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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CESITLI MANTARLARDAN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
MIKROORGANIZMALAR UZERINE ANTIMIKROBIYAL ETKISI

Kamla A. 0. MOHAMMED
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik AnaBilim Dal1

Danmigman: Yrd. Dog. Dr. Nejdet GULTEPE

Bu caligmada, Kastamonu ili ¢evresinde yetisen ve halk tarafindan yogun olarak
tiketimi yapilan Agaricus bisporus (kiltiir mantari), Lactarius deliciosus (kanlica
mantar1) ve Pleurotus ostreatus (istiridye mantar1)’nin baliklarda patojen Citrobacter
freundii, Edwardsialla tarda, Lactococcus garvieae ve Yersinia ruckeri bakterilerine
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.

Agaricus bisporus (kiiltiir mantar1)’dan asir1 kOpiirme ve tasma nedeni ile su/buhar
distilasyon yontemi ile esansiyel yag elde edilememistir. Lactarius deliciosus
(kanlica mantar1) ve Pleurotus ostreatus (istiridye mantari)’dan elde edilen esaniyel
yaglarin 250, 500 ve 1000 pL dozlarinin ise Citrobacter freundii, Edwardsialla tarda,
Lactococcus garvieae ve Yersinia ruckeri bakterilerinin 10° cfu mL™ dozlarma karsi
antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

Mantarlardan elde edilen ekstrakt ve esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinin
biyotik ve abiyotik faktorlere gore degisebilecegi kanaati olugsmustur.

Anahtar Kelimeler: Esansiyel yag, Agaricus bisporus (kiltiir mantar1), Lactarius
deliciosus (kanlica mantar1), Pleurotus ostreatus (istiridye mantari), balik patojeni
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ABSTRACT

MSc. Thesis

ANTIMICROBIAL EFFECTS OF EXTRACTS OF MUSHROOM ON
MICROORGANISMS

Kamla A. 0. MOHAMMED
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Nejdet GULTEPE

Abstract: In this study, antimicrobial effects and minimum inhibitory concentration
(MIC) of essentil oil of some mushroom species (Agaricus bisporus, Lactarius
deliciosus and Pleurotus ostreatus) were studied to four pathogenic bacteria of fish
(Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Lactococcus gravicae and Yersinia
ruckeri), which grow in the Kastamonu.

Agaricus bisporus from excessive foaming and overflow with the water / steam
distillation method can not be obtained as an essential oil. It was determined that
Citrobacter freundii, Edwardsialla tarda, Lactococcus garvieae and Yersinia ruckeri
bacteria with 250, 500 and 1000 pL doses of esan oil from Lactarius deliciosus and
Pleurotus ostreatus did not show antimicrobial activity against 10° cfu mL™ doses.

The antimicrobial activities of the extracts and essential oils obtained from the
fungus are believed to vary according to biotic and abiotic factors.
Key Words: Essential oil, Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus, Pleurotus

ostreatus, fish pathogen

2017, 27 pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Balik tesislerinde goriilen hastaliklar, baliklarin direkt kayiplart ve dolayli olarak
antibiyotik kullanim1 gibi herhangi bir su {riinleri yetistiriciligi tesisinin
gelistirilmesi ve stirdiiriilebilirligi i¢in en énemli unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Verschuere, Rombaut, Sorgeloos & Verstracte, 2000). Su {riinleri
yetistiriciligindeki hastaliklarin ¢ok faktorlii oldugu yaygin olarak bilinmektedir.
Hastaliklarin biiyiik ¢ogunlugu konakgi, hastalik etkeni veya patojen ile gevresel
stres yaraticilar arasindaki 6zel etkilesimlere baglidir. Stok yogunlugu, su kalitesi,
tagima, genetik faktorler, stresorler ve beslenme gibi faktorlerinin etkisi, hastalik

salginlarinin etkisinin belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir.

Bakteriyel patojenlere ait farkli suslarin, serotiplerin, genotiplerin ve biyotiplerin
hastalik yaratma kabiliyetlerinde farklilik gosterdikleri gosterilmistir (Austin,
Robertson & Austin, 2003; Esteve, Alcaide, Canals, Merino, Blasco, Figueras &
Tomas, 2004; Esteve, Alcaide, Herraiz, Canals, Merino & Tomas, 2007). Hastaliklar,
enfekte ve enfekte olmamis baliklarin bir araya getirilmesi ile daha yogun olarak
yayillma imkani bulurlar (Owens, 2003). Su iriinleri yetistiriciliginde hastaliktan
kaynaklanan  ekonomik  kayiplarin  ¢ogu  morbidite ve  mortaliteden

kaynaklanmaktadir.

Son yillarda su iirtinleri yetistiriciligindeki hizli diinya ¢apindaki artig, uzun siiredir
taninan bakteri kosullarinin goriilme siklig1 ve ciddiyetinin yani sira bir takim yeni
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina da yol agmustir. Su iriinleri yetistiriciligi tiim
diinyada biiytimeye devam ettik¢e kayiplari 6nlemek ve saglik yonetimi kararlarini
tyilestirmek icin bakteriyel hastaliklarla ilgili arastirmalarin devam etmesi ¢ok

Onemlidir.

Antibakteriyel direng, biyolojik bir maliyet getirebilir. Boylece direngli suslarin
uygunlugunu disiirebilir, bu da antibakteriyel diren¢li bakterilerin yayilmasini,
ornegin antibakteriyel bilesiklerin yoklugunda kisitlayabilir. Bununla birlikte, ek

mutasyonlar ve bakterilerin spor olusturmalari, bu patojen bakterilerin hayatta



kalmasina yardimci olabilir (Verner-Jeffreys, Pond, Peeler, Rimmer, Oidtmann, Way
& Feist, 2008).

Antibakteriyel direncli suslar ve bazen "sliper bocek" olarak adlandirilan tiirler, simdi
bir siire iyi kontrol edilen hastaliklarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunurlar. Ornegin,
daha etkili antibakteriyel tedavilere direncli olan tiiberkiiloza neden olan ortaya ¢ikan
bakteri suslar1 birgok terapotik zorluk olusturmaktadir. Her yil diinya capinda
yaklasik yarim milyon yeni ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz vakasi goriilmektedir

(Verschuere, Rombaut, Sorgeloos & Verstraete, 2000).

Antibiyotik, kanatli iretiminde biiyiime promotorleri olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda, hayvan dokularindaki kalintilar1 ve daha sonra ortaya
c¢ikan antibiyotik direncli mikroorganizma suslarinin endiiksiyonu nedeniyle kanatli
diyetinde biiylime promoteri olarak antibiyotik kullanimi yasaklanmis (Roe & Pillai,
2003; Saleha, Myaing, Ganapathy, Zulkifli, Raha & Arifah, 2009) ve ardindan
hayvan yemlerinde antibiyotik eklenmesi, diinyanin bazi yerlerinde yasaklanmisti
(Simon, 2005). Bu nedenle aragtirmacilar, dogal iiriinler ve fitobiotikler gibi giivenli
alternatifler ariyorlar. Son zamanlarda, sarimsak, mantar ve propolis gibi dogal

malzemelerin mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkileri arastirtlmistir.

Sarimsak; antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral Ozelliklere sahiptir (Corzo-
Martinez, Corzo & Villamiel, 2007). Istiridye mantarmin (Pleurotus ostreatus)
antioksidan ve immiinomodiilatér etkileri oldugu (Shamtsyan, Konusova,
Maksimova, Goloshchev, Panchenko, Simbirtsev & Denisova, 2004; Elmastas,
Isildak, Turkekul & Temur, 2007), biiyiime, bagisiklik ve bagirsak sagligini
tyilestirdigi bilinmektedir (Guo, Savelkoul, Kwakkel, Williams & Verstegen, 2003;
Machado, Dias, Santos & Freitas, 2004; Giannenas, Tontis, Tsalie, Chronis, Doukas
& Kyriazakis, 2010).

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerin ucucu bilesenidir. Bu sivi yaglar genellikle
terpenoid ve/veya nonterpenoid bilesiklerin kompleks karisimlaridir. Monoesel,
seskin ve bazen diterpenoidler, fenilpropanoidler, yag asitleri ve pargalari,

benzenoidler vb. Cesitli esans yaglarinda ortaya ¢ikabilir (Baser & Demirci, 2007).



Soguk presleme yoluyla elde edilen turunggil yaglar haricinde, diger ugucu yaglarin
hepsi damitmayla elde edilir. Coziicii ekstraksiyonu veya siiperkritik sivi 6ziitleme
ile elde edilen iirtinler teknik olarak temel yaglar olarak kabul edilmez (Baser 1995).
Ugucu yaglar, parflimeri, gida tatlandiricilari, ilaglar ve aroma kimyasallarinin
kaynaklar1 iginde kullanilir. Pek ¢ok esansiyel yagin antimikroyal aktiviteleri
tizerinde ¢aligmalar yapilmistir (Bakkali, Averbeck, Averbeck & Idaomar, 2008). Bu
tir yaglar tek basina veya bir veya daha fazla yag ile kombinasyon halinde
kullanilabilir. Bir¢ogu genellikle giivenli olarak kabul edilmekle birlikte, temel

yaglar dahili kullanim i¢in genellikle 6nerilmez.

Bununla birlikte, yan iirin olarak yag damitma islemi sirasinda elde edilen fazla
seyreltilmis formlar1 (6rn., Hidrosoller) agizdan alinabilir. Baz1 ugucu yaglarin (6rn.,
kekik ve lavanta) yaralar ve yaniklarda topikal uygulamalari, kikatrix isareti
birakmadan hizli toparlanma gerekir. Solunum yoluyla, birka¢ ugucu yaglar bir ruh
hali degistiricisi olarak etkindir ve 6zellikle solunum kosullarina etki eder. Zararl
bdcek Onleyici veya bocek oldiiriicii olarak ¢esitli esans yaglar1 (6rn., Sitronella yagi)
kullanilmistir ve bu tir kullamimlar veterinerlik uygulamalarinda sikca
karsilasilmaktadir. Son yillarda, 6zellikle Ocak 2006'dan bu yana Avrupa Birligi'nde
hayvan yemlerinde antibiyotik kullaniminin yasaklanmasindan sonra, ugucu yaglar

hayvan yemiginde antibiyotiklere potansiyel bir alternatif olarak ortaya ¢ikmustir.

Mantarlar, mantarin beslendigi alt tabaka icerisinde miselyum diye bilinen doku i¢
dokusu olusturan hiflerden olusan makroskopik, filamentli ve epigal mantarlarin
meyve cisimcikleridir. Cogu zaman miselleri, aga¢ kokiinlin ¢evresindeki
topraklarda, yaprak c¢oOplerinin altinda, aga¢ gdévdesinin dokusunda veya besleyici
diger substratlarda gomiiliir (Ramsbottom, 1989; Wilkinson & Buezaeki, 1982).
Bunlar sadece kisa bir lireme asamasini temsil eder (Das, 2010). Mantarlar, gida
diinyasinda sebze olarak siniflandirilsa da teknik olarak bitkiler degildir. Mantar
genellikle yenilebilir, tibbi, zehirli ve sihirli veya haliisinojenik mantar olarak
smiflandirilir (Zahid, Barua & Haque, 2012). Yenilebilir mantar ideal saglikli
besinlerdir ve diyetimizde hem makro hem de mikro besin maddelerinin arzina
bliyiik katkida bulunabilir. Eskiden beri, mantar sadece doku ve lezzet i¢in degil.

Yenilebilir mantarlar, Lucid ganoderma, Volvaria volvacea, Agaricus bisporus,



Hericium erinaceus Sparassis crispa, kirmizi mantar, Russula virescens, Lactarius
deliciosus, Lactarius volemus ve benzerleri insanlar tarafindan tiiketilen yenilebilir
mantar tirleridir (Yi, Zhang, Xue, Wang, Lu & Liu, 2014). Bu tiir yenilebilir
mantarlarin bilesimi, iyi beslenme 6zelliklerine sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
saglikli ve bakimli hayat agisindan da beslenme uzmanlar tarafindan onerilmekte ve
modern ilag arastirmalar1 da bunu gostermektedir (Chudzynski & Falandysz, 2008).
Yenilebilir mantarlarin birincil saglik bakim fonksiyonu, insan viicudunun bagisiklik
diizenleyici 6zelligini arttirmak, serum kolestrolii diisiirmek, kan sekeri ve kan yagini
diistirmek, kan dolagimini iyilestirmek, anjiyokardiyi giliglendirmek, kan basincin
diisiirmek, kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek ve Serebrovaskiiler
hastaliklar, kanser hiicresinin olusumuna karst korunma, tiimor biiylimesinin
engellenmesi, kanser semptomlarinin giderilmesi, antiviral, antisepsi ve anti-

inflamasyon gibi karaciger tizerinde koruyucu etkileri vardir (Kala¢, 2009).

Mantarlarin protein agisindan olduk¢a zengin olmasi, dnemli amino asitler ve liflerin
onemli bir igerigi ve yag acisindan fakir olmasi nedeniyle, besin degeri yiiksektir.
Yenilebilir mantar, besleyici anlamda énemli bir vitamin igerigi (B1, B2, B12, C, D
ve E) saglar (Heleno, Barros, Sousa, Martins & Ferreira, 2009; Mattila, Konko, ,
Eurola, Pihlava, Astola, Vahteristo & Piironen, 2001). Yenilebilir mantar, 6zelliksiz
yag asitleri, fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidler gibi bir¢ok
farkli nutrasotikler icin bir kaynak olabilir. Dolayisiyla, mevcut tiim biyoaktif
bilesiklerin katkict ve sinerjik etkilerinden faydalanarak, direkt olarak diyette
kullanilabilir ve sagligi gelistirebilirler (Barros, Baptista & Ferreira, 2007; Barros,
Correia, Ferreira, Baptista & Santos-Buelga 2008; Ferreira, Barros & Abreu, 2009;
Vaz, Heleno, Martins, Almeida, Vasconcelos, & Ferreira, 2010; Pereira, Barros,
Martins & Ferreira, 2012).

3000'den fazla mantarin "ana yemeklik tiir" oldugu soylenmektedir; bunlardan
sadece 100 tanesi ticari olarak ekilmektedir ve sadece on tanesi endiistriyel dl¢ekte
tiretilmektedir. Onlarin kiiresel ekonomik degeri yine de sasirticidir ve tiiketimdeki
artisin asil nedeni, yeme olarak degerlerinin ve tibbi ve nutrasétik degerlerinin

kaliteli kombinasyonudur (Miles & Chang, 2004).



Bu g¢alismada, ekonomik degeri olan ve insanlar tarafindan gida olarak tiiketilen
Agaricus bisporus (kiiltir mantar1), Lactarius deliciosus (kanlica mantari) ve
Pleurotus ostreatus (istiridye mantar1)’un esansiyel yaglariin baliklarda patojen
olan Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Lactococcus gravieae ve Yersinia
ruckeri bakterilerine karsi anti miktobiyal aktiviteleri in vitro olarak test edilip

minimum inhibitér konsantrasyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Balik Patojenleri

Balik yetistiriciliginde hastalik kaynakli kayiplarin 6nemli bir kismi bakteriyel
hastaliklardan olmaktadir. Bu nedenle hastalik goriilen isletmelerden izole edilmis ve

sekans analizleri yapilarak GenBank’a kaydedilmis suslar kullanilmigtir.

2.1.1. Citrobacter freundii

Citrobacter freundii de dahil olmak iizere Citrobacter tiirleri, aerobik gram-negatif
basillerdir. Citrobacter freundii, genellikle 1-5 um uzunluktaki uzun g¢ubuk
seklindeki bakterilerdir. Yasam alani; toprak, su, kanalizasyon, yiyecekler ve
hayvanlarin ve insanlarin bagirsak yollaridir (Wang, Chang, Chen & Luh, 2000).
Enterobacteriaceae ailesine aittir oportiinistik bir patojen olan Citrobacter freundii,
onemli firsat¢c1 enfeksiyonlardan sorumludur. Hastalarda solunum yollari, {iriner
sistem, kan ve diger bazi normal steril bolgelerde c¢esitli nozokomiyal
enfeksiyonlarin nedeni oldugu bilinmektedir. C. freundii, tiim firsatg1 enfeksiyonlarin

yaklasik % 29'unu temsil etmektedir (Whalen, Mully & English, 2007).

Calismada kullanilan Citrobacter freundii susu GenBank’a KX388233.1 referans

numarasi ile kayithdir.

2.1.2. Edwardsiella tarda

Edwardsiella tarda, Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesidir. Bakteri fakiiltatif
olarak anaerobik, kii¢iik, hareketli, gramella negatif, flamali sarmal ¢ubuktur. Kanal
yaymn baliklarinda ve yilan baliklarinda Edwardsiella septisemisine (ES,
edwardsiellosis, amfizem kiifiirii ve kirmuzi hastalik gibi amfizematdz kusurlu
hastalik olarak da bilinir) neden olur. Edwardsiella tarda, tathh su levregi ve
gokkusagi alabaligi gibi tatli su tiirlerinde de bulunur. Bir zoonozdur ve balik,
amfibiler, siiriingenler ve memeliler dahil olmak iizere ¢esitli hayvanlar1 enfekte
edebilir. Edwardsiella tarda, hayvanat bahgeleri igindeki c¢esitli hayvanlar igin

periyodik enfeksiyonlarin sebebidir. E. tarda diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir ve



havuz suyu, camurunda ve baliklarin ve diger deniz hayvanlarmin bagirsaginda
bulunabilir (Ewing, McWhorter, Escobar, & Lubin, 1965; Abbott & Janda, 2006;
Mohanty & Sahoo, 2007).

Calismada kullanilan Edwardsiella tarda susu GenBank’a KX388234.1 referans

numarast ile kayithdir.

2.1.3. Lactococcus garvieae

Lactococcus garvieae, fakiiltatif olarak anaerobik, hareket etmeyen, spor yapmayan,
Gram pozitif ovoid kok olup kisa zincirler seklindedir. Lactococcus garvieae ilk
olarak 1950'lerde Japonya’da bir balik ¢iftliginde yetistirilen gokkusagi alabaligindan
izole edilmistir. 1988'de, Ispanya’da da gokkusagi alabaligindan izole edilmistir.
Daha sonraki yillarda, L. garvieae, baliklardaki ¢esitli septisemik siireglerden izole
edilmis ve fenotipik ve molekiiler taksonomik calismalar, E. seriolicida ile ayni
olduklar: tespit edilmis ve bu tiir, L. garvieae'nin kisa bir esanlami olarak yeniden
siiflandirilmistir (Zuily, Mami & Meune, 2011). Hemorajik septisemi, enterit, asit,
hemorajik bilateral ekzoftalmusa neden olur. Cildin koyulasmasi, bagirsak
tikanikligi, karaciger, bobrek, dalak ve beyinde problemlere neden olur (Cagirgan &
Tanrikul, 1995; Salati, Tassi & Bronzi, 1996; Diler, Altun, Adiloglu, Kubilay &
Istklt, 2002). Yaz mevsiminde su sicaklig1 15 °C'yi astiginda laktokokozis gokkusag
alabaliginda % 50'in iizerinde 6lim oranina neden olur Lactococcus garvieae

genellikle sucul tiirler i¢inde tanimlanr.

Calismada kullanilan Lactococcus garvieae susu GenBank’a KY118086.1 referans

numarast ile kayithdir.
2.1.4. Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri, 0.5-0.8 x 1.0-3.0 um boyutlarinda bir Gram negatif basil bir
bakteridir. Patojenin hareketli formlarinda peritrik flagella gorilir (Davies &
Frerichs, 1989). Yersinia ruckeri, endospor olusturmaz ve bir kapsiil mevcut degildir
(Tobback, Decostere, Hermans, Haesebrouck & Chiers, 2007). Bakteri, hastalikli

baliklarin i¢ organlarindan c¢esitli ortamlarda kolayca izole edilebilir. Y. ruckeri,



enfekte tastyicilarla dogrudan temas yoluyla baliklardan bulasir. Baslangicta,
patojenin asemptomatik tasiyicilar ve yumurta hareketi yoluyla yayildigi, ancak
memelilerden tecrit edildikten sonra, kuslar, vahsi baliklar, omurgasiz hayvanlar ve
hatta insanlar gibi vahsi hayvanlarin vektér gibi davranabilecegi diisiintilmiistiir

(Willumsen, 1989).

Enterik kizil agiz hastaligt (ERM) veya yersinioz, ciftlik baliklarinin, o6zellikle
somon baligmin 6nemli bir kosuludur ve Yersinia ruckeri kaynaklidir. Patojen ilk
olarak gokkusag1 alabaligindan, 1950'lerde Hagerman Vadisi Idaho'da izole
edilmistir (Rucker, 1965). Hastaligin klinik bulgular1 genis hemorajik septisemidir.
Kirmiz1 otomat 6zellikli beyin ve goz damarlarindaki ven6z ve kilcal tikanikliga

baglidir (Roberts, 1983).

Calismada kullanilan Lactococcus garvieae susu GenBank’a KX388238.1 referans

numarast ile kayithdir.

2.2. Esansiyel Yaglar1 Kullamlan Mantarlar

Calismada kullanilan mantar tiirleri Kastamonu ilinden toplanilarak esansiyel yaglar

alinmustir.

2.2.1. Agaricus bisporus (Kiiltiir Mantari)

Fotograf 2.1. Agaricus bisporus (kiiltiir mantari)



Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligi yapilan beyaz sapkali mantar olarak da bilinen
mantar tiirlidiir (Eren & Boztok, 2013). Fotograf 2.1°de Agaricus bisporus (kiltiir

Mantar1) verilmistir.
2.2.2. Lactarius deliciosus (Kanlica Mantari)

Lactarius deliciosus (kanlica mantari), Kastamonu yoresinde yaygin bir gida olarak
kullanilan, iyi bilinen bir mantardir. Lactarius deliciosus, kozalakli agaglarin asidik
topragi altinda yetisir ve ana agaglariyla mikorizal iliski kurar. Lactarius deliciosus,
Roma doneminden bu yana Avrupa'da yenilmistir ve hafif, hafif ac1 tadiyla
Avrupa'da ve 6zellikle Portekiz'de ve Ispanya'da biiyiik takdir gormektedir (URL-1).

Fotograf 2.2°de Lactarius deliciosus (kanlica mantari) verilmistir.

Fotograf 2.2. Lactarius deliciosus (kanlica mantart)

2.2.3. Pleurotus ostreatus (istiridye Mantar)

Pleurotus ostreatus (istiridye mantari), aga¢ govdelerinde veya yiiksek nem bulunan

yerlerde ciiriiyen odunsu ¢dpler iizerinde kendiliginden biiyiir. istiridye mantari, B



grubu vitaminleri, organik asitler, B-glukanlar, lipidler, proteinler ve mikro besin

maddeleri, selenyum ve krom bakimindan zengindir (lwalokun, Usen, Otunba &
Olukoya, 2007)

Fotograf 2.3. Pleurotus ostreatus (istiridye mantari)

2.3. Mantarlardan Esansiyel Yag Elde Edilmesi

Mantarlardan esansiyel yag, su/buhar destilasyonu yontemi ile clevenger kullanilarak

elde edilmistir.

Ince halde kiyilmis olan mantarlardan 2 L dl¢iisiinde cam balon igerisine 200 g 6rnek
ve 1500 mL su eklenerek 5 saat kaynatilmig (Fotograf 2.4), elde edilen esansiyel yag
50 mL’lik erlenmayerde basingli azot gazi verildikten sonra aluminyum folyaya
sarilarak buzdolab1 sartlarinda kullanilana kadar muhafaza edilmistir (Acar, Kesbig,
Yilmaz, Giltepe & Tirker, 2015). Mantarlardan elde edilen esansiyel yaglar
Fotograf 2.5’de verilmistir.
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Fotograf 2.4. Esansiyel yag alinmasi

Fotograf 2.5. Elde edilen esansiyel yaglar
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2.4. Esansiyel Yaglarin Aktif Madde Iceriginin Tespiti

Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan GCMS cihazinda mantarlardan alinan esansiyel yaglarin aktif
madde icerigi belirlenmistir. Kullanilan Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometre
cihazi Fotograf 2.6’da verilmistir. Yag asidi metil ester (FAME) analizine alinacak
esansiyel yag orneklerinden 0,1 g alinarak 10 mL n-hekzan ile karistirilmig, 0,5 mL
2 N metanollii potasyum hidroksit ¢o6zeltisi katilmistir. 2 saat karanlikta
bekletildikten sonra iist fazi alinmistir. Matarlardan alinan esansiyel yaglarin yag
asidi metil esteri (FAME) analizinde kullanilan cihaz kalibrasyon &zelligi Tablo

2.1°de verilmistir.

Fotograf 2.6. GCMS cihaz1
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Tablo 2.1. Cihaz kalibrasyon dzelligi

Ozellik Sartlar
Kolon RTX-5MS Kapiler kolon (30 m; 0,25 mm; 0,25 um)
Taswyict gaz Helyum
Kolon firini sicaklig 90°C
Enjeksiyon sicakligi 250°C
Basing 90 kPa
Enjeksiyon modu Split
Split orani 10
Enjeksiyon hacmi luL

90°C’de 5 dk, 90°C’den 250°C’ye 4°C dk™ artisla,
250°C’de 5 dk
Interface sicaklig 250°C

Firin sicaklik programi

Iyon kaynagi sicakligt 200°C

2.5. Bakterilerin Uretimi, Antimikrobiyal Aktivite Testi ve Minimum inhibitor

Konsantrasyon (MIC) Belirlenmesi

Giiltepe & Aydin (2009)’a gore hazirlanan yapilan ¢alismada; CASO agar (Merck),
40 g L™ saf su ilavesi ile benmaride eritildikten sonra 121 °C'de 15 dakika steril
edilip petri plaklarina dokiilmistiir. Diliisyon plak metoduna gore ekimi yapilan
bakteri kiiltiirleri, 25 °C'de 24 saat inkiibe edilmis ve calisma elde edilen 24 saatlik
saf bakteri kiiltirleri ile yapilmistir. McFarland 1 standardina gore tiirbidimetrik
olarak hazirlanan (Fotograf 2.7) ve 1 mL'sinde 10° canli bakteri hiicresi bulunan
bakteri siispansiyonlarma mantar esansiyel yaglarinin 250, 500 ve 1000 uL dozlar
ile karstirilarak (Fotograf 2.8) 5 dakika beklendikten sonra homojen olarak

karigtirthip 1 mL alinarak petri kablarina ekim yapilmistir (Fotograf 2.9).
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Fotograf 2.7. Bakteri silispansiyonlarinin hazirlanisi

Fotograf 2.8. Bakteri siispansiyonlarina esansiyel yag ilave edilmesi
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Fotograf 2.9. Ekimlerin yapilisi

Ekimi yapilan bakteri kiiltiirleri, 25 °C'de 24 saat inkiibe edilmis (Fotograf 2.10) ve
sonuglar iliremenin olup olmama durumuna gore negatif (lireme olmayan) veya
pozitif (ireme olan) olarak degerlendirilmistir. Bu yolla esansiyel yaglarin patojen
bakteriler {izerindeki minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) da belirlenmeye
calisgilmistir (Gtiltepe & Aydin, 2009; Zilberg, Tal, Froyman, Abutbul, Dudai &
Golan-Goldhirsh, 2010).
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Fotograf 2.10. Inkiibasyon islemi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Esansiyel Yaglarin Yag Asidi Metil Esterleri (FAME)

3.1.1. Agaricus bisporus (Kiiltiir Mantar1)’nin Yag Asidi Metil Esteri (FAME)

Analizi Sonuclari

Calismada esansiyel yag elde edilmesi asamasinda asir1 sekilde kopiirme ve tagsma
yaptig1 i¢in Agaricus bisporus (kiiltiir mantar1)’dan esansiyel yag alinamamis, buna

bagli olarak yag asidi metil esteri (FAME) analizi yapilamamustir.

3.1.2. Lactarius deliciosus (Kanlica Mantari)’un Yag Asidi Metil Esteri (FAME)

Analizi Sonuclar

Lactarius deliciosus (kanlica mantar1)’'un GCMS cihazinda yapilan yag asidi metil
esteri analizi sonucunda 12 farkli zaman diliminde reaksiyon veren aktif madde
bileseni tespit edilmistir. Bunlar arasinda % 59,46 orani ile miktar olarak en fazla
metilsteratin bulundugu tespit edilmistir. Metilsterattan sonra % 5,71 oranla
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester miktar
olarak en fazla bulunmaktadir. Lactarius deliciosus (kanlica mantar1)’un yag asidi

metil esteri analiz sonuglar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

3.1.3. Pleurotus ostreatus (Istiridye Mantar1)’un Yag Asidi Metil Esteri (FAME)

Analizi Sonuclar

Pleurotus ostreatus (istiridye mantar1)’un GCMS cihazinda yapilan yag asidi metil
esteri analizi sonucunda 7 farkli zaman diliminde reaksiyon veren aktif madde
bileseni tespit edilmistir. Bunlar arasinda % 51,24 orani ile miktar olarak en fazla
metilsteratin  bulundugu tespit edilmistir. Metilsterattan sonra % 12,55 oranla
Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester miktar olarak en fazla bulunmaktadir.
Pleurotus ostreatus (istiridye mantari)’un yag asidi metil esteri analiz sonuglari

Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Lactarius deliciosus (kanlica mantart) 'un yag asidi metil esteri (FAME) sonuglart

Aktif Madde Bileseni % Reaksiyon zamam
1-Octanol, 2,2 dimethyl- (CAS) 3,29 5,290
Hexadecane, 6,11-dipentyl- 2,29 9,690
Dodecane, 2,6,10-trimethyl- 2,83 12,282
Hexadecane 4,15 13,887
Docosane (CAS) 2,37 19,356
Eicosane 3,03 19,532
Tetracosane 4,33 19,645
Octadecane (CAS) 5,22 25,096
Hexadecanoic acid, methyl ester 5,15 31,843
e ST an
Methyl stearate 59,46 36,741
5,5-Diethylpentadecane 2,17 37,891

Tablo 3.2. Pleurotus ostreatus (istiridye mantart) 'un yag asidi metil esteri (FAME) sonug¢lart

Aktif Madde Bileseni % Reaksiyon zamam
Dodecane, 2,6,11-trimethyl- 7,52 6,384
Dodecane, 2,6,10-trimethyl- (CAS) 6,24 12,285
Hexadecane, 1-iodo- 6,64 19,538
Nonadecane, 2,6,10,14-tetramethyl- 6,25 27,211
Pentadecane, 4-methyl- 9,56 31,720
Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 12,55 31,845
Methyl stearate 51,24 36,745
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3.2. Antimikrobiyal Aktivite ve Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIC) Testi

Calismada 2 farkli mantar tiiriinden elde edilen esansiyel yaglarin baliklarda patojen
olan 4 bakteriye kars1 antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve minimum inhibitor
konsantrasyonu belirlenmeye calisilmistir. Bu amaglar bakterilerin 10° cfu mL?

dozuna elde edilen esansiyel yaglarin 250, 500 ve 1000 pL dozlar1 uygulanmaistir.

Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Lactoccus garvieae ve Yersinia ruckeri
bakterilerinin 10° cfu mL™ dozuna kars: Lactarius deliciosus (kanlica mantari) ve
Pleurotus ostreatus (istiridye mantari)’dan elde edilen esansiyel yaglarin 250, 500 ve
1000 pL dozlarinda etkili olmadig: tespit edilmistir. Esansiyel yaglarin bakterilere

kars1 etkili olmadiginin bir 6rnegi Fotograf 3.1°de verilmistir.

Fotograf 3.1. Mantarlardan elde edilen esansiyel yaglarin bakterilere etkisi

Yabani mantarlar ¢cok yiiksek bir protein igerigine sahip oldugu i¢in insan diyetinin
bir pargasi olmustur (Leon-Guzman, Silva & Loépez, 1997). Mantarlar, essiz ve
incelikli lezzetinden dolay1 gorba ve sostanlarda yiizyillarca yiyecek ve yiyeceklerde
tat verici malzeme olarak kullanilmistir (Sarikurkcu, Tepe & Yamac, 2008).
Mantarlarin yapisinda fenolik bilesikler, poliketidler, terpenler ve steroidler de dahil

olmak iizere cesitli ikincil metabolitler toplamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
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mantarlarin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri rapor edilmistir (Yama¢ &
Bilgili, 2006; Yaltirak, Aslim, Oztiirk ve Alli, 2009).

Mantarlar dogal ortamlarinda hayatta kalabilmek i¢in antimikrobiyal bilesikler tretir.
Bu nedenle, birgok mantar tiiriinden antimikrobiyal bilesikler izole edilebilir ve
patojenlere kars1 etkili olabilir. Ozellikle fenolik bilesikler, gallik asit, katesin, kafeik
asit, rutin, kersetin, elagik asit ve p-kumarik asidin antioksidan kapasitesi iyi
bilinmektedir. Bir nutrasétik maddenin kalitesi 6zellikle fenol igerigi ile ilgili olarak,
meyve cisimciliginin kimyasal bilesimine baglidir. Mantarlardan ekstraktlarin
antimikrobiyal, antioksidan ve antitimor etkileri bilinmektedir (Lindequist,
Niedermeyer & Jiilich, 2005; Yaltirak vd., 2009).

Lactarius deliciosus ile yapilan ¢alismada Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve
Pseudomonas aeruginosa bakterilerine kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
belirlenmis ve bunun mantarin yapisindaki aktif bilesenlerden kaynaklandigi
bildirilmistir (Barros vd., 2007). Bu ¢alismada Lactarius deliciosus’dan elde edilen
esansiyel yagmn 250, 500 ve 1000 puL dozlarinin Citrobacter freundii, Edwardsialla
tarda, Lactococcus garvieae ve Yersinia ruckeri bakterilerinin 10° cfu mL™ dozlarmna
kars1 antimikrobiyal aktivite gOstermedigi gorilmiistir. Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans bakterileri ile yapilan ¢alismada da
benzer olarak herhangi bir antimikrobiyal etki bulunamamistir (Onbasili, Celik,
Katircioglu, & Narin 2015). Bu sonuglar bakterilerin tiirlerinden kaynaklanabilecegi
gibi mantarin yapisindaki aktif maddelerin iceriginden, miktarindan ve kullanilan

dozdan da kaynaklanabilir.

Yapilan bu ¢alismada Pleurotus ostreatus’dan elde edilen esansiyel yagin 250, 500
ve 1000 pL dozlarmm Citrobacter freundii, Edwardsialla tarda, Lactococcus
garvieae ve Yersinia ruckeri bakterilerinin 10° cfu mL™M dozlarma Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Benzer olarak Pleurotus
sajorcaju yagi ile yapilan bir ¢alismada Escherichia coli ve Staphylococcus aureas
bakterilerine karsi da bulunmustur (Das, Pasman, Mishra, Bhattacharya & Sengupta,
2012). Iwalokun vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Pleurotus ostreatus ekstraktinin
Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Saccharomyces tiirlerine karsi etkili olduklarini

bildirmislerdir.
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4. SONUC

Yapilan ¢aligmada, Agaricus bisporus (kiiltiir mantari)’dan asir1 kdpiirme ve tagsma
nedeni ile su/buhar distilasyon yontemi ile esansiyel yag elde edilememistir.
Lactarius deliciosus (kanlica mantari) ve Pleurotus ostreatus (istiridye mantar1)’dan
elde edilen esaniyel yaglarin 250, 500 ve 1000 pL dozlarimin ise Citrobacter
freundii, Edwardsialla tarda, Lactococcus garvieae ve Yersinia ruckeri
bakterilerinin 10° cfu mL™ dozlarina kars antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit

edilmistir.

Elde edilen veriler 15181nda mantarlardan elde edilen ekstrakt ve esansiyel yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerinin; bakterinin tiirii ve resistans durumu, mantarin tiirii ve
genetik yapis1 gibi biyotik faktorlerin yaninda mantarin toplandigi bolge, bolgenin
toprak yapisi, iklim ozellikleri, ekstraksiyon metodu gibi abiyotik faktorlere gore

degisebilecegi kanaati olusmustur.
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