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Ozet: Acanthus hirsutus Anadolu geleneksel halk hekimliginde gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bu calismada A. hirsutus’un aseton ekstraktmin antioksidan o6zellikleri; toplam antioksidan, serbest radikal
siipiirme etkinligi (DPPH testi), B-karoten/linoleik asit metodu, demir ve bakir indirgeme giiglerini i¢eren farkli
kimyasal test sistemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerikler belirlenmistir.
Toplam fenolik ve flavonoid igerik sirasiyla 51.39 mgGAE/g ve 18.60 mgRE/g olarak tespit edilmistir. DPPH
yonteminde 1mg/ml konsantrasyonda %47.87 etkinlik gozlenmistir. f-karoten/linoleik asit test sisteminde, 1
mg/ml konsantrasyon linoleik asit oksidasyonu %66.83 oraninda inhibe edilmistir. Demir ve bakir indirgeme
giicleri ise konsantrasyona bagli bir durum sergilemektedir. Bu sonuglar A. hirsutus’un dogal antioksidanlarin bir
kaynagi olarak gida ve farmakoloji endiistrilerinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Acanthus hirsutus, Antioksidan, Fenolik igerik, Serbest radikal, Tiirkiye.

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ACETONE EXTRACT OF
ACANTHUS HIRSUTUS

Abstract: Acanthus hirsutus is used in Anatolian folk medicine for the treatment of various ailments. In the
present study, the antioxidant properties of acetone extract obtained from A. hirsutus was evaluated by different
chemical assays, including total antioxidant, free radical scavenging activity (DPPH method), B-carotene/linoleic
acid test system, ferric and cupric reducing power. Total phenolic and flavonoid content were also determined.
Total phenolic and flavonoid content were detected as 51.39 mgGAE/g and 18.60 mgRE/g, respectively. The
free radical scavenging activity was observed as 47.87% at 1 mg/ml concentration in DPPH method. In B-
carotene/linoleic acid system at 1 mg/ml concentration, the extract exhibited 66.83% inhibition against linoleic
acid oxidation. Moreover, the ferric and cupric reducing powers were concentration-dependent manner. The
results indicated that 4. hirsutus can be exploited as a source of natural antioxidants in food and pharmacological
industry.

Keywords: Acanthus hirsutus, Antioxidant, Phenolic content, Free radical, Turkey.
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1. Giris

Serbest radikaller; aerobik organizmalarda oksijen kullanimmin dogal bir sonucu olarak olusan,
dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron bulunduran, kisa Omiirlii, reaktif
molekiillerdir (Perkins 1995; Halliwell ve ark., 1999; Mates ve ark., 1999). Serbest radikaller
organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerle olduk¢a
kolay reaksiyona girmekte ve bu reaksiyon bir zincir reaksiyon olarak devam etmektedir.

Metabolizmanin isleyisi esnasinda dogal bir proses olarak meydana gelen bu oksidasyonun
gerceklesmesi sonucunda organizmada cesitli hasarlar ortaya ¢ikmasi ve bunun kanser gibi bir¢ok
hayati 6neme sahip kronik hastaliklarin baslaticis1 olmasi, serbest radikallere karsi miicadele eden
antioksidan bilesikler {lizerine ilgiyi arttirmus ve farmasdtik preparatlarm antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi tizerine caligmalar yogunlastirilmustir (Wei ve Pang, 2005). Antioksidanlar serbest
radikallere karsi savunma mekanizmasi olusturan bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar;
sentetik antioksidanlar ve dogal antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadirlar. BHT, BHA ve
PG gibi gidalarin islenmesinde kullanilan sentetik antioksidanlarin canli organizmada kanserojenik
etki gosterdiginin yapilan arastirmalarla tespit edilmesi iizerine dogal antioksidanlar giiniimiizde
oldukga biiylik bir 6nem kazanmistir. Hem ekonomik agidan hem de giivenlik acisindan daha uygun
goriilmesi ve son zamanlarda sentetik antioksidanlar yerine dogal antioksidanlarin tercih edilmeye
baslanmasindan dolay1 ¢alismalarda dogal antioksidanlar iizerine egilim artmaktadir (Namiki, 1990).

Acanthaceae familyasina dahil olan Acanthus cinsi {ilkemizde 8 tiir ile temsil edilmekte ve
Ozellikle Bati, Orta ve Giiney Anadolu'da dagilis gostermektedir. (Demiriz, 1984). Acanthus cinsi
bitkileri ekonomik ag¢idan Akdeniz iilkeleri mimarisinde dekoratif bir motif olarak kullanilirken
(Bhattacharyya ve Johri, 1998), Cin ve Tayland’da uzun yillar yaygin bir geleneksel ilag olarak
kullamlmistir. (Kanchanapoom ve ark., 2006). Acanthus tiirlerinin hepatit, lenfoma ve astim gibi baz1
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildigi rapor edilmistir (Hokputsa ve ark., 2004). Ayrica baz1 bolgelerde
kabizlik giderici, balgam soktiiriicli, yara iyilestirici olarak kullamildigi (Baytop, 1999) ve mantar
hastaligi tedavisi i¢in yapilan ilaglara katildig1 da belirtilmektedir (Savran ve ark., 2002). Tiirk¢e adi
‘ay1 pengesi’ ya da ’tliylii ay1 pengesi’ olarak ifade edilmektedir.

Bu c¢alismada Acanthus hirsutus bitkisinin hazirlanan aseton Oziitiinde antioksidan aktiviteleri
farkli test sistemleri uygulanarak tespit edilmis olup, ortaya g¢ikarilan sonuglar kapsaminda bitkinin
Ozellikle farmakolojik etkileri lizerine 6énemi vurgulanmak istenilerek c¢esitli sektorlerde ham madde
olarak kullanilip kullanilamayacagimin, kullanilmasi durumunda ise saglayacagi katkilarin
belirlenmesi amaglanmigtir.

2. Materyal ve Metot

Calisma kapsaminda kullamlan A. hirsutus Konya-Altinapa Baraji civarindan c¢iceklenme
doneminde toplanmis olup Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyelerinden
Dog. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan taksonomik olarak teshis edilmistir. Bitkisel 6rnekler
toplanip golgede kurutulduktan sonra degirmende iyice toz haline getirildi. Toz haline gelen
orneklerden yaklagsik 15 gr tartilip sokslet diizeneginde 6 saat siireyle aseton ekstraksiyonuna tabii
tutuldu. Ekstraksiyon sonunda ekstraktlar filtre kagidindan (Whatman mavi band) siiziildii. Daha sonra
¢oziicii rotary evaporatorde 40°C’de tamamen buharlastirildi. Ele gecen ham ekstrakt antioksidan
kapasite testleri uygulanincaya kadar -20°C’de saklandi.

2.1. Toplam fenolik madde tayini (Folin yontemi)

Bitki ekstraktlarmin konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bunun igin 20 mg bitki
tartilip 10 ml metanolde ¢oziildii. Bitkisel droglardan 200 pl ayr1 deney tiiplerine alindi. Daha sonra
her bir tiipe 1.5 ml su ve 0.5 ml %2’°lik Na,CO; ¢ozeltisinden eklendi. 3 dakika beklendikten sonra 0.1
ml Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. Karigim oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildikten sonra
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760 nm’de absorbanslari dl¢iildii. Toplam fenolik madde icerigi gallik asit es degeri olarak verildi (mg
GAE/g) (Singleton ve Rossi, 1965).

2.2.Total Flavonoid Tayini

1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan bitki ekstraktlar1 (1 ml) aym1 miktarda %2’lik AICl; ile
karistirildi ve daha sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Orneklerin absorbanslar1 415
nm’de okundu. Toplam flavonoid igerik rutine esdeger olarak hesaplandi (mg RE/g) (Arvouet-Grand
ve ark., 1994).

2.3. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi

Metodun esast Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil renkli fosfat/Mo(V)
kompleksinin olusumuna dayanir. Metotta oncelikle bitki ekstraktlarmin konsantrasyonlar1 1 mg/ml
olacak sekilde c¢ozeltileri hazirlandi. Standart olarak troloks kullanildi. 1 mg/ml konsantrasyonunda
bitkisel ¢ozeltilerden 0.3 ml bir tiipe alindi ve bunun iizerine reaktif ¢ozeltisinden (0.6 M H,SO,, 28
mM Na,HPO,4 ve 4 mM Amonyum molibdat) 3 ml eklendi. Tiipler kuvvetlice karistirilip 95°C’de 90
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltilerin absorbans1 695 nm’de okundu. Antioksidan
aktivite troloks esdegeri (mg TE/g) olarak hesaplandi (Pricto ve ark., 1999).

2.4. DPPH siipiirme etkinligi

Bitkisel droglarin ve sentetik antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi.
Farkli konsantrasyonlardaki bu bitkisel c¢ozeltilerden 1 ml almip bunun ftizerine 1 ml
konsantrasyondaki DPPH ¢ozeltisinden (final konsantrasyonu 0.2 mM) ilave edildi. Tipler agizlar
kapatilip kuvvetlice karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda absorbanslar 517 nm’de okundu. Bitkisel ¢ozeltilerin ve standart maddelerin (BHA ve BHT)
inhibisyonu asagidaki denklemden hesaplandi (Sarikurkcu ve ark., 2009). Kontrol ¢dzeltisi olarak
ekstrakt yerine metanol eklendi.

inhibisyon(%)=((Akomml-Aémek)/ Akoer])X 100

2.5. B-karoten/Linoleik asit test sistemi

Bitkisel materyal 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml, standart antioksidanlar ise 1 mg/ml konsantrasyonda
hazirlandi. Metotta Oncelikle emiilsiyon ¢o6zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 1 mg B-karoten 2 ml
kloroformda ¢oziildii. Bu karisima 50 ul linoleik asit ve 200 mg Tween 40 eklendi. Karisim iyice
karistirildi. Kloroform rotary evaporatorde 40°C’de iyice uguruldu. Kalan kisim iizerine 200 ml saf su
eklendi. Boylece emiilsiyon ¢6zeltisi hazirlanmig oldu.

Farkli konsantrasyonundaki bitkisel droglar ve standart maddelerden 350 ul alindi ve bunlarin
lizerine 2.5 ml emiilsiyon ¢o6zeltisinden ilave edildi. Emiilsiyon ¢o6zeltisi eklenir eklenmez
absorbanslar1 490 nm’de okundu. Daha sonra tiipler 2 saat inkiibe edildi. Ayni1 islemler standart olarak
kullanilan BHA ve BHT iginde tekrarlandi (Sokmen ve ark., 2004).

120 dakika sonunda renk agilim orani hesaplandi.

R=In(A/B)/t A:Baslangi¢ absorbansi
B:120 dakika sonundaki absorbansi
t:120 dakika
Bu esitlikten inhibisyon degeri yani antioksidan aktivite hesaplandi.
inhibisyon degeri= ((Rxontroi-Rémek)/ Riontro1)X 100

2.6. Bakir indirgeme giicii (CUPRAC testi)



INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ACETONE EXTRACT OF ACANTHUS HIRSUTUS 4

Bitki ekstraktlarmin 0.25 mg/ml ile 1 mg/ml arasindaki farkli konsantrasyonlar1 kullanildi.
Metotta 6ncelikle her bir deney tiipiine 1 ml CuCl,.2H,O (10> M), 1 ml amonyum asetat (IM), 1 ml
neokuproin (7.5x10° M) ¢ozeltileri ile 0.6 ml saf su eklendi. Daha sonra her bir tiipe bitkisel
¢ozeltilerden 0.5 ml eklenip iyice karigtirildi. Tipler agizlari kapali bir bicimde oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika beklendi. Ayni islemler BHA ve BHT c¢ozeltileri i¢in de yapildi. Bu siire sonunda
¢oOzeltilerin absorbanslar1 450 nm’de okundu (Apak et al., 2006).

2.7. FRAP/TPTZ testi

FRAP metodu bitkisel ekstraktinin Fe(IlI)/TPTZ kompleksini Fe(II)/TPTZ kompleksine
indirgemesi prensibine dayanir. Bitkisel 6ziitlerden (0.25, 0.5 ve 1 mg/ml) 0,1 ml alinip {izerine 2 ml
FRAP reaktif karisimi eklendi. Reaktif karigimi 10:1:1 oraninda asetat tamponu (0,3 M pH:3.6), 40
mM HCI iginde 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl; igerir. Bu sekilde hazirlanan tiipler 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi ve absorbanslar1 593 nm‘de okundu. (Aktumsek ve ark., 2013).

3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

Bitkisel sekonder metabolitleri i¢erisinde fenolik bilesikler olduk¢a giiclii antioksidan 6zelliklere
sahiptirler ve yapilan birgok ¢alismada fenolik icerik ile antioksidan kapasite arasinda giiglii bir
korelasyon gozlenmistir. Fenolik bilesikler igerisinde temel grubu flavonidler olusturur.
Flavonoidlerin antioksidan, antibakterial ve antimutagenik gibi ¢ok sayida etkileri rapor edilmis ve
halen birgok calismanin temel arastirma konusu durumundadir. Calisilan aseton ekstraktin toplam
fenolik igerigi gallik aside esdeger olarak hesaplanmustir. Toplam fenolik igerik 51.39 mgGAE/g
olarak belirlenmistir. Flavonoid igerik ise rutine esdeger verilmis ve igerik 18.60 mgRE/g olarak tespit
edilmistir (Sekil 1).

Fosfomolibdat testi son zamanlarda 6zelikle kolay olmasi ve kullanilan reaktiflerinin ucuzlugu
nedeniyle oldukga sik uygulanmaktadir. Metodun temel Ozelligi asidik ortamda antioksidan
bilesiklerin Mo (VI)’y1 Mo(V)’e indirgemesi ve sonugta yesil renkli fosfat/Mo (V) olusmasina
dayanmaktadir. Olusan bu bilesik 695 nm’de absorbsiyon gostermektedir. Metodun sonuglari
antioksidan 6zellikleri bilinen askorbik asit veya troloksa esdeger olarak verilmektedir. A. Airsutus’un
aseton ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi 66.09 mgTE/g olarak belirlenmistir (Sekil 1).
Kumaran ve Karunakaran (2007) Phylanthus tiirleri {izerine yaptiklar1 ¢alismada toplam antioksidan
kapasite 275 mgAE/g ile 376 mgAE/g arasinda tespit edilmistir. A. Airsutus bu Phylanntus tiirlerinden
daha diisiik toplam antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir.

Toplam antioksidan (mgTE/g)  Toplamfenolik icerik (mgGAE/g) Toplam flavonoid igerik (mgRE/g)

Sekil 1. A. hirsutus’un aseton Oziitliniin toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan igerikleri



5 Giliner ve ark., SUFEFD (2014) 38: 1-9

Serbest bir radikal kullanilarak bitkisel droglarin bunu belli oranda etkisiz hale getirmelerine
dayanan test sistemleri antioksidan metotlarin en énemlilerindendir. Bu test sistemlerinin ortak 6zelligi
cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan radikal ¢ozeltilerine bitkisel ekstrakt ilave edilir ve meydana
gelen renk degisimi spektrofotometrik olarak belirlenir. Bu amagla en sik kullanilan radikallerden
birisi DPPH’dir. Antioksidan bilesiklerle karsilasinca DPPH’in mor renginin siddetinde azalma ve
buna bagli olarak absorbansda diismeler olmaktadir. DPPH" ile antioksidan bilesik arasinda
gergeklesen reaksiyon agagidaki gibidir:

DPPH" + ArOH — DPPH + ArO'+ H™

Farkli konsatrasyonlarda hazirlanan aseton ekstraktin DPPH radikali iizerine etkisi Sekil 2’de
gosterilmistir. Konsantrasyona bagli olarak bitkisel ekstraktin konsantrasyonu arttik¢a radikal siiplirme
aktivitesi de artmustir. Bitkisel ekstraktin en diisikk konsantrasyonu olan 0.25 mg/ml’de radikal
siipiirme oran1 %9.22 gibi oldukga diisiik seviyededir. Ekstraktin 1 mg/ml’lik ¢ozeltisinde ise etkinlik
%47.87°ye kadar ¢ikmaktadir (Sekil 2). Ancak her ne kadar bu konsantrasyonda bitkisel 6ziit etkin
olsa da standart antioksidan olan troloks ¢ok diisiik derisimlerde bile oldukga etkilidir. 0.1 mg/ml
konsantrasyonda troloks %87.47 oraninda inhibisyon yetenegine sahiptir.

B- karoten/linoleik asit test sistemi, - karotenin linoleik asit oksidayonu sonucu olusan peroksit
radikallerinin bu molekiilde meydana getirdigi renk ag¢ilimini antioksidanlarin hangi oranda inhibe
ettiginin spektrofotometrik olarak Ol¢limiine dayanir. A. hirsutus’un 1, 0.5 ve 0.25 miligramlik
derisimlerinin B-Karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen toplam antioksidan aktiviteleri Sekil 3’de
verilmistir. Bu konsantrasyonlarda calisilan aseton ekstrakti sirasiyla %66.83, %53.75 ve %28.85
oraninda linoleik asit oksidasyonunu inhibe etmistir. Standart antioksidanlar Troloks, BHA ve BHT
ise 1 mg/ml konsantrasyonunda linoleik asit oksidasyonu inhibe etme yetenekleri olduk¢a fazladir.
Bununla birlikte sentetik antioksidanlarin saglik iizerine olumsuz etkilerinden dolayi, A. Airsutus’un
dogal antioksidanlarin kaynagi olarak gida endiistrisinde yag asidi oksidasyonunu engellemek igin
kullanilabilecek niteliktedir. Bu test sistemi kullamilarak gesitli bitkilerin linoleik asit oksidasyonu
inhibe etme oranlar1 su sekilde belirlenmistir. Ornegin, Glycyrrhiza echinata’da %79.84 (Cakmak ve
ark., 2012), Hieracium cappadocicum’da %55.1 (Tepe ve ark., 2006) ve Achiella biebersteinii’de
%22.7 (Baris ve ark., 2006) olarak belirlenmistir.

Bitkilerin indirgeme giicli antioksidan potansiyellerinin degerlendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir.
Ozellikle indirgeme giicii testleri antioksidan bilesiklerin elektron verme yeteneklerinin bir
gostergesidir. Bu amagla tez kapsaminda A. hirsutus’un bakir ve demir indirgeme giicii aragtirildi.
FRAP testi, bitkisel ekstraktin Fe”/TPTZ’yi Fe”/TPTZ’ye indirgenmesine ve bu durumun 595 nm
spektrofotometrik olarak incelenmesine dayanir. Bu test sisteminde yiiksek absorbans yiiksek demir
indirgeme potansiyelini gostermektedir. Testin sonuglarinda konsantrasyon arttikga absorbans da artis
gostermektedir. Absorbans degerleri ve konsantrasyon dikkate alindiginda standart antioksidan olan
troloks oldukga giiglii demir indirgeme potansiyeline sahiptir (Sekil 4). Yapilan ¢ok sayida ¢alismada
bu metot ile diger kapasite tayin testleri arasinda gii¢lii korelasyon bulunmaktadir.

Bitkilerin indirgeme giicli antioksidan potansiyellerinin degerlendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir.
Ozellikle indirgeme giicii testleri antioksidan bilesiklerin elektron verme yeteneklerinin bir
gostergesidir. Bu amagla tez kapsaminda A. hirsutus’un bakir ve demir indirgeme giicii aragtirildi.
FRAP testi, bitkisel ekstraktin Fe”/TPTZ’yi Fe”/TPTZ’ye indirgenmesine ve bu durumun 595 nm
spektrofotometrik olarak incelenmesine dayanir. Bu test sisteminde yiiksek absorbans yiiksek demir
indirgeme potansiyelini gostermektedir. Testin sonuglarinda konsantrasyon arttikga absorbans da artis
gostermektedir. Absorbans degerleri ve konsantrasyon dikkate alindiginda standart antioksidan olan
troloks oldukga giiglii demir indirgeme potansiyeline sahiptir (Sekil 4). Yapilan ¢ok sayida ¢alismada
bu metot ile diger kapasite tayin testleri arasinda gii¢lii korelasyon bulunmaktadir.
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda A4. hirsutus’un aseton 0Oziitii ve troloksun DPPH radikali siipiirme
aktivitesi

1 mg/mi 0.5 mg/ml 0.25% mg/ml BHA (1 mg/ml) BHI (1 mg/ml) Irolox {1 mg/ml)

Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda A. hirsutus’un aseton Oziitiin ve standart antioksidanlarin linoleik asit
oksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri

CUPRAC test sistemi bitkisel ekstraklarin veya antioksidanlarin Cu(ll)-neocuproine kompleksini
Cu(I)-neocuproine indirgemesine olusan renkli kompleksin absorbansinin 450 nm’de Olgiilmesine
dayanir. Demir indirgeme giiciinde oldugu gibi yiiksek absorbans yiiksek indirgeme giicilinii
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda demir ve bakir indirgeme giigleri arasinda giiglii bir korelasyon
rapor edilmistir. Yine cesitli ¢alismalarda CUPRAC test sistemi ile serbest radikal siiplirme, toplam
antioksidan kapasite ve P-karoten/linoleik asit gibi ¢esitli antioksidan testleri arasinda pozitif bir
baglant1 rapor edilmistir (Oztiirk ve ark., 2007). Troloks ile A. hirsutus’un aseton ekstrakti
kiyaslandiginda troloksun oldukea giiglii etkinlige sahip oldugu goriilebilir (Sekil 5).
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda A. hirsutus’un aseton Oziitiin ve troloksun FRAP testinde demir
indirgeme giicii

Absorbans (450 nm)
2

0.5 mg/ml Trolox{0,1 mg/ml)

Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda A. hirsutus’un aseton Oziitiin ve troloksun CUPRAC testinde bakir
indirgeme giicii

Bu c¢alisma ile, giiniimiizde basta gida ve farmakoloji alaninda dogal antioksidanlar igin yeni
hammadde kaynaklarinin tespiti bliyiik énem tasidig1 i¢in 4. hirsutus 'un dogal antioksidanlarin bir
kaynagi olarak kullamilabilecegi sonucuna varilmustir. Ayrica mevcut ¢alisma A. hirsutus tlizerine
yapilacak yeni caligmalara temel olusturacak ve 151k tutacaktir.
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