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Ozet

Karadeniz (Giresun, Tiirkiye), zengin deniz yosunu kaynaklarina sahiptir, fakat deniz yosunlarinin
biyolojik aktiviteleri ile ilgili az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Bu arastirma, kahverengi bir yosun olan
Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh (Cystoseiraceae) (C. barbata)’min antioksidan aktivitesi,
toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin belirlenmesini amaglamaktadir. Total fenolik igerigi Folin-
Ciocalteu metodu ile belirlendi. Antioksidan aktivite (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (DPPH) radikal
giderme aktivitesi, 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) radikal
giderme aktivitesi, indirgeme giicii ve toplam flavonoid igerigi tayinleri kullanilarak saptandi. C.
barbata’nin sulu ekstresinin ve standart antioksidanlarin DPPH ve ABTS radikali giderme aktiviteleri
Rutin>Troloks>C. barbata yosun ekstresi seklinde bulunmustur. Total fenolik ve flavonoid igerigi,
strastyla 94,55 + 0,006 mg gallik asid esdegeri/g ekstre ve 45,92 + 0,011 mg katesin esdegeri/g ekstre
olarak belirlendi. Tiim antioksidan tayinlerinde, ekstrenin aktivitesi konsantrasyona bagli olarak dnemli
Olciide artmistir. DPPH ve ABTS tayinlerindeki 1Csy degerleri, sirasiyla 971,36 + 51,82 and 1247,72 +
35,70 pg/mL’dir. Indirgeme giiciiniin 200 pg/mL konsantrasyondaki absorbans degeri, 0,133 + 0,002’dir.
Anahtar Sozciikler: Cystoseira barbata, Kahverengi alg, Antioksidan aktivite.

Investigation of the Antioxidant Activity of Seaweed Cystoseira barbata (Stackhouse) C.

Agardh Collected from Giresun

Abstract

The Black Sea (Giresun, Turkey) has rich seaweed sources, but few studies has been encountered about
their biological activity. The target of the current exploration is to define the in vitro antioxidant activity,
phenolic and flavonoid contents of Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh (Cystoseiraceae) (C.
barbata) which is a brown algae. Total phenolic content was determined via Folin-Ciocalteu method. The
antioxidant activity was determined by using four methods 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging assay, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS)
radical scavenging assay, reducing power and total flavonoid content assays. DPPH and ABTS radical
scavenging activities of the extract and standards were found the this order: Rutin>Trolox>extract of C.
barbata. A total phenolic and flavonoid contents of 94.55 + 0.006 mg gallic acid equivalent/g extract and
45.92 + 0.011 mg cathecin equivalent/g extract were determined, respectively. In all antioxidant assays,
the activity of the extract increased significantly in a concentration dependent manner. The 1Cs, values in
the DPPH and ABTS assays were 971.36 + 51.82 and 1247.72 £ 35.70 pg/mL, respectively. The
absorbance value in 200 pg/mL concentration of reducing power is 0.133 £ 0.002.
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Giris

Deniz ortami karasal dogal iiriinlerde bulunmayan yapisal/kimyasal olarak farkli
ozellikler sergileyen olaganiistii bir biyoaktif dogal {iriin rezervidir. Bu bilesikler karasal
ekosistemlerden farklt metabolik yollarla sentezlenmektedir. Deniz algleri tarafindan
sentezlenen bu bilesikler, mevsimsel farkliliklar ve cografik dagilistan etkilenmektedir
(Kolsi ve ark., 2015). Ayrica, glinlimiizde bu bilesiklerden farmasotik, besin endiistrisi,
ila¢ ve kozmetik sanayinde de faydalanilmaktadir (Badea ve ark. 2009).

Yiiksek miktarda esansiyel ve serbest amino asit igerikleri nedeniyle deniz
yosunlar1 yiyecek olarak ve gida katkisi olarak da kullanilabilen 6nemli bir besin
kaynagidir (Ozdemir ve ark., 2006).

Deniz yosunlart kiy1 sistemlerinde temel ireticiler olarak anahtar rol
oynamaktadir. (Juszkiewiczve ark., 2004). C. barbata yuvarlak ya da yassilagmis yapida
bir tallusa sahiptir. Tallusun boyu 50-60 cm uzunlugunda bazen daha da uzun olabilir.
Cystoseira’lar, ¢ok yillik kahverengi alglerdir. C. barbata, alanlar1 kayalik kiyi
bolgelerinde deniz yasaminin gelismesinde Onemli role sahiptir (Minicheva ve
ark.,2008). Ayrica Tirkiye’de denizden toplanarak alginat elde edilmesinde
kullanilmaktadir (Duan, 2013).

Serbest radikaller, hiicrelerin tiimiinde gergeklesen kimyasal reaksiyonlar
sonucunda meydana gelebilmektedir. Serbest radikaller, hiicre i¢inde lipit
peroksidasyonuna, DNA hasarlarina ve proteinlerin oksidasyonuna neden olurlar. Son
yillarda serbest radikallerin insan sagligina karsi zararlari giderek 6nem kazanmus,
arteroskleroz, diyabet, kanser ve yaslanma gibi pek ¢ok rahatsizlifin serbest radikallerin
etkisiyle meydana geldigi ortaya konmustur. Canli organizmalar serbest radikallerin
zararlarindan korunabilmek i¢in antioksidatif sistemlere sahiptir.

Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek bu radikallerin baslattig
zincir reaksiyonlarint durduran molekiillerdir. Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan
etkilerinin goriilmeye baslanmasiyla bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara olan ilgi
giin gectikce artmaktadir (Bektas, 2011). Antioksidan olarak kullanilabilecek dogal ve
ekonomik bir kaynak bulmak amaciyla, glinlimiize kadar bir¢ok bitkinin antioksidan
potansiyelleri tespit edilmistir (Ravacci ve ark., 2009).

Bu ¢alismada, Giresun kiyilarindan toplanan esmer deniz yosunu olarak bilinen C.

barbata deniz yosununun su ile geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatilarak elde edilen
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ekstresinin toplam fenolik ve flavonoid igerigi, indirgeme giicii, DPPH radikal giderme
aktivitesi ve ABTS radikali giderme aktivitesi yontemleri kullanilarak antioksidan

aktiviteleri incelendi.

Materyal ve Metodlar

Calismamizda kullanilan yosun ornegi, Giresun Ili Espiye Ilgesi Giilburnu
Mevkii’nden 2010 yil1 Aralik ay1 iginde toplandi. Toplama iglemi 0-1 m derinlikten elle
yapildi. Yosun tiiriiniin teshisi Prof. Dr. Veysel Aysel tarafindan yapilmistir (Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii). Yosun materyali
destile suyla yikanip oda sicakliginda kurutuldu ve geri sogutucu altinda 30 dakika
kaynatilarak sulu ekstresi hazirlandi (%10 agirlik/hacim). Whatman kagidindan (No.1)
filtre edildikten sonra rotary evaporatdrde diisiik basing altinda 40-50 °C sicaklikta
¢oOziicli uzaklastirilincaya kadar buharlastirildi. Yosun ekstresinin stok c¢ozeltisi (1
mg/mL), dimetilsiilfoksid (DMSO) kullanilarak hazirland1 ve ekstre antioksidan

calismalarinda kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

Yosun ekstresinin ve standart antioksidan maddelerin DPPH radikal giderme
aktivitesi Brand-Williams metoduna gore DPPH radikali kullanilarak tayin edildi
(Brand-Williams ve ark., 1995). 20 mg/L DPPH ¢6zeltisi metanolde ¢oziildii ve glinliik
olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 1,5 mL alinarak iizerine farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis (250-1000 pg/mL) yosun ekstresinden 0,75 mL ilave edildi. Absorbans 517
nm’de 30. dakikada kore karsi spektrofotometrede olciildii. Kontrol olarak 0,75 mL
metanol ve 1,5 mL DPPH c¢ozeltisi kullanildi. Standart olarak 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asid (Troloks) ve Kuarsetin-3-rutinozid trihidrat (Rutin)
kullanildi. DPPH radikali giderme aktivitesi % inhibisyon degerleri ise asagida verilen

formiil ile hesaplandi:

% hlhibisyorl: [(AKontrol'AEkstre)/ AKontroIX]-OO]

Axontrol : Kontrol absorbans degeri

Agkstre: Yosun ekstresinin absorbans degeri
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DPPH’in % 50’sinin inhibisyonunu saglayan eckstre ve standart madde
konsantrasyonu ICsg olarak tanimlanir. Bu deger, % inhibisyon - ekstre konsantrasyonu
grafiginden elde edilen dogru denkleminden hesaplandi ve sonuglar pg/mL olarak

verildi.

Demir Indirgeme Giicii Tayini

Yosun ekstresinin indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Standart ve ekstrenin 50-200 pg/mL konstrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Standart olarak
BHT kullanildi. 2,5 mL ekstre alinarak {izerine sirasiyla 2,5 mL potasyum fosfat tamponu (pH’1
6,6 olan 0,2 M) ve 2,5 mL % 1°lik potasyum ferri siyaniir ilave edilerek karisim su banyosunda
50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda reaksiyon karisimlarina 2,5 mL %
10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edildi ve tiipler vortekslendi. Karisim 3000 rpm’de 10
dakika santriftij edildi. Siipernatantdan 2,5 mL alinarak bunun {izerine 2,5 mL destile su ve 0,5
mL % 0,1’lik demir (III) kloriir ¢ozeltisi ilave edilip 10 dakika karanlikta bekletildi.

Spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi absorbans degerleri 6l¢iildii.

ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

1 mL destile suda 7,4 mM ABTS ¢oziildii, lizerine 2,6 mM potasyum persiilfattan
I mL ilave edilerek karistirildi ve karigim 12-16 saat karanlikta bekletildikten sonra
tizerine 60 mL metanol ilave edildi. Olusan ¢ozeltinin absorbanst 734 nm’de
spektrofotometrede metanole kars1t okundu. Her deney i¢in bu karisim giinliikk olarak
hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan metanollii 2,850 mL ABTS ¢ozeltisine 150 pL yosun
ekstresi eklenerek karisim 2 saat karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede 734 nm’de
absorbans degeri okundu. Standart olarak Troloks ve Rutin kullanildi (Arnao ve ark.,
2001). ABTS radikali giderme aktivitesi % inhibisyon degerleri asagida verilen formiil

ile hesaplandu:

% 1nhibisy0n= [(Akontrol~Aekstre)/ Akontrol X100]

Axontrol : Kontrol absorbans degeri

Agksire: YOsun ekstresinin absorbans degeri
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ABTS’nin % 50’sinin inhibisyonunu saglayan ekstre ve standart madde
konsantrasyonu ICsg olarak tanimlanir. Bu deger, % inhibisyon-ekstre konsantrasyonu
grafiginden elde edilen dogru denkleminden hesaplandi ve sonuglar pg/mL olarak

verildi.

Toplam Fenolik I¢ceriginin Belirlenmesi

Yosun ekstresinin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu ayiract kullanilarak
Slinkard ve Singleton’un metodu kullanilarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1997).
Standart olarak gallik asit kullanildi. Tiiplere 1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan
ekstreden ya da standart antioksidan maddeden (20-100 pg/mL) 0,1 mL ilave edildi.
Daha sonra tiiplere sirastyla 4,5 mL destile su ve 0,1 mL Folin-Ciocalteu ayiraci (1:3
oraninda seyreltilmis) ilave edildi. 3 dakika sonra tiiplere % 2’lik sodyum karbonat
¢ozeltisinden 0,3 mL ilave edilerek tiipler vortekslendi. Karigim 2 saat karanlikta
bekletildikten sonra spektrofotometrede 760 nm’de absorbans degerleri okundu. Toplam
fenolik miktar1 gallik asidin kullanildig1 standart grafik denkleminden mg gallik asit
esdegeri/g ekstre olarak hesaplandi.

Toplam Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Toplam flavonoid igerigi, Zhishen ve arkadaslarinin metoduna gore tayin edildi
(Zhishen ve ark., 1999). Calismada standart olarak katesin kullanildi. Tiiplere 1 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ekstreden ya da standart antioksidan maddeden (20-100
pg/mL) 0,25 mL ilave edilerek iizerlerine destile su (1,25 mL) ve 75 pL sodyum nitrit
(% 5) cozeltisi eklenip karistirildi. Tipler 6 dakika bekletildikten sonra aliiminyum
kloriir (% 10, 150 pL) ilave edilerek karisim 5 dakika daha bekletildi. Karisima son
olarak 0,5 mL sodyum hidroksit (1,0 M) ve 725 pL destile su ilave edilip karisim
vortekslendi ve 510 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri okundu. Toplam
flavonoid miktar1 katesinin kullanildig1 standart grafik denkleminden mg katesin

esdegeri/g ekstre olarak hesaplandi.
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Sonuclar ve Tartisma

Bir maddenin ortamdaki serbest radikalleri giderme 6zelligi arttikca o maddenin
antioksidan aktivitesi de artmaktadir (Tekeli ve ark., 2008). DPPH radikal giderme
aktivitesi yontemi dogal ekstrelerin antioksidan kapasitesini belirlemede yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yoOntemin esasi, antioksidan etkisiyle DPPH serbest
radikaline proton transferi reaksiyonu sonucunda absorbansin 517 nm’de azalmasina
dayanmaktadir (Okan ve ark., 2013).

ABTS radikali giderme aktivitesi, ABTS radikal katyonunun absorbansinin
antioksidan tarafindan engellenmesi esasina dayanir (Okan ve ark., 2013). Maksimum
absorbansi 734 nm’de gdsteren bu yesil radikalin absorbans degeri, antioksidanlarla
girdigi reaksiyon periyodu siiresince azalmaktadir (Orakgi, 2010). Deneylerde potasyum
persiilfat ile ABTS’ nin oksidasyonu sonucunda iiretilen ABTS radikali hem lipofilik
bilesenlerde hem de hidrofilik bilesenlerde kullanilabilir (Okan ve ark., 2013).

Yosun ekstresi ve standartlarin DPPH radikali giderme aktiviteleri Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. C. barbata ve standartlarin DPPH antioksidan kapasiteleri.

Konsantrasyon (pg/mL) % Inhibisyon* 1Csy (ng/mL)*
250 17,52 +0,71
C. barbata 500 19,6 £ 0,76
750 39,51+ 1,87 971,36 £ 51,82
1000 53,26 + 2,83
250 80,25+ 1,41
Troloks 500 83,34 +1,24 155,8 £2,73
750 87,97 £ 2,34
1000 90,34 + 1,41
250 84,13+ 1,44
Rutin 500 89,67+ 2,11
750 92,26 £1,45 148,61 2,54
1000 94,18 + 2,86

*3 tekrarli deneylerin ortalamasi + standart sapma

ICs0 degerinin diisiik degerde olmasi, ekstrenin ya da standartlarin DPPH radikali

giderme aktivitelerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Caligmada kullanilan yosun
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ekstresinin konsantrasyonu arttikca giderilen DPPH radikali miktarinda da orantili
olarak bir artis saptanmistir. Yosun ekstresi, standart antioksidanlar ile
karsilastirildiginda DPPH radikali giderme aktiviteleri, Rutin>Troloks>C. barbata
yosun ekstresi seklinde siralanmaktadir. C. barbata yosununun en diisiik ve en yiiksek
DPPH radikali giderme aktivitesi inhibisyon degerleri 250 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda sirasiyla % 17,51 + 0,71 ve % 53,26 £ 2,82 olarak bulunmustur.
Calismada kullanilan yosun ekstresinin konsantrasyonu arttik¢a giderilen DPPH radikali
miktarinda da orantili olarak bir artig saptanmaistir.

ICsp degerinin diisiik degerde olmasi, ekstrenin ya da standartlarin ABTS radikali
giderme aktivitelerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Caligmada kullanilan yosun
ekstresinin konsantrasyonu arttikca giderilen ABTS radikali miktarinda da orantili
olarak bir artig saptanmistir. C. barbata yosun ekstresinin ve standartlarin ABTS
radikali giderme aktiviteleri Tablo 2’de verilmistir. Yosunun ekstresinin en diisiik
ABTS radikali giderme aktivitesi inhibisyon degeri 250 pg/mL konsantrasyonda %
23,79 + 3,46 olarak belirlenirken, en yiiksek inhibisyon degeri 1000 pg/mL

konsantrasyonda % 42,79 + 1,91 olarak belirlenmistir.

Tablo 2. C. barbata ve standartlarin ABTS antioksidan kapasiteleri.

Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon* ICs (ng/mL)*

250 23,79 + 3,47

C. barbata 500 34,81 +£1,87
750 38,28 £ 1,41 1247,72+ 35,70

1000 42,80 £ 1,92

250 77,71 £ 1,99

Trolox 500 82,35+ 1,58

750 86,83 +2,11 160,9 +£4,12

1000 89,64 + 0,96

250 91,06 = 1,49

Rutin 500 93,11 £ 0,64
750 94,27 + 0,22 137,29 £2,35

1000 96,22 £ 0,01

*3 tekrarli deneylerin ortalamasi + standart sapma
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+3,

Bir ekstrenin indirgeme giicii Fe[(CN)g]™*’nin Fe[(CN)s]*’ye indirgenmesiyle
belirlenebilmektedir. indirgenmis iirine Fe*iin ilave edilmesiyle 700 nm’de Prussian
mavisi renginde bir kompleks olan Fes[Fe(CN)s] meydana gelmektedir. Absorbansdaki
artis kompleksin olusumundan kaynaklanan artisi, yani indirgeme kapasitesindeki artigi
gostermektedir (Zoral ve Turgay, 2014). C. barbata ekstresinin ve BHT’ nin demir
indirgeme giicii degerleri Tablo 3’te verildi. En diisiik indirgeme giicii kapasitesi 50
pg/mL konsantrasyonda 0,015 £+ 0,003 olarak bulunurken, en yiiksek indirgeme giicli
kapasitesi 200 pg/mL konsantrasyonda 0,1325 + 0,002 olarak bulundu. Hem yosun

ekstresinin hem de BHT nin indirgeme giicii antioksidan kapasitesinin konsantrasyona

bagli olarak arttig1 bulundu.

Tablo 3. C. barbata ve standardin demir indirgeme giicii.

Konsantrasyon Demir indirgeme Giicii
(pg/mL) Absorbans1*
50 0,091 £ 0,004
100 0,101 + 0,006
C. barbata 150 0,123 + 0,003
200 0,133 £0,002
50 0,154 +£0,015
100 0,182+ 0,012
BHT 150 0,213+ 0,017
200 0,285+ 0,019

*3 tekrarli deneylerin ortalamasi + standart sapma

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi saglayan
hidroksil gruplar1 hakkinda bilgi vermektedir. Folin-Ciocalteu ayiraci toplam fenolik
madde Ol¢liimii i¢in kullanilmaktadir. Folin-Ciocalteu ayiract fosfomolibdat ve
fosfotungstat  karigimi  bir  reaktif olup fenolik 6zellikli  antioksidanlarin
spektrofotometrik tayininde siklikla kullanilir. Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolik
maddelerin okside olmasi neticesinde 745-765 nm’de goézlenebilen renkli bir iiriin
olusur (Kaythan, 2012). Flavonoidler, yiiksek oranlarda antioksidan ve selatlama

kapasitelerine sahip, insanlar tarafindan sentezlenemeyen fakat bitkiler tarafindan
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sentezlenebilen bilesiklerdir. Flavonoidler ¢igeklerdeki renklerden (saridan kirmiziya
hatta mora) de sorumludur (Capanoglu ve Boyacioglu, 2009).

Arastirmamizda C. barbata’nin sulu ekstresinin fenolik bilesik miktarinin gallik
asit esdegeri, gallik asitin standart egri grafiginden 94,55 + 0,006 mg gallik asit
esdegeri/g ekstre olarak hesaplandi. Flavonoid bilesik miktarinin katesin esdegeri ise,
katesinin standart egri grafiginden 45,92 + 0,011 mg katesin esdegeri/g ekstre olarak
hesaplanda.

Yapilan literatiir taramalarinda Karadeniz kiyilarindan toplanan C. barbata
yosununun antioksidan aktivitesi ile ilgili literatiire rastlanmamistir. Tirkiye
kiyilarindan toplanan C. barbata yosununun antioksidan aktivitesi ile ilgili arastirmalar
da olduk¢a azdir. Trifan ve arkadaslar1 (2015), Romanya Karadeniz sahil kiyisindan
topladiklar1 C. barbata yosununun aseton ekstresinin DPPH, ABTS radikali giderme
aktivitelerini, indirgeme giicii kapasitesi ve toplam fenolik igerigini incelemislerdir.
Toplam fenolik igerigi 236,03 £+ 1,20 mg gallik asit esdegeri/g ekstre olarak
belirlenmistir. DPPH, ABTS ve indirgeme giiciiniin ICsq degerleri sirasiyla 88,5 + 0,3;
13,9 £ 02 ve 17,6 £ 0,0 pug/L olarak tespit edilmistir. Ozgiin ve Turan (2015),
Iskenderun Korfezi’nden topladiklar1 C. barbata’nin toplam fenolik icerigini 0,456 =+
0,06 mg/g olarak belirlemistir. Sellimi ve arkadaslar1 (2014), Tunus sahilinden
topladiklar1 C. barbata yosunundan izole ettikleri bir polisakkaritin antioksidan aktivite
gosterdiklerini kaydetmislerdir. Negreanu-Pirjol ve arkadaglari (2012), C. barbata’nin
etanol ekstresinin yiiksek oranlarda antioksidan aktivite sergiledigini belirtmislerdir.
Kosanic ve arkadaslar1 (2015), C. barbata yosununun aseton ekstresinin toplam fenolik
ve flavonoid igeriklerini, indirgeme giiclinii inceleyerek antioksidan O6zellige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Literatiir arastirmalarindan elde edilen verilerle bu ¢alismada
elde edilen sonuglar uygunluk gostermektedir.

Bu sonuglar 15181inda, C. barbata nin sulu ekstresinin antioksidan 6zellige sahip
oldugu soylenebilir. Literatiir arastirmalart sonucu C. barbata’ya ait fazla veriye
ulagilmadigindan, bu c¢alismanin  antioksidan literatiiriine katki saglayacag:
diistiniilmektedir. Ayrica giiniimiizde, gelecege yonelik sentetik antioksidanlarin yerini
alabilecek dogal antioksidan arayislar1 hizla siirmektedir. Bu tiir ¢alismalarla yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip bitki ekstreleri belirlenerek, farmakoloji, kozmetik, vb. gibi

endiistriyel uygulamalara yonelik devamliliginin saglanmasi diisiiniilmektedir.
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