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Bu calisma Centaureatriumfettibitkisinin antioksidan aktivitesini belirlemek amaci
ile gerceklestirilmistir. Bu amacla bitkimeteryali Malatya ili Battalgazi il¢esinin
Kemerkdprii kdyiinden toplandi, kurutuldu ve etanol ekstreleri hazirlandi. Hazirlanan
etanol ekstreleri iizerinde kuprak metodu ile Cu*" ve potasyum ferriksiyanat
indirgeme metodu ile Fe’* iyonlar1 indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil
(DPPH) giderme aktivitesi tayinleri ve toplam fenolik bilesik miktar tayinleri yapildi.
C. triumfettibitkisinden elde edilen 30 pg mL™ konsantrasyonluk etanol ekstrelerinin
linoleik asit emiilsiyonununlipit peroksidasyonunu %74,4 inhibe ettigi gozlendi.
Ayn1 konsantrasyonda a-tokoferol %84,3 ve troloks % 81,9’luk bir inhibisyona
sebep oldu.Etanolekstresi c¢ikarilan C. triumfettibitkisinin antioksidan aktivitesi
arastirilirken, butillenmishidroksitoluen (BHT), a-tocopherol ve onun suda ¢oziinen

bir analogu olan troloks referans antioksidan bilesikler olarak kullanildi.

2012, 38 sayfa
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This study was conducted to determine the antioxidant activity of Centaurea
triumfetti. For this purpose plants were collected from Kemerkoprii which is the
village of Battalgazi, they were dried and their ethanol extracts were prepared. On
prepared ethanol extracts, Cu®" and Fe ** reducing capacities, the DPPH scavenging
activitiy and the amount of total phenolic compounds were determined. It was
observed that concentrated of ethanol extracts (30 pg mL™), obtained from C.
triumfetti, mhibited 74.4% lipid peroxidation of linoleic acid emulsion. In the same
concentration of a-tocopherol and trolox caused 84.3% and 81.9% an inhibition,
respectively. When issued ethanol extract of C. triumfetti antioxidant activity; BHT,
a-tocopherol and trolox which is a water-soluble analog of a-tocopherol were used as

the reference antioxidant compounds.
2012, 38pages
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1.GiRiS

Serbest radikaller ile ilgili caligmalar Gomberg’in 1900’lerde trifenilmetilradikalinin
(Ph3C-) varligin1 ispatlanmasiyla basladi. Serbest radikaller, bir orbitalde sadece bir
veya birden fazla ortaklanmamis elektron bulunduran, ytliksek aktiviteye sahipatom

veya molekiillerdir (Gomberg, 1900).

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlarindan dolay1 kimyasal olarak ¢ok aktiftirler
ve ortamdaki digerbiyomolekiilleresaldirarak onlarin biyolojik yapilarim1 bozarlar.
Bu radikalik ve reaktif ara iirtinler niikleik asitler, proteinler ve lipitleri oksitleyebilir
ve metabolizmada olumsuz neticeler olusturabilirler. Kuantum kimyasina gore bir bag
yapisma ancak iki elektron girebilir. Ayrica iki elekronuntersdoniisdogrultusunda
olmasi gerekir. Yani asagiyadogru donen bir elektronun esi yukariya dogru donen bir
elektrondur. Elektron ¢iftleri oldukca kararlidir. Insan viicudunun neredeyse tiim
elektronlari, elektron ¢ifti halinde bulunur. Bir bag koptugunda elektronlar ya ikisi de
biratoma katilir ya da ayrilarak her biri bir atomda kalir. Birlikte kalirlarsa olusan
atom bir iyon olur fakat ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip gorevlerine engel

olurlar(Fantel 1996; Temple 2000; Stadtman 2002).

Cevre kirliligi, UV, teknoloji ve diger pek ¢ok etken ¢esitli toksik maddelere maruz
kalmamiza neden olmaktadir. Bu toksik maddelerden dolay: insanlarda olusan kalp,
kanser, erken yaslanma gibihastaliklarin sayis1 da her gecen giin artmaktadir. Bu
hastaliklarin  olusumunu hizlandiran etkenlerin baglica sorumlular1 serbest

radikallerdir.

Serbest radikal olusumuna alkol, sigara, sitres, herbisit ve pestisitler, coziiciiler,
petrokimya iirlinleri, ilaglar, giines 1smlari, X-1ginlari, yiyeceklerde bulunana bazi
bilesiklere neden olur.Metabolizmadaekzojen ve endojen kaynakli bircok
reaktifoksijen tiirii ve serbest radikalleri olusmaktadir. Bureaktif oksijen tiirleri ve
serbest radikaller ayn1 zamanda hiicreler arasi iletisim goreviyaparlar. Fakat bunlarin

asir1 miktarda olusmasioksidadif stres, erken yaslanma, hiicrefonksiyonlarmin ve



biyokimyasal molekiillerin yapilarinin bozulmasi ile beraber bir¢cok hastaligin

olusmasina sebep olur (Halliwell 1997; Nordbergand Arner2001).

Hidrojen atomu,bir proton ve bir elektron ihtiva eden basit serbest radikaldir. Hemen
her radikal tiirii baska bir tanecigi etkileyebilir. Bu tiir etkilesimlerin segiciligi
radikallerin konsantrasyonuna, radikalde bulunan ortaklanmamis elektronlarin
delokalizasyonuna ve radikallerin etkilestigi molekiillerin zayif baglar
icermesinebaghdir. (Weiss 1935; Waters 1943; Hey 1973; Cadogan 1973; Moad
1995;Perkins 1996).Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji
iiretimi ve bir¢ok diger metabolik islevde temel olusturur. Ancak serbest radikaller
kontrolsiiz  zincir reaksiyonlarigergeklestirirse hiicredehasarlara neden olur.
Viicuttakicogu elektronlar ¢ift halde bulunurken, serbest radikaller bu elektronlar1
birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonucta serbest radikal kendine bir
cift elektron alarak elektron ¢ifti haline gecer, diger elektron serbest radikal olur

(Nelson andCox 2004; Giilgin 2007).

Tablo 1.Serbest radikal kaynaklar1

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlar1 Sigara dumani
Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki Zararl 1s1nlar (x-65,5k)
Oksidadif reaksiyonlar Ksenobiyotikler
Otooksidasyon reaksiyonlari [laglar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik solventler
Enzimler (Ksantinoksidaz, NADPH Oksidaz Pestisitler

vS.)

Metabolizmada olusan ve dis kaynakli radikal ve reaktiflerin olusum yollar
asagidaki sekilde gosterilmistir (Nelson andCox 2004).Serbest radikaller viicuttaki
hiicrelere saldirir ve tahrip eder. ilk saldirida dncelikli olarak yeni bir serbest radikal

olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslar.



O
ETS anciri, radyasyon, ilaclar,
l zehirler vh. etkiler

Siiperoksit radikallern Oy

thf e-
Glutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit HTh —= > 1H0
w| ./ )\
= ! *
A0 < 2GSH GSSC

k I
Hidroksil radikalleri ~“H \_/

l

lipid, protein ve DINA
yapilarina zarar verir

Sekil 1.Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu

Mitokondrial elektron transport sisteminde, elektronlarmn O,’ye transferi sirasinda
oksijenin kismi indirgenmis cok reaktif iirlinleri olusur. Bu reaktif iiriinler,
biyomolekiillerin yapilarina girerek zarar gormelerine sebep olurlar(Keha ve

Kiifrevioglu 2000).

Bu reaktif oksijen tiirlerindensiiperoksit radikali (O, ), hidrojen peroksit (H,0»),

hidroksil radikalinin (OH") olusum reaksiyonlar1 asagida verilmistir.

0, —<—-0,” —>H,0, —~>0H"——H,0

Stiperoksit radikalleri hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da
oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar.  Siiperoksit

radikallerisiiperoksit dismutaz adi verilen bir enzimle inaktive edilirler. Bu radikaller



molekiiler oksijenin (O;) mitokondrial elektron transport sisteminde bir elektron

almas1 sonucunda olusur.

0O, + e —> 0,7

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadig1 i¢in nonradikal 6zellige sahip
bir reaktif oksijen tiirlidiir. Ancak demir ve bakir gibi atomlarla tepkimeye girerek
¢ok giliglii bir reaktif olan hidroksil radikalini (OH") olusturur. Hidrojen peroksit
kolayca hiicre igerisine girebilir ve hem gruplarinda Fe* nin yapisina girerek bunlari

giiclii oksitleyici durumlarina getirebilmektedir.

202°—+ 2H+ Stiperoksit dismutaz N H202 + 02

Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir iiriin olan hipokloroz asiti (HOCl)olusturmaktadir
(Keha ve Kiifrevioglu 2000; Asad ve ark.,2004).

H* +Cl” + H,0, —> HOCl+ H,0

Hidroksil radikali; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere ¢ok
gliclii bir sekilde saldirarak oksitleyip yapilarinda kalict hasarlar birakan ve yari
omrii 10” saniye gibi cok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Bu radikal yap,
hidrojen peroksitin indirgenmesi sonucunda acia ¢ikar. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir(Fantel 1996;

Halliwell 2000; Nordberg and Arner 2001).



Fenton reaksiyonlari:

H,0, + Fe?’ —— OH® + OH™ + Fe™*

H,0, +Cu" —— OH" + OH™ +Cu™

Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0, +0,"” —X 5 OH" +0, + H,0

Ayrica hidrojen peroksitin UV 1smlarmin etkisiyle hidroksil radikaline doniistiigii

bilinmektedir.

H,0, — 5 20H"

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirlerinden olugsmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
olusma kaynaklar1 ise elektron transport sistemi, bazi enzimatik reaksiyonlar,
oksidasyonreasiyonlar1 gibi metabolikkaynaklarve UV 1sinlari, radyasyon, ila¢ yan
etkileri, sigara, beslenme, kanserojen maddeler gibi dis kaynaklardir. (Aksoy 2002;
Giilgin 2006).Oksijen kaynakli olan reaktif radikallerin hiicrede asir1 miktarda
olusmalar1 "oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu olay, tiim hiicre bilesenleri
(karbohidratlar, proteinler, yaglar) iizerinde tahrip edici etkiye sahiptir. Ayni
zamanda "hidroksil radikali" basta olmak lizere bircok serbest radikal, genetik
materyalimiz olan DNA'daki niikleik asit bazlarinin degisimine ve DNA zincirinde
kirilmalara neden olarak kanser olusumu, hiicresel yaslanma ve hiicre 6limiine kadar

giden siirecleri baslatip ilerletebilirler (Hertog ve ark.,1993).

Serbest radikaller hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres
meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda
olusabildigi gibi cesitli dis etkenler aracilig1 ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres,

organizmadaki pro-oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak da



tanimlanmaktadir. Radikaller, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel
hiicresel bilesenlerde hasara yol acabilme 06zelligine sahiptir. Olusan bu hasarin
kanser, yasa bagl bagisiklik yetersizligi ve hipertansiyon gibi cesitli hastaliklar ile
iliskilidir ve biyolojik yaslanma siiresinde rol almaktadir. Giiniimiizde hemen her
hastaligin ~ bir dereceye kadar oksidatif strese baghi oldugu kabul
edilmektedir(Cakatay ve Kayali 2004).

Metabolizmada siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinden baska

reaktif oksijen tiirleri ile reaktif azot tiirleri de vardir(Giimiistas ve Atukeren 2008).

Tablo 2. Bazi 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri Reatif azot tiirleri
Stiperoksit O, Nitrik oksit radikali NO’
radikali
Hidrojen peroksit ~ HyO, Azot dioksit radikali NOO’
Hidroksit radikali ~ OH’ Peroksinitrit radikali ONOO’
Hipoklordz asit HOCI1 Nitrdz asit HNO;
Singlet oksijen '0, Nitrozil katyonu NO*
Organik radikaller RO’, R", R-S’ Nitroksi anyonu NO
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO

Canli organizmalar serbest radikallerin zararlarindan korunmak i¢in antioksidatif
korunma sistemine sahiptirler (Tunalier ve ark., 2002).Antioksidanlar, serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirlerini gidererek zararli etkilerini engelleyen
molekiillerdir(Halliwell 1996; Stadtman 2002).Antioksidanlar viicut igerisinde
iiretilebilir veya dis kaynakli olarak alinabilir (Giilgin 2001). Insanoglu hayati
boyunca yasamin beraberinde getirdigi stres ve benzeri zorluklari asmak ve
hastaliklardan korunmak ig¢intakviye kuvvetler almalidir. Bu tiir koruyucu
maddelerigerisinde antioksidan maddelerin 6nemli bir yeri vardir. Cogunlukla

polifenolik yapida olan antioksidan maddeler nerdeyse tiim bitkilerde, meyvelerde,



sebzelerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hayvansal dokularda
bulunmaktadir. Bu antioksidan maddelerin en 6nemlileri: tokoferoller, flavonoidler,

karotenoidler ve askorbik asittir (Yanishlieva, 2001; Hudson, 1990; Shahidi, 2000).

Insanin yas1 ilerledikce savunma mekanizmalar1 zayifladigindan, viicudun serbest
radikal dengesi bozulmaktadir. Dengenin yeniden saglanmasi i¢in antioksidan
icerikli dogal besinleri alinmasi gerekmektedir. Dogal yollardan aldigimiz besinler
(dogal antioksidanlar), serbest radikallerin etkilerini azaltarak birgok hastalig1 ve
erken yaslanmaya neden olan zincir reaksiyonlarinin olusumunu 6nlemekte yada
geciktirmektedir (Floyd, 1990). Son yillarda sentetik antioksidanlarin kendilerinin ya
da bulundurduklar1 ortamda olusturduklar1 yaniiriinlerinin kanserojen oldugu veya
negatif saglik etkilerine neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir

(Namiki, 1990; Pokomy, 1991).

Metabolizmadaekzojen ve endojen kaynakli bircok reaktifoksijen tiirii ve serbest
radikalleri olusmaktadir. Bureaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ayn1 zamanda
hiicreler aras1 iletisim  goreviyaparlar. Fakat bunlarn  aswr1  miktarda
olusmasioksidadif stres, erken yaslanma, hiicrefonksiyonlarmin ve biyokimyasal
molekiillerin yapilarinin bozulmasi ile beraber pek cok patolojik rahatsizliklarin

olusmasina sebep olur(Halliwell 1997; Nordberg and Arner2001).

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve
bu olaya antioksidan savunma denir (Cavdar ve ark.,1997). Antioksidanlar, serbest
radikallerin etkilerini azaltarak veya ortadan kaldirarak onlarin neden olduklar:
dejeneratif hastaliklar1 ve erken yaslanma siireclerini baslatan zincirleme
reaksiyonlar1 engelleyen molekiillerdir. Antioksidanlar bu fonksiyonlarmni serbest
radikaller icin kolay bir elektron hedefi olusturarak gergeklestirirler. Eger serbest
radikaller almak istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya
zarar vermezler. Antioksidanlar, organizma tarafindan sentezlenen ya da disardan
besinlerle alinan maddeler olup, oksidan molekiillerin hiicreye zarar vermesini

engellerler (Cavdar ve ark.,1997).



Serbest radikallerle antioksidanlar dengede oldugu siirece oksidatif stresten
kaynaklanan zararlar ortaya ¢ikmaz. Ancak sigara, alkol, pestisitler, gida katki
maddeleri, petrokimya iirlinleri, otomobil egzozlarindan ¢ikan agir metaller, ¢ok
cesitli endiistriyel kimyasallar, X- 1smlari, UV 1sinlari, hatta stres ve egzersiz
yapilmamas:t gibi serbest radikal olusumuna neden olan pek c¢ok etken
bulunmaktadir. Bu anlamda serbest radikallerle antioksidan molekiiller arasindaki
dengenin korunmasi ve siirdiiriilmesi ¢ok 6nemlidir. Antioksidan bakimindan zengin
yiyeceklerin tiiketilmesi ya da antioksidan ilaglarin kullanilmasi bu dengenin
korunmas1 ve siirdiiriilmesini saglamaktadir. Bu nedenle bitkilerin antioksidan
iceriklerinin arastirilmasi giinlimiizde saydigimiz nedenlerle olduk¢a Onem
kazanmustir. Diger taraftan yiyeceklerin iiretimi ve depolama siirecinde bozulmasini
geciktiren veya Onleyen sentetik antioksidanlarin ¢esitli yan etkileri vardir. Daha
sagliklt yiyecekler liretmek icin sentetik antioksidanlara alternatif olarak dogal
kaynakli antioksidan maddeler bulabilmek amaciyla bitkilerin bu 6zelliklerinin

incelenmesi yoniindeki arastirmalar artmustir (Cavdar ve ark.,1997).

Tablo 3. Bazi antioksidanlar

Antioksidan enzimler Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz A Vitamini (3-Karoten)

Katalaz C Vitamini (Askorbik asit)

Stiperoksit rediiktaz E Vitamini (a-Tokoferol)

Peroksiredoksinler Proteinler (transferin, ferritin, albumin,
bilirubin)

Peroksidazlar Hormonlar (serotonin, melatonin)

Glutatyon rediiktaz Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler)

Glutatyon S-transferaz Lipoik asit, iirik asit, glutatyon

Siiperoksit dismutaz enzimi, aerobik hiicrelerde siiperoksit radikalini (O,") hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. Siiperoksit dismutaz enziminin

mitokondri ve sitozolde bulunan farkli izoenfimleri vardir. Mitokondride bulunan



siiperoksit dismutaz enzimi, Mn”>" ihtiva eder ve yilksek konsantrasyonda
bulunmasindan dolayr olusan siiperoksitlerin biiyiikk ¢ogunlugunu gidermektedir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

202‘— + 2H+ Stiperoksit dismutaz N H202 + 02

Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir.
Boylece H,O’ten Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olusumu engellenir

(Halliwell, 1999).

1
H,0, /X, H,0 + -Ecg

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin
indirgenmesini gerceklestirir. Bu enzim 4 selenyum atomu iceren tetramerik yapida
bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksiti su’ya indirgeyerek hidroksil

radikalinin olusma riskini azaltir. GSH ise okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir.

H , O , + GSH Glutatyon Peroksidaz N H , O + GS SG

Canlilarda antioksidan sistemleri, metabolizmada iiretilen (endojen) ve disaridan
diyet ile alinan (ekzojen) antioksidan sistemler olmak tizere iki tirlidiir (Giilgin,

2001).

Ekzojen antioksidanlar ise dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta incelenebilir.
En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), P-karoten (A vitamini) ve polifenolik yapidaki bilesikler sayilabilir.
Dogalantioksidanlar en ¢ok yesil sebzelerde (Gililgin ve ark.,2004b), tohumlarda

(Giilgin 2005b), baklagiller ve meyvelerde, A vitamini, C vitamini, E vitamini ve
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baz1 B vitamini igeren besinlerde bulunur (Cao ve ark., 1996;Giil¢in ve ark., 2005a).
Ayrica antioksidan yapilar sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda,
yapraklarda, c¢igeklerde ve koklerde bol miktarda bulunmaktadir (Prattet ve
ark.,1990).

Endojen antioksidan sistemi, antioksidan enzimler, proteazlar ve fosfolipaz gibi
enzimler, glutatyon, iirik asit ve c¢esitli metal baglayicilarindan olusurken (Bursal,
2009)ekzojen antioksidan sistem ise; dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta

incelenebilir.

Dogal antioksidanlardan o-tokoferol (E vitamini), yagda c¢oziinen Onemli bir
antioksidandir. Hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerde 6nemli islevler gormektedir. Lipit
peroksil radikalleri, diger doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek zincirleme
lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 olustururlar. o-Tokoferol, hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan doymamis yag asitlerini, reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz
etkilerine kars1 korur. o-Tokoferol, lipit peroksil radikalleri (LOO) ile tepkimeye
girerek bunlarm reaktifligini giderir. Boylece zincir kirici etki yaparak lipit

peroksidasyonunu engeller.

Diger bir dogal antioksidan olan askorbik asit (C vitamini) ise suda ¢6ziinen bir
antioksidandir. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikalini giderir. Askorbik asit
serbest radikallerin hiicre i¢cinden uzaklastirilmasinda onemli rol oynamaktadir.
Bundan dolay1 bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini
azalttigi gibi, kanser ve Olim oraninda diisiis meydana getirmektedir (Ames ve

ark.,1993).

Askorbik asit bitkiler ve birgok memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir.
Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. Insanda ise esansiyeldir. Askorbik asit,
kolayca hidrojen atomu vererek dehidroaskorbik asite doniisen kuvvetli bir

indirgeyici ajandir. Dehidroaskorbik asit de ayn1 zamanda antioksidan etkiye sahiptir.
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Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit biiyiik Olgiide etkisini kaybetmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2000; Arrigoni and De Tullio 2002; Padayatty ve ark.,2003).

Tablo 4. Baz1 dogal antioksidanlar ve bulunduklar1 kaynaklar

Antioksidan tiirii Bulundugu kaynaklar
Katekinler Yesil cay
Flavonoitler Tahillar, meyve ve sebzeler
Meyvelerin ¢ekirdek ve
Polifenoller Y ¢
tohumlar1
Karotenoitler Bitkisel yaglar
Tokoferoller Bitkisel yaglar

Sentetik antioksidanlara biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve troloks gibi maddeler
ornek verilebilir. Sentetik antioksidanlar genellikle gidalarda olusan problemleri
cozmede ve gidalarin raf Omiirlerini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir(Bursal,
2009).

Sentetik antioksidanlar gidalarda; gidalarin oksidasyonu sonucu olusan bozulmalar,
koku olusumu, tatlarin bozulmasi ve vitamin miktarmdaki azalmalar1 gibi olusan
problemleri ¢ozmek i¢in yani bunlarin raf Omiirlerini uzatmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini
ortaya koyan caligmalardan sonra kullanimlarina ciddi sinirlama ve yasaklar

getirilmistir (Haigh 1986).

Antioksidanlarin c¢ogu ¢esitli iliriinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Daha
biyolojik olarak ise antioksidan madde, havanin oksijeni ile bozulma riski tagiyan
iirtinlere ilave edilerek bu bozulmay1 engelleyen veya geciktiren sentetik veya dogal
maddeler olarak tanimlanmaktadir. Gida endiistrisinde antioksidanlar genis bir alana
sahiptir. Oksijen ve nitrojen gibi reaktif tiirlerin insanlardaki normal fizyolojik

fonksiyonlar1 tlizerindeki ters etkilerini olduk¢ca Onemli sekilde azaltan diyetsel
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antioksidanlardan, yaglarin bozunmasini engelleyen maddeler i¢eren antioksidanlara

kadar genis bir kullanima sahiptirler (Huang ve ark.,2005).

HO HO ¢
OH
(0] (0]
Alfa-tokoferol Troloks
OH OH
S
=
OCH,; CH,
BHA BHT
OH
COOC;H,
HO OH OH
OH
TBHQ
Propil gallat

Sekil 2. Siklikla kullanilan bazi dogal ve sentetik antioksidanlarm ag¢ik kimyasal
yapilari

Temel antioksidan kaynaklar1 dérde ayrilmistir (Prior ve ark.,2005).

1- Enzimler; Stiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz

2- Biiylik molekiiller; Albumin, Ferritin ve diger proteinler

3- Kiiciik molekiiller; Askorbik asit, iirik asit, tokoferol, karetonoidler,polifenoller
(Epigallokatesin, epigallokatesingallat, epikatesin, katesin, kafeik asit, klorojenik
asit, gallik asit, ferulik asit, kumarik asit vb)

4- Baz1 hormonlar; Ostrojen, melatonin vb.
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Antioksidanlarin molekiilleri hidrojen atomu vererek birincil radikalleri radikal
olmayan kimyasal tiirlere ¢evirerek diisiik reaktiviteli hale getirirler. Boylece
radikallerin lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi a¢isindan oldukg¢a 6nemli bir

fonkisyon yerine getirilmi olur.(Madhavi, 1996.).

Antioksidan etki mekanizmasi basit¢e asagida gosterildigi gibidir.

Baslama: ROO + AH — ROOH + A
Gelisme: ROO + A — ROOA
Sonlanma: A + A — A-A

Antioksidanyapilarfarklikimyasal ve fiziksel Ozellikler gosterirler. Her bir
antioksidan reaksiyon sistemine gore c¢oklu ya da farkl bir tekli mekanizma ile
etkilesime girebildikleri gibi, farkli radikal ya da oksidan kaynagna farkli tepki
verebilirler(Prior ve ark.,2005).

Antioksidan aktivitesi; fiziksel-kimyasal faktorler, substrat faktorleri, gida
maddesinin fizikokimyasal durumu,konsantrasyonun yiikselmesi, oksijen basinci ve

sicaklik gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak degisklik gosterebilirler (Larson 1988).

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda mevcuttur. Bunlar karotenoitler,
vitaminler, fenoller, flavonoitler, glutatyon ve endojen metabolitleri igerir. Bitkisel
kaynakli antioksidanlar singlet ve triplet oksijen kuenceri, serbest radikal gidericisi,
peroksit parcalayicisi, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak fonksiyon gortirler.
Sebze ve meyvelerde birgok antioksidan igerirler (Cao ve ark.,1996). Dogal
antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda,
yapraklarda, ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir (Pratt
ve ark., 1990). Bundan dolay1 bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara
yakalanma riskini azalttig1 gibi, kanser ve Olim oraninda diisiis meydana
getirmektedir (Ames ve ark.,1993). En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik

asit, tokoferoller, karotenoitler ve skualen sayilabilir. Askorbik asit bitkiler ve bir¢ok
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memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir. (Padayatty ve ark.,2003;

Arrigoni ve De Tullio, 2002).

Diger bir 6nemli antioksidan E vitaminidir. Tokoferoller, E vitamini olarak da bilinir.
Tokoferoller igersinde biyolojik acidan en 6nemli olani a-tokoferoldiir. Tokoferoller,
gida maddelerinin bozulmasini engelleyen ve uzun 6miirlii olmalarinda rol oynayan

onemli bir dogal antioksidan guruptur (Ruiz-Lopez ve ark.,1995).
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2. KAYNAK OZETLERI

Sekil 3.Centaureatriumfettibitkisinden bir goriiniis

C. triumfetti peygambergigegi cinsine ait bir bitkidir. C. triumfetti¢ayirlar ve subalpin
¢im yamaglarinda, kuru ve giinesli yerleri tercih eder. Tiire ait bireyler deniz
seviyesinden 2000 m yiiksekliklere kadar yayilis gosterirler. Kirecli topraklar1 tercih
ederler. Bu bitki giiney ve orta Avrupa'min daglarinda yaygmdir. Bazen bu bitki

bahge ve parklarda siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir(Baytop, 1999).

Mavi kantoron olarak ta bilinen bitki, tahil tarlalarinda kendiliginden yetisen bir
bitkidir. Cigeklidir ve 1lik yerlerde yetisir. Cigekleri mor ya da mavi renkte olup odun
tabanli ¢cok yillik otsu bir bitkidir. Ciceklenme donemi Haziran ve Temmuz aylari
arasindadir. Tiirkiye’de Usak, Konya, Malatya ve Isparta illerinde yaygin olarak
goriilmektedir(Baytop, 1999).

Cantaureacinsi Asteraceae familyasinin biiyiik bir iiyesidir. Cantaureacinsine ait

tiirlertek yillik, 2 yillik yada ¢ok yillik olabilmektedir. Nadiren dikenli dallara sahip
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kiiciik ¢alilar veya cok hiicreli tiiylere sahip biiyiik ¢alilardir. Centaurea tirlerinin
cogu Avrasya kitasinda yetistirilip 1970 ten fazla tiirii bulunmaktadir. Yaklagik
olarak bunlarmm 500 tiirii geleneksel olarak taksonomik sorunludur. Bu ag¢idan
calismasi1 zordur. Bu yiizden daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. (Wagenits 1975,
Deywis 1988) Bazi tiirleri siis bitkisi olarak park ve bahgelerde ayrica baharat igin de
yetistirilmektedir. Bu cinsin ¢cogu iiyeleri geleneksel tipta halk tarafindan ila¢ olarak
kullanilmaktadir (Baytop 1995).Cantaure biiylik bir cins olup 180 den fazla tiire
sahiptir. Tirkiye florasinda 114 tiirli endemiktir. Tirkiye’de ve bircok {ilkede
Cantaure bitkisinin biyolojik aktivitileri incelenmistir (Tepe ve Ark., Ugur ve Ark.).
Tiirkiye’de daha ¢ok I¢ Anadolu Bélgesinde yetistirilen bu bitkilerin antioksidan
ozellikleri incelenmistir. Genellikle geleneksel tedavi yoOntemlerinde cesitli
rahatsizliklarin tedavisinde kullanmislardir. Centaurea bitkisinin toprak iistii kismi
hemoroid, apse tedavisi, peptik llser ve soguk algmnliginda kullanilmaktadir. Bu
yiizden biyolojik kanitlar olsun diye aktiviteleri incelenmistir (Scalse ve ark.).
Diyabet, ishal, romatizma, sitma ve hiper tansiyon hastaliklar1 i¢in kullanilmiglardir

(Muhammed shobe, 1999).

Bir maddenin antioksidan etkisi ortamdaki serbest radikalleri gidermesine baglidir.
Bilesenlerin ortamdaki serbest radikallerden kaynaklanan sari-yesil renkli karisimin
renk agilmasina dayanan absorbans degisimleri 517 nm de Slgiilir. DPPH metoduna
gore yapilan radikal giderme deneylerinde 6lgiilen absorbanslara bagh olarak, DPPH
minkalibrasyon grafiginden faydalanilarak antioksidan aktivite hesaplanmistir. C.
triumfetti'nin sentetik antioksidan olan BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
sekil 8'de verilmistir. C. triumfetti'nin ortamdaki serbest radikalleri giderme orani
hesaplanan degerleri dikkate alindiginda BHT, o-tokoferol ve troloks gore daha
diisiik oldugu goriilmektedir, DPPH'nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan degerleri
dikkate alindiginda, degeri ne kadar kiiciikse antioksidan aktivitesi de o kadar
fazladir denilebilir.  Bunun anlami aym1 miktar serbest radikali en diisiik
konsantrasyonda giderilen maddeler daha kuvvetli aktivite gostermektedir. BHT, a-
tokoferol ve troloksC. triumfetti’ya gore ortamdaki serbest radikalleri giderme

acisindan daha kuvvetlidir.C. friumfettibitkisinin liyofilize etanolekstresinin farkl
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konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™ giderme aktivitesinin birer standart
antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi(Sekil.9.)
verilmistir. C. triumfettinin ortamdaki serbest radikalleri giderme degerleri dikkate
almdiginda BHA BHT, oa-tokoferol ve troloks gore daha diisik oldugu
goriilmektedir, ABTS 'kalibrasyon egrisinden hesaplanan degerleri standart
antioksidantlardan yiiksektir. Bu degeri ne kadar yiiksekse antioksidan aktivitesi de o
kadar dusiiktlir denilebilir. Bunun anlami ayni miktar serbest radikali en diisiik
konsantrasyonda giderilen maddeler daha kuvvetli aktivite gdostermektedir. Ferrik
iyonlarim1 (Fe’") ferrdz iyonlarma (Fe*") indirgeme kuvveti ile ilgili ¢ahsmalarda
kullanilan bu biyoanalitik metotta, test c¢ozeltisinin sar1 rengi ortamda bulunan
antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay:r farkli tonlardaki yesil
renge doniismektedir (Giilginve ark., 2006). Calismada kullanilan C.
Triumfettibitkisinin etanol ekstrelerinde indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon
olarak arttig1 goriilirken, bitki ekstresinin indirgeme potansiyeli, farkli
konsantrasyonlardaki (40—120pgmL']) cozeltilerinin 700 nm’dekiabsorbanslari
Olgtilerek belirlenmistir. Sekil 6’den goriilebilecegi gibi C. triumfetti’ninkullanilan a-
tokoferol’e yakin fakat daha az indirgeme potansiyeli gostermistir. Ortamdaki Fe+3
iyonlarinin  Fe+2 iyonlarma indirgeyebildigi olciide, bilesenlerin antioksidan
aktiviteleri belirlendi. Bunun i¢in, ortamdaki mavi-yesil renkli kompleksteki renk
acilimmin spektrofotometrik olarak 700 nm de absorbans degisimlerinden
faydalanildi. Bitkilerdeki fenolik maddelerin toplam konsantrasyonu hesaplanirken
mutlaka bir standart fenolik maddeye gore yapilir. Bunun i¢in 6ncelikle gallik asitten
standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde edilen formiilden de yine her iki
ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalent (GAE) olarak
hesapland1 (Sekil.5). Bu standartlarin disinda daha baska fenolik madde de ihtiva

edebilecegi de unutulmamalidir.
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3.1.1Yararlanilan Malzeme, Alet ve Cihazlar

Inkiibator

Otomatik pipetler

Vorteks

Evaporator

Saf su cihazi

Magnetik karistiric
UV-Spektrofotometre kiiveti
UV-VIS Spektrofotometre
Derin dondurucu

pH-metre

Hassas terazi

: Elektro-Mag (0-300°C)

: Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
: Fisons, Whirlimixer

: Heidolph 94200, BioblockScientific
: FirstreemCalypso MK 1 GlassStill

: StuartScientific

: 3 cm’’likk Kuartz Kiivet

: Shimadzu, UV-1208

: Sanyo, Japan

: Hanna Instrument

: Scaltec SBA 41

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil

polioksietilensorbitanmonolaurat (Tween-20) ve trikloroasetik asit (TCA) Amonyum

tiyosiyanat.

(DPPH") radikali, linoleik asit, a-tokoferol,

3.1.3.Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.3.a. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini ile Tlgili Cozeltiler

% 2’lik Na,COj; ¢ozeltisi: 2 g Na,CO3 100 mL’lik balon jojede bir miktar saf suda

¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.

Folin-Ciocalteu Reaktifi: Satin alindig1 sekilde kullanildi.
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3.1.3.b.ABTS Serbest Radikalinin Aktivitesini Giderme ile Tlgili Cozelti
Hazirlama

0,15 g ABTS ve 0,04g K,05S; alintp 100 ml suda alinip ¢oziildiikten sonra toplam

hacim saf su ile 500 mL tamamland..

3.1.3.c.Ferrik Iyonlarim (Fe*") Ferroz Iyonlarina (Fe*™) indirgeme Kuvveti
Tayini ile Ilgili Cozeltiler

%10’luk TCA ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢oziindii ve toplam

hacmi 150 mL’yedestile suyla tamamlandi.

0,2 MpH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 2,46 g Na,HPO, yaklagik 80 mL
destile suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6 olarak ayarlandi. Toplam

hacim 100 mL olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

%1°lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2,5 g KsFe(CN)g destile suda ¢oziildii

ve toplam hacim 250 mL’ye destile su ile tamamlandi.

% 1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmast: 0,1 g FeCl;.6H,O destile suda ¢oziildii ve
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.
3.1.3.d.Kuprak Metoduna Gore Indirgeme Kapasitesi Tayini ile Tlgili Cézeltiler

0,01 M’lik CuCly¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,067 g CuCl, alind1 ve 50 mL destile

suda ¢ozildii.

7,5x10°M’liketanolikneokupringdzeltisinin hazirlanmast: 117 mg Neokuprin alind:

ve 75mL etanolde ¢oziildii.
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1 M’lik NaCH3;COO tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5): 4,7 g NaCH;COO alind1
ve 50 mL saf suda ¢oziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’e ayarland1 ve toplam hacim 100

mL’ye saf su ile tamamland1.

3.1.3.e. DPPH’ Serbest Radikal Giderme Aktivitesi ile Tlgili Cézeltiler

107 M’lik DPPH" ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,025 g DPPHe etanolde tamamen
cOziinlinceye kadar sekiz saat boyunca manyetik karistirict ile karistirildi. Toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. C. triumfetti Bitkisinin Toplanmasi ve Kurutulmasi

DeneylerdekullanilanC. triumfettibitkisi Malatya’nin Battalgazi il¢esine bagl
Kemerkdprii kdyiinden toplandi. Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mustafa Korkmaz tarafindan teshis
edildi. Bitkinin bir ornegi Biyoloji Bolimii Herbaryumu’nda
saklanmaktadir.Toplanan bitki numuneleri kii¢iik pargalara ayrilipoda sicakliginda
golgede kurutulduktan sonra, antioksidan aktivite Ol¢iimii ile ilgili ¢aliymalarda

kullanilincaya kadar soguk ortamda saklanmistir.

3.2.2.C. triumfettiBitkisinin Etanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Etanol ekstresi icin blenderde ogiitiilmiis ve toz haline getirilmis C.
triumfettibitkisine ait numunelerden 25 g almarak 1 litrelik agz1 kapali erlende
iizerine numunenin yirmi kati etanol (500 mL) ilave edildikten sonra manyetik
karistiricida karistirildi. Elde edilen etanol ekstreleri siizge¢ kagidindan siiziildi.

Siiziilmiis ekstrelerbirlestirilerek iginde bulunan etanol uzaklastirildi.

3.2.3.Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

C. triumfettibitkisinin etanol ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktar1
FCR ile belirlendi (Singleto ve ark.,1999). Standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanildi. Bunun i¢in 6nce bir standart grafik ¢izildi. Bu amacla 25 mg gallik asit 25
mL destile suda ¢6ziildii ve 1 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Bu
stok c¢ozeltiden 100-200-300-400-500-600 pggallik asit igeren ¢ozelti erlenlere
aktarildi ve hacim destile suyla 23 mL’ye tamamlandi. Erlenlere sirasiyla 0,5 mL
FCR ve 3 dakika sonra da %2’lik Na,CO; ¢6zeltisinden 1,5 mL ilave edildi. Karisim

2 saat boyunca oda sicakliginda karistirildiktan sonra numunelerin absorbansi 760
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nm’de destile sudan olusan kore kars1 kaydedildi. Kontrol i¢in numune yerine destile

su kullanildi.

C. triumfettibitkisinin etanol ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktar1
Gililgin’ inin yaptig1 calismaya gore degerlendirildi (Giilgin, 2005).Daha 6nce
hazirlanan her bir stok ¢ozeltiden 1 mg alind1 ve vezin kaplarina aktarildi ve hacim
23 mL’ye destile suyla tamamlandi. Karisima 0,5 mL FCR ve 3 dakika sonra da 1,5
mL %2’lik Na,COs ilave edildi. Numuneler iki saat oda sicakliginda karistirildi. Bu
siire sonunda numunelerin absorbansi saf sudan olusan kore karsi 750 nm’de okundu.
Bu islemler tiger defa tekrarlandi. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen
gallik asit ekivalent miktar1 standart grafikten elde edilen asagidaki denklem
yardimiyla bulundu. Bulgular gallik asit ekivalent (GAE) ve mikrogram olarak

verildi.

Absorbans ;¢ = 0.0014 x [GAE (ng)]

3.2.4. Ferrik iyonlarim (Fe*") Ferroz Iyonlarina (Fe*) indirgeme Kuvveti
Tayini

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Taze hazirlanan stok ¢ozeltilerden 40, 80 ve 120 pg mL™ olacak sekilde alindi ve
deney tiiplerine aktarildi ve hacim destile suyla 1 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her
bir tiipe 1 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 1 mL %]1’lik potasyum ferrisiyaniir
[K3Fe(CN)g] ilave edildikten sonra karigim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu
islemlerden sonra reaksiyon karisimina 1 mL %10’luk TCA ilave edildi.Cozeltinin
iist fazindan 2,5 mL alind1 ve bunun iizerinede 1 mL destile su ve %0,1’lik 0,25 mL

FeCls ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi okundu.
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3.2.5. Kuprak Metoduna Gére Idirgeme Kuvveti Tayini

Bunun i¢in deney tiiplerine 0,01 M’lik 0,125 mL CuCl, ¢6zeltisi ilave edildi. Bunun
tizerine 0,125 mL 7,5x1073M’11ketanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 0,125 mL 1M’hik
amonyumasetat tamponu aktarildi.  Cozelti karistirildiktan  sonra  farklh
konsantrasyonlarda(40-120 pg/mL) C. triumfettibitkisininetanol ekstreleri ve
standartlar  ilave edildi. Kirkdakikalilk bir inkiibasyondan sonra 480
nm’deabsorbanslar1 kaydedildi. Reaksiyon karisiminin artan absorbansi artan kuprik
iyon (Cu’") indirgeme kapasitesini gostermektedir. C. triumfettibitkisininetanol
ekstrelerinin kuprik iyonu (Cu2+) indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslarinin

(2006) kullandig1 Cuprak metodunun hafif bir modifikasyonuna gore yapildi.

3.2.6.DPPH’ Serbest Radikallerini Giderme Aktivitesi Tayini

Serbest radikal olarak DPPH’in 1 mM’lik ¢o6zeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
srrastyla 25, 50 ve 75 pg mL™" konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
cozeltiler aktarilarak toplam hacimleri 2 mL olacak sekilde destile etanol ile
tamamlandi. Daha sonra her bir numune tiipiine stok DPPH" ¢6zeltisinden 0,5 mL
ilave edildi. 40 dakika oda sicaklig1 ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden
olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Kontrol olarak, 2 mL etanol
ve 0,5 mL DPPH¢6zeltisi kullanildi. Azalan absorbans kalan DPPH" ¢ozeltisinin

serbest radikal giderme aktivitesini verdi.



24

4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirma Bulgulan

Antioksidan aktivite tayin metodlari, gida, farmasétik veya tibbi amacli kullanilan
bitkilerin veya onlardan saflastirilan biyolojik aktif maddelerin biyolojik aktivite
kapasitelerinin aydinlatilmasi bakimindan yaygimn bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
amagla toplam antioksidan aktivite tayini, toplam indirgeme kapasitesinin
aragtiriimasi, DPPHe, ABTS 've O, radikal gidermesi, serbest olmayan bir reaktif
oksijen tiirii olan H,O,’nin giderilmesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin
2005; Giilgin 2006b). Mevcut calismada da bu metotlar kullanild1 ve bulgular dogal
ve standart antioksidanaktiviteleri bilinen a-tokoferolve troloks gibi antioksidanlar

ile karsilastirildi.

4.2 Kuprikiyonlarim (Cu®**) Kuproz Iyonlarmma (Cu") indirgeme Kuvveti
(Kuprak Metodu) Bulgulan

C. triumfettibitkisinin etanol ekstresininkuprik iyonlarmni (Cu®") indirgeme kapasitesi,
ferrik iyonlarim (Fe’") ferréz iyonlarma (Fe®") indirgeme kapasitesi gibi ekstrelerin
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir. Etanol ekstresininkuprik
iyonlarmi (Cu®") indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyondaki (10-30 pg/ml)

cozeltilerinin 505nm’dekiabsorbanslari dlgtilerek belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4.C. triumfettibitkisininfarkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™)etanol
ekstrelerinin  kuprik iyonlarmi (Cu®") indirgeme kuvvetlerinin birer standart

antioksidan olan a-tokoferol vetroloksile karsilastirmasi

4.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini Bulgulan

Bunun i¢in 6ncelikle gallik asitten standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiilden de yine her iki ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1
gallik asit ekivalent (GAE) olarak hesapland1 (r*: 0,9371). Bu amagla hazirlanan
standart gallik asit grafigi Sekil 5° de verilmistir.
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Sekil 5. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini i¢in gallik asit ile hazirlanan standart
grafik

4.4.Ferrik Iyonlarim (Fe*") Ferroz Iyonlarina (Fe*™) Indirgeme Kuvveti ile Tlgili

Bulgular

Antioksidan caligmalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢dzeltisinin sar1
rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1
farkli tonlardaki yesil renge donlismektedir(Giilgin vd, 2006). Calismada kullanilan
C. triumfettibitkisinin etanol ekstrelerinde indirgeme kapasitesi artankonsantrasyon
olarak arttig1 goriilirken, bitki ekstresinin indirgeme potansiyeli, farkli
konsantrasyonlardaki (40—120pgmL']) cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari
Olgiilerek belirlenmistir. Sekil 6’dan goriilebilecegi gibi C. triumfetti’nin kullanilan

a-tokoferol’e yakin fakat daha az indirgeme potansiyeli gostermistir.
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Sekil 6.C. triumfettibitkilerininfarkli konsantrasyonlardaki (40-120 pg mL™")etanol
ekstrelerininindirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan o-tokoferol ve

troloks ile karsilastirmasi

4.5. DPPH’ Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari

C. triumfettibitkisinin DPPHeserbest radikalini giderme aktivitesini tesbiti i¢in
yapilan calismada BHT, a-tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bilesikleri
kullanilmistir. C. triumfettibitkisinin etanol ekstreleri ile standart antioksidanlar 30
pg/ml konsantrasyonunda sirasiyla su sekilde DPPHradikali giderme aktivitesi
sergilediler Troloks > a-tokoferol >BHT >C. triumfetti.
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Sekil 7.C. triumfettibitkisininfarkli konsantrasyonlarda (25-75 pg mL™7)etanol
ekstrelerinin DPPH serbest radikallerini giderme aktivitelerinin birer standart

antioksidan olan a-tokoferol, troloks ve BHT ile karsilastirmasi

4.6.ABTS™ Giderme Aktivitesi Bulgular

ABTS™ giderme aktivitesi de sulu karisimlarin, igeceklerin, ekstrelerin veya saf
maddelerin radikal giderme aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Miller ve
ark.,1996; Giilgcin ve ark.,2007). C. triumfettibitkisininetanolekstresi ile ¢alismada
kullanilan a-tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin ABTS™
giderme aktiviteleri tayini i¢in Oncelikle standart grafik olusturuldu (Sekil 8).
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Sekil 8.ABTS™ giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart ABTS™ grafigi

ABTS** giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS** miktar1 standart
grafikten elde edilen yukaridaki denkleme gore hesaplandi.
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Sekil9.C. triumfettibitkisininfarkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) etanol
ekstresinin ABTS™" giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHT, o-

tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
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5.SONUC

C. triumfettibitkisininantioksidan aktivite ozellikleri ile ilgili yapilan caligmalarda
Fe’"-Fe*" transformasyonu metoduna gére indirgeme kapasitesi, DPPH serbest
radikal giderme aktivitesi,kuprak metoduna gore kuprik iyonlarmi (Cu®") kiiproz
iyonlarina (Cu") indirgeme kapasitesi, farkli biyoanalitik metotlar kullanilarak farkl:
konsantrasyonlarda ayr1 ayri1 belirlendi. Kullanilan antioksidan ve antiradikal
yontemlerde bulunan aktiviteler kozmetik ve gida sanayinde yaygin olarak kullanilan

a-tokoferol ve onun suda ¢6ziinen bir analogu olan troloks ile mukayese edildi.

Antioksidan calismalarin mukayesesinde o-tokoferol ve troloks gibi standart
maddeler kullanildi. Bazi antioksidan analizlerdeC. triumfettibitkisinin etanol
ekstrelerinin  aktivitesinin kullanilan standartlarin ayni1 konsantrasyonlardaki

aktivitelerine yakm oldugu gozlendi.

C. triumfettibitkisinin etanol ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesinde oldugu
gibi indirgeme kapasitesinde de artan konsantrasyona bagli olarak C.
triumfettibitkisinin  indirgeme kapasitesi arttig1  belirlenmistir. Ik  bakista
oksidasyonun indirgeme giicii yiiksek olan ekstrelerce daha kuvvetli bir sekilde
bastirilacag: diisiiniilebilir. Indirgeme giicii bir bilesigin antioksidan aktivite
sergilemesinde 6onemli bir faktordiir. Ancak herhangi bir saf maddenin antioksidan
ozelligi farkli mekanizmalar iizerinden yiiriiyebilir. Ornegin, oksidasyonun gegis
metalleri tarafindan hizlandirildig1 bir sistemde, antioksidan bilesigin indirgeme giicii
antioksidan 6zellik yoniinden 6nemli degildir. In vivo olarak serbest demir ve bakirin
varlig1 kontrol edilebilmektedir (Meir ve ark.,1995).Demir iyonlar1 barsaklar
tarafindan emilir ve transferin proteinleri tarafindan ferrik iyonlar1 (Fe3+) formunda
demir ihtiyaci olan hiicrelere tasinir ve ferrdz iyonlari (Fe%) seklinde ferritin ve
hemosiferin proteinlerinde depolanir. Spesifik olarak transferine bagh olan demir
iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarmma katilmazlar. Fazla olan demir iyonlar1 ise

birer “demir havuzu” olan ferritin ve hemosiferinde depolanirlar. Insan plazmasinda
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bulunan bakirin biiylik bir kismi serbest radikal reaksiyonlarini uyarmayan bir

formda olup, seruplazmin proteinine bagli haldedir (Halliwell, 1994).

Baz1 hemostatik durumlar degistiginde hidroksil radikali olusur (Chevion ve ark.,
1993). Doku hasarlar1 sonucu fagositlerin aktivasyonu veya lizis olmus hiicrelerden
gecis metal iyonlarinin yayilmasi sonucu serbest oksijen tiirleri olusabilmektedir. Bu
durum hiicre ve dolayistyla doku hasarmi daha da hizlandirir. Ornegin travmatik
beyin hasar1 sonucu demir iyonlarina bagl serbest radikalik reaksiyonlar meydana
gelebilir. Parkinson hastaligi, substantia nigrada mevcut hiicrelerin 6liimii sonucu
meydana gelmektedir. Demir iyonlar1 6lii hiicrelerin parcalanmasi sonucu aciga
cikmaktadir. Boylece parkinson hastaligina yakalanan hastalar oksidatif strese maruz
kalir. Bu durumda serbest radikalik reaksiyonlar muhtemelen substantia nigranin
dejenerasyonuna katkida bulunmaktadir. Bunun yanisira serbest oksijen radikalleri,
enzim ve proteinlerin yapilarinda bulunan aminoasitlerin tiyol guruplarini da
oksitleyerek deaktive ederler. Ayrica hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis
yag asitlerini de oksitleyerek hiicre hasarlarina da sebep olmaktadir (Koksal,
2007).Son zamanlarda antioksidan aktivite gosteren bitkilerin gida ve beslenme
alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda oldukca fazla sayida calisma yapilmistir. Bu
calismalar halen yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin
birer antioksidan olan karotenoit ve fenolik bilesik icerigi bakimdan zengin olmalar1
ve bu bilesiklerin herhangi bir yan etkiye sahip olmamalaridir (Kulkarnive

ark.,2006).

Siklikla kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin bazi yan etkilerinin
bulunmasindan sonra arastrmalar tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar {izerine
yogunlagsmistir (Giilgin ve ark.,2006a). Antioksidan aktivite tayin metodlari, gida,
farmasotik veya tibbi amagli kullanilan bitkilerin veya onlardan saflastirilan biyolojik
aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi1 bakimindan yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla toplam antioksidan aktivite tayini, toplam
indirgeme kapasitesinin arastirilmasi, DPPHe radikal gidermesi gibi metotlar siklikla

kullanilmaktadir (Giilgin, 2005; Giilgin, 2006).
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Mevcut ¢alismada da bu metotlar kullanildi ve bulgular birer dogal ve standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks, BHT gibi antioksidan aktiviteleri bilinen

standart antioksidanlar ile karsilastirildi.

DPPH’ ve ABTS™ radikallerinin kullanimina dayanan metotlar, yiyecek, icecek ve
bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan en popiiler
spektrofotometrik metotlardir. Ayrica DPPHs, ABTS™ ve DMPD" giderme metodlar1
hizli, basit, secici ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan dolay1 antioksidan
ekstre veya bilesiklerin aktivitesini belirlemek i¢cin yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir (Ozgelik ve ark.,2003).

C. triumfettibitkisinin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan metodlarin
cogunda bitkinin standart antioksidan olarak kullanilan bilesiklere yakin aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu c¢alismamizin bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin

incelenmesi arastirmalarinda yararlanilacak bir ¢alisma oldugu muhtemeldir.

Yapilan caligmalarda, toplam antioksidan aktivite kapasitesi, DPPH serbest radikali
giderme kapasitesi, toplam fenolik miktar,, iyon indirgeme kapasitesi gibi
parametreler kullanilarak C. triumfettibitkisinin antioksidan aktivitesi belirlenmistir.
Elde edilen bulgulardan C. triumfettibitkisinin antioksidan aktivite gdsterdigi
belirlenmistir. C. triumfettibitkisinino-tokoferol, troloks ve BHT gibi referanslarla

mukayesesi ile de elde edilen sonuglar desteklenmistir.

C. triumfetti bitkisinin DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi tayini, ferrik
iyonlarmi (Fe’") ferréz iyonlarma (Fe’") indirgeme kuvveti tayini ve kuprak
metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile de genel olarakC. triumfettibitkisinin

1y bir antioksidan 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
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