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TESEKKUR: Bu proje kapsaminda iilkemiz icin ekonomik anlamda &neme sahip bazi
makrofunguslara ait oziitlerin biyolojik aktivitelerini arastirmak {izere g¢esitli ¢alismalar
gergeklestirilmistir. Boyle bir calismanin gerceklestirilmesi i¢in arastirmacilara maddi destek
saglayan ERU BAP Birimine ve antioksidan calismalarinda bilgi ve destegini esirgemeyen

Prof. Dr. Belma ASLIM’ a sonsuz tesekkiirlerimizi sunariz.
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OZET

Tibbi bitkilerin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Bugiin mevcut ilaglarin ¢ogunun bitkisel
kaynakli oldugu soOylenebilir. Dogal farmasotik Kkaynak olarak yiiksek bitkilerin
kullanimlarina alternatif baz1 makrofunguslarinda anti-enfeksiyon ve antioksidan 6zellikleri
bakimindan, biyolojik aktivitelerinin arastirilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
baglamda proje kapsaminda bazi makrofungus tiirleri olan Ganoderma lucidum, Pisolithus
arrhizus, Tricholoma sp., Sarcosphaera crassa 'nin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
arastirtlmistir. Mantarlar toplanip kurutulduktan sonra etanol ve metanol ile 6ziit edilmistir.
Mantar oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metoduna gore tanimlanmistir.
Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata
ATCC 04019 mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir. C. albicans ve C. glabrata tizerine
caligilan tiim makrofunguslar etki gosterirken P. arhizus ve Tricholoma sp. makrofungusu
tirleri referans antibiyotigin neden oldugu etkiden daha yiiksek etki gostermislerdir. E. coli
tizerine P. arhizus, G. lucidum ve S. crassa oziitleri referans antibiyotikten daha yiiksek etki
gostermistir. B. subtilis iizerine dort mantar tiiriide inhibisyon goéstermistir fakat bu etki
referans antibiyotigin etkisinden daha diisiiktiir. S. aureus iizerine dort tiir makrofungusunun
da etki gosterdigi gézlenmistir. Tricholoma sp. mantar tiirii hari¢ diger tiim mantarlar referans
antibiyotikten daha yiiksek aktivite gostermistir. Mantar 6ziitlerinin antioksidan aktivitesi ise;
ii¢ konsantrasyonda (0,25 mg.mL™?, 0,50 mg.mL™ and.1,00 mg.mL™) DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) tizerinden serbest radikal siipiiriicti etki tayini, demir iyonlari iizerinde metal
selatlama aktivitesi, 3-karoten, likopen, total fenol ve linoleik asit peroksidasyonu deneyleri
ile tamimlanmistir. P. arhizus, S. crassa ve G. lucidum mantarlarinin metanol oziitlerinin
DPPH siipiiriicii etkisi etanol Oziitlerinden daha yiiksek ¢ikarken Tricholoma sp.’nin etanol
ozitiniin DPPH giderimi metanol 6ziitiinden daha yiiksek ¢ikmigtir. P. arhizus un metanolik
ekstrakti etanolik ekstraktindan daha yliksek fenolik i¢erige sahipken diger li¢ mantarin etanol
Oziitii metanol oOziitiinden daha yliksek fenolik icerige sahiptir. Calismamizda ki mantar
orneklerinin hem metanol hem de etanol Oziitlerinde PB-Karoten ve Likopen miktarlar az
miktarda bulunmustur. Linoleik asit peroksidasyonu G. lucidum ve Tricholoma sp. ‘nin
metanol ekstraktlarinda go6zlenirken Tricholoma sp. ve P. arhizus mantarlarin etanol
ekstraktlarinda goriilmistiir. Mantar Orneklerinin etanol ve metanol Oziitlerindeki toplam

flavonoid igerigi S.crassa disindaki mantarlarda birbirine yakin degerlerde bulunmusken
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S.crassa nin metanol ekstraktinda daha fazla miktarda flavonoid igerdigi tespit edilmistir. P.
arhizus ise en yiiksek toplam flavonoid igerigine sahip mantar tiiriidiir. Genel anlamda

metanol ekstraktlar1 daha yiliksek metal selatlama kabiliyeti gostermistir.

Anahtar kelimeler: Ganoderma lucidum, Pisolithus arrhizus, Tricholoma sp., Sarcosphaera
crassa makrofunguslari, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite



ABSTRACT

The history of using plants to treat diseases is as old as the human history. Most of the
medicines available today are estimated to be originally derived from plant sources. In
contrast to the extensive utilisation of higher plants as a source of natural pharmaceuticals,
only minute amount of the some bryophytes are screened in terms of their anti-infective and
antioxidant properties until now. In this context antimicrobial and antioxidant activities of
Ganoderma lucidum, Pisolithus arrhizus, Tricholoma sp., Sarcosphaera crassa, macrofungi
species were studied within the project. Macrofungus were collected and subjected to ethanol
and methanol extraction after air drying. Antimicrobial activity of macrofungus extracts were
identified by determining the disc diffusion method. Antimicrobial activities of the extracts
were tested against Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans
ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 04019. As a result of the study, antimicrobial effects
that is higher than the reference antibiotic, of P. arhizus and Tricholoma sp samples were
found against C. albicans and C. glabrata. In addition, P. arhizus, G. lucidum and S. crassa
extracts showed inhibition that is higher than the reference antibiotic, against E.coli. All
macrofungus extarcts inhibited B. subtilis but, these values are not more effective than
reference antibiotic. All extracts (except Tricholoma sp.) showed inhibition that is higher than
the reference antibiotic, against S.aureus. The antioxidant activity of macrofungus extracts
were tested in three concentrations (0,25 mg.mL™, 0,50 mg. mL™ and 1,00 mg.mL™) and total
phenolic compounds in the extracts were determined. Antioxidant activities of the samples
were identified by DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radical scavenging assay, metal
chelating activity on ferrous ions , B-caroten, licopen, total phenol, total flavonoid and linoleic
acid peroxidation inhibitory assays. The results of DPPH radical scavenging activity were
found to be methanol extracts of P. arhizus, S. crassa and G. lucidum were higher than
ethanol extracts while ethanol extract of Tricholoma sp. was higher tahn methanol extract.
Methanol extract of P. arhizus was higher phenolic compounds than ethanol extract while
ethanol extract of other three macrofungus were higher phenolic compounds. B-caroten and
licopen were found in small amounts in ethanol and methanol extracts of used macrofungus.
Linoleic acid peroxidation was observed methanol extracts of G. lucidum and Tricholoma sp.,
ethanol extracts of P. arhizus and S. crassa. Total flavonoid contents of samples of

macrofungi were found the same values except S. crassa. Total flavonoids amount of



methanol extract of S. crassa higher was determined. P. arhizus has the highest total
flavonoid contents. In general higher than methanol extracts showed metal chelating ability.

Keywords: Ganoderma lucidum, Pisolithus arrhizus, Tricholoma sp., Sarcosphaera crassa

macrofungus, antimicrobial activity, antioxidant activity.



1.GIRIS VE AMAC

Bitkiler alemi yiiz milyonlarca yil siiren evrimlesme siireci icerisinde inanilmaz sayida ve
cesitlilikte cins ve tiirlerin var olmasina sahit olmustur. Tibbi bitkilerin tarihi insanlik kadar
eskidir. Eski caglarda hastaliklarin tedavisi konusunda diger canlilarin davraniglarinin
incelenmesi ve taklit edilmesi ilaglarin olusumunda biiyiilk 6nem tagimaktadir. Hayvanlarin
cesitli bitkileri kullanarak kendilerini tedavi etmeleri insanlari da bitkilere yonlendirmistir.
Bitkilerin bu o6zelliklerinin kaynagi arastirilmis ve igerigindeki ¢esitli materyallerin bazi
fizyolojik aktivitelere sahip oldugu gozlenmistir. Bunlara drnek olarak; anti-mikrobiyal, anti-
viral, analjezik, anksiolitik, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-kolinesteraz, anti-oksidan,
amoebisidal, anti leishmanial, anti-platelet, antiproliferatif, pro-apoptotik, akil hastaliklari,

diyabet, karaciger koruyucu, HIV-1 integraz inhibitorii aktiviteleri verilebilir (1).

Gliniimiizde bilim ve teknolojide ilerlemelere ragmen dogal kaynaklarin bilingsizce tiiketimi
ve karsilagilan ekonomik giicliikkler, dogal kaynaklarin birgok amagta kullanimlarini zorunlu
kilmistir. Enfeksiy6z hastaliklarla miicadelede bugiine kadar gergeklestirilen dogal ve sentetik
antibiyotiklerin mikroorganizmalarin diren¢ kazanmalar1 sonucu etkisiz kalmalar1 ve gesitli
yan etkilerinin bulunmasi arastirmacilart yeni ve degisik antimikrobiyal maddeler kesfetmek
icin dogaya yoneltmistir (2, 3). Bitkilerin bakteri ve funguslara karsi inhibisyon etkisi

gosteren bazi kimyasal maddeler tirettikleri bilinmektedir (2).

Yenilebilen mantarlar, ¢ok eski caglardan beri yiyecek olarak tiiketilmektedir (4). Ilk
kavimler, deneme yanilma yoluyla yenilebilen ve zehirli mantarlar1 ayirmislardir ve zamanla
mantarlar hakkinda bilgi sahibi olmuslardir (5). Mantarlar besin igerigi bakimindan; diisiik
kaloriye sahiptir ve esansiyel aminoasitler, karbonhidratlar, lifler, dnemli vitaminler ile
mineraller bakimindan zengindir. Mantarlar ayn1 zamanda Dogu iilkelerinde asirlardir ilag
seklinde kullanilmaktadir (4). Tibbi mantarlarin ortaya ¢ikis tarihi ise geleneksel Dogu
terapilerine kadar uzanir. Japonya, Cin, Kore gibi Uzakdogu tilkeleri ve diger Asya iilkeleri
modern klinik uygulamalarinda kurutulmus mantar materyallerinin giiniimiizde de giivenle

kullanmaya devam etmektedir (6). Makro mantarlarin tibbi amagh kullanimi, 6zellikle Asya



tilkelerinde ¢ok eski bir gelenek olmasina ragmen bati iilkelerinde kullanimi ancak son ¢eyrek

asirda dikkate deger bir artig gostermistir (7).

T1ibbi mantarlar, normalde daha ¢ok toz edilerek veya sicak su ekstreleri yapilarak tedavi
amacgh kullanilmaktadir. Sivi konsantreler veya kurutulup toz edilmis mantarlar1 igeren
kapsiiller, diyete ek besin olarak kullanilirlar ve sagliga potansiyel katkilar1 vardir (4). Sivi
konsantreler halinde veya kuru toz haline getirilmis mantar kapstillerinin, diyet maddesi veya
saglikli yasami destekleyecek besin maddesi olarak giivenle kullanilabilecegi bildirilmistir
(8).

Mantarlar, hayvansal besinlerden daha az ancak bir¢ok bitkisel besinden daha ¢ok protein
iceren, kolay sindirilebilir bir protein kaynagidir. Mantarlar, esansiyel tim amino asitleri
icerir ancak metionin, sistin ve siilfiirlii amino asitleri az miktarda bulundurur. Mantarlar bol
miktarda P ve K, daha az miktarda ise Fe ve Ca olmak iizere, tim mineralleri gelisimlerinin
her asamasinda bulundururlar. Ozellikle tiamin, riboflavin, niasin, biotin ve askorbik asit gibi
vitaminlerin de kaynagidirlar. Ayrica mantarlar zengin bir folik asit kaynagi oldugundan

kansizlik tedavisinde kullanilabilir.

Baz1 mantar tiirleri yiiksek oranda B-karoten ve ergosterol igerir. Bu bilesikler UV 1sinlara
maruz kaldiklarinda aktif D vitaminine dondstirler (9). Bunun yani sira Cantharellus cibarius
(2,9-5,8 nug/100 pg) yiiksek miktarda D 2 vitamini igermektedir(10). Mantarlar; yag asitleri,
gliseritler (mono-, di- ve tri-), steroller, sterol esterler ve fosfolipitler vb. tiim ana lipit
bilesenlerini igerir. Ancak yag icerikleri genelde diisiik olup, kurutulmus mantarlarda yaklasik

% 2-8 oranindadir (4).

Mantarlar; protein, polisakkarit bilesikleri (polisakkarit-K, polisakkaritpeptit ve lentinan),
ikincil metabolitler (terpenler, alkaloitler ve laktonlar) ve enzimler (laktaz, glikoz oksidaz ve
peroksidaz) gibi terapotik etkinlige sahip bircok biyokimyasal madde icerirler. Mantarlar bazi
fenolik bilesikler, flavanoitler, tokoferoller, askorbik asit, kuinonlar, terpenoitler ve fenil
propanoit tlirevi antioksidan etkili bilesikleri sentezleyebilir. Antitimor etki gdsteren
kalvasin, volvotoksin, flammutoksin, lentinan ve porisin bilesikleri yalmizca makro
mantarlardan izole edilmis ¢ok 6nemli antioksidan maddelerdir. Bu bilesikler ayn1 zamanda

antiviral 6zellik de gostermektedirler (5).



Ticari deger tasiyan mantarlarin, besinsel 6zelliklerinin yan1 sira ¢ok sayida tedavi edici tibbi
etkileri kesfedilmistir (11). Son zamanlarda yeni tedavi yontemleri {izerine yapilan bilimsel
calismalarda kullanilan ¢ok sayida mantarin; antitiimor, antiinflamatuvar, bagisiklik sistemini
destekleyici ve antibiyotik etki gibi birgok terapotik etkiye sahip oldugu bulunmustur (12).
Mantarlarin ayrica; hipertansiyon, hiperkolesterol ve kanser gibi kronik hastaliklara karsi
koruyucu bir yiyecekler olarak kullanildiklari bildirilmistir (13).

Mantarlarin bilinen genel tibbi 6zellikleri;

1- Antimikrobiyal etki

2- Antioksidan etki

3- Hepatoprotektif etki

4- Antidiyabetik etki

5- Bagisiklik sistemini diizenleyici etki

6- Antitimor etki

7- Kolesterol diisiirticii etki

seklinde siniflandirilabilir.

Yukarida da bahsedildigi gibi mantarlar antimikrobiyal, antiviral, analjezik ve antiinflamatuar
aktivitesine ek olarak igeriginde bulundurdugu ¢esitli biyolojik olarak aktif maddelerden
dolay1 antioksidan aktiviteye sahip olabilecegi bakimindan da umut vaadetmektedir. Bu

nedenle makrofunguslarinin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi gerekli hale gelmistir.

Bu proje de bazi mantar ozitlerinin patojen mikroorganizmalari inhibe etme giicii ve
antioksidan ozelliklerine bagli olarak dogal ve yeni antibiyotiklerin iiretilmesine yonelik
kayda deger bir 6n calisma olmasi hedeflenmistir. Bunlara ek son yillarda, endiistriyel
uygulamalarda kisa siireli olarak kullanilabilen ve ¢evreye geri doniisiimii olmayan petrol
temelli polimerler yerine, dogal kaynaklardan elde edilen ve biyolojik olarak bozunabilen
biyopolimerler tercih edilmektedir. Kitin; seliilozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci
yenilenebilir 6nemli bir biyopolimerdir. Kitin tiirevi olan kitosan ise dogal olarak
tiretilebilmesi, biyolojik olarak pargalanabilmesi, toksik olmamasi 6zellikleri nedeniyle ilag,
gida ve hiicreyi koruma veya onarmaya yonelik ¢alismalarda tercih edilme sebebidir. Bu
biyopolimer daha ¢ok yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz canlilarimin kabugundan
(Crustacea) elde edilmektedir. Fakat bu canlilarin mevsimsel tedariginin zorlugu, kitosanin

eldesinde kimyasal yontemin kullanilmasi, diisiik miktarda elde ediliyor olmasi ve maliyetinin



yiikksek olmasi nedeniyle yeni kitosan kaynaklarina yonelik arayis artmaktadir. Tiirkiye
kaynakli bu makrofungus tiirlerinin kullanilmasi ile elde edilecek polimerin durumunun
ortaya c¢ikarilmasi bir diger hedefimizdir. Bu hedefimize ulastigimiz takdirde bagska
makrofungus tiirleride 6nemli bir kitosan kaynagi olarak degerlendirlebilmesinin onii
acilabilecektir. Mevcut antibiyotiklere hizla diren¢ kazanan patojen mikroorganizmalara
yonelik yapilan yeni antibiyotiklerin kesfi ya da suni antibiyotiklerin {iretilmesi artik tiim
diinyada 6nem arz eden c¢aligmalarin basinda gelmektedir. Ayrica pek ¢ok canli tiirii reaktif
oksijenler tarafindan olusturulan oksidatif tiirlere karsi kendilerini korumak i¢in savunma
sistemi gelistirmistir. Son calismalar, oksidatif yikima karst savunmada ve kanser, damar
tikaniklig1 farkli insan hastaliklarinda ve yaslanma silirecinden korunmada bitkilerin
antioksidan ozelliklerinin de etkin olacagim gostermektedir. Ozellikle dogal kaynakl
antioksidan tiirlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi giliniimiizde 6nemli arastirma konulari
arasinda yerini almigtir. Makrofunguslarin bazi hastaliklarin tedavisinde uzun yillardir
kullanildig1 dikkate alinirsa, patojen mikroorganizmalar iizerinde inhibisyon etkiye ve
antioksidan 0Ozellige sahip makrofungusu tirlerinin tespit edilip, etken maddelerinin
saflastirilarak analiz edilmesinin ilag endiistrisine yonelik ¢alismalar igersinde 6nemli bir yer

teskil etmesi kacinilmaz olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Besinsel acidan fonksiyonel gidalarin ve fizyolojik agidan yararli ilaglarin kaynagi olan
makrofunguslarin  kullanilmast Misir, Roma, Yunan, Cin gibi eski medeniyetlere
dayanmaktadir (12). Giiniimiizde ise makrofunguslarin besin ve tibbi amac¢h kullanimi
ozellikle Asya iilkelerinde ¢ok eski bir gelenek olmasina karsin Kuzey yarimkiirede ancak son
yirmi yilda dikkate deger bir artig gOstermistir. Bu durumun bir gostergesi olarak, diinya
genelinde 1991 yilinda tibbi amacl kullanilan makrofunguslarin pazar degeri 1.2 milyar dolar
iken 2001 yilinda 6 milyar dolara yiikselmistir (14,15). Diinyada bilinen yaklasik 10.000
makrofungus tiirii iginde tibbi etkileri olabilecek tiirlerin oran1 sadece % 5'tir ve bu tiirler

hakkindaki bilgi birikimi de maalesef oldukc¢a azdir (14,16).

Okaryotik hiicre yapisina sahip heterotrof canlilar olan makrofunguslar hiflerden olusan agsi
bir yapiya sahiptirler (17). Birgok et ve siitten daha az ancak birgok sebzeden daha ¢ok protein
iceren, kolayca sindirilebilir bir protein kaynagidir. Mantarlar esansiyel tiim aminoasitleri
igerir ancak metiyonin, sistin ve siilfiir aminoasitlerini az miktarda bulundurur. Igeriklerine
bakildiginda biiyiik oranda fosfor ve potasyum, az miktarda demir ve kalsiyum olmak iizere
tiim mineralleri gelisimlerinin tiim basamaklarinda bulundururlar (9). Ozellikle tiyamin (B1),
riboflavin (B2), niyasin (B3), biyotin (B7) ve askorbik asit (C vitamini) gibi vitaminlerin
kaynag1 olan makrofunguslarin folik asit bakimindan da zengin olan ve kansizlik tedavisinde
kullanilan baz tiirleri, fark edilebilir miktarda - karoten ve ergosterol igerir. Yapilarindaki
ham yaglar; yag asitleri mono-, di- ve trigliserid’ler, steroller, sterol esterleri ve fosfolipidler
dahil tiim ana lipid bilesenlerini igerir. Yag asitleri genelde diislik olup kuru mantarin yaklagik
% 2-8’ ini olusturur. Karbonhidrat ve yag igeriklerinin pek ¢ok besine gore diisiikk olmasi
sebebiyle saglikli bir beslenme rejimi igin aranilan 6zelliklere sahiptirler (7,18). Cok katli ve
fibriler 6zellikteki hiicre duvari, miktar tiire ve mevsimsel kosullara gore degisen polisakkarit
(yaklasik % 80), protein(% 5-15) ve lipid’(% 3-10) ihtiva eder. Polisakkaritler arasinda kitin,
kitosan, glukan, galaktoz, manan ve seliiloz en fazla bulunanlaridir (5) . Yabani veya kiiltiire

edilmis olarak diinyanin farkli bolgelerinde yetismekte olan mantarlarda bulunan bu gida



bilesenleri, tiire, insan kokenli faktorlere, toprak yapisi ve bolgesine bagli olarak

degisebilmektedir (19).

Bu ¢alismada kullanilan ve biyolojik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmis olan Ganoderma
lucidum; benzersiz ¢ift tabakali basidiosporlara sahiptirler. Basidiosporlarin sekli ve
biiyiikliigii, bas kismimnin yilizey yapist Ganodermataceae iiyelerinin belirlenmesi agisindan
onemli 6zellikleridir. Ganoderma tiirleri mantarlar alemine dahil, Basidiomycota bdliimiinden
Homobasidiomycetes sinifina mensup, Aphyllophorales takimindan Polyporaceae familyasina
(Ganodermataceae) giren Ganoderma cinsidir (20, 21). Polyporaceae familyasina ait mantar
gruplar1 basidiokarplarinin alt yiizlerinde sporlar iceren kiiciik delikli yapilar arz etmeleriyle
karakterize olmaktadir Kore, Cin ve Japonya gibi uzakdogu iilkelerinde Ganoderma“nin bazi
tirleri tibbi amagl dogal triinler seklinde kullanilmaktadir. Yakin zamanda Ganoderma’nin
kullanimina iligkin yogun bir ilgi olusmustur. Calismalar Ganoderma bilesiklerinin medikal
anlamda ¢ok Onemli tesirleri oldugunu gostermistir. Ganoderma lucidum’dan saflastirilan
ganoderik asitlerin farnesyl protein transferaz iizerinde inhibitér etki olusturmasi Ras
onkoproteinin katalizlenmesini engelledigini goéstermistir. Yani ganoderik asitler Ras-
onkogenine bagli hiicre transformasyonunu engellemektedir (22). G. lucidum’dan elde edilen
polisakkaritlerin antifibrotik etkileri oldugu ve karacigerdeki kollegen icerigini indirgeyerek
karaciger morfolojisinin gelisimine olumlu tesir ettigi bildirilmistir (23). Benzer bir ¢alismada
doku transplantasyonunda kullanilan immiin sistemi modiile edici ajanlarin G. lucidum’dan
elde edilebilecegi bildirilmistir (24). ilave olarak G. lucidum, Ganoderma formosanum ve
Ganoderma neo-japonicu’un sivi ekstraktlarinin  serbest radikallerin aranmasinda ve
antihepatotoksik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (25). Pisolithus arrhizus; targin
kahvesi renginde, 7-12 pm biiyiikligiinde kiiresel ve dikenli sporlara sahip mikorizal bir
mantar tiiriidiir (17). Mikoriza, mantar miselleri ile yiiksek bitkilerin kokleri arasindaki
karsilikli yararlanmaya dayanan bir iliskidir. Bu iliskide mantar bitkiden karbon ve esansiyel
organik maddeleri temin ederken, bunun karsiliginda bitkiye su, mineral tuzlar ve
metabolitlerin aliminda yardimci olmaktadir. Ektomikoriza ise mikorizanin tarim ve
ormancilik agisindan énemli bir tipidir. Ektomikorizal mantarlar ekonomik agidan mantarlarin
en Onemli gruplarindan biridir. Bircok ekosistemde bu mantarlar topraktaki mikrobiyal
kitlenin en 6nemli liyelerindendir. Ototrof olan konukgu bitki ile heterotrofik organizma
arasinda besin aligverisi ve ekolojik olarak dogal dengenin korunmasini saglayan mikoriza, bu

yonii ile ekosistemdeki besin dongiisii ve bitki canliliginin devaminda biiylik bir 6neme
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sahiptir (18). Olii adamin ayag1 (dead man’s foot) olarak bilinen bu siradis1 mantar kirilgandir
ve kolayca toz haline dontigebilir. Geleneksel Cin tibbinda haricen uygulandiginda yara
iyilesmesi, sislikleri dindirme ve kanamalar1 durdurmada ve irin tedavisinde kullanilir.
Dahilen uygulandiginda ise 06zofagus ve mide kanamalarini durdurmada kullanilir.
Japonya’da kotsubutake olarak bilinen bu mantar, akcigerlerde bir isitict gibi davranarak
oksiiriik, bogazda sislik ve agri ile burun kanamalari tedavilerinde de ila¢ olarak kullanilir.
Kimyasal i¢eriginde bulunan ve bir triterpen olan pisosteroliin yedi kanser hiicresini 6zellikle
16koma ve melanoma hiicrelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (26). Ulkemizde Antalya,
Aydin, Balikesir, Canakkale, Denizli, Izmir, Kahramanmaras, Kiitahya, Malatya, Manisa,
Mersin Mugla bolgeleri olmak iizere genis bir yayilis alanina sahiptir (27). Basidiomycetes
ikincil metabolitlerin zengin kaynagi olarak bilinmektedir (28). Tricholoma tiirlerinde yapilan
arastirmalar cok sayida metabolit igerdigine ve Ozellikle bu metabolitlerin terpenoid
tirevlerinden olustugunu ortaya koymustur (29). Bu sebeple son yillarda Tricholoma cinsi
gesitlerinin  fitokimyasal ¢alismalar1 Gzellikle ¢esitli terpenoidler: diterpenler (30) ve
triterpenler, polioksitlenmis steroidler, fenolik monoterpenoidler, geranil siklohekzenonlar ve
diger indol tiirevleri gibi bilesenler olarak karakterize edilmistir (31). Tricholoma tiirlerinden
T. equestre dikkat edilmesi gereken yenilebilir bir tiirdiir, bir¢ok iilkede tiikketilmesine ragmen
oldukca toksiktir. Fransa’da T. equestre iceren yemekten sonra Miyotoksin varliindan
dolay1, cok sayida ertelenen rabdomiyoliz olaylar1 (¢izgili kasin erimesiyle goriilen akut
bobrek yetmezligi) gézlenmistir (32). “White matsutake” veya “giant” mantar1 olarak bilinen
T. giganteum yenebilen, olduk¢a degerli ve nadir bulunan bir mantardir. Yapilan galigmalarda
antitimor etkisi gosteren polisakkaritler ihtiva ettigi gozlenmistir “Pine-mushroom” (T.
matsutake Sing.) diinya iizerinde en degerli mantar tiirlerinden biridir. Cho ve arkadaslari,
Pine-mushroom (T. matsutake Sing.) mantar tiirlinin sap ve sapka kismmm ugucu
bilesenlerinin ve koku verici maddelerinin tespiti ¢aligsmalarini gerceklestirmislerdir. Sapka
kisminda ugucu bilesenlerden metil sinnamat, 1-okten-3-ol, [E]-linalol oksit, [E]-2-okten-1-ol
ve 3-oktanol sirasiyla major bilesenler olarak belirlenirken, sap kisminda 1-okten-3-ol major
bilesenken onu metil sinnamat, [E]-2-okten-1-ol ve linalol takip etmektedir. Mantarlarda 1-
hekzanol, benzaldehit, nonanal, a-terpineol, 2-etil-heksanol, 3-oktanol, 1-okten-3-on, [E]-2-
okten-1-ol, 3-oktanon, Linalol, [E]-2-desenal, 2-metil-butanoik asit etil ester, 2-metil-3-buten-

2-ol ve fenil-asetaldehit koku verici maddeler olarak tespit edilmistir (31,33).
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Tibbi ve yenilebilir mantarlar meyve, sebze, hububat ve bitkiler igerisinde bulunan fenolik
asit ve flavanoidler gibi insan sagligi tizerine olumlu etkilere sahip ¢esitli biyoaktif bilesikleri
de igerirler (34-36). Bugiine kadar makrofunguslar ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalari
incelendiginde iki durum 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi ¢alismalarin biiytik bir
cogunlugunun dogadan toplanan sapkalar ile yapilmis olmasidir (37-39). Bu galigmalar
sonucunda etkili tiirler bulunmasina ragmen sapkanin yilin belirli bir doneminde ortaya
cikmasi veya bazi yillar ortam kosullar1 uygun olmadigi i¢in hi¢ olusmamasi diizenli olarak
etkin maddelerin eldesini imkansiz kilmaktadir. Bu bakimdan mantara ait miselde ya da
miselin yetistirildigi ortamda etkin madde aramak ve bulunmasi halinde yilin her déneminde
tizerinde ¢alisma ve yeterince liretme imkani saglamasi agisindan olduk¢a onemlidir (40,41).
Diger bir 6nemli husus da yapilan makrofungus ¢alismalarinin olduk¢a az sayida tiir ile sinirl
olmasidir (42-44). Genellikle etken maddeye sahip oldugu anlasilan az sayida tiir {izerinde
detayli ve c¢ok sayida calisma yapilmistir ve bu durumun sonucunda geride calisilmasi
gereken cok sayida makrofungus tiirii kalmistir. Ulkemizde yaklasik 2400 civarindaki
makrofungus tiirleri i¢inde (7, 27) yenilebilir tiirlerin kiiltiire alinmasi ¢alismalar1 hizli bir

sekilde devam etmektedir.

Yapilan birgok bilimsel g¢alisma sonucunda degisik makrofungus tiirlerinin antioksidan,
antimikrobiyal, antialerjik ve antitiimor aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir (39, 45, 46).
Mantarlarin antimikrobiyal etkileri, fungal yapida sentezlenen ve genellikle organizmaya
0zgii baz1 fenolik bilesikler, piirinler, pirimidinler, terpenoidler, kinonlar ve fenil proponoid
tirevi gibi antagonistik maddelerden dolayidir. Organizma yasadigi ortamda varligini
sirdlirebilmek ve c¢evresindeki rekabetci tiirlere stlinliik saglayabilmek i¢in bu tiir
kimyasallara ihtiya¢ duymaktadir (39). Farkli aminoasit sekanslariyla antifungal proteinler
farkl1 organizmalar tarafindan dretilirler. Tibb1i mantarlar ve diger mantarlar da cesitli
antifungal proteinler iiretirler (47). Ganodermin tibb1 bir mantar olarak bilinen G. lucidum®
dan izole edilmis antifungal proteindir. Ganoderma japonicum mantarinin miselinden elde
edilen esansiyal yagin kimyasal bilesenlerinin ve antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir
caligmada G.japonicum tiim test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi
bildirilmistir (48).

Mantarlarin besin olarak kullanilmasi ve antibiyotik iiretmesinin yaninda Polyporaceae

iyelerinin bazilari ABD, Kanada, Rusya, Cin ve Kore gibi iilkelerde akciger, 6zofagus ve
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prostat gibi kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Yine Cin, Japonya, Rusya ve ABD de
anti-timor 6zelligine sahip bazi polisakkaritleri tastyan G. lucidum, Schizophyllum commune,
Trametes versicolor, Lentinus edodes ve Flammulina velutipes gibi baz1 mantarlarin kiiltiirii

yapilarak ilgili polisakkaritler elde edilmektedir (49).

Canlilarin yasamlarini devam ettirebilmek i¢in ihtiyaglar1 olan enerjiyi karsilayabilmeleri, dis
kaynaklardan elde edilen besinlerin metabolizmaya girisi ile miimkiin olmaktadir. Viicut
tarafindan alinan besinlerin enerjiye doniistliriilmesi i¢in ise oksijen mutlak gereklidir.
Katabolizma sirasinda harcanan oksijenin énemli bir dezavantaji, aktivitesi ¢cok yiiksek olan
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan zararl radikallerin agiga ¢ikmasidir. Bu
radikallerin tiretimi stres durumunda artis gosterir ve viicutta bir¢ok hastaligin da sebebini
olusturur. Bu nedenle stres kaynakli hastaliklar basta olmak iizere bir¢cok hastaligin
tedavisinde hekimler tarafindan antioksidan maddelerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(50).

Gilintimiizde kanserle serbest radikaller arasindaki iliski yapilan deneylerle ispat edilmistir.
Bilindigi gibi siiperoksit (O,."), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (HO.) gibi
serbest radikaller; canli organizmalara ait dokularda, diger madde ve gruplarla reaksiyon
vererek hiicrelerde istenmeyen toksik maddeler olusturabilirler. Agiga ¢ikan bu zararh
tirtinler, ¢esitli mekanizmalarla hiicre harabiyetini tetikler ve bdylece hiicre 6liimiine neden
olurlar (50).

Antioksidanlarin ilag ve gida sanayiinde kullanimi yaygindir ve neredeyse tiikettigimiz her
uriine antioksidan etkili bilesikler katilmaktadir. Bu yolla ilaglar ve gidalarin bozulmasi
engellenerek, bunlarin daha uzun siireyle korunmasi ve saklanmasi saglanir (51). Giinlimiizde
gida sanayiinde oOzellikle yag iceren iirlinlerinin oksidasyonu ve lipit peroksidasyonunu
onlemek amaciyla kullanilan biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol
(BHA), gallat tiirevleri ve tert-biitil hidrokinon (TBHQ) gibi antioksidan maddelerin toksik
etkilerinden siiphelenilmektedir. Bu antioksidanlarin; toksik, kanserojen ve gastrit yapici
etkilerinden dolay1 bebek mamalar1 ve ¢ocuk gidalarinda kullanilmasina izin verilmemektedir
(52). Ayrica birgok firlinde antimikrobiyal etkileri i¢in nitrit (NO2—), nitrat (NO3-), kiikiirt
dioksit (SO2), benzoik asit ve sorbik asit kullanilmaktadir. Ancak NO3— ve NO2- insan
metabolizmasinin atilim {riinleridir ve viicutta birikerek reaktif azot tiirlerine (RNS)
doniisebilmektedir. RNS de ROS gibi yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan,

biyomolekiillerle reaksiyona girerek romatizmal hastaliklar, parkinson, kanser ve hiicre

13



harabiyetine sebep olmaktadir (53). Antibakteriyel olarak kullanilan benzoik asit ve benzoik
asit tlirevlerinin ise norolojik hastaliklara neden olmasinin yami sira kanserojen oldugu
bilinmektedir. Ayrica gida sanayiinde kullanilan kimyasal maddelerin biiytik biiyiik bir kismi
toksik, norodejeneratif ve kanserojen etki gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler (52). Bu
nedenle; son yillarda yeni, daha giivenli ve ucuz antioksidan maddelerin bulunmasi i¢in dogal

tirtinler tizerinde yaygin ¢alismalar yapilmaktadir (54).

Sekil 2. Pisolithus cinsine ait bir tiir drnegi

Makrofunguslarin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun antibakteriyel etkisinin
yani sira antioksidan olarak da kullanilmasini saglamistir. Makrofunguslarin biinyesinde

barindirdigi kendine 6zgii ve ¢ok c¢esitli metabolit gruplari onlarin antioksidan ve diger
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terapotik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkli makrofunguslarinin
sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip olduklarini gostermistir.
Makrofunguslarinda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder metabolitlerin fenolik

bilesikler, benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari diisiiniilmektedir

Sekil 4. Tricholoma cinsine ait tiir 6rnegi

Canli mekanizmalarda olusan serbest radikaller, proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya

membran lipidlerine ve karbohidratlara etki ederek hiicre &liimlerine neden olmaktadir.
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Antioksidan bir madde, bu oksidasyonun ¢esitli asamalarinda bazi mekanizmalar yoluyla
koruyucu 6zelliklere sahip olan maddelerdir (55).

Oksijen, yasam i¢in vazgecilmezdir ancak viicut i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ise metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi
reaksiyon baglatir. Bu nedenle canli i¢in bir tehdit unsuru halini alirlar (56). Reaktif oksijen
tiirleri diisiik dozlarda gesitli stres tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken, yliksek dozlarda
hiicresel zarara yol agar (57). Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu maddeler DNA, protein ve
diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicrenin Oliimiine yol acarak kronik hastaliklar
baslatir (58). Reaktif oksijen tiirleri su sekilde siralanmaktadir;

1. Radikaller

a. Stiperoksit radikal (O2-)

b. Alkoksil radikal (LO-)

c. Peroksil radikal (LOO-)

2- Radikal olmayanlar

a. Hidrojen peroksit (H,0,)

b. Lipid hidroperoksid (LOOH)

c. Hipoklorik asit ( HOCI)

3- Singlet oksijen

Bunlarin disinda nitrik oksit (NO-) ve nitrojen dioksit (NO2) de sayilmalidir. Ikisi de giiclii
oksidanlardir. Nitrojen dioksit nitrik oksitin oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelir ve oldukga toksiktir. NO;’ nin diisiik konsantrasyonlarda bile arasidonik asit
metabolizmasini biiylik olgiide artirdigi gozlenmistir (59, 60). Nitrik oksit L-arjinin amino
asitinden in vivo olarak iiretilmektedir. NO kokusuz, renksiz ve az indirgenebilen oksidan bir
gazdir. Son yillarda radikal olan nitrik oksit {izerinde olduk¢a fazla durulmaya baglanmistir.
Nitrik oksit eslesmemis elektronlar1 sayesinde siiperoksit, thiol gruplar1 ve nitrojen dioksit ile
hizl1 reaksiyonlar olusturmaktadir (59, 61, 62). Hemen hemen her aerobik hiicrenin enerji
metabolizmasinda, oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi
sonucunda oksijen bir elektron alir ve serbest siiperoksit radikal anyonu meydana gelir. Ancak

direkt olarak zarar vermez (63).

Ozellikle yiiksek oksijen kullanimi nedeniyle oksidatif strese karsi zayif olan beyin, aym

zamanda yiiksek diizeylerde Fe?* ve diger divalent katyonlar1 igermekte ve olusan Fenton-tip
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reaksiyonlar reaktif oksijen tiirleri lireterek noronlara zarar vermektedir. Nispeten diisik
antioksidan savunmasina sahip olan beyin dokusu ayni zamanda oksidatif zararlara karsi
dokuyu zayiflatan ¢oklu doymamis yag asitlerini de yiiksek diizeyde icermektedir. Oksidatif
strese maruz kalan beyin dokusunda olusan hasarlarin beyin iskemisi, hafiza bulanikligi,
Alzheimer, Parkinson gibi bir¢ok sinirsel bozuklukta 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir

(64).

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin  oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi bir¢ok enzimin aktivitesinin sonucu olarak da
tretilmektedir (64).

Serbest radikal meydana getiren diger olaylar ise; kontamine igme sularinda bulunan, toksik
etkili, halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava Kirleticileri olarak bilinen azot oksitlerdir.
Karbontetrakloriir (CCl;) ve bromotriklorometan (CBrCls) gibi hidrokarbonlarin oksidatif
hasarin baslamasinda etkili olduklar1 bildirilmektedir. Triklorometil, triklorometil peroksil
radikalleri gibi oldukga reaktif tiirler, sitokrom P- 450 monooksijenaz enzim sisteminin ¢esitli
aminoasit ve doymamis yaglarla hizli reaksiyonu sonucu CCl’lin metabolizmasi sirasinda
tretilmekte ve bunun sonucunda protein denatiirasyonlart ve lipid peroksidasyonu

olusmaktadir (65).

Serbest radikaller viicudumuzda fizyolojik olaylar sonucunda olusan dogal {irlinlerdir.
Genellikle reaksiyonlarda ara {iriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikallerin oksijen ile
etkilesmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Bu nedenle baslica sebep oksijenli
solunum yapmamizdir. Hiicre i¢inde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal
elektron tagima zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarina yerlesmis oksidatif fosforilasyon
zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal tiretimi

artar (66).

Bir diger onemli hiicresel kaynak fagositik hiicre membraninin NADPH oksidaza bagl
serbest radikal iretimidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve protein kinaz
enzimlerinin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit salimina yol acar.
Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla g¢esitli serbest radikal araiiriinler meydana

gelebilir. Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal liretimine ‘enzimatik lipid
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peroksidasyonu denir’, diger radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise ‘non-
enzimatik lipid peroksidasyonu’ ad1 verilir (66). Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan
radikal iiretiminin 6nemli enzimleri olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz arasidonik asit
metabolizmasinda gorev almaktadirlar (66-68). Aktive olmus fagositler bakterisidal rollerinin
sonucu olarak siiperoksit iiretirler (69-71). Fagosite edilmis bakteri solunumsal patlama
tiriinlerinin etkisiyle oldiiriiliir. Ancak bu oksidan iirlinler hiicrelerin antioksidan savunma
giiclerini astiginda konak hiicreye de zarar verirler ve gesitli hastaliklarin patogenezinde rol

oynarlar (66).

Stres viicutta katekolamin diizeyinin artmasmna sebep olur. Katekolaminlerin de
otooksidasyonu ile serbest radikal miktarinin artmasi kagiilmazdir. Bu olay stresin hastalik
etkeni olarak roliiniin serbest radikal tretimiyle ilgili oldugunu goéstermesi bakimindan

onemlidir (72).

Bircok enzimin katalitik dongilisii sirasinda da serbest radikaller ortaya ¢ikar. Serbest radikal
olusumuna neden olan enzimler oksidatif enzimler olarak adlandirilirlar. Bunlar;
ksantinoksidaz, indolamindioksigenaz, triptofandioksigenaz, galaktozoksidaz, siklooksigenaz,

lipoksigenaz, monoaminoksidazdir (73).

Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin nétrofiller
tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir. Bunun
yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede

DNA, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gormesine yol agabilir (74).

Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olurlar (66, 75). Bu durum biyomolekiillerin yapilarina zarar vermektedir. Bu zararlar
hiicrenin cinsine, maruz kalinan oksidatif strese ve siddetine bagli olarak (72), toksik,

mutajenik veya karsinojenik olabilir (74).

Serbest radikallerin en belirgin etkileri lipid peroksidasyonuna neden olarak, Diabetis
Mellitus’un da aralarinda bulundugu bir dizi hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamalaridir.

Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenir ancak en hassas
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olan grup lipidlerdir (55). Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona neden olurlar (67, 68,
76). Bunun sonucunda membran akiskanliginda bozulma ve permeabilite degisiklikleri

meydana gelir (77).

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest
radikallerin zararli etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelere antioksidanlar adi verilir (66,
78-80). Gecmiste yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar yerine giiniimiizde dogal
antioksidanlarin kullamimi énem kazanmustir. Ozellikle, bu sentetik antioksidanlarin toksik
etkilerinin saptanmasit ve maliyetlerinin yiiksek olmasi, yeni ve ucuz dogal antioksidan
kaynaklar1 arayisina itmistir (81). Bir¢ok bitki antioksidan aktiviteye sahip pek ¢ok bileseni
icermektedirler. Bunlar arasinda fenolik bilesikler, C vitamini (askorbik asit), E vitamini
(tokoferoller ve toketrienoller), basta f-karoten ve likopen olmak tiizere karotenoidler ve
biyoaktif peptitler sayilabilir. Bitkisel bir materyalden uygun yontemlerle antioksidan
bilesenler etkin bir sekilde ayrilabilir. Cesitli materyaller i¢inde antioksidan bilesenlerin
varhigimi nitel ve nicel olarak gosteren pek c¢ok yontem vardir. Son zamanlarda toplam
antioksidan aktiviteyi belirlemede DPPH yontemi ve B-karoten renk agilimi yontemi bitki

oziitlerinin anlamli bir sekilde degerlendirilmesinde onerilmektedir (82-84).

Makrofunguslarin yapisindaki polisakkaritlerin en 6nemlilerinden biri olan Kitin, Yunancadan
tiiremis bir kelime olup, dogada seliillozdan sonra en fazla bulunan ve N-asetil-D-glukozamin
birimlerinden olusan, hiicre yapisin1 koruyucu ve destekleyici bir bilesendir. Yenilenebilir ve
cevre dostu dogal bir biyopolimer olan kitinin (85) birgok tiirevi bulunmakla birlikte
bunlardan en 6nemlisi deasetillenmis bir tiirevi olan kitosandir (86) B- (1,4)- 2- asetoamido-2-
deoksi-D-glikoz ve B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glikoz tinitelerinin bir kopolimeri ve seliiloz
gibi fiber olan katyonik bir polisakkarit (87) olan kitosan ilk kez 1811 yilinda Henri
Bracannot tarafindan kesfedilmistir. Bracannot, makrofunguslarda bulunan kitini siilfiirik
asitte ¢ozmeye calismis ancak basarili olamamistir. Rouget tarafindan, 1859 yilinda, derisik
potasyum hidroksit ¢ozeltisinde kitini 1sitmasi ile kitosan1 bulmustur. Ledderhose, 1878
yilinda kitinin glikozaminden meydana geldigini tanimlamistir. Hoppe-Seyler ise 1894 yilinda
kitosan terimini kitinden uyarlamistir. Kitinin bir¢ok alanda yaygin bi¢imde kullanilmasina

karsin siki molekiiler iisti yapisi ve ¢ozinirligiiniin olduk¢a sinirli olmasi nedeniyle
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endiistriyel uygulamalarda kullanim1 kisithdir. Kitosanin ise kitin ve seliillozdan farkli olarak
sahip oldugu amin grubu, ¢6ziinme sirasinda protonlanarak pozitif yliklenir ve bundan dolayz,
negatif yiiklii polimerlerle, makromolekiillerle, polianyonlarla etkilesme yetenegi kazanarak
birgok biyoaktif madde ile baglanabilir, ag veya matriks olusumu gergeklestirebilir. Biyoaktif
bilesikler, biyoteknolojik ve farmasotik uygulamalarda kullanilabilecek olan basitten
karmasiga kadar cok cesitli bilesikler olup; peptitler, oligosakkaritler, yag asitleri, enzimler,
suda ¢oziinen mineraller ve biyopolimerler olarak siralanabilir. Bundan baska, bu biyoaktif
bilesiklerden bazilarinin niitrisotikal potansiyele sahip ve insan saglin1 destekleyici yararlar
da mevcuttur (88, 89). Toksik olmayan, biyouyumlu ve biyopargalanir 6zellikte (77) ve
¢ozlinmesi icin zararlt organik ¢oziiclilere gerek duyulmadigr i¢in kitosan, son yillarda birgok
farkli sektorde kullanim alani bulmustur (90, 91). Yapay deri, ilag taginim sistemleri,
kozmetik, beslenme ve diyet iirlinleri, enzim immobilizasyonu, agir metal giderimi, tekstil
boyalarmnin giderimi, kagit tiretimi, agronomik uygulamalar, oftalmoloji, fotograf¢ilik gibi
cesitli alanlarda kullanilmaktadir (89, 92). Ozellikle medikal alanda kitosan temelli yara
iyilestirme elbiseleri {istiine calismalar artmaktadir. Kitosan ve tlirevlerinin elde edilmesinin
kolay bir islem olmasindan ve pH 6.4’ten daha diisilk pH’ta yliksek ¢Oziiniirliige sahip
olmasindan dolay1 enkapsiilasyon polimeri olarak ila¢ taginim sistemlerinde ve kontrollii ilag
dagilimlarinda da kullanilir (93). flaglarin kontrollii dagilimi, son derece énem tasimaktadir.
Biyolojik acidan uyum gdosteren kitosan, ¢esitli ila¢g formiilasyonlarinda uygun bir matriks
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Kitosan matrikslerin avantajlar1  birgok literatiirde
bahsedilmistir (86). Cesitli ilaglar, kitosan matriksi igerisine (film, mikrokapsiil, kaplanmig
tablet vb.) yerlestirilmektedir. Jel olusturabilmesi, kopolimer gibi ¢ok c¢esitli formlarda
bulunmasi1 da ila¢g dagilim sistemlerinde biiyilik avantaj saglamaktadir. Midede tahrisi
engelleyen antasit ve antiiilser aktivitelere sahip olmasi da ideal materyal haline getirmektedir
(94, 95). Ayrica kalsiyum esasli bircok materyal ile kompozit olusturmabilmesi sayesinde
ortopedik ve periodontal uygulamalarda da kullanim alan1 bulmustur. Bu sekilde olusturulan
polimerlerin sert doku yerine kullanilabilirlikleri iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Bu tip
kompozitlerin avantaji, polimerin hidroksapatit ile kombinasyonunun matris emildikce
implantta kemiksi gelisim saglamasidir. Kalsiyum-kitosan esasli kompozitler, kemik
protezlerinde kaplama yapilarak viicuda implante edilerek kemik hiicrelerini
giiclendirmektedir. Bu sekilde kalsiyum bilesiklerinin migrasyonu da polimer matrisine

baglanmasi nedeniyle engellenmektedir (94).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Aragtirmada Kullamilan Makrofungus Ornekleri

Bu arastirmada kullanilan Ganoderma lucidum, Pisolithus arrhizus, Tricholoma sp.,
Sarcosphaera crassa makrofungusu &rnekleri Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji
Boliimii Ogretim Uyesi Yard. Dog. Dr. HAKAN ALLI tarafindan temin ve teshis edilmistir.

Arazi ¢alismasi yapilan yerler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arazi calismasi yapilan lokaliteler.

Makrofungusu érnekleri Arazi ¢calismasi yapilan lokaliteler
Pisolithus arrhizus Mugla-Datca, Icmeler deresi
Ganoderma lucidum Mugla-Kdycegiz-Toparlar mevkii
Tricholoma sp. Kiitahya- Gediz, Abide Mevkii
Sarcosphaera crassa’ Kiitahya-Tavsanli-Yenikdy Mevkii

3.1.2. Makrofungus Orneklerinin Ekstraksiyonunda Kullanilan Cézeltiler

Bu asamada kullanilan 6rnek maddenin ¢oziiciiye orami 1:10 (mL. mg'l) olacak sekilde

ayarlanmistir.

Bilesenin adi Miktan
Etanol 100 rpm
Metanol 100 rpm

3.1.3. Mikrooganizmalarin inokulasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Broth (Merck)

Bilesenin adi Miktan
Nutrient Broth (Merck) 13,09
Distile Su 1000 mL
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Besiyeri 2. Nutrient Agar (Merck)

Bilesenin ada Miktari
Nutrient Agar (Merck) 28,09
Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alinan besiyerinin 28 g 1000 mL distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15

dakika siire ile sterilize edilmistir. Bakteriyel organizmalar i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 3.

Bilesenin adi Miktari
YPD Broth (Merck) 50,0¢
Distile Su 1000 mL
Besiyeri 4.

Bilesenin ada Miktarn
Yeast Extract Agar 65,0¢g
(Merck)

Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alinan besiyerinin 65 g 1000 mL distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15

dakika siire ile sterilize edilmistir. Mayalar i¢in kullanilmistir.

3.1.4. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Tween 40, dimethylsulphoxide (DMSO), ethyl acetate, ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), p-carotene, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenyl-
sulphonic acid)-1,2,4-triazine (ferrozine), iron (I1) chloride (FeCl,), gallic acid, butylated
hydroxyanisole (BHA), 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), a-tocopherol and linoleic
acid (Sigma).
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3.2. METOT

3.2.1. MAKROFUNGUS ORNEKLERININ EKSTRAKSIiYONU

Daha oOnce ezilip toz haline getirilmis Ornekler tartilarak balon jojeye alindiktan sonra,
tizerlerine ekstraksiyon ¢oziiclilerinden konularak, 6rneklerden ekstraktlar elde edilmistir. Bu
asamada kullanilan Ornek maddenin ¢oziicliye oran1 1:10 (mL.mg'1) olacak sekilde
ayarlanmigtir. Belirtilen oran tespit edilirken, once 1:1 (mL.g'1) orami ile denemelere
baslanmig, ancak bu oran kullanildiginda, ekstraksiyon iglemi sonucu elde edilen ekstrakt
miktarmin yetersiz kaldigi goriilmiistiir. Deneyler i¢in gerekli olan ekstrakt miktarin1 elde
edebilmek amaciyla ¢6ziicii miktar artirilmis ve sonucta oran, 1:10 (mL.mg'1) olacak sekilde
ayarlanmugtir.

Deneme sirasinda;

1) Kuru mantar 6rnekleri toz haline getirilip, eppendorf tiiplere konulur.

2) 10 g’lik toz 6rnekler 100 mL ¢oziizii igerisine 25° C ‘de 150 rpm’ de 24 saat manyetik
karistiricida ¢alkalanir.

3) Karisim Whatman No: 4 kagidindan siiziilir.

4) Sivi kisma 100 mL methanol ilave edilerek islem tekrarlanir.

5) Kombine edilmis methanolik eksraktlar (40 ° C) evaporatérde ugurulur, santrifiij
sonucu olusan siipernatant, antimikrobiyal aktivitenin tespitinde kullanilmak iizere

saklanmustir.

3.2.2. ANTIMIiKROBIiYAL AKTIiVITENIN BELIRLENMESI

Bitki oziitlerinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Klinik Laboratuar Standartlar1 Ulusal
Komitesi’ne gore disk diftizyon metodu ile test edilmistir (NCCLS, 1997) (72). Denemeler

sonrasi ¢ikan sonuglar referans diskleri ile karsilastirilmistir.

Deneylerde Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Escherichia
coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 04019 suslar

kullanilmistir.
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3.2.2.1. Oziitlerin disklere emdirilmesi

6 mm’lik bos, steril antibiyotik disklerine 20 pL 6ziit emdirilmistir. Emdirilen 6rnek
miktarmin kontrolii i¢in degisik miktarlarda oOziitler disklere emdirilmeye ¢alisilmistir.
Disklerin 30 pL {izerindeki 6rnegi ememedigi, 6rneklerin bir kisminin disklerin disina tastig
ve burada kurudugu goézlenmistir. Diskler, 30 pL tizerinde 6ziitii uygun bir sekilde ememedigi
icin bu miktarin kullanilmast uygun olmamistir. Ayrica yapilan karsilagtirmada 30 pL
emdirilmeye c¢aligilan diskler ile 20 pL. emdirilmis diskler arasinda etki bakimindan ¢ok fazla
bir fark olmadigi gozlendigi i¢in disklere 20 pL &ziit emdirilmesine karar verilmistir.
Oziitlerin emdirildigi diskler antimikrobiyal etkiyi etkileyecek ¢oziiciilerin diskler {izerinde

kalmamast i¢in bir giin kurumaya birakilmistir.

3.2.2.2. Mikroorganizmalarin standardize edilmesi

Disk difiizyon yontemi kullanmadan once, bakteri ornekleri 0,5 McFarland standardi ile
karsilastirilarak standardize edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 6ncelikle izole koloniler elde etmek
amaciyla agar ortamina ekilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra 4-5 tane iyi izole
olmus koloni, 6ze yardimiyla % 0,9’luk serum fizyolojik i¢ine alinmistir. Hazirlanan bakteri
siispansiyonu, daha once hazirlanmis olan 0,5 McFarland standardi ile karsilastirilarak

stispansiyonun bulaniklig1 ayarlanmistir.

3.2.2.3. Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkinin test edilmesi ve Besiyerlerinin

inokiilasyonu

Besi yerine mikroorganizma inokiilasyonu i¢in mikroorganizma siispansiyonuna steril
ekiivyon batirildiktan sonra, besi yerinin her yerine ekiivyonla siispansiyon yayilmistir.
Mikroorganizma silispansiyonu yayilan petriler, diskler uygulanmadan o6nce 5 dakika

kurumaya birakildiktan sonra, diskler besi yerinin iizerine 10 dakika i¢inde uygulanmustir.
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3.2.2.3.1. Disklerin yerlestirilmesi

Etken maddeleri iceren diskler, besi yerinin iizerine iyice yerlestirilmistir. Disklerin
tamaminin agar iizerine dokunmus olmasina dikkat edilmistir. Calismada 120 mm’lik steril

petri kaplar1 kullanilmistir ve bu petri kaplarina toplam 1’er adet antibiyotik diski konmugtur.

3.2.2.3.2. inkiibasyon

Diskler uygulanmis petri kaplari, inokiilasyonu takip eden 15. dakikada inkiibe edilmeye
baslanmistir. Bakteriler 37 °C’de 24 saat siire ile, mayalar ise 30 °C’de 48 saat inkiibe

edilmistir.

3.2.2.3.3. inhibisyon zonlarmin él¢iimii

Inkiibasyon siiresi sonucunda olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla &lgiilerek zon

caplart mm (milimetre) olarak kaydedilmistir. Petri kaplar1 + 4 °C’de saklanmustir.

Negatif kontrol olarak dimetil siilfoksit (DMSO) emdirilmis diskler kullanilmistir. Bu
disklerin biitlin bakteriler lizerine etkisi incelenmis; sonug¢ olarak, c¢oziicii emdirilmis
disklerden c¢oziiciiler buharlastirildiktan sonra disklerin mikroorganizmalar {izerine etki
gostermedigi gozlenmistir. Ayrica, bos antibiyotik disklerinin de mikroorganizmalar {izerine

etkisi olmadig1 yapilan denemeler sonucunda gézlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan Eritromisin ve Nistatin antibiyotik diskleri kullanilmistir.
3.2.3. ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINi

3.2.3.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri Blois (1958) metodu (73) kullanilarak

spektrofotometrik olarak DPPH serbest radikali iizerinden tayin edilmistir. % 0,004metanol

igerisinde hazirlanmis Ornek ¢ozeltisi tlizerine DPPH c¢ozeltisi ilave edilerek vortexde
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karistirtlmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢ozeltilerin 517 nm de
absorbans degerleri okunmustur. DPPH standarti kullanilarak hazirlanmis olan asagidaki
kalibrasyon denklemi kullanilarak reaksiyon ortamindaki DPPH konsantrasyonu (1%)

hesaplanmustir.

1%= ([AKontrol —AOmek] /Akontrol) x 100

Testler ti¢ paralel calisiilmis ve BHA, sentetik antioksidanlar olup pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.
Sonuglar ICsy degeri olarak pg. mL™ cinsinden verilmistir.
3.2.3.2. Total Fenol Miktar Tayini

Makrofungusu 6ziitlerinin toplam fenolik igerigi Singleton and Rossi (1965) prosediirii temel
almip modifiye edilen Folin Ciocaltacu metoduna goére belirlenmistir (74). Calismanin bu
boliimiinde, standart olarak kullanilan gallik asit ve diger numunelerin (makrofungusu
Oziitleri) c¢ozeltileri hazirlanirken, ¢oziicii olarak % 70’lik metanol kullanilmistir. 0,1 mL
numune 100 mL’lik dereceli kapakli erlene konur ve hacmi distile su ile 46 mL’ye
tamamlanir. Daha sonra 0,2 mL %350’lik Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edildikten 3 dakika
sonra 1 mL % 2’lik Na,COg3’1n sulu ¢ozeltisi ilave edilir ve karistiricida oda sicakliginda 45
dakika karistirilir. Bu siire sonunda numunelerin absorbanslar1 760 nm’de Slgiilmistiir. Gallik
asit ¢ozeltilerinin absorbans degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak, her
numunenin toplam fenolik madde igerigi mg gallik asite esdeger olacak bigimde

belirlenmistir.
3.2.3.3. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi Decker ve Welch metodu bazi modifikasyonlar kullanilarak tayin
edilmistir (75). Kisaca, 0,5 mL makrofungusu o6ziitii 0,05 mL 2 mM FeCl, ve 1 mL 0,5 mM
ferrozin ile karistirnlmigtir. Karisim oda sicaklifinda 10 dakika inkiibasyona birakildiktan
sonra 562 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Ferrozin- Fe** kompleksinin inhibe yiizdesi asagidaki formiile kullanilarak hesaplanmaistir:
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Scavenging effect (%)=([Akontrol —A6mek] /Akontror) X 100

3.2.3.4. p-Karoten ve Likopen Tayini

B-Karotene Likopen Nagata and Yamashita metoduna gore belirlenmistir. 100 mg kuru
ekstrakt 10 ml aseton:hekzan (4:6 vol/vol) karisiminda karistirilmis ve tek kullanimlik 0.45
um; Millipore filtre ile filtrasyon yapilmustir. Filtre edilen 6rnegin absorbans degerleri 453,
505 ve 663 nm’lerde Ol¢iilmiistiir. P-karotene ve likopen miktar1 asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmustir:

Likopen (mg=100 mL)= (-0:0458 - A663)

+(0:372 - A505)

-(0:0806 - A453)

- karotene (mg=100 mL)= (0:216 - A663)

-(0:304 - A505)

+(0:452 - A453)

Elde edilen sonuglar mg olarak karotenoid/g seklinde ifade edilmistir.

3.2.3.5.Demir-tiyosiyanat Metodu

Fraksiyonlarin linoleik asit peroksidasyonu iizerine etkileri demir-tiyosiyanat metodu
kullanilarak incelenmistir. Buna gore; 10 mg etanol ve metanol igerisinde hazirlanmis drnek
¢ozeltisi, 10 ml deiyonize su ile ¢ozdiiriildiikten sonra farkli konsantrasyonlardaki soliisyona
(10-20 pg/mL) 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu, 2.5 ml potasyum fosfat(0.04 M, pH 7.0)
tamponu ilave edildi. Elde edilen karisim 37°C’de 30 giin siireyle bekletilmistir. Haftada iki
kez 6rnek alinmis ve 0.1 ml test ¢ozeltisi tizerine 3.7 ml %75 (h/h)’lik etanol ve 0.1 ml %30
(a/h)’luk amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu karisim tizerine 0.1 ml %3.5’lik
hidroklorik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis 2x10-2 M demir iki kloriir ¢ozeltisi konulup 3

dakika sonunda 500 nm’de spektrofotometrede absorbansi okunmustur

3.2.3.6.Total Flavonoid icerigi

Total flavonoid icerigi alimiinyum klorid kolorimetric metoduna gore yapilmistir. Metanol
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icerisindeki her mantar ekstrakt: (2 mL, 0.3 mg/mL) 0.1 ml alimiinyum klorid hekzahidrat,
0.1 ml 1 m potasyum asetat ve 2.8 ml deiyonize su ile karistirilmistir. Oda sicakliginda 40

dakikalik inkiibasyon sonunda 415 nm’de absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir.

4.Kitin ekstraksiyonu

Liyofilize edilmis fungal biyokiitlelere standart bir metot olan kitosan ekstraksiyon metotu
uygulanmistir % Bu ekstraksiyon protokolii modifiye bir baz ve arkasindan asit muamelesini
icermektedir. Baz konsantrasyon etkisini c¢alismak icin, Ornekler tizerinde farkli
konsantrasyonlarda sodyum hidroksit soliisyonlar1, farkli sicaklik, farkli inkiibasyon siireleri
test edilmistir. Asit muamelesinde ekstraksiyon soliisyonu olarak kullanilmak {izere asetik asit
ve hidroklorik asit denenmistir (96). Hidroklorik asit ile verimin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

Baz muamelesinde, Oncelikle liyofilize ornekler 1M,2M,3M ve 4M NaOH’ le muamele
edilmistir. Calismada sicakligin ve inkiibasyon periyodunun etkisini anlamak i¢in ii¢ farkl
sicaklik derecesinde ( 95 °C,110 °C ve 121 °C) ve bes farkli inkiibasyon periyodunda
(10,15,20,25 ve 30 dak.) farkli molaritelerdeki NaOH soliisyonu ile denemeler yapilmustir.
Sonra 12,000Xg 15 dak. santriflij edilerek ve distile su ile yikanmig ve tekrar santrifiij
edilmistir. Sonrasinda ¢okeltiler 60 °C* ve 95 °C’ de 3, 6 ve 12 saat % 2, %6 ve %10’luk
hidroklorik asitle muamele edilmistir. Ve sonra tekrar 12,000Xg 15 dak. santrifiij edildikten
sonra ¢okelti kismi ayrilmistir. Kitosan 2 M NaOH muamelesi ile ¢oktiirtilmistiir. Her bir
adim arasinda 40 mesh’lik filtre yardimiyla Ca ve protein ¢ozeltilerinin uzaklastirilmasi
islemi yapilmistir. Kati kisim saf suyla yikanarak iizerinde kalabilecek olan HCI/NaOH
kalintilarindan arindirilarak etiivde 1 gece boyunca 60 °C’de kurumaya birakilmistir (97).

Kitosanin saflagtirilmasinda, 4g kitosan 160 ml %40°lik NaOH ile muamele edildikten sonra
0.005 g NaBH, eklenerek 95 °C’de 4 saat karigtirllmistir. Siispansiyon soguduktan sonra
kalint1 filtreden gecirilerek siiziintii ile ayn1 pH olana kadar distile su ile yikanmistir. Kalinti
250 ml asetik asit ile tekrar ¢ozdiiriiliirek elde edilen kitosan soliisyonu 16000 X g 5 dak.
santrifiij ediler ve supernatant elde edilmistir. Siipernatant 1 M NaOH ile pH 8-9 arasinda
tekrar ¢oktiiriilerek 16000 X g 5 dak. santrifiiij edilerek pellet elde edilmistir. Kitosanin pH’1
supernatant ile ayni olana kadar distile su ile yikanmistir. Sonunda %95’lik etanol ile bir kez

yikanip ve liyofilize edilmistir (98).
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5. Kitosan tayini

% 85 Safliktaki Deasetillenmis Kitosan (Alfa Easer) ve deasetillenmis mantar 6rneginin ATR

sistemli TF-IR ile IR spektrumlari alinmistir.

6. Kimyasal Kompozisyon Belirleme

Makrofungus 6rneklerinin kimyasal bilesimleri (nem, protein, yag, karbohidrat ve kiil) AOAC
prosediirii kullanilarak analiz edilmistir (77). Nem igeriginin tespiti; Oncelikle cam petri
kaplar1 105°C’de sabit tartima getirilmistir. Kuru ornekler tartildiktan sonra (0,05 mg
duyarlilikla) sicak hava firininda 105°C’de 6 saat bekletilmistir. 6 saatin sonunda desikatorde
sogutulduktan sonra tartilmigstir. Sabit agirlik tespit edilene kadar 1sitma ve sogutma islemleri

tekrarlanmustir.

Kiil miktar1 tayini; porselen krozeler sabit tartima getirildikten sonra kuru 6rnekler tartilmigtir
ve krozelerde bulunan 6rnekler kiil firininda 600 °C’de 2 saat bekletilmistir. Oda sicakliginda

sogutulduktan sonra sabit tartima gelene kadar tekrar tartilmistir.

Organik Madde = Kuru Madde - Ham Kiil

Ham yag tespiti; Eter, kloroform, benzen, toluen gibi organik coziiciiler kullanilarak 6ziite
edilmesiyle belirlenir. Oziitten eter ve su arindirildiktan sonra kalan kisim drnekteki ham yagi
verir. Yagin yaninda yagda eriyen vitaminler, organik asitler, klorofil, lesitinler, alkaloidler,
mumlar, re¢ineler, sterinler ve fosfatidleri de icerdiginden ham yag adini1 alir. Ham yag
tayininde Soxhlet cihazi ve ¢oziicii olarak eter kullanilmigtir. 60 °C’de sabit tartima getirilmis
250 mL’lik bir balon kullanilmistir. Kuru 6rnekler eter ile soxlet cihazinda ektrakte edildikten

sonra ¢oziicii 60 °C’de ugurulmustur.

Seker tespiti fenol-siilfiirik asit metoduna gore yapilmistir. Metoda gore; Sukroz tayini; Fenol

—stlfiirik asit metodu ile yapilmistir. Metoda gore; saflastirilan kitosan Orneginin lizerine
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sirastyla 0,5 ml fenol ve 5 ml siilfirik asit ilave edilecektir. Ornekler 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra vortekslenmistir. 25-30°C ‘de 10-20 dk bekletilmistir. Daha
sonra 490 nm’de UV spektrofotometre ile okumalar yapilmistir. Standart grafikten sukroz

derisimi belirlenmistir (99).

Protein tayini Lowry metoduna gore yapilmistir. Metoda gore; Kalibrasyon egrisinin
olusturulmasinda Bovine Serum Albumin (BSA) protein standardi kullanilmistir. BSA stok
cozeltiler1 (2 mg/ml) pH’s1 7,2 olan 0,2 M fosfat tamponu i¢inde hazirlandiktan sonra
ornekler %1°lik (w/v) konsantrasyonda yine fosfat tamponu i¢inde hazirlanmistir. Standartlar
ve ornekler bir gece hidrate edilmistir. Protein standartlar stok ¢ozeltilerden fosfat tamponu
ile seyreltilerek 0, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml’lik derisimlerde hazirlanmistir. Lowry
stok ¢Ozeltisini hazirlamak igin, Lowry reaktifi A (%2,0 (w/v) Na,COs, %0,4 (w/v) NaOH), B
(%1 (w/v) CuSO4.5H,0) ve C (%2 (w/v) sodyum potasyum tartarat) 98:1:1 (A:B:C) oraninda
karigtirllmistir. Lowry stok ¢ozeltisinin 3 ml’si ile 300 pl 6rnek bir tiip i¢inde karistirilip ve 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir ¢ozeltiye 1:1 oraninda
seyreltilmis 300 pul Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilerek 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
spektrofotometrede (jenyway UV) 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmus ve
olusturulan kalibrasyon egrisinden polisakkaritlerin icerigindeki % toplam protein miktar

hesaplanmagtir.
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4. BULGULAR

1. Antimikrobiyal Aktivite

Bu calismanin amaci, Ganoderma lucidum, Sarcosphaera crassa, Pisolithus arhizus ve
Tricholoma sp. oOziitlerinin antimikrobiyal etkisinin incelenmesidir. Bu amagla 6nce disk
difiizyon testi uygulanmistir. Bu testte, Oziitler steril ve bos antibiyotik disklerine
emdirildikten sonra diskler, mikroorganizma kiiltiirleri iizerinde denenmistir. Mikroorganizma
tizerinde etki gosteren Oziitler, besi yerlerinde inhibisyon zonu olusturmustur. Bu inhibisyon
zonlarinin ¢ap1 milimetre olarak kaydedilmistir ve sonuglar Tablo 1 ve 2'de verilmistir. Farkli
coziiclilerle hazirlanan Oziitlerin farkli inhibisyon zonlar1 verdigi gozlenmistir. Buna gore,
Sarcosphaera crassa A-3562’nin kloroform oziitleri higbir bakteri iizerine etki gostermezken
metanol Oziitleri {i¢ tiir bakteri ve bir maya tiirlinii inhibe etmistir. Ganoderma lucidum’un
aseton ve etanol Oziitleri bakteri ve mayalar iizerinde digerlerinden daha etkili olmustur.
Salmonella enteritidis bakterisine, Sarcosphaera crassa A-3562 tiiriiniin kloroform oziitii
hari¢ diger Oziitlerin etkisi oldugu gozlenmistir. Ve gozlenen etki referans antibiyotigin neden
oldugu etkiden yiiksektir. Bacillus subtilis RSKK 244 bakterisi iizerine Sarcosphaera crassa
A-3562’nin sadece metanol 6ziitli etki gOstermistir. Sarcosphaera crassa A-3562’nin
kloroform, metanol,etanol ve aseton 6ziitlerinin Candida glabrata iizerine etkisi gézlenmistir.
Ancak bu etki pozitif kontrol olarak kullanilan referans antibiyotigin etkisinden ¢ok daha
distiktiir. Ganoderma lucidum’un aseton Oziitli sadece B.subtilis bakterisini ve etanol 6ziitii
ise sadece C.glabrata mayasini inhibe etmemistir. Ganoderma lucidum’un matanol 6ziitii
C.glabrata iizerinde en biiylik zonu vermistir ve bu deger referans antibiyotigin verdigi zona
cok yakindir. Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve mantarlar1 6ldiirticii (letal) veya bunlarin
tiremesini baskilayici etki gosterirler. Yapilan ¢alismada sonuglar standart antibiyotik testleri
ile karsilagtirilmistir. Mantar Oziitlerinin etki gdsterdigi mikroorganizmalara karsi standart
antibiyotik testlerinin etkisine ait veriler de Tablo 1 ve 2'de bulunmaktadir. Ayrica, yapilan
testler sonucunda, negatif kontrollerin (DMSO ve steril bos disk) herhangi bir etkisinin

olmadig1 gdzlenmistir.
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Tablo 1. Ganoderma lucidum 6ziitlerinin inhibisyon zon sonuglari (mm)

Patojenler Aseton Etanol Metanol ~ Kloroform  DMSO Bos Nistatin ~ Eritromisin
Disk

Candida glabrata RSKK 12 NI 25 NI NI NI 33 ND

04019

Candida albicans ATCC 10 10 NI NI NI NI 22 ND

90028

Escherichia coli ATCC 10 16 NI NI NI NI ND 9

25922

Bacillus subtilis RSKK NI 13 10 10 NI NI ND 20

244

Salmonella enteritidis 10 12 12 13 NI NI ND 9

ATCC 13076

NI: Inhibisyon yoktur.
ND: Calisilmamustir.

Tablo 2. Sarcosphaera crassa 6ziitlerinin inhibisyon zon sonuglari (mm)

Patojenler Aseton Etanol Metanol Kloroform  DMSO Bos Nistatin ~ Eritromisin
Disk

Candida glabrata RSKK 10 10 20 10 NI NI 33 ND

04019

Candida albicans ATCC 10 10 NI NI NI NI 22 ND

90028

Escherichia coli ATCC NI 14 10 NI NI NI ND 9

25922

Bacillus subtilis RSKK NI o 10 NI NI NI ND 20

244

Salmonella enteritidis 10 11 11 NI NI NI ND 9

ATCC 13076

NI: inhibisyon yoktur.

ND: Calisilmamustir.
P.arhizus 'un etanol Oziitleri C.glabrata RSKK 04019, B.subtilis RSKK 244 ve S.enteritidis
ATCC 13076 patojenlerine karsi diger 6ziitlerden daha ¢ok etki gostermis ve en yiiksek zon
capim1 vermistir. Tricholoma spp. ’nin metanol oziitleri bakteriler iizerinde digerlerinden daha
etkili olurken aseton ve kloroform oziitleri ise mayalar iizerinde digerlerinden daha etkili

olmustur.

S. enteritidis ATCC13076 ve E.coli ATCC 25922 bakterilerine, P. arhizus tiriiniin tim
coziiclilerdeki 6zitleri ve B. subtilis RSKK 244 bakterisine etanol 6ziitii referans antibiyotikten
daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir. P. arhizus un kloroform, metanol, etanol ve
aseton Oziitlerinin C. glabrata RSKK 04019 ve C.albicans ATCC 90028 iizerine olan etkisi
yine pozitif kontrol olarak kullanilan referans antibiyotigin neden oldugu etkiden ¢ok daha

yiiksektir.
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Tricholoma spp. nin aseton 0ziitli sadece C.glabrata RSKK 04019 mayasina ve metanol ziitii

ise C.albicans ATCC 90028 mayasina kars1 en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Tricholoma spp.’nin mayalara kars1 olan tim c¢oziiclilerdeki Oziitlerinin antimikrobiyal etkisi

referans antibiyotikten daha yiiksek aktivite gosterirken bakterilere karsi daha distik etki

gostermistir.

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve mantarlar1 Oldiiriicii (letal) veya bunlarin iiremesini

baskilayict etki gosterirler. Yapilan c¢alismada sonuglar standart antibiyotik testleri ile

kargilastirilmistir. Mantar oOziitlerinin etki gosterdigi mikroorganizmalara karsi standart

antibiyotik testlerinin etkisine ait veriler de Tablo 3 ve 4'de bulunmaktadir. Ayrica, yapilan

testler sonucunda, negatif kontrollerin (DMSO ve steril bos disk) herhangi bir etkisinin

olmadig1 gézlenmistir.

Tablo 3. Pisolithus arhizus 6ziitlerinin inhibisyon zon sonuglar1 (mm)

Patojenler Aseton Etanol Metanol  Kloroform  DMSO Bos Nistatin ~ Eritromisi
Disk
Candida glabrata RSKK 18,5 21 17,5 115 NI NI 9 ND
04019
Candida albicans ATCC 12,5 16 18,5 175 NI NI 9 ND
90028
Escherichia coli ATCC 15,5 10,5 13 10,5 NI NI ND 9
25922
Bacillus subtilis RSKK 135 23 18,5 10,5 NI NI ND 20
244
Salmonella enteritidis 10,5 215 12,5 10 NI NI ND 9
ATCC 13076
NI: Inhibisyon yoktur.
ND: Calisilmamistir.
Tablo 4. Tricholoma sp. ziitlerinin inhibisyon zon sonuglart (mm)
Patojenler Aseton Etanol Metanol Kloroform  DMSO Bos Nistatin ~ Eritromisin
Disk
Candida glabrata RSKK 16,5 15 13 13 NI NI 9 ND
04019
Candida albicans ATCC 175 13 16,5 19 NI NI 9 ND
90028
Escherichia coli ATCC 16,5 10,5 195 9,5 NI NI ND 37
25922
Bacillus subtilis RSKK 9,5 15,5 21 9,5 NI NI ND 31
244
Salmonella enteritidis 10,5 13 14,5 9,5 NI NI ND 32
ATCC 13076

NI: inhibisyon yoktur.

ND: Calisilmamustir.
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2. Antioksidan Aktivite

2.1. Ekstrelerin Serbest Radikal Siipiiriicii Etkileri:

Etanolik fraksiyonlar ve standart (BHA) 1in serbest radikal stiptiriicii etkileri stabil bir serbest
radikal olan DPPH iizerinde test edilmistir. Serbest radikal stipiiriicii etki sonuglar1 30 dakika
icerisinde DPPH’1n %50 sini siiplirdiigli konsantrasyon olarak (IC50) hesaplanmistir. Diisiik
IC50 degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir. Bu calismada test edilen
fraksiyonlarin ve standartlarin DPPH {izerinden hesaplanan IC50 degerleri ve serbest radikal
stiptirticti etki arasindaki iliski Tablo 5’de goriilmektedir. Tiim fraksiyonlarda sentetik
antioksidan olan BHAya gore daha diislik oranda serbest radikal siipiiriicii etki gozlenmistir.
Buna gore calisilan mantar tiirlerinden en diisiik IC50 degeri ile standarta en yakin deger P.
arhizus o6ziitinde bulunmus olup bu deger en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip mantar
oldugunu ifade ederken hem etanol hem metanol ekstraktlarinda en yiiksek deger S. crassa
mantarinda bulunmustur. Dolayisiyla DPPH giderim etkisi en azdir. P. arhizus, S. crassa ve
G. lucidum mantarlarinin metanol 6ziitlerinin DPPH siipiiriicii etkisi etanol oziitlerinden daha

yiiksek ¢ikarken Tricholoma sp.’nin etanol dziitiiniin DPPH giderimi metanol 6ziitiinden daha

yiiksek ¢ikmustir.

Tablo 5. Makrofungus fraksiyonlarinin DPPH radikali tizerindeki serbest radikal siipiirticii

etkileri

% DPPH GIDERIMI
Konsantrasyonlar (mg/ml)

Mantarlar 0,25 Etanol 0,5 Etanol 1,0 Etanol 0,25 Metanol 0,5 Metanol 1,0 Metanol
S. crassa 4+1 5+0 6+0 51 6 £0 7+0
P. arhizus 21 +1 33+2 48 £1 19+1 44 £ 0 47 £1
Tricholoma sp. 60 8+0 14+£0 6 £3 7 £1 9 £1
G. lucidum 12+2 15+1 25+1 13 £1 27 £2 390 +1
BHA** 88+ 0 88 +£0 89 +0 85 1 85 +£0 86 £0
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Sekil 2. Mantar 6rneklerinin metanol ekstraktlarinin % DPPH giderimi

2.2. Total fenol ve total flavonoid miktar tayini

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde kullanilan standart
bilesik gallik asittir. Toplam fenol miktar1 yiiksek olan fraksiyonlarda antioksidan aktivite de

yiiksek olarak bulunmustur. En yiiksek toplam fenolik igerige sahip P. arhizus tiiriiniin serbest
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radikal siipiiriicii etkisi en yiiksekken en diisik DPPH giderimine sahip olan Sarcosphaera

crassa’nin fenolik igerigi de en diisiiktiir. Buna gore ¢alismamizda elde ettigimiz degerler ICsg

degeri ile fenolik icerik arasinda dogru oranti oldugunu gostermektedir. Tablo 6’ya gore P.

arhizus’un metanolik ekstrakti etanolik ekstraktindan daha yiiksek fenolik igerige sahiken diger

ic mantarin etanol 6ziitii metanol 6ziitiinden daha yiiksek fenolik icerige sahiptir.

Tablo 6. Mantar orneklerinin etanol/ metanol ekstraktlarindaki total Fenol/Flavonoid miktarlari

Ekstrakt Mantar Total Fenolik icerik Total Flavonoid
mgGAE/g Icerik mgRE/g
P. arhizus 130,96+1,36 109,33+3,44
Etanol G. lucidum 49,52+0,68 10,66+0,69
S. crassa 20,96+1,90 7,16+0,98
Tricholoma sp. 26,9242.72 9,93+0,88
Metanol P. arhizus 183,36+1,71 111,9+1,59
G. lucidum 46,21+1,83 10,21+1,19
S. crassa 12,24+0,61 7,18+0,79
Tricholoma sp. 23,19+1,22 9,55+0,32
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Sekil 3. Mantar drneklerinin etanol/ metanol ekstraktlarindaki total fenol miktarlarmin dagilimi

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin genis bir grubunu olusturmaktadir ve serbest radikalleri
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temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen
olusumunu engelleme veya azaltma gibi 6zelliklere sahiptirler. Total Flavonoid miktar1 ile
antioksidan aktivite arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu pek c¢ok kaynakta ifade
edilmektedir. Mantar 6rneklerinin etanol ve metanol ekstraktlarindaki total flavonoid miktarlar
Tablo 6°de verilmistir. Tabloya gore mantar 6rneklerinin etanol ve metanol 6ziitlerindeki toplam
flavonoid igerigi S.crassa disindaki mantarlarda birbirine yakin degerlerde bulunmusken
S.crassa’'nin metanol ekstraktinda daha fazla miktarda flavonoid igerdigi tespit edilmistir. P.

arhizus ise en yiiksek toplam flavonoid igerigine sahip mantar tiiriidiir.
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Sekil 4. Mantar orneklerinin etanol/ metanol ekstraktlarindaki total flavonoid miktarlarinin

dagilimi

2.3. p-Karoten ve Likopen Tayini

B-Karoten ve Likopenin, singlet oksijen, serbest radikaller, lipid-peroksi radikaller gibi zararli
kimyasallar1 deaktive etme ve soniimleme yeteneklerinden dolay1 giiclii antioksidan kapasitesiye
sahiptir. Bu anlamda B-Karoten ve Likopen miktar1 antioksidan aktivite ile dogru orantilidir.
Calismamizda ki mantar orneklerinin hem metanol hem de etanol 6ziitlerinde B-Karoten ve

Likopen miktarlar1 az miktarda bulunmustur (Tablo 7,8).
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Tablo 7. Mantar 6rneklerinin metanol ekstraktlarinin -Karoten- Likopen miktarlart (mg/g)

B- Karoten- Likopen Miktari (mg/g)
Metanol Ekstrakti

S.crassa P. arhizus Tricholoma sp. G. lucidum
B- Karoten 0,104 + 0,005 0,240 + 0,002 0,066 + 0,001 0,224 + 0,004
Likopen 0,023 + 0,004 0,031 + 0,004 0,037 + 0,003 0,038 + 0,002

Tablo 8. Mantar 6rneklerinin etanol ekstraktlarinin f-Karoten- Likopen miktarlari (mg/g)

B- Karoten- Likopen Miktari (mg/g)
Etanol Ekstrakti

S.crassa P. arhizus Tricholoma sp. G. lucidum
B- Karoten 0,157 + 0,004 0,383 + 0,003 0,072 £ 0,002 0,425 + 0,004
Likopen 0,030+ 0,004 0,068 + 0,005 0,031 + 0,004 0,075 + 0,003

2.4. Ekstrelerin ve Fraksiyonlarin Linoleik Asit Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

Total antioksidan tayini i¢in kullanilan ferrik tiyosiyanat metodu, linoleik asit emiilsiyonunun
oksidasyonu sonucu olusan peroksidin spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Yiiksek absorbans, peroksidasyon sonucu olusan peroksit miktarinin
fazlaligini gosterir. Olusan peroksit Fe?"’yi Fe**’e yiikseltger. Daha sonra Fe** ilave edilen
amonyum tiyosiyanat ile reaksiyona girerek renkli kompleks olusturur ve absorbans dl¢limii
yapilir. Sentetik antioksidan olarak BHT kullanilmistir. Sonug olarak, absorbans degeri ne
kadar diisiik olursa antioksidan etkisi ve 9% inhibisyon (lipit peroksidasyonunun
inhibisyonu=linoleik asit peroksidasyonunun inhibisyonu) degeri o kadar yiiksek olur. Cilinkii,
denenen etken maddenin e8er antioksidan etkisi yliksek ise linoleik asit peroksidasyonunu
inhibe eder. Bu iliski ters orant1 seklindedir, antioksidan etkisi yiiksek olan etken maddelerin
lipit peroksidasyon absorbansi diiser ve bu da % peroksidasyon inhibisyonunun yiiksek
olmas1 demektir. Buna gore, sonuclar1 degerlendirdigimizde genel olarak en 1yi % inhibisyon
sonuglart 250 ug/ml konsantrasyonlarinda gozlenmistir. Ekstraktlar incelendiginde metanol
ekstraktlarinda Ganoderma lucidum ve Tricholoma sp. mantarlarinda gozlenirken, etanol

ekstraktlarinda ise Tricholoma sp. ve P. arhizus mantarlarinda goriilmiistiir (Tablo 9).

Linoleik asit peroksidasyonunu inhibe etme esasina dayali yapilan total antioksidan tayini

sonucunda mantarin konsantrasyonu arttik¢a % inhibisyon degerinin azaldigi gozlenmistir.
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Bunun da sebebinin yiiksek konsantrasyonlarda mantarin bir miktar linoleik asit

peroksidasyonuna sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 9. Mantarlardan Elde Edilen Ekstrelerinin Demir-Tiyosiyanat Yontemi ile Linoleik

Asit Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

% Inhibisyon
Ekstrakt Mantar Adi 1000ug/ml 500ug/mi 250ug/mi
P. arhizus 32 4,43 11,58
G. lucidum 3,69 6,15 8,37
Etanol Tricholoma sp. 0 8,62 12,31
S. crassa 7,63 10,34 7,88
BHT 12,34 11,08 10,59
P. arhizus 26,88 33,85 36,82
G. lucidum 38.21 38,91 39,96
Metanol Tricholoma sp. 39,44 41,01 41,55
S. crassa 34,55 37,35 41,88
BHT 40,13 36,99 34.9
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2.6. Metal Selatlama

Tablo 10 ve 11°de goriildiigi gibi S.crassa tiiriiniin etanol ekstrakti en diisiik ICso degerine ve
en yiiksek % demir selatlama aktivitesi gostererek en yiliksek antioksidan aktiviteye sahiptir.
Konsantrasyon miktar1 arttikca demir selatlama kabiliyetide artmistir. Genel anlamda metanol
ekstraktlar1 daha yiiksek metal selatlama kabiliyeti gostermistir.

Tablo 10. Mantar orneklerinin ii¢ konsantrasyonunda (0,25; 0,5; 1.0 pg/ml) % demir

selatlama yetenegi

% DEMIR SELATLAMA
Etanol (ng/ml) Metanol (ug/ml)
Mantarlar 0,25 0,5 1,0 0,25 0,5 1,0
S. crassa 11+1 14+2 2240 14+12 16 1 18
P. arhizus 1+0 1+0 6+1 10+ 1 12+1 14
Tricholoma sp. 1+0 2+1 8+1 18+1 19+0 20
G. lucidum 1£1 1+1 3+1 11+1 13£1 17:

Tablo 11. Mantar 6rneklerinin demir selatlama yetenegi i¢in ICso miktarlari (mg/ml)

ICso(mg/ml)
Demir Selatlama
Mantarlar Etanol Metanol
S. crassa 8,24 + 0,03 19,02 + 0,05
P. arhizus 20,93 £ 0,16 21,03+0,11
Tricholoma sp. 15,24+ 0,12 33,00+ 0,07
G. lucidum 50,33 £ 0,07 14,11 £0,01

3. FT-IR analizi

Calismalarimizda kullanilan makrofungus tiirleri igerisiden sadece G. lucidum tiiriinden
kitosan ekstraksiyonu gerceklestirilebilinmistir. % 85 Safliktaki Deasetillenmis Kitosan (Alfa
Easer) ve deasetillenmis mantar 6rneginin ATR sistemli TF-IR ile IR spektrumlar1 alinmistir.
Sirastyla ticari kitosan ve deasetilenmis mantar Grneklerinde NH’a ait 3326 ve 3275 cm™de

pikler goriilmektedir. Benzer sekilde C=N’e ait 1638 ve 1642 cm™’de goriilen pikler elde
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edilmistir. Her ne kadar iki spektrumda bazi farkliliklar olsa da ticari kitosan ile
deasetilasyonu yapilarak mantardan elde edilen kitosan’in IR spektrular1 benzerlikler

icermektedir.

IR spektrumundan NH ve C=N piklerinin absorbans siddetlerinden (formiil ve literatiirii ekle)

elde edilen hesaplamaya gore % 43 civarinda deasetilasyon derecesinin oldugu belirlenmistir.

Sekil 6. Ticari kitosanin IR spektrasi
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4. Kimyasal Kompozisyon Analizi

Yapilan deneyler sonucunda G. lucidum, Tricholoma sp., S. crassa, P. arhizus 6ziitlerine ait

kimyasal bilesenlerine ait degerleri Tablo 12°de verilmistir.

Table 12. Makrofungus tiirlerinin kimyasal kompozisyonu (% dry weight)

MANTARLAR % Protein % Seker % Nem % Yag % Kiil
miktari miktari

G. lucidum

31,44 78,04 4,24 1,81 89,5
Tricholoma sp.

30,91 28,62 7,06 2,46 84,9
S. crassa

23,97 80,21 5,25 2,17 66,0
P. arhizus

30,91 63,98 5,88 2,68 77,1
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismanin amaci, G. lucidum, P. arhizus, S. crassa ve Tricholoma sp. oziitlerinin
antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin ve kimyasal kompozisyonunun ve Kkitosan
tiretimlerinin incelenmesidir. Bu amagla antimikrobiyal aktivite i¢in once disk diflizyon testi
uygulanmistir. Bu testte, Oziitler steril ve bos antibiyotik disklerine emdirildikten sonra
diskler, mikroorganizma Kkiiltiirleri {lizerinde denenmistir. Mikroorganizma iizerinde etki
gosteren Oziitler, besi yerlerinde inhibisyon zonu olusturmustur. Bu inhibisyon zonlarinin ¢ap1
milimetre olarak kaydedilmistir ve sonuglar Tablo 1-4'de verilmistir. Buna gére C. albicans
ve C. glabrata iizerine c¢alisilan tim makrofunguslar etki gosterirken P. arhizus ve
Tricholoma sp. makrofungusu tiirleri referans antibiyotigin neden oldugu etkiden daha yiiksek
etki gostermiglerdir. E. coli tizerine P. arhizus, G. lucidum ve S. crassa oziitleri referans
antibiyotikten daha yiiksek etki gostermistir. B. subtilis {izerine dért mantar tiirtide inhibisyon
gostermistir fakat bu etki referans antibiyotigin etkisinden daha diistiktiir. S. aureus iizerine
dort tiir makrofungusunun da etki gosterdigi gozlenmistir. Tricholoma sp. mantar tiirii harig

diger tiim mantarlar referans antibiyotikten daha yiiksek aktivite gdstermistir.

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve mantarlar1 dldiiriicii (letal) veya bunlarin iiremesini
baskilayici etki gosterirler. Yapilan calismada sonuglar standart antibiyotik testleri ile
karsilastirilmistir. Makrofungusu oziitlerinin etki gosterdigi mikroorganizmalara kars1 standart
antibiyotik testlerinin etkisine ait veriler de Tablo 1'de bulunmaktadir. Ayrica, yapilan testler
sonucunda, negatif kontrollerin (DMSO ve steril bos disk) herhangi bir etkisinin olmadigi

gozlenmistir.

Yamag ve Bilgili caligmalarinda, on farkli makrofungus tiiriine ait misellerin antimikrobiyal
aktivitelerini incelemisler ve sonugta Clavariadelphus truncatus ve Trametes versicolor’ un

yiiksek antibakteriyal etkiye sahip olduklarint belirtmislerdir (100)

Gerasimenya ve arkadaslari Rusya’nin Moskova kenti yakinlarindan topladiklar: P.ostreatus
'a ait 14 susun antimikrobiyal aktivite denemelerinde makrofunguslara ait sapka ve misel
formlarin1 kullanmislar ve sonug olarak her iki formun etanol ekstrelerinden sapkada orta
diizeyde antifungal etkinin miselde ise yiiksek diizeyde antibakteriyal etkinin var oldugunu

rapor etmislerdir (101).
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Efremenkova ve arkadaslari Rusya'nin farkli bolgelerinden topladiklar: Coprinus genusuna
dahil alt: farklh tiire ait 14 tiir tizerinde antimikrobiyal aktivite ¢alismas: yapmislardir. Bu
calismada C. digitalis tim suslara ait misellerin etanol ekstreleri test mikroorganizmalar
tizerinde denenmis ve tiiriine ait misellerin genis bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve beta
laktam grubu antibiyotiklere direngli S. aureus (MRSA) ve glikopeptid tiirii antibiyotiklere

direngli Leuconostoc mesenteroides tizerinde de etkili oldugu rapor edilmistir (102).

Kalyoncu ve arkadaslari bazi yabani makrofungus miselleri iizerine yaptiklari ¢alismada
miselleri kullanilan 21 tane makrofungus tiirlerinin ¢cogunun antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadig1 veya zayif aktivite gosterdigi saptanmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip tiir olarak G.lucidum (Curtis) P. Karst belirlenmistir. Bu tiir test mikroorganizmalarinin
cogu iizerinde farkli diizeylerde inhibisyon etkisi gostermistir. inhibisyon gosterdigi
mikroorganizmalar tizerindeki etkisi standart antibiyotiklerin bazilarindan daha iyi, bazilarina

ise yakin degerlerdedir (103).

Tricholoma terreum (Fr) Kummer’ den elde edilen ekstrelerin bazi Gram (-) ve Gram (+)
bakterilere karsi etkili bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini, fakat kullanilan maya
kiiltiirlerine karsi ise antagonistik bir aktiviteye sahip olmadiklarini tespit etmislerdir (104).

Smania ve arkadaslari Ganoderma applanatum’dan izole edilen birkag triterpenoidin
B.cereus, C. diphtheriae, E.coli, P. aeruginosa, S.aureus, Staphylococcus saprophyticus ve
Streptococcus pyogenes gibi bazi gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi inhibitor

etkisini tespit etmislerdir (105).

Ganoderma japonicum mantarinin  miselinden elde edilen esansiyal yagin kimyasal
bilesenlerinin ve antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi ¢alismada G.japonicum tim test
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gostermistir. Methicillin direngli S.aureus,
K.pneumonia ve Enterobacter cloacae ‘ya karsi kontrol antibiyotigi olan Levofloxacinden

oldukea yiiksek bakteriostatik ve bakteriosidal etki gostererek dikkat ¢ekmistir (106).

Yapilan bir¢ok yeni arastirmada makrofunguslarmin antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur. Makrofunguslarinin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun
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antibakteriyel etkisinin yani1 sira antioksidan olarak da kullanilmasint saglamistir.
Makrofunguslarinin biinyesinde barindirdigi kendine 6zgii ve ¢ok ¢esitli metabolit gruplari
onlarin antioksidan ve diger terapotik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik aragtirmalar
farkli makrofunguslarinin sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye
sahip olduklarmni gostermistir. Makrofunguslarinda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder
metabolitlerin fenolik bilesikler, benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari

diistiniilmektedir (107).

Calismamizda antioksidan aktivitenin tespiti i¢gin makrofungusu o6ziitlerinin serbest radikal
stipiiriicii etkileri, total fenol miktari, metal selatlama aktivitesi ve linoleik asit peroksidasyon

inhibisyonu test edilmistir.

Etanolik fraksiyonlar ve standart (BHA) 1n serbest radikal siipiiriicii etkileri stabil bir serbest
radikal olan DPPH f{izerinde test edilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak
elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir
Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin noétrofiller
tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir. Bunun
yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede
DNA, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gormesine yol agabilir (108)
Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olurlar (109, 110). Bu durum biyomolekiillerin yapilarina zarar vermektedir. Bu
zararlar hiicrenin cinsine, maruz kalinan oksidatif strese ve siddetine bagli olarak , toksik,
mutajenik veya karsinojenik olabilir (111, 108).Serbest radikal siipiiriicii etki sonuglart 30

dakika igerisinde DPPH’1n %50 sini siiplirdiigii konsantrasyon olarak (Icso) hesaplanmustir.
Diisiik IC50 degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir (112). Bu g¢alismada test
edilen fraksiyonlarin ve standartlarin DPPH {izerinden hesaplanan IC50 degerleri ve serbest

radikal stipiiriicti etki arasindaki iliski Tablo 5’de goriilmektedir. Tiim fraksiyonlarda sentetik
antioksidan olan BHA’ya goére daha diisiik oranda serbest radikal siipiiriicii etki gézlenmistir.
Buna gore calisilan makrofungusu tiirlerinden en disiik ICso degeri ile standarta en yakin
deger P. arhizus 6ziitinde bulunmus olup bu deger en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

makrofungusu oldugunu ifade eder.
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Fenol ve flavonoidler: antioksidatif aktivitelerini oksidatif enzimleri inhibe ederek, metal
iyonlariyla selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek ve serbest radikalleri
yakalayarak gostermektedirler (113). Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam
fenolik bilesik tayininde kullanilan standart bilesik gallik asittir. Toplam fenol miktar1 yliksek
olan fraksiyonlarda antioksidan aktivite de yiiksek olarak bulunmustur. En yiiksek toplam
fenolik igerige sahip P. arhizus tirliniin serbest radikal siipliriicii etkisi sentetik bir
antioksidan olan BHA ‘den cok daha diisiiktiir. Buna gore ¢alismamizda elde ettigimiz

degerler 1Cso degeri ile fenolik icerik arasinda bir korelasyon oldugunu gdstermemektedir
(Tablo 6).

Demir ve bakir gibi gecis metalleri serbest radikal olusturan gii¢lii birer oksidatif katalist
olarak gorev yapmaktadirlar. Demir oksidatif reaksiyonlar1 tesvik etmede daha etkilidir (114).
Tablo 10-11’de de goriildiigii gibi S. crassa tiirii en diisikk ICsp degerine ve en yiiksek %
demir selatlama aktivitesi gostererek en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Konsantrasyon

miktari arttikca demir selatlama kabiliyetide artmistir.

Diger makrofungusu tiirlerinden elde edilen sonuglar birbirini desteklememistir. Halbu Ki
antioksidan aktiviteyi tespit edebilmek i¢in en az ii¢ antioksidan test sonuglari birbirini
desteklemeli ve sonuglar standartlar ile karsilastirilmalidir (115). Bu ag¢idan, bu arastirmadan
elde edilen sonuglara gore P. arhizus ve G. lucidum tiirlerinin antioksidan kapasitesi; diger

makrofungusu tiirlerinden daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Kawaratake (Coriolus versicolor), Shiitake (Lentinula edodes), Reishi (Ganoderma lucidum)
ve Maitake (G. frondosa) mantarlarinin etken maddelerinden elde edilen ilaglarla bir ¢alisma
yapilmis ve Ozellikle yaygin kullanimlarindan dolayr iki farkli bilesen olan aktif heksoz
bileseni (AHCC) ve MGN-3 bilesenleri incelenmistir. Bu ilaglarin hastalarda timor
yayilimin1 engelledigi ve antioksidan etkilerinden dolayr bagisiklik sistemini giiclendirdigi

belirlenmistir (116).

T. fracticum yenilebilir mantarinin antioksidan aktivitesi, serbest radikal giderim kapasiteleri
ve aktiviteden sorumlu olduklar ileri siiriilen fenolik ve flavanoit yapili bilesiklerin

miktarlarinin arastirildigi bir ¢alismada; mantardan elde edilen metanol ekstresinin ve bu
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ekstreden sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilen hekzan ve etil asetat ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri B-karoten-linoleik asit ve DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikali

giderimi, CUPRAC indirgeme giicii ve metal baglama yontemleriyle belirlenmistir (117).

Chroogomphus rutilus yenilebilir mantart ile yapilan ¢alismada; antioksidan aktivitesi, serbest
radikal giderim kapasiteleri arastirilmig, mantardan metanol ekstresi ve bu ekstreden sivi-sivi
ekstraksiyonu ile elde edilen sirasiyla hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri B-karoten-linoleik asit renk ag¢ilimi, DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon
radikali giderimi, CUPRAC indirgeme giicii ve metal baglama yontemleriyle belirlenmistir.
Mantarn etil asetat ekstresi f-karoten-linoleik asit yontemi ile hesaplanan toplam antioksidan
aktivite bakimindan diger ekstrelerden daha yiiksek inhibisyon gosterdigi ve buna ilaveten etil
asetat ekstresi DPPH serbest radikal giderimi (%74,62+0,34), ABTS katyon radikali giderimi
(%89,12+0,07) ve CUPRAC indirgeme giicii kapasitesi (3,47+0,25) bakimindan en yiiksek
inhibisyonu sagladigi bulunmustur. Hem [-karoten renk ac¢ilimi hem de CUPRAC
yonteminde etil asetat ekstresi sentetik antioksidanlardan daha yiiksek inhibisyon gosterdigi

belirlenmistir (118).

Agaricus, Agrocybe, Boletus, Ganoderma, Geastrum, Lactarius, Phellinus, Pleurotus,
Polyporus, Russula, Termitomyces, Ascomycetes, Morchella mantar tiirlerinin antioksidan
aktiviteleri; Agrocybe ve Ganoderma tiirlerinin ise antikanserojen etkinlikleri bulundugu artik
bilinmektedir. Ayrica Basidiomycetes sinifi birgok mantarin antioksidan (Geastrum saccatum,
Leucopaxillus giganteus, Laetiporus sulphureus, Cantharellus cibarius, Polyporus gilvus, P.
sulphureus, P. annosus, P. radiatus, P. pinicola, P. volvatus, P. fomentarius, P. stevenii, P.
badius, Trametes versicolor, Lactarius deliciosus, Tricholoma portentosum, Pleurotus sp.,
Hygrocybe sp., Polyporus tenuiculus, Hygrophorus sp., Schizophyllum commune, Russula
cyanoxantha, Amanita rubescens, Suillus granulatus, Boletus edulis, Pleurotus ostreatus,
Phellinus rimosus, Pleurotus florida, P. sajor-caju, Ganoderma lucidum, Inonotus xeranticus,
Lentinus edodes, Agaricus bisporus, Amanita caesarea, Dictyophora indusiata, Grifola
frondosa, Hericium erinaceus, Tricholoma giganteum, Flammulina velutipes, Polyporus
squamosus, Lepista nuda, Russula delica, Boletus badius, Inonotus obliquus, Pleurotus
cystidiosus, Ramaria flava, Rhizopogon roseolus, Volvariella volvacea, Agrocybe aegerita,
Clitocybe geotropa, Leucoagaricus pudicus) etkisi artik bilinmektedir (119).
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Mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunan ve birgok biyolojik aktivitesi oldugu bilinen
kitosan, kitinin deasetillenmesi ile elde edilir. Deasetillenme derecesi elde edilen kitosanin
saflik derecesini ifade eder. Calismamizda % 85 Safliktaki ticari kitosan ve deasetillenmis
mantar 6rneginin ATR sistemli TF-IR ile IR spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen hesaplamaya
gore mantar Orneginden % 43 civarinda deasetilasyon derecesine sahip kitosanin izole edildigi
belirlenmistir. Mantarlardan kitosan eldesine yonelik birg¢ok literatiir bulunmaktadir. Jawerska
ve Konieczna (2001) Absida orchidis’ten 1,84 g/L, Crestini et al. (1994) Lentinua edodes’ten
120 mg/L, Tan et al. (1996) Ganoderma butleri’den 467 mg/L, Arcidiacona ve Kaplan (1992)
Morchella rouxii’den 250 mg/L verimde kitosan elde etmislerdir. Muzzarelli et al. (1994)

caligmasinda Absidia coerulea’dan 1800 mg/L kitosan izole ettiklerini rapor etmislerdir (120).

Bu ¢alismada, makrofunguslarin ortalama kiil, nem, seker, ham yag ve protein miktarlari
tespit edilmistir. Sonuglara gore en yiiksek protein miktar1 G. lucidum oziitiinde ve seker
igerigi ise S. crassa oziitiinde sirasiyla % 31 ve % 80 olarak tespit edilmistir. En yiikksek ham
yag P. arhizus oziitinde % 2,68 ve mineral igeriginin bir gostergesi olan kiil miktar1 G.
lucidum ve Tricholoma sp. tiirlerine ait 6ziitlerden sirasiyla % 89,5 ve %84,9 olarak elde
edilmistir. Genel olarak besin degerleri incelenen makrofungusu tiirleri arasinda biiyiik oranda
farklilik gostermemistir. Mevcut sonuglara gore, bu ¢alismadaki makrofungusu tiirleri tiiketim

i¢in 1y1 bir kaynak olarak onerilebilir.

Bu caligma gostermektedir ki, gelecekte makrofungusu oziitlerindeki etkin maddeler tespit
edildigi takdirde, glinimiiziin biiyiikk problemi olan mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
direngliligine ¢6ziim olarak makrofunguslarini da antimikrobiyal ilag {iretiminde iyi ve yeni
kaynaklar olarak karsimiza ¢ikarabilir. Ayrica giiniimiizde kanser hastaligi ve kanser riski
artttkca dogal antioksidanlara olan ihtiya¢ giin gegtikce artmaktadir. Arastirmalarda
makrofunguslarinda antioksidan aktivitenin bulunmasi ve dogal antioksidan arayist
makrofunguslara olan ilgiyi arttirmaktadir. Daha ileride makrofunguslar ile yapilacak olan
pek cok aragtirma dogal antioksidan bilesiklerinin saptanmasi ve saf olarak eldesi ile bu
bilesiklerin ilag, kozmetik ve gida sektoriinde kullanilmasi, boylelikle hiicresel savunmay1
artirict yeni ve daha etkili bilesikler elde edilebilmesini olanakli kilacaktir. Sonug¢ olarak
makrofunguslar bir¢ok hastaligin olusumu, ilerlemesi ve tedavisinde umut verici olabilir ve
yaslanma etkeni olan oksidatif stres baskilanarak yaslanma siireci yavaslatilarak daha uzun ve

daha saglikli bir yagam miimkiin olabilir.
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