OBCC 5028) ve derin ve statik kiiltiir tipinde
ve yukarida anilan 4 farkli besiyerinde iiretilmislerdir. Derin kiiltiirde {iretilen izolatlar 25
°C 150 rpm ¢alkalama hizinda 10 giin boyunca inkiibe edilmistir. Statik kiiltiirler de 25 °C
de iklimlendirme sistemine sahip odada inkiibe edilmis ve yiizeyde film olusumunun
engellenmesi amaciyla glinde bir kere hafifce ¢calkalanmistir. 10 giinliik inkiibasyon stiresi
sonunda kiiltiir sivist Whartmann NO.1 filtre kagidi ile siiziilerek hiicre kitlesi kiiltiir
stvisindan ayrilmistir. Daha sonran 10 dakika boyunca 4 °C de 10.000 rpm de
santrifijjlenmistir. On calisma sonucu secilen DPPH reaksiyon karistmi kullanilarak
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Tiim g¢alismalar ii¢ paralel olarak gergeklestirilmis
olup ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi iki ve {i¢ yonlii varyans

analizi ile gergeklestirilmistir.

3.2.1.3. Makrofungus hiicre kitlesinin ekstraksiyvon yonteminin secilmesi

Makrofungus izolatlarinin hiicre kitleleri, onceki asamalarda secilen besiyeri ve
kiiltir kosullarinda inkiibe edilen kiiltiirlerin filtrasyon, santrifiij ve liyofilizasyonu ile elde
edilmistir. Hiicre kitlerlerine ait antioksidan aktivite tayininin yapilabilmesi i¢in hazirlanan

liyofilize makrofungus hiicre kitlesinin (misellerinin) ekstraksiyonu gereklidir.

Bu nedenle maserasyon, mikrodalga, ultrases ekstraksiyon yontemleri temsilci
olarak segilen bes fungus izolati (OBCC 1128, 2002, 2003, 5501 ve 5502) kullanilarak

etkinlik bakimindan karislastiriimistir.
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Maserasyon ile ekstraksiyon; liyofilize misel ile ¢oziicii (etilasetat) 1: 100 (w/v)
oraninda muamele edilmis ve ¢ozelti 50 °C de 150 rpm hizda ¢alkalanarak 24 saat siireyle

ekstraksiyon gerceklestirilmistir (Vamanu ve Nita, 2013).

Mikrodalga ile ekstraksiyon; ev tipi mikrodalga (Vestel MD23 2450 MHz)
kullanilarak yapilmistir. Coziicii ve liyofilize misel yukarida bahsedilen oranlarda
hazirlanmis 1. kademede i¢ sicaklik 50 °C olacak sekilde 3 dakika muamele edilmistir
(Jorge ve vd.. 2014).

Ultrases uygulamasi i¢in ultrasonik banyo kullanilmistir. Coziicii ve liyofilize misel
yukarida bahsedildigi gibi hazirlanmig 50 °C de 3 dakika muamele edilmistir (Wang ve
vd.., 2013).

Ekstraksiyon yontem se¢im calismasi sonunda istatiksel analiz verilerine gore
yontemler antioksidan aktivite bakimindan karsilastirildiginda en yiiksek aktivitelerin
goriildiigli ekstraksiyon yontemi sonraki calismalar i¢in se¢ilmistir. Hiicre kitleleri secilen
yontem ile ekstrakte edildikten sonra filtre kagidi ile siiziilmiistir. Daha sonra 9000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatantlar ayrilmis ve reaksiyon karigimi 0,1
stipernatant / 2,9 DPPH olacak sekilde DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi ile

aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.2. DPPH yontemi ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fungus izolati

ve yasam formunun secilmesi

Onceki baslik kapsaminda gergeklestirilen calismalar ile DPPH radikali siipiiriicii
aktivite tayini yontemi, makrofungus izolatlarinin tretilecegi kiiltiir tipi ve besiyeri ve
makrofungus hiicre kitlesinin ekstraksiyon yontemi optimize edildikten sonra, kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan 132 fungus izolati DPPH radikali siipiiriicii aktivite ve fenolik
madde igerikleri yoniinden karsilastirilmistir. Kiiltiir sivis1 ve hiicre kitleleri ile yapilan
caligmalar sonucu aktivite bakimindan yiliksek bulunan bir fungus izolati daha sonraki
antioksidan aktivite ¢alismalar1 i¢in seg¢ilmistir. Bu asamadan sonra yapilan calismalar

sadece yiiksek aktivitesi ile secilen fungus izolat1 ile siirdiiriilmiistiir.
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3.2.3. Secilen Kkiiltiir s1vis1 ekstraktinin zamana bagh antioksidan aktivitesi

Bu asamada yiiksek antioksidan aktivitesi nedeni ile secilen fungus izolatinin kiiltiir
sivisina ait antioksidan aktivitelerinin giine bagli degisimi sorgulanmistir. Bu amagla kiiltiir
stvilarindan periyodik ornek alinarak DPPH radikal stipiiriicii aktiviteleri ve toplam fenolik

asit miktarlar1 20 giin boyunca izlenmistir.

3.2.4. Secilen makrofungus izolatinin antioksidan aktivite potansiyelinin

sorgulanmasi

DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivite ile yapilan tarama g¢aligmasi sonrasi
secilen makrofungus izolatt optimum kiiltiirel kosullarda yeniden {iretilmistir.
Makrofungus izolati PDA ortaminda 30 °C’de 7 giin inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve
fungal koloni misel diskleri, PMP besiyerine inokiile edilmistir. 10 giin sonunda hiicre
kitlesi kiiltiir sivisindan siiziilerek ayrilmigtir.  Kiiltiir sivis1 3:1 oraninda etilasetat ile
ekstrakte edilmistir. Etilasetat rotary evaporatdrde ugurulduktan sonra elde edilen ekstrakt,
secilen izolatin antioksidan aktivitesinin farkli yontemler ile sorgulanmasi amaciyla

kullanilmistir.

3.2.4.1. DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivite yontemi

Fungal ekstraktin konsantrasyon serisi hazirlanarak her birinin difenil-1-
pikrihidrazil (DPPH) siipiiriicii aktivite tayini yapilmistir. Farkli derisimlerle Olgiilen
absorbanslarla lineer regresyon grafigi cizilmistir ve y= ax+b denkleminde DPPH
derisimini yariya disiiren Ornek miktar1 pg/mL cinsinden bulunarak EC50 degeri

hesaplanmustir.

3.2.4.2. Beta karoten — linoleik asit yontemi ile toplam antioksidan aktivite

tayini

Bu yontem, linoleik asit oksidasyonundan kaynaklanan ugucu organik bilesiklerin
ve konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun spektrofotomektrik olarak olgiilmesine
dayanmaktadir (Diindar vd., 2012).
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Reaktif emiilsiyonun hazirlanmasi amaci ile - karoten, kloroformda ¢6ziilmiis ve iizerine
lineolik asit ve tween 80 ilave edilmistir. Kloroform oda sicakliginda 15 dakika bekleyerek
ucurulmus ve 50 ml oksijenlenmis su karisima eklenmistir. Kontrol ¢ozeltisi iginde ayni
islemleri tekrarlanmistir. Fungal ekstrakt iizerine emiilsiyon eklenerek 50 C’de su
banyosunda inkiibasyona birakilmis ve 470 nm de 20 dakika araliklarla 2 saat Ol¢iim
yapilmigtir. f- karoten renginin agarmasi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir
(Denklem 3.2 ve 3.3) (Cheung vd., 2003):

R=In(A/B)/t (3.2.)

Ln: Dogal logaritma

A:Baslangic absorbansi

B: 20-40-60-80-100-120 dakika sonundaki absorbansi

t: dakika

Total Antioksidan aktivite (AA) asagidaki denklem kullanilarak kontroliin yiizde

inhibisyonu olarak hesaplanmistir:

AA= ((Rkontrol-Rémek)/ Rkontrol)X100 (3.3)

3.2.4.3. ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemi

ABTS " radikal katyonu renksizlestirme yontemi; hidrofilik ve lipofilik bilesenlerin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Re vd., (1999)
gelistirdigi yonteme gére ABTS™ radikal katyonunun ekstraktaki antioksidanlar tarafindan
indirgenmesinin 734 nm de Olgimiine dayalidir. Deneyde potasyum persiilfit ile ABTS
muamele edilerek mavi-yesil renkli ABTS™ olusturulur ve daha sonra fungal ekstrakt
ABTS " ¢ozeltisi ile bir araya getirilerek 5 dakika sonunda 734 nm de koére karsi okunur.
ABTS " radikal katyonundaki renk giderimi Denklem 3.4.” ¢ gore hesaplanmustir:

3.4 % ABTS radikal katyonu giderimi = (Ac-As) / Ac X 100

Ac: ABTS™ stok ¢ozeltisinin absorbansi

As: Ekstreyi igeren 6rnek ¢ozeltinin absorbansi
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3.2.4.4. Metal selatlayici aktivite

Metal iyonu selatlama aktivitesi fungus ekstraktindaki antioksidanlarin ¢6zeltideki
Fe?* iyonlarmi baglayabilmek icin ferrozin ile yarismasia gore degerlendirilmistir (Orhan
ve Ustiin 2011). Demir iyonlar1 ferrozin ile bir araya geldiginde kirmizi renkli ferrozin
komplexi olustururlar. izolata ait ekstrakta antioksidan aktivite yiiksek ise demir iyonunu
ferrozinden daha hizli baglayarak kirmizi rengin olusumunu engellerler. Bu renk
degisikligi 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Sarikurkcu vd., 2011).
Pozitif kontrol olarak iyi bir metal selatlayict olan EDTA kullanilmistir. Yiizde metal
selatlayict aktivite Denklem 3.5.kullanilarak hesaplanmuistir:

% Metal Selatlayic1 Aktivite =[ (Akontrol/ Asmek )]/Akontrol x 100 (3.5)

Avontrol - Fe?* Ferrozin komplexine ait absorbans degeri

Asmek : Ekstrakta ait absorbans degeri

3.2.45. Rediikleyici giic

Rediikleyici gii¢, bir numunenin bir elektron dondrii olarak hareket etme yetenegini
Olger ve antioksidanlarin Serbest radikallerle reaksiyonlariyla onlari daha kararli iriinlere
dontistiiriir ve boylece radikal zincir reaksiyonunu sona erdirir (Zohri vd., 2017). Genel
olarak rediikleyici giic deneyi ferrik demirin (Fe*") antioksidanlarin varhiginda ferro demire
(Fe?*) indirgenmesine dayanmaktadir (Chang ve vd., 2002). Farkli konsantrasyonda
hazirlanan fungal ekstraktlara fosfat tamponu ve potasyum ferrisiyanid (%1) eklenir. 50°C
de 20 dakika inkiibasyon sirasinda ferrisiyanid ferrosiyanide rediiklenmesi saglanmistir.
Daha sonra karisima trikloroasetik asit (%10) eklenmis ve 650 g’ de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi iist tabaka toplanip distile su ve FeCls (% 0.1) ile
karistirtlmistir. Bu agamada demirkloriir ile ferrisiyanid bir araya gelip ferik ferrosiyanidi
olusturmustur. Bu bilesigin kendine ait prussian mavisi rengi vardir. Olusan bilesigin
absorbans1 700 nm de Ol¢iilmiistiir. 700 nm de 0.5 absorbans veren deger ECso degeri

olarak belirlenmistir (Chang ve vd., 2002; Arora ve Chandra, 2010).
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3.2.4.6. Ferrik tivosivanat vontemi ile lipit peroksidasyonu (FTC)

Ferrik tiyosiyanat yontemi, lipit oksidasyonunun ilk iirlinii olan, oksidasyonun ilk
asamalarinda tiretilen peroksit miktarini 6lgmektedir (Beyhan ve vd., 2010). Bu metotta in
vitro kosullarda linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve oksidasyon sirasinda Fe?* iyonlari
Fe3* iyonlarina yiikseltgenir. Ferrik iyon daha sonra amonyum tiyosiyanat ile birlesir ve
kirmizi ferrik tiyosiyanat tretilir (Zahin vd., 2009). Belli araliklara karisimdan alinan
orneklerde olusan kirmizi rengin absorbanst 500 nm spektrofotomektrik olarak
degerlendirilmistir. Peroksit miktarinin en yiliksek seviyeye ulastigi saatte lipit

peroksidasyon inhibisyonu Denklem 3.6. kullanilarak hesaplanmustir.

% Lipit peroksidasyonu inhibisyonu: 100-((AbSsmek/ AbSkontrol)*100) (3.6)

ADbSsmek : Ekstreyi igeren 6rnek reaksiyon karigiminin t dakikadaki absorbansi

Absiontrol : Kontrol ¢ozeltinin t dakikadaki absorbansi

3.2.4.7. Tivobarbutirik asit vontemi ile lipit peroksidasyonu

Tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi, lipit peroksidasyonunun ikinci agamasinda
tiretilen aldehit ve keton iriinlerini 6lgmek igin kullanilmaktadir. Bu iriinler genel olarak
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri - TBARS olarak bilinmektedirler ve aralarinda en
taninani1 malonaldehittir. Yiiksek sicaklik ve diisiikk ph da malonaldehid ve TBA baglanarak
pembe renkli bir bilesik olustururlar. Ortamda antioksidanlar varliginda lipit peroksidasyon
reaksiyonlar1 inihibe edildiginden malonaldehid ve diger TBARSs olusamaz ve pembe renk
goriilemez. Bu nedenle reaksiyon sonunda olusan rengin spektrofotometrik olarak
degerlendirilmesi antioksidan maddenin etkinligi hakkinda bilgi vermektedir. Deneyde
ferrik tiyosiyanat yonteminde hazirlanan kontrol ve Ornek reaksiyon karigimlari
kullanilmistir. Reaksiyon karisimlarina (% 20) trikloroasetik asit ve ( %0,67) tiyobarbutirik
asit sulu ¢ozeltisi eklenip, 10 dakika boyunca kaynar suda inkiibe edildikten sonra 3,000
rpm de 20 dakika santrifiijlenmistir. Absorbans 532 nm de 6lgiilmiistiir (Kizil vd. 2008).

Antioksidant aktivite Denklem 3.7. kullanilarak hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [(Abso — Abs; )/Abs; x100] (3.7.)
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ADbso : Kontrol ¢ozeltinin t dakikadaki absorbansi

Abs; : Ekstre i¢eren ¢ozeltinin t dakikadaki absorbansi

3.2.4.8. Total fenolik icerik tayini

Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak belirlenmistir
(Singleton et al., 1999). Folin-Ciocalteu reaktifi; fosfotungustik ve fosfo molibdik asitlerin
karisimindan olusmaktadir ve asitler fenol oksidasyonu sirasinda mavi renkli bilesiklere
indirgenmektedir. Bu renk degisimi spektrofotometrik olarak 760 nm’de Olciilmiis ve

sonuclar gallik asit esdegeri olarak sunulmustur.

3.2.4.9. Total flavanoid icerik tayini

Total flavonoid igerik tayini Down metodu adi verilen yontem kullanilarak
yapilmistir. Esit miktarda ekstrak ve aliiminyum klorid ile karistirllirak distile su ile 25
mL’ye tamamlanmustir. C6zeltinin absorbansi 60 dakika sonra UV-spektrofotometrede 415

nm'de 6l¢lilmiistiir. Sonuglar rutin es degeri olarak belirlenmistir.

3.2.4.10.Makrofungus izolatlarinin molekiiler yontemlerle tanilanmasi

Calismanin molekiiler yontemlerle tanimlama kismindaki tiim deney asamalar1 ve
elde edilen bulgularin degerlendirilmesi asagidaki yontemler kullanilarak Dr. Ayse Betiil

Karaduman tarafindan gergeklestirilmistir.

Fungus izolatlarinin molekiiler yontemler ile isimlendirilmesi ¢aligmalari; DNA
izolasyonu, ITS bolgelerinin PZR amplifikasyonu, elde edilen PZR fiirlinlerinin hizmet
alimi ile dizi analizi ve elde edilen dizilerin gen bankasinda depolanan veriler ile BLAST

kullanilarak karsilastirilmasi is sirasina gore gerceklestirilmistir.

Fungus izolatlar1 Oncelikle PDB ortaminda 30 °C’ de 100 rpm’de 7 giinlik
inkiibasyon sonunda elde edilen pelletler besiyerinden ayrilarak distile su ile yikandiktan
sonra liyofilize edilmistir (Christ Alpha). Liyofilize 6rneklerden CTAB) yontemi (Murray
ve Thompson,1980 ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
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Elde edilen DNA pelletleri -20 °C’ de saklanmistir. Dizi analizi yapilacak olan
bolge ITS 1 — ITS 4 evrensel primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir (Martin ve
Rygiewicz, 2005). Reaksiyon fiiriinleri elektroforezde % 1’ lik agaroz jel kullanilarak 90 V’
ta 40 dk yiirlitme ile kontrol edilmistir. PZR {iriinleri jel ekstraksiyon kiti kullanilarak elde
edilmis ve saflagtirma sonrasi iiriin varlig1 agaroz (Biomax) jel elektroforezi ile tekrar
kontrol edilmistir. Elde edilen PZR reaksiyon fiiriiniiniin DNA dizi analizi hizmet alim
biciminde gergeklestirilmis olup, her izolat i¢in analiz sonucunda elde edilen dizi verileri
icin BLAST analizi yapilmis, veritabaninda kayitli olan izolatlar ile benzerlik seviyeleri
belirlenmistir. Her izolata iliskin veriler Mega 7 software araciligi ile neighbor-joining
metodu kullanilarak filogenetik agac haline donistiiriilmistir (Saitou ve Nei, 1987).
Calisilan fungus izolatlar1 geleneksel ve molekiiler yontemlerden elde edilen verilerin

birlikte degerlendirilmesi ile isimlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tarama Calismasinda Kullanilacak Kosullarin Optimizasyonu

4.1.1. DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini yontemi optimizasyonu

Kiiltir koleksiyonumuzda bulunan fungal izolatlarin antioksidan aktivitelerini
karsilastirarak yiliksek aktiviteye sahip olanlarin secilebilmesi amaciyla DPPH radikal
stiptiriicii aktivite tayini seg¢ilmistir. Hizli, etkin ve giivenilir bir yontem olan DPPH radikal
stiptiriicii aktivite tayini toplam reaksiyon hacmi optimize edilerek kullanilmistir. Deney
asamasindan Once yapilan literatiir calismalar1 gdstermistir ki antioksidan aktivitesi
belirlenecek olan kiiltiir sivisi / hiicre ekstraktinin toplam reaksiyon karigimindaki orani

cok farkli degerlerde olabilmektedir.

Ornegin Diindar ve arkadaslar1 (2012) %25 oran ile calisirken (ekstrakt: DPPH
orani 1: 3) , Tripathi ve Tiwary, (2013) i¢in bu oran % 20 kadardir (ekstrakt: DPPH orani
1: 4). Orhan ve Ustiin (2011) ve Akata vd.., (2012) ise arastirmalarin1 % 5 (ekstrakt :
DPPH oranmi 1 : 5) ve % 5 (ekstrakt : DPPH oran1 0.2 : 3.8) olarak gerceklestirmislerdir
ancak ekstrat miktarlar1 farkidir. Dulay vd.. (2016) igin reaksiyon karigimindaki fungal
ekstrakt oran1 % 95 (ekstrakt : DPPH oram 0,1 : 0,05) gibi ¢ok yiiksek bir degerdir. . Bu
orneklerden de goriildiigli gibi yapilan caligmalar arasinda bir standart olmadigi gibi
yontem uygulanmasi agisindan da farkliliklar mevcuttur. Bu nedenle ¢alismalardan elde

edilen verilerin birbirleriyle karsilastiriimas1 miimkiin degildir.

Yaptigimiz 6n ¢alismada elde edilen verilerden goriildigii tizere (Cizelge 4.1., Sekil
4.1.) ekstrakt miktar1 toplam hacimde arttikga % inhibisyonda artmaktadir. Bu durum
yalanci yliksek aktivite degerlerinin elde edilmesine neden olmaktadir. Dogru sonuglara
ulasabilmek adina tek olanak olarak, kullanilan pozitif kontrol(ler) ile karsilastirmaktir. Bu
nedenle reaksiyon hacmi kaynakli olusan bilgi karmasasinin 6niine gecebilmek ve fungal
izolatlar arasindan en dogru se¢imi yapabilmek adina tarama calismasi Oncesi bir

optimizasyon ¢alismasi tasarlanmistir.
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Tarama ¢aligmasinda kullanilacak seciciligi en yiiksek reaksiyon karigiminin

belirlemesi i¢in secilen 3 fungus O6rneginin antioksidan aktivitesi kiiltiir sivisinin toplam

reaksiyon karisimindaki orani 15 farkli reaksiyon karisimi hazirlanarak belirlenmistir. Elde

edilen veriler Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1. de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Ug fungus drneginde toplam reaksiyon karisimindaki kiiltiir stvis1 miktarmin
DPPH radikal siipiiriicii aktiviteye (%) etkisi.

Kiiltiir stvis1 / DPPH miktar1 (ml)

Izolata Bagli DPPH Radikal Giderimi (%)

1047 1056 1060
0.1/29 88.98 60.43 15.84
02/28 89.84 63.98 17.31
03/27 89.86 72.55 21.90
04/26 89.84 74.40 27.90
05/25 89.86 92.49 32.59
0.6/24 89.88 89.19 34.75
0.7/23 89.92 91.48 41.50
08/22 89.90 95.85 47.86
09/21 89.88 98.71 47.21
1.0/2.0 89.90 98.71 55.82
11/19 89.86 98.71 58.62
12/1.38 89.88 98.71 64.65
13/17 89.90 98.71 66.11
14/1.6 89.88 98.71 67.23
15/15 89.90 98.71 78.58
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Sekil 4.1. Ug fungus 6rneginde toplam reaksiyon karigimindaki kiiltiir stvist miktarmin
DPPH radikal siipiiriicti aktiviteye (%) etkisi A) OBCC 1047 B)OBCC
1056 C)OBCC 1060
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Sekil 4.1.'e gore kiiltiir sivist konsantrasyonu arttikca antioksidan aktivite de
artmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucu elde edilen verilere gore gercekten yliksek
antioksidan aktiviteye sahip funguslarin secilmesi i¢in fungal kiiltlir sivis1 / ekstraktin
toplam reaksiyon karisimi i¢indeki oraninin diisiik olmasi1 gerekmektedir. Konsantrasyon
diistiikge izolatlarin inhibisyon degerleri azalmis ve izolatlar arasi aktivite farki olusmaya

baslamistir.

Yapilacak tarama calismasinda amag izolatlar1 dogru bir sekilde ayristirmak ve
gercek yiiksek aktivite gosteren izolatlart belirlemek oldugundan en diisiik konsantrasyon
orani 0,1:2,9 ile ¢alismanin devam edilmesine karar verilmistir. Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.
de sunulan veriler, kullanilan en diisiik ekstraktin DPPH oraninin segiciligi en yiiksek

reaksiyon karisimi oldugunu dogrulamaktadir.

4.1.2. Makrofungus izolatlarinin iiretilecegi kiiltiir tipi ve besiyerinin

secilmesi

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde nasil ki kiiltiir sivist - reaksiyon hacmi
oraninda bir standart olmadig: gibi kiiltiir tipi ve besi yeri hakkinda da bir standardizasyon
yoktur. Farkli kaynaklarda derin (Lung ve Huang, 2013; Tripathi vd.., 2013) ve statik
(Arora ve Chandra, 2011) kiiltiir tiplerinde Czapek Dox’s Broth (Arora ve Chandra, 2010;
Malpure vd., 2006) ve HAGEM (Kalyoncu vd., 2010) gibi besiyerleri kullanilmustir.
Ancak farkl kiiltiir tiplerinde farkli besiyerlerinin kullanimi, elde edilen sonuglarin birbiri
ile karsilastirilmasi agisindan zorluk yaratmaktadir. Tarama ¢aligmalarinda dogru sonuglara
ulasabilmek adina bu parametrelerin standardize edilmesi daha da 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle ¢calismamizda antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerin {iretimini arttirmak i¢in
uygun Kkiiltlir tipi ve besi yeri secilmistir. Tarama c¢aligmasinda kullanilacak besiyeri ve
kiltlir tipini belirlemek amaciyla secilen dort fungus izolat1 (OBCC 34, 1072, 5014 ve
5028), Czapek Dox 1, Czapek Dox 2, HAGEM, PMP besi yerlerinde ve statik ve ¢alkamali

kiiltiir tipinde tiretilmis ve kiiltiir sivilarinda DPPH radikal giderimi (%) hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. de sunulan istatistiksel analiz verileri, kiiltiir tipinin antioksidan
aktivite lizerine anlamli bir etkisi olmadigin1 gosterirken, kullanilan besiyeri ve izolata

bagli olarak ise antioksidan aktivite anlamli olarak degistigini belirlenmistir. (P<0.05).
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Cizelge 4.2. Kiiltiir tipi, besiyeri ve izolat degisiminin antioksidan aktivite iizerin etkisine
ait varyans analiz ¢izelgesi

Degisim Kareler Serbestlik Derecesi | Kareler . 5
Kaynagi Toplami (df) Ortalamasi

Kiiltiir tipi 13.536 1 13.536 0.181 | 0.671
Besiyeri 5202.690 3 1734.230 23.246 | 0.000*
Izolat 1475.782 3 491.927 6.594 | 0.000*
Hata 6565.199 88 74.605

Toplam 13257.207 95

*: P<0.05

Calisma sonucunda elde edilen antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde igerigi
degerleri ise Cizelge 4.3. te sunulmustur. Elde edilen istatiksel analiz verilerine gore statik
kiiltiir tipinde ve PMP besiyerinde DPPH radikali % giderim ve toplam fenolik madde
(gallik asit esdegeri mg/ml) degerleri agisindan istatistiksel anlamda daha yiiksek degerlere
sahip oldugunu belirlenmistir. Bu nedenle caligmanin sonraki basamaklarinda izolatlar
PMP besiyerinde statik kiiltiir tipinde 25 °C de 10 giin inkiibe edilerek antioksidan aktivite

caligmalarina dahil edilmistirler.

Cizelge 4.3. Farkl1 besiyerleri ve kiiltiir tiplerinde elde edilen DPPH radikal giderimi (%)
ve toplam fenolik madde (gallik asit esdegeri mg/ml) degerleri.

Kiiltir tipi
GALKALAMALI STATIK

Besiyeri  /Fungus
Kodlar1 (OBCC) % 1072 5014 502 % 1072 5014 5028
. Czapek Dox-1  287:01%9a 2192:9858 485:026e 1188:24s 382:12a 1172¢479s 369:080s 347:058s
o |CzspekDox-2 1080£100b 485:148b 1227¢108ab 10,02:0%3a 867:3508 92:167a 60:089a 3NIT+417he
% ﬁ HAGEM 1665¢153c 820:022b 1567+501bc 1913:267b 78610478 1016:004a 1457:298b 1871£124b
E 7|PvP 080:151d 1988:018a 2077+247c 3747:457c 26,44:203b 29%:329b 2358:274c 4242:¢953¢c

Czepek Dox-1  071:000a 08310048 071:000a 0%4:0058 071:0008 077:001e 071:0008 076:001s

Czapek Dox-2  0%:004b 108£003b 0%:005b 0970008 085:012s 108:002sb 085:002ab 221:024b
% < | HAGEM 113:007c  107£003b 109:008b 126:017s 081:0008 113£003b  103:013b 127:008a
E E» PMP 141£002d 805:¢006c 112:009b 666:108b 185:014b 226:024c 149:008¢c 236:0%c

ANOVA, P<0.05, siitunlarda ayni harflerin kullanim istatistiksel anlamda benzerligi ifade
etmektedir.
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4.1.3. Makrofungus hiicre kitlesinin ekstraksiyon yonteminin secilmesi

Makrofungus hiicre kitlelerinin antioksidan aktiviteden sorumlu hiicre igi
metabolitlerinin ya da yapisal bilesenlerinin aktivitelerinin degerlendirilebilmesi igin
oncelikle bu bilesenlerin uygun c¢oziicii ve / veya yontemlerle ekstrakte edilmesi
gerekmektedir. Bu asamanin en yiiksek verimle gergeklestirilmesi elde edilen sonucu
dogrudan etkileyeceginden ektraksiyon asamasi hiicre kitleleriyle yapilan ¢aligmalarin en

Oonemli basamagi haline gelmektedir.

Biyomasin ekstraksiyonu amaci ile farkli aragtirmacilar tarafindan gerceklestirilen
caligmalarda maserasyon (Kelesve vd., 2011; Tripathi ve Tiwary, 2013), mikrodalga (Kaur
vd., 2012; Ozyiirek vd., 2014), ultrases (Muji¢ ve vd., 2010; Morelli ve Prado, 2012) gibi

uygulamalar kullanilmistir.

Maserasyon, mikrodalga ve ultrases yontemleri arasindan en basarili ekstraksiyon
yontemini segmek amaciyla OBCC kiiltiir koleksiyonundan secilen 5 fungus izolatina ait

hiicre kitleleri kullanilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde igerigi
degerleri sayisal olarak Cizelge 4.4. de ve gorsel olarak Sekil 4.2. de sunulmustur. Elde
edilen veriler dogrultusunda diger yontemlerle karsilastirildiginda mikrodalga

uygulamasinin hizli, ucuz ve etkin bir ekstraksiyon yontemi oldugunu desteklemektedir.

izelge 4.4. Fungus hiicre ekstraksiyon yonteminin DPPH radikalinin % giderimine etkisi.
g g yony g

Fungus Izolat Kodu (OBCC) Ekstraksiyon Yontemine Bagli DPPH Radikal Giderimi
(%)
Maserasyon Mikrodalga Ultrases
1128 5756+ 1.52a 4470 £0.03 a 9.39+0.14b
2002 63.28£0.51a 64.97+041a | 37.94+1.18b
2003 45.15+0.20 a 44.64 £0.08 a 9.18+0.12b
5501 44.64 +£0.08 a 44.47+0.51a 8.88+£0.15b
5502 4459+0.10 a 4482 +0.18 a 897+0.60b

ANOVA, P<0.05, ayni harf kullanilan satirlar istatistiksel anlamda benzerdir.
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Sekil 4.2. Fungus hiicre ekstraksiyon yonteminin DPPH radikalinin % giderimine etkisi

Calisma sonucunda; ultrases yonteminin antioksidan aktiviteden sorumlu hiicre ici
bilesenlerin ekstraksiyonu amaci ile kullanilan diger yontemlere gore oldukga diisiik
verime sahip oldugu ve maserasyon ve mikrodalga uygulamalarindan elde edilen verilerin
ise istatistiksel anlamda farkli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.4.). Bu durumda daha kisa
sirede ve daha ucuz olarak gergeklestirilen bir yontem olan mikrodalga uygulamasinin
hiicre ekstraksiyonu amaci ile kullanimi daha uygun goriilmiis ve aragtirmanin sonraki

kismi1 bu yontem ile gerceklestirilmistir.

4.1.4. DPPH yontemi ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fungus izolat1

ve yasam formunun secilmesi

Gergeklestirilen {i¢ optimizasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen veriler bir araya
getirildiginde;
a. DPPH radikal stipiiriicti aktivite tayininde 0,1: 2,9 oraninda kiiltiir stvis1 / DPPH (h/h)
kullanilmasi,
b. Organizmalarin PMP besiyerinde ve statik kiiltiir kosullarinda iiretilmesi,
c. Hiicre kitlelerinin mikrodalga uygulamasi ile ekstrakte edilmesi uygun goriilmiistiir..
Bu asamada yukaridaki veriler kullanilarak 132 adet fungus izolatinin kiiltiir s1vis1 ve hiicre

kitlesinin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
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4.14.1. Yiiksek antioksidan aktiviteve sahip hiicre kitlesinin belirlenmesi

Statik kiiltiir kosullarinda {iretilmis olan makrofungus hiicre kitleleri liyofilize

edilerek mikrodalga yontemi ile ekstrakte edilmis ve DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri ve

fenolik madde igerigi belirlenmistir. Fungus izolatlarindan elde edilen hiicre kitlelerinin

DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve toplam fenolik madde icerigi degerleri Cizelge 4.7. te

sunulmustur.

Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde

igerikleri
Fungus Izolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde Icerigi
(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)

2 19.57+ 0.42 ab 0.87 +0.01
3 8.77 + 0.46 ab 1.21 +£0.03
4 517+0.39b 1.16 £0.00
5 0.84 +0.07 ab 1.89 £0.01
9 15.85+0.07 ab 0.83 +£0.01
17 12.69+0.21a 1.00 £ 0.01
19 6.94 +0.00 ab 1.14 +£0.04
21 21.01 £0.16 ab 1.42+0.01
23 23.98 £ 0.73 ab 1.29 +£0.03
24 9.21+0.15ab 1.01 £0.00
25 13.98+0.27 a 0.87 +£0.00
26 6.66 £ 0.00 ab 1.04 +£0.03
27 9.63 +£1.26 ab 1.31+£0.01
28 10.50 £ 0.16 ab 1.03 £0.02
30 15.52+1.33 ab 1.21 £0.05
31 21.32+£0.51 ab 1.17+£0.07
32 1.05 +0.00 ab 0.90 +0.00
33 22.09+0.43 ab 1.15+£0.03
34 17.84 £ 0.48 ab 0.90 +0.02
36 19.64 + 0.85 ab 1.20 +0.04
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Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde

igerikleri (devam).

Fungus Izolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde Icerigi
(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)

37 4.03+095b 1.09 +0.04

38 6.86+0.15 ab 0.88 £ 0.02

39 0.23 £0.08 ab 4.60 £+ 0.00

40 17.58 £0.18 ab 0.97 +£0.00

51 11.83+0.27 a 0.80 +0.00
1002 9.30+0.11 ab 1.05+0.00
1004 1.74 £1.30b 0.76 +£0.03
1005 5.71 £0.77 ab 0.87+0.13
1006 1.60 £0.53b 0.79 £0.01
1008 394 £0.34b 0.83 £0.02
1010 2.04 £0.49b 0.78 £0.03
1014 0.63 £0.07 ab 1.20+0.01
1015 3.21 £0.10b 0.73 +£0.00
1021 1.90 £0.44 Db 243 £1.70
1023 3.68 £0.11b 0.68 £0.01
1025 2.78+0.14b 0.74+0.01
1026 491 £0.15b 0.77 £0.02
1031 4.06+0.21Db 0.73 £ 0.04
1033 5.95+0.66 ab 0.80 + 0.00
1035 5.08+1.08b 0.79 £ 0.04
1038 428+0.80b 0.76 £ 0.02
1040 15.01 £ 1.09 ab 1.52+0.05
1043 2.09 £0.15b 0.83 £0.08
1046 3.29+0.00b 0.86 +0.05
1047 17.37 £ 0.77 ab 2.14£0.07
1048 5.32+0.03 ab 0.83 +£0.04
1049 3.65+0.24 ab 0.79 £ 0.02
1050 13.60+£0.51 a 1.41+0.03
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Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde

igerikleri (devam).

Fungus izolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde Icerigi
(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
1056 5.57+0.35ab 0.80 +0.01
1057 3.01 + 0.98 ab 0.94 +0.05
1058 3.75 £0.04 ab 0.78 £0.03
1059 3.65 £0.56 ab 0.99 £0.13
1060 1241+£0.25a 1.20£0.00
1067 15.52+0.69 ab 2.01+£0.01
1070 18.33+0.18 ab 0.91 +£0.01
1071 5.19+0.07 ab 1.19+£0.04
1072 2.75+1.36 ab 0.79 +£0.03
1075 3.16 £0.63 ab 0.63 +0.01
1078 4.38+0.56 ab 0.80 +0.02
1079 6.16 £ 0.03 ab 0.82 +0.05
1080 7.14 £ 0.04 ab 0.91 +£0.02
1084 4.08 £0.19 ab 0.75 £0.01
1085 3.12 £0.81 ab 0.71 +0.03
1086 445+0.42 ab 0.81 +£0.07
1087 6.23£0.17 ab 0.79 £ 0.01
1088 3.05 £0.46 ab 0.71 +0.01
1089 3.89 +£0.10 ab 0.76 +0.00
1092 2.35 £0.04 ab 0.71 +0.01
1095 2.33 £0.10 ab 0.83 £0.08
1097 2.56 £0.32 ab 0.74 +0.01
1098 4.62 +0.34 ab 0.79 +0.00
1099 420 £0.42 ab 0.72 £0.02
1100 1.16 £0.76 ab 0.72 +0.01
1106 11.04+£0.07 a 1.12+0.04
1108 437 £0.78 ab 0.74 £0.02
1109 228 £0.11 ab 0.68 £0.01
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Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
igerikleri (devam).

Fungus Izolat Kodu

DPPH Radikali Giderimi

Toplam Fenolik Madde Igerigi

(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
1110 3.83+£0.14 ab 0.83 £0.02
1120 21.04 £ 0.28 ab 1.22+0.02
1121 20.85 £ 0.40 ab 1.69 £ 0.02
1128 44.69 +0.02 ab 0.79 £ 0.01
1136 3.82 £0.32 ab 0.81 +0.05
1137 2.87 £0.56 ab 0.74 +0.01
1506 7.08 £ 0.07 ab 0.90+0.01
1508 5.73+0.28 ab 0.98 £0.01
1509 491 +0.10 ab 0.94+0.01
2001 734+045b 0.98 £0.02
2002 64.97+0.41 ab 1.93 +£0.02
2003 44.64 £0.08 ab 1.09 +0.01
2004 8.84 £ 0.35 ab 0.23 £0.00
2503 19.52 £ 0.46 ab 1.41+0.03
2517 13.96 £ 0.46 b 1.38+0.05
2523 8.46 £ 0.35 ab 1.11+£0.00
2524 9.78+0.10b 1.28 £0.03
2525 259+0.12a 1.23+0.01
3001 29.52 £ 6.04 ab 0.83 +£0.03
3003 23.00 £ 0.81 ab 1.68 = 0.00
3008 9.54+0.37b 0.92 +0.01
3009 6.84+0.53a 0.84 +£0.00
3504 9.28+0.36 ab 1.15+0.00
3505 10.50+0.11 b 0.88 £ 0.00
5002 6.59+0.00 a 0.76 £ 0.01
5004 10.05+0.16 b 1.04 +0.03
5006 13.30+0.89 b 1.45+0.00
5008 16.85 £ 0.40 ab 1.39+0.01
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Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde

igerikleri (devam).

Fungus Izolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde Igerigi
(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
5009 17.25+0.00 ab 0.90+0.01
5010 1.05+0.12 a 1.20+0.01
5011 20.55+0.00 ab 1.05+0.01
5014 21.18 £0.25 ab 1.21 +£0.01
5015 7.71£0.14 ab 1.72 +0.00
5016 8.27+£0.74 ab 0.94 +0.00
5022 0.96 +£0.04 a 1.23+0.00
5023 21.97 £ 0.42 ab 1.16 £0.02
5024 725+0.11a 1.55+0.03
5028 0.54 £0.04 ab 0.87+0.01
5040 20.38+0.33 ab 1.06 £0.01
5041 10.33+0.49b 1.01 +0.00
5046 40.00 £+ 1.66 ab 3.17+0.03
5049 20.73 £ 0.04 ab 1.10 £0.02
5050 428+0.66a 1.45+0.08
5051 8.53+0.21 ab 1.36 £0.03
5052 7.62+0.28a 1.14 +£0.02
5054 19.19 + 0.68 ab 1.11+0.01
5058 24.82+£1.09 ab 1.43+£0.01
5059 14.61 £ 0.98 b 1.47 +£0.02
5060 2.83+0.25a 1.22 £0.02
5063 0.94+0.01 a 0.42+0.01
5066 228+0.05a 0.91 £0.01
5501 44.47 £0.52 ab 1.23£0.01
5502 4482 £0.18 ab 0.98 £0.01
5503 3.80+1.01a 0.73 £0.01
5507 8.02+0.48 ab 1.03+0.00
6008 4.07+0.52a 0.80 +0.01
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Cizelge 4.5. Fungal hiicre kitlelerinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
igerikleri (devam).

Fungus izolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde Igerigi
(OBCC) ve Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
Askorbik asit 90.22+ 0.43 b Denenmedi
BHT 57.29+0.07 a Denenmedi

a: Askorbik asitten istatistiksel olarak farkli, b: BHT den istatistiksel olarak farkli (P<0.05)

Fungal izolatlarin birgogunun BHT ve askorbik asitten daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. Pozitif kontroller ile rekabet edecek seviyede degerlere sahip

izolatlara iliskin veriler Sekil 4.3. de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Secilmis OBCC izolatlarinin hiicre kitlesi ekstraktlarina ait antioksidan aktivite
ve total fenolik icerik

4.1.4.2. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip kiltiir sivisinin belirlenmesi

OBCC Kkiiltiir koleksiyonundan segilen 132 izolata PMP besiyerinde statik kiiltiir
kosullarinda iiretildikten sonra kiiltiir sivilar1 dogrudan DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve
toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Elde edilen degerler

Cizelge 4.6. da sunulmustur.




Cizelge 4.6. Fungal kiiltiir stvilarinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
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icerikleri.
Fungus [zolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde igerigi
(OBCC) ve
Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
2 9.17+1.05 0.96 +0.02
3 18.53 + 1.47 ab 1.58 £0.05
4 23.78 £ 1.28 ab 1.06 +0.02
5 18.11+ 0.70 ab 1.55+0.11
9 33.18+ 0.19 ab 1.24 £0.02
17 535+0.11a 1.25+0.10
19 29.10+0.61 ab 1.01 +£0.02
21 26.95 + 1.94 ab 1.77+0.10
23 1639+ 0.95b 2.00+£0.24
24 10.99+0.61 b 1.56 £0.31
25 28.16 = 1.20 ab 0.97 £ 0.06
26 470+£0.76 a 1.04 £ 0.05
27 19.28 £0.39 ab 1.67 £0.04
28 18.60 + 1.65 ab 1.29+0.13
30 25.70 £ 0.50 ab 1.36 £0.03
31 10.46 + 1.62 b 1.09+£0.11
32 28.57 + 1.68 ab 1.40£0.01
33 19.17 £ 0.54 ab 1.21 £0.08
34 12.35+ 0.00b 1.40+0.01
36 13.64+1.30Db 1.19+£0.10
37 10.36 £ 0.77 b 1.04 +£0.06
38 8.63+ 0.19a 1.12+0.04
39 23.82+ 0.40 ab 1.52+0.02
40 9.96+0.24b 0.83 +£0.40
51 8.82+£0.46 1.00 £ 0.03
1002 9.39+0.35 1.15+0.03
1004 12.11+ 0.18 b 1.62 +0.06




Cizelge 4.6. Fungal kiiltiir stvilarinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
icerikleri (devam).
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Fungus [zolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde igerigi
(OBCC) ve
Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
1005 8.97 + 1.44 1.04 +£0.02
1006 21.73 £ 1.09 ab 1.72 £0.02
1008 20.68 £ 4.61 ab 1.56 £0.21
1010 21.47+1.85ab 2.05+0.17
1014 25.76 = 0.10 ab 1.06 +0.02
1015 40.98 + 0.00 ab 1.17 +£0.00
1021 9.61+0.70b 1.46 £ 0.03
1023 20.28 + 0.00 ab 1.70 + 0.00
1025 40.17 £2.85 ab 1.90 +0.02
1026 1533+0.11b 0.81 +£0.00
1031 1624+ 1.22b 1.50 +0.08
1033 60.25+0.39 ab 1.32+£0.01
1035 17.86 £2.21 b 1.71 £0.17
1038 24.74 £ 1.79 ab 1.61 +0.00
1040 20.20 £+ 0.46 ab 1.07 £0.14
1043 14.57+1.39b 1.28 £0.07
1046 18.74 + 3.58 ab 1.68 £0.05
1047 100.00 = 0.00 ab 4.62+0.22
1048 54.12+£2.21 ab 2.24+0.12
1049 11.73+£0.79b 1.17£0.02
1050 25.35+0.59 ab 0.92 +0.01
1056 91.37+0.28 ab 2.18+£0.10
1057 9.92+0.82 0.97 £0.02
1058 9.47+£0.21 1.81 £0.02
1059 1432+ 1.31Db 1.95+0.00
1060 15.84+1.64b 1.02 +£0.01
1067 50.29+£3.91 ab 1.71 +£0.17




Cizelge 4.6. Fungal kiiltiir sivilarinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
igerikleri (devam).
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Fungus [zolat Kodu DPPH Radikali Giderimi Toplam Fenolik Madde icerigi
(OBCC) ve
Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
1070 7.95+1.12 1.14 +£0.04
1071 5.99 +0.07a 0.98 +0.03
1072 2547+ 1.33 ab 1.24 +£0.00
1075 16.64+ 0.30 b 1.52+0.06
1078 8.81£0.18 1.17 £0.01
1079 13.64+0.21b 0.97 £ 0.03
1080 1421+0.52b 1.82 £0.01
1084 10.81 £0.72 1.14 £0.01
1085 16.80 £0.23 b 1.46 £0.01
1086 14.57+ 1.79b 1.23+£0.07
1087 8.49 +0.00 2.33+0.00
1088 11.12+0.04 1.08 £ 0.09
1089 13.72+0.72 b 1.28 £0.01
1092 25.24 £ 0.65 ab 1.23£0.10
1095 30.39+ 0.98 ab 1.24 +£0.00
1097 8.31+1.10 1.22 £0.09
1098 26.36 +0.58 ab 0.98 +0.01
1099 38.33+2.93 ab 1.74 £0.05
1100 7.72 £0.38 0.95+0.00
1106 15.53+3.14b 2.00+0.29
1108 10.97 £0.73 1.10 £ 0.04
1109 23.74+ 2.67 ab 1.60 +0.16
1110 9.05+0.84 1.03 +£0.00
1120 19.02+791b 2.81£0.01
1121 25.56 £5.92 ab 1.20+0.00
1128 27.15£0.23 ab 1.86 +0.06
1136 721 +1.54 1.16 £ 0.00




Cizelge 4.6. Fungal kiiltiir stvilarinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
igerikleri (devam).
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Fungus Izolat Kodu

DPPH Radikali Giderimi

Toplam Fenolik Madde igerigi

(OBCC) ve
Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
1137 26.89+ 3.43 ab 1.65+0.03
1506 8.94+0.10 1.00 +0.02
1508 3190+ 1.82 ab 1.70 £ 0.00
1509 29.69 + 1.18 ab 2.72+0.01
2001 10.49+0.11 1.01 +£0.02
2002 86.67+ 1.12 ab 435+ 0.54
2003 8.44+0.43 1.27 +0.00
2004 36.04 £ 1.76 ab 1.79 £ 0.05
2503 1535+1.63b 1.35+0.02
2517 26.81 £0.14 ab 2.16 £ 0.09
2523 25.51+2.98 ab 1.97 +£0.11
2524 5.77+0.86 a 1.08 = 0.03
2525 6.83+0091a 1.52+0.16
3001 13.34+0.81b 1.08 +0.03
3003 23.50 £ 0.63 ab 1.54 +£0.00
3008 32.28 £ 0.90 ab 1.83+0.17
3009 23.34+ 0.65 ab 1.67 £0.02
3504 520+1.08a 1.34 £ 0.05
3505 23.48+ 0.00 ab 1.79 +0.08
5002 8.09 +1.63 0.98 £0.03
5004 16.16 £3.16 b 1.21+0.07
5006 15.18+0.19b 1.38+0.04
5008 29.04 £0.19 ab 1.19 £0.03
5009 50.35+£0.21 ab 244+ 0.14
5010 24.39+0.25 ab 1.92 +0.07
5011 10.53 £0.42 1.00 £+ 0.00
5014 11.86+0.14 b 1.21+£0.11




Cizelge 4.6. Fungal kiiltiir sivilarinin DPPH radikal giderimi ve toplam fenolik madde
igerikleri (devam).

59

Fungus Izolat Kodu

DPPH Radikali Giderimi

Toplam Fenolik Madde igerigi

(OBCC) ve o
Kontroller (%) (mg/ml gallik asit esdegeri)
5015 1439+£0.00b 1.64 £0.00
5016 13.24+£0.67b 1.76 £ 0.07
5022 13.63£4.11b 1.34+£0.02
5023 9.68 £0.14 2.29+0.04
5024 8.89 +1.27 1.23+£0.09
5028 24.80+ 1.36 ab 1.82 +£0.03
5040 11.75+0.60 b 1.03 +£0.00
5041 1237+ 097b 1.41+0.09
5046 19.95+5.23 ab 2.00+0.80
5049 23.53+2.18 ab 1.19+£0.04
5050 40.50 +3.72 ab 1.51 £0.02
5051 34.63 +£1.29 ab 1.89 £ 0.06
5052 26.00 + 1.44 ab 1.87+0.14
5054 21.34+0.17 ab 1.70 £ 0.00
5058 1090+ 0.42b 1.06 +0.06
5059 10.29 £0.38 1.03 £0.02
5060 11.20+1.75b 2.05+1.78
5063 14.43+0.90b 1.53+£0.02
5066 10.14 £ 0.64 1.71 £ 0.07
5501 9.58+£0.25 1.11 £0.00
5502 7.12+0.25a 1.07 £0.00
5503 11.24+ 0.10b 1.03 £0.02
5507 4.60+0.67 a 1.09 +0.01
6008 74.67 £ 6.70 ab 2.17+£0.02
Askorbik asit 90.22+ 0.43 b Denenmedi
BHT 57.29+0.07 a Denenmedi
PMP Besiyeri 1.96 £ 0.90 ab Denenmedi
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a; Askorbik asitten istatistiksel olarak farkli, b: BHT den istatistiksel olarak farkli (P<0.05)

Calismaya BHT ve Askorbik asit pozitif kontrol olarak, fungal izolatlarin tiretildigi
PMP besiyeri ise negatif kontrol olarak dahil edilmistir. PMP besiyeri % 1.96 oraninda
inhibisyon gostermistir. Bu sonu¢ PMP besiyerinin kiiltiir sivilarindan belirlenen
antioksidan aktiviteye girisim yapmadigimmi gostermektedir. Pozitif kontroller ile rekabet

edecek seviyede degerlere sahip izolatlara iligskin veriler Sekil 4.4 de sunulmustur.
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Sekil 4.4. Secilmis OBCC izolatlarinin kiiltiir sivis1 ekstraktlarina ait antioksidan aktivite
ve total fenolik icerik

Yukarida ¢izelgelerda verilen sonuglar g6z oniine alindiginda kiiltiir s1vis1 ve hiicre
kitlesi ile elde edilen veriler DPPH radikal giderim aktiviteleri arasinda bir korelasyon
olmadigin1 goriilmektedir. Kiiltiir sivisi ile yiiksek aktivite sunan izolatlarin hiicre kitleleri
(OBCC 2002 izolat1 disinda) nispeten diisitk DPPH radikal giderim aktivitesine sahiptir.
Buna karsin kiiltiir sivilar1 diigiik aktivite sunan OBCC 1128, 2003, 5046, 5501ve 5502
gibi makrofungus izolatlarinin hiicre kitleleri daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir.
Ancak genel olarak tiim deney sonuglar1 incelendiginde denemeye alinan fungal izolatlarin
hiicre kitlesi ekstraktlarinin tamamindan elde edilen DPPH radikal giderim aktiviteleri,
kiltir sivilarindan elde edilenlere oranla daha diisiik degerlerdedir. Bu anlamda bu
calismada kullanilan tiim izolatlarin hiicre dis1 sekonder metabolitlerinin hiicre kitlelerine

gore daha yiiksek antioksidan aktivite potansiyeline sahip oldugu soylenebilir.
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Deneye alinan fungal izolatlarin kiiltiir sivilarinin 6nemli kisminin pozitif
kontrollerden yiiksek inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Ancak OBCC
1047 kodlu izolat diger organizmalara kiyasla en yiiksek aktiviteyi gostererek deneye
almman diger izolatlar arasindan siyrilmistir. En yliksek aktiviteyi gosteren OBCC 1047

kodlu izolat daha sonraki galismalara devam etmek {izere segilmistir.

4.2. Secilen Kiiltiir Sivis1i Ekstraktinin Zamana Baglhi Antioksidan
Aktivitesi

OBCC 1047 nin PMP besiyerinde inkiibasyon siiresince meydana gelen antioksidan
aktivite ve fenolik bilesiklerin giine bagli antioksidan aktivite g¢aligmasi yapilarak

belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.25 de verilmistir.
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Sekil 4.5. Zamana (giin) bagl degisen DPPH radikali siipiiriicti antioksidan aktivite miktar1

Sekil 4.5. de OBCC 1047 kodlu fungus izolatinin inkiibasyonun 10. giiniinde
maksimum DPPH radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu ve belirtilen gilinde fenolik
madde iceriginin de yiikseldigi goriilmektedi. Bu nedenle in vivo antioksidan ¢aligmalari
igin iretilecek olan fungus kiiltiiriiniin belirtilen inkiibasyon siiresinde hasat edilerek
ekstraksiyonunun yapilmasina karar verilmistir. Calismamizda fenolik igerik miktar
antioksidan aktivite miktar1 ile artarak bir korelasyon gostermistir. Ancak her zaman

antioksidan aktivite ile fenolik icerik arasinda pozitif bir korelasyon blunmaya bilir.



62

Ornegin Yadav vd., (2014) ve Khiralla vd. (2015) endofitik mantarla yaptiklar1 calismada
antioksidan aktivite ile fenolik igerigin birbirleriyle korelasyon igine bulurken, Saraswaty
vd. (2013) Fenellia nivea 'nin diklorometan ve etilasetat ile yaptig1 ¢alismasindan etilasetat
ekstratkti total fenolik igerik ile pozitif korelasyon gosterir iken diklorometan ekstraktinin
negatif kolerasyon gosterdigini belirlemistir. Nedeni fenolik maddelerin farkli kromofor alt
gruplara sahip olmak ya da total hidroksil gruplarinin pozisyonlarinin farkli olmasi
olabilecegi olarak bildirmistir.  Nikolovska-Nedelkoska (2017), yaptig1 ¢alismada
Tricholoma aurantium'un en diisiik EC50 degerine denk gelen en yiiksek fenolik iiretim
sergiledigini diger taraftan, en diisiik miktarda fenolik olan Collybia peronata en yiiksek
EC50 degerlerini gosterdigini belirlemistir. Bu negatif korelasyonun nedenlerinin ancak
ileride yapilacak antioksidan aktiviteye neden olan maddelerin belirlenmesiyle miimkiin

olacagin bildirmistir.

4.3. Secilen Makrofungus izolatinin Antioksidan Aktivite Potansiyelinin

Sorgulanmasi

Segilen OBCC 1047 kodlu izolatin antioksidan aktivitesi 5 yontem (beta karoten —
linoleik asit yontemi ile toplam antioksidan aktivite, rediikleyici giic, ABTS radikal katyon
renksizlestirme, metal selatlayict aktivite, ferrik tiyosiyanat yontemi ile lipid
peroksidasyonu) ile sorgulanmistir. Ayrica bu ekstrakta ait toplam fenolik madde tayini de

gerceklestirilmistir.

4.3.1. Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii antioksidan

aktivite yontemi

En yiiksek aktiviteye sahip olmasi nedeniyle segilen OBCC 1047 kodlu izolatin
kiiltiir stvisinda bulunan hiicre dis1 sekonder metabolitlerinin antioksidan aktivite kaynagi
olabilecegi diislintildiigiinden, etilasetat ile ekstraksiyonu ardindan, metanolde ¢oziilerek
0,Img/ml ile 1mg/ml arasinda hazirlanan ardisik konsantrasyonlar ile DPPH radikal
stipiirticii aktivite tayini tekrarlanmistir. Elde edilen 10 farkli derisimin her biri igcin DPPH
radikal siipiiriicii antioksidan aktivite absorbansi Ol¢iilmiistiir. Derisimlere karsilik gelen
absorbanslar ile lineer regresyon grafigi cizilip, asagida verilen denklemde degerler yerine

yazilarak DPPH derisimini yartya diisiiren ekstrakt miktart mg/mL cinsinden bulunmustur.
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Sekil 4.6. OBCC 1047 kiiltiir sivisi ekstraktinin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan
aktivite konsantrasyon - absorbans grafigi

Sekil 4.7. OBCC 1047 DPPH radikal stipiiriicii antioksidan aktivite
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Cizelge 4.7. OBCC 1047 ve sentetik antioksidanlarin DPPH radikal siipiiriicii antioksidan
aktivite testi igin EC 50 degerleri

Fungus Izolat Kodu (OBCC) ve Kontroller EC 50 Degeri mg/mL

1047 0,43
BHT 0,30
Askorbik asit 0,26

DPPH radilkal siipiiriicii antioksidan aktivite yontemi mantarlain antioksidan
aktivite tayinlerinde en ¢ok tercih edilen yontemdir. Ucuz olmasi ve hizli sonug
alinabilmesi bu yontemin se¢iminde ilk sirada yer alan Kriterlerdir. DPPH yontem
sonuglarinin sunulmasinda % inhibisyon siklikla kullanilsada gercek en dogru sonucu EC
50 degeri vermektedir. Yapilan ¢alismalar 6rnek konsantrasyonu, DPPH konsantrasyonu
reaksiyon karigim oraninin % inhibisyonu degistirdigini gostermektedir. Bu nedenle ayni
organizmanin farkli konsantrasyonlar1 ile ¢alisan arastiricilarin farkli sonuglar almasi

muhtemeldir.

4.3.2. Beta karoten — linoleik asit yontemi ile toplam antioksidan aktivite

tayini

Linoleik asit gibi coklu yag asitleri kolaylikla oksijen tarafindan oksitlenirler
(Giirsoy vd., 2010). Yontem; bu oksidasyonun [ karotende meydana getirdigi renk
acilimini antioksidanlarin hangi oranda inhibe ettiginin spektrofotometrik olarak 6l¢timiine
dayanmaktadir. B-karoten agartma orani, antioksidanlarin varliginda yavaslatilabilir ya da
inhibe edilebilinir. Bu durum antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilir (Lu
vd., 2014). Ayni konsantrasyonda (1 mg/ml) OBCC 1047 ekstraktinin ve pozitif kontroliin
beta karoten — linoleik asit yontemi ile zamana bagli antioksidan aktivite degerleri Sekil

4.7. de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Kontroller ve OBCC 1047 kodlu izolata ait antioksidan aktivite degerleri

Sekil 4.7. de gorildigi gibi fungal ekstrakt icermeyen kontrol ¢dzeltisinin
absorbansi hizla azalmis ve 120 dakika sonunda 3 karoten rengi tamamen kaybolmustur.
Farkl1 antioksidanlarin varligi, sistemde olusan linoleat icermeyen radikal ve diger serbest
radikalleri nétralize ederek b-karoten agartma derecesini engelleyebilir (Jayaprakasha vd.,
2001). Bu nedenle fungal ekstrakt ve sentetik antioksidan BHT igeren deneylerde ise
karoten agarmasi daha yavastir. 120. Dakika sonunda % toplam antioksidan aktivite BHT
% 86,12 iken OBCC 1047 % 83,50 olarak hesaplanmistir. OBCC 1047 ekstraktinin
reaksiyondaki serbest linoleik asit radikalini ve olusan diger radikalleri indirgedigi ve
betakaroten rengini korudugu goriilmektedir. Sarikiirk¢li vd. (2010) yenilebilir mantar
karpaforlartyla yaptigi c¢alismaya baktigimizda 10mg/ml konsantrasyonda Amanita
caesarea % 70.1 + Clitocybe geotropa % 61.3 Leucoagaricus pudicus % 90 oraninda
aktivite gosterdikleri goriilmektedir. Konsantrasyonun yiiksek olmasi yiiksek antioksidan
aktiviteyi de Dberaberinde getirmistir buna ragmen OBCC 1047'min altinda
kalmistir.1mg/ml ileyaptigimiz ¢aligmada % 83,50 gibi bir deger elde etmemizin nedeni
organizmanin kiiltiirel kosullarina neden olabilir. Dogadan toplanan karpaforlarla yapilan
caligmalarda stabil bir sonug elde etmek imkansiz denilecek kadar azdir. Organizmanin
girdigi stres kosullar1 antioksian aktiviteyi etkileyeceginden iklim sartlarindan, rekabete
kadar birgok etken dogada antioksidan aktiviteyi etkileyebilir. Stabil kiiltlir kosullarinda ise

antioksidan aktivite yapilacak optimizasyon ¢alismalari ile maksimum hale getirilebilibir.
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4.3.3. ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemi

Mavi - yesil renkli stabil bir serbest radikal olan ABTS" radikalinin antioksidanlar
tarafindan inhibe edilmesiylr renkte meydana gelen degisimler spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. OBCC 1047 ve pozitif kontrol olarak kullanilan sentetik
antioksidanlarin 734 nm de verdikleri absorbans degerlerine gore % inhibisyon
hesaplanmis ve Sekil 4.8.'de verilmistir. 5 dakika sonunda yapilan spektrofotometrik
Olglimlerden elde edilen absorbans degerlerine gore OBCC 1047, BHT ve askorbik asit %
radikal katyon giderimleri sirasiyla, %98,44, %99,08, %99,05'dir.
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Sekil 4.9. Sentetik antioksidanlar ve OBCC 1047 kodlu izolata ait % ABTS radikal katyon
renksizlestirme yontemi grafigi

b h
Sekil 4.10. % ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemiA) OBCC 1047 B) BHT C)
Askorbik Asit a) Kor b) ABTS radikali ¢) Deney
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Bu sonuglarin yani sira ABTS radikal renksizlestirme aktivite sonuglari a tokoferol
es degeri olarak da sunulmustur. o tokoferol dogada bulunan E vitamini formudur ve canli
hiicreler i¢in yasamsal 6nem tasir. Sekil 4.11. tokoferol lineer regresyon grafiginden elde
edilen denklem ile tokoferol es degeri inhibisyon hesaplanmis ve 3.38 mg tokoferol

esdegeri/g ekstrakt olarak belirlenmistir.

ABTS radikal renksizlestirme yontemi ile DPPH radikali siipiiriicii aktivite
yontemleri incelendiginde genellikle benzer inihibisyonlar1 verdikleri goriilmektedir. 1047
ABTS radikal renksizlestirme yonteminde %98,44, aktivite gosterirken DPPH radikali
stipliricti antioksidan aktivite yonteminde %98,93 aktivite gostermitir. ABTS radikal
katyonu da DPPH da antioksidanlardan hidrojen atomu alarak stabil hale gegerken rengini
yitiren maddelerdir. Antioksidanlarin indirgeme yeteneklerine bagli iki farkli yontem
olsalar da yontemler genel olarak elektron aligverisine dayandigindan sonuglar birbirine

paraleldir.

y =0,0741x + 0,1928
R?=0,9994
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Sekil 4.11.Tokoferol lineer regresyon grafigi

4.3.4. Metal selatlayic1 aktivite

Metal selatlama aktivitesi; antioksidanlarin yardimiyla ortam da bulunan serbest
demirin baglanmas1 prensibine dayanmaktadir. Reaksiyonda Fe?* iyonlarii baglamak
tizere, giiclii bir demir selatlayic1 olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan antioksidan

maddeler demire baglanmak iizere yarismaktadirlar.
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Fungal izolatin selatlama giicii ferrozinden yiiksek ise demire ferrozinden dnce baglanir ve
Fe?* + Ferrozin kompleksinin kirmizi rengi olusamaz. Sonuglar1 karsilastirmak amaciyla
iyi bir metal selatlayici olan EDTA sec¢ilmistir. EDTA ile yapilan metal selatlayci aktivite
calimalar1 sonucu gizilen lineer regrasyon (Sekil 4.13.) grafiginden “EDTA esdegeri
mg/g ekstakt" belirlenmistir. OBCC1047 ve sentetik antioksidanlara ait % metal selatlayici

aktivite sonuglar1 Sekil 4.11. de sunulmustur.
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Sekil 4.12. OBCC 1047 ve sentetik antioksidanlara ait % metal selatlayici aktivite
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Sekil 4.13. EDTA lineer regresyon grafigi
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Sekil 4.14. Deney ve kontrol gruplarinin % metal selatlayici aktiviteleri A) OBCC 1047
soldan saga kor, kontrol ve deney B) EDTA standartlari

Metal selatlama aktivitesiyle fungal izolatlarin lipit peroksidasyonuna sebep olan
metalleri baglama kabiliyeti de Olglilmesi nedeniyle Onemlidir. % inhibisyonlar
karsilastirildiginda sonuglarin birbirine yakin oldugu goériilmektedir. OBCC 1047 % 83,5
aktivite gosterirken BHT ve Askorbik asit sirayla 89,53+0,00 ve 80,1+0,00 degerleri
gostermektedir. Ayrica inhibisyon absorbans grafiginden EC 50 degeri hesaplanmis ve
3,68 mg/ml bulunmustur. Sonuglar yiiksek metal selatlama kabiliyetiyle bilinen EDTA ile
de karsilastirilmigtir ve metal selatlayici antioksidan aktivite 4,59 EDTA esdegeri mg/g

ekstakt bulunmustur.

Yapilan c¢aligmalarla ekstraksiyon sivisi, kiiltiir kosullari, besi yeri ve biiyliime
fazinin EC 50tlizerinde etkisi oldugunu gostermistir. Hameed vd. (2017) Mucor
circinelloides ile yaptigi ¢aligmada kiiltiir sivisinin etanolik ekstraktinin, ham kiiltiir
stvisina ve sulu ekstraktina oranla daha yliksek metal selatlayic1 aktivite gosterdigini
belirlemistir. Ayrica en yiiksek baglama yeteneginin ge¢ biiyiime fazindaki ekstrelerde
gorildiiglinii bildirmistir. Ancak farkli ¢alismalarda genellikle sulu ekstraktin aktivitesinin
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Smith vd., 2015). Bunun nedeninin antioksidan
aktivite calismalarinda tercih edilen filament6z mantarlarin, basidiomycetes ve
ascomycetes olarak adlandirilan daha yiiksek fungus gruplarina ait oldugu, Mucor
circinelloides Zygomycetes olarak adlandirilan alt fungal gruba ait oldugundan taksonomik
gruplardaki farklilik oldugu kaynaklandigini ileri siirmiistiir. Bu durumda mantarlarin ait
olduklar1 taksonomik gruplarinda antioksidan aktiviteleri tiizerinde ektileri oldugu

sOylenebilir.
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4.3.5. Rediikleyici giic

Rediikleyici gili¢ antioksidan 6zellik gosteren maddelerin hidrojen atomu verme
yeteneginden kaynaklanir (Shimada vd., 1992) . Bu nedenle indirgeme yetenegi potansiyel
antioksidan aktivitesi i¢in onemli bir gostergedir (Jiang vd., 2005). Serbest radikallere
hidrojen atomu verilerek, serbest radikal kaynakli olugan reaksiyonlar1 inhibe ederler ya da
etkinliklerini azaltirlar. Deneyde OBCC 1047 ve sentetik antioksidanlarin (Fe®")
antioksidanlarin varhiginda ferro demire (Fe?") indirgeme yetenekleri degerlendirilmistir.

Rediikleyici gii¢ sonuglar1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.15 de verilmistir.

Cizelge 4.8. OBCC 1047 ve sentetik antioksidanlarin rediikleyici gii¢ testi i¢cin EC 50

degerleri
Fungus Izolat Kodu (OBCC) EC 50 (mg/ml)
OBCC 1047 1,34
BHT 3,03
Askorbik Asit 0,80

OBCC 1047 ekstraktimin ~ Fe*™1{i indirgeme yetenegi standartlarla
karsilastirildiginda, EC 50 degerlerine gbre askorbik asitin indirgeme giicliniin BHT ve
OBCC 1047 gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak OBCC 1047 ile BHT
kiyaslandiginda OBCC 1047 nin BHT ye gore indirgeyici giiclinlin yaklasik 3 kat daha

basarili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.15. OBCC 1047 ve sentetik antioksidanlara ait rediikleyici gii¢ absorbans degerleri
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Sekil 4.16. Rediikleyici giic testi A) Kér B) OBCC 1047

4.3.6. Ferriktiyosiyanat yontemi ile lipit peroksidasyonu (FTC)

OBCC 1014 ve sentetik antioksidanlarin lipit peroksidasyonlari ferriktiyosiyanat
yontemi (FTC) kullanilarak belirlenmistir. Yontemde demirkloriir ve tiyosiyanat,
peroksitler vasitasiyla demir tiyosiyanat (kirmizi renk) tretmek igin birbirleriyle
reaksiyona girer (Beyhan ve vd., 2010). Spektrofotometrik olarak 6l¢iilen kirmizi rengin
absorbansi ortamdaki peroksit miktarini gostermektedir. Peroksit miktar1 120 saat boyunca
24 saatte bir 6rnek alinarak izlenmistir. Sekil 4.16.” da gosterildigi tizere peroksit miktari
en yiliksek absorbansa 120. saatte ulagilmistir. 120. saatteki absorbans degerleri

kullanilarak % lipit peroksidasyonu hesaplanmistir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. 0-120 saatleri arasinda Kontrol, OBCC 1047, BHT ve Askorbik asit
absorbanslari
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Yapilan 120 saatlik takip sonucunda kontrolun absorbansi linoleik asitin perokside
olmastyla ortamda artan peroksit miktartyla dogru orantili olarak artmistir. 120 saat
sonunda maksimum peroksit miktarina ulasmistir. Ancak OBCC 1047 ve sentetik
antioksidanlar igeren reaksiyon karigimlarinda antioksidan maddeler gorevlerini yaparak
peroksitleri indirgemis ve lipitlerin peroksidasyonunu azaltmiglardir. 120. Saatte kontrol
absorbansi 0,73 e ulasirken, OBCC 1047 absorbans1 0,06 da kalmistir. BHT ve askorbik

asitin absorbans degerleri sirasiyla 0,10 ve 0,27 dir.

Bu sonuglara gore 120. saatteki ylizde inhibisyonlar hesaplandiginda sirasiyla
OBCC 1047 % 90,78, BHT % 75,99 ve askorbik asit %77,06 bulunmustur. OBCC 1047
nin lipit peroksidasyonu inhibe etme yiizdesinin BHT ve askorbik asitten oldukga yiiksek
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Ferriktiyosiyanat yontemi ile % lipit peroksidasyonu



73

Sekil 4.19. Ferriktiyosiyanat yontemi ile % lipit peroksidasyonu A) Kor-OBCC 1047 B)
Kor-BHT C)Kor- askorbik asit

4.3.7. Tiyobarbutirik asit yontemi ile lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 birden fazla reaksiyonun ardisik olarak
gerceklesmesiyle meydana  gelmektedirler. Tiyobarbutirik asit yontemi lipit
peroksidasyonu sonuna dogru gergeklesen reaksiyonlarda agiga ¢ikan aldehit ve/veya
ketonlarin belirlenmesiyle antioksidan aktivite tayini yapilan bir yontemdir. Deneyde
sentetik antioksidanlarin ve OBCC 1047'nin FTC yonteminde oldugu gibi 120 saat
boyunca verdikleri absorbanslar takip edilmistir. Absorbans degerlerinden elde edilen

sonuclar Sekil 4.20. da sunulmustur.



74

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans

~—o—KONTROL

=fl=1047 === Askorbik asit

—34=BHT

24

8 72
Saat

96

120

Sekil 4.20. Tiyobarbutirik asit yontemi ile /zamana bagli absorbans degerleri

Basglangictaki dlglimlere bakildiginda reaksiyon heniiz baslamadigi i¢in kontrol ve

deneylerin absorbanslari birbirlerine oldukg¢a yakindir. 120. saatin sonunda ise BHT nin

absorbansi 0'a inerken OBCC 1047 ve askorbik asitin absorbaslar1 daha yukarida kalmistir.

Kontrol absorbansi ise malonaldehitin kararsiz yapist nedeniyle zamanla reaksiyonda alkol

ve suya par¢alanmasi reaksiyon karisiminda kalmamasi nedeniyle zamana bagli azalmistir.
OBCC 1047, BHT ve askorbik asite ait a 120. saatte verilen absorbanslar 0,15, 0,13, 0,00’
dir. 120. saatteki absorbanslar kullanilarak hesaplanan % antioksidan aktivite Sekil 4.20.

de sunulmustur.
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Sekil 4.21. Tiyobarbutirik asit yontemi ile % antioksidan aktivite
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Grafikte goriildiigii iizere sentetik antioksidan BHT 120. Dakikada lipit
peroksidasyonunun nerdeyse tamamini %100 inhibe ederek en basarili aktiviteyi
gostermistir. Askorbik asit % 65,55 ve OBCC 1047 % 60,41 ile birbirlerine ¢ok yakin

aktivite gostermislerdir.

Ferrik tiyosiyanat ve tiyobarbitiirik asit yontemleri Ipit peroksidasyonu
reaksiyonlarinda birlikte ¢alisan iki yontemdir. FTC ilk oksidasyon iiriinii olan perositleri
Olcerken TBA, TBARS gibi peroksidasyonun son asamasindaki tirlinlerin miktarini dlger.
Genellikle birbirleriyle paralel sonuglar verimektedirler. Ancak aralarinda korelasyon
olamdig1 durumlarda mevcuttur. Lipit peroksidasyonu bir dizi reaksiyondan olugsmaktadir.
Fungal ektrsaktin antioksidan aktivitesinin kaynaginin izledigi yolun farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Lipit peroksidasyonu c¢aligsmalar1 1da endiistrisi a¢isindan ¢ok
onemlidir. Sentetik gida koruyucularmin kanserojen etkileri ¢esitli calismalarla
belirlenditen sonra dogal gida katki maddeleri arayisi artmistir. OBCC 1047 nin gosterdigi
aktivitelerine bakilarak lipitlerin oksijen ile oksitlenmesinden hem reaksiyonlarin ilk

asamasinda hemde son asamasinda lipitleri oksidasyondan korudugu gézlemlenmistir.

4.3.8. Fenolik Madde I¢erik Tayini

OBCC 1047 nin Kkiiltiir sivisi bulunan toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-
Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem kullanilarak gallik asite ait lineer
regresyon grafigi cizilmistir (Sekil 4.23.) ve fenolik igerik sonuglari, 1,93 mg gallik asit
esdegeri/g ekstrakt olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.22. Gallik asit lineer regresyon grafigi
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Sekil 4.23. Total fenolik asit icerik tayini A) Gallik asit standartlar1 soldan saga 1mg/ml
0.Img/ml B) Koér-OBCC 1047

Matarlardaki antioksidan aktivite kaynagi biyoaktif bilesenlerin fenolik asitler
oldugu disiiniilmektedir. Fenolik bilesenlerin antioksidan aktiviteye olan etkileri redox
potansiyellerinden kaynaklanmaktadir. Ornegin lipit peroksidasyonu inhibisyonu
calismalarindan Lung vd. (2011) Armillaria mellea ile yaptig1 ¢alismada lipit
perosidasyonu inhibisyonunun fenolik igerige bagl olarak arttigini belirlemistir. Popa vd.
de DPPH radikal siipiiriicii aktivite ile fenolik bilesenler arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu belirlemistir. Ancak bu herzaman bdyle olmaya bilir. 4.2 bashg altinda
bahsedildigi gibi antioksidan aktiviteden fenolik bilesenler sorumlu olmayabilir. Ayrica
Yilmaz vd. ( 2017) Pleurotus ostreatus ile yaptigi caligmada farkli besiyerinin fenolik
bilesenleri etkiledigini belirlemis ve mantarlarin biyoaktif 6zellikleri yiiksek oranda mantar
tirlerine, yetistirme kosullarina, ekstraksiyon prosesine ve substrat ortamina bagh

oldugunu bildirmistir.

4.3.9. Flavonoid Madde ¢erik tayini

Flavonoid igerik tayini aluminyum klorid kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar rutin
es degeri olarak hesaplanmistir. Rutine ait lineer regresyon grafigi Sekil 4.24. de
verilmigtir. OBCC 1047'nin rutin es degeri total flavonoid igerigi 0,97 mg rutin esdegeri/g
ekstraktbulunmustur (Sekil 4.25.)
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Sekil 4.25. Total flavonoid igerik tayini A) Rutin standart egrisi soldan saga kor ve 1mg/ml
- 0.1mg/ml arasi konsantrasyonlar B) Kér ve OBCC 1047

Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasitesi molekiiler yapilarina
baghidir. Hidroksil gruplariin ve flavonoidlerin kimyasal konfiglirasyonunda karakteristik
olan diger ozelliklerin diizenlenmesi, serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri ve antioksidan
ozellikleri i¢in dnemlidir (Y1lmaz vd., 2017). Ayrica Wong ve Chye fenolik igerik ve total
flavonoid igerik tayinlerinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniinde dnemli oldugunu bildirmislerdir.
olOH ve —COOH total fonksiyonel gruplarina sahip fenolik asit, flavonoidlerin polar
coziiciilerle kolayca ekstrakte edildigini bildirmislerdir. OBCC 1047 nin fenolik asit ve
flavonoid yontemleri apolar ¢oziicii olan etil asetat ile gerceklestirilmistir. Bu nedenle

veriler diger mantar ekstraktlariyla karsilastirildiginda diistiktiir.
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4.3.10. Makrofungus izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi

Dizi analizi ¢alismalar1 ile OBCC 1047 kodlu fungus izolatimizin rDNA-ITS

dizilimi su bi¢imde elde edilmistir:

> OBCC 1047 -1TS4/5
CCTCCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGG
TCAAGAGTGTAAAAATGTACTTTTGGACGTCGTCGTTATGAGTGCAAAGCGCG
AGATGTACTGCGCTCCGAAATCAATACGCCGGCTGCCAATTGTTTTAAGGCGA
GTCTACACGCAGAGGCGAGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGT
ACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTG
TAACTATTATGTTTTTTCAGACGCTGATTGCAACTGCAAAGGGTTTGAATGTTG
TCCAATCGGCGGGCGGACCCGCCGAGGAAACGAAGGTACTCAAAAGACATGG
GTAAGAGGTAGCAGACCGAAGTCTACAAACTCTAGGTAATGATC

Belirlenen rDNA-ITS diziliminin GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov veri tabaninda
BLAST analizi yapilmast sonucunda, OBCC 1047 kodlu makrofungus izolatimizin
Epicoccum nigrum tiiriine (Accession# JQ 676202.1, KX 664321.1, KU254609.1) % 99
oraninda benzedigi belirlenmistir. Sekil 4.28 OBCC 1047 kodlu izolatimizin GenBank:
www.ncbi.nlm.nih.gov veri tabaninda yer alan yakin iligkili tiirler ile birlikte
degerlendirilmesine olanak saglayan filogenetik agaci ifade etmektedir. Bu durum,
geleneksel yontemler ile de aym tir olarak isimlendirdigimiz OBCC 1047 kodlu
izolatimizin identifikasyonunun dogrulanmasini saglamistir. Izolatin rDNA-ITS dizilimi,

GenBank’a KY 628656 erisim numarasi ile kaydedilmistir.
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g11263500346|qb GU327643.1) Agaricus bisporus var. bumetti strain ATCC - Joul group
01027910418 9b|KU254609. 1| Epicoccum nigrum strain HBE

01l 1021645376 gb|KU204750.1| Epicoccum nigrum strain B4H3
o1 10505505000 9b|KX664321.1| Epicoceum nigrum isolate F04-02
011332647604 gb|JF694747 1| Epicaccum sp. strain HS-1
01588782816|gb|JQ676202.1| Epicoceum cf. migrum XSCG0
1953835218 gb[KT192357.1| Epicoccum sp. 1-00367-1
9i817011872)gb|KP278168.1| Epicoccum nigrum strain QRF365
01453554690)gb|KC311470.1] Epicoceum nigrum isolate D D05
1404474360 gb[JQ619838.1| Epicoceum nigrum isolate 291-09
011359392757)gb|IN689349.1) Syncephalastrum racemosum

QBCC 1047
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Sekil 4.26. OBCC 1047 kodlu fungus izolatinin yakin iliskili tiirler ile iliskisini ifade eden

filogenetik agag
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5. SONUC VE ONERILER

Diinya tizerinde kaydedilmis 125000 den fazla fungus tiirii oldugu bilinmektle
birlikte bu sayr her gecen giin artmaktadir. BOylesine genis bir tiir ¢esitliligi sunan
mantarlar gerek insan diyetinin bir parcasi olarak, gerek de farmosoétik etkileri nedeniyle
arastiricilarin ilgisini ¢ekmistir. Gliniimiizde birgok bilimsel yayinda mantarlarin sahip
oldugu biyoaktif bilesenlerin immiinomodiilator, antikanser, antioksidan, antimikrobiyal
ozelliklerinin oldugu ayrica kan basincini ve kolesterol seviyesini diizenledigi, karacigeri
korudugu bildirilmistir. Mantarlarin bu etkilerinin sahip olduklari temel metabolitlerin
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bunlar genel olarak fenolik bilesenler ve flavonoidlerdir.
Ancak bu o6zellikleri bilinmesine ragmen simdiye kadar birkag mantarin sahip oldugu

antioksidan 6zellikleri ve biyoaktif bilesenleri tanimlanmustir.

Bu c¢alismada ilk olarak 132 fungal izolatin antioksidan aktiviteleri ve fenolik
bilesenlerini belirleyerek, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip funguslarin secilmesi
amactyla kolay ve hizli sonu¢ alinan bir yontem olan DPPH radikal siipiiriicti aktivite
yontemi ve total fenolik igerik tayini yapilmistir. DPPH yonteminde farkli kaynaklarda
farkli reaksiyon karigimi kullanilmasi, alinan sonuglarin farkli olmasi nedeniyle ¢alisma
oncesi DPPH reaksiyon karigim oraninin belirlenmesi amaciyla bir optimizasyon ¢aligmast
uygulamistir. OBCC 1047, 1056 ve 1060 izolatlar1 ile yapilan c¢aligmada reaksiyon
karisiminda konsantrasyon antioksidan aktivitenin arttigi goriilmiistiir. Yapilacak tarama
calismasinda amag izolatlar1 dogru bir sekilde ayristirmak ve gercek yiiksek aktivite
gosteren izolatlar1 belirlemek oldugundan en diisiik konsantrasyon orami 0,1:2,9 ile

¢alismanin devam edilmesine karar verilmistir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in nasil ki DPPH yonteminde bir standart
yoksa, kiiltiir tipi ve besi yeri hakkinda da bir standart bulunmamaktadir. Bu nedenle kiiltiir
tipini belirlemek amaciyla tasarlanan ¢aligmada farkli kaynaklarda yer alan Czapek Dox 1,
Czapek Dox 2, HAGEM ve PMP besiyerleri kullanilmig, statik ve c¢alkalamali kiiltiir

tipinde biiyiitiilen organizmalarin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
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Elde edilen istatiksel analiz verilerine gore statik kiiltiir tipinde ve PMP besiyerinde
DPPH radikali % giderim ve toplam fenolik madde (gallik asit esdegeri mg/ml) degerleri
acgisindan istatistiksel anlamda daha yiliksek degerlere sahip oldugunu belirlendiginden

calismaya PMP besiyeri ile devam edilmistir.

Calismada 132 fungal izolat hem kiiltiir sivilarinin hemde hiicre kitleleri
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Makrofungus hiicre kitlelerinin antioksidan
aktiviteden sorumlu hiicre i¢i metabolitlerinin ya da yapisal bilesenlerinin aktivitelerinin
degerlendirilebilmesi i¢in oncelikle bu bilesenlerin uygun ¢oziicii ve / veya yontemlerle
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢esitli kaynaklarda farkli arastirmacilar
tarafindan gergeklestirilen maserasyon, mikrodalga ve ultrases yontemlerinin antioksidan
aktiviteye etkisi arastirilmistir. Ultrases yonteminin antioksidan aktiviteden sorumlu hiicre
ici bilesenlerin ekstraksiyonu amaci ile kullanilan diger yontemlere gore oldukca diisiik
verime sahip oldugu ve maserasyon ve mikrodalga uygulamalarindan elde edilen verilerin
ise istatistiksel anlamda farkli olmadigi belirlendiginden, calismaya mikrodalga yontemi ile

devam edilmistir.

Yapilan 6n caligmalarda alinan veriler kullanmilarak 132 fungal izolatin DPPH
radikali giderimi (%) ve toplam fenolik madde igerigi (mg/ml gallik asit esdegeri)
belirlenmigtir. Hiicre kitlelerinde yapilan ¢alismada 1128, 2002, 2003, 5049, 5501, 5502
izolatlar pozitif kontrollerler rekabet edecek seviyede bulunmuslardir (Sekil 4.3). Ancak
genel olarak tiim deney sonuglar1 incelendiginde hiicre kitlesi ekstraktlarinin tamamindan
elde edilen DPPH radikal giderim aktiviteleri, kiiltiir sivilarindan elde edilenlere oranla
daha diisiik degerlerdedir. Bu anlamda bu calismada kullanilan tiim izolatlarin hiicre dis1
sekonder metabolitlerinin hiicre kitlelerine gore daha yiiksek antioksidan aktivite
potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir. Deneye alinan fungal izolatlarin kiiltiir sivilarinin
onemli kisminin pozitif kontrollerden yiiksek inhibisyon degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir. Ancak OBCC 1047 kodlu izolat diger organizmalara kiyasla en yiiksek
aktiviteyi gostererek daha sonraki ¢alismalara devam etmek tizere secilmistir. Mantarlarda
yapilan antioksidan aktivite calismalarinda genellikle karpafor kiilttiir sivilariin degisik
coziiciilerle ekstraktlar1 kullanilmistir. Hiicre kitlesi kullanilan ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alisamamizin hiicre kitlesi kismi1 gelecek c¢aligmalar kaynak

olmasi1 bakimindan 6nemlidir.
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Antioksidan aktivite tayini amaciyla gelistirilen birgok yontem vardir ve genellikle
antioksidan aktivite tayinlerinde birlikte kullanilirlar. Farkli analiz yontemleri, reaksiyon
mekanizmalari, oksidan tiirleri, reaksiyon kosullar1 ve nihai sonuglarin ifade edilme bigimi
acisindan birbirinden farkli olduklarindan tercih edilirler (Koleva vd.,2002). Bu nedenle
segilen OBCC 1047 kodlu izolatin antioksidan aktivitesi beta karoten — linoleik asit
yontemi ile toplam antioksidan aktivite, rediikleyici giic, ABTS radikal katyon
renksizlestirme, metal seclatlayici aktivite, ferrik tiyosiyanat yontemi ile lipid

peroksidasyonu yontemleri ile de sorgulanmstir.

[k olarak 1047'nin DPPH radikal giderim aktivitesi hesaplanmistir ve EC50 degeri
0,15mg/ml bulunmustur. Beta karoten linoleik asit yonteminde ise 120 dakika boyunca
absorbanslar izlenmis kontrolun absorbansi hizla diserken, BHT ve 1047 nin
absorbansinda ki diisiis yavas ilerlemistir. BHT ve 1047 betakaroteni lipit peroksidazlarin
oksidatif etkisinden koruyarak rengini kaybetmemesini saglamis ve sirasiyla % 86,12 ve %
83 toplam antioksidan aktivite gostermislerdir. ABTS radikal katyon renksizlestirme
yonteminde sirasiyla, OBCC 1047 %98,44, BHT %99,08, askorbik asit %99,05 oraninda
% radikal katyon giderimlerimi gostermislerdir. Ayrica sonuglar gii¢lii bir antioksidan
oldugu bilinen tokoferol esdegeri olarak hesaplanmis ve 3,38 mg/ gr ekstrakt bulunmustur.
OBCC 1047'nin % metal selatlayict aktivitesi % 83,5 BHT ve askorbik asitin sirayla
89,53ve 80,1 bulunmustur. EDTA esdegeri metal selatlayici akivite ise 4,59 EDTA
esdegeri mg/g ekstaktdir. Rediikleyici giic deneyinde ise OBCC 1047 ve senetik
antioksidanlarin EC50 degerleri OBCC 1047 1,34 mg/ml, BHT 3,03 mg/ml, askorbik Asit
0,80 mg/ml'dir. OBCC nin lipit peroksidasyon reaksiyonlarini inhibisyonundaki etkisi
ferrik tiyosiyanat ve tiyobarbitlirik asit kullanilarak hesaplanmigtir. Yapilan 120 saatlik
calismada kontrol absorbansi 0,73 e ulasirken, OBCC 1047 absorbansi 0,06 da kalmistir.
BHT ve askorbik asitin absorbans degerleri sirasiyla 0,10 ve 0,27 dir. Bu sonuglara gore
120. saatteki yiizde inhibisyonlar hesaplandiginda sirasiyla OBCC1047 % 90,78, BHT %
75,99 ve askorbik asit %77,06 bulunmustur. Tiyobarbiturik asit yonteminde ise %
inhibisyonlar OBCC 1047 % 60,41, BHT %99 ve askorbik asit % 65,55 olarak elde
edilmistir. Yapilan fenolik ve flavonoid igerik tayinlerinde ise OBCC 1047 nin fenolik
icergi 1,9 mg gallik asit esdegeri/g ekstrakt ve total flavonoid igerigi 0,97 mg rutin

esdegeri/g ekstrakt olarak bulunmustur.
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132 gibi sayica fazla fungal izolata ait kiiltiir sivilart ve hiicre kitleleri ile
yaptigimiz ¢alisma sonuglari mantarlarda antioksidan aktivite konusunda genis bir bilgi
kaynagi olmustur. Literatiirde hiicre kitleleri ile yapilan calisma sayist ¢cok azdir. 132
izolata ait antioksidan aktivite ve fenolik igerik sonuglar1 hiicre kitleleriyle c¢alisacak
arastiricilara yol gosterecektir. Bu organizmalar arasindan secgilen her bir organizmanin
farkli antioksidan aktivite yontemleri ile aktivitelerinin dogrulanmasi gelecekte yapilcak
calismalar arasinda olacaktir. OBCC 1047 nin ise yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
diger yontemlerle de kanitlanmistir. Fenolik ve flavonoid igerik bakimindan yiiksek
aktivite gostermedigi belirlenmistir. OBCC 1047'de antioksidan aktiviteye neden olan
biyoaktif bilesikler kuvvele muhtemeldir ki fenolik asit ya da flavonoidler degildir. Bu
nedenle gelecekte yapilacak calismalarla OBCC 1047 de antioksidan aktiviteye neden olan
biyoaktif bilesenin belirlenmesi ve optimizasyonu gerekmektedir. OBCC 1047 ile yapilan
molekiiler ¢alisamalar ile OBCC 1047 nin Epicocum nigrum’a filogenetik olarak yakin
oldugu belirlenmistir. Literatiirde Epicocum nigrum ile yapilmis tek bir antioksidan
aktivite ¢calismasi bulundugundan yaptigimiz antioksidan aktivite calismalar: literatiire bu

yonde katki saglayacaktir.

Bilindigi gibi antioksidanlarin ¢ok genis bir kullanim alanlar1 vardir. OBCC 1047
nin biyoaktif bileseni belirlendikten sonra gerekli optimizasyonlar yapilarak ilk olarak
kiiglik Olgekli fermentorlerde denemelerle endiistriyel prosesler 6n hazirlik niteliginde
caligmalar yapilmasi oncelikli olmalidir. Ciinkii BHT, BHA gibi sentetik antoksidanlarin
antikanserojen olduklari literatiir de kanitlanmstir ve Ingiltere' nin bebek mamalarinda
BHT ve BHA kullanim1 kesinlikle yasaklanmasi gibi bircok Avrupa iilkesi sentetik katki
maddeleri konusunda yeni yasal diizenlemeler getirmistir. Dogal kaynakli ve saglikl
beslenmenin 6nemli hale geldigi glniimiizde optimizasyon ve fermentdr Olgekli
calismalarla aliman verimlere dogru orantili olarak dogal kaynakli gida koruyuculari,
kozmetik katki maddeleri ya da gida takviyeleri elde edilmesi miimkiindiir. Bunlarin
disinda antioksidan aktivitenin antikanser, antiproliferatif aktivitele korelasyon gosterdigi
cesitli calismalarla ortaya konmustur (Grigalius ve Petrikaite 2017). Bu bilgiden yola
cikilarak OBCC 1047 nin antikanser ve antiproliferatif etkinliginin belirlenmesi {izerine
calismalar tasarlanabilir. OBCC 1047 nin antioksidan aktivitesi gelecek c¢alismalar igin

umut vaad etmektedir.
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