Tuzlu Ortamlardan izole Edilen Mikrofunguslarmn
Antioksidan Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Aysel KAYA

YUKSEK LiSANS TEZi

Biyoloji Anabilim Dali

Agustos 2011



Determination of Antioxidant Properties of Microfungi Isolated from Hipersaline

Environments
Aysel KAYA
MASTER OF SCIENCE THESIS
Department of General Biology

August 2011



Tuzlu Ortamlardan Izole Edilen Mikrofunguslarin Antioksidant Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Aysel KAYA

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistli Yonetmeligi Uyarinca
Biyoloji Anabilim Dal1
Genel Biyoloji Bilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZI

Olarak Hazirlanmistir

Danisman: Prof. Dr. Semra ILHAN

Agustos 2011



ONAY

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans &grencisi Aysel Kaya’nm YUKSEK
LISANS tezi olarak hazirladigi “Tuzlu Ortamlardan izole Edilen Mikrofunguslarin
Antioksidan Ogzelliklerinin Belirlenmesi” baslikli bu ¢alisma, jiirimizce lisansiistii
yonetmeligin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Danisman : Prof. Dr. Semra ILHAN

Ikinci Damisman : -

Yiiksek Lisans Tez Savunma Jiirisi:
Uye : Prof. Dr. Semra ILHAN

Uye : Dog. Dr. Cansu FILIK ISCEN
Uye : Dog. Dr. Nilgiin OZTURK
Uye : Yrd. Dog. Dr. Miris DIKMEN

Uye : Yrd. Dog. Dr. Buket KUNDUHOGLU

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’'nun .............cccoeeeeee. tarith ve ..........
sayili karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Nimetullah BURNAK

Enstiti Mudiri




OZET

Antioksidanlar, normal metabolizma sirasinda tretilen bazi reaktif oksijen
tiirlerinin viicuda verdigi yogun zarar1 azaltabilen veya tamamen ortadan kaldirabilen
maddelerdir. Genelde bitkisel kaynaklar dogal antioksidan olarak kullanilirken, son
yillarda ekstrem ortamlardan izole edilen metabolitlerinde bu amagla kullanilabilecegi
cesitli caligmalarla gosterilmistir. Ekstrem bir ortam olan tuzlu ortamlardan izole edilen

mikrofunguslar, yeni antioksidan maddeler i¢in dogal bir kaynak olusturmaktadirlar.

Bu calismada, tuzlu ortamlardan izole edilen mikrofunguslarin antioksidan
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in, Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu kullanilarak
toplam fenolik madde igerigi, DPPH (2,2-difenilpikrilhidrazil) {izerinden serbest radikal
stipiirticii etki ve antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(KAT) spesifik enzim aktivitesi aragtirtlmistir. Serbest radikal siipiiriicti etki tayini i¢in
tic farkli konsantrasyon (9.6x10%, 1.8x107 ve 3.6x10” mg/mL) kullanilmistir. Ayrica
serbest radikal siipiiriicii etki ince tabaka kromotografisi ile degerlendirilmistir. Toplam
fenolik madde miktar tayininde; 1 (%98), 9 (%82), 17 (%50), 5 (%45) ve 15 (33) kodlu
izolatlar yiiksek aktivite gdstermistir. Serbest radikal siipiiriicii etki agisindan ise; 1
(%86), 2 (%69), 7 (%67), 8 (%78), 9 (%76), 13 (%79), 15 (%78) dir. Siiperoksit
dismutaz, spesifik enzim aktivitesi 20 adet fungustan 12 tanesinde (izolat numaralar
sirastyla; 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 18, 19 ve 20) yiiksek bulurken, spesifik katalaz
aktivitesi 16 tanesin de (1, 4, 5, 6, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ve 20) yiiksek

bulunmustur.

Sonuglara gore, tuzlu ortamlardan izole edilen funguslar serbest radikal
stipiiriici aktivite ve spesifik enzim aktiviteleri agisindan korelasyon gostermektedir.

Bu ¢alisma yeni dogal antioksidan maddelerin kesfi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mikrofungus, DPPH, Toplam fenolik madde, SOD,
Katalaz
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SUMMARY

Antioxidants, which are produced during normal metabolism, reactive oxygen
species in some of the extensive damage to the body-killing substances that can reduce
or completely. Generally used as vegetable sources of natural antioxidants, extreme
environments in recent years, several studies have demonstrated that isolated
metabolites can be used for his purpose. Microfungi isolated from the salty
environments of extreme environments, constitue a natural resorce for new antioxidant

substances.

In this study, the antioxidant properties of microfungi isolated from saline
environments in order to determine the Total Phenolic content, DPPH (2,2-
difenilpikrilhidrazil) via free radical scavening effect and antioxidant enzymes
superoxide dismutase and catalase, the enzyme specific activity was investigated. For
the determination of free radical scavenging effect of three different concentrations
(9.6x10, 1.8x107 and 3.6x10™ mg/ml) were used. In addition, free radical scavenging
effect was evaluted thin-layer chromatography. Quantification of total phenolic
compounds; 1 (%98), 9 (%82), 17 (%50), 5 (%45) and 15 (33) coded isolates showed
high activity. In terms of the free radical scavenging effect; 1 (%86), 2 (%69), 7 (%67),
8 (%78), 9 (%76), 13 (%79), 15 (%78) is. Superoxide dismutase, a specific enzyme
activity in fungi out of 20 12 of them (numbers of isolates, respectively; 1, 4, 5, 6, 7, 8,
9,11, 12, 18, 19 and 20) high, while the specific catalase activity and 16 (1, 4, 5, 6, 8, 9,
10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 and 20) were higher.

According to the results, free radical scavenging activity of fungi isolated from
salty environments, and had a correlation specific enzyme activities. This study is

important for the discovery of new natural antioxidant substances.

Key Words: Microfungi, DPPH, Total Phenolic compounds, SOD, Catalase.
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1.GIRiS

Ekstremofillerin bir grubu olan halofiller, yogun tuzlu ¢evrelerde, 6zellikle dogal

tuz golleri ve glines etkisiyle meydana gelen tuz goletlerinde yasarlar (Madigan and

Marrs, 1997).

Halofilik  mikroorganizmalar  diger ekstremofilik  mikroorganizmalarla
karsilagtirildiklarinda, besiyerlerinde kolay iiretilebilmelerinden dolayr biyoteknolojik
olarak biiyiik bir potansiyele sahiptirler (Horiskoshi and Grant, 1998).

Yakin zamana kadar yiikksek oranda tuz igeren c¢evrelerdeki mikrobiyal
kommiinitenin agirlikli olarak Archaeae ve Bacteria tiirleri ve Okaryotik bir alg tiirii
olan Dunaliella salina oldugu diisiiniilse de, gliniimiizde bu tip ekstrem ¢evrelere uyum
saglamis halotolerant ve halofilik funguslarin da varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Ventosa,

2004).

Biyoteknoloji; insanlarin  hayatlarmi  ilgilendiren hiicresel sistemlerin
gelistirilmesi, sosyal ve ekonomik olarak yararli hale getirilmesi amacini tagimaktadir.
Funguslar da biyoteknolojide fermentatif prosesler ile 6zellikle sekonder metabolitlerin

eldesinde onemli yer tutmaktadirlar (Nogurira et al., 2006).

Sekonder metabolitler, organizma herhangi bir stres durumuyla karsilagtig
zaman faaliyete gecen, 6zellesmis metabolik yollar tarafindan iiretilirler. Bu {irtinlerin
ara metabolizma {irlinlerinden farki, organizmanin biiylimesi ve liremesi i¢in mutlak
gerekli olmamalaridir. Buna ragmen organizma ic¢in Onemli birtakim fonksiyonlar
iistlenirler. Atiklarin uzaklastirilmasi, detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi

haberlesme bu fonksiyonlar arasindadir (Vining, 1990).

Uretildikleri organizma icin iistlendikleri bu gesitli gorevlerin disinda sekonder
metabolitler antibiyotik, kemoterapotik, pestisid, immiinsiipresif gibi ¢ok g¢esitli
farmasotik fonksiyonlara da sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin sekilde

kullanilmaktadirlar (Monaghan, 1990).



Polifenolik bilesikler yaygin olarak kulanilan sekonder metabolitlerden biridir.
Kaynak olarak bitki, mantar ve filamentli funguslardan elde edilirler (Miller et al.,

1995).

Bu ¢alismada tuzlu ortamlardan izole edilen fungal filtratlarda toplam fenolik
madde igerigi, DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriici etki ve antioksidan aktivite

tayini i¢inde siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktiviteleri aragtirilmistir.

Calismada kullanilan mikrofunguslar; iilkemizde bulunan Tuz Golii’'nden izole
edilmis olmasi yoniiyle 6zglin ve 6nemli bir ¢alismadir. Yiksek oranda tuz iceren
dogal ortamlarda yasayan mikroorganizmalar sahip olduklari metabolitler acisindan
olduke¢a cesitlilik gostermektedir. Dogal antioksidanlarin kesfi hem bilimsel hem de
ekonomik ag¢idan onemlidir. Bu nedenle yapilan bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
dogal kaynakli yeni antioksidan maddelerin belirlenmesi, ileriki caligmalarda ise
kimyasal igeriklerinin aydinlatilmasi bakimindan da 6nem tagimakta ve bu ¢alismalara

bir temel olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Funguslar ve Genel Ozellikleri

Hiicresel organizasyonlari ve davranislari bakimindan diger tiim canlilardan
farklilik gosteren essiz bir organizma grubu olarak tanimlanan funguslar, ¢cok hiicreli

organizmalarin {i¢ ana evrimsel dalindan birini temsil etmektedirler (Deacon, 2005).

Funguslar, ger¢ek hiicre ¢ekirdeklerine sahip, oOkaryotik organizmalardir.
Biinyelerinde klorofil bulundurmazlar, heterotrofturlar. Besinlerini absorbsiyonla alirlar

(Deacon, 2005).

Bugiin diinyada, denizde, karada ve havada olmak iizere genis bir yayilis alanina
sahip funguslar, asag1 yukar1 110.000 civarinda tiire sahiptirler. Dogada bazilar parazit

olarak ve bazilar1 da simbiyotik olarak yasamlarmi siirdiirmektedirler (Oner, 1986).

Funguslar i¢in basit bir tanim yapmak miimkiin degildir. Ciinkii sekil, davranis
ve hayat devri yoniinden birbirine uymayan ¢ok sayida organizmayi igerirler (Glicin ve

Tamer, 1994).

Genellikle funguslarin vejetatif yapilar1 mikroskop altinda incelendiginde iplik
seklinde yapilardan ibaret oldugu goriiliir. Birkag¢ hiicreden olusan bu iplik¢iklerin her
birine hif (hyphae) denir. Bir tiire ait bir yerde bulunan hiflerin tiimiine birden misel
(mycelium) adi verilir. Funguslarda vejetatif yapinin tiimiine birden tallus da denir.
Fakat misel terimi daha c¢ok tercih edilmektedir. Bazi fungus tiirleri tek hiicreli
olduklarindan tek bir hiicre fungusun tiim yapisini olusturur. Genellikle funguslarda
hifi olusturan hiicrelerin ince uzun silindirik bir yapilar1 vardir. Hiicreler septum

denilen ara bolmelerle birbirinden ayrilirlar (Oner, 1986).

Fungus hiicreleri etrafinda iyi gelismis bir hiicre ¢eperi yer alir. Hiicre ¢eperi
yapisit bazi tiirlerde seliiloz, bazi tiirlerde kitin ve bazi tiirlerde de her ikisinin
karisimindan ibarettir.  Birer polisakkarit olan kitin ve selilloz maddeleri hiicre

ceperinde amorfik bir yap1 i¢inde mikro fibriller halinde bulunurlar. Gelismis tiirlerde



ceper kitindir. Bazilarinda ise seliiloz, lignin, mannan, glukan, kalloz, galaktan ve diger

bazi organik maddeler bulunabilirler (Colakoglu, 1999).

Hiicre duvari, hiicreleri ¢evresel kosullarin olumsuz etkisinden korumasinin yant
sira, antijenik bir 6zellie ve bazi enzimleri i¢cermeleri nedeniyle de fizyolojik bir
aktiviteye sahiptir. Yapisinda, polisakkaridler (yaklasik %80) daha fazla olmak {izere
protein (%5-15) ve lipidler (%3-10) bulunmaktadir. Bunlarin miktarlari; fungus tiiriine,
besiyerinin bilesimine ve ¢evresel kosullarin durumuna gore az ¢ok degisebilmektedir

(Arda, 2000).

Cekirdek i¢inde bulunan kromozom, deoksiribonukleik asit (DNA) yapisinda
olup birden fazla sayidadir. Kromozomun yapisi Okaryotik ve prokaryotik hiicre
kromozomlaria benzerlik gosterir. DNA’daki G + C orant %35-65 aras1 olup tiirler
arasinda bu sinirlar i¢inde farklar goriilmektedir. DNA’nin molekiil agirligi kromozom
sayisina bagl olarak artmaktadir. Niikleer membranda bulunan delikler, ¢ekirdek i¢inde
sentezlenen mRNA’nin sitoplazmaya ge¢gmesine ve endoplazmik retikulumlar tizerinde
gecisine yardimcr olur. DNA’nin yapist ve sentezi de Watson-Crick modeline
uymaktadir. Cekirdekgik bir veya birkag tane olabilmektedir. Yapisinda %80 RNA ve
ayrica protein de bulunmaktadir (Arda , 2000).

Funguslar kat1 ortamlarda iiretildikleri zaman miselyal koloniler, maya benzeri,
membrandz, graniiler ve pleomorfik olmak {izere baslica bes tirde koloni
olusturmaktadirlar. Bu varyasyonlar, funguslarin genetik karakterleri ile yakindan ilgili
iseler de besiyerinin kimyasal yapisina, kiiltiiriin eskiligine, c¢evresel kosullarin

durumuna da baglidir (Arda, 2000).

Funguslar sporlanma ile eseysiz ve eseyli olarak ilireme yetenegine sahiptirler.
Sporlar olgunlastiktan sonra hifadan ayrilarak serbest hale gelir ve uygun ortam ve

kosullarda ¢imlenerek kendi tilirtine 6zgili funguslari olustururlar (Arda, 2000).



Funguslarda; artrospor, blastospor, klamidospor, konidiospor ve sporangiospor
olmak Tlizere bes tiir aseksiiel spor olusumuna rastlanmaktadir. Sekstiel sporlar ise

askospor, basidiospor, oospor ve zigospor olmak iizere dort tarzda olusurlar.

Funguslarin fotosentetik pigmentleri olmadigindan, karbon ve enerji kaynagi

olarak organik maddeleri kullanmak zorunda kalmiglardir (Demir ve ark., 2004).

Funguslar, karbon ve enerji kaynaklarini bir¢ok substratlardan temin edebilirler.
Dogada serbest halde yasayan funguslarin bir¢ogu enerji gereksinimleri igin bitkisel
orijinli kaynaklardan yararlanir. Funguslarin biiyiik bir cogunlugu da glikoz, sakkaroz,
nigasta, maltozu ayristirabilir ve bunlardan yararlanabilir. Bazilar1 da yag asitlerini,
organik asitleri ve gliserolii enerji kaynagi olarak ve ayrica hekzos ve pentoz
sekerlerinin tlirevlerini (lironik asit ve seker alkollerini) kullanabilirler. Bunlarin hiicre

membranlarindan gecisinde permeaz enzimlerinin rolii fazladir (Arda, 2000).

Funguslarin hiicre duvarlarinda, kitin ve seliilloz karakterinde substanslarin
bulunmasi, devamli degisen ve c¢ok cesitli c¢evre kosullarina kolaylikla uyum
saglamalarina imkan tanir. Ornegin funguslar, bakterilerin dayanamayacaklar1 kadar
yiiksek konsantrasyondaki seker (%50) soliisyonuna karsi direng gosterirler. Ciinki
yiiksek ozmotik basinca karsi, bakteriler kadar duyarli degillerdir ve bunu hiicre
duvarinin yapisindaki maddelerle saglarlar. Bu nedenle, recel ve joleler funguslar
tarafindan kolayca kontamine edilebilirler. Ancak, baz1 fungus tiirlerinin de %15 seker

yogunlugunda iiremelerinde sinirlanma meydana gelmektedir (Arda, 2000).

Funguslarin minimal ve maksimal pH limitleri 2-11 arasinda degisebilir. Asit
karakterdeki meyveler veya sular1 (domates, portakal, limon, greyfurt, mandalina vs.)

buzdolabi 1sisinda olsalar bile, funguslarin iiremeleri icin iyi bir ortam olusturabilirler

(Arda, 2000).

Rutubet, funguslarin  iiremelerinde ¢ok Onemli etkenlerden  birini

olusturmaktadir. Yiiksek orandaki rutubet genellikle {ireme iizerine olumlu etkide



bulunur. Rutubet azaldik¢a funguslarin ¢ogalmalar1 da sinirlanmaya baglar. Funguslarin

rutubete olan gereksinmeleri tiirler arasinda degisiklik gosterir (Arda, 2000).

Funguslarin iireme 1s1s1 limitleri oldukg¢a genistir ve tilirler arasinda farkliliklar
gosterir. Bu sinirlar 0-60 °C arasinda degisebilmektedir. Hifalar maksimal 1s1 limitinin
disinda kolayca 6lmelerine karsilik, sporlar1 yiiksek 1siya ve degisik cevre kosullarina
cok fazla dayanmiklilik gosterir. Buzdolabi 1sisinda iireyebilen ve gidalarin bozulmasina
neden olan funguslara her zaman rastlamak miimkiindiir. Termofilik olanlar ise

60°C’nin iistiinde bile gelisebilirler (Arda, 2000).

Funguslar genellikle aerobik karakter tasirlar ve oksijenin bulundugu ortamlarda
gelisip, trerler. Bu nedenle havada bulundugu miktar kadar oksijen, lireme igin
gereklidir. Oksijenin azlig1 veya mikroaerofilik kosullar liremeyi ve gelismeyi sinirlar

(Arda, 2000).

Funguslarin iiremeleri i¢in 151k, gerek duyulan onemli bir faktor degildir. Isik
olmadan da kolayca gelisebilirler. Patojenik funguslar da direkt 151k olmadan
iireyebilme yetenegine sahiptirler. Direkt glines 1sinlari, iremeyi ve gelismeyi sinirlar.
Ultraviyole 1sinlar1 fungistatik bir etkiye sahip olmasina karsin iyonizan 1sinlar

oldiirebilirler (Arda, 2000).

2.2. Ekstrem Mikroorganizmalar

Son yillarda yapilan ¢alismalar mikrobiyal yasamin spesifik ¢evrelerle sinirli
olmadigini, mikrobiyal komiinitelerin yiiksek sicaklik, yiiksek tuz, diisiik sicaklik,
asidik ve alkali pH, yiiksek basing gibi ekstrem olarak bahsedilen cevrelerde de
bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu ekstrem ¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar

ekstremofiller olarak adlandirilirlar (Van den Burg, 2003).



Ekstremofiller bu zor sartlara yapisal ve molekiiler diizeyde adapte olmuslardir.

Ekstremofil mikroorganizmalar yasadiklar1 ¢cevre kosullarina gore;

- Termofiller (Thermophiles),
- Psikrofiller (Psychrophiles),
- Alkalifiller (Alkaliphiles),

- Asidofiller (Acidophiles),

- Halofiller (Halophiles),

- Barofiller (Barophiles),
-Metalofiller (Metalophiles)

gibi isimlerle ifade edilmektedirler (Demirjian et al., 2001).

Ekstremofillerin yiiksek sicaklik derecelerinde aktif enzimleri ve alisilmisin
disindaki diger 6zellikleri sebebiyle, kimyasal ve biyolojik prosesler arasindaki boslugu

dolduracag: diisiiniilmektedir (Leuschner and Antranikian, 1995).

Ekstrem mikroorganizmalarin, endiistriyel proseslerde kullanimi, hem ekonomik
hem de teknolojik acidan Onemli avantajlar saglamaktadir. Ekstromofiller, diger

canlilarda bulunmayan 6nemli 6zelliklere sahiptirler (Aguilar et al., 1998).

Ekstremofillerin, metabolik prosesler ve biyolojik fonksiyonlarini, ekstrem
kosullarda calisabilen protein ve enzimlerle yiiriittiikleri (Niehaus et al.,, 1999),
ekstremofil enzimlerinin yiiksek bir termostabiliteye sahip olduklar1 agiklanmigtir

(Rossi and Rosa, 1993).

Ekstremofillerin anaerobik ve aerobik kemolitotroflar ve heterotroflari
icerdikleri; nisasta, hemiseliiloz, protein ve peptidler gibi farkli polimerik substanlardan
yararlanabildikleri de yapilan caligsmalardan anlasilmaktadir (Niehaus et al 1999,
Vorgias and Antranikian, 2000).



Giliniimiize kadar ekstremofil ve hipertermofil mikroorganizmalardan
polisakkarit parcalayan seliilaz, amilaz, pullulanaz, lipaz, esteraz ve fitaz gibi enzimlerin
karakterizasyon c¢alismalart yapilmis ve endiistriyel islemler ic¢in yeni imkanlar

saglanmistir (Haki and Rakshit, 2003).

Ayrica ekstremofil membranlarinin, ila¢ formiilasyonlarinda kullanilabilen son

derece stabil surfaktantlari icerdigi de belirtilmistir (Marshall, 1997).

2.2.1. Ekstremofillerin Simiflandirilmasi

V' Termofiller: Wiegel (1998), bu grup mikroorganizmalarin gelisme
sicakliklarinin ¢ok genis bir aralikta degistigini, Stetter (1996) ise, mikroorganizmalarin
gelisimi i¢in kabul edilmis sicaklik araliklarinin, bazi kiifler igin -12 'C kadar diisiik ve
anaerobik arke olan Pyrococcus furiosus ve benzer arkeler igin 113 'C kadar yiiksek
olabildigini, 10 - 40 "C sicaklik araligmim (mezobiyotik) ve 6.0-8.0 pH degerleri (notrale
yakin), insanlar ve E.coli gibi mezofil mikroorganizmalar i¢in normal gelisme kosulu

olarak kabul edildigini bildirmislerdir (Madigan and Marrs, 1997; Wiegel, 1998).

\ Asidofiler: Dogadaki asidik bélgeler, jeokimyasal reaksiyonlar (6rnegin, bazi
sicak sularda ve hidrotermal kaynaklarda stilfiir gazi iiretimi gibi) veya asidofillerin
metabolik aktiviteleri sonucunda olusmaktadir. Bazi asidofillerin hiicre membranindan
ve hiicre duvarindan pH 1.0’in altinda ¢aligsabilen ekstremozimler izole edildigi

belirtilmistir (Madigan and Marrs, 1997).

\ AlKalifiller: Yiiksek karbonatli topraklar ve soda gollerinden izole edilmistir
(Madigan and Marrs, 1997).

\ Psikrofiller: Yeryiiziindeki soguk gevreler, sicak alanlardan daha fazladir. 1-3
'C ortalama sicakliga sahip okyanuslarin, diinya yiizeyinin yaklasik %70’ini olusturdugu
tahmin edilmektedir. Psikrofiller, 15 "C’nin altindaki sicakliklarda yasama adapte olmus
mikroorganizmalardir ve Kuzey (Arktik) ve Giiney (Antartika) Buz Denizi’nden ve

okyanus diplerinden izole edilmislerdir. Yapilan calismalarda ¢ok soguk cevrelerde de,



sicak cevreler gibi yasamin oldugu anlagilmistir (Madigan and Marrs, 1997; Sellek and
Chaudhuri, 1999).

Mezofilik enzimlerin, diisiik sicakliklarda aktivitelerini kaybettigi, psikrofil
enzimlerinin ise diislik sicakliklara dayanikli oldugu bildirilmistir (Sellek and

Chaudhuri, 1999).

\ Halofiller: Ekstremofillerin bir baska énemli grubu, yogun tuzlu ¢evrelerde,
ozellikle dogal tuz golleri ve glines etkisiyle meydana gelen tuz goletlerinde yasayan

halofillerdir (Madigan and Marrs, 1997).

Afrika, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’ndeki yiiksek tuzlu bolgelerden
cesitli halofillerin izole edildigi bildirilmektedir (Sellek and Chaudhuri, 1999).

Halofillerin, gelismek ve yapilarin1 korumak i¢in doymus tuz ¢ozeltilerine gerek
duydugu, bunlarda hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun, hiicre dis1 tuz konsantrasyonu
kadar yiiksek oldugu ve bu kosullarda bile aktif proteinler igerdigi anlagilmistir (Rossi
and Rossa, 1993).

Halofilik mikroorganizmalarin  yliksek tuz konsantrasyonlarinda nasil
yagsamlarini  siirdiiriilebildikleri Halobacterium gibi model organizmalarla yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Bu tip mikroorganizmalarin ¢evrelerindeki yiiksek
ozmotik basingta yasabilmek i¢in temel olarak iki strateji gelistirdigi kabul
edilmektedir. Bunlardan ilki olan i¢ tuz stratejisinde, hiicre i¢inde K' veya bazi
hiicrelerde Na" akiimiile edilir ve bdylece tiim hiicre i¢i sistemler dis ortamdaki yiiksek
tuz konsantrasyonu nedeniyle olusan basinca karsi1 adapte olabilirler. ikinci strateji olan
“compatible solute” stratejisinde hiicre kendisinin irettigi stabilite edici organik
maddeler ile (ektoin, glisin, betain gibi) hiicre i¢i sistemlerin yiiksek tuz kosullarina
adaptasyonu gerekmeksizin hiicre ile ortamin ozmotik basincini dengeler ve yasamini

siirdiiriir (Oren, 1999).
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Halofillerin, amilaz, proteaz, glikozidaz ve lipaz aktivitesine sahip olmasina
karsin, heniliz endiistriyel uygulamalarin olmadigi ancak bazi restriksiyon
endoniikleazlarin ticari olarak iiretilebilecegi bildirilmistir (Sellek and Chaudhuri,
1999).

2.2.2. Halotolerant ve Halofilik Funguslarin Onemi

Son yillarda halofilik ve halotolerant funguslar, tuza direnglilikleri bakimindan

mitkemmel modeller olduklari i¢in ¢alisma konusu olmaktadirlar (Petrovic et al., 2002).

Tuz igeren ve icermeyen ortamlarda biiyiiyebilen mikroorganizmalar
halotolerant olarak adlandirilmistir.  Biiyliyebilmek i¢in tuz gereksinimi olan
mikroorganizmalar ise halofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilmaktadir (Margesin

and Schinner, 2001).

Halofilik  mikroorganizmalar  diger ekstremofilik  mikroorganizmalarla
karsilagtirildiklarinda besiyerlerinde kolay iiretilebilmelerinden dolay1r biyoteknolojik
olarak biiyiik bir potansiyele sahiptirler. Ancak ekstremofilik mikroorganizmalarla
ilgili alinan patent uygulamalarinin sadece %20’si halofilik mikroorganizmalara aittir

(Horiskoshi and Grant, 1998).

Halofiller Kushner’e gore halofilller (1978, 1993);

-Halofilik olmayanlar (0-1M NaCl),

-Az halofiller (0,2-2,0M NaCl),

-Iliml1 halofiller (0,4-3,5M NaCl),
-Ekstreme yakin halofiller(1,4-4,0 M NacCl),
-Ekstrem halofiller(2,0-5,2M NaCl),
-Halotolerantlar (0->1M NaCl)

-Degisken halofiller (0- >3M NacCl)

olarak siniflandirilirlar.
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Yakin zamana kadar yiiksek oranda tuz igeren ¢evrelerdeki mikrobiyal
kommiinitenin agirlikli olarak Archaeae ve Bacteria tiirleri ve 6karyotik bir alg tiirii olan
Dunaliella salina oldugu diisiiniilse de, gliniimiizde bu tip ekstrem g¢evrelere uyum
saglamis halotolerant ve halofilik funguslarin da varlig1 ortaya ¢ikarilmistir. Israil’deki
Olii Deniz (Dead Sea), Amerika’daki Biiyiik Tuz Golii (Great Salt Lake) gibi yiiksek
tuz konsantrasyonlarina sahip ekstrem g¢evrelerin halofilik biyotasina yonelik birkag
calismaya rastlanmaktadir. Bu calismalarda hipersalin ¢evrelerdeki funguslarin sinirh
sayida genusa ait oldugu, fakat tahmin edilenden daha yiiksek bir gesitliligine sahip
oldugu goriilmektedir. Koyu renkli mayalar meristematik maya benzeri funguslardir ve
Cladosporium genusuyla iligkilidirler. En sik rastlanan koyu renkli olmayan funguslar
ise genellikle telemorfik sathaya sahip Aspergillus ve Penicillium genuslarina ait

tirlerdir. Digerleri Wallemia, Scopulariopsis ve Alternaria’dir (Ventosa, 2004).

Diisiik su aktiviteli ortamlarda gelisebilen kserofilik funguslar, siklikla yiiksek
tuz ya da seker konsantrasyonuna sahip gidalardan izole edilmesine ragmen, son
zamanlara kadar dogal hipersalin ¢evrelerden izole edilememis olmasi ilgingtir. Yiiksek
konsantrasyonlarda ¢oziinmiis madde varliginda, bilinen gida kaynakli kserofilik birkag
fungus tiirtinde gelismenin Oncelikle ortamin su aktivitesiyle belirlendigi, ¢oziinmiis
maddenin kimyasal yapisiyla baglantili olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle 1975’in
sonlarina kadar halofilik fungus terimi, sadece birkac kserofilik gida kaynakl tiir i¢in

kullanilmistir (Buchan et al., 2003).

Tuz batakliklari, tuzlu topraklar ve deniz gibi kismen tuzlu dogal c¢evrelerdeki
funguslarin izolasyonunu tanimlayan sadece birkag literatiire rastlanmaktadir. Ancak,
son zamanlarda sadece ekstrem denebilecek, neredeyse NaCl ile doygunluga ulagmis
tuzlu dogal cevrelerde bulunan funguslar {izerine c¢alismalar baglamistir (Gunde-

Cimerman, et al., 2000; Mandeel, 2002; Grishkan, et al., 2004).

Cladosporium, Aspergillus, Penicillium ve Wallemia cinsleri hipersalin
cevrelerde gelisme yeteneginde olan funguslardir. Bu grubun temsilcileri tarafindan

biyomolekiillerin iiretimi endiistriyel, tibbi ve biyoteknolojik uygulamalarda oldukga

fazla kullanilmaktadir (Ventosa, 2004).
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Halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojik olarak bir¢ok uygulama alaninda

kullanilmaktadir. Bunlar;

1. Besinlerde ve besin endiistrinde (protein kaynagi olarak Spirulina spp.
yetistirilmesi, Duneliella spp. gibi gliserol, beta karoten ve proteince yiiksek

organizmalar kullanimi) ,

2. Enzimlerin iiretiminde (yliksek tuz konsantrasyonlarinda calisabilen amilaz,

lipaz, beta laktamaz ve proteaz enzimlerin eldesinde),

3. Tlag endiistrisinde (gesitli antimikrobiyallerin eldesinde),

4. Petrol kazaniminda

5. Cevre biyoteknolojisinde (tuzlu ya da alkali endiistriyel sularda fosfat
giderilmesinde, kirletilmis hipersalin ortamlarda kontaminant indikatér olarak) (Da

Costa et al., 1989).

1928 yilinda Alexander Fleming’in tesadiif sonucu Penicillum notatum adli
fungusun trettigi penisilini kesfetmesiyle mikrobiyal kaynakli dogal iirlin aragtirmalari
baslamistir. Bu tarihten sonra mikroorganizmalardan yeni antimikrobiyal bilesiklerin
elde edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. Bu c¢alismalar sonucu yeni

sekonder metabolitler kesfedilmistir (Oskay, 2009).

2.2.3. Funguslarda Uretilen Sekonder Metabolitler

Biyoteknoloji; insanlarin  hayatlarmi  ilgilendiren hiicresel sistemlerin
gelistirilmesi, sosyal ve ekonomik olarak yararli hale getirilmesi amacini tagimaktadir.
Funguslar da biyoteknolojide fermentatif prosesler ile 6zellikle sekonder metabolitlerin

eldesinde onemli yer tutmaktadir (Nogurira et al., 2006).
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Sekonder metabolitler, organizma herhangi bir stres durumuyla karsilastigi
zaman faaliyete gecen Ozellesmis metabolik yollar tarafindan iiretilirler. Bu {iriinlerin
ara metabolizma triinlerinden farki, organizmanin biiyiimesi ve iiremesi i¢in mutlak
gerekli olmamalaridir. Buna ragmen organizma ic¢in Onemli birtakim fonksiyonlar
istlenirler. Atiklarin uzaklastirilmasi, detoksifikasyon, savunma ve hiicreler arasi

haberlesme bu fonksiyonlar arasindadir (Vining, 1990).

Uretildikleri organizma igin iistlendikleri bu gesitli gorevlerin disinda sekonder
metabolitler antibiyotik, kemoterapotik, pestisid, immiinsiipresif gibi c¢ok c¢esitli
farmasotik fonksiyonlara da sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin sekilde

kullanilmaktadirlar (Monaghan, 1990).

Sekonder metabolitler 5 baglik altinda toplanir;
e Antitlimor Ajanlar
e Proteaz-Peptidaz Inhibitorleri
e Kolesterol Biyosentezi Inhibitorleri
e Immiinosupressantlar

e Antibakteriyel ajanlar

Antibiyotikler, sekonder metabolitlerin en iyi bilinenlerdendir. 1983-1994
yillar1 arasinda kesfedilen 520 yeni ilacin, yaklagik % 39’u mikrobiyal kaynaklidir.
23.000’in tizerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin % 42’si aktinomisetler, %

42’si funguslar, % 16°s1 ise diger bakteri tiirlerince tiretilmektedir (Oskay, 2009).

Gilinimiize kadar yapisal olarak farkli ¢ogu biyoaktif ve fungal metabolit izole
edilip karakterize edilmistir. Ve bunlar bazi degerli ilaglarin gelistirilmesinde ve
pestisitlere karsi kullanilmak i¢in gelistirilmiglerdir (Dreyfus and Chapela, 1994;
Strobel and Daisy, 2003).

Metabolit tireten funguslarin biiyilk ¢ogunlugunu Penicillium, Aspergillus,

Acremonium ve Fusarium tiirleri olusturmaktadir. (Schulz et al, 2002).
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Fungal sekonder metabolitler genellikle diizenleyici, kimyasal haberci veya
antibiyotik olarak islev gormektedirler. Cogunun genis antitimor aktiviteye sahip
oldugu kanitlanmistir. Fungal kdkenli sekonder metabolitlerden bazilart sunlardir; Alfa
sarcin, gliotoksin, trichodimerol, L-lizin alfa oksidaz, fumagillin, declauxin,

chrysanthones (Dreyfus and Chapela, 1994).

Poliketid Metabolitleri; Aflatoksinler (Aspergillus sp.), Patulin (Penicillium sp.),

Orsellik asit, Statinler, Fumonisin

Aromatik Bilesikler; genellikle Fusarium tiirlerinden elde edilir (Vining, 1990).

2.3. Serbest Radikaller

Oksijen insan yagamu ic¢in ¢ok gerekli olmasina karsin, normal metabolizma
stirasinda iiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline

sahiptir (Diplock, 1998).

Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal oksijen
molekiiliiyle karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiliksek olan oksijen

formlaridir (Nawar, 1996).

Serbest radikaller, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran
molekiillerdir. Dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron ihtiva eden
atom veya molekiiller olup, bu elektronlarini paylasabilmek icin diger molekiillerle
hizla reaksiyona girerler (Hurst et al., 1997; Jornot et al., 1998; Mills et al., 1998).
Ortaklanmamis elektron, genel olarak iist kisma yazilan nokta ile gosterilir (Akkus,

1995).

Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerinde paylagiimamis

elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiirlin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 i¢in
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radikaller reaktivitesi ¢cok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Serbest radikaller kanser ve

kalp hastalig1 gibi kronik hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir (Mourente, 1999).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak, hem de toksik

maddelerin etkisiyle olusabilmektedir (Cross, 1987).

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde
(Sitokrom P450), peroksizomlarda, monosit ve ndtrofillerin fagositozu gibi normal
metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bir anlamda serbest
radikaller, solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklar

durumundadir.

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar.

1.Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda
bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde kaliyorsa, bu tir
kirtlmaya homolitik kirilma denir ve bu durumda her iki atom iizerinde de
paylasilmamis elektron kalir.

X:Y — X+Y

2.Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin heterolitik
béliinmesi: Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalir ve iyonlar meydana gelir.

X: Y —» X'+Y"

3.Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 0Ozelligi tasimayan bir

molekiile, bir elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron tasir hale
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gelirse, bu indirgenme radikal olusumuna neden olur (Akkus, 1995; Diindar ve Aslan,

2000; Kiling ve Kiling, 2002; Altan ve ark., 2006).

X+e — X7

2.4. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) sadece oksijen radikallerini (O,, RO," , RO’ ve
OH") degil, H,O,, ONOO °, HOCI ve nonradikal ozonu (O3) da i¢ine alan bilim adamlar1
tarafindan siklikla kullanilan ortak bir terimdir. Reaktivite goreceli bir terimdir. Ne
siiperoksit ne de hidrojen peroksid, Ozellikle sulu soliisyonlarda reaktif degildir.
Bundan dolay1, bazi yazarlar reaktif terimi yerine “oksijenden tireyen tirler” terimini
kullanir. Diger ortak kullanilan terim ise “oksidanlar” dir. Bununla birlikte O, ve
H,O; sulu soliisyonlarda rediiktan ve oksidan olarak aktivasyon gosterir (Reznick et al.,

1998).

Serbest oksijen radikali biyokimyasinda kilit rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siliperoksid, hidrojen peroksid, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalleridir. Bunlardan ilk dordiiniin gesitli reaksiyonlar1 ile sonuncusu meydana
gelir. Radikal tanimina gore oksijen diradikal yapiya sahip bir molekildiir. Oksijenin
bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar (Akkus,

1995).

Oksijen bulunan bir ortamda, oksijenin metabolize edildigi aerobik canlilarda
daima radikal tiretimi gergeklesir. Hiicresel kosullarda olusabilen oksijen radikalleri ile
oksijen iceren reaktif tiirlerin 6nemli olanlar1 ¢izelge 2.1°de goriilmektedir (Diindar ve

Aslan, 2000).
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Cizelge 2.1. Sik Karsilasilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Diindar ve Aslan,
2000)

Radikal Simge Tanmimlama
Hidrojen H Bilinen en basit radikal
Stiperoksit O;ye- Oksijen metabolizmasinin ilk ara {irtini
Hidroksil OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen H,0; Reaktivitesi ¢ok diislik, molekiiler hasar yetenegi
peroksit zayif
Singlet oksijen 03 Yarilanma omrii hizh, gili¢lii oksidatif etkili
Perhidroksi HO, Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
radikal arttnir

Peroksil radikal ROO™ | Perhidroksile oranla daha zay:1f etkili, lipidlere
lokalize olur

Triklorometil CClL, CCls metabolizmas tirlinii karacigerde iiretilen bir
radikal
Thyl radikali RS’ Siilfiirlii ve paylasilmamis elektron igeren tiirlerin
genel adi
Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin yikimai ile tiretilen oksijen
metaboliti
Nitrojen oksit NO’ L- arjinin amino asitinden in vivo lretilir.

Nitrojen dioksit NO; NO ’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir.
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2.4.1. Serbest radikallerin kaynaklar:

Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon

reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakli etkilerin etkisiyle de olusabilir.

a) Biyolojik kaynaklar

- Aktive olmus fagositler

- Antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine

- Radyasyon

- Aligkanlik yapan maddeler : alkol ve uyusturucu maddeler

- Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

- Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu

ise serbest radikal kaynagidir.

b) Intraselliiler kaynaklar

- Kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu
- Enzimler ve proteinler : ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
hemoglobin

- Mitokondrial elektron transportu

-Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri (sitokrom P-450, sitokrom b5)

- peroksizomlar : oksidazlar, flavoproteinler

- plazma membrani : lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

- oksidatif stres yapic1 durumlar : iskemi, travma, intoksikasyon (Ozkan

ve Figkin, 2004).
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2.4.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli
atiklar1 durumundadirlar. Serbest radikaller nétralize edilmedikleri takdirde; hiicre
membran proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini yok
ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, niikleustaki
genetik kodu icinde tasiyan niikleik aside (DNA) etki edip, DNA’y1 kirilma ve
mutasyonlara acik hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek
bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser gibi olaylara neden olabilirler

(Akkus, 1995; Diindar ve Aslan, 2000).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek amaciyla viicut birgok savunma mekanizmast gelistirmistir.  Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar’’ olarak bilinirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen

tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (Akkus, 1995).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica
iki gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut

olanlar etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler (Akkus, 1995).

Dogal (Endojen) Antioksidanlar

a- Enzimler

- Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
- Siiperoksit dismutaz
- Katalaz

- Glutatyon peroksidaz
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- Glutatyon-S-transferaz

- Hidroperoksidaz

b- Enzim olmayanlar

i- lipit fazda bulunanlar; a-tokoferol (E-vitamini), B-karoten
ii- siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar);
askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktofenin,

miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon.

Ekzojen Antioksidanlar (ilaglar)

-Ksantin oksidaz inhibitorleri,
-NADPH Oksidaz inhibitorleri,
-Rekombinant Siiperoksit Dismutaz,
-Trolox-C

-Barbitiiratlar

-Demir selatorleri

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (Haris, 1992);

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
a. Bagslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki,
b. Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki,

c. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.
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2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a. Stipiriicii (scavenging) etki: ROS’lerini etkileyerek onlari tutma veya
¢ok daha az reaktif baska bir molekiile cevirme olayia denir. (Or: Enzimler.)

b. Bastiric1 (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton
ekleyerek aktivite kaybina neden olma veya inaktif sekle doniistiirme olayina
denir. (Or: Flavinoidler, vitaminler).

c. Onarici (repair) etki

2.5.1. Antioksidan Aktiviteden Sorumlu Dogal Bilesikler

<\ Polifenoller

Fenoller, hidroksil gruplarindan dolay1 radikal giderme yetenegine sahip,
olduk¢a onemli bilesenlerdir. Fenolik bilesikler serbest radikallerin notralizasyonuna
yol acip hidrojen peroksidin verdigi zararlardan insan hiicrelerini koruyarak énemli bir

rol tstlenirler (Fidan ve ark., 2008).

Kahkonen ve ark. (1999) yaptiklar arastirmada, antioksidanlarin hidrojen atomu
vericisi olarak etki gosterdiklerini ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere
dondiirerek olusan antioksidan radikalinin, oksijen atomu ile aromatik halka iizerindeki
paylagilmamig elektronun yer degistirmesiyle stabilize oldugunu ve bu nedenle
antioksidan molekiillerin yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasidiklarini

belirtmislerdir (Baser, 2002).

Fenolik asit ve esterlerinin antioksidan aktivitesi molekiildeki hidroksil

gruplarinin sayisi ile orantili olarak artmaktadir (Balasundram et al., 2006).

Antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarini vererek, hidroksil, singlet oksijen,
peroksil, peroksinitrit radikallerini siipiirerek veya gecis metalleriyle selat olusturarak

gostermektedirler (Halliwell, 2002).
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Fenolik bilesiklerin  antioksidan aktiviteyle iliskilendirildigi ve lipit
peroksidasyonunda 6nemli bir rol oynadigi, meyve ve sebzelerde zengince bulunan
polifenolik bilesiklerin giinlik bir gramin iizerinde alindiginda gen mutasyonu ve
kanser hiicrelerinin olusumu iizerine inhibitdr etki gosterdigi rapor edilmistir (Eryigit,

2006).

Polifenolik bilesikler yaygin olarak kulanilan sekonder metabolitlerden biridir.
Kaynak olarak bitkiler, mantarlar ve filamentli funguslardan elde edilirler. Cok gesitli
biyolojik aktiviteleri arasinda antioksidan Ozellik i¢eren anti inflamatuar, antitiimor,
antimutajenik, antikarsinojenik, antibakteriyal ve kardiyovaskiiler koruyucu etkileri

sayilabilir (Miller et al., 1995).

\ Flavonoidler

Flavonoidler ve diger polifenoller canlilarda ROS’larin genis bir kismim
temizleyerek c¢ok giiclii bir antioksidan aktivite gosterirler. Bitkilerdeki antioksidan
etkiden sorumlu maddeler flavonoidlerdir. Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak
bulunan, sar1 renkli, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil
propan (C6-C3-C6) yapisindaki fenolik bilesikler olup vitamin benzeri maddelerdir.
Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu,
tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarina ek olarak; damarlar1 genisletici, viicut direncini
arttirict, alerjiyi Onleyici, Ostrojenik ve virlislere karst koruyucu etkileri de soz

konusudur (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Arzani et al., 2007).
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2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemleri-Antioksidan Enzimler

Enzimler ¢ok yiiksek katalizleme giiciine sahip protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bir canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) reaksiyonlarinin tiimii
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gerceklestirilmektedir. Bu tanima gore
de, enzimler canliligin olusumu ve devami i¢in elzem maddelerdir. Canli diginda da
aktivite gostermeleri enzimlerin onemini bir kat daha artirmaktadir. Enzim iiretimi
genlerin kontrolii altinda gerceklestirilmekte (bir gen-bir enzim) ve her enzimin kendine
0zgl sicaklik, iyon tepkimesi (pH) ve basing kosullart bulunmaktadir (Arosio et al.,

2000).

Giliniimiizde enzimler kimya, ila¢ ve gida endiistrisinde, boya, dericilik ve
temizlik maddeleri tretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim
dallarinda, tarim, tip, veterinerlik ve tekstil endistrisi alanlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal {iriinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Ozellikle enzimatik savunma sistemleri; reaktif
oksijen tiirevleri, reaktif nitrojen tiirevleri ve onlarin ara iriinlerini ortadan kaldirma,

notralize etme ya da siipiirme yetenegine sahip molekiilleri icerir (Mruk et al., 2002).

En Onemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite
dontistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT) dir.
Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az
toksik olan bilesiklere ¢evirirler. BoOylece organizma serbest radikaller ve aktif oksijen

tiirlerinden etkilenmez (Arosio et al., 2000).

Sentetik antioksidanlardan BHA (butylated hydroxyanisole), BHT (butylated
hydroxytoluene) ve TBHQ (tertiary butylhydroquinone) genellikle yiyecek

endiistrisinde gida katki maddesi olarak sik¢a kullanilirlar ve kullanim amaci lipit
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peroksidasyonun engellenmesidir. Ancak bunlarin kullanimi, degredasyon esnasinda
toksik ve kanserojen bilesenlerin olusmasi nedeniyle siirli kalmaktadir. Bu nedenle
daha saglikli, daha etkili ve ekonomik olan dogal antioksidanlarin kullanimi tercih

edilmektedir (Mathew and Abraham, 2006).

\ Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ik olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan Siiperoksit
dismutaz enzimi, toksik ve reaktif olan siiperoksit anyon radikalinin (O,”) daha az
reaktif olan hidrojen peroksite (H>O;) indirgenmesini katalize eder. Hidrojen iyonu

kullanir ve oksijen iiretir. Oksijen toksisitesine kars1t dnemli bir defanstir.

SOD

20,"+2H"  — H,0,+ 0,

Ug tiir Siiperoksit Dismutaz vardir:

1. Mitokondride lokalize Mn-SOD
2. Sitozolde lokalize Cu-Zn SOD

3. Bakir iceren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden

vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir.

Cu/Zn SOD oncelikle dkaryotlarin sitozoliinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri
tiirlerinde bulunur, Mn-SOD okaryotlar ve prokaryotlarin mitokondrisinde ve Fe-SOD
da prokaryotlarda bulunur. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn

SOD’dur (Mruk et al, 2002).

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin
esit oranda bulundugu pH 4,8 de kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik
sartlarda yani pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas olmaktadir.
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Stiperoksid dismutaz enzimi varliginda ise pH en az 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon

4 kat daha hizli ger¢eklesmektedir (Memisogullari, 2005).

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikallerinin  zararli etkilerine karsi  korumaktir. Boylece lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. = SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan
dokularda fazladir ve doku O, artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler
tarafindan yiliksek oranda siiperoksit iiretimi olmasimna ragmen bu enzim sayesinde
intraseliiler siiperoksit diizeyleri diisiik tutulur. SOD’un ekstraseliiler aktivitesi ¢ok

dustiktiir (Akkus, 1995).

\ Katalaz (KAT)

Katalaz, molekiil agirligi 24000 olan ve aktif merkezinde 4 tane ferrihem grubu
bulunduran bir enzimdir. Aerobik hiicrelerin ¢cogunda katalaz enzimi bulunur. Gorevi,

hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalamaktir (Akkus, 1995).

CAT

2H,0, ————» 2H,0+ 0,

Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim, bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi
olarak kullanabilir. Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil,
hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biliylik molekiilli lipit

hidroperoksitlerine ise etki etmez (Karabulut ve Ozerol, 2002).
Katalaz, kataliz gorevini iki farkli yoldan gerceklestirir:
1) H>O, nin parcalanmasi (katalitik reaksiyon)

2) Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon) (Mavelli et
al., 1984).
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Katalaz kofaktor olarak demire ihtiyag duyar ve aktivitesi oksidatif kas

fibrillerinde en yiiksektir (Deaton et al., 2003).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz primer enzimatik savunma sistemleridir.
Katalaz; kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfuzyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1 i¢ine alan pek cok
patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karst savunmada antioksidan sistemin

oncelikli bir enzimidir (Y1lmaz ve Ozan, 2003).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Besiyerleri

*Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Ticari besiyeri kullanilmistir (Fluka). 1 L distile suda 50 g besiyeri ¢ozdiiriilerek

15 dk 1,1 atm basingta 121 °C’de otoklavlanmuistir.

*MY10-12- (%10 glukoz-%12) NaCl Malt Ekstrakt Yeast Agar

Malt Ekstrakt ........cccovevveviienieeiienieeneene, 20g
Pepton........oeeeeiiiiie e lg
GIUKOZ...cveiiiiiiiieiceecceccce 100g
Yeast Ekstrakt.......cccooceviiiniiiiiiiniiiiie, Sg
AGAT oo 20g
Distile Su....ooiiiiiiee, 1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak otoklavlanmadan kaynar su igerisinde 100°C’de 30

dk siire bekletilerek hazirlanmistir (Gunde-Cimerman et al., 2000).

*MY50G- (%50 Glukoz) Malt Ekstrakt Yeast Agar

Malt Ekstrakt .........ccoecveeviieniiiiieieeene, 20g
Pepton....c.oeeeeiieeiieee g

GIUKOZ.....ooeeviieieeeeeeeeeeeee e 100g
Yeast Ekstrakt.......cccooccoviiiniiiiiniiie S5¢g
AGAT i 20g
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Besiyeri bilesenleri tartilarak glukoz hari¢ otoklavlanmistir. Glukoz ¢ozeltisi
ayrica hazirlanip kaynar su igerisinde 30 dk siire bekletildikten sonra otoklavdan ¢ikmis

olan besiyerine ilave edilmistir (Gunde-Cimerman et al., 2000).

*%10 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Malt Ekstrakt ........cccoeevveviienieniiienieeienne 20g
Pepton........oevieciiiiie lg
GIUKOZ...c.veeiiiiiiiiiecceecccccecce 20g
AGAT i 20g
NaACLooiieeeeeeeee e 100g
Distile SU....cooiiiiiiiieieeeeee 1L

Besiyeri bilesenleri tartilarak 121°C’de 15 dk otoklavlanmstir.

*%17 NaCl Malt Ekstrakt Agar

Malt Ekstrakt ........cccceeeveeviiieeniieeniieennen 20g
Pepton.......cooviiiiiiiiiiii lg
GIUKOZ.....veeiiieiieieeceeeee e 20g
AGAT oo 20g
NaCL.iiiieieeeeeee e 170g
Distile SU....coooiieiiiiieieee e 1L

Besiyeri bilesenlerinden tuz ayr1 olarak ¢dzelti halinde hazirlanmis ve pH 6,5 a

ayarlanip otoklavlanmistir. Besiyerine otoklavlandiktan sonra ilave edilmistir.



*%24 NaCl Malt Ekstrakt Agar
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Besiyeri bilesenlerinden tuz ayri olarak ¢ozelti halinde hazirlanmis ve pH 6,5 a

ayarlanip otoklavlanmistir. Besiyerine otoklavlandiktan sonra ilave edilmistir.

* Antiradikal aktivite icin 6zel besiyeri

Stikroz (Amresco-3073B45).........ccoeeieninint. 3g
Yeast (LabM-MC1)......ooooiiiiiiiiiiien. 0,1g
Polypepton (Fluka-77199)...........cccenine. 0,1g
Ko;HPO4 (Merck-105104)....oiviiiia, 0,1g

MgS04.7H,0 (Horasan Kimya-39636)........0,05g

KCI (Merck-4936)........cccevviinnnnn..
FeSO47H,0 (Merck-1.0965)............

DiStile SU...uuue e

Besiyeri bilesenleri tartilarak 121
otoklavlanmistir (Arora and Chandra, 2010).

°C’de 1,1 atm basingta 20 dakika
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3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

* Kimyasal Maddeler; Gallik Asit (Acros-410825000), Folin Ciocalteu reaktifi
(Sigma-F9252), Metanol (Riedel-de Haen-24229), Sodyum karbonat (Sigma-Aldrich-
S2127), Etil asetat (Merck-1.00868), BHT (butillenmis hikroksitoluol), DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil), Triton X-100 (Sigma-T8787), Na,CO; (Merck-106.404),

***DPPH Cozeltisi; 0,005g DPPH tartilarak 200 ml metanolde ¢ozdiiriilerek

taze hazirlanmistir.

***Folin Ciocalteu Cozeltisi; 1 ml Folin Ciocalteu 9 ml distile suda

¢ozdiiriilerek taze hazirlanmistir (0,02 mg/ml konsantrasyonda).

3.1.3. Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler
* Soguk Blok - Magna Lyser

* Yesil Seramik Boncuklar - Magna Lyser
*Mikroplaka Okuyucu- Biotek XS

* Homojenizator - Magna Lyser (Roche)
*Santrifiij - Mikro 120 (Hettich)
*Spektrofotometre — Cecil (Aqua Quest)
*Terazi — Sartorius ve Scaltec

*Otoklav — Hirayama

*Sterilizator — Memmert

*ITK plaklari - 20x20cm silica gel (25 TLC aluminium sheets) - Merck
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3.2. Metod

3.2.1. Arastirma Bélgesinin Ozellikleri

Tuz Golii; 38° 45' Kuzey, 33° 24' Dogu cografik konumda bulunmaktadir. I¢
Anadolu Bolgesi’nde Ankara, Konya ve Aksaray illerinin smirmin kesistigi yerde yer
alir. Yiizolglimii bakimindan Tiirkiye’nin ikinci biiyiik ve en s1g goliidiir. Tiirkiye'nin

tuz ihtiyacinin %40' 1 bu golden saglanir. Deniz seviyesinden 905 metre yiiksekte ve

maksimum olgtileri kuzeyden giineye 80, dogudan batiya ise 60 kilometredir (Sekil 3.1).

S Kaghisar B E
Kaldinm Tuzlas:

TUZ \GOLU

BEYL |

Sekil 3.1. Tuz G6li’niin konumu ve 6rnekleme istasyonlari

Yagis alan1 11.900 km? olan Tuz Goli, disartya akintis1 olmayan kapali bir
havza goliidiir. Koghisar Golii olarak da bilinir. Yagis alaninin genisligine ragmen
beslenme kaynaklar1 zayiftir. Gole su getiren akarsular, yazin sulari iyice azalan ya da

tamamen kuruyan derelerdir.  Bunlar Sereflikoghisar'dan gelen Pegenek Cayi,


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eerefliko%C3%A7hisar
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pe%C3%A7enek_%C3%87ay%C4%B1
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Aksaray'dan gelen Melendiz Cayi, giineyden ve batidan gelen Insuyu, Karasu, Kirkdelik
caylaridir. Goliin ortalama su seviyesi 40 cm civarinda, yagisin arttig1 mayis ayinda ise
yaklasik 110 cm'dir. Kimyasal bilesim itibariyle burada mutfak tuzu (sodyum klortir)
karakterinde bir tuzluluk hakimdir ve sodyum kloriir orani, magnezyum Kkloriir ve

sodyum siilfat oranlarindan yiiksektir.

3.2.2. Ornek ahinmasi ve Fungus izolasyonu

Tuz golii ve cevresinde belirtilen 4 farkli istasyondan (Sekil 3.1) su ornekleri
alinmistir. Mikrofungus izolasyonu membran filtrasyon yontemi ile yapilmistir.

Su ornekleri en kisa siirede igleme alinmistir. Her bir 6rnekten 50 ml alinarak
0,45 pum c¢apl steril nitroseluloz membran filtreden (Millipore) aseptik sartlarda
gecirilmistir. Filtreler %10 glukoz-%12 NaCl agar (MY10-12), %50 glukoz Malt
Ekstrakt yeast ekstrakt agar (MY50G) ve %17, 24 ve 30 oranlarinda NaCl i¢ceren Malt
Ekstrakt Agar (MEA) olmak iizere 5 farkli besiyerine yerlestirildikten sonra petriler 25-
27°C de 60 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca petriler
izolasyon i¢in takip edilmistir (Gunde-Cimerman et. al., 2000).

%10 glukoz-%12 NaCl agar (MY10-12), %50 glukoz Malt Ekstrakt yeast
ekstrakt agar (MY50G) da gelisen funguslar, %17 NaCl igeren MEA besiyerlerine
inokiile edilmis ve burada gelisebilen koloniler MEA’a aktarilmistir. %17 ve %10
oraninda tuz konsantrasyonuna sahip olan MEA besiyerinde gelisebilen funguslar
MEA da kiiltire almip 27°C’ de 14 giin inkiibasyona birakilmig ve +4°C de

saklanmistir. Gerektiginde aktiflenerek kullanilmiglardir.

3.2.3. Fungus identifikasyonu

[zolasyon asamasinda elde edilen fungus izolatlar1 dncelikle genus diizeyinde
“Illustrated Genera of Imperfect Fungi” den yararlanilarak belirlenmistir (Barnett and
Hunter, 1999). Daha sonra her genusa ait tilirler asagida belirtilen kaynaklar

dogrultusunda tanimlanmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Aksaray
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Melendiz_%C3%87ay%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sodyum_klor%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Magnezyum_klor%C3%BCr&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sodyum_s%C3%BClfat&action=edit&redlink=1
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Izolatlarin teshisinde Penicillium tiirleri icin “A Manual of The Penicillium”
(Raper and Thom, 1949) ve “The Genus Penicillium and Its Teleomorphic States
Eupenicillium and Talaromyces” (Pitt, 1979); Aspergillus tiirleri igin “The Genus
Aspergillus” (Raper and Fennell, 1965) ve “Identification of Common Aspergillus

Species” (Klich, 2002) adli eserler esas alinmustir.

Aspergillus ve Penicillium disindaki Moniliaceae familyasina ait diger tiirler ile
Dematiaceae familyasina ait tiirlerin teshisi i¢in “A Manual of Soil Fungi” (Gilman,

1957), “Dematiaceous Hyphomycetes” (Ellis, 1971) eserleri kullanilmistir.

Yukarida s6z edilen kaynaklara dayali identifikasyon islemi agirlikli olarak
stereomikroskop ve 1s1ik mikroskobu ile inceleme gerektirmektedir. Mikrofunguslarin
mikroskobik incelemesi “Lacto-cotton blue mounting” c¢ozeltisinde hazirlanan

preparatlarla yapilmistir (Sime et al., 2002).

3.2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu kullanilarak
yapilmustir (Folin and Ciocalteu, 1928).
Her bir 6rnek i¢in renkli siselere
= 100 pl fungus filtrat1
= 500 pl Folin Ciocalteu ¢ozeltisi (%10’luk)
= 1500 pl NayCOs (%20°lik sulu)

konularak 2 saat karanlikta bekletilmistir. Sonuglar UV spektrofotometre de 750 nm
dalga boyunda okunarak standart olarak kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigine gore

hesaplanmustir.
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3.2.5. Ince Tabaka Kromotografisi (ITK) ile Antioksidan Bilesenlerin

Belirlenmesi

Fungus filtratlar1 1:1 oraninda metanol ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Daha
sonra drnekler ITK plaklar1 (Merck 20x20cm Silica Gel) iizerinde metanol-etil asetat
(9:1) ¢oziicii sisteminde yiiriitiilerek UV altinda muhtemel bilesen veya bilesen gruplari
belirlenmistir. UV altinda belirlendikten sonra % 0,2’lik metanolde hazirlanan DPPH’
cozeltisi puskiirtillerek 15 dakika sonra mordan sariya doniisen spotlar antioksidan
aktivite gosteren bilesen veya bilesen grubu olarak degerlendirilmistir (Wagner et al.,

1984)

3.2.6. Serbest Radikal Siipiiriicii Etki

Bu yontemde, kararli serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH)’in elektron
veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar
tarafindan siipiiriillmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin indirgenmesi
spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir. Yani, materyal ne kadar giiclii
antioksidan 6zellige sahipse metanolik DPPH c¢ozeltisinin rengini o kadar ¢cok agmasi
beklenir. DPPH" radikalinin 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki azalmayla

orantili olacak sekilde, antioksidan aktivitenin varlig1 belirlenir (Kartal, 2002).

Diger yontemlerle karsilastirildiginda kisa zamanda sonug¢ vermesinin yani sira
cok 0zel cihaz ve reaktifler gerektirmediginden de tercih edilmektedir (Molynex, 2004;
Sanchez-Moreno et al., 1998; Cakir ve ark., 2003).

Filtratlarin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri Sanchez-Moreno ve ark.’nin
(1998) modifiye edilmis metoduna gdre yapilmistir. Bu yontemde kullanilmak iizere
funguslar, 50 ml lik erlenlerdeki 30 ml siv1 besiyerine ekilmistir. 7 giin boyunca 27
°C’de inkiibasyona birakilmistir (Arora and Chandra, 2010). 7 giinlin sonunda
funguslarin misel kisimlart sivi besi yerinden Whatman No:1 kagidi kullanilarak

stiziilmiistiir.
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Elde edilen filtratlarin Serbest Radikal Siipiiriicti Etkileri incelenmistir. 0,005 g
DPPH, 250 ml metanolde ¢oziilerek taze hazirlanmistir. Koyu renkli siselere her dérnek
icin sirastyla 50 pl, 100 pl, 200 pl filtrat konulmustur. Her siseye 3 ml DPPH ¢ozeltisi
eklenerek 20 sn vorteksle karistirtlmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika
bekletilerek 517 nm’de absorbans degerleri kaydedilmistir. % Antioksidan Indeksi

asagidaki denkleme gore hesaplanmistir.

_ Kontrol Abzorbans: — Ornel Absorbanas
vy Inhiblsvon = X 10U
Kontrol Ab=sorbans:

Her 6rnek 3 farkli konsantrasyonda 3 tekrarli sekilde calisilmistir. Referans
madde olarak sentetik antioksidanlardan BHT (Biitillenmis hidroksitoluol)’nin sonuglari
ile karsilastirilmis ve radikal siipiiriicii etki sonuglarina gore ortalamay1 temsil edecek

20 fungal izolat diger testler i¢in secilmistir (Arora and Chandra, 2010).

3.2.7. Antioksidan Enzimlerin Tayini

Toplam fenolik madde sonuglarindan ortalamay1 temsil eden 20 adet fungus
Ornegi antioksidan enzim taramasina tabi tutulmustur. Enzimlerden SOD ‘Cell Biolabs’
adli markanin STA-340 nolu reaksiyon kitiyle, KAT ‘Cayman’ adli markanin 707002
nolu reaksyon kitiyle calisilmistir.

SOD ve Katalaz spesifik enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in bovine serum
albuminden 1mg/mL olacak sekilde Sekil 3.2 de belirtilen degerlere gore standart
¢Ozelti hazirlandi. Bundan 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mikrolitre alinarak seri
diliisyonlar hazirlandi. Bradfort reaktifiyle 30 dk bekletilerek 595 nm de okundu. Elde

edilen sonuclara gore cizilen grafik Sekil: 4.5’te gosterilmistir.
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Bovine serum albumin standart grafigi
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Sekil 3.2. Bovine serum albiimin standart grafigi

\ SOD (Siiperoksit Dismutaz)

SOD enziminin tayininde Cell Biolabs markali (katalog no: STA-340) reaksiyon
kiti kullanilmistir. Kit prospektiisiinde yazan metoda gore calisma soliisyonlar
hazirlanip, uygun kosullarda saklandi ve 2 tekrarli calisilarak sonuglar 490 nm’de UV
spektrofotometrede Olclilmiistiir. Sonuglar kit icersinde yer alan pozitif kontrol ile
karsilagtirimistir.

¢ SOD Standardimin Hazirlanmasi; + 4 C de ¢oziinen SOD standart1 1:4
oraninda, 1 x SOD test Buffer: ile diliie edilmistir. Daha sonra 96 lik plakaya 10 pl

transfer edilmistir. Cizelge 3.1 deki gibi ana karisim hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. SOD Standart soliisyonunun hazirlanmasi

Bilesen Kuyucuk basina diisen hacim
Ksantin Soliisyonu S5ul
Kromojen Soliisyonu Sul
10x SOD test buffer 10 ul
Deiyonize su 60 ul
TOPLAM 80 ul
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Her bir kuyucuga yukaridaki 80 pl ana karisim eklenmistir.
¢ Test Prosediirii; Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. SOD Test Prosediirii

Bilesen Bos Ornek
SOD Ornegi 0 ul Xl
Ksantin Soliisyon Sul Y ul
Kromojen Soliisyonu Sul Sul
10x SOD Test Buffer: 10 pl Sul
Deiyonize su 70 ul 70-(X-Y) ul
TOPLAM 90 ul 90 ul

Sonugta, her bir kuyucuga 10 pl 6n diliie olan 1x ksantin oksidaz soliisyonu
eklenmis ve karistirilmistir. 1 saat 37 C’de inkiibe edilmistir. Sonuglar 490 nm de

okunmustur.

(Ktr Absorbans — Urnek Absorbans) y

Lrex
Urnek Abzorbans

SO0 Aktivites! (% Inhiblsyon) =

V KAT (Katalaz)

Katalaz enziminin tayininde Cayman marka (katalog no: 707002) reaksiyon kiti
kullanilmigtir. Kit prospektiisiinde yazan metoda gore calisma soliisyonlar1 hazirlanip,
uygun kosullarda saklanmis ve 2 tekrarli c¢alisilarak sonuglar 540 nm’de UV
spektrofotometrede Olglilmiistiir. Sonuglar kit igersinde yer alan pozitif kontrolle

karsilastirilmustir.

1. Test Buffer (x10) (1 ml + 9 ml distile su); Ornek Buffer (x10) (1 ml + 9 ml

distile su) hazirlanmistir.
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2. Katalaz kontrolii inaktive olmamasi i¢in calisma sirasinda hazirlanmistir.
Katalaz kontrolii ilk 6nce 50 pl alinmistir. Alinan Orneklerin iizerine diliie

edilmis 6rnek bufferdan 950 pl ilave edilmistir.
Test Prosediirii;

96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 100 pl 6rnek buffer (dilie), 30 ul
methanol, 20 pl o6rnek ve 20 pl H,O, eklenerek reaksiyonun baglatiimasi
saglanmistir. Reaksiyon basladig1 zaman miimkiin oldugu kadar hassas ve ¢abuk bir

sekilde H,O, eklenmistir. 20 dk oda sicakliginda inkiibatérde inkiibe edilmistir.

Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyucuga 30 pl potasyum hidroksit

eklenmistir ve sonra her kuyucuga purpold (kromojen) ilave edilmistir.

Plakanin kapagi kapatildiktan sonra 10 dk oda sicaklifinda c¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Daha sonra her kuyucuga 10 pl potasyum periyodat

eklenmis ve 5 dk daha oda sicakliginda ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda sonuglar 540 nm absorbansta okunmustur.

Ornek (uM
Katalaz Aktivitesi = r-na—[u]

o % Ornek Dliizvonu



4. BULGULAR

4.1. Tuz Géliinden Izole Edilen Funguslar
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[zolasyon ¢alismasi sonunda 50 mikrofungus izolati elde edilmis ve saflastirarak

muhafaza edilmistir. Izolatlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu

yontemi kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Toplam fenolik madde

miktarina gore yapilan eleme sonucunda 20 izolat segilmistir. izolat listesi Cizelge

4.1’de ve bu izolatlarin MEA besiyerindeki 7 giinliik goriintileri

verilmistir.

Cizelge 4.1. Tayin edilen fungus izolatlar

Sekil 4.1°de

izolat No Cins yvada Tiir izolat No Cins yada Tiir
1 Aspergillusterreus 11 Penicillium sp.6
2 Penicillium sp.1 12 Penicillium chrysogenum
3 Penicillium chrysogenum 13 Penicillium sp.3
4 Penicillium sp.2 14 Penicillium chrysogenum
5 Penicillium sp.3 15 Penicillium chrysogenum
6 Penicillium sp.4 16 Alternaria alternata
7 Penicillium sp.2 17 Penicillium sp.6
8 Aspergillus niger 18 Penicillium sp.6
9 Penicillium sp.5 19 Penicillium sp.6
10 Penicillium chrysogenum 20 Penicillium sp.6
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Sekil 4.1. Tuz Goliinden izole edilen funguslarin MEA besiyerindeki 7 giinliik

goriintiileri
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Sekil 4.1. Tuz Goliinden izole edilen funguslarin MEA besiyerindeki 7 giinlik

goriintiileri (devam)
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4.2. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini Sonuclari

Belirlenen 20 fungus filtratinin, toplam fenolik madde miktarlar1 gallik aside

esdeger olarak (mg GA/g) olarak hesaplanmistir. Filtratlarin toplam fenolik madde

miktarlar ¢izelge 4.2 de verilmistir. (Cizelge 4.2; Sekil 4.2)

Cizelge 4.2. Secilen fungus filtratlarinin gallik aside esdeger toplam fenolik madde

miktar1

(Sonuglar mg/g * standart sapma, gallik aside esdeger)

izolat No Fungus Toplam Fenol Madde Miktar:
(mg GA/g =+ standart sapma)
1 Aspergillus terreus 98+1,83
2 Penicillium sp.1 14+0,26
3 Penicillium chrysogrnum 14+0,97
4 Penicillium sp.2 8+0,12
5 Penicillium sp.3 45+0,61
6 Penicillium sp.4 9+0,19
7 Penicillium sp.2 12+0,28
8 Aspergillus niger 5+0,23
9 Penicillium sp.5 82+0,26
10 Penicillium chrysogrnum 6+0,19
11 Penicillium sp.6 24+0,17
12 Penicillium chrysogrnum 1+0,16
13 Penicillium sp.3 11+0,19
14 Penicillium chrysogrnum 17+0,03
15 Penicillium chrysogrnum 33+0,03
16 Alternaria alternata 6+0,01
17 Penicillium sp.6 50+0,02
18 Penicillium sp.6 10+0,04
19 Penicillium sp.6 16+0,06
20 Penicillium sp.6 8+0,02
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Fungus filtratlarinda incelenen toplam fenolik madde miktar1 izolat numaralarina

gore;

1>9>17>5>15>11>14>19>2=3>7>13>6>4=20>10=16>8 > 12
seklindedir.

Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek fungus; Aspergillus terreus iken bunu
iki Penicillium sp. izolat1 izlemistir. Incelenen funguslar arasinda en diisiik toplam

fenolik madde miktar1 igeren izolat ise; Penicillium chrysogenum olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. 20 adet fungus filtratinin gallik aside esdeger toplam fenolik madde miktarlari

(GA/g % standart sapma)
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4.3. ITK Sonuclar

Antioksidan aktiviteden sorumlu muhtemel bilesen veya bilesen gruplari
dogrudan ITK tabakalar1 iizerinde belirlenmistir. Mordan sartya doniisen spotlar
antioksidan aktivite gosteren bilesen veya bilesen grubu olarak degerlendirilmistir.

(Sekil 4.3).

Sekil 4.3 20 adet fungus filtratina ait DPPH ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis ITK plaklari
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4.4. Serbest radikal siipiiriicii etki tayini sonuglar:

Izole edilen 20 adet fungusta DPPH kararh radikalinin antioksidan maddeler
varhiginda davranisi incelenmis olup, deney boliim 3.2.3 te belirtilen yolla yapilmistir.
Calisilan fungus izolatlarinin radikal siipiiriicii etkinliginin 6l¢iitii olarak derisimlere
kars1 % inhibisyon degerleri hesaplanmis ve standart antioksidan BHT nin degerleriyle
karsilastirilmistir. Denenen konsantrasyonlar arasinda tiim oOrneklerin en iyi aktivite

gosterdigi konsantrasyon 200 pl olarak belirlenmistir.

Tayin edilen 20 adet fungusun serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri DPPH
serbest radikali tlizerinden degerlendirilmistir. Sonuglar 3 farkli konsantrasyonda

BHT nin sonuglart ile karsilagtirllmigtir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4).

9,6x10™ mg/mL’de en diisiik aktivite gdsteren fungus filtrati; Penicillium sp.2
(%4) ve Penicillium sp.3 (%7) olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivite gosteren fungus
filtrat1 ise; Aspergillusterreus (%80) olarak belirlenmistir.

1,8x10” mg/mL’de en diisiik aktivite gdsteren fungus filtrat; Penicillium sp.2
(%6) olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivite gosteren fungus filtrati ise; Aspergillus

terreus (%383) olarak belirlenmistir.

3,6x10” mg/mL’de en diisiik aktivite gosteren fungus filtrati; Penicillium sp.2
(%20) olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivite gosteren fungus filtrat1 ise; Aspergillus
terreus (%86) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. 20 adet fungus filtratinin % inhibisyon ortalamalar1 (Sonuclar
ortalama deger * standart sapma (n:3) olarak verilmistir.)

Fungus % Inhibisyon
9.6x10* mg/mL | 1.8x10”° mg/mL | 3.6x10” mg/mL

Aspergillus terreus 80,1+0,95 83,1+1,05 86,2+0,91
Penicillium sp.1 50,5+1,9 60,2+1,16 69,1+1,0

Penicillium chrysogenum 14,3+1,13 20,4+2,1 50+0,8
Penicillium sp.2 4+0,3 6,240,833 20,2+1,22
Penicillium sp.3 7,2+1,11 12,2+1,81 23,6£1,12

Penicillium sp.4 38,1£1,05 44,1+2,15 54+2

Penicillium sp.2 44,2+1,86 56,7+1,56 67,2+1,26
Aspergillus niger 49,1+0,95 60+2 78,2+1,81
Penicillium sp.5 51,3+1,13 59,2+1,22 76,2+2,31

Penicillium chrysogenum 14,3+0,94 22,2+1,3 37+1,6
Penicillium sp.6 33,2+1,11 34,2+0,77 54,2+41,12
Penicillium chrysogenum 32,3+0,88 41,2+1,22 58,1£1,05
Penicillium sp.3 53,3+0,88 66,3+1,13 79,1+0,95
Penicillium chrysogenum 39+0,9 42+1,5 56,2+0,91
Penicillium chrysogenum 44 .2+1,02 46,1+£0,96 78,4+1,11
Alternaria alternata 33+1] 35,1£1,05 39,1+1,05
Penicillium sp.6 23,1£1,05 39,2+0,83 56,1£1,05
Penicillium sp.6 22,6£1,4 29,9+1,21 54+1,26

Penicillium sp.6 25,1+0,77 35,2+1,81 56+1

Penicillium sp.6 12,2+1,26 28,2+0,83 41,4+1,05

BHT 76x1,03 82+0,91 90+£1,1
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Sekil 4.4. Calisilan fungus filtratlarinin 3 farkli konsantrasyonda (3,6x 107, 1,8x10, 9,4x10™ mg/mL) serbest radikal siipiiriicii etkileri
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4.5. SOD ve Katalaz icin Spesifik Enzim Aktivitesi Sonuc¢lar:

20 adet fungus izolatinda antioksidan enzimlerden SOD ve KAT aktivitelerine
bakildiginda kontrole gore; 2, 3, 10, 13, 14, 15, 16 ve 17 numarali fungus izolatlar
SOD enzimi aktivitesi gostermedigi halde; 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 18, 19 ve 20

numarali fungus izolatlarinda SOD enzimi aktivitesi yiiksek degerlerde dl¢lilmiistiir.

KAT aktivitesinde ise; 2, 3, 7, 12 numarali fungus izolatlar1 katalaz aktivitesi
gostermedigi halde; 1, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ve 20 numaral
fungus izolatlar yiiksek aktivite gostermistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. SOD ve KAT enzimlerinin sonuglar1 (U/mg protein)

izolat Fungus SOD (U/mg protein) | CAT (U/mg protein)
No
1 Aspergillus terreus 70,5 121
2 Penicillium sp.1 14,9 15,6
3 Penicillium chrysogenum 27,2 17,3
4 Penicillium sp.2 108 28,3
5 Penicillium sp.3 48 33
6 Penicillium sp.4 49 61,1
7 Penicillium sp.2 40,4 12,1
8 Asperqillus niger 70,3 36,8
9 Penicillium sp.5 123 31,2
10 Penicillium chrysogenum 20,1 24
11 Penicillium sp.6 50 30,6
12 Penicillium chrysogenum 83 17,3
13 Penicillium sp.3 6,1 76,8
14 Penicillium chrysogenum 31,6 21,1
15 Penicillium chrysogenum 27,7 23,3
16 Alternaria alternata 25,6 62,5
17 Penicillium sp.6 37 23
18 Penicillium sp.6 78 32,1
19 Penicillium sp.6 70,9 47,5
20 Penicillium sp.6 71,7 98,6
SOD
Kontrol 39
Katalaz
Kontrol 20,7
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5. TARTISMA VE SONUC

I¢ Anadolu Bélgesinde yer alan Tuz Gélii yiiksek oranda tuz igeriginden dolay1
ekstrem bir ¢evredir ve tuzu seven ya da tuza hosgoriilii olan organizmalar1 barindirir.
Bu nedenle halofilik ya da halotolerant olarak nitelendirilecek mikrofunguslarin
izolasyonu i¢in Tuz G&lii suyu secgilmistir. Izolasyonda membran filtrasyon yontemi
kullanilmigtir.  Sularda bulunan mikrofunguslara ait propagiil (spor, hif pargasi vs)
sayis1 topraktakinden ¢ok daha az orandadir. Bu da sulardan mikrofungus
izolasyonunda biiyiik hacimlerde suyun kullanilmasini gerektirir. Aseptik kosullarda
filtrasyon islemi sonucunda filtre kagidi iizerinde toplanan propagiillerin geliserek
koloni olusturmasini saglamak iizere gesitli besiyerleri kullanilmistir. Tuz oraninin da
bu tip funguslarin gelisiminde 6nemli oldugu dikkate alinarak %12, ve 17 tuz iceren
MEA besiyeri kullanilmistir. Ayrica osmofilik 6zellikteki mikrofunguslarin gelisimi
icin %50 glukoz iceren MYS50G besiyeri de izolasyon caligmalarinda kullanilmistir
(Gunde et al, 2000).

Izolasyonun ilk asamasinda 50 fungal izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin
filtratlar1 toplam fenolik madde miktar1 a¢isindan degerlendirilmistir. Fenoller, hidroksil
gruplarindan dolay1 radikal giderme yetenegine sahip, oldukca 6nemli bilesenlerdir.
(Fidan ve ark., 2008). Kahkonen ve ark. (1999) yaptiklar1 arastirmada, antioksidanlarin
hidrojen atomu vericisi olarak etki gosterdiklerini ve zincir olusturan radikalleri daha az
reaktif tiirlere doniistiirerek olusan antioksidan radikalinin, oksijen atomu ile aromatik
halka iizerindeki paylasilmamis elektronun yer degistirmesiyle stabilize oldugunu ve bu
nedenle antioksidan molekiillerin yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasidiklarini

belirtmislerdir (Baser, 2002).

Son yillarda yeni antioksidan maddelerin kesfi i¢in ¢ok farkli caligsmalar
yapilmistir. Hindistan’nin Encab bdlgesinin c¢esitli yerlerinden izole edilen toprak
funguslarinin yaklasik % 45’inin antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
optimizasyon g¢alismalarinda bu tezdeki besiyerinde kullanilan siikrozun ve sodyum
nitratin varhiginda funguslarda en yiiksek antioksidan aktivite saptanmistir (Arora and

Chandra, 2010).
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Yapilan ¢alismada klasik identifikasyon yontemiyle tanimlanan mikrofunguslar;
Alternaria, Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait tiirlerdir. Literatiire goére tuzlu
ortamlardan izole edilen mikrofunguslar c¢ogunlukla; Penicillium, Aspergillus,
Alternaria, Acremonium ve Fusarium cinslerine ait tiirleridir (Kreiner et al., 2002).
Funguslarin ¢ok genis bir kismi antioksidan madde {iretir. Bunlarin arasinda en
onemlileri; Penicillium roquefortii (Hayashi et al., 1995), Aspergillus candidus (Yen
and Lee, 1996), Mortierella sp. (Hirota et al., 1997), Emericella falconensis (Takahashi
et al., 2000) ve Acremonium genusudur (Yen and Lee, 1996). Antitimor ajanlar,
antibiyotikler, immunosupressantlarin yaninda antioksidanlarda sekonder metabolit
olarak degerlendirilmektedir. Funguslardaki antioksidan savunma sistemleri, bakteri ve

mayalara oranla daha az ¢alisilmistir (Kreiner et al., 2002).

Toplam fenolik madde miktarina gore yapilan eleme sonucunda 20 fungal izolat
secilmistir. Bunlar Alternaria alternata, Aspergillus niger, A. terreus, Penicillium
chrysogenum (5 izolat) ve Penicillium spp (12 izolat) den olusmaktadir. Toplam fenolik
madde igerigine gore A. terreus (98 mg GA/g), Penicillium sp 5 (82 mg GA/g),
Penicilliumsp 6 (50 mg GA/g), Penicilliumsp 3 (45 mg GA/g) ve P. chrysogenum (33
mg GA/g) yliksek aktivite gostermistir.

DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki acisindan ise; A. terreus (%86),
Penicilliumsp 3 (%79), A. niger (%78), P. chrysogenum (%78), Penicilliumsp 5 (%76),
Penicillium sp 1 (%69) ve Penicillium sp 2 (%67) kayda deger aktivite gostermislerdir.
Toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH {izerinden serbest radikal siipiiriicii etki
sonuglari incelendiginde; Aspergillus terreus (1), Penicillium sp.5 (9) ve Penicillium
chrysogenum (15) tiirlerinin her iki deneyde de yiiksek aktivite gosterdigi saptanmuistir.
Aspergillus candidus MTCC 2202’un broth filtratlarinda yapilan bir ¢alismada ise
antioksidan aktivite (DPPH ile) ve siganlardaki 6demlere bakilarak anti-inflamatuar
aktivite ¢alisilmistir. Cesitli A. candidus broth filtrat ekstrelerindeki toplam fenolik
madde igerigi ile radikal siipiiriicii etkileri arasinda belirli bir korelasyonun oldugu

gozlenmistir (Malpure, 2006). Bu korelasyon calismamizda da dikkati ¢cekmektedir.
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Stiperoksit dismutaz, spesifik enzim aktivitesi 20 adet fungustan 12 tanesinde
(izolat numaralan sirasiyla; 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 18, 19 ve 20) yiiksek aktivite
gosterirken, spesifik katalaz aktivitesi 16 tanesin de (1, 4, 5, 6, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 ve 20) yiiksek degerlerde dlgiilmiistiir.

SOD ve KAT sonuglarina gore A.terreus (1), Penicillium sp.2 (4), Penicillium
0.3 (5), Penicillium sp.4 (6), A.niger (8), Penicillium sp.5 (9) ve Penicillium sp.6 (11)

tiirlerinin her iki enzim deneyinde yiiksek aktivite gosterdigi saptanmustir.

Toplam fenolik madde miktari, DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki,
SOD ve KAT sonuglar birlikte degerlendirildiginde A. terreus (1) ve Penicillium sp.5
(9) tiirlerinin en yliksek aktivitye sahip oldugu anlasilmistir. Antioksidan madde tireten
funguslara iligkin literatiirler incelendiginde 6nde gelen cins ve tiirlerin Penicillium
roquefortii (Hayashi et al., 1995), Aspergillus candidus (Yen and Lee, 1996),
Mortierella sp. (Hirota et al., 1997), Emericella falconensis (Takahashi et al., 2000) ve

Acremonium cinsi tiirler oldugu dikkati ¢eker (Yen and Lee, 1996).

Aspergillus candidus (CCRC 31543)’un broth filtratlarindaki antioksidan
bilesenleri ve onlarin antioksidatif o6zelliklerinin gilivenirligini belirlemek amaciyla
yapilan calismada ise 3 ana bilesik izole edilmistir (3,3¢¢-dihydroxyterphenyllin, 3-
hydroxyterphenyllin ve candidusin B). Bu 3 bilesigin peroksidasyon inhibisyonu %95
oraninda tokoferolden daha yiiksektir. Fakat BHA ise esit olarak 12,5-200 Ig/ml olarak
yiiksek bulunmustur. Giivenlik agisindan yapilan ¢aligmalar sonucunda bu 3 bilesigin
insan bagirsak hiicrelerinde 407 (int 407) ne sitotoksik ve genotoksik aktivitesinin
oldugu ne de Salmonella typhimurium TA98 VE TA100 a kars1 mutajenik etkisi oldugu
saptanmamustir (Yen et al., 2001).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), funguslarin metabolik aktiviteleri sonucunda
olusurlar. Funguslardaki ROS’larin, mekanik hasar, 151k, aclik ve diger organizmalarla
etkilesimi gibi gesitli stres kosullarinda iiretimleri artmaktadir. Fungal organizmanin
gelisimi siiresince ROS’larin diizenlenme seviyesinin ¢ok onemli oldugu bilinmektedir

(Gessler et al., 2007).
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Reaktif oksijen molekiillerini toksik olmayan molekiiller haline getiren
antioksidan enzimler ilizerine bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bulgaristan’nin Livingston
adasinin ¢esitli yerlerinden 18 toprak 6rneginden 109 filamentli fungus izole edilmistir.
30 tiirde aerobik organizmalardaki oksidatif strese savunma amagl iiretilen ve reaktif
oksijen molekiillerini toksik olmayan molekiiller haline getiren antioksidan enzimlerden
katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri 15 C’de daha aktif bulunmustur.
(Tosi et al., 2010). Diger bir ¢alismada ise Fusarium tiirlerinde, antioksidan enzim
aktivitesine bagl olarak membranlardaki lipit peroksidasyon ve toplam sialik asit (TSA)
seviyelerine bakilmis; SOD, KAT), Glutatyon peroksidaz (GSHPx) enzimleri arasinda
pozitif bir korelasyon bulunmustur (Kayali ve Tarhan, 2005). Diger bir ¢alismada ise,
yeni bir fungal katalaz bulunmus olup, karakterizasyonu ve saflastirilmasi yapilmistir

(Lartillot et al, 1988).

Sonu¢ olarak, tuzlu cevrelerde yasayan mikrofunguslardan agirlikli olarak
Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait bazi tiirler digerlerine gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermislerdir. Bunlardan biri olan A. terreus uygulanan ti¢ farkl

test sonucuna gore oldukga yiiksek aktivite gdstermistir.

Bu nedenle yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuclar funguslar gibi dogal
kaynaklardaki yeni antioksidan maddelerin belirlenmesi, ileride yapilacak calismalara
151k tutarak kimyasal yap1 analizlerinin yapilmasi ve yeni molekiillerin kesfedilmesine

yol agmas1 bakimindan 6nem tagimakta ve bu caligmalara bir temel olusturmaktadir.
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