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Ozet: Onopordum cinsi Tiirkiye’de ondokuz takson ile temsil edilmekte ve Anadolu’da tibbi amagcla
geleneksel olarak kullanilmaktadir. O. anatolicum tohumlarinin etil alkol ve su 6zitlerinin antioksidan 6zellikleri
B-karoten/linoleik asit, DPPH serbest radikal siipiirme, indirgeme giicii, ve metal selatma testlerini igeren farkli
kimyasal testlerle arastirildi. Ayrica, 6ziitlerin toplam fenolik ve flavonoid icerkikleri de belirlendi. Genel olarak,
etil alkol oziitii yiiksek toplam fenolik igerikle Onemli antioksidan aktivite (metal selatlama disinda)
sergilemistir. Bununla birlikte, su 6ziitii ¢alisilan 6rnekler arasinda en giiglii selatlama aktivitesine sahiptir. Bu
caligma O. anatolicum oziitlerinin dogal antioksidanlarin yeni bir kaynagi olarak gida ve farmakoloji
endiistrisinde kullanilabilecegini 6nermektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Coziicii, indirgeme giicii, Onopordum, Serbest radikal, Tiirkiye.

Antioxidant Activities of Onopordum anatolicum seeds

Abstract: The genus Onopordum contained nineteen taxa in Turkey, which are traditionally used for medicinal
purposes in Anatolia. Antioxidant activities of ethyl alcohol and water extracts from O. anatolicum seeds were
investigated by different chemical assays including B-carotene/linoleic acid, DPPH radical scavenging, reducing
power and metal chelating. Also, total phenolic and flavonoid content were determined for the extracts.
Generally, ethyl alcohol extract showed significantly antioxidant activity (except for metal chelating) with high
total phenolic content. However, the water extract had the strongest metal activity among these samples. This
study suggested that O. anatolicum extracts could be considered as novel a source of natural antioxidants in food
and pharmacological industries.
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1. Giris

Yasam i¢in temel 6neme sahip olan oksijen molekiilii metabolik olaylar sirasinda hiicre ve doku
hasarinda rol oynayan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak isimlendirilen toksik bir grup radikalin
olusumuna yol agar. Reaktif oksijen tiirleri 6zellikle oksijenli solunum sirasinda elektronlarin son
elektron alicis1 olan oksijene tasinmasi sirasinda tesekkiil eder. Oksijen tam olarak indirgendiginde
meydana gelen son {irlin sudur. Ancak oksijen tam olarak indirgenemez ise reaktif oksijen tiirleri
meydana gelir. Reaktif oksijen tiirleri igerisinde siiperoksit (O;,"), hidroksil (OH”) ve hidrojen
peroksit (H,O,) yer almaktadir. Radikal terimi biinyesinde bir veya daha fazla sayida eslenmemis
elektron igeren molekiil veya molekiil gruplarina verilen isimdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
Eslenmemis elektron ¢iftlerinden dolayr bu molekiiller oldukc¢a reaktif olup, diger molekiiller ile
kolaylikla reaksiyona girip yeni radikallerin olusumuna yol agmaktadirlar. Bu sekilde serbest
radikaller protein, karbohidratlar, lipidler ve niikleik asitlerle etkileserek hiicre ve doku hasarinin
meydana gelmesinde biiyilk rol oynamaktadirlar (Aruoma, 1996). Yapilan calismalarda serbest
radikallerin kardiovaskiiler hastaliklar, bircok kanser tiirli basta olmak {izere kronik ve dejeneratif
hastaliklarin gelismesine katkida bulundugu rapor edilmistir (Hou ve ark., 2003). Organizmada serbest
radikalleri veya bunlarin zararl etkilerini ortadan kaldiran enzimatik savunma sistemi mevcuttur. Bu
savunma sistemini katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
olusturmaktadir (Fridovich, 1995). Ancak, UV i1sinlara maruz kalma, kirlilik, sigara kullanimi gibi
cesitli faktorler bu enzimatik savuma sisteminin g¢aligma kapasitesini bozacak olursa serbest
radikallerin organizmada daha fazla birikimine ve belirtilen zararli etkilerinin ortaya ¢ikmasina yol
a¢gmaktadir. Bu durumda antioksidanlar olarak nitelendirilen bilesiklerin diyetle alinmalar1 oldukga
onemli hale gelmektedir (Halliwell, 1994). Antioksidanlar saglik iizerine faydali etkilerinin yani sira
basta yaghh gidalar olmak iizere c¢esitli gidalarin raf Omriiniin uzatilmasinda da siklikla
kullanilmaktadir. Bu agidan kimyasal yontemlerle bir¢ok sentetik antioksidan (BHA, BHT, PG ve
TBHQ) iiretilmistir. Ancak sentetik antioksidanlarin hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda toksik
ve karsinojenik 6zellikleri rapor edilmistir (Ito ve ark., 1986; Safer, 1999). Bu durumdan 6tiirii sentetik
antioksidanlarin yerine giivenli ve daha ucuz dogal antioksidan kaynaklarinin kullanimi son
zamanlarda artig gostermistir. Bitkiler; tokoferoller, C vitamini, karetonoidler ve fenolik bilesikler gibi
dogal antioksidanlarin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir (Larson, 1988). Bitkisel sekonder
metabolitlerin en 6nemli gruplarindan olan fenolik bilesikler oldukga giiclii antioksidan &zellige
sahiptirler. Bu durum &zellikle yapilarindaki hidroksil gruplarinin varligindan, giiglii metal selatlama
kapasitelerine sahip olmalarindan ve kararli kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu durumla
baglantili olarak basta fenolik maddeler olmak {izere dogal antioksidan kaynaklari biinyelerinde fazla
miktarda igeren bitkilerin tiikketiminin artirilmasi ile koroner kalp hastaliklari, kanser gibi hastaliklara
yakalanma riskinin azalmasi arasinda pozitif bir korelasyon vardir (Halliwell, 2007; Rios ve ark.,
2009). Fenolik bilesikler antioksidan aktivite diginda antitiimor, antimikrobiyal ve antimutagenik gibi
oldukga genis bir spektrumda etki gostermektedir.

Onopordum cinsi Diinyada yaklagik 60 taksonla temsil edilir ve genel olarak Asya, Avrupa ile
kuzey Afrika’da yayilis gostermektedir (Susanna ve Garcia-Jacas, 2007). Tirkiye’de ise Onopordum
cinsi 19 takson igermektedir (Davis ve ark., 1988) ve bunlarin 6 tanesi endemiktir. Yapilan ¢esitli
etnobotanik ¢aligmalarda Onopordum taksonlarmin basur, sindirim sistemi bozukluklar1 gibi ¢esitli
hastaliklar icin halk hekimliginde yaygin olarak kullanildig1 gériilmiistiir (Altundag ve Oztiirk, 2011;
Oziidogru ver ak., 2011; Polat ve ark., 2013; Miikemre ve ark., 2015). Ancak bu kullanimlarimn
hakkinda yeterli bilimsel veriler henliz mevcut degildir. Yine literatiir taramasi yapildiginda O.
anatolicum’un antioksidan 6zellikleri tizerine herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu sebeplerden dolayi, bu
calismanin amacini O. anatolicum tohumlarindan elde edilen oOziitlerin antioksidan oOzelliklerini
arastirmak olugturmaktadir.
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2. Materyal ve Metot

Onopordum anatolicum (Boiss.) Eig bitkisi tohumlari, 2010 yili Haziran-Temmuz aylarinda
Afyonkarahisar ili Cay ilgesi Gbcen kdyiinden toplandi. Bitkinin botanik tanimlamasi Mugla
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Eleman1 Uzman Dr. Olcay CEYLAN tarafindan
yapildi. Bitki tohumlari toplanarak golgede kurutulduktan sonra degirmende iyice toz haline getirildi.
Etil alkol 6ziitii, 10 g 6giitlilmiis bitki tohumlarinin 200 ml etanol ile 25 °C’de 24 saat maserasyonuyla
elde edildi. Oziitleme ayni sartlarda iki kez daha tekrarland: ve etil alkol déner buharlastiricida
50 °C’de uzaklagtirildi. Su 6ziitii i¢in ise 10 g 6giitiilmiis bitki tohumlar1 300 ml kaynar su ile 15 dk
karistirildi ve su liyofilize edildi.

2.1. Antioksidan aktivite analiz yontemleri

2.1.1. p-karoten-linoleik asit sistemiyle toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin toplam antioksidan aktivitesi p-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlendi (Dapkevicius
ve ark., 1998). B-karoten ¢ozeltisi, 0.5 mg B-karotenin 1 ml kloroformda ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu
cozeltiye 25 pl linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotary evoparotorde
buharlastirildiktan sonra 100 ml hava gegirilmis destile su ile karistirildi. Bu emiilsiyonunun 2.5
mililitresi, érneklerin 0.35 mililitresine (2 mg/ml) ilave edildi. Kontrol igin test tiipiine 6rnek yerine
0.35 ml ¢oziicii konuldu. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak
baglangi¢ absorbanslar1 490 nm’de dlgiildii. Tiipler 50 °C’de inkiibasyona birakildi. $-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edildi (120 dakika). P-karoten renk agilim orani (R), 1
esitligine gore hesaplandi:

R =In (a/b)/t (1)

Burada; In: dogal logaritma, a=baglangi¢ absorbansi, b=120 dakika inkiibasyondan sonraki
absorbans degeri

Antioksidan Aktivite (AA) ise 2 esitligine gore hesaplandi:

AA= [(RkontroI_Rérnek)/Rkontrol]X]-OO (2)

2.1.2. Serbest radikal siipiiriim aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin serbest radikal siipiiriim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH’) serbest
radikali kullanilarak belirlendi (Hatano ve ark., 1989). Icerisinde 0.2 ml 6rnek ¢dzeltisi (0.5-2.0
mg/ml) bulunan test tiiplerine, %0.004’liikk 5 ml metanolde hazirlanmig DPPH ¢dzeltisi ilave edildi.
Kontrol igin test tiipiine 6rnek yerine 0.2 ml ¢dziicii konuldu. Ornekler oda sicakliginda ve karanlikta
30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’de absorbanslari 6l¢iildi. Serbest radikal giderim
aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

1nhibisyon (%)=[(RkontroI_Rt‘)mek)/RkontroI]XlOO

Burada; Akontrol kontroliin absorbansi ve Adrnek 6rnegin absorbansidir.

2.1.3 Indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesi

Indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu (1986) yontemine gore yapildi. igerisinde 1 ml &rnek ¢ozeltisi
(0.2-0.8 mg/ml) bulunan test tiiplerine, 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve 2.5 ml %1’lik
potasyumferrisiyaniir ilave edilerek karigim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra tepkime
karisimina 2.5 ml %10’luk trikloroasetik asit ilave edilerek ¢ozeltiden 2.5 ml alind1. Ornek iizerine 2.5
ml destile su ve % 0.1°lik 0.5 ml FeCl; ilavesinden sonra 700 nm’de absorbans degerleri belirlendi.
Kontrol olarak 6rnek yerine ¢oziicii kullanildi.

2.1.4. Selatlama kapasitesinin belirlenmesi

Orneklerin Fe** iyonlarim selatlama kapasiteleri Dinis ve ark. (1994) yontemine gore belirlendi.
Icerisinde 2 ml 6rnek ¢ozeltisi (0.5 mg/ml) bulunan test tiiplerine 2 mM 0.05 ml FeCl, ¢ozeltisi ilave
edildi. Tepkime 0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesiyle baslatildi. Karisim karistirildiktan sonra oda
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sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi ve daha sonra 562 nm’de absorbans ol¢iimii yapild.
Ferrozin-Fe** olusum inhibisyonu (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Metal selatlama kapasitesi (%)=[(RkontroRsmek)/ Riontrol] X100

Burada; Akontrol kontroliin absorbansi ve Adrnek drnegin absorbansidir.

2.1.5. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteau Reaktifi (FCR) kullanilarak gallik
asit esdeger olarak belirlendi (Singleton ve ark., 1999). Icerisinde 1 ml 6rnek ¢ozeltisi (2 mg/ml)
bulunan test tiiplerine 45 ml destile su, 1 ml FCR ve 3 dakika sonra %2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden 3 ml
ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve arasira calkalandi.
Orneklerin absorbanslart 760 nm’de okutuldu. Orneklerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart
pirokatekol grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

A= 36.200 (mg pirokatekol) — 0.0009 (R% 0.9950)

2.1.6. Toplam flavonoit bilesik miktarimin belirlenmesi

Orneklerin toplam flavonoit bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand ve ark. (1994) yontemi kullanilarak
kuarsetin esdeger olarak belirlendi. Igerisinde 1 ml 6rnek ¢ozeltisi (2 mg/ml) bulunan test
tiiplerine %2’lik 1 ml metanolde hazirlanmig AlCl; ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Kor 6rnek, 1 ml 6ziit ¢ozeltisi (2 mg/ml) ve 1 ml metanol icermektedir.
Orneklerin absorbanslar1 415 nm’de okutuldu.

Orneklerin toplam flavonoit bilesik miktarlari standart kuarsetin grafiginden elde edilen asagidaki
esitlik kullanilarak belirlendi:

A=30.166 (mg kuarsetin) — 0.0148 (R 0.9986)

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

O. anatolicum tohumlarindan elde edilen oziitlerin antioksidan 6zellikleri farkli test sistemleri
kullanilarak arastirilmistir. B-karoten-linoleik asit test sistemi linoleik asitten tlireyen serbest
radikallerin B-karotende renk acilmasi meydana getirmesi ve ortamda bulunan antioksidanlarin bu
acilmayr hangi oranda engellediginin tespitine dayanir. Calisilan Oziitlerin bu yetenekleri
karsilastirildiginda 6ziitlerin oldukga giiclii etkinlige sahip olduklar1 goriliir. Sentetik bir antioksidan
olan BHT ise su ve etil alkol 6ziitiinden daha diisiik etkinlik sergilemis ve bu durum oziitlerin yag
asidi oksidasyonunun oOnlenmesinde etkin olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Tablo 1).
Calismamizin sonuglarini destekler nitelikle ¢esitli bitki oziitleri sentetik antioksidanlardan daha giiglii
aktivite sergilemis ve yeni-dogal antioksidanlar olarak dnerilmistir (Oke ve Aslim, 2010; Hatipoglu ve
ark., 2013).

Tablo 1. Onopordum anatolicum bitkisi tohumlar1 ¢6ziicti 6ziit verimleri ve B-karoten-linoleik
asit test sistemindeki antioksidan aktiviteleri®

Ornek Oziit verimi (%) Toplam Antioksidan Aktivite (%)°
Etil alkol 20.18 97.36+0.31

Su 11.74 98.70:£0.04

BHT - 95.51+011

8 Degerler ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamasidir.
® 2 mg/ml derisimde

Bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi ¢aligmalarda en yaygin kullanilan radikallerden
biri DPPH’tir. DPPH radikali stabil ve koyu mor renkli bir radikaldir. Eger ortamda bir antioksidan
varsa bu durumda hidrojen ve elektron transferi ile DPPH indirgenir ve mor renk sariya doniisiir. Bu
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degisim spektrofotometrik olarak 515-520 nm dalga boylarinda olgiilir. O. anatolicum tohum
Oziitlerinin DPPH siipiiriim etkinligi derisime bagl olarak degisim gostermektedir (Tablo 2). Caligilan
tiim derisimlerde etil alkol 6ziitii su 6ziitiine kiyasla daha yiiksek etkinlige sahiptir. 2 mg/ml derisimde
etil alkol oziitii %92.60 gibi oldukga yliksek oranda radikal stipiiriim aktivitesi sergilemistir.

Tablo 2. Onopordum anatolicum bitkisi tohumlar ¢6ziicii 6ziitlerinin DPPH radikal siipiiriim

] aktiviteleri®
Ornek Derisim (mg/ml)

0.5 1.0 2.0
Etil alkol 33.43+3.04 59.77+2.02 92.60+0.66
Su 13.69+1.19 28.14+0.47 55.83+1.61

®Degerler ii¢ paralel 6lgiimiin ortalamasidir.

Indirgeme giicii elektron verme yetenegini gosteren bir mekanizma oldugu igin antioksidan
kapasitenin yorumlanmasi bakimindan olduk¢a 6nemli bir konumdadir. Bu amagla calisilan 6ziitlere
potasyum ferrisiyaniir yontemi uygulanmustir. Bu yontem Fe®* iyonlarnin Fe?*’ye antioksidanlarla
indirgenmesi ve olusan Prusya mavi rengin 700 nm’de OSl¢iilmesine dayanir. Tablo 3’te ¢aligilan
Oziitlerin ve bazi antioksidanlarin indirgeme gligleri gdsterilmistir. Agik bir sekilde ¢alisilan 6rneklerin
indirgeme giicleri derisime bagli olarak degismektedir. Calisilan Ornekler indirgeme giicleri
bakimindan su sekilde siralanabilir: askorbik asit>a-tokoferol>BHT>Etil alkol>Su. Tiim derisimlerde
etil alkol oziiti su oOziitinden daha giiclii etkinlik sergilemistir. Cesitli bitkilerin antioksidan
ozelliklerinin rapor edildigi ¢alismalarda da benzer sekilde su 6ziitii diisiik indirgeme yetenegine
sahiptir (Deliorman-Orhan ve ark., 2009; Jeong ve ark., 2010).

Tablo 3. Onopordum anatolicum bitkisi tohumlari ¢dziicii 6ziitlerinin indirgeme giicti
potansiyelleri (700 nm’deki absorbans)®

Ornek Derisim (mg/ml)

0.2 0.4 0.8
Etil alkol 0.324+0.001 0.490+0.003 0.783+0.020
Su 0.200+0.011 0.282+0.001 0.430+0.006
BHT 0.580+0.007 0.944+0.033 1.804+0.021
a-Tokoferol 0.590=+0.008 0.894+0.032 1.712+0.009
Askorbik asit 0.938+0.079 1.639+0.081 2.965+0.072

8 Degerler ii¢ paralel 6l¢iimiin ortalamasidir.

Demir iyonlar1 (Fe®"), fenton reaksiyonlarinda rol alarak en tehlikeli radikal seklinde
nitelendirilen hidroksil radikalinin olusumunda etkin rol oynar. Fe? iyonlarmm lipid
peroksidasyonunda gorev alan en etkin pro-oksidan oldugu belirtilmektedir. Bu baglamda, demir
iyonlarini baglayarak etkisiz hale getirme diger bir deyisle selatlama aktivitesi antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesinde dnemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu sekilde Fe?* iyonlarinin
konsantrasyonundaki azalma oksidatif hasara karsi koymada etkin bir yoldur. Demir iyonlarinin
selatlama aktivitesinin belirlenmesinde ferrozin testi siklikla kullanilmaktadir. Ferrozin Fe** iyonlari
ile kompleks olusturur ve bu kompleks kantitatif olarak degerlendirilebilir. Metotta selatlayici
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ajanlarin varliginda ferrozin ile Fe®* kompleks olusumu inhibe olur ve kompleksin kirmizi renginde

diisiis meydana gelir. Bu kompleks olusumunu engelleme orant 562 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilebilir. Calisilan 6ziitler incelediginde diger antioksidan testlerden farkli olarak su 6ziitii oldukga
giicli selatlama yetenegine sahiptir (Sekil 1). Ek olarak su 6ziitli ¢alisilan tiim standarlardan daha
giiclii etkinlik sergilemistir. Yapilan ¢esitli calismalarda su oOziitlerindeki bu yiiksek aktiviteyi
dogrulamaktadir (Wang ve ark., 2009; Zengin ve Aktiimsek, 2014). Bu durum su oziitteki fenolikler
disindaki gesitli selatdrlerin (askorbik asit, peptidler veya sitrik asit) varlig1 ile aciklanabilir.

50
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30 fo-mmmm - S mmmmimimimissiisisissi—imisissiimi - -
18,18
20 e - S mmmmiimimimimiisimieioimoisimisimioio o
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o o630 N I .
0 | |
Etil alkol Su BHT | a-Tokoferol | Kuarsetin
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Sekil 1. Onopordum anatolicum bitkisi tohumlar ¢éziicti 6ziitlerinin ve standartlarin metal
selatlama kapasiteleri (%) (Degerler {i¢ paralel 6lglimiin ortalamasidir)

Bitki sekonder metabolitleri igerisinde en 6nemli grubu fenolik bilesikler olusturmaktadir. Son
yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada bu bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar etki gibi
oldukca genis spektrumda biyolojik aktivite sergiledikleri rapor edilmistir. Calisilan 6ziitlerin toplam
fenolik ve flavonoid igerigi Sekil 2°de gosterilmistir. Etil alkol 6ziitii hem toplam fenolik hemde
flavonoid igerik bakimindan su 6ziitiine kiyasla daha zengindir. Bu durum etil alkol 6ziitiiniin metal
selatlama disindaki aktivitelerinin su Oziitiine kiyasla daha yiiksek oldugunu agiklamaktadir. Bu
durumu dogrular nitelikte yapilan bir¢ok ¢aligmada toplam fenolik ve flavonoid igerik ile antioksidan
ozellikler arasinda giiglii bir iliskinin varlig1 ortaya konulmustur (Wang ve ark., 2009; Terpinc ve ark.,
2012; Chavan ve ark., 2013). Fenolik bilesiklerin biinyelerindeki hidroksil grubunun varlig: ve kararh
kimyasal yapisindan dolayi oldukea gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahiptir (Rice-Evans ve ark., 1996).
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Sekil 2. Onopordum anatolicum bitkisi tohumlari ¢6ziicii 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoit
bilesik miktarlar1 (Degerler ii¢ paralel 6l¢limiin ortalamasidir)

Calismanin sonucunda O. anatolicum 'in antioksidan etkinliginin kullanilan ¢6ziiciiye bagli olarak
degistigi ve etil alkol oziitiniin daha yiiksek etkinlige sahip oldugu goézlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, O. anatolcium’un dogal antioksidanlarin bir kaynagi olarak degerlendirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Bu agidan ¢alismamizin sonuglar1 bu tiir iizerine yapilacak yeni ¢alismalara bir
basamak olusturacak niteliktedir.
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