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Oz

Bu calismada Ramalina calicaris (L.) Fr. liken tiiriinlin antibakteriyel ve antioksidan aktivitesinin arastirilmasi amaglanmustir. Bolu’da iki
farkli lokasyondan (Mudurnu-Aladaglar) toplanmis olan R. calicaris tiriine ait liken 6rnekleri; ayristirma ve teshis yapildiktan sonra yikan-
mis, kurutulmus ve aseton ¢oziiciisii kullanilarak oziitleri ¢ikarilmistir. Liken aseton oziitlerinin antibakteriyel aktiviteleri iki Gram nega-
tif (CECT 4122 Pseudomonas aeruginosa, ATCC 25922 Escherichia coli) ve iki Gram pozitif (ATCC 29212 Enterococcus faecalis, ATCC
25923 Staphylococcus aureus) bakteri izerinde disk difiizyon yontemiyle arastirilmistir. Arastirma sonucunda ayni ilde iki farkli lokasyon-
dan toplanmis olan liken 6rneklerine ait 6ziitlerin ikisinin de sadece Gram pozitif olan E. faecalis ve S. aureus lizerinde antibakteriyel ak-
tiviteye sahip oldugu, fakat antibakteriyel aktiviteleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar olmadig: belirlenmistir. Ayrica, antibakteriyel etkin-
ligi nispeten daha yiiksek bulunan Bolu-Aladaglar lokasyonundan toplanmis olan R.calicaris érneklerinin CUPRAC metodu kullanilarak
antioksidan aktivitesi de arastirilmistir. R. calicaris aseton Oziitiiniin belirli bir diizeyde kromojenik oksidan indirgeme kapasitesine sahip
oldugu, dolayisiyla antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Ramalina calicaris, antibakteriyel aktivite, antioksidan aktivite

Abstract

In this study, the antibacterial and antioxidant activities of the lichen species Ramalina calicaris (L.) Fr. were investigated. Lichen samples
belonging to R. calicaris were collected from two different locations (Mudurnu-Aladaglar) in Bolu. After the separation and the identifica-
tion steps, the samples were washed, dried and then extracted using an acetone solvent. Antibacterial activities of the acetone extracts were
investigated by disk diffusion method on two Gram negative (CECT 4122 Pseudomonas aeruginosa, ATCC 25922 Escherichia coli) and
two Gram positive (ATCC 29212 Enterococcus faecalis, ATCC 25923 Staphylococcus aureus) bacteria. As a result of the study, the both
extracts of lichen samples collected from two different locations in Bolu had antibacterial activity on only Gram positive E. faecalis and
S. aureus. However, they did not show a great difference between their antibacterial activities. Antioxidant activity studies were also car-
ried out with R. calicaris samples collected from Bolu-Aladaglar location, which indicated relatively higher antibacterial activity by using
CUPRAC method. It has been found that R. calicaris acetone extract has antioxidant activity as it has a certain level of chromogenic ox-
idant reduction capacity.

Keywords: Lichen, Ramalina calicaris, antibacterial activity, antioxidant activity

I. GIRIS

Belirli mantarlar ile belirli alg veya siyanobakterilerin mutualist olarak biraraya gelerek olusturdugu likenlerin ¢ok uzun
yillardir yiyecek, boya maddesi ve kozmetik alaninda hammade olarak 6rneklendirilebilecek kullanimlart olduguna dair bil-
giler mevcuttur [1]. Fakat likenlerin antibakteriyel, antioksidan, antiviral, antifungal, antikanser gibi tibbi alandaki etkinlikle-
rinin arastirilmasi geleneksel ilaglar olarak kullaniliyor olmalarindan kdken almistir ve likenler tizerinde antibiyotik etkinlik
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aragtirmalarinin baslangig tarihi 2. Diinya Savasi’nin sonra-
sina tekabiil etmektedir [2]. Zaman i¢inde yapilan arastirma-
lar sonucu likenlerin biinyesinde likene 6zgii bir veya birden
cok sayida biyolojik olarak aktif sekonder metabolit bulun-
dugu ve giiniimiizde bu liken metabolitlerinin sayisinin yak-
lasik 1050 civarinda oldugu belirlenmistir [3].

Ramalina cinsinde bulunan likene 6zgii metabolitler
iizerine yapilan arastirmalar; bu cinsin ¢esitli tiirlerinde us-
nik asit, lekanorik asit, fumarprotosetrarik asit, protosetra-
rik asit, evernik asit, stiktik asit tlirevleri ve atranorin gibi
¢ok sayida sekonder metabolit bulundugunu gostermistir
[4]. Bu metabolitlere sahip olan Ramalina cinsine ait bazi
tiirlerin de dahil oldugu ¢esitli liken tiirleri ile yapilan an-
timikrobiyal aktivite arastirmalari, bu metabolitlerin Gram
(+) ve Gram (-) baz1 bakterilerde dikkate deger 6l¢iide an-
timikrobiyal etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur [S-8].
Yine Ramalina cinsinin bazi tiirleri lizerinde antioksidan ak-
tivite arastirmalar1 yapilmis ve bu arastirmalardan Ramalina
cinsine ait tiirlerde antioksidan kapasitenin yiiksek olduguna
dair sonuglar elde edilmistir [9-13].

Giintimiizde sentetik maddelerin zararlar1 konusunda bi-
ling arttik¢a insanlar dogala yonelmekte ve sentetik kokenli
antioksidanlar daha az tercih edilir hale gelmektedir. Ayni
zamanda mevcut antibiyotiklere karst direng kazanan bak-
terilere karsi kullanilabilecek alternatiflerin sayist giin geg-
tikce azalmaktadir. Bu da mikrobiyal hastaliklarin antibiyo-
tik tedavisinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda, bu g¢alismada dogal bir alternatif kaynak
olma potansiyeline sahip olan R. calicaris liken tiirinlin an-
tibakteriyel ve antioksidan aktivitesinin tespit edilmesi he-
deflenmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Liken Aseton Oziitlerinin Eldesi

Deneylerde kullanilan R. calicaris tiri liken ornek-
leri Bolu ili Mudurnu’dan 24.04.2016 ve Aladaglar’dan
25.04.2016 tarihlerinde toplanmustir. Orneklerin ayirt edi-
lebilmesi i¢in Mudurnudan toplanan 6rnekler R. calicaris
(MUD) ve Aladaglardan toplanan 6rnekler ise R. calicaris
(ALA) seklinde belirtilmistir. Toplanan 6rnekler Marmara
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi dgretim iiyesi Dog. Dr.
Giilsah OZYIGITOGLU tarafindan Marmara Universitesi
Herbaryumu’nda teshis edilmistir. Likenlerin tiir olarak tes-
hisi yapildiktan sonra yabanct maddelerden ayiklanarak y1-
kanmis ve kurutulmustur. 3’er gram tartilarak havanda ezilen
liken ornekleri toz haline getirilmis ve steril falkon tiiplere
almarak iizerlerine 35 mililitre aseton eklenmistir. Aseton
igerisindeki likenler 24 saat karanlik bir ortamda bekletilmis
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ve filtre kagidiyla siiziilerek steril cam petrilere aktarilmis-
tir. Cam petriler 24 saat ¢eker ocakta bekletilerek asetonun
ugcmasi saglanmistir. Aseton ugtuktan sonra kalan toz halin-
deki liken oziitleri kazinarak toplanmis ve steril ependorf-
lara almmustir. Steril ve uygun sartlarda muhafaza edilmis
olan toz R. calicaris (ALA) ve R. calicaris (MUD) 06ziitleri
antibakteritel ve antioksidan aktivite deneylerinde kullanil-
mak tizere konsantrasyonlar1 9 miligram/mililitre olacak se-
kilde tekrar asetonla ¢oziilerek kullanilmistir.

2.2. Bakterilerin Cogaltilmasi

Antibakteriyel aktivite deneyinde kullanilan bakteri
suslart (ATCC 29212 E. faecalis, ATCC 25923 S. aureus,
CECT 4122 P. aeruginosa, ATCC 25922 E. coli) Yeditepe
Universitesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan te-
min edilmistir. Bakteri suslar1 Luria Bertoni (LB) besiyeri
kullanilarak iiretici firmanin prosediirlerine uygun sartlarda
¢ogaltilmig ve muhafaza edilmistir. Deney i¢in kullanilmak
iizere stok bakteri kiiltiirlerinden steril sartlarda LB agar be-
siyeri igeren steril petrilere pasaj alinmis ve 37 °C ‘de 24
saat bekletilerek bakterilerin aktive olmalart saglanmistir.
Aktive olmus bakteri kiiltiirlerinden steril 6zeyle alinan bak-
teriler LB broth besiyerine eklenmis ve UV-VIS Spektro-
fotometre (Beckman Coulter DU 730) kullanilarak bakteri
konsantrasyonlar1 0.5 McFarland’a ayarlanmistir.

2.3. Antibakteriyel Aktivite Testleri

Liken oziitlerinin antibakteriyel aktiviteleri disk difiiz-
yon yontemi kullanilarak arastirilmistir. Liken aseton 6zit-
leri mikropipet kullanilarak 6 mm ¢apindaki steril disklere
20 pL, 40 pL ve 80 pL miktarlarinda emdirilmistir. Em-
dirme islemi diskin bir yilizeyine emdirilen asetonun ug-
masi beklenerek ayni islemin diger yiizeye uygulanmasi ve
belirlenen miktar emdirilene kadar ayni islemin tekrarlan-
mas1 seklinde gerceklestirilmistir. islem sonucunda diskler-
deki 6ziit konsantrasyonu; 20 plL’de 0.18 mg, 40 pL’de 0.36
mg ve 80 uL’de 0.72 mg olmustur. LB agar besiyeri igeren
steril petrilere 0.5 McFarland konsantrasyonundaki bakteri-
lerden steril sartlarda 35 pL ekim yapilmis ve steril cam L
baget ile besiyeri ilizerine tamamen yayilmasi saglanmistir.
Oziit emdirilmis diskler ekimi yapilmis olan petrilere ste-
ril sartlarda her biri birbirine uygun mesafede olacak se-
kilde 3’er dozaj olarak yerlestirilmis ve ayni petrilere kar-
silastirma yapmak amaciyla standart antibiyotik diskler de
uygun bir mesafede olacak sekilde yerlestirilmigtir. Ekimi
yapilmig ve diskleri yerlestirilmis olan petriler 37 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda liken 0ziitli i¢eren
disklerin ve antibiyotik disklerin etrafinda olusan inhibisyon
zonlarinin ¢aplari cetvel ile 6lgiilerek kayit altina alinmigtir.
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Aseton ¢oziiciisiiniin bakteriler lizerinde inhibe edici etkiye
sahip olup olmadigini belirlemek i¢in aseton emdirilmis ve
ucurulmus diskler kullanilmistir. Kontrol grubu olarak Gram
(-) bakteriler tizerinde Ciprofloxacin 5 pg, Gram (+) bakteri-
ler iizerinde ise Sulphamethoxazole 25 pg antibiyotik disk-
leri kullanilmigtir. Deneyler 3 tekrarli olarak c¢alisilmis ve
sonuglar ortalama deger lizerinden hesaplanmistir.

2.4. Antioksidan Aktivite Testleri

Antioksidan etkinlik arastirmasi, R. calicaris (ALA) ve
R. calicaris (MUD) liken 6rnekleri lizerinde gerceklestirilen
antibakteriyel aktivite testi sonucunda nispeten daha yiik-
sek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu tespit edilen R.
calicaris (ALA) ornekleri lizerinde yapilmistir. R. calicaris
(ALA) aseton oziitiinlin antioksidan etkinligi Apak ve arka-
daglart tarafindan 2004’te gelistirilen CUPRAC yo6ntemi ile
belirlenmigtir [14]. CUPRAC ydntemi i¢in 3 farkli solisyon
hazirlanmaistir;

1.0 x 102M olacak sekilde CuCL,. 2H,0 0,4262 g tartilip
distile suyla 250 mL’ye tamamlanmis, 1.0 M amonyum ase-
tat 19.27 g tartilip distile su ile 250 ml’ye tamamlanmis ve
7.5%10"3 M olacak sekilde Neokuproin’den 0.156 g tartila-
rak etanolle 100 mL’ye tamamlanmuistir.

Bir cam tiip igerisine hazirlanan ii¢ soliisyondan 50°ser
pL alinmis ve tizerine 55 pL liken 6ziitii koyularak tiip iyice
calkalanmistir. (CUPRAC metoduna gore toplam 4.1 mL ol-
masi gereken hacim 20°de 1’1 olacak sekilde oranlanmustir.)

Agz1 kapatilan tiip oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis-
tir. Kontrol grubu hazirlanan ti¢ soliisyondan 50’ser pl alina-
rak ve iizerine 55 pl aseton ilave edilerek hazirlanmistir. 30
dakika sonra ornekler UV spektrofotometrede 450 nm ab-
sorbansta Ol¢iilmiistiir. Referans antioksidan olarak troloks
kullanilmistir. Deneyler kontrol gruplari kullanilarak ve 3
tekrarli olarak calisilmistir. Elde edilen verilerin ortalama-
lar1 ve standart sapmalari belirlenmistir.

Ill. BULGULAR

3.1. Antibakteriyel Aktivite

Calismada Bolu ilinde Mudurnu ve Aladaglar lokasyon-
larindan toplanmis olan R. calicaris liken 6rneklerinin ase-
ton oOziitlerinin antibakteriyel etkinligini belirleyebilmek
icin disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Steril disklere ar-
tan oranlarda emdirilen 6ziit E. faecalis, S. aureus, P. aeru-
ginosa, E. coli bakterilerine uygulanmistir. Olusan zonlarin
caplar1 diskler dahil sekilde 6l¢iilmiis ve milimetre cinsin-
den kaydedilmistir. Asetonun inhibe edici etkinligini test et-
mek icin hazirlanmig kontrol grubu olan 6ziitstiz disklerde
aktivite gdzlenmemistir. Uger farkli dozda test edilen R. ca-
licaris (ALA)’nin antimikrobiyal aktivite sonuglart Tab-
lol’de ve R. calicaris (MUD) ise Tablo 2’de verilmigtir.
Kontrol grubu olarak Gram (-) bakteriler iizerinde Ciprof-
loxacin 5 ug (CIP 5), Gram (+) bakteriler lizerinde ise Sulp-
hamethoxazole 25 pg (SXT 25) antibiyotik diskleri kulla-
nilmistir.

Tablo 1. R. calicaris (ALA) aseton 6ziitii inhibisyon zonlar1 (mm)

inhibisyon zonlar1 (mm)
Bakteriler

ALA 0.18 mg ALA 0.36 mg ALA 0.72 mg CIP5 pg SXT 25 pg
E. faecalis ATCC 29212 11.6%0.6 12.6+0.6 13.3+0.6 D 24.6+0.6
S. aureus ATCC 25923 1240 13+0 13.6+£0.6 D 25.3+1
P, aeruginosa CECT 4122 | - - 32.8+0.6 D
E. coli ATCC 25922 - - 2540.6 D

(-): Inhibisyon yok, D: Denenmedi.
Tablo 2. R. calicaris (MUD) aseton 6ziitii inhibisyon zonlari (mm)
. inhibisyon zonlar1 (mm)
Bakteriler
MUD 0.18 mg MUD 0.36 mg MUD 0.72 mg CIP5 pg SXT 25 pg

E. faecalis ATCC 29212 11.3+1 12+1.7 13+1 D 25+1
S. aureus ATCC 25923 11+1 12.3£0.6 13+0 D 25.3£0.6
P. aeruginosa CECT 4122 - - 33+0.6 D
E. coli ATCC 25922 - 2540.6 D

(-): Inhibisyon yok, D: Denenmedi.
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R. calicaris (ALA) ve R. calicaris (MUD) aseton 0ziit-
lerinin uygulanan dozlar1 Gram negatif P. aeruginosa ve
E. coli Uizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmazken
Gram pozitif E. faecalis ve S. aureus tizerinde belirli biiytik-
liiklerde inhibisyon zonlar1 olusturarak antibakteriyel akti-
vite gostermistir.

R. calicaris (ALA) ve R. calicaris (MUD) orneklerinin
her ikisinin de aseton Oziitlerinin uygulanan dozundaki ar-
tiga paralel olarak Gram pozitif E. faecalis ve S. aureus lize-
rinde antibakteriyel aktivitede artis gosterdigi tespit edilmis-
tir.

Deneyde arastirilan bakterilerden kullanilan liken 6ziit-
lerine karst en duyarli olan S. aureus olmustur. Gram nega-
tif bakterilerin ikisine kars1 da herhangi bir antibakteriyel et-
kinlik tespit edilemezken Gram pozitif bakterilerin ikisine
kars1 da antibakteriyel etkinlik gézlemlenmesi liken 6ziitle-
rinin etkinliginin bakteri hiicre duvariin 6zelliklerine gore
degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Test edilen liken 6ziitlerinin hi¢bir dozaji mukayese an-
tibiyotiginden daha yiiksek bir antibakteriyel etkinlik gos-
termemistir.

3.2. Antioksidan Aktivite

R. calicaris (ALA) aseton Oziitlinlin antioksidan aktivi-
tesi CUPRAC yontemiyle belirlenmistir. Kontrol grubu ola-
rak CUPRAC reaktifine sadece aseton eklenmistir. Referans
antioksidan olarak troloks kullanilmigtir. Troloks kalibras-
yon grafigi hazirlanmis, grafikte belirtilen troloks miktarla-
rinin antioksidan etkinligi incelenerek, troloksun miktarina
bagh etkinligiyle liken 6ziitiinlin etkinligi orantilanmuistir.
Absorbans ve molar derigim grafiginin egiminden molar ab-
sorplama katsayist bulunmus, bulunan bu deger troloksun
molar absorplama katsayisina bdliinerek troloks esdegeri
antioksidan kapasitesi bulunmustur.

R. calicaris (ALA) aseton oziitii icin CUPRAC yonte-
miyle elde edilen sonug; 5.996 = 0.122 pg Troloks esdeger-
leri (TE) /g (kuru agirlik)’ dir. Troloksun 5,996 mikrogra-
minin antioksidan etkinliginin R. calicaris (ALA) aseton
Oziitiinlin 1 graminin antioksidan etkinligine esdeger oldugu
belirlenmistir.

IV. TARTISMA VE SONUC

Likenlerin ilag olarak kullanimlart ilk olarak goriintii-
lerinin benzer oldugu organlardaki hastaliklara iyi gelece-
gine dair bir diislinceyle denenmis, bu denemelerden bazi
timit verici sonuglar elde edilmesiyle de likenler ve igeri-
ginde bulundurdugu kimyasal maddeler bilimsel arastirma-
larin konusu olmustur [1]. R. calicaris’ in ge¢mis yillarda

peruk boyasi olarak ve sar1 — kirmizi1 yiin boyasi olarak kul-
lanildig1 bilinmektedir [15]. Ayrica XX. ylizyilin baslarin-
dan beri Avrupa’da kozmetik alaninda sa¢ pudrasi olarak
kullanilmistir [16]. Bunlarin yan sira; Libya’da Ramalina
farinacea, Usnea plicata ve Pseudevernia furfuracea ile bir-
likte kaynatilarak sc1’ba adi verilen geleneksel bir ilag ola-
rak kullanildigina dair bilgiler bulunmaktadir [17]. Liken
metabolitleri tizerine yapilan aragtirmalar sonucu antimikro-
biyal, antifungal, antikanser, antiviral, antipiretik, anti-inf-
lamatuar, analjezik ve anti-protozoal gibi pek ¢ok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu belirlenen usnik asit metaboliti ilk
kez 1834 yilinda R. calicaris’in de aralarinda bulundugu bir
kag liken tiirinden izole edilmistir [18].

Calismamizda Bolu ilinden toplamis oldugumuz R. ca-
licaris’in aseton Oziitiiniin disk diflizyon yontemiyle Gram
pozitif olan E. faecalis ve S. aureus lizerinde antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu, fakat Gram negatif E. coli ve P. ae-
ruginosa’ya karsi ise antibakteriyel etkisi bulunmadigi so-
nucu ortaya ¢ikmustir. Ayrica antioksidan aktivite arastir-
mas1 CUPRAC yontemiyle yapilmis olup R. calicaris aseton
oziittintin belirli bir diizeyde kromojenik oksidan indirgeme
kapasitesine sahip oldugu, dolayisiyla antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda R. calicaris ase-
ton Oziitliniin test edilen Gram pozitif bakterilere kars1 an-
tibakteriyel etkinlik gosterirken Gram negatif bakterilere
kars1 etkinlik gostermemis olmasi igerisinde bulunan usnik
asit metabolitinin miktarina bagli olabilir. Clinkii ¢esitli ¢a-
lismalar usnik asit miktar1 yiiksek olan liken tiirlerinin daha
yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu gostermistir
[19,20]. R. calicaris aseton 0ziitliniin belirli bir seviyede an-
tioksidan etkinligi bulundugu fakat bu etkinlik seviyesinin
diger bazi liken tiirlerinden daha diistik oldugu belirlenmis-
tir [21]. Bunun sebebi biinyesinde bulundurdugu ve antiok-
sidan etkinligi diger ¢aligmalarla belirlenmis olan Sekikaic
asit [22] ve Usnik asit [23] miktarina bagli olabilir. Ayrica li-
ken biinyesinde bulunan metabolitlerin farkli ¢oziiciiler kar-
sisinda farkli seviyelerde agiga ¢iktigr ve bu durumun da
arastirilan biyolojik aktiviteler iizerinde etkili oldugu diisii-
niilmektedir [24].

Tay ve ark. (2004) yaptiklar1 caligmada R. farinacea nin
aseton Oziitliniin antimikrobiyal etkisini S. aureus (ATCC
6538), E. coli (ATCC 25922) ve P. aeruginosa (ATCC
27853)’nin da igerisinde bulundugu ¢ok sayida bakteri ve
mantar iizerinde denemislerdir. Kirby & Bauer disk difiiz-
yon yontemiyle yapilmis olan deneyin sonucunda, ¢alisma-
mizda da test edilmis olan bakterilerden S. aureus’a karsi
antibakteriyel etkisi oldugunu, E. coli ve P. aeruginosa’ya
kars1 ise antibakteriyel etki bulunmadigini tespit etmislerdir
[25]. Calismamizda da S. aureus’a karsi antibakteriyel etki
elde edilirken, Gram negatif olan E. coli ve P. aeruginosa’ya
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kars1 herhangi bir etkinlik goriilmemesi ¢alisma sonuglari-
nin paralel oldugunu gostermektedir.

Cobanoglu ve ark. (2010) R. farinacea, Platismatia
glauca, Evernia divaricata, Bryoria fuscescens ve Alecto-
ria sarmentosa liken tiirlerinin antibakteriyel etkinliklerini
Gram (-) olan P. aeruginosa, Acinetobacter sp. ve E. coli
ATCC 11666 bakterileri iizerinde test etmislerdir. Coziicii
olarak kloroform ve aseton kullanmislardir. Arastirilan li-
ken tiirlerinin {i¢ bakteri tiirii iizerinde de farkli seviyelerde
etkili oldugu tespit edilmistir. Calismamizda test edilen li-
ken tiiriiyle ayn1 cinse mensup R. farinacea’dan P. aerugi-
nosa’ya karsi aseton 0ziitiinde, E. coli’ye karst ise kloroform
oziitlinde antibakteriyel etki elde etmislerdir [26]. Caligsma-
mizda ise aseton Oziitiiyle bu iki Gram negatif bakteriye
kars1 da antibakteriyel etki goriillememistir. Calismalardan
elde edilen sonuglar arasindaki farklilik ¢oziiclilerin farkli
olmasindan kaynaklaniyor olabilir, ¢iinkii farkli ¢oziiciiler
liken i¢indeki farkli metabolitleri etkin hale getirebilmekte-
dir. Ayn1 zamanda sonuglarin farklilig: tiir bazindaki farkli-
liktan, usnik asit miktarlarinin farkli olmasindan veya dene-
yin uygulanma metodundan ileri geliyor olabilir.

Sesal ve ark. (2016) Ramalina cinsine mensup R. cana-
riensis, R. chondrina, R. fastigiata ve R. fraxinea tiirlerinin
metanol ve kloroform 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesini
2 Gram negatif (P. aeruginosa ve E. coli), 2 Gram pozitif
bakteri (E. faecalis ve S. aureus) ve 1 maya (C. albicans)
tiriine kars1 aragtirmiglardir. Gram negatif bakteri tlirlerine
kars1 sadece R. canariensis ve R. chondrina tiirlerinin klo-
roform &ziitleri etkinlik gostermistir. Ayn1 zamanda bu iki
tiiriin kloroform 6ziitleri E. coli izerinde standart antibiyo-
tikten daha etkili olmustur. E. faecalis lizerinde sadece R.
canariensis ve R. chondrina tiirlerinin metanol 6ziitleri hig-
bir etkinlik gdstermemistir. S. aureus tizerinde 4 liken tiiriine
ait biitiin dziitler belirli diizeylerde antimikrobiyal etkinlik
gostermigtir fakat higbiri standart antibiyotikten daha etkili
cikmamistir [27]. Calismamizda Gram negatif bakterilere
(E. coli, P. aureginosa) karsi inhibe edici bir etki elde edi-
lememis olup, Gram pozitif bakterilere (E. faecalis, S. au-
reus) kars1 ise standart antibiyotikten daha diisiik seviyede
inhibe edici etki gdzlemlenmistir. Ayni cinse ait bu liken tiir-
leri arasindaki antimikrobiyal etkinlik farkliliklar tiirlerin
sahip oldugu sekonder metabolitlerin veya bu metabolitlerin
miktarlarmin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu
farkliliklar ise sicaklik, pH, kuraklik gibi abiyotik etmenler-
den, cografi yayilistan veya kiiresel 1sinma gibi etmenlerin
olusturdugu ¢evresel kosullardan, karbon ve nitrojen kayna-
ginin niteliginden ve hava kirliliginden ileri geliyor olabilir
[28]. Ayn1 zamanda farkli ¢6ziiciilerle hazirlanmis 6ziitlerin
ayni1 bakteri iizerinde farkli etki gosteriyor olmasi ¢oziiciile-
rin bazi sekonder metabolitleri daha etkin ortaya ¢ikartyor
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olabilecegine isaret etmektedir. Bu durumda R. calicaris ti-
riniin farkli ¢oziicliler kullanilarak elde edilecek Oziitiiniin
Gram negatif bakteriler iizerinde de etkili olabilecegi veya
Gram pozitif bakterilere kars1 daha yiiksek antibakteriyel
etki gosterebilecegi diisiiniilebilir.

Zmzevi¢ ve ark. (2017) Ramalina capitata ‘nin aseton
Oziitiiniin antibakteriyel aktivitesini iki Gram pozitif ve {i¢
Gram negatif bakteriye karsi disk difiizyon yontemini kul-
lanarak test etmislerdir. Test edilen Gram pozitif bakteri-
ler; Bacillus spizizenii ve S. aureus, Gram negatif bakteriler
ise; E. coli, P. aeruginosa ve Salmonella abony’dir. Analiz-
ler sonucu bu liken tiirline ait aseton 6ziitiiniin Gram pozi-
tif bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyel etkinligi oldugu,
Gram negatif bakterilere kars1 ise etkinligi olmadig1 belir-
lenmistir. Test edilen standart antibiyotigin liken 6zitiine ki-
yasla daha yiiksek bir etkinligi oldugu belirlenmistir [21].
Calismamizda da P. aeruginosa ve E. coli’ye karsi etkin-
lik olusmamis ve standart antibiyotik daha etkili ¢ikmustir.
Elde edilen sonuglar iki ¢aligmanin paralel oldugunu ve bu
iki tiiriin benzer 6zellikte oldugunu goéstermektedir. Zrnze-
vi¢ ve ark. (2017) aym calismada R. capitata ‘nin aseton
Oziitiiniin antioksidan aktivitesini de CUPRAC ydntemiyle
test etmislerdir. Konsantrasyonu 15 mg/mL olan metanolde
¢Oziinmis Oziitlin toplam antioksidan kapasitesini troloks
esdegeri cinsinden 6.1176 + 0.2964 pg Troloks esdegerleri
(TE) /mg (kuru agirlik) bulmuslardir. Calismamizda ise kon-
santrasyonu 9 mg/mL olan R. calicaris (ALA) aseton 0ziitli
i¢in elde edilen sonug; 5.996 = 0.122 ug Troloks esdegerleri
(TE) /g (kuru agirlik)’ dir. Tki ¢aligma arasindaki antioksi-
dan etkinlik farkinin tiir farkliligindan kaynaklanacag: gibi,
oziitlerin konsantrasyon farkindan da kaynaklaniyor olabi-
lecegi diisiiniilebilir. Ayn1 makalede arastirmacilar kendi ca-
lismalarim1 Zlatanovi¢ ve ark. (2017) tarafindan yapilmis
giincel bir ¢aligmayla karsilagtirmislardir. Bu ¢alismada Um-
bilicaria crustulosa likeninin aseton oziitlinlin troloks esde-
geri cinsinden tam antioksidan kapasitesi 19.7641 £+ 0.0166
pg TE / mg bulunmustur [29]. Arastirmacilar bu tiiriin kendi
calismis olduklar1 R. capitata drneginden daha etkili oldu-
gunu belirtmislerdir, nitekim bizim ¢aligmamizda test ettigi-
miz tiirden de daha etkilidir. Bu durum kullanilan ¢oziicii ve
yontemin ayni olmastyla tiir bazindaki antioksidan etkinlik
farkliligimi ortaya koymaktadir.

Sundararaj ve ark. (2015) Ramalina nervulosa likeninin
petrol eteri, su ve etanol ¢oziiciileriyle elde edilmis dziitle-
rinin antioksidan 6zelliklerini arastirmiglardir. Antioksidan
aktiviteyi belirleyebilmek i¢in DPPH, FRAP ve CUPRAC
yontemini kullanmuglardir. Oziitlerin 100 pg/mL konsantras-
yonda bakir iyonunun (Cu?*) indirgeme 6l¢iimlerinden eta-
nol, petroleum eter ve su Oziitleri icin sirasiyla % 62.49, %
33.4 ve % 44.49 sonuglarini elde etmislerdir. Ayni calismada
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Oziitiin konsantrasyonu arttik¢a indirgeme giiciiniin de art-
t181 belirlenmistir [30]. Bu sonuglara gore, 6ziit elde etmede
kullanilan ¢6ziiciiniin antioksidan etkinlik tizerinde biiytlik
farkliliklara neden oldugu goriilmektedir. Coziicli olarak bu
calismada etkili ¢ikmis olan etanol kullanilarak ve 6ziit kon-
santrasyonu arttirtlarak R. calicaris dziitlinden de daha yiik-
sek bir antioksidan etkinlik elde edilebilecegi diiiiniilebilir.

Ramalina fastigiata ve R. farinacea nin da bulundugu 6
liken tiiriiniin aseton ve metanol 6ziitlerinin toplam fenol ve
antioksidan kapasiteleri Oran ve ark. (2012) tarafindan arag-
tirllnustir. Olgiimler sonucunda en yiiksek antioksidan ak-
tivite degeri R. fastigiata'min metanol Oziitiinde ¢ikmustir.
R. fastigiata nin metanol 6ziitiiniin antioksidan aktivite de-
geri 154.3+0.2 mg troloks/10 g 6rnek iken R. farinacea’nin
metanol Oziitiiniin antioksidan aktivite degeri 31.7+0.5 mg
troloks/10 g 6rnek bulunmustur. Ayni liken tiirlerinin ase-
ton Oziitlerinin antioksidan aktivite degerleri ise sirasiyla;
123.9+0.3 mg troloks/10 g 6rnek ve 11.1+£0.9 mg troloks/10
g ornek bulunmustur. Calismamizda ise R. calicaris aseton
Oziitli igin bu deger 5.996 + 0.122 g Troloks esdegerleri (TE)
/g ornek olarak bulunmustur. Sonuglar karsilastirilmak tizere
orantilandiginda en yiiksek etkinligi gostermis olan R. fastigi-
ata min metanol 6ziitii de aseton 0ziitii de bizim 6ziitiimiizden
daha etkili ¢ikmustir. Ayni cinse mensup R. farinacea’nin da
metanol 0ziitli ve aseton 0ziitii bizim 6ziitlimiizden daha et-
kili ¢ikmustir. Bu durum tiir bazindaki farkliliklarin ve ¢6ziicii
farkliliklarinin antioksidan aktivite tizerindeki etkisi olarak
yorumlanabilir. Aynt liken tiirii izerindeki ¢6ziicli degisimin-
den kaynaklanan antioksidan aktivite degeri farklilig1 arastiri-
cilar tarafindan likenlerin irettigi sekonder metabolitler farkls
kimyasal yapilarda oldugu igin organik ¢oziiciilerdeki davra-
niglart da degisiklik gostermektedir seklinde yorumlanmistir
[31]. Ornek verilen calismadan elde edilen sonuclardan hare-
ketle arastirmig oldugumuz R. calicaris tiiriiniin de metanol
¢oziiclisiinde daha yiiksek bir antioksidan aktivite gosterebi-
lecegi diistiniilebilir.

Cok sayida arastirma, liken 6rneklerinin yagam alanindaki
iklim, toplandig1 rakim, uygulandig1 konsantrasyon, 6ziitiiniin
elde edildigi ¢oziicii gibi ¢cok sayida degiskenin likenin anti-
bakteriyel ve antioksidan etkinligi iizerinde etkili olabilece-
gini ortaya ¢ikarmis olup bu kosullarin optimal oldugu du-
rumlarda en yiiksek etkinin elde edilebilecegi diisiiniilebilir.

Literatiir incelendiginde bir¢ok liken tiiriiniin biyolojik
aktiviteleriyle ilgili caligmalar bulundugu, ancak R. calicaris
tiirli tizerinde cinsin diger tiirleri kadar aragtirmaya rastlanil-
madig1 i¢in ¢alismamiz bu tiiriin antibakteriyel ve antioksi-
dan ozellikleri ile ilgili yeni veriler saglamaktadir. Aragtirma-
miz sonucunda R. calicaris’in aseton Oziitlerinin S. aureus ve
E. faecalis Gram pozitif bakterileri iizerinde antibakteriyel
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etkinlige sahip oldugu ve ayni zamanda Cu(Il)-neokuproin
(Nc) reaktifini Cu (I)-Nc kelatina indirgeme 6zelligi goster-
mesi nedeniyle antioksidan etkinlige sahip oldugu belirlen-
mistir. Caligma sonuglari, bu liken tiiriiniin potansiyel bir
antibakteriyel ve antioksidan olarak kullanimimin miimkiin
oldugunu gostermektedir. Karsilastirma yaptigimiz benzer
¢alismalarin sonuglart; bu liken tiiriinden elde edilmis olan
antibakteriyel ve antioksidan etkinlik degerlerinin daha ileri
caligmalarla arttirllmasinin miimkiin olduguna isaret etmekte-
dir. Ulkemizde dogal yetisen bir tiir olarak bu liken iizerinde
yapilabilecek daha kapsamli kimyasal ¢alismalar sayesinde,
ilag sektoriinde kullanilabilecek bir kaynak olma potansiye-
linin degerlendirilmesi gereklidir. Bu ve benzeri ¢aligmalar-
dan elde edilen veriler, hem yaygin bir sorun haline gelmeye
baglayan antibiyotiklere direngli mikroorganizmalara karsi
miicadelede hem de dogala yonelim sonucu daha ¢ok tercih
edilmeye baslamis olan dogal antioksidan ilaglarin elde edil-
mesinde likenlerden yararlanilmasina katki saglayacaktir.
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