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Oz

En eski karasal bitkiler olan briyofitler, biyoaktif bilesikleri ve terapotik potansiyelleri agisindan tohumlu
bitkilere gore nispeten daha az incelenmislerdir. Bu calismada, akrokarp karayosunlarmmdan Mnium
hornum Hedw. ve Mnium lycopodioides Schwagr tiirlerinin biyoaktif bilesikleri (toplam fenolik ve
flavonoid igerigi, askorbik asit igerigi, karotenoid igerigi, nitrik oksit siipiirme ve deoksiriboz bozunma
aktivitesi) ve antioksidan kapasiteleri (ferrik indirgeyici/antioksidan gii¢) arastirilmigtir.  Arastirma
sonucunda, 6nemli miktarda toplam flavonoid ve fenolik icerdigi belirlenen tiirler, potansiyel antioksidan
ajanlar olarak 6ngorilmistiir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Briyofit, Kimyasal analiz, Mnium

Bioactive Compounds and Antioxidant Capacities of Mnium hornum and Mnium
lycopodioides

Abstract

Bryophytes, the oldest terrestrial plants, have been studied less than seed plants in terms of their bioactive
compounds and therapeutic potential. In this study, the bioactive compounds (total phenolic and flavonoid
content, ascorbic acid content, carotenoid content, nitric oxide scavenging and deoxyribose degradation
activity) and antioxidant capacities (ferric reducing/antioxidant power) of acrocarp mosses Mnium
hornum Hedw. and Mnium lycopodioides Schwigr. were investigated. As a result of the study, the species
determined to contain significant amounts of total flavonoids and phenolics were predicted to be potential
antioxidant agents.
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1. Giris

Briyofitler karasal bitkilerin en eski grubudur ve
cesitlilik agisindan kapali tohumlulardan sonra
ikinci sirada yer alirlar (Asakawa ve ark., 2013).
Morfolojik olarak daha az karmasik olan bu
organizmalar, neredeyse her yerde bulunur ve
nemli yerlerde hasir olusturarak koloniler halinde
biiylirler. Yasamlari boyunca biyotik stres de dahil
olmak iizere olumsuz iklim kosullarina maruz
kalmalarina ragmen hayatta kalabilmektedirler.
(Whitehead ve ark., 2018). Bu etkilesimler, hayatta
kalma stratejisi olarak cesitli ikincil metabolitlerin
iiretiminde/evriminde ayrilmaz bir rol oynamis
olmalidir (Chen ve ark., 2018; Alatas ve Ursavas,
2019).

Briyofit biyokimyasi ile ilgili yapilan galigmalarda,
bu bitkilerin yapilarinda; ¢esitli terpenoidler,
flavonoidler, fenolik tiirevler, asetojeninler,
vitaminler, lipidler, bazi azot igeren aromatik
bilesikler ve alkaloidlerin varligina dair raporlar
bulunmaktadir (Elibol ve ark., 1998; Marko ve
ark., 2001; Asakawa ve ark., 2013; Coteli ve ark.,
2017; Martinez-Abaigar ve Nufiez-Olivera, 2021,
Marques ve ark., 2021; Demirbag ve ark., 2022;
Cakir Sahilli ve Alatas, 2024). Briyofitlerde,
yiiksek oranda bulunan doymamis yag asitleri
insan viicudunda antioksidan olarak Oonemli rol
oynayabilir (Ichikawa ve ark., 1983; Tedone ve
ark., 2011). Dahasi, karayosunlarinin antioksidan
kapasitesinin bazi yiiksek bitkilerden daha fazla
oldugu bilinmektedir (Tiirker ve Unal, 2020).

Diinya genelinde, 6zellikle gelismis iilkelerde ve
Tiirkiye'de antioksidan degeri yiiksek bitkilere
giderek artan ilgiden (Okan ve ark., 2019) yola
cikarak yaptigimiz bu c¢alismada, akrokarp
karayosunlarindan Mnium hornum Hedw. ve
Mnium lycopodioides Schwigr. tiirlerinin biyoaktif
bilesikleri ve antioksidan  potansiyelleri
arastirilmigtir.

2. Materyaller ve Metodlar
2.1. Bitki materyali ve ekstraksiyon iglemi

Aragtirma  materyalleri, Henderson  (1961)
kareleme sistemine gore Tirkiye’de A4-A5
kareleri icerisinde bulunan Karcal Daglan

2004) bu tiirlerden; M. hornum nemli kaya ve
toprak (2 ve 3. lokalite), M. lycopodioides ise
toprak (1. lokalite) tizerinden alinmgtir (Tablo 1).

Ekstraksiyon islemi i¢in iyice yikanan ornekler,
kurutulup ve ince toz haline getirilmistir. Her bir
ornek (1 g) havan ve havaneli kullanilarak %95
metanol ile homojenize edilmis ve 48 saat boyunca
orbital calkalayicida tutulmustur. Daha sonra, her
bir ekstrakt 10000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Bu islemi takiben her bir Ornegin
stipernatant1 toplanmig ve daha sonra kullanilmak
tizere 4 °C'de saklanmustir.

2.2. Toplam fenolik igerik

Toplam fenolik igerik (TPC) Vats (2016)
tarafindan tarif edildigi sekilde degerlendirilmistir.
Metanolik ekstrakt (0,125 ml) ayni miktarda Folin-
Ciocalteu reaktifi ile karigtirllmigtir. Daha sonra
sodyum karbonat (%7) eklenmis ve reaksiyon
karigimi distile su ile seyreltilmistir. Test tiipleri
daha sonra 90 dakika inkiibe edilmis ve absorbans
760 nm'de kaydedilmistir. Sonu¢, mg Gallik asit
esdegeri GAE/g numunenin kuru agirligi olarak
ifade edilmistir.

2.3. Toplam flavonoid igerigi

Toplam flavonoid igerigi (TFC) aliiminyum kloriir
yontemine gore belirlenmistir (Vats 2016). Bitki
ekstraktina sirayla etanol (%95), aliiminyum kloriir
(%10), potasyum asetat (1 M) ve damitilmig su
eklenmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmis ve 415 nm'de absorbans
alimmistir. Sonug, Quercetin esdegerleri olarak mg
QE/g numunenin kuru agirhigr cinsinden ifade
edilmistir.

2.4. Askorbik asit icerigi

Kurutulmus ve ince toz haline getirilmis 6rnekler
10 ml ekstraksiyon ¢ozeltisinde (1,39 N asetik asit
icinde %3 metafosforik asit) 5 dakika boyunca
maserasyona tabi tutulmustur. Daha sonra,
cozeltiler santrifiijlenmis ve her bir tiipteki
siipernatantlar, belirgin bir pembe renk 5
dakikadan daha uzun siire devam edene kadar
indofenol ¢ozeltisine karst ayri ayri titre edilmis ve
kor ile karsilagtirnilmistir. Askorbik asit igerigi

(Artvin)’ndan toplanmigtir. Genellikle nemli ve  AOAC yonteminde tarif edildigi  sekilde
g06lgeli ormanlik alanlarda yayilis gésteren (Smith,  hesaplanmistir (AOAC, 1990).
Tablo 1. Lokalite Bilgileri
Lokalite | Viikseklik | 1) 5 GPS Kaydi Lokalite
No (m)

1 846 27.05.2022 | (37T) 0735981D, 4569823K | Bakirkdy

2 1750 29.05.2022 | (37T) 0745812D, 4579477K | Balc1 Koyt Girisi

3 1550 29.05.2022 | (37T) 0744667D, 4579143K | Cermik Balc1 Yaylas1 Arasi




Cakir Salihli M. Alatag M. 2024. Anatolian Bryol.......

2.5. Karotenoid icerigi

Metanolik bitki ekstrakti bir ayirma hunisinde
petrol ile karistirtlmistir. Eter tabakasi toplandi ve
vakumda buharlastirildi. Kalint1 etanolde ¢oziildii
ve % 60 sulu KOH ile karigtirildi ve bir gece
bekletildi. Ayrica, esit miktarda su ilave edildi ve
petrol eteri ile iki kez bolindii. Faz toplandi ve
buharlastirildi. Kalinti 450 nm'de
spektrofotometrik tahmin i¢in etanol iginde
¢oziildii. Karotenoid igerigi de De Carvalho ve ark.
(2012) tarafindan 6nerildigi sekilde hesaplanmstir.

2.6. Ferrik indirgeyici/antioksidan gii¢ deneyi

Ferrik indirgeyici/antioksidan giic (FRAP) testi
Vats ve Guptanmin (2017) yontemine gore
gergeklestirilmigtir.  Frap reaktifi 20 ml asetat
tamponu (300 mM; pH3.6), 2,5 ml TPTZ (40 mM
HCl iginde 10 mM 2, 4, 6-tripiridilstriazin) ve 2,5
ml  FeClz.6H,O karnstirilarak  hazirlanmustir.
Ayrica, 50 pl ekstrakt 1,5 ml FRAP reaktifi ile
karistirildi. Absorbans 5 dakika sonra 593 nm'de
Olciildii. Kalibrasyon icin bilinen Fe (II)
konsantrasyonunun sulu ¢ozeltisi kullanilmistir.

2.7. Nitrik oksit siipiirme deneyi

Nitrik oksit temizleme deneyi (NOSA) Badami ve
ark. (2003) tarafindan  Onerildigi  sekilde
belirlenmistir. Sodyum nitroprussid (10 mM) 0,5
ml fosfat tampon salin (1 M; pH 7,4) iginde 0,5 ml
ekstrakt ile karistirilmigtir. Karigim 25 C'de 150
dakika boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon
karisimina (0,5 ml) siilfanilik asit reaktifi (1 ml) ve
ardindan %0,1 naftiletilendiamindihidrokloriir (1
ml) eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Absorbans 540 nm'de Olgiilmiistiir.
Nitrik oksit radikal siiplirme aktivitesi hesaplanmig
ve IC50 (pg/ml) olarak ifade edilmistir.

2.8. Deoksiriboz bozunma aktivitesi

Deoksiriboz ~ pargalanma  aktivitesi  (DDA)
Halliwell ve ark. (1987) tarafindan Onerilen
yontemle belirlenmistir. 100 pL 2-deoksi-2-riboz
(28 mM), 200 ul EDTA (1,04 mM) ve FeCls (200
uM) ¢ozeltisi (1:1 v/v) ve 100 ul H2O2 (1 mM) ve
100 pl askorbik asit (1 mM), test numunesinin
cesitli  konsantrasyonlarinin  potasyum  fosfat
tamponundaki (50 mM; pH=7,4) 500 pL ¢6zeltisi
ile karigtirllmigtir. Reaksiyon karigtmi 1 saat
boyunca 37 °C'de tutulmustur. Ayrica, 1 ml TBA
(%1) ve 1 ml TCA (%2,8) test tiiplerine eklenmis
ve 20 dakika boyunca 100 °C'de inkiibe edilmistir.
Son olarak absorbans, deoksiriboz ve tampon

iceren bir kore karst 532 nm'de Olglilmiistiir.
Sonuglar IC50 (pg/ml) olarak ifade edilmistir.

3. Sonuglar ve Tartisma

3.1. TPCve TFC

Fenolik  bilesiklerin  antioksidan  potansiyeli
norodejeneratif, peptik iilser, diyabet, inflamasyon,
kanser, kardiyak bozukluklar ve yaglanma gibi ¢cok
cesitli  hastaliklara karsti iyi  bir sekilde
aragtirtlmistir. Fenoliklerin insan saglig1 iizerindeki
cesitli etkileri temel olarak serbest radikalleri
temizleme, redoks aktif metal iyonlarimi selatlama,
gen ckspresyonunu diizenleme ve sinyal iletim

yollarim modiile etme yeteneklerine
baglanmaktadir (Soobrattee ve ark., 2005).
Calismamizda, TPC degerleri birbirine yakin

bulunmustur ~12 mg GAE/g KA (Tablo 2). TFC
orneklerde 0,56ve 0,88 mg QE/g KA olarak
bulunmustur (Tablo 2). Chobot ve ark. (2006) D.
scoparium Hedw. 'da oldukga diisik bir TPC
seviyesi (%3,8) bildirmistir. Bryum capillare
Hedw.’de TPC 23,26 mg/g olarak bulunmustur
(Onbasli  ve Yuvali 2021). Bazi raporlar
karayosunlarinda mevcut caligmaya kiyasla daha
yiikksek (Wang ve ark., 2017) ve digerleri daha
diisiik TFC (Karim ve ark., 2014) bildirilmistir.

3.2. Askorbik asit ve karotenoid igerikleri
Askorbik asit igerigi M. hornum 'da (21 pg/g), M.
lycopodioides 'da (19 pg/g) gozlenmistir (Tablo 2).
B. capillare'de 1.87 pg/ml askorbik asit
bildirmistir. B. moravicum Podp. ‘da ise askorbik
asit icerigi mg ekstrakt basma 84,56 pg olarak
degerlendirilmistir (Pejin ve ark., 2013). Askorbik
asit temel bir vitamindir ve bu nedenle digaridan
takviyesi kaginilmaz hale gelir. Ayni zamanda
birgok enzim i¢in kofaktor gorevi goriir ve kolajen
sentezinde, karacigerdeki detoksifikasyon
siirecinde 6nemli bir rol oynar ve bagisiklik
sistemini tetikler. Serbest radikalleri notralize
etmede etkilidir ve E vitaminini yeniden {iretir,
boylece singlet (tekli) oksijen ve peroksil
radikalini temizler (Percival, 1998). Dahasi,
askorbik asit diferansiyel gen ifadesini etkileyerek
DNA ve proteinlerin oksidasyon aracili hasarini
onlemeye yardimei olur (Granger ve Eck,, 2018).
COVID-19'un yo6netiminde C vitamininin olasi
kullanim1 da bildirilmistir (Quiles ve ark., 2020).
Karotenoid igerigi M. hornum 'da 5.12 M.
lycopodioides 'de 4.96 pug/g KA olarak
bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. M. hornum, M. lycopodioides tiirlerindeki ¢esitli fitometabolitlerin miktarlart (a TPC ve TFC degerleri mg/g = SD
cinsinden ortalama deger, b Askorbik asit ve karotenoid igerigi degerleri ise ortalama deger pg/g + SD olarak verilmistir).

Briyofitler TCP? TFC? Askorbik asit? Karotenoid®
M. hornum 11,82+ 0,26 0,88+0,05 21+0,54 5,1240,07
M. lycopodioides 11,46+ 0,21 0,56+0,05 194+0,32 4,96+0,05
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Fontinalis  antipyretica  Hedw.  bitkisinde
karotenoid igerigi 2,2 mg/g olarak bulunmustur
(Cruz De Carvalho ve ark., 2019). Karotenoidlerin
A vitamininden daha iyi antioksidanlar oldugu
bildirilmistir.  Kardiyovaskiiler ~ve noérolojik
bozukluklar, kanser ve gozle ilgili bozukluklar gibi
hastaliklarin  6nlenmesinde olduk¢a etkilidirler
(Rao ve Rao, 2007). Tekli oksijenin en etkili
temizleyicilerinden biri olan karotenoidler, DNA,
protein ve lipitleri reaktif oksijen tiirlerinin
olumsuz etkilerinden korur (Edge ve ark., 1997;
Vats ve Gupta, 2017).

3.3. Antioksidan testleri

NOSA M. hornum 'da (IC50: 768 pg/ml) ve M.
lycopodioides 'de (IC50: 735 ug/ml; Tablo 3)
gozlenmistir. NOSA'da nitrit iyonlari nitrik oksitin
oksijen ile reaksiyonu sonucu olusur (Badami ve
ark. 2003). NO onemli bir sinyal molekiiliidiir,
ancak asir1 liretimi inflamasyon ve kanser gibi
hastaliklarin olusumunda rol oynar (Ricciardolo ve
ark., 2004). Ayrica, NO'nun siiperoksit anyonu ile
reaksiyonu peroksinitrit iiretir ve bu da doku

sistemleri iizerinde kotii etkiye sahiptir (Halliwell,
1997).

FRAP degeri M. hornum 'da 946 upM, M.
lycopodioides’ de 954 pM olarak gozlenmis
Olmas1 tiirlerin gii¢lii bir antioksidan aktivite
sergilediklerini gostermektedir (Tablo 3). Manoj
ve Murugan (2012) Psychotria beddomei Deb &
M.G.Gangop. ekstraktinin FRAP degerini 496,8 +
0,26 umol FeSO4/g kuru agirhik olarak
bildirmistir. = FRAP  degerleri,  ekstrakttaki
biyoaktiflerin ferrik iyonlar1 etkili bir sekilde
azalttigin1 ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, bu
bilesikler serbest radikallerin kararli driinlere
donistiiriilmesine  yardimci1  olacak ve aym
zamanda serbest radikaller tarafindan baglatilan
zincirleme reaksiyonlar1 engelleyecek potansiyel
antioksidanlar olarak hizmet edebilir (Mitra,
2020).

DDA antioksidan potansiyel M. hornum 'da ve M.
lycopodioides’ de sirasiyla (IC50: 805 ve 758

pg/ml) tespit edilmisticr (Tablo 3). Hidroksil
radikalleri belirli proteinlerdeki disiilfit baglarini
azaltarak genel yapilarini olumsuz yonde etkiler.
Bu durum kanser, ndrolojik hastaliklar gibi gesitli
hastaliklarin patojenitesini etkiler (Lipinski, 2011).
Askorbik asidin hidroksil radikallerini inhibe ettigi
bildirilmistir (Noda ve ark., 1997).

Mevcut  arastirmada  kullanmilan  metanolik
ekstraktin flavonoidler, askorbat, pigmentler ve
fenolik asitler gibi diisik molekiill agirlikli
antioksidanlar ig¢erdigi bilinmektedir (Vats, 2016).
Bu diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar serbest
radikallerin potansiyel temizleyicileridir, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olumsuz etkisini notralize
eder ve dolayli olarak metalleri selatlayarak
oksidatif  stresi  Onler.  Ayrica, enzimatik
antioksidanlarin aksine, kii¢iik boyutlu olan diigiikk
molekiil agirlikli  antioksidanlar, hedeflerinin
yakininda olmak i¢in hiicre zarindan gegebilir.
Flavonoidlerin  antioksidan potansiyeli temel
olarak serbest radikalleri stabilize etmeye yardimci
olan aromatik hidroksil grubu ve C-H bagmdan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, flavonoidler gecis
metal iyonlarini selatlayabilir ve lipoksigenaz
reaksiyonunun ilerlemesini engelleyebilir (Ross ve
Kasum, 2002). Karotenoidler bir dizi konjuge ¢ift
baga sahip bir polien omurgasina sahiptir. Bu
karakteristik Ozellik, tekli molekiiler oksijen ve
peroksil radikallerini temizlemede yardimci olan
antioksidan potansiyeli kazandirir (Young ve
Lowe, 2018). Askorbik asit, lipid radikaline bir
elektron bagislayarak hidrojen peroksit kaynakli
lipid peroksidasyonunu Onler. Ayrica, hiicre
membranlarinda E vitamininin yenilenmesine
yardimer olur ve oksidan kaynakli sitotoksisiteyi
onler (Yen ve ark., 2002).

Sonug olarak, bu ¢alismadaki Mnium hornum ve
Mnium lycopodioides ekstraktlar1 antioksidan ajan
olarak onemli bir potansiyel gostermistir. Elde
edilen sonuglar, ozellikle ilag, kozmetik ve gida
endiistrilerinde kullanilabilecek biyoaktif
bilesiklerin daha fazla arastirllmasi gerektigini
vurgulamaktadir.

Tablo 3. M. hornum, M. lycopodioides tiirlerinin antioksidan potansiyelleri (Degerler ortalama + SD
olarak verilmistir).

Briyofitler NOSA (ug/ml) | DDA (ng/ml) | FRAP (uM)
M. hornum 768+6,01 805+4,00 946+10,26
M. lycopodioides 735+5,12 758+2,00 954+12.41
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