TOKAT BOLGESINDE YETIiSEN USNEA FLIPENDULA VE EVERNIA
PRUNASTRI LIKEN ORNEKLERINDEN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLARIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERININ
ARASTIRILMASI

CAN MENEKSEOGLU

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI
PROF.DR. iSA KARAMAN

2021

Her hakki sakhdir
T.C.



TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

TOKAT BOLGESINDE YETIiSEN USNEA FLIPENDULA VE EVERNIA
PRUNASTRI LIKEN ORNEKLERINDEN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLARIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ
ARASTIRILMASI

CAN MENEKSEOGLU

TOKAT
Eyliil - 2021

Her hakki sakhdir



TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya bagka bir {iniversitedeki baska bir tez ¢aligmasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

CAN MENEKSEOGLU

1 Eyliil 2021



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TOKAT BOLGESINDE YETISEN USNEA FLIPENDULA VE EVERNIA
PRUNASTRI LIKEN ORNEKLERINDEN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLARIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERININ
ARASTIRILMASI

CAN MENEKSEOGLU

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF.DR.ISA KARAMAN)

Yapilan bu ¢alismada Usnea flipendula ve Evernia prunastri liken 6rneklerinin aseton,
etanol, metanol ve Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi kullanilarak ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar iizerinde antifungal etkileri Kirby-Bauer
agar disk diflizyon yontemiyle ¢alisilirken, antibakteriyel etkileri agar disk difiizyon
yontemi ve broth makro diliisyon yontemiyle calisilmistir. Aymi zamanda
antimikrobiyal ¢alismalarina ek olarak Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu
yontemiyle tespit edilirken, antioksidan indirgenme kapasitesi DPPH yontemi ile tespit
edilmistir. Caligmanin sonucuna gore ekstraktlarin antibakteriyel etkileri, calisilan
bakteri tiirleri arasinda Usnea flipendula ve Evernia prunastri liken tiirlerinin aseton
ekstraktinin, test edilen ekstraktlara gore daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Antifungal ¢alismasinda ise calisilan fungus tiirleri arasinda
Evernia prunastri liken tiiriiniin etanol ekstraktinin, test edilen ekstraktlara gore daha
genis bir antifungal etki spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir. Her iki denemede de
Tampon ¢ozelti ile elde edilen ekstraktlarda antimikrobiyal aktiviteye rastlanmamustir.
Toplam fenolik madde tayininde Evernia prunastri liken tiiriiniin toplam fenolik madde
icerigi en yiiksek 14,24 (mg GAE/g ekstrakt) etanol ekstrakti olarak belirlenirken,
antioksidan indirgenme kapasitesinin I1Cso degeri 0,661 (mg/ml) ile metanol ekstrakti
olarak tespit edilmistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES
OF EXTRACTS FROM USNEA FLIPENDULA AND EVERNIA PRUNASTRI
GROWING IN TOKAT REGION

CAN MENEKSEOGLU

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:) PROF. DR. ISA KARAMAN

In this study, Usnea filipendula and Evernia prunastri lichen samples were extracted
using acetone, ethanol, methanol and Tris-EDTA buffer solution. Antifungal effects on
the obtained extracts were studied by the Kirby-Bauer agar disc diffusion method.
antibacterial effects were studied by agar disc diffusion method and broth macro dilution
method. At the same time, in addition to antimicrobial studies, total phenolic substance
determination was determined by Folin-Ciocalteu method, while antioxidant reduction
capacity was determined by DPPH method.

According to the results of the study, it was determined that the antibacterial effects of
the extracts, among the bacterial species studied, the acetone extract of Usnea flipendula
and Evernia prunastri lichen species had higher antibacterial activity than the tested
extracts. In the antifungal study, it was determined that the ethanol extract of Evernia
prunastri lichen species among the studied fungi species had a wider antifungal effect
spectrum than the tested extracts. No antimicrobial activity was found in the extracts
obtained with the buffer solution in both trials. In the determination of total phenolic
substances, the highest total phenolic content of Evernia prunastri lichen species was
determined as 14.24 (mg GAE/g extract) ethanol extract, while the IC50 value of
antioxidant reduction capacity was determined as methanol extract with 0.661 (mg/ml).

2020,75 PAGES

KEYWORDS: Lichen, Extraction, Antimicrobial activity, Antioxidan Activity,



ONSOZ

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca, ilgi ve alakasini asla esirgemeyen, bilgi ve
tecriibesiyle bana ¢ok sey katan, tiim laboratuvar denemelerimde destegini her zaman
hissettigim saym danisman hocam Prof.Dr. isa KARAMAN'a ve Antioksidan aktivite
calismalarinda destegini asla esirgemeyen Dr.Ogr.Uyesi Ilhami KARATAS,
Dr.Ogr.Uyesi Zeynep AKSIT, Dr.Ogr.Uyesi Hiiseyin AKSIT hocalarima sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Lisansiistii egitim siirecinde beraber yol aldigimiz, her tiirlii zorlukta destegini her zaman
hissettigim ev arkadasim Ali IRTEN’e, laboratuvar calismalarinda her tiirlii yardimi

saglayan ekip arkadasim Begiim Buse UZER e, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica yardimlarimi asla esirgemeyen, Tokat Gaziosmanpasa lniversitesi
biyomiihendislik boliimii hocalarirma ve Tiibitak Marmara arastirma merkezi Gen
miihendisligi ve biyoteknoloji enstitiisii giiler yiizlii calisanlarmna ve Ilgi ve alakasim asla
esirgemeyen arastirmacilarindan Hasan Umit OZTURK hocama sonsuz siikranlarimi

sunarak, minnetlerimi borg bilirim.

Son olarak, lisans egitimimiz boyunca okulun sadece teknik bilginin kazanildig: yerin
olmadigi, 6grencisine her zaman aileden bir bireymis gibi davrandigi, hata yapma
potansiyelimizin yiiksek oldugu gen¢ yaslarimizda bize yol gosterici olan Giimiishane
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik boliimii akademisyenlerine bu giinlere

gelmemdeki emeklerinden dolay1 en i¢ten minnetlerimi sunarim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi her zaman yanimda olan, beni bu giinlere
gelmemdeki en biiyiik emegi sarf eden ve hakkini asla ddeyemeyecegim babam Ismail
MENEKSEOGLU, annem Kamuran MENEKSEOGLU ve Ablam  Elif
MENEKSEOGLU DEMIRAL’a minnet ve siikranlarimi sunarim.

CAN MENEKSEOGLU

1 Eyliil 2021



ICINDEKILER

O ZE T oo oo et e et e e r et e e et e e e e et e et e e et e er e e e e e er e, i
AB S T R A C T .ot ttteeeeenenenenenenenensnase oreeerrereeessaeeeesestse e e essre st eesesseeserseeens ii

OINSOZ o eeeeeeeeeeresreessessessssessasss serrereesesserssssesassasssressesssrsssessssssresesssresresne

ICINDEKILER ...........coooiviiieeeeeeeeeeee et iv
L] 0 28 1P 1
2. GENEL BILGILER............ccoocosiiiiniiiicsess s 2
2.1. Likenler ve Tarihgesi.............cccccooiiiiiiiiii e 2
2.2 Likenlerin YapISk........ocooooiiiiiiiiiceecec e 3
2.3. Likenlerin Sintflandirtlmasi................cccooiiiiiiiiinii e 4
2.3.1. Tallus yapilarina gore likenler ...................cccooiiiiii 4
2.4) LiKeNIerde UTEME........c.ovueveeeieeeeeeeeeeee e, 8
2.5 Liken Metabolitleri........ccocooiiiiiiic 10
2.6) Likenlerin Kullanim Alanlari................ccooooooiii e 12
2.7) Likenlerin Antioksidan AKEIVITESI.........cccoceiiiiiiiiiiieee e 12
2.8) Antibiyotiklerin Kesfi ve Potansiyel DUurumu............ccccovviniiiinnnnn 13
2.9 Antibiyotiklerin Calisma Mekanizmasi.................cccoocoveiiiiinee e 14
2.9.1 Hiicre duvarini hedef alan antibiyotikler ........................cccooi 15



2.9.2 Protein sentezinin inhibe edilMmesi..........eeeeeee e 17

2.9.3 DNA replikasyonun inhibisyonu ... 19
2.10 Antibiyotik Test Yontemleri.............cccccooiiiiiiiiiin 20
2.10.1 Broth makro diliisyon testi ...............cccocoviiiiiiiinn 20
2.10.2 Broth mikrodiliisyon testi ................ccccooiiiiiiiiii 21
2.10.3 Antimikrobiyal gradyan yontemi................ccccooviniiniiiiiicne 21
2.10.4 Agar disk difiizyon metodu...............cccoooiiiiiiiin e 22
2.10.5 Otomatik sistemler ile antimikrobiyal test yontemleri..................... 22
2.11) Likenlerin Antimikrobiyal OzelliKIeri...........cc.cccovvvvrverercereeeeien 23
3. MATERYAL VE YONTEM...........cccooovioiuiieiieeieeeeeeeeeseseseses s senienes 26
B L MALEIYALauan i se s sasenans 26
3.1.1. Cahismada kullamilan liken tiirleri ..................cccooooiiiiiiiin 26
3.1.2 Caliymada kullanilan bakteri suslari...................c.ccooni 26
3.1.3 Caliymada kullanilan fungus tiirleri..................coocooiiiiiii 26
3.1.4 Kullanilan kimyasal maddeler..................ccccoooiiniin e, 27
3.1.5 Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri.............ccccocooiiiiiiin, 27
R 1) 117 1 PSP 29
3.2.1 Likenlerin toplanmasi...............ccoceiiiiniiiiiiinesieeee e 29
3.2.2 Likenlerin temizlenmesi ve sivi nitrojenle muamele edilmesi ........... 30
3.2.3 Liken orneklerinin organik solventlerle ekstraksiyonu..................... 30
3.2.4 Tampon cozelti ile eKstraksiyon ..............ccccoceiiiiiniinienie 31
3.2.6 Antibakteriyel agar disk difiizyon testi............cccccoevviierirnieniernenn, 31
3.2.7 Antifungal agar disk difiizyon yontemi ...............ccccooeveiiiinininnnnnn 31
3.2.9 Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin tespiti ...... 32



3.2.10 Liken ekstelerinden toplam fenolik madde tayini ..............cc.ccoeee. 32

3.2.11 DPPH yéntemi ile antioksidan kapasitesinin belirlenmesi .............. 34
4. BULGULAR VE TARTISMA. ..ot 35
O 21T ] [o U] =Y PP 35
4.1.1 Antibakteriyel aKtiVIte...........ccooiiiiiiie 35
4.1.2 Agar disk difiizyon yontemiyle antibakteriyel aktivite ...................... 35
4.1.3 Minimal inhibisyon degeri (MIK) ...............cccccoovrriiiriiieccece e 38
4.1.4 Likenlerin antifungal 6zellikleri...................ccocooiiniiiie 53
4.1.5 Toplam fenolik Madde tayini..........ccoceeererinininiseeese e 60
4.1.6 Antioksidan aKtiVIte............ccoiiiiiiiiiice e 61
4.2 TAFTISINA. 0 ooieiiiiiieiiie ettt et e e et e e e neeas 63
SSSONUC ... et e 66
B KAYNAKLAR ... 68
TeOZGECMIS ...ttt 75

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

e Santigrat Derece
g Gram

Litre

uL Mikro litre
m Metre
mm Milimetre
ml Mililitre
RPM Revolution per minute (Dakikadaki devir sayisi)
uv Ultra Viole
ROS Reaktif oksijen tiirleri
oM D1s membran
AG Aminoglikozit
FK Florokinolon
TLC Ince Tabaka Kromatografisi
HPLC Yiiksek performansli siv1 kromatografisi
PBP Penisilin baglayic1 proteinler
L-1 Usnea flipendula
L-2 Evernia prunastri
AS Aseton
ET Etanol
MET Metanol

IPM Imipenem

vii



CN
S

NS
GA
GAE

L-1-BUF
L-2-BUF
HPB-35
HPB-41
HPB-71
HPB-96
HPB-125
HPB-132
HPB-137
MIK
w/w

viv
%RSA
ICs0

Gentamisin
Streptomisin
Nistatin
Gallik asit

Gallik asit esdeger numune

Usnea flipendulanin tampon ¢ozelti ile ekstrakt

Evernia prunastri nin tampon ¢ozelti ile ekstrakti

Bacillus cereus (DSMZ:43112)
Streptococcus pyogenes (ATCC:7)

Pseudomonasaeruginosa (ATCC:29133728)

viii

Acinetobacter baumannii

Salmonella enteritidis

Enterococcus faeecalis (ATCC:29212)
Eschericiha coli (ATCC:25922)
Minimal inhibisyon konsantrasyonu
Agirlik/hacim

Hacim/hacim

Yiizde radikal siipiirme aktivitesi
maddenin %50 sini inhibe eden

maximum inhibisyon konsantrasyonu



SEKIL LiSTESI

Sekil Sayfa
Sekil 2.1 Likenlerde bulunan homomerik ve hetoromerik tallus tipleri............ 4
Sekil 2.2 Yaprak likeninin sematik KeSiti:.......cooovviiieriiiiiniiiiniiieiice e 4
Sekil 2.3 Peltigera praetextata’ya ait alt korteks ve rizin yapisini gésteren
herbaryum 6rnegi fotoZrafi.........cocviviiiiiiiiiie e 6
Sekil 2.4. Evernia prunastri’ye ait mikroskop gortintiisii kesiti: .........cccocvenee. 8
Sekil 2.5 Evernia prunastri tallusu............ccooeiieie i 9
Sekil 2.6 Usnea spp. cinsine ait fruktifikasyon organlari:............cc.cccovvvennnnnn. 10

Sekil 2.9.2 Protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerin

etki mekanizmast USIraSYONU ........cocviiiiiiiiiieiie e 19
Sekil 3.2.1 Usnea flipendula’nin agag tizerindeki gorintlisii...........c.cceverenenn. 29
Sekil 3.2.2 Evernia prunastrinin agag tizerindeki gorintisti ..........c.cveevereeneen. 29
Sekil 3.2.3 Liken 6rneklerinin etiiv igerisinde kurutulmasi............occeevuveenee. 30
Sekil 4.1.1 HPB:35 Bacillus cereus’a ait inhibisyon ¢ap sonuglart ................. 47

Sekil 4.1.2 HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7)

ait inhibisyon ¢ap SONUCIAIT .........ccoiiiiiiiiiic 47
Sekil 4.1.3: HPB-71 Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728)

ait inhibisyon ¢ap SONUGIATL: .........ccooiiiiiiic e 48
Sekil 4.1.4 HPB-96 Acinetobacter baumannii

ait inhibisyon ¢ap SONUCIAIT .........ccoiiiiiiiiiic 48
Tablo 4.1.5 HPB-125: Salmonella enteritidis ait

inhibisyon ¢ap1 ve MIC deZerleri .........cccoviveveriiiieerereiiiieceiee e, 49
Sekil 4.1.6 HPB-130 Staphylococcus aureus (ATCC:25923)

ait inhibisyon ¢ap SONUCIAIT .........cciiiiiiiiiiiic 49
Sekil 4.1.7 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:29212)

ait inhibisyon ¢ap SONUCGIATT ..........ccoiiiiiiiiiiicc e 50
Sekil 4.1.8 HPB-137 Escherichia coli (ATCC: 25922 ait

Inhibisyon ¢ap SONUGIATT .......ccvviiiiiiiiiic 50



Sekil 4.1.9 HPB:35 Bacillus cereus a ait broth makro diliisyon gorintiisii ..... 51
Sekil 4.1.10 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:25923)

ait broth makro diliisyon gOTtintlisli.........ccevvvieriiiiiiiiieniiie e 52
Sekil 4.1.11 A) Phoma tracheiphila B) Venturia ineaqualis (EIma kara lekesi)
ait INhibISYON ZONIAIT ......coviiiiiiii e 55
Sekil 4.1.12 A) Fusarium oxysporum B) Didymella lycopersici (domates kanseri)
ait INhIDISYON ZONIATT ..viviiiiiiiiie e 56
Sekil 4.1.13 A) Colletotrichum coccodes B) Aspergillus niger

ait INhIbISYON ZONIAIT ..ovviiiiiiiici e 57
Sekil 4.1.14 Liken ekstraktlarmin Sclerotonia sclerotiorum iizerindeki
antifungal aKtiVITEIEri...........ccveiiiiice e 58
Sekil 4.1.15 Liken ekstraktlarinin Alternaria alternata tizerindeki

antifungal aKEIVITEIETT .........oiiiiicee 59



CIZELGE LISTESI

Cizelge Sayfa

Cizelge 3.2.10 Folin cioalteu yontemi ile belirlenen gallik asit (GA)

standartlart kalibrasyon @8riSi........ccccuevviiiiiiiiiiiic i 34
Cizelge 4.1.5 Farkli ¢oziiciiler ile elde edilen liken ekstraktlarinin
toplam fenolik madde igeriginin gallik aside es deger miktarlari..................... 60

Cizelge 4.1.6 Liken ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin ICso degerleri.... 62

Xi



TABLO LISTESI

Tablo Sayfa
Tablo 2.9.1 Bazi Oral B-laktam antibiyotiKIer............cccocovviniiiiiiice, 16

Tablo 4.1.1 Disk diflizyon yontemiyle elde edilen bakteriyel

INHIDISYON GAPIAIT ...vivviiiiiiiii e 36
Tablo 4.1.2. Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin

INHIDISYON GAPIAIT....viiiiiiiiiiicec e 37
Tablo 4.1.3 HPB:35 Bacillus cereus’a gore

inhibisyon ¢ap1 ve MIK deBerleri........c.cocoivvververiiereicieieisieseee e 39
Tablo 4.1.4 HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7) gore

inhibisyon ¢ap1 ve MIK deBerleri.......cccoccevvirveriiecreeieieiiceeeee e 40
Tablo 4.1.5 HPB-71 Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728) gore
inhibisyon ¢ap1 ve MIK deSerleri.........cccovviuireiiiiiirireiiieceiee e, 41
Tablo 4.1.6 HPB-96 Acinetobacter baumannii gore

inhibisyon ¢ap ve MIK deZerleri .........cccovvuiviireveiieireiieseee e 42
Tablo 4.1.7 HPB-125: Salmonella enteritidis gore

inhibisyon ¢ap1 ve MIK deZerleri..........coccvviriveiieirriiieieceeeesese e 43
Tablo 4.1.8 HPB-130 Staphylococcus aureus (ATCC:25923)

gore inhibisyon ¢apt ve MIK degerleri.........cooeeiiiriiireiiiireieessecee e 44
Tablo 4.1.9 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:29212)

gore inhibisyon ¢apt ve MIK degerleri.........coocevviiriiireiiireiieescce s 45
Tablo 4.1.10 HPB-137 Escherichia coli (ATCC: 25922)

gore inhibisyon ¢apt ve MIK d8Ferleri.........cooeevviviviiireiiicreieeisscre e 46

xii



Tablo 4.1.4 Liken tiirlerinin ve kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltilerinin funguslar

tizerindeki inhibisyon deZerleri .........ccovvviiiiiiiiiiiicsic e 54

xiii



1.GIRIS

Mikroorganizmalar yeryliziinde yasamin oldugu, hemen her cografyada hayatta
kalabilmekte, yasamlarini siirdiirebilmektedirler. Mikroorganizmalarin dogadaki rolii
oldukga 6nemlidir. Azot dongiisii basta olmak {izere evrenin var olusundan beri yagamin
gerceklesmesi, toprakta bulunan karbon kaynagmi ayristirilabilmesi ve enerji
dongiisiiniin tamamlanabilmesi i¢in mikroorganizmalarin yeri tabiatta kilit rol
oynamaktadir (Gruber ve Galloway, 2008). Ayrica mikroorganizmalar giinlik
hayatimizda gida endiistrisinde yararli olan laktik asit fermantasyonu, asetik asit
fermantasyonu gibi fermantasyon tipleri yine mikroorganizmalar araciligi ile; ekmek,
yogurt, tursu sirke vb. fermentatif gida {iriinlerinin {iretilmesinde rol oynamaktadirlar
(Leroy ve Vuyst, 2004). Ancak mikroorganizmalar, bu yararlarinin yani sira insan,
hayvan ve bitkiler iizerinde cesitli hastaliklara da sebebiyet vermektedir. Ozellikle gida
kaynakli enfeksiyonlarin zaman i¢inde arttigi goriilmektedir. Amerika’da yapilan bir
arastirmada her dort Amerikalinin birinde, en az bir gida kaynakli hastaliga yakalandigi,
bu hastaliklarin ¢ogunun bilinen patojenler tarafindan gerceklesmedigi bilinmektedir
(Tauxe, 2002).

Eski caglardan beri insanoglu, hastaliklarin sebebinin mikrobiyal kaynakli oldugu
bilinmese de enfeksiyonlarla miicadelede her zaman tabiata ilgi duymustur. Ozellikle a1k
yaralar, parazitlenme gibi hastaliklarin tedavisinde insanoglu, dogadan topladigi ya da
yetistirdigi bitki 6ziitlerini kullanarak bir¢ok hastaligin tedavisinde ila¢ kaynagi olarak
kullanmistir. Geleneksel tipta bitkilerin ilag olarak kullanilmasinin yan sira likenlerden
de oldukga fazla yararlanilmistir. Ozellikle agik yaralar, cilt rahatsizliklar1 solunum ve
sindirim problemleri, obstetrik ve jinekolojk sorunlular1 tedavi etmede siklikla
kullanilmistir (Crawford, 2019).

Gelisen teknoloji ile mikroorganizmalarin kesti ile mikroorganizmalarin dogasina giris
yapilmis ve daha iyi anlasilmaya baslanmistir. Fakat bununla birlikte teknolojinin
gelismesi birgok mikrobiyal kaynakli hastaliklar1 da beraberinde getirmistir. Ozellikle
19.yy. dan itibaren endiistrinin gelismesi ile insan, hayvan ve zirai hastaliklarin tedavi
edilmesinde ve kontrol altinda tutulmasinda dogal yontemlere nazaran, liretimi daha ucuz
yollarla gergeklestirilen sentetik ilaglara ragbet artmistir. Sentetik ilaglarin, bilingsizce
kullanimi mikrobiyal miicadelede kisa siirede etkili olabilmektedir ancak uzun vadede
bilingsiz kullanimi, gelecegi tehdit altinda birakan en biiyiik problemlerden biri olan
mikrobiyal direnci de beraberinden getirerek yeni hastalik etmenlerinin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir (Ozer ve ark., 2001).

20.yy’mn baglarinda insanoglu sentetik ilaglarin uzun vadeli sonuglarimi fark etmeye
baslamasi ile “Dogaya doniis” sloganlariyla tabiat kaynakli ilaglara donmeye baglamistir.
(Baser, 1990; Wood, 1992) Ozellikle bitkiler tarafindan yapilan biyolojik aktivite
calismalari, igerdikleri sekonder metabolitler sayesinde son yillarda olduk¢a popiiler
olmaya baslamistir. Sekonder metabolitler ile yapilan ¢aligsmalara; antiviral, antifungal,
antibakteriyel, antitimor, antipretik, antienflamatuvar, antialerjezijk. sitotoksik ve
antioksidan calismalar1 6rnek verilebilmektedir (Zeybek ve John, 1992).



Aragtirmacilar 1928’li yillinda Alexander Flemingin bulmus oldugu “100 yilin icadi”
olarak kabul edilen penisiline alternatif yeni antibiyotik arayislarina girmistir. Ozellikle
antibiyotigin kesfedilmesi ile antibiyotik etki gdsteren metabolitlerin arayisina diismiis,
antimikrobiyal etkileri arastirmaya baslamislardir. 1944°lii yillarda likenlerin igerdikleri
sekonder metabolitlerinden olan ve sadece likenlere 0zgli liken asitleri’nin
kesfedilmesiyle antimikrobiyal c¢alismalar1 yapilmis ve liken asitlerinin yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigi kesfedilmistir. Aym1 zamanda likenlerin igerdikleri
sekonder metabolitler sayesinde popiilerlesmis olan antioksidan igerik calismalar1 da
hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilag tiretiminde arastirma kaynagi olmaktadir
(Burkholder ve ark., 1944).

Giiniimiizde SARS/COVID-19 pandemisi de géz oniine almmarak diisiiniildiigiinde artik
mikrobiyal kaynakli hastaliklar gelecekte hayatimizin kagiilmaz bir parcast olacagi
ongoriilmektedir. Artan hastaliklardan dolayi, kiiresel ¢apta arastirmacilar antiviral ve
antibiyotik arayislarina 6nem vermektedirler.

Likenler ile ilgili yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalari lilkemizde ne yazik ki
oldukg¢a kisith olmaktadir. Biyotik faktorler ile antimikrobiyal ¢alismalarin 6nemini
arttirdi@1 bu giinlerde, yapilan bu ¢alismada Tokat yoresinden toplanan Usnea flipendula
ve Evernia prunastri liken tiirlerinden hazirlanan metanol, etanol ve aseton ekstraktlari
ile tampon ¢oOzelti ile hazirlanan su ekstraktinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinin yani sira organik solventler ile elde edilen liken ekstraktlarinin
anitoksidan igeriginin test edilmesi ¢calismalarina dayanmaktadir.

Likenler ile yapilacak biyolojik aktivite ¢aligmalarina katki saglamasi planlanan bu
calismada, giiniimiizde ve gelecekte muhtemel mikrobiyal hastaliklarin, ozellikle
bakteriyel kaynakli hastaliklarin 1iyilestirilmesinde literatiire 151k tutacagi on
goriilmektedir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Likenler ve Tarihgesi

Likenler, mantar “mikobiyont” ve bir ya da birden fazla fotosentetik alglerin bir araya
gelmesi ile olugmus, mantar ve alglerin tek baglarina gosterdikleri dis goriiniimden farkli
bir gériiniim olusturmalart ile ortaya ¢ikan fizyolojik birlikteliklere denilmektedir.

Likenlerin tarihgesi M.O 4. Yiizyilla kadar dayanmaktadir. O ¢aglarda Yunanh
Theophrastus ilk defa “Liken” terimini kullanmistir. Fakat Theophrastus’un liken olarak
adlandirdig1 bu canlilar, giiniimiizde tanimlanan likenler olmay1p ¢iger otlar1 (Hepaticae)
dir. Daha sonraki zamanlarda bilim insanlari, modern cagin teknolojilerine sahip
olamadiklarindan likenleri karayosunlari ile birgok kez karistirmiglardir. 19 yy.’la kadar
likenler tam olarak tanimlanamamakla birlikte 1803 yilinda Eric Acharichus liken
terimini aciklamak i¢in “sored”,” izid” ve “sifel” terimlerini, liken iizerinde bulunan
kisimlar1 ayirt edici karakterler olarak kullanmistir. (Hale, 1974) Modern anlamda
likenler tizerine ilk siniflandirmayr da 1810 yilinda Yunan asilli Acharicus yapmistir
(Ahmadjian, 1973). Ama bu caglarda hala likenlerin simbiyotik birliktelik gosteren
mikroorganizmalardan olustugu tam olarak kesfedilememistir. Giiniimiizde kabul edilen



liken terimini tam olarak agiklayan, alman botanikg¢isi Schwenderer likenleri “iki iliskisiz
organizmanin birligi sonucu olusan yap1” olarak tanimlamistir (Karamanoglu, 1971).

Aragtirmacilar liken kavramini tam olarak tanimladiktan sonra likenleri, ilk 6nce yosun
olarak adlandirmis ve bitkiler alemine yerlestirmislerdir. Daha sonra likenler “lichenes”
baslig1 altinda toplanmistir (Mazeti ve Bubak, 1909).

2.2 Likenlerin Yapisi

Liken yapilar1 genellikle bir mantar ve bir algin bir araya gelmesi ile olusmustur. Fakat
bazi durumlarda, alglerin birden fazla mantar tiirii ile olusturdugu yapilar da mevcuttur.
Ayrica algler yerine siyanobakteriler de liken yapisinda goriilebilmektedir. Liken
yapisinin “mikobiyont” boliimiinii mantarlar olusturmaktadir. Liken yapisinda bulunan
mantarlar ise; Ascomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes smifi iyeler
olusturmaktadir (Brodo, 2001). Liken yapisini olusturan bir diger kisim ise; algler
bulunan “fotobiyont” boliimdiir. Genellikle fotobiyont boliimii Chlorophyceae sinifina
ait Trentepohlia ve Trebouxia cinsleri olusturmaktadir (Henderson ve Prentice, 1969;
Solak, 2016).

Fotobiyont ve mikobiyont yapi incelendiginde iki farkli boliimiin kendi arasinda bir
simbiyotik iliskide oldugu goriilmektedir. Mikobiyont yani mantarlarin olusturdugu
boliimde, fotobiyont kisim igin biiyiime, lireme ve hayatta kalmak i¢in gerekli olan su ve
minarallerin iletimini saglanmaktadir. Alglerin olusturdugu fotobiyont kisim da ise
adindan da anlasilacagi lizere fotosentetik mikroorganizmalardan olusmaktadir. Bu
bolimde mantar igin gerekli karbonhidrat ve vitamin aktarimi saglanir. Bu yasam
aligkanliklar1 ile birbirlerinin fayda saglamasi, likenleri olduk¢a zor kosullara karsi
hayatta kalmasina olanak saglamaktadir (Nash, 2008; Dayan, 2001).

Likenlerin yapisi daha detayli incelendiginde, ilk bakista mantar hiflerinin olustugu
kisimlar goriilmektedir. Bu kisima “tallus” adi verilir. Tallus yapist lizerine alglerin
gelmesi ile de biitlin olarak liken yapist olusur. Ayrica ¢evresel olaylara ya da alg ve
mantarlarin simbiyotik olusumuna bagli olarak tallus yapist degiskenlik gostermektedir.
Alg ve mantar hiicrelerinin tallus boliimiinde homojen olarak bulunmasi durumuna
“homeomerik tallus”, mantarlarin kiimelesme gosterdigi bolgelere ise ‘“hetoromerik
tallus” denilmektedir. (Sekil 2.1) Tallus yapisina daha yakindan bakilacak olursa; tallusun
mantar hifleri ile kapl oldugu bolgeye “medulla”, alglerin bulundugu bdlgeye ise “gonid”
denilmektedir. (Sekil 2.2) (Yiicel, 2018).



Sekil 2.1 Likenlerde bulunan homomerik ve hetoromerik tallus tipleri: A) Homomerik
tallus B) Hetoromemik tallus (Smith., 1921)
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Sekil 2.2 Yaprak likeninin sematik kesiti: a) D1s korteks sikica riilmiis mantar hiflerinin
dis katmamidir. b) Fotobiyont kisim alglerden olugsmaktadir. ¢c) Medula boliimiinde gevsek
yap1 olusturan hifler d) Mantarlarin sabitleyici hifleri. Mantarin substrata sikica
baglandig: bolim (Smith., 1921)

2.3. Likenlerin Siniflandiriimasa

Likenler simiflandirirken birbirleri arasinda ayirt edici olan tallus yapilar, epifitik olarak
gelistikleri bolgelere (bitki ve kaya tizeri vb.) ya da tallus igerigini olusturan mantarlarin
cesitlerine gore siniflandirmak miimkiindiir.

2.3.1. Tallus yapilarina gore likenler

Likenlerin yapist incelendiginde mantar ve alg florasinin bulundugu bdélgenin
yogunluguna gore tallus isminin degistigi bilinmektedir. Algler ve mantarlarin tallus
igerisinde homojen olarak dagilim gostermesi durumuna “homomerik” liken olarak
adlandirilmaktadir. Eger alg florasi tallus yapisinin {ist bdlgesine yakin bir yerde



yogunluk gostermesi, mantar florasinin ise alt bolgeye yakin bir yerde yogunluk
gostermesi durumunda ise “heteromerik™ liken denildigi bilinmektedir.

Bir liken tallusunun goriiniimii, 6ncelikle mantar florasinin olusturdugu mikobiyont
tarafindan belirlenmektedir. Alg florasinin olusturdugu fotobiyont bolgenin belirledigi
sadece birkag liken tiiriine rastlanmaktadir. Filement6z cinslerde Coengonium, Ephebe,
Cystocoleus ve Racodium fotobiyont bolgenin belirledigi bir tallus morfolojisine sahiptir.

Likenler, yasadiklar1 bolgelere ve iklim sekillerine gore tallus yapilart bulunduklari
bolgeye uyum saglamak amaciyla farkli fizyolojik formlarda bulunmaktadir. Tallus
yapilarina gore likenler yaygin olarak ii¢ sekilde gézlemlenmektedir. Bunlar Foliose
(yaprakst1), Crustose (kabuksu) ve Fruticose (¢alimsi) olarak isimlendirilmektedir (Wong,
2011). Ancak istisnai bir durum olarak fotobiyont bolgenin siyonabakterilerden olugmasi
durumunda bir dizi ek 6zel tip olan “jelatimsi” likenlerde mevcuttur. Burada dikkat
edilmesi gereken husus biitiin siyanobakterilerin olusturdugu tallus tipleri jelatinimsi
liken olarak adlandirilmamaktadir.

Crustose (kabuksu) Likenler

Agac kabuklarinda, kaya ya da benzeri substratlar tizerin de goriilebilen liken tiirleridir.
Talluslar1 kabuk seklinde olan bu likenler tizerinde bulundugu substrata ¢cok kuvvetli bir
sekilde baglanmasi ile bilinmektedir. Toplanmalar1 oldukca giic olan bu liken tiirleri
kesinlikle tizerinde bulundugu substrat kazinmadan toplanmas1 neredeyse imkansizdir.

Kabuksu likenlerde dehidrasyon yalnizca iist, agikta kalan bolge ile sinirli olmaktadir.
Egimli kaya ylizeyleri gibi ekstrem habitatlarda, yilizey suyundan faydalanmalarindan
dolay1r hayatta kalabilmektedir. Temel olarak kabuksu likenler farkli habitatlarda
goriilmelerinden dolay1 ¢ok sik kullanilmasa da alt tipler ile de isimlendirilmektedirler.
Bunlar: pudrali, endolitik, endofloeodik, skuamuloz, peltat, pulvinat, lobat, efigurat ve
stilfuritik crustose olarak adlandirilmaktadirlar. Kabuksu likenler tallus organizasyonu
bakiminda kendi aralarinda hetoremer veya homomer tallus tipleride goriilebilmektedir.

Kabuksu likenlerin alt tipleri kisaca agiklanmak gerekirse: pudrali liken tipine ornek
olarak Lepreria tiirii 6rnek verilir. Bu tiirde tallus toz halinde goériilmektedir organize
olmus bir tallus, fizyolojik olarak gézlemlenememektedir (Sharnoff, 2014). Endolitik ve
endofleotik kabuksu likenler incelendiginde sirasiyla endolitik kaya igerisinde gelisim
gosteren, endofleotik ise agac yapraklarinin veya govdelerinin kutikula tabakasinin
altinda gelisim gosteren tiirlerdir. Lecideaceae familyasina ait liken tiirleri endolitik
olarak isimlendirilmektedir ve ¢cogu durumda bir iist korteks olusumu gozlemlenir.
(Wessels ve Schoeman 1988). Ust korteks mantar hiflerinin olustudugu saglam bir kabuk
tabakasindan olugmaktadir. Acrocordia conoidea, petractis clausa, Rinodina immersa,
Verrucaria baldensis iist korteks olusturan bazi tiirlere 6rnek olabilmektedir (Pinna ve
ark., 1998).

Endolitik ve endofleotik likenler, iist korteks olusturmalar1 bakimindan birbirleri arasinda
farklilik gostermektedir. Rhizocarpon veya Placynthium tiirleri 6rnek olarak alindiginda



iist korteks olusum asamasinda protallus olarak isimlendirilen bir yap1 olusturmaktadir.
Bu yap1 fotobiyontsuz beyaz, koyu kahverengi veya siyah bir bolge seklinde
goriilmektedir. Protallusun asil yapist likenin su ihtiyacim1 karsilamasi i¢in suyun
emilimini saglayarak likenin i¢ bolgelerine aktarilmasini saglamaktadir. Bu sayede liken

su ihtiyacini1 karsilayarak, kuraklik stresine karsi da korunmaktadir. (Lakatos ve ark.,
2006)

Foliose (yapraksi) Likenler

Merkezden baglayarak dairesel olarak gelisim gdsteren loblardan olusan tallus tipidir.
Lob sekilleri genellikle konkav ve konveks tipte bulunmaktadir. Tallus, umbilikus
(merkez noktadan zemine tutunmus) bolge tizerinden “rizin” denilen kok yapilar ile
substrata baglanma yetenegine sahiptir. Pek ¢ok yapraksi liken tallusun kenarlar radyal
bliylime gostermesinden dolay1r yaprak benzeri bir goriintii ortaya ¢ikarmaktadir.
Parmelia sp., Umbilicaria sp. ve Xanthoria sp. gibi bazi yapraksi likenlere &rnek
verilebilir. (Barak, 2015)

Laciniate (diizensiz sivri loblar halinde) likenler, tipik olarak g6zlemlenen yaprak
likenleridir. Tallus yapilart homomer ve ¢ogu zaman heteromer yapida olmaktadir.
Collema, Leptogium, Physma tiirleri bu yapiya 6rnek verilebilir. Laciniate tipi yapraksi
likenler farkl: habitat kosullarina ve ekstrem hava olaylarinda hayatta kalabilmek i¢in
substrata baglanan alt korteksleri farklilik gostermektedir. Substrata baglanan bolge
bitkilerdekine benzer sekilde sili, trikom ve rizin yapisinda farklilagmaktadir.
Bulunduklar1 habitatlara goére tropikal ve iliman yagmur ormanlarinda Stica ve
Pesudocyphelleria, Alp ve okyanus ormanlarinda Lobaria ve Nephroma veya arktik
tundralarda bulunan Peltigera tiirleri farklilasmis alt kortekse sahiptir. (Nash 2008)

Sekil 2.3 Peltigera praetextata ya ait alt korteks ve rizin yapisin1 gosteren herbaryum
ornegi fotografi (Uebel, 2007)



Umbilicate tiirli yapraksi likenler, tek bir merkezden olusan dairesel tallusa sahiptir.
Tallus tek bir noktadan alt kortekse tutunmaktadir bu durum isminden de anlasilacagi
tizere umblicate (gobeksi) bir sekilde goriilmektedir. Parmeliaceae, Physciaceae ve
Umblicariacea ailesi umlicate likenlere 6rnektir.

Hava sicakliginin oldukg¢a yiiksek, nemin diisik oldugu bdlgelerde bulunan
Xanthomaculina convoluta ve Chandropsis semivirdis tiirleri de yapraksi likenlere 6rnek
olmaktadir. Bu likenler higroskopik (nem ¢ekici) 6zellik gostermektedir. Kuru halde iken
nem kaybini 6nlemek i¢in liken tallusu bir paket seklini alarak sikica kapanmaktadir (Bu”
del ve Wessels 1986). Liken suya maruz birakildiginda ise tallus yapisi agilarak
fotobiyont kisim giines 151¢1na maruz kalmaktadir. Bu durumda fotosentezi 6nemli dl¢iide
arttirarak likenin enerji ihtiyaci karsilanmaktadir (Lange ve ark. 1999).

Fruticose (calimsi) Likenler

Tallus yapilar1 adeta bir ¢ali seklinde dallanma gosterdiklerinden dolayi, dalst ya da
calimsi liken olarak adlandirilmaktadir. Talluslar merkez noktadan dallanma gostererek
gelismektedir. Biitiin talluslar merkez noktada birlesmektedir. Tallus tiplerine gore diger
liken tiirlerinden farkli olarak dals1 likenler; fotobiyont ve mikobiyont kisimlari bir biitiin
halde goriildiigiinden dolay1 ayirt edilememektedir. (Solak., 2016)

Calims1 likenlerin en belirgin bir diger 6zelligi de bulundugu substrattan kolayca
ayrilabilmektedir bu durum diger liken tiirlerine nazaran toplanmalarini
kolaylastirmaktadir. Bazi ¢calimsi likenler dorsiventral (iki farkli yiizeye sahip) talluslara
sahiptir. Sphaerophorus melanocarpus ve Evernia prunastri bu gruba ornek liken
tiirleridir. Fakat ¢alimsi likenlerin ¢cogunlugu sagak seklinde bulunan ve radyal simetrik
tallusa sahip tiirlerden olugmaktadir. Sphaerophorus globusus cinsi, Ramalina spp. Usnea
spp. Tiirleri yaygin goriilen ¢calimsi likenlerdir. Calims1 likenler boyutlar1 birka¢ metre
uzunluga kadar biiylime gosterebilmektedir. Habitatlar1 kurak ¢dllerden nemli yagmur
ormanlarina kadar goriilebilmektedir (Nash, 2008).



Sekil 2.4. Evernia prunastri’ye ait mikroskop goriintisii kesiti: Thallusun iki farkl
bolimden olustugu gozlemlenmektedir. (Yesil renk iist korteks, beyaz renk alt korteks)
(Menekseoglu, 2021)

2.4 Likenlerde Ureme

Likenlerde lireme, liken bilesenin bir Ascomycetes (Askili mantar) ve en az bir tiir alg ya
da siyanobakteri tiirlinli igermesinden dolayr iremeleri diger tek tip
mikroorganizmalardan ya da bitkilerden farkli olarak goriilmektedir. Likenlerde tireme
eseyli olarak ve eseysiz olarak iki farkli bigimde ger¢eklesmektedir.

Likenlerin biiyiik bir kismi eseysiz olarak ¢cogalmaktadir. Liken tallusunu olusturan ve
“sored” adi1 verilen bolgede mantar hiflerine sarili siyonobakteri veya algler kiigiik
parcalar halinde tallusun tist korteksinden riizgarlar veya baska dig etmenler yardimiyla
taginarak, yeni likenleri meydana getirir.



Sekil 2.5 Evernia prunastri tallusu (yesil) tizerinde sored bolgesi (beyaz) (Eubel, 2007).

Eseyli iireme de ise sadece liken tallusun igerisindeki mikobiyont bdlgede
gerceklesmektedir, algler bu yapinin icerisinde vejetatif olarak ¢ogalmaktadir. Likenlerde
eseyli lireme daha yakindan incelendiginde likeni olusturan mikobiyont kisimdaki mantar
tiriine gore degisiklik gosterdigi gézlemlenmektedir. Bu mantarlar eseyli ¢ogalmalari
bakimdan su sekilde isimlendirilmektedir; Ascomycetes mantarlarinda askosporlar,
Bacidomycetes mantarinda Basidosporlar, Pyhcomcetes mantarlarinda ise oosporlar ve
zigosporlar olarak gerceklesmektedir. (Bowler ve Rundel, 1975)

Ascomycetes mantarlarindaki eseyli tireme yapisi askosporlar incelendiginde mantarlar
askus denilen mantar hifleri lizerinde ¢ikint1 keseleri olusturmaktadir. Bu hif iizerindeki
keseler fruktifikasyon (lireme) organlari olarak isimlendirilmektedir.

Likenlerin mikobiyont bolgesini olusturan mantarlar fruktifikasyon organlarinin
morfolojik durumuna gore farkli isimlerde adlandirilmaktadir. Pyremimycetales
takiminda fruktifikasyon organlari kapali dar agizli bir sekilde ise “peritesyum”,
Discomycetales takiminda ise agz1 agik, konkav sekilde ise “apotesyum” olusturmaktadir.
(Karamanoglu 1971)

Fruktifikasyon organlarinin sporlarinin bulundugu bdlge olan himeniyum tabakasi
icerisinde cinsel sporlar1 tasiyan “askus” hiicreleri bulunmaktadir. Askuslar icerisindeki
ayni1 ya da farkli hiflerdeki erkek ve disi iireme hiicreleri olan “Askoginium” ve
“antreidium” un birbirleri ile birlesmesi ile tireme gergeklesmektedir. (Stephen S, 2014)



Sekil 2.6 Usnea spp. tiiriine ait fruktifikasyon organlari: Spor keseleri agilmis apotesyum,
tallusun st korteksi tizerinde goriilmektedir (Menekseoglu, 2021)

2.5 Liken Metabolitleri

Likenler, mikroorganizmalar arasinda simbiyotik tiir olmalarindan dolay1 olduk¢a zengin
hiicre metabolitleri igermektedirler. Ayn1 zamanda likenlenlere 6zgii liken asitleri de
icermelerinden dolayi, liken metabolitlerini aragtirmacilar tarafindan degerli kilmaktadir.
Likenler igerdikleri metabolitler bakimindan birincil metabolitler (hiicre i¢i) ve ikincil
metabolitler (hiicre dis1) olarak iki ana bilesik grubuna ayrilmaktadir.

Likenlerin igerdigi baslica birincil metabolitler hiicre duvarlarina bulunan proteinler,
aminoasitler, polioller, karatenoidler, polisakkaritler ve vitaminlerdir. Bu metabolitler
genellikle sulu ortamda coziinerek ekstrakte edilebilmektedir (Fahselt, 1994). Liken
metabolitlerinin bir kismi mikobiyont florada diger bir kismi ise fotobiyont florada
sentezlenmektedir. Liken tallusu kompleks bir yapida olmasindan dolayr hangi
biyomolekiiliin nereden sentezlendigi tam olarak belirlemek kolay olmamaktadir.
Likenlerin sahip oldugu birincil metabolitler likene 6zgii metabolitler degillerdir. Bircok
yiiksek yapili bitkilerde, serbest yagsayan mantarlarda, bakterilerde ve alglerde likenlerde
bulunan birincil metabolitler ortak olarak rastlanmaktadir (Kolukisa, 2019).

Likenlerde iiretilen metabolitlerin cogu genel olarak birincil metabolitler yerine ikincil
metabolitlerdir. Genellikle ikincil metabolitler incelendiginde liken tallusunun mantar
ortaginin hiflerinde bulunan fungal ikincil metabolitleri olmaktadir. Bu iiriinler sulu
ortamda ¢oziinmeyip sadece organik ¢oziiciiler ile ekstrakte edilebilmektedir (Backorova
ve ark., 2012). Liken ikincil metabolitleri bir kez sentezlendikten sonra son derece kararl
bir kristal yap1 olusturmaktadir. Bu sayede sentezlenen ikincil metabolitler kolay bir
sekilde yapis1 bozulmamaktadir (Rundel, 1978).
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Liken ikincil metabolitleri histolojik olarak liken tallusunun “medulla” ya da korteks
bolgesinde goriilmektedir. En yaygin kortikal bilesikler usnik asit ve atronorindir.

Atronorin haricinde bulunan biitiin sekonder metabolitler pigmentli yapidadir (Marques,
2013).

Likenlerde ikincil metabolitlerin tiretilmesi 15181n siddeti, UV gelme acis1, yiikseklik,
sicaklik dalgalanmalar1 ve mevsimsellik gibi dis faktorlerden etkilenmektedir. Bu gibi
etmenlerden dolay1 ayni tiir liken 6rneginin icerdigi metabolit miktar1 onemli Ol¢iide
degisiklik gosterebilmektedir. Ayn1 zamanda likenin yasi, tallusun konumu ve substrat
zenginligi gibi faktorlerde liken metabolitlerini liretilmesini etkileyen faktorlerdendir.

Likenlerin ikincil metabolitleri, g¢esitli biyosentetik yollar ile iiretilir; polimanolaat,
sikimik asit ve mevalonik asit yolaklar1 sayesinde biyosentezi saglanmaktadir. Liken
bilesiklerin ¢ogu fenolik gruplara aittir. Depsidler, depsidon, dibenzofuran, ksantonlar ve
naftokinonlar gibi aromatik bilesikler karbonil grubu ya da metilen grubu i¢eren poliketid
yolu ile tiretilmektedir. Diger yollardan tiretilen bilesikler ise esterler, terpenler, steroidler
ve terfenikkinonlar olmaktadir. Bu bilesiklerin tiretimi fungal partnerin simbiyotik
birlikteliginin basarili bir olusumundan kaynaklanmaktadir. (Fahselt, 1994b; Cohen ve
Towers, 1995; Elix, 1996; Muller, 2001; Brunauer ve Stocker,2005; ve Shukla 2010).

Likenlerde bulunan sekonder metabolitleri incelendiginde aromatik ve alifatik yapida
1050°den fazla bilesik tespit edilmistir. Bu bilesiklerin kesfi ile arastirmacilar liken
metabolitlerini ekstrakte ederek cesitli biyolojik aktivite calismalarinda bulunmuslardir.
Yapilan arastirmalar sonucu liken ikincil metabolitlerinin atioksidan, antimikrobiyal,
antiviral, antitlimoral, anti-allerjen, biliylime inhibitorii vb. aktivitelere sahip oldugu
gdzlemlenmistir. Ayrica pigment {iretimi ve pestisit yapimi gibi endiistriyel liretimler i¢in
de yine liken metabolitlerinden yararlanilmaktadir (Acikgoz, 2017).
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2.6) Likenlerin Kullanim Alanlan

Likenler, yiliz yillardan beri biyolojik aktivitelerinden dolayi, ¢esitli medeniyetler
tarafindan ¢ogunlukla ilkel tip olmak {izere yaygin olarak kullanilmigtir (Dayan, 2001).
Tedavi amaglh kullanilmasinin yani sira antik misirda liken ekstraktlar1 boya yapiminda
ve parfiimeride kullanildigina dair bulgular da mevcuttur. Roccella sp. Parmelia
ochroleciha mor bir pigmente sahip olmasindan dolay1 eski ¢aglarda boya olarak
kullanilmaktaydi. 18 yy. da ise sanayilesmenin baglamasi ile tekstil triinlerinin
boyanmasinda Evernia sp. tiirleri yine boyar madde olarak kullanilmistir. Liken
pigmentlerinin kullanimi sadece tekstil endiistrisinde kisith olmayip laboratuvarlarda
kullanilan bir pH indikatdrii olan turnusol kagidinin yapiminda siklikla kullanildig:
bilinmektedir (Trease ve Evans, 1978).

Eski caglarda ve giiniimiizde ilkel kalmis kabileler arasinda Yeni Zelanda maroileri
ozellikle sarkik yapida olan Usnea tiirlerini kullanarak yaralari iyilestirmede ve hijyen
amaciyla ped ve bez yapiminda likenlerden yararlanmistir. Ayni1 zamanda bu likenler
Avrupa, Asya ve Afrika’da ates diisiiriicli ve agr1 kesici olarak kullanildigi bilinmektedir.
Oksiiriik, dispepsi, diyabet, kan ve kalp hastaliklari, kanamalar, akciger tiiberkiilozu,
bronsit ve diger bir¢ok hastaligin tedavisinde yine likenlerden yararlanildigi
bilinmektedir (Mitrovic ve ark., 2011).

2.7 Likenlerin Antioksidan Aktivitesi

Gidalarda antioksidan bilesikler, sagligi koruma faktorii olarak Onemli bir rol
oynamaktadir. Tipik bir besindeki antioksidan bilesiklerinin ¢ogunlugu bitkisel
kaynaklardan elde edilir ve ¢ok ¢esitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip bilesik
siiflarina aittir. Dogal olarak elde edilen antioksidan kaynaklar1 baglica kepekli tahillar,
meyveler ve sebzelerdir. Igerdikleri E vitamini, C vitamini, karotenler ve fenolik
bilesikler cesitli hastaliklara yakalanma riskinde azaltma potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir. Yine bilimsel kanitlar antioksidanlarin kanser ve kalp hastaliklar1 dahi
bir¢ok kronik hastaliklarin riskini azalttig1 bilinmektedir. Antioksidanlar, hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) ve okisdatif stresin neden oldugu hastalik etmen faktorlerinin
azaltilmasinda 6nemli bilesiklerdir. Ozellikle serbest radikallerin ve katalitik metallerin
selatlanmasint saglayarak bu radikallerin olas1 negatif etkilerini en aza indirdigi
bilinmektedir (Miller, 2000).

Likenlerin tedavi edici 6zelliklerinin bilinmesinden dolay1 arastirmacilar uzun yillardan
beri likenlerin antioksidan aktiviteleri ile ilgili arastirmalara yonelmistir. Literatiir
incelendiginde likenlerin antioksidan 6zellikleri ile ilgili cok sayida rapor mevcuttur.

Behera ve ark., (2008) liken tallusunu olusturan mikobiyont floray1 in vitro ortamda
kiiltiirleyerek U.ghattensis, H.podocarpa, A. awasthi ve P.tinctorum tiirii likenlerden
elde edilen mantarlarin antioksidan 6zelliklerini incelemistir. Bu likenler arasinda A.
Awasthi ve U. Ghattensiin 6zleri H. Podocarpaya kiyasla daha fazla antioksidan aktivite
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gosterdigi  bildirilmistir.  Calismanin  sonucuna gore igerdikleri antioksidan
ozelliklerinden dolay1 oksidatif strese karsi yenilenebilir bir kaynak olarak likenlerin
kullanilabilecegi 6neri stiriilmektedir.

Susithra ve ark., (2011) yaptig1 caligmada Usnea spp. Tiirlerinin in vitro antioksidan
potansiyelini degerlendirmistir. Antioksidan analiz yontemleri DPPH radikal siipiirme
aktivitesi, hidroksil radikal siipiirme aktivitesi, nitrik oksit radikal temizleme aktivitesi ve
hidrojen peroksit analizleri yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore farkli organik
coziciiler ve farkli fraksiyon sonuglar1 degerlendirilerek Su-I"in Su-1l bilesigine kiyasla
daha etkili bir bilesik oldugu raporlanmustir.

Luo ve ark., (2010) tiiketilebilir bir liken tiirii olan Ramalina conduplicans’in antioksidan
aktivitesi incelemislerdir. Liken ekstraktlarinin radikal indirgenme giicii ve radikal
stiplirme aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica TLC ve HPLC gibi
kromatografik yontemler araciligi ile antioksidan bilesik igerikleri analiz edilerek radikal
stipiirme aktivitesinde rol alan metabolitlerin sekikaik ve homosekikaik asit oldugu tespit
edilmistir.

Kosanic ve ark., (2012) yilindaki arastirmasinda Umbilicaria tiirlerinden; U.cylindrica,
U. Crustulosa ve U. Polyphylla likenleri kullanilarak in vitro antioksidan, antimikrobiyal
ve antikanser aktiviteleri arastirilmistir. Bu tiirler arasinda U. Polyphylla en yiiksek
serbest radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu gozlemlenmistir. (1 mg/ml
konsantrasyonda %72 inhibisyon). Radikal siipiirme ve DPPH radikali indirgenme
aktivitesinin yiiksek olmasi icerdigi gii¢lii flavonoidlere sahip olmasindan dolay:
antioksidan kapasiteye etki ettigi diisiiniilmektedir.

Ganesan ve ark., (2015) antioksidan ve antibakteriyel ¢alismasinda Hindistan Tamil Nadu
bolgesinden toplanan P. Austrosinensis, P.hababianum ve P.tinctorum likenleri DPPH
ve Ferric indirgenme aktiviteleri incelenmistir. P.tinctorumat  aseton o0ziitii,
P.hababianum ve P.asutrosinensinin benzen oziitii yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Ayrica ¢alismaya ek olarak Salmonella typhimurium iizerinde agar disk
difiizyon yontemi ile test edilen 6ziitler en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi P.tinctorum
13.77 mm olarak belirlenmistir.

2.8) Antibiyotiklerin Kesfi ve Potansiyel Durumu

1940’ yillarinda antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasindan once bakteriyel kaynakli
enfeksiyonlarin ¢esidi, gliniimiize gére daha azdi. Ancak burada dikkat edilmesi gereken
nokta enfeksiyonlarin o yillarda insanlar iizerinde 6ldiiriicii etki gdstermesiydi. Ozellikle
Il. Diinya savasinda salgin hastaliklarin basinda olan frengi, zatiirre, menenjit gibi
enfeksiyonlar o donemlerde Oliimciil olmaktaydi. Alexander Fleming’in bu salgin
hastaliklarinin 6niine gegebilmesi ve can kaybinin en aza indirebilmesi i¢in 1928 yilinda
kesfetmis oldugu, mucizevi bir ila¢ olarak kabul edilen penisilinin antibiyotik olarak
kullanim1 1940’11 yillarin baglarina dayanmaktadir. O yillarda siire gelen 2.diinya
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savasinda penisilinin aylik iiretimi 650 milyon birimi ge¢mis ve 6liim oranlarini biiyiik
oranda diismesi saglanmistir bu sayede “100 yilin icadi” olarak kabul edilmektedir
(Derderian, 2007)

1950’1 yillara gelindikg¢e antibiyotiklerin enfeksiyonlarla miicadele amaciyla bilingsizce
kullanim1 oldukg¢a yayginlasmistir. Bu durumun sonucu olarak bakteriyel kaynakli
enfeksiyonlarda mevcut antibiyotiklerin Oldiirtici etkileri kaybolarak enfeksiyonlar
antibiyotige direngli hale gelmistir. ilag firmalar1 bu durumu &nleyebilmek ve piyasadaki
uistiinliiklerini koruyabilmek amaciyla sentetik antibiyotik iiretimlerini arttirmis, giini
kurtarma arayisina koyulmuslardir. Bu durumun sonuglar1 da yine bakteriyel direng
gbzlemlenerek enfeksiyonlar1 6nlemede antibiyotikler yetersiz kalmistir. Giiniimiizde
1940 ile 1960’1 yillarda iretilen ¢ogu antibiyotiklerin ilkel formlari Klinik olarak
kullanilamamaktadir ¢linkii ¢ogu mikroorganizmalarin antibiyotik direngleri o yillarda
tiretilen ilaglara karsi olduk¢a dayaniklidir (Hede, 2014).

Bakteriler, tehdit ortami algiladiklarinda hiicre i¢i madde erisimini kapatabilir,
antimikrobiyal ajanlara karsi direng mekanizmasi gelistirebilir, antimikrobiyal maddeleri
hiicre duvarlarindan hiicre pompalar1 ile disar1 atabilir ya da enzimatik par¢alanma
yollartyla antibiyotik etki gosteren ajani etkisizlestirebilir. Basarili bir direng
mekanizmasi olusturmak amaciyla bakteriler bu yollarin bir ya da birka¢in1 modifiye
ederek kalitimsal olarak da aktarabilecegi, gii¢lii bir savunma stratejisi ortaya
koymaktadir (Sheldon, 2005). Bakterilerin antibiyotik direng mekanizmalar
incelendiginde tanimlanan ilk antibiyotik diren¢ mekanizmas1 “penisilinaz” olmaktadir
(Abraham ve Chain, 1940).

Ozellikle insan ve hayvanlarda goriilen antibiyotik direngleri, basta gelismis iilkeler
olmak {izere antibiyotik kullanimini kiiresel bir tehdit haline getirmistir. Baz1 Avrupa
iilkelerinde giinliik 1 tona yakin antibiyotik tliketimi, gelecekte Oonlenmesi miimkiin
olmayan bakteriyel salginlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamasi kaginilmazdir. Bu
senaryo 1s181inda, ilag firmalar1 ve arastirmacilar antibiyotik tiiketiminde bazi kisitlamalar
getirerek sentetik olarak antibiyotik liretiminden yavas yavas uzaklagma egilimine
girmektedir. Likenlerde aralarinda olmak {izere bilim diinyas1 sentetik antibiyotiklere
nazaran dogal kaynaklar kullanilarak yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasi 6nem
kazanmistir (Kosanic ve Rankovic 2019).

2.9 Antibiyotiklerin Cahisma Mekanizmasi

Bir Onceki boliimde belirtildigi lizere antibiyotikler, insanhigin yasamina girerek
giiniimiizde salgin halde bulunmayan ya da oldiiriicii nitelikle olmayan hastaliklarin
onlenmesinde biiyiik rol almaktadir. Nitekim bu duruma ek olarak antibiyotikler zamanla
etkili olan bakteri gruplarina artik etki gosterememektedir. Bu durumu daha 1yi
anlayabilmek i¢in antibiyotiklerin bakteriler iizerinde calisma ve etki mekanizmalar1
bilinmesi gerekmektedir.
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Bakteri hiicresinin basit olarak anatomisi incelendiginde, gram pozitif bakteriler hiicre
duvari ad1 verilen sert bir kabukla g¢evrili sitoplazmik bir membrandan olugsmaktadir. Bu
durumun aksine gram negatif bakteriler ise “outer membrane” (OM) ad1 verilen ikincil
bir lipit zar1 ile ¢evrili hiicre duvarindan meydana gelmektedir. OM, bu 6zelligi sayesinde
gram negatif bakterilere ek bir koruyucu kalkan 6zelligi gostererek bakteri hiicresine
bircok maddenin girmesini engellemektedir (Hauser, 2015). Ancak bakteri hiicresinin
difiizyonla yasamini siirdiirebilmesi i¢in hiicre duvari iizerinde “porin” adi verilen
kanallar bulunmaktadir. Bu kanallar sayesinde antibiyotiklerde bu zayif gecidi kullanarak
hiicreyi etkisiz hale getirebilmektedir.

Bakterilerin bu iki farkli Ozelligi gbéz Oniine alinarak antibiyotiklerin c¢aligma
mekanizmalart etki ettikleri bolgeye ya da yapiya gore ayrilmaktadir. Baglica
antibiyotiklerin etki mekanizmasi su sekildedir:

1. Hiicre duvarn sentezine etki eden antibiyotikler
2. Niikleik asit sentezine etki eden antibiyotikler
3. Protein sentezine etkiden antibiyotikler

2.9.1 Hiicre duvarini hedef alan antibiyotikler

Hiicre duvarina sahip bakteriler, uzun seker polimerlerinden olusan bir peptidoglikandan
meydana gelen hiicre duvarina sahiptir. Peptidoglikan yapi transglikosidazlarin ve peptit
zincirlerinin glikan ipliklerine capraz baglanmasi ile meydana gelmektedir. Peptit
zincirlerinin D-alanin-alanin kismi, penisilin baglayici proteinler (PBP)’ler varliginda
glisin kalintilar1 ile ¢apraz olarak baglanmaktadir (Kahne, 2005). Bu ¢apraz baglanma
bakteri hiicre duvarini giiglendirmektedir PBP’ler biri sitoplazmik membrana gomiilii
diger bir bolgesi ise periplazmik araliga uzanan iki farkli bolimden olusmaktadir.
Periplazmik bolgede enzimin aktif bolgesi yer almaktadir. Penisilin ve diger B-laktamlar
bu enzimlerin substrat olarak analogu olmaktadir. Bu nedenle enzimlere penisilin
baglayan proteinler ad1 verilmistir. (Reynolds, 1989).

Beta-laktam antibiyotikler

B3-laktam ajanlarinin ilk hedefleri Penisilin baglayan proteinler (PBP)’ler olmaktadir. B-
laktam halkas1 normalde PBP ile baglanan peptit zincirinin D-alanin bdliimiiniin
antogonisti oldugu varsayilmistir. PBP-laktam halkas1 ile etkilesime girerek yeni bir
peptidoglikan tabakasini sentezlemesini engellemektedir. Bu durumun sonucu olarak
peptidoglikan yap1 bozulur ve bakteri hiicresinin pargalanmasi saglanir (Dzidic ve ark.,
2008).
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Tablo 2.9.1 Baz1 Oral B-laktam antibiyotikler (Holten ve Onusko 2000)

Simf Ila¢ Antimikrobiyal Spektrum

Dogal Penisilin Penisilin V Streptococcus tiirleri ve agiz bolgesinde
yagayan anaeroblar

Cloxacilin (Tegopen)
Penisilinaza direngli Metisiline hassas Staphylococcus

penisilin Dicloxacilin aureus ve Streptococcus tiirleri
(Dynapen)

Nafcilin (unipen)

Oxacilin (Prostaphlin)

Aminopenisilin Amoksisilin Penisilin V’in kapsadig1 bakterilere ek
__ olarak Listeria monocytogenes,
Ampisilin Enterococcus tiirleri, Proteus mirabilis
— ve Escherechia coli nin bazi tiirleri
Bacampisilin
B-laktam-B-laktamaz Amoksisilin Aminopenisilinin kapsadig1 bakterilere
inhibitdr kombinasyonu klavulanat ek olarak (-laktamaz iireten metisiline
(augmentin) duyarli S.aureus, Haemphlilus
influenzae ve Morexella
Antipseudomonal Karbenisilin Pseudomonas ve Klebsiella tiirlerine
penisilin (Geosilin) kars1 sinirli etkinlik
Sefadroksil (Duricef)
I. Jenerasyon Sefaleksin (Keflex) Metisiline duyarlt
sefalosporin Sefaridin (Velosef) S.aureus,E.coli,P.mirablis ve Klebsiella
tiirleri
Sefaklor (Ceclor) I.jenerasyona kiyasla B-laktamaz iireten
mikroorganizmalarin daha gelismis
kapsami
Sefprozil (Cefzil) Metisiline hassas S.aureus, H.
I1.Jenereasyon Influenzae
sefalosporin
Sefuroksim (ceftin) M. catarhalis, E. Coli, P.mirabilis ve

Klebsiella tiirleri

Karbapenem Lorakarbef (Lorabid) I1.jenerasyon sefalosporin bakterilerin
tamami

I11.jenerasyon sefalosporin bakterilerin
I11.jenerasyon Sefdinir (omnicef) tamamina ek olarak genisletismis gram-
sefalosporinler negatif bakteri etkinligi, Proteus
vulgaris ve Providencia tiirleri
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Glikopeptidler

Yalnizca gram pozitif bakterilere karsit etki gostermektedir. Glikopeptidler Oncii
peptidoglikan alt birimin peptid yanzinciri olan D-alanin D-alanin bdlgesine
baglanmaktadir. Biiyiik bir ila¢ molekiilii olan vankomisin, bu D-alanin alt birimine PBP
baglanmasini 6nleyerek hiicre duvarini inhibe etmektedir (Grundmann ve ark., 2006).

2.9.2 Protein sentezinin inhibe edilmesi

Bakterilerde santral dogma, ilk olarak bakteriyel DNA’daki bilgiler, mesajct RNA (m-
RNA) olarak adlandirilan transkripsiyon islemini sentezlemek i¢in kullanilmaktadir.
Daha sonra ribozom adi verilen makromolekiiler yapida translasyon olarak bilinen bir
islem gercekleserek m-RNA da bulunan proteinler sentezlenir. Protein biyosentezi
ribozomlar ve sitoplazma tarafindan katalizlenmektedir. Bakteriyel 70s ribozom, iki
riboniikleotik alt birim olan 30s ve 50s alt birimlerinden olusmaktadir. Antimikrobiyaller
bakteri ribozomunun 30s veya 50s alt birimlerini hedef alarak protein sentezini inhibe
etmektedir.

30 s ribozomal alt birimin inhibe edilmesi

Aminoglikozitler

Aminoglikozitler (AG) negatif yiklii dis membran (OM) baglanan ve porin iizerinde
genis gozeneklerin olugsmasina yol agarak antibiyotiklerin hiicre icerisine niifuz etmesine
izin veren pozitif yiiklii molekiillerdir. Antibiyotiklerin bu yolda ana etki hedefi
ribozomdur. Antibakteriyellerin ribozomlara baglanabilme olayr enerjiye bagimli aktif
tasima mekanizmasi ile gerceklesmektedir. Bu durum da oksijen ve aktif bir proton
tastyicina bagimli olmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 AG, aerobik kosullarda calisarak
anaerobik bakterilere kars1 zayif bir aktiviteye sahiptir. Aminoglikozitler hiicre duvarini
sentezini etki eden B-laktam ve glikopeptitler gibi antibiyotik tiirevleri ile ortak calismada
bulunur. AG’ler hiicre igerisindeki 30s alt birimin 16s r-RNA’s1 ile etkileserek yanlig
okuma ve mRNA cevirisine neden olarak proteinin {i¢ boyutlu yapisinin olugmasini
erkenden sonlandirmaktadir (Vannuffel ve ark., 2002; Johnston ve ark., 2002).

Tetrasiklinler

Aminoglikozit yapidaki antibiyotikler, sindirim yolu ile emilemeyip sadece kas igerisine
intravaskiiler yoldan etki gostermektedir. Tetrasiklin, kloratetrasiklin, doksisilin veya
minosiklin gibi tetrasiklin tiirevleri t-RNA’nin A bolgesini baglanmasini inhibe ederek
korunmus bolge sekanslarini etki etmektedir (Wise, 1999).
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50s Ribozomal alt birimin inhibe edilmesi

Kloroamfenikol

Ribozomun 50s alt biriminin 23s r-RNA’siin peptidil transferaz boslugunda korunmus
dizilerle etkilesime girer. Dolayisiyla t-RNA’nin ribozomun A bdlgesi ile baglanmasini
engelleyerek protein sentezini inhibe eder.

Makrolitler

Makrolitler, linkozamidler ve streptograminler ile benzer etki gostermektedir. Etki
mekanizmasi 50 s ribozomal alt birimin 23 r-RNAsmin korunmus bolgeleridir. Burada
kloroamfenikolden farkli olarak protein sentezinin erken asamasinda etki gostermektedir.
Peptidil transferanz merkezinde peptid zincirlerinin ayrilmasina neden olmaktadir.

Okzalidinonlar

Linezolid, Okzalidinonlar igerisinde klinik olarak onay alan ilk antibakteriyel ve
tamamen sentetik bir antimikrobiyal ajandir. Okzalidinon birka¢ asamali olarak protein
sentezini inhibe etmektedir bunlar; ilk olarak 23S r-RNA ya baglanarak protein sentezinin
inhibisyonu ikincil olarak 70s alt birimin inhibisyonunu bastirarak t-RNA ile etkilesime
girmektedir (Kapoor ve ark., 2017) .
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Sekil 2.9.2 Protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerin etki mekanizmasi illiistrasyonu
(Anonim, 2016)

2.9.3 DNA replikasyonun inhibisyonu

Kinolonlar

Florokinolonlar (FK) yaygin olarak kullanilan antibakteriyel ilaclardir. Kinolon tiirevi
ilaglar yapisinda flor ihtiva etmesinden dolay1 florokinolon tiirevleri de bulunmaktadir.
Tiim florokinolonlar bakteri DNA sina etki ederek bakteriyi 6ldiiriicii etki gostermektedir.
Calisma mekanizmast DNA jiraz (tip II topoizomeraz) hedef alarak yiiksek afinite ile
baglanmaktadir. FK’lar tip II topoizomerazlarin a- alt birimine miidahale ederek DNA
ipliklerini keserek tekrar miihiirliime islevlerini getirir. Sonug olarak hatali paketlenmis
DNA- enzim kompleksi replikasyon catalinin ilerlemesini inhibe eder, boylece bakteriyel
DNA sentezi engellenir. Bu duruma ek olarak hatalt olan DNA durdurulur ve hiicre
nekrozuyla sonuglanir (Blondeu, 2004).
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Folik asit mekanizmasi inhibitOrleri

Stilfonamidler ve trimetoprim

Bu ilaglarin her biri, folik asit metabolizmasindaki farkli asamalar1 engellemektedir.
Stilfonamidler, enzim i¢in dogal substrat olan p-amino benzoik asitten daha yiiksek ilgi
ile rekabetci bir sekilde dihidropteroat sentazi inhibe etmektedir. Trimetoprim gibi ajanlar
folik asit sentezinin bir sonraki asamasina etki eder ve Dihidrofolat rediiktaz enzimini
inhibe etmektedir (Yoneyama, 2006).

2.10 Antibiyotik Test Yontemleri

Antibiyotik test yontemleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin ve halk sagligi
merkezlerinin vazgecilmez arastirma yontemleridir. Antibiyotikler, genel olarak
bakterilere genis spektrumda tasarlansa da giiniimiizde bakteriyel dirence sahip bakteri
suslarinin artmasindan dolayi artik her bakteriye ayni tiir antibiyotik etki edememektedir.
Klinik laboratuvarda teshis konulduktan sonra antibiyotik tedavisine baslamadan 6nce
izole edilen bakteriler in vitro ortamda yetistirilerek antibiyotiklere duyarlilik testleri
yapilmaktadir. Bu sayede o bakteri susuna etkili antibiyotikler tespit edilerek en dogru
antibiyotik tedavisinin uygulanmasinda yardimeci olmaktadir.

Ayrica antibiyotik test yontemleri hangi mikroorganizmaya in vitro ortamda hangi
antibiyotigin etkili oldugunun belirlenmesinin yaninda, uygulanacak ilag dozunun
bakteriler tizerinde minimum durdurucu etkisinin 6l¢iilmesinde de olduk¢a 6nemlidir. Bu
sayede verilecek doz miktarinin minimal konsantrasyondaki etkisi in vitro ortamda
tahmin edilerek ileri antibiyotik arastirmalarina da 151k tutmaktadir.

2.10.1 Broth makro diliisyon testi

En eski antimikrobiyal test yontemlerinden biri olan makro siv1 tiip diliisyon yontemi,
test tiiplerine eklenen sivi bir besiyerinde antibiyotiklerin ikiger kat seyreltilerek
eklenmesi amacina dayanmaktadir (Ericsson ve ark., 1971). Prosediir, esit hacimde s1v1
besiyerinin deney tiiplerine ilk asamada enjekte edilmektedir. Antibiyotik test edilecek
maddenin siv1 ¢ozeltisi hazirlanarak, ilk tlipten baslayacak sekilde son tiipe kadar seri
diliisyonlarla aktarilmasi saglanir bu sayede antibiyotik madde konsantrasyonu ikiser kat
olacak sekilde seyrelmektedir (6rn. 16,8,4,2,1 mg/ml). En son asama olarak biitiin
tiiplerin lizerlerine standart hale getirilmis bakteri siispansiyonundan standart hacimde
esdeger olarak asilamasi yapilir ve bir gece boyunca 35 °C’de inkiibasyonu saglanir
(Jorgensen ve Turnidge, 2007). inkiibasyon sonrast tiipler goz ile incelenerek bulaniklik
incelemesi yapilir. Bulanikligin olugmaya basladig1 en diisiik konsantrasyon belirlenerek,
bir 6nceki konsantrasyon biiyiimeyi engelleyen antibiyotik konsantrasyonu, yani minimal
inhibitér konsantrasyonu (MIK) degeri olarak belirlenir. Bu yontemin kesinligi
antibiyotiklerin seri diiliisyonlarmin manuel olarak hazirlanmasina bagli olarak + veya —
iki kat konsantrasyon hatasi olarak kabul edilir. Teknigin avantaji kantitatif bir sonucun
elde edilmesidir. Makrodiliisyon yonteminin temel dezavantaji, her test i¢in antibiyotik
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soliisyonlariin hazirlanmasinin zahmetli ve is giici gerektirmesidir. Ayrica manuel
calismada hata olasilig1 daha yiiksektir (Balows, 1972).

2.10.2 Broth mikrodiliisyon testi

Makro diliisyon testinin minyatiirize edilmis ve otomasyona uygun hale getirilmis
yontemidir. Mikro diliisyon, kiicliik tek kullanimlik mikrokuyucuklar kullanilarak
yapilmaktadir. Standart mikro diliisyon tepsileri her biri 0.1 ml’lik hacim igeren 96 adet
kuyucuktan olusmaktadir. Her bir tepside iki kat diliisyon araligina sahip 8 farkli diliisyon
aralig1 ve 12 farkli antibiyotigin test edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Testin en biiyiik
avantaji otomasyona uygun olarak 6nceden sivi besiyeri ile doldurulmus hazir
mikrokuyucuklarin ticari olarak satilmasidir. Burada yapilmasi gereken sadece test
edilecek antibiyotigin seyreltilmesi ve test edilecek mikroorganizmanin Standart asi
kiiltiiriinden inokiilasyonudur. Makrodiliisyon yoOntemine gore mikroorganizmalarin
gelisimi kiigiik hacimlerinden dolay1 gozle net olarak ayirt edilemeyebilir. Bu yiizden test
otomasyona dayali bir spektrofotomometrik okuma yapilarak mikrobiyal {ireme
gozlemlenir. Makro diliisyon yontemine gore test nispeten biraz pahali olmakla beraber,
getirdigi avantaj olan is giiciiniin azaltilmasi ve otomasyona uygun olmasi sebebiyle
klinik olarak tercih edilmesini 6n plana ¢ikarmaktadir (Tenover, 2009; Balouri ve ark.,

2016).

2.10.3 Antimikrobiyal gradyan yontemi

Antimikrobiyal gradyan diflizyon yontemi, mikrobiyal duyarlilig1 belirlemek icin bir kati
agar ortaminda, antimikrobiyalin konsantrasyon gradyaninin olusturulmasi ilkesine
dayanmaktadir. E-test (bioMerieux ABBIODISK) prosediirii olarak da bilinen bu
yontem, antibiyotigin azalan konsantrasyonlarmi igeren serit “strip” test kagitlarinin
mikroorganizma emdirilmis agar plaka iizerine yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir.
Inkiibasyon sonrasi inhibisyon incelendiginde elips bir sekilde inhibisyon gap1 olustugu
gozlemlenir. Seridin azalan konsantrasyonlarina paralel olarak azalan inhibisyon ¢api,
antibiyotik konsantrasyonun agar plaka tizerine difiizyonu bu sayede belirlenebilmektedir
(Reller ve ark., 2009).

Antimikrobiyal gradyan yonteminde, E-test seritleri diger agar difiizyon yontemlerine
nazaran biraz pahali olmaktadir. Bu yontem baz1 antibiyotiklerin 6zel inkiibasyon ortami
gerektiren ve iiremesi gii¢ olan mikroorganizmalarin test edilmesinde en uygun olani
oldugu i¢in tercih edilmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta E-test yontemi ile
broth diliisyon yonteminin benzerlik gostermesidir. Aradaki fark E-testin kat1 agar plaka
izerinde antibiyotik maddenin azalan konsantrasyonlarinin test edilmesi iken, s1v1 broth
yonteminde sivi  besiyerinde seri diliisyon ile antibiyotik maddenin azalan
konsantrasyonlarinin  test edilmesidir. Minimal inhibisyon konsantrasyonunun
yorumlama Kkriterleri asla standart olmayip birbirleri ile karistirilmamalidir. Cilinki
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antibiyotik etken maddenin difiizyonu biri kati ortamda digeri ise sivi ortamda
gerceklesmektedir (Prakash ve ark., 2008).

2.10.4 Agar disk difiizyon metodu

1940 yilinda gelistirilen agar disk diflizyon testi, bircok klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda rutin olarak kullanilan antimikrobiyal duyarhilik testidir. Giliniimiizde
laboratuvar strandartlar1 enstitiisii (CLSI) tarafindan bakteriler ve mayalar iizerinde
standart test yontemi olarak kabul edilmistir. Zor {ireyen bakterilerin hepsi dogru bir
sekilde test edilemese de bu yontemle: Streptococci, Haemophlius influenzae,
Haemophlilus parainfluenzae, Neisseriagonorrohoeae ve Neisseriameningitidis gibi bazi
gii¢ lireyen bakterileri test etmek i¢in, spesifik kiiltiir ortami, ¢esitli inkiibasyon kosullart
ve inkiibasyon bdlgelerini yorumlamada standardizasyon kriterlerini belirlemede
yararlanilmaktadir.

Bu test yonteminde, agar plakalar iizerine mikroorganizmalarin standartlagtirilmis
kiiltiirlintin  asilamas1  gerceklestirilir. Ekim yapilan mikroorganizmalar {izerine
standardize edilmis (yaklasik 6 mm) ¢apindaki kagit antibiyotik diskler yerlestirilir. Petri
kaplar1 uygun olan inkiibasyon kosullarinda kontamine olmayacak sekilde inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siiresi sonrasi agar iizerine yerlestirilen antibiyotik disklerinin agar
plaka icerisine niifus etmektedir. Bu siire sonunda niifus eden antibiyotik bolgeleri bir ¢cap
olusturarak mikroorganizmalarin biiylimesini engeller. Bu sayede biiylime inhibisyon
capt adi verilen bu bolgeler Olciilerek antibiyotigin mikroorganizmaya etkisi
belirlenebilmektedir.

Antibiyogram testi, bakteriler iizerinde kalitatif sonuglar saglamaktadir. Bakterilerin
antibiyotik maddeye duyarli, orta duyarli veya direngli oldugu gdzlemlenebilir.
Klinisyenin hastaya uygulayacagi antibiyotik se¢ciminde ilk yanit1 basit bir yontem olan
agar disk difiizyon testi ile almaktadir. Ancak tedavi uygulamasinda bu yontemden tek
basina yararlanilamamaktadir. Cilinkii test mikroorganizmalarin  6ldiirtictimii
(bakteriyosidal) yoksa tremeyi durdurucu (bakteriyostatik) mu etki oldugunu
belirleyememektedir. Yine de disk difiizyon yontemi ilk asamada bircok avantaj
saglamaktadir. Basitlik, diisiik maliyet kararli test edilebilme kabiliyeti ve sonuglarin
yorumlanma kolaylig1 yontemin tercih edilme nedenlerindendir (Reller ve ark., 2009).

2.10.5 Otomatik sistemler ile antimikrobiyal test yontemleri

Bilgisayar destekli otomatik antimikrobiyal testler, genellikle manuel test yontemlerine
gore daha kisa siirede, daha keskin sonuglar ve daha az is giiciiyle sonu¢ alinmaktadir.
Hassas optik algilama sistemleri bakteriler i¢in optimum gelisimi saglarken, bakterilerin
biiylimesini de takip edebilmektedir. Food and Drug adminstration (FDA) tarafindan
onaylanmis birgok otomatik test araglar1 bulunmaktadir.
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Bir baska otomatik sistem olan Vitek 2 sistemi (bioMe’rieux) klinik laboratuvarlarda son
derece yaygin olan test sistemidir.

Mikrolitre hacimlerinde antibiyotikleri 64 kuyucuklu bir mikroplaka iizerinde test
edilebilmesine olanak saglamaktadir. Vitek icin bakterilerin antibiyogram testleri i¢in
ticari olarak satilan hazir test kartlari da mevcuttur. Enstriiman 30-240 es zamanl
antibiyotik testini calisabilecek sekilde tasarlanmistir. Cihaz gram pozitif, gram negatif
ve gram negatif aerobik bakterilerin ve S.pneumoniae’nin 4-10 saatlik bir periyotta test
edilmesine olanak saglamaktadir. Sistemin ilk versiyonu olan Vitek 1 sistemi ise hala bazi
laboratuvarlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Sistem Vitek 2 ye gore 45 kuyucuklu
mikroplaka kullanirken S.pneumoniae’nin test edilmesine olanak saglamamaktadir
(Felmingham ve Brown, 2001) .

MicroScan WalkAway (Siemens Healthcare Diagnostic) tarafindan gelistirilen sistemde
40-97 mikrodiliisyon tepsilerinde bakterilerin antimikrobiyal gelisimlerini takip eden
bagimisiz bir inkiibator/okuyucu cihaz kombinasyonudur. Cihaz biiylimeyi takip
edebilmek i¢in bir fotometre kullanarak mikro okuyucu tabalar1 inkiibe edebilmektedir.
Florojenik substrat igeren negatif duyarlilik test panalleri ise cihaza ait florometre ile 3,5-
7 saat araliginda sonuglart okuma yapabilmektedir. Ana calisma prensibi bakteri
bulanikligidir en ge¢ 18 saat igerisinde gram negatif ve gram pozitif bakteriler i¢in test
sonuclar1 alinabilmektedir (Felmingham ve Brown, 2001).

BD phoenix otomatik mikrobiyoloji sistemi (BD diagnostics) antibiyotiklerin katl
diliisyonlarini inokiile eden 84 kuyucuklu bir mikroplate test sistemidir. Phoenix sistemi
hem tiirbidometrik hem de kolorimetrik biiylime algilayicis1 kullanarak mikroplate
igersindeki her bir kuyucugu 20 dakikada bir takip etmektedir. Ayrica cihaz i¢in gram
negatif, gram pozitif, S.pneumoniae ,B-hemolitik ve viridans grubu streptokoklar igin test
panelleri mevcuttur. MIK sonugclar1 6-16 saatte okunabilmektedir.

2.11 Likenlerin Antimikrobiyal ézellikleri

Arastirmacilarin dogal antimikrobiyallere yonelmesi ile likenlerin ila¢ endiistrisindeki
potansiyel degeri hizla artmaktadir. Dogal antibiyotikler arasinda likenlerde bulunan
ikincil metabolitler ve bunlarin antimikrobiyal ozellikleri ilag piyasasinda
azimsanmayacak kadar onemlidir (Nascimento ve ark., 2000). Antimikrobiyal etki
gosteren liken metabolitlerinden bazilart Usnea spp. tiirlerinden elde edilen usnik asit,
pulvunik asit, evernik asit tiirevleri ve likenstrenik asit gibi biyoaktif bilesikler
olmaktadir. Liken ikincil metabolitlerinin esterleri olan depsidonlar ve depsitler
arastirmalar arasinda en umut verici biyoaktif antimikrobiyal bilesiklerdir. Likenlerde
bulunan ikincil metabolitler sadece antibiyotiklere hassas bakteri suslarina degil,
bakteriyel dirence sahip bakteri suslarina da etki gostermektedir. Ilag endiistrisinde %50
ya kadar liken tiirliniin dogal antibiyotik kaynagi oldugu bilinmektedir (Sharnoff, 1997).
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Ayrica liken metabolitleri arasinda antifungal aktivitede bulunmaktadir. Neurospora
crassa kiifii lizerinde yapilan, liken ikincil metabolitlerinden olan usnik asit ve bazi liken
depsidlerinde bulunan monosiklik bir fenol olan hamatomik asit denemelerinde kiifiin
biiyiimesini giiglii bir sekilde inhibe ettigi gozlemlenmistir (Hale, 1974), Likenlerin
antifungal oOzelliklerinin bulunmasi ile tarimda yogun olarak kullanilan sentetik
pestisitlere dogal bir alternatif olmaktadir. Tarim i¢in kullanilan dogal pestisitler, sentetik
pestisitlere gore ¢evre iizerinde daha az kirletici etkiye neden olmaktadir.

Lawrey (1977) liken ekstraktlarinin ve liken iiriinlerinin fungal sporlar1 inhibe ettigini
bildirmistir. Ayrica Gardner ve Mueller (1981) yilinda yaptig1 calismada test edilen sekiz
farkli likenik asitin Funaria hygrometrica’nin spor ¢imlenmesini ve spor olusumunu
engelledigi gozlemlenmistir. Liken ekstraktlarinin diger mantar tiirleri iizerinde
gelisimini engelledigi bilinmektedir, Parmelia moliuscula’nin alkol ve sulu liken
ekstraktlarinin ~ Penicillum ve Rhizopuz tiirlerinin  biiylimesini inhibe ettigi
gbzlemlenmistir (Henningson ve Lundstrom 1970).

Haluwin (2004) ti¢ liken tirii olan Evernia prunastri, Hypogymnia physodes ve
C.pertentosa, likenlerini kullanarak bitki patojeni olan 8 farkli mantar iizerinde
antimikrobiyal arastirmasi gerceklestirmistir. Deney sonuglarina gore elde edilen liken
ekstraktlarindan P.ultimum ve P.infestants iizerinde biiylime inhibisyonu gosterdigi
gbzlemledi. Liken ekstraktlarinin mantarlarin gelisimi iizerine antifungal olarak ¢aligmasi
likenik asitlerin neden olabilecegi raporlanmistir.

Tiwari ve ark., (2011) de yaptig1 arastirmada Bulbothirx setscgwanensis, Everniastrum
nepalense, Heterodermia diademata, Parmelaria thomsonii gibi dort farkli liken tiiriiniin
aseton, metabol ve kloroform ekstraktlarinin in vitro antifungal aktiviteleri 6 farkl bitki
patojeni matlarda test edilmistir. Test mantarlar1 Aspergillus flavus, A.fumigatus,
Alternaria alternata, F.solani, F.roseum ve Penicillum citrinum kullanilmistir. Pozitif
kontrol olarak sentetik mantar onleyici ilag olan Ketokonazol kullanilmigtir. Antifungal
aktivite Bauer-Kirby disk difiizyon testi kullanilarak analiz edildi. Test sonuglarina gore
liken ekstraktlarinin aseton ve metanol 6zleri, test edilen bitki patojenleri {izerinde
kloroform ekstraktina gore daha etkili bulunmustur. Fusarium oxysporum, F.solani
F.roseum iizerinde aseton ve metanol 6zleri nispeten diger bitki patojenlerine gore daha
etkili oldugu belirlenmistir.

Burkholder (1944) Yilinda yayinladig1 bir arastirmada, penisline alternatif bir antibiyotik
olarak belirttigi liken metabolitlerinin antimikrobiyal aktivitesini aragtirmistir. 40 kadar
liken tiirliniin 27 farkli bakteri susu lizerinde antimikrobiyal testleri yapilmis, 6zellikle
Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus a karsi gelecek vaad eden antimikrobiyal
potansiyele sahip oldugu raporlanmistir. Boylece burkholder’in yaptigi ¢alisma liken
metabolitlerinin antimikrobiyal 6zellikleri kanitlanmis ve dogal antibiyotik ¢aligmalarina
likenlerde dahil olmustur.
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Balaji ve ark., (2006) yilinda yaptigi ¢alismada Rocella montagne tiirii likenin
anibakteriyel aktivitesini disk difiizyon yontemi ile 6 farkli insan patojenine karsi test
etmistir. Mikrobiyal aktiviteyi arastirmak icin likenleri dort farkli organik solvent
(heksan, etil asetat, aseton ve metanol) kullanarak ekstrakte etmistir. Deney bulgularina
gore metanol ekstratinda en etkili antimikrobiyal yanit1 elde etmistir.

Karagoz ve ark., (2009), Peltigera polydactyla ve Ramalina farinacea nin sulu ve etanol
ekstraklarin1 kullanarak bazi patojen bakteriler iizerine aktivitesini incelemislerdir.
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Klebsiella pnuemoniae,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis iizerinde inhibisyon aktiviteleri
gbzlemlendi. Deney sonuglarina gore etanol ekstraktinin sulu ekstrakta gére mikrobiyal
aktivitesi daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Ristic ve ark., (2016) yaptigi calisma da Nelanelia subaurifera ve Melanelia
fuliginosa’nin antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivitesi arastirilmistir.
Fitokimyasal aktivitesi ise HPLC-UV ile belirlendi. Antioksidan aktivitesi DPPH
yontemi ile belirlenirken, antimikrobiyal aktivite Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yéntemi ile dlciilmiistiir. Sitotoksik aktivite ise MTT yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Fitokimyasal aktivite dl¢limlerinde liken ekstraktlarinda bulunan ikincil
metabolitler depsidler,dibenofuran (usnik asit) bilesiKleri tespit edilmistir. Liken
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi 1Cso 121.52 ila 424.51 ug/ml arasinda tespit
edilirken minimum inhibisyon degerleri ise 1 mg ile 0.0625 mg arasinda degiskenlik
gostermistir. Liken tiirleri arasinda en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gosteren tiir
M.subaurifera tiirli oldugu raporlanmistir.

Aoussar ve ark., (2020) calismasinda Fas bolgesinden toplanan Evernia prunastri,
Ramalina farinacea ve Pseudevernia furfuracea tiirii likenlerin aseton ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Antibakteriyel etki sivi mikrodiliisyon yontemi
ile Bacillus subtilis, Listeria innocua, Escherichia coli,Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirablis ve Staphylococus aureus patojen mikroorganizmalar iizerinde test
edilmistir.. Caligmada P. Furfuracea tiim suslar i¢in 0.039-0.15 mg/ml. E.prunastiri den
elde edilen ekstrakt,0.039-0.15 mg/ml R.farinacea ekstresi 0.078-0.625 mg/ml arasinda
minimal inhibisyon aktiviteleri gostermistir. Calismanin sonucuna goére en giiglii
antimikrobiyal aktivite 0.039 mg/ml olarak Evernia prunastri ile Pseudevernia
furfuracea metisiline direngli Staphylococcus aureus karsi elde edilmistir.

Bailon ve ark., (2019) Antarktik habitatlardan topladig: liken 6rneklerinin antibakteriyel
aktivitesini arastirmiglardir. Toplanan Ornekler kurutularak o6giitildi ve 1:10 w/v
oraninda aseton ve metanol organik solventleri karistirilarak ekstraksiyon c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Elde edilen total kuru ekstraktlar alinarak Staphylococcus aureus
ATCC:14775, Pseudomonas aeruginosa ATCC:27853 ve Vibrio alginolyticus
ATCC:17749° a kars1 antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Antibakteriyel aktivite
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sadece S. aureusa kars1 gézlemlenirken antimikrobiyal aktivte 31.25 ug/ml ile 7.81 ug/ml
arasinda raporlanmistir. Antimikrobiyal aktivite 31.25 ug/ml de %98,43 bakteri
inhibisyonu olarak elde edilmistir.

3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1. Cahsmada kullanilan liken tiirleri

Deney ¢alismalarinda kullanilan Evernia prunastri ve Usnea flipendula liken 6rnekleri
rakimi 1.215 m olan Tokat Bozatalan koyii, Ceten deresi mevkiinden 02.03.2020
tarihinde toplanmistir. Toplanan liken 6rneklerinin deney proseslerinde ayirt edilebilmesi
icin Usnea flipendula (L-1) Evernia prunastri (L-2) olarak isaretlenmistir. Toplanan liken
ornekleri Tokat Gaziosmanpasa {iiniversitesi, Mithendislik ve Mimarlik Fakiiltesi,
Biyomiihendislik béliimiinde Prof. Dr. isa KARAMAN tarafindan teshis edilmistir.

3.1.2 Calismada kullanilan bakteri suslar

Antibakteriyel ¢alisiimalarinda kullanilan bakteri suslar1 Prof. Dr. Isa KARAMAN stok
kiiltiirlinden yetistirilmistir. Calismada kullanilan bakteriler c¢alisma proseslerinde
isimlendirilmesi kolay olmasi agisindan Human Pathogen Bacteria (HPB) olarak
numaralandirilmistir. Calismada kullanilan bakteriler;

e HPB-35: Bacillus cereus (DSMZ: 4312)

e HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7)

e HPB-71: Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728)
e HPB-96: Acinetobacter baumannii (Hastane susu)

e HPB-125: Salmonella enteritidis (Hastane susu)

e HPB: 130: Staphylococcus aureus (ATCC: 25923)

e HPB-132: Enterococcus faecalis (ATCC: 29212)

e HPB-137: Escherichia coli (ATCC: 25922)

3.1.3 Cahsmada kullanilan fungus tiirleri

e Phoma tracheiphila (mal secco)

e Didymella lycopersici (domates kanseri)
e Venturia inaequalis

e Colletotrichum coccodes

e Fusarium oxysporum

e Alternaria alternata

e Sclerotinia sclerotiorum

e Aspergillus niger
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3.1.4 Kullanilan kimyasal maddeler

e Aseton
e Metanol
e FEtanol

e Imipenem, streptomysin ve gentamisin antibiyotik diskleri (OXOID)
e Sefaperazon Sulbaktam ve Penisilin G toz antibiyotikleri
e Toz flukonazole ve Nystatin diski (OXOID)

e 0.2 M Tris-EDTA tamponu

e Nutrient Agar besiyeri

e Nutrient Broth besiyeri

e Alpha Tokoferol %95 HPLC grade

e DPPH reaktifi (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) ,

o Qallik asit ¢ozeltisi

e Sodyum Karbonat (NaCOs3)

e Sivi Nitrojen

3.1.5 Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

e UV-VIS spektofotometre (Shimadzu UVmini-1240)
e Spektrofotometre kiiveti

e Dijital hassas terazi (Precisa)

e Aecrobik inkiibator MEMMERT)

e Vorteks

e Buzdolabi

e Derin dondurucu

e Class 2 Steril kabin

e Otomatik pipetler (100-1000 ul, 10-100 ul)

e Pipet uclar

e Eppendorf, falcon ve vida kapakl1 deney tiipleri

e Bekalevi
e Metal 6ze
e Distile su
e Pens

e Steril bos antibiyotik diskleri (OXOID)
e Cam petri kaplar1

e Beher

e Porselen ve metal havan

e Manyetik karistirict

e Erlenmayer

e Otoklav cihaz1 (Hirayama)

e Termoshaker
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3.2 Yontem
3.2.1 Likenlerin toplanmasi

Likenler toplanirken, arazi gezilerek olasi liken lokasyonlar1 belirlenmistir. Likenler,
farkli agaclardan ve lokasyonlardan ayni tiirlerin toplanmasina dikkat edilmistir. Toplama
asamasinda tallusun substrattan ayrilmasi dikkatlice yapilarak, yabanci bitki
materyallerin olabildigince temizlenmesi saglanmistir.

Sekil 3.2.1 Usnea flipendula’nin agag tizerindeki goriintiisii

Sekil 3.2.2 Evernia prunastrinin agag tizerindeki goriintisii
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3.2.2 Likenlerin temizlenmesi ve sivi nitrojenle muamele edilmesi

Toplanan liken tiirleri, deney asamasina gecilmeden once etiketlemeleri yapilarak tallus
kisimlar1 yabanci materyallerden elle temizlenmistir. Temizleme isleminden sonra
likenler metal havana alinarak siv1 nitrojenle muamele edilmistir. Bu sayede ekstraksiyon
asamalarinda likenler ¢oziiciisii ile muamele edilerek metabolitlerin daha iyi bir ¢oziinme
saglanmas1 Ongorilmiistiir.

3.2.3 Liken oérneklerinin organik solventlerle ekstraksiyonu

Liken tiirleri, siv1 azot ile pargalamadan sonra L-1 ve L-2 olarak etiketlenerek steril falkon
tiiplerine 10’ar gram olacak sekilde ayrilmistir. Organik solventlerle ekstraksiyonda her
iki liken tiirli de ayr1 ayr1 olmak iizere 10 gram liken 6rnegine 120 ml organik solvent
olacak sekilde ornekler alinarak, 250 ml’lik beherlere aktarild: tizerlerine etanol, aseton
ve metanol solventleri ayr1 ayr1 eklenerek manyetik karistirici tizerinde oda sicakliginda
24 saat karistirildi.

24 saat sonra Ornekler alind1 ve filtre kagidindan gegirilerek siiziildii. Siiziintii 100 ml lik
beherlere alinarak, 30 °C’de Etiive yerlestirildi. Organik solventin tamamen ug¢masi
saglanana kadar etiivde bekletildi.

Sekil 3.2.3 Liken 6rneklerinin Etiiv icerisinde kurutulmasi

Kurutma isleminden sonra ekstraktlar jilet yardimi ile kazindi ve test islemine hazir
olabilmesi igin steril cam petrilere aktarilarak buz dolabinda (+4°)’de muhafaza edildi.
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3.2.4 Tampon c¢ozelti ile ekstraksiyona

Toz haline getirilen liken 6rnekleri her iki tiir liken icinde ayr1 ayri olacak sekilde 2’ser
gram tartild1 ve steril falkon tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 2:14 oram olacak sekilde 14
ml 0.2 M Tris-EDTA tamponu eklendi. falkon tiipleri sonikatore gotiiriilerek 15 atim 15
soguma siiresi ve 20 dongii olacak sekilde sonikasyona maruz birakildi. Sonikasyon
sonrasi homojen haline getirilen 6rnekler 4°C’de 4dk 15.000 RPM’de santrifiij islemine
tabi tutuldu. Stipernatant kisim alinarak 15 ml’lik steril falkon tiiplerine aktarildi kalan
pellet bir miktar daha tampon ¢6zelti ile sulandirilarak tekrardan siipernatant elde edildi.
Elde edilen siipernatantlar her iki liken tiirii i¢inde ayr1 ayr1 olmak tizere L-1-BUF ve L-
2-BUF olarak etiketlenerek -18 °C’de muhafaza edildi (Doucet B. ve ark., 2001)

3.2.6 Antibakteriyel agar disk difiizyon testi

Agar disk difiizyon yonteminde, steril petri kaplarina Nutrient agar (NA) uygun miktarda
dokiildii. Bakterilerin agar plaklara ekimi i¢in 18-24 saatlik sivi besiyerin de yetistirilen
saf kiiltiirlerden 0.5 Mc Farland standardinda ayarlanarak as1 kiiltiirii olugturuldu (Sahin,
2009). Her bakteri susu i¢in ayri ayri olusturulan as1 kiiltiirlerinden 100 pl alinarak NA
iceren petri kaplarina drigalski spatiilii ile yayma ekimi yapildi.

Disk difiizyon yontemi i¢in dnceden hazirlanan ekstraktlardan 100 mg alinarak 1.5 ml
¢Oziiciisii igerisinde tamamen c¢oziinene kadar bekletilerek ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
c¢ozeltilerden alman 20 pl’lik hacim (1,3 mg/disk) 6 mm capindaki (OXOID, blank disc)
bos disklere emdirildi. Ayrica tampon ¢ozelti ile olusturulan ekstraktin siipernatanti
dogrudan alinarak 20 pl bos disklere emdirildi Pozitif kontrol olarak IPM: imipenem (10
pg/disk) ve S: Streptomisin (10 pg/disk) ve CN: Gentamisin (10 pg/disk) kullanildi.
Negatif kontrol olarak bos disklere ekstraksiyonda kullanilan organik solventler
(Metanol, Aseton, Etanol) ve Tampon ¢ozelti olan Tris-EDTA tamponundan 20 ser ul
emdirildi. Bakteriler 36,5 C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
olusan inhibisyon ¢aplart milimetrik cetvel kullanilarak o6l¢iildii. Calisma 3 paralel
yiriitiilerek sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir (Biemer J.J 1973).

3.2.7 Antifungal agar disk difiizyon yontemi

Antifungal denemelerinde, antibakteriyel disk disk difiizyon yonteminde kullanilan
Kirby—Bauer testi olarak da adlandirilan test yontemi modifiye edilerek funguslar
lizerinde test edilmistir. Ilk olarak fungus gelisimi igin gerekli olan besiyeri Potatos
Dextrose Agar hazirlanarak steril sartlarda petri kaplarma dokiildii. Funguslarin petri
kaplarina ekimi i¢in, stok saf fungus kiiltiirlinden steril swaplar ile fungus sporlar1 alindi.
Alman fungal sporlar besiyeri iceren bos petri kaplarina agar plakanin biitiin yiizeyini
kapsayacak sekilde ekimi yapildi.

Antifungal denemelerinde kullanilan ekstraktlar, yine bakteriyel disk diflizyon
yonteminde oldugu her liken ekstraktinin kendi ¢oziiciileri ile ¢ozeltileri olusturuldu.
Olusturulan liken ¢dzeltileri 20 ser ul (1,3 mg/ml) hacim 6 mm ¢apindaki (OXOID, blank
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disc) bos disklere emdirildi. Ayrica tampon ¢ozelti ile hazirlanan liken su ekstraklari da
bos disklere dogrudan emdirildi. Pozitif kontrol olarak Flukonazol ve Nistatin
antifungallar1 kullanildi. Flukonazol 150 mg’1 alinarak 5 ml steril su igerisinde ¢ozeltisi
olusturularak, 20 ul (0,6 mg) ve 40 ul (1,2 mg) bos disklere emdirildi, NS: Nistatin ise
hazir olarak (100 pg) OXOID antifungal diski kullamildi. Negatif kontrol olarak
Ekstraksiyonda kullanilan organik solventler ve tampon ¢ozelti bos disklere 20 ul olarak
emdirildi. Funguslar akar gelisimi 6nlenmesi ve bakteriyel kontaminasyonu dnlemek
amaciyla steril sartlarda termo plastik film (PARAFILM®) ile sarildi. Inkiibasyon i¢in
funguslar oda sicakliinda tutularak inhibasyon zonlar1 belirlenene kadar en az 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan inhibisyon caplari milimetrik
cetvel yardimiyla ol¢iildii.

3.2.9 Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin tespiti

Agar disk difiizyon yonteminde etkili bulunan organik solvent ekstrelerinin MIK
degerleri broth makro diliisyon yoOntemiyle belirlenmistir. Broth makro diliisyon
yonteminde 1 er ml broth alinarak 12 farkli vida kapakli deney tiiplerine aktarildi.
Ekstreler 2 mg/ml olacak sekilde kendi ¢oziiciilerinde ¢oziilerek ilk deney tiipiinden 11.
Deney tiipiine kadar ikiser katli seri diliisyonlar1 yapildi. Bu sayede sirasiyla 1mg/ml, 500
ug/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 ug/ml 31.25 ug/ml, 15,6 pg/ml 7.81 pg/ml 3.9 pg/mi
1.9 ug/ml 0.9 pg/ml konsantrasyon araligina kadar ekstreler test edilmistir. Pozitif kontrol
olarak 1 mg/ml konsantrasyonda sefaperazon+sulfbaktam ve penisilin G toz
antibiyotikleri 1:1 agirlik/hacim (w/v) oraninda steril distile suda ¢ozeltileri hazirlandi ve
ayni sekilde ikiser katli seri diliisyonlar1 yapildi. Negatif kontrol olarak organik
solventlerin 1:1 hacim/hacim (v/v) broth ile seyreltilerek seri diliisyonlar1 yapildi.
Mikroorganizmalarin saf kiiltlirlerinden 0.5 McFarland oraninda alinarak sivi besiyerin
de as1 kiiltiirii olusturuldu bu as1 kiiltiiriinden 100 pl alinarak biitiin tiiplere inokiile edildi.
Deneyde kullanilan 12. Tiip ise kontrol olarak etiketlenerek sadece 1 ml broth igerisine
100 pl bakteri inokiile edildi. Mikroorganizmalari iceren deney tiipleri alinarak 36,5 C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin iiremelerinin olmadigi en diisiik
ekstre konsanstrasyonu MIK degeri olarak degerlendirilmistir (Andrews, 2001).

3.2.10 Liken ekstelerinden toplam fenolik madde tayini

Antioksidan calismalarindan once liken ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin
varliginin arastirilmas1 amaciyla oncelikli olarak Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam
fenolik madde tayini yapilmistir. Bu sayede antioksidan ¢aligmasini destekleyecek olan
fenolik bilesiklerin gallik asit esdeger miktar1 arastirilmistir.
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Stok gallik asit cdzeltisi hazirlanmasi

20 mg gallik asit tartilarak 20 ml saf metanolde ¢6ziildii boylece 1 mg/ml oraninda gallik
asit stok ¢ozeltisi elde edildi. Stok gallik asit ¢ozeltisinden alinarak 1:1 oraninda
seyreltilme islemi yapildi ve derisimleri 1 mg ila 0.025 mg/ml araliginda gallik asit
¢ozeltileri elde edildi

%10’luk sodvum karbonat Na,CO3 hazirlanmasi:

1 gr Na2CO3 tartilarak saf su ile 10 ml ye tamamlandi.

0.5N folin reaktifi hazilanmast:

5 ml folin reaktifi stok ¢ozeltisinden alinarak saf su ile 20 mL’ye tamamlanda.

Gallik asit kullanarak standart grafik olusturmak amaci ile farkli derisimlerde hazirlanan
gallik asit ¢ozeltilerinden 100’er pL alinarak bos deney tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 4.5
ml saf su ile hacimleri 4.6 ml’ye tamamlandi. Ayni1 islem paralel olarak da 10 mg/ml
konsantrasyonda metanol ile hazirlanan ekstrakt ¢ozeltileri i¢inde tekrarlanarak toplam
hacimleri 4.6 ml’ye tamamlandi. Gallik asit ¢ozeltilerine ve ekstraktlara 100 er uL Folin
reaktifi eklendi ve en son olarak biitiin deney tiiplerine 300 pL Sodyum karbonat
(Na2COg) eklenerek toplam hacim 5 ml’ye tamamlandi. 30 dk beklendikten sonra 760
nm’de spektrofotometre yardimiyla absorbanslart okundu. Liken ekstraktlarina es deger
miktarda GA standartin1 belirlemek amaciyla elde edilen absorbanslar kullanilarak
kalibrasyon grafigi olusturuldu (Singleton ve ark., 1999).
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Cizelge 3.2.10 Folin cioalteu yontemi ile belirlenen gallik asit (GA) standartlar
kalibrasyon egrisi

GA Kalibrasyon Grafigi

0,9
y = 1,0866x - 0,005

08 R? = 0,9994

0,7
0,6
0,5

0,4
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
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3.2.11 DPPH yéntemi ile antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

DPPH giderme aktivitesi Blois (1958) metoduna goére tayin edilmistir. Organik
solventlerle hazirlanan liken ekstraktlart 10 mg/mL derisimde, standart olarak kullanilan
a-tokoferol ise 1 mg/ml derisimde stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Numuler, stok
¢ozeltiden 40 pl, 80 pl, 100 pl, 200 pl ve 300 pl ¢alisilirken; Standart 10 pl, 20 pl, 40pl,
80 ul ve 120 pul hacimlerde galisilmistir. Numuneler ve standarttan belirtilen hacimlerde
¢ozeltiler alinarak son hacmi 3 ml olacak sekilde metanol ile tamamlanmustir. Uzerlerine
1 ml 0.26 mM DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) radikalinden 1 ml eklenerek toplam
hacim 4 ml ye tamamlanmistir. Numuneler ve standart 30 dk boyunca karanlik bir
ortamda bekletildikten sonra UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 517 nm dalga
boyunda absorbanslar1 Olciilmiistiir. Elde edilen absorbans verileri kullanilarak %
inhibisyon grafigi olusturulmus olusturulan grafigin egim denklemi kullanilarak da ICso
degeri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Bulgular
4.1.1 Antibakteriyel aktivite

Yapilan ¢alismalarda likenlerin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in ilk
olarak agar disk difiizyon testi yapilmistir. Agar disk difiizyon testinde etkili olan numune
orneklerinin minimal inhibisyon degerlerinin (MiK) belirlenebilmesi amaciyla Broth
macro diliisyon teknigi ile ¢alisilmistir. Cizelge de bulunan kisaltmalar Liken 1 6rnegi
icin Usnea filipendula, Liken 2 Ornegi icin ise “Evernia prusnastri” tiirlerini
yansitmaktadir.

Disk difiizyon ve Broth makro diliisyon testlerinde negatif kontrol olarak kullanilan
aseton, metanol ve etanol organik solventleri antibakteriyel etkileri birbirlerine oldukca
yakin ve pozitif kontrollere ve liken ekstraktlarina gore oldukca diisiik etki gdstermistir

4.1.2 Agar disk difiizyon yontemiyle antibakteriyel aktivite

Usnea flipendula (Liken 1) ve Evernia prunastri (Liken 2) likenlerine ait tampon
cozeltilerle hazirlanan su ekstraktlari ile yapilan disk diflizyon testinde, kullanilan bakteri
tiirleri arasinda higbirinde inhibisyon ¢apina rastlanmamustir. Test edilen bakteri tiirleri
arasinda tampon ¢ozeltiler ile hazirlanan su ekstraktinin, kullanilan bakteri tiirlerinde
antibakteriyel etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.

Organik solventlerle hazirlanan liken ekstraktlarinin her iki liken tiirii igin de yapilan
calismalarda kullanilan bakteri tiirlerinin tamaminda farkli oranlarda inhibisyon g¢aplari
tespit edilmistir.

Usnea filipendula (Liken 1) ve Evernia prunastri (Liken 2) likenlerine ait organik solvent
ekstraklarmin disk diflizyon yonteminde en yiiksek antibakteriyel etkiye Usnea
filipendula’nmin Aseton ekstresinin (18 mm) inhibisyon ¢ap1 ile Streptococcus pyogenes
tizerinde tespit edilirken; Evernia prunastri’nin Aseton ekstresinin (20 mm) inhibisyon
cap1 ile Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis bakteri tiirlerinde tespit
edilmistir.

Usnea filipendula (Liken 1) ve Evernia prunastri (liken 2) likenlerine ait organik solvent
ekstraktlarimin disk diflizyon yonteminde en diisiik antibakteriyel etkiye Usnea
filipendulanin metanol ekstresinin (10 mm) inhibisyon ¢api ile Streptococcus pyogenes
tizerinde; etanol ekstrelerinin (10 mm) inhibisyon ¢api ile Enterococcus faecalis ve
Escherichia coli iizerinde tespit edilirken; Evernia prunastri’nin metanol ekstesinin (9
mm) inhibisyon ¢api ile Escherichia coli bakteri tiirii {izerinde tespit edilmistir.

Disk diflizyon deneyinde kullanilan mukayese antibiyotiklerden sadece gentamisinin
liken tiirlerinin aseton ekstraktlarinin inhibisyon caplarina yaklasik deger verirken,
streptomisin ve imipenem antibiyotikleri, liken ekstraktlarindan yiiksek inhibisyon
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caplart gostermistir. Genel olarak, c¢alisilan bakteri tiirleri {izerinde mukayese
antibiyotikler ve test orneklerinin antibakteriyel etkilerinin siralamasi yapilirsa: Liken
orneklerinin aseton ekstraklari<Gentamisin<Streptomisin<Imipenem olarak
siralanmaktadir.

Tablo 4.1.1 Disk difiizyon yontemiyle elde edilen bakteriyel inhibisyon caplar

inhibisyon zonlar1 (mm)
Calismada kullamlan Li-1 Li-1 Li-1 Li-2 Li-2 Li-2
bakteriler (AS) (ET) (MET) (AS) (ET) (MET)
14 12 12 17 12 12
HPB:35 Bacillus
cereus
(DSMZ: 4312)
18 12 10 18 12 12
HPB-41: Streptococcus
pyogenes
(ATCC:7)
14 11 11 20 11 11
HPB-71: Pseudomonas
aeruginosa
(ATCC: 29133728)
17 14 14 17 13 14
HPB-96: Acinetobacter
baumannii
17 13 12 20 13 12
HPB-125: Salmonella
enteritidis
17 11 11 18 11 11
HPB-130:
Staphylococcus aureus
(ATCC:25923)
17 10 12 15 11 14
HPB-132:
Enterococcus faecalis
(ATCC:29212)
14 10 12 18 10 9
HPB-137: Escherichia
coli
(ATCC: 25922)

Li-1: Usnea flipendula, Li-2: Evernia prunastri, (AS): Aseton 6zitd, (ET): Etanol 6zt
(MET): Metanol 6zt

* Rakamlar inhibisyon gaplarini géstermektedir her disk 6 mm capindadir.
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Tablo 4.1.2. Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin inhibisyon ¢aplar

inhibisyon zonlar1 (mm)
Calismada kullanmilan bakteriler
CN S IMP AS ET MET
(10 pg) | (10 pg) | (10 pg)

18 22 34 — — —
HPB:35 Bacillus cereus
(DSMZ: 4312)

D 20 38
HPB-41: Streptococcus pyogenes
(ATCC:7)

18 20 33 7 7 7
HPB-71: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC: 29133728)

17 22 35 7 7 7
HPB-96: Acinetobacter baumannii

18 20 37 — 8 8
HPB-125: Salmonella enteritidis

18 20 35 7 8 7
HPB-130: Staphylococcus aureus
(ATCC:25923)

17 22 35 8 8 —
HPB-132: Enterococcus faecalis
(ATCC:29212)

18 23 36 8 — 10
HPB-137: Escherichia coli
(ATCC: 25922)

AS: Negatif kontrol aseton, ET: Negatif kontrol etanol, MET: Negatif kontrol metanol
CN: Gentamisin 10 pg  S: Streptomisin 10 pg IMP: Imipenem 10 pg

(—): Ureme gdzlemlenmedi D: Denenmedi
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4.1.3 Minimal inhibisyon degeri (MiK)

Usnea filipendula (Liken 1) ve Evernia prunastri (Liken 2) likenlerine ait organik solvent
ekstraktlarinin broth makro diliisyon yonteminde en diisiik numune konsantrasyonu olan
minimal inhibisyon degeri Usnea flipendula 'nin aseton ekstresinin 1,95 (ug/ml) numune
konstantrasyonu ile Acinetobacte boumannii belirlenirken; Evernia prunastri igin aseton
ekstresinin 1,95 (ug/ml) numune konstantrasyonu ile Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirleri lizerinde tespit edilmistir. Usnea
filipendula (Liken 1) ve Evernia prunastri (Liken 2) likenlerine ait organik solvent
ekstraktlarimin broth makro diliisyon yonteminde en yiiksek numune konsantrasyonu olan
minimal inhibisyon degeri Usnea flipendula ve Evernia prunastri tiirlerinin genel olarak
Metanol ekstrelerinin 62.5 (pg/ml) numune konstanstrayonu ile Bacillus cereus,
pseudomonas aeruginoa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli bakteri tiirleri tizerinde
tespit edilmistir.

Minimal inhibisyon deneyinde kullanilan mukayese antibiyotiklerden Penisilin- G ve
sefoperazon/sulbaktam antibiyotikleri bakteriler iizerinde yaklasik dozajlarda MIK
degerleri belirlenirken. Sadece Bacillus cereus ve Salmonella enteritidis tizerinde
penisilin G sefoperazon/sulbaktama gore oldukea diisiik etki gostermektedir.

Calismada kullanilan negatif kontroller olan organik solventlerin antibakteriyel etkileri
biitiin bakteri tiirleri i¢in yaklasik konsantrasyonda etki gosterip maksimum 125 pl/ml
oraninda minimum inhibisyon konsantrasyonu tespit edilmistir.
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Tablo 4.1.3 HPB:35 Bacillus cereus’a gore inhibisyon cap: ve MiK degerleri

HPB:35 Bacillus cereus (DSMZ:4312)

Calismada kullanilan DISK DIFUZYON MiK DEGERI
liken tiirleri SONUCLARI (ng/ml)
(mm)
Liken 1: Etanol 12 31,25
Liken 1: Aseton 14 31,25
Liken 1: Metanol 12 62,5
Liken 2: Etanol 12 31,25
Liken 2: Aseton 17 15,6
Liken 2: Metanol 12 62,5
Imipenem 34 —
Streptomisin 22 —
Gentamisin 18 —
Penisilin- G il 125
Sefoperazon Sulbaktam — 0,9
N.K Metanol N/A 250
N.K Etanol N/A 250
N.K Aseton N/A 250

(—): Test edilmedi,

* Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda

calisilmistir

N/A: Yanit yok

39

N.K: Negatif Kontrol




Tablo 4.1.4 HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7) gére inhibisyon c¢ap1 ve MIK
degerleri

HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7)
COZUCUSUNE GORE | DiSK DIFUZYON MIC (pg/ml)
LIiKEN SONUCLARI
EKSTRAKTLARI (mm)

Liken 1: Etanol 12 31,25
Liken 1: Aseton 18 3,90
Liken 1: Metanol 10 31,25
Liken 2: Etanol 12 15,6
Liken 2: Aseton 18 7,81
Liken 2: Metanol 12 31,25
Imipenem 38 —
Streptomisin 20 —
Penisilin- G i 3,2
Sefoperazon Sulbaktam o 3,9
Metanol N/A 250
Etanol N/A 250
Aseton N/A 250

(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (pl/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir
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Tablo 4.1.5 HPB-71 Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728) gore inhibisyon ¢ap1
ve MIK degerleri

HPB-71 Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728)
COZUCUSUNE GORE DISK DIFUZYON MIC (pg/ml)
LIKEN SONUCLARI
EKSTRAKTLARI (mm)
Liken 1: Etanol 11 31,25
Liken 1: Aseton 14 7,81
Liken 1: Metanol 11 62,5
Liken 2: Etanol 11 31,25
Liken 2: Aseton 20 1,95
Liken 2: Metanol 11 62,5
Imipenem 33 —
Streptomisin 20 —
Gentamisin 18 —
Penisilin- G — 0,8
Sefoperazon Sulbaktam __ail 1,9
N.K Metanol 7 125
N.K Etanol 7 125
N.K Aseton 7 125

(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (pl/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir
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Tablo 4.1.6 HPB-96 Acinetobacter baumannii gore inhibisyon cap ve MiK degerleri

HPB-96 Acinetobacter baumannii
COZUCUSUNE GORE DISK DIFUZYON MIC (ng/ml)
LIKEN EKSTRAKTLARI SONUCLARI
(mm)
Liken 1: Etanol 14 15,6
Liken 1: Aseton 17 1,95
Liken 1: Metanol 14 7,81
Liken 2: Etanol 13 31,25
Liken 2: Aseton 17 3,9
Liken 2: Metanol 14 15,6
Imiepenem 35 —
Streptomisin 22 —
Gentamisin 17 o
Penisilin- G — N/A
Sefoperazon Sulbaktam — 3,81
N.K Metanol 7 125
N.K Etanol 7 125
N.K Aseton 7 125
(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir

42



Tablo 4.1.7 HPB-125: Salmonella enteritidis gore inhibisyon ¢ap: ve MiK degerleri

HPB-125: Salmonella enteritidis

COZUCUSUNE GORE DISK DIFUZYON .
LIKEN SONUCLARI MIC (png/ml)
EKSTRAKTLARI (mm)
Liken 1: Etanol 13 15,6
Liken 1: Aseton 17 7,81
Liken 1: Metanol 12 15,6
Liken 2: Etanol 13 15,6
Liken 2: Aseton 20 3,9
Liken 2: Metanol 12 31,25
Imiepenem 37 —
Streptomisin 20 —
Gentamisin 18 —
Penisilin- G — 25,9
Sefoperazon Sulbaktam — 3,8
N.K Metanol 8 250
N.K Etanol 8 125
N.K Aseton N/A 125

(—): Test edilmedi,

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda

calisilmistir

N/A: Yanit yok
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Tablo 4.1.8 HPB-130 Staphylococcus aureus (ATCC:25923) gore inhibisyon cap1 ve
MIK degerleri

COZUCUSUNE GORE LIKEN DiSK DIFUZYON MicC
EKSTRAKTLARI SONUCLARI (ng/ml)
(mm)
Liken 1: Etanol 11 15,6
Liken 1: Aseton 17 3,90
Liken 1: Metanol 11 15,6
Liken 2: Etanol 11 15,6
Liken 2: Aseton 18 1,95
Liken 2: Metanol 11 15,6
Imipenem 35 —
Streptomisin 20 —
Gentamisin 18 —
Penisilin- G — N/A
Sefoperazon Sulbaktam — 7,6
N.K Metanol 7 250
N.K Etanol 7 250
N.K Aseton 7 125
(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir
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Tablo 4.1.9 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:29212) gore inhibisyon cap: ve MiK
degerleri

COZUCUSUNE GORE DISK DIFUZYON MIC (pg/ml)
LIKEN EKSTRAKTLARI SONUCLARI
(mm)

Liken 1: Etanol 10 62,5
Liken 1: Aseton 17 3,90
Liken 1: Metanol 12 62,25
Liken 2: Etanol 11 62,25
Liken 2: Aseton 15 15,6
Liken 2: Metanol 14 31,25
Imipenem 35 —
Streptomisin 22 —
Gentamisin 17 —
Penisilin- G — 12,9
Sefoperazon Sulbaktam — 7,6
N.K Metanol N/A 125
N.K Etanol 8 125
N.K Aseton 8 125

(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

* Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir
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Tablo 4.1.10 HPB-137 Escherichia coli (ATCC: 25922) gére inhibisyon c¢ap1 ve MIK
degerleri

Céziiciisiine Gore Liken DiSK DIFUZYON MIC (pg/ml)
Ekstraktlar: SONUCLARI
Liken 1: Etanol 10 31,25
Liken 1: Aseton 14 3,90
Liken 1: Metanol 12 31,25
Liken 2: Etanol 10 31,25
Liken 2: Aseton 18 1,95
Liken 2: Metanol 9 62,5
Imipenem 36 —
Streptomisin 23 k.
Gentamisin 18 —
Penisilin- G — 1,6
Sefoperazon Sulbaktam — 1,9
N.K Metanol N/A 125
N.K Etanol N/A 125
N.K Aseton N/A 125
(—): Test edilmedi, N/A: Yanit yok N.K: Negatif kontrol

*  Negatif kontrol olan organik solventler 1:1 oranda (ul/ml) seri diliisyonlarda
calisilmistir
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Sekil 4.1.1 HPB:35 Bacillus cereus’a ait inhibisyo ¢ap sonuglar

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5:
Liken-2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9:
imipenem 10: Streptomisin 11: Negatif Kontrol-metanol 12: Negatif kontrol-etanol 13:
Negatif kontrol aseton 14: Negatif kontrol tampon ¢6zelti

Sekil 4.1.2 HPB-41: Streptococcus pyogenes (ATCC:7) ait inhibisyon ¢ap sonuglar

* 1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5: Liken-
2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9: imipenem
10: Streptomisin 11: Negatif Kontrol-metanol 12: Negatif kontrol-etanol 13: Negatif
kontrol aseton 14: Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Sekil 4.1.3: HPB-71 Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 29133728) ait inhibisyon cap
sonuglari:

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5:
Liken-2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9:
imipenem 10: Streptomisin 11: Gentamisin 12: Negatif Kontrol-metanol 13: Negatif
kontrol-etanol 14: Negatif kontrol aseton 15: Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Sekil 4.1.4 HPB-96 Acinetobacter baumannii ait inhibisyon ¢ap sonuglari

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5:
Liken-2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9:
imipenem 10: Streptomisin 11: Negatif Kontrol-metanol 12: Negatif kontrol-etanol 13:
Negatif kontrol aseton 14: Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Tablo 4.1.5 HPB-125: Salmonella enteritidis ait inhibisyon cap: ve MIC degerleri

* 1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5:
Liken-2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9:
imipenem 10: Streptomisin 11: Gentamisin 12: Negatif Kontrol-metanol 13: Negatif
kontrol-etanol 14: Negatif kontrol aseton 15: Negatif kontrol tampon ¢ozelti

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5:
Liken-2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9:
imipenem 10: Streptomisin 11: Gentamisin 12: Negatif Kontrol-metanol 13: Negatif
kontrol-etanol 14: Negatif kontrol aseton 15: Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Sekil 4.1.7 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:29212) ait inhibisyon ¢ap sonuglar:

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5: Liken-
2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9: imipenem
10: Streptomisin 11: Gentamisin 12: Negatif Kontrol-metanol 13: Negatif kontrol-etanol
14: Negatif kontrol aseton 15: Negatif kontrol tampon ¢ozelti

Sekil 4.1.8 HPB-137 Escherichia coli (ATCC: 25922) ait inhibisyon ¢ap sonuglar

*1: Liken-1-metanol, 2: Liken-1-etanol, 3: Liken-1-aseton 4: Liken-2-metanol, 5: Liken-
2-etanol, 6: Liken-2-Aseton 7: Liken-1-Su Ekstrakt 8: Liken-2-su ekstrakt 9: imipenem
10: Streptomisin 11: Gentamisin 12: Negatif Kontrol-metanol 13: Negatif kontrol-etanol
14: Negatif kontrol aseton 15: Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Sekil 4.1.9 HPB:35 Bacillus cereus a ait broth makro diliisyon goriintiisii

*Tiipler en bliyiik konsantrasyondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore (soldan
saga) siralanmustir. Sirastyla A) Pozitif kontrol sefaperzon/sulbaktam antibiyotigin MIC
degeri (10.tiip) B) Usnea flipendula min metanol ekstraktinin MIK degeri (5.tiip) C)
Evernia prunastri 'nin aseton ekstraktinin MiK degeri (7.tiip)
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Sekil 4.1.10 HPB-132 Enterococcus faecalis (ATCC:25923) ait broth makro diliisyon
goruntusu

*Tiipler en bliyiik konsantrasyondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore (soldan
saga) srralanmigtir. Sirastyla A) Negatif kontrol asetonun MIK degeri (2.tiip) B) Negatif
kontrol etanoliin MIC degeri (3.tiip) C) Evernia prunastri’nin (Liken-2) metanol
ekstraktinin MIK degeri (6.tiip)
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4.1.4 Likenlerin antifungal ézellikleri

Likenlerin, organik solventlerle (metanol, etanol,aseton) Oziitleri ve tampon ¢ozelti
kullanilarak elde edilen su ekstrakti agar disk difiizyon yontemi ile Venturia ineaqualis
(Elma kara lekesi), Phoma tracheiphila, Fusarium oxysporum, Didymella lycopersici
(domates kanseri), Colletotrichum coccodes, Aspergillus niger, Sclerotonia sclerotiorum,
Alternaria alternata bitki patojenleri lizerinde test edilmistir. Ayn1 zamanda organik
solventler ve tampon ¢ozelti negatif kontrol olarak test edilmistir. Pozitif kontrol olarak
Nistatin (OXOID) ve toz haldeki flukonazole antifungallar kullanilarak liken ekstraklari
ile inhibisyon caplarinin kiyaslanmasi amaglanmistir. Calisma ii¢ tekrarli yiiriitiilerek
olusan inhibisyon ¢aplari milimetrik cetvel ile 6l¢iilerek sonuglarin aritmetik ortalamasi
alinmistir.

Tampon ¢ozelti kullanilarak likenlerden elde edilen tampon ¢ozelti ekstraktinin, 20 pl
hacmi dogrudan test edilmis, g¢alismamizda kullanilan bitki patojenleri iizerinde
herhangibi bir inhibisyon ¢apina rastlanmamustir.

Calismamizda kullanilan Negatif kontrol gruplar1 olan organik solventlerin ve tampon
¢ozeltinin 20 pl’lik hacimleri deneyde kullanilan biitiin bitki patojeni funguslar tizerinde
inhibisyon ¢ap1 olusturmamistir. Negatif kontrollerin antifungal aktivitesi tespit
edilememistir. Organik solventler ile yapilan ekstraktlarda sadece Alternaria alternata
patojeni ilizerinde inhibisyon ¢apina rastlanmamaistir.

Usnea flipendula’nin 20 pl aseton 6ziitii, Venturia ineaqualis (elma karalekesi) fungusu
tizerinde 11 mm lik inhibisyon ¢api ile en yiiksek antifungal aktivite gostermistir.

Evernia prunastri’nin 20 pl etanol 6ziitii, Fusarium oxysporum, fungusu iizerinde 13
mm lik inhibisyon ¢ap1 ile en yiiksek antifungal aktivite gdstermistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan hazir antifungal diskin Nystatine (OXOID) 100 pg Ik
konsantrasyonu Fusarium oxysporum, Colletotrichum coccodes hari¢ diger biitiin
patojenlerde belirli oranlarda inhibisyon zonu olusturmustur. Nystatin i¢in en yiiksek
antifungal aktivite (41 mm) inhibisyon ¢ap1 ile Alternaria alternata {izerinde tespit
edilmistir.
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Tablo 4.1.4 Liken tirlerinin ve kullanilan ekstraksiyon ¢6zeltilerinin funguslar tizerindeki inhibisyon degerleri

Inhibisyon ¢ap1 (mm)
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Liken 1: Etanol _ _ _ _ _ _ -
Liken 1: Aseton 11 _ _ _ _ _ _
Liken 1: Metanol 9 _ 8 _ _ _ _
Liken 2: Etanol 12 13 10 10 _ 11 -
Liken 2: Aseton 8 _ _ _ 8 _ _
Liken 2: Metanol 7 _ 7 8 _ _ _
Liken 1- Buffer Ekstrakt _ _ _ _ _ - -
Liken 2 — Buffer Ekstrakt _ _ _ _ _ _ _
Nystatine 18 — 20 — 28 22 41
Fluconazole — — _ _ 24 _ _

(20 b
Fluconazole — — _ _ 28 _ _
(40 p)

N.K Metanol _ _ _ _ _ _ -
N.K Etanol _ _ _ _ _ S —
N.K Aseton _ _ _ _ _ _ S
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Liken 1: Usnea flipendula, Liken 2: Evernia prunastri N.K: Negatif Kontrol (-): tireme gézlemlenemedi
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Sekil 4.1.11 A) Phoma tracheiphila B) Venturia ineaqualis (EIma kara lekesi) ait
inhibisyon zonlar

* 1) Usnea flipendula metanol ekstrakti 2) Usnea flipendula etanol ekstrakti 3) Usnea
flipendula aseton ekstrakti 4) Evernia prunastri metanol ekstrakti 5) Evernia prunastri
etanol ekstrakti 6) Evernia prunastri aseton ekstrakt: 7) Usnea flipendula su ekstrakti 8)
Evernia prunastri su ekstrakti 9) pozitif kontrol Nistatin 10 Flukonazol 20 pl 11)
Flukonazol 40 ul 12) Negatif kontrol etanol 13) Negatif kontrol metanol 14) Negatif
kontrol aseton 15) Negatif kontrol tampon ¢6zelti
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Sekil 4.1.12 A) Fusarium oxysporum B) Didymella lycopersici (domates kanseri) ait
inhibisyon zonlari

* 1) Usnea flipendula metanol ekstrakti 2) Usnea flipendula etanol ekstrakti 3) Usnea
flipendula aseton ekstrakti 4) Evernia prunastri metanol ekstrakti 5) Evernia prunastri
etanol ekstrakt1 6) Evernia prunastri aseton ekstrakti 7) Usnea flipendula su ekstrakti 8)
Evernia prunastri su ekstrakti 9) pozitif kontrol Nistatin 10 Flukonazol 20 ul 11)
Flukonazol 40 ul 12) Negatif kontrol etanol 13) Negatif kontrol metanol 14) Negatif
kontrol aseton 15) Negatif kontrol tampon ¢dzelti
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Sekil 4.1.13 A) Colletotrichum coccodes B) Aspergillus niger ait inhibisyon zonlar

* 1) Usnea flipendula metanol ekstrakti 2) Usnea flipendula etanol ekstrakti 3) Usnea
flipendula aseton ekstrakti 4) Evernia prunastri metanol ekstrakti 5) Evernia prunastri
etanol ekstrakti 6) Evernia prunastri aseton ekstrakti 7) Usnea flipendula su ekstrakti 8)
Evernia prunastri su ekstrakti 9) pozitif kontrol Nistatin 10 Flukonazol 20 ul 11)
Flukonazol 40 ul 12) Negatif kontrol etanol 13) Negatif kontrol metanol 14) Negatif
kontrol aseton 15) Negatif kontrol tampon ¢6zelti
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Sekil 4.1.14 Liken ekstraktlarinin Sclerotonia sclerotiorum tizerindeki antifungal
aktiviteleri

* 1) Usnea flipendula metanol ekstrakti 2) Usnea flipendula etanol ekstrakti 3) Usnea
flipendula aseton ekstrakti 4) Evernia prunastri metanol ekstrakti 5) Evernia prunastri
etanol ekstrakti 6) Evernia prunastri aseton ekstrakti 7) Usnea flipendula su ekstrakti 8)
Evernia prunastri su ekstrakti 9) pozitif kontrol Nistatin 10 Flukonazol 20 ul 11)
Flukonazol 40 pl 12) Negatif kontrol etanol 13) Negatif kontrol metanol 14) Negatif
kontrol aseton 15) Negatif kontrol tampon ¢ozelti
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Sekil 4.1.15 Liken ekstraktlarinin Alternaria alternata tizerindeki antifungal aktiviteleri

* 1) Usnea flipendula metanol ekstrakti 2) Usnea flipendula etanol ekstrakti 3) Usnea
flipendula aseton ekstrakti 4) Evernia prunastri metanol ekstrakti1 5) Evernia prunastri
etanol ekstrakt1 6) Evernia prunastri aseton ekstrakti 7) Usnea flipendula su ekstrakti 8)
Evernia prunastri su ekstrakti 9) pozitif kontrol Nistatin 10 Flukonazol 20 ul 11)
Flukonazol 40 ul 12) Negatif kontrol etanol 13) Negatif kontrol metanol 14) Negatif
kontrol aseton 15) Negatif kontrol tampon ¢6zelti
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4.1.5 Toplam fenolik madde tayini

Antioksidan caligmalarindan 6nce siklikla kullanilan toplam fenolik madde tayini
caligmalari, antioksidan madde igeriginin belirlenmesinde tamamlayici deney yontemi
olarak goriilmektedir. Ciinkii fenolik bilesiklerin dogal yapilart geregi antioksidanlarin
temel kaynagi olmaktadir. Calismamizda toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesinde
popiiler bir yontem olan Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak liken ekstraktlarnin toplam
fenolik madde kapastesi Gallik aside es deger olarak belirlenmistir. Toplam fenolik
madde tayinlerinde gallik aside es deger miktarda fenolik bilesigin ifade edilmesinin
nedeni bir numune igerisindeki fenoliklerin, folin reaktifi ile reaksiyona girmesi ile elde
edilen sonucun tam olarak olmaylp sadece yaklasik degeri vermesinden
kaynaklanmaktadir. Fakat gallik asit kullanilarak yapilan calismalarin sonuglarinin
evrensel literatlirde degismedigi i¢in gallik asitin toplam fenolik igerigi kesin deger olarak
kabul edilmistir. Bu sayede numuneler test edilirken gallik aside es deger miktarda
fenolik madde igerigi kiyaslamasi yapilmaktadir (Badea ve ark., 2019).

Cizelge 4.1.5 Farkl ¢oziiciler ile elde edilen liken ekstraktlarinin toplam fenolik madde
iceriginin gallik aside es deger miktarlar.

Total Fenolik Bilesik Miktar1 (mg GAE/g ekstrakt)

16,00

1424

14,00
12,00

12[54
10,00 9,35
8,57

8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

L1A L1E L1M
L1M: Usnea flipendula metanol ekstrakti, L1E: Usnea flipendula etanol ekstrakti,
L1A: Usnea flipendula aseton ekstrakti,
L2M: Evernia prunastri metanol ekstrakti,

L2E: Evernia prunastri etanol ekstrakti,
L2A: Evernia prunastri aseton ekstrakti

L2A L2E L2M
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4.1.6 Antioksidan aktivite

Evernia prunastri ve Usnea flipendula liken tiirlerinin organik solvent ekstraktlarinin
antioksidan igerik tayini DPPH yontemi ile blois (1958) metoduna gore yapilmistir.
DPPH reaktifi organik solvenler ile hazirlanan ekstraktlar ile muamele edilerek
spektrofotometrede 517 nm’ de olglimil yapilmistir. Deneyin amact DPPH reaktifinin
cozelti icerisindeki olasi hidrojen verici bir antioksidan kaynag: ile tepkimeye girerek
indirgenme temeline dayanmaktadir.  Ortamda antioksidan kaynagi bulunmasi
durumunda DPPH reaktifi rengi (koyu mor)’dan antioksidan icerigi test edilecek numune
konsantrasyonu artigina paralel olarak acilarak daha agik renkli (agik sar1) bir goriintii
olusturmaktadir. Bu durum analiz edilecek madde igerisinde bulunan antioksidan
indirgenme giicline bagli olarak stabil halde bulunan bir nitrojen radikali olan DPPH
reaktifinin, antioksidan kaynagi tarafindan DPPH {izerine proton temini ile DPPH-H
formuna dontistiirerek serbest radikallerin giderilmesine olanak saglamaktadir.

Organik solventlerle elde edilen liken ekstraktlarinin antioksidan kapasitesinin
Olciilmesinde, antioksidan indirgenme giiciiniin referans olusturmasi1 amaciyla
antioksidan kapasitesi bilinen yapay standart antioksidanlar kullanilmustir., a-tokoferol
cesitli konsantrasyonlar ile test edilen liken numunelerinin farkli konsantrasyonlariyla,
ilk asamada DPPH radikalinin olusturdugu % indirgenme giicii belirlenmistir. %
indirgenme giicii bir antioksidan kaynaginin DPPH reaktifi ile tepkimeye girmesiyle test
edilen konsantrasyonun ne kadarmin reaktif lizerinde indirgeme kapasitesine sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Olusturulan % indirgenme giicii grafiginin egim denklemi
kullanilarak da ICso gegeri belirlenmektedir. 1Cso degeri DPPH’ radikalinin %50 sini
temizlemek icin gereken ekstrakt konsantrasyonu (ug/ml?) olarak tanimlanmaktadir. Bu
degerin diisiik olmas1 test maddesinin diisiik konsantrasyonlarinda bile antioksidan
indirgenme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Farkli bir ifadeyle numune
orneginin daha diislik konsantrasyonlarda bile radikalin %50’sini temizleme yetenegine
sahip oldugu sodylene bilinir (Yavuz, 2019).
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Cizelge 4.1.6 Liken ekstraktlar: ve standart antioksidanlarin 1Cso degerleri

IC 50 (mg/ml)

1,2
1 0,949 0,968
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Liken-1 metanol: Usnea flipendula metanol ekstrakti,
Liken-1-etanol: Usnea flipendula etanol ekstrakti,
Liken-1-aseton: Usnea flipendula aseton ekstrakti,
Liken-2-metanol: Evernia prunastri metanol ekstrakti,
Liken-2-etanol: Evernia prunastri etanol ekstrakti,
Liken-2-aseton: Evernia prunastri aseton ekstrakti

*Liken 6rnekleri 10 mg/ml ve standart olan a-tokoferol 1 mg/ml konsantrasyonda
¢ozeltileri hazirlanmustir.
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4.2 Tartisma

Gegmisten giliniimiize likenler ile ilgili yapilan biyoaktivite caligmalar1 incelendiginde
liken metabolitlerinin antimikrobiyal 6zellikleri oldukga popiiler bir arastirma konusu
olmustur. Metabolitlerin igerdikleri yiiksek antimikrobiyal etkileri nedeniyle
aragtirmacilar farkli liken tiirleri ile ¢alisarak antibiyotik ve antifungal etkilerini
incelemislerdir.

Yapilan bu ¢alismada likenlerin farkl ¢oziictiler ile ekstraksiyonu saglanarak
antibakteriyel ve antifungal etkileri arastirilmistir. Calismamizin ana temasi
antimikrobiyal etki olurken gilinlimiizde popiilerlesen antioksidanlar ve fenolik icerikleri
katki saglayacag diistiniilmiistiir. Kisaca ¢aligmamizi iki ana basliga ayirmak gerekirse
antimikrobiyal etki ¢alismalar1 ve antioksidan kapasite ¢alismalarindan olusmaktadir.

Calismamizin ilk boliimii olan antimikrobiyal ¢aligsmalarindan, antibakteriyel
calismalari iki farkli metod iizerinden ¢alisilmustir. Tlk olarak Kirby Bauer disk difiizyon
metodu olarak da adlandirilan agar disk difiizyon yontemi ile elde etti§imiz ekstraktarin
antimikrobiyal etkileri mukayese standart antibakteriyeller ile karsilastirilarak bir 6n
bilgiye ulasilmistir. Kat1 agar {izerinde antimikrobiyal etkileri belirlendikten sonra sivi
besiyerin de bakterilerin mimimum inhibisyon degerleri, antibakteriyel maddenin katl
seri diliisyonlar1 yapilarak belirlenmistir. MiK degerleri makro diliisyon yonteminde
manuel ¢alisildig1 i¢cin + ve — ikiser katli konsantrasyon hata pay1 olarak kabul
edilmektedir.

Calismamizda kullanilan organik solventler arasinda aseton ekstraktinin etanol ve
metanol ekstraktina gore daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Sokmen ve ark., (2012) yilinda yaptig1 calismada Giresun bolgesinden topladigi
Pseudevernia furfuracea (L.) ve Evernia prunastri likenlerinin aseton ekstrelerinin
S.calmii, B.pumilis, A.baumanni, B.megaterium, E.faecium bakteri {izerinde agar disk
difiizyon yontemi ve broth micro diliisyon yontemi ile antibakteriyel etkileri
incelemislerdir. Evernia prunastri liken tiiriiniin aseton ekstraktinin yaklagik minimal
inhibisyon degerleri test edilen mikroorganizmalar lizerinde yaklasik 15 mm inhibisyon
cap1 olustururken. En diisiilk minimal inhibisyon konsantrasyonu ise E.faecium tizerinde
62.5 pg/ml oldugu belirlenmistir.

Aslan ve ark., (2006) yilinda yaptig1 bir baska ¢aligmada ise Artvin ydresinden topladig:
Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum, Evernia divaricata, Evernia prunastri ve
Neofuscella pulla tiirii likenlerini 300 pg/disk metanol ekstraktlarin ile elde edilen
antibakteriyel calismalarinda Evernia prunastri liken tiirliniin metanol ekstraktinin test
edilen bakteriler tizerinde agar disk difiizyon yonteminde ¢ogunluk olarak inhibisyon
zonu olusturmadidi, inhibisyon ¢api olusturan bakterilerde ise 4 ila 14 mm arasinda
inhibisyon c¢aplar1 belirlemislerdir. Caligmalarinda kullanilan Evernia prunastrinin
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metanol ekstraktinin Minimal inhibisyon degerleri ise Evernia prunastri igin 31.25- 15.6
ng/ml konsantrasyon araliginda etkin oldugu tespit edilmistir.

Yildiz ve ark., (2019) yilinda yaptig1 bir calismada ise Trabzon yoresinden toplanan
Usnea flipendula liken tiiriniin metanol ekstraktinin antimikrobiyal etkileri on farkli
mikroorganizma tizerinde c¢alisilmis sadece S.aureus iizerinde (4 mm) inhibisyon ¢ap1
olusturdugu tespit edilirken, MIK degeri olarak da 1250-625 pg/mL konsantrasyon
araliginda numune etkinligi tespit edilmistir.

Genel olarak yapilan calismalar incelendiginde farkli lokasyonlardan toplanan liken
tirlerinin farkli ekstraksiyon solventleri kullanilarak elde edilen antimikrobiyal
etkilerinin farkli miktarlar1 agar disk diflizyon inhibisyon ¢aplarini dogrudan etkiledigi
belirlenmistir. Ayrica ¢alismalar incelendiginde agar disk difiizyon yonteminde elde
edilen inhibisyon c¢aplar1 ile minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri ’de paralellik
gostermektedir. Calismamizda kullanilan aseton ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerinin
disk difiizyon ydéntemindeki inhibisyon caplarina bagl olarak MiK degerlerinin de daha
diistik konsantrasyonlarda etkinlik gostermesi literatlir ile dogrulanmaktadir. Ayni
zamanda literatiir 1s18inda aseton ekstraktinin diger organik solventlere nazaran daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi de yine calismamizla paralellik gostermektedir.
(Osmanagaoglu ve ark., 2019)

Bitki patojenleri ile yapilan antifungal ¢aligmamizda ise liken metabolitlerinin antifungal
aktivitesi, kullanilan konsantrasyonda daha diislik inhibisyon caplarina sahip olsa da
funguslar tizerinde de antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Funguslarda daha
diisiik etki gostermesinin nedeni fungus hiflerinin bakterilere goére daha dayanikli bir
yapiya sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan antifungal c¢alismamizda etanol
ekstraktinin kullanilan bitki patojonlerinin biiylik ¢ogunlugu iizerinde belirli bir
antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni belki de etanol ekstrati ile
elde edilen metabolitlerin funguslar iizerinde inhibe edici bir 6zellik gostermesinden
kaynaklanabilmektedir. Halama ve Haluwin, (2004)’de yaptig1 bir ¢aligmada Evernia
prunastri Hypogymnia physodes ve Cladonia portensotsa nin aseton ozleri sekiz farkli
bitki patojeni mantar lizerinde denenmistir. Yapilan arastirmanin sonucuna gore liken
metabolitlerinin antifungal ajanlar olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Ayrica
antifungal etki gosteren liken metabolitlerinin Usnea spp. Tiirleri tarafindan sentezlenen
usnik asit, Evernia spp. Tiirleri tarafindan sentezlenen Evernik asidin etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Tiwari ve ark., (2011) yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise dort farkli liken
tiirii olan Bulbothirix setschwanensis, Everniastrum nepalense, Heterodermia diademata,
Parmelaria thamsonii likenlerin aseton,metanol ve kloroform ekstraktlar1 yedi farkli bitki
patojeni tiizerinde (Aspergillus flavus, A.fumigatus, Alternaria alternata F.solani,
F.roseum, Fusarium oxysporum ve Penicillium citrinum) arastirilmistir. Likenlerin
antifungal aktiviteleri Bauer-Kirby disk diflizyon testi kullanilarak analiz edilmistir.
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Likenlerin aseton ve metanol Ozleri, test edilen mantar tiirleri ilizerinde daha etkili
bulunurken, 6zellikle bazi genis spektrumlu bitki patojenlerine kars1 nispeten daha etkili
oldugu sonucuna varilmastir.

Likenlerin toplam fenolik igerikleri ve antioksidan indirgeme kapasiteleri calismalarinda
toplam fenolik igeriklerinin Evernia prunastri (LI-1) tiiriiniin aseton ekstrakt: igin 9,35
mg GAE/g ekstrakt, etanol i¢in 12,53 mg GAE/g ekstrakt, metanol i¢in 8,57 mg GAE/g
ekstrakt olarak tespit edilmistir. Usnea flipendula (Li-2) liken tiiriiniin aseton ekstrakt
icin 13,50 mg GAE/ g ekstrakt, etanol i¢in 14,24 mg GAE/g ekstrakt, metanol i¢in ise
13,59 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Antioksidan indirgenme kapasitesinin
ICs0 degerleri ise Evernia prunastri’nin etanol ekstrakti 0.949 mg/ml, aseton i¢in 0,855
mg/ml, metanol i¢gin ise 0.774 mg/ml olarak tespit edilmistir. Usnea flipendula liken
tiirliniitin etanol ekstrakt1 0,968 mg/ml, aseton icin 0,667 mg/ml, metanol i¢in ise 0,661
mg/ml olarak tespit edilmistir. Standart antioksidan olarak kullanilan a-tokoferol ise 13.6
png/ml konsantrasyonda tespit edilmistir.  (Yildiz ve ark., 2019) yilindaki ¢alismasina
gore Usnea flipendula ve Viscum albiim tiirii likenlerin methanol ekstraktlari ile toplam
fenolik igerik tayinleri Usnea flipendula i¢in 6.377 mgGAE/g Viscum albiim igin ise
6.114 mg GAE/g olarak bulunmustur. (Mutlu S, 2008) yilinda yaptig1 ¢alismada ise bazi
liken tiirlerinden elde edilen su,etanol ve aseton ekstraktlarinin toplam fenolik bilesik
miktar1 incelenmistir. Usnea flipendulanin su ekstraktinin fenolik bilesik miktar1 18,6 mg
GAE/g liyofizat, etanol ekstraktinin 34.5 mg GAE/g liyofizat, aseton ekstraktinin ise 51.6
mg GAE/g liyofizat oldugu belirlenmistir. (Aoussar ve ark., 2018) yilinda yaptigi
caligmaya gore Pseudevernia furfuracea (L.) ve Evernia prunastri (L.) likenlerinin aseton
ekstraktlarimin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktiviteleri mevsimsel
degisikliklere bagl olarak incelenmistir. Evernia prunastrinin ilkbahar, yaz, sonbahar ve
kis aylarinda toplanan tiirlerinin toplam fenolik madde tayinleri en yiiksek ilkbahar
ayinda 328 pg GAE/mg ekstrak olarak belirlenirken, Antioksidan indirgenme kapasitesi
biitiin mevsimlerde ICso degerleri 1 mg/ml den yiiksek konsantrasyonlarda belirlenmistir.
Standart olarak kullanilan troloks 9 pg/ml, askorbik asit ise 12 pg/ml olarak
belirlenmistir.

Calismamizda liken ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan
indirgeme kapasitesi literatiir 15181nda incelendiginde toplam fenolik madde miktarlar1 ve
antioksidan igeriklerinin likenlerin bulundugu lokasyona, mevsime ve habitata bagli
olarak degisiklik gosterdigi anlagilmaktadir. Literatiir karsilastirmasinda da anlagilacagi
izere likenlerin antioksidan indirgenme kapasitesi ¢aligmamiza paralel olarak ayni trendi
vermektedir.
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5.SONUC

Yapilan ¢alismada Evernia prunastri ve Usnea flipendulanin aseton,etanol,metanol ve
tampon ¢ozelti ile hazirlanan su ekstraktinin birlikte bulundugu aragtirmaya, literatiir
1s18inda rastlanmamistir. Calismamizin sonucuna gore elde edilen verilerin literatiire
katki saglayarak, yapilacak yeni g¢alismalara 151k tutacagi disiiniilmektedir. Calisma
sonucunda elde edilen veriler incelendiginde her iki tiir liken Orneginin aseton
ekstraktlarinin yiiksek bir antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu sayede
ileriki faz antibakteriyel ¢alismalarinda ve antibiyotik ila¢ tasarimlarinda kullanilmasi
muhtemel dogal kaynaklar olacagi diistiniilmektedir ayrica bitki patojenleri tizerinde
yapilan denemelerde de ¢alismada kullanilan liken tiirlerinin antifungal aktivitesi tespit
edilmis olup, icerdikleri liken asitlerinin yiiksek saflikta elde edilmesi veya farkli bir
ekstraksiyon prosesi kullanilarak ekstrakt elde edilmesi durumunda pestisit olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Tampon ¢dzelti ile hazirlanan su ekstraktinin ise liken
metabolitlerini ¢ézmede yeterli olamamaktadir. Bu durumun sonucu olarak da liken
metabolitlerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan ¢o6ziicii  kilit rol oynadigi
anlagilmaktadir. Ayrica ¢alismada kullanilan liken tiirlerinin literatiirde ayni isimdeki
bir¢ok ¢alisma bulunsa dahi bulundugu ortama, mevsime, rakima, substrata vb. bir¢ok
cevresel faktore bagli olarak metabolitlerinin degisim gosterdigi bu ¢alisma ile
literatiirdeki yeri saglamlastiriimigtir. Unutulmamalidir ki ayni tiirden farkli liken tiirleri
metabolitlerini ¢evresel faktorlere bagl olarak sentezlemektedir. Bu durumun sonucu
olarak antimikrobiyal ve antioksidan etkileri farklilik géstermektedir.

Calismada kullanilan liken tiirlerinin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan
indirgenme kapasitesi literatiir 151¢inda incelendiginde tibbi aromatik bitkilere gore
oldukca diisiik seviyede kalmaktadir. Bu durum neticesinde yapilan ¢aligmanin evrensel
literatiirle karsilagtirmasi yapildiginda dahi, yeterli seviyede antioksidan igerigine sahip
olmadig1 diisliniilmektedir. Calismamizda kullanilan liken tiirlerinin antioksidan
kapasitesinin diisiik olmasindan dolay1 antioksidan c¢alismalarinda ve ilag gelistirme
proseslerinde kullaniminin tercih edilmemesi dngoriilmektedir.

Calismada kullanilan liken tiirlerinden olan Evernia prunastri ve Usnea flipendula tiirii
likenleri arazi ¢alismamizda sadece belirli bir rakimin iizerinde ve hava kirliliginin az
oldugu bolgelerde goriilmektedir. Bu durumda liken florasinin yayginligi rakima ve hava
kirliligine bagimli olarak yetistigi gozlemlenmistir. Ayrica arazi gezileri sirasinda
genellikle toplamay1 tercih ettigimiz tiirler epifitik olarak bulunan ¢alimsi likenlerdir bu
durumun sebebi kabuksu likenlerin substratlarindan ayrilmasinin oldukea gii¢ oldugu ve
kazinarak toplanmasi gerektigidir bu durum da substrat pargalarinin likenler arasina
karisarak saf olarak liken tallusunun elde edilmesini oldukga giiclendirmektedir. Likenler
toplanirken tavsiye edilmesi gereken nokta liken yiizeyi kuru ise nemlendirilerek
toplanmasidir. Bu sayede likenler substrat {izerinde par¢alanmadan bir nebzede olsa kolay
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ayrilabilmektedir. Arazi gezileri sirasinda bir baska dikkat ¢eken unsur ise liken tiirlerinin
substrata bagli olarak bulundugu habitat segmesidir. Oregin Evernia prusnastri likeni
sadece mese agaclarinda gozlemlenirken Usnea flipendula tiirii liken yabani yemis olarak
adlandirilan agaclarin sadece bazilarinda yayilim gostermektedir. Iki tiiriinde ayn1 agagta
yayilim gostermesi durumu oldukga nadir rastlanmistir.

Ekstraksiyon prosesine baslanirken metabolitlerin ¢6ziicii ile daha iyi ¢6ziinebilmesi i¢in
likenlerin kiigiik parcalar halinde parcalanmasi gerekmektedir. Bizim g¢aligmamizda
parcalamay1 en iyi sekilde yapabilmek i¢in sivi nitrojen ile dondurarak kurutma ve
pargalama islemlerine tabi tutulmustur. Bu yontem karistirict vb. mekanik parcalama
yontemlerine gore biraz pahali olsa da en ideal parcalamanin bu yontem ile gergeklestigi
diisiiniilerek, s1v1 nitrojen ile parcalama teknigi tavsiye edilmektedir.
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