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Ozet: Bu ¢alismada Konya civarindan toplanan Centaurea Carduiformis DC. subsp. ‘u
yagindan uzaklastirilmak icin sokslet apareyi ile petrol eterinde ekstrakte edildi. Sonra
materyal %70 lik metanolde tekrar ekstraksiyona tabi tutuldu ve c¢doziiciistinden
uzaklastirilarak liyofilize edildi. Antioksidan aktivitesi Olgiilene kadar +4 °C de
karanlikta muhafaza edildi. Toplam fenolik madde konsantrasyonu gallik asit
standardina goére Folin-Ciocalteu metoduna, serbest radikal siiptirme etkisi DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil radikali) metoduna gore ve indirgeme giicii ise Oyaizu metoduna
gore yapildi. Sonuglar sentetik antioksidan olan BHT (Butillenmis Hidroksi Toluen)ve
BHA (Butillenmis HidroksiAnisol) ile kiyaslandi. Sonuglara bakildiginda antioksidan
aktivitesi yoniinden siralama yaparsak BHA >BHT>C.Carduiformis seklinde oldugu
gortldi.

Anahtar kelimeler: Centaurea, Antioksidan, DPPH, Folin-Ciocalteu

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF CENTAUREA
CARDUIFORMIS

Abstract: In this study, Centaurea Carduiformis DC. subsp. which was collected in
region of Konya was extracted with petroleum ether using a soxhleth apparatus for
remove it’s oil. Then the defatted plant materials were extracted with 70% methanol.and
the extract was then filtered and concentrated in vacuo at 45 °C. Finally, the extract was
lyophilized and kept in the dark at +4 °C until tested analyzed for antioxidant activity.
Total phenol concentration of the extracts was estimated with Folin-Ciocalteu reagent
using gallic acid as standard, free radical scavenging activities were determined based
on DPPH and determined reducing power based on Oyaizu method. Results were
compared with standard BHA and BHT, As a result, BHA,BHT and plant’ antioxidant
activities were determined; BHA >BHT>C. Carduiformis
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GIRIS

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron
boliimlerine verilen isimdir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine
girebilen bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri de

denmektedir (CAVDAR, SIFIL ve CAMSARI, 1997). Bu radikaller hiicredeki diger
molekiillerle kolayca etkilesime girerek oksidatif stres meydana getirirler. Serbest
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radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dis etkenler
aracilif1 ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-
oksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Radikaller; lipidler, proteinler ve
niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol agabilme 6zelligine sahiptir.
Olusan bu hasarin kanser, yasa bagl bagisiklik yetersizligi ve hipertansiyon gibi ¢esitli
hastaliklar ile iligkilidir ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynamaktadir. Giiniimiizde
hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul edilmektedir
(CAKATAY ve KAYALI 2006). Canli organizmalar serbest radikallerin etkisinden
korunmak i¢in antioksidatif korunma sistemine sahiptirler (TUNALIER vd. 2002 )
Insanoglu hayati boyunca yasamin beraberinde getirdigi stres vb. zorluklar1 asmak,
hastaliklardan korunmak i¢in, yagamak i¢in gerekli olmazsa olmazlarin yaninda, takviye
kuvvetler almak durumundadir. Bu tiir koruyucu engelleyici maddelere genellikle son
zamanlarda 6nemi gittikge artan antioksidan maddeler denir. Cogunlukla polifenolik
yapida olan antioksidan maddeler neredeyse tiim bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hayvansal dokularda bulunmaktadir. Bu
antioksidan maddelerin en Onemlileri; tokoferoller, flavonoidler, karotenoidler ve
askorbik asitdir (YANISHLIEVA, 2001; HUDSON, 1990 ve SHAHIDI, 2000).
Bitkilere renklerini veren de biiyiik dl¢lide bu polifenolik yapili flavonoidlerdir ve
4000 civarinda flavonoid bilesiginin kimyasal yapist aydinlatilmistir (MURRAY 1996).
Yapilan arastirmalar sonucunda antioksidanlarin basta kalp-damar hastaliklar1 olmak
tizere daha birgok hastaligin olusumunun dnlenmesinde olumlu etkiler sagladig1 tespit
edilmistir (PRATT ve HUDSON, 1990). Tibbi bitkiler arasinda adi sik¢ca gecen
Centaurea L.; Asteraceae familyasina ait bir cinstir ve iilkemizde 168 tiirli vardir. Halk
arasinda, peygamber cicegi, zerdali dikeni, ¢coban kaldiran, Timur dikeni gibi isimlerle
de anilmaktadir. Centaurea tiirleri halk arasinda tek basina veya diger bitkilerle birlikte
antidiyabetik, antidiyareik, antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog, koleretik,
dijestif, stomasik, ditiretik, adet soktiirlicii, astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik,
antibakteriyel amagla kullanilmaktadir (ARIF, KUPELI ve ERGUN, 2004).

MATERYAL VE METOT
Materyal

Deneylerimizde spektrofotometrik 6lgiimleri, Shimadzu-1700 — UV Spektrofotometresi
ile Olgiildii. Kullanilan kimysallardan, DPPH, BHT, BHA, folin reaktifi, metanol,
Sigma-Aldrich den , petrol eteri, gallik asit potasyum ferrisiyanat trikloroasetikasit,
NaCO;, FeCl; ise Merck ten tedarik edilmistir.

Metot

Ekstrelerin hazirlanmas1 : 20 g toz drog Soxhleth apareyinde oOnce yaglarindan
kurtarilmak tizere petrol eteri (40-60°C) ile ekstre edilmistir. Geride kalan drog, petrol
eteri uzaklastirildiktan sonra %70’lik metanol ile 40 °C’lik karistrmali su banyosunda
30 dakika siire ile ekstrakte edilmis ve siiziilmiistiir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmus,
stizlintiiler birlestirilmis ve metanollii kisimlar rotary evaperatorde yogunlastirildiktan
sonra geride kalan sulu ekstreler liyofilizatorde kurutulmustur.


http://www.ssi.shimadzu.com/products/product.cfm?product=pharmaspec

206
SDU FEN EDEBIYAT FAKULTESI
FEN DERGISI (E-DERGI). 2007, 2(2), 204-209

Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine (GAMEZ-
MEZA vd. 1999) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve calisilan
biitiin ornekler, %70’lik metanol i¢inde hazirlanmistir. 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin
Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20’lik,
a’h, suda) deney tiipline karstirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda ¢dzeltilerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’nde 750 nm’de okunarak
toplam fenol miktarlari; gallik asitle cizilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik asite
esdeger olacak sekilde hesaplanmigtir

DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH iizerindeki serbest radikal siipiiriicii etkileri Sanchez-Moreno
metoduna (WANG ve LEE 1996) gore yapilmistir. Reaksiyon ortamindaki
konsantrasyonu 4.3x10” mg/ml olacak sekilde hazirlanan 6rnek ¢ozeltisinden 0.5 ml
alimp 2x107 g/L konsantrasyonda %70’lik metanol icinde hazirlanmis olan DPPH
¢ozeltisinin 3 ml sine ilave edilmis ve vortekste 30 saniye karistirilarak oda sicakliginda
ve karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda UV Spektrofotometresi’nde 517
nm de absorbansi okunmustur. 4.0x10~ ve 2.0x10” g/L konsantrasyon arahiginda DPPH
standart1 kullanilarak hazirlanan asagidaki kalibrasyon denklemi kullanilarak reaksiyon
ortamindaki DPPH konsantrasyonu (g/L) hesaplanmustir.

Asi7am = 0,016(DPPH)t + 0,006 (R= 0.9980)

30 dakika sonucunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 ise asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir. (ICso mg/ml).

% DPPHgatan = (DPPH)=30 / (DPPH)-g X 100

Indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme aktivitesi Oyaizu (1986) metoduna gore yapildi.1 ml bitki ekstraktr, 1 ml
fosfat tampon ¢ozeltisi (0,2 M pH=6,6 ) ve 2,5 ml %1 lik potasyum ferrisiyanat
([K3Fe(CN)g ) ¢ozeltisi bir deney tiipiinde ilave edilir. Kuvvetlice ¢alkalanir. 50 °C de
30 dakika inkiibe edilir. Siire sonunda {izerine 2,5 ml trikloroasetikasit ¢ozeltisi (%10
luk suda) ilave edildikten sonra santrifiijlenir. C6zeltinin lizerinden 2,5 ml alinarak 0,5
ml %0,1 lik FeCl; ilave edildikten sonra 700 nm de absorbansi okunur. Tiim islemler
BHT ve BHA icin de uygulanir. Konsantrasyon arttikga artan absorbans degeri
indirgeme yetenegini gosterir.

BULGULAR

Folin-Ciocaltaeu yontemine gbére yaptigimiz toplam fenolik yapili madde
konsantrasyonlari mg/ml gallik aside esdeger bazda gallik asidin kalibrasyon
grafiginden hesaplanmis ve sentetik antioksidan oldugu bilinen BHT ve BHA ile
kiyaslanmistir. Elde edilen bulgular Sekil.1. de gosterilmistir.
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Fanalik
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Sekil.1. Standartlarin ve bitki ekstresinin gallik aside esdeger toplam fenolik madde
konsantrasyonu.

Antioksidan indirgeme kabiliyeti 6l¢iimii Oyaizu (1986) metoduna gore yapildi ve Fe-
Fe™ degisimi olusan metal kompleksinin konsantrasyonuna bagli olarak absorbans
degisimleri Sekil.2. de gosterilmistir. C. Carduiformis ekstraktinin ve BHA, BHT ile
kiyaslamasi yapilmustir.
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Sekil.2. Fe™-Fe ™ Indirgeme giicii kabiliyeti.

Antioksidan maddeler ortamdaki serbest radikalleri siipiirebildigi O¢lide kuvvetlidir.
DPPH metoduna gore yapilan radikal siipiirme deneylerinde 517 nm de Olgiilen
absorbanslara bagli olarak DPPH nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak I.C.sg
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen degerler Tablo.1. de gosterilmis, BHA ve BHT ile
kiyaslanmasi ise Sekil.3. de belirtilmistir.

Tablo.1. Numunelerin I.C.so degerleri;

Numune 1.C.50 mg/ml
C. Carduiformis 131.88
BHT 17.343

BHA 3.593
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Sekil.3. C.Carduiformisin ve standartlarin DPPH radikal siipiirme miktarlar1 gore
kiyaslanmasi.

TARTISMA VE SONUC

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en énemli gruplarini olustururlar (TUNALIER
vd. 2002). Dolayistyla bir maddenin antioksidan etki yoniinden kuvvetliligi icerdigi
fenolik madde miktarina baghdir. Bu amagla Folin-Ciocaltacu yontemiyle yapilan
deneyde BHA, BHT ve C.Carduiformis in toplam fenolik madde igerigi mg/ml gallik
asit cinsinden hesaplanmigtir. Bu degerler gore BHA iglerinde en fazla fenolik madde
igeren bilesiktir. Uzerinde ¢alistgimiz C.Carduiformis ise nispeten daha zayif olmasina
ragmen yinede antioksidan aktivite etkisi gostermektedir. Bu kaniya varmak i¢in DPPH
yontemiyle elde edilen sonucglara baktigimizda ortamdaki serbest radikallerin bir
kismin1 siiplirme yetenegine sahip oldugunu goriiyoruz. 1.C.syp degerleri ne kadar
kiigiikse antioksidan aktivitesi de o kadar etkilidir. Bunun anlami ayni1 miktar serbest
radikali en diisiik konsantrasyonda siipiirebilen maddeler daha kuvvetli aktivite
gostermektedir. Sekil.3. de gosterilen grafikte yine antioksidan aktivite yoniinden
BHA>BHT> C.Carduiformis oldugu goriilmektadir. Bilesenlerin indirgeme kapasitesi
onun antioksidan yoniinden aktivitesini belirleyebilir ( MEIR vd.1995). Sekil.2. ye
bakildiginda madde konsantrasyonu arttik¢a indirgene giicii de absorbanlara bagl
olarak artmaktadir. Bu degerler bakildiginda C.Carduiformis in sentetik antioksidanlara
oranla daha zayif antioksidan aktivite gostermektedir. Ancak yinede ortamdaki Fe™
iyonlarin1 Fe™ ye indirgeme giiciine sahip oldugu anlasilabilir.
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