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Ozet: Bu calismada Konya Tuz Goélii civarindan toplanan Centaurea Pterocaula’nin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Centaurea Pterocaula ‘u yagindan
uzaklagtirilmak igin sokslet apareyi ile petrol eterinde ekstrakte edildi. Sonra materyal
%70 lik metanolde tekrar ekstraksiyona tabi tutuldu ve c¢oziiciisiinden uzaklastirildi.
Toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocalteu metoduna, serbest radikal
stiptirme etkisi DPPH metoduna gore ve indirgeme giicii ise Oyaizu metoduna gore
yapildi. Bitkinin fenolik yapist HPLC ile belirlendi. Sonuglar sentetik antioksidan olan
BHT (Butillenmishidroksitoluen) ve BHA (Butillenmishidroksianisol) ile kiyaslandi.
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DETERMINATION OF PHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT EFFECT
OF CENTAUREA PTEROCAULA TRUATYV. IN KONYA

Abstract: The present study was carried out to determine of Centaurea Pterocaula
which was collected in region of Konya Tuz Lake. It 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 concentrated. Total phenol concentration was
determined by Folin-Ciocalteu method, free radical scavenging activities were
determined based on DPPH and determined reducing power based on Oyaizu method.
The phenolic compound of C. Pterocaula was elucidated by HPLC analysis. Results
were compared with standard antioxidant compound BHA and BHT.
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GIRIS

Insanoglu hayati boyunca yasamin beraberinde getirdigi stres vb. zorluklar1 asmak,
hastaliklardan korunmak i¢in, yagamak i¢in gerekli olmazsa olmazlarin yaninda, takviye
besinler almak durumundadir. Bu tiir koruyucu ya da engelleyici bilesikler antioksidan
maddeler olarak adlandirilir. Antioksidanlar diigiik konsantrasyonlarda bile oksidatif
zararlar1 engeleyebilen ya da azaltabilen maddelerdir. Son zamanlarda antioksidanlar,
ozellikle farmakolojik calismalarda olduk¢ca Onem kazanmiglardir. (VAYA ve
AVIRAM, 2001). Hastaliklarin tedavisi iizerine yapilan caligmalarda, insan diyetindeki
antioksidan etkili bilesiklerin oksidatif strese sebebiyet veren reaktif oksijen tiirleri ve
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reaktif azot tiirlerinin insan viicuduna verdigi zararlar1 6nemli 6l¢lide engelleyebildigi
belirtilmistir (SOONG ve BARLOW , 2004). Ozellikle bitki biyolojisinde serbest
radikaller ve antioksidan kontrol sistemleri iizerine yapilan arastirmalarda bitkilerin
yapisinda bulunan polifenolik yapili maddeler, vitamin, enzim gibi bilesiklerin bu
bitkilerin antioksidan etkileri ile dogrudan etkili oldugu yapilan pek ¢ok arastirmalarda
belirtilmistir. (RIMMER, 2006; PROESTOS, SERELI ve KOMAITIS, 2004; NAWAZ,
2006). Tibbi bitkiler arasinda adi sik¢a gegcen Centaurea L., Asteraceae familyasina ait
bir cinstir ve lilkemizde 168 tiirii vardir. Halk arasinda, peygamber ¢icegi, zerdali
dikeni, ¢oban 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, diiiretik, adet
soktiiriicli, astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel amacla
kullanilmaktadir (ARIF, KUPELI ve ERGUN, 2004). Bu ¢alismada Centaurea ailesine
ait C. pterocaula truatv.’un antioksidant etkisi in vitro olarak belirlenmistir. Ozellikle
bu tir ¢alismalarda yaygin olarak bitkinin fenolik madde konsantrasyonu Folin
yontemiyle fenolik yapili bir bilesigin standardinda tespit edilmektedir. Oksidasyona
sebep olan serbest radikalleri ortamdan siipigrme veya etkisiz kilma kapasitesi ise
DPPH yo6ntemiyle belirlenmektedir. Zira DPPH deneysel ortamda serbest radikal olarak
bulunmaktadir. Yapilan caligmalar bitkinin fenolik yapisinin kromotografik olarak
aydinlatilmasiyla desteklenmektedir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Shimadzu- -1700 — UV Spektrofotometre, Shimadzu-HPLC (Auto sampler: SIL-10AD
vp, Sistem Kontrolor: SCL-10Avp, pompa LC-10ADvp, Degasser: DGU- 14A, Kolon
Firini: CTO-10Avp), DPPH, BHT, BHA, folin reaktifi, metanol, (Sigma-Aldrich),
petrol eteri, gallik. (Merck).

Metot

Ekstrelerin hazirlanmasi

20 g toz drog Soxhleth apareyinde dnce yaglarindan kurtarilmak iizere petrol eteri (40-
60°C) ile ekstre edilmistir. Geride kalan drog, petrol eteri uzaklastirildiktan sonra
%70’1lik metanol ile 40 °C’lik karigtirmali su banyosunda 30 dakika siire ile ekstrakte
edilmis ve siiziilmiistiir. Bu islem ii¢c kez tekrarlanmis, siiziintiiler birlestirilmis ve
metanollii kisimlar rotary evaperatérde yogunlastirildiktan sonra geride kalan sulu
ekstreler liyofilizatérde kurutulmustur.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltacu yontemine (GAMEZ-
MEZA vd. 1999) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve c¢alisilan
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 (9%20’lik,
a/h, suda) deney tiipline karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda c¢ozeltilerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’nde 750 nm’de okunarak
toplam fenol miktarlari; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik asite
esdeger olacak sekilde hesaplanmistir
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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 {izerinden 2,5 ml alinarak 0,5
ml %0,1 lik FeCl; ilave edildikten sonra 700 nm de absorbansi okunur. Tiim islemler
BHT ve BHA i¢cin de uygulanir. Konsantrasyon arttikga artan absorbans degeri
indirgeme yetenegini gosterir.

HPLC ile Fenolik Madde Tayini
Numune Hazirlama: Numuneden 10mg tartilir. 1mL metanolde ¢oziliip 20 pL’si
HPLC’ ye enjekte edilir.

Calisma sartlari;

Kolon : Agilent EclipseXDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron
Dedektor: DAD dedektor (Amax=278)

Mobil faz : A: %3 asetik asit, B: Metanol,

Akis Hizi : 0.8 mL / dakika

Kolon sicakligi : 30 °C

Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre

BULGULAR

Folin-Ciocaltaeu yontemine gore yaptigimiz toplam fenolik yapili madde
konsantrasyonlari mg/ml gallik aside esdeger (GAE) bazda gallik asidin kalibrasyon
grafiginden hesaplandi. Buna gore C. pterocaula’nin GAE degeri, 0,465 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Droglarin serbest radikal siipiirme etkisi DPPH yoOntemine gore
yapilmustir. Absorbans degerlerinden hesaplanan ICsy degerleri Sekil.1. de verilmistir.
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Sekil 1. C. pterocaula ,BHA ve BHT nin 1.C.5, degerleri

Antioksidan indirgeme kapasitesi 6l¢iimii Oyaizu (1986) metoduna gére yapildi ve Fe™-
Fe™ degisimi olusan metal kompleksinin konsantrasyonuna bagli olarak absorbans
degisimleri Sekil.2. de ve buna bagli hesaplanan FRAP degerleri Tablo.1. de
verilmektedir.
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Sekil 2. C. pterocaula ,BHA ve BHT nin konsantrasyona bagli absorbans degisimleri

Tablo 1. C. pterocaula ,BHA ve BHT nin FRAP degerleri

FRAP degeri
BHA 0,0353
BHT 0,0349
C. pterocaula 0,0083

Bir maddenin fenolik yapis1 o maddenin antioksidan etkisinin bir gdstergesi olabilir. C.
pterocaula’nin fenolik yapist HPLC ile belirlenmistir. 19 standarda gore yapilan
analizin sonucu Sekil 3. ve Sekil 4. teki gibidir.
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mAll

Sekil.3. Standart kromatogrami: 1: gallic, 2: katesin, 3: kafeik, 4: epikatesin, 5: p-
coumaric, 6: ferulik, 7: vitexin, 8: rutin, 9: naringin, 10: hesperidin, 11: apigenin-
glukozit, 12: rosmarinik, 13: eriodictiol, 14: quercetin, 15: naringenin, 16: luteolin,17:
apigenin, 18: karvakrol, 19: acecetin.

mAll
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Sekil 4. C. pterocaula 'nin HPLC kromotogrami

Tablo 2. C. pterocoula’nin kromotogram sonuglart (%95 giliven araligi ile
verilmektedir.)

ug/g. num. pg/g. num. pug/g. num.

Gallik 2.84 Rutin * Naringenin *

Katesin 668.4 Naringin 121.7 Luteolin 211.0
Kafeik 501.8 Hesperidin * Apigenin 4533
Epikatesin * Apigenin glukozit | * Karvakrol *
p-coumaric 67.18 Rosmarinik * Acecetin. *

Ferulik 250.9 Eriodictiol *

Vitexin 257.5 Quersetin *

*: tespit edilemedi
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TARTISMA VE SONUC

Bir maddenin antioksidan etkisi ortamdaki serbest radikalleri siipiirebilmesine baglidir.
Bilesenlerin ortamdaki serbest radikallerden kaynaklanan sari-yesil renkli karigimin
renk ac¢ilmasina dayanan absorbans degisimleri 517 nm de o6lgiilir. DPPH metoduna
gbre yapilan radikal siiplirme deneylerinde Olciilen absorbanslara bagl olarak, DPPH
nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak IC.so degerleri (ortamdaki serbest
radikallerin konsantrasyonun yarisini inhibe ettigi konsantrasyon) hesaplanmistir. C.
pterocaula’nin sentetik antioksidan olan BHA ve BHT ye gore IC.so degerleri Sekil.1.
de verilmistir. C. pterocaula’nin ortamdaki serbest radikalleri siiplirme orani hesaplanan
IC.50 degerleri dikkate alindiginda (Sekil.1.) BHA ve BHT ye gore daha diisiik oldugu
goriilmektedir. DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan IC.so degerleri dikkate
alindiginda, IC.so degeri ne kadar kiiclikse antioksidan aktivitesi de o kadar fazladir
denilebilir. Bunun anlami aynm1i miktar serbest radikali en diisiikk konsantrasyonda
siiptirebilen maddeler daha kuvvetli aktivite gostermektedir. (POURMORAD
HOSSEINIMEHR ve SHAHABIMAID, 2006). BHA, BHT ve C. pterocoula’ya gore
ortamdaki serbest radikalleri siipiirebilme acisindan daha kuvvetlidir. Bitkilerdeki
fenolik maddelerin toplam konsantrasyonu hesaplanirken mutlaka bir standart fenolik
maddeye gore yapilir. Standart olarak gallik asit kullanildiginda bitkideki toplam
fenolik madde konsantrasyonu 0,465 mg/mL GAE olarak hesaplandi. 19 fenolik
standarta gore HPLC analizinin sonucuna bakildiginda fenolik acidan zengin oldugu
sOylenebilir (Sekil.4.). Bu standartlarin diginda daha baska fenolik madde de ihtiva
edebilecegi de unutulmamalidir. indirgeme giicii antioksidant etkinin bir gdstergesidir.
Ortamdaki Fe™ iyonlarmin Fe™ iyonlarina indirgeyebildigi olciide, bilesenlerin
antioksidan aktiviteleri belirlendi. Bunun i¢in, ortamdaki mavi-yesil renkli
kompleksteki renk aciliminin spektrofotometrik olarak 700 nm de absorbans
degisimlerinden faydalanildi.  Troloksun kalibrasyon egrisiden FRAP degerleri
hesaplandi. Sekil.2.’ye géore BHA, BHT ye yakin bir etki gosterse de en fazla indirgen
oldugu acikca bellidir. Troloksa esdeger olarak hesaplanan FRAP degerlerine
bakildiginda (Tablo.1.) bu acikca goriilmektedir. Alternatif tibbin giderek deger
kazandig1 giintimiizde bitkilerin faydali yonlerinin aciga ¢ikarilmasi elbette dnemli olsa
gerek.
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