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OZET

GIRESUN ILINDEN TOPLANAN FLAVOPARMELIA CAPERATA (L.) HALE
(PARMELIACEAE) VE ROCCELLA PHYCOPSIS ACH. (ROCCELLACAEA)
LIKENLERININ ANTIBAKTERIYAL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

AYDIN, Sinem
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Kadir KINALIOGLU

MAYIS 2012, 65 sayfa

Bu arastirmada, Roccellaceae familyasina ait Roccella phycopsis ve Parmeliaceae
familyasina ait Flavoparmelia caperata likenlerinden elde edilen metanolik ve etanolik
ekstraktlarin antibakteriyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ve MIK ydntemleriyle test
bakterilerine kars1 denenmistir.

Ayrica, ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri DPPH' radikali siipirme aktivitesi,
indirgeme giicii, toplam fenolik icerigi, toplam flavonoid icerigi, ABTS™ radikali siipiirme
aktivitesi, metal selatlama aktivitesi, TBA testi yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Ekstraktlarda yapilan biitin testlerde antioksidan ve antibakteriyal aktivite
gozlemlendiginden calisilan liken ekstraktlarmin dogal bir antioksidan ve antibakteriyal

kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Antibakteriyal Aktivite, Antioksidan Aktivite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF
ROCCELLA PHYCOPSIS ACH. (ROCCELLACEAE) AND FLAVOPARMELIA
CAPERATA(L.) HALE LICHENS COLLECTED FROM GIRESUN PROVINCE

AYDIN, Sinem
GiresunUniversity
Graduate School Of Natural andAppliedSciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kadir KINALIOGLU

MAY 2012, 65 pages

In this study, the antibacterial activities of ethanolic and methanolic extracts of
Roccella phycopsis which belong to Roccellaceae familia and Flavoparmelia caperata which
belongs to Parmeliaceae familia were investigated against test bacteria by using disc
diffusion method and MIC methods.

Antioxidant activities of extracts were determined by using DPPH' Radical scavenging
activity, total fenolic content, total flavonoid content, ABTS™ radical scavenging activity,
metal chelating activity, TBA test methods.

It is concluded that extracts can be a fine natural antioxidant and antibacterial sources

because they have high antioxidant and antibacterial activities.

KeyWords: Lichen, Antibacterial Activity, Antioxidant Activity
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1. GIRIS

Glinlimiizde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, regete ile satilan ilaglarin
%25’ini olusturmaktadir (1). Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif
maddeler iizerindeki ¢alismalar ve bu dogal tiriinlere karsi1 olan ilgi; tedavi alanina
sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkiler, bitkisel
droglarin birkag etkiye sahip olmalari, kolay ve ucuz tedavi imkani elde etme istegi
gibi baglica sebeplerden dolayr artmistir. Bu amagla bir¢cok bitki mikrobiyolojik
farmakolojik yonlerden hatta biyolojik savasin giindemde oldugu son yillarda bitki
savunma mekanizmast bakimindan da c¢ok yonlii arastirilmaktadir. Bitkilerin
mikroorganizmalar 6ldiiriicii ve insan saglig1 i¢in 6nemli 6zellikleri 1926 yilindan
bu yana laboratuarlarda arastirilmaya baglanmistir (2).

Likenler bir mantar, bir alg ya da bir mavi yesil algden meydana gelen
simbiyotik birliklerdir. Bu birliktelik sonucunda likenler, onu olusturan
organizmalara hi¢ benzemeyen, yepyeni anatomik, morfolojik ve fizyolojik 6zellikler
gosterirler. Boylece likenleri olusturan simbiyontlar, kisithi yasam kosullarinda var
olmalarina neden olan karakterlerini kaybedip, {istiin 6zelliklerini 6n plana ¢ikarma
sanst bulurlar. Likeni olusturan bu mutual birliktelige, tiretici canli olan alg besini
temin ederken mantar, havadan su buhar1 ve kendi iizerinde birikmis mineralleri
kazandirmaktadir (3).

Dogada onemli ekolojik Ozellikleri olan likenler insanlar tarafindan
yiizyillardir boya, ilag, zehir, parfiim, dekorasyon kaynagi gibi degisik amagclarla
kullanilmislardir.

Likenlerin tibbi kullanimlar antik ¢aglara dayanmaktadir. Bu yillarda likenin
morfolojik yapisina uygun olarak tedavi yontemleri uygulanmistir. Ornegin; uzun
ipliksi bir yapida olan Usnea barbata ve diger Usnea tiirleri sa¢ dokiilmesi ve sag
cikmasinda, retikiilat bir tallusa sahip Lobaria pulmonaria akciger ve verem hastaligi
tedavisinde kullanilmiglardir. Benzer sekilde sari1 turuncu renkli bir liken olan
Xanthoria parietina sarilik hastaliginin tedavisinde kullanilmistir. Yine bazi Usnea
tirleri ve Pseudevernia furfuracea basur tedavisinde kullanilmistir. Lecanora
esculenta’nin tonik ve hafif laksatif etkisi vardir. Cetraria islandica ve Cladonia

stellaris Oksiiriik ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde ayrica gogiis



yumusatict pastillerin yapiminda kullanilir. Usnea ve Pseudevernia furfuracea
kanamalarda doku ve damarlar1 biiziicii 6zelliklerinden dolayr kullanilmislardir.
Peltigera apthosa bagirsak kurtlarinin diisiiriilmesinde kullanilir (4).

Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra ilkel funguslardan elde edilen
antibiyotiklerin kithigi, likenler iizerinde benzer arastirmalarin yapilmasina yol
acmistir. Bir mantardan penisilin antibiyotiginin kesfedilmesi iizerine, 1940’larda ve
1950’lerde pek c¢ok liken antibakteriyal aktiviteleri bakimindan incelenmistir (5).
Likenlerin sahip oldugu antimikrobiyal etkilerin, yapisinda bulunan ¢ogu asit
karakterli olan metabolitlerden kaynaklandigi tespit edilmistir. Arastirmalar
sonucunda 300’den fazla liken maddesinin yapisi aydinlatilmis ve bunlardan
Ozellikle protolikesterinik asit, pulvinik asit, fisodik asit, lobarik asit,
fumarprotosetrarik asit ve usnik asitin en yiliksek antimikrobiyal etki gosteren liken
bilesenleri oldugu tespit edilmistir (4).

Liken bilesenlerinden usnik asit 1844’de ilk izolasyonundan bu yana en
yogun calisilan ve ticari olarak iiretilen liken metaboliti olmustur. Avustralya’da
Usnia-skin adiyla yara tozu ve pudrasi olarak satilirken, Almanya’da Evosin I (usnik
asit ve evernik asit karisimi) ve Evosin II (usnik, fisodik ve fisodalik asit karigimi)
adiyla, Isvigre’de ise Lichussin adiyla satilmaktadir. Finli bilim adamlar1 usnik asitle
ilgili pekgok ¢alisma yaparak bu maddeyi pek ¢ok kimyasalla kombine edip yeni bir
madde ortaya ¢ikarmiglardir ve bu maddeye USNO adinm1 vermislerdir. USNO deri
hastaliklarinda olumlu sonuglar vermistir. USNO’nun mayalara kars1 antifungal etki
gosterdigi de tespit edilmistir (6).

Likenlerin antibakteriyal o6zellikleri ile ilgili son yillarda pek ¢ok g¢aligma
yapilmugtir.

Kosani¢ ve arkadaglart (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Parmelia
caperata, Parmelia saxatilis ve Parmelia sulcata likenlerinin aseton ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkinlikleri arastirilmis ve likenlerin kullanilan tiim test bakterileri ve
mantarlar tizerine aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir (7).

Manojlovic ve arkadaglarinin (2012) Umbilicaria cylindrica likeninin etil
asetat ve metanol ekstraktlarinin Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis ve Bacillus subtilis bakterileri

tizerindeki antibakteriyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar: ¢aligmada,



bu liken tiiriinden elde edilen ekstraktlarin, kullanilan tiim test bakterilerine karsi
degisik oranlarda aktivite gosterdigini belirlenmistir (8).

Marijana ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yiiriitiilen ve Lecanora frustulosa
ve Parmeliopsis hyperopta likenlerinin aseton, metanol ve sulu ekstraktlarinin
Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloaceae,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae bakterileri iizerine antibakteriyal
aktivitesinin incelendigi diger bir c¢alismada, L. frustulosa ve P. hyperopta
likenlerinin aseton ve metanol ekstraktlarinin E. coli’ye karsi, sulu ekstraktlarinin ise
test bakterilerinin higbirine kars1 aktivite gostermedigi sonucuna varilmistir (9).

Likenlerin antibakteriyal aktiviteleri ile ilgili tilkemizde de pekg¢ok galisma
yapilmistir.

Yiicel ve arkadaslarinin (2007) Cladonia rangiformis likeninin kloroform,
metanol ve sulu ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitelerini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada, Cladonia rangiformis likeninin tiim ekstraktlarinin Bacillus
subtilis ve Bacillus amyloliquefaciens bakterilerine kars1 zayif antibakteriyal aktivite
gosterdigi sonucuna varmislardir (10).

Duman’m (2009) yaptig1 ¢alismada Parmelia saxatilis, Parmelia sulcata,
Parmelina tiliaceae, Xanthoparmelia conspersa ve Flavoparmelia caperata
likenlerinin aseton ekstraktlarinin Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir (11).

Karagoz ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada Anaptychia
ciliaris, Cetrelia olivetorum, Lecanora muralis, Peltigera polydactyla, Peltigera
praetextata, Ramalina farinaceae, Rhizoplaca melanohpthalma, Umbilicaria vellea,
Xanthoria elegans, Xanthoria parietina, Xanthoparmelia tinctina likenlerinin su ve
etanol ekstraktlarinin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas 1 (izolat), Aeromonas 2 (izolat) bakterileri {izerindeki antibakteriyal
aktiviteleri incelenmistir. Likenlerin su ekstraktlarmin B. subtilis, S. aureus, E. coli
bakterilerine karsi aktivite gdstermesine ragmen, calisilan diger bakterilere karsi
aktivite gostermedigi belirlenmistir. Ayrica, bu likenlerin etanol ekstraktlarinin B.
subtilis, S. aureus ve S. epidermidis disindaki test bakterilerine de aktivite

gostermedigi belirlenmistir (12).



Serbest radikaller, viicudumuz oksijen kullanirken meydana gelen atik
maddelerdir. Viicut dokularindaki bazi kimyasal reaksiyonlar, belirli kosullarda
serbest radikal molekiillerinin tiretilmesine neden olur (13).

Son zamanlarda reaktif oksijen tiirlerinin ve ozellikle serbest radikallerin
kanser ve arterosklerozis gibi hastaliklar1 da tetikledigi kabul edilmistir. Ayrica
serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu, ROT’lara bagli hiicre
harabiyetinin en 6nemli nedeni olarak tanimlanmaktadir (14). Antioksidan savunma
sistemi yeterince iyi ¢calismiyorsa ve antioksidan gidalar yeterli oranda yenilmiyorsa
veya antioksidan 6zellikli desteklerden faydalanilmiyorsa serbest radikaller hiicrelere
zarar vererek bir¢cok onemli rahatsizligin baslangicina zemin hazirlar. Giiniimiizde
besin endiistrisinde ticari olarak kullanilan cesitli sentetik antioksidan maddeler
mevcuttur. Ancak bu sentetik antioksidanlarin olumsuz saglik sorunlarini
tetikleyecegine dair bilgiler bulunmaktadir. Ornegin, bu kimyasallarm farelerde
akciger harabiyeti, karacigerde nekroz ve kanamaya bagli oliimlere neden oldugu
bildirilmistir (15). Sentetik antioksidanlarin kanser gibi g¢esitli hastaliklari
tetikleyebilecegi siiphesinden dolayi, bitkiler alternatif antioksidan madde
arastirmalart i¢in Onemli birer kaynaktir. Bitkilerden izole edilen fenoller (flavonoid,
tokoferol), azotlu bilesikler (alkaloid, aminoasit ve aminler), karotenoidler ve
askorbik asit dogal kdkenli antioksidanlar olarak kullanilmaktadir (16).

Liken ekstraktlarinin ve liken metabolitlerinin antioksidan etkilerinin
incelendigi arastirmalar 6zellikle son yillarda artmastir.

Bugiine kadar likenlerin antioksidan aktiviteleri ile ilgili gok sayida ¢alisma
yapilmistir. Cladonia furcata, Hypogymnia physodes, Lasallia pustulata, Parmelia
caperata ve Parmelia sulcata likenleri ile yiiriitiilen bir ¢aligmada likenlerin aseton,
metanol ve sulu ekstraktlarinin kuvvetli antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (17).

Cladonia furcata, Lecanora atra ve Lecanora muralis likenlerinin aseton
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini aragtirdig1 bir diger ¢alismada, ¢aligilan liken
tiirlerinin tiimiiniin degisik oranlarda antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(18).

Paudel ve arkadaslar1 (2008) tarafindan Stereocaulon alpinum, Ramalina

terebrata, Caloplaca sp., Lecanora sp., Caloplaca regalis liken tiirleriyle



gerceklestirilen bir ¢alismada ¢alisilan tiim liken tiirlerinin antioksidan aktivite
gosterdigi bildirilmistir (19).

Usnea ghattensis likeni ile yapilan diger bir calismada ise bu likenin
metanolik ekstraktlarinin oldukg¢a yiiksek bir antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (20).

Benzer sekilde, Yunanistan’in kuzeyinden toplanan Hypotrachyna revoluta
likeninden elde edilen dokuz sekonder metabolitin ABTS™ radikali siipiirme
aktivitesi gosterdigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (21).

Cladonia foliaceae, Dermatocarpon miniatum, Evernia divaricata, Evernia
prunastri, Neofuscella pulla likenlerinin metanol ekstraktlarinin antioksidan
aktivitelerinin incelendigi bir diger ¢alismada, calisilan liken tiirlerinden yalnizca D.
miniatum likeninin antioksidan aktivite gosterdigi sonucuna varilmstir (22).

Tiirkiye’den toplanan Cladonia rangiformis liken tiiriiniin kloroform, sulu ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin incelendigi ¢aligmada likenin her

tic ekstraktinin da degisik oranlarda antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir

(10).
1.1. Likenlerin Genel Ozellikleri

Tabiatta, bazi kayalarin, aga¢ goévde ve dallariin {izerinde yosunlara
benzeyen koksiiz, govdesiz ve yapraksiz gorlinen organizmalara liken adi
verilmektedir (23). Likenler genelde sporlu bitkiler adi altinda yosunlar, ciger otlari,
serbest yasayan mantarlar ve alglerle birlikte gruplandirilirlar. Diinyada 20.000
civarinda likenin yayilis gosterdigi bilinmektedir. Bu tiirler kutuplardan tropiklere,
gel-git alanlarindan dag zirvelerine, toprak, kaya ve aga¢ kabuklarindan kemik, cam
hatta bocek ve kaplumbaga gibi hayvanlarin sirtlarina kadar ¢ok degisik habitatlarda
gelisebilirler (24).

1.2. Liken Sekonder Bilesikleri ve Tibbi Onemleri

Liken bilesikleri primer ve sekonder metabolitler olmak iizere iki gruba
ayrilir. Bu frlinlerin bazilart mantarlar tarafindan bazilar1 ise algler tarafindan
sentezlenir. Liken tallusu bilesik bir yapiya sahip oldugundan, 6zel bir bilesigin
nerede sentezlendigine karar vermek her zaman miimkiin degildir. Likenlerden izole
edilen intraseliiler maddelerin pek g¢ogu likenlere 6zgii olmayip serbest yasayan

mantarlarda, alglerde ve yiiksek yapili bitkilerde de bulunur. Likenlerde bulunan



organik bilesiklerin ¢ogunlugu mantar hiicrelerinin ic¢lerinden ziyade mantar
hiflerinin yilizeylerinde biriktirilen sekonder tirtinlerdir.

Liken maddelerinin siniflandirilmasi ilk olarak Zopf tarafindan yapilmais olup,
sonralar1 bu siniflandirma Asahina ve Shibata tarafindan modifiye edilmistir. Temel
olarak liken maddeleri alifatikler (yag asitleri, polioller ve triterpenoidler) ve
aromatikler (tetronik asit tiirevleri, depsidler, depsidonlar, kinonlar, dibenzofuranlar
ve diketopiperazin tiirevleri) olmak iizere iki kisma ayrilmaktadir. Likenlerde
1968’den beri kesfedilen maddeler C. F. Culberson’un katalogunda yer almaktadir
(25).

Her ne kadar liken maddeleri ilk olarak XIX. yilizyilda kesfedilmis olsalar,
onlarin kapsamli calisilmasi Alman kimyaci Hesse ile 1861°de baslamistir. Zopf
calistig1 liken maddelerini 1907°de Die Flechtenstoffe adli yayminda yayinlamistir.
Zopf bu yayminda 150°den fazla liken maddesinin ampirik formiiliinii, 6zelligini ve
bu maddelerin meydana gelisini anlatmistir. Bir liken depsidi olan lekanorik asitin
ise ilk laboratuar sentezi 1913’de Emil Fischer tarafindan yapilmistir. Bundan sonra
Japonya’da Asahina, Irlanda’da Nolon, Hindistan’da Seshadri ve Neelakantan,
Ingiltere’de Robertson, Isve¢’de Lindberg ve Wachtmeister, Amerika’da C. F.
Culberson, Almanya’da Hunick ve diger arastirmacilar pek ¢ok liken maddesinin
molekiiler yapisint aydinlatmislardir. Likenlerde yaygin olan major maddelerin ¢ogu
kesfedilmistir, fakat depsidler, depsidonlar ve triterpenoidler gibi yeni maddelerin
bircogu heniiz kesfedilmektedir (25).

Shibata’nin siniflandirmast:

1.Sikimik asit kokenli

a)Terfenilkinonlar (Ornek: teloforik asit, poliforik asit)

b)Tetronik asit tiirevleri (Ornek: vulpinik asit, pinastrik asit, leprarinik asit)
2.Mevalonik asit kokenli

a)Triterpenoidler (Ornek: zeorin, ursolik asit)

3.Asetat-malonat kokenli

a)Yiiksek yag asitleri (Ornek: (+)-protolikesterinik asit, rosellik asit, kaperatik asit)
b) Fenolkarboksilik asitler

b.1) Orsinol tiirevleri: depsidler (Ornek: evernik asit, divarikatik asit, eritrin),

dibenzofuranlar (Ornek: didimik asit, pannarik asit, porfirillik asit), depsonlar



(Ornek: pikrolikenik asit), depsidonlar (Ornek: fisodik asit, alektoronik asit, lobarik
asit), kromanonlar (Ornek: sifulin)

b.2) B-orsinol tiirevleri: depsidler (Ornek: barbatik asit, atranorin, tamnolik asit),
depsidonlar (Ornek: salazinik asit, fumarprotosetrarik asit)

b.3) Piloroglusinol tiirevleri (Ornek: usnik asit)

b.4) Kinonlar (Ornek: piksiferin, parietin, parietik asit)

4. Aminoasit kokenli

a) Diketopiperazin tiirevleri (Ornek: pikrorosselin) (25).

Mutualizmin en gilizel Orneklerinden olan likenlerin yavas biiyliime
ozelliklerine karsin neden bu kadar ¢ok metabolit iirettiklerini agiklamak ig¢in ileri
siirilen baz1 diisiinceler sunlardir:

Likenler oldukga yavas biiyliyen organizmalar olduklar: i¢in basit yapili ve
yiiksek organizasyonlu bitkilere karsi korunmalar1 gerekmektedir. Liken maddeleri
aktif koruyucu ve antibiyotik Ozellikteki maddelerdir. Antibiyotik &zellikteki
maddeler toprak funguslarmmin gelisimini, hatta vaskiiler bitki tohumlarinin
c¢imlenmesini inhibe eder. Bu 0Ozellikler likenlere dogada diger bitkilerle rekabet
edebilme sansi kazandirir.

Aromatik liken maddeleri UV 1s181im1 giiclii bir sekilde absorbe ederek ¢ok
yogun 1stya karsi algleri korur.

Liken maddeleri, fikobiyontlarin hiicre duvarinin gegirgenligini etkileyerek
simbiyotik iliskide 6nemli rol oynar.

Bazi liken maddeleri (Ornek: norstiktik, izo-usnik ve usnik asitler) metallerle
(Ornek: K, Cu, Fe) kompleks olusturur ve tallusun substrattan mineral saglamasina
yardim eder.

Liken maddeleri, bocekler, yilanlar ve nematodlar gibi bazi hayvanlar i¢in
zehirleyici 6zellik tasidigindan tallusun bu hayvanlar tarafindan yenilmesini engeller.

Birgok liken ekolojik dagilimlari nedeniyle sicaklik, nem ve 151k faktorleri
bakimindan ekstrem sartlar altinda biiylimek zorundadir. Bu durumdaki likenlerde
sentezlenen ve stres metabolitleri olarak adlandirilan bu maddeler ekstrem
degisimlere karsi likenin adaptasyonunu saglarlar.

Medulladan salgilanan liken maddeleri hidrofobik 6zellikte olup medullanin
suya karst doygunlugunu onler ve tallusun atmosfer ile devamli gaz degisimine izin

verir. Medulla hiflerinin suda ¢oziinmeyen kristal materyalle cevrilmesi suyun



aktarimina ve liken tallusunda fotosentezde gerekli olan gaz degisimi icin hava
bosluklarinin kalmasina yardim eder (26).

Liken metabolitleriyle yapilan arastirmalarda bu metabolitlerin tibbi 6zellige
sahip olduklar1 goriilmistiir. Bu arastirmalarda liken metabolitlerinin antiviral,
antibakteriyal, antifungal, antitiimdral, alerjen, bitki biiylime inhibitorii, antiherbivor
ve enzim inhibitori seklinde aktivite gosterdigi gorilmiistiir (27).

Liken metabolitlerinden biri olan usnik asitle yapilan ¢alismada usnik asitin
antitimor aktivite gosterdigi goriilmistiir. Usnik asit akciger karsinomasina karsi
aktivite gostermistir. Usnik asitten daha aktif olan antitimdr liken maddeleri o-
asetillenmis homo- D- glukanlardir. Yapilan ¢aligsmalar liken polisakkaritinin (GE-3)
bagisiklik sistemini uyardigini ve bdylece antitlimér aktivite gosterdigini ortaya
koymustur (28).

Usnik asitin antihistaminik, spazmolitik ve antiviral 6zellige sahip oldugu da
bulunmustur (29).

Shibuya ve  arkadaslart  (1983) liken  metabolitlerinden  4-o-
metilkriptoklorofaeik asitin prostaglandinin sentezini inhibe edebildiginden bu
molekiiliin anti-inflamatuar ilag olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (25).

Benzer sekilde, liken metabolitlerinden giroforik asitin sedef hastaliginda

insan keratinositlerinin biiylimesini inhibe edici 6zellikte oldugu goriilmiistiir (25).
1.3. Likenlerin Antibakteriyal Aktiviteleri

Kemoterapotiklerin basarisizliga ugramasi ve antibiyotige direngli patojenik
mikroorganizma enfeksiyonlarinin artmasi, antimikrobiyal aktiviteleri agisindan pek
¢ok bitki sekonder metabolitinin arastiritlmasina neden olmustur (30). Bitkiler sahip
olduklar1 fitokimyasallardan dolayr Onemli birer arastirma kaynagi haline
gelmislerdir. Ozellikle giiniimiizde yaygin hale gelen ve ciddi bir tehdit olusturan
coklu antibiyotik direncine karsi, hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek
antibiyotik sayis1 giderek azalmaktadir. Yapilan calismalarda bitkilerden elde edilen
kimyasallarin direngli bakteriler iizerinde antibakteriyal aktivite gdstermesi,
bitkilerin bakteriler lizerinde sentetik antibiyotiklerden farkli bir etki mekanizmasi
ile inhibisyon gerceklestirdigi fikrini desteklemektedir (31).

Calisma konumuzu olusturan likenler antibakteriyal aktivitelerinden dolay1

alternatif antibiyotik kaynaklar1 olarak pek ¢ok arastiricinin ilgisini ¢ekmistir.



Likenlerin antibakteriyal aktiviteleri ile ilgili diinya ¢apinda pek ¢ok
aragtirma yapilmistir. Pek c¢ok liken bilesiginin Mycobacterium tiirlerine ve Gram
pozitif bakterilere kars1 etkili oldugu bulunmustur. Ornegin, usnik asit Gram pozitif
bakterilere kars1 aktivite gostermistir (32, 33). Giiniimiizde de usnik asit topikal
antibakteriyal ajan olarak Avrupa’da kullanilmaktadir. Protolikesterinik asit
Helicobacter pylori’ye kars1 aktivite gostermistir (34). Fournet ve arkadaslari (1997)
liken bilesiklerinden usnik asit, pannarin ve 1-kloropannarin gibi maddelerin
aktivitelerini arastirilmis ve bu bilesiklerin Leishmania spp.’nin ii¢ susunun
promastigot formlarina karsi aktivite gosterdigini bulmuslardir (35).

Yukarida belirtildigi gibi usnik asit 1844°de ilk izolasyonundan bu yana en
yogun calisilan ve ticari olarak liretilen liken metaboliti olmustur. Saf usnik asit
krem, dis macunu iriinlerinde aktif bilesen veya koruyucu madde olarak ilac,
parfiimeri ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica, usnik asit Gram (+)
coccuslara, Mycobacterium tuberculosis (verem basili) ve Corynebacterium
diphteria (difteri basili)‘'ye karsi etkilidir. Usnik asitin sodyum tuzlarimin da
Staphylococcus, Streptococcus ve Mycobacterium’a karst kuvvetli bir antibiyotik
etkiye sahip oldugu ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir (29).

Usnik asit, enfeksiyonlu deri hastaliklarinda hala merhem olarak
kullanilmaktadir. D1 yaralarin ve yaniklarin tedavisinde ve tuberkiilozla savagsmada
usnik asitin penisilinli merhemlerden daha etkili oldugu bulunmustur. Usnik asitin
antibiyotik etkisi dinitrofenole benzer bir etki olan oksidatif fosforilasyonu inhibe
etmesinden kaynaklanmaktadir (25).

Yapilan arastirmalar sonucunda Cetraria islandica likeninin musilajli bir
madde ihtiva ettigi goriilmistir. Bu liken ayrica, B vitaminini, folik asit,
fumarprotosetratik asit ve protolikesterinik asit tasimaktadir. Bu likenden hazirlanmis
olan “Cetrarin” (Merck) adli preparat, antibiyotikler yaygin sekilde kullanilincaya
kadar tiiberkiiloz, kronik bronsit, dizanteri tedavisinde uzun yillar Onemini
korumustur. C. islandica likeninin antibiyotik aktivitesi iizerinde yapilan
calismalarda drogunun Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes ve Proteus vulgaris’e ve Mycobacterium tuberculosis’e karsi aktif oldugu
saptanmigtir. Cetraria islandica likeninin terapotik Onemi ligerdigi likenin ve

izolikenin maddelerinden kaynaklanmaktadir (36).



Kloromisetin antibiyotiginin bulucusu Burkholder Kuzeydogu Amerika’da
52 farkli liken tiirlinden elde ettigi Oziitlerin ¢esitli bakteri tiplerinin biiyiimesini
inhibe ettiklerini kesfetmistir. Bu kesif likenlerden antibiyotik bulma yarisina yol
acmis ve 10 senelik bir periyotta yiizlerce saflastirilmis liken maddesi tiim diinya

laboratuarlarinda test edilmistir (37).
1.4. Likenlerin Antioksidan Aktiviteleri

Serbest radikaller viicutta gerceklesen her islemde dogal olarak meydana
gelmektedir. Normalde viicuttaki dogal antioksidan savunma sistemleriyle ve bazi
enzimlerle bu kararsiz elektron yiiklii kimyasallar biiyiik oranda yok edilmekte ya da
uzaklagtirllmaktadir. Antioksidan savunma sistemi yeterince iyi ¢alismiyorsa ve
antioksidan gidalar yeterli oranda yenilmiyorsa veya antioksidan o6zellikli
desteklerden faydalanilmiyorsa serbest radikaller hiicrelere zarar vererek bir¢ok
onemli rahatsizligin baslangicina zemin hazirlar ve de erken yaslanmaya sebebiyet
Verir.

Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicrelerin genetik kodunu icinde tasiyan,
hiicrenin iiretimini ve biiyiimesini saglayan niikleik asitlere de (DNA) etki eder.
Hiicreler, genetik kodlar1 degistiginde oOlebilirler. Asirt hiicre 6limii erken
yaslanmaya yol acar. Kanser ve bazi hastaliklar1 destekleyen hiicre dizinleri olusur.
Ornegin; giines etkinligi ile artan serbest radikaller ciltteki yagi parcalar. DNA
faaliyetine zarar vererek ciltteki kolajeni ve viicuttaki proteinleri somiirmeye baslar.
Sonucta kirigiklik ve cilt yagslanmasi kaginilmaz hale gelir (13).

Antioksidanlar serbest radikaller olarak isimlendirilen maddelere kars1 etki
gosterir. Bu maddeler bir elektrona ihtiya¢ duyarlar ve bu yiizden de yiiksek derecede
reaktiftirler. Serbest radikaller, organizmalarda hiicre membranindaki lipitler gibi
onemli yapilardan ve organellerden elektron calabilirler ve boylece elektronunu
kaybetmis komponent serbest radikal olarak davranacak ve zincirleme bir reaksiyon
baslayacaktir. Bunun devaminda organizmada redoks dengesi bozulacaktir. ROT ve
metal iyonlart gibi serbest radikallerin {iretimi organizmanin antioksidanlar
tarafindan engellenmezse ‘“oksidatif stres” olarak isimlendirilen anormal durum
ortaya ¢ikacak. Oksidatif stresin, hastaliklarin biiyiik bir cogunlugu ile iliskili oldugu
kabul edilmektedir. Bu patolojik kosullarda yaygin olarak rastlanan bir mekanizma,

polidoymamis lipit peroksidasyonudur (yag asitlerinin oksidasyona ugramasi). Iste
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bu gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmamasi i¢in radikal siipiiriiciiler, singlet
oksijen siipiiriiciileri gibi antioksidanlar devreye girer ve organizmayi korur (27).

Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek, onlarin hiicrelere zarar
vermelerini Onler. Bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug olarak timor
olusturma risklerini ve hiicre yikimini azaltarak daha saglikli bir yagsam sunarlar (38).

Calisma konumuzu olusturan likenler antioksidan aktivitelerinden dolay1 pek
cok arastiricinin ilgisini ¢ekmistir.

Kinoshita ve arkadaslar1 (2010) tarafindan gergeklestirilen ve Lethariella
sernanderi, Lethariella cashmeriana ve Lethariella sinensis likenlerinden izole
edilen sar1 ve kirmizi pigmentlerin antioksidan aktivitelerinin incelenmesini
amagclayan ¢alismada bu likenlerden elde edilen pigmentlerin antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir (39).

Benzer c¢alismalarin, tlkemizde de yapildigi goriilmektedir. Lobaria
pulmonaria ve Usnea longissima liken tiirlerinin aseton ekstraktlarindan izole edilen
bazi maddelerin antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir ¢calismada, bu likenlerden
elde edilen usnik asit ve difraktaik asit disindaki diger maddelerin degisik oranlarda

antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (40).

1.5.Calismada Kullanilan Liken Tiirleri
1.5.1. Roccella phycopsis

Genellikle deniz kenarlarinda, sahillerde rastlanilmaktadir. Gegmis
yiizyillarda Roccella sp. Avrupa’da boya kaynagi olarak kullaniliyordu, sentetik boya
kaynaklarmin ortaya ¢ikmasi ile bu likenlerin boya kaynagi olarak kullanimina son
verilmistir (41). Bu liken tiirlerinden elde edilen mavi boya Ingiltere’de
kullanilmigtir. R. phycopsis boyasi alkolle beraber termometrelerde kullanilir (42).
Ayrica bu liken tiirlerinden litmus elde edilmektedir. Litmus kagidi pH indikatorii
olarak kullanilmaktadir. Mavi litmus kagidi asidik ortamda kirmiziya doniisiirken,

kirmizi litmus kagidi ise bazik ortamda maviye doniisiir (43).
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Sekil 1.1. Roccella phycopsis Ach. Likeninin Dogal Ortamindan Cekilmis Fotografi

1.5.2. Flavoparmelia caperata

Kabuksu bir liken tiirii olup yaprak doken agaclarin govdelerinde ve
dallarinda yaygindir. F. caperata yesil kalkan (Greenshield) olarak da
adlandirilmaktadir.

Meksika’da bu liken tiirli kurutulup ufalanarak yaniklarda pudra olarak
kullanilmaktadir. Ayrica F. caperata likeni Man adasinda yiinlerin kahverengi,
portakal rengi ve sar1 renge boyanmasinda kullanilmistir (42).

F. caperata likeni atmosferik kirliligin belirlenmesinde biyo-indikator olarak
kullanilmaktadir (44,45). Ayrica bu liken atesli hastaliklarin ve agrilarin tedavisinde
de kullanilmaktadir (46).
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Sekil 1.2. Flavoparmelia caperata L. (Hale) Likeninin Dogal Ortamindan Cekilmis
Fotografi

1.6. Calismanin Amaci
Bu ¢alisma, Giresun ilinden toplanan F. caperata ve R. phycopsis likenlerinin
etanol ve metanol ekstraktlarinin antioksidan ve antibakteriyal aktivitelerini

belirlemek tizere gerceklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler sunlardir:

Sigma Aldrich; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Gallik asit, Katesin, Aliiminyum
klorid hidrat, Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Trolox, L- askorbik asit (C
vitamini), Rutin hidrat, Ferrozin (3—(2—piridil)-5,6-bis(4—fenil-siilfonik asit)-1,2,4—
triazin), Potasyum ferrisiyanid (III), 2,2’ Azino-bis(3-etilbenzenothiazoline-6-
siilfonik asid (ABTS), Potasyum persiilfat, Demir (II) kloriir, 2-tiyobarbitiirik asit
(TBA), Etanol, Metanol, Demir (III) kloriir, Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(EDTA).

Merck; Trikloroasetik asit (TCA), Miiller Hinton Agar (MHA), Miiller Hinton Broth
(MHB), Dimetil siilfoksid (DMSO), Hidrojen peroksit (d=1,1 g/ml, %35), Folin
Ciocalteu reagent.

MP Biomedicals, LLC; Linoleik asit.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Ogiitiicii

Buzdolabi

Destile Su Cihazi

Etiv

pH Metre

Santrifiij Cihazi

UV-VIS Spektrofotometre
Calkalayicili Su Banyosu
Vorteks

Steril kabin

Otomatik pipetler
Magnetik karistirict
Sokslet cihazi

Sinbo

Beko

GFL, 2001/4

Niive FN500

Hanna Instruments, HI 221
Hermle, Z206 A

Shimadzu UV mini-1240

Niive ST 402

Velp Scientifica

ESCO, Class II, Type A2
Gilson ve Dragon Med pipetleri
Velp Scientifica

Velp Scientifica Ser 148- TETRA



2.3. Roccella phycopsis ve Flavoparmelia caperata Likenlerinin Toplanmasi ve
Teshisi

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan F. caperata liken 6rnekleri 14-15 Ekim
2011 tarihleri arasinda, Giresun ili, Bulancak ilgesi Ahmetli kdyiinden, R. phycopsis
tirleri ise 24-25 Eyliil tarihinde Giresun merkez sinirlarinda yer alan Gedikkaya
tepesinden toplanmistir. Toplanan ornekler cesitli flora kitaplarina gore teshis
edilmistir (47, 48, 49). Liken 6rneklerinin birer 6rnegi Giresun Universitesi-Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumunda depolanmustir.
2.4. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Antibakteriyal aktivite ¢alismasinda kullanilan bakterilerden Enterococcus
faecium (lab izolat1), Staphylococcus calmii (lab izolat1), Proteus mirabilis (lab
izolat1), Bacillus megaterium (lab izolati), Acinetobacter baumannii (lab izolati),
Erwinia amylovora (lab izolati), Gordonia rubripertincta (lab izolati), Proteus
vulgaris ATCC 7829, Yersinia enterocolitica ATCC 27729 ve Klebsiella
pneumoniae ATCC 13385 Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Bolimiinden, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enterica serovar
typhimirium ATCC 14028 ve Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923
Giresun il Kontrol Laboratuarindan, Escherichia coli ATCC 35218 Giresun
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji ~Boliimiinden ve  Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve Bacillus
cereus 702 ROMA Rize Universitesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalindan temin

edilmistir.
2.5. Liken Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
2.5.1. Etanolik Liken Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplanan liken 6rnekleri laboratuarda oda sicakliginda 48 saat kurutulduktan
sonra Ogitlicli yardimiyla toz haline getirildi. 48 g toz liken 6rnegi 480 ml etanol
igerisinde Soxhlet cihazina yerlestirilerek 7 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Ekstraktlar Whatman (No:1) filtre kagidiyla filtre edildikten sonra 40 °C’de doner
buharlastiricida ¢oziiciisii ugurulana dek bekletildi. Kat1 liken ekstrakti ilerki testler
i¢in derin dondurucuda -20 ‘C‘de bekletildi (50). Ayni1 islem her iki liken tiirii i¢in de

ayr1 ayr1 uygulandi.
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2.5.2. Metanolik Liken Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplanan liken Ornekleri yukarida belirtildigi gibi yine laboratuarda oda
sicakliginda 48 saat kurutulduktan sonra 6giitiicii yardimiyla toz haline getirildi. 48 g
toz liken 6rnegi 480 ml metanol igerisinde Soxhlet cihazina yerlestirilerek 7 saat
ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraktlar Whatman (No:1) filtre kagidiyla filtre
edildikten sonra 40 °C’de doner buharlastiricida ¢oziiciisii ugurulana dek bekletildi.
Kat1 liken ekstrakti sonraki testler i¢in derin dondurucuda -20 °C‘de bekletildi (50).

Ayni islem her iki liken tiirii i¢in de ayr1 ayr1 uygulanmistir.
2.6. Ekstraktlarin Yiizde Verimlerinin Hesaplanmasi

Evapore edilerek kurutulmus ekstraktlarin verimi (kuru agirlik bazinda)

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

% Verim = (W1x100) / W,
Formiilde W; ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicii ugurulduktan sonra geriye
kalan kati liken ekstraktinin agirhigit Wy ise ekstraksiyonda kullanilacak likenin toz

haldeki agirligint géstermektedir.
2.7. Liken Ekstraktlarimin Antibakteriyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.7.1. Disk Difiizyon Yontemiyle Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin etanol ve metanol ekstraktlari, etanol
ile 30 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde ¢oziildiikten sonra 0.45 uM
capindaki filtrelerden gegirilerek steril edildi (51). Disk difiizyon yontemi ile liken
ekstraktlar1 g¢alisma  bakterileri iizerinde denendi. MHB igersinde test
mikroorganizmalarinin gece kiiltiirleri hazirlandi. Gece kiiltiirinden 108 CFU/mL
bakteri igeren (10° CFU/mL bakteri yogunlugu 0.5 McFarland standard
konsantrasyonuna gore spektrometrede olciildii) 300 pL siispansiyon MHA iizerine
yayildi. MHA iizerine 5 mm c¢apindaki steril diskler birakildi. Petri iizerindeki
disklere sirayla 20’ser uL R. phycopsis etanol ekstrakti, R. phycopsis metanol
ekstrakti, F. caperata etanol ekstrakti, F. caperata metanol ekstrakti, yalnizca
etanol (negatif kontrol) ve standart antibiyotik diskleri (pozitif kontrol) ilave edildi.
Petriler 2 saat buzdolabinda bekletildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak dl¢iildii. Tiim testler iki tekrarli olarak yiiriitiildii

(52).
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2.7.2. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada likenlerin etanol ve metanol ekstraktlarinin disk difiizyon
yonteminde aktivite belirlenen suslar {izerine MIK degerleri Yigit ve arkadaslari
(2009) tarafindan uygulanan yonteme gore belirlendi (53).

Etanol ve metanol ekstraktlarmin 30000 ng/mL’lik konsantrasyonu steril bir
sekilde hazirlandi. Steril tiiplerin herbirine 950 pL. MHB ve 50 pL bakteri
siispansiyonu (108 CFU/mL) konuldu. 30000 pg/mL konsantrasyon igeren
ekstraktlardan birinci tiipe 1000 pL eklenerek 13. tiipe kadar 1000°er pL aktarilarak
seri diliisyonlar elde edildi (7.3-30000 pg/mL). Diger tiiplere kontrol amacl sadece
MHB kondu. Tiipler 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra MIK degerleri
kaydedildi. MIK deneyi sonunda, MIK degerinin belirlendigi tiiplerden alman 200
uL MHA igeren bir petri iizerine yayilarak MIK degerinin bakteriyosidal ya da
bakteriyostatik oldugu belirlendi.

2.8. Liken Ekstraktlarimin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Liken eckstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in ¢ok
sayida yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden yalnizca birinin uygulanmasi ile
bitki ekstraktinin olasi antioksidan aktivitesi belirlenememektedir. Ciinkii sadece bir
yontem antioksidan aktivite gosteren bir maddenin tiim olas1 etki mekanizmalarini
belirlemek igin yeterli degildir. Bu dogrultuda R. phycopsis ve F. caperata
likenlerinden elde edilen metanol ve etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi
DPPH' radikali siipiirme aktivitesi, toplam fenolik igeriginin belirlenmesi, toplam
flavanoid iceriginin belirlenmesi, indirgeyici giic, ABTS™ radikali siipiirme

aktivitesi, metal selatlama aktivitesi, TBA testi yontemleri ile belirlendi (54).
2.8.1. DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

Liken ekstraktlarinin ve standard antioksidan maddelerin serbest radikal
giderme aktivitesi Brand-Williams ve arkadasglarimin (2006) yontemine gore
belirlendi (55).

20 pg/mL DPPH c¢ozeltisi metanolde c¢oziilerek gilinliikk hazirlandi. Bu
cozeltiden 1.5 mL alinarak iizerine farkli konsantrasyonlarda (250-1000 pg/mL)
hazirlanan bitki ekstrelerinden 0.75 mL ilave edildi. 30 dakika sonra absorbans
degeri spektrofotometrede 517 nm’de dlgiildii. Kontrol olarak 0.75 mL metanol ve

1.5 mL DPPH c¢o6zeltisi kullanildi. Standart antioksidan madde olarak BHT, Askorbik
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asit ve Trolox ¢ozeltileri (250-1000 pg/mL) kullanildi. Testler {i¢ tekrarl yiirtitiildii.
DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi:

DPPH' Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ao] X 100
Ag: Kontroliin absorbans degeri

A;: Ornek veya standardin absorbans degeri
2.8.2. indirgeme Giicii

Calismada kullanilacak liken eckstraktlarinin ve standart antioksidan
maddelerin DMSO ile 250-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlandi.
Standart olarak askorbik asit ve BHT kullanildi. Liken ekstraktlarinin ve standart
antioksidan maddelerin ¢ozeltilerinden 2.5 mL alinarak {izerine sirasiyla fosfat
tamponu (0.2 M, pH: 6.6, 2.5 mL) ve potasyum hegzasiyano ferrat (I11) ¢6zeltisi
(%1, 2.5 mL) ilave edildikten sonra karisim su banyosunda 50 °C’da 20 dk inkiibe
edildi. Ardindan tiiplere TCA (%10, 2.5 mL) ¢ozeltisi eklenerek karisgm 3000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Cozeltinin iist fazindan 2.5 mL alind1 ve bunun iizerine
de 2.5 mL destile su ve %0.1’lik 0.5 mL FeCl3 ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 10 dk
bekletildi. Spekterofotometrede 700 nm’de okundu. Koériin hazirlanmasinda 5 mL
destile su ve 2.5 mL FeCl; ¢6zeltisi kullanildi (56). Testler ii¢ tekrarh yiiriitildi.
Karisim absorbansinin artisi; liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin

indirgeme giiciiniin yiiksek oldugunun gostergesidir.
2.8.3. Toplam Fenolik Icerigi

Ekstraktlardaki toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteau ayiraci ile
Slinkard ve Singleton’un gelistirdigi metoda gore tayin edildi (57). Calismada
standart olarak gallik asit kullanildi. Standart egri ¢izmek i¢in 1000 pg/mL
konsantrasyonunda gallik asitin stok ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 20, 40,
60, 80 ve 100 pg/mL’lik ¢bzeltiler hazirlandi. Tiplere 0.1 mL standart ¢ozeltiden
ilave edildi. Daha sonra tiiplere sira ile 4.5 mL distile su ve 0.1 mL Folin-Ciocalteau
(Folin C) reaktifi ilave edildi. 3 dakika sonra %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden 0.3 mL
ilave edildi. Tiipler vortekste karigtirildi ve karisim 2 saat boyunca karanlikta oda
sicakliginda bekletildi. Standardin ve numunelerin absorbansi 760 nm’de kore karsi

okundu. Numuneler ve kor benzer sekilde hazirlandi. Testler {i¢ tekrarl yiiriitiildi.
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Toplam fenolik miktar1 gallik asitin standart olarak kullanildigi standart grafik
denkleminden pg/mL gallik asit ekivalenti olarak hesaplandi.

2.8.4. Toplam Flavonoid Icerigi

Liken ekstraktlarinda bulunan toplam flavanoid igerigi Zhishen ve
arkadaglarinin metoduna gore belirlendi (58). Calismada standart olarak katesin
kullanildi. Standart egri ¢izmek icin 20, 40, 60, 80 ve 100 pug/mL
konsantrasyonunda katesin ¢6zeltileri hazirlandi. Standart antioksidan maddelerin ve
liken ekstraktlarinin (250-1000 pg/mL) hazirlanan ¢ozeltilerinden (0.25 mL) alinarak
tizerlerine destile su (1.25 mL) ve NaNO; (%5.0, 75 ul) ilave edilerek iyice
karistirildi ve 6 dakika oda sicakliginda bekletildi. 6 dk sonra tiiplere AlCl3.6H,0
(%10.0, 150 pL) cozeltisi ilave edilerek tekrar 5 dk bekletildi. 5 dakika sonra NaOH
(1.0 M, 0.5 mL) eklendi. Karisima 275 pL destile su ilave edilip iyice karistirildi ve
karisim 510 nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii. Testler ti¢ tekrarli yiiriitiildii. Toplam
flavonoid miktar1 katesinin standart olarak kullanildig: standart grafik denkleminden

png/mL katesin ekivalent olarak hesaplandi.
2.8.5. Metal Selatlama Aktivitesi

Liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin metal-selat aktivitesi
Dinis ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi (59). Calismada kullanilacak liken
ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin 1 mg/mL konsantrasyonunda
DMSO ile stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 250, 500, 750 ve 1000
ng/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Liken ekstraktlarindan ya da standart antioksidan
maddelerden 5.0 mL alinarak tizerlerine 2 mM, 0.1 mL FeCl; ilave edilerek karisim
30 dk bekletildi. Sonrasinda karistma 5 mM, 0.2 mL ferrozin eklenip iyice
karistirildi. 10 dk daha oda sicakliginda bekletildikten sonra karigimin absorbansi
kore kars1 562 nm’de 6lgiildii. Standart antioksidan madde olarak EDTA kullanildi.
Testler ti¢ tekrarh yiiriitiildii. Absorbans degerindeki azalma; liken ekstraktinin ya da
standart antioksidan maddenin metal selat aktivitesinin yliksekligini gosterir.

Liken ekstraktlarinin ya da standart antioksidan maddelerin metal-gelat

aktivitesi asagidaki formiille hesaplandi.
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% Aktivite: [(Ao—A1) / Ag] x 100
Ao: 562 nm’de kontrolin absorbansi

Aj: 562 nm’de ekstraktin ya da standardin absorbansi
2.8.6. ABTS™ Radikali Siipiirme Aktivitesi

ABTS™ radikali siipiirme aktivitesi Arnao ve arkadaslarinin ydntemine gore
belirlendi (60). 1 mL destile suda 7.4 mM ABTS c¢oziildii. Uzerine 2.6 mM
K2S,0g’den 1 mL ilave edilerek karistirildi ve 12-16 saat karanlikta bekletildi. Daha
sonra bu karisimin tizerine 60 mL metanol ilave edildi. Bu ¢ozeltinin 734 nm’de
spektrofotometrede absorbansi metanole karsi okundu. ABTS™ radikal katyonunun
734 nm’ deki absorbansi 0.700+0.02 dir (61). Her deney i¢in bu karigim giinliik
olarak hazirlandi. Hazirlanan metanollii ABTS ¢o6zeltisinden 2.850 mL alindi.
Uzerine 150 pL bitki ekstrakti (250-1000 pg/mL) konuldu. 2 saat karanlikta
bekletildi. Spektrofotometrede 734 nm’de absorbans degeri okundu. Standart olarak
BHT, Rutin ve Askorbik asit (250-1000 pg/mL) kullanildi. Kontrol olarak numune
yerine metanol igeren reaksiyon karigimi kullanmildi. ABTS™ radikal giderme

aktivitesi (%) asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

ABTS" radikal giderme aktivitesi (%)= [(A¢-A1) / Ag] X 100
Ay: Kontroliin absorbans degeri

A;: Ornek ve standardin absorbans degeri
2.8.7. Tiyobarbitiirik Asit Testi

Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddeler kullanilarak hazirlanan
cozeltilerden 0.5 mL alinarak tiizerlerine linoleik asit emiilsiyonu (% 99.5 etanolde
hazirlanan) (%2.51, 4.1 mL), fosfat tamponu (HPO,*/H,POy4) (0.02 M, pH=7.0, 2.5
mL) ve deiyonize su (3.9 mL) eklenerek 37 ‘C’de kapali su banyosunda inkiibasyon
yapildi (62). Liken ekstraktlar1 ve standard antioksidan maddelerin TBA testi
Kikuzaki & Nakatani yontemine gore belirlendi (63). Yukarida inkiibe edilen 6rnek
¢ozeltisinden 1 mL Ornek alinarak tizerine 2 mL TCA ve 2 mL TBA ¢dzeltileri
eklendi. Karisgm 100 'C su banyosunda 10 dk bekletildi. Sogumasi beklendikten
sonra, 3000 rpm’de 25 dk santrifiij edildi. Siipernatantin absorbansi 532 nm’de
Olgiildi. Standart antioksidan madde olarak BHT ve Askorbik asit kullanildi. Testler
ti¢ tekrarl yuirtitiildii.
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% inhibisyon: [(Ao_Aa/ A )x100]
Ao: 532 nm’de kontrolin absorbansi

A1: 532 nm’de ekstraktin absorbansi
2.8.8. Istatistiksel Analiz

Liken ekstraktlarinin antioksidan aktivite arastirmalar ii¢ tekrarli yapilmis olup
istatistiksel analizler SPSS 16.0 (SPSS Inc, Chicago, USA) istatistiksel analiz programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “Varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan testleri” kullanilmistir. Orneklere ait verilerin
karsilastiritlmasi sonucunda elde edilen P degerleri 0.05’ten kiigiik oldugunda (P<0.05)

istatistiksel agidan 6nemli olarak kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Liken ekstraktlarinin antibakteriyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ve
MIK yontemleriyle belirlendi. Liken ekstraktlarmin antioksidan aktiviteleri ise
DPPH' radikali siipiirme aktivitesi, indirgeme giicti, toplam fenolik igerigi, toplam
flavonoid igerigi, ABTS™ radikali siipiirme aktivitesi, metal selatlama aktivitesi,

TBA testi yontemleri kullanilarak belirlenmistir.
3.1. Liken Ekstraktlarinin Yiizde Verimleri

Bitkilerden ekstrakte edilebilen bilesiklerin ekstraksiyon verimleri Tablo
3.1’de goriilmektedir. Tabloda goriildiigii gibi en yiliksek ekstraksiyon verimi

metanol ekstraksiyonlarina aittir.

Tablo 3.1. Liken ekstraktlarinin yiizde verimleri

Liken Ekstrakt Ekstrakt verimi (%)
R. phycopsis Etanol %16.28
R. phycopsis Metanol %19.38
F. caperata Etanol %12.34
F. caperata Metanol %14.65

3.2. Liken Ekstraktlarimin Antibakteriyal Aktiviteleri
3.2.1. Disk Difiizyon Deneyi

Calismamizda R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin etanol ve metanol
ekstraktlarinin  antibakteriyal aktiviteleri, disk difiizyon yontemi kullanilarak
Enterococcus faecium (lab izolat1), Bacillus megaterium (lab izolati), S. aureus
subsp. aureus ATCC 25923, Gordonia rubripertincta (lab izolati), Staphylococcus
cohnii (lab izolat1), Bacillus cereus 702 ROMA, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Acinetobacter baumannii (lab izolati), Proteus mirabilis (lab izolati), Erwinia
amylovora (lab izolat1), Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enterica serovar
typhimirium ATCC 14028, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Proteus vulgaris
ATCC 7829, Yersinia enterocolitica ATCC 27729 ve Klebsiella pneumoniae ATCC
13385 bakterileri ile belirlendi. F. caperata ve R. phycopsis likenlerinin etanol ve

metanol ekstraktlarinin antibakteriyal aktivitelerini belirlemek amaciyla yaptigimiz
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calismanin sonuglari Tablo 3.2°de gosterilmistir. Ayrica, Sekil 3.1’de liken
ekstraktlarinin Acinetobacter baumannii (a), Bacillus megaterium (b), Erwinia
amylovora (c) ve Escherichia coli (d) tizerine; Sekil 3.2’de liken ekstraktlarinin
Enterococcus faecium (e), Gordonia rubripertincta (f), Proteus mirabilis (g) ve
Staphylococcus cohnii (h); Sekil 3.3’de liken ekstraktlariin Salmonella enterica
serovar typhimirium (1), Yersinia pseudotuberculosis (j), Enterococcus faecalis (k)
ve Bacillus cereus (1) tizerine; Sekil 3.4’de liken ekstraktlarinin Yersinia
enterocolitica (m), Proteus vulgaris (n), Klebsiella pneumoniae (0) ve
Staphylococcus aureus subsp. aureus (p) itzerine antibakteriyal aktiviteleri
goriilmektedir.

Ekstraktlarin ~ olusturduklar1 zon ¢aplart 14 mm’den kiiciik ise
mikroorganizma direngli, 14-17 mm arasinda ise az duyarli, 17 mm’den biiyiik ise

duyarl olarak kabul edilmistir (64).
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Tablo 3.2. Liken ekstraktlarinin inhibisyon zonlar1 (mm)

Inhibisyon zonlar1 *

Mikroorganizmalar R. phycopsis | R. phycopsis F. caperata | F. caperata Etanol [CN10 |P10 |TE30
etanol metanol etanol metanol
E. faecium 17.5 15 21.5 18 - D 23 D
B. megaterium 6 14.5 17 17.5 - D D 16
S. aureus subsp.
aureus 17 17 17 18 ) D D 20
G. rubripertincta 14 18 14 15 - 16 D D
Gram S. cohnii 9.5 8 9 9 - 14 D D
pozitif B. cereus 13.5 17.5 22.5 24.5 - 16 D D
bakteriler |E. faecalis 10.5 17 14 17.5 - D D 20
A. baumannii 15 14.5 21.5 21.5 - 25 D D
P. mirabilis 14.5 17 14 11.5 - 21 D D
E. amylovora 17 13 18 17 - 18 D D
E. coli 17.5 18 13.5 12 - 19 D D
S. enterica serovar
typhimirium 115 10 8 8.5 ) | b D
Y. pseudotuberculosis 7.5 15 12 9.5 - D D 10
Gram P. vulgaris 26 18 11 13.5 - 22 D D
negatif Y. enterocolitica 24 18 15 15 - D D 22
bakteriler |K.pneumoniae 13 16 14 15 - 22 D D

(-): Zon yok. D: Denenmedi, P10: Penisillin 10 pg/mL, TE30: Tetrasiklin 30 pg/mL, CN10: Gentamisin 10 pg/mL
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Sekil 3.1. Liken ekstraktlarinin Acinetobacter baumannii (a), Bacillus
megaterium (b), Erwinia amylovora (c) ve Escherichia coli (d) iizerine

antimikrobiyal aktiviteleri.

Sekil 3.2. Liken ekstraktlarinin Enterococcus faecium (e), Gordonia
rubripertincta (f), Proteus mirabilis (g) ve Staphylococcus cohnii (h)

tizerine antimikrobiyal aktiviteleri.

25



Sekil 3.3. Liken ekstraktlarinin Salmonella enterica serovar typhimirium
(1), Yersinia pseudotuberculosis (j), Enterococcus faecalis (k) ve Bacillus

cereus (1) lizerine antimikrobiyal aktiviteleri.

Sekil 3.4. Liken ekstraktlarinin Yersinia enterocolitica (m), Proteus vulgaris
(n), Klebsiella pneumoniae (0) ve Staphylococcus aureus subsp. aureus (p)

iizerine antimikrobiyal aktiviteleri.
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3.2.2. MiK Deneyi

MIK degeri, mikroorganizmalarin iiremesini inhibe eden, minimum madde
konsantrasyonudur. Minimum inhibe edici konsantrasyon degerleri degisik
konsantrasyonlardaki (7.3-30000 pg/mL) ilave edilmis sivi besiyerinde bakteri
cogalmasinin gostergesi olan bulanikliliga bakilarak belirlenmistir. F. caperata ve R.
phycopsis likenlerinin metanol ve etanol ekstraktlarinin her bir mikroorganizmaya

kars1 gosterdigi MiK degerleri Tablo 3.3 de verilmistir.

MIK degeri belirlenen ekstraktlarda MIK degerinin calisilan bakteri iizerinde
bakteri biiylimesini durduran (bakteriyostatik) ya da bakteri biiyiimesini inhibe eden
(bakteriyosidal) etki gosterip gostermedigi de incelenmis, sonuglar Tablo 3.4’de
verilmigtir. Tablo 3.4 incelendiginde liken ekstraktlarinin ¢ogunun calisilan

organizmalar iizerinde bakteriyostatik etki gosterdigi goriilmektedir.
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Tablo 3.3. Liken ekstraktlarmin MiK degerleri

MIK degerleri (ug/mL)
R. phycopsis R. phycopsis F. caperata F. caperata
Mikroorganizmalar etanol metanol etanol metanol

E. faecium 937 1875 117 234

B. megaterium 7500 1875 234 234

S. aureus subsp. aureus 1875 3750 937 937

G. rubripertincta 3750 1875 468 937

S. cohnii

Gram pozitif B. cereus 937 117 58
bakteriler E. faecalis 3750 937 234
A. baumannii 1875 937 234 234
P. mirabilis 7500 3750 7500 1875

E. amylovora 3750 117 234

E. coli 3750 7500 7500

S. enterica serovar

typhimirium

Y. pseudotuberculosis 117

P. vulgaris 3750
Gram negatif Y. enterocolitica 1875 7500 3750 3750
bakteriler K. pneumoniae 1875 7500 7500
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Tablo 3.4. Liken ekstraktlariin mikroorganizmalar iizerine bakteriyostatik-bakteriyosidal aktivitesi

R. phycopsis R. phycopsis F. caperata F. caperata
Mikroorganizmalar etanol metanol etanol metanol
E. faecium Bakteriyosidal Bakteriyosidal Bakteriyostatik Bakteriyosidal

B. megaterium

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

S. aureus subsp. aureus

Bakteriyosidal

Bakteriyosidal

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

G. rubripertincta

Bakteriyosidal

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

S. cohnii
Gram pozitif B. cereus Bakteriyostatik Bakteriyostatik | Bakteriyostatik
bakteriler E. faecalis Bakteriyostatik Bakteriyostatik | Bakteriyostatik
A. baumannii Bakteriyostatik Bakteriyostatik Bakteriyostatik | Bakteriyostatik
P. mirabilis Bakteriyostatik Bakteriyostatik Bakteriyostatik | Bakteriyostatik
E. amylovora Bakteriyostatik Bakteriyosidal Bakteriyosidal

E. coli Bakteriyostatik Bakteriyosidal Bakteriyostatik

S. enterica serovar

typhimirium

Y.pseudotuberculosis Bakteriyostatik

P. vulgaris Bakteriyostatik

Gram negatif
bakteriler

Y. enterocolitica

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

Bakteriyostatik

K. pneumoniae

Bakteriyostatik

Bakteriyosidal

Bakteriyosidal

29




Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda ¢ok cesitli test yontemlerinin ve test
mikroorganizmalarinin kullanilmakta oldugu ve kullanilan bu yontemler arasinda en
uygun ve giivenilir olaninin disk difiizyon metodu oldugu bildirilmistir (65).

F. caperata ve R. phycopsis likenlerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin test
mikroorganizmalarina karst 14-26 mm arasinda degisen biiylikliiklerde zon ¢aplari
olusturdugu ve bazi ekstraktlarin kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotiklere
kiyasla daha biiyiik zonlar olusturdugu gozlemlenmistir. Bu durum, c¢alisilan bazi
ekstraktlarin kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerden daha etkili oldugu sonucunu
gostermektedir.

Calismalarda kullanilan liken tiirlerinin  antimikrobiyal spektrumuna
bakildiginda hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi potansiyel bir
aktivite olusturdugu gézlenmektedir. Dolayisi ile hiicre zarf 6zelligine gore likenlerin
etkinliginde bir fark goriilmemektedir.

Calisilan liken ekstraktlarina en direngli bakteri B. megaterium iken, en
duyarli bakteri P. vulgaris olarak saptanmustir.

R. phycopsis etanol ekstrakti B. megaterium, S. cohnii, B. cereus, E. faecalis,
S. enterica serovar typhimirium, Y. pseudotuberculosis ve K. pneumoniae bakterileri
tizerinde, R. phycopsis metanol ekstrakti S. cohnii, E. amylovora, S. enterica serovar
typhimirium ve P. vulgaris bakterileri iizerinde, F. caperata etanol ekstrakti S.
cohnii, S. enterica serovar typhimirium, Y. pseudotuberculosis ve P. vulgaris
bakterileri {izerinde, F. caperata metanol ekstrakti S. cohnii, E. coli, S. enterica
serovar typhimirium, Y. pseudotuberculosis ve P. vulgaris bakterileri iizerinde
antibakteriyal aktivite gostermemistir.

F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 E. faecium, B.
megaterium, B. cereus, E. faecalis, A. baumannii ve E. amylovora bakterilerine karsi
R. phycopsis likeni etanol ve metanol ekstraktlarindan daha yiiksek aktivite
gosterirken, R. phycopsis etanol ve metanol ekstraktlar1 P. mirabilis, E. coli, P.
vulgaris ve Y. enterocolitica bakterilerine kars1i F. caperata etanol ve metanol
ekstraktlarindan daha yiiksek aktivite sergilemistir.

Ayrica, R. phycopsis likeninin etanol ekstrakti P. vulgaris’e karsi, R.
phycopsis likeninin metanol ekstrakti E. faecalis’e karsi, F. caperata likeninin etanol

ekstrakti E. faecium’a kars1, F. caperata likeninin metanol ekstrakti B. cereus’a ve E.
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faecalis’e karsi mukayese antibiyotiklerine kiyasla ¢ok daha biiyilk zonlar
olusturmustur.

Coziicli olarak kullanilan etanoliin test bakterileri tizerinde antimikrobiyal
aktivitesi yoktur.

R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin etanol ve metanol ekstraktlar
denenen tiim bakteri suslarinda etkili olmus, R. phycopsis icin MIK degeri 117-
15000 pg/mL arasinda degisirken, F. caperata icin MIK degeri 14-7500 pg/mL
arasinda degismektedir.

Tablo 3.4’de R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin etanol ve metanol
ekstraktlarinin genel olarak bakteriyostatik etkili antimikrobiyal aktivite gosterdigi
goriilmektedir.

Mitrovig ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada F. caperata
likeninin metanol ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmis ve metanol
ekstraktinin E. faecalis’e 78.1 ng/mL, B. cereus’a 39.1 pg/mL, S. aureus’a 156
ug/mL, E. coli’e 10000 ug/mL, P. mirabilis’e 2500 pg/mL ve S. enterica’ya karsi
10000 pg/mL konsantrasyonlarinda MIK degeri sergiledigi saptanmustir (66).
Calismamizda ise MIK degerleri E. faecalis igin 234 pg/mL, B. cereus igin 58
ug/mL, S. aureus subsp. aureus i¢in 937 pg/mL, E. coli i¢in 3750 pg/mL, P.
mirabilis i¢in 1875 pg/mL ve S. enterica serovar typhimirium 3750 pg/mL olarak
belirlenmistir.

Duman (2009)’1n tarafindan yapilan bir ¢calismada da, F. caperata likeninin
aseton ekstraktlarinin aktivitesi incelenmis ve aseton ekstraktlarinin S. aureus ve B.
megaterium bakterilerine kars1 aktivite gosterdigi gozlenirken, E.coli, E. faecalis, P.
mirabilis, P. vulgaris bakterilerine kars: aktivite gozlenmemistir (11).

Calismamizda ise F. caperata likeninin metanol ekstrakti E. coli ve P.
vulgaris’e karsi aktivite gostermezken, E. faecalis, P. mirabilis, S. aureus subsp.
aureus ve B. megaterium’a kars1 aktivite gostermistir. Buradan da anlagilabilecegi
gibi, calisilan aym iki liken tiirtiniin farkli iki ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi
farkli olabilmektedir.

De Haan ve arkadaslarmin tarafindan gerceklestirilen ve Flavoparmelia
rutidola likeninin antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada, F. rutidola
likeni test mikroorganizmalarinin tiimiine karsi giiglii bir antimikrobiyal aktivite

sergilemistir (67).
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Yapilan literatiir incelemelerinde R. phycopsis likeninin antimikrobiyal ve
antioksidan aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Oysa Roccella
cinsinin diger tiirlerine ait ekstraktlarin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi ile
ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.

Karthikaidevi ve arkadaslar1 (2009) Roccella belangeriana likeninin su,
aseton, metanol, etil asetat, kloroform, etanol, dietil eter, petrol eteri ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini incelemis ve likenin etanol ekstraktinin E. coli,
Staphylococcus sp., Proteus sp. bakterilerine karsi; metanol ekstraktinin ise K.
pneumoniae, Staphylococcus sp., Proteus sp. ve Salmonella sp. bakterilerine karsi
aktivite gosterdigini belirlemislerdir (68). Calismamizda ise R. phycopsis likeninin
etanol ekstraktinin E. coli’ye, Staphylococcus aureus subsp. aureus’a, Proteus
vulgaris’e, Proteus mirabilis’e karsi inhibisyon zonlar1 olustururken, R. phycopsis
likeninin metanol ekstraktinin K. pneumoniae’ye, S. aureus subsp. aureus’a, P.
vulgaris’e ve P. mirabilis’e kars1 inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir. Bu
iki liken tiirii arasindaki sonuglar incelendiginde R. phycopsis likeninin etanol ve
metanol ekstraktlarinin R. belangeriana likeninin etanol ve metanol ekstraktlarindan
daha aktif oldugu goriilmektedir.

Balaji ve arkadaslart (2006)’nin yiiriittiigli bir caligmada ise, Roccella
montagnei likeninin hekzan, etil asetat, aseton ve metanolik ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmig, likenin metanolik ekstraktlarinin K. pneumoniae,
P. vulgaris, S. typhi ve C. albicans’a karsi antimikrobiyal aktivite olusturdugu
gozlemlenmistir (69). Calismamizda R. phycopsis likeninin metanol ekstraktinin K.
pneumoniae‘e ve P. vulgaris’e kars1 aktivite sergiledigi gorilmiistiir.

Dahake ve arkadaslar1 (2010) tarafindangercgeklestirilen diger bir calismada R.
belangeriana likeninin aseton ve sulu ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmis ve Ozellikle R. belangeriana likeninin aseton ekstraktlari kuvvetli
antimikrobiyal aktivite sergiledigi goriilmiistiir (70).

Logesh ve arkadaslar1 (2012)’nin yirittiigiive R. montagnei tallusundan izole
edilen kitosan maddesinin antibakteriyal aktivitesinin incelendigi c¢alismada, R.
montagnei’den izole edilen kitosan maddesinin 100 pL’si Vibrio cholerae’e ve E.
coli’e kars1 antimikrobiyal aktivite olusturmustur(71).

Kullanilan liken ekstraktlarinin  test mikroorganizmalar1 iizerindeki

antimikrobiyal etkilerinin farkli olmasinin nedenleri sunlardir:
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Ekstraksiyon sirasinda farkli ¢oziiciilerin kullanilmasi, denenen ¢oziiciilerin
¢ozebildigi ve bu mikroorganizmalar iizerine etkili olabilen liken ekstraktlarinin
degisik karakterdeki bilesenlerinin farkl etkilesimi, farkl: tiir likenlerin kullanilmasi,
aynt liken tiirlerinin  farkli cografyalardan toplanmasi ve farkli tiir

mikroorganizmalarin kullanilmasindan kaynaklanabilmektedir.
3.3. Antioksidan Aktivite
3.3.1. DPPH' Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH ¢ozeltisi ve ekstraklarla hazirlanan karisimlar 30 dk karanlikta
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siirecinden sonra karisimlarin absorbanslari
517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Ekstraktlarin DPPH' radikali giderme aktivitesine ait % inhibisyon-
konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3.5). Yiizde (%) inhibisyon degeri ne kadar
yiiksekse antioksidan etki de o kadar yiiksek kabul edilmektedir.
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2 .
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g g0 etanol
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g 70 mefariolop
v 060 =T caperata
E 50 metanol
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Sekil 3.5. Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddelerin DPPH" radikali

stiptirme aktivitesi (% inhibisyon degerlert).

DPPH' radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek igin kullanilir. Ortamda antioksidan bulunmasi halinde DPPH
¢Ozeltisinin renginde degisim meydana gelir. Ortamda antioksidan maddenin
bulunmas1 durumunda mor renkte bir azalma gerceklesir ve renk sartya doner. Bu

nedenle absorbans degerinde bir azalma gerceklesir. Bu durumda ortamda DPPH'

33



radikalinin konsantrasyonunun azaldigini gosterir.

DPPH' radikali giderme aktivitesi sonuglari incelendiginde, F. caperata
etanol ekstraktlarinin 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pug/mL ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlar1 (F. caperata etanol 250=58.27+1.09, F. caperata etanol
500=68.7+1.48, F. caperata etanol 750=70.08+1.55, F. caperata etanol
1000=76.37+1.43) BHT nin esdeger konsantrasyonlar ile karsilastirildiginda (BHT
250=48.69+0.52, BHT  500=53.17+1.01, BHT  750=56.58+0.58, BHT
1000=58.37+0.54) F. caperata etanol ekstraktlarinin BHT’den daha yiiksek serbest
radikal giderme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, F. caperata
etanol ekstraktlarinin 250 pg/mL 500 pg/mL ve 750 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin
(F. caperata etanol 250=58.27+1.09, F. caperata etanol 500=68.7+1.48, F. caperata
etanol 750=70.08+1.55) Trolox’un (Tro 250= 31.97+0.69, Tro 500=46.6+0.97, Tro
750=66.94+£0.97) ve Askorbik asitin (As 250= 30.87+0.16, As 500=48.66+0.84)
esdeger konsantrasyonlarindan daha yiiksek serbest radikal giderme aktivitesine
sahip oldugu gorilmistir. R. phycopsis etanol ve metanol ekstraktlarinin tim
konsantrasyonlarinin BHT, Trolox ve Askorbik asitten daha diisiik aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir. Sonug olarak ¢alisilan liken 6rneklerinin ve standart antioksidan
maddelerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarindaki serbest radikal giderme aktiviteleri
Askorbik asit >Trolox>F. caperata etanol ekstrakti>F.caperata metanol ekstrakti>
BHT>R. phycopsis metanol>R. phycopsis etanol seklinde yazilabilir.

R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin
tiimlinde konsantrasyon artisi ile birlikte DPPH' radikali siipiirme aktivitesinde artis
gozlenmistir.

Mitrovi¢ ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yiiriitilmiis bir c¢alismada F.
caperata likeninden elde edilen metanolik ekstraktin DPPH' radikali siiplirme
aktivitesi i¢in ICso degeri 549.01£1.69 pg/mL olarak, toplam fenol igerigi
90.83+0.98 pg/mL ve toplam flavonoid igerigi 33.55+0.93 pg/mL olarak tespit
edilmisken, calismamizda F. caperata likeninin metanol ekstraktinin DPPH' radikali
stiplirme aktivitesi i¢in ICso degeri 723.59+12.57 pg/mL olarak, 1000 pg/mL
konsantrasyonunda toplam fenol igerigi 62.44+0.004 pug/mL ve 1000 pg/mL
konsantrasyonunda toplam flavonoid igerigi 65.23+0.007 pg/mL olarak tespit
edilmistir (66).
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Reaksiyon ortamindaki DPPH' radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in
gereken etkili antioksidan konsantrasyonu ICs degeri olarak tanimlanir. Diisiik I1Csg
degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Elde edilen ICsg degerleri
Tablo 3.5.’te verilmistir. Tablo 3.5’ya goére c¢alisilan liken orneklerinden en diisiik
ICso degeri F. caperata likeninin etanol ekstraktlarinda tayin edilirken, en yiiksek

ICsp degeri ise R. phycopsis likeninin etanol ekstraktlarinda tayin edilmistir.

Tablo 3.5. Calisilan liken 6rnekleri ve standart maddelerin ICso degerleri (ug/mL)

R. phycopsis etanol 1655.63+49.38
R. phycopsis metanol 1533.74+75.46
F. caperata metanol 723.59+12.57

F. caperata etanol 526.87+10.55

BHT 672.04+8.13
Askorbik Asit 494.56+3.42
Trolox 580.72+9.45

Tablo 3.6. Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddelerin DPPH" radikali

stiplirme aktivitelerinin istatistiksel analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon DPP.H.' Rsﬂldika.li S.ﬁl.)ﬁrme
Aktivitesi (% inhibisyon)
250 pg/mL 32.22428.43"
500 pg/mL 45.18427.24%®
750 pg/mL 60.24+23.45°
1000 pg/mL 67.94+25.93%

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.6.’ya gore; F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin, R.
phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve standart antioksidan

maddelerin (BHT, Askorbik asit, Trolox) DPPH' radikali siipiirme aktiviteleri
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bakimindan 750 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari arasinda istatistiksel
acidan Onemli bir farklilik goriilmezken (p>0.05); 250 pg/mL konsantrasyonlar
arasinda onemli farkliliklar goriilmiistiir (p<0.05). Ayrica, konsantrasyon artisiyla
birlikte liken ekstraktlari ve standart antioksidan maddelerinin DPPH" radikali

stiplirme aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir.

Tablo 3.7. Liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin DPPH-' radikali

siipiirme aktivitelerinin istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornekler DPPH' Radika_li S_ii[_n'irme Aktivitesi (%
inhibisyon)
R. phycopsis etanol 17.22+13.47°
R. phycopsis metanol 19.31+12.21°
F. caperata metanol 44.08+19.03"
F. caperata etanol 68.36+6.89°
BHT 54.11+3.84%
Askorbik asit 64.26+27.14°
Trolox 56.34+19.23%

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.7.’de, Trolox, Askorbik asit, BHT ve F. caperata etanol arasinda
DPPH' radikali siiplirme aktivitesi bakimindan 6nemli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). R. phycopsis likeninin metanol ve etanol ekstraktlar1 arasinda DPPH
radikali slipirme aktivitesi bakimindan 6nemli bir fark bulunmazken (p>0.05), F.
caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 arasinda énemli farkliliklar vardir
(p<0.05). Ayrica, F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 ile R.
phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 arasinda da onemli farkliliklar

vardir (p<0.05).
3.3.2. indirgeme Giicii

Ekstraktlarin indirgeme giicii aktivitesine ait absorbans-konsantrasyon grafigi

cizilerek absorbans-konsantrasyon degerleri grafigi olusturuldu (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerinin indirgeme
giicli aktivitesi

Calismada kullanilan liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin
indirgeme glicii Oyaizu metoduna gore yapildi. Deneyin esas; Fe™ “iin Fe+2‘ye
indirgenerek Fe*?nin spektrofotometrik olarak izlenmesidir. Bu metot da; test
cozeltisinin sar1 rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme
aktivitelerinden dolayi farkli tonlardaki yesil rengine doniismektedir (72, 73).

Absorbans degerlerinin artis1; indirgeme giicliniin yiikksek oldugunun
belirtisidir. Denemelerde, Askorbik asit ve BHT standart antioksidan madde olarak
kullanildi. Calisilan ekstrakt ve standart antioksidan madde konsantrasyonu arttik¢a
indirgeme giicii de dogru orantili olarak artmaktadir. Kullanilan standartlar her iki
liken ekstraktindan daha yiiksek indirgeme kapasitesi gostermistir. Sonug olarak;
1000 pg/mL konsantrasyonunda indirgeme giicleri sirastyla BHT>Askorbik asit>F.
caperata metanol ekstrakti>F. caperata etanol ekstrakti>R. phycopsis metanol
ekstrakti>R. phycopsis etanol ekstrakti seklindedir.

F. caperata likeninin metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini
belirlemek amaciyla Stojanovi¢ ve arkadaslar1 (2010) tarafindan gergeklestirilen bir
caligmada, F. caperata likeninin metanol ekstraktinin toplam fenol igerigi
11.9940.18 pg/mL gallik asit esdegeri; indirgeme giicii 21.63+0.28 ug/mL askorbik
asit esdegeri ve DPPH" radikali siipiirme aktivitesi i¢in ICso degeri 347.2+0.33
ug/mL olarak saptanmisken, c¢alismamizda F. caperata likeninin metanol

ekstraktinin DPPH' radikali siipirme aktivitesi i¢in ICsg degeri 723.59+12.57 pg/mL
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olarak, 1000 pg/mL konsantrasyonunda toplam fenol icerigi 62.44+0.004 pg/mL
olarak saptanmistir. Ayrica, calismamizda F. caperata likeninin metanol ekstraktinin
calisma likenleri arasinda standartlardan sonra en yiiksek indirgeme gliciine sahip

liken tiirii oldugu da goriilmiistiir (74).

Tablo 3.8. Liken ekstraktlarinin ve standart maddeleri indirgeme giicii aktivitelerinin

istatistiksel analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon Indirgeme Giicii
250 pg/mL 0.377+0 372
500 pg/mL 0.385£0.34°
750 pg/mL 0.459+0 35
1000 pg/mL 0.549£0 443

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayn1 siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel a¢idan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.8. incelendiginde, R. phycopsis likeninin etanol ve metanol
ekstraktlari, F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraklar1 ve standart
maddelerin ¢alisilan tiim konsantrasyonlar1 arasinda toplam fenol igerikleri
bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmamaktadir (p>0.05). Ayrica, konsantrasyon
artistyla birlikte liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddelerinin indirgeme

giiclerinin de arttig1 goriilmuistiir.
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Tablo 3.9. Liken ekstraktlarinin ve standart maddelerin indirgeme giicii

aktivitelerinin istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornek Indirgeme Giicii
R. phycopsis etanol 0.096+0.027°
R. phycopsis metanol 0.090+0.046°
F. caperata etanol 0.206+0.027°
F. caperata metanol 0.464+0.263"
Askorbik asit 0.893+0.093%
BHT 0.907+0.20%

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
Kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel a¢idan 6nemlidir (p<0.05).

Tablo 3.9.’a gore; standart antioksidan madde olarak kullanilan Askorbik asit
ve BHT arasinda indirgeme giicii bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmamaktadir
(p>0.05). R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlari arasinda indirgeme
giicii bakimindan 6nemli farkliliklar goriilmezken (p>0.05); F. caperata likeninin
etanol ve metanol ekstraktlar1 arasinda indirgeme giicli bakimindan Onemli
farkliliklar goriilmektedir (p<0.05). Ayrica, R. phycopsis likeninin etanol ekstrakti ile
F. caperata likeninin etanol ekstrakti arasinda indirgeme giicii bakimindan 6nemli
farkliliklar goriilmezken (p>0.05); R. phycopsis likeninin metanol ekstrakti ile F.
caperata likeninin metanol ekstrakti arasinda Onemli farkliliklar gOriilmiistiir

(p<0.05).
3.3.3. Toplam Fenolik icerigi

Tiim likenlerin metanol ve etanol ekstraktlarindaki toplam c¢oziinebilen
fenolik maddeler Folin- Ciocalteu reaktifi ile R. phycopsis ve F. caperata likenlerinin
degisik polaritedeki c¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinda tayin edildi. Gallik asit
kullanilarak standart grafikleri hazirlandi (Sekil 3.7). Bu standart grafikler
kullanilarak oOrneklerin toplam fenolik madde miktarlart pg GAE/mg ekstrakt
esdegeri olarak hesaplandi (Tablo 3.10).
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Sekil 3.7. Gallik asit standart grafigi

Bitki ekstraktlarinin toplam fenol bilesimi konsantrasyonu, standart olarak

kullanilan  gallik asitin  kalibrasyon

(R?=0.9967; y=0.0012x+0.0012).

egrisinden yararlanilarak hesaplanmistir

Tablo 3.10. Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddelerin toplam fenol

igerikleri (RP=Roccella phycopsis, FC=Flavoparmelia caperata)

Liken Ekstrakti RP etanol RP metanol |FC etanol FC metanol
Konsantrasyonu ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti
(ng /mL) (ng /mL) (ng /mL) (ng /mL) (ng /mL)
1000 109.35+0.005 | 106.55+0.007 |62.44+0,004 |63.5+0.002
2000 169+0.022 113.72+0.012 | 81.94+0.001 |102.58+0.006
3000 193.8+0.013 |176.22+0.023 | 113.94+0.013 | 137.14+0.004
4000 221.77+0.003 [212.274+0.008 | 119.85+0.010 | 170.14+0.016

Bir¢ok antioksidan fenoller serbest radikalleri sonlandirici olarak fonksiyon

gosterir. Fenollerin serbest radikallerle reaksiyona girmesi sonucu olusan fenoksi
radikalleri kararhidir ve diger serbest radikallerle reaksiyona girerek farkli yonlerde
radikal sonlandirict  etki Hidroksil

reaksiyonlarini gosterir.

grubu
bulundurduklarindan fenoller, radikal yok etme yetenekleri nedeniyle ¢ok Onemli
bitki bilesenleridir (75). Brudzynski ve Miotto (2012) tarafindan yiiriitiilen deneysel
caligmalarda, antioksidan aktivite ile toplam fenol miktar1 arasinda iliski oldugu

sonucuna varilmistir (76).
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Kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciisii ve materyale bagli olarak toplam fenol
icerigi R. phycopsis etanol ekstrakti i¢in 109.35-221.77 ng GAE/mg ekstrakt, R.
phycopsis metanol ekstrakti i¢in 106.55-212.27 ng GAE/mg ckstrakt, F. caperata
etanol eckstrakti i¢in 62.44-119.85 nug GAE/mg ekstrakt, F. caperata metanol
ekstrakt1 i¢in 63.5-170.14 ng GAE/mg ekstrakt olarak bulunmustur. Ekstrakt bazinda
en yiiksek fenol icerigi R. phycopsis likeninin etanol ekstraksiyonundan elde
edilirken, en disiik fenol igerigi F. caperata likeninin metanol ekstraksiyonundan
elde edilmistir. R. phycopsis likeni ekstraktlarinin toplam fenol igerigi F. caperata
likeni ekstraktlarina gore daha yiiksek tespit edilmistir. Ekstraksiyon verimlerinde de
ayni egilim gozlenmistir. Ayrica alinan ekstrakt miktarina bagli olarak toplam fenolik
bilesik miktarinda da artis oldugu tespit edildi. Liken ekstraktlarinin toplam fenol
bilesik icerigi sirasiyla R. phycopsis etanol>R. phycopsis metanol>F .caperata

metanol>F. caperata etanol olarak saptandi.

Tablo 3.11. Liken ekstraktlarmin toplam fenol igeriklerinin istatistiksel analizi

(konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon Toplam Fenol Icerigi
1000 pg/mL 102.8+28.6°
2000 pg/mL 140.9+41.5°
3000 pg/mL 186.5+41.5°
4000 pg/mL 217.4+51.3°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan dnemlidir (P<0.05).

Tablo 3.11°e gore; F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve
R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin 3000 pg/mL ve 4000 pg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda toplam fenol igerikleri bakimindan 6nemli farkliliklar
bulunmazken (p>0.05); 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL konsantrasyonlari1 arasinda
onemli farkliliklar vardir (p<0.05). Ayrica, konsantrasyon artisiyla birlikte

ekstraktlarin toplam fenol icerikleri de artmustir.
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Tablo 3.12. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin toplam fenol igeriklerinin

istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornek Toplam Fenol Icerigi
R. phycopsis etanol 208.3+53.2%
R. phycopsis metanol 182.8+56.5°
F. caperata etanol 113.7+30.4°
F. caperata metanol 142.7+50.1°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayn1 siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan dnemlidir (P<0.05).

Tablo 3.12°ye gore, R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin
toplam fenol icerikleri arasinda 6nemli farkliliklar goriilmemistir (p>0.05). Benzer
sekilde, F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenol
igerikleri arasinda da onemli farkliliklar goriilmemistir (p>0.05). R. phycopsis
likeninin etanol ve metanol ekstraktlari ile F. caperata likeninin etanol ve metanol

ekstraktlarinin toplam fenol igerikleri arasinda ise onemli farkliliklar goriilmiistiir

(p<0.05).
3.3.4. Toplam Flavonoid Icerigi

Deneysel caligmalarda kullanilan liken ekstraklarinin ve standart antioksidan
maddenin (katesin) toplam flavonoid miktarlar1 Zhishen ve Jiamming metotlarina
gore tayin edildi. Toplam flavonoid analizinde 6rneklerin flavonoid madde miktar
katesin esdegeri olarak verilmistir. Bu amagla Oncelikle katesin kalibrasyon egrisi

cizilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Katesin standard grafigi
Bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid bilesimi konsantrasyonu, standart olarak
kullanilan katesinin kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplanmustir (R?=0.9928;

y=0.0017x+0.008).

Tablo 3.13. Liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddelerin toplam

flavonoid igerikleri

Liken Ekstrakti|R. phycopsis|R. phycopsis|F. caperata|F. caperata
Konsantrasyonu |etanol metanol etanol metanol
ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti
(ng /mL) (ng /mL) (ng /mL) (ng /mL) (ng /mL)
1000 40.96+0.005 154.1+0.007 |[65.23+0.007 [110.06+£0.004
2000 122.9+0.003 174.36+0.005 | 106.86+0.004 | 199.82+0.006
3000 142.43+0.005 |350.76+0.009|166.134+0.002 [ 215.53+0.004
4000 256.96+0.006 |427.36+0.009 [204.86+0.002 | 287.26+0.006
Flavonoidler, Cg-C3-C¢ karbon iskeletleri ile karakterize edilmektedir.

Lipitlerde ¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler, bitkilerdeki sari, mavi
ve kirmizi renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir (62).

Toplam flavonoid igerigi R. phycopsis etanol ekstrakti i¢in 40.96-256.96 ug
katesin/mg ekstrakt, R. phycopsis metanol ekstrakti i¢in 154.1-427.36 pg katesin/mg
ekstrakt, F. caperata etanol ekstrakti i¢in 65.23-204.86 ng katesin/mg ekstrakt, F.
caperata metanol ekstrakti icin 110.06-287.26 ng katesin/mg ekstrakt olarak
bulunmustur. Ekstrakt bazinda en yiiksek flavonoid icerigi R. phycopsis likeninin

metanol ekstraksiyonundan elde edilirken, en diisiik flavonoid icerigi F. caperata
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likeninin etanol ekstraksiyonundan elde edilmistir. Ayrica alinan ekstrakt miktarina
bagli olarak toplam flavonoid bilesik miktarinda da artis oldugu tespit edildi. Liken
ekstraktlarinin toplam flavonoid bilesik igerigi sirasiyla R. phycopsis metanol > F.

caperata metanol > R. phycopsis etanol > F. caperata etanol olarak saptandi.

Tablo 3.14. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin toplam flavonoid igeriklerinin

istatistiksel analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon Toplam Flavonoid I¢erigi
250 pg/mL 92.6+45.6°
500 pg/mL 150.7+39.7°
750 pg/mL 219.3+83.9°
1000 pg/mL 294.1+86.2°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan onemlidir (P<0.05).

Tablo 3.14’e gore, R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlari, F.
caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve standart maddelerin tiim
konsantrasyonlar1 arasinda toplam flavonoid igerigi bakimindan istatistiksel agidan
onemli farkliliklar bulunmaktadir (p<0.05). Ayrica, liken ekstraktlarinin

konsantrasyonlarinin artmasiyla ekstraktlarin toplam flavonoid icerikleri de artmistir.
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Tablo 3.15. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin toplam flavonoid igeriklerinin

istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornek Toplam Flavonoid Icerigi
R. phycopsis etanol 141.1+80.8°
R. phycopsis metanol 276.6+121.2°
F. caperata etanol 135.8+56.1°
F. caperata metanol 203.2+66.0°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan dnemlidir (P<0.05).

Tablo 3.15’¢ gore, R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlari
arasinda toplam flavonoid igerigi bakimindan Onemli farkliliklar goriiliirken
(p<0.05); F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlari arasinda onemli
farkliliklar goriillmemistir (p>0.05). Ayrica, F. caperata likeninin etanol ekstrakti ile
R. phycopsis etanol ekstraktinin toplam flavonoid igerikleri arasinda istatistiksel
acidan Onemli farkliliklar bulunmazken (p>0.05); F. caperata likeninin metanol
ekstrakti ile R. phycopsis metanol ekstrakti arasinda toplam flavonoid igerigi

bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (p<0.05).
3.3.5. Metal Selatlama Aktivitesi

Calismada kullanilan liken ekstraktlarinin ve standart antioksidan maddenin
metal-gelat aktiviteleri Dinis metoduna gore tayin edildi. Standart antioksidan madde
olarak EDTA kullanildi.

Calismada kullanilan liken ekstraktlarinin metal selatlama potansiyelini

gosteren % inhibisyon-konsantrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidan maddelerin metal-selat
aktivitesi

Fe*? miktar bakimindan ferrozin ile kompleks yapabilir, selatlayici ajanlarin
varliginda olusan kompleksin yapist kirilir, kompleksin kirmizi renginde azalma
gbzlenir. Bu calisma, selatla birlikte mevcut olan metal-selat aktivitesinin
degerlendirilmesinde renk azalmasinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir.
Calismada kullanilan tiim ekstraktlar, konsantrasyon arttikca artan selatlama
aktivitesi gostermistir. R. phycopsis metanol ekstraktinin 750 pg/mL konsantrasyonu
ve 1000 ug/mL konsantrasyonu (R. phycopsis etanol 750=50.59+0.73, R. phycopsis
etanol 1000=54.23+0.41) EDTA 250 pg/mL konsantrasyonundan (EDTA
250=49.96+1.40) daha yiiksek metal-selat aktivitesi gostermistir.

Sonug¢ olarak caligsilan liken ekstraktlarmin ve EDTA’nin 1000 pg/mL
konsantrasyonunda metal-selat aktiviteleri sirasiyla EDTA>R. phycopsis metanol>R.

phycopsis etanol>F. caperata metanol>F. caperata etanol seklinde siralanmaktadir.
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Tablo 3.16. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin metal selatlama aktivitelerinin

istatistiksel analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon Metal Selatlama Aktivitesi
250 pg/mL 16.55+17.71%
500 pg/mL 30.10+23.78°
750 pg/mL 40.49+28.56°
1000 pg/mL 46.15+30.22°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan onemlidir (P<0.05).

Tablo 3.16’ya gore, F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin,
R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve standart antioksidan
maddenin (EDTA) metal selatlama aktiviteleri bakimindan 500 pg/mL, 750 pg/mL
ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik
goriilmemistir (p>0.05). Ayrica, konsantrasyon artistyla birlikte liken ekstraktlar1 ve
standart antioksidan maddelerinin metal selatlama aktivitelerinin de arttig1
gorilmiistiir.
Tablo 3.17. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin metal selatlama aktivitelerinin

istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornekler Metal Selatlama Aktivitesi
R. phycopsis etanol 24.71£10.66°
R. phycopsis metanol 37.20+18.09°
F. caperata etanol 8.53+5.69%
F. caperata metanol 18.65+5.57°

EDTA

77.52+19.352

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi

kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gésterilen ortalamalar

istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).
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Tablo 3.17’ye gore, kullanilan standart madde (EDTA) ile diger liken
ekstraktlar1 arasinda 6nemli farkliliklar vardir (p<0.05). R. phycopsis likeninin etanol
ve metanol ckstraktlar1 arasinda da metal selatlama aktivitesi bakimindan 6nemli
farkliliklar goriiliirken (P<0.05); F. caperata likeninin etanol ve metanol
ekstraktlarinin  metal selatlama aktivitesi bakimindan 6nemli farkliliklar

goriilmemistir (p>0.05).
3.3.6. ABTS* Radikal Giderme Aktivitesi

Calismada kullanilan liken ekstraktlarin  ABTS™ radikal giderme

aktivitesini gosteren % inhibisyon-konsantrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Liken ekstraktlar ve standart antioksidan maddelerin ABTS " radikali giderme
aktivitesi
Farkli konsantrasyonlardaki liken ekstraktlarinin (250-1000 pg/mL) ABTS™

radikal giderme aktiviteleri birer standart olan Rutin, Askorbik asit, BHT ile
mukayese edilmistir. R. phycopsis etanol ekstraktinin 1000 ug/mL’lik
konsantrasyonu (91.77+1.44) ve R. phycopsis metanol ekstraktinin 1000 pg/mL’lik
konsantrasyonu (88.92+0.47) ayni standart konsantrasyonuna (BHT=99.51+0.02,
Askorbik asit=99.47+0.01, Rutin=99.92+0.03) yakin ABTS” radikal giderme
aktivitesi gOstermistir. R. phycopsis likeni ekstraktlar1 F. caperata likeni
ekstraktlarma gore daha yiiksek ABTS™ radikal giderme aktivitesi gdstermistir.
Konsantrasyon artigina bagl olarak ABTS™ radikali giderme aktivitesinde artis
goriilmektedir. Sonug¢ olarak 1000 pg/mL’de ABTS radikali giderme aktivitesi
Rutin>BHT>Askorbik asit>R. phycopsis etanol>R. phycopsis metanol>F. caperata

metanol>F. caperata etanol seklinde siralanmaktadir.
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Reaksiyon ortamindaki ABTS™ radikalinin %350’sinin yok edilmesi igin
gereken etkili antioksidan konsantrasyonu 1Csg degeri olarak tanimlanir. Diisiik 1Cso
degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Elde edilen ICsg degerleri
Tablo 2’de verildi. Tablo 3.18.’e gore calisilan liken 6rneklerinden en diistik ICsg
degeri R. phycopsis likeninin etanol ekstraktlarinda tayin edilirken, en yiiksek ICsg

degeri ise F. caperata likeninin etanol ekstraktlarinda tayin edilmistir.

Tablo 3.18. Calisilan liken 6rnekleri ve standart maddelerin ICsq degerleri (ug/mL)

R. phycopsis etanol 456.26+5.42
R. phycopsis metanol 484.02+3.28
F. caperata etanol 744.04+9.97
F. caperata metanol 657.89+11.26
BHT 381.67+0.58

Rutin 393.39+0.62
Askorbik asit 399.36+0.64

Tablo 3.19. Liken ekstraktlarmin ve standartlarm ABTS™ radikali siipiirme

aktivitelerinin istatistiksel analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyonlar ABTS" Radikali Siipiirme Aktivitesi
(% inhibisyon)
250 pg/mL 66.08+21.30™
500 pg/mL 72.47+18.41%
750 pg/mL 78.74+19.85°
1000 pg/mL 86.15+16.80°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel 6nem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.19’a gore, F. caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin, R.
phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve standart antioksidan
maddelerin (BHT, Rutin, Askorbik asit) ABTS”™ radikali siipiirme aktiviteleri
bakimindan 750 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
acidan Onemli bir farklilik goriilmezken (p>0.05); 250 pg/mL konsantrasyonlar

arasinda onemli farkliliklar goriilmiistiir (p<<0.05). Ayrica, konsantrasyon artisiyla
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birlikte liken ekstraktlari ve standart antioksidan maddelerinin ABTS™ radikali

stiplirme aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir.

Tablo 3.20. Liken eckstraktlarinin ve standartlarin ABTS™ radikali siipiirme

aktivitelerinin istatistiksel analizi (6rneklere gore)

Ornekler ABTS™ Radikali Siipiirme Aktivitesi
(% inhibisyon)

R. phycopsis etanol 79.48+7.56°
R. phycopsis metanol 71.36+15.27°
F. caperata metanol 52.94+10.18°
F. caperata etanol 47.56+6.87°
BHT 97.41+2.10%
Rutin 92.32+7.52%
Askorbik asit 89.99+9.30°

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.20’ye gore, standart maddeler olarak kullanilan BHT, Rutin ve
Askorbik asit arasinda ABTS™ radikali siipiirme aktivitesi bakimmdan 6nemli bir
fark bulunmamistir (p>0.05). F. caperata likeninin metanol ve etanol ekstraktlar
arasinda da onemli bir fark bulunmazken (p>0.05); R. phycopsis likeninin etanol ve

metanol ekstraktlar1 arasinda 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.05).
3.3.7. TBA Testi

TBA testinde calisilan liken tiirlerinin gostermis oldugu antioksidan aktivite

degerleri Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. Liken ekstraktlart ve standart antioksidan maddelerin inhibisyon
yiizdeleri

TBA testi sonuglar1 incelendiginde, F. caperata etanol ekstraktinin en yiiksek
% inhibisyon oranina sahip oldugu goriilmiistiir. F. caperata etanol ekstraktlarinin
750 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlar: (F. caperata etanol 750=83.50+1.27;
F. caperata etanol 1000=90.17+0.69) askorbik asitin ve BHT’nin esdeger
konsantrasyonlar ile karsilastirildiginda (As 750=76.13+1.39, As 1000=80.16+0.85,
BHT 750=80.79+1.31, BHT 1000=86.86+1.23) F. caperata etanol ekstraktlarinin
askorbik asitten ve BHT’den daha yiiksek % inhibisyon oranina sahip oldugu
gorildii. Ayrica, calisilan ekstraktlarda ve standartlarda konsantasyon artisina paralel
olarak % inhibisyon oranlarinda artis goriilmiistiir. Ekstraktlarin ve standartlarin
1000 pg/mL  konsantrasyonundaki % inhibisyon oranlar1 F. caperata
etanol>BHT>Askorbik asit>R. phycopsis metanol>F. caperata metanol>R.

phycopsis etanol seklindedir.
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Tablo 3.21. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin TBA testi aktivitesinin istatistiksel

analizi (konsantrasyonlara gore)

Konsantrasyon TBA testi aktivitesi
250 pg/mL 33.96+17.38°
500 pg/mL 46.37+20.83°
750 pg/mL 63.13+17.69°
1000 pg/mL 78.31+9.16

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel a¢idan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.21°¢ gore, R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin, F.
caperata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ve ¢aligilan standart antioksidan
maddelerin tiim konsantrasyonlari arasinda TBA testi aktiviteleri bakimindan énemli
farkliliklar goriilmistiir (p<0.05). Konsantrasyon artisiyla birlikte liken ekstraktlar

ve standart antioksidan maddelerinin TBA testi aktivitelerinin de arttigi goriilmiistiir.

Tablo 3.22. Liken ekstraktlarinin ve standartlarin TBA testi aktivitesinin istatistiksel

analizi (6rneklere gore)

Ornek TBA testi aktivitesi
F. caperata etanol 65.92+24.25
F. caperata metanol 41.66+22.28°
R. phycopsis metanol 42.23423.18"
R. phycopsis etanol 38.53+17.50"
BHT 73.50+12.002
Askorbik asit 70.81+8.85%

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 3). Ortalamalar
arasindaki istatistiksel dnem “Duncan” testini takiben “one-way” varyans analizi
kullanilarak arastirildi. Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 3.22’ye gore, BHT, Askorbik asit ve F. caperata likeninin etanol

ekstrakti arasinda TBA testi aktivitesi bakimindan 6nemli farkliliklar goriilmemistir
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(p>0.05). R. phycopsis likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 arasinda TBA testi
aktivitesi bakimindan Onemli farkliliklar goriilmezken (p>0.05); F. caperata
likeninin etanol ve metanol ekstraktlar1 arasinda 6nemli farkliliklar goriilmiistiir
(p<0.05). Ayrica, R. phycopsis likeninin metanol ekstrakti ile F. caperata likeninin
metanol ekstrakti arasinda 6nemli farkliliklar goriilmezken (p>0.05); R. phycopsis
likeninin etanol ekstrakti ile F. caperata likeninin etanol ekstrakti 6nemli farkliliklar
vardir (p<0.05).

Thadhani ve arkadaglarn1 (2010) gerceklestirilen bir ¢alismada R.
montagnei’den izole edilmis eritrin maddesinin antioksidan aktivite sergiledigi
goriilmistiir (77). Calismamizda ise R. phycopsis likeninin antioksidan aktivite

sergiledigi tespit edilmistir.
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4. SONUC

F. caperata ve R. phycopsis likenlerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin test
mikroorganizmalarina kars1 14-26 mm arasinda degisen blyiikliiklerde zon c¢aplari
olusturdugu ve bazi ekstraktlarin kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotiklere
kiyasla daha biiyiik zonlar olusturdugu gozlemlenmistir. Bu durum, c¢alisilan bazi
ekstraktlarin kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerden daha etkili oldugu sonucunu
gostermektedir.

Calisilan liken ekstraktlarina en direngli bakteri B. megaterium iken, en
duyarl bakteri P. vulgaris olarak saptanmastir.

Kullanilan ekstraktlarin antioksidan 6zelliklerinin farkli olmasi; ekstraksiyon
sirasinda farkli ¢ozgenlerin kullanilmasindan, farkl: tiir likenlerin kullanilmasindan,
ayni liken tiirlerinin farkli cografyalardan toplanmasindan, likenler icersindeki
antioksidan ozellik gosteren maddelerin ve miktarlarinin farkli olmasindan
kaynaklanabilmektedir.

Calisilan liken 6rneklerinin ve standart antioksidan maddelerin 1000 pg/mL
konsantrasyonlarindaki DPPH- serbest radikal giderme aktiviteleri Askorbik asit
>Trolox>F. caperata etanol ekstrakti>F.caperata metanol ekstraktir> BHT>R.
phycopsis metanol>R. phycopsis etanol seklinde yazilabilir.

Calisilan liken orneklerinin ve standart antioksidan maddelerin 1000 pg/mL
konsantrasyonunda indirgeme gii¢leri sirasiyla BHT>Askorbik asit>F. caperata
metanol ekstrakti>F. caperata etanol ekstrakti>R. phycopsis metanol ekstrakti>R.
phycopsis etanol ekstrakti seklindedir.

Kullanilan ekstraksiyon ¢oziiclisii ve materyale bagli olarak toplam fenol
icerigi R. phycopsis etanol ekstrakti icin 109.35-221.77 pg GAE/mg ekstrakt, R.
phycopsis metanol ekstrakti i¢in 106.55-212.27 pg GAE/mg ekstrakt, F. caperata
etanol ekstrakti igin 62.44-119.85 ug GAE/mg ekstrakt, F. caperata metanol
ekstrakti i¢cin 63.5-170.14 pg GAE/mg ekstrakt olarak bulunmustur.

Toplam flavonoid igerigi R. phycopsis etanol ekstrakti igin 40.96-256.96 ug
katesin/mg ekstrakt, R. phycopsis metanol ekstrakti i¢in 154.1-427.36 pg katesin/mg
ekstrakt, F. caperata etanol ekstrakti i¢in 65.23-204.86 pg katesin/mg ekstrakt, F.
caperata metanol ekstrakti icin 110.06-287.26 ng katesin/mg ekstrakt olarak

bulunmustur.
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Caligilan liken ekstraktlarinin ve EDTA’nin 1000 pg/mL konsantrasyonunda
metal-selat aktiviteleri sirasiyla EDTA>R. phycopsis metanol>R. phycopsis
etanol>F. caperata metanol>F. caperata etanol seklinde siralanmaktadir.

Calisilan liken ekstraktlarinin ve standartlarin 1000 pg/mL’de ABTS radikali
giderme aktivitesi Rutin>BHT>Askorbik asit>R. phycopsis etanol>R. phycopsis
metanol>F. caperata metanol>F. caperata etanol seklinde siralanmaktadir.

Ekstraktlarin ve standartlarin 1000 pg/mL konsantrasyonundaki TBA testi %
inhibisyon oranlar1 F. caperata etanol>BHT>Askorbik asit>R. phycopsis metanol>F.
caperata metanol>R. phycopsis etanol seklindedir.

Calisilan liken ekstraktlarinda yapilan biitiin testlerde antioksidan ve
antibakteriyal aktivite gdzlemlendiginden calisilan liken ekstraktlarinin dogal bir
antioksidan ve antibakteriyal kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Likenler, dogal antioksidan ve antimikrobiyal madde kaynaklar1 olarak
sentetik antioksidanlara ve antimikrobiyal maddelere bir alternatif olarak goriilebilir.
Bu nedenle de, likenler icersinde antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteden sorumlu

olan maddelerin izolasyonu ve tanimlanmast ile ilgili ¢alismalar artirilmalidir.
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