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Bir mantar ve bir alg ya da siyanobakteriden olusan likenler; halk arasinda tedavi
amaciyla balgam sokiicli, agr1 kesici, ates diisiirlicii olarak veya gida olarak
tilketildiklerinde ise ¢ay, yag, baharat olarak farkli birgok kullanim alanina sahiptirler.
Bryoria capillaris 6zellikle Kuzey Dogu Anadolu Bolgesi'nde bulunan en yaygin liken
tirlerindendir ve halk arasinda un ve g¢ay olarak kullanildigi bilinmektedir. Gidalarda
yapilan calismalar sonucu hem sentetik antioksidanlarin toksik etkiye sahip oldugu
gercegi, hemde gidalarin bozulmasinda veya bulagsma sonucu olusan mikroorganizma
faaliyetlerindeki artig nedeniyle ge¢misten bugiine dogal antioksidanlar ve antimikrobiyal
koruyucularla ilgili bir¢ok calisma bulunmakta ve her gecen giin daha da artmaktadir.

Bryoria capillaris’in su ve etanol ekstratlarinin antioksidan aktivitesini
belirleyebilmek amaciyla, DPPH- giderme aktivitesi, ABTS* giderme aktivitesi, Fe®'- Fe?*
indirgeme kapasitesi, FRAP indirgeme kapasitesi, kuprik iyonlar1 (Cu?*) indirgeme
kapasitesi, total fenolik igerigi ve total flavonoid igerigi ¢alisilmistir. Standart olarak BHA,

BHT, a-tokoferol ve troloks kullanilmistir. Likenin antibakteriyel aktivitesi ise 7 bakteri
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susu kullanilarak disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Ayrica 20 mineralin liken
tiiriindeki miktarlar1 ICP-MS cihazi kullanilarak tespit edilmistir.

B. capillaris’in etanol ve su ekstraktlarinin (Img/mL) 20 ug/mL’deki absorbans
degerlerinin sirasiyla; Fe**indirgeme kapasitesi igin (0.466+0.02; 0.149+0.025) oldugu ve
etanol ekstraktinin o-tokoferole yakin bir giderme kapasitesine sahip oldugu, FRAP
indirgeme kapasitesi icin; (0.508+0.00; 0.347+0.003) oldugu, Cu*‘indirgeme kapasitesi
igcin (0.335+0.013; 0.173+0.009) oldugu ve etanol ekstraktinin BHT den yiiksek ve a-
tokoferol kadar bir giderme kapasitesine sahip oldugu, ayrica ekstraktlarin (10-30 pg/mL)
ABTS"giderme aktivitesi ICso degerlerinin sirasiyla; (12.955; 39.373) oldugu ve etanol
ekstraktinin o-tokoferol kadar bir aktiviteye sahip oldugu, DPPH- giderme aktivitesi
degerlerinin ise; (53,786; 76,800) oldugu goriilmiistir. Etanol ve su ekstraktlarinin
(Lmg/mL); toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 (ug/mg) sirasiyla (71.190+0.336;
40.952+0.673) ve (95.655+0.318; 25.505+0.158) olarak bulunmustur. DMSO’da
¢oziinmiis etanol/su ekstraktlarinin 7 bakteri susunda da zon olusturdugu gozlenmistir.
DMSO’da ¢6ziinmiis etanol ekstrakti en iyi antibakteriyel etkiyi E. faecalis susu, suda
¢oziinen etanol ektrakti ise P. aeruginosa ilizerinde gostermistir.

Calismamizda B. capillaris’in antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu,
antioksidan enzim kofaktorleri olarak bilinen minarellerce (Fe, Zn, Mn) ve beslenme
acisindan 6nemli olan makro minerallerce (S, P, Mg, Na, Ca, K) zengin oldugu sonucuna
varilmigtir. Tiirle ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok sinirli oldugundan ¢alismamiz; tiirle ilgili
aragtirmanin devamlilig1 i¢in gida ve farmokoloji alanlarina yol gosterici olacagi ve katki

saglayacag diisliniilmektedir.

AnahtarKelimeler: Antioksidan, Antimikrobiyal, Bryoria capillaris, Gida, Mineral



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT, ANTIBACTERIAL AND MINERAL
CONTENT OF BRYORIA CAPILLARIS LICHEN SPECIES

Hulusi DEMIR

Glimiishane University

The Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. S. Beyza OZTURK SARIKAYA
2019, 118 pages

Lichens consist of a fungus and algae or cyanobacteria. Among the public, they are
used as expectorant, painkiller, antipyretic or as a food, they have many different uses as
tea, oil and spices. Bryoria capillaris is one of the most common lichen species found in
the North East Anatolia Region. It is known to be used as flour and tea among the public.

There are increasingly many studies on natural antioxidants and antimicrobial
preservatives from past to present due to the fact that synthetic antioxidants have toxic
effects as a result of the studies in foods and because of the increase in microorganism
activities resulting from food spoilage or contamination.

In our study, in order to determine the antioxidant activity of Bryoria capillaris
extracts prepared in water and ethanol; DPPH" scavenging activity, ABTS™" scavenging
activity, Fe®*-Fe?* reduction capacity, FRAP reduction capacity, cupric ions (Cu?®*)
reduction capacity, total phenolic content and total flavonoid content were studied. a-
tocopherol, trolox, BHA and BHT were used as standard. The antibacterial activity of
lichen was determined by disc diffusion method using 7 bacterial strains. In addition,

lichen type of 20 minerals were determined by using ICP-MS device.
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The absorbance values of ethanol and water extracts of B. capillaris (1 mg/mL) at 20
ng/mL, respectively; for Fe3* reduction capacity (0.466+0.02; 0.149+0.025) and having the
capacity to remove ethanol extract near a-tocopherol, for FRAP reduction capacity;
(0.508+0.00; 0.347+0.003), for Cu?* reduction capacity; (0.335 + 0.013; 0.173+0.009) and
ethanol is more than BHT, close to a-tocopherol, water and extracts of 10-30 pg/mL
solutions ABTS"" scavenging activity ICso values respectively; (12,955; 39,373) and the
ethanol extract have an activity equivalent to a-tocopherol, DPPH scavenging activity 1Cso
values respectively; (53,786; 76,800), ethanol and water extracts (1 mg/mL) respectively;
total phenolic content (pug/mg) (71.190+£0.336; 40.952+0.673) and total amounts of
flavonoids (pg/mg) (95.655+0.318; 25.505+0.158) was found. In water and ethanol
extracts dissolved in water and in water and ethanol extracts dissolved in DMSO
(30mg/mL); In the water and in water extracts dissolved in DMSO, there was no zone.
Dissolved ethanol and water extracts in DMSO were observed to form zones against 7
bacterial strains. The ethanol extract dissolved in DMSO showed the best antibacterial
effect on E. faecalis strain while the water-soluble ethanol extract on P. aeruginosa strain.

In our study, it was concluded that B. capillaris has antioxidant and antimicrobial
activity, minarels (Fe, Zn, Mn) known as antioxidant enzyme cofactors and macro minerals
(S, P, Mg, Na, Ca, K) which are important for nutrition are rich. Since the studies on the
species are very limited; it is thought that it will guide and contribute to the fields of food

and pharmacy.

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial, Bryoria capillaris, Food, Mineral
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Serbest Radikaller

Oksijen canli organizmlarda ve yeryiiziinde en bol bulunan elementtir (Demidchik,
2015). Oksijen aerobik canlilarda solunum igin ve bitkiler tarafindan fotesentez sonucunda
iiretilen yasam i¢in elzem bir elementtir. Metabolizmada hiicreler tarafindan enerji iiretmek
icin kullanilan oksijen, ATP sentezinin sonucu olarak serbest radikaller meydana getirir.
Olusan bu yan {irlinler metabolizmada oldukca yiiksek reaktiflige sahip insan viicuduna
zarar veren molekiillerdir (Pham-Huy vd, 2008; Koksal vd, 2009; Oztiirk Sarikaya, 2009).
Biyolojik sistemler i¢in hem olumlu yararlar1 hem de potansiyel olarak zararli yan etkileri
oldugu i¢gin oksijen, genellikle iki yiizlii gaz olarak adlandirilir (Burton ve Jauniaux, 2011).

Oksidasyon, aerobik organizmalarda, 6zellikle omurgalilarda ve insanlarda, viicutta
enerji Uretimi i¢in ve serbest radikallerin olusumuna yol agan hayati bir siiregtir (Mathew,
2011; Necefian ve Babji, 2012). Oksidasyon, elektronlarin bir atomdan digerine
transferidir ve aerobik yasamin ve metabolizmamizin temel bir pargasini temsil eder,
clinkii oksijen, ATP seklinde enerji iireten elektron akis sisteminde nihai elektron alicisidir.
Bununla birlikte, elektron akisi kopmadiginda (eslesmemis tek elektronlarin transferi),
serbest radikallerin olusmasiyla ilgili problemler ortaya ¢ikabilir (Giilgin, 2012). Onemli
problemlerden biri, oksijen molekiiliiniin serbest radikal yaratma egilimidir. Bu radikaller,
dogal metabolizmanin yan {irlinleridir ve siirekli maruz kalmalari, proteinlerin, lipitlerin ve
niikleik asitlerin oksidasyonuna neden olan oksidatif strese neden olabilir. Reaktif oksijen,
azot ve kiikiirt tiirlerinin salinimi hiicresel hasara, gen mutasyonuna, organin ¢alismamasi
veya organ yetmezligine neden olur ve hatta 6liime neden olabilir (Mathew, 2011). Yasam
icin gerekli olan bu elementlerin (6zellikle oksijen) bu reaktif tiirler yoluyla insan viicudu
tizerinde zararl etkileri olmasi ironiktir (Carocho ve Ferreira., 2013). Zararli etkilerinin
yan1 sira, serbest radikaller fizyolojik seviyelerde sinyal transdiiktorleri olarak homeostazin
korunmasini da saglarlar (Kothari vd, 2010).

Serbest radikaller, herhangi bir biyokimyasal siire¢ i¢in temeldir ve aerobik yasamin
ve metabolizmamizin 6nemli bir boliimiinii temsil eder. Serbest radikallar siirekli olarak
viicudun normal oksijen kullanimi tarafindan tiretilirler. Serbest radikal olarak adlandirilan
metabolizmanin yan iirlinleri kararsiz, son derece reaktif, potansiyel olarak yikici ve kisa

Omiirlidiir. Cogu molekiiliin tiim elektronlar1 eslesmis halde bulunmaktadir ve bu nedenle



serbest radikaller degildirler. Molekiiller, kararli bag olusturan elektron g¢iftleri ile bir arada
tutulur, ancak bag kirildiginda yiiksek oranda reaktif serbest radikaller olusur
(Sivanandham, 2011).

Serbest radikal, degerlik kabugunda veya dis orbitalinde bir veya daha fazla
eslestirilmemis elektron igeren bir atom veya molekiil olarak tanimlanabilir ve bagimsiz
olarak var olma yetenegine sahiptir (Phaniendra ve Jestadi, 2015). Serbest radikaller, diger
molekiiller ile kimyasal reaksiyonlara kars1 oldukca aktif ve kararsiz olan eslestirilmemis
elektronlu atomlar, molekiiller veya iyonlardir (Halliwell, 2007; Carocho ve Ferreira,
2013). Bu yiiksek oranda reaktif molekiiller, bir elektron elde etmek i¢in en yakin kararli
molekiile saldirir (Kothari vd., 2010). Serbest radikal eslesmis bir elektron arayigsinda
oldugundan zararlidir. Oncelikle bir elektronu kararli bir molekiilden alir, ardindan kararl
olan serbest radikal doniisiir ve ortaya ¢ikan zincir reaksiyonu dokular1 zedeleyebilir ve
fonksiyonlarini bozabilir (Sivanandham, 2011).

Serbest radikaller oksijen, azot ve kiikiirt elementlerinden tiirerler ve bdylece reaktif
oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif kiikdirt tiirleri (RSS) olustururlar
(Carocho vd., 2018). ROS terimi, Oz'den tiiretilen kimyasal olarak bir dizi reaktif molekiile
karsilik gelir. Canli sistemlerdeki RNS, esas olarak nitrik oksit (NO-) ve azot dioksiti
(NO,) igerir. Nitrik oksit, hidroksil radikalleri ve azot dioksit radikalleri de iiretebilen
eslesmemis elektronu ile serbest bir radikaldir (Wu vd., 2013). Genel olarak, RNS'in yar1
omrii ROS'tan daha uzundur (Ye, 2015). RSS, ROS'un tiyollerle reaksiyonu ile kolayca
olusturulur (Carocho ve Ferreira, 2013).

Biyoloji ve tibbin ¢esitli alanlarinda, serbest radikaller ve diger radikal olmayan
reaktif tiirevleri daha genel olarak ROS veya reaktif azot tiirleri (RNS) olarak bilinir. En
onemli ROS arasinda hidroksil radikal (OH-"), siiperoksit radikali (O2-"), nitrik oksit (NO-)
ve peroksil radikalleri (ROO-) ve ayrica hidrojen peroksit (H20), singlet oksijen (102),
hipokloroz asit (HOCI) ve peroksinitrit (ONOOQO) gibi radikal olmayan tiirler bulunur
(Poprac vd., 2017). Radikaller, radikal olmayan tiirlere gore daha az kararlidir, ancak
reaktiviteleri genellikle daha giigliidiir (Pham-Huy vd, 2008). Bu radikal olmayan tiirler
serbest radikal degildir, ancak canli organizmalarda serbest radikal reaksiyonlarina

kolaylikla yol acabilir (Phaniendra vd., 2015).



1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Normal aerobik metabolizmadaki hiicreler ve organlar oksidanlara siirekli maruz
kalir. Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar olarak tiretilir. Yasam tarzi faktorleri
her iki tiir kaynagi da etkiler (Sies, 2018).

Potansiyel endojen ROS kaynaklar1 arasinda mitokondri oksidatif fosforilasyon,
P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve enflamatuar hiicre aktivasyonu bulunur.
Mitokondriyal oksidatif metabolizma ile molekiiler oksijenin yaklasik %4-5'1 ROS'a
(6ncelikle siiperoksite) doniistiirtiliir (Klaunig ve Wang, 2018). Molekiiler oksijenin (O2)
son elektron alicist olarak islev gordiigii aecrobik metabolizmanin yollar1 kaginilmaz olarak
reaktif tiirlerinin (RS) tiretimine yol acar (Roleira vd., 2015).

Mitokondri, hiicrelerdeki en 6nemli oksidan kaynagidir, c¢iinkii elektron tasima
zincirinden elektron akisiin yaklasik %1 ile %2'si serbest radikallerin olugsmasina neden
olur (Poon vd., 2004). ROS'un c¢ogunlugu, mitokondrinin elektron tasima sisteminde
(ETS), cogunlukla I ve Il komplekslerinde tretilir (Bakonyi ve Radak, 2004). ETS'de,
NADH'den gelen elektronlar oksijen molekiillerine (O2) transfer edilir ve sonunda zararsiz
su molekiilleri tretir. Sadece bir elektron alindiginda, O, siiperoksit dismutaz (SOD)
kataliziyle ayrica hidrojen peroksite (H202) donistiiriilebilen siiperoksit (O27) 'ye
indirgenir. Bir Fenton reaksiyonu yoluyla, H.O2 daha sonra son derece reaktif bir ROS olan
hidroksil radikali (OHe) olusturmak i¢in katalize edilebilir. Ayrica, Oz« difiizyon kontrolli
bir sekilde peroksinitrit (ONOO") olusturmak igin nitrik oksitle (NO«) reaksiyona girer
(Tong, 2015).

Mitokondri RS {iretiminin ana bdolgesi olsa da diger endojen kaynaklar arasinda
peroksizomlar, yag asidi metabolizmast ve NADPH oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz,
ksantin oksidaz (XO), mieloperoksidaz ve nitrik oksit sentaz (NOS) gibi enzimatik
sistemlerde bulunur (Bast ve Haenen, 2013; Roleira vd., 2015). Ksantin oksidaz, serbest
radikallerin 6nemli bir kaynagidir ve oksidatif stresde dnemli bir rol oynar (Valko vd,
2006; Rajendran vd., 2014).

ROS ayrica enfeksiyona karsi savunma sirasinda aktive edilmis ndtrofiller,
eozinofiller ve makrofajlar tarafindan iiretilir. ROS, hiicre i¢i sinyallesmede, enfeksiyona
kars1 savunmada ve kanser hiicrelerinin apoptozunda sekonder haberciler olarak 6nemlidir

(Latunde-Dada, 2017).



Insanlar yasamlar1 boyunca muhtemel serbest radikal zincir reaksiyonuna siirekli
maruz kalirlar. Sigara igmek, uzun siireligiines 15181, psikolojik veya duygusal stres,
sagliksiz beslenme aliskanliklar1 bazi serbest radikal iireticilerdir. Saglikli hiicrelerin
yapisin1 bozarak islevlerini yitirmelerine neden olurlar ve oksidasyon ile sonuglanan

lipitlere, amino asitlere ve niikleik asitlere zarar verirler (Mathew vd., 2011).

1.3. Serbest Radikallerin Rolii ve Oksidatif Stres

Serbest radikallerin yagamin kokeni ve biyolojik evrimde organizmalar iizerinde
olumlu etki birakmasi1 bakimindan ¢ok 6nemli bir rolii vardir (Uttara vd., 2009). ROS ve
RNS'nin, canli sistemlerde zararli veya faydali olarak ikili rol oynadigi bilinmektedir
(Poprac vd., 2017).

Diisiik veya orta seviyelerde, ROS ve RNS bagisiklik sistemine yardim ederek, hiicre
sinyallemesine aracilik ederek ve apoptozda dnemli bir rol oynayarak hastaliklar1 onlerler
(Seifried vd., 2007; Pham-Huy vd., 2008). ROS, hiicre sinyallesmesinde ikincil haberciler
gibi davranir ve normal hiicrelerde ¢esitli biyolojik islemler igin gereklidir (Glasauer ve
Chandel, 2014). Nétrofiller, monositler veya makrofajlar gibi fagositik hiicreler, 6ldiirme
mekanizmalarinin bir pargasi olarak biiylik miktarlarda O+~ veya NO- sentezleyerek
yabanci organizmalara kars1 savunma yaparlar (Giilgin, 2012).

Asirt miktarda tretildiginde, serbest radikaller ve oksidanlar, oksidatif stres denilen
bir olguya neden olur (Pham-Huy vd, 2008). Oksidatif stres, reaktif oksijen / azot tiirlerinin
olusmas1 (ROS / RNS) ile organizmanin antioksidan koruma sistemleri tarafindan etkilerini
onleme kapasitesi arasindaki denge eksikligi olarak tanimlanir. (Pisoschi ve Pop, 2015).
Oksidatif stres (OS), farkl biyolojik sistemlerdeki lipitlere, proteinlere, karbonhidratlar ve
niikleik asitlere oksidatif hasara ve dolayisiyla farkli molekiillerin islevsel ve yapisal
bozulmasina neden olur (Ho vd., 2013; Mancini vd., 2015).

Herhangi bir normal hiicrede bulunan yiiksek ROS diizeyi ateroskleroz,
norodejeneratif hastaliklar, eklem iltihabi, yasa bagli dejenerasyon ve kanser baslangici
gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar (Chen vd., 2013; Prasad vd.,
2017).

Oksidasyon reaksiyonlar1 gida endiistrisinde dnemli bir rol oynamaktadir, ¢linki
istenmeyen tat ve toksik bilesiklerin yani sira renk kaybina, besin degerine ve islevsellige

neden olmaktadirlar. Zehirli iiriinlerin birikimi, tiiketicilerin saglig: icin tehlikeli olabilir.



Bir oksidasyon, gida bozulmalarin1 meydana getirmek icgin lipitler ve proteinlerle
reaksiyona giren serbest radikalleri iiretebilir. Ek olarak, biyolojik bir sistemde {iretilen
serbest radikaller, eger insan viicudu olusumlarimi kontrol edemez veya ortadan
kaldiramazsa, DNA, protein ve membran lipit gibi biyo makro molekiillere zarar verir
(Wattanasiritham vd., 2016).

1.4. Serbest Radikal Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, canli sistemlerde iiretilen en 6nemli simifi temsil eder ve
oksijenin metabolizmada eksik indirgenmesi sonucu olusurlar (Wu vd., 2013).

Superoksit radikalinin olusumu, O2'nin indirgenmesi iizerine meydana gelir ve O2'nin
aksine, oldukea reaktifdir. Stiperoksit radikalinin toksisitesi, Oz~ 'nin daha az reaktif H20-
ve Oz'ye indirgenmesini katalize eden antioksidan metaloenzim stiperoksit dismutaz (SOD)
ile biiyiikk Ol¢lide azalir (Battin ve Brumaghim, 2009). Superoksit ayrica amino asit
oksidaz, sitokrom oksidazlar, monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz gibi
enzimlerin etkisiyle de iiretilir (Cadet ve Brannock, 1998).

O2+e — Oz

2020+ 2H"— H0.+ O2

Stiperoksit radikaline (O2¢") bir elektron eklenmesiyle H>O> olugsmaktadir (Bardaket,
2017). Hidrojen peroksit serbest bir radikal degildir (Phaniendra vd., 2015).

O+ + e+ 2H" — H20z

Hidrojen peroksit serbest radikal biyokimyasinda onemli bir bilesiktir, ¢linki
ozellikle gecis metali iyonlart varliginda oksijen radikallerin en reaktif ve zarar verici olan
hidroksil radikalini (OH-) iiretmek i¢in kolayca pargalanir: (Latha ve Babu, 2001).

H20, + Fe?* —.OH + OH + Fe®*

Hidroksil radikali (-OH), hidroksit iyonunun nétr seklidir (Valko, 2007). Bu radikal,
yaklasik 10° s tahmin edilen yar1 mre sahip en reaktif tiirler olarak bilinir (Giilgin, 2012).
OH hiicrenin normal ¢alismasi i¢in hayati onem tasiyan veya aktif hale gelebilen ve hayati
hiicre bilesenlerine verilen hasari iletebilen hedef molekiiller ile reaksiyona girerek hasar
zincirini baslatir (Du ve Gebicki, 2004). Hidroksil radikali (-OH), oksidatif stres sirasinda
lipit peroksidasyonun yani sira proteinlere ve niikleik asitlere etki eden oksidatif hasarin

ana nedenidir (Demidchik, 2015).



H2O2'nin metal iyonlar1 (Fe?* veya Cu") ile reaksiyona girdigi, genellikle ferritin
(demiri depolayan hiicre ig¢i bir protein) ve seruloplazmin (plazma bakir tagiyan protein)
gibi farkli proteinlerle ya da diger molekiillerle kompleks halinde baglandigi bir Fenton
reaksiyonunda olusur. Stres kosullar1 altinda, fazla miktarda O». ferritinden serbest demir
cikarir ve serbest kalan demir, OH- olusturmak {izere Fenton reaksiyonuna katilir. Ayni
zamanda, Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen bir reaksiyonda, siiperoksit radikali ile H20>
arasindaki reaksiyondan da olusur (Phaniendra vd., 2015).

Fe?*+ H,0,— Fe®*+ OH-+ OH" (Fenton reaksiyonu)

02"+ H202— O2 + OH- + OH™ (Haber-Weiss reaksiyonu)

Elektronik singlet halindeki molekiiler oksijen ¢ok giiclii bir oksidandir. Cesitli
biyolojik islemlerde zarar verici etkisi iyi bilinmektedir (Alia vd., 2001). Singlet oksijen
(*02), hem proteinler, lipoksigenazlar ve aktive edilmis lokositlerin yani1 sira radikal
sonlandirma reaksiyonlarinin aracilik ettigi islemleri igeren bir dizi baska enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonla da iiretilebilir (Davies, 2003).

Ozon gii¢lii bir oksidandir. Biyolojik molekiilleri oksitleyerek serbest radikaller ve
diger reaktif ara maddeler olusturabilir. Lipit peroksidasyonuna neden olabilir ve proteinler
ve niikleik asitlerde bulunan farkli fonksiyonel gruplari, 6rnegin amin, alkol, aldehit ve
stilfirili okside edebilir. Ayrica, Os'lin dogrudan saldiracagi veya onun iirettigi serbest
radikallerin neden olabilecegi kromozomal sapmalara da neden olabilir (Phaniendra vd.,
2015).

Canli sistemlerde olusabilecek  oksijenden tiiretilmis ilave radikallerin
karakteristikleri peroksil radikalleridir (ROQ-). En basit peroksil kokii, siiperoksitin (O2+)
konjugat asidi olan dioksil (hidroperoksil) kokii HOO-'dur. Bu tip bir molekiiliin kimyas1 R
grubunun dogasina, yerel ortama ve oksijen ve diger reaktantlarin konsantrasyonuna gore
degisir. Belki de peroksil radikallerinin en ilging Ozelligi, katildiklar1 biyolojik
reaksiyonlarin ¢esitliligidir (Valko, 2006).

Bir yandan, giiglii bir oksidan olan HOCI (Hipoklordz asit), insan ve diger
memelilerin viicudundaki bakteri yok edici sistemin en dnemli bilesenidir. Ote yandan,
HOCI, yiiksek reaktivite ve serbest radikal oncii roliinli yerine getirme kabiliyeti nedeniyle,
birgok biyolojik olarak onemli molekiil ile reaksiyona girme nedeniyle sitotoksik etkiye
sahiptir ve iltthaplanma ile iligkili bir veya birden fazla hastaligin gelisimini tetikleyebilir

(Panasenko vd., 2013).



Oldukga reaktif olan nitrik oksit, icerdigi eslenmemis tek elektronundan dolayi
radikal 6zeliktedir. Demir, kobalt, bakir, manganez gibi ge¢is metalleri veya oksijen ve
siiperoksit radikaliyle tepkimeye girer (Oztiirk Sarikaya, 2009). Nitrik oksit, insanlar dahil
memelilerde 6nemli bir hiicre sinyal molekiiliidiir. Nitrik oksit radikali (NOe¢), argininden
enzimatik olarak olusturulan bir sinyallesme bilesigidir ve kan damar1 duvarlarindaki diiz
kaslar1 gevsetir ve kan basicini diistiriir. Ayn1 zamanda primer immiin savunmaya katkida
bulunan aktif makrofajlar tarafindan iiretilir (Gtilgin, 2012).

Peroksinitrit (ONOQ"), nitrik oksit (NOe¢) ve (Oaz¢-) arasindaki ¢ok hizli enzimatik
olmayan bir reaksiyonla {iretilir (Forman vd., 2014). Radikal degildir fakat gii¢lii bir
oksidan olan NO; radikalinin olusumuna katilir (Glimiistas ve Atukeren, 2008).

Reaktif kiikiirt tiirleri, tiollerin ve disiilfitlerin oksidasyonu ile olusur. Disiilfid,

stilfonik asit ve tiyil radikalleri bunun bazi1 6rnekleridir (Mathew, 2011).

1.5. Serbest Radikallerin Molekiiler Hedefleri

Viicudumuzdaki tiim biyolojik molekiiller serbest radikallerin saldirisina maruz
kalma riski altindadir. Bu tiir hasarli molekiiller hiicre fonksiyonlarini bozabilir ve hatta
hastalikli durumlara yol agan hiicre 6liimiine yol agabilirler.

Hidroksil radikalinin DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi, hem
plirin hem de pirimidin bazlarina ve ayrica deoksiriboz omurgasina zarar verdigi
bilinmektedir. Bu “oksidatif hasar” olaylarindan kaynaklanan genetik materyalin kalici
modifikasyonu, mutajenez, karsinojenez ve yaslanma ile ilgili ilk adimi temsil eder (Valko,
2007).

ROS viicutta iiretilen farkli RNA’lara saldirabilir. RNA, tek iplik¢ikli yapisi, okside
RNA i¢in aktif bir onarim mekanizmasinin bulunmamasi, proteinler tarafindan DNA’dan
daha az korunmasi nedenleriyle sitoplazmik RNA'larin ROS yiiklerinin {iretildigi
mitokondriye yakin oldugu yerlerde, oksidatif hasara DNA'dan daha egilimlidirler.
(Phaniendra, 2015).

Proteinler 6karyotik hiicrelerde potansiyel baslangic molekiiler hedeflerin toplam
kiitlesinin %75’ini olustururlar. Biyolojik olarak ROS ile kolayca reaksiyona girdikleri

bilinen canli organizmalarin en bol bulunan organik bilesenleridir (Du ve Gebicki, 2004).



Proteinler ile ilgili olarak, oksidatif olarak modifiye edilebilecekleri ii¢ farkli yol

vardir:
. Spesifik bir amino asidin oksidatif modifikasyonu,
o Serbest radikal aracili peptid béliinmesi,
. Lipit peroksidasyonuyla reaksiyona bagli olarak protein capraz bag olusum

tiriinleri (Carocho ve Ferreira, 2013).

Karbonbhidratlar, bitkilerde (ve gezegende) en bol bulunan organik molekiil grubudur.
Bitki hiicrelerini mekanik olarak destekler ve sekillendirir, indirgenmis karbonu depolar,
enzim aktivitelerini ve ozmotik basinci diizenler, enzimatik olmayan antioksidan savunma
saglar ve diger kilit rolleri oynarlar. Karbonhidratlarin oksidasyonu bitkiler i¢in potansiyel
olarak zararlhidir (Demidchik, 2015).

‘OH gibi serbest radikaller, karbon atomlarindan birinden bir hidrojen atomunu
rastgele alarak karbonhidratlarla reaksiyona girer ve karbon-merkezli bir radikal iiretir. Bu,
hyaliironik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kopmalarina neden olur. Eklemleri
cevreleyen sinovyal sivida, iltihaplanma sirasinda nétrofillerin birikmesi ve aktive olmast,
eklem iltihabinda da goériilen 6nemli miktarda oksidan tiretir (Devasagayam vd., 2004).

Lipit peroksidasyonu, doymamis yag asitleri, fosfolipitler, glikolipitler, kolesterol ve
¢oklu doymamis hidrokarbon gibi birden fazla karbon-karbon ¢ift bag igeren herhangi bir
coklu doymamus bilesigin oksidatif bozulmasini kapsar (Fu vd., 2015).

Tiim hiicresel membranlar, yiiksek doymamis yag asidi konsantrasyonlar1 nedeniyle
oksidasyona kars1 6zellikle hassastir (Kohen ve Nyska, 2002). Lipit oksidasyonunun zincir
reaksiyonu mekanizmasi yoluyla gerceklestigi yaygin olarak kabul edilmistir. Zincirleme
reaksiyon, bir dizi karmasik kimyasal de8isime yol acan baglatma, ilerleme ve
sonlandirma olarak 3 asama boyunca ilerler (Shahidi ve Zhong., 2015).

Lipit oksidasyonu, gida kimyasinda en alakali reaksiyon siniflarindan biridir
(Medina-Meza vd., 2014). Lipit oksidasyonu gida kalitesinin bozulmasina neden olan
zararl bir kimyasal reaksiyondur. Oksidasyon gidalarda istenmeyen ransid aroma ve koku
olusumunun gelisimini saglar. Oksidatif ransidite, gida kalitesinin bozulmasinin ve {iriiniin
reddinin temel nedenlerinden biridir ve istenmeyen aroma ve kokularn yani sira zararl

bilesiklerin olugmasina da yol agabilir (Decker vd., 2010).



1.6. Antioksidanlar ve Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi koyan ve bunlarin neden oldugu hasari
Onleyen maddelerdir. Bunlar, biyolojik hedeflerle reaksiyona girmeden once onlari
pargalayarak, zincir reaksiyonlarini Onleyerek veya oksijenin yliksek oranda reaktif
tiriinlere aktivasyonunu Onleyerek oksidanlardan kaynaklanan olumsuz hasar1 biiyiik
oOl¢iide azaltabilirler (Ratnam vd., 2006).

Insan viicudunun serbest radikallerin yol actig1 hasar1 Onlemek icin cesitli
mekanizmalar1 vardir. insan viicudunun temel ve en belirgin savunma mekanizmasi
antioksidan ajanlardir. Antioksidan terimi, bir hedef molekiilde oksidatif hasar1 geciktiren
veya engelleyen herhangi bir madde olarak tanimlanmistir (Abdollahi vd., 2004).

Fizyolojik antioksidan sistemler, birka¢ savunma hattina sahiptir.

1. Antioksidanlar, 6rnegin aktif metal iyonlarini selatlayarak ve hidroperoksitleri ve
hidrojen peroksidi sirasiyla hidroksit ve suya indirgeyerek ROS / RNS ve diger reaktif
tiirlerin tiretimini onler.

2. Antioksidanlar biyolojik molekiillere saldirmadan 6nce ROS / RNS ve diger
reaktif tiirleri temizler, sondiiriir veya uzaklastirir.

3. Antioksidan bilesikler ve enzimler hasar1 onarir ve membranlar1 ve dokulari
yeniden olusturur (Niki, 2014).

Tiim aerobik organizmalar, hasarli molekiilleri ortadan kaldirmak veya onarmak i¢in
antioksidan enzimler ve antioksidan gida bilesenlerini iceren antioksidan savunma
sistemine sahiptir (Koksal vd., 2009). Antioksidanlar, oksitleyici zincir reaksiyonlarinin
baslatilmasin1 veya ¢ogalmasini inhibe ederek diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe
eden veya geciktiren bilesiklerdir. Sentetik ve dogal olmak iizere iki temel antioksidan
kategorisi vardir (Giilgin, 2012).



Tablo 1.1. Antioksidanlarin siniflandirmasi

ANTIOKSIDANLAR

o Sentetik
Dogal Antioksidanlar N
Antioksidanlar

Enzimatik Enzimatik olmayan
BHA
Glutatyon
SOD Tokoferoller
BHT
Katalaz Vitamin A Karotenoidler
Glutatyon (Retinol)
peroksidaz Fenolik Asitler
Glutatyon . Propil Gallat (PG)
Urik asit )
rediiktaz Flavonoidler
Glutatyon-S-
tranferaz KoenzimQio Askorbik asit
. ) TBHQ
Endojen Ekzojen

Ayrica antioksidanlar, etki sekillerine gore enzimatik olmayan veya enzimatik olarak
uiretilen, kaynaklarina gore endojen ve ekzojen olarak, ¢oziiniirliiklerine gore hidrofobik ve
hidrofilik olarak da siniflandirilabilirler (Gostner vd., 2015; Nimse ve Palb, 2015).

Dogal antioksidanlar genellikle bitki kaynaklarindan elde edilmekte ve etkinligi bitki
tirleri, cesitliligi, ekstraksiyonu ve / veya isleme yontemleri ve yetisme sartlarina bagl
olarak degismektedir (Hawort, 2003). Gidalarda en yaygin kullanilan sentetik
antioksidanlar biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Propil
Gallat (PG) ve tert-butilhidrokinon (TBHQ) 'dir (Najafian ve Babji, 2012).

Oksidatif reaksiyonlar gidalarda renk, aroma, koku tekstiir gibi kalite niteliklerinin
bozulmasina yol agar. Gida kalitesini etkileyen oksidatif reaksiyonlarin ana hedefleri
lipitler ve proteinlerdir (Elias vd., 2008). Antioksidanlar genellikle oksidasyonun radikal
zincir reaksiyonlarini dnlemek i¢in gidalara eklenir ve reaksiyonun sona ermesine ve
oksidasyon siirecinin gecikmesine yol agan baslatma ve yayillma asamasini inhibe ederek

etki gosterirler (Koksal vd., 2009).
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Sentetik antioksidanlarin insanlarda toksik ve karsinojenik olumsuz etkilere sahip
oldugu hem de ek besinsel bir yararmin olmadig diisiiniilmektedir. Bu nedenle, dogal
antioksidanlarin giivenli alternatifler olarak aranmasi gida endiistrisinde onemlidir. Son
zamanlarda, gida endiistrisinin yani sira dogal kaynaklardan antioksidan aktiviteleri yiiksek
izolatlarin eldesi ila¢ endiistrisinde de oldukg¢a 6nemlidir (Singh vd., 2002; Ngo vd., 2011,
Embuscado, 2015).

Insan antioksidan savunmasi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimatik temizleyicilerle; urate, askorbat, glutatyon ve
flavonoidler gibi hidrofilik temizleyicilerle; tokoferoller, karotenoidler ve ubiquinol gibi
lipofilik radikal temizleyicileriyle donatilmistir. Savunma ayrica, glutatyon rediiktaz,
dehidroaskorbat rediiktaz gibi okside olmus molekiiler antioksidan formlarinin
azaltilmasinda rol oynayan enzimleri igerir. Bu temizleyicilerin yani sira, indirgeyici bir
sistemin korunmasini saglayan hiicresel mekanizmalar vardir. Bunun en gilizel 6rnegi
glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ile NADPH’1n yenilenmesidir (Ratnam vd., 2006).

Enzimatik antioksidanlardan biri olan siiperoksit dismutaz, kofaktorlerinde farklilik
olan enzimatik protein ailesini karakterize eder, bunlar arasinda Mn-SOD ve Cu-Zn-SOD
bulunur. SOD aktivitesi, siiperoksit radikallerinin kendiliginden dismustasyonunu H,0O>’e
yiikseltir (Rajendran, 2014).

Katalaz bilinen en etkili enzimlerden biridir. O kadar verimlidir ki, herhangi bir
konsantrasyonda HO ile doyurulamaz. H>O,, aerobik organizmada katalaz ve birkag
peroksidaz tarafindan enzimik olarak katabolize edilir. Hayvanlarda, katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx), H202’1 detoksifiye eder. Normal sartlar altinda bazi hiicreler i¢in katalaz
gerekli olmasa da, hiicrelerin adaptif yanitindaki oksidatif stresin tolerans edinilmesinde
O6nemli rol oynar (Mate’s, 2000).

Biri selenyumdan bagimsiz olan, digeri selenyum bagimli olan enzim glutatyon
peroksidaz enziminin iki formu vardir. Bu iki enzim, alt birim sayisi, selenyumun aktif
merkezdeki baglanma niteligi ve bunlarin katalitik mekanizmalar1 bakimindan farklilik
gosterir.  Glutatyon metabolizmasi, antioksidan savunma mekanizmalarinin en
temellerinden biridir. Onemli bir sekilde, GPx bir substrat olarak H,0> icin katalaz ile
rekabet eder ve diisiik oksidatif stres seviyelerine karst ana koruma kaynagidir (Valko,
2006).

Sekonder enzimatik savunma, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz (G6PD) igerir. GR, glutatyonu (antioksidan) okside formundan indirgenmis
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formuna indirger, boylece daha fazla serbest radikalleri nétrallestirmeye devam etmek igin
onu geri dontstiiriir. G6PD, NADPH’1 bir indirgeyici ortam olusturarak yeniler. Bu iki
enzim serbest radikalleri dogrudan noétralize etmez, ancak diger endojen antioksidanlar i¢in
destekleyici rollere sahiptir (Carocho ve Ferreira, 2013).

Enzimatik olmayan antioksidanlar, oksidatif strese karsi savunmada son derece
onemli olan dogrudan etkili antioksidanlar1 igerir. Bunlarin ¢ogu, diyet kaynaklarindan
tiiretilmis askorbik ve lipoik asit, polifenoller ve karotenoidleri icerir. Hiicrenin kendisi bu
molekiillerin ¢ok azini sentezler. Dolayli olarak etkili olan antioksidanlar ¢ogunlukla
selatlama maddeleri igerir ve serbest radikal olusumunu 6nlemek i¢in redoks metallerini
baglar (Uttara vd., 2009).

Urik asit, ksantin oksidaz ve ksantin dehidrogenaz tarafindan hipoksantin ve
ksantinin, oksidasyonu ile iiretilir. Insan dokularinda, iirat oksidaz eksikligi nedeniyle,
piirin metabolizmasiin son {iriinii olarak birikmektedir. In vitro iirik asit, gecis metali
iyonuna bagli OH olusumunu engelleyebilir, gii¢lii bir sondiiriicii ve / veya singlet oksijen
gidericisidir ve peroksil radikallerini askorbik asitten daha etkili bir sulu fazda tutabilir.
Urik asidin in vivo bir anti-oksidan olarak rolii, oksidasyonunun iiriinlerinden biri olan
allantoin seviyelerine kesinlikle bagli gibi goriinmektedir (Battino vd., 1999).

Glutatyon ¢ogu aerobik organizmanin merkezi redoks maddesidir vebir hidrojen
atomu veya bir elektron vererek, hiicreleri serbest radikallere karsit koruyan endojen bir
tripeptittir (Carocho ve Ferreira 2013; Deponte, 2013). Glutatyon (GSH) tiim memeli
dokularinda oksidatif strese karsi en fazla protein olmayan tiyol olarak bulunur. Ayrica,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda hayati 6nem tasiyan redoks sinyallemesinin kilit bir
belirleyicisidir ve hiicre gogalmasini, apoptozu, bagisiklik fonksiyonunu ve fibrogenezi
diizenler (Lu, 2013).

A vitamininin antioksidan potansiyeli ilk olarak, A vitaminin lipitleri ransiditeye
karst koruyabildigini bildiren Monaghan ve Schmitt tarafindan tanimlanmistir. A
vitamininin temel yapisal ve metabolik 6zelliklerini ve kalp hastaliklar ile ilgili olarak
antioksidanlar potansiyeli hakkindaki bilgileri 06zetleyen c¢esitli incelemeler ortaya
cikmistir. A Vitamini, insan LDL’sini ko-uyarilmis oksidasyona karsi korumaya hayati bir
antioksidan katkisi vardir (Nimse Pal, 2015).

Askorbik asit ve onun oksidasyon fiiriinii dehidroaskorbik asit igeren C vitamini,
insan viicudunda birgok biyolojik aktiviteye sahiptir. Insan diyetindeki C vitamininin

%85'inden fazlasi meyve ve sebzelerden saglanir. L-askorbik asidinin biyolojik islevi, bir
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enzim kofaktorii, radikal bir giderici ve plazma zarinda elektron tasinmasinda bir verici /
alic1 olarak tanimlanabilir. Askorbik asit, siiperoksit ve hidroksil radikallerini giderebilir ve
ayrica bir tokoferoli yenileyebilir (Podsedek, 2007). Kollajen, karnitin ve norotransmitter
biyosentezi i¢in esastir. C vitamininin saglik yararlar1 antioksidan, anti-aterojenik, anti
kanserojen, immiinomodiilatordiir. C vitamininin olumlu etkisi, mide kanseri insidansini
azaltmada ve akciger ve kolorektal kanserini 6nlemede bulunur (Pham-Huy vd., 2008).

E vitamini, hiicre kiiltiirlinde, diyabet hayvan modellerinde ve diyabetik insanlarda
oksidatif stres ve oksidatif hasarin birka¢ sonucunu azalttifi gosterilmis giiglii bir
antioksidandir (Pazdro Burgess, 2010). E vitamini, antioksidan potansiyeli yiiksek, yagda
¢Oziinen bir vitamindir. E vitamini sekiz stereoizomer igeren siral bir bilesiktir: a, B, vy, o
tokoferol ve a, B, y, & tokotrienol. Sadece a-tokoferol insanlarda en biyoaktif seklidir
(Pham-Huy vd., 2008). E vitamini yaygin olarak en gii¢lii antioksidanlardan biri olarak
kabul edilir. Antioksidan 6zelligi, serbest radikalleri veya reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
noétrlestirmek i¢in hidrojen veren aromatik tokoromanol halkasindaki hidroksil grubuna
baglanir (Peh vd., 2006). Tokoferollerin ¢ogu E vitamini aktivitesine sahip olan kimyasal
bir siifdir (Giilgin, 2012). E vitamini, lipitleri peroksidatif hasara kars1 koruyan baslica
lipitte ¢Oziinlir antioksidandir. Tokoferoller serbest radikallerle, o6zellikle peroksit
radikalleriyle ve bir antioksidan olarak islevinin temeli olan singlet molekiiler oksijenle
reaksiyona girerler. o-tokoferol; membranlar veya diisiik yogunluklu lipoproteinler gibi
biyolojik lipit fazlarinda ana peroksil radikal gidericisidir (Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Karotenoidler (karotenler ve ksantofiller) bircok meyve ve sebzede bulunan sari,
turuncu ve kirmizi pigmentlerdir (Podsedek, 2007). Karotenoidlerin antioksidan etkileri,
singlet oksijen sondiirme oOzelliklerine ve peroksil radikallerini yakalama yeteneklerine
dayanir. Karotenoidlerin en iyi belgelenmis antioksidan etkisi, singlet oksijeni sondiirme
yetenekleridir. Likopen, dogal karotenoidlerin en etkili singlet oksijen sondiiriiciileri
arasindadir. Lipit peroksidasyonunun karotenoidler tarafindan 6nlenmesinin, ¢ogunlukla
tekli oksijen sondiirme yoluyla oldugu ileri stiriilmiistiir. -Karoten ayrica, 6zellikle diisiik
oksijen geriliminde, peroksil radikallerinin temizleyicisidir (Paiva, 1999).Likopen 6zellikle
prostat kanseri i¢in ¢ok koruyucu bulunmustur. Likopenin baslica diyet kaynagi domatesin
pismis halindeki likopen, domates suyu ve domates sosu dahil olup, ¢ig domateslerden
daha fazla biyolojik olarak yararli sekilde bulunur (Pham-Huy, 2008).

Fenolik bilesikler bitkinin sekonder metabolitleridir, fakat ayni zamanda bitki

besinlerinin onemli bir pargasidir. Polifenol yoniinden zengin yiyeceklerin potansiyel
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olumlu etkileri nedeniyle yaygin olarak c¢alisilmaktadir. Polifenoller antikarsinojenik
ozellikler gibi ¢esitli pozitif biyoaktiviteler gostermistir (Bellion vd., 2010). Cok sayida
bilesik fenolik gruba aittir. Bitkilerde en onemli olanlar flavonoidler, fenolik asitler,
stilbenler ve liganlardir. Kimyasal yapilari c¢ok basit molekiillerden ¢ok karmasik
molekiillere kadar degisebilir (Jakobek, 2015).

Fenolik asitler, bitkilerde serbest ve bagli formlarda bulunabilen diyet fenollerinin
yaklasik tigte birini olustururlar ve gii¢lii antioksidan maddeler olarak bilinirler. Serbest
radikaller gibi hemen hemen tiim oksidan molekiillerini hidroksil gruplari vasitasiyla
giderebilirler (Ignat vd., 2011; Sevgi vd., 2015).

Flavonoidler, diisiik molekiiler agirlikli polifenolik maddelerin biiyiik bir grubunu
olustururlar ve benzo-c-piron tiirevlerinden olusurlar (Leopoldini vd., 2011). Flavonoidler,
cesitli biyolojik islemlerde 6nemli rol oynarlar. Viicuttaki kritik hiicre sinyal yollarinda yer
alan bir dizi hiicresel hedefle etkilesime girerek insan sagligi i¢in faydali olan cesitli
ozellikler sergilerler. Flavonoidler, 10.000'den fazla yapiy1 kapsayan genis bir sekonder
metabolit siifidir (Agati vd., 2012; Singh vd., 2014). Flavonoidler, 6zellikle redoks
potansiyeli yiikksek olmalar1 nedeniyle 6nemli antioksidanlardir; bu, indirgeyici ajanlar,
hidrojen dondrleri ve singlet oksijen sondiiriiciiler olarak etki etmelerini saglar. Ayrica
metal selatlama potansiyeline sahiptirler. Flavonoidler, genellikle bu kimyasallarin bitkinin
UV 1s181na, mantar parazitlerine, herbivorlara, patojenlere ve oksidatif hiicre hasarina karsi
korunmasma yardimer oldugu en yaygmn bulunan fitokimyasallardir. Diizenli olarak
insanlar tarafindan tiiketildiginde, flavonoidlerle kanser ve kalp hastalig1 gibi hastaliklarin
goriilme sikliginda bir azalma oldugu iligkilendirilmistir (Ignat, 2011). Flavonoid ailesinin
bir iiyesi olan kuersetin, sebzeler, meyveler, ¢cay ve kirmizi sarap gibi yiyeceklerde
bulunmaktadir. Kuersetinin bir¢ok biyolojik 6zelliginin, osteoporoz, belirli kanser tiirleri,
akciger, kardiyovaskiiler hastaliklar ve yaslanma gibi ¢esitli hastaliklara karsi korunma

dahil olmak {iizere, insan sagligina yararli oldugu bildirilmistir (Oztiirk Sarikaya vd., 2010).
1.7. Mineralerin Metabolizma ve Antioksidan Enzimler A¢isindan Onemi
Canli hiicrelenin biiylimesi, gelismesi ve yasamini devam ettirebilmesi i¢in glikoz,

yag asitleri, amino asitler, vitaminlerin yanisira minerallere de ihtiyaci vardir. Mineraler

viicudumuzun %4’liik kisimini olusturan inorganik maddelerdir. Demir, bakir, ¢inko, iyot,
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kobalt, kalsiyum gibi insan metabolizmasi i¢in gerekli olan mineral maddelerdir
(Hadrzynski, 1999; Samur, 2008).

Bazi metaller ve diger ametal elementler, antioksidan savunma sisteminin bir pargasi
olarak kabul edilebilir. Birka¢ antioksidan enzimin ve organizmalar1 canli tutan birgok
diger metabolik enzimin kurucu kofaktorleridir (Hermes-Lima, 2004). Hiicreler igin toksik
olan ve metabolizmada enerji iiretimin sonucu olarak ortaya g¢ikan serbest radikalleri
gidermek i¢in antioksidan etki sistemi gelistirilmistir (Chew ve Park, 2004; Pham-Huy vd,
2008). Selenyum, bakir, ¢inko ve manganez gibi mineraller viicutta antioksidan enzimlerin
etkinlik gostemeleri igin gereklidir. Selenyum oksidatif hasar1 engelleyen glutatyon
peroksidazin kofaktorii ve insan metabolizmasi i¢in 6nemli olan bir mineraldir (Okgu ve
Keles, 2009). Bakirin metabolizmaya yetersiz alinimi sonucunda katalaz, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismiitaz gibi antioksidan enzimlerin etkinligi azalmaktadir. Bunun
sonucu olarak metabolizmadaki oksidatif stres dengesi bozulmaktadir. Serbest radikallerin
giderilememesi lipit peroksidasyonu tetiklemekte ve hiicre tahribatina yol a¢maktadir.
Cinko oksidatif stres dengesini koruyan ve serbest radikal olusumunu 6nleyen antioksidan
etkiye sahiptir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Manganez, Mn-SOD aktivitesi igin
vazgecilmez metaldir. Bu nedenle, bu mineralin diyet eksiklikleri Mn-SOD aktivitesini
belirgin sekilde azaltir ve peroksidatif hasar ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
sonuglanir (Fang vd., 2002). Ayrica, manganez, kemik olusumunda ve amino asit,
kolesterol ve karbohidrat metabolizmasinda rol oynayan temel bir mineraldirdir (Trumbo
vd., 2001).

Selenyum, saglik ve biiylimenin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan diyette dnemli bir
eser elementtir. Selenyumun kardiyovaskiiler hastalik, artrit, kas distrofisi ve Kistik fibroz
dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde yararli olmas1 miimkiindiir. Selenyum
ozellikle bagisiklik ve kanserle olan iligkisi nedeniyle bir diyet takviyesi olarak yaygin
olarak kullanilir; Selenyumun agir metallerle etkilesimi iyi bilinmektedir. Selenyum
bilesiklerinin, civa, metil civa, kadminyum, glimiis, kursun ve diger bircok element
tizerinde antagonistik bir rol oynayan detoksifiye edici ajanlar olduguna inanilmaktadir
(Skalickova vd., 2017). Cin'de yapilan bir klinik ¢alisma, karoten ve tokoferol ile birlikte
giinliik 50 g selenyum aliminin mide kanserinden 6liim oranini 6nemli 6l¢iide azalttigini
gostermistir ( Valko, 2006).

Demir katalaz formunun bilesenidir (Hermes-Lima, 2004). Demir viicutta enzim

sistemi i¢in 6nemli bir elementtir. Miyoblobin, hemoglogin ve transferin proteinlerinin

15



yapisina katilir. Demir hemoglobinin yapisina katilarak hiicrelerin devamliligini saglamak
icin oksijen tasimaktadir. Metabolizmada demir eksikligi mevcudiyetinde anemi
(kansizlik) goriilmektedir (Miiezzinoglu, 2011).

Kalsiyum, fosfor ve magnezyum kemiklerin olusturulmasinda ve korunmasinda
esastir. Diizenli egzersiz ve yeterli kalsiyum igeren bir diyet, kemik sagliginin korunmasina
yardimci olur ve daha sonra yagamda kemik erimesi riskini azaltir. Ayrica, kalsiyum kanin
pihtilasmasinda rol oynar, fosfor ve magnezyum ise enerji metabolizmasinda énemli rol
oynar. Kalsiyum, fosfor ve magnezyum ile birlikte sodyum ve potasyum elektrolitleri, sinir
iletimi, kas aktivitesi, vaskiiler daralma ve genislemede ve normal asit-baz dengesi,
ozmotik basing ve normal su dengesinin korunmasinda 6nemli roller oynamaktadir (Ervin
vd., 2004).

Krom karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda rol oynar; krom eksikliginin en sik
belirtisi glikoz toleransinin degismesidir. Bu besin maddesi diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla da iliskilendirilmistir. Bazi yazarlar, 6zellikle eksikliklerin sik oldugu
gruplarda, diyet takviyesinin krom ile faydali etkilerini bildirmislerdir. Gegici olarak,
yetiskinlere giinliik 50-200 mg alim tavsiye edilmistir (Cabrera, 2003).

Molibden insanlarda saglik agisindan olduk¢a 6nemli olduguna inanilan siilfit
oksidaz, ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz gibi enzimler i¢in enzim kofaktorii olarak
gorev yapar. Tim memeli molibdo-enzimlerinde, islevsel molibden molibopterin adi
verilen organik bir bilesen olarak bulunur. Bu enzimler, kiikiirt aminoasitleri, piirinler ve
piridinler dahil olmak tizere heterosiklik bilesiklerin katabolizmasinda rol oynarlar. Nikel,
hidroliz ve redoks reaksiyonlar1 ve gen eckspresyonu dahil olmak iizere cesitli
fonksiyonlara ait spesifik metaloenzimlerin bir kofaktorii veya yapisal bileseni olarak
gorev yapabilir. Nikel ayrica ferrik demir emilimini veya metabolizmasini kolaylastiran bir
kofaktor olarak da gorev yapabilir (Trumbo vd., 2001).

Cevre kirliligi, besin zincirindeki agir metal kirlenmesinin ana nedenidir. Kursun ve
kadmiyum, kayda deger endise uyandiran potansiyel olarak zararli iki metaldir. Cevrenin
kursun kirliligi artmaktadir ve diisiik kursun konsantrasyonlarinda bile uzun siireli alimlar
ciddi toksik etkilere neden olabilir. Bu durum gida maddelerinde kursun seviyelerinin
belirlenmesine olan ilginin artmasina neden olmustur. Kadmiyum dogada diisiik
konsantrasyonlarda bulunan toksik bir elementtir; yiiksek seviyeler genellikle insan
aktivitesi ile iligkilidir ve kentsel ve endiistriyel atik imha alanlarinda bulunur. Toksisitesi

bobrek fonksiyon bozuklugu, hipertansiyon, hepatik yaralanma, iireme toksisitesi, akciger
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hasar1, kemik etkileri ile kendini gosterir. Diyet kadminyumun en onemli kaynagidir

(Cabrera, 2003).

1.8. Antimikrobiyal Aktivite

Icinde yasadigimiz diinya mikroorganizmalarla doludur (Tan ve Vanitha, 2004).
Mikrorganizma faaliyetleri gida bozulmalarinin en énemli sebepleri arasindadir. Saprofit
mikroorganizmalar gidalara bulagsarak onun bozulmasina sebep olmakta ve patojen
mikroorganizmalar ise gidalarda bulunmasi halinde bu gidalar tiiketen insanlarin saglik
sorunlar1 yagsamasina sebep olmaktadir. Giiniimiizde insanlarin ¢ogu gida kaynakli
patojenlerden zarar gorebilmektedir (Zeytun Bugukoglu, 2010).

Gida kaynakli hastaliklara baslica yiyecek veya su yoluyla bulagsmis bakteri, viris,
parazit ve / veya toksinler neden olabilirler (Jarriyawattanachaikula vd., 2016). Patojenik
bakterilerle ve / veya bunlarin toksinleriyle kontamine olmus yiyeceklerin tiiketilmesinden
kaynaklanan hastaliklar halk saglig: icin Onceliklidir. Sanayilesmis ve gelismekte olan
iilkelerden elde edilen veriler, yillik niifusun %10 veya daha fazlasinin gida kaynakli bir
hastalig1 olabilecegini gostermektedir (Sandri vd., 2007). Gida zehirlenmesi, gelismekte
olan tlkelerde en yaygin hastalik ve 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilir. Gida
zehirlenmesi raporlarmin  ¢ogu, 6zellikle Salmonella typhi, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakteri iyeleri olmak {izere bakteriyel
kontaminasyonla iliskilidir. Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus gibi diger gram
pozitif bakteriler de gida kaynakli hastaliklarin veya gida bozulmalarinin nedeni ile ilgili
ajanlar olarak tanimlanmistir (Mostafa vd., 2018).

Gida kalitesi ve giivenligi acisindan gida endiistrisinde 6nemli endiseler vardir. Gida
tireticileri gida triinlerindeki mikroorganizmalar1 azaltmak veya ortadan kaldirmak icin
cabalamaktadir, ¢iinkii gidada hayatta kalan mikroorganizmalar gida triinlerinin kalitesinin
bozulmasina veya enfeksiyon ve hastaliklara neden olabilirler. Bu baglamda, diinyadaki
gida {retiminin yaklasik {gte birinin mikrobiyal bozulma nedeniyle yillik olarak
kayboldugu tahmin edilmektedir (Alboofetileh vd., 2014).

Bir¢cok gida iiriinii dogas1 geregi bozulabilir ve hazirlanma, depolama ve dagitim
sirasinda istenen raf Omriinii saglamak i¢in bozulmalara karsi koruma gerektirir (Lucera
vd., 2012). Antimikrobiyaller mikroorganizmalara kars1 onlarin iiremesini engelleyen ya da

onlar1 oldiiren dogal veya sentetik kimyasal maddelerdir (Alp, 2015). Kimyasal
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koruyucularin kullanilmas1 gida zehirlenmesinde hastaliklarinin onlenmesi ve salgin
kontroliinde kanitlanmig etkinligi olmasina ragmen, tekrarlanan uygulamalari, gida ve yem
zincirinde kimyasal kalintilarin birikmesi, uygulanan kimyasallara mikrobiyal direncin
kazanilmasi ve bu kimyasallarin insan sagligi lizerindeki istenmeyen yan etkileri ile
sonuglanmistir (Mostafa vd., 2018). Gida isletmecileri ve tiiketicilerin, gidalarin
korunmasinda sentetik kimyasallarin kullanimini azaltma istekleri olduk¢a fazladir. Biyo-
koruma, uzatilmis raf démrii ve mikroorganizmalar veya metabolitleri kullanilarak gidalarin
arttirtlmis giivenligini ifade eder (Cizeikiene vd., 2013; Delaquis vd., 2002). Dogal olarak
tiretilen bilesikler ve diger dogal iiriinler, gidalardaki patojenlerin kontrol edilmesine
yonelik birgok uygulamaya sahiptir. Ornegin bazi baharatlarin, karanfillerde &jenol,
sarimsaktaki alin ve tar¢indaki sinamik aldehit ve Gjenol gibi antimikrobiyal aktiviteye
sahip olan ugucu yaglar icerdikleri, ayrica bazi sebze ve otlarin ise mikrobiyal gelismeyi
engelleyen maddeler igerdikleri bilinmektedir (Hsieh vd., 2001).
Antimikrobiyaller gidalarda iki ana sebepten dolay1 kullanilir;
o Dogal bozulma siire¢lerini kontrol etmek (gida muhafaza)
o Patojenik mikro organizmalar (gida gilivenligi) dahil olmak iizere mikro
organizmalarin biiyiimesini 6nlemek / kontrol etmek igin (Tajkarimi vd.,
2010).

Bir antimikrobiyal bilesigin verimliligi, pH, su aktivitesi, sicaklik, atmosferik bilesim
ve gida substratinin baglangigtaki mikrobiyal yiikii gibi ¢evresel faktorlerin yani sira, hedef
mikroorganizmanin tiiriine ve cinsine baglidir (Negi, 2012).

Antimikrobiyaller, gida formiilasyonlarina dogrudan veya ambalaj malzemelerinden
yavas bir sekilde salinarak eklenebilir. Dogal olarak tiiretilmis koruyucularin
kullanimindaki sinirlamalar, gidalarin tadini degistirebilen aromalardan kaynaklanir. Bu
nedenle, bu dogal koruyucularin mikroorganizmalarin nasil isledigini ve etkiledigini
anlamalari, gidalarin kalitesinin korunmasinda kullanimlar1 i¢in yeni teknolojiler
gerektirebilir (Hsieh vd., 2001; Muriel-Galet vd., 2012).

Gida kaynakli hastaliklar; tiiketiciler, gida endiistrisi ve gida giivenligi otoriteleri igin
bliyiik bir endise kaynagidir. Son yillarda, kaliteyi ve raf dmriinii artirmak i¢in gidalardaki
bakteri ve mantar gelisimini engelleyebilecek dogal antimikrobiyal kaynaklarin aranmasi
oldukca dnemlidir. Sonug olarak, alternatif gida koruyucu olarak islev gorebilecek dogal
tiriinlere olan talep daha da artmistir. Dogal antimikrobiyaller bitki, hayvan, bakteri, alg ve

mantar gibi farkli kaynaklardan elde edilebilir (Gyawali ve Ibrahim, 2014).
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Bitki kokenli antimikrobiyaller, ¢cok biiyiik terapotik potansiyele sahiptir. Bulasici
hastaliklarin  tedavisinde etkilidirler ve ayni zamanda ¢ogu zaman sentetik
antimikrobiyallerle iligkilendirilen yan etkilerin bir¢ogunu azaltirlar (Valle Jr vd., 2015).

Yenilebilir ve tibbi bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesikler arasinda fenolik
bilesikler ve bunlarin kumarinler, flavonoidler ve ugucu yaglar gibi alt siniflar1 bulunur.
Bitki kaynakli esansiyel yaglar, digerlerinin yani sira, yiyeceklerde, iceceklerde, sekerleme
uriinlerinde ve dis macununda lezzet verici maddeler olarak uzun zamandan beri
kullanilmaktadir (Sandri vd., 2007). Ugucu yaglar genellikle kozmetik, tip ve gida
endustrisinde kullanilir. Ayrica bitkilerden elde edilen ugucu bilesikler, antimikrobiyal,
antifungal ve bocek oldiiriicti aktivitelere sahiptir (Cicio vd., 2002). Cesitli bitki tiirlerinden
elde edilen ugucu yaglar ve ekstreler, gram negatif ve gram pozitif bakteriler dahil, cilt, dis
clirigii ve gida bozulmalariyla ilgili mikroorganizmalar1 kontrol edebilir (Sartoratto vd.,
2004).

Bitki esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi, kimyasal yapilarindan, 6zellikle
fenolik bilesenlerin hidroksil gruplart ve / veya bazi esansiyel yag bilesenlerinin
lipofilikligi gibi hidrofilik fonksiyonel gruplarin varligindan kaynaklanmaktadir.
Genellikle, karanfil, kekik, biberiye, kekik, adagay1 ve vanilin yagi olarak fenolik gruplara
sahip bilesikler en etkili olanlardir. Gram negatif bakterilere kiyasla gram pozitife karsi
daha inhibe edicidirler. Alil-izotiyosiyanat, hardal ve yaban turpu yaginin ana
antimikrobiyal bilesenidir. Laktik asit bakterileri iizerinde etkisi olmayan ya da hi¢ etkisi
olmayan gram negatif bakterilerine karsi daha etkili oldugu bulunmustur. Antimikrobiyal
aktivitesi ¢ok degisken olmasina ragmen ugucu bilesik 6zellikle E. coli inhibe eder (Lucera
vd., 2012).

Bircok organik asit veya bunlarin tlirevleri gidalarda koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Gidalardaki asitlestiriciler veya antioksidanlar olarak kullanimlar
sayesinde antimikrobiyal 6zelliklerine ek yarar saglarlar. Hiicre duvarlarini, hiicre zarlarini,
metabolik enzimleri, protein sentez sistemlerini ve genetik materyali hedeflerler. Boylece,
cok ¢esitli mikroorganizmalara karsi aktiftirler. Sitrik, siiksinik, malik ve tartarik asitler
meyvelerde turunggiller, ravent, lizim ve ananas ve sebzelerde ise brokoli ve havugta
bulunurlar (Smid ve Gorris, 2007).

Nisin, Lactococcus lactis spp. tarafindan iiretilen bir polipeptittir. Diinya ¢apinda
50'den fazla iilkede GRAS statiisiinde bir gida katki maddesi olarak onaylanmistir. Cesitli

laktik asit bakterilerine ve diger gram pozitif bakterilere karsi nispeten genis bir aktivite

19



spektrumuna sahiptir. Ayrica, Clostridium botulinum’un 1siya dayanikli bakteriyel
sporlarina ve gida kaynakli patojenler olan L. mococytogenes, S aureus ve B. cereus karsi
etkilidir (Lucera vd., 2012).

Reuterin (B-hidroksipropionaldehit), genis bir yelpazede gida kaynakli patojenler ve
bozulma organizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip bir molekiildiir. Sudaki
yiiksek ¢oziiniirliigii, 1s1iya dayanikliligi, proteolitik ve lipolitik enzimler ve genis bir pH
degeri araliginda stabilitesi, reuterini gidalar i¢in ideal biyo-koruyucu yapar (Gyawali ve
Ibrahim, 2014).

Laktoferrin (LF), lizozim (LZ) ve laktoperoksidaz sistemleri (LPO), antimikrobiyal
ozellikler sergileyen dogal olarak meydana gelen biyoaktif bilesikler oldugu icin gidalar
icin 6nemlidir. Ornegin LF, demir baglayarak mikroorganizmalarin gelisimini engeller ve
bu temel bileseni mikroorganizmalar tarafindan kullanilamaz hale getirir. LF'nin
Salmonella ve E. coli'ye karsi, lizozimin ise S. typhimurium, E. Coli’'ye Kkarsi,
antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar: litertiirlerden bilinmektedir. Ayrica LPO goz yasi,

stit ve tiikiiriik gibi insan salgilarinda dogal antimikrobiyal bir enzimdir (Min vd., 2005).

1.9. Likenler

“Liken”’ terimi, Theophrastus tarafindan, zeytin agaglarinin kabugundaki yiizeysel
bir biiylimeyi simgeleyen Yunanca kokenli bir kelimedir. Liken literatiirii bizi Botanik'te
bilinen en eski bilimsel eserlerden biri olan Bitkiler Tarihi’ni yazan Platon ve Aristoteles'in
ogrencisi olan Theophrastus’a kadar gotiiriir. Theophrastus tarafindan tanimlanan bitkiler
arasinda iki liken vardir. Bu tiirlerden birisi Usnea ya da Alectoria cinsine ait olan bir
liken, digeri ise degerli boyama 6zelliklerine sahip ticari 6nemi olan Roccella tinctoria 'dir.
Ayn1 ya da kismen benzer likenler, Dioscorides ve ayni zamanda seyyah ve asker olan
Pliny tarafindan kendi ¢alismalarinda belirtilmistir (Smith, 1921).

Likenlerin géze g¢arpan Ozelliklere sahip olmamalari, ilk zamanlarda botanikgiler
tarafindan biiyiik oranda ihmal edilmelerine neden oldu (Marshall, 1919). Birkag istisna
disinda likenler 16.yy’e kadar bilim, sanat, edebiyat alaninda hi¢ ilgi gérmemistir
(Schneider, 1904). Birka¢ Ortagag yazari, likenlerden fukus, muskus veya pulmonaria
olarak bahsetmektedir. Tournefort ilk olarak onlari karayosunlarindan ayirdi ve

tanimlamak i¢in liken terimini kulland1 (Willey, 1887).
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Schwendener'in kesfinden Once, likenlerin aslinda bir veya birkac algal bilesenden
(fotobiyont veya fotobiyontlar), ve bir mantar bileseninden (mikobiyont) olusan “gift
organizmalar’® oldugu anlasilmadi. O tarihten 6nce likenler gergekten tek organizmalar
olarak diisiiniilmiis ve buna gére mantar, karayosunu ve alglerden ayr1 sistematik bir birlik

olarak liken kavraminda ele alinmistir (Nash 111, 2008).

1.9.1. Likenlerde Simbiyotik Yasam

Yaklagik 400-600 milyon yil Once baslayan fototrofik algler ve heterotrofik
mantarlar arasindaki etkilesimler, liken olarak adlandirilan kararli ve kendi kendini
destekleyen simbiyotik birlikteliklerin olusumuna yol a¢mistir (Backorova vd., 2011).
Liken bir mantar (mikobiyont) ve fotosentetik ortak olan (fotobiyont) bir alg ya da
siyanobakterinin simbiyotik bir igbirligidir. Bu isbirligi basit bir kaynasma degildir ancak
mantarin drettigi tallus ya da govde igerisinde fotobiontlarin barindirildigi bir yapidir
(Ahmedjian, 1993).

Simbiyoz kelimesi Yunancada birlikte yasam anlamina gelmektedir. Ayrica, likenler
stirekli olarak ortaklar i¢in karsilikli yararin oldugu bir 6rnek olarak belirtilmistir, ancak
bunu destekleyen deneysel veriler zayiftir (Richardson, 1999). Cogu genel ders kitab1 ve
bir¢cok aragtimaci tiim ortaklarin isbirliginden yarar kazandigi mutualizmin klasik bir
vakasi olarak s6z eder. Bundan farkli olarak likenler kontrollii paratizmin bir Ornegi
olarakda goriiliir. Ciinkli mantarin yararimin ¢ogunu elde etmis oldugu ve fotobiyontun
serbest yasadigi zamandan likenlesmis durumuna gore daha yavas biliylimesidir. Ayrica,
likenlerde kommensal, saprofit iliskide goriilmektedir (Nash 111, 2008).

Liken isbirliginde her iki ortak fayda saglar. Mikobiyont liken simbiyozunda iki
temel goreve sahiptir; Ilki fotobiyontu yogun giines 151¢1 ve kurutmaya maruz kalmaktan
korumak ve ikincis iz miktarlarda atmosferik kirletici maddelerden ve alttaki yiizeyden
mineral besin maddelerini karsilamakdir. Fotobiyontun da iki temel gorevi vardir; karbon
dioksitten organik besin maddelerini sentezlemek ve fotobiyontun siyanobakteri oldugu
durumda nitrojen fiksasyonuyla N2 gazindan amonyum {iretmektir. Boylece ortaklik
yoluyla fotobiyontlar yalniz sekilde biiyliyemedigi durumlarda biiyiir ve korunurlar; ayrica
fotobiyont liken mantar1 vasitasiyla mineral besin maddelerinin sonderece verimli bir

sekilde alimimindan yararlanirlar. Mantarlar sirayla sekeri elde eder ve bazi durumlarda
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fotosentetik ortakdan organik besin maddelerinin eksik oldugu alanlarda yetismeleri i¢in
olanak saglayan organik nitrojeni elde eder (Rankovic ve Kosanic, 2015).

Likenlesmis tallusun morfolojisi fotobiyont ve onun dogrudan dogruya mikobiyontla
olan temasindan biiyiik olgiide etkilenir (Nash I1l, 2008). Tallus hem mantar dokunun
olusturdugu korteks ve medulladan hem de algal veya siyanobakteriyel hiicrelerin mantar
hifleri tarafindan sarili oldugu bir fotobiyont tabakasindan olusur. Gevsek bir bigcimde
oriilii medulla gaz aligverisini kolaylastirirken, korteks fotobiyont hiicreleri asir1 151k ve
kurumadan korur. Toplam tallus hacminin yaklasitk %7’sini olusturan fotobiyont
tabakasindaki hiicreleri fotosentez igin optimum giines 15181 elde edecek sekilde
diizenlenmistir (Ahmedjian, 1993).

Mikobiyont, simbiyotik birliktelikte vaz gecilmez oldugu ve genellikle bu birlige
hakim oldugundan, likenler geleneksel olarak mantarlarin yasam formlar1 olarak
simiflandirilir (Boustie vd., 2011). Likenler diinyadaki en eski karasal habitat kolonileri
olarak kabul edilirler. Giiniimiizde, karasal yilizeyin %10’ nunda kutup bolgelerinden tropik
bolgelere ve ovalardan en yliksek daglara kadar 25000 farkli liken tiirli yasamaktadir
(Mitrovi¢ vd., 2011) ve bunlarin 1000’den fazlasinin Tiirkiye florasina ait oldugu
bildirilmistir (Giiveng, 2012).

Likenlesmis mantar tiirlerinin %98’i Ascomycota subesi ve digerleri mitosporik
mantar ve Basidiomycota subesinden olusmaktadir (Oksanen, 2006). Yaklasik olarak tiim
mantarlarin %21°i mikobiyont olarak gérev yapabilir. En yaygin fotobiyontlar Trebouxia,
Trentepohlia ve Nostoc cinsine aittir. Trebouxia, Trentepohlia cinsi yesil alge ait ve
okaryotik yapiya sahiptir. Oysa Nostoc cinsi prokaryotik siyanobakteriye aittir. Okaryotik
fotobiyontlar bazen fikobiyont olarak adlandirilir (likenlerin %90), siyanobakteriyal
fotobiyontlar ise siyanobiyont olarak adlandirilir (likenlerin %10) (Rankovic ve Kosanic,
2015). Hem yesil alg hem de siyanobakteri igeren likenler %3’liik kism1 olusturur. Uglii
liken thallilerin ¢ogu liken mantarlar1 ve yesil alglerden olusur, siyanobakteriler ise igten
veya distan olusan sefaloid adi verilen mantar kompartmanlarindaki alglerden uzamsal
olarak ayrilir (Oksanen, 2006).

Liken tallusun goriiniimii baslica mikobiyont tarafindan belirlenir. Sadece birkag
vakada fotobiyontun tiim tallusun yapisini belirledigi Coenogonium, Ephebe, Cystocoleus
ve Racodium filamentli cinslerinde oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, fotobiyontun
liken morfogenez iizerindeki etkisi hakkinda bilgi 6nemlidir, ¢iinkii yalnizca simbiyoz

olustuktan sonra gelisen bir likenin karakteristik tallusudur (Biidel ve Scheidegger, 2008).
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1.9.2. Liken Tallusun Anatomisi ve Morfolojisi

1.9.2.1. Tallusun Anatomisi

Liken govdesi tallus olarak adlandirilir. Bir liken tallusu, mantar partneri
(mikobiyont) ve “alg” partneri (fotobiyont) genellikle farkli tabakalarda tabakalandirilan
bir ¢esit biyolojik sandvi¢ olarak diisiiniilebilir. G6ze ¢arpan bir¢ok liken tiiriinde dort
katman bulunur: koruyucu bir kabuk veya list korteks; bir “algal” veya fotobiyont tabaka;
medulla ad1 verilen gevsek mantar ipliklerinin soluk, genellikle beyazimsi bir bolgesi; ve

bir baska koruyucu kaplama veya alt korteks (Goward vd., 1994).

P e e < g ust korteks

-
— —

alg tabakasi

medulla

\

alt korteks

-

Rhizin
Sekil 1.1. Liken tallusun anatomisi (URL-1)

Ust korteks genellikle kalin ve koruyucu olan iist yiizeyi olusturur. Bu bolgedeki
fungal hifler az ¢ok dikey olarak biiyiir ve iist korteks adi verilen doku benzeri bir tabaka
(Plectenchyma veya pseudoparenchyma) iiretmek i¢in sikica bir araya getirilir. Fotobiyont
tabaka iist korteksin hemen altinda yatan mavi-yesil veya yesil bolgedir. Mantar hifleri ile
karigmis alg hiicreleriyle gevsek i¢ ige fungal hiflerin birbirine karigmis bir agindan olusur.
Alg bolgesi, liken tallusun fotosentez bolgesidir. Medulla, tallusun merkezi ¢ekirdegini
olusturur. Daha az kompakttir ve belirli bolgelerde aralarinda genis araliklarla gevsek
sekilde birbirine dokunan hiflerden olusur. Alt korteks tallusun alt yiizeyini olusturur ve

yogun sikistirtlmis hiflerden olusur. Hif demetleri ¢ogunlukla alt korteks ylizeyinden
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ortaya c¢ikar ve demirleme organlart olarak islev gormek ilizere alt tabakaya niifuz eder.
Bazi liken tiirlerinde alt korteks yoktur (URL-1, 2017).

Homomerik tallusda mikobiyont ve fotobiyontlar esit olarak dagilirken, birgok
krustoz tiirtinii igeren likenlerin ¢ogunlugunda dahili olarak katmanli (heteromerous)
talluslar bulunur. Ana alt boliimler iist korteks, fotobiyont tabaka, medulla ve alt kortekstir.
Bu katmanlar gesitli doku tiplerini igerebilir ve terminolojisi genel mikolojik literatiirii
izler (Shukla, 2013). Homomerik likenlerin talluslar1 bazal hifler ile alt tabakaya sabitlenir.
Ayni basit baglama sekli de bazi heteromerik likenlerdede bulunur (Ahmedjian ve Hale,
1973).

1.9.2.2. Tallusun Morfolojisi

Likenize edilmis tallusun morfolojisi, fotobiyont ve onun mikobiyontla olan
dogrudan temasindan son derece etkilenir (Zambare ve Christopher, 2012). Biiyiime
formlar1 esasen ekolojik adaptasyonlara dogrudan gonderme olmaksizin morfolojiye
dayanarak smiflandirilmistir. Ancak biiyiime formlarinin dagilimi oOncelikle abiyotik
cevresel kosullara uyum ve rekabeti, basta su iligkilerini (su sikintisi araligi ve yogunlugu)
yansitir (Shukla, 2013). Tallusdaki farkli tabakalar ve onlarin konumlari, biyontlarin dis
gevreye ve birbirlerine uyumsal tepkilerinin sonucudur (Nashlll, 2008). Liken tallusun
genel yapilara dayanarak, likenler karakteristik olarak iic ana morfolojik gruba ayrilir:
Bunlar kabuklu, yapraksi, dals1 tiplerdir. Dordiincii tip, jelatinimsi tallus, bazi

siyanobakteriyel likenlerle sinirlidir (Oksanen, 2006).

1.9.2.2.1. Kabuksu Likenler

Kabuksu likenler, tamamen kabuk ve boya benzeri, graniiler veya toz halindedir,
yiizeye yapisir ve ondan ayrilamaz (Goward vd., 1994). Su kaybi sadece maruz kalan {ist
katmanla sinirlidir. Egimli kaya yiizeylerinde yetisirken, yilizey su akisindan yararlanirlar.
Bu o6zellikleri ¢iplak, maruz kalan kaya ylizeyleri gibi u¢ yasam alanlarin tolere etmekte
organizmalara olanak saglar. Kabuksu biliylime tipi agik¢a tamimlanmasina ragmen,
kabuksu tipinin gesitliligi esasen boldur (Biidel ve Scheidegger 2008). Kabuksu likenler
asla alt kortekse sahip degildir. Toprak, kaya veya aga¢ kabuguna medullanin hifleriyle

baglanirlar ve temas o kadar sikidir ki, yiizeyden pratik olarak ayrilamazlar. Bir gesit
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kabuklu liken, bir tiire ait olabilir ve yine birlikte kaynasmis birgok tiirden olusabilir. Basit
kabuksu likenler homomeriktir. Korteks icermezler ve bu nedenle yapilar1 granilliidiir
(Schneider, 1904).

Cogu kabuklu likenin talluslari, areol adi verilen kii¢iik skalalardan olusur. Aeroliin
alt hifleri genellikle tallusun ana boliimiinden daha hizli biiyiir ve etrafinda ince bir yayma
tabakasi olustururlar. Bu hif hendegi genellikle koyu renktedir ve bir protalus olarak
adlandirilir. Daha 6nce bu yapi i¢in kullanilan hipotaloz adi, talusun i¢ kisminin aerollere
baglayan ince filamentlere daha dogru uygulanir. Likenlerde ¢atlamis bir yiizey, iki yoldan
biriyle gelisebilir. Bir¢ok tallusta, tallus diizgiin sekilde baslatilir ve daha sonraki bir
asamada ¢ogunlukla tam olarak pargalanir (Jahns, 1973).

1.9.2.2.2. Yapraksi Likenler

Yaprak seklinde, diiz ve sadece kismen alt tabakaya baglanmistir. Yapraksi tallus ya
homomerik ya da hetomeriktir. Tipik olarak farkli {ist ve alt yiizeyleri olan dorsiventral bir
organizasyona sahiptir. Genellikle tallus farkli derecelerde dallanma gosteren loblara
boliintir. Yapraks: likenler, biiyilk Ol¢lide ¢esitli tallus biyiikligine ve cesitliligine
sahiptirler (Biidel ve Scheidegger, 2008). Yapraksi likenler Lacineate ve umbilikate olmak
tizere iki bliylime bigimden olusurlar. Laciniate tallus, yetistirdikleri destege az ya da gok
sik1 sikiya yapisir. Tallus genellikle rizinler veya rhizoidal hifler ile baglanir. Umbilikat
likenleri, platin benzeri ve umbilikiis adi verilen merkezi bir diskoit tutturucu ile
baglanmistir (Jahns, 1973). Tipik yapraksi liken tallusu, substrata alt yiizeyden ortaya
cikan belirleyici (sinirl) biiyimenin kisa hifhal demetleri olan rizinler tarafindan
tutturulur. Bununla birlikte, bazi likenler, substrata yogun sekilde niifuz eden belirsiz
biiyiimenin daha ayrintili, dalli mantar yapilarin liretmektedir. Rizomorf olarak bilinen bu
yapilar, geleneksel bitkilerin koklerine benzeyebilir. Alg icermezler. Liken rizomorflar
hem kalkerli hem de silisli kaya substratlarinin yani sira topraga da hem mekanik hem de
kimyasal yollarla niifuz edebilir. Gelisimleri genellikle, tallusu yalnizca alt tabakaya
sabitleyen bir yapidan beklenenden ¢ok daha genistir (Sanders, 2001). Kokler olmadan bile
likenler, besin maddelerini (fosfor, magnezyum, kalsiyum, potasyum, kiikiirt ve demir) zor
ayrisabilir yiizeylerden verimli bir sekilde ¢ikarabilir. Liken tallus tizerindeki rizin

besinlerin aliminda bir fonksiyona sahip olabilir (Oksanen, 2006).
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1.9.2.2.3. Dals1 Likenler

Dals1 likenlerin tallus loblar1 sa¢ benzeri, serit seklinde veya caliliktir ve loblar diiz
veya silindirik olabilir. Bunlar daima substratin yiizeyinden disar1 firlarlar. Baz1 gruplar
dorsiventral sekilde (goriintiste ve yapida birbirinden farkli iki ylizey bulunan)
diizenlenmis tallusa sahiptirler (6rnegin Sphaerophorus melanocarpus, Evernia prunastri).
Ancak cogunluk radyal simetrik tallusa (6rnegin Sphaerophorus globosus, Usnea tiirii,
Ramalina tiirleri) sahiptir. Loblarin dallanma modeli farkli sistematik gruplar arasinda ve
ayn1 zamanda tek bir cins i¢inde farklilik gdstermektedir. Boyut, birka¢ metre uzunluga
kadar biiyiiyen baz1 Usnea tiirlerinden, yalnizca 1 veya 2 mm yiikseklige olan tiirlere kadar
biiyiilk oranda degisir (Biidel ve Scheidegger, 2008). Dalst loblarinin sertligi, iki farklh
temel yapiyla elde edilir. Bazi likenlerde korteksin hifleri destekleyici doku olarak
kullanilir. Likenin merkezi oyuk veya pamuklu bir medullayla dolu iken tallusun yan
kenarinda silindirik bir boru olustururlar. Bu tip yapi, bitkiyi dik tutmaya ve yanal basinca
dayanmaya yarar. Destekleyici doku, hiflerin yakindan ¢imentolanmis oldugu
prosiyokentik veya psddoparenkimdir. lkinci tiir dalsi likeninde destekleyici doku
medullanin merkezinde yer alir. Kalin duvarli, dik, agliitinlenmis hiflerden merkezi bir
kablo veya eksenel tel tiretilmektedir. Usnea, tek bir iplik benzeri elastik kabloya sahipken,
diger likenler daha sonra kaynasacak birkag¢ bireysel iplik olustururlar. Tihs orta eksenel
tel, sarkik likenlere gerekli ¢ekme ve iskelet mukavemetini verir (Jahns, 1973).

Likenler, cogunlukla mikobiyontun biiylimesine atfedilen ¢cok yavag biiylime oranina
sahip cok yillik bitkilerdir. Merkezi kisimdan biiylimekte olan bdlgeye besin maddesi arzi
yoktur ve biiylime yerindeki fotobiyontun tirettigi yiyecek mikobiyont tarafindan kullanilir.
Genel olarak biiylime ornegi santrifijjlii, apikal ve marjinaldir. Kabuksu ve yapraksi
likenlerde kok halinde biiyiime meydana gelirken, dalsi likenlerde uzunlukta bir artig
vardir. Yillik radyal artis kabuksu likende 0.2-1.0 mm, yapraksi likende 1.0-2.5 mm
oldugu, dals1 likenlerde ise 2.0-6.0 mm biiylimenin goriilebilecegi tespit edilmistir (Shukla,
2013).

1.9.3. Likenlerin Siniflandirilmasi

Likenler, morfolojik sekilleri, fungal partnerin ait oldugu grup, yasam alani tercihleri

temeline dayandirilarak siniflandirilir.
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Tarihsel agidan, liken mantarlar1 19. ve 20.yy boyunca kompozit talluslar olarak
ifade edilen simbiyotik yasam formuna dayandirilarak diizenlenen liken sinifinda yer
almigtir. Likenlesmis mantarlarin ismi genellikle yanlis olarak sanki tek bir organizmaymis
gibi “liken’’ terimiyle kullanilmaktadir. Aslina bakilirsa likenler bir alg iretici ve bir
mantar tiiketici olmak {izere iki veya daha fazla bileseni kapsayan ufak ekosistemlerdir. Bu
bilesenler bireysel organizmalardir; fakat likenler degildir. Sonug¢ olarak, likenlerin
filogenezi olmadigindan tek basina siiflandirilamaz. Giiniimiizde liken mantarlar1 ortak
mantar sistemi igerisine dahil edilerek diger mantarlarla birlikte siniflandirilir (Tehler ve
Wedin, 2008).

Uc temel biiyiime formu arasinda ¢ok sayida ara form vardir. Tabii ki liken
tallusunun biliyiime formunu taksonominin temel alindigi temel bir o6zellik olarak
diisiiniilemez. Ornegin, yapraks: likenler, ilgili tiirlerin taksonomik bir grubunu
olusturmaz, sadece morfolojik bir birlik olustururlar. Yasam formu genellikle liken
tiirlerini ayirt etmede en belirgin 6zelliktir (Ahmedjian ve Hale, 1973).

Likenler, lizerinde yasadiklar1 substratlara gore, temel olarak 3 grupta incelenebilir.
Bunlar; epifitik, saksikol ve terrikol likenlerdir. Epifitik likenler agac, ¢ali, karayosunu gibi
dogadaki diger bitki formlarni substrat olarak seger. Saksikol likenler kaya iizerlerinde
gelismektedir. Terrikol likenler ise toprak {lizerinde yasayan likenler olarak

adlandirilmaktadir (Oztiirk, 1995).

1.9.4. Likenlerde Ureme

Cogu mantarda oldugu gibi, likenlesmis ascomycetes'lerin biiyiikk cogunlugu eseyli
ve eseysiz bir yasam dongiisiine sahiptir. Likenlerde genellikle sadece mikobiyont tam
eseyli ve kismen de eseysiz iireme gosterir. Bununla birlikte, fotobiyontun tireme bigimi
likenlesmis durumda azaltilir. Likenizasyonun sahip oldugu asil problem, simbiyozun
yeniden kurulmasi i¢in uygun fotosentetik ortagin fungal sporlarla birlesmesinin
gerekliligidir. Miinferit simbiyonlarin tipik eseyli (teleomorf) ve eseysiz (anamorf)
sporokarplarina ek olarak, likenlesmis ascomycetes, her iki ortagin da dagitildigi birgok
vejatatif yapilar (propagule) gelistirmistir (Biidel ve Scheidegger, 2008).

Ikili organizmalar olarak, likenlerin iiremesi ve yayilmasi, her iki partnerin de yeni
bir liken tallusunun basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in mevcut olmasi gerektigi igin

zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir. Evrim, hem fungal hem de fotosentetik ortagi iceren
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“isidia’” ve “soredia’’ gibi vejatatif propagiiller seklinde bir ¢6ziim saglamistir. Soredia
tipik olarak, gevsek bir hyphae agina yerlestirilmis fotobiyont hiicrelerden olusur; Bu
yapilar tallusun ylizeyinde dagiik bir sekilde veya soralia adi verilen 6zel alanlarda
gelisebilir. Isidia, tallusun dis korteksinden disari dogru ¢ikinti yapan kiigiik, piiriizsiiz,
silindirik kazik benzeri yapilardir. Soredia ve 1sidia riizgar, yagmur veya kiigiik
hayvanlarla yayilabilirler. Kisa vadede, vejetatif propagiillerin hem mikobiyont hem de
fotobiyontun ayni1 anda yayilmasi avantaji vardir ve boylece hizli bir sekilde yeni bir tallus
olusturabilir. Bununla birlikte, en yaygin sekilde iiretilen liken propagiilleri, yalnizca
fungal menseili olan eseyli olarak tiiretilmis ascosporlardir. Ornegin, Purvis ve arkadaslari
tarafindan Ingiltere ve irlanda'daki Liken Florasin'da listelenen 1350 liken tiiriiniin bir
analizi, %90’mnin eseyli olarak tiiretilmis ascosporlar i¢eren ascomata trettigini, ancak
%29’unun simbiyotik vejetatif propagiiller olusturdugunu ortaya koymaktadir (Seymour
vd., 2005).

1.9.5. Yasam Alanlan

Likenlesmis mantarlar kutup bolgelerinden tropik boélgelere, ovadan en yiiksek
daglara ve sudan kuru ve nemsiz ortmalara kadar genis bir yelpazede yasam alanlarinda
meydana gelir. Likenler kayalar, toprak, aga¢ govdeleri ve caliliklar tizerinde, canli
yapraklarin yilizeyinde, hayvan kabuklarinda, ahsap, deri, kemik, cam, metal, beton, harg,
tugla, kauguk ve plastik gibi insan yapimu yiizeylerde bulunabilir (Molnar, 2010). Ornegin
yapilan bir ¢alismadaakrilik kapli bir aliiminyum catida bile 18 liken tiirliniin bulundugunu
bildirmistir (Lisicka, 2008).

Cogu liken karasaldir, ancak birkag tiir tatlisu akintilarinda, bazilar1 denizel ara gecis
bolgelerinde goriiliir. Likenler giic ¢evre kosullarinda hayatta kalabilirler; asir1 sicakliklar,
kuraklik, su basmasi, tuzluluk, yiliksek hava kirleticileri konsantrasyonlar1 ve besin degeri
diisiik, ytksek nitrifikasyon ortamlarina uyum saglayabilirler ve karasal yasam alanlarinin
ilk onciilleridir (Molnar, 2010).

Alp ya da kutup bolgesi bircok organizma igin olduke¢a stresli g¢evre kosullari
tarafindan karakterize edilir, ancak likenler bu yasam alanlarinda baskin olan organizmalar
arasindadir. Performans karsilikli koruyucu sistemde, liken mantarlar1 genellikle
likenlerin hayatta kalmasina yardimci olan spesifik fizikokimyasal ozelliklere (UV

emicileri, hidrofobiklik) sahip yiliksek miktarda metabolitleri biriktirirler (Boustie, 2010).
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1.9.6. Liken Metabolitleri

Likenler fungal ve alg/siyanobakteriyal simbiyozlardir ve spesifik metabolitlerin
tiretilmesine neden olurlar. Bunlardan bazilari, izole edilen bilesiklerin biyolojik
etkinliklerinin degerlendirilmesi de dahil olmak iizere, fitokimyasal arastirmalar igin
mevcut bir biyokiitle olusturmaktadir (Boustie, 2010).

Likenlerin yasadig1 spesifik kosullar, cesitli olumsuz fiziksel ve biyolojik etkileri
aganist olarak iyi bir sekilde koruyan bir¢ok metabolitin iiretilmesinin sebebidir (Rankovic
ve Kosanic, 2015). Genel olarak, likenler metabolitleri birincil ve ikincil metabolitler
olarak iki gruba ayrilabilir (Mitrovi¢ vd., 2011). Liken maddelerinin %50’den fazlasi
simbiyotik birlesmeyi ¢esitli abiyotik ve biyotik faktorlerden korumakigin sentezlenir
(Shukla vd., 2010).

1.9.6.1. Birincil Metabolitler

Birincil liken maddeleri hiicresel metabolizmada, diger mantarlardakine benzer
yapisal fonksiyonlara ve rollere sahiptir. Birincil metabolitler hiicre i¢i kokenlidir ve her
iki simbiyont tarafindan bagimsiz olarak sentezlenir. Birincil bilesikler esas olarak Kitin
(hifhal duvarlarda), likenin, izolikhenin, hemiseliiloz, pektinler, disakkaritler, polialkoller,
amino asitler, enzimler, klorofil ve B-karotenler, ksantofiller gibi algal renk veren
pigmentlerden olusur (Shrestha ve Clair, 2013). Protoplastlar ¢ogunlukla suda ¢oziiniirler
ve kaynar su ile ekstrakte edilebilirler (Elix ve Stocker-Worgatter, 2008).

Liken tallus kompozit bir yap1 oldugundan, belirli bir bilesigin biyosentezlendigi yeri
belirlemek her zaman miimkiin degildir. Likenlerden izole edilen hiicre igi iiriinlerin ¢ogu,
non-spesifiktir ve ayn1 zamanda serbest yasayan mantar, yosun ve yiiksek yesil bitkilerde
de goriiliir (Elix ve Stocker-Worgotter 2008).

Karotenoidler her iki simbiyonun de metabolik iriinleridir ve talusun kuru agirhig
1,5-24 mgl/g arasindadir. Likenlerdeki karotenoidler arasinda talli p-karotenepoksit, o-
kriptoksantin, lutein, astaksantin, mutatoksantin olarak saptanmistir. Polisakaritler ve ilgili
bilesikler, liken igerisinde tallusun kuru agirliginin %3-5"i kadar bir miktarda mevcuttur.
Likenler vitamin olarak; askorbik asit, biyotin, a-tokoferol, nikotinik asit, pantotenik asit,

riboflavin, tiamin ve folik asit igerir. Vitaminler, alglerin biyosentezledigi metabolik
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tirlinler olarak tanimlanirken, mantarlar bu bilesiklerin zayif kaynaklaridir (Rankovic ve

Kosanic, 2015).

1.9.6.2. ikincil Metabolitler

Liken maddeleri olarak bilinen gesitli benzersiz hiicre dis1 sekonder metabolitlerin
tiretimi bu simbiyozun sonucudur (Rankovic ve Kosanic, 2015). Likenlerde bulunan
organik bilesiklerin ¢ogu, mantar bileseninin ikincil metabolitleri olup hiicrelerden ziyade
hiflerin yiizeyine depolanir. Bu {iriinler genellikle suda ¢dziinmez ve sadece organik
coziiciilerle ekstrakte edilebilir (Elix ve Stocker-Worgotter2008). Liken maddeleri olarak
bilinen sekonder metabolitler ¢ogunlukla kiigiik, ancak karmasik molekiillerdir. Bugiine
kadar 1050'den fazla farkli liken maddesinin yapist bildirilmistir. Sekonder metabolitler
mantar veya algler tarafindan {iretilirken, digerleri sadece likenlerde her iki ortagin
sinerjistik etkisiyle iiretilir. Ikincil metabolitler genellikle suda ¢dziinmez ve organik
¢oziiciilere ekstrakte edilebilir. Miktarlari, tallusun kuru agirhgmim %0,1 ile 10’u arasinda
degismekte ve bazen %30’a ulagsmaktadir (Mitrovi¢ vd., 2011).

Liken ikincil metabolitler sadece mantar kdkenli olmakla birlikte, mikobiyont ve
fotobiyont arasindaki metabolik etkilesim bu ikincil kimyasallarin tiretimi i¢in gereklidir.
Bu, fotobiyont olmadan yetistirilen mikobiyontun bozulmamis likenle ayn1 metabolitleri
tiretmedigi veya tamamen farkli bir kimyasal iirlinler tirettigi caligmalarda bildirlmistir. Bu
metabolik ¢esitlilik, c¢ogunlukla liken partnerler arasindaki simbiyotik iliskiden
kaynaklanmaktadir (Shrestha, 2013).

Likenler cok c¢esitli ikincil metabolitler iiretir ve bunlarin ¢ogu liken olusturan
mantarlara 6zglidiir. Kimyasal olarak cesitlilik gosteren (alifatik ve aromatik) liken
maddeler nispeten diisiik molekiiler agirliklara sahiptirler (Molnar, 2009). Alifatik asitler,
pulvinik asit tiirevleri, depsidler ve depsidonlar, dibenzofuranlar, diterpenler,
antrakinonlar, naftokinonlar, ksantonlarin yani sira epiditiopiperazindionlar olmak iizere
800'den fazla liken metabolitleri rapor edilmistir (Paudel, 2010).

Mikobiyontlar tarafindan iretilirler ve kortekste (atranorin, parietin, usnik asit,
fungalmelaninler gibi) veya dis yiizeylerdeki ekstraselliiler minik kristaller olarak mediiller
tabakada (fizodik asit, fizodalik asit, protoketrarik asit gibi) birikirler. Fotobiyontun,
mikobiyontun sekonder metabolizmas1 {izerinde de etkisi olabilecegi diistiniilmektedir
(Molnar, 2009).

30



1.9.6.3. Liken Metabolitlerinin Metabolik Yolu

Likenler ¢esitli bilesiklerin iiretilmesi i¢in; polimalonat, shikimik asit ve mevalonik
asit gibi gesitli metabolik yollar1 igerir (Hager vd., 2008). Polimeronik yolla sentezlenen
liken ikincil metabolitleri, basta depsidler ve depsidonlar olmak {izere benzersiz sinif
kimyasal bilesiklere aittir. Bu bilesikler mantar partneri tarafindan ancak alg ile
birlestiginde (liken simbiyozu) sentezlenir. Bu bilesikler likenlerin simbiyotik
birlesmelerinde basarili bir rol oynamaktadir (Shukla, 2014). Sikimat yolu ile sentezlenen
liken maddeleri agirlikli olarak pulvinik asit ve terfenilkuinondur. Cogu pulvinik asit tiirevi
azot icermemesine ragmen, bunlar fenil alanin ile biyosentezlenir. Azot, ¢ogu likendeki
metabolik aktiviteleri sinirlandirmaktadir ve liken maddeler arasinda alkaloitler gibi azot
bakimindan zengin metabolitler bilinmemektedir. Terpen ve steroidler, mavalonik asit yolu
ile tretilir. Bunlar, likenlere 6zgii ve daha yiiksek bitkilerde de meydana gelen bir¢ok

bilesigi igerir (Karunaratne, 2005).

1.9.6.4. Liken Metabolitlerinin Rolii ve Onemi

Simbiyotik birlesmeyi gesitli abiyotik ve biyotik faktorlerden korumak igin %50°den
fazla liken madde sentezlenmistir (Shukla, 2014). Ikincil metabolitler likenlerin hayatta
kalmast ve biiylimesi i¢in kesinlikle gerekli degildir ve liken simbiyozundaki bu
bilesiklerin islevleri yetersiz kalmis ve anlasilamamistir. Bununla birlikte ikinci
metabolitler tallusu otgullara, patojenlere, ve yiiksek UV radyosyonu gibi dis abiyotik
faktorlere kars1 koruyabilme 6zelligine de sahiptir (Rankovic ve Kosanic, 2015).

Ikincil metabolitlerin likenlerde {iretimi karmasiktir ve 151k, UV maruziyeti,
yiikselme, sicaklik dalgalanmalari ve mevsimsellik gibi ¢evresel faktorlerden g¢esitli
derecede etkilenmektedir. Cesitli caligmalar, cografi konumda ve degisen mevsimlerde,
baz1 liken tiirlerinde ikincil matebolitlerin konsantrasyonlarini etkileyebilecegini
gostermistir (Rankovic ve Kosanic, 2015).

Likenlerin farmasétik 6nemi, bircogu sadece likenlenmis mantarlarda goriilen ¢ok
cesitli ikincil metabolitleri tiretme kapasitelerinden kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesikler,
likenlerin en belirgin ikincil metabolitleridir ve en ¢ok galisilan metabolitler temel olarak
depitler, depididonlar, dibenzofuranlar ve pulvinik asit tlirevleri olarak siniflandirilabilir

(Fernandez-Moriano vd., 2016).
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Likenlerden gelen ikinci metabolitler, 6zellikle de polimalonil tiirevi poliketidlerin
cok yonlii biyolojik aktiviteler sergiledigi bulunmustur (Shukla, 2014). Sekonder
metabolitler, dikkate deger miktarda biyolojik etki gosterir. Bunlar; antiviral,
antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal, anterbivor, antimutagenik, antioksidan, antitimor,
anti-alerjik, antinosiseptif, antipiretik ve anti-enflamatuar aktivitelerdir (Mitrovi¢ vd.,
2011).

1.9.7. Halk ve Geleneksel Tipta Likenler

Likenler bitki kralliginin benzersiz bir boliimiini temsil ederler. Likenler Geleneksel
Hint Tibb1 (GHT), Geleneksel Cin Tibbi1 (GCT), Homeopatik ve Bati Tip Bitkileri gibi
geleneksel tib sistemlerinde kullanilmistir. Likenler arterit, alopesi, kabizlik, bobrek
hastaliklari, ciizzam, kuduz, enfeksiyon ve bagirsak kurdu gibi c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir (Malhotra, 2007).

Literatiir bilgileri incelendiginde, gec¢miste likenlerin tibbi amacgli kullaniminin,
likenin tallus sekli ile hastalanmis organin sekli arasindaki benzerlik g6z 6niine alinarak
yapildig1 goriiliir. Oregin; alveollii tallus yapisi akciere benzetildigi icin Lobaria
pulmonaria (akciger likeni) akciger hastaliklarina; sar1 renkli Xanthoria parietina’nin
tallusu sarilik hastaliginin tedavisinde; dals1 tallusa sahip Usnea tiirlerinden hazirlanan
pudralar ise saglar1 uzatmak icin kullanilmistir (Oztiirk, 1995).

Usnik asit igeren cinse ait likenler diinya genelinde ham ilaglar olarak kullanilmistir.
Akciger tiiberkiilozu tedavisinde bir¢ok Cladonia tiirii kullanilmis ve Usnea tiirleri agri
kesici ve ates kontrolii i¢cin Asya, Afrika ve Avrupa'da kullanilmigtir. U. barbata’nin idrar
sikayetlerini tedavi etmek icin Hipokrat tarafindan kullanildig1 ve yara iyilesmesinde ve
balgam soktiiriicii olarak Cinliler tarafindan U. longissima kullandigi iddia edilmektedir
(Ingolfsdottir, 2002).

Halk ilaglarinda liken kullanimi giliniimiize kadar devam etmektedir. Hem
Florida’daki Seminole Kizilderilileri hem de Cin bitkisel doktorlari, ilaclarda, 6zellikle de
balgam soktiiriicii olarak ¢esitli likenleri kullanmiglardir (Elix, 2008). U. barbata'nin
ozleri, gliniimiiz kozmetik ve farmasotik preparatlarinda usnik asit kaynagi olarak
kullanilmistir. Arjantin'de “Barba del la Piedra’ olarak bilinen U. densirostra cesitli

hastaliklar i¢in satilmis ve Finlandiya’da ise Ramalina thrausta atletlerin ayagi veya diger
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cilt sikayetlerini tedavi etmek igin yaralarda ve agiz ve dis agrisi tedavisinde oral olarak
kullanilmistir (Ingolfsdottir, 2002).

Izlanda yosunu olarak adlandirilan Cetraria islandica en genis tibbi faydaya sahip
olan likenler arasindadir. izlanda yosunu, uzun siire boyunca tiiberkiiloz, kronik bronsit,
diyare tedeavisinde ve tonik olarakkullanilmaktadir. Cetraria islandica yaklasik 200 yildir
izlanda’da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Podterob, 2008) ve bu tiire ait preparatlar
hala Avrupa’da, genelde pastiller halinde satilmaktadir (Elix ve Stocker-Worgétter, 2008).
Cetraria islandica, Belarus sifali bitkiler listesine dahil edilmistir. Iyilestirici ilag
formlarina, usnik asitin yani sira ¢aylar ve inflizyonlar dahildir. Bu prepaparatlarin
kullanim1, miisindz, bakterisit, ter onleyici ve antiemetik etkilere dayanmaktadir (Podterob,
2008).

Peltigera canina, karaciger rahatsizliklarinin tedavisi i¢in Hindistan’da yenilmekte
ve metioninin aminoasitinin yiiksek igerigi, atfedilen tedavi edici giiciiniin temelini
olusturmaktadir (Elix ve Stocker-Wargotter, 2008). Kuzey Kaliforniya’daki insanlar
Letharia vulpina’yr mide hastaliklarinda kullanilmigtir. Dictyonema'nin yeni bir tiirii
Waorani yerlileri tarafindan haliisinojen olarak kullanilmistir. Arap tibbinda, Alectoria
usneoides splenomegali genislemis dalak tedavisinde kullanilmistir (Malhotra, 2007).

Hint pazarlarinda, Parmelia, Usnea longissima, Ramalina subcomplanata ve
Heterodermia tremulans iki ya da daha fazlasimin karisimindan olusan likentiirleri
‘Chharila" ismiyle baharat olarak satilmaktadir. Chharila’nin kan pihtilastirici, ¢oziici,
laksatif ve karmatif ve ayrica afrodizyak 6zelliklere sahip oldugundan sz edilmektedir.
Ayrica Chharila dumaninin bas agrisint giderdigine de inanilmaktadir (Shukla, 2014).

Birgok hastaligin tedavisinde degisik cins likenler kullanilir. Evernia, Peltigera,
Parmelia, Cladonia, Rocella ve Pertusaria tiirleri, humma, ishal, enfeksiyonlar, deri
hastaliklari, epilepsi, konvulsiyonlar igin ve piirgatif olarak kullanilmaktadir. Peltigera
caninna bir toniktir ve yiiksek metionin igeriginden dolay: karaciger rahatsizliklarina karsi
kullanilir (Shukla, 2014).

Alternatif tipta ve halk arasinda kullanilan liken tiirlerinden birisi de Usnea
longissima Ach.’dir. Usnea longissima Ach.’nin halk arasinda balgam soktiiriicii ve mide
koruyucu etkisinin bilinmesinin yam1 sira, mide ilseri, kemik kiriklar1 ve deri
dokiintiilerinin tedavisinde de kullanilan bir liken tiirti oldugu bildirilmektedir (Atasever,
vd., 2016).
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Cin’in Yunnan eyaletinde Lethariella cashmeriana, L. semanderi, L. sinensis,
Thamnolia vermicularis, T. subuliforis liken tiirlerinin sagliga attirici 6zelliklerinden
bahsedilir ve geleneksel Cin yesil cayina benzer sekillde demlerenerek tiiketilmektedir.
Sadece tibbi amaglar icin giinlilk hayatta da bu liken ¢aylar1 kullanilmaktadir (Wang,
2001).

Usnea tiirleri Geleneksel Cin Tibbinda (GCT), homeopatik tip ve geleneksel tip
alanlarinda Pasifik Adalar1 ve Yeni Zelanda'da kullanilmistir. Usnea tiirleri yatistirici
Ozellikleri nedeniyle deger verilir ve oral ve farinjiyal mukozanin hafif derecede
iltihaplanma tedavisinde kullanimi bulunur. Usnea filipendula eski Sovyetler Birligi’nde
kesikler ve yaralar icin kullanilmistir. Ispanyol halk tibb1 gesitli tibbi alanlarda likenlerin
kullanimin1 belgelemistir. Psodoeverna furfuracea'nin kaynatilmasi suretiyle solunum
rahatsizliklarinda kullanilmakta Ramalina bourgeana ise ditiretik ve tas ¢Oziindiiriicii
(litontriptik) 6zelliklerinden dolay: tiikketilmektedir (Zambare ve Christopher, 2012).

Geleneksel olarak Cetraria islandica (L.), oral ve farengeal mukozanin hafif
iltihaplanmasini, dispepsiyi ve istah kaybini tedavi etmek icin kullanilmistir. Avrupa halk
tibbinda kanser tedavisinde Cetraria islandica (L.) kullanilmistir (Chevallier, 1996). Ren
geyigi likeni Cladonia rangiferina ise yaygin olarak soguk alginligi, artrit, ates ve ayrica
sartlik konstipasyonu, konviilsiyon, oksiiriik ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanilmistir
(Brown, 2001).

Hindistan'da Parmelia sanctiangeli ile Tinea (parazit viriisii) tedavi edilirken,
Parmelia chinense ile yaralar iyilestirmek igin toz ve bas agrisi i¢in merhem olarak ve
diiiretik olarak uygulamalar1 bulunmaktadir. Parmelia peforatum tibbi olarak
Afganistan’da taninmaktadir. Parmelia nepalense dis agrisi ve bogaz agrisinin tedavisinde
Nepal’de kullanilir (Kumar vd., 1996).

Bati1 Himalayalarda Thamnolia vermicularis antiseptik olarak kullanilir. Sikkim’de
(Hindistan), Heterodermia diademata kesikler ve yaralar i¢in kullanilmistir (Zambare ve
Christopher, 2012). Nepal’de Heterodermia diademata liken tiiri yaralanma sonrasi
kanamay1 durdurmak ve yarayr tedavi etmek amaciyla ve Ramalina cinsine ait tiirleri
yaralar1 iyilestirmek i¢in antiseptik tentiir olarak kulanmaktadir (Devkota, 2017).
Hypotrachyna cirrhata (Fr.) ve Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Hindistan halki
tarafindan yara iyilesmesinde geleneksel olarak kullanilan likenlerdir (Pathak vd., 2016).

Ibn-i Sina’min “Edviyyet’iil Kalbiye” adli eserinde Usnea veya Evernia gibi liken

tiirleri Usne ismiyle gegmektedir. Tek basina ya da karisim ilaglar halinde verilen bu tiirler
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psisik rahatsizliklar ve kalp hastaliklarinda etkili oldugu bildirilmektedir. Ibn-i Sina’nin
diger bi eseri olan El Kanun fi’t-Tibb’da usne isimli likenlerin kullanimlarindan
bahsetmektedir. Bunlar arasinda; bebeklerin gobek bagmnin kesildikten sonra pudra olarak
koyuldugu, asir1 sarhoslugu 6nlemek icin hafif dozda fakat etkili bir surup halinde i¢ilmesi,
usne yagmin ise Yorgunluk halinde agri dindirici ve rahatlatici olarak kullanilmasidir
(Cobanoglu, 2012).

Tirkiye-Kiitahya ilinde, oOzellikle Simav’da Pseudevernia furfuracea kil ile
kanistirilarak, hizli iyilesme i¢in yaralara uygulanan preparat, ayn1 zamanda o bolgede
yasayan insanlar tarafindan hemoroid tedavisinde de kullanilmaktadir (Giiveng vd., 2012).
Tirkiye’de Usnea barbata L. (Sakal likeni) likeninin yaralarin iizerine basilarak
tyilestirmek ve kani dindirmek i¢in kullanildig1 bilinmektedir (Cobanoglu, 2012). Kuzey
Anadolu (Tirkiye) Usnea longissima kanser, tiiberkiiloz ve iilseri tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Crawford, 2017). Cetraria islandica (L.) Ach. (Izlanda yosunu, Lichen
islandicus) Tiirk halk hekimliginde hemoroid, bronsit, dizanteri ve tiiberkiiloz tedavisinde

kullanilmaktadir (Colak vd., 2014).

1.9.8. Likenlerin Boya Olarak Kullanimi

Belki de likenlerin kullanildigt en oOnemli ve en eski kullanimlart boya
endiistrisindedir (Schneider, 1904). Likenler antik Yunanlilar zamanindan beri ve
muhtemelen daha erken bir tarihte boya kaynagi olarak kullanilmaktaydilar, ancak bu
boyalariin giiniimiizde ¢ok az ekonomik 6nemi vardir (Henderson,1999; Nash 111, 2008).

Likenlerin boyama 06zelliklerine iligkin bilgiler uzak bir antik ¢agdan kalmistir.
Theophrastus, bazi bitkilerin Girit'te yetismekte oldugunu ve yiin boyamak i¢in
kullanildigint ve Phycos Thalassion'da Pliny'nin liken Roccella'ya atifta bulunuldugu,
gevrek yapraklari olan, giysileri boyamak i¢in Girit'te kullanildigi anlagilmaktadir (Smith,
1921).

En kullanisli boyalarin bazilar1 ve en az bilinenleri, likenler arasinda bulunur.
Boyalar arasinda genellikle bilinen liken boyalar1 Orchil ve Cudbear’dir ve bunlar
likenlerin kendileri degil, likenlerin preparatlaridir. Gilinlimiizde hald bir miktar
kullanilirlar ve titizlikle hazirlanirlar. Siradan likenlerden bir¢ogu ¢ok iyi ve kalict boyalar

tiretmektedirler (Marshall, 1919).
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Fermantasyon ile c¢esitli likenlerden iiretilen mavi renkli bir madde olan Litmus,
eskiden kiyafetler ve icecekler icin boya maddesi olarak kullanilmistir. Bugiin, sadece asit-
baz gostergesi olarak kullanilmaktadir (Miiller, 2001).

Tarihsel olarak Roccella montagnei likeni, Akdeniz bolgesinde degerli kirmizi veya
mor boyalar saglamistir. Bu boyalar, seyreltik amonyak ¢ozeltisi ile Roccella veya
kimyasal olarak esdeger tiirlerin (Ochrolechia tartarea, O. androgyna veya Parmotrema
tinctorum) “fermente edilmesi’’ suretiyle tretilmistir. Macerasyona ugramis liken ve
seyreltik amonyak, iki kat hacminde hava bulunan bir kapta kapatilmistir. Mor rengi bir
hafta sonra gelismis ve protein lifleri (yiin ve ipek) i¢in dogrudan bir boya (orchil) olarak
kullanilmistir. Bu renklerden, bu likenlerde bulunan basit para-depsideseritrin (Roccella)
ve lekanorik asit (Ochrolechia ve Parmotrema tinctorum) sorumludur (Elix ve Stocker-
Worgotter, 2008).

Iskogya'da iiretilen bazi Harris yiin kumaslari hala liken boyar maddelerle
boyanmaktadir. Bu boyalarin tamami renksizdir ve kumasa essiz bir kiif kokusu verir.
Ornegin, Parmelia omphalodes, protein lifleri, &zellikle de yiin boyamak igin zengin
kahverengi bir boya saglamak i¢in kullanilir (Elix ve Stocker-Waorgotter, 2008).

Cobanoglu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada Tunceli Munzur vadisinde
yore halkinin 6zellikle kayalarda gelisen Diploschistes, Xanthoria gibi likenleri kina gibi
ellerini boyamakta kullandig1 tespit edilmistir. Bu likenlerin geneline “Kina yosunlar1”
ismi verilmektedir. Su veya tiikiiriikleri ile 1slatarak yumusattiklar1 sonra bir tag yardimu ile

ezip ellerine siirdiikleri bildirilmistir (Cobanoglu, 2012).

1.9.9. Likenler Biyoindikator Olarak Kullanim

Liken ¢esitliligindeki degisiklikler cevresel kosullarin gostergesi olarak kullanilir ve
diinya capinda hava kalitesi degerlendirmeleri ve izleme programlarinda yaygin olarak
uygulanmistir. Liken ¢esitliligi, XIX. yiizyildan bu yana, kiigiik yerlesimler ya da biiyiik
sehirler olsun, kentsel alanlardaki hava kirliliginin etkilerini izlemek icin bir gosterge
olarak kullanilmistir (Llop, 2011).

Likenler, atmosferik kirliligin en degerli biyolojik gozlemcilerinden biridir. Bunlar,
topluluk veya niifus diizeyindeki degisiklikleri Olgerek kirleticilerin biyolojik etkilerini
tahmin etmek icin hassas gostergeler olarak kullanilabilirler ve kalici kirleticilerin birikim

monitdrleri olarak eser element igerigini test ederek kullanabilirler (Conti, 2000).
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Likenler hava kalitesinde en fazla calisilan biyolojik indikatorlerdir. Hava kirliligi
degerlendirmesi icin "siirekli kontrol sistemleri" olarak tanimlanmigslardir. Son 30 yilda,
bircok calisma, gesitli cevresel faktorlere duyarliliklar1 g6z oniine alindiginda, bazilarinin
bilesenleri ve/veya belirli parametrelerdeki degisiklikleri provoke edebilen hava kalitesinin

biyomonitorlari olarak likenlerin kullanilabilme olasiligini vurgulamislardir (Loppi, 2003).

1.9.10. Likenlerin Parfiim ve Kozmetik Alaninda Kulanim

Koku ve kokulari emmeye ve tutmaya yonelik s6z edilen yeteneklerinden dolayi,
Frutikoz likeninin tozu onyedinci ylizyilda dviilen bazi parfiimlerin temelini olusturmustur
(Schneider, 1904). Fransizca’da “Mousse de Chene’’ olarak bilinen liken Evernia
prunastri parfim bitkisi olarak kullamilmistir. Fransiz parfiimericileri Evernia
prunastri’den “Mousse des Chenes’’ (Mese yosunu) olarak bilinen mitkemmel bir parfiimii
oziitii ¢ikarmig ve mese lizerinde yetisen bitkilerin diger agaclarda yasayanlardan daha
fazla parfim icerdigi goriilmiisiitiir. Ayrica “Mese tabani yosunu’’ olarak adlandirilan
Lobaria pulnionaria’dan daha hos bir parfiim ¢ikarilmasina ragmen Evernia'dan daha az
bulunan bir liken oldugu i¢in daha az kullanilmaktadir. Ancak bu likenler tek baslarina
kullanilamazlar; bilesimlerindeki ¢ok degerli parfim igindeki diger maddelerle
birlestirilirler (Smith, 1921).

Gilinlimiizde likenlerin en o©nemli ekonomik kullanimlarindan biri parfiim
endiistrisindedir. En 6nemli iki tiir, Evernia prunastri (mese yosunu) ve Pseudevernia
furfuracea (aga¢ yosunu), Giliney Fransa, Moroko ve yeni Yugoslavya’da biiyiik
miktarlarda (yilda 8-10 bin ton) hasat edilen ve kullanilan en Onemli likenlerdir
(Cobanoglu, 2012).

Karigtirilan liken materyali ve aga¢ kabugu daha sonra bir organik solvent ile
Oziimlenir ve etanol ile islenir. Bu ¢dzeltinin konsantresi ugucu yaglarin ve depilasyon
tirevlerinin (bozunma trtinleri) bir karisimini igerir. Tatli “yosunumsu’’ kokusu ile nihai
ekstrakt, bazi parflimlerde deride israrcit olmasini saglamak icin kullanilir, ¢linkii biiyiik
bilesenler kolayca buharlagsmazlar. Liken &ziitii bitmis parfiimlerin %1-12’sini bulabilir.
Kokulu bilesenin kesin kimligi ticaret sirr1 olarak kalir, ancak ¢ogunlugu borneol, sineol,
geraniol, sitronellol, kafur, naftalin, orsinol, orsilenat esterleri igeren ve toplam ekstraktin
cok kii¢iik bir oranini (%0.04) ve onlarin homologlarini igerir (Elix ve Stocker-Worgétter,

2008).

37



Likenlerin {irettigi bazi fenolik bilesikler UVB 15181 siddetle emdigi icin bu
maddeler fotoprotektor olarak kullanilir ve antioksidan kapasiteleri kozmetik kremlerde
koruyucular olarak kullanilmasini garanti eder (Miiller, 2001).

Likenoloji iizerine yazilan eski kitaplarda, “Pulvis Cyprius’” veya “Kibris tozu’’ adi
verilen ve 17. ylizyillda ¢ok¢a meshur olan bir sa¢ tozuna atif yapilir. Bu tozun saglart
temizleyerek, saclart giizellestirdigi ve temizledigi diisiiniilmiisiitiir. Evernia prunastri,
tozun ana maddelerinden biriydi, ancak yerini Physcia ciliaris veya Usnea almistir (Smith,
1921).Diger yandan tilkemizde Evernia prunastri (Mese likeni, Mese yosunu) parflimeri
sanayinde fiksator olarak kullanilmak tizere ihrag¢ edilen iiriinler arasindadir (Cobanoglu,
2012).

1.9.11 Likenlerin Gida Olarak Kullanim

Yiizyillar boyu diinyanin birgok yerinde bulunan birgok kiiltiirden insanlar, likenleri
veya likenlerden tiiretilen iirlinleri yiyecek ve icecek olarak kullanmis olduguna dair bir¢cok
inandiric1 kanitlar vardir. Baz1 likenler lezzetli yiyecekler olarak goriiliir, ancak daha sik
olarak son care yiyecekleri gibi ya da diger yiyecek kaynaklarina ilave etmek igin
kullanilmiglardir (URL-2, 2017).

Likenlerin birgok tiirii diinyanin farkli kisimlarinda gida olarak kullanilmistir ama
cogunun sahip olduklart kompleks polisakkaritlerinden dolayr sindirimi insanlar igin
zorludur. Alaska’ da insanlar hos tatlarindan dolayr aperatif bir gida maddesi olarak
tiketmislerdir. Fakat bu likenlere alisik olmayan kisilerde karin agrilarina neden oldugu
sOylenmektedir (Kuhnlein, 1996).

Ayrica bazi likenler usnic ve vulpunic asit gibi liken metabolitlerinden &tiirti aci,
sindirim sistemini rahatsiz edici ve hatta toksik etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Insanlar gida olarak kullandig1 ve bu etkilere sahip olan likenleri bu maddelerden ayirmak
amaciyla cesitli 6n islemler uygularak tiiketmistir. Ornegin Kuzey Amerika’da ki insanlar
likenlerin ac1 tatlarin1 gidermek i¢in onlarin yemeden once kil ve suda yikayip
temizledikten sonra yagda kaynatarak hazirlayip tiikketmislerdir (Kuhnlein, 1996).

Britanya Kolombiyas1 yerlileri Bryoria fremontii liken tiiriinii genellikle yaz
aylarinda toplar ve toplamadan 6nce aci olup olmadiklarini belirlemek amaciyla tatlarina
bakarlardi. Hasat edilen likenler oncelikle yabanci maddelerinden ayrilir ve daha sonra

suda 1stalarak yesilimsi vulpinic asiti gidermek amaciyla doviiliirdi. Son adim olarak ise
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katmanlar halindeki yeralti buhar ¢ukurlarinda 24 saat pisirilip kurutularak kis i¢in taze
taze pisirilip yenilmesini i¢in saklamislardir (Kuhnlein, 1996).

Izlanda yosunu (Cetraria islandica), yiiksek likenin igeriginden, gida metaryali
olarak en yaygim sekilde kullanilmistir. Izlanda, Norveg ve Isveg koyliileri onu toz haline
getirip patates pliresine ¢esitli hububat unu ile karistirarak lezzetli ve saglikli bir ekmek
hazirlarlardi. Bu likenin bir 6giiniiniin, izlanda ve iskandinav yarmmadasinda olduk¢a
yaygin olan “Izlanda scurvy’’ olarak bilinen fil hastalig1 veya iskorbiit hastaliginin 6zel bir
bigimini onledigi de bildirilmistir (Schneider, 1904). Fransa’da ise pastacilik ve ¢ikolata
yapiminda ve seker hastalar1 ig¢in hazirlanan diabetik ekmek iiretiminde kullanildigida
bildirilmistir (Oztiirk, 1995).

18. yy’da maya gibi fermantasyon ajanlar bilinmediginden dolayi, Misirlilar daha
kuzey bolgelerden ithal edilen Evernia prunastri, ve E. furfuracea likenlerini iki saat
stireyle suyla 1slatirlar ve daha sonra mayasiz hamura ¢ok begenilen lezzet vermek
amaciyla unla karistirarak ekmek yaparlardi (Smith, 1921).

Lecanora esculenta’nin Orta Asya step ve ¢ollerinde ekmek yapiminda (Kirgiz ve
Tatar ekmegi) ve kudret helvasi yapiminda ve iilkemiz dahil olmak iizere pek cok bdlge
iilkelerinde gida maddelerinin hazirlanmasinda kullanildiklar1 bilinmektedir (Oztiirk,
2013). Lecanora esculenta likeni Sahara’da askerlerin ekmegi olarak tiiketilmistir. Yalniz
likenden ekmek yapildiginda, kirilgan ve tutarli olmadigi ve unun onda bir kismi ile
karigtirlldiginda, askerlerin siradan ekmegine benzedigi ve ayni tadi verdigi bilinmektedir
(Smith, 1921).

Kurutulmus Bryoria fremontii likeni ¢orba ve giivegte et, balik ve diger gidalarla ve
bazen lezzet katmak amaciyla sogan veya diger yumru koklii sebzelerle pisirilirdi
(Kuhnlein, 1996). Rengeyigi likeni Cladina rangiferina balik yumurtasi, yag ve
meyvelerle karistirilarak ya da sade sekilde tiiketilmistir. Hindistan'da, (P. perlatd) halk
dilinde “rathapu’’ veya kaya c¢icegi olarak bilinen bir Parmelia tiiri, genellikle Belary
bolgesinde yerliler tarafindan bir kori olarak hazirlanan ve lezzetli olarak diisiiniilen bir
gida olarak kullanilmigtir (Smith, 1921).

Iceland moss (Cetraria Islandica, Color Plate V1), daha faza nisasta igerdigi igin bir
yiyecek maddesi olarak bile kabul edilmektedir (Marshall, 1919). Umbilicaria’nin bir tiirii
olan Rock-tripe, ¢ogunlukla Franklin seferi iiyeleri olan kutup kasiflerinin ve ayrica
Kanada ve Alaska'daki avcilarin hayatlarin1 kurtarmasina vesile olmustur (Schneider,
1904).
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Japonya’da iilkenin daglarinda mutfak amacli toplanan Endokarpon (Dermatocarpon)
biiyiik miktarda liikks bir madde olarak Cin’e ihra¢ edilirdi. Yerel adi, tag mantar anlamina
gelen “iwataka’’ dir. Manabu Miyoshi'nin Japonya'da “iwatake’’ olarak bilinen biiyiik gida
degeri olarak tanimladigi, muhtemelen farkli bir ad altinda olan aym liken, Gyrophora
esculenta’dir. Genellikle nemli granitik kayaclarin dik egilimlerinde yetisir ve Japonya'nin
cesitli bolgelerinde yaygindir; Kiso, Nikko, Kimano gibi daglarda 6zellikle bol miktarda
bulunur. Yagislarin yiizii siklikla liken biiyiimesi ile kaplidir. Yerlesimciler bitkileri biiyiik
miktarlarda toplarlar. Onlar1 kurutarlar ve kasabalara gonderirler; buradan biitiin sebze
depolarinda satilirlar; bazilari baska iilkelere bile ihra¢ edilmektedir. Bu likenlerin tadi aci
degildir, aksine olduk¢a zararsizdirlar ve Japonlar tarafindan, biraz sindirilemez olmasina
ragmen, hos lezzetleri dolayisiyla ¢ok sevilmektedirler (Smith, 1921).

G. polyrhiza ve Umbilicaria’yr igeren Gyrophora’nin diger tiirleri, kuzey
bolgelerinde kayalarda yetisen siyah kosele gibi likenleri de gida olarak kullanilmistir.
Bunlar, Kanada kiirk avcilari tarafindan bitkilere verilen RockTripe’dir. Yolcular ve
digerleri tarafindan yenilir; ancak belirli bir seviyede besleyici olsa da, aci ve mide
bulandiricidirlar ve aci asitler ilk once kaynatilip ya da islatilarak ekstrakte edilmezlerse
siddetli i¢ tahrise neden olurlar (Smith, 1921).

Giiniimiizde Cin’de Lobaria isidiophora, L. kurokawae, L. yoshimurae ve Ramalina
conduplicans, R. sinensis tiirleri gida hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Lobaria’nin ig
tiri domuz eti ile kizartilirark tiiketilir ve Ramalina’nin bu iki tiirii gesitli ¢esnilerle
hazirlanan soguk yemeklerde kullanilmaktadir. Bahsedilen liken tiirleri halen Cin
pazarlarinda satilmaktadir (Wang, 2001).

Nepal’de ki insanlar Evernia strumcirrhatum, E. nepalense ve Parmotrema cetratum
liken tiirlerini bugulayarak baslica tursu, kori, ¢orba ve sosislerde gibi yiyeceklerde
kullanmaktadir. Cesitli islemler sonucu kurutup toz haline getirdikleri likenler diger unlar
ile karigtirarak ekmek yapiminda ve sosis yapimi igerisine katilarak kullanilmaktadir. Bu
likenler halen yerel pazarlarda satilmaktadir (Devkota, 2017).

Redzic ve arkadaslar1 yapatiklar1 bir ¢alismada Bosna-Hersek’te 1992-95 yillarinda
ki savag sirasinda insanlarin hayatta kalmak i¢in un ve lapa seklinde kullandiklar1 7 liken
tiurtinii  bildirmislerdir. Bunlar, Bryoria fuscescens, Cetraria islandica, Pseudevernia
furfuracea, Evernia prunastri, Lobaria pulmonaria, Ramalina farinacea, Usnea barbata
liken tiirleridir (Redzic vd., 2010).
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Bryoria fremontii Montana’da kok sebzelerle pisirildigi zaman o6nemli yiyecek
olarak, tek basina pisirildiginde ise hasta i¢in bir yemekten ziyade bir tonik seklinde
kullanilmaktadir (Crawford, 2015).

Evernia prunastri’nin Tiirkiye’de yiyecek jole (pelte) olarak tiiketildigi de literatiirde
kaydedilmistir. Halk pazarlarinda “mese yosunu” olarak bilinen Evernia prunastri likenine
rastlamak miimkiindiir. Ornegin, bu likenin cinsel giicii artirmak ve buhari cildi
giizellestirmek i¢in Bodrum ve Antalya halk pazarinda satildig1 etnobotanik bir ¢aligmada
kaydedilmistir (Cobanoglu, 2012).

Tirkiye’de ¢ok bulunan Evernia prunastri, Pseudevernia furfuracea liken tiirleri
Anamur’da bu likenden hazirlanan bir pekmez Oksiiriik ve solunum yolu hastaliklarinin
tedavisinde halen kullanilmaktadir (Oztiirk, 2013). Yine Tiirkiye’de de Erzurum, Artvin
gibi illerde yetisen Byroia capillaris halk arasinda un ve ¢ay olarak kullanilmaktadir
(Aydin, 2011; Tas, 2017).

1.9.12. Likenlerin Alkol Uretimi ve Deri Tabaklamada Kullaninm

Likenlerde yaygin olarak bulunan bir ¢esit karbonhidrat olan “likenin’’in hidrolizi ile
glikoz ve alkol elde edilir. Bircok lilkede de genis yayilis gosteren tiirlerden alkol elde
edilmesi yolundaki ¢alismalar siirmektedir (Oztiirk, 1995).

Fransiz ve Iskandinav kimyagerleri alkol iiretiminde Cetraria islandica ve Cladonia
rangiferina kullaniyorlardi. Likenler, likenini glikoza doniistiiren siilfiirik veya hidroklorik
asit ile muamele edildikten sonra bunun fermente olmasina olanak saglanarak, alkol
tretilirdi  (Schneider, 1904). Biranin mayalanmasinda ise Lobaria pulmonaria
kullanilmigtir. Lobaria pulmonaria, biranin demlenmesindeki serbetgiotunun yerine
kullanilmigtir. Ayrica Cladonia rangiferina likenide agirhiginin yiizde 68’iyle iyi bir
konyak hazirlanabilecek “seker’” kaynagidir ve bir kilogram likenden yarim litre alkol
saglandig1 kaynaklardan bilinmektedir. Yine aymi kaynaklarda Cetraria islandica ve
Lobaria pulmonaria’nin biiziicii 6zelliklerinden dolay1 deri tabaklanmasinda kullanildig:
belirtilmistir (Smith, 1921).
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1.10. Literatiir Ozeti

Liken Bryoria capillaris (Ach.) Brodo ve D. Hawksw. Parmeliaceae ailesine aittir.
At kil likeni diye bilinir (Myllys vd., 2011). Liken tallusunun rengi agik kahverengi, gri,
bej kuru halde pembe, sar1 ve kahverengi renkte ipliksi yapiya sahiptir. igne yaprakli
agaclarin iizerinde golge yerlerde yetisirler. Dallar1 dar acili ve ana dallar1 0,3-0,5
capindadirlar (Oztiirk vd, 2013). Bryoria cinsi likenlerin genellikle Trebouxia fotobiyont,
lateral apothecia ve renksiz basit askosporlar ile belirgin bir korteks ve araknoid hif

medullalarindan olusan dals1 talluslar1 vardir. Diinyada 46 tiire sahip oldugu kabul
edilmektedir (Wang vd., 2005).

Alem :Fungi

Sube :Ascomycota

Sinif :Lecanoromycetes

Takim :Lecanorales Nannf., 1932

Aile :Parmeliaceae Zenker, 1827

Cins :Bryoria Brodo & D. Hawksw.

Tiir :Bryoria capillaris (Ach.) Brodo & D. Hawksw, (Velmala,

2014; Hyde vd., 2011; Tehler ve Wedin, 2008).

Liken olusturan Euascomycete cinsi Bryoria (Parmeliaceae, Lecanoromycetes),
ozellikle kuzeyde iliman Avrasya ve Kuzey Amerika'ya olan ormanlik bdlgelerde, ayni
zamanda Ozellikle daglik bolgelerde tiim kitalarda daha yaygin olarak dagilim
gostermektedir. Cogu tiir kozalakli dallarda epifitiktir, ancak cins bazi epilitik taksonlar
igerir (Velmala vd, 2014).

Liken tiirleri Tiirkiye’de yaygindir. Likenler, gida takviyesi olarak ya da ilag
endiistrisinde kullanilabilecek dogal ilaglarin kolayca erisilebilir kaynaklar1 olabilecek
ozelliklere sahiptirler. Ornegin Kaliforniya’da Bryoria tiirlerinin sislikleri azaltmak icin
kuru ve haglanarak lapa halinde yaralara uygulandigi bilinmektedir. Yine ayni tiirlerin
Kanada’da likenden elde edilen kiillerin kafa derisine siiriiliip ovularak saclarin
beyazlamasini durdurmak i¢in ve Fransa’da ise derideki siyriklari, ishal ve vajinal akintiyr

Iyilestirmek i¢in kullanilmistir (Crawford, 2015).
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Tiirkiye’de Erzurum, Artvin ve Bolu illerinde yetisen Bryoria capillaris 6zellikle
Kuzey Dogu Anadolu Bélgesi'nde yaygin olarak bulundugu belirtilmektedir. Halk arasinda
un ve ¢ay olarak kullanimlar1 mevcuttur (Tas, 2017; Aydin, 2011).

Sekil 1.2. Bryoria capillaris (URL-3, 2019).

Eskisehir ilinden toplanilan Liken Bryoria capillaris ile ilgili bir ¢alismada; likenin
metanol, aseton ve kloroform ekstraktlarinin ve ondan elde edilen barbatolik asitin
antmikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Yilmaz Sari6zli vd., 2016). Bunun
aksine Karagoz ve ark. 2017 yilinda Bryoria capillaris’den izole edilen barbatolik ve
alektorialik asit fraksiyonlarinin  antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklarini
belirtmislerdir. Bu durumun ise ¢alismada kullanilan diisiik bilesen konsantrasyonu nedeni
ile olabilecegini belirtmistirlerdir (Karagoz vd., 2017).

Bolu’nun farkli bélgelerinden toplanmis olan 13 liken tiiri lizerine yapilan bir tez
calismasinda; metanol ekstraktinda toplam flavonoid ve fenolik igeriginin en yiiksek B.
capillaris’in sahip oldugu ve yine metanol ekstraktinin DPPH giderme aktivitesinin
bulundugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada liken metaryalinin aseton Oziitlerin 8 bakteri
susunda ve metanol Oziitlerinin ise sadece 5 bakteri susunda inhibe zonlar goésterdigi

bildirilmistir (Tas, 2015).
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Yukarida ki tez ¢alismasina ait bulgularin bulundugu ve tez ¢alismasindan sadece 3
liken tiirliniin sonuglarinin verildigi bir yayinda ise; tez ile paralel olarak B. capillaris’in
metanol ve aseton ekstraktlar1 kullanilarak antibakteriyel aktiviteleri incelenmis ayrica bu
tirlerin ayn1 ekstraktlar1 icin DPPH aktivitesi ve tiirlerin fenolik ve flavonoid miktarlar
belirlenmistir. Verilen sonuglar tezle ayni olup sadece toplam fenolik ve flavonoid madde
miktar1 tayininde metanolle beraber aseton ekstrakti i¢inde sonug verildigi goriilmektedir.
Calisma sonucunda tiirlerin antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugu diger tiirlere
gore B. capillaris’in daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica
sonu¢ olarak bu tiirlerin gram pozitif ve gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanmanin miimkiin oldugu, antioksidanlarin lipozomal
oksidasyonu ve diyetteki kanseri 6nlemeleri gibi 6nemli fonksiyonlari nedeniyle, tiirlerin
antioksidan olarak bir gida katki maddesi kaynagi olabilecekleri belirtilmistir (Tas vd.,
2017).

Calismamizda bulunmayan fakat B. capillaris iizerinde calisilan farkli metotlar
arastirildiginda ise; Erzurum ve Artvin illerinden toplanan icinde Bryoria capillaris’inde
bulundugu ii¢ liken 6rneginden elde edilen su ekstraktlarinda genetik ve oksidatif (total
antioksidan (TAC) ve total oksidatif stres (TOS) calisildigr goriilmiistir. Calisma
sonucunda tiim liken ekstraktlarinin genotoksik etkisinin olmadig1 ve antioksidan etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Aydin ve Tiirkez, 2011).

Yine baska bir ¢alismada; Bryoria capillaris’in su ekstraktinda yapmis olduklar
caligmada IMA kaynakli genotoksik hasar iizerinde likenin gen koruyucu etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Bu bulguyla, insan lenfositlerinin, insanlar i¢in tehlikeli olan
tarimsal kimyasallarin neden oldugu genotoksik hasarlardan korunmasi i¢in onemli bir
uygulamaya sahip olunabilecegi belirtilmistir (Tirkez vd., 2012). Yang ve arkadaslari
Bryoria capillaris liken tiiriiniin insan akciger kanseri hiicrelerinin hareketliligine karsi
onemli inhibe edici aktivite gostermedigini bildirmistir (Yang vd., 2016). Kanserle ilgili
baska bir ¢alismada ise Bryoria capillaris’in likenininden elde edilen 6zlerin, doza bagh
bir sekilde meme ve akciger kanseri hiicreleri tizerinde anti-proliferatif etki gosterdigini
bildilmistir (Oztiirk vd, 2019).

Minerallerle ilgili olarak ise 1999 yilinda Kuzeybati Pasifik bitki tiirleri referans
alinarak Rhoades tarfindan yapilan bir derlemede; Bryoria capillaris’in Ca, Mn, P, K, Fe,
Na ve Zn, Bryroria fremontii’nin S, Bryoria spp.’nin Ca, Fe, Mn, Mg, P, K, Na ve S gibi
minerallerini daha yiiksek miktarda igerdigi goriilmistiir (Rhoades, 1999).
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Likenlerin bu tiirii ile ilgili yazilanlardan farkli olarak literatiirde daha fazla bilgiye

rastlanamamustir.

1.11. Calismanin Amaci

Likenler kutuplardan tropik bolgelere kadar yayilis gosteren diinya ekosistemin
onemli unsurlarindan biri durumundadir. Diinyada 18.500 liken tiiri tanimlanmis ve bunun
1000’den fazlasinin Tiirkiye florasina ait oldugu bildirilmistir. Tarihsel agidan likenler
geleneksel tip, gida, parfiimeri, kozmetik, boya, ila¢ endiistirisi gibi bir¢ogu giiniimiize
kadar gelmis ve halen gegerli olan bir¢ok kullanim alani mevcuttur. Likenlerin ¢esitli
arastirmalarda antimikrobiyal, anti-inflamatuar, antioksidan anti-tiimor ve sitotoksik gibi
bir¢ok biyolojik aktivite sergiledigi gdzlemlenmistir.

Literatiirlerde ¢alismada secilen liken tiiriiniin halk arasinda gida maddesi olarak un
yerine kullanildig1 ve cay olarak tiiketildigi belirtilmistir. Fakat buna ragmen bilimsel
arastirmalara bakildiginda; tiir ile ilgili yetistigi bolge ve taksonomisi disinda kimyasal,
biyokimyasal gibi 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalarin oldukc¢a az oldugu gériilmiistiir.

Yapilacak calisma sonucu sayisiz faydasi bulunan liken tiirlerinden birinin daha
deneysel verilere dayandirilarak literatiire kazandirilmasi saglanmis olacaktir. Ayrica
standartlarla yapilacak analiz sonuglarindan etkin degerler elde edilmesi durumunda
kullandigimiz tiiriin dogal bir iirlin olmasi nedeniyle hem gida hem de farmakoloji
alanlarinda giivenilir olarak kullanilabilirligi daha da artacak ve veriler tiir ile ilgili
yapilacak yeni ¢alismalar i¢in yol gosterici olacaktir. Tiirlin halk arasinda geleneksel gida
olarak tiiketimi géz Oniine alinarak elde edilecek sonuclarin etkinligi neticesinde {iriin
bazinda yeni ¢alismalar olusturulmasi da diistintilmektedir.

Bu amaglarla ¢alismamizda Bryoria capillaris (At kili) likeninin antioksidan aktivite
icerigini belirlemek i¢in, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal giderme aktivitesi,
2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal giderme aktivitesi,
Kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu?") indirgeme kapasitesi, Fe**-Fe?* indirgeme
kapasitesi, FRAP indirgeme kapasitesi, total fenolik icerigi ve total flavonoid igerigi
calisilmistir. Standart olarak a-tokoferol, trolox, BHA ve BHT kullanilmistir. Likenin
antibakteriyel aktivitesi ise 7 bakteri susu kullanilarak disk difiizyon yontemi ile
belirlenmigtir. Ayrica beslenme acisindan minerallerin 6nemi ve bazi elementlerin

antioksidan enzimler iizerindeki olumlu etkisi bilindiginden segilen 20 mineralin (B, Na,
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Co, Pb, Ca, P, As, K, Hg, Cr, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, S Mn, Mg Cd, Mo) liken tiiriindeki
miktarlar1 ICP-MS cihazi kullanilarak tespit edilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Liken Ornegi

Calismamizda kullanilan Bryoria capillaris liken 6rnegi, Van Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi dekan1 Prof. Dr. Ali ASLAN tarafindan Erzurum’un Oltu ilgesi Incikdy’iinden

toplanip tiir teshisi yapilarak temini saglanmistir.

2.2. Test Bakterileri

Yaptigimiz ¢alismada 7 standart bakteri susu kullanilmistir. Bu suslardan 3 tanesi
Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Molekiiler Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan 4
tanesi de OXOID’den, temin edilmistir. Yararlanilan test bakterileri Tablo 3.1°de
verilmigtir. Test mikroorganizmalarinin  pozitif kontrolii icin Basitrasin  ve

Ampisilin/Sulbaktam standart antibiyotik diskleri kullanilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan bakteriler ve kod numaralar

Bakteri Bakteri Kodu
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli 35218
Escherichia coli 25922
Klebsiella pnemoniae BL 2003
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa 27853
Pseudomonas putida BC1617

2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, micrococcaceae familyasina ait fakiiltatif anaerobik, gram-

pozitif, spor olusturmayan, katalaz ve koagiilaz pozitif bir bakteridir (Kiigiik¢etin ve Milci,



2008; Loir vd., 2003). S. aureus agar plakalar1 tizerinde piiriizsiiz, dairesel ve kabarik
goriinen koloniler olusturur. S. aureus'un diger 6nemli kiiltiirel 6zellikleri, genellikle altin
saris1 koloni pigmentasyonu ve kanli agarda beta-hemolizdir. Bakteri genellikle koagiilaz
enzimi liretir, manitol fermente eder ve asit olusturmak icin ¢esitli sekerler fermente eder,
ancak gaz olusturmaz. Biiyiime ve iireme, optimum sicakligi 30-40 °C, stabil sicakligi ise
6,5-50 'C arasinda degisen genis bir sicaklik araliginda gergeklesir (Halpimn-Dohnalek ve
Marth, 1989). S. aureus, 4.2 ile 9.3 arasinda degisen genis bir pH araliginda biiyiir ve
optimum biiyiime pH 7.0 ve 7.5 araligindadir. Biiyliime, genellikle %15 sodyum kloriir
varliginda meydana gelebilir (Bhatia ve Zahoor, 2007).

Staphylococcus aureus, Sir Alexander Ogston’un 1880'lerde ilk kez, yara
sliptirasyonunun baslica nedeni oldugunu 6ne siirdiigii zamandan beri insan patojeni olarak
kabul edilmektedir (Archer, 1998). S. aureus suslarinin %80’inden fazlas1 penisilinazlar
tiretir ve bu nedenle penisilinlere direngli metisilin gibi B-laktam antibiyotikler S. aureus
enfeksiyonlarmi tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Metisilin, ilk kez
1950’lerin - sonunda penisiline direngli  stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmaya baglanmistir (Leonard ve Markey, 2007). Buna ragmen kaygi verici sekilde
metisiline direngli S. aureus'un (MRSA) neden oldugu enfeksiyonlarin sayisi gittikce
artmaya devam etmektedir. Yogun bakim tnitelerinde, Amerika Birlesik Devletleri'nde
metisiline direngli S. aureus enfeksiyonlarinin orani yilda %3 oraninda artmaktadir ve
MRSA simdi enfeksiyonlara neden olan S aureus suslarimin %60’indan fazlasini
olugturmaktadir. MRSA, son zamanlarda sepsis benzeri sendromlar, nekrotizan pndmoni
ve nekrotizan fasiit gibi hayati tehdit eden toplum kaynakli enfeksiyonlarin nedensel ajani
olarak gosterilmistir (Perlroth vd., 2008).

Ayrica Staphylococcus aureus enterotoksijenik tiirlerin yiyeceklerde stafilokok
enterotoksinleri (SE’ler) iiretebilmesinden dolay1r gida kaynakli 6nemli bir patojendir.
Bugiine kadar 22 tane stafilokok enterotoksini kesfedilmistir. Stafilokokal gida
zehirlenmesi kusma, karin agrist ve mide kramplart (en yaygin olani) gibi ani
semptomlarin baslamasi ile tanmir. insanlarin yaklasik %20-30’u, sirasiyla cilt ve mukozal

zarlarin bir pargasi olarak S. aureus tasirlar (Fetsch vd., 2014).
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2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan gram negatif, fakiiltatif
anaerobik, hareketli, gubuk seklinde ,spor olusturmayan optimum biiyiime kosullar1 37 °C
olan multimodal bir bakteridir (Omerovic vd., 2017; Topdas, 2018).

Escherichia coli, insanlar dahil ¢ogu hayvanin bagirsaklarinin normal bir sakinidir.
Bazi E. coli suslari, ishal, idrar yolu enfeksiyonlari, septisemi ve yenidogan menenjiti gibi
cok cesitli bagirsak ve bagirsak disi hastaliklarina neden olabilir (Clermont, 2000).
Patojenik E. coli suslari, bagirsak mukozal ylizeyin kolonizasyonu ile sinirli olabilir veya
viicutta yayilabilir. Insan gastrointestinal yolu, diyarejenik E. coli enfeksiyonlarma kars:
hassastir. Her yil iki milyondan fazla 6liimle birlikte diinya ¢apinda yaygin bir halk saglig
sorunu olan ishal hastaligina cesitli E. coli patotikleri eklenmistir (Sousa, 2006).

Gliniimiizde gida giiveligi agisindan Escherichia coli ciddi bir tehdit haline gelmistir.
E. coli kaynakli gida zehirlemeleri gevresel ve diski kaynakl etkenlerle gidalara bulasmasi
sonucu meydana gelmektedir (Bayrak, 2015; Topdas, 2018). Diinya ¢apinda E. coli ishal
salginlarinin kaynaklar1 olarak et ve et iiriinleri, balik, kiimes hayvanlari, siit ve siit
tiriinleri, sebzeler, pismis lriinler, piring formiilasyonlari, kahve yerine kullanilan maddeler

ve su gosterilmektedir (Kornack: ve Marth, 1982).

2.2.3. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasina ait Klebsiella pneumoniae, gram negatif, spor
olusturmayan, hareketsiz bir bakteridir (Isikay ve Ertekin, 2008). Yuvarlak ve kisa uglari
0.5-0.8 um ene 1.2 pm boya sahip basillerdir. Aerob ve fakiiltatif anaerop 6zellige sahip
cogalma kosullari ile pH 7°de ve 37 'C’de gelisen bakterilerdir (Ozdil, 2018).

Klebsiella suslar1 dogada her yerde bulunur (6rnegin su ve toprak) ve memelilerin
mukozal yiizeylerinde bulunabilirler (Gupta vd., 2003). Ust yutak ve bagirsakta bulunan
Klebsiella tiirleri nadir patojenlerdir, ancak ciddi enfeksiyonlara neden olurlar. Safra
kesesi, Uiriner sistem, cerrahi alan enfeksiyonu, bakteriyemi, zatiirre ve gesitli organlardaki
apseler gibi enfeksiyonlara etki eden eden bakterilerdir (Kahraman vd., 2017). Klebsiella
pneumoniae, son zamanlarda siddetli enfeksiyonlarin sayisindaki artis ve etkili tedavilerin
azligindan dolay1 bulasici bir ajan olarak {in kazanmistir. Ek genetik 6zellikler kazanmis ve

hipervirulent veya antibiyotige direngli hale gelen K. pneumoniae suslarinin ortaya ¢ikmasi
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nedeniyle ortaya c¢ikmistir. K. pneumoniae, kolonizasyonunun etkilerinin iyi huylu
goriindiigl gastrointestinal kanal ve orofarinks dahil, insan mukozal yiizeylerini kolayca
kolonize ederler. Bu bolgelerden, K. pneumoniae suslari diger dokulara girebilir ve

insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (Paczosa ve Mecsas, 2016).

2.2.4. Enterococcus faecalis

E.feacalis spor olusturmayan, gram pozitif, fermantatif, aerob ve anaerop kosullar
altinda ¢ogalabilen fakiiltatif anaerob bir bakteridir. 10-45 "C gibi bir aralikta yasamlarini
siirdiirebilir ve hatta 60 ‘C’de yarim saat hayatta kalabilirler (Bayram ve Ozkogak, 2014).
Tek ve ciftler halince yasayan enterekoklar pH 4.0-9.6 araliginda ve %5-10 NaCl
varhiginda ¢ogalma 6zelliklerine sahiptirler (Bayrak, 2015).

Enterococcus tiirleri toprak, su, yiyeceklerde, insan ve hayvanlarin agiz, deri, genital
bolgelerde ve gastrointestinal ve tiriner sistemde bulunabilmektedirler (Savasan vd., 2008;
Tollu, 2015). Enterokoklar birgok hastane kaynakli enfeksiyona neden olan
antimikrobiyallere karst hem dogal bir dirence sahip olmakla birlikte hemde zaman
igerisinde diren¢ kazanmaktadir. Bu yiizden sebep oldugu hastaliklarda ciddi problemlere
yol agmaktadir (Calisgan, 2018).

Enterokoklar, siit tirlinlerinde ve diger gida triinlerinde siklikla ¢ok sayida bulunan
bir bakteridir. Sit iriinlerinde enterokoklarin varligi, uzun siiredir siitin iretilmesi ve
islenmesi sirasinda yetersiz saglik kosullarinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir.
Bununla birlikte enterokoklarin birgok peynirin dogal mikro florasinda bulunmasindan
dolay1 bazi peynirlerde istenen bir rol oynayabilecegide One siiriilmektedir (Giraffa vd.,
1997).

2.2.5. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa fermantatif olmayan, oksidaz pozitif, hareketli, aerop gram negatif
basillerdir. igerdigi proteolitik enzimler, ekzotoksinler ve enteretoksinlerle hastaliklara
neden olurlar (Segginger, 2018).

P. aeruginosa toprakta, batakliklarda ve kiyt deniz yasam alanlarinin yani sira bitki
ve hayvan dokularinda yetisen ¢ok yonlii bir bakteridir. Toprak ve kayalik yiizeyleri gibi

islak yilizeylerde biyofilm olusturur. P. aeruginosa giiniimiizde yanik magdurlarinda,
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kateterize hastalarda, idrar yolu enfeksiyonlarinda ve solunum aygitlarinda hastanede
edinilen pnoémonide onemli bir bakteriyemi kaynagidir (Stover vd, 2000). Pseudomonas
aeruginosa immiin sistemi zayiflamis konaklarda enfeksiyonlara neden olan ve kistik
fibrozlu bireylerin akcigerlerini kolonilestiren firsat¢i bir insan patojenidir (Pearson vd.,
1994).

Pseudomonas aeruginosa, basit besinlerle nemli kosullarda ¢ogalabilmesi ve
antibakteriyel maddelere ve dezenfektanlara direng gosterebilmesi nedeniyle, genellikle
lavabo, kanalizasyon, musluk, yemek, su, eczane preparatlar1 ve kirli hastane ekipmanlari,
silteler ve temizlik malzemeleri (paspaslar, fircalar) dahil olmak iizere cesitli hastane

ortamlarinda bulunur (Davane, 2014).

2.2.6. Pseudomonas putida

Pseudomonas putida gram negatif, fermantatif olmayan, spor olusturmayan, aerobik,
cubuk seklinde, hareketli, saprofitik toprak bakterisidir (Oztoprak vd., 2008; Muratoglu
vd., 2011). Pseudomas familyasina ait olan P. putida boyutlari 0.5-4.0 pm arasinda degisen
diiz veya yay bi¢imindeki ¢ubuklara benzeyen bir bakterdir. P. putida mezofilik ve en
uygun treme kosullar1 25-30 "C’dir (Tanyol, 2004).

Cok yonlii metabolik 6zelliklere sahip ve ciddi enfeksiyonlara neden olabilen bir
bakteridir. Normal olarak insan viicudunun florasinda bulunmaz ve belirlenen bir virulans
etkenine sahip degildir. Insanlarda menenjit, peritonit, septisemi, pndmoni, yara ve idrar
yolu enfeksiyonu gibi rahatsizliklara neden olmaktadir (Oztoprak vd., 2008).

Cogu Pseudomonas, ayrisma, biyolojik bozulma ve karbon ve azot dongiilerinde
onemli bir rol oynadiklarindan toprak veya sudaki serbest yasayan saprofit
organizmalardir. Az sayida diger organizmanin parcalayabilecegi molekiiller dahil olmak
tizere ¢ok c¢esitli karbon kaynaklarin1 kullanabilirler (Muratoglu vd., 2011). Pseudomonas
putida, ¢ok ¢esitli dogal ve sentetik organik bilesikleri metabolize eden bir bakteridir.
Kirletici maddeleri bozma kabiliyetleri nedeniyle, P. putida suslar1 bir dizi endiistriyel ve

cevresel kullanim i¢in yogun bir sekilde calisilmaktadir (Benedetti vd., 2016).
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Trolox, o-tokoferol, BHA, BHT, Etil alkol, DMSO, Disodyum Fosfat (NazHPO4),
KsFe(CN)s, TCA (Trikloroasetik Asit), FeCls, CuClz, Neokuprin, CH3COONH3, Sodyum
Asetat (CH3COONa), HCI, 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), DPPH, ABTS, Potasyum
Persiilfat (K20sS2), NaxCO3(Sodyum Karbonat), Gallik asit, Folin reaktifi, Kuarsetin
standarti, KCH3COO (Potasyum Asetat), AI(NO3)s, Miieller-Hilton Agar gibi kimyasallar

Sigma- Aldrich’den alinmustir.

2.4. Calismada KullanmilanAlet ve Cihazlar

Tablo 2.2. Calismada kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz Adx Markasi

Blender Waring Commercial
Etiiv Wisecube

Evaparator Heidolph

Calkalayici Wiseshake
Homojenizator IKA-Ultra TURRAX
Liyafilizator Xianou — 12
Mikrobiyoloji Kabini Biosafetyy Cabinett Class It
pH metre [noLab WTW

Hassas terazi OHAUS

Otomatik pipetler Eppendorf, SCILOGEX
ICP-MS Agilent Technologies
UV-3100 PC Spektrofotometre VWR

Yakma Cihazi Mikrodalga Milestone

Vortex WiseMix VM-10
Otoklav Alp

Petri Kablari IsoLab

Milimetrik Cetvel

Carbon Fiber Compsites

Magnetik karistirici

WiseStir

2.5. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Tez caligmas1 kapsaminda yararlanilan ¢ozeltilerin kullanilis sekli ve hazirlanisi

asagida agiklanmistir.



2.5.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.5.1.1 Fe®*-Fe?* indirgeme Kapasitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

0.2 M’lik fosfat tamponu (pH: 6.6) hazirlamak i¢in bir miktar saf suda 6.24 ¢
disodyum fosfat (Na2HPO4) ¢oziilerek pH metre cihaziyla pH 6.6 degerine getirildi. Son
hacim 200 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

1.5 g K3sFe(CN)s saf su ile ¢oziilerek son hacim 150 mL olucak sekilde %1’lik
KsFe(CN)e ¢6zeltisi hazirlandi.

Son hacim 150 ml olucak sekilde 15 g TCA saf su ile ¢oziilerek %10’luk TCA
¢Ozeltisi hazirlandi.

165 mg FeCls.6H20 son hacim 100 mL olacak sekilde saf suda ¢oziilerek %0,1°lik

FeCls ¢ozeltisi hazirlandi.

2.5.1.2. Kuprak Metodu ile Cu?-Cu*indirgeme Kapasitesi Tayini ile Tlgili

Cozeltiler

50 mL saf su igerisinde 47 mg bakir (II) kloriir ¢ozdiiriilerek 0.01 M’lik CuCl;
¢oOzeltisi elde edildi.

78 mg Neokuprin 50 mL etanolde ¢oziilerek 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin
cozeltisi elde edildi.

1 M’lik pH: 6.5 CH3COONH4 tamponu hazirlamakigin ve 80 mL damitilmig suda 7.7
g CH3COONH;4 ¢oziildi. pH-metreyle pH 6.5 seviyesine ayarlanarak daha sonra son hacim

100 mL’ye tamamlandi.

2.5.1.3 FRAP Indirgeme Yontemi ile Tlgili Cozeltiler

pH 3.6 degerinde 0.3 M sodyum asetat tamponu hazirlandi.

%37’lik 40 mM HCI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in %37°lik HCI’den 0.334 ml alinarak
son hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

%37’lik 40 M hazirlanan 100 mL HCI ¢ozeltisi igerisinde 0.312 g TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazin) ¢ozdiiriilerek 10 mM’lik TPTZ ¢6zeltisi hazirlandi.

10 mL saf su igerisinde 0.54 g FeCl36H20 c¢oziilerek 20 mM FeClz ¢ozeltisi

hazirlandi.

53



FRAP reaktifi sirasiyla 10:1:1 hacmindeki oranlarda NaCH3COO tamponu, TPTZ,
FeCls.6H20 c¢ozeltileri birbiriyle karigtirilarak hazirlandi.

2.5.1.4. ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit)) Radikal
Giderme Tayini Tle Tlgili Cézeltiler

ABTS (2 mM) c¢ozeltisi hazirlamak i¢cin pH 7.4 degerinde olan fosfat tamponu
igerisinde tartilan 11 mg (0.1 M) ABTS bir gece boyunca ¢oziilene dek karistirildi. Toplam
hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.45 mM’lik K20gS2 ¢ozeltisi hazirlamak i¢in pH 7.4 degerinde fosfat tamponu
icerisine 66.25 mg potasyum persiilfat tartilarak eklendi ve c¢oziiline dek manyetik

karistirict yardimiyla karistirildi. Son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

2.5.1.5. DPPH (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil) Radikal Giderme Tayini ile Ilgili

Cozeltiler

DPPH’mn 10 M’lik radikal ¢dzeltisini hazirlamak i¢in 39 mg DPPH tartilarak 100
ml’ye etanol ile tamamlandi. Tamamiyle ¢6ziinene kadar bir gece boyunca magnetik

karistiricida karistirildi.
2.5.1.6. Toplam Fenolik Bilesik Miktar: Tayini Tle Tlgili Cézeltiler
%2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi 2g Na2CO3 100 mL saf suda ¢oziilerekhazirlandi.

1 mg/mL konsantrasyonda gallik asit standart ¢6zeltisi hazilandi.

Folin reaktifi dogrudan kullanildu.

2.5.1.7. Toplam Flavonoid Miktar: Tayini Tle Tlgili Cozeltiler

1 mg/mL konsantrasyonda kuarsetin standart ¢ozeltisi hazirlandi.

10 mL saf su igerisinde 0.98 g KCH3COO ¢oziilerek 1 M’lik KCH3COO ¢ozeltisi

hazirlandi.

9 mL saf suda 1g AI(NO3)3 ¢oziilerek % 10’Iuk AI(NO3)3 ¢ozeltisi hazirlandi.
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2.5.2. Mineral Analizi ile Tlgili Cozeltiler

10 ppm’lik Mix(I); Ca, Na, Be, Mg, Mix(ll); S, P; Mix(lll); Fe, Cr, K, Cd, Cu, Mn,
N, Se, Pb, As, mix standart ¢6zeltileri ve Mo, B, Hg tekli standart ¢ozeltileri kullanildi.
M1V1 = M2V; formiiliinden yararlanarak standart ¢ozeltilerin kalibrasyon i¢in gerekli

miktarlart hesaplanmistir.

2.5.3. Antibakteriyel Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

2.5.3.1. Besiyeri ve Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

0.29 g Mueller-Hinton Agar (MHA)tartilarak 100 mL saf su igerisinde eritilip sterile
edilmek tizere 121 ‘C’de 15 dakikaligina otoklava konuldu. Daha sonra steril pedri
kaplarina ilave edildi. Saf bakteri kiiltiirleri MHA agar iizerine ekimi yapildi. Bakteri

kiiltriilerinin gogalmasi amaciyla 37 ‘C’de 24 saat etiiv igerisinde inkiibe edildi.

2.6. Liken Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Kuru ve 6giitiilmiis halde temin edilen liken iginetanol ve su ekstraklari hazirlandi.
Bunun i¢in oncelikle 10 g liken 6rnegi tartilip 200 mL etanol igerisinde manyetik
karisticida 24 saat kadar karistirildi. Karigim tiilbent yardimiyla sikilarak elde edilen
stiziintii stizge¢ kagidindan gegirildi. Rotary evaporatérde 40 ‘C’de etanolii uguruldu
(Mothana ve Lindequist, 2004). Karanlik ve serin ortamda kullanilana kadar muhafaza
edildi. Likenin liyofilizasyonu i¢in ise 10 g liken tartilip 20 kat1 oraninda su ilave edildi ve
1 gece manyetik karigtiricida karigtirildi. Elde edilen karigim tiilbent yardimiyla stiziildii.
Geriye kalan liken artigi 100 mL saf su ilave edilerek tekrar tiilbentden siiziildi. Elde
edilen siiziintiiler birlestirilerek siizge¢ kagidindan gegirildi ve 24 saat boyunca 80 ‘C’de
donduruldu. Dondurulan ekstraktlar liyofilizatorde 50 mL Hg basing altinda kurutuldu.
Elde edilen kuru liken 6rnegi karanlik ortamda muhafaza edildi (Giil¢in vd., 2011).

Antioksidan aktivite denemelerinde calisilacak konsantrasyonlar igin liyofilize
ornekler saf suda ve etanol ekstraklari ise etanolde Img/mL olacak sekilde c¢oziildii.
Antimikrobiyal aktivite denemelerinde ise rotary evaparator ve liyofilizatorden alinan bitki

ornekleri etanol ve su ekstraktlarindan farkli olarak DMSO’da ¢oziilerek kullanildi.
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2.7. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.7.1. Fe3*- Fe?* Indirgeme Kapasitesi

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gorebelirlendi (Oyauzu, 1986).
Liken ekstaklarinin ¢ozeltisi 1 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlandi. Hazirlanan
¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda alinarak damitilmis su ile 1 mL ye tamamlandi. Daha
sonra iizerine fosfat tamponu (2.5 mL, 0.2M, pH 6.6) ve (2.5 mL, %1) ve potasyum
ferrisiyaniir (2.5 mL, %1) ilave edilip karistirildi. Karisim 20 dakika 50 ‘C’de inkiibe
edildi. Karistma 2.5 mL lik trikloroasetik asit (%10) ilave edildi. Karisimin {ist
tabakasindan 2.5 mL alinarak dstiine 2.5 mL saf su ve FeClsz (0.5 mL, %0.1) ¢ozeltisi ilave

edilerek 700 nm absorbansda Sl¢iim yapildi.

2.7.2. Cu?*-Cu'* Indirgeme Kapasitesi (Kuprak Metodu)

Liken metaryalinin Cu?* indirgeme aktivitesi Apak ve ark. yapmis oldugu bakir
iyonlart indirgeme yonteminin kiigiik bir degimi ile belirlendi (Apak vd., 2006). Liken
ekstraklar1 farkli konsantrasyonlarda deney tiiplerine ilave edildi. Deney tiipleri iizerine
oncelikle 0.01 M, 0.25 mL bakir (IT) kloriirve 0,25 mL (7,5x10 M) neokuprin ¢ozeltisi
eklenip daha sonra 0.25 mL amonyum asetat (1 M) tampon ¢ozeltisi eklendi. Karisim 30

dakika bekletildikten sonra kore kars1 450 nm absorbansda okundu.

2.7.3. FRAP indirgeme Kapasitesi

FRAP indirgeme kapasitesi, demir ¢Oziiniirliiglinii korumak icin asidik pH 3.6'da
gerceklestirilen, [Fe**-(TPTZ).]*"kompleksinin [Fe?*-(TPTZ):]**’ye déniisiimii saglandig
bir metottur. Numune ekstraktlarina veya standartlara sirasi ile FeClz (20 mM) ¢ozeltisi ve
hazirlanmis olan FRAP reaktifi eklenerek 593 nmde absorbanslar1 dl¢iilmiistiir (Gtilgin

2012).
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2.7.4. ABTS (2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit)) Radikali
Giderme Aktivitesi

Calisma i¢in gerekli olan ABTS radikalleri 7 mM’lik konsantrasyonda hazirlanan
ABTS stok ¢ozeltisi tizerine 2.45 nM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenerek olusturuldu. Kontrol
olarak kullanilacak ¢ozeltinin absorbansi 734 nm’de 0.8 civarlarina geldikten sonra
numunler ve standartlar pipetlenmeye baslandi. Farkli konsantrasyonlarda (10-30 ug/mL)
tiplere ilave edilen liken ektraklarma ABTS stok c¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika
sonunda absorbanslar1 734 nm’de 6l¢iildii (Re vd., 1999).

2.7.5. DPPH (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi

Radikal giderme aktivitesi i¢in liken ekstraklarinin ¢ozeltisi test tiiplerine farkli
konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL) ilave edildi. DPPH radikalinin 1 mM’lik ¢6zeltisi
serbest radikal olarak kullanildi. Onceden hazirlanan (1 mM) DPPH radikali ¢ozeltisi her
bir test tiiptine 1 ml eklendi. 30 dakika boyunca karanlik ve oda sicakligi kosullarinda
bekletildi ve 517 nm standart ve ekstraktlarin absorbanslar1 kaydedildi (Blois, 1958).

2.7.6. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Liken metaryalinin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktif
metoduna gore belirlendi (Singleton vd., 1999). Calismada gallik asit fenolik bilesigi
kullanilarak standart bir grafik olusturuldu. 1 mg/mL gallik asit stok ¢ozeltisinden 100,
200, 400, 500 pg gallik asit alinarak damitilmis su ile son hacim 23 ml olacak sekilde
tamamlandi. Oncelikle bu hazirlanan karisimlar iizerine 0,5 mL folin-ciocalteu reaktifi ve
ti¢ dakikanin ardindan 1,5 mL (%2) sodyum karbonat (Na2COs3) eklendi. Hazirlanan son

cozeltiler oda sicakliginda iki saat bekletilerek 760 nm absorbanslari 6lgiildii.

2.7.7. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Liken ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigini belirlemek amaciyla oncelikle
standart kuersetin grafigi hazirlandi. Kuersetin ¢ozeltisi 1 mg/mL konsantrasyonda olacak

sekilde hazirlandi. Hazirlanan kuersetin stok ¢ozeltisi (1 mg/mL) test tiiplerine miktarlar
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100, 200, 300, 400 ve 500 pg olacak sekilde eklendi. Sonrasinda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlara ve numune ekstraktlarina 0,1 mL (1 M) potasyum asetat ve
%10’luk, 1 mL aliiminyum nitrat ¢ozeltilerinden olusan 4.3 mL etanol karigimi eklendi.
Vorteks ile karigtirllip 40 dakika oda sicakliginda bekletilereck 415 nm absorbansda
Ol¢timleri yapildi (Park vd., 1997).

2.8. Mineral Analizi Tayin Yontemi

ICP-MS mineral analizi Milani ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklart metodun
hafif bir modifikasyonuyla yapildi (Milani vd., 2015). Liken Bryoria capillaris érneginden
0.5 g alinip {izerine 6mL HNO3z ve 2 mL H202 eklendi. Numune oncelikle maksimum
gligle 15 dakika 200 "C’de 1sitma, ikinci olarak 15 dakika 200 ‘C’de yakma ve son olarak
ise 10 dakikalik sogutma islemine tabi tutuldu. Mikro dalga firminda yakma islemi
toplamda 40 dakika siirdii. Yakilan numune 50 mL’lik plastik balon jojede tizeri ultra saf
su ile 50 mL’ye tamamlanarak anlize hazirlandi. Likenin mineral analizi indiiktif Eslesmis
Plazma-Kiitle Spektrometrisi (ICP-MS) ile yapilda.

2.9. Antibakteriyel Aktivite Tayin Yontemi

2.9.1. Disk Difiizyon Yontemi

Liken tiirlinlin antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek i¢in disk difiizyon yontemi
kullanilmistir (Ayaz, 2008). Liken Orneginin su ve DMSO igerisinde, su ve etanol
ekstraktlar1 son konsantrasyon 30 mg/mL olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan Mueller
Hinton agarli petrilere yiizey yayma metodu ile 100 uL S.aureus ATCC: 29213, Klebsiella
pnemoniae BL 2003, E.coli 35218, E.coli 25922, E.Feacalis ATCC 29212, P.aeruginosa
27853, P. Putida BC1617 bakteri siispansiiyonlar1 inokiile edilmistir. Ekim islemi
tamamlanan petriler 15 dakika kadar bekletildi. Sonrasinda pozitif kontrol igin hazirlanan
antibiyotikli diskler ve bitki ekstraktlarinin uygulanacagi bos diskler numaralandirildi.
Pozitif kontrol olarak Ampisilin/Sulbaktam ve basitrasin kullanilmistir. Negatif kontrol
amaciyla ise ¢oziicli olarak kullanilan DMSO ve su kullanildi. Bu amagla DMSQO’da
¢oziinmiis su ve etanol ¢ozeltileri ile suda ¢ozlinen etanol ve su ekstraktlariin 30 pL liken
cozeltileri 6 mm capinda disklere eklendi. Cozeltilerin uygulandig: disklere niifuzu i¢in 10-

15 dakika bekletildi ve petriler diiz bir sekilde 37 ‘C’de 24 saat inkiibasyona birakildi
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(Ozkan, 2009). inkiibasyon sonucunda diskler etrafinda olusan inhibisyon zonlarmnimn

caplar1 milimetrik cetvel ile 6lgtildi (Ebrahimabadi vd., 2010)
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3. BULGULAR
3.1. Antioksidan Aktivite

3.1.1. Fe**- Fe?* indirgeme Kapasitesi

Toplam indirgeme kuvveti Oyaizu’nun yapmis oldugu metoda gore; Liken Bryoria
capillaris’in etanol ve su ekstraklarmin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL)
¢ozeltilerinin 700 nm’de absorbanslarinin 6lgiimiiyle belirlendi.

Bryoria capillaris liken tiiriiniin su ve etanol ekstraktlarinin ve standart

antioksidanlarin ferrik Fe**- Fe** indirgeme kapasitesi grafigi cizilerek Sekil 4.1°de verildi.

2,8
—e—BHA
—a— BHT
—&— a-Tokoferol
21 /.

—e— Troloks

—O— Bryoria capillaris(Etanol)

—O— Bryoria capillaris(Su)

Absorbans (700 nm)

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.1. Liken Bryoria capillaris etanol ve su ekstraklarinin  farkli
konsantrasyonlardaki ~ (10-30  pg/mL)  ¢ozeltileri ve  standart
antioksidanlarin (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) Fe*-Fe?* indirgeme
kapasitesi grafigi

Bryoria capillaris ’in su ve etanol ekstraktlar1 ve herbir standart i¢in 20 pg/mL’deki

absorbans degerleri Tablo 4.1’de verilerek birbirleriyle karsilastirildi.



Tablo 3.1. Fe**Fe?* indirgeme kapasitesinin 20 pg/mL’de ki absorbans degerleri

Standartlar ve Liken Ekstraktlar: Absorbans (700 nm)
BHA 2,039+0,041
BHT 1,255+0,040
a-Tokoferol 0,693+0,013
Troloks 1,756+0,048
Bryoria capillaris (Etanol) 0,466+0,021
Bryoria capillaris (Su) 0,149+0,025

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile 20 pg/mL konsantrasyonundaki
etanol ve su ekstraktlarinin ferrik iyonlarmi (Fe®*") indirgeme kuvvetleri kiyaslandiginda;
siralamanin BHA > Troloks > BHT > a-Tokoferol > Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria

capillaris (Su) seklinde oldugu goriildii.

3.1.2. FRAP indirgeme Kapasitesi

Ferrik iyonlarmi (Fe**) indirgeme kuvveti (FRAP) Giilgin’in yapmis oldugu metoda
gore; Liken Bryoria capillaris’in etanol ve su ekstraklarinin farkli konsantrasyonlardaki
(10-30 pg/mL) ¢ozeltilerinin 593 nm’de absorbanslarinin 6lgiimiiyle belirlendi.

Bryoria capillaris liken tiiriiniin su ve etanol ekstraktlari1 ve standart antioksidanlarin

ferrik iyonlarin1 (Fe®") indirgeme kapasitesi grafigi cizilerek Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 3.2. Liken Bryoria capillaris etanol ve su eckstraklarmin  farkli
konsantrasyonlardaki ~ (10-30  ug/mL)  ¢ozeltileri ve  standart
antioksidanlarin (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) FRAP indirgeme
kapasitesi grafigi

Bryoria capillaris ’in su ve etanol ekstraktlar1 ve herbir standart igin 20 pg/mL’deki

absorbans degerleri Tablo 4.2°de verilerek birbirleriyle karsilastirildi.

Tablo 3.2. 20 ng/mL’de FRAP indirgeme kapasitesinin absorbans degerleri

Standartlar ve Liken Ekstraktlar: Absorbans (593 nm)
BHA 2,262+0,008
BHT 1,638+0,030
o-Tokoferol 1,154+0,019
Troloks 1,950+0,015
Bryoria capillaris (Etanol) 0,508+0,008
Bryoria capillaris (Su) 0,347+0,003

Bryoria capillaris instandart antioksidanlar ile 20 pg/mL konsantrasyonundaki

etanol ve su ekstraktlarmin ferrik iyonlarim1 (Fe®*) indirgeme kuvvetleri (FRAP)
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kiyaslandiginda; siralamanin BHA > Troloks > BHT > a-Tokoferol > Bryoria capillaris

(Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu goriildii.

3.1.3. Cu?*-Cu* Indirgeme Kapasitesi (Kuprak Metodu)

Cu?’-Cu"’ indirgeme kapasitesi Apak ve ark. yapmis oldugu metodun hafif bir
modifikasyonu ile yapildi. Liken Bryoria capillaris’in etanol ve su ekstraklarmin farkli
konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) ¢ozeltilerinin 450 nm’de absorbanslarinin 6lgiimiiyle
belirlendi.

Bryoria capillaris liken tiiriiniin su ve etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin

kuprik iyonlar1 (Cu®") indirgeme kapasitesigrafigi cizilerek Sekil 4.3°de verildi.

0.8 —e— BHA
—a— BHT
—&— q-Tokoferol
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£
c —o— Bryoria capillaris(Etanol) /
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Er/ —0O— Bryoria capillaris(Su)
2 0,4 1
3
e
o
8
<
0,2 I O
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Sekil 3.3. Liken  Bryoria capillaris etanol ve su ekstraklarmin  farkli
konsantrasyonlardaki ~ (10-30  pg/mL)  ¢ozeltileri ve  standart
antioksidanlarin (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) Cu?*-Cu* indirgeme
kapasitesi grafigi

Bryoria capillaris’in su ve etanol ekstraktlar1 ve herbir standart i¢in 20 pg/mL’deki

absorbans degerleri Tablo 4.3°de verilerek birbirleriyle karsilastirildi.
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Tablo 3.3. 20 ug/mL’de Cu?*-Cu"* indirgeme kapasitesinin absorbans degerleri

Standartlar ve Liken Ekstraktlar: Absorbans (450 nm)
BHA 0,351+0,003
BHT 0,328+0,013
a-Tokoferol 0,344-+0,006
Troloks 0,434-+0,009
Bryoria capillaris (Etanol) 0,335+0,013
Bryoria capillaris (Su) 0,173+0,009

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile 20 pg/mL konsantrasyonundaki
etanol ve su ekstraktlarmin kuprik iyonlarin1 (Cu®") indirgeme kuvvetleri kiyaslandiginda;
siralamanin Troloks > BHA > a-Tokoferol > Bryoria capillaris (Etanol) > BHT > Bryoria

capillaris (Su) seklinde oldugu goriildii.

3.1.4. ABTS (2,2°-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit)) Radikali
Giderme Aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yapmis olduklari metoda
gore; Liken Bryoria capillaris’in etanol ve su ekstraklarinin farkli konsantrasyonlardaki
(10-30 pg/mL) gozeltilerinin 734 nm’de absorbanslarinin 6lglimiiyle belirlendi.

Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraktlart ve standart antioksidanlarin

ABTS radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izilerek Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 3.4. Liken Bryoria capillaris etanol ve su ekstraklarmin  farkli
konsantrasyonlardaki ~ (10-30 pg/mL)  ¢ozeltileri ve  standart
antioksidanlarin (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) ABTS radikali
giderme aktivitesi grafigi

Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin ICsg

degerleri hesaplanarak Tablo 4.4°te verildi.

Tablo 3.4. Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraklari ve standart antioksidanlar
(BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) i¢in ABTS radikali giderme aktivitesi 1Cso

degerleri
Standartlar ve Liken Ekstraktlar: [1Cs0] (ng/mL)
BHA 6,958
BHT 7,377
a-Tokoferol 11,532
Troloks 6,776
Bryoria capillaris (Etanol) 12,955
Bryoria capillaris (Su) 39,379
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Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstraktlarinin ABTS
radikali giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; siralamanin Troloks > BHA > BHT > a-

Tokoferol =~ Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu goriildii.

3.1.5. DPPH (1,1-Difenil 2-pikril hidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi

DPPH radikali giderme aktivitesi Blois’in metoduna goére; Liken Bryoria
capillaris’in etanol ve su ekstraklarmin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL)
cozeltilerinin 517 nm’de absorbanslarinin dl¢iimiiyle belirlendi.

Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin

DPPH radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izilerek Sekil 4.5°de verildi.
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Sekil 3.5. Liken  Bryoria capillaris etanol ve su ekstraklarmin  farkli
konsantrasyonlardaki ~ (10-30  ug/mL)  ¢ozeltileri ve  standart
antioksidanlarin (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) DPPH radikali
giderme aktivitesi grafigi

Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin ICso
degerleri hesaplanarak Tablo 4.5’te verildi. DPPH metodu i¢inbu ¢alismada standart
antioksidanlar 1 mg/mL olacak sekilde, liken ekstraktlar1 ise 2 mg/mL seklinde
hazirlanarak calisma yapilmistir. Bu nedenle liken ekstraktlarinin grafik denklemlerinden

hesaplanan ICso degerleri iki ile ¢arpilarak Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 3.5. Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraklari ve standart antioksidanlar
(BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) i¢in DPPH radikali giderme aktivitesi 1Cso

degerleri
Standartlar ve Liken Ekstraktlar: [I1Cs0] (ug/mL)
BHA 22,966
BHT 32,861
a-Tokoferol 17,354
Troloks 14,429
Bryoria capillaris (Etanol) 53,786
Bryoria capillaris (Su) 76,800

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstraktlarinin DPPH
radikali giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; siralamanin Troloks > a-Tokoferol > BHA >

BHT > Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu goriildii.
3.1.6. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini
Folin-Ciocalteu reaktif metoduna gore; Liken Bryoria capillaris’in etanol ve su
ekstraklarinin toplam fenolik madde miktarlart 760 nm’de ¢izilen gallik asit standart

grafiginden elde edilen denkleme gore hesaplandi (r?: 0,9974). Bu amagla olusturulan
gallik asit grafigi Sekil 4.6’da verildi.
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Sekil 3.6. Gallik asit standart grafigi

Bryoria capillaris su ve etanol c¢ozeltilerinde bulunan toplam fenolik madde

miktarlar1 gallik asit standart grafiginden elde edilen asagidaki denkleme gore hesapland.
Absorbans(A760nm ) = 0,0028x [GAE]
Bryoria capillaris su ve etanol ekstraktlarindagallik asit ekivalenti olarak (GAE)

pg/mg tiirtinden bulunan toplam fenolik maddemiktarlar1 Tablo 4.6’da gosterildi.

3.1.7. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Park ve arkadaslarinin yapmis olduklari metoda gore; Liken Bryoria capillaris’in

etanol ve su ekstraklarinin toplam flavonoid madde miktarlar1 415 nm’de ¢izilen kuarsetin

standart grafiginden elde edilen denkleme gore hesaplandi (12 0,9951). Bu amagcla

olusturulan kuarsetin standart grafigi Sekil 4.7’de verildi.
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Sekil 3.7. Kuersetin standart grafigi

Bryoria capillaris su ve etanol ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid madde
miktarlar1 Kuarsetin standart grafiginden elde edilen asagidaki denkleme gére hesaplandi.
Absorbans(As415nm ) = 0,0089x [KE]
Bryoria capillaris su ve etanol ekstraktlarindakuersetin ekivalenti (KE) pg/mg

tiirtinden bulunantoplam flavonoid maddemiktarlar1 Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 3.6. Bryoria capillaris su ve etanol ekstraktlarinda bulunan GAE cinsinden toplam
fenolik ve KE cinsinden toplam flavonoid madde miktar1 (ug/mg)

Toplam Fenolik Toplam Flavonoid
Ekstraktlar ng/mg ng/mg
Bryoria capillaris (Etanol) 71,190+0,336 95,655+0,318
Bryoria capillaris (Su) 40,952+0,673 25,505+0,158

3.2. Mineral Analizi
Liken Bryoria capillaris’in mineral igerigi se¢ilen 20 element i¢in (Ni, Cu, Mg, Zn,

Se, Mn, Fe, Cd, Co, K, Pb, Cr, Na, P, S, Hg, Ca, B, Mo, As) mg/kg konsantrasyonunda
Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Mineral icerigini analizi sonucu tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri

Tablo 4.8’de verilmistir.

Bryoria capillaris likeninin yiiksek miktarda S, P, Mg, Na, Ca, Fe, K ve yine 6nemli

sayilacak miktarlarda ise Zn ve Mn elementleri igerdigi bulunmustur.

Tablo 3.7. Liken Bryoria capillaris’in mineral igerigi (mg/kg)

Elementler Bryoria capillaris (mg/kg)
S (Kiikiirt) 295,233
P (Fosfor) 753,377
Mg (Magnezyum) 849,810
Na (Sodyum) 286,176
Ca (Kalsiyum) 5066,754
Cu (Bakir) 11,488
Zn (Cinko) 39,738
Ni (Nikel) 2,690
Mn (Mangan) 39,770
Se (Selenyum) 0,303
Fe (Demir) 738,240
K (Potasyum) 4260,020
Mo (Molibden) 0,126
Cr (Krom) 5,504
Co (Kobalt) 0,523
Cd (Kadminyum) 0,892
Pb (Kursun) 3,336
Hg (Civa) 0,243
B (Bor) 5,202
As (Arsenik) 0,695
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Tablo 3.8. Liken Bryoria capillaris’in Korelasyon katsayisi (R), Standart sapma (S.D),
Tespit limiti (LOD) ve Tayin limiti (LOQ) degerleri

Elementler R S.D LOD LOQ
S (Kiikiirt) 0,9994 0,0348 0,1044 0,3479
P (Fosfor) 0,9997 0,0518 0,1554 0,5181
Mg (Magnezyum) 0,9981 0,0042 0,0127 0,0422
Na (Sodyum) 0,9971 0,0043 0,0129 0,0429
Ca (Kalsiyum) 0,9995 0,0012 0,0035 0,0118
Cu (Bakir) 0,9998 0,0035 0,0106 0,0354
Zn (Cinko) 0,9996 0,0013 0,0039 0,0129
Ni (Nikel) 0,9998 0,0016 0,0049 0,0162
Mn (Mangan) 0,9998 0,0023 0,0070 0,0233
Se (Selenyum) 0,9998 0,0008 0,0024 0,0081
Fe (Demir) 0,9999 0,0083 0,0249 0,0829
K (Potasyum) 0,9984 0,0038 0,0113 0,0375
Mo (Molibden) 1,0000 0,0025 0,0076 0,0252
Cr (Krom) 1,0000 0,0018 0,0054 0,0179
Co (Kobalt) 0,9999 0,0020 0,0060 0,0020
Cd (Kadminyum) 0,9995 0,0433 0,1299 0,4331
Pb (Kursun) 0,9999 0,0033 0,0100 0,0333
Hg (Civa) 0,9887 0,0027 0,0082 0,0273
B (Bor) 1,0000 0,0076 0,0227 0,0756
As (Arsenik) 0,9999 0,003 0,008 0,025

3.3. Antibakteriyel Aktivite

Liken Bryoria capillaris’in suda ¢oziinen su ve etanol, DMSO’da ¢6ziinen Su ve
etanol ekstraktlarinin, 7 bakteri susu tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon
metoduna gore belirlendi. Pozitif kontrol olarak Ampisilin/Sulbaktam ve Basitrasin
kullanilarak benzer sekilde ayni mikroorganizmalara karsi besiyerleri lizerinde disk
diftizyon yontemi uygulandi. Suda ve DMSO’da ¢dziinen su ekstraktinin hi¢bir bakteride

zon olusturmadigl gézlemlenmistir.
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Tablo 3.9. Byoria capillaris’in (30 mg/mL) DMSO ve suda ¢oziinen etanol ekstraktlarinin,
pozitif kontrollerin (Ampisilin/Sulbaktam, Basitrasin) ve negatif kontrollerin
(DMSO, Su) 7 bakteri susuna kars1 olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari

INHIBISYON ZON CAPLARI (mm)
BAKTERILER Etanol - Etanol 156 Ampisilin/

ekstrakt  ekstrakt vesu  sulbaktam Basitrasin
(DMSO) (Su)
S. aureus ATCC 29213 17 11 ) 23 25
E. coli 35218 12 13,5 ) 9 ()
E. coli 25922 13 11 ) 17 18
K.pnemoniae BL 2003 12 10 ) 9 )
E. faecalis ATCC29212 21 13 ) 21 22
P.aeruginosa 27853 14 15,5 ) 18,5 21
P. putida BC1617 15 11 ) 11 9

Sekil 3.8. Bryoria  capillaris  likeninin ~ DMSO’da
hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin  (3) emdirildigi
disklerin S. aureus ATCC 29213 susuna karsi
gosterdigi inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.9. Bryoria  capillaris  likeninin  DMSO’da

hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin  (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin (3) emdirildigi
disklerin E. coli 35218 susuna kars1 gosterdigi
inhibisyon zonlar1

Sekil 3.10. Bryoria  capillaris  likeninin DMSO’da
hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin  (3) emdirildigi
disklerin E. coli 25922 susuna kars1 gosterdigi
inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.11. Bryoria  capillaris  likeninin DMSO’da

hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin  (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin  (3) emdirildigi
disklerin K. pnemoniae BL 2003 susuna karsi
gosterdigi inhibisyon zonlar

Sekil 3.12. Bryoria capillaris likeninin DMSO’da
hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin (3) emdirildigi
disklerin E. faecalis ATCC 29212 susuna
kars1 gdsterdigi inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.13. Bryoria  capillaris  likeninin DMSO’da

hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin  (3) emdirildigi
disklerin P. aeruginosa 27853 susuna karsi
gosterdigi inhibisyon zonlari

Sekil 3.14. Bryoria capillaris  likeninin DMSQO’da
hazirlanan su ekstraktinin (1), DMSO’da
hazirlanan etanol ekstraktinin (2), suda
hazirlanan su ekstraktinin  (3) emdirildigi
disklerin P. putida BC 1617 susuna karsi
gosterdigi inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.15. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin S. aureus
ATCC 29213 kars1 gosterdigi inhibisyon zonu

Sekil 3.16. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin E. coli
35218 susuna kars1 gosterdigi inhibisyon zonu
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Sekil 3.17. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin E. coli
25922 susuna kars1 gosterdigi inhibisyon
Zonu

Sekil 3.18. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin K.
pnemoniae BL 2003 susuna kars1 gosterdigi
inhibisyon zonu
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Sekil 3.19. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin E.
faecalis ATCC 29212 susuna kars1 gosterdigi
inhibisyon zonu

Sekil 3.20. Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin P.
aeruginosa 27853 susuna kars1 gosterdigi
inhibisyon zonu
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Sekil 3.21.

Bryoria capillaris likeninin suda hazirlanan
etanol ekstraktinin emdirildigi diskin P. putida
BC 1617 susuna kars1t gosterdigi inhibisyon
zonu
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4. TARTISMA

Tez ¢alismamiz kapsaminda kullanilan Bryoria capillaris Parmeliaceae ailesine ait
olan bir liken tiridir. Bryoria capillaris’in antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla kullanilan yontemlerde liken tiirlinlin su ve etanol ektraktlarindan
yararlanilmistir. Mineral igerigini belirlemek icin ise kuru Ogiitiilmiis haldeki liken tiirii
daha 6nceden de bahsedildigi gibi ¢esitli 6n islemlere tabi tutularak kullanilmistir.

Calismamizda liken ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini belirmek amaciyla
Ferrik (Fe*") iyonlarmi ferrdz (Fe**) iyonlarma indirgeme kapasitesi, Kuprik (Cu?")
iyonlarim1 kupréz (Cu') iyonlarma indirgeme kapasitesi, FRAP indirgeme kapasitesi,
Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme aktivitesi, 1,1-
Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalleri giderme aktivitesi, toplam flavonoid ve
fenolik madde miktar: tayinleri yapilmistir. BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks gibi dogal
ve sentetik antioksidanlar ise standart olarak kullanilmastir.

Dogal antioksidanlar, DNA hasari, mutajenez, karsinojenez gibi kronik hastaliklarin
azaltilmasi ve genellikle biyolojik sistemlerde serbest radikal yayilmasinin sona ermesiyle
iligkili olan patojenik bakteri tiremesinin engellenmesi gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir
(Oztiirk Sarikaya, 2009). Antioksidan aktivite tibbi biyoaktif bilesenler igin bir parametre
olarak yaygin sekilde kullanilir (Ak ve Giilgin, 2008). Gida agisindan, antioksidanlar,
oksidasyon nedeniyle gidalarda randisite veya diger lezzet bozulma gelisimini
geciktirebilen, yavaglatabilen veya onleyebilen herhangi bir madde olarak tanimlanabilir.
Antioksidanlar, indiiksiyon periyodunu uzatarak istenmeyen lezzet gelisimini geciktirirler
(Giilgin vd., 2008). Antioksidanlarin radikal giderme aktiviteleri gida ve farmasotik
sanayinde ve ayrica insan metabolizmasinda serbest radikallerin olumsuz etkilerinin
azaltilmasi veya giderilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Min, 1998).

Antioksidan bilesikler, farkli mekanizmalar yoluyla etki edebilirler. Gidalarin
antioksidan kapasitesini tam olarak degerlendirmek i¢in tek bir yontem kullanilamaz ve bu
tam olarak bilesiklerin antioksidan kapasitesini yansitmaz (Gtilgin vd., 2011). Antioksidan
aktivite metal iyonlarini selatlama, radikal giderme, peroksitleri parcalama, singlet oksijeni
giderme gibi birgok farkli mekanizmalar tizerinden yiiriiyebilir (Teke, 2016).

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giiciinii yansitan elektron verme kapasitesinin,

antioksidan aktivite ile iliskili oldugu one siiriilmiistiir (Ak ve Giilgin, 2008). Antioksidan



bilesiklerin elektronlarini reaktif radikallere verebilmeleri, onlar1 daha kararli ve reaktif
olmayan tiirlere indirgeyebilmeleri nedeniyle, bir bilesigin indirgeme kapasitesi, potansiyel
antioksidan aktivitesinin 6nemli bir gdstergesidir (Oztiirk Sarikaya, 2015). Antioksidanlar
indirgeyici olabilir ve indirgeyiciler tarafindan oksidanlarin etkisizlestirilmesi, bir
reaksiyon tiirlinlin digerinin oksidasyonu pahasina indirgendigi redoks reaksiyonlar1 olarak
tanimlanabilir (Koksal vd., 2009).

Fe3*- Fe?" indirgeme kapasitesi antioksidan aktivitenin belirlenmesinde yararlanilan
yontemlerden birisidir. Bu yontemde antioksidan bilesikler Fe[(CN)s]** komplekslerini
demir Fe[(CN)s]** formuna indirger. Antioksidanmn indirgeme giiciine bagh olarak, test
¢ozeltisinin sar1 rengi mavi veya yesile doner. Indirgeyici ajan olarak bir bilesigin elektron
vermesi sonucu reaktif radikalleri daha kararli reaktif olmayan tiirlere indirgemesi o
bilesigin antioksidan aktivitesinin bir gostergesidir (Bursal ve Giilgin, 2011).

Tez calismamizda Bryoria capillaris liken tiirtiniin su ve etanol ektstraklarinin
(Img/mL) Fe*-Fe?* indirgeme kapasitesileri calisilmistir. Calisma sonucu elde edilen
veriler incelendiginde 20 pg/mL konsantrasyonunda Bryoria capillaris’in etanol
ekstraktinin su ektraktindan daha gii¢lii indirgeme kuvveti gosterdigi bulunmustur. Bryoria
capillaris’in etanol ekstrakti diger standarlarla kiyaslandiginda indirgeme kapasitesinin .-
tokoferole nispeten yakin bir degerde oldugu goériilmektedir. Bryoria capillaris’in etanol ve
su esktraktlarin standart antioksidanlar ile ferrik iyonlarmi (Fe®") indirgeme kuvvetleri
arasindaki iligki kiyaslandiginda; BHA > Troloks > BHT > a-Tokoferol > Bryoria
capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu goriilmektedir (Tablo 5.1).

B. capillaris’in Fe®* indirgeme Kkapasitesi ile ilgili ¢alisma bulunamadigindan
karsilagtirma yapilamamistir. Ancak 2010 yilinda yapilan; igcinde Bryoria tiirlerinden 4’tinii
iceren 46 liken tiirinde Fe®" indirgeme kapasitesi calismasina rastlanmistir. Calismaya
gore sonuglar 2 mg/mL konsantrasyonunda metanol ekstraktlari i¢in; BHA (2.67+0.01) >
Bryoria poeltii (0.24+0.02) = Bryroria himalayensis (0.24+0.01) > Bryoria lactinea
(0.21+0,01) > Bryoria confusa (0.14+0.01) seklinde siralanmistir. Sonuglar incelendiginde
calismada kullanilan tiirlerin ¢ok etkili indirgeme kuvveti gostermedikleri gozlemlenmistir
(Heng vd., 2010).

2002’de B. capillaris ile ayni aileye ait (Parmeliacea) bir liken tiirii olan Cetraria
islandica’nin Fe** indirgeme kapasitesini bulmak amaciyla; likenin 10 mg/mL su ekstrakti
ile BHT standardi kullanilarak¢alisma yapilmis ve sonucta likenin ¢alismada kullanilan

standart BHT ye gore neredeyse yar1 yariya daha diisiikk indirgeme kapasitesine sahip
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oldugu goriilmiistiir Ayrica ekstrakt konsantrasyonunun oldukga yiiksek olmasina ragmen
su ekstraktinin ¢ok diisiik indirgeme kapasitesine sahip olduguda goriilmektedir (Giilgin
vd., 2002).

2010°da yapilan c¢alismada belirtilen tiirlere benzer sekilde ¢alismamizda
kullandigimiz B. capillaris’in etanol ekstraktinin tiim standartlara gore daha diisiik
indirgeme kuvveti gosterdigi, standart antioksidanlar i¢inde yalnizca o-tokoferol’e daha
yakin oldugu gozlenmistir ayrica 2002°deki ¢alismaya benzer sekilde B. capillaris’in su
ekstraktinin etkili bir indirgeme kapasitesine sahip olmadig1 goriilmiistiir.

Biyolojik bir antioksidan diisiik konsantrasyonlarda mevcut oldugunda oksitlenebilir
bir substratinkiyle karsilagtirildiginda, bu substratin oksidasyonunu &nemli Olgiide
geciktiren veya Onleyen herhangi bir madde olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, metal
selatlama veya potansiyel bir oksidanin enzim katalizli olarak ortadan kaldirilmasi ROS
olusumunu onlemezse, redoks reaksiyonu hala meydana gelmeye devam edecektir.
Aradaki fark, oksitleyici tiirlerin substrat yerine antioksidan ile reaksiyona girmesi, yani
antioksidanin oksidanmi indirgemesidir. Basitce askorbik asit gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar, indirgeyici maddeler olarak tarif edilebilir ve indirgeyiciler tarafindan
oksidanlarin etkisizlestirilmesi, bir reaktif tiiriin digerinin oksidasyonu pahasina
indirgendigi redoks reaksiyonlar1 olarak tanimlanabilir. Bu baglamda, antioksidan giic,
indirgeme kabiliyeti ile ayn1 sekilde ifade edilebilir (Benzie ve Strain, 1996).Bir maddenin
antioksidan aktivitesi genellikle dogrudan indirgeme kapasitesine bagl oldugundan, FRAP
testi ¢esitli bilesiklerin antioksidan aktivitesini incelemek i¢in giivenilir bir yontem saglar.
Bu yontem, ¢esitli yiyecek ve iceceklerin toplam antioksidan kapasitesinin hizli bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Firuzi vd., 2005).

FRAP metodu, antioksidanlarm demir 2.4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini [Fe3*-
(TPTZ)2]** yogun mavi renkli demir kompleksine [Fe?*-(TPTZ)2]*" doniisiimii sagladig
bir reaksiyondur (Giilgin, 2012).
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Sekil 4.1. [Fe*® - (TPTZ)2]*? - [Fe*® - (TPTZ)2]*? FRAP tayini i¢in indirgeme reaksiyonu

Bryoria capillaris liken tiiriiniin etanol ekstraktlarmm (Fe3*) ferrik indirgeme
kapasitesi su ekstraklarindan daha kuvvetli oldugu belirlenmistir. Bryoria capillaris’in 20
ng/mL konsantrasyonundaki etanol ve su ekstraktlarmin ferrik iyonlarmi (Fe*) indirgeme
kuvvetleri (FRAP) kiyaslandiginda; siralamanin BHA > Troloks > BHT > a-Tokoferol >
Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu ve etanol ekstraktinin
a-Tokoferol’e yakin bir giderme kapasitesine sahip oldugu gériilmiistiir. (Tablo5.1).

Kumar ve arkadaslari 2014 yilinda, (Fe®*") ferrik indirgeme kapasitesi (FRAP)
metoduna gore i¢inde B. capillaris ile ayni aileden olan 3 tiiriinde i¢inde oldugu 14 fakli
liken tiirii ile ilgili bir ¢alisma yapmustir. Likenin su, metanol ve heksan ekstraktlarinin
indirgeme kapasitesi uM/ g ekstrakt degerleri ile ifade edilmistir. Su, metanol ve hekzan
ekstraktlart icin sirasiyla FRAP indirgeme giigleri (uM/g) Xanthoparmelia mexicana igin
(77.49+5.23, 1479.63+85.12, 115.23+10.23), Melanelia disjuncta igin (61.76+4.49,
395.33+44.21, 98.12+8.68), Xanthoparmelia stenophylla i¢in (133.65+7.31, 646.72+67.11,
37.38+4.45) ve standart antioksidan olan BHT ise 31160+251.72. seklinde hesaplanmustir.

Ocal’m 2016°da yaptigi calismada Parmeliaceae ailesine ait olan Pseudevernia
furfuracea likeninin (Fe*") ferrik indirgeme kapasitesi FRAP tayini icin 2mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan su ve metanol ekstraktlari i¢in; metanol ekstraktinin 105.97
mg/g ve su ekstraktinin ise 88.10 mg/g Trolox esdegerine sahip oldugu belirtilmistir.

Calismalarda elde edilen sonuglar ¢calismamizda kullandigimiz B. capillaris’in FRAP
indirgeme kapasitesi sonuglarmna benzerlik gostermektedir. Caligmalardaki liken
orneklerinin  metanol ekstraktlarinin su ekstraktlarindan daha giiglii bir indirgeme
kapasitesine sahip oldugu ve standart antioksidan olan BHT’ye ve troloksa gore ise gok
diisiik indirgeme giiciine sahip oldugu goriillmemektedir.

Diger bir indirgeme ydntemi olan kuprak tayini, Cu?* 'mn Cu" ya antioksidanlar

tarafindan indirgenmesine dayanir. Bu yontem, kromojenik oksitleyici ajan olarak Cu?*
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neokuprin (Cu®-Nc) reaktifi araciligiyla gida maddelerinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Bir indirgeyici madde ile neokuprin varliginda Cu®*'nin
indirgenmesiyle, 450 nm'de maksimum absorbsiyon tepe noktasina sahip bir Cu*kompleksi
verir (Giilgin 2012).

Sekil 4.2. Bir antioksidan molekiilii (HA) ile Kuprak reaksiyonu (A*: Okside
olan antioksidan molekiil)

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstraktlarinin kuprik
iyonlarmni (Cu?*) indirgeme kuvvetleri kiyaslandiginda; siralamanin Troloks > BHA > a-
Tokoferol > Bryoria capillaris. (Etanol) > BHT > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu
goriilmiistiir. Mevcut ¢alismada Bryoria capillaris’in liken tiiriiniin Cu?*-Cu* indirgeme
kapasitesi 20 pg/mL konsantrasyonda etanol ekstraktlarinin indirgeme kapasitesinin su
ekstraktindan daha gii¢lii oldugu goriilmistiir. Bryoria capillaris’in etanol ekstraklarinin
sentetik antioksidan olarak kullanilan BHT’den yiiksek, a-Tokoferol standart
antioksidanina yakin bir indirgeme kapasitesine denk oldugu goriilmektedir (Tablo 5.1).

Giines Yiicel ve Ozyigitoglu’nun 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada; R. calicaris
likeninin 9mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan aseton ekstratmin Cu?*-Cu* indirgeme
kapasitesi 5.996+0.122 pg Troloks esdegerleri (TE)/g (kuru agirlik)’ dir. Elde edilen bu
sonug troloksun 5.996 mikrograminin antioksidan etkinliginin R. calicaris aseton 6ziitiiniin
1 gramiin antioksidan etkinligine esdeger oldugu anlamina gelmektedir (Giines Yiicel ve
Ozyigitoglu, 2018). Benzer olarak Giiltekin ve Cobanoglu’nun 2018 yilinda yapmis oldugu
calisma kapsaminda Parmeliaceae ailesine ait olan Pseudevernia furfuracea liken tiiriiniin
9mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan aseton ekstratinin Cu?*-Cu* indirgeme Kkapasitesi ;
9.653 £ 0.102 pg Troloks esdegerleri (TE) /g (kuru agirlik)’ dir (Giiltekin ve Cobanoglu
2018).
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Ocal’in 2016’da yaptign calismada Parmeliaceae ailesine ait olan Pseudevernia
furfuracea likeninin Cu?*-Cu* indirgeme kapasitesi kuprak yontemi icin 2mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan su ve metanol ekstrraktlar1 i¢in; metanol ekstraktinin 95.83
mg/g ve su ekstraktinin 84.29 mg/g Trolox esdegerinde oldugu belirtilmistir (Ocal, 2016).
Calismamizda ki B. capillaris’in etanol ekstraktina benzer sekilde metanol ekstraktinin
indirgeme kapasitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Ancak B capillaris ile ilgili
calismamizda hem ayni tiir i¢in hemde benzer tiirlerde kuprak indirgeme kapasitesi ile

ilgili ¢alisma bulunamadigindan saglikl bir karsilastirma yapilamamaistir.

Tablo 4.1. Liken Bryoria capillaris’in 20 pg/mL konsantrasyonunda su ve etanol
cozeltilerinin(Fe*") ferrik iyonlarinm, (Cu?*) kuprik iyonlarinin indirgeme
kapasitelerinin ve FRAP ydéntemine gore (Fe**) ferrik iyonlarinin indirgenme
kapasitelerinin standart antioksidanlarla karsilastirilmasi

Standartlar ve Fe3*indirgeme FRAP indirgeme Cu?* indirgeme
Liken (700 nm) (593nm) (450 nm)
Ekstraktlan
BHA 2,039+0,041 2,262+0,008 0,351+0,003
BHT 1,255+0,040 1,638+0,030 0,328+0,013
a-Tokoferol 0,693+0,013 1,154+0,019 0,344+0,006
Troloks 1,756+0,048 1,950+0,015 0,434+0,009
Bryoria capillaris

0,466+0,021 0,508+0,008 0,335+0,013
(Etanol)
Bryoria capillaris

0,149+0,025 0,347+0,003 0,173+0,009

(Su)

Serbest radikallerin biyolojik sistemler ve gidalardaki zararli roliinden &tiirii, radikal
giderme etkinligi ¢ok Onemlidir. Asir1 miktarda serbest radikal olusumu, yiyeceklerde
lipitlerin oksidasyonunu hizlandirir ve yiyecek kalitesini ve tiiketici kabuliinii azaltir
(Giilgin vd., 2007). Serbest radikal zincir reaksiyonu, yaygin bir lipit peroksidasyon
mekanizmasi olarak kabul edilir. Radikal gidericiler, peroksidasyon zincir reaksiyonlarimi
sonlandirmak ve gida drilinlerinin kalitesini ve stabilitesini arttirmak ic¢in peroksit

radikalleri ile dogrudan reaksiyona girebilir (Soares vd., 1997).
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Serbest radikal giderme, antioksidanlarin lipit oksidasyonunu inhibe ettigi bilinen
mekanizmalardan biridir. DPPH® ve ABTS™ radikallerinin kullanimina dayanan analizler,
yiyeceklerin, iceceklerin ve bitkisel 6zlerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde en
popiiler spektrofotometrik yontemlerdendir. Hem kromojenler hem de radikal bilesikler
antioksidanlarla dogrudan reaksiyona girebilir. Ek olarak, basit, hizli, hassas ve tekrar
tiretilebilir prosediirler nedeniyle bilesiklerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek igin
DPPH’ ve ABTS™ giderme yéntemleri kullanilmustir (Ozcelik vd., 2003).

Radikallere bir antioksidan eklendiginde, DPPH" radikalinin ve ABTS ° " katyonunun
olusumunu tersine ¢eviren antioksidanlarin varligindan dolayr belirli bir renk giderme

dereceleri vardir.

DPPH* + AH—>+DPPH, +A"

ABTS + AH——>+ABTS " + A°

DPPH testi, antioksidanlarin radikal giderme aktivitesini degerlendirmek i¢in gecerli
ve kolay bir analiz olarak kabul edilir, ¢ilinkii radikal bilesik stabildir ve diger radikal
giderme analizlerinde oldugu gibi tretilmesi gerckmez (Koksal vd., 2009). Hidroksil
radikali ve siiperoksit anyonu gibi laboratuvarda {iretilen serbest radikallerin aksine,
DPPH, metal-iyon selatlama ve enzim inhibisyonu gibi baz1 katkilarin getirdigi baz1 yan
reaksiyonlardan etkilenmeme avantajina sahiptir ( Amarowicz vd., 2004).

Bryoria capillaris likeninin su ve etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin
DPPH radikal giderme aktivitesi i¢in ¢izilen grafikten ICso degerleri hesaplanarak Tablo
5.2’de verildi. DPPH metodu i¢in; standart antioksidanlar 1 mg/mL olacak sekilde, liken
ekstraktlart ise 2 mg/mL seklinde hazirlanarak calisma yapilmistir. Bu nedenle liken
ekstraktlarinin grafik denklemlerinden hesaplanan ICso degerleri iki ile ¢arpilarak tabloda
verilmistir.

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstraktlarinin DPPH
radikali giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; siralamanin Troloks > a-Tokoferol > BHA >
BHT > Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu goriilmiistiir.
Buna gore tiirlin etanol ekstraktinin giderme aktivitesi su ekstraktindan yiiksek oldugu
ancak etanol ekstraktinin giderme aktivitesinin ise tiim standartlara gore daha disiik

oldugu goriilmiistiir.
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Tag 2015 yilinda Parmeliaceae ailesine ait bazi tiirlerinve B. capillaris likeninin
Img/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmis olan metanol ektraklarmin 12.5, 25, 50, 100,
200 ug/mL konsantrasyonlari i¢in DPPH serbest radikal giderme aktivite tayini
calisilmigtir. Stardart olarak askorbik asit kullanilmistir. DPPH serbest radikal giderme
aktiviteleri % inhibisyonu seklinde verilmistir. Tirlerin (12.5, 25, 50, 100, 200 pg/ml)
konsantrasyonlarindaki metanol ekstraktlarinin % inhibisyonlar sirastyla; B. capillaris i¢in
38.9, 45.8, 54.3, 67.4, 60.4, Evernia prunastri i¢in 11.8, 13.8, 15.2, 28.5, 43.4, Cetraria
islandica i¢in 17.5, 27.4, 41.5, 58.1, 65.6, Pseudoevernia furfuracea icin 7.2, 64.4, 81.1,
81.4, 85.1, Evernia divaricata i¢in 5.6, 2.3, 11.6, 15.7, 31.1, Platismatia glauca i¢in (5.4,
15.3, 23.4, 34.7, 45.9), Usnea florida i¢in 10.9, 10.1, 9.9, 19.4, 32.9 ve standart olarak
kullanilan askorbik asitin % inhibisyonu ise 92.83, 97.08, 97.49, 98.10, 98.12 seklindedir.
Bu sonuglara gore tiim tiirlerin DPPH radikali giderme aktivitesinin askorbik asite gore
daha diisiik olduklart gorilmektedir. Burada B. capillaris’in %54.3’iiniin giderildigi
konsantrasyon 50 pg/mL dir. Calismamizda ise B. capillaris’in etanol ekstrakti icin
radikalin %50’sinin giderildigi miktar yani ICso degeri 53.786 pg/mL’dir.

Tartismamizda Fe®*

indirgeme kapasiteleri karsilagtirnlmig olan Heng ve
arkadaslarinin yapmig olduklar1 ¢alismada DPPH radikal giderme aktiviteside calisilmis
olup; sonuglar 2 mg/mL konsantrasyonununda metanol ekstraktlar1 i¢in % inhibisyon
olarak verilmistir. BHA (90.9+0.5) > Bryroria himalayensis (29.3+1.3) > Bryoria poeltii
(28.5+1.7) > Bryoria lactinea (23.1+0.5) > Bryoria confusa (10.5£2.9) seklinde
siralanmustir.

Ocal’m 2016°da yaptigi calismada Parmeliaceae ailesine ait olan Pseudevernia
furfuracea likeninin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi i¢in 2 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan su ve metanol ekstraktlarinda; metanol ekstraktinin 44.69
mg/g ve su ekstatinin ise 21.45 mg/g Trolox esdegerine sahip oldugu belirlenmistir.

Yine igerisinde Palmeliacea ailesininden likenlerinde bulundugu 24 tiirde yapilan bir
calismada tiirlerinetanol ekstraktlarinda DPPH giderme aktivitesi ¢alisilmigtir. Palmeiacea
ailesine ait tiirlerde ICso degerleri; Bulbothrix spp. igin 41.1£3.8, Usnea spp. i¢in 45.2+5.2,
Canoparmelia spp.i¢in 80.7+8.4, Everniastium spp.i¢in 70.1+8.5 ve toplanan 8 farkli
Parmotrema spp.i¢in 40-98 ng/ml arasinda ve standart antioksidan olan BHA igin ise

3.5+0.2 pg/mL olarak bulunmustur (Kosanic vd., 2013).
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Genel olarak calismalarin DPPH radikal giderme aktiviteleri degerlendirildiginde;
tiirlerin radikal giderme aktivitesine sahip oldugu ancak standartlara gore ¢ok daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu gortilmistiir. Bu durum ¢alismamizin sonuglariyla uyumludur.

ABTS radikal katyonunun {iretilmesi, saf maddelerin, sulu karisimlarin ve
iceceklerin toplam antioksidan aktivitesinin Sl¢lilmesinde uygulanan spektrofotometrik
yontemlerden birinin temelini olusturur (Miller, 1996). ABTS radikalleri DPPH
radikallerinden daha reaktifdir ve H atomu transferini igeren DPPH radikalleriyle
reaksiyonlarinin aksine, ABTS radikalleri ile reaksiyonlar bir elektron transfer islemini
icerir (Sanchez-Moreno, 2002). Bilesiklerin hidrofilik ve lipofilik yapisindan dolay:
ABTS™ sulu ve organik ortamda ¢oziinebilir (Gulgin vd., 2010).

Bryoria capillaris’in standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstraktlarinin ABTS
radikali giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; siralamanin Troloks > BHA > BHT > a-
Tokoferol ~ Bryoria capillaris (Etanol) > Bryoria capillaris (Su) seklinde oldugu
goriilmiistiir. Buna gore etanol ekstraktinin su ekstraktina gore daha iyi bir giderme
gosterdigi ve yine etanol ekstraktinin dogal bir antioksidan olan a-tokoferol kadar ABTS
radikali giderme aktivitesi gosterdigi goriilmektedir (Tablo 5.2).

Kumar ve arkadaslarinin 2014 yilinda iginde B. capillaris ile ayni aileden olan 3
tiirliniinde i¢inde oldugu 14 fakli liken tiirdi ile ilgili yaptiklari ¢alismalarinda; su, metanol
ve heksan ekstraktlariin ABTS radikali giderme aktivitesi 1Cso degerleri verilmistir. Su
metanol ve hekzan ekstraktlar: igin sirasiyla 1Cso degerleri; Xanthoparmelia mexicana icin
(6.75+0.009, 3.12 £0.10, 12.524+0.10), Melanelia disjuncta icin (8.45+0.08, 7.58+0.08,
21.67+0.010), Xanthoparmelia stenophylla igin (4.42+0.10, 1.88+0.09, 7.99+0.09)
seklinde hesaplanmigtir. Calismada kullanilan standart antioksidan olan askorbik asitin
ICso degeri ise 0.18+0.01olarak bulunmustur. Calismaya gore likenlerin  metanol
ekstraktlart en iyi radikal giderme aktivitesi gosterirken en iyi giderme aktivitesine Xantho
parmelia stenophylla tiiri sahiptir. Ayrica 3 tiirde askorbik asitten daha diisiik bir radikal
giderme aktivitesi gostermislerdir. ABTS radikali giderme aktivitesi ile ilgili ayn tiir i¢in
calismalar bulunamadigindan sonuglarimiz ile karsilagtirma yapilamamistir. Ancak ayni
ailelere ait farkl tiirler i¢in bu boliimde verdigimiz ABTS ve DPPH radikal giderme tayini
sonuglar1 karsilastirildiginda; ABTS radikal giderme aktivite ICso degerlerinin DPPH’1n
ICso degerlerine gore ¢cok daha diislik oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Bryoria capillaris’in su ve etanol ekstraktlariin ABTS radikal giderme, DPPH
radikal giderme ICso degerlerinin standart antioksidanlarla karsilagtiritlmasi

Standartlar ve Liken Ekstraktlar: ABTS (1Cs0) | DPPH (1Cs0)
BHA 6,958 22,966
BHT 7,377 32,861
a-Tokoferol 11,532 17,354
Troloks 6,776 14,429
Bryoria capillaris (Etanol) 12,955 53,786
Bryoria capillaris (Su) 39,379 76,800

Calismamamizda B. capillaris’in  ABTS ve DPPH radikali ICso degerleri
karsilastirildiginda da ayn1 durum goriilmektedir (Tablo 5.2).

Fenolikler ve flavonoidler, singlet oksijeni ve diger ¢esitli serbest radikalleri igeren
¢ogu oksitleyici molekiiliin 6nemli 6lgiide etkili gidericisidir. Reaktif oksijen olusumunu
Onler, serbest radikal iiretiminde bulunan eser elementleri selatlar, reaktif tiirleri temizler
ve viicuttaki antioksidan savunma sistemini korurlar (Baba ve Malik, 2015).

Folin-Ciocalteu reaktifi uzun yillardir dogal iiriinlerdeki toplam fenoligin bir dl¢isii
olarak kullanilmistir (Prior vd., 2005). Folin-Ciocalteu reaktifinin kesin kimyasal yapisi
bilinmemektedir, ancak fosfomolibdik/fosfotungstik asit kompleksleri igerdigi kabul
edilmektedir. Bu analizde alkali ortamdaki elektronlarin fenolik bilesiklerden ve diger
indirgeyici tiirlerden molibdene transferiyle, 750-765 nm'de spektrofotometrik olarak
saptanabilen mavi kompleksler olusur. Genel olarak referans standart bilesik olarak gallik
asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri (mg/L) olarak ifade edilir (Magalhaes vd.,
2008). Simdiye kadar bitki fenolikleri, birincil antioksidanlar veya serbest radikal
sonlandiricilar olarak gorev yapan ana bilesik gruplarindan birini  olusturur.
Bitkipolifenolleri indirgeyici ajanlar, hidrojen atomu vericileri ve tekli oksijen tutuculari
olarak islev gormeleri anlaminda ¢ok 6nemlidir (Giilgin, 2012).

Calismamizda Bryoria capillaris’in su ve etanol ekstraktlart (1 mg/mL) igin gallik
asit ekivalenti (GAE) tiirtinden toplam fenolik miktarlari hesaplanmigtir. Toplam fenolik
miktarlar1 likenin etanol ekstrakti igin 71,190+0,336 ug/mg ve su ekstrakti iginse
40,952+0,673 pg/mg oldugu bulunmustur (Tablo 4.6). 1ki ekstraktin kiyaslamasi
yapildiginda etanol ekstraklarinin daha yiiksek fenolik icerige sahip oldugu goriilmektedir.
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Tasg’in 2015 yilinda Parmeliaceae ailesine ait olan bazi tiirlerin methanol
ekstraktlarinda (5mg/mL) toplam fenolik miktarini belirmek i¢in yaptigi bir ¢alismada; B.
capillaris liken tiirtiniin 163.3+0.00 mg/g, Evernia prunastri’nin 153.1+0.00 mg/g, Cetraria
islandica'nin 78.3+0.00 mg/g, Pseudoevernia furfuracea’nin 97.4+0.00 mg/g, Evernia
divaricata 'nin 118.0+0.00 mg/g, Platismatia glauca nin 47.2+0.00 mg/g, Usnea florida nin
37.5+£0.00 mg/g toplam fenolik madde miktarina sahip oldugu bulmustur. Sonuclara gore
B. capillaris’in fenolik igerigin en yiikksek oldugu liken tiirtidiir. Ancak ¢alisma
incelendiginde ayni tiirtin DPPH aktivitesininde bu yiiksek degerlere gore tam tersine daha
diisiik aktiviye sahip oldugu goriilmektedir. Bu durumun bir ¢eliski oldugu kanaatindeyiz.

Tez calismamizla ilgili B. capillaris igin 2 makale disinda yukarida Fe** indirgeme
kapasitesi ve DPPH giderme aktiviteleri karsilastirilmis olan 4 Bryoria tiiriine ait
calismada tiirlerin fenolik madde miktarlarida belirlenmistir. Sonuglar pug katekol/mg
ekstrakt seklinde verildiginde; Bryoria lactinea (80+1,2) > Bryroria himalayensis (70+1,0)
> Bryoria poeltii (36,3+1,7) > Bryoria confusa (10,6+1,3) seklinde siralandig1 goriilmiistiir
(Heng ve ark.,2010).

Ocal’in 2016’da yaptign calismada Parmeliaceae ailesine ait olan Pseudevernia
furfuracea likenin 2mg/mL konsantrasyonda hazirlananan su ve metanol ekstraktlarinda;
metanol ekstraktinin 41.16 mg GAEs/g su ektraktinin ise 28.18 mg GAEs/g toplam fenolik
bilesik miktarina sahip oldugu bulunmustur.

Mutlu’'nun 2008 yilinda yaptigt ¢alismada bazi liken tiirlerinin 1mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan su, etanol ve aseton ekstratlarinin toplam fenolik miktarlar
hesaplanmistir. Tiirlerin su, etanol ve aseton ekstratlarinin toplam fenolik miktarlari sirasi
ile Evernia divaricata igin; 34.3+0.8, 49.6+0.7 ve 63.7+1.2 mg/g, Flavocetraria cucullata
igin; 23.4+0.64, 32.7+0.42 ve 54.5+1.3 mg/g, Physcia aipolia igin; 26.4+0.2, 35.9+0.5 ve
56.2+1.2 mg/g, Ramalina polymorpha igin; 17.0+£0.3, 25.6+0.2 ve 46.2+0.9 mg/g, Ushea
filipendula igin; 18.6+0.2, 34.5+0.1 ve 51.6+0.9 mg/g oldugu bulunmustur.

Ciceklere, meyvelere ve yesilliklere renk veren bitkilerde bulunan 6nde gelen
antioksidan bilesik ailesi olan flavonoidler, genellikle enzim inhibisyonu, serbest radikal
giderme ve antioksidan C vitamini i¢in kofaktor aktivitesi yoluyla terapotik fonksiyonlarini
sergilerler (Apak vd., 2006).

Calismamizda Bryoria capillaris’in su ve etanol ekstraklarmintoplam flavonoid
miktarlar1 kuersetin ekivalenti tiirlinden hesaplanarak etanol ekstrakti i¢in 95.655+0.318

nug/mg ve su ekstrakti igin 25.505+0.158 pg/mg oldugu bulunmustur (Tablo 4.6) Liken
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ekstraklart kiyaslandiginda etanol ektraklarinin daha yiiksek toplam flavonoid miktarina
sahip oldugu goriilmektedir.

B. capillaris’in antioksidan aktivite sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde etanol
ekstraktinin su ekstraktina goére daha etkin oldugu goriilmektedir. B. capillaris’in etanol
ekstraktinin Fe®*indirgeme kapasitesi sonuglarina gére a-tokoferole yakin, Cu?* indirgeme
kuvveti sonuglarma gore BHT den yiiksek, a-tokoferol’e yakin bir giderme kapasitelerine
sahip oldugu, ABTS radikali giderme kapasitesi sonuglarina gore ise a-tokoferol kadar bir
aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Yine B. capillaris’in fenolik ve flavonoid iceriklerine
bakildiginda etanol ekstraktinin su ekstraktina gore her iki maddeyide daha fazla icerdigi
goriilmektedir. Sonuglara gore B. capillaris etkin bir antioksidan aktiviteye sahiptir.

Tas 2015 yilinda Parmeliaceae ailesine ait tiirlerin 2,5 mg/mL konsantrasyonunda
hazirlanan methanolekstraktlarinin toplam flavonoid miktarim1 belirmek igin yaptigi
calismada; B. capillaris liken tiiriiniin 154.5+0.001 mg/g Evernia prunastri’nin 88.5+0.00
mg/g, Cetraria islandica nin 55.6+0.00 mg/g, Pseudoevernia furfuracea’nin 104.0+0.00
mg/g, Evernia divaricata’nin 79.1+0.00 mg/g, Platismatia glauca nin 106.9+0.01 mg/g,
Usnea florida'nin 116.0:0.00 mg/g katekol ekivelant: icerdigi bulunmustur. Bulunan
degerler etanol ekstrakti yapilmais tiiriimiiziin sonuglar ile benzerdir.

Tez calismamizda gida maddesi olarakta kullanilabilen Bryoria capillaris liken
tiirtiniin mineral miktarlar1 ¢alisilmigtir. Arastirmada Ni, Cu, Mg, Zn, Se, Mn, Fe, Cd, Sb,
K, Pb, Cr, Na, P, S, Hg, Ca, B, Mo, As elementlerinin miktarlar1 belinlenmistir. Yapilan
mineral analizi sonucu degerlendirildiginde mineral miktarlarinin Ca > K > Mg > P > Fe >
S>Na>Mn>2Zn>Cu>Cr>B>Pb>Ni>Cd>As > Co> Se > Hg > Mo seklinde
siralandigi goriilmektedir. B. capillaris yiiksek miktarda S, P, Mg, Na, Ca, Fe, Kve yine
onemli sayilan miktarlarda Zn ve Mn elementleri igermektedir (Tablo 4.7).

Kalsiyumun viicuttaki en onemli islevi kemiklesmeyi saglamasidir. Diger yandan
kanin pihtilagmasi, kalp kaslarini diizenli olarak caligmasi, hormonlarin salgilanmasi ve
enzim aktivasyonu ile ilgili gorevleri vardir (Yazici, 2018). Potasyum enzim faaliyetleri,
kan basicinin diizenlenmesi ve sinir sisteminde iletim islemini yerine getirmede nemli rol
oynamaktadir (Gilingdr, 2003). Demir biyolojik acidan peroksidaz ve katalaz enzim
sisteminde, redoks reaksiyonlarinda, bazi1 biyomolekiillerin sentezlenmezinde, hemoglobin
ve miyoglobinin yapisinda yer alan hayati 6neme sahip bir elementtir (Onur, 2017).
Proteinlerin bilesimine katildigindan kiikiirt metabolizma faaliyetlerin i¢in O6nemli bir

elementtir (Ullman ve Forrst, 1995). Bir ¢ok enzimin kofaktorii olan magnezyum sinir
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sisteminin iletisiminde, protein metabolizmasinda onemli fonksiyonlara sahip olan bir
elementir (Zengin vd., 2008). Fosfor kalsiyumla birlikte kemik ve dis olusumuna katilir ve
viicut sivisinin asidik ortama doniisimiini engeller (Samur, 2008). Bryoria capillaris
likeninin yiiksek miktarda Ca, K, Mg, P, Fe, S, Na, mineralleri i¢erdigi bulunmustur. Asal
veya makro mineraller diye adlandirilan K, Ca, P,S, Na, P,Mg, Cl gibi elementlerin
organizma tarafindan gereksinim miktar1 ¢ok fazladir ve bunlar viicutta sinir sisteminde,
hormonlarda ve kan dokusunda énemli islevleri bulunan minerallerdir (Aksoy, 2011). B.
capillaris’in asal minerallerce olduk¢a zengin oldugu agiktir.

Agir metaller viicuda hava, su ve 6zelliklede beslenme sonucu alinirlar. Derisime
bagli olarak agir metallarin viicutta olusturduklar1 olumsuz etkiler ve rahatsizliklar degisim
gosterir. Bunlar, nefes alip vermede zorlanma, bas donmesi, istahsizlik, merkezi sinir
sistemi rahatsizliklaridir. Ayrica agir metaller viicut i¢in gerekli olan enerjiyi olusturan
ATP reaksiyonlarini ve kan olusum sistemlerini etkilemesi, anemi, kalp-damar hastaliklari
ve kanser gibi rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (Yazici, 2018). Bryoria
capillaris’in vidumuzun ihtiyag duymadigr “Pb, Hg, As ve Cd” gibi agir metalleri yok
denecek kadar az igermeside sagligimiz agisindan olduk¢a 6nemli bir durumdur.

Zn, Cu, Fe, Se, Mn gibi mineraller 6zellikle katalaz, glutatyon peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz gibi enzimlerin goérevlerini yapabilmeleri igin gereklidirler (Okgu ve
Keles, 2009). Ornegin; bakirin metabolizmaya yetersiz almimmi sonucunda katalaz,
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismiitaz gibi antioksidan enzimlerin etkinligi
azalmaktadir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Demir viicutta enzim sisteminin 6nemli bir
elementidir ve katalaz formunun bilesenidir (Hermes-Lima, 2004; Miiezzinoglu, 2011).
Mangan ya bazi enzimlerin yapisina katilir ya da bazilart i¢in aktivatdr olarak viicutta
onemli bir rol oynar. Mangan siiper oksit dismutaz (MnSOD) mitokondride bulunan
baslica enzimdir ve siiperoksit radikallerinin hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler
(Aksoy 2011). Mineral maddelerin antioksidan ve enzim sistemleriyle olan bu iligkisinden
dolayr viicuda alinmalar1 elzemdir. Fe, Mn, Zn, Cu, gibi minerallerin B. capillaris’de
yeterince ¢ok olmasi viicutta Onemli gorevler {istlenen antioksidan enzimlerin
aktivitesinede olumlu katkilar saglayacaklari anlamina gelmektedir.

Korkmaz 2014’de ii¢ liken tiirlinlin mineral miktarlarim1 belirlemek ic¢in yaptigi
calismada B. fuscescens likentiiriiniin K, Fe, Mg, Zn, Cu, Na, Ca mineral miktar
degerlerini sirasiyla 421.02; 430.44; 324.48; 41.52; 4.92; 615.00; 1228.20 mg/kg olarak, P.
tiliacea likeninin 943.50; 3247.50; 871.65; 192.30; 22.35; 1555.50; 2140.50 mg/kg olarak,
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U. decussata tiirtinde ise 259.60; 362.40; 127.12; 137.52; 4.30; 224.80; 1006.00 mg/kg
degerlerinde tespit etmistir.

1999 yilinda Kuzeybati Pasifik bitki tiirleri referans alinarak Rhoades tarafindan
yapilan bir derlemede; Bryoria capillaris’in mineral degerleri mg/kg olarak; K (4470), Ca
(2693), Mg (824), Mn (346,8), Zn (210), Na (62,4), Bryoria fremontiide i¢in; S (2350),
Bryoria spp. i¢in; K (3640), P (1310), Ca (1190), S (1020), Mg (609), Na (454), Fe (332),
Zn (43.4) olarak bulundugu goriilmiistiir (Rhoades 1999).

Calismamiza benzer olarak hem tiir i¢in, hem farkli tiirler i¢in, hemde familyadan
secilen Ornelerde genelde elzem olan minerallerin yiiksek oldugu nettir. Bu durum
calismamizla uyusmaktadir.

Antimikrobiyaller bakteri, mantar ve protozoan gibi mikroorganizmalarin
biiylimesini engelleyen veya onlar1 6ldiiren maddelerdir. Bulasici hastaliklar diinyadaki
tiim Olimlerin iicte birini olusturmaktadir. Dolayisiyla goriilmektedir ki ilaca ¢ok direngli
mikrop tiirlerinin yayilmasi, yeni antimikrobiyal siiflarinin ve bu diren¢ mekanizmalarini
inhibe eden bilesiklerin kesfedilmesini gerekli kilmaktadir (Kamal vd., 2015).

Liken Bryoria capillaris’in  antimikrobiyal —aktivitesini  belirlemek igin
gerceklestirdigimiz bu ¢alismadalikenin suda ¢6ziinen su ve etanol ve DMSO’da ¢oziinen
su ve etanol ekstraktlarinin, 7 bakteri susu iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla disk diflizyon metodu yapilmistir. 30 mg/mL’de ¢oziinmiis olan
ekstraktlar disklere uygulanmistir. Calismada pozitif kontrol olarak Ampisilin/ sulbaktam
ve Basitrasin antibiyotik diskleri kullanilmigtir. Negatif Kontrol olarak kullanilan DMSO
ve suda higbir bakteri susu tizerinde zon olusturmamistir. Ayrica su ve DMSQ’da ¢6ziinen
su ekstraktlarinda da herhangi bir zona rastlanmamustir.

DMSO’da ¢o6ziinmiis etanol ekstraktinin bakteri suslar1 iizerindeki etkisi zon
biiyiikliiklerine gore; E. faecaliSarccr12(21) > S. aureusarcc 20213(17) > P. putidascieir> (15)
>P. aeruginosaysss(14) > E. cOlizse2(13) > E. colisas(12) = K. pnemoniaesizs(12)
seklinde, DMSO’da ¢oziinmiis su ekstraktinin bakteri suslari tizerindeki etkisi ise zon
biiyiikliikklerine gore; S. aureuSarcc 20213(11) > E. COliss215(13,5) > E. cOlizsen(11) > K.
pnemoniaes 203(10) > E. faecaliSarcc 20212(13) > P. aeruginosazrsss(15,5) > P. putidascieiz(11)
seklinde siralanmaktadir (Tablo 4.9).

Ayrica pozitif kontrol Ampisilim/Sulbaktam i¢in bakteri suslar1 tizerindeki etkisi zon
biiyiikliiklerine gore; S. aureusarcc 20213(23) > E. coli 35018 (9) > E. coli 02 (17) > K.

pnemoniae s 2003(9) > E. faecalis arcc 20212 (21) >P. aeruginosa »7g3(18,5) > P. putida

93



BC1617(11) seklinde, diger bir pozitif kontrol olan Basitrasin’in ise bakteri suslari
tizerindeki etkisi zon biiyiikliiklerine gore; S. aureuSarcco3(25) >E. COlizsus(-) > E.
COlizse2(18) > K. pnemoniaes, »0s (-) > E. faecalisarcc 20212 (22) > P. aeruginosayess(21) > P.
putidascisi7(9) seklinde siralanmaktadir (Tablo 4.9).

Sonuglara genel olarak bakildiginda DMSO’da ¢oziinen etanol ekstraklarmin su da
¢ozlinen etanol ekstraklarma gore daha iyi zonlar olusturdugu gézlemlenmistir. Bryoria
capillaris in hem DMSQO’da ¢oziinen etanol hemde suda ¢oziinen etanol ekstaktlarinin tiim
test mikroorganizmalar: tizerinde zon olusturdugu goriilmektedir (Tablo 4.9). Bryoria
capillaris’in DMSO’da ¢oziinmiis etanol ekstrakti en iyi antibakteriyel etkiyi E. faecalis
ATCC 29212 mikroorganizmasi lizerinde, suda ¢oziinen etanol ektrakt1 ise P. aeruginosa
27853 iizerinde gostermistir. DMSO’da ¢Ozlinen etanol ve sulu etanol c¢ozeltilerin
antibakteriyel etkinlikleri arasindaki farkliligin DMSO’nun ¢ok iyi bir ¢oziici olma
ozelliginden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Bryoria capillaris’in DMSO’da ¢oziinen etanol ekstraktinin kullanilan Ampisilin/
sulbaktam antibiyotik diskine gore E. coli 35218, K. pnemoniae BL 2003, P. putida BC
1617 bakterileri tizerindeki antibakteriyel etkisi yiiksek, E. faecalis ATCC 29212 bakteri
susu iizerinde ise esit oldugu gozlemlenmistir. Diger bakteri suslari iizerinde ise hem
Ampisilin/sulbaktam hemde Basitrasin pozitif kontrollerine gére nispeten yakin degerler
bulunmustur. Suda ¢6ziinen etanol ekstraktinda Ampisilin/sulbaktam pozitif kontroliine
gore; E. coli 35218 ve K. pnemoniae BL 2003 iizerinde daha yiiksek, P. putida BC1617
susu lizerinde ise esit etkiye sahip oldugu, diger bir pozitif kontrol olan Basitrasin ile
karsilastirildiginda ise; P. putida BC1617, E. coli 35218, K. pnemoniae BL 2003 suslari
tizerinde daha yiiksek etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tas ve arkadaslarmin 2017’de yaptigi ¢alismada B. capillaris likeninin 10
mikroorganizma tizerindeki antibakteriyel etkisi incelenmistir. Bolu bdlgesinden toplanmis
olan tiim ekstraktlarin son konsantrasyonu 100 mg/mL olacak sekilde hazirlanarak disk
difiizyon metodu yapilmistir. B. capillaris’in aseton ekstraklarinin 2 mikroorganizma
tizerinde metanol ekstraklarinin ise 5 test mikroorganizma iizerinde herhangi bir zon
olusturmamistir. B. capillaris’in aseton ekstraktinin etki gosterdigi bakteriler zon
biiyiikliiklerine gore; S. epidermis (19+0,4) > S.aerus (16+1,1) > S. pyogenez (14.8+0.5) =
P. vulgaris (14.08+0.3) > S. typhimurium (9.84+0.5) > S. marcescens (9.5+0.3) > E. cloacae
(8.5+0.3) > P. aeruginosa (8+0.4) seklinde siralanmistir. Tiirlin metanol ekstraktinin etki

gosterdigi bakteriler zon biiyiikliiklerine gore ise; S. pyogenez (12.8+0.8) > S. epidermis
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(11.5£0.5) > P. vulgaris (9.8+0.3) > S.aerus (8.5+0.3), E. cloacae (8+0.4) seklinde
siralanmistir. B, capillaris aseton ekstraktinda en fazla antibakteriyel etkiyi
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, metanol ekstraktinda ise S. pyogenez bakteri
susu ilizerinde gostermistir (Tas 2017).

Eskisehir ilinden toplanilan Liken Bryoria capillaris ile ilgili bir ¢alismada; likenin
metanol, aseton ve kloroform ekstraktlarinin ve ondan elde edilen barbatolik asitin
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Calismada ekstraktlar 50 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmis olup her bir disk i¢in son konsantrasyon 0.833 mg’dur.

Caligmada kullanilan pozitif kontrollerden = Streptomisin ve Rifampisin’den
Rifampsin antibiyotigi hicbir bakteri ilizerinde etki gostermemistir. Tiiriin metanol,
kloroform ve aseton ekstraktlarinin bakteriler tizerindeki etkileri; B.cereus i¢in; 12, 15, 20
B. subtilis i¢in; 18, 21, 16 E. coli i¢in; 12, 15, 19 E. aerogenes i¢in; 15, 17, 20 E. faecalis
igin; 20, 17, 21 L. monocytogenes i¢in; 19, 18, 19 M. luteus igin; 21, 19, 20 P.vulgaris igin;
16, 21, 20 S. aereus i¢in; 17, 18, 18 Y. enterocolitica i¢in; 15, 17, 14 ayrica kullanilan
Streptomisin antibiyotiginin bakteriler tizerindeki etkinligi; B.cereus i¢in; 30, B. subtilis
icin; 28, E. coli igin; 25, E. aerogenes i¢in; 26, E. faecalis i¢in; 30, L. monocytogenes igin;
28, M. luteus i¢in; 22, P.vulgaris i¢in; 20, S. aereus i¢in; 26, Y. enterocolitica igin; 20, S.
typhimurium igin; 25 olarak bulunmustur. S. typhimurium tizerinde higbir ekstrakt tiirii etki
etmemistir. Sonug olarak Liken B. capillaris ve sekonder metaboliti barbatolik asitin iyi ve
dogal giivenilir bir antimikrobiyal ajan oldugu ve patojenlerden dolay1 ¢esitli insan, bitki
ve hayvan hastaliklarinda kullanilabilecegi sonucuna varimistir (Yilmaz Sarozlii vd,
2016).

Karagoz ve arkadaslar1 2017 yilinda Bryoria capillaris’ den izole edilen barbatolik
ve alektorialik asit fraksiyonlarmin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklarim
belirtmislerdir. Bu durumun ise ¢alismada kullanilan diisiik bilesen konsantrasyonu nedeni
ile olabilecegini belirtmistirler (Karagoz vd. 2017).

Yukarida sonuglari verilen tiirle ilgili olan g¢aligmalarda; B. capillaris’in farkli
bolgelerden toplanmis olusu, kullanilan ekstraktlarin  farkli  olusu, ekstraksiyon
yontemlerinin farkliligi, antimikrobiyal disklerde kullanilan konsantrasyon degerleri ve
farkli bakteri suslar1 veya ekstraktlar yerine izolatlarin kullanilmig olmasi gibi bir¢ok
degisken bulundugundan ¢alismamizda elde edilen sonuglarla karsilastirilamamistir.

Literatiirde B. capillaris ile ilgili baska antimikrobiyal calismalara da rastlanmamuistir.
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Ancak sonuglardada goriildiigii izere B. capillaris etkin bir antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bryoria Capillaris’in etanol ve su ekstraktlar1 kullanarak yapmis oldugumuz
calismamizda liken tiirtiniin hem antioksidan hemde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Tiiriin etanol ekstraktinin su ekstraktina gore antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri i¢in daha yiiksek sonuglar elde edilmistir.

B. capillaris’in bir canli organizmanin gereksinimin ¢ok fazla oldugu Ca, K, Mg, P,
Fe, S, Na gibi makro minerallerce zengin bir tiir oldugu, ayn1 zamanda viidumuzun ihtiyag
duymadigi Pb, Hg, As ve Cd gibi agir metalleriyok denecek kadar az igerdigi goriilmiistiir.
Bu sonuglar beslenme ve sagligimiz agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ayn1 zamanda tiiriin Fe,
Mn, Zn ve Cu gibi mineralleri yeterli miktarda igerdiginden dolay:1 besin olarak viicuda
alindig1 zaman, viicutta Onemli gorevler {istlenen enzimlerin kofaktorleri olarak,
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin korunmasi veya arttirilmasina yonelik olumlu
katkilarda saglayacagi diisiiniilmektedir.

Tibbi, farmasotik, parfiimeri, kozmetik gibi alanlarda faydalanilan likenler ayrica
birgok bocek ve organizmalar ve belirli toplumlarda insanlar tarafindan besin olarak
tilketilmektedir. Birgok alanda faydalanilan liken tiirlerinden biri olan B. capillaris’in de
un yerine ve ¢ay olarak tiiketildigi kaynaklardan bilinmektedir. Tiirle ilgili ¢ok az ¢alisma
olmast nedeniyle elde edilen sonuglarin hem bir besin kaynagi olarak gida hemde
faydalarindan dolayr farmokoloji alanlarinda yeni ¢alismalara kaynak olacagi ve literatiire
katki saglayacag diigiiniilmektedir.

Tez ¢alismamizda gesitli yonleriyle etkinligi incelenmis olan B. capillaris’in gelecek
caligmalarda un yerinekullanilarakveya cayr yapilarak hazirlanmig iriinlerinde; tez
caligmamizdaki analizler ile beraber ayrica duyusal analizler, mikotoksin analizi, fenolik
madde tiirli ve miktar tespiti i¢in kromatografik analizler yapilabilir. Yine ¢alismamizdaki
sonuglara gore; yenilebilir film ve ambalajlama, raf émrii ve enkapsiilasyon konularinda
potansiyel bir antioksidan ve antimikrobiyal kaynagi olan B. capillaris’in katki maddesi

olarak kullanilacagi yeni ¢aligmalarda yapilabilir.
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