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INONOTUS OBLIQUUS MANTAR TURUNUN KULTURE EDILMESI VE
KiMYASAL KARAKTERIZASYONU

(YUKSEK LISANS TEZi)

NAZAN KOCA

OZET

Dogal kaynaklar, bircok hastaligin tedavisinde kullanilabilecek potansiyele
sahiptirler, fakat bu kaynaklar insanlar tarafindan bilingsizce tiiketilmektedir. Bununla
birlikte enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede bugiine kadar gelistirilen sentetik
antibiyotikler mikroplarin diren¢ kazanmalarin1 sagladigindan dolay:r tip diinyasi yeni ve
degisik antimikrobiyal maddeler kesfetmek i¢in dogaya yoneltmistir.

Yapilan caligmada zengin antioksidant icerige sahip ve bagisiklik sisteminin
tepkisini arttiran bir grup polisakarit zengini olan Chaga (Inonotus obliquus) mantarinin
kiiltiire edilmesi ve igeriginin belirlenmesi arastirilmigtir. Chaga mantar1 viicudun ihtiyag
duydugu seylere bagli olarak bagisiklik sistemini diizenlemektedir. Chaga mantar1 i¢in
yasam kosullar1 laboratuvar sartlarinda saglanmaya calisilmistir. Laboratuvar sartlarinda
kismen {iretilen chaga mantariin toplam tanen ve toplam antioksidant ozellikleri ve
LC/MS/MS ile aminoasit analizleri yapilmistir.

Elde edilen verilere gore laboratuvar sartlarinda tretilen mantarin yiiksek
antioksidant 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Chaga mantar1 ekstraklarina yapilan
fenolik analiz ¢alismalarinin sonuglarinda quercetin, vanilicacis, resveratrol, gallicacid,
caffeic, salisilikasid, hydroxybenzoik gibi fenolik asitler yiiksek oranda tespit edilmistir.
Bu mantarin aminoasit igerigi ise yliksek oranda treonin, losin, glutamin, glutamik asit
ornitin ve disiik miktarlarda da alanin, arjinin, asparajin ve b-alanin aminoasitlerini
icermektedir.
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CULTURE AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF INONOTUS
OBLIQUUS MUSHROOM SPECIES

(M.Sc. THESIS)
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ABSTRACT

Natural resources have the potential to be used to treat many diseases, but these
resources are consumed unconsciously by people. However, synthetic antibiotics
developed to combat the infectious diseases have caused microbes to gain resistance. The
medical world has directed nature to discover the new and different antimicrobial agents.

In this study, it was investigated to cultivate and determine the content of chaga
mushroom (Inonotus obliquus) which is rich in polysaccharide rich antioxidant content and
increases the response of immune system. Chaga mushroom regulates the immune system
depending on the substances needed by body. Living conditions for chaga mushroom were
tried to be provided under laboratory conditions. Total tannin and total antioxidate
properties and LC/MS/MS analysis of chaga mushroom which was partially produced in
laboratory conditions were performed.

According to the resulties, it was found that the fungus produced under laboratory
conditions had high antioxidant properties. In the results of phenolic analysis of Chaga
mushroom extracts, phenolic acids such as quercetin, vanilicacis, resveratrol, gallicacid,
caffeic, salicylic acid and hydroxybenzoic were found to be high. The amino acid content
of chaga mushroom includes high levels of threonine, losin, glutamine, glutamic acid
ornithine and small amounts of alanine, arginine, asparagine and b-alanine amino acids.
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1. GIRIS

Mantarlar, birgok et ve siitten daha az protein igerirken, sebzelere gore daha ¢ok
protein igermekte olup kolayca sindirilebilir bir 6zellige sahiptir. Protein miktarlar1 (kuru
agirlik) %10-40 arasinda degismektedir. Mantarlarda esansiyel tiim aminoasitlere
rastlanmaktadir. Basta fosfor, demir, kalsiyum ve potasyum mineralleri bakimindan zengin
olmakla birlikte birgok minerali gelisimlerinin tiim basamaklarinda bulundurmaktadirlar
(Breene W., 1990).

Tedavi amagh kullanildigr zaman; normal boyutlarindan daha kiiglik ve hatta toz
haline getirilmis konsantreler olarak ya da sicak su ekstraktlari yapilarak tiiketilmektedir.
Chang ve Buswell tarafindan s1vi konsantrasyon halinde veya kuru toz haline getirilen tibbi
mantar ekstrakt kapsiilleri 6zellikle giiniimiiz saglik sorunlarindan biri olan obezitenin
tedavisinde bir diyet maddesi olarak rahatlikla kullanilabilecek besin kaynagi oldugunu
savunmaktadirlar (Chang S. Ve ark., 1996). Japonya, Cin, Kore ve diger Asya iilkelerinde
yapilan calismalarda, bu mantar tiirlerini kurutularak muhafaza etmis ve gilinlimiizde de
tedavilerde alternatif ¢6ziim yolu olarak kullanilmaya devam etmistirler (Manzi ve ark.,
1999).

T1bbi mantarlarin ortaya ¢ikis tarihini inceleyecek olursak kokenlerinin geleneksel
Uzak Dogu tedavilerine dayandigin1 ve bu mantar bilesiklerinin sayesinde hiicre ya da

organizmalar icerisindeki dengenin diizenlenmesi ve buna bagli hastaliklara karsi

direnglerin artirilmasi gibi konularda etkili caligmalar yiiriitiildiigii belirtilmistir. (Diilger ve
ark., 1999).

Iyi bir vitamin kaynag: olan bu mantarlar, tiyamin, riboflavin, niyasin, biyotin ve
askorbik asit gibi vitaminleri biinyesinde bulundurmaktadir. Folik asit bakimindan da
zengin olan mantarlar, tipta kansizlik tedavisinde kullanilmaktadir. Mantarlardaki ham yag
icerikleri incelendiginde, yag asitleri mono-,di- ve trigliserid’leri, sterolleri, sterol esterleri
ve fosfolipidleri dahil tiim ana lipid bilesenlerini igerdigi tespit edilmistir. Yag asitleri
genelde diisik miktarlarda bulunmakla birlikte kuru mantarin yaklagsik %2-8’ini
olusturmaktadir. (Smith ve ark., 2002).

Uzun zamandan beri lezzet ve yap1 agisindan deger verilen bu tibbi mantar tiirleri,
simdilerde yenilebilir o6zellikleri disinda biyolojik aktif madde ozellikleri ile de
taninmaktadirlar (Smith ve ark., 2002).



Yaklasik 300 milyon yil Oncesine ait fosillesmis odunlarda bu mantar tiirlerine
rastlanmistir. Antik Romalilar mantarlarin gok firtinalar1 sirasinda Jiipiter tarafindan
yerylizline yildirimla geldiklerine inanmis ve “Tanrilarin gidasi” olarak adlandirmislardir.
Misirhilar ise mantarlar1 “Tanr1 Osiris’den bir hediye” olarak kabul etmislerdir. Cin'de ise
mantarlar “hayat iksiri” olarak adlandirilmistir (Pegler, 2002). Mantarlarin taninmasi ve

sistem i¢ine alinma ¢aligmalar1 16 ’nci1 yiizyilin sonunda baglamistir (Siimer, 2006).

Okaryétik hiicre yapisina sahip makrofunguslar, eseyli ve eseysiz iiremekte ve
sporlar ile ¢ogalmaktadir. Sekil ve biiyiiklikleri bakimindan ise farklidirlar.Bitkiler gibi
fotosentez yapamazlar ve besinlerini baska canlilarin trettiklerini dontstiirerek elde
ederler. Heterotrof canlilar olan bu mantarlar, besinlerini hiicreye absorbsiyon yolu ile
almaktadirlar. Hiflerden olusan ags1 bir yapiya sahtirler ve bu hifler biiyiiylip dallanarak
anastomoz adi verilen yapilar olusturur. Olusan bu hif yiginlari daha sonra geliserek
miselleri olusturur. Uygun ortam sartlarinda ise miseller, toprak ustu yap1 olan karpofor
admdaki sapka kismini olustururlar. (Demir, 2007).

1.1. Tibbi Mantar Inonotus Obliquus (Chaga)

1.1.1. Tibbi mantarlarin genel 6zellikleri

Tibbi mantarlar , ormanlik alanlarda 6lii ya da yasayan agaglar iizerinden
toplanmakta ve yiizyillar boyunca yiyecek olarak tiiketildigini gibi son yillardaki bilimsel
caligmalarda bu mantarlar tarafindan tretilen bilesenlerin birgok hastaligi tedavi edici
Ozelliklere sahip oldugu belirtmislerdir. Boylece ilag sanayisinde kullanilan kaynaklar
arasinda yer almistir. (Chang, 1996; Lindequisit ve ark., 2005; Chang, 2006; Wasser, 2008;
Cheung, 2008; Oztiirk ve Copur, 2009).

Mantarlarin sap ve sapka kisimlari, sporlari, miselleri ya da farkli kisimlarindan
yararlanilarak elde edilen bilesenler insanlar tarafindan sicak su ekstraktlari, tentiir
(bitkilerin kok, govde, cicek, yaprak veya dallarinin bitkisel alkol-seker kamigindan elde
edilir, sirke veya su ile karistirilmasindan elde edilen karigimdir) ve toz formlart halinde
tiiketilmistir. Mantarlarin %85 oraninda sap ve sapka kisimlarindan elde edilse de, bazen
de %15’1 misel ve spor kisimlarinin tibbi amaglarla kullanildigr arastirmacilar tarafindan
belirtilmektedir (Chang, 1996; Lindequisit ve ark., 2005; Chang, 2006; Cheung, 2008;
Wasser, 2008; Oztiirk ve Copur,2009).

Diinya niifusunun giderek artmasi ile beraber beslenme ve saglikla ilgili sorunlarin

da yasanmaya baslanmistir. Giinlimiizde bilim ve teknoloji agisindan biiyiik ilerlemeler



goriilmesine ragmen, dogal kaynaklarin insanlar tarafindan bilingsizce tiiketimi ve bu
bilingsiz tliketimin sonucunda karsilasilan ekonomik giicliikler, dogal kaynaklarin ¢ok
amacli kullanilmasini artik zorunlu kilmaktadir. Diger taraftan enfeksiyon hastaliklariyla
miicadelede bugiine kadar gelistirilen dogal ve sentetik antibiyotiklerin, mikroplarin direng
kazanmalar1 ve ¢esitli yan etkilerinin bulunmasindan dolayi, tip diinyast yeni ve degisik
antimikrobiyal maddeler kesfetmek icin dogaya yonelmistir. Bu yonelmeler sonucunda
tilkemizin dogal kaynaklar bakimindan olduk¢a zengin oldugu ve uzun yillardir halkimiz
tarafindan bilinen ve tiiketilen mantarlarin Onemini arttirmaya yonelik ¢alismalar

yapilmaktadir (Duman ve ark., 2003).

Tibbi mantarlarin faydalar1 arastirildiginda karsilasilan sonuglar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, yeni bulunacak biyomedikal molekiiller i¢in zengin bir kaynak oldugu
goriilmiis ve pek cok ilag firmasinin ilgisini ¢ekmistir. Bu arastirmalarin en giizel
orneklerinden biri ise, mantarlar tarafindan iretilen pek cok polisakkaritlere bagh
proteinlerin ABD Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan antitimor kimyasal madde olarak

belirlenmis ve asagidaki ¢izelge 1.1’de sunulmaktadir. (Zhang, 2006 ).

Yapilan bilimsel arastirmalar sonucu bazi makrofungus tiirlerinin antibakteriyal,
antifungal, antiviral ve antiprotozoal gibi ¢esitli kimyasal bilesiklere sahip olduklar1 ve
organizmanin yasadig1 ortamda varligini siirdiirerek, ¢cevresindeki rekabetgi tiirlere nazaran
tstiinliik saglayabilmesi i¢in bu kimyasallara ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir (Solak ve
ark., 2006). Bu gelismelerin yani sira bulasict hastaliklarin tedavisinde kullanilan
birbirlerinin benzeri ticari antimikrobiyal ilaglarla kiyaslanan tibbi mantarlar insan

viicudunda hastaliklara kars1 direng gostermektedir (Anderson ve ark., 2007).

Mantarlar, kalp, beyin, mide, karaciger ve akciger koruyucu olmakla birlikte,
bobrek ve {liriner sistem hastaliklarina karsi bagisiklik sistemini giiglendirici; akne,
alzheimer, anoraksiya, astim, bronsit, depresyon, eklem romatizmasi, epilepsi, hemoroit,
hipertansiyon, kanser, kireglenme, kronik hepatit, katarakt, obezite, gut, nezle, rinit, retinal
pigment dejenerasyonu, sa¢ dokiilmesi, nefrit, nevrasteni, iilser ve uykusuzluk tiiberkiiloz,
epilepsi ve yilan ya da akrep sokmasi gibi durumlara kars1 panzehir olarak kullanilmistir.
Chaga mantar1 olarak bilinen Inonotus obliquus mantar tiirii Rusya genelinde yapilan
calismalarda Ural, Sibirya, Polonya ve Baltik iilkeleride dahil olmak tizere diger tibbi
mantar tiirlerinde oldugu gibi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Denisova, 1998;
Ooi, 2000; Chen ve ark., 2004; Liu ve Zhang, 2005; Casey, 2008).



Cizelge 1.1: Tibbi 6zelliklere sahip mantarlar ve biyoaktiviteleri

MANTARLAR POLISAKKARIT BIYOAKTIVITESI

KAYNAGI

Agaricus blazei Miselyum, Antitimor
fruktifikasyon

Armillariella tabescens Miselyum Antitiiméor

Auricularia auricula- | Fruktifikasyon Hiperglisemi, antitimor, antiinflamatuar,

judae antiradyoaktif, immunmodiilator

Clitopilus caespitosus Fruktifikasyon Antitimor

Cordyceps sp. Fruktifikasyon, Immunmodiilatér, antitiimor, hiperglisemi
miselyum

Dictyophora indusiata Fruktifikasyon Antitiimor, hiperlipidemi

Flammulina velutipes Miselyum, Antitimor, antiinflamatuar, antiviral,
fruktifikasyon immunmodiilatér

Ganoderma applanatum | Fruktifikasyon Antitiimor

Ganoderma lucidum

Fruktifikasyon, misel

Hiperglisemi, antitlimor, antioksidatif, bagisiklik
sistemi koruyucu, yaglanma geciktirici

Grifola frondosa Fruktifikasyon Antiinflamatuar , antitimor , immunmodilator ,
antiviral , karaciger koruyucu

Hericium erinaceus Miselyum, Hiperglisemi, antitimor, immunmodiilator
fruktifikasyon

Inonotus obliquus Miselyum, Antitiimor, immunmodiilator
fruktifikasyon

Lentinus edodes Misel , fruktifikasyon Antitiim0r, antiviral, immunmodiilator

Morchella esculenta Fruktifikasyon Antitiimér, hiperglisemi

Omphalia lapidescens

Fruktifikasyon

Antiinflamatuar, Gmmunmodiilator

Peziza vesiculosa

Fruktifikasyon

Immunmodiilator, antitimor

Phellinus linteus

Fruktifikasyon

AntitimOr

Pleurotus citrinopileatus

Fruktifikasyon

Antitimor

Pleurotus ostreatus

Fruktifikasyon

Antitiimér, hiperglisemi, antioksidan

Pleurotus tuber-regium

Sclerotium, miselyum

Karaciger koruyucu , anti meme kanseri

Polyporus umbellatus

Miselyum

Antitiim0r, immunmodiilator

Polystictus versicolor

Miselyum,
fruktifikasyon

Antitiimér,  antiinflamatuar,
immunmodiilator, hiperglisemi

antiradyoaktif

Schizophyllum commune | Miselyum Antitimor

Sclerotinia sclerotiorum | Sclerotium Antitimor

Trametes robiniophila Miselyum Immunmodiilator, antikanser, karaciger koruyucu
Tremella aurantialba Miselyum, Immunmodiilatér, hiperglisemi

fruktifikasyon

Tremella fuciformis

Fruktifikasyon,
miselyum

Hiperglisemi, antitiimor, antiyaslanma,
hiperlipidemi, immunmodiilator, antitrombus

Tricholoma mongolicum

Fruktifikasyon

Antitimor




1.1.2. Hus agacinin genel ozellikleri

Ulkemizde yer alan ve Latince cins adi Betula olan hus agacinin 5 (bes) tiirii
bulmaktadir. Bu tiirlerden 1 (bir) tanesi ise endemiktir. Diinyada genelinde ise 50 tiire
yakin yayilis gostermektedir. Hus agacinin ana vatani; Tirkiye, Avrupa, Sibirya,
Kafkaslarve Iran’in kuzeyidir. Diinya iizerinde; Avrupa, Kafkasya, Dogu Anadolu, Kuzey
Irak, Kuzeybat1 iran ve Bat1 Sibirya’da yetistigi goriilmektedir. Ulkemizde ise; I¢ Anadolu
Bolgesi ve Dogu Anadolu Bolgesi ile Dogu Karadeniz Bolgesinin yiiksek kesimlerinde
(Nazim Tanrikulu, 2008).

Hus (Betula ssp.) tiirleri dogal olarak yetismekte ve uzun Omiirlii olan bu bitki
yaklasik 100 ile 200 y1l kadar yasamaktadir. [liman ve soguk iklimde yetisen bir tiirdiir. Bu
yiizden soguk iklim kosullarina dayaniklidir. Dogu ve Kuzeydogu Anadolu’da, Nemrut
dagi krateri iginde, Tunceli-Ovacik ve Munzur vadisi, Artvin—Ardanug, Erzincan,
Erzurum, Mus, Giimiishane ve Kars dolaylarinda 1800-3000 m rakim arasinda bu bitki
tiiriine rastlanmaktadir. Ulkemizde bulundugu bélgelere bakacak olursak, bu bitki tiirii
yeterince bilinmemekle beraber degerlendirilmemektedir. Degerlendirme agisindan ise
Avrupa iilkeleri bu konuda iilkemizden daha onde ilerlemektedir. Ozellikle Rusya hus
agaci konusunda diinya ya onderlik etmektedir (Nazim Tanrikulu, 2008).

Hus agaci; odunun esnek ve saglam olmasindan dolayr ugak pervanesi,
mobilyacilikta, ayakkabicilikta; 1s1 degeri yiiksek yakit ve tibbi komiir (Carbo medicinalis
eldesinde kullanmaktadir. Kozmetik sektoriine bakildiginda saglar igin ilag olarak
kullanilmaktadir. Kabuklar1 ates diisiiriicii ve hazmettirici Ozellikte olmakla birlikte deri
hastaliklar1 (sedef vb.) nin tedavisinde kullanilirken, tomurcuklari eterik yaglar, ¢ vitamini,
saponinler, regine, boyar madde (sar1) igerdiginden lenf bezlerini ¢alistiric1 etkiye sahiptir.
Ozsuyu idrar yollar1 enfeksiyonu rahatsizliklarinin tedavisinde. Yapraklari ise ¢ vitamini,
saponinler (glikozit gruplari), betulinik asit, guaicol (balgam soktiiriicii); kabuklari betulin,
tanenler, flovanlar, hiperozit, gallik asit, metil salisilat ve ugucu yag vb. maddeleri
icerdiginden idrar arttirici, uyarici, terletici, kan temizleyici olarak kullanilir. 12. yiizyilda
Sainte Hildegarde iyilesmeyen i¢ ve dis yaralar i¢in hus agacinin ¢igeklerinden
faydalanilirken; 14. yiizyllda Matthiole ise bobrek ve idrar kesesi taslarina karsi
kullanilmasimi tavsiye etmistir. Bilesimindeki betulinik asitin kanser hiicrelerinin

biiyiimesini engelledigi arastirmalar sayesinde goriilmistiir (Nazim Tanrikulu, 2008).



1.1.3.Inonotus obliquus (Chaga) mantarinin genel ozellikleri

Latin ad1 Inonotus obliquus olan ve hus agac1 gévdelerinde dogal olarak yetisen bir
mantart olan chaga mantarinin, i¢ ylizeyi agik kahverengi-sarimtirak renkte olup; dis
yiizeyi girintili ¢ikintili, yarali gibi gdziiken ve yanmis komiirli animsatan bir yapiya
sahiptir. Mikroskobik incelemelerde i¢ kisminda yer alan kahverengi hifler tek parca bir
yapidadir ve bu parga 2-5 ila 6-7 pm ¢apinda bulunmaktadir. Bu mantar tiirii hus agacina

parazit bir mantar tiiriidiir (Hu ve ark., 2009).

Sekil 1.1:Chaga mantarinin hus agaci govesindeki seksiiel formu (a ,b ,c), chaga
cuiriikliigi (d, e) (URL, 2019)

Cok yavas biiyiime gosteren ve soguk iklim kosullarina sahip ormanlik alanlarda

yetisen Chaga, Rusya basta olmak iizere Iskandinavya, Kore, Japonya, Amerika Birlesik

Devletleri ve Kanada'nin Kuzey enlemlerinde yer almaktadir. Cogunlukla bu tiire Taiga

ormanlarinda rastlanmaktadir (Kahlos ve ark., 1986; Hu ve ark., 2009).

Konake1 oldugu hus agacinda, ilk parazitlik basladiktan yaklasik 20 yil sonra agacin
yasamsal faaliyetleri son bulmaktadir. Chaga mantarimimn saglikli ve dayanikli agaclarda
olusturdugu vyarali yapi, basidiyosporlar tarafindan agacin kontaminasyonundan
kaynaklanmaktadir. Diger tiirlere gore nadiren karsilasilan bu yapi, aga¢ kabugu ile 6z
odunu arasinda ve ayni zamanda seliiloz, hemiseliiloz ve lignini bozunmasi sonucunda lifli

yapisinda meydana gelen beyaz ¢iiriikligiin gelisimesi ile mantarin biiyiimiiside devam
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etmektedir Agacin disinda kolaylikla hasat edilip tamamiyla yok edilmis gibi goriinse de,
bu parazit mantarlarin gelisimi agacin icinde devam eder ve bu nedenle ayni noktada
yeniden olusabilmektedir. Hasat edildikten yaklasik 3 ile 10 yil sonrasinda yine eski
boyutlarina ulastig1 bilinmektedir (Breitenbach J. ve ark., 1996; Bernicchia A., 2005; Lee
MW. ark., 2008; 36:199-20).

Chaga, diger mantar tiirleri kadar giindeme gelmemis olsada yiizyillar boyunca
saglik agisindan faydalari bilinen ve insanlar tarafindan deger verilen eski bir halk
miicadelecisidir. Giiniimiizde Shitake (Lentinula edode), Reishi (Ganoderma lucidum),
Maitake (Grifola frondosa) ve Oyster (Pleurotus ostreatus) mantarlar1 gibi ismi duyulan
tibbi mantarlar ile karsilastirma yapilabilecek ozelliklere shiptir. Ayni zamanda Chaga,
yasayan agaclarda yetisen essiz bir polipore (katran kopiigli) mantar tiirii olarakda

bilinmektedir (Ron Spinosa, 2006).

"Sifali Mantarlarin Krali" olarak adlandirikan Chaga; birgok kiiltlir tarafindan
diinyadaki en giiglii sifa bitkilerinden biri olarak sayilabilir. Geleneksel Cin Tibbinin
vazgecilmezlerinden olup, giiniimiize kadar kullanilmaya devam edilmistir. Dis hiicre
duvarlari, sertlestirici bir madde olan kitin tarafindan korundugu i¢in islenmemis durumda
insanlar tarfindan sindirilemez. Bu yiizden Chaga’nin tiikketimi normal mantarlarin

tilketiminden farklilik gostermektedir (Blair ve Heather, 2012).

Balta vb. kesici aletlerle aga¢ govdesinden kopartilarak hasat edilen Chaga
oncelikle dogal kurutma yoOntemlerinden biri olan agik havaya maruz birakilarak
kurutulur, pargalara boliindiikten sonra rende vb. aletler yardimi ile ince bir toz haline
getirilmesi veya Oziitlenmesi ile tiiketilmektedir Hem sicak su hem de alkol yontemlert,
Chaga igindeki degerli besin igerigi korunurken ayni zamanda da dis yiizeyinde bulunan
kitini ¢ozmeye yardimci olur. Toz haline getirilerek kullanildiginda giinliik yemeklerin
besin degerini korumak ve giiglendirmek igin ¢orbalara, giiveglere vb. yemeklere
eklenebilir ve mantar polisakkaritlerinin yiiksek konsantrasyonlari bu sayede muhafaza
edilebilir. Chaga’nin mucizevi etkilerinden yararlanmak i¢in bir takim ekstraksiyon

yontemlerinin kullanilmasida ayrica onerilmistir (Blair ve Heather, 2012).

Yapilan aragtirmalar dogrultusunda bilim adamlar1 Chaga'nin bagisiklik sistemini
arttiran bir grup polisakarit olan beta-glukanlar agisindan zengin bir besin kaynagi olrak
viicudun ihtiya¢ dogrultusunda bagisiklik sistemini diizenlemek igin kullanilabilecegi
yoniinde aragtirmalara yonlendirmistir. Bununla birlikte Chaga ekstraktlarimin da diger

tirlerde oldugu gibi iilseratif kolitten kaynaklanan iltihab1 azaltabilecegi kesfedilmistir.



Yine bakterilerin biiylimesini ve AIDS hastaligina neden olan HIV, Hepatit C viriisii ve
herpes simpleks viriisii (HSV) de dahil olmak {izere ¢esitli virlislere karst anti-viral
ozelliklere sahip oldugu gorilmistiir. Arastirmalar bununla smirli kalmamis ve insan
sagligini ciddi olcilide etkileyen hastaliklarin basinda gelen kolon, karaciger ve rahim agz
kanseri vb. kanser tiirleri igin Chaga'nin dogrudan anti-tiimor 6zelliklerine sahip oldugunu
ve kanser hiicrelerinin gelismesi ve ilerlemesini engelleyebilecegi vurgulanmistir. Ayrica
kan sekeri seviyesi ve Kkolesterol diisiiriicli, karaciger koruyucu, antidiyabetik ve
antimikrobiyal gibi aktiviteler gosteren polisakkaritleri iceriginden dolay1 besin takviyesi

olarak da diinya iizerinde dnemli bir yere sahiptir (Zjawiony, 2004).

Tibbi mantar kullanimi1 Uzak Dogu iilkelerinin yani sira Bati'da yaygin olmamasina
ragmen Kuzey Amerika'nin yerli halklar tarafindan kullanildigi goriilmiistiir. Chaga

mantar1 da bu tiirler arasinda yer almistir (Cui ve ark., 2004).

Sekil 1.2: Hasat edilmis chaga mantar1 ve giineste kurumasi (a,b) (URL, 2019)



2. ONCEKI CALISMALAR

Kahlos ve ark. (1986) Chaga mantar tiiriiniin, soguk kuzey iklimlerinde hus
agaclarinda yetistigi ve 16. yy.’dan beri bu mantar sayesinde kanser hiicrelerinin ¢esitli
tirlerine kars1 anti-timor Ozelliklerinin bulundugunu ve halk tarafindan ilag olarak

kullanildigini belirtmisdir.

Kahlos ve ark. (1989) Chaga mantarindan elde edilen polifenolik bilesen igeren
ekstraktlarin gii¢lii anti-oksidan aktivite gosterdigini ve antioksidant etkiye sahip oldugu

tespit edilmistir.

Mizuno ve ark. (1992) Chaga mantarindaki proteininin varliginin biyolojik

aktiviteler bakimindan 6zellikle nemli oldugu vurgulanmustir.

Wang ve ark. (1996) fenolik bilesiklerin, tek elektronlu bir aktarma mekanizmasi
yoluyla siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek belirli bir inhibe edici aktiviteye sahip

oldugu belirtilmisdir.

Liu ve ark. (1997) Chaga mantarida dahil olmak iizere, ¢esitli bitki ve mantar
tirlerinin polifenolik ekstraktlarinin giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldu konusunda
arastirmalar yapmistir. Bununla birlikte, bu fenolik bilesenlerin prooksidant ve sitotoksik
etkileri de literatiirlerinide ele almistir. Calismalarinda, Inonotus obliquus'un polifenolik
ekstresi ile tedavi oncesi onemli bir koruyucu etki gozlenmistir. Bu farklilik ekstre
konsantrasyonu, deney tasarimi ve polifenolik bilesikler ile hidrojen peroksit arasindaki

iligki gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanabileceginede deginmistir.

Mizuno ve ark. (1999) polifenoller, triterpenoidler ve steroidler gibi bir¢ok
biyolojik olarak aktif metabolitlerini (ara iiriin) bu mantar tiiriinde tespit etmis ve bu anti—
viral, anti-mantar, karaciger, anti timor ve hipoglisemik (kan sekeri diigiisii) etkilerde

dahil olmak iizere gesitli biyolojik aktiviteler gosterdigini bildirmistir.

Babitskaia ve ark.(2000) Chaga mantarindan elde edilen dort ekstre tiirii arasinda en
giiclii antioksidan aktiviteyi polifenolik ekstraktlarin gosterdigini ve oksidatif strese karsi
hiicreleri koruyabilirliginin iizerinde yogunlasmis ve giiglii antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu bildirilmistir.

Ooi ve Liu (2000) mantar polisakaritlerinin dogrudan sadece kanser hiicrelerine etki

ettigi ve farkli bagisiklik tepkilerinin aktivasyonu yoluyla anti-tiimor etkilere neden oldugu

bildirmistir.



Park ve ark. (2004) son zamanlarda Chaga mantarinda polisakaritler yaninda,
triterpenoidler, steroidler ve ergosterol peroksitler gibi birgok polifenolik bilesiklerin
antioksidan, antibakteriyel, karaciger, trombosit agregasyonu dengeleyici ve anti-timor

etkiler de dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit etmistir.

Wang ve ark. (2002) dogrudan tiimérii engelleme aktivitesi, pek ¢ok mantar
polisakaritlerinde rastladigi gibi bu tiirde de rastladigini belgelemistir.

Valentao ve ark. (2002) Chaga mantar ekstrelerinin siiperoksit radikal siipiiriicii
aktivitesinin genellikle yiiksek oldugunu belirtmis ve polifenolik bilesiklerin stiperoksit

radikallerini etkili bir sekilde temizleyebildigini bildirmistir.

Andrson ve ark. (2004) Chaga mantarinin antioksidan aktivite gosterdigi ve
hiicreleri oksidatif strese karsi korudugunu kanitlamigtir. Bu bulgular, alternatif tipta bazi
kullanimlar i¢in farmakolojik bir agiklama saglamistir. Inonotus obliquus’un kanser,
kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir
kullanilmakta oldugunu ve literatiirlerde, bitkilerin antioksidan aktivitelerinin bu
hastaliklara karsi tedavi edici etkilerinden sorumlu oldugunu daha vurgulamistir. Boylece,

Chaga mantarinin etkisinin kismen antioksidan etkisi ile iligkili oldugunu diisiinmektedir.

Cui ve ark. (2005) Chaga mantarmin ekstresinde bulunan bilesiklerin her birinin
nispeten kuvvetli bir antioksidant etki gosterdigini gézlemlemistir. Chaga mantarinin
ekstrelerinin siiperoksit radikali siipiirme aktivitesininde oldukca yiiksek oldugunu;
bununla birlikte triterpenoidler ve steroidler ekstresi, bazi serbest radikal siipiirme
kabiliyetleri gostermelerine ragmen, hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese karsi

herhangi bir koruyucu etki gostermedigini soylemistir.

Kim ve ark. (2005) Chaga mantari misellerinin endo-polisakkaritlerin bagisiklik
uyarici aktivite gosterdigini ve b-lenfositler ve bagisiklik hiicrelerinin viicuttaki yabanci

maddelerin yutulmasinda uyarilmasi ile iliskili oldugunu rapor etmistir.

Park ve ark. (2005) Chaga’nin tedavi edici etkisinin oldugunu klinik ¢alismalariyla
ortaya koymustur. Ornegin, mantar sklerotisini (sertlesmis yap1) kaynatma ydntemleri ile
toksik bir etki gostermedigi, bu nedenle de kanser ve sindirim sistemi hastaliklarinin

tedavisinde kullanilmasinin 6nemli oldugunu vurgulamistir.

Kim ve ark. (2006) mantar polisakaritleri oncelikle konakg¢1 organizmada bagigiklik

sistemini gii¢lendirerek bir anti-timor etki olusturdugunu belirtmistir.
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Cha ve ark. (2006) diyabete kars1 Chaga mantarinin koruyucu etkilerini arastirmis
ve calisma sonucunda mantar 6zii baslangigta kisa vadede hiicre ya da sistem iginden
gelen; dokularda biyosentez ve yikim olaylarina karsi DNA hasarin1 engellemekte
oldugunu ve toplam radikal tutucu antioksidan potansiyelini yiiksek seviyede tetikledigini

kanitlamistir.

Lee ve ark. (2007) polifenollerin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikal temizleme
aktivitesi analizi, ABTS radikal temizleme aktivitesi analizi ve siiperoksit radikali anyon
stiptiricii aktivite analizlerini ti¢ farkli deneyle degerlendirmistir. Polifenoller, ABTS
radikal katyonu ve DPPH radikaline kars1 dnemli bir temizleme aktivitesi sergilemis ve
stiperoksit radikal anyonuna karsi orta derecede aktivite gosterdigin ispatlamistir. Ayni
zamanda Chaga mantarmin bilesiklerini biitillenmis hidroksianisol (BHA), trolox (E
vitamininin suda c¢oziiniir bir tiirevi) ve kafeik asit gibi sentetik antioksidanlar ile
karsilagtirmistir. Bunlarin her biri iyi bilinen antioksidantlar olmakla birlikte deneysel
kontroller ile gozlemlenmistir. Chaga mantarmin bilesiklerinin ¢ogu DPPH radikal

stipiiriicii etki testinde kafeik asit, trolux ve BHA'dan daha az aktif oldugunu belirtmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Mantar miselinin elde edilmesi

Bu c¢alismada kullanilmak tizere Inonotus obliquus (Ach. EX. Pers.) Plat HHB-
6245-Sp/RLG—6189-T misel 6rnegimiz hazir olarak Amerika Birlesik Devletleri Ziraat
Dairesi, Orman Uriinleri Laboratuari, Madison Arazi Ofisi (United States Depertmant of
Agriculture, Forest Products Laboratory, Madison Field Office)’den temin edilmistir.
Kiiltiir ortamlar1 i¢in kullanilan hus talaslar1 ise Erzurum Orman Isletme Miidiirliigiin’den

temin edilmistir.
Mantar misellerinin yetistirilmesinde kullanilan malzemeler;
v 10 L tekkim marka teksol (etanol),

v 2 adet Merck marka malt ekstrakt agar,

v 2 adet agar-agar,

v’ 2 adet bek,

v' 3 paket steril ameliyat eldiveni,

v 3 paket 20 numaral bistiiri ucu (nester),

v 2 adet bistiiri,

v' 2 adet cimbaiz,

v" 500’er adet 20 x 30 cm ebatlarinda polipropilen poset,
v' 500’ er adet 30 x 45 cm ebatlarinda polipropilen poset,

v' 250 adet 250 ml’lik kavanoz,

v 2 paket Kklips,

v 2 koli firatmed marka plastik petri kabi,
v' 2 adet diiz spatiil,

v 1 paket 100-1000 pL’lik mikropipet ve ug¢ kullanild.
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3.1.2 Mantar misellerini yetistirme

Inonotus obliquus (Ach. Ex. Pers. ) Plat mantar miselini ¢ogaltma i¢in oncelikle
asilama islemlerinin yapilacagi ortamin steril olmasi saglanmistir. Asilama islemi igin 20 g
malt-agar ve 15 g agar-agar 1 litre saf suda c¢oziilerek besi ortami hazirlanmistir.
Hazirlanan besin ortami 1siticili manyetik karistiricida karistirilarak ¢6zeltinin homojen
hale gelmesi saglanmis ve asilama oOncesi 121°C’de 20 dakika sterilizasyona tabi
tutulmustur. Steril edilen malt-agar besi yerleri, petri kaplarina dokiilerek sogumaya
birakilmistir. Daha sonra mantar miselinden yaklasik 1 cm? Kesilerek, hazir hale gelen besi
yerinin merkezine inokiile edilmis ve 25°C’de %65 bagil neme sahip inkubasyon odasina
yerlestirilmigtir. Misel gelismeleri gozlemlenerek kontamine olan petriler ortamdan

cikarilmis, saglikli petriler tohumluk misel iiretiminde kullanilmistir ( Sekil 3.1)

Sekil 3. 1 :0Olgunlagsmis mantar kiiltiirii (a Olgunlagmis mantar kiiltiirii (a), misel olusumu
gbzlenmis mantar kiiltiirii (b), kiiltiirasyon i¢in hazirlanmis besi ortamli petri kaplari (c),
astlama Oncesi misel kesimi (d), misel asilama (€)

Misel yetistirme ortamlarinin rutubet igeriklerini ayarlamak amaciyla hus talaslar
cesme suyu ile belirli stirelerde 1slatilmistir. Ortamlar istenilen neme ulasincaya kadar 2
(iki) giin stire ile nemlendirilmis, her giin talaslar karistirilarak homojen nem igeriginin
olugsmasi saglanmistir. Talaslar fermante olana kadar bekletilmistir. Fermante sonrasinda
alan Ornekler ile 3(ii¢)’er tekekriir olusturulmustur. Her bir posetten 10 g ornek tartilip

100 mL saf su eklenerek karistirilmig,1,5 saat bekletildikten sonra yapilmistir.pH ve Ec
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degerlerinin belirlenmesi i¢in hug talaglari otoklav oOncesi ve otoklav sonrasi

Olctiimleri(Sekil 3.2) yapilmigtir

Tohumluk misel iiretimi i¢in hazirlanan talaslar, 250 mL‘lik kavanozlarin icerisine
nemlendirilmis ve sterilizasyonu saglanmis hus talaglar1 121°C‘de 90 dakika sterilize
edilmis ve sogutulmak iizere asilama kabinine birakilmistir. Kavanozlar sogutulduktan
sonra petri kaplarinda steril bir bisturiye takilan nester yardimi ile olgunlasan misellerden
yaklasik 1 cm?lik pargalara boliinmiis ve bu parcalar 6nceden hazirlanmis talas dolu
kavanozlarin i¢ine inokiile edilmistir. Asilanan kavanozlar 25+1°C‘ye ayarli inkubasyon
odasma yerlestirilmigtir. Kiiltiirler diizenli olarak kontrol edilerek kontamine olanlar
ortamdan uzaklastirllmig ve boylelikle analizlerimizde kullanmak i¢in  hastaliksiz

tohumluk miseller elde edilmistir. (Sekil 3.3)

3.1.3 Mantar misellerininin rutubet ve azot iceriginin belirlenmesi

Misel yetistirme igin dikkat edilecek hususlardan biri nem igerigidir. Hazirlanan
hus talaglarinin nem igerikleri i¢in (3 tekerriir olarak) yas agirliklar1 belirlenmis ve daha
sonra 105°C‘ye ayarlanmis etiivde sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur. Asagidaki

verilen denklem (1.1) yardimui ile ortamlarin % rutubet igerikleri hesaplanmuistir.
WR=(R2-R1/R2) X T00.....otiiii e (1.1)

Burada belirtilen;

o Ri1=Kuru agirlik (g)
o R2=Yas agirlik (g)

Sekil 3.2 : Hus agaci talasi Hus agaci talasi nemlendirme islemi (a), nemlendirilmis hus
talagi (b), nemlendirme islemi Oncesi ve sonrasi (c), acik havada nemlendirilmis hus

talaslart (d)
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Misel olusumu saglanan bu kavanozlardan alinan miseller tekrar c¢ogaltilma
islemlerine tabi tutulmustur. Tiim bu islemlerin sonunda yine kavanozlar olgunlasmasi igin

beklenmis ve olgunlagma evreleri gézlenmistir.

Sekil 3. 3 : Chaga mantar1 ekim islemi (a), misel olusmus kavanozlar (b,c),asilama dncesi
inkiibasyon odasi (d), kavanozlara misel ekim islemi (e)

j2sver

Sekil 3. 4 : Steril odadaki asilanmis kavanozlar

15



Sekil 3. 5 : Olgunlagmis chaga mantar1 (a), olgunlasmis chaga mantarinda kabuk
olusumu(b)

Kurutulup o6giitillen mantar 6rneklerinde % azot tayini Kjeldahl destilasyon
yontemiyle yapilmistir. Bu yontemin esast H2SOs ile yas yakilan 6rneklerin organik N’u,
NH4-N ’u sekline doniistiirmek ve alkali ortamda yapilan destilasyon sonucu agiga ¢ikan
ve borik asit icinde yakalanan NHs miktarindan numunenin toplam N igerigini
belirlemektir (Bremner, 1965). Daha sonra 100’den kiil miktari ¢ikarilarak elde edilen
organik maddenin, %50’si karbon olarak hesaplanmistir. Hesaplanan karbon miktarinin,

azot miktarina oranlanmasi ile C:N bulunmustur.

3.1.4 Sterilizasyon ve ekim

Ekim islemlerine baslamadan 6nce mantar misellerimizin kontaminasyona maruz
kalmamasi ve ayrica hijyenik bir ortamda ¢alisabilmek i¢in, misel yetistirilecek ortamin ve
kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu ¢ok onemlidir. Bu baglamda asilama kabininin
bulundugu odanin temizligini asilama kabininin sterilizasyon isleminden Tekkim marka
teksol (etanol) ile odanin en ug koselerine kadar silinerek saglanmigtir. Bistiiri ucu (nester),
bistiiri ve cimbiz, otoklav sonrasi teksol doldurulmus bir kap igerisinde bekletilmek iizere
asilama kabinine alinmistir. Steril petri kaplar1 ise paketi acilmadan asilama kabinine
koyulmustur. Tiim bu islemlerin akabinde asilama kabinin UV 15181 ¢alistirilarak yarim

saat oda kapali birakilmistir.
Petri kaplarinda misel yetistirme igin hazirlanmis besi ortamlarininda steril
olmasina dikkat edilmis ve bunun igin hazirlanan 250 mL’lik kavanozlarin Y2‘sini

gecmeyecek sekilde besi ortami ile doldurup (Y2 olmasinin sebebi sicakliktan dolayi

gerceklesecek kaynama ile besi ortamlarinin kavanoz igerisinden tasmasini engellemek )

otoklavda strelize edilmistir.
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Yukarida agiklanan sekilde hazirlanan yetistirme ortamlari daha sonra yiiksek
sicakliklara dayanikli orta ve kiiglik boy olmak tizere polipropilen posetlere, her bir poset
icin 100020 g ve 700420 g olacak sekilde 30+5 adet doldurularak agzlari klips yardimi ile
kapatildi. Zararli organizmalari yok etmek amaci ile 121°C*de 1.2 atii‘de 90 dk otoklavda
sterilize edilip ve sterilize islemi sonrasi sogumaya birakildi ( Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil
3.8). Otoklavdan ¢ikarilan ortamlar steril kabin igerisinde, daha once kavanozlarda gelisme

saglamis tohumluk miseller ile 1000 g polipropilen posetler i¢in 20+0,5 g misel ve 700 ¢

polipropilen posetler i¢in ise 15+0,5 g misel inokiile edilerek 25°C’ye ayarlanmis mantar

gelisim odasina alindi (Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).

Sekil 3. 7 : 20 x 30 ve 30 x 45 cm ebatlarindaki propilen posetleredeki talaglar (a) ve
hassas terazide 6l¢iim (b)
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Sekil 3. 10 : Propilen posetlere misel ekimi (a), ekim sonrast homojenlik kontrolii (b)
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Sekil 3. 11 : Olgunlagsmis chaga mantari (a), olgunlasmis chaga mantarinda kabuk
olusumu(b)

3.1.5 inkubasyon ve hasat

Chaga mantar1 soguk iklimlerde ¢ok yavas gelisen bir tiir olmasindan dolayi
olusumunda soguk sokunun oldugu disiiniilmektedir. Misel Sarmasini tamamlayan
ortamlar +4 °C‘de 10 giin soguk sokuna tabii tutulmustur. Soklamasi1 tamamlanan ortamlar
{iretim odasma yerlestirildi ve 15+1 °C’de tutularak mantar olusumu gozlendi (Sekil 3.12
ve Sekil 3.13).

Enfeksiyon olusumlarina kars1 inkiibasyon odasinin nem ve sicaklik degerleri hergiin
dlgiilmiistiir. Ug ay sonra ortamlarda misel ve kabuk olusumlar1 gdzlenmis ve analiz

islemleri bunlar iizerinde yapilmistir.

Sekil 3. 13 : Inkiibasyon odasindaki misel olusmus numune
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3.2 Metot
3.2.1.Mantar misellerinin deney i¢in hazirlanmasi

Chaga ornekleri 35°C’de 5 (bes) giin boyunca deslikatér yardimi ile kurutulmustur.
Kurutulan chaga ornekleri blender ile dgiitiilerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki
ornekten 25 g alinarak 250 mL ¢o6ziicii ile karistirilmistir ve karistirma islemine devam
edilmistir (Ornek kiitlesinin (g) solvent kiitlesine hacmine orani ise 1:10°dur). Ekstraksiyon
islemi 60°C kaynama noktas1 sicakliginda gergeklestirilmistir (Ethanol gibi her ¢dziiciiniin
KN. standarttir. Ethanol min. 68°C, asetonitril 92°C, DW. 100°C‘dir). Hazirlanan
karisimlar oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sonrasinda karisgim filtrelerden
gecirilerek siiziilmiis ve buharlastirilmistir. Buharlastirma islemi ile saflagtirilmis 6ziit elde

edilmistir (Badr Qader Ismael, 2018).

3.2.2.pH ve Ec miktarmin él¢iilmesi

Chaga manatarinin kiiltiirasyonu asamasinda dikkat edilecek diger hususlardan biri
de pH ve Ec degerleridir. Ec, Ingilizce Electrical Conductivity (elektriksel iletkenlik)
kelimelerinin bas harflerinden olusur ve birimi mS/cm dir. Tuzlarin 6zelliklerinden biri
suyun icerisinde iyonlarina ayrilarak, pozitif veya negatif yiik kazanip elektrigi iletirler.
Suyun igerisindeki tuz orani arttikga elektrik iletkenligi de nispeten artis gostermektedir.
pH ise, Ingilizce potential Hydrogen (Hidrojen potansiyeli) kelimelerinin bas harflerinden
olusur. Suyunun pH degeri 7 ise nétr, 7 den kiiciik ise asit, 7 den biiyiik ise alkali oldugu
belirtir. Bu degerler bitki tiiriine, kok ortamina (toprak, torf, kayayiinii vb.) ve iklim
degerlerine gore farkliliklar gosterdigi de géz 6niinde bulundurulmalidir (Sahgiin, 2013).

Her uygulama icin; hus talaglarindan etiiv dncesi ve etiiv sonrast olmak {izere 3
tekerriir olarak her bir posetten 20 g ornek tartilip 100 mL saf su eklenerek karistirilak 2
giin boyunca bekletildikten sonra karisimlarin Ec ve pH metre ile Olgiimleri
gerceklestirilmistir (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15).

Baslangigta 1.Tekerriir 100,196 g; 2.Tekerriir 100,268 g; 3.Tekerriir ise 100,176 g
olarak hazirlanmis ve etiive atilmistir. pH degeri icin tekerriirler etiivde 2 giin
bekletilmistir. pH degeri igin etiive atilan bu tekerriirlerden 20 g numune 100 mL su ile
karistirilarak otoklavlanmistir. 2 giin bekledikten sonra elde edilen degerler asagidaki

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de yer verildi.
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Cizelge 3. 1:0Orneklerin etiiv dncesi ve sonrasi agirliklar:

Etiiv dncesi (gr) Etiiv sonrasi (gr)
1. Tekerriir 100,176 26,011
2. Tekerriir 100,268 26,254
3. Tekerriir 100,196 26,209

Cizelge 3.2: pH ve Ec degerleri (20 g 6rnek + 100 mL saf su)

Otoklav Oncesi Otoklav Sonrasi

pH Ec pH Ec
1. Tekerriir 6,89 0,7 6,06 0,7
2. Tekerriir 7,02 0,7 6,08 0,7
3. Tekerriir 6,82 0,7 6,17 0,7

Sekil 3. 15 : pH ve Ec 6l¢iimii

3.2.3. Toplam kondense tanen miktari

Tanenlerin yapilar1 birbirinden farklilik gostermekle birlikte, bilesimleri gallik asit,
polioksi asitler, floroglosin gibi fenol ve glikozdan olusmaktadir. Sulu asitler ile

kaynatildiklari takdirde hidroliz olurlar. Hidroliz iiriinlerinden biri m-digallik asittir. Bu
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bilesik iki molekiil gallik asitten meydana gelerek bir ester yapiyr olusturarak glikozla

birleserek tannik asiti olusturur.

HO OH
0 0
o—0 NS¢ N,
_ R /
C o — OH
O
HO 0 —
HO, OH \c—\ / OH
p— /O HO o/;f
HO \ /_C\XD OH
HO

Sekil 3. 16 : Tanenin molekiil yapis1

Bitkisel kaynakli olup bazi bitkilerin meyvelerinden, kapsiillerinden, kabuklarindan
ve koklerinden elde edilirler. Cok biiyiik miktarlarda molekiiler agirliga sahiptirler. Basta
deri endiistrisi olmak {izere miirekkep imalati, kil camuru, plastik, regine ve yaptirici
yapiminda, ¢esitli kumaglarin aprelenmesinde, mineral flatasyon, antifungal ve antiviriis
madde imalatinda, bira ve sarap sanayinde ¢okeltme maddesi olarak kullanilirlar. Bitkisel

tanenler kendi aralarinda hidrolize ve kondanse tanenler olmak tizere iki sinifa ayrilir.

Hidrolize tanenler; mikrobalan, kestane, sumak, palamut, mazi ve mese
kabuklarindan olusmaktadir. Kondense tanenler ise; mimoza, .kebreko, mangrove

kabuklari, hemlok kabuklar1 ve ¢am kabuklaridir.

Hazirlamis oldugumuz bu tez ¢alismasinda, spektrofotometrede toplam kondense
tanen miktarlar1 Makkar ve ark. (1995)‘a gore yapilmistir. Dalga boyu en yliksek
absorbans degerinin gozlemlendigi 580 nm olarak belirlenmistir. Absorbans miktarlarina
gore mese Orneklerinin kantitatif analizi gerceklestirilmistir. Kalibrasyon grafigi i¢in
kullandigimiz standart ise mimoza taneni olarak tercih edilmistir. Numunelerin
hazirlanmasi i¢in; 0,01 g referans i¢in mimoza ve numune i¢in hus tiirleri tartilarak 95 mL
n—biitanol, 5 mL HCI (% 35°’1lik) 0,05 g Fe>SOs4 karisimindan (reagent) olusan tanen
cozeltisinden 10 mL bir santrifiyj tlipline konularak su banyosunda 1 saat siire ile kaynayan
suda bekletilmistir. islem sonunda buz banyosunda hizli soguma islemine maruz birakilip
santrifiijleme islemi gergeklestirilerek coktiiriilmistiir. Quartz kiivetler icine konularak

spektrofotometrede 580 nm dalga boyunda miktar analizi i¢in absorbans degerleri
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okutulmustur. 1000 ppm (mg/kg) olarak hazirlamis oldugumuz mimoza taneninin
konsantrasyonunu 100 ppm ve altina diisiirerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Bulunan sonuglar tanen c¢ozeltisi i¢indeki toplam kondanse tanen agirligi olarak

hesaplanmistir (Altuntas ve ark., 2017).

Sekil 3. 17 : Shimadzu Uv-Vis spektrofotometre

Chaga mantariin toplam yogunlastirilmis tanen konsantrasyonu Cizelge 3.3’de
verilmistir. Tanenler, 500-3000 g/mol molekiil agirhigi ile suda ¢oziiniir antioksidanlardir.
Tanen konsantrasyonu, Cizelge 3.4 ve Sekil 3.18°de detaylandirilan 6,25 mg/L ila 50 mg/L
arasindaki  konsantrasyonla standart kalibrasyon egrisi (R?=0.999) kullamlarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.3: Toplam yogunlastirilmis tanen konsantrasyonu

Yogunlastirilms Ortalama Standart| Varyasyon
Chaga Tanen (mg / kg) Sapma | katsayisi (V)
53,68 | 50,67 |50,67| 34,06 0,80 2.34

Uglii 8l¢iimden ortalama toplam yogunlastirilmis tanen konsantrasyonu 34,06 mg/L

olmustur. Toplam ¢oziinen madde miktari ise %88,5 olarak hesaplanda.

Cizelge 3. 4: Mimoza tanenein kalibrasyon standarti

Mimosa Tanen Kalibrasyonu

Konsantrasyon (Mg / L) Absorbans
50 0,75
25 0,365
12,5 0,179
6,75 0,094
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Sekil 3. 18 : Mimoza tanen kalibrasyon egrisi
3.2.4. Toplam antioksidant aktivitesinin belirlenmesi

DPPH (2-2 difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, birka¢ kararli organik azot
radikallerinden birtanesi olup, rengi koyu meneksedir ve UV-GB absorpsiyon max. 515
nm’dir. Bu method ile her bir 6rnek i¢cin DPPH radikalinin antioksidantlar tarafindan
redoks reaksiyonuna bagli siiplirme temeline dayanarak antioksidant aktivite yiizdesi

(%AA) belirlenmistir (Blois, 1958; Prior RL. ve ark., 2005).

Mantar ekstraklarinin cesitli kisimlarindan 6rneklerle birlikte seyreltilmis ¢alisma
soliisyonlar1 (pozitif kontrol, BHT (biitillenmis hidroksitoluen); negatif kontrol, tek bagina
solvent) hazirlanmigtir. Sonra ¢oziicii  ekstraktraksiyonlar i¢in 0,1 mM DPPH
hazirlanmistir. Bir tlipte 3 mL‘ye kadar olan ¢oziiciiler ayr1 ayr1 olacak sekilde sirasiyla
0,1; 0,2 ve 0,3 L karistirilarak 1 mL DPPH eklenmistir. Karigimlar 30 dk karanlik bir
odada muhafaza edilmis ve. 30 dk sonunda absorbans UV/Goriiniir spektrofotometre ile
517 nm’de olgim gergeklestirilmistir (Baba ve Malik, 2015). Radikal siipiiriicti aktivite,
DPPH radikalinin siipirme yiizdesi olarak asagida belirtildigi gibi hesaplanmistir (Lu ve
ark., 2014).

A-B

DPPH radikal siiptiriicii aktivitesinin inhibitori (% ) = —— x100..................... (1.2)
A

Burada;
A : DPPH absorbansi

B : Ornek ve BHT ’ nin algilanisindaki absorbans
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DPPH yo6nteminin avantaji; basit ve hizli olusu, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar
vermesi, yanlizca UV-GB spektrofotometresine ihtiya¢ duyulup ¢ok sayida 6rnek analizi

yapilmasini saglamistir (Fukumoto ve ark., 2016).

DPPH yanlizca organik ortamda, 6zellikle alkol ortaminda ¢6ziilebilir ve sulu
ortamda ¢oziinme gergeklesmez. DPPH., fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan
kapasitelerinin dlgiildiikten sonra karsilastirma yapmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir.

3.2.5.LC/MS/MS analizinin yapihis1

LC/MS/MS analizleri ig¢in Nexera modeli (Shimadzu, Kyoto, Japonya)
kullanilmistir. Sivi kromatografi makinesinde LC-30AD ikili pompalari, DGU-20A3R
degasser, CTO-10ASvp kolon firmi ve SIL-30AC otomatik Ornekleyici vardir.
Kromatografik olarak ayirma isleminde ters fazli bir C18 tipi Inertsil ODS-4 (150 mm x
4,6mm, 3um) analitik kolon kullanilmigtir. Kolon sicakligi 40°C'de sabitlenmistir.
Hareketli faz A'nin gradyan ¢oziiciilerinin emilsiiyonu (su , 5 mM amonyum format ve
%0,1 formik asit) ve hareketli faz (metanol , 5 mM amonyum format ve %0,1 formik asit)
idi. Bir sonraki solvent ¢oziiciisiine sahip olan gradyan programi t (min.), B %(0.40),
(20,90), (23.99, 90), (24 ,40), (29 ,40). Coziicii akis oran1 0.5 mL/dak'da muhafaza edilmis

ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak ayarlanmistir (Sekil 3.19).

Bu calismada, mantar materyallerinde yaygin olan 25 (yirmi bes) bilesik
sayisallastirilmistir. Rectilinear regresyon denklemleri ve calisilan standart bilesiklerin
lineerlik degerleri verilmistir. Mantar Orneklerinin ekstraksiyonu, li¢ farkli ¢oziicii ve
yontem kullanilarak yapilmistir. Kuru filtrelenmis malzemeler 1000 mg/L'ye seyreltilmis
ve onceden 0.2 pum mikrofiber filtre ile filtrelenmis ve ardindan LC/MS/MS analizi
kullanilmigtir( Sekil 3.19).analizler sonucunda Cizelge 3.5°de kiiltiire edilmis (KI) ve ticari

(T1) chaga mantarina ait aminoasit degerleri verilmistir.

Sonuglar ise asagidaki formiil ile hesaplamis, elde edilen veriler ile fenolik

bilesiklerin kramatografisi olusturulmustur (Sekil 3.20).

X Uf

Bilesik pg / g'nin kantifikasyonu = yp5 .o (1.3)

Burada ,

X @ sonug

U :% 95'teki nispi belirsizliktir
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Sekil 3. 19 : : LC/MS/MS enstriimantasyon

Analizlerimizi yaparken kiiltiire ettigimiz Chaga mantarinin yani sira yurt disindan
getirtmis oldugumuz ticari chaga mantarin1 hem 6giitiilmiis olarak hem de 6gilitme islemi
yapitlmadan alinan numuneler ile olusturduk. Kiiltiirasyon sonucu elde edilen chaga
mantar1 N harfi ile; ticari chaga mantar1 ise K ve T harfleri ile gosterdigimiz numunelerdir.
K oOrnekler ogiitiilmeden ekstraksiyonu yapilanlar numuneler olup, T O&rnekleri ise

ogiitiilerek ekstrasyonu yapilanlardir numunelerdir.

K (6giitiillmeyen) 6rnekleri;
K1-Mantar-MeOH (%10 seyreltilmistir)
K2-Mantar-EtOH (%10 seyreltilmistir)
K3-Mantar-Su (%10 seyreltilmistir)
K4—Mantar-DMSO (%0,1 seyreltilmistir)
T (6giitiilen) 6rnekleri;
T1-Mantar-MeOH (%10 seyreltilmistir)
T2-Mantar-EtOH (%10 seyreltilmistir)
T3-Mantar-Su (%10 seyreltilmistir)
T4—Mantar-DMSO (%0, 1 seyreltilmistir)
N (kiiltiire edilen) 6rnekleri;
N1-Mantar-DMSO (%0,1 Seyreltilmistir)
N2—Mantar- EtOH (%10 Seyreltilmistir)
N3-Mantar- MeOH (%10 Seyreltilmistir)
N4—Mantar-Su (%10 Seyreltilmistir)
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Cizelge 3.5.: Kiiltiire edilmis (KI) ve ticari chags mantarlarinin (TI) aminoasit degerleri

IYONLASMA ALIKONMA DETERMINASYON
STANDARTLAR MODU MRM SURESI KATSAYISI (R?) DENKLEM

Kuersetin neg 301,1>151 6,091 0,9990363 Y=(13,7831)X+(-146,951)
Asethohidroksamik asit pos 76,10>43,10 1,986 0,999363 Y =(150,982)X + (23,1833)
Katesin hidrat Neg 291,10>139,00 4,958 0,9991201 Y =(79,2933)X + (-2406,22)
Vanillik asit pos 168,80>93,00 6,026 0,9976425 Y = (48,0522)X + (-876,904)
Resveratrol pos 229,10>135,00 5,713 0,9978816 Y =(46,4361)X + (-1314,61)
Fumarik asit neg 115,20>71,00 3,674 0,9989117 Y =(20,2986)X + (-762,592)
Gallik asit neg 169,20>125,00 4,134 0,998971 Y = (65,3835)X + (-2699,84)
Kafeik neg 179,20>135,00 5,283 0,9956162 Y = (124,785)X + (-487,132)
Phloridzin dihidrat neg 435,00>273,10 5,646 0,9986845 Y =(33,4069)X + (-1396,90)
Oleuropein neg 539,10>377,20 5,643 0,9989262 Y =(25,9240)X + (-558,916)
4-Hidroksisinnamik neg 163,20>119,00 5,738 0,9949564 Y =(13,1516)X + (717,421)
Ellagik asit neg 300,90>145,10 5,895 0,9995757 Y =(5,25903)X + (-1167,31)
Mirisetin neg 317,10>150,90 5,858 0,9992188 Y = (37,0934)X + (2684,23)
Protokatesuik neg 181,20>108,00 5,875 0,9943057 Y = (526,954)X + (23026,1)
Silimarin neg 481,00>301,00 5,978 0,9947323 Y =(31,9969)X + (-1823,79)
2-Hidroksi 1, 4naftakinon neg 173,20>144,90 6,058 0,9971801 Y =(203,469)X + (29033,1)
Biitein neg 271,10>135,00 6,084 0,9992028 Y = (49,3543)X + (367,917)
Narenferin neg 271,10>150,90 6,104 0,9955044 Y =(317,241)X + (33733,3)
luteolinin neg 285,20>132,90 6,19 0,9976786 Y = (34,6668)X + (3721,79)
Kemferol neg 285,10>116,90 6,288 0,9993608 Y =(2,63905)X + (-206,494)
Kurkumin neg 367,00>149,00 6,516 0,9966966 Y =(227,706)X + (-10111,1)
Timokinon neg 164,20>149,00 6,632 0,9991933 Y = (60,4553)X + (2285,92)
alizarin neg 239,20>210,90 6,8 0,998357 Y =(3,97487)X + (1614,23)
Hidroksibenzoik asit neg 137,20>93,00 6,13 0,9987579 Y =(735,804)X + (-498,102)
Salisilik asit neg 137,20>93,00 6,104 0,9989762 Y = (746,369)X + (6072,41)

Burada; RT?: Alikonma siiresi, R? : Determinasyon Katsayisi, lonization Mode (IM) : Tyonlasma Modu
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Sekil 3. 20 : Fenolik bilesiklerin kramatografisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Verim Tayini

Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle etanol, methanol, DMSO ve su kullanilarak

hazirlanan Chaga ekstraktlarinin verim yiizdesi ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Chaga verim tayini degerleri

Verim (%)
Ekstraksiyon 1.0rnek 2.0rnek | 3.0rnek | Ortalama | Standart
Sapma
Ethanol 4 4,1 4 4 +0,48
Methanol 6 5,8 6,2 6 +0,52
DMSO 1,3 14 15 14 +0,42
Su 5 51 4,9 5 +0,38

4.2. DPPH Radikal Temizleyici Etkinlik

Serbest radikal 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 517 nm'de (mor renkli)
karakteristik bir sogurmaya sahiptir ve hidrojen atomu veya elektron bagisi saglayarak
radikal stipiiriiciilere maruz kaldiginda 6nemli 6lgiide azalmistir. 517 nm'de daha diisiik bir
absorbans, ekstraktin daha yiiksek bir radikal siipiirme aktivitesini gostermistir. Serbest
radikal siipiiricli, antioksidanlarin  lipit oksidasyonunu inhibe ettigi  bilinen
mekanizmalardan biridir. Bu test antioksidan aktivite ¢alismalarinda standart bir testtir ve
spesifik bilesiklerin veya ekstraktlarin radikal siiplirme yetenegini taramak i¢in hizli bir
teknik sunmaktadir (Amarowicz ve ark., 2004). Bitkilerin radikal siipiiriicii aktiviteleri,
gesitli ekstraksiyon yontemleri ve BHT sonuglari olan ekstreler Cizelge 2.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2: Chaga ekstraktlarinda DPPH siipiiriicii aktiviteleri

DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi (%)
Ekstrak Hacmi BHT Hacmi
Coziiciiller 0.1 mL 0.2 mL 0.3 mL 0.1 mL 0.2 mL :}i
Ethanol 91,25 90,833 87,778 54,167 51,667 |53,667
DMSO 84,624 76,272 70,729 88,686 85,497 (87,054
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4.3. Toplam Yogunlastirilmis Tanen

Calismamizda hidrolize olmayan, 1siya karst kuvvetli asitlerle ya da bazi
yiikseltgeyici maddelerle flobafen adi verilen camurumsu koyu kirmizi renkli ¢éziinmez
bilesikleri olusturma ozelligine sahip kondense tanenlerden biri olan mimoza tanen

kullanilmustir.

Mimoza tanen; Giiney Afrika ve Avustralya’da yetisen siyah akasya agacinin
kabuklarindan elde edilen tanendir. Cozeltisi %62-63 tanen icermektedir. Penetrasyonu
cok hizlidir ve dogal pH’14,8’dir.

Olgiimlerimiz sonucu elde ettigimiz Chaga Mantarindaki Yogunlastirilmis Tanen

Miktarlar verileri Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3: Chaga mantarindaki yogunlastirilmis tanen miktarlari

Tiirlerin Konsantrasyon Or;z:)l;ma Standart Varyasyon
Miktar: (ppm Sapma/SD
pm) (mg/kg) | >
Inonotus 3464|3319 [33,2|34,64 |34,6| 34,06 0,80 2,34
obliguus

Toplam yogunlastirilmig tanen igeriginin yiizdesi 34,06+2,34 mg/L olmustur. Bu ii¢
degerin ortalamasi standart sapma (+SD ) olarak sunuldu. Tanenler, 500-3000 g/mol
molekiil agirhigr ile suda ¢oziinlir antioksidanlardir. Tanenler sebzeler, meyveler ve

tohumlar gibi bitkilerde her yerde dagilmis dogal polifenollerdir.

4.4. LC/MS/MS Yonteminin Analitik Parametreleri
4.4.1 LC/MS/MS yontemi ile elde edilen fenolik bilesikler

Fenolik maddeler gida sanayiinde mikrobiyal giivenlik acisindan 6nemli oldugu
gibi, ilag¢ sanayiinde de antimikrobial 6zelliklerinden yararlanilmaktadir. Marchaim ve ark.
1995 yilinda gida ve ilag sanayi disinda fenolik bisiklerin, ¢6ziiniir kahve liretimindeki
atiklarin bitki gelistirme ortamlarinda ticari agidan kullanabilirligini bildirdi. Yapmis
oldugumuz calisma ile bu fikri destekleyen Rouus ve ark. (1995); kahve atiklarinin ayni
zamanda kafein, tanenler ve polifenolik icermelerinden dolayr hayvan yemi olarak
kullanilmakta oldugunu kaydedildi. Deginilen bu bulgularin yani sira Hollman ve ark.
(1996), esansiyel olmayan fenolik maddelerin ayn1 zamanda besin degeri diisiik ve insan

saglig1 iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu destekledi.
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Bilim adamlarinin aragtirmalarindan yola ¢ikarak kiiltiirasyonunu yapmis
oldugumuz ve ticari olarak satin aldigimiz Chaga mantarlarimin fenolik igeriklerini
arastirarak elde edilen sonuglar karsilastirildi. Kiyaslama yapabilmek i¢in hazirlanan 20 ¢
numuneler ile 75 ml/g H,O karistirilip oda sicakliginda, galkalanarak su banyosunda bir
gece boyunca beklettikten sonra, ertesi giin numunelerimizi LC/MS/MS cihazinda analiz
edildi ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.4.°de belirtildi.
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Cizelge 4.4: Ticari ve kiiltiirel chaga mantarinin analitik parametreleri:

Kiiltiire Edilmis Chaga Ogiitiilmemis Ticari Chaga Ogiitiilmiis Ticari Chaga
STANDARTLAR N1 N2 N3 N4 K1 K2 K3 K4 T1 T2 T3 T4
(ng/kg) (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg)
Kuersetin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Asethor::i:(t)ksamlk 0,279 0,337 0,122 0,096 ND ND ND ND 0,032 ND ND ND
Katesin Hidrat ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Vanillik Asit 12683,799 | 216,492 | 399,352 | 149,075 | 178,792 | 99,555 | 57,856 | 13874,869 | 109,181 | 142,443 | 110,677 | 19073,492

Resveratrol 3951,651 | 46,408 | 15324 | 65576 | 3,833 5775 | 33,692 | 1126,479 | 1,608 2,303 2,249 | 382,758
Fumarik Asit 1,584 19,687 | 14,506 | 228,258 | ND ND 6,612 | 1720,518 ND ND 5497 | 1164,925
Gallik Asit 4399,375 7,448 0,193 | 291,641 ND ND ND ND ND ND ND ND
Kafeik 3043,019 | 33,565 | 30,960 | 41,806 | 98,528 | 12,049 | 41,444 | 1246,115 | 21,952 | 29,715 | 52,678 | 552,560
Phloridzin
Dihidrat \D ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Oleuropein ND ND ND ND ND 6,000 ND ND ND ND ND ND
© 246744,400 | ND ND 10,973 | 6,845 5,111 5283 | 972,239 ND 5,638 2,148 | 497,664

Hidroksisinnamik

Ellagik Asit ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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Mirisetin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Protokatesuik ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Silimarin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Z-rt'z:?t;(l)(ii(rsli)#‘l ND ND ND 35,504 ND ND ND ND ND ND ND ND
Biitein ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Narenferin 5403,067 | 52,810 | 36,323 | 72,686 | 21,926 | 21,097 | 75,798 | 2511,633 | 16,574 | 20,716 | 33,651 | 2492974
Luteolinin 3390,087 | 77,148 | 42,024 | 70,647 | 23592 | 24,733 | 25586 | 1069,361 | 32,643 | 7,618 | 10,796 | 10985,056
Kemferol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 1,785 ND
Kurkumin ND 8,036 ND ND ND ND ND 432,862 ND ND ND ND
Timokinon 28,398 3,599 ND 3,159 ND 5,210 ND 140,329 | 2,519 4,139 2,648 | 185372
Alizarin ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Hidroksibenzoik Asit ND 36,326 | 24,570 ND ND 24,301 ND ND ND 25,766 ND ND
Salisilik Asit ND ND 31,556 ND ND 31,394 ND ND ND ND ND ND
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Ticari ve Kkiiltiirel chaga mantarinin analitik parametreleri (cizelge 4.4)’ten
yararlanarak elde ettigimiz fenolik bilesik ve oranlar1 Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3. ‘te
yer almaktadir. Numuneler saf su, DMSO , etanol ve metanol den olusan dort farkli

ekstrakt ¢ozeltileri ile hazirlanmigtir Olgiimler pg/kg birimi kullanilarak yapilmustir.

8000

6000

4000 = DMSO{mg/kg)

2000 ETANOL{ mg/kg)

ppm

= METANOL{ mg/kg)

m su{mg/kg)

FENOLIK BILESIKLER

Sekil 4.1: Kiiltiire edilmis chaga mantar1 6rneklerinde bulunan fenolik bilesikler ve
miktarlari

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

= METHANOL {pg/kg)
ETHANOL (pg/kg)

H SU{pg/kg)

m DMSO(pg/kg)

ppm

FENOLIK BILESIKLER

Sekil 4.2: Ogiitiilmemis chaga mantar1 6rneklerinde bulunan fenolik bilesikler ve

miktarlari
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8000 -

6000
4000
= METHANOL {pg/ka)
g 2000 ETHANOL {ng/kg)
0 H SU (pg/kg)

= DMSO(pg/kg)

FENOLIK BILESIKLER

Sekil 4.3: Ogiitiilmiis chaga mantar1 6rneklerinde bulunan fenolik bilesikler ve miktarlart

Montedoro (1972) ve Roncero (1978) yapmis olduklari ¢alismalarda zeytinyaginda
en fazla yer alan fenolik bilesiklerden kafeik, vanilik ve p-hidroksibenzoik asit tespit
etmistir.

Shahidi ve ark. (1995) siyah ¢ayin lezzeti iizerine monomerik fenolikler; flavanoller,
flavonoller, theogallein, kloregenik asit, p-kumarik asit ve kafeik asidin 6nemli katkisinin
oldugu sonucuna varmisdir.

Chen ve Ho (1997) aygiceginde ve tohumlarinda en fazla bulunan hidroksisinnamik
asit olup bitki proteininin ¢6ziiniirliigiinii oldukga fazla etkiledigini belirtmistir.

Karakaya ve ark. (2001) fenolik bilesikler igeren bazi gidalarin antioksidan
aktivitesinde kuru tiziimlerde toplam fenolik madde miktarmin 3,99 mg/g, kirmizi
tizimlerde ise 2,21 mg/g oldugunu bildirmistir

A. Garcia vd. (2001) ele aldig: iki farkli zeytin ¢esitinden iiretilen zeytinyaglarinn
fenolik madde miktarlari; natiirel zeytinyagiin vanilik asit, vanilin, 4-(asetoksietil)-1,2-
dihidroksibenzen ile bagli elenolik asitin dialdehidik formu oldugunu bildirmistir.

Sarikaya (2005) biyolojik ve kimyasal 6zellikleri nedeni ile kuvvetli olan gallik
asitin dogal bir antioksidan oldugundan bitkisel gidalardan yesil ¢ayda yiiksek oranda
bulundugunu ve cok ¢esitli alanlarda kullanildigini tespit etmistir.

Gilines ve ark. (2005) topraktan ve tohuma yapilan uygulamalarinin muisir
fidelerinin kuraklik, tuz ve bor vb. streslere karsi verdikleri tepkiyi incelemisler, 0.1 ve 0.5
mm diizeyindeki topraktan yapilan ve 1 mm diizeyindeki tohuma yapilan SA

uygulamalarinin bahsedilen stres kosullar1 altinda yasayan bitkilerde besin elementi
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alimimin arttirdigin1 buna karsilik toksik iyon alinimini azalttigini ve boylece strese karst
tolerans1 artirdigini bildirmislerdir.
Aras (2006) tiziim Ve liziim triinlerinin toplam fenolik igerigi; kirmizi {iziimlerde

PR

2,88-3,42 mg/g , beyaz gesitlerde ise 1,87-2,22 mg/g arasinda degistigi tespit etmistir.

Turhan ve ark. (2007) meyve ve sebzelerde bulunan fenolik bilesiklerden yola
¢ikarak, andiz pekmezinin diger pekmezlere gore daha buruk bir tatda ve kuersetin, kafeik
asit ve gallik asit gibi fenolik maddeler bakimindan g¢ok zengin bir kaynak oldugu
belirtmistir.

Giirbiiz ve ark. (2007) Trakya, Ege, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerinde
yetistirilen {liziimlerinden yapilan saraplarin Tiirkiye’ nin 6nemli sarap ireticilerinden
temin etmis ve resveratrol miktarlar1 arastirmistir. Bu arastirmada elde edilen sonuglar,
Dogu Anadolu Boélgesinde yetistirilmis tiziimlerden yapilan kirmizi saraplarin diger
bolgelere gore daha yiiksek resveratrol konsantrasyonlarina sahip oldugunu gostermistir
(2.26 mg/L).

Sakanashi ve ark. (2008) kuersetin; sogan, elma, lahana ve ¢ayda yiiksek miktarda
rastlandig1 bildirmistir.

Park ve ark. (2011) kivi meyvesi icerdigi fenolik bilesik miktar1 ve ¢esidine gore
siralandiginda 14,10-60,10 pg/g arasinda degisen protokatesik asit olurken, 7,18-21,70
pg/g ile kafeik asit, 5,11-7,15 pg/g ile vanilik asit ve 2,88-4,05 pg/g ile p-kumarik asit
izledigini, bidan ¢esidinse ise fenolik asit i¢erigi diger daha yiiksek oldugunu gozlemistir.

Onceki ¢alismalardan yararlanilarak elde edilen sonuglar1 karsilastirilacak olursak
hem ticari Chaga mantar1 hem de kiiltiire ettigimiz Chaga mantar1 numunelerinin fenolik
bilesik iceriklerinin diger meyve ve sebzelere gore yiiksek oranda hidroksibenzoik asite ve
kafeik asit icerdigini gérmekteyiz. Onu takip eden fenonik bilesikler ise; quercetin, vanilik

asit, resveratrol, fumarik asit, salisilik asit, asit, gallik asittir.

4.4.2 LC/MS/MS yontemi ile elde edilen aminoasitler

Aminoasitler proteinlerin temel yapisal birimleridir. Biyolojik 6nemi agisindan
aminoasitler temel ve temel olmak iizere olarak ikiye ayrilir. Temel aminoasitler viicutta
sentezlenemezler, zorunlu olarak besinlerle digsaridan alinmasi gerekmektedir. Bu
aminoasitler; lisin, 16sin, izoldsin, metiyonin, treonin, triptofan, fenilalanin, valin olmak
tizere sekiz adettir. (Imura ve ark., 2015; Okada, 1998; Aksoy, 2000; Saldamli, 2007).

Insan viicudunda sentezlenen aminoasitler ise alanin, arjinin, aspartik asit, sistein, sistin,
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glutamik asit, glisin, histidin, prolin, hidroksiprolin, serin, trozindir (Young, 1994;
Gozikara, 2001; Saldamli, 2007; Bilisli, 2009). Amino asitlerin bu énemli gorevlerinden
yararlanilarak numunelerimiz igerisinde hangi amino asitlerin oldugunu tespit ederek
asagidaki Cizelge 4.5’de belirtilmistir.

Analizler dogrultusunda kiiltiirasyonu yapilan chaga ile ticari chaga mantarlarinin
amino asit i¢eriklerini incelenmek iizere, hazirlanan numuneler teste tabi tutulmus ve buna
bagli olarak bazi amino asitler yiiksek oranlarda bulunurken, diger amino asitler yok

denecek kadar da olsa bir miktar bulundugu kanisina varilmistir.
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Cizelge 4. 5: Kiiltiire edilmis (KI) ve ticari (TI) chaga mantarlarinin amino asit igerikleri ve miktarlar

Kiiltiire Edilmis Chaga Mantar1 ( KC)

Ticari Chaga Mantar ( TC)

. . SAF SU | DMSO ETHANOL | METHANOL | SAF SU DMSO ETHANOL | METHANOL
NO AMINO ASITLER (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg) | (mg/100mg)
1 1-Mhis 0,019 ND ND 0,002 ND 0,045 0,029 ND
2 2- Aminoadipik Asit 0,169 ND ND ND ND ND ND ND
4 3-Mhis 0,861 ND 1,407 0,702 ND ND ND ND
5 3- Aminobiitirik Asit 2,477 0,089 1,15 ND ND ND ND ND
6 4-Oh-Proline ND 0,041 ND ND ND ND ND ND
7 5- Oh-Lizin 0,939 ND ND ND ND ND ND ND
8 Alanin 21,817 ND ND 20,48 2,276 3,66 2,967 19,147
9 Alanin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
10 Arjinin 17,99 3,978 8,489 5,416 2,19 1,848 1,776 2,15
11 Arginin Izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
12 Asparagin 51,387 10,285 9,68 14,304 ND ND ND ND
13 Asparagin Izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
14 Aspartik Asit ND ND ND ND 17,413 6,369 5,713 12,246
15 Aspertik izolosin ND ND ND ND 1 1 1 1
16 Sitriilin 3,841 0,178 1,424 0,557 0,73 1,283 0,42 0,314
17 Sitriilin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
18 Sistin 0,579 0,439 0,238 0,603 ND ND ND ND
19 Sistin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
20 Sistatyon 0,138 ND ND ND ND ND ND ND
21 Glutamin 12,755 2,021 12,746 3,589 2,472 2,786 1,796 3,038
22 Glutamin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
23 Glutamik Asit 51,152 0,296 12,525 5,632 0,747 1,389 ND ND
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24 Glutamik izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
25 Glisin ND ND ND ND ND ND ND 102,54
26 Glisin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
27 Homosistein ND ND ND ND ND ND ND ND
28 Homosistein izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
29 Histidin 0,596 0,4 0,261 1,578 0,634 0,337 1,055 0,56
30 3-Metil Histidin ND ND ND ND 1 1 1 1
31 Lizin 17,207 1,347 4,303 3,87 1,08 0,967 0,473 1,013
32 Lisin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
33 Metionin ND ND ND ND 0,045 0,192 0,154 0,124
34 Metiyonin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
35 Ornitin 27,339 20,085 26,994 23,784 5,02 4,796 4,776 5,9
36 Ornitin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
37 Fenilalanin 7,523 ND 8,531 2,273 0,367 ND 0,277 ND
38 Fenilalanin izolosin ND ND ND ND 1 1 1 1
39 Prolin 36,542 ND 123,587 10,285 0,55 1,213 0,45 1,511
40 Prolin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
41 Serin ND 2,23 2,26 3,261 10,049 ND 2,748 ND
42 Serin izolésin ND ND ND ND 1 ND 1 1
43 Taurin ND ND ND ND ND ND ND ND
44 Treonin 104,301 89,809 89,034 89,705 32,726 54,93 58,868 49,123
45 Treonin izolosin ND ND ND ND 1 1 1 1
46 Triptofan 0,192 0,158 0,57 ND 0,215 ND ND ND
47 Triptofan izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
48 Triozin 15,229 8,674 ND 10,881 ND ND ND ND
49 Triozin izolosin ND ND ND ND 1 1 1 1
50 Valin 16,307 ND 12,667 7,272 ND ND ND ND
51 Valin izolésin ND ND ND ND 1 1 1 1
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52 Anserin ND 0,059 ND ND ND ND ND ND
53 Beta-Alanin 13,38 70,435 45,582 33,834 ND ND 10,77 62,174
54 Karnozin ND ND ND ND 0,07 ND ND ND
55 Etanolamin 11,906 0,574 4,463 1,045 ND ND ND ND
56 Gaba 4,173 0,05 1,992 0,66 ND ND ND ND
57 Homositrulin ND ND ND 2,247 ND ND ND ND
58 Trans-4-Oh-Proline 1,242 ND 0,598 0 ND ND ND ND
59 Norvalin 0,33 0,228 0,403 0,401 ND ND ND ND
60 Sarkosin 5,805 ND 11,813 3,378 ND ND ND ND
61 Glutamik Asit 53,162 ND 18,048 7,42 ND ND ND ND
62 Ortophospo_Sein ND ND ND ND ND ND ND ND
63 Orto Fosforil Etanol Amin ND 20,088 16,908 18,08 ND ND ND ND
64 Argininosiiksinik Asit ND ND ND ND ND ND ND ND
65 Lasin_IS ND ND ND ND 1 1 1 1
66 Alanin_IS ND ND ND ND ND ND ND ND
67 Lasin 29,107 10,439 34,481 15,246 8,218 22,177 2,067 4,204
68 izolésin 3,68 2,026 4,126 2,361 ND 1,522 ND ND
69 Alloizolosin 1,043 0,046 1,499 0,67 ND ND ND ND
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Deney igin; saf su (mg/100 mg), DMSO (mg/100 mg), etanol (mg/100 mg) ve
metanol (mg/100 mg)‘den olusan dort farkli ekstrakt ¢ozeltileri ile hazirlanmustir.
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AMINO ASITLER

Sekil 4. 4: Kiiltiire Edilmis chaga mantar1 amino asit igerikleri ve miktari
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Sekil 4. 5: Ticari chaga mantar1 amino asit icerikleri ve miktari

Rendig ve Broadbent (1979) azot elementini kullanarak misir {izerinde yaptiklari
caligmaglarinda; triptofan, lizin, glisin, arjinin ve treonin amino asitlerin miktarinda azalma
gozlemlemis; buna karsin, alanin, fenilalanin, tirozin, glutamik asit ve lsin amino

asitlerde 6nemli miktarda artig goriilmiistiir.
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Kyuzhalov (1996) farkli balik tiirlerinde alinan 6rnekler sonucu alanin, lizin ve
glutamik asit gibi amino asitlere rastlamistir. Bu aragtirmalara 6rnek olarak bir yasin
altindaki sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) ile ilgili calisma yapmis ve ¢alisma sonucunda
sazanlarda 13 adet amino asitin en belirgin olanlarinin sistin, asparajin, glutamik asit,

treonin ve alanin oldugu kaydetmistir

Kammerer ve ark. (2004) mor havugta fenolik asitlerden p-kumarik, kafeik asit ve
ferulik asit bulundurdugunu belirtmis. Ayrica {li¢ ¢esit hidroksibenzoik asit tiirevide
goriilmiistiir. Kok kisminda 657 mg/kg ve konsantresinde 5815 mg/kg kafeik asit ve Kinetik
asidin esteri olan Klorojenik asitin (5—O-kafeoilquinik asit) en baskin fenolik bilesik

oldugunu tespit etmistir

Fazlul karim ve ark. (2006) nohut {izerindeki amino asit igerigini incelemek i¢in
belirli oranlarda potasyum naftenat ve naftalen asetik asit kullanmis ve potasyum naftenat
uygulamasinda izolosin, 16sin, lizin, fenilalanin, ve valin, alanin, aspartik asit, glutamik
asit, serin, ve tirozin amino asitlerinde miktarida 6nemli artis oldugunu belirtmisdir.

Losak vd. (2010) azot giibresini iire seklinde farkli dozlarda kullanarak misir
lizerinde yaptiklar1 tane amino asit igerigini arastirmalarinda valin, izolGsin, 18sin,
fenilalanin, histidin, sistein ve alanin lizerinde énemli 6l¢iide etkili olmustur ve en yiiksek

azot kullaniminda ad1 gecen amino asitlerin miktarinda artig gérilmiistiir.

Elde edilen sonuglarda hem ticari Chaga mantar1 hem de kiiltiire edilen Chaga
mantart numunelerinde yliksek oranda treonin, lizin, glutamin, ornitin’e rastlanmistir.
Bunun yani sira kiiltiire edilen Chaga mantarinda alanin, arjinin, asparajin ve b-alanin

amino asitlerininde varligindan s6z edilebilinir.( Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Gegmis yillardan giiniimiize mantarlar; zengin besin degerleri ile beslenmenin
onemli bir parcasi olup, icerdikleri ¢esitli biyoaktif bilesikler nedeniyle bir¢ok hastaligin
onlenmesi ve tedavisinde destekleyici olarak kullanilabilmektedir. Ulkemizde kiiltiire
alinmisg mantar ve doga mantarlarinin {iretimine yonelik ¢aligmalarin bir hayli artmasina
karsin, mantarlarin terdpatik etkileri iizerine ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir. Yurdumuzda
bu konuyla ilgili bilimsel arastirmalara ihtiyag vardir. Bu bilimsel ¢iktilar 1s1ginda tibbi
mantarlarin  tretim ve tliketimin artirilmasi, halkin bu konuda bilinglendirilmesi
gerekmektedir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarimni
olustururduklarindan dolay1 bir maddenin antioksidan etki yoniinden kuvvetliligi icerdigi
fenolik madde miktarina da bagh ve fenolik bilesiklerin serbest radikalleri siipiiriicii etkisi
nedeniyle antioksidan Ozelliginde Onemli bir role sahip oldugu bir c¢ok arastirmada
vurgulanmistir Bizde yapmis oldugumuz bu ¢aligsma ile; kiiltiire edilmis Chaga mantarinin
fenolik icerigi lizerine arastirma yaparak tibbi mantar olarak kullanimini yayginlastirmay1
amaglanmistir. Chaga mantar1 yiizyillar boyunca sagliga olan faydalarindan dolay: bir¢ok

kiiltiir tarafindan diinyadaki en giiclii sifali mantarlarindan biri olarak kabul edilmistir.
Yapilan ¢alisma sonunda ortaya ¢ikan veriler dogrultusunda, kiiltiire etmis
oldugumuz mantarin LC/MS/MS cihazinda analizi ile bir¢ok fenolik bilesiklere rastlanmis
ve bunlar; kateshin hidrat, kuersetin, asethohidrosinamik asit, vanilik asit, resveratrol,
fumarik asit, gallik acid, kafeik, phloridzin dihidrat, oleuropen, hidroksisinamik asit,
ellagik asit, mirisetin, silimarin, kurmin, narinjinin, kemferol, salisilik asit, hidrosi benzoik
asit, biitein, luteolin, alizarin, thymoquinone, protokatesuik asit, etil ester, hidroksi
1,4naftokinon olmak tizere 25 adet bilesik degeri elde edildi. Fenolik bilesiklerin yani sira
elde edilen amino asit ve proteinler ise; 2-aminodipik asit, 3—-amino-izobiitirik asit, 4—0h—
proline, 5-oh-lizin, alanin, arjinin, asparagin, sitrin, sistine, sistatyon, glutamin, glisin,
homosistin, histidin, lizin, metionin, ornitin, fenilalanin, prolin, serin, taurin, threonin,
triptofan, triozin, valin, anserine, beta—alanin, karnosin, ethanolamin, gaba, homositrulin,
trans—4—oh—proline, norvalin, sarkozin, glutamikasit, ortofosfoserin, arjinin siiksinik asit,

16zin, izolosin, alloizoldsin, ortofosforitetanolamin ve bunlarin izomerlerileridir.

Chaga mantart ile ilgili yeni c¢alismalarin yapilarak antibakteriyel, antifunfal,

antienflamatuar 6zellikereri arastirilabilir.
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Dogum tarihi ve yeri 127 /12 /1989 - ERZURUM
Medeni hali : BEKAR
Telefon : 0543 952 28 89
Faks
e-posta : nznkc46601@gmail.com
nznkc 174@hotmail.com
Derece Egitim Birimi
Lise Karabiik Cumhuriyet Lisesi
Lisans Bartin Universitesi Orman End. Miih.
is deneyimi
il Yer
2011 L Starwood Orman Uriinleri As
2013 ... Kastamonu Sfc Orman Ur. A.S.
2016 Sahanlar Ahsap Kuy. Ins.
San. Ve Tic. Ltd. Sti.
2017 Sahanlar Ahsap Kuy. Ins.
San. Ve Tic. Ltd. Sti.
2018 Sahanlar Ahsap Kuy. Ins.
San. Ve Tic. Ltd. Sti.
Yabanca dil

Ingilizce (Pre-Intermediate Level)

Yayinlar

Hobiler

Kitap okumak ,bilim kurgu ve tarihi filmler izlemek, gezmek.
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