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OZET

Makromantarlarin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ¢ok ilgi ceken bir
arastirma konusu olup, arastirmacilar her gecen giin yeni bir aktivite kesti yapmaktadir. Bu
calismada 10 adet makrofungus Orneginin kiiltiir sivilarinin etil asetat ekstraktlarinin
antioksidan, antimikrobiyal ve ultraviyole 1s18a karst koruma etkileri taranmistir. Yapilan
tarama sonucunda ¢alisilan makrofungus orneklerinin higbirinde antimikrobiyal aktiviteye
rastlanmamis olmakla birlikte, fenolik madde iceriklerinde Schizophyllum commune icin 5,28
mg Gae/g, redikleyici guc aktivitesinde Schizophyllum commune igin 1mg/ml' de 0,557
absorbans ve metal selatlayici aktivitede Trametes hirsuta icin 8,87 mg/ml EC50 degeri
hesaplanmistir. Bunlarin haricinde ultra viyole 1s18a karst koruma etkileri arastirilan

izolatlardan Schizophyllum commune ultraviyole 1s18a kars1 %64.6 koruma gostermistir.

Anahtar kelimeler: Makrofungus, Antioksidan aktivite, Antimikrobiyal aktivite, Ultraviyole
koruyucu aktivite
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SUMMARY

Very exiting studies were performed about antioxidant and antimicrobial activities of
mushrooms, still scientists are discovering new antioxidant and antimicrobial activities of
mushroom extracts. In this study, ethyl acetat extracts of 10 macrofungi samples were
scanned for their antimicrobial, antioxidant and UV protecting abilities. After scanning for
antimicrobial activity with disc diffusion method, no activity were found in any mushroom
extract. The ethyl acetat extracts of Schizophyllum commune (D63) showed 5,28 mg GAE/g
total phenolic content and 0,557 absorbance with 1mg/ml concentrations on reduction power
ability. Trametes hirsuta showed 8,87 mg/ml IC50 of metal chelating ability. Schizophyllum
commune (M131) showed 64.6 % protection against UV light.

Keywords: Macrofungus, Antioxidant activity, Antimicrobial activity, Ultraviolet protecting

activity
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1. GIRIS VE AMAC

Birgok kiiltiir tarafindan besin ve ila¢ kaynagi olarak kullanilsa da, mantarlarin
ozellikle diinyanin dogu kesiminde saglik ve besin kaynagi olarak kullanilmalar1 Cin'de M.O.
100 yilina kadar uzanir. Sadece besinsel ve medikal amaglarla degil, baz1 toniklerde, cay
yapiminda ve kullanilan bitkisel formiilleri destekleyici olarak da kullanilmistir. Baz1 akciger,
bobrek ve soguk alginligi hastaliklarinin tedavilerinde kullanilmasi ¢ok eski zamanlara
dayanir (Chang vd., 1996). Mantarlarin hipertansiyon, hiperkolesterol ve kansere kars1 terapik
etkilerinin oldugu da daha 6nce rapor edilmistir (Bobek ve Galbavy, 1999) Biitiin bu veriler
1s181nda makrofunguslarin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
aragtirmacilar sayisiz calisma yapmaktadir. Bu calismalarin bir kismi antimikrobiyal ve
antioksidan caligmalar olmakla birlikte, antitimor ve antikanser ¢aligmalart da mevcuttur.
Makromantarlarin bir¢ok ¢alisiilmamig alanlari olup, 6zellikle UV koruyucu aktivite alaninda
yapilan literatiir taramasinda bir sonug elde edilememistir. Bu ¢alismanin amaci, bu ¢alisma
kapsaminda yer alan makrofungus izolatlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve UV koruyucu

aktivitelerini belirleyip hangi aktivitelerinin daha iyi oldugunu belirlemek ve sorgulamaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Oksidanlar ve Serbest Radikaller

Reaktif oksidanlar zincirleme reaksiyonlara sebep olan radikal ve radikal olmayan
oksijen formlarini tanimlayan genel bir terimdir. Serbest radikaller ise yoringelerinde

eslesmemis elektron barindiran ve bag yapmaya miisait olan kimyasal molekiillerdir (Ke Cui
vd., 2004).

Serbest radikaller normal metabolik siirecin sonunda agiga ¢ikabildigi gibi, sigara
icmek, endiistriyel kimyasallar sonucu, atmosferdeki serbest radikallerin alimi, x-ray' e maruz

kalma gibi nedenlerden dolay1 da organizmaya etki edebilirler (Kumar, 2011).

Serbest radikaller temel olarak 3 ana grup altinda incelenebilir;
a) Dahili kaynaklar

b) Cevresel kaynaklar

c) Psikolojik kaynaklar

Dahili kaynaklara solunum sistemi yoluyla, enzimatik reaksiyonlar yoluyla, fagositoz
yoluyla ve sitokrom Passo sistemi sonucu agiga cikan serbest radikaller ornek verilebilir
(Kumar, 2011).

Gevresel kaynaklar oksijenin organik materyallerle enzimatik olmayan yollardan
etkilesimi sonucunda acgiga cikarlar. Bunlara 6rnek olarak ise radyasyon, anestezik ve pestisit
ilaglar ve biitiin ¢evre kirliligi yaratan faktorler verilebilir (Kumar, 2011).

Diger bir kaynak olarak psikolojik sorunlar gdsterilmis olup, stres, duygusal bozukluk
ve hastaliklarin mental yan etkileri de metabolik olaylara etki ettigi icin, serbest radikal agiga

¢ikmasinda rol oynadigi s6ylenmistir (Kumar, 2011).

Serbest radikaller 4 ana siif altinda toplanmustir.

a)Hidroperoksil Radikaller



Hidroperoksil radikaller, siiper oksit radikallerin proton almis hali olup, kimyasal
formdlleri HO2' dir. Bu tepkime oksijene bir proton baglanmasi ile ger¢eklesmektedir. HO>
molekiilleri doymamis yag asitlerinden ve tokoferollerden hidrojen ¢alma egiliminde oldugu
icin, yag asitlerinin yapisinin bozulmasi ve lipit peroksidasyonunda onemli rol oynarlar

(Kumar, 2011).

b)Superoksit Radikaller

Superoksitler hem oksidan hem de redlktan olarak etki gosterirler. Sulfir, askorbik
asit ve NADPH gibi molekiilleri oksitleme yetenegine sahipken sitokrom C ve metal

iyonlarimi rediikleme 6zelligine sahiplerdir. Yapilarina proton almis haldeyken oldukga etkili

bir oksidan molekul haline gelebilirler (Gebicki ve Bielski, 1981)

c)Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, sliper oksitlerin bag yapma yetenegine sahip olan molekiillerinden
ortaya ¢ikmakla birlikte, kararli bir yapida oldugu i¢in serbest radikal olarak kabul edilmese
de hiicre membranindan kolay gecmesi ve DNA' nin yapisin1 bozmasi gibi 6zellikleri
nedeniyle gii¢lii bir radikaldir. Sayisiz peroksidaz enzimi hidrojen peroksitleri substrat olarak
kullanip pargalayabilir fakat hidroperoksil radikallerin artisiyla birlikte artan hidrojen

peroksit, siirekli maruz kalma durumlarinda goze ¢arpan bir radikaldir (Kumar, 2011).

d)Oksijen Radikalleri

Bu tiir oksidanlar tek halde dolasan O veya bunun ii¢ bag yapmis hali olan Oz gibi

radikallerden olusurlar. Etki mekanizmalar diger oksidanlarla aynidir (Kumar, 2011).
2.2. Antioksidanlar
Sayisiz kaynaktan siirekli maruz kalinan oksidatif stres organizmalar1 bir savunma

mekanizmasi olusturmaya itmistir. Oksidatif stresle bas edebilmek i¢in her organizma ayr1 bir

savunma evrimi gerceklestirmistir. Antioksidanlar bu konuda organizmalarin gelistirdigi en



onemli silahlardan birisidir. Ciinkii direk olarak oksidanlari ortadan kaldirma ozelligine
sahiplerdir. Organizmalarin antioksidan iiretiminin, atmosferdeki oksijen konsantrasyonun
siirekli degisiminden kaynakli evrimsel bir siirecte gelistigi Ongoriilmektedir (Kohen ve
Nyska 2002).

Antioksidanlar 2 ana grup altinda toplanirlar. Bunlardan birisi antioksidan enzimleri,
digeri ise diisiik molekiil agirlikli antioksidanlardir (LMWA). Bundan sonraki diisiik molekiil

agirlikli antioksidanlari ifade etmek i¢in "LMWA" kullanilacaktir.

Oksidatif strese karsi organizmalarin gelistirdigi savunma sistemleri sekil 2.1." de

verilmistir.
Onleme Mekanizmalar
Tamir mekanizmalar (ROS'un dnlenmesi) Fiziksel Savunma
(DMA tamir enzimleri) (Biyolojik yagam
kosullarimin
stahilizasyonu
j ] "
l OKSIDATIF STRESE KARSI
-! SAVUNMA SISTEMLERI
Antioksidan Savunma
Antioksidan Enzimler Direk etki etmeyen
(Katalazlar, peroksidazlar, LM WA — LMWA (Selatlama
S0D'lar) antioksidanlan)
Atik Uriinler (Ure vb.) Hiicre Tarafindan Diyete Bagh Kaynaklar
Sentezlenenler (Histidin-di (Askorbik asit, karotenler,
peptone, carnosine, tokoferoller)
glutathione)

Sekil 2.1. Oksidatif etkiye kars1 gelistirilen savunma mekanizmalar1 (Kohen ve Nyska
2002).



2.2.1. Antioksidan enzimler

Antioksidan enzimleri, siiperoksit dismutaz (SOD) enzim ailesini i¢inde barindiran
gruptur. SOD enzimleri protein yapilari ve kofaktorleri agisindan diger proteinlerden
ayrilirlar. Ornegin Cu-Zn SOD enzimi Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda bol miktarda
bulunan, aktif yapisinda aktif baglanma grubu bulunduran bir enzimdir. Mn SOD ise
prokaryotik hicrelerde ve Okaryotik hicrelerin mitokondrisinde bulunan bir antioksidan
enzim ¢esididir. (Kohen ve Nyska 2002). SOD enzimlerinin etki mekanizmasi sekil 2.2. 'de

sunulmustur.

o5 + 07 22 1,0, 40,

Sekil 2.2. SOD enzimlerinin ¢alisma mekanizmasi

SOD enzimleri tarafindan pargalanma tepkimesi sonunda agiga ¢ikan H20:
molekiillerinin pargalanmasinda bu sefer peroksidaz ailesine liye enzimler devreye girer.
Peroksidaz enzimleri, LMWA ailesinden olan Glutamik asit sistein-glisin (GSH) ve bu
molekiiliin oksijen almis hali GSSG ile birlikte ¢alisarak H202 yikiminda gérev (Kohen ve
Nyska 2002). Peroksidaz enzimlerinin GSH ve GSSG ile girdigi tepkime sekil 2.3. 'de

verilmistir.

Peroxidase

2GSH + H;0; =——— GS55G 4+ 2H-0

Sekil 2.3. Peroksidaz enziminin GSH ile ¢aligma prensibi

Bir diger onemli antioksidan enzimi katalaz olarak gosterilmistir. Katalaz enzimleri
yapilarinda bulunan Fe** gruplari sayesinde yiiksek derecede antioksidatif etkiye sahiptirler.
Bu grup "Bilesik 1"(Compound 1) olarak adlandirilir ve ayn1 zamanda katalaz aktivitesi igin
substrat gorevi gorir (Kohen ve Nyska 2002). Katalazlarin Compound 1 ile girdikleri tepkime

sekil 2.4. 'de verilmistir.



catalase

H20; —— {Compound 1}
{Compound 1} + H.0; =——> 0; 4+ 2H,0

catalase

2H,07 =—> 07 +2H,0

Sekil 2.4. Katalazlarin Compound 1 ile girdikleri tepkime ile H2O> yikimi

Diger destekleyici antioksidan enzimleri de hiicre iginde yer alir. Ornegin bunlardan
birisi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz' dir. Bu enzim peroksidaz tepkimelerinde NADPH vererek

GSSG molekdillerinin GSH molekullerine indirgenmelerini saglar (Kohen ve Nyska 2002).

LMWA molekiilleri ise diisiik molekiiler kiitleli olup, basit fakat 6énemli bir role
sahiptirler. Bu antioksidanlar diisiik molekiiler kiitlelerinden Otiirii hiicre membranlarinda
cabuk gecerek hiicre i¢inde ulasilmasi zor olan biyolojik hedeflere daha kolay ulasirlar. GSH
bu gruba ait bir enzimdir. Bu tiir enzimler elektron dondrii olarak gorev aldiklarindan dolay1
serbest oksijen radikallerine (ROS) ¢abuk etki mekanizmasina sahiptirler. Daha sonra
kimyasal veya enzimatik yollarla aldiklar1 elektronu geri verip tekrar oksidatif tepkimeye
girerler (Kohen ve Nyska 2002). Genel olarak bu grubun etki mekanizmasi sekil 2.5." de

verilmistir.

RO’ —— Scavenger (RH) «——

-e'(H) Regeneration
(chemical or enzymatic)

ROH <« L ——» Scavenger radical (R) —
Oxidized scavenger

|

Further oxidation of
the scavenger

Sekil 2.5. LMWA enzim grubunun etki mekanizmasi



2.2.2. Fenolik ve flavonoid maddeler

Fenolik maddeler sekonder metabolitlerin biiyiik bir grubudur. Hidroksil gruplarinin
pozisyonu ve tasidiklari yan gruplara gére siniflandirilirlar. Bu grubun en blylk elemani C6-

C3-C6 yapisal iskeletine sahip olan flavonoid grubudur (Podsedek vd., 2005).

Fenolik maddeler, oOzellikle flavanoidler antioksidan aktiviteleri, kilcal damar
koruyucu aktiviteleri ve antitiimor aktiviteleri agisindan oldukga zengin bir etkiye sahiptirler
(Wenzel ve Daniel, 1999).

Fenolik maddelerin etki mekanizmas1 tasidiklar1 hidroksil gruplarinin pozisyonuna
gore degisiklik gosterse de elektron alma egilimleriyle 6nemli bir antioksidan etkiye
sahiplerdir.

Flavonoid maddeler temel olarak 4 grup altinda toplanirlar. Bunlar flavonoller,

flavoneler, flavanoller ve isoflavonoller olarak adlandirilmistir (Rice-Evans vd., 1997). Bu

gruplarin yapisi sekil 2.6. 'da verilmistir.

Flavenol Flavone

@ HO O O
98
OH
OH 0

Flavan-3-ol Isoflavone
O " 0 O
OH 0 ‘
H

Sekil 2.6. Flavonoid maddelerin siniflandirilmasi




2.2.3. Diyete bagh antioksidanlar

Bu gruptaki antioksidanlar insanlar tarafindan {iretilemeyip, sadece bitkiler, mantarlar
bazi hayvanlar tarafindan iiretilebilen ve disaridan alinmasindan bagka bir sekilde tedarik

edilemeyen antioksidanlardir.

Bu grupta verilebilecek en iyi 6rneklerden biri askorbik asittir. Askorbik asit suda
¢oziilebilen bir yapiya sahip olup, cogu enzim icin kofaktér gorevi oynar. Askorbik asit 2
elektron verebilme yapisinda olup, 1 elektron verdiginde askorbil, 2 elektron verdiginde
dehidroaskorbata indirgenir. Daha sonra GSH ve NADPH gibi elektron vericilerden elektron
alarak, eski haline yiikseltgenir. Askorbik asit yiiksek elektron verme ozelligine sahip bir
molekiil oldugu i¢in ¢ok giiglii bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Kohen ve Nyska 2002).

Askorbik asitin indirgenmis molekiil yapilar sekil 2.7. 'de verilmistir.

OH OH
_ HO O __o S HO O 6 -
HO  OH a O OH
Ascorbic acid Ascorbate

+2e'/+2H'u -2e" /-2H' +e'/+H'u-e'/-H‘

OH
HO O o P
o) o) R
Dehydroascorbic acid Ascorbyl radical

Sekil 2.7. Askorbik asitin indirgenmis molekiiler formlari



Diyete bagli antioksidanlarin bir digeri E vitaminini de i¢inde barindiran tocoferol
ailesi antioksidanlaridir. Genel olarak lipit peroksidasyonunu inhibe etmek Uzere hidroksil
radikalleri (ROO) fizerinde etki gosterirler. Bu etkinin gosterildigi bir bagint1 sekil 2.8. 'de

verilmistir.

Diketo-L~-gulonic acid

A
] Loss
ROO-— — Tocopherol < [—>DHQ A GS 1 ROOH
AA - :
L GS-
RO Tocopherol AA l—> GSSG<~—— ROH

J Loss

Tocopherol quinone

@®» Glutathione peroxidase

Sekil 2.8. Tokoferoliin hidroksil radikalleri iizerine etkisi

2.3. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan tayin yontemleri genel olarak 2 kategori altinda toplanmistir. Bunlardan
ilki hidrojen atom transferine dayanan HAT yontemi, digeri elektron transferine dayanan ET
yontemidir (Karadag vd., 2009). Bundan sonraki boliimlerde bu kisaltmalar kullanilacaktir.
2.3.1. Hidrojen atom trasnferi (HAT) yontemleri

HAT yontemi kullanilan metodlarda antioksidan molekiillerin hidrojen vererek serbest

radikali kararli hale getirmesine dayanir (Karadag vd., 2009). Bu baglamda genel olarak
gerceklesen tepkime sekil 2.9. 'da verilmistir.

AH + X" — XH+ A’

Sekil 2.9. HAT yontemlerinde gergeklesen tepkime
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2.3.1.1. Oksijen radikal absorbans kapasitesi tayini (ORAC)

ORAC peroksil radikallerden kaynakli oksidasyonlarin, antioksidan inhibisyonunu
Olgmek i¢in kullanilir ve hidrojen atom transferine dayali inhbisyon degerlerini yansitir (Ou
vd., 2001). Yéntemde diklorit (AAPH) veya Cu*?-H,Oz'den ¢ikan hidroksil radikalleri,
kullanilan florasan soliisyondan agiga ¢ikan oksitlenebilir protein substrati ile tepkimeye
girerek florosan ozellikte olmayan bir son urtn Uretir. Bu da florasan soliisyonun renginin
gitgide azalmasiyla ortaya Olgiilebilecek bir deger c¢ikarir. Deney 37 C°' de gergeklestirilir.
(Karadag vd., 2009).

2.3.1.2. Total radikal vakalayic1 aktivite tayini (TRAP)

TRAP deneylerinde serbest radikal saglayicisi olarak yine AAPH kullanilir. ORAC
deneylerinden farki, florasan soliisyonu olarak B-phycoerythrin yerine R-phycoerythrin
kullanilmasidir. Bu yontem antioksidan igerikli maddelerin serbest radikal ve florosan probu
arasindaki aktiviteyi engelleme kapasitesine dayanir. Sonuglar yine florometrik olarak 495 nm

ve 575 nm araliginda gozlenir (Karadag vd., 2009).

2.3.1.3. Karotenoid (Krosin) agartma vontemi

Karotenoidlerin oksidasyon yoluyla renkleri acilir. Oksidasyon 151k veya 1s1 yoluyla
veya peroksil radikalleri ile gergeklestirilebilir . Bu yontemde karotenidlerin bu renk agilmasi
antioksidan maddelerin varliginda 6nlenmesi ya da yavaslatilmasi hedef alinir. Genellikle beta
karotenin kullanildig1 yontem, kullanilan antioksidanin ortamdaki serbest radikallere hidrojen
vermesiyle onlar1 kararli hale getirmesi ve oksidatif stresi ortadan kaldirmasi amaciyla yapilir

(Karadag vd., 2009).
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2.3.2. Elektron transferi (ET) yontemleri

HAT yontemi kullanilan metodlarda antioksidan molekiillerin hidrojen vererek serbest

radikali karal1 hale getirmesine dayanir (Karadag vd., 2009).

2.3.2.1. Folin-Ciacalteu reaktifi kullanilarak total fenolik madde tayini

Folin-Ciacalteu ¢ozeltisinin kimyasal yapisi tam olarak bilinmemekle birlikte
phosphomolybdic/phosphotungstic asit kompleksi icerdigi diisiiniilmektedir. Yontemin
caligma prensibi olarak alkali ortamda fenolik bilesikler ve molibdenum arasinda bir elektron
aligverisi oldugu distiniilmektedir. Bu tepkime de ortaya spektrofotometrik olarak 750 nm' de
olglilebilecek bir renk degisimi ¢ikarmaktadir (Magalhaes vd., 2008). Fenolik maddeler,
Folin-Ciacalteu reaktifi ile sadece bazik ortamda renk vermektedir.

2.3.2.2. ABTS radikal giderici aktivite tayini (TEAC)

TEAC yontemi ilk olarak Miller (1993) tarafindan bulunmus olup, zamanla
gelistirilmis ve yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. ABTS bir peroksidaz substrati olup,
H202 varliginda serbest peroksil radikalleri ortaya ¢ikarir ve bu asamada renk verir. Bu renk

degisimi spektrofotometrik yontemlerle 600-750 nm aralifinda okunabilir.

ABTS radikalinin suda ve organik materyallerde ¢oziinebilir olmast suda ve lipofilik

yapida ¢6ziinen maddelerin galisilmasinda kolaylik saglamaktadir (Arnao 2000).

2.3.2.3.Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) siipuricu aktivite tayini

Son zamanlarda DPPH supurtcu aktivite, antioksidan aktivite tayininde ¢ok popdiler
bir yer almistir. Bunun nedeni deneyin kolay ve duyarli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Deney, antioksidan maddelerin hidrojen donéru olarak kullanilmasina dayanir. DPPH
moleklu yoringesine 1 adet hidrojen alarak kararli hale gelir. DPPH kendine 6zgii mor bir
renk verir ve 517 nm dalga boyunda yiiksek absorblama yetenegine sahiptir. Bu nedenle

spekterofotometrik g¢alismalarda olduk¢a fazla kullanilir. DPPH yapisina hidrojen kabul
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ettikten sonra etkisiz hale gelerek sari renk vermeye baslar. Hidrojen donérii antioksidanlarin
yogunlugu ortamda ne kadar fazla ise DPPH' in renk giderimi o kadar fazla olur (Shibamoto
vd., 2009). DPPH' in yapisina hidrojen aldiktan sonra molekiiler degisimi sekil 2.10.'da
verilmistir.

Yontem, Blois (1958) tarafindan gelistirilen DPPH radikal siipliriicii aktivite
protokoliine gore yapilmistir. Bu yontem antioksidan igerikli maddelerin serbest radikallere
baglanma egilimi tizerine kurulmustir. Bu dogrultuda da a-diphenyl-p- picrylhydrazyl stabil
bir radikal olarak bilinir. Kolay ve kisa siirede yapilabildigi i¢in yaygin olarak tercih edilir

(Contreras-Guzman ve Strong., 1982).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (Oksidan, mor renkli) DPPH (Rediiklenmis,
san renkli)

Sekil 2.10. DPPH 'in yapisina hidrojen almasi ile kararli hale gelmesi

2.3.2.4. Ferrik redukleyici antioksidan aktivite tayini (FRAP)

Bu yontem antioksidanlarin ferrik demiri rediikleme giiciine dayanan bir yontemdir.
Ik olarak kan ve plazmadaki askorbik asit miktarin1 6lgmek icin kullanilmistir. Ferrik demir
(Fe™-TPTZ) bir antioksidan tarafindan asidik ortamda Fe* ye indirgendigi zaman ortaya 593
nm' de absorbans veren mavi bir renk ¢ikar. Ferrik demirin elektron alarak Fe'® ye

indirgenmesi, sekil 2.11' de verilmistir (Apak vd., 2007).
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ekil 2.11. Ferrik demirin elektron alarak Fe*?' ye indirgenmesi
y g

2.4. Makromantarlarin antioksidan 6nemi ve yapilan bazi ¢calismalar

Makromantarlar ¢ok uzun zamandir besin kaynagi olarak tercih edilmektedir.
Giliniimiizde ise besin degerlerinin yan1 sira aktif biyolojik molekiilleri ve medikal degerleri
ile vazgecilemez bir kaynak olmustur (Breene, 1990). Mantarlar cok cesitli sekonder
metobolik igerigini sahip organizmalar olup, tiirlere gére barindirdiklar1 fenolik, poliketid ve
steroid miktarlar1 olduk¢a fazladir. Bulunan bu sekonder metabolitlerin antioksidan
aktiviteleri yiiksek ¢ikarken, mutajenik olmayislar1 da pozitif bir etki yaratmaktadir (Ishikawa
vd., 1984).

Makromantarlar ile yapilan bir cok antioksidan ¢alisma vardir. Biz bunlardan

calistigimiz tiirlere ve yontemlere yakin olmalari ile birkag¢ 6rneklendirme yapacagiz.

Cilerdzic vd., (2016) Ganoderme lucidum, Ganoderma applanatum ve Ganoderma
carnosum ile yaptiklar1 antioksidan taramasinda, bu tiirlerin metanolik ekstraktlarinin DPPH
ve total fenolik aktivitelerini arastirmislardir. Yaptiklar1 c¢alisma sonunda DPPH aktivite
kapsaminda Ganoderma lucidum tlrine ait ekstraktlarda % 57.12' ye varan giderim
gozlemlemisglerdir. Ganoderma applanatum ve Ganoderma carnosum tiirleri igin ise sirasiyla
%20.53 ve %17.04 giderim oldugunu ortaya koymuslardir. Gosterilen bu aktivitenin fenolik

madde ile paralel bir artig gosterdigini vurgulamiglardir.

Ganoderma lucidum ile baska bir antioksidan taramas1 Ozparlak vd., (2016) tarafindan

yapilmis olup, toplam fenolik ve flavonoid igerikleri, DPPH siipiiriicii aktiviteleri ve metal
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selatlama aktiviteleri acisindan yabani ve kiiltiir formlar1 karsilastirilmistir. Elde edilen
verilere gore Fenolik igerikler, kiiltiir formlar1 ve yabani formlari igin sirasiyla, 21ug/g ve
25.58ug/g, DPPH siipiiriicii aktiviteleri %16.17 ve 17.67, metal selatlama aktiviteleri 8.02ug
ve 14.45 ng/g olarak sunulmustur. Bu ¢alisma bize sus farkliliklarinin yani sira yabani
formdaki makromantarlar ile kiiltiire alinmis makromantarlar arasindaki farkin bile ne kadar

degisebilecegini gostermektedir.

Bagka bir c¢alismada Trametes gibbosa' nin antioksidan aktiviteleri taranmustir.
Fenolik ve flavanoid igeriklerine bakilan Trametes gibbosa' nin madder igerikleri 23.8 ve
16.98 ng/g olarak kayit edilmistir. Ayn1 zamanda DPPH, rediikleyici gii¢ ve metal selatlama
aktivitesi yontemlerinde de taranan ekstratlardan sirasiyla mg/ml konsantrasyonlarda %91.47
DPPH giderici aktivite, 0,546 absorbans rediikleyici gii¢ aktivite ve %93.3 selatlama aktivitesi
oldugu gézlemlenmistir.(Johnsy vd., 2011) Verilen oranlar oldukga yiiksek olmasiyla birlikte,
makromantarlarin antioksidan akitivite konusunda ne kadar gii¢lii birer kaynak olduklarin1 da

goOzler dniine sermektedir.

Yine bagska bir ¢alisma Schizophyllum commune ekstraktlarinin total fenolik ve DPPH
aktivilerinin hesaplanmasi {izerine yapilmistir. Bu ¢aligmada da ekstraksiyon yontemine gore
ekstrelerin verimliligi konusuna deginilmistir.  Etil asetat ve diklorometan ile yapilan
ekstraksiyonlarin sirasiyla DPPH verimleri 0,219 mg/ml (EC50) ve 0.641 mg/ml (EC50),
fenolik icerikleri ise etil asetat ici 0.79 GAE/mI ve dikolorometan icin 0.45 GAE/mI olarak
hesaplanmistir (Mirfat vd., 2010). Yapilan ¢alisma bize sus farkindan kaynaklanan aktivite
miktarindan farkl olarak, ekstraksiyon metodunun da oldukc¢a onemli bir etken oldugunu

goOstermektedir.

2.5. Antimikrobiyal Aktivite Belirleyici Yontemler

Bu yontemler, agar disk diflizyon metodu, antimikrobiyal gradient metodu (ETEST)

ve diger difiizyon metodu olarak 3 ana grup altinda toplanmistir (Balouiri vd., 2016).
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2.5.1. Agar disk diftizyon metodu

Bu yontem ilk olarak 1940 yilinda gelistirilmis olup, su an hala klinik laboratuvarlarin
antimikrobiyal test taramalarinda yaygin olarak kullandigi bir yontemdir. Bazi nazh
organizmalarin antimikrobiyal testlerinde snu¢ almak zor olsa da, bu organizmalarin
calisilmasinda besiyeri optimizasyonu, inkiibasyon optimizasyonu gibi yOntemler

gelistirilerek, bu zorlugu iistesinden gelinmistir (Balouiri vd., 2016).

Yontemde test mikroorganizmalar1 agar {izerine ekilerek, 6mm yarigapinda istenilen
miktar ve konsantrasyonda denenecek madde emdirilen filtre kagitlarindan ¢ikarilmig diskler
agar ylizeyine yerlerstirilir ve inhibasyon zonlar1 Olgiiliir. Cikan sonuclar maddeye karsi
duyarli, nétr ve duyarsiz olarak kategorilendirilir. Cikan sonuglar her ne kadar bakteriyal ve
fungal zonlarin biiyiimesini engelleyici olabilse de, bu yontem sidal aktivite ve statik efekt
sonuglari i¢in kullanilamaz. Ayrica MIC konsantrasyonunu belirlemek icin de yetersiz bir

yontemdir. Yontemin en biiylik dezavantaji da budur (Karon vd., 2012).

2.5.2. Antimikrobiyal radiant yontemi

Antimikrobiyal aktivitede kullanilan diliisyon yontemleri ve agar difiizyon yontemini
birlestiren bir metod olan antimikrobiyal radiant yontemi, MIC degerinin belirlenmesi
gereken durumlarda tercih edilir. Yontem agar disk difiizyon ile ayni olsa da yerlestirilen
disklerdeki maddelerin konsantrasyon araliklari degisim gosterir. Etkin gozlendigi
konsantrasyon MIC degeri olarak belirlenir. Her ne kadar basit bir yontem gibi denenen
maddelerin ve test mikroorganizmalarinin miktarina gére maliyet olarak oldukca yiiklii bir

yontemdir (Jorgensen vd., 2009).

Bu yontem Ozellikle sinerjetik etki calisilan deneylerde olduk¢a yaygin
kullanilmaktadir. Sinerjetik etki MIC degerinin diisiiriilmesi agisindan olduk¢a énemlidir. Bu
baglamda c¢alisilan maddelerde fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu indeksi (FICI)
hesaplanip, MIC degerlerinin karsilagtirilmas: sekil 2.12 'de verilen bagintiya gore hesaplanir

(Balouiri vd., 2016).
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) FICI=FIC(A) + FIC(B)

_ MIC(A) Kombinasyon ve _ MIC(B) Kombinasvon
FICA) = MIC(A) Yalmz FIC(B) = MIC(B) valniz

Sekil 2.12. Sinerjetik etki degerlerinin hesaplanmasinda MIC degerlerinin formiilasyonu

2.5.3. Diger difiizyon yontemleri

Bu yontemler agar kuyu difiizyon yéntemi, agar dolgu diflizyon yontemi, ¢apraz ¢izgi
yontemi ve zehirli besiyeri yontemi olmak uzere 4 grupta incelenebilir.

Agar kuyu difizyon yontemi, bitkiler ve mikrobiyal ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde yayginca kullanilan bir yontemdir. Yontem agar difiizyon
yontemiyle ayni olup, farkli olarak agarlara test mikroorganizmalar1 yayildiktan sonra agar
yuzeyine 6-8 mm ¢apinda delikler agilir ve denenecek ekstraktlar bu deliklere enjekte edilir
(Balouiri vd., 2016).

Zehirli besiyeri yontemi, daha ¢ok antifungal ¢alismalarda kullanilir. Bu yontemde
onceden erimis olan agara denenmek istenen ekstrakt dilenen konsantrasyonlarda eklenir ve
perilere dokiiliir. Daha sonra donan agarlar alinarak tizerlerine 2-5 mm diskler halinde misel
ekimi yapilir. Misel ekimi yapilan mantarin inkiibasyon siiresi kadar inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda % antifungal aktivite asagidaki formiile gore hesaplanir (Balouiri vd.,
2016).

Antifungal activite (%)=( Dc -Ds) /D¢ *100

Formiilde Dc ekstrakt icermeyen kontrol grubunun zon yarigapt iken, Ds ekstrakt

iceren besiyerine ekim yapilmis mantarin zon yaricapidir.
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Sekil 2.13. Farkli disk difiizyon yontemlerinin karsilagtirilmast A. Agar disk difiizyon
yoéntemi, B. Agar kuyu yontemi, C. Agar dolgu difiizyon yontemi

2.6. Ultraviyole (UV) koruyucu aktivite
Ultraviyole 1sinlart UVA(320-400 nm), UVB(290-320 nm) ve UVC(200-290 nm)

olmak uzere 3 kisimda incelenir.

UVA'nin dalga boyu uzun oldugundan dolayr atmosferik kosullar ve yiikseklikten
daha az etkilenir ve UVB' ye oranla deride daha iyi nifuz edebilir. Yeryiiziine erisen UV
spektrumunun %96,5 gibi bir oranini olusturur. UVA cam tarafindan engellenemedigi gibi,
golge veya kapali ortamlarda da etkili olabilmektedir. UVB' ye kiyasla pigmentlerin
koyulagmasint daha c¢abuk indiikleyerek erythema sentezini engeller. UVA'nin 151k

yaslanmasi, deri kanseri ve okiiler hasara yol actig1 arastirmacilar tarafindan gézlemlenmistir.

UVB, UVA'nin sadece 20/1 oraninda yeryliziine ulasabilir ve atmosferik olaylardan
cok daha ¢abuk etkilenir. Yeryiiziine erisen UV spektrumunun %3.5 gibi bir oranini olusturur.
Gilines yaniklar1 ve immun sistem baskilayic1 o6zellikleri arastirmacilar tarafindan ortaya

koyulmustur.

UVC ise ozon tabakasi tarafindan etkili bir bicimde bloke edilebilir olup, biyolojik

olarak herhangi bir etkisi goriilmemistir.
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Insan viicudunun UV 1sinlara karsi verdigi tepkiler arasinda erythema ve edema
olusumu ve pigment kararmasi sayilabilir. Bunlari takiben epidermis ve dermiste kalinlasma
ve D vitamini sentezi gozlenen tepkiler arasindadir. UVB kaynakli erythema olusumu 4 saat
maruz kalma sonunda olusurken, etkisi haftalar boyunca siirebilir. UVA' nin ayni oranda
erythema olusumunu tetiklemesi i¢in, maruz kalma siiresinin yaklagik 1000 kat artmasi

gerekir, bu da UVA'y1 ayni derecede tehlikeli kilar.

UVA' nin ve UVB'nin bu zararl etkilerine kars1 bitki ekstraktlarinin kullanimi olduk¢a
yaygin olsa da makromantar ekstraktlart ile UV koruyucu aktivite ¢aligmalarina literatiir

taramasinda rastlanamamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.1. Makrofungus izolatlar

Calismada toplam 10 adet makrofungus izolatinin kiiltiir sivisina ait etil asetat

ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve UV'ye kars1 koruma etkisi test edilmistir.

Denenen izolatlara iliskin bilgiler, ¢izelge 3.1.” de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Aktivitesi arastirilan makrofungus izolatlar

Tiir ad1 Izolat kodu | Kaynak

Ganoderma carnosum M88

Trametes versicolor M96

Ganoderma applanatum M105

Schizophyllum commune M131

Schizophyllum commune M133 Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat
Fakdltesi Biyoloji BolimG  Fungikdltir

Ganoderma resinaceum D33 Laboratuvari

Trametes hirsuta D43

Trametes versicolor D54

Schizophyllum commune D63

Ganoderma resinaceum Sv19

Calisilan izolatlarin PDA besiyerindeki koloni morfolojileri sekil 3.1.” de sunulmustur.
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Sekil 3.1. izolatlarmn PDA besiyerinde morfolojileri, a. Trametes hirsuta (D43), b. Ganoderma
carnosum (M88), c. Schizopyllum commune (D43), d. Trametes versicolor (M96), e.
Schizophyllum commune (M133), f. Schizophyllum commune (M133), g. Ganoderma
resinaceum (D33), h. Ganoderma resinaceum (SV19), 1. Trametes versicolor (D54), i.
Ganoderma applanatum (M105)

3.1.2. Antimikrobiyal Aktivite ve UV' ye Karsi Koruma Tayininde Kullanilan Test

Mikroorganizmalari

Makrofungus izolatlarinin kiiltiir sivilarindan elde edilen etil asetat ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek lzere 3 gram negatif ve 3 gram pozitif bakteri olmak
tizere 6 adet test mikroorganizmasi kullanilmigtir. Kullanilan mikroorganizma suslar1 ve temin

edildikleri kaynaklar cizelge 3.2. 'de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Makrofungus etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin denendigi

standart mikroroganizma suslari

Test

Mikroorganizmasi Sus adi Sus no Kaynak
Micrococcus luteus NRRL 1018

Gram (+) Bakteri Bacillus subtilis NRRLB 744

Staphylococcus aureus | NRRLB 767 | Eskisehir Osmangazi

Gram (-) Bakteri

Universitesi Fen

_ . Edebiyat  Fakdltesi

Escherichia coli ATCC 25922 Biyoloji BSlim
Pseudomonas Fungikaltdr

aeruginosa ATCC 27853 Laboratuvari

Cronobacter sakazakii LMG 2766

Maya

Saccharomyces

r. NRRLY 12632
cerevisiae

3.1.3. Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

A. Besiyerleri

Calisma kapsaminda kullanilan besiyeri igerikleri distile su eklenip kaynatilarak

coziinmeleri saglanmis, daha sonra 121 °C' de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Potato Malt Peptone (PMP)

Pepton from meat
Malt extract
Potato dextrose broth

Distile su

10 g
50 g
10,0 ¢
1000 ml

PMP besiyeri makrofungus izolatlarinin iiretilmesi i¢in kullanilmustir.
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Potato Dekstroz Agar (PDA)

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

makrofungus izolatlarinin aktiflenmesi i¢in kullanilmistir.

Muller Hinton agar (MHA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 34 g/l oraninda tartilarak hazirlanmistir. Antimikrobiyal

aktivite calismasinda kullanilmistir

Muller Hinton Broth (MHB)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 21 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir. Antimikrobiyal

aktivite c¢alismasinda kullanilan test mikroorganizmalarmin aktiflenmesi amaci1 ile

kullanilmastir.

YPD Agar

Pepton from meat 20 g
Yeast extract 10 g
Glukoz 20 g
Agar 15 g
Distile su 1000 ml

YPD Agar besiyeri UV survival aktivite ¢alismasinda kullanilmistir.

YPD Broth
Pepton from meat 20 g
Yeast extract 10 g

Glukoz 20 g



Distile su

YPD Broth besiyeri UV survival aktivite ¢alismasinda kullanilan mayalarin aktiflenmesi igin

kullanilmastir.

B.Cozeltiler ve kimyasallar

1000 ml

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler ¢izelge 3.3. 'de siralanmustir.

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler ve kullanim amaglari

Cozelti Kullanildig1 Calisma
%10 ' luk Folin-Ciocalteu Reaktifi Total fenolik
% 20°1ik Na,COg ¢ozeltisi
%5 'lik DPPH c¢ozeltisi DPPH

% 1’lik KsFe(CN)e ¢ozeltisi

% 10’luk TCA ¢ozeltisi

% 0.1'lik FeCls gozeltisi

200mM'lik fosfat tamponu ( pH: 6.6 )

Redukleyici gl

Oksijenlendirilmis saf su

%20' lik B-karoten (Caligmada 1ml
kloroform iginde 0.2 mg [3-karoten
¢oOziilerek hazirlanmistir.)

Tween 80

Linoleik asit, Kloroform

Beta Karoten

2 mM FeCl2 ¢ozeltisi

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi

Metal selatlama

Ringer ¢ozeltisi

UV koruyucu aktivite




C. Cihazlar
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Caligsma sirasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 ¢izelge 3.4.° te sunulmustur.

Cizelge 3.4. Calisma sirasinda kullanilan cihazlar, marka ve modelleri

Cihazin ad1 Marka ve modeli
Spektrofotometre Shimadzu UV-2450 UV-VIS
Santrifij Hettich Zentrifugen UNIVERSAL 320

Guvenlik kabini

Thermo Electron Corporation Hera Safe

Homojenizator

Heidolph SilentCrusher M

Manyetik karistirict Heidolph MR Hei-Tec D-91126 Scwabach
Su banyosu Adventec LD-220 Water Bath
Etavler Invova 44 New Brunswick Scientific,

Memmert
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3.2. YONTEM

3.2.1. Makrofungus izolatlarinin aktiflenmesi

Denenen makrofungus izolatlar1 ilk olarak PDA besiyerinde 27 °C' de karanlik
ortamda aktiflenmistir. izolatlar 250 ml' lik erlenlerde 100 ml PMP besiyerine 5 mm capinda
misel diskleri halinde inokule edilerek pellet olusumu beklenmistir. Bu asamada erlen bagina
5 disk olacak sekilde inokiilasyon yapilarak 100 rpm c¢alkalama hizinda ve karanlik kosullarda
7 glin inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2. inokiilant Hazirlanmas: ve Inkiibasyon

PMP besiyerinden 7 glnlik inklibasyon sonunda elde edilen izolat pelletleri steril
ortamda besiyerinden suzilerek armndirilmis ve elde edilen pelletler 2 defa steril saf su ile
yikanmistir. Besiyerinden tamamen arindirilan pelletlere 100 ml saf su eklenmis ve
homojenizator (Heidolph Silent Crusher M) yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenize
edilen stspanse haldeki miseller manyetik karigtirict (Heidolph MR Hei-Tec D-91126
Scwabach) yardimi ile 150 rpm' de karisir vaziyetteyken 2 L' lik erlenlerde bulunan 1 L PMP

besiyerine %35 oraninda inokiile edilmistir.

Uretim besiyerine alinan izolatlar karanlik ortamda oda sicakliginda ve statik

kosullarda 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmaistir.

3.2.3. Kiiltiir Sivis1 Ekstraksiyonu

On giin statik kosullarda inkiibe edilen izolatlarin kiiltiir sivilarin1 toplamak amaci ile
kurutma kagidi kullanilarak kaba siiziimleri yapildiktan sonra Whatman No:1 filtre
kagidindan gegirilerek misellerden arindirilmast saglanmistir. Bu asamada siiziimleri zor olan
bazi izolat tiirlerinin misellerinin ayrilmasi i¢in 6000 rpm' de 10 dakika santriflij yapilmistir

ve siipernatant tabakasi 5 ml' lik pipet yardimiyla toplanmustir.

Izolatlarin siiziimleri tamamlandiktan sonra elde edilen kiiltiir sivilar1 500 ml' lik

ayirma hunilerine alinarak hacimce 1/1 oranda etil asetat ile muamele edilmistir. Bu asamada
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ylzey hacim oranini artirarak maksimum ekstrakti elde edebilmek amaciyla her 250 ml' lik

kiiltiir stvist i¢in 3 asamada etil asetat eklenerek iyice calkalanmistir.

Calkalanan etil asetat - kiiltiir s1vis1 karisimi faz ayrilana kadar beklenmis, daha sonra
altta kalan kiiltiir s1vis1 ayirma hunisinin vanasi agilarak alinmistir. Ustte kalan etil asetat fazi
ayr1 bir sisede toplanmistir. Toplanan etil asetat ekstraktlarinin i¢inde kalan suyu ortamdan
uzaklastirmak ic¢in sisenin dibini kaplayacak kadar sodyum karbonat eklenmis ve iyice
calkalanmistir. Sodyum karbonat dibe ¢okiinceye kadar beklenmis ve tekrar filtre kagidindan

stizmek suretiyle sudan arindirilmis etil asetat ekstraktlar1 ayr1 bir kapta toplanmistir.

Toplanan etil asetat ekstraktlar1 evaporatdr kullanilarak ugurulmus, yapilacak olan
caligmalarda kullanilmak tizere 1 mg/ml konsantrasyonlarda ve metanolde ¢oziilerek -20 °C'

de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal aktivite calismalar:

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 kapsaminda ekstraktlarin belirlenen test
mikroorganizmalari lizerine antimikrobiyal bir aktivitesi olup olmadigi sorgulanmistir. Metod,
tizerine denenmek istenen test mikroorganizmasi ekilmis agar besiyeri lizerine ekstrakt
emdirilmis disklerin difiize olmasiyla bir zon olusturmasina dayanir (Tendencia vd., 2004).

Fungal ekstraktlar 5 mm g¢apinda Whatman No:1 filtre kagit disklere 50pug ekstrakt

icerebilecek bicimde emdirilerek steril ortamda kurumaya birakilmistir.

Test organizmasi olarak kullanilacak olan bakteriler MHB besiyerine inokiile edilerek
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda sivi besiyerlerinde
ureyen test mikroorganizma kiiltiirlerinin bulanikligi spektrofotometrik olarak McFarland
0,5 standardinin bulaniklik diizeyine ayarlanmak Uzere ringer ¢o6zeltisi ile seyreltilmistir.
Seyreltilen test mikroorganizmalarindan MHA besiyerine, her petriye 100 pl olacak bigimde
ekim yapilarak iyice yayilmis, kltlrlerin tizerlerine ekstrakt emdirilmis ve kurutulmus diskler
yerlestirilmistir. Inokiile edilen tiim petri kaplar1 24 ve 48 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Pozitif kontrol olarak eritromisin, vankomisin ve basitromisin antibiyotiklerini
iceren diskler kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise, ekstrakt hazirlanmasinda kullanilan

¢Oziicii olan etil asetat emdirilmis diskler kullanilmistir.
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Inkiibasyon sresi sonunda diskler etrafinda ortaya ¢ikan zonlar, iki farkli diizlemde ve

milimetrik olarak dl¢iilmiis ve elde edilen degerler kaydedilmistir.

3.2.5. Antioksidan aktivite calismalari

3.2.5.1. Total fenolik madde tayini

Total fenolik madde tayininde Folin—Ciocalteu yontemi esas alinmistir (Singleton vd.,
1999). Yontem Folin—Ciocalteu ¢ozeltisinin fenolik maddeler ile redoks tepkimesine girerek

mavi renk vermesine dayanir.

Yontemde kiiltlir sivist ekstraktlar1t 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan 6rneklerin her birine Folin—Ciocalteu reaktifi
eklenmistir. Karisim 3 dakika bekletildikten sonra iizerine Na;COs ceklenmis ve karanlik
ortamda 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Iinkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede

750 nm' de absorbanslar1 ol¢iilmiistiir.

Izolatlar gallik asit esdegerlerine gore degerlendirilmis olup, gallik asit standart egrisi

ve farkli konsantrasyonlara gore verdigi renk degisimi sekil 3.2. ve sekil 3.3 'de verilmistir

y=4,6174x+0,0483
R?=0,9988

Absorbans

0 01 0,2 0,3 0,4
Gallik asit {(mg/ml)
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Sekil 3.2. Toplam fenolik madde miktari tayininde kullanilan gallik asit standart egrisi

Sekil 3.3. Gallik asit standart egrisi igin hazirlanan gallik asit konsantrasyon serisi

3.2.5.2. DPPH radikal stipiiriicti aktivite

Yontemde ekstraktlar 1mg/ml konsantrasyonlarda ayarlanmis olup, deney tiiplerine
dagitilmislardir. Uzerlerine metanolde ¢dziilmiis %5' lik DPPH ¢ozeltisi eklenerek karanlik
ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 517 nm' de

spektrofotometrede okunmustur. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit kullanilmistir.

Askorbik asitin konsantrasyonlara gore verdigi renk degisimler sekil 3.6' da

verilmistir.

Sekil 3.4. Askorbik asitin degisik konsantrasyonlarda verdigi renk degisimi (Solda kor olmak
tizere sirasiyla 0,5-0,4-0,3-0,2-0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda)
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3.2.5.3. Redukleyici guc tayini

Bu yontem Chang ve ark. (2002)' nin belirttigi protokole gore yapilmistir. Esasinda 3
degerlikli demirin (Fe®"), iki degerlikli demire (Fe®") indirgenmesine dayanan bir yontemdir.
Demir indirgendikten sonra olusan mavi rengin absorbansi Olgiilerek, rediikleme guclne

bakilmistir.

bir mg/ml olarak hazirlanan ekstraktlarin tizerlerine sirasiyla Ks3[Fe(CN)e] ve fosfat
tamponu eklenmistir. Tiipler iyice vortekslendikten sonra 50 °C' de 20 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan alinan 6rneklere TCA eklenip, santrifiij edilmistir. Santrifiij
bittikten sonra tiipiin {ist tabakasinda 5 ml toplanarak distile su seyreltilmis ve karistirilmustir.
Son olarak Uzerlerine FeClz eklenen 6rnekler 700 nm' de spektrofotometrik yontemle

okunmustur. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit kullanilmistir.

3.2.5.4. Beta karoten- linoleik asit antioksidan aktivite tayini

Bu yontem Mi-Yae vd. (2003) tarafindan 6nerildigi bigimi ile uygulanmustir. YOntem
B-karoten'in linoleik asitten ¢ikan serbest radikallerle agarmasi ve buna ortamda bulunan

antioksidan maddelerin etkisine dayanir.

Calismaya baslamadan bir giin 6nce, ¢alismada kullanilacak distile su hava pompasina
baglanarak oksijenlendirilmistir. B-karoten kloroform iginde ¢6zilerek Uzerine linoleik asit
ve tween 80 eklenmistir. Bu karisim iyice karistirilarak igindeki kloroform ugana kadar
beklenmistir. Ardindan karisima oksijenlendirilmis saf su eklenerek calismada kullanilacak
olan emiilsiyon hazirlanmistir. Spektrofotometrik yontemle okunacak 6rneklerin koyulacagi

su banyosu 6nceden 50 °C' ye ayarlanmustir.

Hazirlanan emiilsiyon tuplerine aktarilmistir. Her oOrnegin korii igin [-karoten
icermeyen emiilsiyondan, ayni prosediir kullanilarak hazirlanan tiipler de ayni sekilde
hazirlanmigtir. Uzerine hazirlanan ekstraktlardan eklenerek iyice vortekslenmis ve hemen 0.

dakika absorbanslari spektrofotometrede 470 nm' de okunmustur. Daha sonra 20, 60, 80, 100
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ve 120. dakikalarda ayni islem tekrarlanmistir. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit

kullanilmistir.

3.2.5.5. Metal selatlayici1 aktivite

Bu yontem ekstrakt sivilarinin ferrozin ile bir baglanma yarisina tabi tutulmasina
dayandirilmaktadir. Eger demir iyonlar1 ferrozine daha hizli baglanirsa ortaya ¢ikacak mor
renk, spektrofotometrik bir renk degisimi gosterir. Burada beklenen ekstraktin demir
iyonlarma daha erken baglanmasiyla mor rengin olusumunu dnlemektir (Orhan ve Ustiin

2011).

Yontemde 1mg/ml olacak sekilde hazirlanmig ekstraktlar deney tiiplerine dagitilmis ve
uzerlerine FeCly eklenmistir. Daha sonra ferrozin koyularak metanolle 5 ml' ye
tamamlanmistir. Deney tiipleri her asamada vortekslenmistir. Korlere ferrozin koyulmamakla
birlikte, korlerin ve negatif kontroliin iizeri sadece metanolle 5 ml' ye tamamlanmistir.
Absorbans, 10 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 562 nm' de okunmustur. Pozitif kontrol

olarak EDTA kullanilmistir.Metal selatlayict aktivite asagidaki formiile gore belirlenmistir;

% Metal Selatlayict Aktivite =[ (Akontrol - Asmek )]/Axkontrol x 100

0.45 -
0.4 -
0.35 -

o
w
1

y = 0.0666x + 0.1404

0.25 -
R%?=0.9986

Absorbans
o
N

0.15 -
0.1 -
0.05 ~

0.025 0.0125 0.01 0.0075 0.005
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.5.EDTA standart egrisi
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Butln deneyler 3 tekrar olarak ¢alisilmistir.

3.2.6. UV Koruyucu aktivite calismalari

UV koruyucu aktivite c¢alismasinda, degisik zaman araliklariyla UV 1s18a maruz
birakilan maya hiicrelerinin korunmasinda, izolatlarin ekstrelerinin bir etkisi olup olmadigi

sorgulanmustir.

YPDB besiyerine inokile edilen Saccharomyces cerevisiae drnekleri 2 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. ikinci giiniin sonunda alinan Ornekler ringer c¢ozeltisi ile 107
oraninda seyreltilerek, 1 mg/ml olarak hazirlanan izolat ekstraktlarindan eklenmistir. Daha
sonra gruplara ayrilarak petri kaplarina aktarilmis, 15, 30 ve 60 saniye olmak lzere 3 grupta
UV 1s18a maruz birakilmistir. UV 1518a maruz birakilan S. cerevisiae hicrelerini igeren petri
kaplarina YPDA besiyeri dokiilerek iyice yayilmasi saglanmis, karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmigtir. 2 gun sonra  petrilerdeki Saccharomyces cerevisiae kolonileri sayilarak
ekstraktlarin UV koruyucu aktiviteleri belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak askorbik asit,
negatif kontrol olarak ekstrakt ¢ozlclsu olan metanol ilave edilmis ve edilmemis besiyerleri

kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Yapilan ¢alismalar sonunda hicbir izolat ekstresinde antimikrobiyal aktivite
belirlenmemistir. Bu nedenle bu béliimde diger antimikrobiyal ¢alisma aktiviteleri tzerinde

durulmus ve calismamizda neden bir etki goriilemedigi konusunda fikir ylriitiilmiistiir.

Hu vd., (2009) ' un Ganoderma japonica esensiyal yaglari ile yaptigi bir ¢alismada
disk difizyon yontemi ile bazi test mikroorganizmalari ile denenmesi sonucu oldukga
basarili sonuglar elde ettikleri goriilmektedir. Yaptiklari ¢alisma sonucu elde ettikleri veriler

sekil 4.1 'da sunulmustur.

wtulsostibin ) ESENSITAL TAGLAR Levofloxacin
DD MIC DDr MIC*
Escherichia coli ABY0054 A 205 30 24
Proteus vulgaris AB91103 20 411 M .61
Salmonella typhi AB94010 23 2.05 33 1.2
Staphylococcus aureus AB203010 20 1.03 3 0.61
Bacillus subtilis AB92068 25 2.0 32 NT

Sekil 4.1 Ganoderma japonica tiiriine ait antimikrobiyal aktivite ¢alismas1 a. 1.2 mg/disk
degerleri, b. mg/ml degerleri, . 5 pg/ml degerleri, d. pg/ml degerleri, DD. Disk difuzyon
degerleri (mm), NT. Test edilmemis, (Hu vd., 2009).

Bagka bir c¢aligmada Sridhar vd., (2011) Trametes hirsuta' nin fruktifikasyon
organlarmin metanolik ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesini kuyu disk difiizyon

yontemine gore ¢alismislardir. Calisma sonunda elde ettikleri veriler sekil 4.2 ' de verilmistir.



Methanol extract (mg)

Test mikroorganizmalar

50 100 200
Escherichia coli 10£14 12+£24 19£37
Pseudomonas aeruginosa 13+£3.7 15+£24 21+14
Salmonella typhi 06+1.4 11£24 19+£3.7
Staphylococcus aureus 0728 10£28 2124
Streptococcus mutans 09+28 13£28 1537

Sekil 4.2 Trametes hirsuta tiiriine ait antimikrobiyal ¢alisma, (Sridhar vd., 2011).
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Yine bagka bir ¢alismada Acharya vd., (2012) icinde bizimde calismis oldugumuz

Schizophyllum commune ve bir ¢ok makromantar tiirtinii antimikrobiyal zon olusturup
olusturmadigi agisindan taramig olup, Schizophyllum commune' nin, Bacillus subtilis,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri icin 1mg/ml konsantrasyonda
antimikrobiyal aktivitesi oldugunu vurgulamiglardir.

Biitiin bu verilerden yola ¢ikarak bizim ¢aligmamizda sonu¢ alinamamasinin birincil

nedeni olarak disk basina emdirilen madde miktarinin az oldugu diisiiniilebilir. Bahsedilen

caligmalarda en diisiik konsantrasyon olarak Img/ml c¢alisilirken, bizim yaptigimiz ¢alismada

disk basina 50pg/ml ekstrakt emdirilmistir.

Diger bir bakis agis1 ise sus farkinin buna yol agabilecegidir. Sus farkliliklarinin bu tip

sonug verebilecegine iligkin veriler bolim 2.4' te sunulmustur.

4.2. Antioksidan Aktivite Calismalar:

4.2.1. Total fenolik madde tayini

Total fenolik igerik tayininde, maddelerin gallik asit esdegerine gore hesap yapilmistir.

Buna gore egilim grafigi cikarilan gallik asit konsantrasyonlarindaki denkleme gore

absorbanslar yerine konulup, gallik asit esdegerleri belirlenmistir( Singleton vd., 1999).

Gallik asit esdegerlerine gore belirlenen izolatlarin fenolik madde igerigi ¢izelge

4.1.ve sekil 4.3.” de verilmistir.



Cizelge 4.1. izolatlarin fenolik madde igerikleri

Izolat Kodu Gallik Asit Esdegerleri (mg GAE/ml ekstrakt)
M96 3166,6
M88 2632,4
M133 2841,8
D33 2508,5
SV19 3743,5
M105 3316,2
D43 1641,1
D54 4641,1
D63 5286,3
M131 4876,1
6000
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3 3000 -
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f_‘ 2000 -
§ 1000 -
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Sekil 4.3. Izolatlarin gallik asit esdegerlerine gore karsilastiriimasi
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Degisik izolatlarin fenolik madde igerigine gore renk degisimlerinin korleriyle birlikte

cekilmis fotograflari sekil 4.4.'de sunulmustur.



35

M96 M88 M133 D33 SvV19

M105 M131 D43 D54 D63

Sekil 4.4. Degisik izolatlarin fenolik madde igeriklerine gore renk degisimleri

Total fenolik icerik ile antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iliski oldugu ifade
edilmektedir (Velioglu vd., 1998).

Cheung vd. (2003) Lentinus edodes ve Volvariella volvacea izolatlar1 ile ¢aligmus,
metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarini belirlemislerdir. Bu g¢alismada
ayrica etil asetat ve metanol gibi degisik ¢oziiciilerin kullaniminin, total fenolik madde
miktarina olan etkisini de arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde ettikleri
verilerde Lentinula edodes' in total fenolik madde miktarin1 0,03 GAE/g ekstrakt , Volvariella

volvacea 'nin total fenolik miktarini ise 0,21 GAE/g ekstrakt olarak rapor etmislerdir.

Yapilan bir diger ¢calismada Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii
ve Grifola frondosa mantarlarinin total fenolik madde miktar1 arastirilmistir (Dubost vd.
2007). Fakat bu c¢alismada mantarlarin fruktifikasyon yapilarimin etanolik ekstraktlart

kullanilmastir.
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Her iki ¢alisma i¢in fenolik madde miktarlar1 ve bunlarin ¢alistigimiz en iyi izolatlarla

karsilastirilmasi gizelge 4.2.” de vurgulanmustir.

Cizelge 4.2. Farkli ¢alismalarda elde edilen toplam fenolik madde miktar1 degerleri a. Dubost

vd., 2007, b. Cheung vd. 2002, c. Bu ¢alismada kullanilan 6rnekler

Calisilan Izolatlar

Total Fenolik Madde
(mg GAE/g ekstrakt)

Agaricus bisporus, Whitebutton (a) 8,00+0,48
Agaricus bisporus, Crimini (a) 9,89+0,43
Agaricus bisporus, Portobella (a) 10,65+0,61
Grifola frondosa (a) 4,17+0,06
Lentinula edodes (a) 4,32+0,27
Pleurotus ostreatus (a) 4,27+0,69
Lentinula edodes (b) 4,79£1,20
Volvariella volvacea (b) 15,00+1,91
Trametes versicolor,D54 (c) 4,640,008
Schizopyhllum commune ,D63 (c) 5,28+0,03
Schizophyllum commune, M131 (c) 4,88+0,02

Sonuglara bakilacak olursa, Cheung vd (2002)' nin yaptig1 fenolik icerik taramasinda

Volvariella volvacea 15 mg GAE/g ekstrakt ile en ¢ok fenolik madde igerigine sahip mantar

olarak goze carpmaktadir. Daha sonra Dubost vd (2007)' nin yaptig1 calismada Agaricus

bisporus' un degisik suslar1 arasindaki total fenolik madde miktar1 oldukga yiiksektir.

Diger Ornekler arasindan 5,28 mg GAE/g ekstrakt ile D63 kodlu Schizophyllum

commune kayda deger bir fenolik madde igerigine sahip olup, tibbi bir mantar oldugu i¢in

onemli bir fenolik madde kaynagi olarak diistiniilebilir.

Maddelerin susa bagl fenolik madde igerikleri farkin1 gosteren cizelge Cizelge 4.2. 'ye

bakilacak olursa Agaricus bisporus suslar1 arasinda yaklasik 1 mg GAE/g kadar fark olmasi

dikkat ¢ekmektedir. Yine ayni sekilde Schizopyhllum commune suslart 0,4 mg GAE/g fark

goze carpmaktadir. Buradan ¢ikarilacak sonug, ayni cografya veya farkli cografyada bulunan

orneklerin suslar arasindaki farklarin biiyiik bir aktivite farki yaratabilecegi olabilir.
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4.2.2. DPPH Radikal stipuruct aktivite

DPPH metodu diger metodlara gore ¢ok yaygin kullanilan ve kisa siirede sonug veren,
DPPH molekiiliiniin kolayca hidrojen verme egilimine dayali bir metodtur (Baumann vd.,
2002). DPPH stabil bir radikal olup, bir elektron veya hidrojen alarak kararli bir diamanyetik
molekiil olusturmaya egilimlidir (Soares vd., 1997). Bu nedenle DPPH bir substrat olarak
kullanilip antioksidan calismalarinda yapilan Ol¢limlerde yaygin olarak kullanilir (Duh vd.,
1999, Chang vd., 2002).

DPPH radikal siipiiriicii aktivite ¢aligmasinda ¢alisilan ekstraktlar 0,1-1 mg/ml
araliginda toplam 10 konsantrasyonda calisilmigtir. Fakat ekstraktlarin higbirinde beklenen

aktivite goriilememistir. Bu nedenden dolay1r EC50 degerleri hesaplanamamustir.

DPPH Radikal stplrict aktivitenin pozitif kontrolt olarak BHT ve Askorbik asit

kullanilmistir.

[zolatlara ait grafikler ve konsantrasyona bagli fotograflar sekil 4.5. > de verilmistir.
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Sekil 4.5. Izolatlarin DPPH siipiiriicii aktivitelerinin karsilastiriimasi (AA: Askorbik asit)
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Sekil 4.6. M131 kodlu izolatin konsantrasyonlara gére renk degisimi ( Solda kér olmak tizere

1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

NYYNYN

Sekil .4.7. D54 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor olmak lzere
1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

Sekil 4.8. SV19 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kér olmak tizere
1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)
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Sekil 4.9. M88 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor olmak tizere

1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

Sekil 4.10. M133 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor olmak
uzere Img/ml-0,1mg/ml araliginda)

Sekil 4.11. D63 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor olmak tzere
1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)
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Sekil 4.12. D43 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor olmak tizere

1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

Sekil 4.13. M96 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kér olmak tizere
1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

Sekil 4.14. D33 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda koér olmak Uzere

1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)
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Sekil 4.15. M105 kodlu izolatin konsantrasyonlara gore renk degisimi ( Solda kor

olmak tzere 1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

DPPH metodu bugiine kadar bir¢ok arastirmaci tarafindan yayginca kullanilan bir
yontemdir ve makromantarlarin DPPH siipiiriicii aktivitesi tlizerine yogun ¢aligmalar

yapilmistir.

Fu vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismalarda Agaricus bisporus , Hypsizigus marmoreus ,
Volvariella volvacea , Flammulina velutipes , Pleurotus eryngii , Pleurotus ostreatus |,
Hericium erinaceus ve Lentinula edodes mantarlarinin DPPH radikal siipiiriicii aktivitelerine
bakmis olup, Agaricus bisporus izolatinin DPPH gideriminin 800 pg/ml konsantrasyonda %
86.3+2.1 giderim yaptigin1 belirlemistir. Bu kadar fazla giderimin sebebi olarak Agaricus
bisporus' un fenolik aminoasit gruplarinin fazla olmasinin neden oldugu diisiinilmektedir
(Choi ve Sapers 1994).

Bagka bir calismada Lepista nuda, Russula delica, Polyporus squamosus gibi
makromantarlarin DPPH giderimine bakilmis olup, 180 pg/ml konsantrasyonlarda sirasiyla,

% 91.3, % 86.1 ve % 82.8 giderim yaptig1 kaydedilmistir (Elmastas vd., 2006).

Yaptigimiz calismalarda higbir izolatin DPPH aktivitesi bu oranda yiiksek ¢ikmamakla
birlikte, en yuksek giderim 1mg/ml' de % 15 giderim ile Schizophyllum commune (D63)
tarafindan gézlemlenmistir. Bu durum, D63 kodlu S. commune izolatinin ¢alismada kullanilan
diger makrofungus izolat ekstraktlsarindan daha yiiksek fenolik madde igerigine sahip olmasi

ile uyumludur. Bu dogrultuda DPPH degerleri diger calismalarla karsilastirildiginda ¢ok
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disiik olup, gelecek ¢alismalar icin bu suslarin DPPH aktivitesinde basarili sonug

vermeyecegi diislintilebilir.

4.2.3. Redukleyici glg tayini

Rediikleyici gili¢ antioksidan caligsmalarinda total inhibisyon aktivitesinin yiksek
¢ikmasi potansiyeli hakkinda 6nemli ip uglar1 verir (Meir vd., 1995). Bu deneyde Chang ve
ark. (2002)' nin 6nerdigi iizere Fe*3-Fe*? transformasyonunun mantar ekstraktlar: varligindaki

degisimi gozlenmistir. En yiiksek absorbans veren ekstraktlar en iyi sonucu gostermektedir.

Rediikleyici glic calismalarinda antioksidan maddeler, molekiillerde zincirleme
reaksiyonun Onlenmesi, metal iyon katalizorlerinin baglanma noktalarinin bloke edilmesi,
peroksidazlarin parcalanmasi ve karsilikli hidrojen ¢alma reaksiyonlarmin nlenmesi gibi bir

cok etki mekanizmasina sahiptir (Diplock vd., 1997, Gulgin vd., 2003).

Rediikleyici gii¢ ¢alismasinda, D63 kodlu izolat BHT ile yarisacak kadar iyi bir sonug
vermistir. Izolatlarn BHT ve askorbik asitle birlikte ¢izgi grafikleri sekil 4.14.” te verilmistir.
D63 kodlu izolatin BHT ve askorbik asit ile karsilastirilmasi sekil 4.15.” te ifade edilmistir.
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Sekil 4.16. izolatlarin degisik konsantrasyonlarda ( 0,1-1mg/ml ) askorbik asit ve BHT ile
karsilagtirilmasi
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Sekil 4.17. D63 kodlu izolat ve BHT giderimleri

Absorbanslarin konsantrasyonlara gore verdigi renk degisimleri sekil 4.16' da verilmistir.
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SV19 BHT AA

Sekil 4.18. Redukleyici gii¢c yonteminde konsantrasyonlara gore renk degisimi (Solda kor

olmak tizere 1mg/ml-0,1mg/ml araliginda)

Daha 6nce birgok arastirmaci tarafindan makromantarlar ile rediikleyici gii¢ kapasitesi
Ol¢lilmistiir. Bu ¢alismalardan birisi olan Ferreira vd. (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada
Lactarius deliciosus ve Tricholoma portentosum makromantarlarinin rediikleyici giig
kapasitesi sorgulanmistir. Calismada 1 mg/ml konsantrasyonda Lactarius deliciosus icin
0.006 absorbans olgllurken, Tricholoma portentosum igin 0.22 absorbans o6lgiildigi

kaydedilmistir.

Bir bagka ¢alismada Chye vd., (2008), Schizophyllum commune, Pleurotus porrigens,
Hygrocybe conica, Polyporus tenuiculus ve Xerula furfuracea  makromantarlarinin
rediikleyici gii¢ aktivitesine bakmis olup, en yiiksek deger olarak Schizophyllum commune’

nin 20 mg/ml konsantrasyonda 0,152 absorbans verdigini belirtmistir.

Yine bir baska calismada Mau vd., (2004), Ganoderma tsugae ile yaptiklari
deneylerde 1mg/ml konsantrasyonda 0.48 absorbans yakaladiklarin1 kaydetmislerdir.

Bizim yaptifimiz rediikleyici giic c¢alismalarindaki giderimler ile diger bazi

calismalarin karsilagtirilmalar gizelge 4.3. te ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3. Yiiksek aktivite gOsteren Orneklerin bazi diger c¢alismalarla kiyaslanmasi a.

Ferreira vd 2005 b. Mau vd., 2004, c. Chye vd. 2008, d. Bu ¢alismada kullanilan 6rnekler

. Ekstrakt konsantrasyonu Absorbans
Caligilan Izolatlar (mg/ml) (700nm)

Tricholoma portentosum (a) 1 0,22
Lactarius deliciosus (a) 1 0,006
Ganoderma tsugae (b) 1 0,48
Pleurotus porrigens (c) 20 0,080
Hygrocybe conica (c) 20 0,076
Xerula furfuracea (c) 20 0,036
Polyporus tenuiculus(c) 20 0,043
Schizophyllum commune (c) 20 0,152
Trametes versicolor,D54 (d) 1 0,33
Schizophyllum commune, D63 (d) 1 0,56
Ganoderma resinaceum,SV19 (d) 1 0,28
Askorbik asit 1 0,95
BHT 1 0,56

Sonuglara bakilacak olunursa, askorbik asit en yiliksek rediikleme giiciine sahip madde
olarak goze ¢arpmaktadir. Fakat diger makromantarlar arasinda Schizophyllum commune,

kayda deger oranda yiiksek bir rediikleme giiciline sahiptir.

Cizelge 4.3' de goriilmektedir ki baska calismalarda yapilan rediikleyici gii¢ tayininde
Schizophyllum commune 0,152 absorbans verirken, bu ¢alismada 0,56 absorbans vermistir. Bu

da suslar arasindaki antioksidan aktivite farkini gézler 6niine koymaktadir.

4.2.4. Beta karoten- linoleik asit antioksidan aktivite tayini

B- karoten/linoleik asit yontemi, beta karotenin renginin, linoleik asitin oksidasyonu
sonucu ¢ikan serbest radikallerden kaynakli agarmasina dayali bir yontemdir. Eger ortamda
antioksidan maddeler mevcut ise, serbest radikallere baglanarak beta karotenin reniginin

acilmasini dnleyecektir ( Lu vd., 2014).

Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda birkag tibbi ve ticari mantar 6rneginin metanolik

ekstraktlarinin lipit peroksidasyonunda yiiksek aktiviteye sahip oldugu kaydedilmistir (Yang
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vd. 2002; Mau vd., 2004). Fakat yaptigimiz c¢alismada ¢ok yiiksek bir aktiviteye
rastlanilmamugtir.

M96 kodlu Trametes versicolor beta karotenin korunmasinda absorbans olarak
askorbik asitten daha iyi bir sonu¢ vermistir. Yapay bir antioksidan olan BHT ise sabit bir
absorbans egrisi gostermis, renk acilimini kararl bir sekilde korumustur.

Sekil 4.19.” de izolatlarin renk acilimini 6nleme bakimindan dakikaya bagl grafikleri

verilmistir.
0.6
m BHT
0.5 4= = M88
= M96
0.4 -
g m M105
£ 03 - mM131
(%]
- = M133
0.2 -
mSVi19
0.1 - m D33
= D43
0 .
0 20 40 60 80 100 120 m D54
Zaman (dk) m D63

Sekil 4.19.izolatlarn Beta karoten renk agilimin zamana bagh grafikleri

Basarili sonug veren Trametes versicolor (M96)' nin askorbik asit ve BHT ile

karsilagtirlmasi sekil 4.20. de verilmistir.
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Sekil 4.20. Trametes versicolor (M96) askorbik asit ve BHT ile karsilastiriimasi

4.2.5. Metal selatlayic1 aktivite tayini

Demir iyonlar1 Fenton reaksiyonu ile peroksidasyona yol agmaktadir ve bazi lipit

peroksidazlarini, peroksil ve alkoksil radikallerine doniistiirerek lipid peroksidasyonunda

onemli rol oynamaktadir (Halliwell, 1991; Chang vd., 2002).

Metal selatlama aktivitesinde ferrozin, Fe*? ile baglanmaya egilimlidir. Eger ortamda

selatlama ajanlar1 mevcut ise, bu bagin olusumunu, dolayisiyla kirmizi rengin olusumunu

Onleme davranig1 gosterir. Bu renk degisimi de spektrofotometrik yontemlerle okunacak bir

absorbans degisimi meydana getirir (Yamaguchi vd., 2000).

Metal selatlama aktivitesi i¢in pozitif kontrol olarak EDTA kullanilmistir. EDTA'nin

derisimleri 0,025-0,005 mg/ml araliginda ayarlanmistir. Yiizde inhibisyon degerlerini

hesaplamak i¢in negatif kontrol ile ekstraktlar arasinda bolim 3.2.5.5.'de verilen bagmti

kullanilmistir.

Calisilan izolatlarin metal selatlama aktivitesi b6lim 3.2.5.5.'de verilen denklem ile

hesaplanmus, cizelge 4.4. ve sekil 4.19” da verilmistir.



Cizelge 4.4. Izolatlarin konsantrasyona bagl % metal selatlama aktivitleri
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M96 M88 M105 |M131 |M133 |D33 D43 D63 D54 SV19
1 (56,73 |5956 |33,16 [14,42 |55,44 149,19 |79,00 (2,18 22,02 |51,03
0,7/5756 |63,16 |30,13 |11,20 (59,36 |57,50 69,15 |5,60 20,66 |42,53
0,5/56,92 (65,16 |32,26 |9,78 58,59 |63,87 |67,54 |5,53 18,60 (41,56
0,3/56,53 |59,17 |34,12 |9,78 53,57 |60,78 |64,45 (14,35 (13,97 |35,09
0,2/5595 (51,83 |32,13 |12,10 |35,73 |56,72 65,32 (0,643 (11,07 32,13
0,1/39,66 |3547 |23,37 |19,96 (26,27 (4494 33,54 |1,35 7,59 30,97
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Sekil 4.21. izolatlarin % inhibasyon degerlerine gore egilim grafigi

Izolatlarin en basarili olan1 Trametes hirsuta (D43) olarak belirlenmis olup, EC50

degeri Cizelge 4.5.” de verilmistir.

Cizelge 4.5. Trametes hirsuta (D43) ve Edta igin EC50 degerleri

D43

Edta

3laa

mg/ml

10
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D54

EDTA

Sekil 4.22. Metal selatlama aktivitesinde ¢alisilan izolatlarin konsantrasyona gore verdigi
renk degisimleri ( Solda kor olmak iizere sirasiyla 1-0,7-0,5-0,3-0,2-0,1 mg/ml araliginda )
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Daha once Elmastas ve ark. (2006)' nin yaptig1 metal selatlama aktivisi ¢alismasinda
Russula delica, Boletus badius, Agaricus bisporus, Polyporus squamosus, Pleurotus
ostreatus, Lepista nuda ve Verpa conica makromantarlari c¢alisgilmig olup, 100 pg/ml
konsantrasyonlarda sirasiyla, 83.2%, 77.6%, 58.5%, 74.2%, 62.5%, 85.0%, 99.1% giderim

oldugu rapor edilmistir.

Kozarski vd., (2012) Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes
and Trametes versicolor ile yaptiklart ¢alismalarda elde ettikler polisakkaritlerden metal
selatlama aktivitesini 0,1-20 mg/ml araliginda denemislerdir. Elde ettikleri verilere gére EC50
degerleri agisindan karsilastirilan mantarlar Ganoderma lucidum igin 7.34 mg/ml, Lentinus
edodes icin 8.26 mg/ml, Ganoderma applanatum i¢in ise 3.58 mg/ml olarak sunulmustur.
Bizim ¢alistigimiz suslar arasinda Trametes hirsuta (D43) en verimli 6rnek olup EC50 degeri

8.87 mg/ml olarak belirlenmistir.

Yapilan bazi caligmalarda aragtirmacilar, selatlama aktivitesinin fenolik maddeyle
dogrudan bir ilskisi olup, organizmalarin yapisindaki kendilerine has fenolik bilesiklerinin ve

hidroksil gruplarinin yerleri ve oranina gére ayni oranda artig gosterdigini savunmuslardir

(Khokhar ve Apenten, 2003).

Izolatlardan basarili ¢ikan Trametes hirsuta (D43) ve diger calismalardan bazi

makrofungus drneklerinin karsilagtirilmasi, ¢izelge 4.6.” de sunulmustur.

Cizelge 4.6. Yiksek aktivite gosteren D43 kodlu izolatin bazi diger c¢aligmalarla
kiyaslanmasi [a. Kozarski vd., 20012(a), b. Trametes hirsuta (D43)]

Calisilan izolatlar EC50 degeri (mg/ml)
Ganoderma applanatum (a) 3,58
Lentinus edodes (a) 8,26
Ganoderma lucidum (a) 7,34
Trametes hirsuta , D43(b) 8,87

Genel olarak bakildiginda 3,44 mg/ml EC50 degeri ile EDTA en basarili metal
selatlayic1 aktiviteye sahiptir. Kozarski ve ark. (2012)' nin yaptig1 calismada Ganoderma
applanatum neredeyse EDTA kadar yiiksek sonu¢ vermistir. Bu ¢aligmada en yiiksek degeri
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veren Trametes hirsuta ise EDTA ve Ganoderma applanatum ile yarisamayacak kadar yiiksek
bir deger gostermis olsa da 1mg/ml konsantrasyonda verdigi %79 giderim ile iyi bir

selatlayici aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.

4.3.UV Koruyucu Aktivite Tayini

Ultraviyole (UV) 1silarin aeorbik kosullarda derideki doymamis yag asitlerinde siiper
oksit ve peroksit radikallerin agiga ¢ikmasinda rol oynadig: bilinmektedir. UV'nin biyolojik
olarak lipit peroksidasyonu, protein polimerizasyonu ve bazi enzimlerin inaktivasyonuna yol
actig1 arastirmacilar tarafindan gézlemlenmistir. Bu nedenle antioksidan ilag ve takviyelerin
onemi gun gegtikge artmaktadir (Dumont vd., 1992). Antioksidan aktivite gosteren izolatlarin

UV' ye kars1 koruyucu aktiviteleri taranmasi bu nedenlerden dolay1 uygun goriilmuistiir.

Grafikten de gorildigii tizere bazi izolat ekstraktlari UV 1s18a karsi kolonileri
korurken, bazilarinin korumada basarili olmadig1 tespit edilmistir. Calisilan izolatlarda en
yiksek koruma aktivitesine sahip Schizophyllum commune (M131) ve en diisiik koruma
oranina sahip Schizophyllum commune (M133) kodlu izolatlar arasindaki karsilastirma sekil

4.21 ve sekil 4.22° de gosterilmistir.

Sekil 4.23. Schizophyllum commune (M131)' nin UV 1s18a maruz kalma zamanina gore
koruma aktivitesi A.15 Saniye, B. 30 Saniye, C. 60 saniye



52

Sekil 4.24. Schizophyllum commune (M133)' nin UV 1s18a maruz kalma zamanina gore

koruma aktivitesi A.15 Saniye, B. 30 Saniye, C. 60 saniye

UV koruma aktivite ¢alismasi sonucunda elde edilen koloni sayilar1 gizelge 4.7'de

verilmistir.

Sekil 4.25. Askorbik Astin UV 1s1ga maruz kalma zamanina gore koruma aktivitesi A.15
Saniye, B. 30 Saniye, C. 60 saniye
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Cizelge 4.7. UV'ye maruz kalma saniyelerine gére Saccharomyces cerevisiae kiltirlerindeki

koloni sayist

UV' ye maruz birakilma siiresi (saniye)
Izolat kodlar 15 30 60
SV-19 2894 1085 1178
D33 2067 2171 1343
D43 1592 1872 1170
D54 2866 1755 1291
D63 2777 1729 1126
M88 2292 2335 1508
M96 3232 1891 1729
M105 2556 2760 1811
M131 2946 2587 1906
M133 1397 2379 342
AA 1282 3348 3330

Literatiir taramasinda mantar ekstraktlarinin UV' ye karst koruma etkisi hakkinda
herhangi bir kaynak bulunamamistir. Cizelge 4.6. ve sekil 4.21' de sunulan verilere gore
Schizophyllum commune (M131) kodlu izolat UV' ye karst korumada %64 oraninda bir
koruma saglayarak kayda deger bir antioksidan oldugunu gostermis. Ilerleyen zamanlarda bu
caligmalarin artmasiyla belki de ¢ok daha yliksek oranda koruyucu aktiviteye sahip izolatlarin

bulunmasi olduk¢a miimkiindiir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu calismada 10 adet makrofungus izolat1 degisik antioksidan yontemlerle
denenmis, antimikrobiyali antioksidan ve UV koruyucu aktiviteleri in vitro olarak
degerlendirilmistir. Sonug olarak antioksidan aktivite ¢alismalarinda en yiiksek total fenolik
madde igerigini 5,23 mg GAE/g ile Schizophyllum commune (D63), en yiksek redikleyici
guc aktivitesini 0,56 absorbans ile Schizophyllum commune (D63), en ylksek beta karoten
koruyucu aktiviteyi 0,49-0,36 absorbans araliginda Trametes versicolor (M96), en yuksek
metal selatlayici aktiviteyi 8,87 mg/ml EC50 degeri ile Trametes hirsuta (D43) géstermistir.
DPPH siipiiriicii aktivitede beklenen sonug alinamamakla birlikte en yiiksek sonu¢ 1mg/ml’ de

% 15 giderim ile Schizophyllum commune (D63) tarafindan gézlemlenmistir.

Yapilan antimikrobiyal aktivite taramasinda higbir 6rnek aktivite gostermemekle

birlikte, herhangi bir sonug elde edilememistir.

UV koruyucu aktivitede ise Schizophyllum commune (M131) tiiriiniin yapmis oldugu
%64 oraninda korunum gdze ¢arpmaktadir. Bu konudaki calismalarin eksikligi ve literatiir
aragtirmalarinda gegmemesi, makromantarlarin UV koruyucu aktivite gerceklestirebildigi ve

ileriki calismalarda bu konu iizerine yogunlasilmas1 gerektigi yorumunu diistindiirebilir.

Biitlin bu veriler 1518inda, makromantarlarin antioksidan aktivitelerinden ¢ok yiiksek
veriler alinabilmekte oldugu ve suslar arasi farkin antioksidan kapasiteyi biiyiik oranda
etkiledigi sOylenebilir. Bu sebepten dolay: ileride yapilacak calismalarda degisik suslarin
antioksidan aktivitesi ile birlikte, degisik ekstraksiyon yontemlerinin de bu suslar iizerinde

denenmesi 6nem arz etmektedir.
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