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GIRIS

Mantarlar uzun yillardir besin olarak tiiketilmelerinin yani

sira  bircok hastaligin

kullanilmaktadirlar (Saldir 2015). Yapilarinda 6nemli
esansiyel aminoasitler, karbonhidratlar, lifler, baz

tedavisinde ila¢g olarak

Ozet
Mantarlar igerdikleri aktif bilesenler sayesinde besleyici bir gida olarak tiiketilmelerinin yani sira tibbi

ve tedavi edici Ozelliklerinden dolayi uzun yillardir halk tarafindan kullaniimaktadirlar. Mantarlarin
immunolojik ve antikanser ozelliklerinin yani sira antioksidan, antihipertensif, kolesterol disiricd,
karaciger koruyucu, antifibriotik, antiinflamasyon, antidiyabetik, antiviral ve antimikrobiyal etkileri
oldugu bilinmektedir. Yenilebilir olan mantarlardan Helvella leucomelaena (Pers.) Nannf. Ascomycota’
nin Helvellaceae’ye ait bir mantar tiridar.

Bu ¢alismada H. leucomelaena’nin metanol, etanol ve hekzan gibi ¢oziiclilerden elde edilen
ekstraklarinin farkli konsantrasyonlari kullanilarak antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi ve metanol
¢Oziclst kullanilarak elde edilen ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon metoduna gore tespit edilmistir.
Cahisma igin Staphylococcus aureus ATCC25923, Klebsiella pneumoniae ATCC700603, Escherichia coli
ATCC25322 ve Bacillus megaterium DSM32 gibi bakteriler, fungus olarak Candida albicans FMC17
mikroorganizmalari kullaniimigtir. Antioksidan aktivitesi ise 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
yontemine goére radikal stplrici kapasite tespit edilmistir. Sonugta H. leucomelaena en yiiksek
inhibisyon zonunu C. albicans’a karsi (16 mm) 750 pg konsantrasyonda etanol ekstresinde gosterdigi
tespit edilmistir. DPPH radikalini stptrici etkisi ise artan konsantrasyonlara bagl olarak arttig
gozlemlenmistir.

Abstract

Mushrooms have been used by the public for many years due to the active containts they contain as
well as being consumed as a nutritious food. It is known that mushrooms have antioxidant,
antihypertensive, cholesterol-lowering, liver-protective, antifibriotic, anti-inflammation, antidiabetic,
antiviral and antimicrobial effects as well asimmunological and anticancer properties. From the edible
mushrooms Helvella leucomelaena (Pers.) Nannf. "white-footed elf cup", belong to Helvellaceae
Ascomycota's is a mushroom species.

The aim of this study was to determine the antimicrobial activity of H. leucomelaena by using different
concentrations of extracts obtained from solvents such as methanol, ethanol and hexane, and to
determine the antioxidant activity of different concentrations of extract obtained using methanol
solvent. Antimicrobial activity was determined by disc diffusion method. For the study, bacteria such
as Staphylococcus aureus ATCC25923, Klebsiella pneumoniae ATCC700603, Escherichia coli
ATCC25322 and Bacillus megaterium DSM32; Candida albicans FMC17 as fungi microorganisms were
used. Antioxidant activity was determined according to 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
quenching capacity method. As a result, H. leucomelaena showed the highest inhibition zone against
C. albicans (16 mm) at 750 ug concentration in ethanol extract. The scavenging effect of DPPH radical
was observed to increase depend to increasing concentrations.

2009). Besleyici gida olmalarinin yaninda énemli biyoaktif
bilesenlere sahip tibbi besinlerdir (Sevindik 2017; Devi ve
ark. 2012). Bu bilesenler bazi mantar tirlerinde
antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal ve antiviral
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir (Yildiz Turp ve Boylu
2018). Mantarlarin antimikrobiyal etkileri sentezledikleri

vitaminler ve mineraller bulunmaktadir (Oztiirk ve Copur
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bazi fenolik bilesikler, purinler, pirimidinler, kinonlar,
terpenoitler ve fenil propanoit tlirevi antagonistik
maddelerden kaynaklanmaktadir (Oztiirk ve Copur 2009).
Antioksidan potansiyelleri ise icerdikleri fenolik bilesikler,
poliketidler, terpenler ve steroidler gibi sekonder
metabolitlerden kaynaklanmaktadir (Cheung ve ark.
2003; Ozcan 2015).

Yenilebilir mantarlardan olan Helvella leucomelaena
(Pers.) Nannf., Ascomycota’ nin Helvellaceae sinifina aittir
(Kirk ve ark. 2008). Govdesinin beyaz rengiyle
karakterizedir (Tylutki 1979). Kuzey Amerika'da nadir
olarak goriilse de Kaliforniya, Alaska ve Rocky Daglari'nda
stk goriilmektedir (Orr Robert ve Dorothy 1979). Gliney
Amerika ve Avrupa'da da kayitlari bulunmustur (Dissing
1966; Calonge ve Arroyo 1990). Ulkemizde de farkli
lokalitelerde yetistigi bilinmektedir (Akata ve Kaya 2012).

Bu calismada Helvella leucomelaena (Pers.) Nannf.” in
metanol, etanol ve hekzan gibi ¢ozliclilerden elde edilen
ekstraktlarinin ~ farkh  konsantrasyonlari  kullanilarak
antimikrobiyal aktivitesi ve metanolden elde edilen
ekstraktinin ise farkli konsantrasyonlarinin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Test Mikroorganizmalari

Bu c¢alismada; Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Escherichia coli ATCC
25322 ve Bacillus megaterium DSM32 gibi bakteriler,
fungus olarak Candida albicans FMC17 kullaniimistir.
Mikroorganizma kiiltiirleri Firat  Universitesi, Fen
Fakdltesi, Biyoloji Bolimi, Mikrobiyoloji Laboratuvari
kiiltir koleksiyonundan saglanmistir.

Materyalin Toplanmasi ve Teshisi
Helvella leucomelaena Elazig’in Sivrice ilgesinde 2017

Nisan ayinda toplanmistir. Makroskobik ve mikroskobik
¢alismalar yapilarak tiirtin teshisi yapilmistir (Asef 2014).

Materyalin Elde Edilmesi ve Hazirlanisi
H. leucomelaena kurutulup, degirmende toz haline

getirildikten sonra 50 gr alinarak 100 ml %96’lik metanol,
etanol ve hekzan solventleri kullanilarak soxhlet cihazinda

7 saat sireyle 6zit eldesi gergeklestirilmistir. Daha sonra
rotary evaporator kullanilarak 6ziitlerin icinde kalan alkol
402C’'de yogunlastirilmistir Liyofilize edilerek tamamen
kurutulan droglar analiz edilene kadar +4 °C' de
saklanmistir.

Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi  ve

Antimikrobiyal Etkinin Test Edilmesi
H. leucomelaena’nin metanol, etanol ve hekzan

ekstraklarinin antimikrobiyal aktivitesi disk difflizyon
metoduna gore tespit edilmistir (Collins ve Lyne 1987).
Bakteri suslari (Staphylococcus aureus ATCC25923,
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 Escherichia coli
ATCC25322 ve Bacillus megaterium DSM32), nutrient
buyyon’a (Difco) asilanarak 35+1°C’de 24 saat, maya susu
(Candida albicans FMC17) malt ekstrakt buyyon’da
(Difco) 25%1°C’'de 48 saat sire ile inkibe edilmistir.
Hazirlanan bakteri ve mayanin buyyon’daki kiltira
siraslyla; Mueller Hinton Agar ve Sabouraud Dextrose
Agar icine % 1 oraninda agsilanarak (10° bakteri/ml, 10*
maya/ml) iyice calkalandiktan sonra 9 cm c¢apindaki steril
petri kutularina 25 ml konularak besiyerinin homojen bir
sekilde dagilmasi saglanmistir. Katilasan agar ortamina
aseptik olarak her biri farkli konsantrasyonlarda (250,
500, 750 pg/disk) ekstraktlar emdirilmis olan 6 mm
diskler (Oxoid) hafifce
yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular
4°C'de 1.5-2 saat bekletildikten sonra, bakteri asilanan
plaklar 37+0.1°C’'de 24 saat, maya asilanan plak ise

¢apindaki  antimikrobiyal

25+0.1°C'de 72 saat siire ile inklibe edilmistir. Kontrol igin
standart diskler kullanilmistir (Amoksisilin 30 pg/disk,
Klindamisin 2 pg/disk). Negatif kontrol icin dimetil
stllfoksit (DMSO) kullaniimistir. Siire sonunda besiyeri
Gzerinde olusan inhibisyon zonlari mm olarak

degerlendirilmistir.

Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
H. leucomelaena’nin  metanol ekstresinin  farkli
konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitesi ise 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal supurici kapasitesi
yontemine gore belirlenmistir (Cuendet ve ark. 1997,
Kirby ve Scmidt 1997). Liyofilize ile elde edilmis drogdan 5
mg/ml konsantrasyonda ¢6zelti metanolde hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti G¢ kez dilie edilerek DPPH’In

kalibrasyon egrisi ¢cikarilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 40 pl
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alinarak tzerine 160 pl DPPH c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Kuvvetlice karistirihp agzi kapatildiktan sonra 30 dk. siire
ile karanhkta bekletilmistir. Tim konsantrasyonlar igin
ayni islemler tekrarlanmis ve kontrol olarak metanol
kullanilmistir. Bu sirenin sonunda her bir karisimin
absorbanslar 517
okunmustur. % inhibisyon degerleri hesaplanmistir;

spektrofotometrede nm’de

[ (%) = (AO - Anumune / A0O) x 100

Cizelge 1: Helvella leucomelaena’nin antimikrobiyal etkisi

BULGULAR ve TARTISMA

H.leucomelaena’nin farkh ¢oOziciler

konsantrasyonlardaki antimikrobiyal sonuglari

ve

Cizelge
1’de verilmistir.

inhibisyon zonlari (mm)

E. coli S.aureus K. penumoniae B. megaterium C. albicans
H-hekzan(250 ug) - - 8 - 9
H-hekzan(500 pg) - - 8 - 12
H-hekzan(750 ug) - - 9 - 14
H-metanol(250ug) - 8 9 7 -
H-metanol(500ug) - 9 11 7 -
H-metanol(750ug) - 9 13 9 -
H-etanol(250 pg) - 7 - 7 9
H-etanol(500 pg) - 8 - 8 12
H-etanol(750 pg) - 11 - 9 16
Amoksisilin 11 11 15 14 7
Klindamisin 21 26 20 17 9
DMSO - - - - -

H. leucomelaena’nin hekzan ekstresi E. coli, S. aureus ve

B. megaterium’un  gelisimini  engellemedigi, K.

pneumoniae ve C. albicans’in  gelisimini  tim

tespit edilmistir. H.
leucomelaena’nin metanol ekstresi E. coli ve C. albicans’a

konsantrasyonlarda engelledigi

karsi aktivite gostermezken S. aureus, (8-9mm), B.
megaterium, (7-9 mm) ve K. pneumaniae’ye karsi artan
konsantrasyona bagli olarak inhibisyon etkisinin arttigi
belirlenmistir ( 9, 11, 1 3 mm inhibisyon zonu). H.
leucomelaena’nin ekstresi  S.

etanol aureus, B.

megaterium ve C. albicans’a karsl ise artan
konsantrasyona bagh olarak inhibisyon zonunun arttig
belirlenmistir. E.coli ve K. pneumoniae’nin gelisimini
engellememistir  (Cizelge 1). Bu
leucomelaena en yiksek inhibisyon zonunu C. albicans’a

karsi

calismada H.

(16mm) 750 pg/disk konsantrasyonda etanol
ekstresinde gosterdigi tespit edilmistir. Standart olarak
kullanilan Klindamisin diger standart antibiyotige ve
kullanilan mantar 6zitlerine gére mikroorganizmalarin
gelisimini daha fazla engelledigi tespit edilmistir.

Ayni mantarin aseton, etil asetat, etil alkol ve kloroform
gibi c¢ozlciler kullanilarak elde edilen ekstraklarinin
E.coli'ye karsi inhibisyon zonu olusturmadigi, aseton ve
etil asetat ekstrelerinin S. aureus’a karsi 8mm ve en
ylksek inhibisyon zonunun kloroform ekstresinde P.
aureginosa’ya karsi (14 mm) oldugu rapor edilmistir
(Demirhan ve ark. 2007). Helvella leucopus’un metanol
ekstraktinin E. coli (11 mm), S. aureus (9 mm), B. subtilis
(5 mm) M. luteus (6 mm) gelisimlerini inhibe ettigi P.
etki gostermedigi belirlenmistir
(Dindar ve ark. 2015). Helvella crispa’dan elde edilen
protocatekhuik asit,

aeruginosa’ya karsl

gallik asit ve wvanilik asidin
mikroorganizmalarin  gelisimlerini
(Alves ve ark. 2013).
ekstraktinin B. subtilis ve C. albicans’a etki etmedigi, E.

engelledigi tespit

edilmistir Helvella lacunosa
coli'nin ise gelisimini engelledigi belirlenmistir (Maillard
ve ark. 2002). Helvella lacunosa’nin diklorometan ekstresi
B. subtilis ve C. albicans’in gelisimini engellemezken E.
coli’nin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Keller ve ark.
2002).
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H. leucomelaena’nin 5 mg/ml konsantrasyonunda DPPH
radikalinin inhibisyon yizdesi 4 farkli konsantrasyon icin
%20-1 arasinda bulunmustur (Cizelge 2).

Cizelge 2: Helvella leucomelaena’nin DPPH radikalinin inhibisyon

yuzdesi
Konsantrasyon DPPH radikalinin % inhibisyonu
5 mg/ml 20
2.5 mg/ml 8
1.25 mg/ml 4
0.625 mg/ml 1

H. leucomelaena’nin DPPH radikalini stiplrici etkisi artan
konsantrasyonlara bagl olarak arttigi gézlemlenmistir. H.
leucomelaena’nin  daha Onceki yapilan antioksidan
calismasinda total antioksidan seviyesinin (TAS) 2.367
mmol/L, total oksidan seviyesinin (TOS) 55.346 umol/L
oldugu saptanmis ve yiiksek antioksidan degerine sahip
oldugu rapor edilmistir (Sevindik ve ark. 2008). Helvella
crispa’nin  antioksidan aktivitesinin  %10.24, Peziza
cerea’'nin %52.55 ve Peziza vesiculosa’'nin ise %40.99
oldugu tespit edilmistir (Macakova 2011). Helvella
crispa’nin 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 pg/ml
konsantrasyonlarda sirasiyla antioksidan aktivitelerinin
%9.0, %12.21, %20.48, %33.25, %53.90 ve %55.55 oldugu
saptanmistir (Pala ve Wani 2011).

H. leucopus'un 20 mg/mL konsantarsyonda DPPH
sUplriici aktivitesinin %92.42 ve H. queletii’nin ise
%87.65 oldugu yapilan c¢alismalarda rapor edilmistir
(Dundar ve ark. 2015).
diklorometan ekstresinin DDPH aktivitesinin olmadigl

Helvella  lacunosa’nin
tespit edilmistir (Keller ve ark. 2002). Ayni tlrin etil
asetat ekstarktinda DPPH aktivitesinin (200 pug/mg) % 55
+ 4.19 (Shameem ve ark. 2016), metanol ekstraktinda ise
26.92 *+ 1.37 (EC50; mg/mL) oldugu tespit edilmistir (Leal
ve ark. 2013).

Yapilan bu ¢alismanin sonuglari ile diger calisma sonuglari
arasinda benzerlik veya farkhliklar oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeni mantarin toplandigi habitatlarin
ayri olmasi ve ayni genusa ait tlrlerin kimyasal
iceriklerinin farkh olmasindan kaynaklanabilir.

Sonuglara gore H. leucomelaena’nin antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Bu
tirin dogal bir antimikrobiyal ve antioksidan ajan

olabilecegi oOnerilebilir. H. leucomelaena ‘nin tibbi ve
tedavi edici Ozelliklerinin daha fazla arastiriimasi
gerektigini disinmekteyiz.
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