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Kimya Anabilim Dah

Danisman: Dog. Dr. Mustafa CALAPOGLU

Bu calismada, Pseudevernia furfuracea (L) Zopf likeninin methanol ve su
oziitlerinin in vitro antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri arastirildi.

1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikal siiptiriim, Cu(Il) iyon
indirgeme (CUPRAC), metal selatlama ve fosfomolibdenyum testlerinde,
metanol Oziitlerinin su oOziitlerine oranla daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi. Su 6ziitii FRAP testinde en ytlksek aktivite sergiledi (105.97 mg
troloks esdeger (TEs)/g oziit).

Her iki 0ziit de kolinesterazlar lizerine zayif inhibisyon aktivite gosterdi. Su
ozuti en yiiksek trozinaz inhibisyon aktivite sergiledi (7.46 mg kojik asit
esdeger (KAEs)/g oziit). Metanol 6ziitliiniin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri
tizerine inhibisyon aktiviteleri sirasiyla; 3.46 ve 2.52 mmol akarboz esdeger
(ACEs)/g oziit olarak tespit edildi.

Metanol 6ziitiiniin hem fenolik hem de flavonoit bilesik acisindan zengin oldugu
gorildi. Ayn1 zamanda, metanol 6ziitiinde kayda deger miktarda hesperidin ve
kamferol belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Pseudevernia furfuracea, antioksidan aktivite, DPPH,
CUPRAC, FRAP, fenolik bilesik, HPLC, hesperidin, kamferol

2015, 47 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

A PHYTOCHEMICAL STUDY ON LICHEN PSEUDEVERNIA FURFURACEA

Cigdem OCAL

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa CALAPOGLU

The in vitro antioxidant and enzyme inhibitory activities of methanol and water
extracts of Pseudevernia furfuracea (L) Zopf were evaluated.

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging, cupric ion
reducing (CUPRAC), metal chelating and phosphomolybdenum assays identified
the methanol extract as superiority to the water extract. The water extract had
the highest ferric reducing antioxidant power (FRAP) activity (105.97 mg trolox
equivalents/g extract).

The extracts showed weak inhibitory activity on cholinesterases. The water
extract exhibited the highest tyrosinase inhibitory activity (7.46 mg kojic acid
equivalent/g extract). The inhibitory activities of the methanol extract on a-
amylase and a-glucosidase were 3.46 and 2.52 mmol acarbose equivalent/g
extract respectively.

The methanol extract was rich in both phenolic and flavonoid compounds. The
methanol extract also contained considerable amounts of kaempferol and
hesperidin.

Keywords: Pseudevernia furfuracea, antioxidant activity, DPPH, CUPRAC, FRAP,
HPLC,, phenolics, HPLC, hesperidin, kamferol

2016, 7 pages
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1. GIRIS

Guntimiuzde dogal kaynakl bilesiklere verilen 6nem giin gectikce artmaktadir.
Bu dogal kaynakl bilesiklerin bir kismi ise bitkiler tarafindan sentezlenen
molekiillerdir. Bu molekiiller mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest
radikallere karsi koruyucu olarak rol oynarlar. Bu sebeple de ikincil bitki
driinleri veya fitokimyasal bitkiler olarak adlandirilir. (Comert, 2012). Halk
arasinda yillardan beri bitkiler tedavi amagh kullanilmaktadir. Baz1 bitkiler
antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, antitiimoér gibi etkilerinin oldugu bilinir.
Bu bitkiler de tibbi bitkiler olarak adlandirilir. Son yillarda yapay (sentetik)
kokenli ilaglarin yan etkilerinin daha fazla olmasi sebebiyle tibbi bitkilere 6nem
daha da artmistir. (Nakipoglu ve Otan, 1992). Giliniimiizde bitkilerden elde
edilen ve ila¢ olarak kullanilan bazi ikincil metabolitler vardir. Bunlardan; ;
Taksol 1967 yilinda porsuk agacindan elde edilmistir ve gogus, akciger kanseri
tedavilerinde kullanilmaktadir. S6giit agaci kabuklarindan bir glikozit olarak
elde edilen salisin; asetilsalisilik asit olarak sentezlenmistir. (Rinsema, 1999).
Asetilsalisilik asit ise glniimiizde aspirin icerisinde bulunmaktadir ve
romatizma ve Kkalp hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktadir. Gilintimiizde
medikal olarak agr1 kesici olarak kullanilan morfin hashastan elde edilmistir.

(Sertiirner, 1805; Yavasoglu, 2012).

Bir bitkinin ilaca doniismesinden o©nce {lizerinde biyolojik c¢alismalar
yapilmaktadir ve daha sonrasinda iyilestirici etkene sahip olan saf bilesen elde
edilmeye c¢alisilir. Bu zaman stirecinde biyolojik olarak ilk 6nce nitel tayin
yontemleri uygulanir. Bu tayinler 6zellikle hizli tayinler olarak belirlenir. Ciinkii
cok sayida numuneye uygulamamiz gerekmektedir. Sonraki analizlerin birinci
amaci ise ¢ok sayida klinik denemede kullanilabilecek model sistemler ve 6ncii
bilesikler bulmaktir. Yapilan bu analizlerde numune miktar1 ¢ok azdir, maliyeti
yuksektir, oldukca hassastir ve zorlu analizlerdir. Bu sebepledir ki tek bir
bileseni elde etmek dahi haftalar hatta aylar strebilir. (Rahman vd. 1999;
Yavasoglu, 2012).

Bitkilerle tedavi ¢cok eski tarihlere dayanir. Yunan tipcilar yazdiklar1 kitapta

400’e yakin bitkisel ilagtan bahsetmislerdir. Bizans déneminde ise 'ilaglar

1



Bilgisi' kitab1 yazilmistir. Bu kitapta tibbi bitkiler hakkinda bilgilere yer
verilmistir (Dubick, 1986; Basak, 2008). Bitkilerle tedavi edilebilme yontemi ise
"fitoterapi"” olarak adlandirilir. Bu terim ilk kez 1870’li yillarda kullanilmis, 19.
yuzyilin ikinci yarisina kadar ila¢ yapiminda kullanilan en biiytik kaynak bitkiler
olmustur (Gilani ve Rahman, 2005; Dasgupta ve Bernard, 2006; Basak, 2008).
Son zamanlarda sentetik ilaglarin ciddi yan etkilerinden dolay: olusan ekonomik
ve medikal problemler, ekolojik dengesizlikler, tedavileri miimkiin olmayan bir
cok kronik hastaligin olusturdugu tehditler, yan etkisi olmayan gibi diisiinceler
bitkisel tedavi tekrar popiiler hale gelmistir (Zhang, 2002; Dooley, 2007;
Kemper ve Shannon, 2007; Basak, 2008). Ancak dogal olan bitkilerin her zaman
giivenli oldugu diisiincesi dogru degildir. Ciinkii ¢ogu bitki yliksek derecede
toksiktir. Fitoterapinin yan etki ve toksite yonunden riski diger yontemlere

gore daha fazladir (Ikegami vd., 2006; Basak, 2008).

Eskiden beri, hastaliklarin tedavisinde dekoksiyon ya da infuzyon olarak
kullanimi bilinen likenlerin, gunumuzde mikroorganizmalarin sebep oldugu
hastaliklara karsi antibiyotik etki yapan sekonder metabolitlerinin uzerine
arastirmalar yogunlasmaktadir. Likenlerin sahip oldugu bu antimikrobiyal
etkilerin de, yapilarinda bulundurduklar1 asit karakterdeki metabolitlerden
kaynaklandig tespit edilmektedir (Odabasoglu, 2001). Likenlerdeki sekonder
metabolitlerin, enfeksiyona yol acan bocek, salyangoz, bakteri ve funguslara
karsi genel biyosidler olarak veya zararli seviyedeki giines 1sinlarina karsi
koruyucu olarak rol aldig1 diisiintilmektedir. Bir kismi1 antibiyotik ve kansorejen
drog olarak test edilmistir ve hala ¢alismalara devam edilmektedir (Cobanoglu

2012).

Cesitli kullanim alanlar1 bulunan ve ge¢misten beri tibbi 6nemleri bilinen
likenlerin antioksidan ve enzim inhibitor aktiviteleri lizerine iilkemizde yapilan
calismalar oldukca yetersizdir. Bu calismada, Pseudevernia furfuracea liken
tiirtiniin fitokimyasal ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda, Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf liken tiiriiniin metanol
ve su oOziitlerinin antioksidan ve antiradikal aktivitelerine ek olarak 6zellikle

Alzheimer hastaliginin tedavisinin belirlenmesinde kullanilan antikolinesteraz,



cilt-deri rahatsizliklarina yonelik antitirosinaz ve diyabet hastaliklarinin
tedavisine yonelik antidiyabetik (anti «o-amilaz ve anti «-glukozidaz)
aktivitelerinin de tespit edilmesi; ayrica o6ziitlerin fenolik bilesik iceriklerinin

HPLC ile belirlenmesi de hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Likenler ve Likenlerin Genel Ozellikleri

Mantarlarin alglerle birlesmesiyle olusturduklar1 morfolojik ve fizyolojik
birlikler; likenler olarak adlandirilir. Likenler, mikobiyont (mantar) ile
fotobiyontun (fotosentetik yesil alg ve/veya siyanobakteri) olusturdukler:
kararl ve stirekli ototrofik mutualistik birliklerdir. Liken birliklerinde yer alan
mantar algi hayatta kalmak, biliylimek ve liremek icin gerekli olan karbon
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Alg, fotosentez icin gereken mineral ve suyu
mantardan saglamaktadir ve ayrica yliksek sicaklik, zararl 1sinlar, yiiksek nem
gibi olumsuz kosullara karsi mantar tarafindan korunmaktadir. Mantarlar bu
birliktelikten daha fazla fayda saglamaktadir. Alg ise serbest yasayan formlarina

gore daha zayif gelismektedir. (Ozenoglu vd., 2013; Sirin, 2015).

Likenler, sporla tremeleri sebebiyle mantarlara yakinlik gosterir ve mantarlar
grubunun sonlarinda yer alan bir gruptur. Likenlerin yaklasik 20 bin tiru
bulunmaktadir ve kutuplardan c¢ollere kadar yerylziinin her yerinde ve
ozellikle de havasi temiz habitatlarda yasamaktadirlar. En zor sartlara
dayanikhidirlar. Uzun émurlidurler fakat ¢ok yavas biiytrler. (Cobanoglu 2012;
Sirin 2015).

2.1.1. Pseudevernia furfuracea likeni

Likenler, bitkilerin alt grubunun biiyiik ¢cogunlugunu olustururlar. Mantar ve
fotobiyonlardan olusan organizmalardir. Liken tiirleri yaklasik 25.000’i
bulmaktadir ve kutuplardan tropik bogelere, ovalardan en yiiksek daglara kadar
yasama alanlar1 genistir. Sert yasama sartlari, yavas biiylime, birka¢ bin yila
kadar kullanim Omirleri vardir. 1059 farkli liken tiriniin yapilan
aydinlatilmistir. Tallus yapraksi, substrata paralel gelisimi vardir. Ust yiizeyi
grimsi-yesil, belirgin ve ¢ok sayida silindirik formlu izidli, alt ylizey koyu grimsi
siyah bir likendir. (Oz vd., 2013) . Tallus 10 cm’ye kadar serit halindedir. 1-4 cm
aras1 lop genisligine sahiptir. Ust yiizeyleri gri-beyaz tonlarinda olmasina

ragmen merkeze dogru siyah renkte bulunurlar. Alt ylzeyleri ise kanalli



yapidadir. Uglar kahverengi-beyaz veya pembemsi renklidirler (Hocaoglu,

2011).
2.2. Likenlerin Kullanim Alanlari
2.2.1. Likenlerin tibbi alanda kullanimi

Tibbi ilaglarin yani1 sira geleneksel ilaglar olarak o6zellikle Cin’de
kullanilmaktadir. Cesitli liken bilesikler antiviriitik, antibakteriyel, mantar
6ldiiriicli, antioksidan, ates distliriicli, anti-timor etkileri goriilmiistiir. Eski
zamanlardan beri, bu etkileri tespit edilmistir. insan ve hayvanlarda; dis yaralar,
yaniklar, gastrit, soguk alginlig), astim, tiiberkiiloz tedavisi i¢in geleneksel ilaglar
olarak yararlanilmaktadi. (Mitrovic ve Stamenkovic, 2014). Ornegin; liken
Pseudevernia furfuracea eski bir tonik, , anti-astim, solunum sikayetleri i¢in bir
kaynatma ve yara iyilestirici krem hemoroid, egzama tedavilerinde
kullanilmistir. (Bilgin vd., 2012; Giiven¢ vd., 2012; Mitrovic ve Stamenkovic,
2014). Tarih boyunca Pseudevernia furfuracea likeni biiyiik miktarlarda
islenmistir. Bir koruyucu olarak; sabun, kozmetik kokulari, ekmek yapiminda
besleyici olarak kullanilmistir. (Joulain ve Tabacchi, 2009; Mitrovic ve

Stamenkovic, 2014) .

Ag1z, mide, bagirsak, burun, kulak ve deri mantarlari, ayrica sistemik mantar
enfeksiyonlarinda kullanilir. Saglar1 giiclendirmede, idrar yolu sorunlarinda,
kirilan kemiklerin tedavisinde kullanilmistir. Usnea(motyka) cinsi kullanilan
likenlerin 6nemli kismini olusturmaktadir. Bryoria Brodo-D.Hawksw. cinsi eski
zamanlarda antibiyotik olarak yeni dogmus bebeklerin gobeklerine
stirilmiistir. Ginimiizde ise sindirim sistemine iyi geldigi gerekcesiyle
siskinlikler icin kulanilmaktadir. Letharia vulpina (L.) Hue tiirii egzama ve
derideki kimiz1 dokiintiiler tizerine, iltihapl bélgenin iizerine iltihab1 kurutmak
icin siiriltir. Lobaria quercizans Michx. tiliberkiiloz tedavisinde, saglari
gliclendirmede, astim gibi akciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Mide agrilarina iyi gelmektedir. Parmelia Ach. cinsine ait tiirler karin agrisinda,
bobrek ve omurga bolgesine de striildiigli zaman idrar yollarini rahatlatir.

Peltigera Willd. cinsi yaniklara uygulanmakta, aciy1 azaltmaktadir. Bacaktaki



curuklere ve eziklere siirtilmektedir. Kanamay1 durdurmakta, antiseptik olarak
kullanilmakta ve siit icinde kaynatilarak agiz yaralarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica karaciger bozukluklar1 ve sarilik tedavisinde rol
oynamaktadir. Ozellikle kuduz gibi hastaliklar1 énlemek icin yapilan ilaglarin
hammaddesidir. Siit icinde kaynatilarak agiz yaralarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Peltigera canina (L.) Willd. hidrofobiye iyi geldigi
sanilmaktadir. Ayrica karaciger bozukluklar1 ve sarilik tedavisinde rol
oynamaktadir. Ozellikle kuduz gibi hastaliklar1 énlemek icin yapilan ilaglarin

hammaddesidir (Dilsizoglu vd., 2004; Sirin, 2015).
2.2.2. Likenlerin diger kullanim alanlar1

Parfiimeri, kozmetik ve boya sanayiinde, turnusol kagidi yapiminda, deri
tabaklamada, celenk siislemelerinde, bazi tahilli ickilerin fermentasyonunda,
silte, corap, bandaj yapiminda, beslenmede, izolasyonu saglamada, sigara
yapiminda yanici madde olarak farkh 6zellikleri 6n plana ¢ikan cesitli likenler

kullanilmaktadir. (Dilsizoglu vd., 2004; Sirin, 2015).
2.2.3. Likenlerle ilgili kaynak ozetleri

Turkiye’de Artvin yoresinden toplanan Parmelia saxatilis, Platismatia glauca,
Ramalina pollinaria ve Ramalina polymorpha likenleri lizerine yapilan bir
calismada, bu tiirlerin metanol 6ziitlerinin fenolik igeriklerinin %0.8-3.0
arasinda degistigi ve DPPH radikal slipiirtim aktiviteye sahip olmadiklari rapor

edilmistir (Gulluce vd., 2006).

Yine Artvin yoresinden toplanan Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum,
Everinia divaricata, Evernia prunastri ve Neofuscella pulla likenleri {lizerine
yapilan bir calismada likenlerin metanol oOziitlerinin toplam fenolik bilesik
miktarlarinin %1.5-3.0 arasinda degistigi ve Dermatocarpon miniatum likeni
hari¢ diger liken Orneklerinin DPPH radikal stpiirim aktiviteye sapip

olmadiklar tespit edilmistir (Aslan vd., 2006).



Turkiye-Mersin ilinden toplanan, Squamarina lentigera (Weber) Poelt. liken
tiirlerinde bulunan usnik asit konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitesinin
arastirilmasi tizerine yapilan c¢alismada, usnik asit ekstraktinin Bacillus
megaterium ve Bacillus subtilis bakteri tiirlerini inhibe edici etkisi belirlenmistir

(Cansaran-Duman ve Halici, 2012).

Nepal'in ti¢ farkli bolgesinden toplanan, yirmi bir liken tlriiniin hepsinin
metanol ekstraktlarinin Bacillus cereus tiiriine karsi, yedi liken tiirtintin metanol
ekstraktlarinin Staphylococcus aureus tlriine karsi antimikrobiyal aktivitesi

oldugu bulunmustur (Paudel vd., 2012).

Sirbistan’dan toplanan, Umbilicaria cylindrica (L.) Delise ex Duby liken tiiriiniin
metanol ve kloroform ekstraktlarin analizi sonucunda baskin fenolik bilesik
olarak depsidon ve salazinik asitbulunmustur ve sekiz straine karsi 6nemli

antimikrobiyal aktivite gozlenmistir (Manojlovic vd., 2012).

Hindistan’dan toplanan Parmelia sp. ve Dermatocarpon sp. Eschw. likenlerinin
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus patojenik klinik izolatlarina karsi
antibakteriyel aktivitesi olciilmiis ve metanolik ekstraktinin Staphylococcus
aureus klinik izolatlarina karsi inhibe edici etkisi oldugu saptanmistir (Sharma

vd, 2012).

Kuzey Amerika-Kaliforniya bolgesinden toplanan, Ramalina menziesii Tayl. ve
Usnea lapponica Vain. liken tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve metisilin direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) tiirlerine karsi inhibe edici etkisi belirlenmistir (Shrestha ve Clair,
2013).

Hindistan-Kodaikanal ormanindan toplanan Parmotrema genusuna ait liken
tirlerinin, metanol ekstraktinin en ylksek antibakteriyel aktivitesi
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri Ttzerinde
gozlenirken, en giliclii antifungal etki Ganoderma ve Fusarium cinsi lzerinde

bulunmustur (Ritika ve Jayanthi, 2013).



Hindistan-Maharasta bolgesinden toplanan, Usnea ghattensis Awasthi liken
tirinin etanol ekstrakti Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa bakteri
tirlerinde etkiliyken, metanol ve aseton ekstrakti Staphylococcus aureus
bakterisinde etkili oldugu 16 saptanmistir. Sadece metanol ekstrakti

Streptococcus faecalis bakterisinde aktivite gostermistir (Srivastava vd., 2013).

Sirbistan-Nis bolgesinden toplanan, Hypogymnia physodes (L.) Nyl., Evernia
prunastri (L.) Ach., Flavoparmelia caperata (L.) Hale ve Parmelia sulcata Taylor
likenlerinin antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan calismada tek c¢oziicii
olarak kullanilan metanoliin tiim ekstraktlarinin antimikrobiyal etki gosterdigi

saptanmistir (Stojanovic vd., 2013).

Hindistan-Uttarakhand-Nainital bolgesinden toplanan, Parmotrema nilgherrense
(Nyl.) Hale likeninin aseton, metanol, etil asetat, benzen ekstraktlarinin ilag
direngli patojenlere karsi yapilan deneylerinin sonucunda en yiiksek

antimikrobiyal etki etil asetat ekstratinda gézlenmistir (Javeria vd., 2013).

Kuzeydogu Brazilya’dan toplanan, Cladonia verticillaris (Hoffm.) Schaer.
likeninin bakterisidal etkisi Gram pozitif bakteri olan Bacillus subtilis tiiriinde,
bakteriyostatik etkisi Gram negatif bakteri olan Escherichia coli tiriinde, anti-
fungal etkisi dermatofit fungus olan Trichophyton rubrum tiirtinde bildirilmistir

(Brito Marques Ramos vd., 2014).
2.3. Enzimler ve Ozellikleri

Hiicre icinde ve hiicre disinda biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve de
genelde yapilar1 protein yapisi olan biyolojik makromolekiiller enzim olarak
adlandirilir. Enzimlerin hiicrelerde o6nemli metabolik gorevleri olmasina
ilaveten degisik amagclar i¢in giinliik hayata da girmistir. Gida endiistrisinde
ekmek, bira, peynir vb. gidalarda kullanilmasiyla birlikte deterjan ve temizlik
malzemelerinde de yaygin bir sekilde kullanilirlar. Tipta teshis ve tedavide,
biyolojik savaslarda kullanilmaktadir. (Bailey ve Ollis, 1997; Cinar,2007). Enzim
terimi ilk kez 1878 yilinda Kuhne tarafindan kullanilmistir. 1897 yilinda ise

Eduard Buchner hiicrelerden fonksiyonel enzimleri ekstrakte etmistir. (Paulo ve



Gubitz, 2003). Enzimler mikroorganizmalardan elde edilir. Bunun nedeni ise
bitkisel ya da hayvansal kaynakli enzimlere gore yiiksek katalitik aktivitelerinin
olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalaridir.

(Wiseman, 1987; Cinar, 2007).
Enzimler katalizor olarak asagidaki ozellikleri gosterirler:

e Genelde 20-40 derece arasinda ve pH araliklarinda ilimli kosullar altinda
kullanilirlar.

e Katalizlenen tepkimelerde stereosec¢imli, substrat icin yiliksek sec¢imli
olabilirler.

o Katalitik aktiviteleri olan substratlar, triinler ve diger bilesenlerin
derisimleriyle 6nemli 6l¢lide etkilenebilir.

e Uzun iretim siireleri vardir. Kararsiz, yiliksek fiyatl, substrat
secimlilikleri, sentetik kimyada enzimlerin katalizér olarak
kullanimlarindaki 6nemli sorunlardir.

Bununla birlikte, kimya-biyolojideki yeni gelismeler, yeni endistriyel

gereksinimler ile bu anlayis degismektedir.

Guntimizde 25.000 enzim var oldugu tahmin edilmektedir ve bunlarin 4.000
tanesi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (TUBMB) tarafindan
siniflandirilmistir. Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar
olmak tizere yaklasik 400 tanesi arastirmalar i¢in ticari olarak tretilmektedir.
Enzimler arasinda hidrolazlar, endiistriyel alanda sik¢a bagvurulan ve kullanilan

enzim sinifidir. (Kapucu, 2003; Cinar, 2007).
2.3.1.Enzimlerin iiretim kaynaklari

Enzim tretimi fermentasyon teknikleriyle uygun kiif, maya ve bakteri tiirleri
kullanilarak gerceklestirilmektedir. (Adams ve Moss, 1995; Ray, 1996; Fadiloglu
ve Erkmen, 1999; Tiirker, 2014). Enzimler mikroorganizma yani sira bitkisel ve

hayvansal kaynakli da olabilmektedir. (John, 1987; Tiirker, 2014).



2.3.1.1. Bitkisel kaynakli enzimler

Biyolojik enzimler; glvenilirligi tespit edilmis, toksik olmayan ve yenilebilir
bitkilerden elde edilebilmektedir. (John, 1987; Tirker, 2014). Bitkisel kokenli
enzimlere papain, bromelain ve ficin, soya fasulyesi lipoksigenazi ve tahil
amilolitik enzimleri 6rnek olarak gosterilebilir Bitkisel kokenli enzim kullanimyi;
toprak isleme etkinligi, gelisim dongiisii ve iklim gibi faktorlere baghdir. Ayrica
uluslararasi kuruluslarin tarimsal yaklasmlar1 da bitkisel kokenli enzim

ticaretinde 6nemli bir etkendir. (Godfrey ve West, 1996; Tiirker, 2014).
2.3.1.2. Hayvansal kaynaklh enzimler

Bu enzimler insan yiyecek iiriinleri hazirlamada uzun yillardir kullanilir.
Genellikle tavuk yumurtasinin beyazi, pankreas, domuz midesi, gevis getiren
hayvanlarin karin bélgesi gibi yenilebilen organlardan izole edilmektedir. (John,
1987; Tiirker,2014). Hayvansal kokenli enzimlere pankreatik lipaz, pankreatik
proteaz, pepsinler, pregastrik esterazlar ve rennetler o6rnek verilebilir.
Hayvansal enzimlerin tretiminde, hayvanlan yetistirmeyi kontrol eden ulusal
kuruluslarin izledikleri politikalar 6nemli rol oynamaktadir. Hayvansal hastalik
vb. gibi risklerin engellenmesi sebebiyle hayvansal kokenli enzim iiretimi
kisitlanmistir. Bu sebeple bitkisel kaynakli enzimler daha énemli hale gelmistir.

(Godfrey ve West, 1996; Tiirker, 2014).
2.3.2. Kolinesterazlar

Asetilkolinesteraz (AChE; asetilkolin asetil hidrolaz) ve biitirilkolinesteraz
(BChE, agilkolin acil hidrolaz) farkli genlerle kodlanmasina ragmen substrat
secicilikleri ve mekanizmalardaki farkliliklar1 sebebiyle birbirinden ayrilan
enzimlerdir. Asetilkolinesterazin fizyolojik islevinin sinapslarda,
biitirilkolinesterazin gergek fizyolojik islevi arastirilmakta ve karaciger, akciger,
bobrek gibi dokularda bulundugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismada, kolinesteraz
inhibitorii olarak bilinen donepezil tiirevi incelenmesi hedeflenmektedir. (Ozer,

2012).
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2.3.2.1. Kolinesteraz inhibitorleri ve Alzheimer hastalig: (AH)

Alzheimer hastalig1 tam olarak etiyolojisi bilinemeyen; bir deyisle geri dontisu
olmayan sinir hiicresi kaybi veya kolinerjik sinir iletiminde, hafiza ve zihinsel
islevlerde, diisiinme ve yorumlamada zorluklar; kisilik ve davranis bozukluklari
ile karakterize olan norodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanir. Hastaligin
patolojisinde olan amiloid B-peptid (AB) agregasyonunun, hiperfosforile tau
proteinleri kaynakl nérofibriller ag olusumunun, oksidatif stresin ve diisiik
asetilkolin seviyelerinin etkisi oldugu sodylenmektedir. Tedavisinde genel
olgular amiloid (-peptid kaynakli plak olusumunun engellenmesi yoniinde
olmakla birlikte son yillarda kolinesteraz inhibitorleri de kullanilmaktadir.
Klinik c¢alismalar kolinesteraz inhibitérlerinin AH tedavi silirecinde etkili
oldugunu gostermektedir. Bu yiizden ¢alismalar hem amiloid plak olusumunu
bozan hem de kolinesteraz inhibitorii davranis gosteren iki yonlu bilesiklerin

gelistirilmesi tizerinde durulmaktadir (Ozer, 2012).

Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilmakta olan mevcut ilaglar arasinda en
iyi ilaclar asetilkolinesteraz(AChE) inhibitérleridir. Fitokimyasal arastirmasinda
AChE aktivitesi(1 ug) ile yeni bir depsidone 1 izolasyonuna yol agmistir. Bu
calismada ise mevcut programlar kullanilarak analiz elektronik o6zellikleri
lizerinde ticari olarak durulmustur. Depsidone iskele gore yeni bir AChE

inhibitorlerinin tasarimini desteklemek icin veriler unulmustur (Ece, 2015).
2.3.3. Tirozinazlar

Monohidroksi fenollerin Oz varligi halinde p-kinonlara doniismesini katalizleye
enzimler tirozinazlar olarak bilinir (Epsin, 1995). Monofenol, L-dopa: oksijen
oksidorediiktaz sistematik adi olarak bilinir (Calay, 2010). Tirozinaz ismini;
substrat olarak enzimin tirozin (monohidroksifenilalanin) ve
dihidroksifinilalanine karsi spesifikligi sebebi ile almistir (Whitaker, 1994).
Tirozin viicuda proteinlerle alinir ve de endojen olarak fenilalaninden sentez
edilmektedir. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar (Cooksey, 1997). Genellikle
bitkilerde ve mikroorganizmalarda o6zellikle mantarlarda ve bazi hayvan

organlarinda bulunur (Parvez, 2007).
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2.3.3.1. Tirozinaz enzimi iizerine Klinik ¢calismalar

Yillardir kozmetik ve tarimla birlikte besin endistrisindeki kullanimi igin
tirozinaz arastirilmaktadir. Ozellikle de son yillarda tip endiistrisindeki
uygulamalar1 pigmentasyon ve diger cilt bozukluklarindan koruma etkisi
sebebiyle olduke¢a iin kazanmistir. Tirozinazlar kaynaklara gére bakteri, mantar,
bitki olmak 1tizere karakterize edilmistir. Yapisi tam olarak heniiz
bilinmemektedir. Parkinson hastalifinin tedavisinde farmasotik made
tretiminde ¢alismalar yapilmistir (Polatoglu, 2012). Baz1 sebze ve meyvelerde,
tirozinaz aktivitesi de esmerlesme reaksiyonlarindan sorumludur (Fiorentino

vd., 2010; Selinheimo, 2008; Xie vd., 2003).
2.3.3.1.1. Vitiligo belirteci

Sa¢ hipopigmentasyonuyla ve epidermisin bazal tabakasindaki total melanosit
azalmasiyla karakterize edilmis hastaliga vitiligo denir. Vitiligo hastalarinin
serumlarina anti-tirozinaz antikorlarindan faydanilarak hasta iyilestirilebilir.
Uzun streli ¢alismalarda vitiligonun klinik o6zellikleri ile tirozinaz antikor
diizeyleri arasindaki iligki tayininin daha yararlhi olacagi disiintilmektedir

(Calay, 2010).
2.3.3.1.2. Kanser tedavisi

Bazi makalelerde tirozinazin kanserdeki rolii ile alakali mantar tirozinazin
timor baskilayici etkisinden bahsedilir. Diger bazi makalelerde ise mutajenite
tizerinde olas1 bir rolii oldugu 6ne siiriilen diislinceler yer almaktadir (Calay,

2010).
2.3.3.1.3. Antioksidan rolii

Klinik calismalarda; tirozinaz enzimi ve inhibitorleri lizerinde arastirmalari
gerekli olmustur. Bu ¢alismada cesitli bitkilerden hazirlanan bitki ekstrelerinin
ve kimyasal maddelerin tirozinaz enzim aktivitesi iizerine inhibitor etkileri

incelenmistir (Calay, 2010).
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2.3.4. a-Amilaz ve a-glukozidaz enzimleri

a-Amilaz, endiistriyel acidan 6nemli olan ve eskiden beri bilinmekte olan
enzimlerden biridir (Syu ve Chen, 1997; Tiirker, 2014). ilk defa 1939 yilinda
Bacillus subtilis susu kullanilarak Japonya’da tiretilmistir. 1970°li yillarda ise bu
enzimin genis capta lretimi icin, B. subtilis ve B. licheniformis bakterileri
kullanilmistir. Ayrica nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarini parcalayarak glikoz,
maltoz, maltotrioz ve a-limit dekstrinlerin olusumunu saglayan o-amilaz
enzimi; glikoamilaz «-1,3, a-1,4 ve «-1,6 baglarini da kopararak glikoz
molekiiliine dontstiirmektedir. o-amilaz tlretimi bakteri ve mantarlardan
saglanmaktadir. Bu enzime ilaveten (-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz

enzimleri nisastay1 parcalama yetenegine sahiptirler (Lee, 1996; Tiirker, 2014).

Laboratuvar calismalarinda a-amilaz enzimi, hem tek basina hem de pentozanaz
enzimi ile birlikte kullanildiginda kabarma hacminin olduk¢a arttigi

gorilmiistiir (Krishnarau ve Hoseney, 1994; Tiirker, 2014).

oa-Glukozidaz, karbonhidrat sindiriminde goérev alan o6nemli enzimlerdir.
Karbonhidratlarin sindiriminin son basamaginda gorev aldiklarindan dolay1 bu
enzimin inhibitorleri karbonhidratlarin sindiriminin siresini uzatarak,
sindirimi geciktirmektedirler (Kim vd., 2005). Bu sebepledir ki a-glukozidaz
inhibitorleri, karbonhidratlarin hidroliz ve emilimini yavaslatir; tokluk kan
sekeri ytiksekligini baskilamaktadir. Ayrica glukoz emilim hizinin azalmasina ve
artmis olan tokluk kan glukoz oraninin diismesine sebep olduklar: icin Tip II
diyabetin diizenlenmesinde 6énem kazanmaktadir (Ali vd., 2006; Hamdan ve

Afifi, 2004; Basak, 2008).
2.3.4.1. Diyabet tip 2

Diyabet tiirtiniin en yaygin seklidir. Genellikle uzun yillar boyu belirtisiz ve
bulgusuz tani konulmadan devam etmektedir ve bu zaman igerisinde metabolik
bozukluklar farkli dokular1 yipratmaktadir (Altuntas vd., 2001; Kamarl ,2009).
Bu diyabet tiirtiniin gelisme riskiobezite, yas, fiziksel inaktivite ile artis

gostermektedir. Hastalarin % 85'i kilolu hastalardir. Obezite durumunda insiilin
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direnci artar ve hipergliseminin agirlasmasina sebep olur (Altuntas vd., 2001;

Bennett vd., 2008; Kamarli, 2009). Diyabet teshisi konuldugu zaman ve sonraki

zamanlarda bu hastalarda glisemi kontrolu yapilmasi gerekirse de hayatta kalim

icin insiilin tedavisine ihtiya¢ duyulmayabilir. Bu durumda ise hastalarda

beslenme, egzersiz tedavileri kullanilmaktadir (Bennett, 2008; Kamarli, 2009).

2.4. Antioksidanlar ve Genel Ozellikleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasarlari

o6nlemek icin birden fazla savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar

"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler

(Dawn ve ark., 1996; Akyurt, 2014).

Antioksidanlar etki etme sekline gore 4 gruba ayrilirlar:

1

2)

3)

4)

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma ozelligi gosterir
veya daha zayif yeni molekiile cevirerek toplayici etki gostermektedirler.
Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiciik molekiiller bu
tipteki etkiden gosterirler.

Serbest oksijen radikalleriyle etkiye girip onlara hidrojen aktarimi
gosterip aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme etkisi
gosterirler. Vitaminler, flavanoidler boyle etkiye sahiptirler.

Serbest oksijen radikallerini baglayip, zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki etki gosterirler. Bu etki “zincir kiric1 etki” olarak bilinir.
Hemoglabin, seruplazmin ve mineraller bu etkiyi gostermektedirler.

Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi etkisini
gosterirler. Bu etki de ‘onarici etki’ olarak bilinir (Dawn vd., 1996;
Akyurt, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel materyallerin toplanmasi

Pseudevernia furfuracea liken ornekleri Isparta ili Sarkikaraagac ilcesi Kizildag
ormanlarindan Mayis 2015te toplandi. Toplanan liken oOrnekleri golgede
kurutulduktan sonra botanik tanimlamalari Mugla Sitki Kogman Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Botanik Ana Bilim Dali Ogretim elemani Dr. Olcay
CEYLAN tarafindan yapilacaktir. Gélgede kurutulan 6rnekler bir parcalayic ve
ogutici yardimiyla una o6gutiildikten sonra ¢o6ziicii oOziitlerinin elde

edilmelerinde kullanilmak tizere analize hazir hale getirildi.
3.2. Coziicii Oziitlerinin Hazirlanmasi

Bitkilerin ¢oziicii 6ziitlerinin elde edilmesinde farkl polariteye sahip ¢oziiciiler

tercih edilerek asagidaki sekilde 6ziitleme islemi uygulandi:

1. Metanol 6ziitii, kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis 6rnegin
10 gramun 200 ml metanol ile 24 saat maserasyonuyla elde edildi. Elde
edilen oziit beyaz bant siizge¢c kagidindan siiziildiikten sonra c¢oziici
vakum altinda doner buharlastiricida 40 °C’de uzaklastirild1 ve oziitler
analiz edilinceye kadar +4 °C’de saklandi.

2. Su ozitu, kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis bitki 6rneginin
10 grami1 200 ml kaynar saf su ile 15 dakika muamele edilarek
demlenmesiyle elde edildi. Elde edilen o6ziit beyaz bant siizgec
kagidindan siiziildiikten sonra -18 °C’de donduruldu. Daha sonra -50
°C’de liyofilize (suyu uzaklastirild1) edildi ve analiz edilinceye kadar +4

°C’de saklandi.

Metanol o6ziitleri tekrar metanol icerisinde su 6ziitii ise, tekrar safsu igerisinde
¢cozlindiiriildii ve beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziilerek 2 mg/ml derisimde

stok ¢ozeltiler hazirlandi. Tiim testlerde hazirlanan bu ¢o6zeltiler kullanildi.
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3.2.2. Enzim inhibisyon kapasite tayin yontemleri
3.2.2.1. Kolinesteraz inhibisyon aktivitenin belirlenmesi

Kolinesteraz inhibisyon aktivite testleri Ellman yontemi kullanilarak 96
kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi (Ellman vd. 1961; Kocak, 2016).
icerisinde érnek cozeltisi (50 pl) bulunan mikroplaka kuyucuklarina 125 pl
DTNB (5,5-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) acid), 25 pl asetiltiyokolin iyodiir (ATCI)
veya butiriltiyokolin iyodiir (BTCI) ¢6zeltisi ilave edildi. Daha sonra bu karisima
tris-HCI tamponunda (pH: 8.0) hazirlanmis 25 pl asetilkolin esteraz (AChE) veya
biitirilkolin esteraz (BChE) enzim ¢ozeltisi eklendi. Enzim ¢6zelsisi yerine tris-
HCl tamponu kullanilarak herbir 6rnek i¢in kér numune hazirlandi. Tim
ornekler 25 °C sicaklikta 15 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra hem kor
hem de o6rneklerin 405 nm’deki absorbans 6lciimleri yapildi. Orneklerin
asetilkolin esteraz ve biitirilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri 6rnekler icin
Olctlen absorbans degerlerinden her bir 6rnek i¢in hazirlanan kér karisima ait
absorbans degerleri c¢ikartilarak galantamine esdeger olarak hesaplandi (mg

GALAEs/g 6rnek).
3.2.2.2. Tirozinaz inhibisyon aktivitenin belirlenmesi

Tirozinaz inhibisyon aktivite testleri L-DOPA molekiiliiniin substrat olarak
kullanildigt  dopakrom  yontemiyle 96  kuyucuklu  mikroplakalarda
gerceklestirildi (Orhan vd., 2014; Kocak, 2016). Icerisinde 6rnek ¢ézeltisi (25 pl)
bulunan mikroplaka kuyucuklarina 100 pl fosfat tamponu (pH:6.8) ve bu
tamponda hazirlanmis 40 pl trozinaz enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Enzim ¢ozeltisi
yerine fosfat tamponu kullanilarak herbir 6rnek i¢cin kor numune hazirlandu.
Tim ornekler 25 °C sicaklikta 15 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra hem
kor hem de érneklerin 492 nm’deki absorbans élciimleri yapildi. Orneklerin
trozinaz inhibisyon aktiviteleri drnekler icin oOlgiilen absorbans degerlerinden
her bir 6rnek icin hazirlanan kor karisima ait absorbans degerleri ¢ikartilarak

kojik asit esdeger olarak hesaplandi (mg KAEs/g 6rnek).
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3.2.2.3. a-Amilaz inhibisyon aktivitenin belirlenmesi

a-Amilaz inhibisyon aktivite testleri Caraway-Somogyi iyot/potasyum iyodur
(Iz/KI) yontemi kullanilarak 96 kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi
(Zengin vd., 2014; Kocak, 2016). icerisinde érnek ¢ozeltisi (25 pl) bulunan
mikroplaka kuyucuklarina 50 pl nisasta ¢ozeltisi ve fosfat tamponunda (pH: 6.9)
hazirlanmis 25 pl a-amilaz ¢ozeltisi ilave edildi. Enzim ¢6zelsisi yerine fosfat
tamponu kullanilarak herbir 6rnek icin kér numune hazirlandi. Tiim 6rnekler
25 °C sicaklhikta 15 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra tiim ornekler
tizerine 25 pl HCI ¢ozeltisi (1 M) eklenerek tepkime durduruldu. Daha sonra tiim
ornekler tizerine 100 pl iyot-potasyum iyodiir ¢ozeltisi (I2/KI) eklenerek hem
kér hem de 6rneklerin 630 nm’deki absorbans élgiimleri yapildi. Orneklerin a-
amilaz inhibisyon aktiviteleri 6rnekler icin 6l¢iilen absorbans degerlerinden her
bir 6rnek icin hazirlanan koér karisima ait absorbans degerleri c¢ikartilarak

akarboz esdeger olarak hesaplandi (mmol ACEs/g 6rnek).
3.2.2.4. a-Glukozidaz inhibisyon aktivitenin belirlenmesi

a-Glukozidaz inhibisyon aktivite testleri PNPG (4-nitrofenil-a-D-glukopiranozit)
molekiiliiniin substrat olarak kullanildig1 bir ydntemle 96 kuyucuklu
mikroplakalarda gergeklestirildi (Palanisamy vd., 2011; Sarikurkcu vd., 2014;
Kocak, 2016). Icerisinde o6rnek c¢ozeltisi (50 pl) bulunan mikroplaka
kuyucuklarina 50 pl glutatyon, 50 pl PNPG ve fosfat tamponunda (pH: 6.9)
hazirlanmis 50 pl a-glukozidaz ¢ozeltisi ilave edildi. Enzim ¢6zeltisi yerine fosfat
tamponu kullanilarak herbir 6rnek i¢in kér numune hazirlandi. Tiim 6rnekler
25 °C sicaklikta 15 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra tizerlerine 50 pl
NazCO3 (0.2 M) eklenerek hem kér hem de 6rneklerin 400 nm’deki absorbans
olciimleri yapildi. Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri 6rnekler igin
Olciilen absorbans degerlerinden her bir 6rnek i¢in hazirlanan kor karisima ait
absorbans degerleri c¢ikartilarak akarboz esdeger olarak hesaplandi (mmol

ACEs/g 6rnek).
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3.2.3. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asit esdeger olarak belirlendi (Sarikurkcu vd. 2013).
icerisinde oziit ¢ozeltisi (0.25 ml) bulunan test tiiplerine FCR reaktifi (1 ml, 1:9
seyreltilmis) ilave edildi ve 3 dakika sonrada bu karisima NazCO3 ¢ozeltisi (0.75
ml, %1) eklendi. Son karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi ve ara sira calkalandi. Oziitlerin 760 nm’deki absorbans ol¢iimleri
yapildi ve toplam fenolik bilesik miktarlar: gallik asit esdeger olarak hesaplandi
(mg GAEs/ g oziit).

3.2.4. Toplam flavonoit bilesik miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam flavonoit bilesik miktarlar1 AlCls yéntemiyle belirlendi
(Sarikurkcu vd., 2013). Icerisinde 6ziit ¢dzeltisi (1 ml) bulunan test tiiplerine
metanolde hazirlanmis AlCl3 ¢ozeltisi (1 ml, %2) ilave edildi ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyona birakildi. Kor 6rnek olarak 6ziit ¢ozeltisi (1 ml) ve
metanol (1 ml) iceren bir karisim hazirlandi. Orneklerin 415 nm’deki absorbans
olctimleri yapildi. Orneklerin flavonoit bilesik miktarlar1 érnekler icin 6lgiilen
absorbans degerlerinden her bir 6ziit icin hazirlanan kor karisima ait absorbans

degerleri ¢ikartilarak rutin esdeger olarak hesaplandi (mg REs/g 6ziit).
3.2.5. Bitki 6ziitlerinin RP-HPLC ile fenolik iceriklerinin belirlenmesi

Ornek ¢oziicii 6ziitlerinin fenolik bilesik miktarlar ters faz yiiksek performansh
sivi kromotografisiyle (RP-HPLC, Shimadzu Scientific Instruments, Tokyo,
Japan) tespit edildi. Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve miktarlarinin tayin
edilmesinde LC-10ADvp pompa, Diod Array Detektor, CTO-10Avp kolon 1sitici,
SCL-10Avp system kontrolorii, DGU-14A degazor ve SIL-10ADvp otomatik
ornekleyici (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD) kullanilarak
belirlendi. Ayirimlar 30 °C’de Agilent® Eclipse XDB C-18 ters faz kolon (250
mm x4.6 mm, 5 um tanecik boyut) lizerinde gerceklestirildi. Eliiatlar 280 nm’de
tespit edildi. iki farkli mobil faz kullanildi. Bunlardan A: %3'liik asetik asit ve B:

Metanoldiir. Analiz icin 6rnekler metanol icerisinde ¢oziindiiriildii ve bu ¢ozelti
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(20 pl) kolona enjekte edildi. 0.8 ml/dk akis hizinda eltiisyon gradient programi
uygulandi.

Gallik asit, protokatesik asit, (+)-katesin, p-hidroksibenzoik asit, klorogenik asit,
kafeik asit, (-)-epikatesin, siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, ferulik asit,
sinapinik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, rutin, hesperidin, rosmarinik asit,
eriodiktiol, sinnamik asit, kuersetin, luteolin, kamferol ve apigenin fenolik
standartlar olarak kullanildi. Oziitlerdeki fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve
miktarlarinin belirlenmesi, standartlarla karsilastirilmalariyla tespit edildi.
Oziitlerin icerdigi her bir fenolik bilesik miktar ilgili fenolik standarttan elde

edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandu.
3.2.6. Antioksidan kapasite tayin yontemleri

3.2.6.1. Fosfomolibdenyum ydéntemiyle toplam antioksidan kapasitenin

belirlenmesi

icerisinde 6rnek ¢ozeltisi (0.1 ml) bulunan test tiiplerine 3 ml reaktif ¢ozeltisi
(0.6 M silfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) ilave
edildi. Test tiipleri 95 °C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar
sogutuldu ve kore karsi (kor, 3 ml reaktif ¢ozelti ve 0.1 ml ¢oziicii icermektedir)
695 nm’deki absorbans ol¢limleri yapildi (Zengin vd. 2010; Kogak, 2016).
Orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri standart troloks esdeger (TEs)

olarak hesaplandu.
3.2.6.2. DPPH serbest radikal siipiiriim aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Sarikurkcu, 2011, Kogak, 2016).
icerisinde 6rnek c¢ozeltisi (1 ml) bulunan test tiiplerine metanolde hazirlanmis
DPPH ¢ozeltisi (1 ml, 0.4 mM) ilave edildi. Kontrol i¢in test tiipiine 6ziit yerine 1
ml metanol/su konuldu. Ornekler oda sicakliginda ve karanhkta 30 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’deki absorbans ol¢iimleri yapildi.
Orneklerin DPPH radikalini siipiiriim aktiviteleri troloks esdeger olarak

hesaplandi.
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3.2.6.3. CUPRAC testiyle indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Orneklerin Cu2?*/Cu* indirgeme potansiyelleri literatiirde belirtilen CUPRAC
yontemiyle analiz edildi (Apak vd. 2006; Zengin vd. 2014; Kocak, 2016).
icerisinde drnek ¢ozeltisi (0.5 ml) bulunan test tiiplerine sirasiyla; CuClz (1 ml,
10 mM), amonyum asetat (1 ml, 1 M, pH:7.0) ve neokuproin (1 ml, 7.5 mM)
cozeltileri eklendi. Tilipler agizlar1 kapali bir bicimde oda sicakliginda karanlikta
30 dakika bekletildikten sonra 450 nm’deki absorbans ol¢iimleri yapildi.
Orneklerin CUPRAC indirgeme potansiyelleri troloks esdeger olarak hesaplandi.

3.2.6.4. FRAP testiyle indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Orneklerin Fe3*/Fe2* indirgeme potansiyelleri FRAP yontemiyle belirlendi
(Benzie ve Strain, 1996; Kogak, 2016). Asetat tamponu (0.3 M, pH: 3.6), 40 mM
HCI i¢cinde hazirlanan 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (10 mM) ve FeCl3
(20 mM) cozeltilerinin hacimce 10:1:1 oraninda karistirilmasi ile olusturulan
FRAP reaktifi (2 ml), icerisinde 6rnek ¢ozeltisi (0.1 ml) bulunan test tiiplerine
eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Karisimlarin 593
nm’deki absorbans 6lciimleri yapildi. Orneklerin FRAP indirgeme potansiyelleri

troloks esdeger olarak hesaplandu.
3.2.6.5. Selatlama kapasitesinin belirlenmesi

Orneklerin Fe?* iyonlarim1 selatlama kapasiteleri ferrozin ile belirlendi
(Sarikurkcu vd., 2013; Kogak, 2016). Icerisinde 6ziit ¢ozeltisi (2 ml) bulunan test
tliiplerine FeCl; (0.05 ml, 2 mM) ¢ozeltisi ilave edildi. Tepkime ferrozin (0.2 ml, 5
mM) ilavesiyle baslatildi. Karisim karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyona birakildi. Ferrozin yerine metanol/su (0.2 ml) kullanilarak
herbir 6rnek icin kér numune hazirlandi. Daha sonra hem koér hem de
orneklerin 562 nm’deki absorbans olciimleri yapildi. Orneklerin selatlama
kapasiteleri ornekler icin 6lciilen absorbans degerlerinden her bir 6rnek icin
hazirlanan koér karisima ait absorbans degerleri ¢ikartilarak etilendiamin tetra

asetik asit disodyum (EDTAESs) tuzu esdeger olarak hesaplandu.
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3.7. Istatistiksel Hesaplamalar

Biitiin testler tli¢ tekrarli deneyler yapilarak gerceklestirildi ve sonuclar l¢
tekrarli deneylerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verildi. Sonuclar
arasindaki anlamlilik testleri SPSS v22. programi kullanilarak %99 giiven araligi

secilmek suretiyle (a=0.01) Student’s t-testiyle belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Pseudevernia furfuracea liken oOrneklerinin oOncelikli olarak metanol ve su
ozutleri hazirlandi. Liken Orneginin metanol ve su 0ziit verimleri sirasiyla;

%9.37 ve %9.12 olarak belirlendi.
4.1. Oziitlerinin toplam fenolik ve flavonoit iceriklerinin belirlenmesi

Fenolik ve flavonoit tiiri bilesikler yapilarinda hidroksil gruplan
bulundurmaktadirlar. Bu tiir bilesikler hidroksil gruplarindaki hidrojen
radikalini kolayca verebildiklerinden ¢ok iyi radikal stipiirici o6zellik
gosterirler. Bundan dolayi, aktiviteye katkilarinin belirlenmesi a¢isindan 6ziitler

icerisindeki bu tiir bilesiklerin miktarlarinin bilinmesi 6nemlidir.

Pseudevernia furfuracea likeni metanol ve su o6ziitlerinin toplam fenolik bilesik
miktarlar1 FCR reaktifi kullanilarak; toplam flavonoit bilesik miktarlar: ise AlCl3
yontemiyle tespit edildi. Toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarlari sirasiyla;
gallik asit (GAEs) ve rutin (REs) esdeger olarak hesaplanarak sonuglar Sekil
4.1’de verildi.
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Toplam fenolik (mg GAEs/g 6ziit) | Toplam flavonoit (mg REs/g 6ziit)

Sekil 4.1. Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii 6zitlerinin toplam fenolik ve
flavonoit bilesik miktarlari
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Liken 6rnegi metanol 6zutlniin (41.16 mg GAEs/g 0ziit) su ozitline (28.18 mg
GAEs/g oziit) nazaran toplam fenolik bilesik i¢erigi bakimindan daha zengin
oldugu belirlendi (p<0.01). Bu sonuglar metanol ve su oziitlerinin toplam
fenolik bilesik icerik bakimindan o6ziitlerin sirasiyla; %4.12 ve %Z2.82'lik
kisimlarina karsilik gelmektedir. Parmelia saxatilis, Platismatia glauca, Ramalina
pollinaria ve Ramalina polymorpha likenleri lizerine yapilan bir ¢alismada, bu
tirlerin metanol oziitlerinin fenolik igeriklerinin %0.8-3.0 arasinda degistigi
rapor edilmistir (Gulluce vd., 2006). Ayrica yine baska bir ¢alismada da Cladonia
foliacea, Dermatocarpon miniatum, Everinia divaricata, Evernia prunastri ve
Neofuscella pulla likenlerinin toplam fenolik bilesik miktarlarinin metanol
ozutlerinde %1.5-3.0 arasinda degistigi bildirilmistir (Aslan vd. 2006). Bu
calismada degerlendirilen P. furfuracea likeni metanol 6ziitiiniin toplam fenolik
bilesik miktarinin literatiir verilerinden daha ytiksek; su 6ziitlerinin ise siteratiir

verileriyle uyum icinde oldugu gérulmektedir.

Tipki toplam fenolik iceriklerinde oldugu gibi, liken 6rneginin metanol
ozutlinin (2.81 mg REs/g ozit) toplam flavonoit bilesik iceriginin su 6ziitiine

(0.15 mg REs/g oziit) oranla oldukga yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.01).
4.2. Oziitlerinin HPLC ile fenolik ve flavonoit i¢eriklerinin belirlenmesi

Pseudevernia furfuracea liken metanol ve su o6ziitlerinde bulunan fenolik ve
flavonoit tiri bilesiklerin toplamlar1 spektroskopik olarak belirlenmisti.
Calismanin bu kisminda u o6ziitlerde bulunan bu bilesiklerin tiirlerinin ve
miktarlarinin  belirlenmesi hedeflendi. Oziitler icerisindeki bu tiirlerin
belirlenmesinde ters faz HPLC ve 23 fenolik ve flavonoit tiirii bilesik standart
kullanild1 (Sekil 4.2). Pseudevernia furfuracea liken ¢oziici Ozitlerinin ve
standartlarin HPLC kromatogramlar1 EKLER kisminda verildi. Oziitlerin HPLC
analiz sonuglar Cizelge 4.1'de verildi. Cizelgeden de goriildiigi gibi metanol
ozutliinde kamferol, hesperidin, gallik asit ve eriyodiktiyol (sirasiyla; 86.41,
28.08, 10.80 ve 10.80 pg/g kuru bitki); su oziitiinde ise sadece hesperidin,
kafeik asit ve p-hidroksibenzoik asit (sirasiyla; 36.48, 4.79 ve 4.56 pg/g kuru

bitki) ana bilesenler olarak belirlendi. hesperidin, kafeik asit ve p-
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hidroksibenzoik asit bilesikleri her iki oziitttede ortak bilesenler olarak
belirlendi. Literatiirde P. furfuracea liken 6rneklerinde, atrarik asit (Guvenc vd.,
2012; Mitrovic vd., 2014), atranorin (Mitrovic vd., 2014; Proksa vd., 1994; Turk
vd., 2006), kloroatranorin, olivetorik asit (Mitrovic vd., 2014; Turk vd., 2006),
methyl hematomat, methyl klorohematomat (Guvenc vd., 2012), absisik asit
acid, polyaminler (putrescine and spermidine) (Unal vd., 2008), fisodik asit
(Garciajunceda vd., 1985; Proksa vd., 1994; Turk vd., 2006), oksifisodik ve
virensik asitler (Proksa vd., 1994) ve furfurik asit (Gunzinger ve Tabacchi,
1985) bulundugu rapor edilmistir. Ancak bu ¢alismada tespit edilen fenolik ve

flavonoit tiirti bilesiklerle ilgili literatiirde herhangi bir veriye rastlanmamistir.

Cizelge 4.1. Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii oOziitlerinin HPLC ile
belirlenen fenolik ve flavonoit bilesik icerikleri

Derisim (ug/g 6ziit)”

No Fenolik ve flavonoit bilesikler Metil alkol Su

1 Gallik asit 10.80 + 0.22 t”

2 Protokatesik asit 3.24 +0.22 t

3 (+)-Katesin t t

4 p-Hidroksibenzoik asit 2.16 £0.01" 4,56 +0.02
5 Klorojenik asit t t

6 Kafeik asit 216+0.11" 4.79 £0.23 2
7 (-)-Epikatesin t t

8 Siringik asit 1.08 +0.11 t

9 Vanilin 1.08 £0.11 t

10 p-Kumarik asit t t

11  Ferulik asit 2.16 +£0.03 t

12 Sinapinik asit t t

13 Benzoik asit t t

14  o-Kumarik asit t t

15 Rutin t t

16  Hesperidin 28.08 £ 0.65P 36.48+1.372
17  Rosmarinik asit t t

18 Eriyodiktiyol 10.80 £ 0.02 t

19  Sinnamik asit t t

20  Kuersetin t t

21 Luteolin t t

22 Kamferol 86.41 +2.16 t

23  Apigenin t t

*Her bir bitki i¢in ayni satirdaki iistel farkli harfler, veriler arasindaki
istatistiksel olarak anlamh farklihigi goéstermektedir (p<0.01); ™t, tespit
edilemedi
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Sekil 4.2. Pseudevernia furfuracea likeni ¢6zlicli 6ziitlerinde bulunan fenolik ve
flavonoit bilesiklerin kimyasal yapilari
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4.3. Oziitlerinin Enzim inhibisyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzim inhibisyon aktivite ¢alismalarinda, asetil ve biitiril kolinesteraz, tirozinaz,
a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri lizerine P. furfuracea likeni metanol ve su

oziitlerinin inhibisyon etkileri incelendi.

Alzhemier hastaligi demensin bir tiirti olarak bilinmekte ve asetil kolinin asetil
kolinesteraz enzimiyle asir1 derecede hidroliz edilmesiyle a¢iga ¢ikmaktadir. Bu
hidroliz Sekil 4.3’te gosterildigi gibi gerceklesmedir (Kogak, 2016). Alzhemier
hastaligin1 tetiklemesi nedeniyle bu enzimin metabolizmada inhibe edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla, takrin, donepezil ve galantamin igerikli baz ilaglar
Alzhemier hastaliginda hafiza ve biling kaybinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ancak bu bilesiklerin son zamanlarda gastrointestinal bozukluklar1 ve
problemleri iceren yan etkilerinin rapor edilmis olmasiyla dogal kaynakli

alternatiflerinin belirlenmesi gerekli hale gelmistir.

0 | HO/wl,linzim 0 —\N"
R\)ko/\/w\/ > R\)ko/y o/ —\—OH

(Asetil/Biitiril kolinesteraz)
Asetil/biitiril kolin Asetil/biitiril kolin-enzim ara triin Kolin

(R:H, asetil; R:C,Hj, biitiril) (R:H, asetil; R:C,Hj, biitiril)

leo
[0}
s
0

Asetat/biitirat

Sekil 4.3. Asetil /biitiril kolinesteraz metabolizmasi

Metanol ve su oziitlerinin asetilkolin ve biitirilkolin esteraz enzim inhibisyon
aktiviteleri Ellman yontemiyle Sekil 4.4’teki tepkime mekanizmasina bagh
olarak arastirildi ve sonuglar standart bir asetil/biitiril kolinesteraz inhibitor

olan galantamin esdeger olarak hesaplandu.
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Sekil 4.4. Asetil /biitiril kolinesteraz enzim mekanizmasi

Sekil 4.5’te goriildigl gibi, metanol ve su 6ziitlerinin asetilkolin esteraz enzim
inhibisyon aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik
gozlenmedi (sirasiyla; 1.55 ve 1.46 mg GALAEs/g oziit, p>0.01). Ayrica her iki
ozutin de bitirilkolinesteraz enzimi tUzerine bir inhibisyon etkiye sahip
olmadig1 belirlendi. Literatiir calismalarinda P. furfuracea likeninin ¢6ziici

ozutleri tizerine herhangi bir veriye rastlanamamaistir.
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Sekil 4.5. Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii Oziitlerinin asetil/biitiril
kolinesteraz ve tirozinaz enzimleri inhibisyon aktiviteleri

Aktif merkezinde Cu(Il) iyonu bulundurmasi nedeniyle trozinaz enzimi bir
metaloenzimdir. Bu enzimim fazla ¢alismasi epidermal pigmentasyonda artisa
neden olmaktadir. Bunun sonucunda da yashlik lekeleri, melasma gibi cesitli
dermatolojik problemler olusmaktadir. Bunlarin tedavisi icin hidrokinon, kojik
asit ve kortikosteroidler gibi tirozinaz inhibitorler kullanilmaktadir. Ancak son
zamanlarda bu bilesklere alternatif dogal tUrtinlerin arastirilmasi yaygin hale
gelmistir. Analizin bu kismanda, tirozinaz enzim inhibisyon aktivite DOPA-krom
yontemiyle arastirildi Bu yontemde, Sekil 4.4’te de goriildiugi gibi L-tirozin ya
da L-DOPA subsratlarinin trozinazla oksidasyonu sonucu olusan {riinlerin
(DOPA kinon, DOPA krom gibi) 492 nm’de spektroskopik olarak takip
edilmektedir (Kogak, 2016).

Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii 6zitlerinin trozinaz enzim inhibisyon
sonuglar1 standart tirozinaz inhibitérii olan kojik asit esdeger (KAEs/g 6ziit)
olarak hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.6’da verildi. Yapilan analizler sonucunda
liken 6rnegi su oziitiintin (7.46 mg KAEs/g 0ziit) trozinaz enzim inhibisyon
aktivitesinin metanol oziitiiniinkinden (2.41 mg KAEs/g o6ziit) yaklasik 3 kat
daha fazla oldugu tespit edildi (p<0.01). Bu durum, su 6ziitiiniin (4.56 pg/g kuru
bitki) metanol oOziitiine (2.16 pg/g kuru bitki) nazaran daha yiiksek p-
hidroksibenzoik asit miktar: icermesiyle aciklanabilir. Ciinkii p-hidroksibenzoik

asitin iyi bir tirozinaz enzim inhibitori oldugu bilinmektedir.
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Sekil 4.6. Tirozinaz enzim mekanizmasi

Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen Diabetes Mellitus, gliniimiizde
diinyanin karsi karsiya geldigi oldukga biiyiik tibbi rahatsizliklardan biridir. Bu
yaygin metabolik hastalik yiiksek plazma glukoz seviyesi ile karakterize
edilmekte; diabetikndéropotik, retinopati ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi
biiyiik komplikasyonlara neden olmaktadir. Karbohidrat hidrolize eden
enzimlerin inhibitorleri hipergliseminin kontroliinde olduk¢a faydalidir ve bu
amacla akarboz ve vigliboz gibi etken maddelere sahip ilaclar yaygin olaral o-
amilaz ve a-glukozidaz inhibitorleri olarak kullanilmaktadirlar (Kogak, 2016).
Ancak bu ilaclarin siskinlik, ishal ve gaz gibi yan etkilere sahip olmalar1 da
bilinmektedir. Analizin bu kisminda liken O6rnegi ¢oziici o-amilaz ve a-
glukozidaz enzimleri inhibisyon aktiviteleri incelendi ve analiz sonucalrn a-
amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin standart inhibitorii olarak kullanilan

akarboz esdeger (ACEs/g 0ziit) olarak hesaplanarak Sekil 4.7’de verildi.

Liken 6rnegi metanol ve su oziitlerinin a-amilaz enzim inhibisyon aktiviteleri
sirasiyla; 3.46 ve 0.90 mmol ACEs/g 6ziit olarak belirlendi. Ayrica yine metanol
ve su Ozitlerinin a-glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri sirasiyla; 2.52 ve
0.05 mmol ACEs/g o6ziit olarak tespit edildi. Her iki enzim inhibisyon aktivite
testinde de metanol 6ziitlerinin su oziitlerinden daha yiiksek aktiviteye sahip

olduklar gorildi (p<0.01).
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a-Amilaz inhibisyonu (mmol ACEs/g | a-Glukozidaz inhibisyonu (mmol
ozlit) ACEs/g oziit)

Sekil 4.7. Pseudevernia furfuracea likeni ¢ozlci Ozitlerinin a-amilaz ve o-
glukozidaz enzimleri inhibisyon aktiviteleri

4.1. Oziitlerinin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Pseudevernia furfuracea likeni metanol ve su 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri
farkli test sistemleri kullanilarak tespit edildi. Bu baglamda oziitler tlizerine
fosfomolibdenyum yodntemiyle toplam antioksidan aktivite, 1,1-difenil-2-pikril
hidrazil serbest radikali kullanilarak DPPH radikal siiptlirtim aktivite, CUPRAC ve
FRAP testleriyle indirgeme potansiyeli ve Fe(Il) iyonlar1 selatlama aktivite

analizleri yapildi.

Bu testlerden ilki olan fosfomolibdenyum testi, reaktif icerisindeki Mo(VI)
iyonlarinin 6ziitler varliginda Mo(V) iyonlarina indirgenmesinin spektroskopik
olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir. Dolayisiyla ilgili 6ziitiiniin
absorbansinin daha yiiksek olmasi o 6ziitiin daha gii¢lii antioksidan aktiviteye

sahip oldugu anlamina gelmektedir.

Metanol ve su oziitlerinin fosfomolibdenyum yo6ntemiyle yapilan toplam
antioksidan aktiviteleri standart antioksidan olan troloks esdeger (TEs)olarak
hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.8’de verildi. Bu test sisteminde etanol 6ziitiiniin

(1.16 mmol TEs/g o6ziit) su ozitiine (0.80 mmol TEs/g 6ziit) oranla hemen
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hemen 1.5 kat daha yuksek aktivite sergiledigi gorildiu (p<0.01). Bu durum
Sekil 4.1’de gortilecegi uizere metanol o6ziitiiniin su ozitinden daha yiksek
toplam fenolik bilesik icerigine sahip olmasiyla acgiklanabilir (toplam fenolik

bilesik icerigi bakimindan da hemen hemen 1.5 kat).

Antioksidan aktivitenin belirlenmeine yonelik bir diger yontem olan DPPH
radikal stipiiriim aktivite testinde, 6ziitler varliginda DPPH serbest radikalinin
stiplirimii spektroskopik olarak takip edilir. Clinkii DPPH radikali ticari olarak
satilmakta ve oda sicakliginda kararh bir radikaldir. Oziitler icerisindeki radikal
stiplirticti tiirler (genellikle hidrojen radikali verebilen tiirler) DPPH radikaline
hidrojen radikali transfer ederek radikali sondiiriirler. Bu da spektroskopik
olarak rahatlikla takip edilebilmektedir. Oziitlerin DPPH radikal siipiiriim

aktiviteleri troloks esdeger olarak hesaplansi ve sonuclar Sekil 4.9’da verildi.

1,5

0,5 - e

0,0

Metanol Su

Sekil 4.8. Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii 6ziitlerinin fosfomolibdenyum
yontemiyle belirlenen toplam antioksidan aktiviteleri (mmol TEs/g
ozit)

DPPH radikal siipiirim aktivite testinde de metanol 6ziitiinlin su 6ziitiinden

daha yiiksek aktivite sergiledigi tespit edildi (sirasiyla; 44.69 ve 21.45 mg TEs/g

6zlt). Metanol o6ziitiinlin daha ytliksek radikal stipiirim aktivitesi daha yiiksek

toplam fenolik bilesik icermesinden kaynaklandig1 soOylenebilir. Literatiirde
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Parmelia saxatilis, Platismatia glauca, Ramalina pollinaria ve Ramalina
polymorpha likenlerinin metanol 6ziitlerinin DPPH radikal stipiiriim aktiviteleri
tizerine ¢alisma yapilmilmis ancak tim liken tiirlerinin aktivite sergilemedigi
rapor edilmistir (Gulluce vd., 2006). Bir diger calismada ise, ¢calismada da
Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum, Everinia divaricata, Evernia
prunastri ve Neofuscella pulla likenleri metanol o6zitlerinin DPPH radikal
siiplirim aktiviteleri arastirilmis ve likenler arasinda sadece Dermatocarpon
miniatum likeninin (ICso: 396 pg/ml) radikal siipiiriim gosterdigi belirlenmistir
(Aslan vd., 2006). Bu tez calismasinda elde edilen sonuglarla ile literatiir verileri
arasindaki farkliik temel olarak ozitleme yontemindeki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii yukarida verilen her iki literatiir verisinde de
oziitleme soxhlet oOziitlemesiyle bu calismada ise, maserasyon yoOntemiyle

yapilmistir.
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Sekil 4.9. Pseudevernia furfuracea likeni ¢Oziici oOziitlerinin DPPH radikal
slipiiriim ve metal selatlama aktiviteleri

Pseudevernia  furfuracea likeni ¢o6zlci oOzitlerinin metal selatlama
kapasitelerinin belirlenmesinde, 6ziitlerin Fe(II) iyonlarini selatlama aktiviteleri
arastirildi. Clinkii gecis metallerinin radikal olusum mekanizmalarini1 Fenton ve

Haber-Wiess tepkimeleriyle tetikleri bilinmektedir. Bu sebeple antioksidan
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aktivite analizlerinde metal selatlama aktivitelerinin de belirlenmesi rutin

olarak yapilan testler arasindadir.

Fe2* + H202 = Fe3* + OH: + OH- (Fenton tepkimesi)
H202 + 02~ — OH: + OH- + Oz (Haber-Weiss tepkimesi)

Metanol ve su ozitlerinin Fe(II) iyonlar1 selatlama kapasiteleri standart
selatlayici reaktif olan etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu esdeger
(EDTAES) olarak hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.9’da verildi. Tipku DPPH radikal
stipliriim aktivite testinde oldugu gibi bu test sisteminde de metanol 6ziitiiniin
su oOziitiine nazaran istatiksel olarak da anlamli bir farkllilikla daha ytiksek
selatlama yetenegine sahip oldugu tespit edildi (p<0.01). metanol oOziitiiniin
daha yiiksek selatlama yetenegi de daha fazla toplam fenolik ve flavonoit bilesik
icerigine sahip olmasiyla aciklanabilir. Ciinkii fenolik ve 6zellikle de flavonoit
tirti bilesiklerin olduk¢a 1iyi selatlayict ajanlar olarak davrandiklan

bilinmektedir.

Pseudevernia furfuracea likeni ¢6ziicii 6ziitlerinin indirgeme giicii kapasiteleri
CUPRAC ve FRAP testleriyle belirlendi. indirgeme giicii kapasitesi belirleme
testlerinin temelinde ozitler varliginda CUPRAC testi i¢in Cu(II)/Cu(l)
doniisiimii ve FRAP tetsinde ise Fe(Ill)/Fe(ll) doniisimiiniin spektroskopik
olarak takip edilmesi yatmaktadir. Oziitlerin indirgeme giicii kapasiteleri her iki
test icin troloks esdeger olarak hesaplandi (TEs) ve sonuclar Sekil 4.10’da

verildi.

Metanol 6ziitii (95.83 mg TEs/g 6ziit) CUPRAC testinde, su 6ziitli (105.97 mg
TEs/g 0zlit) ise FRAP testinde daha yliksek indirgeme giicii kapasitesi sergiledi
(p<0.01). Literatiirde P. furfuracea likeninin indirgeme giicli kapasitesiyle ilgili
herhangi bir veri bulunmadigindan bu ¢alismada elde edilen sonuclar literatiir

verileriyle karsilastirllamamaistir.
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Sekil 4.10. Pseudevernia furfuracea likeni ¢oziicii 6ziitlerinin CUPRAC ve FRAP
testleriyle indirgeme giicii kapasiteleri

5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismasinda, Isparta ili Sarkikaraaga¢ ilgcesi Kizildag ormanlarindan
toplanan P. furfuracea liken 6rneginin metanol ve su éziitleri hazirindi. Oncelikli
olarak oziitleri igerisinde bulunan fenolik ve flavonoit tiirii bilesikler hem
spektroskopik toplam olarak hem de HPLC ile kantitatif olarak karakterize
edildi. Metanol o6ziitiinlin su o6ziitiine oranla daha yiiksek toplam fenolik ve
flavonoit bilesik icerigine sahip oldugu gorildi. HPLC ile oziitler icerisinde 23
farkl fenolik ve flavonoit tiirt bilesik arastirilmisitir. Analiz sonucunda metanol
oziitlerinin hesperidin, kamferol, gallik asit ve eriyodiktiyol bakimindan zengin

oldugu tespit edildi.

Calismanin ikinci kisminda, metanol ve su ozitlerinin bazi hastaliklar
tetsikleyen enzimler Uzerine inhibisyon etkileri arastirildi. Tirozinaz enzimi
hari¢ diger enzimler iizerine metanol 6ziitiiniin daha guglii inhibisyon aktivite

gosterdigi belirlendi.
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Tez calismasinin son kisminda, 6ziitlerin antioksidan aktiviteleri farkh test
sistemleri kullanilarak incelendi. Antioksidan aktivite analizlerinde de sadece
FRAP testi hari¢ diger tim testlerde metanol o6ziitiiniin daha gig¢li aktivite

sergiledigi tespit edildi.

Metanol 6zitiniin su Oziitiine oranla daha yiiksek aktivite sergilemesi, bu
oziitin su ozitiinden daha yiiksek toplam fenolik ve flavonoit bilesik

icermesiyle ac¢iklandi.

Sonucta, P. furfuracea liken Orneginin 06zellikle metanol 6ziitiiniin invitro
sartlarda hem enzim inhibisyon hem de antioksidan aktivite bakimindan
oldukca yiiksek bir kapasiteye sahip oldugu ve P. furfuracea likenin gerek
calisilan enzimlerin tetikledigi hastaliklarin tedavilerine yonelik gerekse de
oksidatif siirecin yonetilmesi amaciyla gida katki maddesi olarak alternnatif
dogal turunlerin bir kaynag: olabilecegi sdylenebilir. Ancak yine de oOziitlerin
toksik etkilerinin arastirilmas1 ve arastirmanin in vivo olarak da yapilarak

sonuglarin birlikte degerlendirilerek nihai bir karara varilmasi 6nerilmektedir.
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EKLER
EK A. Standart Fenoliklerin RP-HPLC Kromatogramlari

EK B. Pseudevernia furfuracea Goziicii Oziitlerinin RP-HPLC Kromatogramlari
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EK A. Standart Fenoliklerin RP-HPLC Kromatogramlari
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Sekil A.1. Standart fenolik bilesiklerin RP-HPLC kromatogramlar1 (1. Gallik asit, 2.
Protokatesik asit, 3. (+)-Katesin, 4. p-Hidroksibenzoik asit, 5. Klorojenik asit,
6. Kafeik asit, 7. (-)-Epikatesin, 8. Siringik asit, 9. Vanilin, 10. p-Kumarik asit,
11. Ferulik asit, 12. Sinapinik asit, 13. Benzoik asit, 14. o-Kumarik asit, 15.
Rutin, 16. Hesperidin, 17. Rosmarinik asit, 18. Eriodiktiol, 19. Sinnamik asit,
20. Kuersetin, 21. Luteolin, 22. Kamferol, 23. Apigenin)
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EK B. Pseudevernia furfuracea Coéziicii Oziitlerinin RP-HPLC

Kromatogramlari
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Sekil B.1. Pseudevernia furfuracea metanol 6ziitii RP-HPLC kromatogrami
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Sekil B.2. Pseudevernia furfuracea su 6ziitii RP-HPLC kromatogrami
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