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Tricholoma terreum ve Coprinus micaceus’un bazi biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
Determination of some biological activities of Tricholoma terreum and Coprinus micaceus
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Eser Bilgisi Ozet

Arastirma makalesi Mantarlarin gida olarak kullanimlarinin yani sira tibbi agidan kullanimlari glin gegtikge artmaktadir. Bu
DOI: 10.17474/acuofd.63466 ¢alismada yenilebilir mantar tirlerinden Tricholoma terreum (Schaeff.) P. Kumm. ve Coprinus
micaceus (Bull.) Fr. materyal olarak kullanilmistir. Calismada mantarlarin etanol ozitlerinin
antioksidan ve DNA koruyucu aktivitelerinin belirlenmesi ve toplam antioksidan ve oksidan
seviyeleriyle oksidatif stres indeksleri ve Fe, Mg, Zn, Cu, Na ve Ca igeriklerinin tespiti ve kiyaslanmasi
amaglanmistir. Antioksidan aktiviteleri DPPH metodu ile toplam antioksidan ve oksidan seviyeleri ise
Rel Assay Diagnostics kitleri kullanilarak belirlenmistir. DNA koruyucu aktivitesi pBR322 sliperkoil DNA
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica element igerikleri yas yakma metodu ile atomik absorpsiyon
spektrofotometresi kullanilarak saptanmigtir. Calisma sonucunda her iki mantar tiriiniin etanol
Ozltleri antioksidan ve DNA koruyucu aktivitelerinin dikkate deger bir etki gostermemistir ve toplam
oksidan degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.
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The use of mushrooms as food also as medicine is increasing day by day. In this study, an edible
mushrooms - Tricholoma terreum (Schaeff.) P. Kumm. and Coprinus micaceus (Bull.) Fr. — were used
as materials. This study was aimed to determine the antioxidant and DNA protective activity of
ethanol extract of mushrooms and determine and compare total antioxidant, oxidative stress index
with oxidative levels and Fe, Mg, Zn, Cu, Na and Ca contents. The antioxidant activity of mushrooms
were analyzed with using DPPH and total antioxidant and oxidative levels were analyzed with using
Rel Assay Diagnostics kits. DNA protective activity was determined by using the supercoiled pBR322
DNA. Furthermore, element contents of the mushrooms were determined with wet decomposition
method by using atomic absorption spectrophotometry. As a result of the study, antioxidant and DNA
protective activities of ethanol extracts of both mushroom species were not showed any notable
effect and total oxidant value was determined very high.

GIRiS

Mantarlar kozmopolit olarak yasayan organizmalar olup
bazilari eski tarihlerden beri gerek besin gerekse ilag
yapiminda kullaniimistir (Akata ve ark. 2012). Yuksek
protein, vitamin ve mineral igeriklerinden dolay
mantarlar diinya genelinde popller gida olmaya
adaydirlar (Sanda ve ark. 2012). Farmasétik agidan
arastirilan mantarlarin sayisi gliniimizde hala ¢ok disik
seviyelerdedir. Bununla birlikte simdiye kadar Uzerinde
cahsilan tlrler antitimoér ve bagisiklik sistemini
glclendirici 6zellikleri agisindan énemli bir yere sahiptir
(Wasser 2002).
hiperkolesterolemi ve kanser gibi hastaliklarin

Mantarlar ylksek tansiyon

onlenmesinde yararli terapotik gidalar olarak bildirilmistir
(Sarikurkcu ve ark. 2011).
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Fe, Cu, Zn, Cr, I, Co, Mo ve Se gibi elementler insan sagligi
icin gerekli elementler olmasina karsilik (Dogan ve ark.
2012), As, Cd, Ni, ve Hg gibi farkh elementler, toksik etki
yaratmaktadir (Stihi ve ark. 2009). Bu bakimdan mantarlar
blinyelerinde Cd ve Pb gibi agir metalleri ve Fe ve Zn besin
elementlerini biriktirmelerinden dolayr kullaniimadan
Once metal konsantrasyonlarinin belirlenmesi buyik
6nem arz etmektedir (Stihi ve ark. 2009).

Oksidatif strese bagl olarak kalp hastaliklari, nérolojik
bozukluklar, diyabet ve 16semi de dahil olmak lizere bir
¢ok ciddi saglik sorunlari olusabilir (Shameem ve ark.
2015). GUnimizde oksidatif hasari azaltmak igin insan
vicuduna yardimci olarak alinan antioksidanlara kaynak
olarak birgok bitki tird ve kisimlari kullaniimistir (Mujic ve
ark. 2010). Bu bitkilere ek olarak mantarlarin da
antioksidan aktivite ve oksidatif stres indeksi (OSi)
bakimindan incelenmesi cok dnemlidir.
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Turkiye sahip oldugu zengin canl gesitliligi ile besin ve
tibbi acidan bircok makromantar tirlini binyesinde
barindirmaktadir. (Sevindik ve ark. 2016). Bu galismada
Mugla ilinden toplanan Tricholoma terreum ve Coprinus
micaceus makromantarlari materyal olarak kullaniimis ve
mantarlarin etanol 6zitlerinin antioksidan ve DNA
koruyucu aktiviteleri ile toplam antioksidan ve oksidan
seviyeleri ve Fe, Mg, Zn, Cu, Na ve Ca elementlerinin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

H. Akgul, A. D. Nur, M. Sevindik, M. Dogan

MATERYAL ve YONTEM

Arastirmada kullanilan dogal mantar oOrneklerinden T.
terreum Mugla merkez, Cedrus libani A. RICH yakinindan,
C. micaceus Mugla, Ula Pinus nigra Arn. yakinindan
toplanmistir.

Sekil 1. Tricholoma terreum (Schaeff.) P. Kumm.

Mantar ekstraktlarinin hazirlanmasi
Mantar 40°C'de
isleminden sonra mekanik 6gutlci yardimi ile toz haline
getirilmistir. Ogutilen mantarlar 30’ar g tartilarak
kartuslanip etanol ile soxhlet ekstraktoriinde yaklasik
olarak 6 saat sireyle 75 °C’de &zitleme islemis
gerceklestirilmistir (BUCHI Extraction System Model B-
811). Elde edilen 6zitler daha sonra basing altinda rotary
evaporatérle 40 0C’de yogunlastirihp, +4 °C’'de deney
yapilacak hale getirilmistir. (BUCHI Rotavapor Model R-
144).

ornekleri inklbatorde  kurutma

Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi

Mantarlarin DPPH serbest radikal stpirme aktiviteleri
Shimada ve ark. (1992), kullanmis olduklari method ile
belirlenmistir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma,
Aldrich), 517 nm’de maksimum optik absorbansa sahip,
stabil bir serbest radikaldir. Serbest radikal stipUriicuyle
DPPH’In reaksiyonu, 517 nm’deki absorbans degerinde
dislse neden olur. Img/mL bilesik iceren stok ¢ozeltiler,
DMSQO’da hazirlanmistir.  Cozeltinin - 50ul’si  160uL
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Sekil 2. Coprinus micaceus (Bull.) Fr.

%0.039’luk  DPPH’a  eklenmistir. Oda sicakhginda
karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 517
nm’de absorbans okunmustur. Tim konsantrasyonlar ve
ornekler icin ayri ayri islemler tekrarlanmistir. Ayrica
referans antioksidan olarak askorbik asit kullanilmistir.
Daha sonra DPPH serbest radikal stiplirme yiizdeleri;
Stpiirme aktivitesi (%)= [(ADPPH-AOrnek)/(ADPPH)]x100
formiline gore hesaplanmistir.

DNA Koruyucu Aktivitelerin Belirlenmesi

Mantarlarin etanol 6zltlerinin, DNA’y1 UV ve oksidatif
kaynakli hasarlardan koruma etkinliklerinin tespiti igin
pBR322 plazmid DNA’si (vivantis) kullanilmistir. Plazmid
DNA’si, ozltlerin varliginda H,0, ve UV uygulanarak
hasara ugratilmistir. Russo ve ark. (2000), tarafindan
belirlenen metoda gore % 1.5°lik agaroz jel Uzerinde
goriintileme gerceklestirilmistir. Oziitlerin % 5.0’lik ve %
7.0'lik stok derigsimlerinin  hazirlanmasi  amaciyla
Ozitlerden sirasiyla 50 mg tartilarak tzerlerine 1000 plL
distile su eklenmistir. Oziitiin, tamamen ¢6ziinmesi

saglandiktan sonra seyreltme islemi gerceklestirilmistir.
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%5’lik  mantar 6zltl solisyonundan seyreltmeler
yapilmistir. Seyreltme islemlerinden sonra mantar
ozitlerinin oldugu tupler 5 dk sliresince UV isinlarina
maruz biraktiktan sonra 2.0 pL ylkleme tamponu
eklenerek % 1.5’lik agaroz jele yliklenmistir. Isik kaynagi
olarak oda sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000
uW.cm? yogunlukta isik Greten UV transliminatér (DNR-
IS) cihazi kullaniimistir. % 1.5°lik agaroz jel eketroforezi
uygulamasindan sonra jel dokiimantasyon sisteminde
(DNR-IS, MiniBIS Pro) gorintiileme islemi yapilmistir. Bu
test sisteminde kontrol olarak, UV ve H,0; uygulamasi
yapilmamis pBR322 plazmid DNA’si kullanilmistir.

TAS, TOS Seviyeleri ve OSi Degerlerinin belirlenmesi

Mantarlarin toplam antioksidan seviyeleri (TAS), Erel
(2004), tarafindan gelistirilen Rel Assay marka ticari kitler
(Rel Assay Kit Diagnostics, Turkiye) kullanilarak
Olgllmustir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢ozinir
bir analogu olan Trolox kullaniimistir. Sonuglar mmol
Trolox equiv./L olarak ifade edilmistir. Mantarlarin
toplam oksidan seviyeleri (TOS), Erel (2005), tarafindan
gelistirilen Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
OlcUlmuistlir. Kalibrator olarak hidrojen peroksid
kullanilmistir. Sonuglar pmol H,0, equiv./L olarak ifade
edilmistir. TOS dizeylerinin TAS dizeylerine oraninin
ylizde derecesi olarak ifade edilen OSi hesaplanirken, TAS
testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki gibi pmol
birimine ¢evrilmistir (Erel 2005). Sonuglar asagidaki

formile gore hesaplanmistir:
0Si= TOS,umol H, O,equiv./L
TAS,umol Trolox equiv./LX10

Element igeriklerinin Belirlenmesi

Etlvde 80 °C'de sabit tartima kadar kurutulan mantar
ornekleri sonra havanda égitiilmustiir. Ogitilen mantar
orneklerinden 1’er gram tartilmis ve 50 ml’'lik cam
erlenlere konularak Uzerine 10 mL konsantre HNOj3
eklenmis ve oda sicakhginda 24 saat bekletilmistir.
Ornekler isitici tabla Uzerinde tortu kalincaya kadar
isitilmistir. Daha sonra bu erlenlerin UGzerine 10 mL
konsantre HCI eklenmis yakma islemi yenilenmistir.
Yakma islemini takiben 6rnekler tzerine 20 ml seyreltik
HCl eklenmis ve ornekler stzilmustir (Dogan 2005).
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Mantar Orneklerinin element igerikleri Perkin Elmer
(AAnalist 400) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

BULGULAR

DPPH Aktiviteleri

T. terreum ve C. micaceus mantarlarinin etanol 6zitlerinin
DPPH serbest radikal stipirme aktivitesi % inhibisyon
degerleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Mantar Orneklerinin DPPH Serbest Radikal Siipiirme
Aktiviteleri (% inhibisyon)

Konsantrasyon T. terreum C. micaceus Askorbik Asit
(mg/ml) (%) (%) (%)

0.5 2.00 3.83 97.01

1 6.12 5.95 97.21

Mantarlardan elde edilen 6ziitlerin DPPH serbest radikal
siplirme basarisi 6zt konsantrasyonunun artisi ile dogru
orantili oldugu tespit edilmistir. T. terreum aktivitesinin C.
micaseus’a gore daha fazla oldugu soylenebilir.

DNA Koruyucu Aktiviteleri

Yapilan DNA koruyucu aktivite testleri sonucunda her iki
mantar érneginin etanol 6zltlerinin DNA’yI koruyucu bir
aktivite gostermedigi belirlenmistir.

TAS, TOS Seviyeleri ve OSi Degerlerinin belirlenmesi
Mantarlarin TAS ve TOS seviyeleri ve OSi degerleri Tablo
2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Mantar Oziitlerinin TAS, TOS Seviyeleri ve OSi Degerleri
TOS (umol H,0, oSi

TAS (mmol Trolox

equiv./L) equiv./L)
T. terreum  0.38 16.76 4.41
C.micaceus 0.46 16.87 3.67

Mantarlarin etanol 6zitlerinin TAS degerlerinin ¢cok disik
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu mantarlarin TOS
degerlerinin ¢ok yiksek seviyeye sahip oldugu tespit
edilmistir. Her iki mantarin OSI degeri ¢ok yiiksek oldugu
gorulmustir.

Element Kompozisyonlari

Mantarlar icin literatlirde yer alan deger aralklar ve
calismada vyer alan oOrneklerin element igerikleri
(ortalamazStd ) Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Mantarlarin biinyelerinde yer alan elementlerin literatiirde tespit edilen deger araliklari ve deney sonuglari (Mallikarjuna vd. 2013)

Element Literatiirde yer alan en diisiik ve en yiiksek degerler (mg.kg?)

Fe 14.6-835
Mg 600-2500
Zn 29.8-158
Cu 71-95

Na 60-920
Ca 18-590

Calisma verileri (mg.kg* Kuru agirhk)

T. terreum C. micaceus
341.98+2.58 84.51+5.73
132.26+1.41 128.44+13.49
107.11+7.82 51.01+7.42
9.59+2.28 16.50+1.27
219.44+0.62 485.83+5.42
115.93+3.58 125.94+0.86

Element iceriklerinin mantar tirleri arasinda farklilk
gosterdikleri belirlenmistir. Buna gbre T. terreum’un
element iceriklerinin Fe> Na> Mg> Ca> Zn> Cu oldugu
tespit edilmistir. Buna karsilik C. micaceus’un element
icerikleri ise Na> Mg> Ca> Fe> Zn> Cu seklinde oldugu
bulunmustur.

TARTISMA ve SONUC

Mantarlarin gerek gida olarak gerekse tibbi acgidan
kullanimlarinda biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
Onem arz etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda her iki
mantar tirtiniin de zayif antioksidan etki gosterdigi tespit
edilmistir. DNA koruyucu aktivite testlerinde mantar
Ozutlerinin herhangi bir aktiviteye sahip olmadig
belirlenmistir. Bunun yaninda farkh ¢oziciler kullanilarak
deneylerle sonuglarin

yapilacak degisebilecegi

disinidlmektedir.

Mineral madde iceriklerinin belirlenmesi icin yaptigimiz
(2013), vyaptiklan
arastirmaya kiyasla Mg ve Cu igerigi her iki mantar da

¢alismada Mallikarjuna ve ark.

literatlir degerlerine gbére daha az seviyelerde tespit
edilmistir. Bu durumun mantar 6rneklerinin toplandig
kullandiklari substratlardan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

habitatlardan ve

Oksidan maddelerin canlida yogunlugunun artmasi ile bu
maddeler, nikleik asitler, lipidler, proteinler, enzimler ve
karbonhidratlar ile etkilesime girerek hiicre hasari ve
olim ile sonuglanan etkilere neden olabilirler (Yerer ve
Aydogan 2000). Calismada kullanilan mantalarin oksidan
seviyelerinin ¢ok vyulksek bulunmasi nedeniyle bu
mantarlarin tuketilmesi

bolgelerden toplanan
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durumunda insan viicudunda ciddi hasarlara neden
olabilecegi ve tiketiminin yapilmamasi 6nerilmektedir.
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