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OZET

FARKLI MANTAR TURLERININ iZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU VE
BIYOLOJIK AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Son yillarda biyoteknolojinin gelismesi ile birlikte mantarlardan elde edilen iirlinlerin
kullanimina yonelik ilgi de artmigtir. Farkli mantar tiirlerinin 6ziitlerinde bulunan metabolitler
antimikrobiyal etki gostermekte olup, tedavi amagh kullanilabilirligine yonelik ¢alismalar hala
stirdiirilmektedir. Bunlara ilaveten, literatiirde bitkilerde oldugu gibi mantarlarin da giicli
antioksidan etki gosterdikleri bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ¢esitli besinsel ya da tarimsal
atiklardan izole edilen ve molekiiler tanimlamasi yapilan mantar tiirlerinden farkli ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Tez
caligmalar1 esnasinda olusan mantar atiklarinin biyosorpsiyon mekanizmasi ile tetrasiklin
iceren atik su aritiminda kullanim potansiyeli degerlendirilmistir. Molekiiler tanimlama
caligmalarinda peynir atig1 tizerinden izole edilen izolat 1, tarimsal atiktan izole edilen izolat 2
ve Sivas'tan toplanan izolat 3'in sirasiyla Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum ve
Suillus collinitus tiirleri oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite calismalarinda Agar
Disk Difiizyon yontemi kullanilmis olup, bu calismalarda izole edilerek tanimlanan tiirler
arasinda en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin P. chrysogenum tlrli tarafindan
gergeklestirildigi  goriilmistiir. P.chrysogenum tiiriinlin aseton Oziitline en duyarli test
mikroorganizmas tiirli ise Candida albicans olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde DPPH giderimi test edilmis ve P. chrysogenum’un etanol Oziitiinde
antioksidan aktivite gorlilmistiir. Mantar atiklarimin tetrasiklin giderim aktivitelerini
incelemek amaciyla biyosorpsiyon i¢in 6n denemeler yapilmig ancak atik mantarlardan elde
edilen biyosorbentlerin tetrasiklin giderimi i¢in uygun olmadig: tespit edilmistir. Atik mantar
biyokiitlesi ve tetrasiklin etkilesiminin aydinlatilmasi i¢in FTIR ve SEM analizleri yapilmastir.
Sonug olarak biyolojik aktivite sonuclarina gore en iyi antimikrobiyal aktiviteyi gosteren
mantar tiirli olarak P. chrysogenum tiirii se¢ilmis ve bu tiirlin 6ziitlerde bulunan maddelerin
yapist LC-MS/MS analitik yontemi ile aydinlatilmaya ¢alisilmigtir. Yapilan tez ¢aligmasi yerli
izolat mantar tiirlerinin tanimlanarak kiiltiir koleksiyonuna katilmasi ve bu calismanin
bulgular1 yerli izolat mantar tiiri P. chrysogenum'un biyolojik aktivitesinin belirlenerek

degerlendirilmesi agisindan 6nemli sonuglar icermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mantar, Antimikrobiyal Aktivite, Antioksidan Aktivite, LC-MS/MS.
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ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITY OF DIFFERENT FUNGUS SPECIES

In recent years, with the development of biotechnology, interest in the use of products obtained
from mushrooms has increased. Metabolites found in extracts of different mushroom species
show antimicrobial effects, and studies on their therapeutic use are still ongoing. In addition to
these, it has been reported in the literature that fungi show strong antioxidant effects as well as
plants. In this thesis, antimicrobial and antioxidant activities of extracts obtained from fungal
species isolated from various nutritional or agricultural wastes and molecularly defined using
different solvents were investigated. The biosorption mechanism of fungal wastes formed
during the thesis studies and the potential for use in wastewater treatment containing
tetracycline were evaluated. In molecular identification studies, it was determined that isolate
1 isolated from cheese waste, isolate 2 isolated from agricultural waste and isolate 3 collected
from Sivas are Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum and Suillus collinitus species,
respectively. Agar Disk Diffusion method was used in antimicrobial activity studies, and it was
observed that the highest antimicrobial activity among the species isolated and identified in
these studies was performed by P. chrysogenum. The test microorganism species most
sensitive to acetone extract of P.chrysogenum was determined as Candida albicans. To
determine the antioxidant activity, DPPH removal was tested and antioxidant activity was
observed in the ethanol extract of P. chrysogenum. In order to examine the tetracycline
removal activities of fungal wastes, preliminary experiments were made for biosorption, but it
was determined that the biosorbents obtained from waste mushrooms were not suitable for
tetracycline removal. FTIR and SEM analyzes were performed to elucidate the interaction of
waste fungal biomass and tetracycline. As a result, P. chrysogenum was selected as the fungus
species that showed the best antimicrobial activity according to the biological activity results,
and the structure of the substances in the extracts of this species was tried to be clarified by
LC-MS/MS analytical method. The thesis study has important results in terms of identifying
local isolate fungal species and adding them to the culture collection, and determining and
evaluating the biological activity of the native isolate fungal species P. chrysogenum according

to the findings of this study.

Keywords: Fungus, Antimicrobial Activity, Antioxidant Activity, LC-MS/MS.
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KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI
% Yiizde
ATCC: American Type Culture Collection
BHT: Biitil Hidroksi Toluen
°C: Santigrat derece
DMSO: Dimetil Siilfoksit
DPPH: 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
ESI: Elektrosprey Iyonizasyon
FT-IR: Fouirer Transform Infrared (Fouirer Dontigiimlii Kizil6tesi)
g: Gram
HTAB: Hegzadesiltrimetil amonyum bromiir
ITS: Internal Transcribed Spacer
L: Litre
LC-MS: Sivi Kromatografisi- Kiitle Spektrometrisi
LC-MS/MS: Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi
mg: Miligram
ml: Mililitre
mm: Milimetre
mM: Milimolar
MS/MS: Tandem Kiitle Spektrometrisi
nm: Nanometre
OTC: Oksitetrasiklin
PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ppm: parts per million
rDNA: Ribozomal Deoksiriboniikleik Asit
rpm: Revolutions per minute

rRNA: Ribozomal Riboniikleik Asit



SEM: Scanning Electron Microscope (Taramal1 Elektron Mikroskobu)
TC: Tetrasiklin
pl: Mikrolitre

pg:Mikrogram
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1. GIRIS

Giliniimiizde 6karyot canlilar grubunda yer alan, iirettikleri farkli 6zellikteki enzimlerle
cevrelerindeki besinleri pargalayip absorpsiyon yoluyla beslenen heterotrof canlilar olan
mantarlara yonelik ¢alismalar ilgi gormektedir. Mantar tiirleri beslenme 6zellikleri agisindan
degerlendirildiginde farkli isimlerle anilmaktadirlar. Ornegin; bazi mantar tiirleri besinlerini
canlt bir konakg¢idan (bitki veya hayvan) alirlar ve bunlara biyotroflar ad1 verilir; diger mantar
tirleri ise besinlerini Olii bitkilerden veya hayvanlardan alir ve saprotroflar (saprofitler,
saproblar) olarak adlandirilir. Bazi mantar tiirleri ise yasayan bir konaga bulasir, ancak
besinlerini elde etmek icin konakg1 hiicreleri Oldiiriirler; bunlara da nekrotrof denilmektedir
(Carris vd., 2012: 1). Mikro (kiifler ve mayalar) ile makro (sapkalt mantarlar) mantarlar

arasinda degisik boyutlarda olan mantarlar sporla ya da tomurcuklanarak c¢ogalmaktadir

(Mukherjee vd., 2018: 92, Carris vd., 2012: 11).

En eski mantar fosilleri, 460 ila 455 milyon 6ncesine dayanmaktadir (Carris vd., 2012:
2). Uzun bir ge¢cmise sahip olan mantarlar hava, su ve toprak gibi her tiirlii ortamda
bulunabildiklerinden ¢ok yaygindirlar. Diinyadaki mantar tiirii sayisinin 1,5 milyon ya da 3,5-
5,1 milyon arasi olabilecegi yoniinde cesitli tahminler vardir (Chambergo ve Valencia, 2016:
2567). Baz1 mikologlar ise 2,2 milyon ile 3,8 milyon arasinda toplam tiir olabilecegini tahmin
etmektedir ve yaklasik 144.000 mantar tiiri tanimlanmistir (Moore ve Ahmadjian, 2019: 5).
Tanimlanan tiirlerin sayist toplam tiirlerin yiizde onundan azdir ve terapdtik Onemi
degerlendirilen tiirler ise daha az sayidadir (Smith vd., 2015: 389). Tahminen 3,8 milyona varan
tiir sayisinin yaninda az bir kismin tanimlanmis olmasi nedeniyle mantarlarin oldukca az

calisilmis bir grup oldugu belirtilmektedir (Banos vd., 2018: 1).



Uzun yillar boyunca ¢esitli toplumlar tarafindan fonksiyonel gidalar olarak kabul
edilmis olan mantarlar, giiniimiizde de ¢esitli ilaglarin ve nutrasétiklerin gelisimi i¢in 6nemli
bir kaynak olarak goriilmektedir (Smith vd., 2015: 389). Mantarlarin biyosentezledigi dogal
tirlinlerin biyoteknolojik uygulamalarla ilgili olmasi arastirmacilarin biiytik ilgisini cekmektedir
(Banos vd., 2018: 1). Yapilan tibbi ve farmakolojik caligmalarda 6zellikle Ascomycete ve
Basidiomycete subelerinin biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin bir kaynak oldugu
goriilmistiir (Smith vd., 2015: 389). Mantarlarin antioksidan bilesenler, peptit ya da
polisakkarit yapida cesitli antikanser molekiiller, noroaktif bilesikler, serbest amino asitler,
doymamisg yag asitleri vb. biyoaktif bilesikler igermeleri, onlar1 cazip hale getirmektedir (Hyde
vd., 2019: 61). Arastirmalar mantarlarin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin
degerlendirilmesine odaklanmaya devam etmektedir (Gebreyohannes vd., 2019: 1). Genis bir

biyolojik ¢esitlilige sahip olan mantarlar, bu alandaki ¢alismalara essiz bir kaynak sunmaktadir.

Bu tez calismasiin amaci, ¢esitli kaynaklardan izole edilen mantar tiirlerinin molekiiler
tanimlamasinin yapilmasi ve bu tiirlerden farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin incelenmesidir. Ayrica 6ziit eldesi neticesinde
olusan mantar atiklarinin sulu ortamlardan tetrasiklin gideriminde biyosorbent olarak kullanim
potansiyelinin de arastirilmasit ve biyolojik aktivitesi yiiksek bulunan mantar tiiriiniin
oziitlerindeki maddelerin kimyasal yapisinin analitik yontemlerle aydinlatilmasi da bu tez
calismasinin amagclar1 arasinda yer almaktadir. Literatiirde mantarlarin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesine yonelik bir ¢ok ¢alisma olmasina karsin Bilecik
ilinde izole edilen yerli izolatlarin biyolojik aktivitesine yonelik herhangi bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Ayrica biyolojik aktivitede rol alan maddelerin belirlenmesine yonelik

calismaya da rastlanmamistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Mantarlarin Ozellikleri

Tipik bir filamentli mantar, sert bir hiicre duvar ile ¢evrelenmis dalli ve ipliksi bir
yapidan olusur. Hif ad1 verilen dalli, mikroskobik tiibiiler hiicreler, miselyum denilen filamentli
bir thallus (gévde) olusturur (Carris vd., 2012: 1). Hif yapisi, septa adi verilen ¢apraz duvarlara
sahip olabilir (septali; septat) ya da olmayabilir (septasiz; aseptat; koenositik). Hif tipi (septat
veya aseptat), belirli mantar gruplarmin karakteristigidir. Mantar hiicre duvari, kitin ve
glukanlardan (Ascomycota, Basidiomycota ve Chytridiomycota'da), ayrica kitosan ve diger
bilesenlerden (Zygomycota'da) olusur. Miselyum, ¢cevreden gelen besinleri kullanarak biiyiir ve
belirli bir olgunluk asamasina ulastiginda, spor adi verilen iireme hiicrelerini olusturur.
Mantarlarin ¢ogu sporla ¢ogalirken bazi mantarlar, 6zellikle mayalar, miselyum olusturmazlar,
ancak tomurcuklanma veya boliinme yoluyla ¢ogalirlar. Ayrica, ¢cevresel kosullara bagli olarak
misel bliylimesi ile maya benzeri biiylime arasinda gegis yapabilen mantarlar da vardir. Farkl
bicimlerde biiyiime yetenegi dimorfizm olarak adlandirilir ve Ascomycota, Basidiomycota ve

Zygomycota'nin bazi liyelerinde goriiliir (Carris vd., 2012: 9).

Cok fazla sayida olan mantarlar her yerde (toprakta, havada, géllerde, nehirlerde ve
denizlerde, bitki ve hayvanlarin istiinde ve i¢inde, yiyecek ve giysilerde, insan viicudunda)
bulunabilirler (Singh vd., 2014: 1). Tatli su tiirleri genellikle temiz ve soguk suda bulunur ¢iinkii
yiiksek tuzluluga tolerans gosteremezler. Bununla birlikte, baz: tiirler hafif ac1 sularda bulunur
ve birkaci ¢ok kirli akarsularda gelisir (Moore ve Ahmadjian, 2019: 2). Mikroorganizmalarin
bliylimesi i¢in zengin bir habitat olan toprak, ¢cok sayida mantar tiirii i¢in ideal bir yasam alanm
saglar (Ismael ve Ramadan, 2011: 1). Daha kuru alanlarda veya cok az organik madde igeren
veya hi¢ icermeyen habitatlarda yalnizca az sayida tiir bulunur. Mantarlar, biiylimeleri i¢in
yeterli nemin oldugu diinyanin tiim iliman ve tropikal bdlgelerinde bulunur. Kuzey Kutbu ve
Antarktika bolgelerinde birkag tiir mantar yasar, ancak bunlar nadirdir ve daha ¢ok liken
seklinde alglerle simbiyoz yasarlar (Moore ve Ahmadjian, 2019: 2). Genel olarak liken, mantar
(mikobiyont) ve fotosentetik ortak (fotobiyont) arasinda kurulan simbiyotik iliskiye dayali
organizma olarak tanimlanmaktadir. Likenleri olusturan mantarlarin simdiye kadar bilinen tim

mantar tiirlerinin yaklagik beste birini olusturdugu ifade edilmektedir (Goga vd., 2018: 1).



Bitkilerin gdvde ve yapraklarinin i¢ dokularmi kolonize edecek sekilde bitkilerle
simbiyotik bir iliski i¢inde yasayan mantarlar ise endofit mantarlar olarak tanimlanir (Patil vd.,
2016: 189). Pezizomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Leotiomycetes ve
Sordariomycetes gibi simiflara ait mantarlar ile Basidiomycota ve Zygomycota iiyeleri

bitkilerde yaygin olarak gdriilen fungal endofitlerdendir (Beram vd., 2016:162).

Mikoloji  kitaplarinin  ¢ogunda  mantarlarin ~ Ascomycota,  Basidiomycota,
Chytridiomycota ve Zygomycota olmak {izere dort ana grup (filum) altinda incelendigi
gorilmektedir. Mantarlar1 incelemek i¢in yeni yontemler kullanildik¢a, yeni c¢alismalar

yapildikca siniflandirma sistemi ek degisikliklere ugramaktadir (Carris vd., 2012: 1).

2.2. Mantar Metabolitleri

Mantarlar, ¢evrelerindeki besinlerden faydalanmak igin farkli tipte enzimler
tiretmelerinin yani sira gesitli islevleri olan birgok metabolit iirettigi de bilinen 6nemli bir
okaryotik mikroorganizma grubudur (Mukherjee vd., 2018: 92; Patil vd., 2016: 189).
Mantarlarin yasam dongiisii i¢inde primer ve sekonder metabolizma adi verilen iki evrede
cesitli metabolitler tiretilir. Protein, karbonhidrat, niikleik asit ve lipit gibi biiyiime i¢in gerekli
olan primer metabolitler biiylime ortamindan elde edilemezlerse bu metabolitlerin 6nciillerinin
sentezlenmesi gerekir. Genel olarak primer metabolitler organizmanin gelisme fazinin
baslangicinda olusurlar ve bu fazin sonlarina dogru maksimum {irliin meydana gelir. Enzimler,
yaglar, alkoller ve organik asitler en ¢ok iiretilen primer metabolitlerdir (Bocks, 1967: 777).
Sekonder metabolitler ise lireme evresinin sonunda organizma durgun faza girdiginde iiretilirler
(Silah, 2014: 149). Sekonder metabolitler, normal biiylime, gelisme veya iireme i¢in gerekli
olmayan, fakat liretici organizmaya rekabet avantaji saglayan biyolojik olarak aktif organik
bilesiklerdir (Al-Fakih ve Almaqtri, 2019: 191). Farklilagsma ve sporlanma ile iligkili olan bu
metabolitlerin bazilar1 ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptirler (Herrera vd., 2002: 448).
Sekonder metabolitler ilag, tatlandirici, pigment vb olarak kullanilabilmektedir (Al-Fakih ve
Almagqtri, 2019: 191). Tibbi bilesikler olan antibiyotikler, statinler, siklosporinler ve ergot

alkoloidleri sekonder metabolitlerin 6nemli 6rneklerindendir (Bills ve Gloer, 2017: 1090).
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Sekil 2.1. Mantar Biiylime Egrisi
Kaynak: (Bocks, 1967: 777)

2.3. Mantarlarin Kullanim Alanlar:

Mantarlar, insanligin kullandig1 en eski organizmalarindan biridir ve ¢ok uzun yillardir
hem filamentli mantarlar hem de mayalar baz1 endiistriyel (6rnegin alkol), besleyici (6rnegin
ekmek ve peynir) ve tibbi olarak yararli (6rnegin penisilin) {iriinlerin iiretiminde
kullanilmislardir (Adrio ve Demain, 2003: 191; Al-Fakih ve Almagqtri, 2019: 191).
Mantarlardan elde edilen iiriinlerin kullanimi tibbi, biyoteknolojik ve cevresel uygulamalari
nedeniyle giderek artmaktadir (Cérdoba M ve Rios H, 2012: 71). Gidadan tibba, endiistriye

kadar cesitli alanlarda mantarlardan ve onlarin iiriinlerinden yararlanilmaktadir.

2.3.1. Endiistri Alaninda Mantarlarin Kullanilmasi

Filamentli mantarlar uzun siiredir enzimler, antibiyotikler, kozmetikler, yem iiriinleri
gibi ticari Uriinlerin endiistriyel tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Gmoser vd., 2017: 1). Ayrica
vitaminlerin, lipidlerin, polihidrik alkollerin, polisakkaritlerin ve glikolipidlerin endiistriyel
iiretim proseslerinde de mantarlar kullanilmaktadir (Adrio ve Demain, 2003: 191).
Mantarlardan gida, ilag, tekstil, deterjan, biyo-yakit, kagit ve kagit hamuru endiistrilerinde de

yararlanilmaktadir (Meyer vd., 2016: 1).



Mantarlar endiistriyel dl¢ekte biiyilik biyoreaktorlerde yetistirilebilmeleri, fermentasyon
islemlerinin uygun maliyetli olmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle antibiyotikler, enzimler, organik
asitler gibi maddelerin {iretiminde uzun yillardir kullanilmislardir (Hyde vd., 2019: 3). Ornegin
sitrik asit iiretiminin filamentli bir mantar olan Aspergillus niger kullanilarak yapilmasi
mikrobiyal fermantasyonla yapilan organik asitlerin iiretimlerine gore daha fazla {iriin
alinmasini saglamaktadir (Meyer vd., 2016: 1). Mantarlardan elde edilen endiistriyel iriinlerden
bazilar1 ve sentezlenen tiirler Tablo 2.1'de gosterilmektedir (Mukherjee vd., 2018: 94, Silah,
2014: 148).

Tablo 2.1. Mantarlardan Elde Edilen Bazi Endiistriyel Uriinler

Endiistriyel iiriin | Uretimde Kullanilan Mantar Tiirii | Uygulama alam
Penisilin Penicillium chrysogenum Insan/hayvan saglig
Sefalosporin Cephalosporium acremonium Insan/hayvan sagligi
Siklosporin Tolypocladium inflatum Insan saglig
Lovastatin Monascus ruber Insan saglig

Insiilin Saccharomyces cerevisiae Diabet tedavisi
Riboflovin Candida Saglik endiistrisi
a-Amilaz Aspergillus niger Nisasta isleme

Seliilaz Humicola insolens Hayvan yemi endiistrisi
Alkol Saccharomyces Yakit ve icecek

Sitrik asit Aspergillus niger Alkolsiiz icki endiistrisi
Itakonik asit A. terreus, Candida/Rhodoturula Kimya endiistrisi

Kaynak: (Mukherjee vd., 2018: 94, Silah, 2014: 148)



Bazi sentetik boyalarin sagliga zararli etkilerinin olabilmesi nedeniyle dogal
pigmentlere yonelik talep her gecen gilin artmaktadir (Narsing Rao vd., 2017: 1). Dogal
pigmentlerin alternatif bir kaynagi olan mantar pigmentlerinin ucuz kiiltiir ortaminda elde
edilebilmesi, hizli biiyiimeleri, hava kosullarindan etkilenmemeleri, genellikle hiicre disi
metabolitler olmalari, kolay oziitlenmeleri ve biiyiilk miktarlarda salgilanmalar1 endiistriyel
diizeyde kullanilmalarina olanak saglamis ve mantarlar1 bitkilerden sonra en degerli dogal
pigment kaynagi haline getirmistir (Narsing Rao vd., 2017: 1; Sajid, 2018: 1). Miktarlar1 tiirden
tiire degismekle beraber hemen hemen tiim mantarlar pigment iiretmektedir. Yararli pigmentler
ireten en Onemli gruplara ornek olarak Basidiyomisetler, Zigomisetler, endofitik mantarlar, lifli
mantarlar, mayalar, deniz mantarlar1 ve halofiller verilebilir (Sajid, 2018: 1). Karotenoidler,
fenazinler, flavinler, kinonlar, moasinler, ankaflavinler, cantaksantin, indigo, violacein,
prodigiosin ve melanin mantarlarin en ¢ok trettigi pigmentlere 6rnektir (Dufossé vd., 2014:

56).

Bir¢cok mantar pigmenti renklendirme 6zelliginin yaninda antioksidan, antimikrobiyal
ve antikanser aktiviteler gibi farkli biyolojik 6zelliklere de sahiptir (Narsing Rao vd., 2017: 1).
Ormegin Monascus pigmentleri, Ashbya gossypiiden elde edilen riboflavin, Blakeslea
trispora'dan elde edilen likopen ve P-karoten, Penicillium oxalicum'dan arpink red gida
renklendiricileri olarak pazara girerken (Dufossé vd., 2014: 56), Monascus, Fusarium,
Talaromyces, Trichoderma, Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin  pigmentlerinin
antimikrobiyal aktivitelerini gosteren c¢alismalar biyoaktif pigmentlerin gida ve ilag
endiistrilerinde antibakteriyel bilesenler olarak kullanilabilecegini 6nermektedir (Lagashetti
vd., 2019: 23). Penicillium, Monascus, Chaetomium ve Talaromyces tarafindan iiretilen sari,
turuncu ve kirmiz1 gibi ¢esitli renklerdeki azafilon pigmentleri antioksidan ve anti-mikrobiyal
ozelliklere sahiptir (Venil vd., 2020: 8). F. oxysporum, T. verruculosus ve Chaetomium
tiirlerinin pigmentlerinin sitotoksik aktiviteleri, Monascus purpureus, Monascus pilosus, A.
nidulans, Shiraia bambusicola, Alternaria tiirlerinin pigmentlerinin antikanser aktiviteleri de

mantar pigmentlerinin farkli aktivitelerine 6rnek verilebilir (Lagashetti vd., 2019: 23).
2.3.2. Gida Alaninda Mantarlarin Kullanilmasi

Mantarlar lezzetleri, ekonomik ve ekolojik degerleri ve tibbi 6zellikleri nedeniyle uzun
yillardir yenmis ve begenilmistir. Genel olarak % 90 su ve % 10 kuru maddeden olusan
mantarlar igerdikleri esansiyel aminoasitler, doymamais yag asitleri, protein, karbonhidrat, diyet
lifi, mineraller ve vitaminler nedeniyle beslenme agisindan 6nemli kimyasal bilesime sahiptirler

(Sanchez, 2017: 14).



Makromantarlar hizla artan diinya niifusu i¢in 6nemli bir besin kaynagi olusturmus ve
Amerika, Avrupa ve Uzak Dogu iilkelerinde kiiltiir mantarciligi bir endiistri dali haline
gelmistir (Bekci vd., 2011: 187). Dogrudan tiiketimlerinin yani sira pulp, ezme, un, toz veya
ekstrakt formlar1 halinde ¢esitli amaclarla (iirliniin besin 6geleri agisindan zenginlestirilmesi,
yag ve enerji (kalori) igeriginin azaltilmasi, iiriiniin bozulmasmin 6nlenmesi, tat ve aroma
yoniinden zenginlestirilmesi vs.)  farkli et, tahil, sebze, meyve, siit iirlinleri, 6zel gida,
geleneksel gida ve igecek triinlerinde kullanilabilmektedirler (Bulam ve Peksen, 2019: 137).
Aroma, tat ve kokularindan dolay1 kiiltiire alinmis mantarlardan daha ¢ok tercih edilen dogal
mantarlar birgok iilkede corba, salata seklinde ya da g¢esitli yoresel yemeklerin igine

karistirilarak tiiketilmektedir (Bozok vd., 2018: 487).

"Oliimsiizliik mantar1", "Reishi" gibi isimlendirmeleri de olan tibbi bir mantar tiirii
Ganoderma lucidum geleneksel Cin tibbinda saglikli ve uzun yasam i¢in uzun yillar
kullanilmistir (Lu vd., 2004: 9). Hepatit, hipertansiyon, kalp-damar hastaliklari, AIDS, diyabet,
kanser ve tiimor gibi cesitli hastaliklar1 engellemek icin uzun zamandir kullanildig:

bilindiginden her derde deva olarak nitelendirilmektedir (Bozok vd., 2016: 164).

Bozok ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada Adana ili Cukurova Universitesi
kampiisiinden toplanan ve iilkemizin baz1 yerlerinde yerel halk tarafindan besin olarak da
tiiketilmekte olan S. collinitus’un makromantarlara 6zgii aroma bilesenleri bakimindan zengin

oldugu goriilmiistiir (Bozok vd., 2018: 487).
2.3.3. Tip Alaninda Mantarlarin Kullanilmasi

Asya iilkerinde geleneksel olarak tibbi amagh kullanilan makromantarlara olan ilginin
Kuzey yarimkiirede de artmasiyla son yirmi yilda diinya genelinde tibbi amagli kullanilan

makromantarlarin pazar degeri artmistir (Kalyoncu vd., 2010: 1).

Tibbi mantarlar antikanser, antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, anti-inflamatuar,
antindrodejeneratif, antidiyabetik, hepatoprotektif, antianjiyojenik ve hipoglisemik etkiler gibi
biyoaktiviteleri nedeniyle uzun siiredir kullanilmaktadir (Elsayed vd., 2014: 2; Matuszewska
vd., 2018: 1). Mantarlardan izole edilerek tanimlanan bazi bilesiklerin ve/veya mantarlardan
elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal, antienflamatuar, antioksidan, antiviral, antifibrotik,
antidiyabetik, antikanser, antianjiyogenik, anti nérodejeneratif, immiinomodiilator ve karaciger
koruyucu gibi ¢esitli tibbi 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir (Altuner ve Akata, 2010: 46;
Elkhateeb vd, 2019: 88).



Tibbi uygulamalar i¢in kullanilan bazi1 mantarlara Grifola fron dosa, Lentinus edodes,
Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Tremella mesenterica, Hericium erinaceus,

Ganoderma lucidum, Schizofyllum commune ve Trametes versicolor Ornek verilebilir

(Matuszewska vd., 2018: 2).

Mantarlar kanser, hiperkolesterolemi ve hipertansiyon gibi hastaliklarin 6nlenmesi
amactyla da kullanilabilir (Altuner ve Akata, 2010: 46). Penicillium citrinum, Penicillium
purpurogenum, Aspergillus terreus ve Monascus spp. gibi ¢esitli mantar tiirlerinden kolestrol
diisiirticii lovastatin elde edilmektedir (Mulder vd., 2015: 652). Taxus brevifolia (porsuk agaci)
kabugundan elde edilen antikanser bir ilag olan taksol yiiksek piyasa degerine sahip bir ilagtir
(Bungtongdee vd., 2019: 57; Nwakanma vd., 2016: 2). 1993’te Stierle ve arkadaslarinin
Taxomyces andreanae mantarinin taksol iiretebildigini gosteren ilk ¢alismalarindan sonra
taksol ve taksan icin kaynak olabilecek potansiyel mantar tiirleri arastirilmaya baslanmistir

(Chambergo ve Valencia, 2016: 2570).

[k olarak Dreyfuss ve arkadaslari tarafindan hafif aktif bir antifungal antibiyotik olarak
kesfedilen siklosporin A, Tolypocladium inflatum'un fermentasyonundan tiiretilen ribozomal
olmayan biyosentezlenmis bir peptittir ve immiinomodiilatoér aktiviteye sahiptir (Hyde vd.,

2019: 19).

Scytalidium ve Phoma mantarlarinin trettikleri halovirs, equisetin ve phomasetin
bilesikleri herpes simpleks ve HIV viriislerine kars1 etkilidir (Chambergo ve Valencia, 2016:
2570).

Aspergillus  nidulans'm  ikincil metabolitlerinin, norodejeneratif hastaliklarda
(Alzheimer hastalig1 dahil) 6nemli bir protein olan Tau proteininin agregasyonunu inhibe
edebilecegi veya tersine cevirebilecegi potansiyel terapotik yontemler gelistirilmektedir
(Paranjape vd., 2014: 77). Hypocrea lixii’nin metabolitleri ise asetilkolinesterazi inhibe
edebilme Ozellikleri sebebiyle Alzheimer hastaligini Onleyebilecek veya tedavi edebilecek

uygulamalar i¢in potansiyel olarak goriilmiistiir (Dominguete ve Takahashi, 2018: 299).



Cesitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle eski Cin halk tibbinda da kullanilmis olan
Trametes tiirlerinin antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, anti-diyabetik, antiinflamatuar,
antikanser aktiviteleri ile ilgili caligmalar mevcuttur (Pop vd., 2018: 344). Trametes tiirlerinin
irettigi cesitli aktif bilesiklerden olan Polisakkarit Krestin (PSK) ve Polisakkarit Peptid (PSP)
immiinostimiilator, hepatoprotektif ve antiproliferatif etkiye sahiptir (Knezevi¢ vd., 2018: 2).
Trametes versicolor miselyumundaki PSK ve PSP’den elde edilen polisakkarit 6zlerin
insanlarla yapilan klinik deneylerde in vivo ve in vitro ¢esitli immiinolojik aktivitelerinin
goriilmesi nedeniyle bu 6zler Japonya’da kemoterapide kullanilmaktadir (Cérdoba M. ve Rios

H., 2012: 71).
2.3.4. Mantarlarin Kullamldig1 Diger Alanlar

Arastirma ¢evrelerince ilgi goren biyorafineri kavrami substratlarin katma degerli
iriinlere dontistiiriilmesi seklinde 6zetlenmektedir (Gmoser vd., 2017: 1). Dogal dongiilerde
onemli rollere sahip olan bazi filamentli mantarlar (Aspergillus, Fusarium, Neurospora ve
Monascus gibi) ¢esitli atiklardan pigment, hayvan yemi ve etanol iiretimi amaciyla
biyorafinerilerde degerlendirilebilir (Ferreira vd., 2016: 334). Fermantasyonla bir¢ok yeni ve
degerli iiriin iiretilirken yan tirlinler de iiretebilen tesislerin ¢esitlendirilmesi i¢in arastirmalar

yapilmaktadir (Gmoser vd., 2017: 1).
2.4. Mantarlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Waksman’in 1947°de yaptig1 tanima gore antibiyotikler mantarlar da dahil olmak {izere
mikroorganizmalar tarafindan tiretilen, bakterilerin ve diger mikroorganizmalarin biiylimesini
engelleyebilen veya onlar1 yok edebilen kimyasal maddelerdir (Waksman 1947: 566). Bitki
kalintilari, giibre, toprak gibi ortamlarda yasayan canlilar arasindaki yiiksek rekabet,
mantarlarin antibiyotik iiretiminin nedenini agiklayabilecek bir durumdur (Hyde vd., 2019: 4).
Biyoaktif ikincil metabolitler iireten 6nemli bir kaynak olan mantarlar insan ve hayvan
sagligindaki gelismelere katkida bulunmugtur (Bills ve Gloer, 2017: 3). Filamentdz mantarlar
tarafindan tiretilebildigi bilinen antibiyotiklere 6rnek olarak dogal penisilin G, biyosentetik
penisilin V, bir¢ok yar1 sentetik penisilin ve yar1 sentetik sefalosporinler gosterilebilir (Adrio

ve Demain, 2003: 193).

Var olan antibiyotiklere kars1 direncli bakteriyel ve fungal patojenlerin sayilarinin ve
yiizdelerinin arttig1 giiniimiizde uzmanlarin antibiyotik eksikliginin ciddi sonuglar1 hakkindaki
uyarilari, akademinin ve 6zel sektoriin yeni antibiyotikler kesfetmeleri yoniindeki ¢abalarini

arttirmistir (Hyde vd., 2019: 5).
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Bir Basidiomiset tiirii olan Clitopilus passeckerianus'tan elde edilen pleuromutilinin
yar1 sentetik tiirevleri, yeni etki sekli ile insan ve veteriner tibbinda bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadelede 6nemli bir yere sahip olan yeni bir antibiyotik siifidir (Bailey vd., 2016: 1).
Basidiomiset kiiltlirleri yavas biiylidiikleri ve genellikle diisiik verime sahip olduklarindan
biiyiik 6lcekli ikincil metabolit tiretimi yapmak zordur. Bailey ve arkadaglar1 2016°da yaptiklari
calismada, biyosentetik genleri kolay islenebilen ve hizli biiyiiyen heterolog Aspergillus
konakgiya aktararak pleuromutilin liretimindeki verimi artirmayi basarmislardir (Hyde vd.,

2019: 6).

Farklt biyolojik aktiviteleri ve yapisal c¢esitlilikleri nedeniyle siirekli olarak
farmakologlarin ilgisini ¢ekmis olan Aspergillus cinsine ait mantar tiirleri antimikrobiyal
aktiviteye sahip cesitli bilesiklerin baslica kaynaklarindan biridir (Hoai Trinh vd., 2018: 721;
Wang vd., 2017: 1). Terpenoidler, poliketidler ve alkaloidler gibi ¢esitli ikincil metebolitler
tireten Aspergillus versicolor’dan iki yeni antimikrobiyal bisabolan seskiterpenoid tiirevi izole

edilmistir (Li vd., 2019: 1).

Mikromantarlarin yaninda bazi makromantar tiirlerinin de antimikrobiyal aktiviteleri
vardir. Ulkemizde yapilan bir galismada Akdeniz bolgesinden toplanan 21 yabani makrofungus
arasinda Ganoderma lucidum misellerinin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Kalyoncu vd., 2010: 5). Yenilebilir bir mantar olan Helvella leucomelaena
(Pers.) Nannf. ile yapilan bir caligmada mantardan elde edilen etanol, metanol, hekzan

oziitlerinde antimikrobiyal ve antioksidan aktivite goriilmiistiir (Inci vd., 2019: 252).

Trametes versicolor ile yapilan bir calismada mantardan elde edilen kloroform o6ziitii
Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus lizerinde, etanol 0ziitii ise Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Candida albicans tizerinde antimikrobiyal

aktivete gostermistir (Ulusoy vd., 2016: 267).

Kurutulmus Morchella esculenta (L.) Pers 1801 ve Trametes versicolor (L.) Lloyd 1921
mantarlarindan elde edilen etanol 6ziitlerinin in vitro antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 7. versicolor’un etanol 6ziitii test mikroorganizmalarina karsi
diisiik ila yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterirken M. esculentanin etanol oziitii orta ila

yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstermistir (Canli vd., 2019: 28).
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Farkli Pleurotus tiirlerinin misellerinden sicak su oziitleri elde edilerek yapilan bir
aragtirmada bu 6ziitlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu gorilmustiir. H.
pylori kaynakli {lserin tedavisinde Pleurotus sajor-caju'dan tibbi bir gida olarak

yararlanilabilecegi belirtilmistir (Ozdal vd., 2019: 12).
2.5. Mantarlarin Antioksidan Ozellikleri

Canli organizmalar normal hiicresel metabolizmalarinin bir iiriinii olarak reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iiretirler (Sdnchez, 2017: 14). Kimyasal olarak rektif olan bu molekiillerin diisiik
ila orta konsantrasyonlar1 hiicresel ve metabolik siireglere faydali iken, yiiksek
konsantrasyonlari viicutta patolojik durumlara neden olabilmektedir (Sugiharto vd., 2016: 1).
Bu patolojik durumlara protein ve DNA hasari, yaslanma, inflamasyon, bagisiklik fonksiyon
bozuklugu, beyin fonksiyon bozuklugu, kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger hastaliklari,
bobrek yetmezligi ve kanser Ornek verilebilir (Hameed vd., 2017:1; Sanchez, 2017: 15).
Hiicrelerin bu zararlardan korunmasi i¢in serbest radikallerin veya peroksit radikallerinin bir
antioksidan ajan tarafindan ndtralize edilmesi Onemlidir. Antioksidanlar, kendi
elektronlarindan birini degistirerek serbest radikallerin oksidasyon reaksiyonunu engelleyen ve
boylece serbest radikal molekiillerini stabilize eden kimyasal bilesiklerdir. Polifenoller,
glutatyon, C vitamini (askorbik asit), A vitamini (6rnegin karotenoidler), E vitamini (a-
tokoferol), B-glukan, proteinler vb. gibi endojen veya diyetsel antioksidanlar bu bilesiklere
ornek olarak verilebilir (Sdnchez, 2017: 15). Canli hiicreler ROS'lara kars1 koymak i¢in dogal
antioksidan iiretim sistemine sahip olsa da dogal endojen antioksidan tiretimindeki yetersizlik
ya da ROS iretiminin asir1 yiiksek olmasi gibi dengesizlik durumlarinda oksidatif stres
olusmaktadir (Hameed vd., 2017: 1). Oksidatif stresin bir¢ok hastalikla iliskisi olmasi nedeniyle
son yillarda antioksidan o0zelligi olan dogal bilesiklere yonelik arastirmalar artmustir.
Arastirmalarda mantar metabolitleri de incelenmis ve antioksidan aktivitelerinin oldugu

goriilmiistiir (Dominguete ve Takahashi, 2018: 296).

Gida endiistrisinde lipit peroksidasyonunu Onleyici gida katki maddeleri olarak
kullanilan sentetik antioksidanlarin (BHA, BHT, TBHQ gibi) bozunmalar sirasinda bazi toksik
ve kanserojen bilesikler olusabilmesi, bu maddelerin uygulamalarini sinirlandirmistir (Arora ve
Chandra, 2010: 766). Dogal antioksidanlarin ise serbest radikallere karsi koruma saglarken
herhangi bir yan etkisi olmamaktadir (Gebreyohannes vd., 2019: 1). Mantarlarin antioksidan
potansiyellerinin yaygin kullanilan meyve ve sebzelerden daha yiiksek olmasi ilging

ozelliklerindendir (Matuszewska vd., 2018: 2).
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Mantarlar fitokimyasallar ve fenolik bilesikler gibi antioksidan 6zellikleri olan biyoaktif
bilesiklerce zengindir (Pop vd., 2018: 343). Mucor ve Rhizopus tiirleri dogal antioksidan
kaynaklarina drnek olarak gosterilebilir. U¢ 6nemli Mucor circinelloides susunun miselyum
Oziitlerinin potansiyel ikincil metabolit {iretimleri arastirildiginda tiim oziitlerde antioksidan
aktivite goriilmiistiir (Hameed vd., 2017: 1). Yabani mantarlarda da askorbik asit, tokoferoller,
karotenoidler, fenolik bilesikler gibi ¢esitli antioksidan bilesikler oldugu goriilmiistiir (Preeti
vd., 2012: 65).

Trametes tiirleri gesitli farmakolojik 6zelliklere (antioksidan, antienflamatuar, anti-
kanser gibi) sahip bilesiklerce zengindir. Romanya’nin kuzeybati kesiminden toplanan
Trametes gibbosa ve Trametes versicolor mantarlariyla yapilan bir ¢alismada fenolik asitler,
flavonlar, flavonoller, kumarinler, biflavonoidler ve izoflavonoidler gibi  antioksidan
aktiviteye katki saglayan toplam yirmi sekiz fenolik ve flavonoid bilesik tanimlanmistir (Pop

vd., 2018: 343).

Agaricus bisporus, Auricularia auricula-judae ve Flammulina velutipes gibi yenilebilir
mantar tiirlerindeki glukanlarin degerli antioksidan 6zellige sahip oldugunun goériilmesiyle bu

mantarlar gida uygulamalarinda dogal antioksidanlar olarak dnerilmistir (Hyde vd., 2019: 65).

Filamentli mantarlarin {rettigi bazi1 pigmentlerin (melaninler, flavinler, violacein,
indigo gibi) renklendirme 6zelliklerinin yani sira antioksidan aktivite 6zelligine ve tibbi 6neme
sahip olduklar1 gosterilmistir (Sajid, 2018: 4). Ornegin Penicillium herquei'den izole edilen
antrovenetin isimli sar1 bir pigment, antioksidan aktiviteye sahiptir ve gida katki maddeleriyle

birlikte kullanilabilmektedir (Gongalves Tavares vd., 2018: 148).

Yeni antioksidanlar tirettikleri bildirilen ¢esitli mantar suslar1 arasinda Mycelia sterilia,
Antrodia camphorata, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus candidus, Emericella
falconensis, Torula sp., Phoma sp., Mortierella, , Acremonium, Chaetomium sp., Cladosporium

sp., Penicillium roquefortii gibi mantarlar yer almaktadir (Chandra ve Arora, 2009: 123).
2.6. Mantarlarin Biyosorbent Ozellikleri

Adsorpsiyon, kat1 bir materyalin (adsorban) ylizeyi ile kirletici (adsorbat) arasindaki
fiziksel veya kimyasal etkilesimi iceren siirecin tamami olarak tanimlanmaktadir.
Biyosorpsiyon ise, adsorpsiyonun bir alt kategorisidir ve basitce maddelerin biyolojik materyal
(canli veya 0lii) tarafindan ¢ozeltiden uzaklastirilmasi olarak tanimlanabilir. Biyosorpsiyon
verimli, diisiik maliyetli ve geleneksel yontemlere gore avantajli bir siirectir (Silva vd., 2019:

18).
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Biyosorpsiyon, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, birka¢ mekanizmay1 iceren fiziko-
kimyasal bir siiregtir. Aktif, enerji agisindan zengin bolgelerle karakterize biyosorbent yiizeyler,
spesifik elektronik ve uzaysal ozelliklerinden dolayr sulu fazdaki bilesiklerle etkilesime
girebilirler. Termodinamik agidan molekiiller diisiik enerjili bir durumda olmay1 tercih
ettiklerinden sorpsiyon meydana gelir. Bir ylizeye emilen molekiil, sulu faza gére daha diisiik
enerjili bir duruma sahip olur. Bu nedenle, molekiil ylizeye ¢ekilir ve daha diisiik bir enerji
durumuna gecger. Bir molekiiliin bir ylizeye ¢ekilmesi, fiziksel ve/veya kimyasal kuvvetlerden
kaynaklanabilir. Cogu sorbat ve biyosorbent arasindaki etkilesimleri elektrostatik kuvvetler
yonetir. Bu kuvvetler, dipol-dipol etkilesimlerini veya London/van der Waals kuvvetlerini ve
hidrojen baglarini igerir. pH, sicaklik, kirletici konsantrasyonu, sorbent ve sorbat dogasi, temas
stiresi, iyonik kuvvetler, diger bilesiklerin varligi, 6lii veya canli biyokiitlenin kullanimi gibi

cesitli faktorlerin biyosorpsiyonu etkiledigi bilinmektedir (Silva vd., 2019: 19).

Bivosorpsiyon Mekanizmalan
Metabolizmaya Bagl Metabolizmadan Bagimsiz
Mekanizmalar Mekanizmalar
Hiicre zarindan Mikro Fiziksel Iyon degisimi || Yiizey
tasima ¢okeltme adsorpstyon komplekslesmesi

Sekil 2.2. Biyosorpsiyon Mekanizmalari
Kaynak: (Silva vd., 2019: 19)

Son yillarda biyolojik materyallerin adsorban (biyosorbent) olarak uygulanmasina
biiyiikk 6nem verilmistir. Biyosorbentin 6zellikleri kolaylikla temin edilebilir, ucuz ve biiyiik
adsorpsiyon verimliligine sahip olmasidir. Bakteriler, mantarlarin canli ve 6lii biyokiitleleri,
biyolojik materyallerden ekstrakte edilen bilesikler ve modifiye biyomateryaller biyosorbent
olarak kullanilmaktadir (Benila Smily ve Sumithra, 2017: 65). Mantar hiicre duvarlarinin
karboksil, hidroksil, amino, siilfonat ve fosfonat gibi ¢esitli fonksiyonel gruplar iceren karmagsik
yapist mantarlarin miikemmel adsorpsiyon 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir (Silva vd., 2019:
18). Mantarlar, metal baglama 06zelligi gosteren hiicre duvari materyalleri nedeniyle
biyosorpsiyon ve biyobirikim etkinlikleri agisindan diger biyosorbent materyallere gore biiyiik

avantajlara sahiptir (Benila Smily ve Sumithra, 2017: 66).
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Geleneksel teknolojilerle atik su aritiminda farmasétik bilesiklerin par¢alanmasinin
yetersiz gorlilmesi ve c¢evrenin bu bilesiklerle kontamine olabilecegi endiseleri iizerine,
farmasotik bilesiklerin daha etkili bir sekilde aritimi i¢in yeni teknolojiler aragtirilmistir (Lucas
vd., 2018: 1147). Dogadaki atiklarin mantarla aritilmasi yiizyillardir bilinmektedir (Leitao,
2009: 1395). Toksik, inat¢1 kirleticileri ¢esitli biyolojik yontemlerle ¢evreye zarar vermeyen
tirtinlere doniistiirmek icin uygun maliyetli ve ¢evre dostu bir yontem olan biyoremediasyonda
mantarlar, morfolojileri ve ¢esitli metabolik kapasiteleri nedeniyle 6nemli bir rol oynamaktadir.
Son yillarda mantarlar organik kirleticiler, tekstil boyalari, tekstil atik sulari, agartilmis kraft
hamuru, deri tabaklama endiistrileri, petrol, poliaromatik hidrokarbonlar, farmasétikler,
pestisitler gibi ¢cok cesitli atiklarin, atik sularin aritilmasinda kullanilmig ve mantarlarin gesitli
tehlikeli ve toksik bilesiklerin biyolojik olarak giderimindeki rolii belirlenmistir (Deshmukh
vd., 2016: 247). Mantar enzimlerinin ¢esitli ksenobiyotikleri diisiik konsantrasyonlarda bile
parcalayabilmesi nedeniyle atik sularin fungal aritim1 teknolojik agidan umut vericidir (Lucas
vd., 2018: 1148). Farmasotik bilesiklerin uzaklagtirllmasi i¢in mantarlarla yapilan bazi

biyosorpsiyon c¢alismalar1 6rnekleri Tablo 2.3’te verilmistir (Silva vd., 2019: 13).
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Tablo 2.2. Farmasétik Bilesiklerin Uzaklastirilmasi i¢in Mantarlarla Yapilan Biyosorpsiyon

Calismalar1

Farmasotik bilesikler Kullanilan mantarlar Giderim
mekanizmasi

Ibuprofen, klofibrik asit, | Trametes versicolor Biyodegredasyon

karbamazepin Irpex lacteus Adsorpsiyon

Ganoderma lucidum
Phanerochaete chrysosporium

Karbamazepin Trametes versicolor Biyodegredasyon
Adsorpsiyon

Karbamazepin Phanerochaete chrysosporium Biyodegredasyon
Biyosorpsiyon

Ibuprofen, klofibrik asit, | Trametes versicolor Biyodegredasyon

karbamazepin, Biyosorpsiyon

ketoprofen, metronidazol, y y

triklosan, 17-0-

etinilestradiol, 17-B-

estradiol-17-asetat,

estron, estriol, 17-B-

estradiol, gemfibrozil,

amitriptilin,  primidon,

salisilik asit, diklofenak,

naproksen

Estron,  17-B-estradiol, | Trametes versicolor Biyodegredasyon

17-a-etinilestradiol, Myceliophthora thermophila Adsorpsiyon

estriol

Siilfapiridin, Trametes versicolor Biyodegredasyon

siilfametazin Bi .

iyosorpsiyon

Diklofenak, ketoprofen, | Pleurotus ostreatus Biyodegredasyon

atenolol )
Adsorpsiyon

Kaynak: (Silva vd., 2019: 13)
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2.6.1. Mantarlarin FT-IR Spektroskopisi ile Analizi

FT-IR spektroskopisi ¢esitli mikroorganizmalarin kimyasal bilesimini (veya
fonksiyonel gruplarini) karakterize etmek icin kullanilabilen hizli, tahribatsiz, giivenilir, hassas
ve uygun maliyetli bir tekniktir (Bhat, 2013: 1820; Santos vd., 2010: 168). FT-IR
spektroskopisi, bir numunede bulunan atomik bag titresimlerinin enerji seviyelerinin
karakterizasyonuna izin veren 1sik-madde etkilesimine dayali fiziko-kimyasal bir analitik
yontemdir (Lecellier vd., 2014: 33). Bu teknik, bir makromolekiildeki bag uzunlugu ve
acilarindaki kiigiik degisiklikleri bile tespit etme yeterliligine sahiptir (Bhat, 2013: 1820). Elde
edilen kizilotesi absorpsiyon spektrumu yorumlanarak bir molekiildeki kimyasal baglar ve
dolayistyla ana makromolekiil bilesenler (niikleik asitler, proteinler, lipidler, polisakkaritler,
vb.) belirlenebilir (Lecellier vd., 2014: 33; Santos vd., 2010: 169). Lipidler, karbonhidratlar ve
niikleik asitler gibi biyo-molekiiller belirli kizil6tesi 151k frekanslarina karsilik gelirler ve kendi
benzersiz titresimsel parmak izlerini olustururlar (Bhat, 2013: 1820). Hiicrelerin makromolekiil
icerigi i¢in titresim spektrumlarinin toplami, bu biyolojik materyal i¢in molekiiler "parmak izi"
gibi bir kiz1l6tesi absorpsiyon spektrumu olusturabilir (Santos vd., 2010: 169). Bu nedenle elde
edilen spektrum, mikroorganizmalarin karakterizasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilabilen

kiiresel bir "molekiiler parmak izini" temsil eder (Lecellier vd., 2014: 33).

Mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalardan bazilari ayrimin sadece cins diizeyinde
degil, tiir diizeyinde de miimkiin oldugunu gostermistir (Erukhimovitch vd., 2010: 610). IR
spektrumlar her tiir i¢in oldukga spesifiktir. FT-IR spektroskopisi fungal teshis i¢in de basariyla
uygulanmistir (Santos vd., 2010: 168). FT-IR goriintiileme ile mantar materyalinin uzamsal
olarak ¢6zlilmiis kimyasal bilesimi incelenebilir. Secilen spektral araliklarin alanlar1 veya bant
yiikseklikleri hesaplanabilir ve numuneler i¢indeki ilgili kimyasal maddenin uzamsal dagilim1
her goriintii pikseli i¢in renk kodu olusturularak gorsellestirilebilir. FT-IR analizi, spektral
model farkliliklarini karsilastirarak mantarlarin ¢esitli taksonomik seviyelerde ayirt edilmesini
saglar. Farkli spektral 6zelliklere sahip sinirli sayida mantart ayirt etmek ¢ok basit olsa da
spektral benzerlige sahip birgok taksonu ayirt etmek daha karmasik istatistiksel ayrim modelleri

gerektirir (Naumann, 2015: 61).
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Mikotoksin iiretebilen farkli mantar tiirleri (Aspergillus tiirii ve Mucor tiirii) arasinda
ayrim yapmak i¢in (fonksiyonel gruplara dayali; spektral aralik 3500-500 cm-1) FT-IR
spektroskopisinin kullanildigr bir ¢alismanin sonucunda farkli mantarlarin spektrumlar
arasindaki genel benzerliklerden bagimsiz olarak, fonksiyonel gruplarda kesin farkliliklara
sahip her biri i¢in benzersiz bir spektrum oldugu agik¢a goriilmiistiir. Bu sonuglar mikotoksin
tiretebilen mantar tiirlerinin her biri i¢in uygun bir "parmak izi" saglayarak yararl
olabileceginden yalnizca Aspergillus tiirlerine ait toksijenik kiiflerin tanimlanmasinda degil
ayni zamanda Fusarium, Penicillium vb. gibi diger mikotoksin {iireten kiiflere de bu teknigin

uygulanabilecegi belirtilmistir (Bhat, 2013: 1819).

Bastert ve arkadaslari Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes ve
Microsporum canis adl1 li¢ dermatofit tiiriinii FT-IR spektroskopisinden yararlanarak ayirt
etmislerdir (Bastert vd., 1999: 525). Bir baska ¢alismada FT-IR spektroskopisi ile Aspergillus
ve Penicillium cinslerine ait 10 tiirlin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi saglanmistir (Fischer vd.,
2006: 63). Nie ve arkadaslar1 ise FT-IR spektroskopisini yapay sinir aglar1 (Artificial Neural
Network) algoritmast ile birlikte kullanarak bes Fusarium tiiriine ait 16 izolat1 ayristirmislardir

(Nie vd., 2007: 364).

Patateslerde patojen olan ii¢ farkli mantar (Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia ve
Helminthosporium) ile yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglarda bazi piklerin sadece bir
mantar tilirlinde goriilmesi farkli mantar patojenleri ile enfekte bolgelerin tanimlanmasi i¢in

benzersiz, tutarli ve dnemli spektral biyobelirtecler saglamistir (Erukhimovitch vd., 2010: 611).

Bombalska ve arkadaslari mantarlarin kizilotesi spektrumlarinda goriilen biyolojik
kokenli belirli fonksiyonel gruplara 6zgii bantlar1 ii¢ ana bolgede toplamistir: yag asitleri (3050-
2800 cm-1), amit I ve II (1700-1500 cm-1), polisakkaritler (1200-900 cm-1) (Bombalska vd.,
2013: 71). Ancak, sadece bu alanlarin analizi ile elde edilen bilgilerin tiirleri ayirt etmek icin
yetersiz oldugunu ve diger bolgelerdeki absorpsiyon bantlarinin varliginin, belirli mantar
tiirlerine 6zgl oldugunu belirtmislerdir. 900-700 cm-1, 1500-1200 cm-1, 2800 -1700 cm-1 ve
4000-3050 cm-1 araliklarindaki spektrumlarin analizi belirli mantar tiirleri arasindaki

benzerliklerin ve farkliliklarin belirlenmesini saglamistir (Bombalska vd., 2013: 72).

Mantar hiicrelerinin FT-IR spektrumlarinda genel olarak goriilen absorpsiyon bantlari

Tablo 2.4’teki gibi 6zetlenebilir (Dzurendova vd., 2020: 14; Salman vd., 2010: 263).
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Tablo 2.3. Mantar Hiicrelerinin FT-IR Spektrumlarinda Genel Olarak Goriilen Absorpsiyon

Bantlar1
Dalga boyu (cm™) Bag cesidi/kuvveti ve ilgili molekiil
3500-3200 O-H bag gerilmesi (karbonhidratlar)
3350 O-H bag gerilmesi (su)
3275 N-H bag gerilmesi (kitin/kitosan)
3105 N-H bag gerilmesi (kitin/kitosan)
3010-3008 =C-H bag gerilmesi (lipitler)
2955 -C-H (C) bag gerilmesi (lipitler)
2925 >CH: acil zinciri (lipitler)
2917 CH, , CH3 asimetrik bag gerilmesi (lipitler)
2855 -C-H (CH,) bag gerilmesi (lipitler)
2849 CH;, CHj3 simetrik bag gerilmesi (lipitler)
1750-1745 -C=0 esterlerde bag gerilmesi (lipitler)
1680-1630 -C=0 bag gerilmesi, amit I (proteinler, kitin)
1560-1530 -C-N-H deformasyonu amit II (proteinler, kitin)
1465 -C-H (CH,, CH3) bag biikiilmesi (lipitler)
1416 C-N bag gerilmesi (proteinler)
1377 -C-H (CH3) bag biikiilmesi (kitin)
1300 Amit III (protein)
1265 P=0 bag gerilmesi (polifosfatlar)
1200-1000 C-0 ve C-O-C bag gerilmesi (karbonhidratlar)
1160 C-O-C esterlerde bag gerilmesi (lipitler)
1080 PO, simetrik bag gerilmesi (niikleik asit)
885 P-O-P bag gerilmesi (polifosfatlar)

Kaynak: (Dzurendova vd., 2020: 14; Salman vd., 2010: 263)

Lipitlerle iliskili en O6nemli zirvelerden biri, esterlerde gerilen ve hiicrede lipit
(acilgliserol) igerigini gosteren karbonil bagi ile ilgili olan ~ 1745 cm-1 pikidir. 3010 cm-1
civarindaki zirve, lipidlerde =C-H gerilmesini ve hiicre i¢indeki lipidlerin doymamiglik
diizeyini gosterir. Proteinler 1700-1500 cm-1 arasinda zirvelere sahipken glukan zirveleri

1160-1050 cm-1 bolgesinde bulunabilir (Dzurendova vd., 2020: 12).
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Iceceklerden izole edilen bes farkli fungal cinsin (Alternaria, Aspergillus, Mucor,
Paecilomyces ve Phoma) 11 tiiriiniin FT-IR spektroskopisi ile analiz edildigi bir ¢alismada dort
spektral bolge [yag asitleri ve lipit (3200—2800 cm-1, 1300-1000 cm-1), protein — lipit (1800—
1200 cm-1), karbonhidratlar (1200-700 cm-1) ve parmak izi (900-700 cm-1) ] yeniden
tiretilebilirlik ve ayirt etme yetenegi agisindan degerlendirilmistir. Sonugta, degerlendirilen tim
spektral bolgelerin FT-IR ile mantarlarin ayirt edilmesi igin spesifik spektroskopik
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir (Shapaval vd., 2010: 512). FT-IR
analizinin avantajlar1 olsa da tanimlama basarisi referans spektrum kiitiiphanesinin kalitesi ile
siirhidir. Spektral veri kiitliphanelerinin zamanla gelismesi bilinmeyen mikrobiyel suslarin

tanimlanmasina olanak saglayacaktir (Santos vd., 2010: 173).

2.6.2. Mantarlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), kat1 nesnelerin yiizeylerini dogrudan incelemek
i¢in tasarlanmis, 0rnek iizerinde diizenli bir sekilde taranan bir elektron probu olarak nispeten
diisiik enerjili odaklanmis elektron demeti kullanan bir elektron mikroskobu tipidir. Elektron
1s1ninin hareketi, numunenin yiizeyinden yliksek enerjili geri sacilmis elektronlarin ve diisiik

enerjili ikincil elektronlarin emisyonunu uyarir (Bradbury vd., 2019: 1).

SEM, ylizey morfolojisini degerlendirmek ve biyolojik 6rneklerin topolojik 6zelliklerini
yiiksek ¢oziiniirliiklii olarak incelemek en etkili ve giiclii tekniklerinden biridir (Saremi vd.,
2020: 5; Venkatesh Babu vd., 2018: 1). SEM ile gézeneklerin seklini ve varligini belirlemek
miimkiin oldugundan adsorban malzemelerin goriiniimiinii ve morfolojik 6zelliklerini
incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Samarghandi vd, 2019: 309). Mantarlar i¢in de
SEM, morfolojiyi ve uzamsal iligkileri belgelemek i¢in yaygin olarak kullanilir (Kaminskyj ve
Dahms, 2008: 350). Mantarlarin biyosorbent olarak kullanildigi ¢alismalarda da mantar
biyosorbentinin karakterizasyonu i¢in kullanilan tekniklerden biridir (Gupta ve Tuohy, 2019:
408).
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Trichoderma sp. BSCR02 nin islenmemis ve alkali ile islenmis miselyumunun atik
sudan krom biyosorpsiyon yeteneginin karsilastirildigi bir calismada alkali ile muamele edilmis
mantarin daha iyi biyosorbent oldugu goriilmiistiir. Biyosorpsiyondan once ve sonra alkali ile
islenmis biyokiitlenin (biyosorbent) yiizey topografisi, SEM analizi ile karakterize edildiginde
SEM mikrograflarinda gozle goriiliir bir fark gdzlemlenmistir (Benila Smily ve Sumithra, 2017:
67).

Saccharomyces cerevisiae'den iiretilen biyoadsorbentin sulu ¢ozeltilerden amoksisilin
antibiyotiginin uzaklastirilmasindaki etkinligini incelemeyi amaglayan bir ¢alismada SEM
goriintiileri incelendiginde bioadsorbentin kristal olmayan yiizeyinin gozenekli ve katmanli
oldugu goriilmiis ve bu 6zelligi ile amoksisilini adsorbe ettigi diigiiniilmiistiir (Samarghandi vd.,

2019: 309).
2.7. Mantarlarin Tanimlanmasi
2.7.1. Mantarlarin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

Tahmin edilen mantar tiirii sayisina oranla az sayida mantar tiiriiniin tanimlanmis
olmasi, tespit ve dogru siniflandirmay1 mantar arastirmalari i¢in daha kritik hale getirmektedir
(Banos vd., 2018: 1). Mantarlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi, hem ekoloji ve taksonomi gibi
temel bilimsel arastirmalarda hem de genomik ve biyolojik arastirma gibi uygulamalarda ¢ok

onemlidir (Raja vd., 2017: 756).

Mantarlarin tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda kullanilan geleneksel yontemler,
esas olarak Kkiiltiir izolasyonuna ve morfolojik ©6zelliklerin (makroskopik ve mikroskobik
yapilarin) gézlemlenmesine dayanmaktadir (Pinto vd., 2012: 897). Bu yontemler zaman alici
ve zahmetli olmasinin yaninda Kkiiltiir yoluyla izolasyon i¢in giinler veya haftalar
gerekebilmektedir (Wu vd., 2003: 5389). Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) ve dizilemeye
dayali molekiiler tanimlama yontemleri ise geleneksel yontemlere kiyasla mikrobiyal
tanimlama i¢in dogru ve hizli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir (Shawky vd., 2019: 670).
Ribozomal DNA (rDNA), bircok maya ve mantar tiiriiniin farklilagmasi i¢in kullanilan yiiksek
derecede polimorfik 600-800 bp ITS bdlgesini (Internal Transcribed Spacers) kodladigindan
mantar filogeni ¢aligsmalari i¢in ilging bir hedeftir (Pinto vd., 2012: 897).
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ITS bolgesi, mantarlarin molekiiler ekolojisinde en yaygin olarak dizilen DNA
bolgesidir ve evrensel mantar barkod dizisi olarak goriilmektedir. Tiir diizeyinde ve hatta tiirler
icinde molekiiler sistematik icin oldukc¢a kullanisli olan ITS bolgeleri, 18S ve 28S rRNA genleri
arasinda yer alir ve genom bagina yaklasik 100 kopya bulunmasi nedeniyle duyarlilik dahil
olmak iizere diger molekiiler hedeflere gore belirgin avantajlar1 vardir. ITS bolgelerinin sirali
varyasyonu, bir¢ok farkli organizmanin filogenetik ¢aligmalarinda kullanilmasini saglamistir
(Waing vd., 2015: 140). Mantarlarin molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmasi, 18S rRNA
genlerinin PCR ile amplifiye edilmis kisminin mantar tiirlerine evrensel primerler ile

dizilenmesiyle gerceklestirilir (Alsohaili ve Bani-Hasan, 2018: 330).

Hindistan’in Punjab bdlgesindeki tarla topraklarindan izole edilen Beauveria
bassiana'ya benzer Ozelliklere sahip on ii¢ mantar izolatinin molekiiler taramasinin yapildig
calismada B. bassiana'ya 6zgii primer ile PCR amplifikasyonu ve ITS bolgesinin niikleotid dizi
analizi kullanilmistir. Molekiiler tarama sonucunda referans izolati MTCC 2028 ile birlikte

sadece li¢ izolatin B. bassiana (BbR1, BbR2 ve BbR3) oldugu tespit edilmistir (Dhar vd., 2019:
1).

Endonezya Merkez Kiitiiphanesi'nden alinan, mantarlar tarafindan biyolojik bozulmaya
ugramis dort Cin el yazmasindan on bir mantar susunu tanimlamak i¢in yapilan bir molekiiler
tanimlama c¢alismasinda ribozomal DNA'nin ITS bolgelerinin niikleotid dizileri kullanilmastir.
PCR ve DNA dizilimi, ileri primer ITS5 ve ters primer ITS4 kullanilarak yapilmis, ITS rDNA
dizilerinin homoloji arastirmasi ise temel yerel hizalama arama araci (BLAST) programi

kullanilarak yapilmis ve tiir diizeyinde iki mantar susu tespit edilmistir (Oetari vd., 2018: 1).

Nijerya'da mangoda meyve antraknozuna neden olan Colletotrichum tiirlerini
geleneksel taksonomik sistemler kullanarak mantar izolatlarinin morfolojik 6zelliklerine goére
ayirt etmedeki zorluklar nedeniyle, molekiiler yontem tercih edilmistir (Awa ve Oguntade,
2015: 99). Yapilan calismada, 6zel evrensel primer kullanilarak mantar izolatlarindan PCR ile

bir fragman amplifiye edilerek mantar tiirleri ayirt edilmistir (Awa ve Oguntade, 2015: 102).
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2.8. LC-MS/MS ile Fungal Metabolit Tayini

Genellikle karmasik verilerden bilinmeyen bilesikleri tanimlamak i¢in kullanilan
metabolit profili ¢ikarmada sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS), ozgiilliigii ve
yiiksek duyarliligi nedeniyle karmasik kimyasal veya biyolojik numunelerdeki bilinmeyen
metabolitlerin spesifik tespiti i¢in yaygin olarak uygulanmakta olan bir analitik yontemdir
(Kang vd., 2011: 5). Bilinen ve bilinmeyen bilesiklerin iyonlarinin molekiiler bilesimini tahmin
etmede ve dogru kiitleleri belirlemede 6nemli bir role sahip olan sivi kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS), mikrogram konsantrasyonlarinda bile farkli elementel bilesime sahip
izobarik bilesiklerin farklilagmasina izin verdiginden ikincil metabolitleri tespit etmek ve
tanimlamak i¢in ¢ok yOnlii arag olarak kabul edilmektedir (George vd., 2019: 2). Temel bilesen
analizi (PCA) ve kismi en kiiciik kareler diskriminant analizi (PLS-DA) gibi istatistiksel
analizlerle birlestirildiginde yontemin verimliligi artmakta ve LC-MS, metabolit profiline
dayali olarak mikroorganizmalarin siniflandirilmasi i¢in de uygun ve giiclii bir ara¢ haline
gelmektedir (Kang vd., 2011: 5). Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile birlestirilmis
elektrosprey iyonizasyon (ESI) kullanilarak farkli biyoaktif metabolitlerin yapisal analizi de
gerceklestirilebilmekte ve cok cesitli dogal {irlinler dogrudan taranabilmektedir (George vd.,

2019: 2).

Cok ¢esitli dogal iirlinler liretme yetenegine sahip olan mantarlarin iirettigi aflatoksinler
ve fumonisinler dahil olmak {izere bazi mantar metabolitleri, tarimsal iiriinleri ve gida
maddelerini kontamine ederek insan ve hayvan sagligi icin 6nemli riskler olusturmanin yan
sira biiyiik ekonomik kayiplara neden olurlar (Renaud vd., 2021: 1). Bu nedenle gidalarda ve
hayvan yemlerinde mikotoksinlerin arastirilmasi ve tespiti onemli hale gelmektedir.
Mikotoksin analizi i¢in en yaygin kullanilan tespit yontemi olan LC-MS/MS, tandem kiitle
spektrometrisi ile birlestirilmis sivi kromatografisine dayanmaktadir ve nispeten az ve
zahmetsiz numune igleme adimlari, yiiksek segiciligi, hassasiyeti ve yliksek numune hacmine
izin vermesi nedeniyle tercih edilmektedir (Adetunji vd., 2019: 1848). Ornegin Tiirkiye’nin
Aydin bolgesindeki 2017 ve 2018 hasatlarindan elde edilen kuru incirlerin mikotoksin analizi

icin LC-MS/MS yontemi kullanilmigtir (Sulyok vd., 2020: 381).
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Brezilya findiklarindaki mantar metabolitlerinin = olusumunu nicel olarak
degerlendirmeyi amaclayan bir ¢aligmada toplam 235 mikotoksin, HPLC-MS/MS'ye dayal1 bir
coklu mikotoksin yontemiyle taranmistir. Coklu mikotoksin yontemlerinin gelistirilmesiyle,
mikotoksinler olarak kabul edilen 300-400 mantar metabolitinin daha biiyiik bir boliimiiniin es
zamanli analizi miimkiin olmaktadir (Freitas-silva vd., 2009: 1). Bu ¢alismada kullanilan LC—
MS/MS yontemi de Brezilya findiklarindaki ikincil metabolitlerin es zamanli 6l¢limiine

basariyla uygulanmistir (Freitas-silva vd., 2009: 2).

Stachybotrys  cinsi  mantarlarin  makrosiklik  trikotesenler, atranonlar ve
fenilspirodrimanlar gibi ¢ok cesitli ikincil metabolitler irettigi bilinmektedir. Stachybotrys
tiirleri tarafindan iiretilen toksikolojik agidan en 6nemli ve bol toksinlerin nicel analizinin
amaglandig1 bir ¢alismada tandem kiitle spektrometrisi ile birlestirilmis sivi kromatografisi
(LC-MS/MS) yontemi kullanilmistir. Mantar kiiltiirlerinden 15 ana ikincil metabolit izole
edilmis ve LC-MS/MS analizinde analitik standartlar olarak kullanilmak tizere yapisal olarak

karakterize edilmistir (Jagels vd., 2019: 1).

Biyolojik aktivitesi oldugu bilinen ancak kimyasal bilesimi hakkinda sinirli bilgi
bulunan Lentinula edodes miselyumunun kahverengi filminin (BF) s1vi kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS) ile hedeflenmemis metabolomik analizi yapilmasit sonucunda
antimikrobiyal aktivitelerle ilgili bes 6nemli antimikrobiyal metabolit mevcut oldugu tespit
edilmistir. Ayrica BF olusumunun gelisimi hakkinda fikir edinmek i¢in, LC—-MS/MS yaklasimi
kullanarak BF olusumunun dort gelisim asamasi arastirilmis ve asamalardaki metabolik
farkliliklar, bir LC-MS/MS algilama platformu, veritaban1 ve ¢cok degiskenli istatistiksel analiz
birlestirilerek degerlendirilmistir (Tang vd., 2020: 7567).

Yedi Trichoderma tiiriiniin (33 sus) ikincil metabolit profiline dayali kemotaksonomi
kullanilarak siniflandirildig: bir ¢alismada ikincil metabolitler, s1v1 kromatografisi-elektrosprey
iyonizasyon-tandem Kkiitle spektrometrisi (LC-ESI-MS-MS) ve c¢ok degiskenli istatistiksel
yontemlerle analiz edilmistir (Kang vd., 2011: 5).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Mantarlar

Tez calismasinda kullanilan makromantar tiiri 2019 Eyliil ayinda Sivas (Merkez)
(Koordinat: 39° 75' 05" K ve 37° 01' 50" D) ydresinden toplanmistir (Sekil 3.1). Mikromantar
izolasyonu i¢in ise peynir atig1 tizerinde gelismis mantar miseli (Sekil 3.2) ve Bilecik, Pazaryeri
(Koordinat: 39° 58" 12.2664" K ve 29° 57" 18.9468" D)’de boncuk fasiilye tiirlerinin
yetistirildigi tarla ¢evresinden toplanan fasiilye atiklari1 {izerinden mantar miseli (Sekil 3.3)

ornek alimustir.

Sekil 3.1. Sivas, Merkez (Koordinat: 39° 75' 05" K ve 37° 01' 50" D) Toplanan Makromantar

Tiri

Sekil 3.2. Peynir Atig1 Uzerinde Gelismis Mantar Tiirii Miselyumu
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Tarlas1 Cevresinden Toplanan Boncuk Fasiilye Tiirlerinin Yetistirildigi Tarla Cevresinden

Toplanan Fasiilye Atiklar1 Uzerinde Gelismis Mantar Miselyumu

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Mantar o6ziitlerinin elde edilmesi amaciyla etanol, metanol, aseton ve kloroform
kullanilmistir. Elde edilen mantar 6ziitlerinin ¢ozdiiriilmesi amaciyla Dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilmistir. Antioksidan aktivite deneylerinde serbest radikal bilesik olarak 1,1-difenil-2-
pikril hidrazil (DPPH), standart madde olarak ise Biitil hidroksi toliien (BHT) kullanilmistir.

DPPH’1n ¢ozdiiriilmesi i¢in de etanol kullanilmistir.
3.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Antimikrobiyal aktivite testlerinde Nutrient Agar (NA) - Merck, Nutrient Broth (NB) -
Merck, Potato Dextrose Agar (PDA) - Merck, Potato Dextrose Broth (PDB) - Neogen, Mueller-
Hinton Agar (MHA) - Merck, Mueller-Hinton Broth (MHB) - Merck, Malt Extract Agar (MEA)
- Merck, Malt Extract Broth (MEB) - Merck besiyerleri kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan Test Antibiyotikleri

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde pozitif kontrol amaciyla gentamisin (Bioanalyse)

ve vankomisin (Bioanalyse) antibiyotikleri kullanilmigtir.
3.1.5. Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Tablo 3.1°de isimleri ve Ozellikleri sunulmus ve ¢alisma grubumuz kiltiir

koleksiyonunda mevcut bulunan suslar antimikrobiyal aktivite testleri i¢in kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Test Mikroorganizmalari ve Ozellikleri

Test Mikroorganizmasi Ozellikleri

Esherichia coli ATCC 35200 Gram negatif, basil

Staphylococcus aureus ATCC 29213 |Gram pozitif, kok

Candida albicans ATCC 24433 Maya mantar1

Enterococcus faecalis ATCC 29042 | Gram pozitif, kok

3.1.6. Kullanilan Biyogiivenlik Kabini
Steril ortamda yapilmasi gereken calismalar Blulab Class II kabinde gergeklestirilmistir.
3.1.7. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre: Agile-Spec model spektrofotometre antioksidan aktivite deneyinde

absorbans Ol¢iimlerinde kullanilmistir.

Hassas terazi: Calismalar sirasinda gereken tartim islemleri Shimadzu TW423L model

hassas terazi ile yapilmistir.

Calkalamali su banyosu: Mantarlarin ¢esitli ¢ézgenlerle 6ziitleme isleminde Tekon

OC21 model ¢alkalamali su banyosu kullanilmistir.

Etiiv: Calismalar sirasinda inkiibasyon i¢im Niive EN 120 model inkiibator

kullanilmistir.

Ogiitiicii: Mantarlar1  6giitmek amaciyla Arzum Clipper AR1034 6giitiicii

kullanilmistir.

Diger malzemeler: Deneylerde ¢esitli boyutlarda beher, erlen, meziir, petri gibi cam

malzemeler ve cesitli pipet, pipet uclar: kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Makromantarin Ogiitiilmesi ve Mikromantarlarin izolasyonu

2019 Eyliil ayinda Sivas (Merkez) (Koordinat: 39° 75' 05" K ve 37° 01' 50" D)
yoresinden toplanan makromantar tiirii laboratuvarda kuruduktan sonra 6giitiilerek toz haline
getirilmistir. Peynir ve fasiilye atiklar iizerinden alinan mantar miseli 6rnekleri ise iginde
Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri bulunan petrilere ekilmis ve 25 + 2 °C'de inkiibasyona
birakilmistir. Petri plakalarinda gelisen farkli morfolojideki mantar tiirleri saf kiiltiir elde etmek
i¢in arka arkaya pasajlanmustir. Petri kabinda morfolojik olarak saf kiiltiir oldugu gbzlemlenen
ornekler mikroskop altinda incelemeye tabii tutularak safliklarindan emin olunmustur. Petri
plaklarinda saf kiiltiir olarak izole edilen mikromantar tiirlerinin petrideki agar (PDA) plak

tizerindeki morfolojilerine ait goriintiiler Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.'te verilmistir.

Sekil 3.4. Peynir Atig1 Uzerinden izole Edilmis ve Patates Dekstroz Agar (PDA)'da Gelismis

[zolat 1'e Ait Goriintii
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Sekil 3.5. Bilecik, Pazaryeri (Koordinat: 39° 58" 12.2664" K ve 29° 57” 18.9468".D) Fasiilye
Tarlast Cevresinden Toplanan Boncuk Fasiilye Tiirlerinin Yetistirildigi Tarla Cevresinden
Toplanan Fasiilye Atiklarindan izole Edilmis ve Patates Dekstroz Agar (PDA)'da Gelismis
[zolat 2'ye Ait Goriintii

3.2.2. Mantarlari Molekiiler Tiir Tanimlamasi

Mantarlarin tiir tamimlama deneyleri Ankara’da BM Laboratuvarinda yapilmistir.
Makro ve mikro mantar tiirlerinin idendifikasyonunda molekiiler diizeyde analizleri yapilmistir.
PCR ve sekanslama islemi logaritmik gelisme fazindaki kiiltiirlerden yapilmistir. Izole edilmis
suslardan genomik DNA ekstraksiyonunda mis olup, ektraksiyonda iireticinin protokolii takip
edilmistir. 18S rRNA geninin amplifikasyonu, Tablo3.2'de verilen evrensel primerler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 200 ng DNA sablonu, 12,5
uL 2 X iProof HF Master Mix (BioRad, ABD), 20 pmol/uL ileri primer ve 20 pmol/uL ters
primer  igeren 20 pl'lik reaksiyon karisiminda gerceklesmistir. PCR amplifikasyonunda
asagidaki kosullar altinda bir PCR System TC-300 (Techne, Cambridge, Birlesik Krallik)
kullanilarak 0.2 pl tiiplerde gergeklestirilmistir. i1k 1s1 aktivasyonu igin 94 © C'de 5 dakika, 94
° C'de 30 saniye 30 dongii denatiirasyon, tavlama i¢in 50 ° C'de 30 saniye, uzatma igin 72 °
C'de 45 saniye ve son uzatma i¢in 72 © C'de 10 dakika. Amplifiye edilmis 18S rRNA genleri,
ABI 3130XL Genetic Analyzer ile her primer i¢in Bigdye Cycle Sekanslama Kiti v3.1

kullanilarak sekanslanmistir.
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Tablo 3.2. PCR'da Kullanilan Primerler

Sira No | Primer Kaynak
1 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  |(Lane, 1991: 115)
2 907R CCGTCAATTCMTTTRAGTTT |(Rudi vd., 1997: 2593)

Izolatlarin tiirlerini belirlemek igin, elde edilen diziler NCBI referans dizileri ile
karsilastirilmistir. Bu amagla bir program olan Temel Yerel Hizalama Arama Araci (BLAST)

programi kullanilmistir.
3.2.3. Mantarlardan Oziit Elde Edilmesi

Kurutulduktan sonra toz haline getirilmis mantar biyokiitlelerinden 5 g tartilarak, 80 ml
etanol, metanol, aseton ve kloroform olmak tizere 4 farkli ¢6ziicii iginde 25 “C’de 120 rpm’de
calkalamali su banyosunda 24 saat ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen karisim
stiziiliip, ¢oziiciiler rotary evaporatdr cihazi kullanilarak 40 °C’de ugurulmustur. Kalan 6ziitler
antimikrobiyal ve antioksidan aktivite deneylerinde kullanilmak tizere 2 ml %20’lik DMSO’da
¢oziindiiriilerek ependorfa alinmis ve buzdolabinda saklanmistir. Siizme islemi sonrasinda
kalan mantar atiklar1 ise kurulup toz haline getirilerek ila¢ etken maddesi giderimi deneylerinde

biyosorbent olarak kullanilmak tizere saklanmustir.
3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Deneyi

Mantar oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi agar disk diflizyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Hudzicki, 2016: 7). Deneylerde kontrol amaciyla gentamisin (Bioanalyse) ve
vankomisin (Bioanalyse) antibiyotikleri kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde
kullanilan tiim besiyerleri (Nutrient Agar-Merck, Nutrient Broth-Merck, Potato Dextrose Agar-
Merck, Potato Dextrose Broth-Neogen, Muller Hinton Agar-Merck, Muller Hinton Broth-
Merck, Malt Extract Agar-Merck, Malt Extract Broth-Merck) temin edilmistir. Kullanilan
standart mikroorganizma suslar1 Muller Hinton Broth (MHB) besiyerinde 37 °C’de iki kez
aktiflestirildikten sonra 1’er ml alinip steril bir ekiivyon yardimiyla Muller Hinton Agar (MHA)
besiyeri igeren petrilere inokile edilmistir. Takiben 20 pl 6ziit emdirilmis disk, %20’lik DMSO
emdirilmis disk, gentamisin ve vankomisin antibiyotiklerini igeren diskler steril bir pens
yardimiyla agar yiizeyine yerlestirilmistir. Daha sonra besiyerleri 35 °C’de 24 saat inkiibe

edilmis ve inkiibasyon sonucu olusan inhibisyon zonlari mm cinsinden 6lgulmusgtur.
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Disk difiizyon deneyleri sonucunda antimikrobiyal aktivitesi en yiiksek olan oOziit
secilmis ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) deneyi yapilmistir. MIK testi
mikrodiliisyon metodu ile 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanarak gerceklestirilmistir (Zgoda
ve Porter, 2001: 223). Deneyde kullanilacak bakteriler Muller Hinton Broth besiyerinde, maya
ise Sabouraud Dextrose Broth besiyerinde etiivde 33 °C’de 120 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Mikroplakadaki kuyucuklara da bakteriler igin Muller Hinton Broth, maya i¢in Sabouraud
Dextrose Broth besiyeri koyulmustur. Kuyucuklardaki son hacim 100 ul olacak sekilde
hesaplamalar yapilmistir. 1 mg/ml’lik stok mantar 6ziitii kullanilarak ilk kuyucuktaki 6ziit
konsantrasyonun 250 pg/ml olmasi saglanmistir. 1:2 oraninda seri diliisyonlar yapilarak sonraki
kuyucuklarin konsantrasyonu sirastyla 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml,
7,8125 pg/ml, 3,906 pg/ml, 1,953 pg/ml, 0,976 ng/ml’ye ayarlanmigtir. Mikroorganizmalarin
OD (optik yogunluk) degeri 600 nm’de spektrofotometrede dlgiilerek 0,1°e ayarlanmistir (Mc
Farland 0,5). Bakteriler 1/10 diliie edilerek, maya ise direk kullanilmistir. 11. Kuyucuk harig
tiim kuyucuklara 5 pul mikroorganizma inokiile edilmistir. 10. kuyucuga mikroorganizma iireme
kontrolii amaciyla sadece besiyeri ve mikroorganizma koyulmustur. 11. kuyucuga
kontaminasyon kontrolii amaciyla sadece besiyeri ve 0ziit ¢ozeltisi koyulmustur. 12. kuyucuga
ise ¢oziicii kontrolii amaciyla besiyeri, % 20’lik DMSO ve mikroorganizma koyulmustur.
Hazirlanan mikroplaka 24 saat inkiibe edildikten sonra tiremenin inhibe edildigi en diisiik

konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.
3.2.5. Antioksidan Aktivite Deneyi

Farkli mantar tiirlerinden elde edilen 6ziitlerin serbest radikal giderim aktivitesi 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemine goére belirlenmistir (Kirby ve Schmidt, 1997: 105).
Bu yontem redoks reaksiyonlarina dayanmaktadir. DPPH radikali eslesmemis nitrojenlerinden
dolay1r mor renge sahiptir. Mantarlardan elde edilen 6ziitlerdeki radikal tutucu atomlar DPPH
radikalini indirgeyerek mor rengin agilmasini saglar. Orneklerin serbest radikal giderme
potansiyelleri bu renk ac¢iliminin spektrofotometrik olarak dl¢lilmesiyle belirlenebilmektedir.
Bu yontemde 1 ml etanolik DPPH (TCI) ¢ozeltisi (1 mM’lik) ile %1 ’lik etanolik 6ziit ¢ozeltileri
kanigtirllmistir. Kontrol amaciyla bilinen bir antioksidan olan Butil Hidroksi Toluen (BHT)
(Tekkim) kullanilmistir. Hazirlanan karisim 30 dakika karanlik ortamda ve oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra orneklerin absorbanst 517 nm'de olciilmiistiir. Oziitlerin absorbans

degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri Esitlik 1 (E. 1) kullanilarak hesaplanmustir.

% 1nh1blsy0n = [(Akon[ro] - Aﬁmek )/ Akon[ro]] XlOO E.l
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3.2.6. Tetrasiklin Giderimi Deneyleri

Antimikrobiyal ve antioksidan aktivite deneyleri i¢in mantar tiirlerinden farkli 4 farkli
¢Oziicii (etanol, metanol, kloroform ve aseton) kullanilarak 6ziit hazirlanmis ve Oziitleme

sonrasi aciga ¢ikan mantar atiklar1 kurutularak saklanmastir.
3.2.6.1. Tetrasiklin Analiz Yontemi

Tetrasiklin analizi i¢in Oncelikle tetrasiklinin spektrofotometrik yontemle kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir. Stok tetrasiklin ¢ozeltisi 1000 mg/L derisimde hazirlanmistir. Hazirlanan bu
stok ¢ozeltiden hesaplana miktarlar alinarak her biri 10 mlolan 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10 ve 15
ppm derisimlerde kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. 15 mg/L’lik ¢6zeltinin 300-600 nm
araliginda degisik dalga boylarindaki absorbans degeri dl¢lilmiis ve en yiiksek absorbans 357
nm’de goriilmiistiir. Bu dalga boyunun literatiirdeki tetrasiklin analizine yonelik ¢aligmalardaki
yontemlerde kullanilan dalgaboyu ile ortiistiigii goriilmiistiir (Ersan vd., 2015: 24; Huizar-Félix
vd., 2019: 3; Parolo vd., 2008: 181). Kalibrasyon ¢ozeltilerinin 357 nm’de absorbanslari
Olciilerek kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Tetrasiklin Kalibrasyon Grafigi

Tetrasiklin giderim yiizdesinin hesaplanmasi i¢in Esitlik 2 (E.2) kullanilmastir.

E.2: % Tetrasiklin Giderimi= [(Ao- As)/ Ao]x 100
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Bu esitlikte; Ao degeri baslangig tetrasiklin derisiminin adsorbansini1 ve A degeri ise

inkiibasyon siiresi sonundaki tetrasiklin derisiminin adsorbansini ifade etmektedir.

3.2.6.2. Biyosorbentlerin Hazirlanmasi

Kurutulup toz haline getirilmis P. chrysogenum ve S. collinitus mantar tiirlerinden 5’er
g tartilarak, 250 ml’lik erlenler iginde 80 ml etanol, metanol, aseton ve kloroform olmak iizere
4 farkl ¢oziicii kullanarak 25°C’de 120 rpm’de 24 saat ¢alkalamali su banyosunda birakilmistir.
Oziitleme sonunda siizme islemi yapilmis ve kalan mantar atiklari etiivde kurutulup toz haline
getirilmigtir.

Hegzadesiltrimetil amonyum bromiir (HT AB) ile modifikasyon islemi i¢in toz halindeki
1 g mantar at1ig1 20 ml %70’lik etanol soliisyonunda 150 rpm’de 15 dk calkalanmistir. Daha
sonra mantar siiziilerek iki kere distile su ile yikanmistir. Yikanan mantar 20 ml 1 M NaOH
cozeltisinde 50 °C'de 150 rpm’de 30 dakika calkalanmistir. Mantar siiziiliip distile su ile
yikandiktan sonra 10 ml 1 mM HTAB c¢o6zeltisi eklenerek 100 rpm’de 24 saat ¢alkalanmistir.

Siirenin sonunda siiziiliip kurularak modifikasyon islemi tamamlanmaistir.

3.2.6.3. Biyosorbent Karakterizasyonu
3.2.6.3.1. SEM Analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi Bilecik Seyh Edebali Universitesi
Merkez Arastirma Laboratuvari’nda yapilmis olup, analizde SEM, Supra 40VP, Zeiss cihazi

kullanilmistir.
3.2.6.3.2. FT-IR Analizi

FTIR analizinde Agilent Technologies Cary 630 FTIR spektrofotometresi
kullanilmistir. Biyosorbent 6rneklerinin kurutulmus biyokiitlelerinin biyosorpsiyondan 6nce ve

sonra 4004000 cm! tarama araliginda FTIR dl¢iimleri yapilmistir (Bayazit vd., 2019: 610).
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3.3. Mantar izolatlarindan Elde Edilen Oziitlerin Analitik Kimyasal Yéntemlerle

Incelenmesi

Antimikrobiyal aktivite yoniinden etkin sonuglar veren Penicillium chrysogenum
tiiriniin s1v1 kromatografisi tandem kiitle spektrometrisi yontemi ile biyolojik etkinliginde rol
alan maddelerin arastirilmasi ¢alismalar1 Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik
Kimya Laboratuvari’nda vyirltilmistir. Penicillium chrysogenum™un 4 farkli  0ziit
numunesinde sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi ile
Penicillium chrysogenum 'un aktivitesini saglayan maddelerin bulunmasi i¢in ¢alisilmis olup,
bu calismalar dogrultusunda LC-MS/MS 8040: Nexera XR serisi Shimadzu (Japonya) marka
cihaz kullanilmistir. LC-MS/MS sistemindeki kiitle spektrometrisi, pozitif modda (ESI+) ve
negatif modda (ESI-) elektrosprey iyonizasyonu kullanarak, m/z 100 ile m/z 1000 arasinda

kiitle aralig1 taranmistir.

Bu ¢aligma yapilirken mobil fazin akig hiz1 0,25 mL/dk, kolon sicakligi 30,0 £ 0,1 °C’ye
ve otomatik drnekleyici termostat sicakligi 15 + 0,1 °C’ye ayarlanmigtir. Numune enjeksiyon
hacmi 10 pL olarak secilmistir. Tiim ¢dzeltiler enjeksiyondan 6nce 0,22 um PVDF filtrelerden
stiziildiikten sonra LC-MS/MS cihazina enjeksiyonlart yapilmustir.

Calismalarda kullanilan LC-MS/MS kosullar1 asagidaki gibidir:

» Hareketli faz: Su (%0,1 formik asit)/Asetonitril (%0,1 formik asit) (50:50,

hacim:hacim)
» Akis Hizi: 0,250 mL/dakika
* Enjeksiyon hacmi: 10 uL
MS kosullar1 asagidaki gibi optimize edilmistir:
* Kurutma gaz1 (azot) akis hizi: 15 L/dk
* Nebiilize edici gaz (azot) akis hizi: 3,0 L/dk
» Carpisma gazi: Argon
* CDL sicakligi: 250 °C

* Is1 blogu sicakligi: 450 °C
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4. BULGULAR
4.1. Mantarlarin Molekiiler Tiir Tanimlamasi

Toplanan ve izole edilen mantar tiirlerinin idendifikasyonunda molekiiler diizeyde

analizleri yapilmistir. Toplanan mantar tiirlerinin kaynagi ve tespit edilen tiir ad1 Tablo 4.1°de

sunulmustur.
Tablo 4.1. izolatlarin Kaynag ve Tiir Ad
Sira No |Izolat No |izole edildigi kaynak Tiir ad:

1 Izolat 1  |Peynir ati181 iizerinden izole edilmis Penicillium chrysogenum
2 Izolat2  |Bilecik, Pazaryeri (Koordinat: 39° 58’ |Fusarium oxysporum
12.2664" K ve 29° 57" 18.9468" D) fasiilye

tarlast ¢evresinden toplanan boncuk fasiilye
tirlerinin  yetistirildigi tarla cevresinden
toplanan fastilye atiklarindan izole edilmis
3 Izolat 3 Sivas, Merkez (Koordinat: 39° 75' 05" K |Suillus collinitus
ve 37°01' 50" D) toplanan makromantar tiirti

4.2. Mantarlardan Oziit Elde Edilmesi

Etanol, metanol, aseton ve kloroform ¢oziiciileri ile elde edilen 4 farkli 6ziitiin her biri
% 20’lik DMSO ile ¢ozdiiriilmiis ve stok Oziitler etiketlenerek +4 °C’de muhafaza edilmistir.
Olusan mantar atiklar1 ise kurulup toz haline getirilerek ila¢ etken maddesi giderimi

deneylerinde biyosorbent olarak kullanilmak {izere saklanmistir.
4.3. Mantarlarin Antimikrobiyal Aktivitesi

Calisma kapsaminda izolasyonu ve tanimlamasi yapilan 3 tiir arasinda yer alan
Fusarium oxysporum’un patojen olduguna dair kaynaklar (Cumagun vd., 2010: 52; Dignani ve
Anaissie, 2004: 67; Edel-Hermann ve Lecomte, 2019: 512) g6z onilinde bulundurulmus, bu
nedenle bu tiir antimikrobiyal aktivite deneyleri igin secilmemistir. Izolasyonu ve tanimlamasi
yapilan mikromantar tlirti Penicillium chrysogenum ve makromantar tiirii Suillus collinitus
tiirleri ile antimikrobiyal aktivite testleri yapilmustir. Suillus collinitus ile yapilan disk diflizyon
testi sonucunda mantar Gziitlerinin ¢evresinde belirgin bir inhibisyon zonu gézlenmemistir

(Sekil 4.1.-4.4.).
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Sekil 4.1. Farkli Coziiciiler Kullanilarak Suillus collinitus Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin
Esherichia coli ATCC 35200 Test Mikroorganizmasi1 Kullanilarak Yapilan Antimikrobiyal
Aktivite Deneyi Sonucunda Elde Edilen Petri Gortintiileri (D: %20’lik DMSO, G: Gentamisin,

V: Vankomisin , K: Kloroform 6ziitii (a), A: Aseton 6ziitii (b), M: Metanol 6ziitii (¢), E: Etanol

oziitii (d)
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Sekil 4.2. Farkli Coziiciiler Kullanilarak Suillus collinitus Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Test Mikroorganizmasi Kullanilarak Yapilan
Antimikrobiyal Aktivite Deneyi Sonucunda Elde Edilen Petri Goriintiileri (D: %20’lik DMSO,
G: Gentamisin, V: Vankomisin , K: Kloroform 6ziitii (a), A: Aseton oziitii (b), E: Etanol 6ziitii

(c), M: Metanol o6ziitii (d)
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Sekil 4.3. Farkli Coziiciiler Kullanilarak Suillus collinitus Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin
Candida albicans ATCC 24433 Test Mikroorganizmasi1 Kullanilarak Yapilan Antimikrobiyal
Aktivite Deneyi Sonucunda Elde Edilen Petri Gortintiileri (D: %20’lik DMSO, G: Gentamisin,
V: Vankomisin , K: Kloroform 6ziitii (a), A: Aseton oziitii (b), E: Etanol 6ziitii (c), M: Metanol

oziitii (d)
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Sekil 4.4. Farkli Coziiciiler Kullanilarak Suillus collinitus Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin
Enterococcus faecalis ATCC 29042 Test Mikroorganizmast Kullanilarak Yapilan
Antimikrobiyal Aktivite Deneyi Sonucunda Elde Edilen Petri Goriintiileri (D: %20’lik DMSO,
G: Gentamisin, V: Vankomisin , K: Kloroform 6ziitii (a), A: Aseton oziitii (b), E: Etanol 6ziitii

(c), M: Metanol o6ziitii (d)

Penicillium chrysogenum mantar tliriiniin 4 farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilen
oOziitleri kullanilarak yapilan disk difiizyon testi sonucunda mantar 6ziitleri emdirilmis disklerin

etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. incelendiginde P. chrysogenum mantar tiirlinden etanol kullanilarak elde
edilen oziitlerin gram negatif bir bakteri tiirii olan E. coli ile bir maya tiirii olan C. albicans
iizerinde en iyi antimikrobiyal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Ote yandan E. faecalis

izerindeki animikrobiyal etkisi diisiik olmustur (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Penicillium chrysogenum Etanol Oziitiine Ait Inhibisyon Zonlari

Mantar Oziitii

Mikroorganizma adi

Deney sonunda olciilen
inhibisyon zonu (mm)

Penicillium chrysogenum
etanol oziitii

Esherichia coli ATCC 35200 20+0
Staphylococcus aureus ATCC 29213 14,5 +0,7
Candida albicans ATCC 24433 19,5 +0,7
Enterococcus faecalis ATCC 29042 10+0

Tablo 4.3 incelendiginde P. chrysogenum mantar tiirinden metanol kullanilarak elde

edilen Oziitlerin bir maya tiirii olan C. albicans iizerinde en iyi antimikrobiyal etkiyi gosterdigi

tespit edilmistir. Gram negatif bir bakteri tiirii olan E. coli ve gram pozitif bir bakteri tiirii olan

S. aureus tzeride de antimikrobiyal etkileri oldugu goriilirken E. faecalis iizerinde

animikrobiyal etkisi olduke¢a diisiiktiir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Penicillium chrysogenum Metanol Oziitiine Ait Inhibisyon Zonlar1

Mantar Oziitii

Mikroorganizma adi

Deney sonunda olciilen
inhibisyon zonu (mm)

Penicillium chrysogenum
metanol o0ziitii

Esherichia coli ATCC 35200 17+0
Staphylococcus aureus ATCC 29213 17+£0
Candida albicans ATCC 24433 27,5+0,7
Enterococcus faecalis ATCC 29042 7+0

Tablo 4.4 incelendiginde P. chrysogenum mantar tliriinden aseton kullanilarak elde

edilen oziitiin C. albicans iizerinde en 1yi antimikrobiyal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Gram negatif bir bakteri tiirii olan E. coli ve gram pozitif bir bakteri tiirii olan S. aureus tizeride

de antimikrobiyal etkileri oldugu goriiliirken E. faecalis iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip

olmadig1 degerlendirilmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Penicillium chrysogenum Aseton Oziitiine Ait Inhibisyon Zonlar1

Mantar Oziitii

Mikroorganizma adi

Deney sonunda olciilen
inhibisyon zonu (mm)

Penicillium chrysogenum
aseton ozt

Esherichia coli ATCC 35200 21+£0
Staphylococcus aureus ATCC 29213 17+£0
Candida albicans ATCC 24433 29,5 +0,7

Enterococcus faecalis ATCC 29042

Tablo 4.5 incelendiginde P. chrysogenum mantar tiiriinden kloroform kullanilarak elde

edilen oziitiin de C. albicans lizerinde en iy1 antimikrobiyal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Gram pozitif bir bakteri tiirii olan S. aureus iizerinde de antimikrobiyal etkisi oldugu goriiliirken

E. coli ve E. faecalis izerindeki antimikrobiyal etkisi zayiftir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Penicillium chrysogenum Kloroform Oziitiine Ait inhibisyon Zonlari

Mantar Oziitii

Mikroorganizma adi

Deney sonunda ol¢iilen
inhibisyon zonu (mm)

Penicillium chrysogenum
kloroform oziitii

Esherichia coli ATCC 35200 10,5+ 0,7
Staphylococcus aureus ATCC 29213 15+0
Candida albicans ATCC 24433 18+14
Enterococcus faecalis ATCC 29042 8+0

Sonug olarak Penicillium chrysogenum mantar tiiriinden etanol, metanol, aseton ve

kloroform olmak {izere dort farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilen oziitlerin Enterococcus

faecalis iizerinde antimikrobiyal etkisi ¢ok diisiik olmustur. Staphylococcus aureus iizerinde

dort oziitiin olusturdugu zon caplar1 birbirine yakin goriiliirken, tiim 6ziitler en ¢ok Candida

albicans tizerinde etkili olmustur. Genel olarak en etkili 0ziitiin ise aseton Oziitii oldugu

gorilmiistiir.
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Disk difiizyon deneyi sonucunda en etkili 6ziit olan Penicillium chrysogenum’un aseton
oziitii icin minimum inhibisyon konsantrasyunu (MIiK) deneyi yapilmistir. Disk difiizyon
deneyi sonucunda Enterococcus faecalis lizerindeki antibikrobiyal etki ¢ok diisiik oldugundan
MIK deneyinde bu mikroorganizma kullanilmamistir. Deney sonucunda E.coli igin en son
tiremenin 8. kuyucukta, S. aureus i¢in en son iiremenin 7. kuyucukta, Candida albicans i¢in
en son iiremenin 8. kuyucukta oldugu goriilmiistiir. Buna gére MIK degerleri Tablo 4.6°da,
mikroplaka goriintiisii Sekil 4.5°te verilmistir. Tablo 4.6 incelendiginde S. aureus igin MIK
degerinin daha yiiksek oldugu yani Penicillium chrysogenum aseton Oziitiiniin E.coli ve C.
albicans’a daha etkili oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ ayni 6ziit ile yapilan disk difiizyon

deneyi sonucu ile de uyumludur.

Tablo 4.6. Penicillium chrysogenum Aseton Oziitiiniin MiK Degerleri

Mantar Oziitii Test Mikroorganizmasi MIK degeri (ug/ml)

Esherichia coli ATCC 35200 3,906 pg/ml

Penicillium  chrysogenum | Staphylococcus aureus ATCC 29213 | 7,8125 ng/ml
aseton oziitii

Candida albicans ATCC 24433 3,906 pg/ml

Sekil 4.5. MIK Deneyi Sonucunda Mikroplakanin Gériintiisii (1: Esherichia coli ATCC 35200
Uremesinin Son Gériildiigii 8. Kuyucuk, 2: Staphylococcus aureus ATCC 29213 Uremesinin
Son Gériildiigii 7. Kuyucuk, 3: Candida albicans ATCC 24433 Uremesinin Son Goriildiigii 8.
Kuyucuk
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4.4. Mantarlarin Antioksidan Aktivitesi

Antioksidan aktivite tayini i¢cin DPPH (Kirby ve Schmidt, 1997: 105) yontemi
kullanilmistir. Mantar oziitlerinin tizerine DPPH ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika 25°C’de karanlik
ortamda inkibe edildikten sonra 6rneklerin absorbansi spektrofotometrede 517 nm’de 6l¢lilmiis

ve hesaplanan yiizde inhibisyon degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Mantar Oziitlerinin Yiizde DPPH Inhibisyonu

Ornek Yiizde inhibisyon degerleri

Penicillium chrysogenum etanol oziitii 4432

Penicillium chrysogenum metanol oziitii -

Penicillium chrysogenum aseton 0ziitii -

Penicillium chrysogenum kloroform 6ziitii -

Suillus collinitus etanol Oziiti 40,66
Suillus collinitus metanol ozt 35,87
Suillus collinitus aseton Oziuitil 25,48
Suillus collinitus kloroform 0Oziitii 3,57

Deney sonucunda Penicillium chrysogenum’un sadece etanol Oziitiinde antioksidan
aktivite goriilmiistiir. Suillus collinitus’un ise etanol ve metanol oziitleri, aseton ve kloroform

Oziitlerine gore daha 1yi antioksidan aktivite gostermistir.
4.5. Tetrasiklin Giderimi Deneyleri

Antimikrobiyal ve antioksidan aktivite deneyleri i¢in mantar tiirlerinden farkli 4 farkl
¢Oziicii (etanol, metanol, kloroform ve asetat) kullanilarak 6ziit hazirlanmis ve 6ziitleme sonrasi
aciga cikan mantar atiklari kurutularak saklanmustir. Oziitleme neticesinde elde edilen
kurutulmus mantar atiklarindan elde edilen biyosorbentlerin tetrasiklin giderim potansiyelini
aragtirmak amaciyla toplam hacmi 10 ml olan biyosorpsiyon deney diizenekleri hazirlanmstir.
Distile su pH sinda (6.10) hazirlanan sivi ortamlara 10 g/L biyosorbent ve 10 mg/L tetrasiklin
eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda numuneler 10000 rpm'de 2 dakika
santrifiijlendikten sonra ortamdaki tetrasiklin miktarinin tayini i¢in spektrofotometrik 6l¢tim

yapilmustir. Olgiim sonuglari Tablo 4.8.’de verilmistir.
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Tablo 4.8. Farkli Coziiciiler Kullanilarak Hazirlanan Oziitlerin Biyosorbent Olarak Kullanildig
Tetrasiklin Cozeltilerinin Baslangi¢ (Ao) ve 24 Saat Sonundaki (As) Absorbans Degerleri

Tetrasiklin Cozeltisine Eklenen Adsorban Ao As

S. collinitus etanol 6zt atig1 0,2535 1,4015
S. collinitus metanol Oziitii atig1 0,2515 1,3705
S. collinitus aseton oziitli atig1 0,243 1,244
S. collinitus kloroform 0ziitii atig1 0,2405 1,7795
S. collinitus 0,230 1,9045
P. chrysogenum etanol 0ziitii atig1 0,2585 0,5005
P. chrysogenum metanol 06ziitii atig1 0,22675 0,440
P. chrysogenum aseton 6ziitii atig1 0,235 1,1715
P. chrysogenum kloroform 0ziitii atig1 0,237 1,269
P. chrysogenum 0,253 1,7625
Kontrol (adsorban igermeyen tetrasiklin ¢ozeltisi) | 0,234 0,234

Farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan 6ziitlerin atigindan elde edilen biyosorbentlerin
tetrasiklin giderimi deneyleri sonucuna gore tiim biyosorbentlerde son absorbans degerlerinin
(As) baslangic degerlerinden (A,) yiiksek oldugu goriilmiistir (Tablo 4.8). Tablo 4.8
incelendiginde, sadece tetrasiklin igeren kontrol diizeneginin ise baglangic ve son absorbans
degerlerinde degisiklik olmadigi goriilmektedir. Bu sonuclar neticesinde 24 saatlik siirenin
tetrasiklin takibini etkileyebilecegi diisliniilmiistiir. Bu nedenle benzer sekilde 50 ml'lik deney
diizenekleri hazirlanmis ve sadece P. chrysogenum ve S. collinitus mantar tiirlerinin metanol
0ziitli sonrasi elde edilen kurtulmus biyosorbentleri kullanilarak 25 mg/L tetrasiklin giderimi

incelenmistir.
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Sekil 4.6. P. chrysogenum ve S. collinitus Mantar Tiirlerinin Kurutulmus Biyosorbentleri
Kullanilarak 25 mg/L Tetrasiklin Gideriminin Zamana Bagli Adsorbans Degerleri (Co:

baslangi¢ tetrasiklin; To: Biyosorbent eklendikten sonra okunan absorbans degeri)

Sekil 4.6 incelendiginde; her iki mantar tiirtiniin bulundugu ¢6zeltinin 300. dakikadan
sonra absorbans degerinin distiigii 480. dakikadan sonra belirgin bir degisiklik olmadigi
goriilmektedir. Ote yandan elde edilen sonuglara gore biyosorpsiyon diizenekleri igerisinde
mantar ve tetrasiklinin etkilestigi ve bunun sonucu olusan maddelerin ¢dzeltinin absorbans
degerini etkiledigi belirlenmistir. Mantar ve tetrasiklin etkilesimini en aza indirmek ya da
engellemek amaciyla mantar biyosorbentlerin yiizeyi yiizey aktif madde ile kaplanmistir.
Cesitli adsorbanlara uygulanan kimyasal modifikasyonun adsorban verimliligini arttirdigini
gosteren calismalar mevcuttur (Belachew ve Hinsene, 2020: 2; Mohamed Pauzan ve Ahad,
2018: 1). Bu nedenle kullanilacak adsorbanlar katyonik bir yilizey aktif madde olan
Hegzadesiltrimetil Amonyum Bromiir (HTAB) ile modifiye edilerek deney tekrarlanmistir.
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Sekil 4.7. P. chrysogenum ve S. collinitus Mantar Tiirlerinin Kurutulmus ve HTAB ile
Modifiye Edilmis Biyosorbentleri Kullanilarak 25 mg/L Tetrasiklin Gideriminin Zamana Bagl
Adsorbans Degerleri (Co: baslangi¢ tetrasiklin; To: Biyosorbent eklendikten sonra okunan

absorbans degeri)

Sekil 4.7 incelendiginde modifiye biyosorbentlerle tetrasiklin giderimine ait absorbans
degerlerinin diistiigii ve tetrasiklin mantar etkilesiminin sonucu olusan maddelerden kaynakli
absorbansta artis olmadig1 belirlenmistir. Kullanilan katyonik yiizey aktif madde olan HTAB
ile kaplanan biyosorbentin tetrasiklin giderimini gergeklestirdigi saptanmistir. Kontrol olarak
kullanilan sadece tetrasiklin ve HTAB bulunan deney diizeneklerinin absorbans degerlerinde
belirgin bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Ote yandan HTAB modifiye P. chrysogenum ve
S. collinitus mantar tiirlerinin tetrasiklin giderimleri sirasiyla % 9,90 ve % 15,03 olarak
hesaplanmigtir. Tetrasiklin giderim yiizdeleri oldukg¢a diisiik oldugu icin optimizasyon
deneylerine devam edilmemistir. Bunun yerine hem antimikrobiyal etki gosteren hem de ¢ok
az da olsa tetrasiklin giderimi yapabilen P. chrysogenum tiirlinden elde edilen biyosorbent
yiizeyi ile ylizey aktif madde ve tetrasiklin etkilesimlerini incelemek amaciyla SEM ve FTIR

analizleri yapilmistir.
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4.6. SEM Analizi

Calismada antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenen P. chrysogenum mantar tiiriine
ait SEM goriintiisii Sekil 4.8.'de verilmis olup, sekil incelendiginde mantar tiiriine ait hif yapisi

ve tiire 0zel tipik konidiospor yapilar1 belirgin bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 4.8. Calismada izole Edilen P. chrysogenum Mantar Tiiriine Ait SEM Goriintiisii
(Biiyiitme: 10000 X)

P. chrysogenum mantar tiriinlin metanol 0Oziitii sonrasi elde edilen kurutulmus
biyosorbentinin ve ayni tlire ait HTAB ile modifiye edilmis biyosorbentinin tetrasiklin (25

mg/L) giderimi 6ncesi ve sonrast SEM goriintiileri Sekil 4.9'da verilmistir.
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ekll 4.9. P chrysogenm Mantar Tiirline Ait Biyosorbentin SEM Goriintiileri (: P rysogenum Tiirtiniin
Metanol Oziitii Sonras1 Elde Edilen Biyosorbent; b: Tetrasiklin Giderimi Sonrast P. Chrysogenum Tiiriiniin
Metanol Oziitii Sonras1 Elde Edilen Biyosorbent; c: HTAB ile Modifiye Edilmis P. Chrysogenum Tiiriiniin
Metanol Oziitii Sonras1 Elde Edilen Biyosorbent; d: Tetrasiklin Giderimi Sonras1 HTAB ile Modifiye Edilmis P
chrysogenum Tiiriiniin Metanol Oziitii Sonras1 Elde Edilen Biyosorbent; Biiyiitme: 10000 X)

Sekil 4.9. incelendiginde metanol ekstraksiyonu sonrasi elde edilen biyosorbentin (a)
hif yapilarinin pargalandigr goriilmektedir. Ayni biyosorbentin tetrasiklin muamelesi
sonrasinda (b) hif yapisinin daha fazla parcalandigi ve hatta hiflerin biiziistiigii goriilmektedir.
Ayni1 biyosorbentin HTAB modifikasyonu sonrasinda (c) hif yapilarinin korundugu, hiflerin
arasindaki bosluklarin kaplandig1 ve yilizeydeki girinti ¢ikintilarin artarak yiizeyin genisledigi
goriilmiistiir. HTAB ile modifiye biyosorbentin (d) tetrasiklin muamelesi sonrasinda hifsel
yapilarin ayirt edilemedigi ancak ylizey girinti ¢ikintilarinin azaldigi goriilmiistiir. Bu durum da

tetrasiklinin yiizeye adsorbe oldugunu kanitlamaktadir (Cai vd., 2019: 13).
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4.7. FT-IR Analizi

Metanol 6ziitli sonrasi elde edilmis P. chrysogenum Orneklerinin tetrasiklin giderimi
oncesi ve sonrasinda elde edilen FT-IR analizi sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.10 ve Sekil 4.11'de
verilmistir. iki sekil incelendiginde bazi bantlarda kayma oldugu, bazilarmm ise tetrasiklin
muamelesi sonucu yeni olustugu goriilmektedir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). FT-IR analizindeki

degisiklikler Tablo 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.10. P. chrysogenum Tiiriiniin Metanol Oziitii Sonras1 Elde Edilen Biyosorbentinin

FTIR Analizi
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Sekil 4.11. Tetrasiklin Giderimi Sonrasinda P. chrysogenum Tiiriiniin Metanol Oziitii Sonrasi

Elde Edilen Biyosorbentin FT-IR Analizi

Tablo 4.9. Tetrasiklin Muamelesi Oncesi Ve Sonrasindaki FT-IR Analizindeki Degisiklikler

Dalgaboyundaki degisiklik

Tlgili Molekiil
(Dzurendova vd., 2020; Salman vd., 2010)

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 2950,191 cm™'deki bant | -C-H (C) bag gerilmesi (lipitler)
Tetrasiklin muamelesi sonrasi kaybolmus.

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 2921,14 cm™deki bant | >CH, acil zinciri (lipitler)

2923,12 cm!'ye kaymig

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 2822,94 cm''deki bant | -C-H (CH>) bag gerilmesi (lipitler)
2852,38 cm!'ye kaymis

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 1979,08 cm™'deki bant | -C=0 esterlerde bag gerilmesi (lipitler)
1743,19 cm!'ye kaymis

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 1642,89 cm™'deki bant | -C=0 bag gerilmesi, amit I (proteinler,
1629,96 cm'ye kaymig kitin)

Tetrasiklin 6ncesinde var olan 1550,13 cm™deki bant | -C-N-H deformasyonu amit II (proteinler,

1566,21 cm™'ye kaymig

kitin)

Tetrasiklin muamelesi sonrasinda 11077,87 cm™'de yeni bir

bant olugmus

C-O ve C-0OC
(karbonhidratlar)

bag  gerilmesi

50




Tablo 4.9 incelendiginde tetrasiklin muamelesi sonrasinda hiicre yiizeyindeki lipit,
protein ve karbohidrat molekiillerinin yapisina katilan baglarda degisiklikle oldugu
goriilmektedir. Bu degisikler tetrasiklin molekiilii ile biyosorbent yilizeyinin etklesime girdigi
ve hatta bazi1 baglar1 deforme ettigini kanitlamaktadir. Tetrasiklin antibiyotiginin etki
mekanizmasini bakterilerde ribozoma baglanarak protein sentezini inhibe etme suretiyle
gerceklestirdigi bilinmektedir (Diirckheimer, 1975: 232). Bu calisma sonuglarina gore
tetrasiklin mantar hiicre yiizeyindeki molekiillerle de etkilesim gostermekte ve yiizey yapisinda
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler sonucu agiga ¢ikan molekiiller spektral analiz

sonuclarini etkilemekte ve tetrasiklinin spektral takibini engellemektedir.

4.8. LC-MS/MS Cahismalari

Calisma sonucunda Penicillium chrysogenum’un aseton, etanol, metanol ve kloroform
oziitlerinde LC-MS/MS yontemi ile pozitif ve negatif iyonlagma modlarinda m/z taramalari

sonucu spektrumlar elde edilmistir (Sekil 4.12- 4.19).

mw% ...... .77 5 S O Bt St S RS R B FESSU S R
1= 'liig..’l!l
- 21010
118.10 05
o 4L 18610] ) 297.40-325.10
m_ﬂ . ' ﬁ‘i m&_ & b 5;&%& 36310 A .
Sekil 4.12. Aseton Oziitii LC-MS/MS Yontemi Spektrumu ((ESI +) Modu)
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Sekil 4.13. Aseton Oziitii LC-MS/MS Yontemi Spektrumu ((ESI -) Modu)
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Sekil 4.15. Etanol Oziitii LC-MS/MS Yoéntemi Spektrumu ((ESI -) Modu)
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Sekil 4.16. Metanol Oziitii LC-MS/MS Yontemi Spektrumu ((ESI +) Modu)
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Sekil 4.17. Metanol Oziitii LC-MS/MS Yontemi Spektrumu ((ESI -) Modu)
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Sekil 4.18. Kloroform Oziitii LC-MS/MS Y6ntemi Spektrumu ((ESI +) Modu)
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Sekil 4.19. Kloroform Oziitii LC-MS/MS Yo6ntemi Spektrumu ((ESI -) Modu)

Penicillium chrysogenum’un 4 farkl 6ziitlinde ayn1 m/z degerleri gézlemlenmistir. Tim
spektrumlar incelendiginde kloroform 6ziitii harig¢ tiim 6ziitlerde 6zellikle 367.10 degeri dikkat

cekmektedir (Sekil 4.12-4.19).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kullanilan mantar  tiirlinlin, molekiiler tanimlanmasi sonucunda,

Penicillium chrysogenum ve Suillus collinitus oldugu belirlenmistir.

Disk difiizyon testi sonuglarina gore, Penicillium chrysogenum tiiriiniin aseton 6ziitiiniin
en yliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Test mikroorganizmalari arasinda
karsilagtirma yapildiginda, gram negatif bakterinin gram pozitif bakterilerden daha duyarl
oldugu, maya mantarinin ise bakterilerden daha duyarli oldugu séylenebilir. Bakteriler arasinda

en direncli tiiriin E. faecalis, en duyarh tiiriin ise E.coli oldugu goriilmektedir.

Disk difiizyon testinde en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gosteren Penicillium
chrysogenum aseton &ziitii ile yapilan MIK belirleme testinde Penicillium chrysogenum aseton
oziitliniin E. coli ve C. albicans’a daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonug ayni 6ziit ile yapilan

disk difiizyon testi sonucu ile uyumludur.

Penicillium cinsinin mantarlarinin biyolojik olarak aktif ikincil metabolitler iirettigi
bilinmektedir. Tarimsal-endiistriyel atiklar kullanilarak Penicillium chrysogenum IFL1
tarafindan antimikrobiyal metabolitlerin iiretildigini dogrulamak amaciyla yapilan bir
calismada P. chrysogenum IFL1, liziim artig1 ve peynir alt1 suyunda 7 giinliik kiiltiire alindiktan
sonra antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Uziim arti§1 ve peynir alt1 suyu kiiltiirlerinden
elde edilen her iki siiziintii de gram pozitif bakteriler olan Staphylococcus aureus ve Bacillus
cereus’un bilyiimesini inhibe ederken E. coli ve Candida tropicalis’e etkileri olmamistir (Lopes
vd., 2013: 773). Bizim calismamizda ise bu c¢alismada oldugu gibi Staphylococcus aureus’a
etkili olmasinin yanmda E. coli ve C. albicans’a da etkili oldugu goriilmiistiir. Oziitleme

islemindeki farklilik ¢aligma sonuglarinda farkliliga neden olmus olabilir.
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Yumusak mercan 6rneginden izole edilen P. chrysogenum 045-357-2 fungal susunun
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Streptococcus faecalis, Listeria monocytogenices ve Candida albicans gibi patojenik
mikroorganizmlara karsi antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Mantar izolatinin etil asetat
oOziitleri ile yapilan disk diflizyon deneyi sonucunda C. albicans disindaki mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktivite goriilmiistiir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite S. aureus tizerinde
goriiliirken, en diisiik antimikrobiyal aktivite ise E. coli’ye karst goriilmiistiir (Thi vd., 2016:
730). S. aureus’a ve E. coli’ye karsi goriilen antimikrobiyal aktivite yoniiyle bizim
calismamizla benzerken, C. albicans’a etkisiz olmas1 bakimindan farkli sonug goriilmiistiir. Bu

farkliligin 6ziitleme sirasinda kullanilan ¢6ziicliden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

20 mantar tiirinlin hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 metabolitlerinin iki maya ve yedi
bakteriye (Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter aerogenes NRRL-B-3567, Salmonella
typhimurium NRRL-B-4440, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis NRRL-B-4377, Bacillus subtilis NRRL-B-558,
Candida albicans ATCC 10259, Saccharomyces cerevisiae NRRL-Y-2034) kars
antimikrobiyal aktivitelerinin arastinnldigi bir calismada Hygrophorus agathosmus’un
kloroform oziitiiniin ve Suillus collinitus'un diklorometan Oziitiiniin, hem maya hem de
bakterilere karsi en aktif Oziitler oldugu gorilmustir. Suillus collinitus'un diklorometan
Oziitliniin, P. aeruginosa harig¢ tiim test mikroorganizmalarina karsi etkin oldugu ¢alismada
Suillus collinitus'un etil asetat ve etanol oziitleri de test edilmistir. Disk difiizyon testinde etil
asetat Oziiti Salmonella typhimurium, Staphylococcus epidermidis ve Saccharomyces
cerevisiae’ye karsit 10-15 mm inhibisyon zonu olusturken, diger mikroorganizmalara etkisi
olmamistir. Etanol 6ziitiinde ise sadece Staphylococcus aureus’un etrafinda 10 mm’den az
inhibisyon zonu olugmustur (Yamag ve Bilgili, 2006: 663). Etanol oziitiiniin aktivitesi bizim
calismamizla kiyaslandiginda, calismalarimizda ortak mikroorganizmalar olan Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ve Candida albicans iizerinde antimikrobiyal aktivite goriilmemesi

yoniiyle benzer sonuca ulasilmistir.
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Literatiirde Suillus collinitus'un antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili fazla calisma
bulunmamaktadir. Baska bir Suillus tiirii olan Suillus luteus’un gesitli 6ziitlerinin antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-proliferatif aktivitelerinin arastirildig1 bir ¢alismada S. luteus’un metanol
ve etanol oziitlerinin, DPPH radikaline kars1 antioksidan aktivitelerinin oldugu goriiliirken, test
edilen mantar 6ziitlerinin test edilen mikroorganizmalara kars1 nispeten diisiik antimikrobiyal
aktiviteye sahip (9 ve 10 mm zongap1) oldugu goriilmiistiir (Aytar vd., 2020: 380). Lactarius
deterrimus, Suillus collinitus, Boletus edulis, Xerocomus chrysenteron'un metanolik oziitlerinin
antioksidan aktiviteleri agisindan analiz edildigi bir calismada L. deterrimus ve B. edulis en
giiclii antioksidan aktivite gosteren tiirler olmustur. S. collinitus'un toplam flavonoid igeriginin
ise diger mantarlardan iistiin oldugu bulunmustur. DPPH metodu ile yapilan antioksidan
aktivite testinde BHT nin DPPH inhibisyonu % 92,26 iken S. collinitus'un DPPH inhibisyonu
% 88,27 bulunmustur (Sarikurkcu vd., 2008: 6654). Bizim ¢alismamizda ise BHT nin DPPH
inhibisyonu % 39,36 iken S. collinitus'un DPPH inhibisyonu etanol 6ziitii i¢in % 40,66, metanol
Oziitli icin % 35,87 bulunmustur. Her iki ¢alismada da S. collinitus'un metanol Oziitiiniin

antioksidan aktivitesinin oldugu goriilmiistiir.

Suillus collinitus (Fr.) Kuntze mantarinin etanol 6ziitiinlin element iceriginin, toplam
antioksidan durumunun, toplam oksidan durumunun ve oksidatif stres indeksinin
belirlenmesini amaglayan ¢aligmanin sonucunda S. collinitus mantarinin dogal bir antioksidan
kaynagi olabilecegi belirtilmistir (Bal, 2021: 353). Bizim ¢alismamizda da S. collinitus'un

etanol oziitliniin antioksidan aktivitesinin oldugu goriilmiistiir.

Penicillium suslar, antibakteriyel madde ve antioksidanlar tiretme konusunda muazzam
bir potansiyele sahiptir. Antioksidan bir madde olan 2,3-dihidroksi benzoik asit, P.
roquefortii'den izole edilmis, P. citrinum'un kiiltiir suyunda ise yeni tip antioksidanlarin

iretildigi bildirilmistir (Sharaf vd., 2016: 204).
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Atik sudan izole edilen Penicillium cinsi iki mantar tiirliniin biyolojik ve kimyasal
aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada se¢ilen mantar tiirleri icin DPPH serbest radikal
temizleme aktivitesi, toplam antioksidan aktivite, Fe2 + -selasyon kabiliyeti ve Fe3 +-diigiirme
giicii gibi, farkli antioksidan aktivite deneyleri kullanilmistir. Penicillium chrysogenum etanolik
Oziitlinlin, toplam fenolik iceriginin daha yiiksek oldugu ve ve toplam antioksidan kapasitesi ile
demir iyonu selatlama yeteneginin daha iyi oldugu bulunmustur. Penicillium fumiculosum
etanolik oOziitli ise, daha yiiksek DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi gdstermistir
(Jakovljevi¢ vd., 2014: 43). Bizim calismamizda da Penicillium chrysogenum’un diger
oOziitlerinde antioksidan aktivite goriillmezken etanolik Oziitiiniin antioksidan aktivitesinin

oldugu goriilmiistiir.

Tuz Go6lii'niin farkli bolgelerinden izole edilen Penicillium cinsine ait 38 izolatin serbest
radikal siipliriicii etkisinin incelendigi calismada %70'in {lizerinde (%72) serbest radikal
stiptiriicli aktivite gdsteren bir mantar se¢ilmis ve toplam fenolik madde iceriginin de oldukga
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Antioksidan ve toplam fenol miktarlar yiiksek olan tiiriin klasik
ve molekiiler tanimlamasi sonucunda Penicillium chrsogenum var. chrsogenum oldugu
belirlenmistir (Canturk vd., 2013: 3). Calismamizda Penicillium chrysogenum’un etanol
Oziitinde antioksidan aktivite goriiliirken diger Oziitlerinde antioksidan aktivite

goriilmemesinin nedeni kullanilan ¢6ziiciiler olabilir.

Calismamizda katyonik yiizey aktif madde olan HTAB ile kaplanan P. chrysogenum ve
S. collinitus mantarlarinin atiklarmin tetrasiklin giderimini gerceklestirdigi ancak bu oranin
oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunun nedenleri mantar ile tetrasiklinin etkilesimleri ve

mantarlarin direkt olarak kendilerinin kullanilmamast olabilir.

Literatiirde tetrasiklin grubu antibiyotiklerin gideriminde ¢esitli mantarlarin kullanildigi
goriilmektedir. Wen ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada Phanerochaete chrysosporium
tarafindan iiretilen lignin peroksidaz (LiP)’1n tetrasiklin (TC) ve oksetetrasiklin (OTC)’1 in vitro
olarak parcalama konusunda giiclii bir yetenege sahip oldugu goriilmiistiir (Wen vd., 2009:
1006).
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Tetrasiklin gideriminde etkili oldugu gorillen Bacillus cereus’un, Penicillium
chrysogenum Y5 ile immobilize edilmesiyle olusan kombinasyonun tetrasiklin giderme
ylizdesini yiikselttigi gorilmiistiir. SEM analizi sonuglari, bir¢ok Bacillus cereus susu
hiicresinin mantar yiizeyinde basarili bir sekilde adsorbe edilebilecegini dogrularken, FT-IR
spektroskopi analizinden, hidroksil, karbonil, karboksil ve amino gruplarinin immobilizasyon
topaklar1 acisindan zengin oldugu ve bunun atik sudaki tetrasiklinin gideriminde fayda

saglayacagi belirtilmistir (Wu vd., 2020: 471).

Penicillium commune, Epicoccum nigrum, Trichoderma harzianum, Aspergillus terreus
ve Beauveria bassiana mantarlarinin oksitetrasiklin  (OTC)’in  bozunmasina etkilerinin
arastirildigl bir ¢alismada maruziyetin {i¢iincii giiniinden sonra miselyumda adsorbe edildigi
i¢in kiiltlir ortamindaki OTC miktarinin azaldigr goriilmiistiir. Mantar suslarinin, 15. giinde
OTC'y1 %78'e varan oranlarda parcalayabilmesi nedeniyle biyoremediasyon potansiyeline

sahip olduklar1 belirtilmistir (Ahumada-Rudolph vd., 2021: 5).

Bir veteriner hastanesinin atik suyundaki yedi farkli gruba (b-laktamlar, florokinolonlar,
makrolidler, metronidazoller, siilfonamidler, tetrasiklinler ve trimetoprim) ait kirk yedi
antibiyotigin giderimi icin alternatif bir atik su aritimi olarak mantar (Trametes versicolor
ATCC 42530) kullanilmistir (Lucas vd., 2016: 301). Antibiyotiklerin % 77'sinin fungal
aritimdan sonra giderildiginin goriilmesi, geleneksel aritim tesislerine oranla yiiksek bir oran

olarak ifade edilmistir.

Suda ve arkadaslar1 redoks mediatorii 1-hidroksibenzotriazol (HBT) varliginda beyaz
cliriiklik mantar Trametes versicolor'dan lakkaz ile tetrasiklin (TC), klortetrasiklin (CTC),
doksisiklin (DC) ve oksetetrasiklin (OTC) giderimi yapmuslardir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisi, DC ve CTC'nin 15 dakika sonra tamamen ortadan kaldirildigini, TC ve CTC'nin
1 saat sonra ortadan kaldirildigin1 gostermistir. Bu sonuglar, tetrasiklin antibiyotiklerin (TC,
CTC, DC ve OTC) redoks mediatdor HBT varliginda ligninolitik enzim olan lakkazla etkili bir
sekilde elimine edildigini ve ekotoksisitelerinin giderilmesinde etkili oldugunu gostermektedir

(Suda vd., 2012: 498).
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Kip ve Acikel ise Candida tiirii (Candida lipolytica, Candida membranaefaciens,
Candida tropicalis, Candida utilis) mayalarin ve Rhizopus delemar mantarinin kitosana
tutuklanmasi ile hazirlanan biyokompozitlerle tetrasiklin adsorpsiyonunu incelemislerdir (Kip
ve Acikel, 2019: 1417). Kitosan-mikroorganizma biyokompozitleri i¢in TC giderimi sadece
kitosana gore daha yiliksek bulunmus ve bu calisma ile yeni kitosan-mikroorganizma

biyokompozitlerinin tetrasiklin giderimi i¢in alternatif olacagi diisiiniilmiistir.

Yukaridaki c¢aligmalarda genel olarak mantarlarin  enzimatik aktivitelerinden
yararlanildig1 goriilmektedir. Bunlardan farkli olarak Menk ve arkadaslar1 ise parasetamol ve
17 a-etinil estradiol (EE2) giderimi i¢in Agaricus bisporus, Lentinula edodes mantarlarindan
elde edilen atiklar1 kullanmiglardir. Calismada EE2 ve parasetamol adsorpsiyonunda iyi
sonuclar alinmas1 mantar {retiminden kaynaklanan atiklarin  biyosorbent olarak

kullanilabilecegini gdstermistir (Menk vd., 2019: 7).

Literatiirde P. chrysogenum ve S. collinitus mantarlarinin kendileri veya atiklariyla
yapilmis tetrasiklin giderimi ¢aligmalarina rastlanmamistir. Cesitli mantarlarla ve mantarlardan
elde atiklarla yapilan ila¢ etken maddeleri giderimi ¢calismalar1 g6z 6niine alinarak tez ¢alismasi
sirasinda olusan mantar atiklarinin bu sekilde degerlendirilebilecegi diisiiniilmiistiir. Calisma
sonucunda tetrasiklin giderimi az bulundugundan kullandigimiz mantar atiklarinin biyosorbent

olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi yoniinde daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Yaptigimiz calisma ve literatiir calismalar1 arasindaki benzer ve farkli sonuglar
degerlendirildiginde mantarlarin biyolojik aktivitelerinin ¢esitli degiskenlerden etkilenebildigi
goriilmektedir. Mantar tiiriiniin temel degisken olmasinin yaninda ayni mantar tiirtinden farkl
¢oziictiler kullanilarak elde edilen 6ziitler de farkl aktiviteler gostermektedir. Bunlara ilaveten
biyolojik aktivitesi baskin olan P. chrysogenum tiiriinden elde edilen 6ziitlerdeki maddeler LC-
MS/MS yéntemi ile belirlenmeye calisiimistir. Ozellikle m/z degerlerinden bu mantar tiiriiniin
metabolitleri literatiirde aranmis ancak eslestirme yapilamamigtir. Literatiir bilgisine gore
biyolojik aktiviteye sahip mantar metabolitlerinin belirlenmesi i¢in bu analizin yani1 sira baska
analizlere de ihtiya¢ duyulmaktadir (Liu vd., 2021: 12). Yapilan analiz sonucuna goére
Penicillium chrysogenum tiirtiniin 4 farkl oziitiinde aynm1 m/z degerleri gbzlemlenmis ve
bunlarin biyolojik aktiviteden sorumlu maddeler olabilecegi diisliniilmiistiir. Metabolitlerin
aydinlatilmasi iizerine ve yeni analizlerin yapilmasi iizerine caligmalar bu tez c¢aligmasi

sonrasinda devam edecektir.
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Mantarlarin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinde mantar tiirline, 6zilitlemede
kullanilan ¢oziiciiye, deneysel yontemlere gore farkliliklar goriilebilmektedir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda toplanip tanimlamalar1 yapilan Penicillium chrysogenum ve Suillus collinitus
mantarlarindan ¢esitli ¢oziiciilerle elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmistir. P. chrysogenum mantar tiirlinde antimikrobiyal aktivite
goriiliirken, S. collinitus mantar tiirtinde antimikrobiyal aktivite goriilmemistir. Antioksidan
aktivite ise P. chrysogenum’un etanol oziitiinde ve S. collinitus’un etanol, metanol ve aseton
Oziitlerinde goriilmiistiir. Olusan mantar atiklarmin tetrasiklin giderim yiizdeleri ise diisiik

bulunmustur.

Sonug olarak tez ¢aligmamiz kapsaminda mantar Oziitlerinin biyolojik aktiviteleri
oldugu gortlmiistiir. P. chrysogenum ile ilgili ¢alismalarin yaninda S. collinitus ile yapilan
calismalarin az olmasi ve bu mantarlarin ila¢ etken maddesi gideriminde biyosorbent olarak
kullanim potansiyelleri ile ilgili yeterli ¢calismanin olmamasi nedeniyle tez calismamizin

literatiire katk1 sunacag diistiniilmektedir.
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