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Mevcut arastirmada, Scabiosa argentea’nin etil asetat Oziitii antioksidan aktivitesi i¢in

degerlendirildi. Antioksidan aktiviteleri fosfomolibdat, DPPH radikal siipiirme testi ve bakir indirgeme
giici (CUPRAC), demir indirgeme giicii ve B-karoten/linoleik asit testleri iceren c¢esitli metodlar
kullanilarak arastirildi. Total fenolik ve flavonoid icerikler de ayrica hesaplandi. Total fenolik ve
flavonoid igerik 11.10 mgGAE/g ve 23.36 mgRE/g olarak belirlendi. Total antioksidan kapasitesi
fosfomolibdat ve B-karoten/linoleik asit i¢in 4.16 mgAE/g ve %75.40 olarak tespit edildi. Bu ¢aligmanin
sonuglar1 S. argentea’nin gida ve farmasotik endiistrilerinde dogal antioksidanlarin bir kaynagi olarak

degerli olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Fenolik bilesikler, Scabiosa,



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ETHYL ACETATE
EXTRACT FROM SCABIOSA ARGENTEA

Meltem COSGUN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
OF SELCUK UNIVERSITY

Advisor: Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
2016, VII+ 36 pages

Jury
Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
Assoc. Prof. Dr. Haluk OZPARLAK
Assoc. Prof. Dr. Yavuz Selim CAKMAK

In present research, the ethyl acetate extract of S. argentea were evaluated for their antioxidant
activity. The antioxidant activities were investigated by using varieties methods including
phosphomolybdenum assay, DPPH, cupric reducing power activity (CUPRAC), ferric reducing power
activity and B-carotene/linoleic acid assay. Total phenolic and flavonoid contents were also calculated.
Total phenolic and flavonoid contents were determined as 11.10 mgGAE/g and 23.36 mgRE/g. Total
antioxidant capacity was determined as 4.16 mgAE/g and %75.40 for phosphomolybdenum and -
carotene/linoleic acid assay. The results of this research exhibited that S. argentea could be valuable as a
source of natural antioxidant in food and pharmaceutical industries.
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1. GIRIS

T1ibbi amaglar icin bitkilerin kullanimina iliskin bilgi eski medeniyetlerde biiyiik
Olclide degerli olmustur. 19.yy ortalarina kadar bitkiler insanlar tarafindan kullanilan
ana tedavi edici ajanlardi ve hala tipta 6nemli bir role sahiptir (Camejo-Rodrigues ve
ark., 2003). Kanser, diabet, hepatit ve zihinsel hastaliklar1 igeren ¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in yeterli ¢oziimler bulmak giin gectikge zorlasmaktadir. Dolayisiyla, bu
hastaliklar1 tedavi etmek ya da engellemek icin yeni fitokimyasallarin ve dogal
tirtinlerin arayis1 artmaktadir (Slikkerveer ve ark., 2006). Yeni aktif molekiillerin kesfi
etnobotanik ve etnofarmakolojik bilgilere dayanmaktadir (Maciel ve ark., 2002). Yeni
bioaktif molekiillerin arayisinda tercih halk hekimliginde kullanilan bitkiler olmustur
(Montanher ve ark., 2002). Pek ¢ok iilkede, modern tip mevcut olmasina ragmen
niifusun biiyiik bir boliimiiniin birincil saglik bakimini geleneksel hekimler ve tibbi
bitkiler olusturmaktadir (WHO, 1999).

Bilim diinyasinda biyo-oksidasyon ve antioksidanlar ilgi ¢ekici konularin
basindadir. Oksidasyon metabolizmasi biyolojik sistemlerdeki ana enerji saglayicilardir.
Bu metabolik siire¢ boyunca, serbest radikaller tiretilir ve oksidatif hasara yol acabilirler
(Antolovich ve ark., 2002). Serbest radikaller reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirlerini (RNS) igermektedir (Pham-Huy ve ark., 2008). Siiperoksit (O2),
hidroksil (HO) ve hidrojen peroksit (H,0,) 6nemli reaktif oksijen tiirlerindendir (Sen,
1995). Asir1 serbest radikaller olustugu zaman endojen koruyucu enzimler (siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz), glutatyon ve dis kaynakli diyet maddeleri (C ve E
vitamini) gibi antioksidanlar tarafindan bu radikallerin zararli etkileri bastirilir.
Oksidasyonu kontrol etmek ve anlamak temel bir 6neme sahiptir (Antolovich ve ark.,
2002; Huang ve ark., 2005). Bu yiizden antioksidanlar olarak nitelendirilen bilesiklerin
diyetle alinmalar1 olduk¢a 6nemli hale gelmektedir. Antioksidanlar serbest radikalleri
notralize eden maddelerdir (Halliwell, 1991). Ayrica, antioksidanlar gida endiistrisinde
islenmis gidalarin korunmasinda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu amagcla
sentetik antioksidanlar gelistirilmistir (Branen, 2002; Dickson-Spillmann ve ark., 2011).
Sentetik antioksidanlarin yararli etkilerine ragmen asir1 kullanimi sakincalidir. Ciinki
pek cok calisma sentetik antioksidanlarin asir1 kullaniminin sindirim, solunum,
dermatolojik ve norolojik hastaliklarla iligkili oldugunu onaylamistir (Wilson ve Bahna,
2005; Randhawa ve Bahna, 2009; Carocho ve ark., 2014).



Bitkilerde bulunan antioksidanlar miikemmel dogal katki maddeleridir ve
sentetik katki maddelerine alternatif olarak sunulmaktadir. Vitaminler, fenolik bilesikler
ve karotenoidler en 6nemli dogal antioksidan maddeler olarak diistiniilmektedir (Baines
ve Seal, 2012; Carocho ve Ferreira, 2013; Carocho ve ark., 2015).

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin miktari, eski c¢aglardan beri siirekli
artmistir. 1970’11 yillarda yapilan arastirmalara dayanilarak diinyada 21.000 kadar tibbi
bitki oldugu rapor edilmis olup, 2000’li yillarda yapilan arastirmalara gore diinyada
yayilis gésteren mevcut 422.000 kadar ¢igekli bitki tiirtinden yaklasik %17’sine denk
gelen 72.000 kadarmin tibbi deger tasidigi yoniindedir (Alkofahi ve ark., 1990).
Bitkiler, giiniimiizde de modern tip icerisinde tedavi edici 6zellikleri ve ham madde
kaynag1 olarak onemli bir yer tutmaktadir. Tibbi bitkiler biinyelerinde basta fenolik
bilesikler, vitaminler olmak iizere biyolojik etkinlige sahip ¢ok sayida Onemli
metabolitleri icerir. Yapilan calismalarda tibbi bitkilerin sergiledikleri aktivitelerin
ozellikle biinyelerinde bulundurduklar1 fenolik bilesikler gibi 6nemli maddelerden
kaynaklandig belirlenmistir (Skrovankova ve ark., 2012)

Scabiosa cinsi Caprifoliaceae familyasinin alt familyasi olan Dipsacoideae alt
familyasia dahildir. Dipsacoideae alt familyas: diinyada 9 cins ve 320 tiir ile temsil
edilmektedir (Akyol ve ark. 2016). Ulkemizde Scabiosa cinsi yaklasik 36 takson
icermektedir ve uyuz otu, gicik otu, kavurt otu, kum otu ve maya otu gibi ¢esitli adlarla
bilinmektedir. Bu cinsin 6zellikle Scabiosa argentea ve Scabiosa columbari tiirleri
tedavi amaci ile kullanilmaktadir (Baytop, 1994).

Bu vyiiksek lisans tez arastirmasinda, S. argentea’nin etil asetat Oziitlinlin
antioksidan ozellikleri arastirilarak S. argentea‘nin gida ve farmakoloji endistrisinde

kullanilip kullanilmayacaginin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Oksijen, aerobik yasam siiregleri i¢in hayati onem tasimaktadir. Bununla
birlikte, solunan oksijenin yaklasik % 5’1 siiperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerine dontisiir (Harman, 1993). Siiperoksit radikali (O2") oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu mitokondride olusur. Hidroksil radikali (‘OH)
oksijenin {i¢ elektron alarak indirgenmesi ile olusup ¢ok reaktif bir radikaldir. Oksijenin
iki elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan hidrojen peroksit (H20,) radikali
viicudumuzda pek ¢ok reaksiyon sonucunda meydana gelmektedir ve hidroksil gibi
gliclii radikallerin olusmasina sebep olur (Devasagayam ve ark., 2004). Siire¢ asagidaki

gibi temsil edilir;

e 0;- 0 Fe? Fe¥ H*
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Sekil 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Bandyopadhyay ve ark., 1999)

Bir serbest radikal bir veya daha fazla eslesmemis elektron igermektedir. Oksijen
metabolizmasinin yani sira Kirleticiler, radyasyon, sigara dumani, toksik kimyasallar
gibi ¢evresel ve patolojik ajanlar da reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasini tetiklemektedir.
Bu yiizden hiicreler daima reaktif oksijen tiirleri tarafindan tehdit altindadir. Reaktif
oksijen tiirleri ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler ve niikleik asitler gibi hayati
oneme sahip olan hiicre bilesenlerine saldirirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Fakat
hiicre giiclii bir antioksidan sistemi ile bu serbest radikalleri kontrol altina almaktadir.
Reaktif oksijen tiirlerinin {liretimi ve antioksidan savunma sistemi arasindaki denge
bozuldugu zaman oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres erken yaslanma, kanser,
hayati organlarin metabolik fonksiyon bozuklugu, ndrodejeneratif hastaliklar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli patolojik durumlara yol agmaktadir

(Thomas ve Kalyanaraman, 1997).
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Sekil 2.2. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidanlar arasindaki denge (Kovac ve
ark., 2016).

Antioksidanlar serbest radikalleri ve onlarin etkilerini ortadan kaldiran
maddelerdir. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz reaktif oksijen
tirlerine karsi enzimatik temel savunma sistemidir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
sliperoksit anyonunun, hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen
enzimdir. Glutatyon peroksidaz ise indirgenmis glutatyonu glutatyon disiilfit’e
dontistiiren enzimdir. Hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii saglayan enzim
ise katalazdir (Bandyopadhyay ve ark., 1999). Ayrica E vitamini (a-tokoferol) zincir
kirict olarak fonksiyon gdsteren temel bir antioksidan madde olup insan viicudunda
biitiin hiicre membranlarinda bulunmaktadir. Askorbik asit (C vitamini) suda ¢dziinen
serbest radikal siipiiriiciidir ve normal koruma mekanizmasinin bir pargasidir.
Karotenoidler, fenolik bilesikler diger non-enzimatik antioksidanlardir (Devasagayam
ve ark., 2004). Ayrica, antioksidanlar gidalart bozulmaya karst korumasindan dolay1
gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmak iizere ¢esitli sentetik antioksidanlar
gelistirilmistir. Sentetik antioksidanlardan bazilar1 biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
biitillenmis hidroksi anisol (BHA) bilesiklerdir (Anderson ve ark., 2001). Son yillarda,
bu sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen gibi yan etkilere sahip olmasindan
dolay1 yeni, daha gilivenli ve ucuz antioksidan maddelerin kesfi i¢cin dogal iiriinler
lizerine yapilan caligmalar artmaktadir. Flavonoidler, fenolik asitler, karetonoidler,
polifenoller 6nemli dogal antioksidanlardandir (Wojdyto ve ark., 2007; Baines ve Seal,
2012; Carocho ve Ferreira, 2013; Carocho ve ark., 2015).



2.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde genisce dagilmis olan dogal iirtinlerin biiyiik
bir boliimiinii olustururlar. Fenolik bilesikler fenol halkasinin sayis1 ve baglanma
yapisina gore fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler, lignanlar ve tanenler gibi ¢esitli alt
smiflara ayrilirlar (Goszcz ve ark., 2015). Epidemiyolojik, klinik ve gida ¢alismalari
dietsel fenolik bilesiklerin metabolik bozukluklar, kardiovaskiiler hastaliklar ve kanseri
iceren dejeneratif hastaliklarin baglamasini engelleyen ve riski azaltarak insan sagligini
gelistirdigini kanitlamistir (Scalbert ve ark., 2005). Flavonoidler sebze, meyve ve farkli
bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin en 6nemli grubudur ve genellikle sar1 renklidirler.
Daort binden fazla flavonoid izole edilmis ve tanimlanmistir (Iwashina, 2000). Kuersetin,
rutin ve hesperidin gibi izole edilen flavonoidler kardiovaskiiler etkileri yaygin olarak
calisilmigtir. Ek olarak, antosiyanin kardiovaskiiler hastaliklari engellemeye yardimci
olan yaygin dietsel flavonoiddir. Cok sayida flavonoid izole edilmesine ragmen heniiz
izole edilmeyen ¢ok daha fazla flavonoid vardir. Flavonoidlerin yapisi iki fenil
halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan Cg-C3-Cg yapisindadir (Estevinho ve
ark., 2008; Li ve ark. 2013; Rasul ve ark. 2013). Flavonoidler flavanonlar,
antosiyaninler, flavonoller, flavanol, izoflavonoidler ve flavonlar olarak 6 gruba
ayrilirlar (Shahidi ve ark., 1992; Rice-Evans ve ark., 1996). Pek ¢ok flavonoid
antioksidan aktivitelerin yani sira g¢esitli farmakolojik aktiviteler gostermektedir.
Ornegin Scutellaria baicalensis’in koklerinden izole edilen biacalin kalbi, ndronlar:
koruyucu ve oksijen tiirevli serbest radikal siipiirme aktivitesine sahiptir (Xin ve ark.,
2014).
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Flavon

Flavanon OH
HO l (e}

5 4

OH O OH O OH O

Apigenin Quercetin Naringenin

OH

o Isoflavon
Flavan-3-ol H HO o
HO s O |
OH OH O O
OH OH

(+)-catechin Cyanidin Genistein

Sekil 2.3. Flavonoidlerin gruplari

Fenolik asitler biyoaktiviteleri ile bilenen bitkilerde bulunan diger 6nemli
fenolik bilesiklerdir. In vivo ve in vitro ¢alismalar fenolik asitlerin gogunun antioksidan,
antiinflamatuar ve yaralanmaya karsi koruyucu aktivite gosterdigini rapor etmistir.
Degisen kimyasal yapilari ile fenolik asitler farkli biyoaktivite gostermektedirler (Yao
ve ark., 2011). Ornegin prokatesik asit 500’den fazla bitkide dogal olarak olusan bir
fenolik asittir. Prokatesik asit yap1 olarak gallik, kaffeik ve vanilik asit gibi iyi bilinen
antioksidanlara benzemektedir. Bu fenolik asit antioksidan ve antiinflamatuar gibi farkli
farmakolojik aktiviteler sergilemektedir (Kakkar ve Bais, 2014). Ferulik asit tahillarda
bulunan basit bir fenolik asittir. Salvia miltiorrhiza’dan elde edilen salvianolik asit
binlerce yildir Cin tibbinda kardiovaskiiler hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Li ve ark., 2007)

Stilbenler, tanenler ve lignanlar gibi diger fenolik bilesikler tanimlanmis ve
terapotik potensiyelleri i¢in aragtirllmistir. Bu fenolik bilesiklerin kardiovaskiiler etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Ornegin, resveratrol antioksidan, antiiflamatuar ve oksidatif
stres, hipoksi ve iskeminin sebep oldugu hiicre yaralanmalarini engelleme 6zelliklerine

sahiptir (Lu ve ark., 2010; Carrizzo ve ark., 2013; Li ve ark., 2015).



2.3. Caprifoliaceae familyas1 ve Scabiosa cinsi

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen yiizlerce bitki tiiriiniin tibbi ve aromatik degeri
cok yiiksektir Tiirkiye’de yaklagik 500 kadar bitki tiirlinden halk hekimligi veya
geleneksel tip uygulamalar1 kapsaminda faydalanilmaktadir. Scabiosa cinsi 6nceden
Dipsacaceae familyasinda iken molekiiler c¢alismalar sonunda Caprifoliaceae
familyasina dahil edilmistir. ‘Uyuz otu’ olarak bilinen Scabiosa cinsi Tirkiye’de
yaklasik 36 takson igermektedir (Giiner ve ark., 2012; Akyol ve ark., 2016). Scabiosa
cinsine ait c¢esitli taksonlar kansere, bobreklerde olusan taslara ve sikinlige karsi
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Perdetzoglou ve ark., 2000; Christopoulou ve ark.,
2008). Ek olarak salata, siis bitkisi olarak kullanimlarida bulunmaktadir (H., 1996;
Romeijn ve van Lammeren, 1999). Ornegin Scabiosa comosa ve Scabiosa tschilliensis
geleneksel ilag olarak karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(Committee, 1998). Scabiosa atropurpureae’nin toprak istii kismindan elde edilen
thlamur suyu diiiretik olarak kullanilmaktadir (Bonet ve Valles, 2007). Bu yiizden,

Scabiosa balgam soktiiriicii, arindirici, i¢tah agici gibi gesitli 6zelliklere sahiptir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada kullanilan Scabiosa argentea taksonu

Calisma materyali olan S. argentea L.’nin toprak {stii kismi ¢igeklenme
doneminde Selcuk Universitesi Alaaddin Keykubat Kampiisiinden toplanmustir.
Bitkinin sistematik olarak teshisi Igdir Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii  Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Scabiosa argentea

Tablo 3.1. S. argentea hakkinda genel bilgiler

|(")miir ||iki veya Cok yillik |
|Yap1 ||Ot |
|Cig:eklenme ||Mayls-Ekim |
|Habitat ||K1rag yerler, tarlalar, step, tash yamaglar |
|Yiikseklik 0-2500 m |
[Endemik |[Endemik degil |
|Tiirkiye dagilimm ||T1'irkiye geneli |




T

Sekil 3.2. S. argentea’nin Tiirkiye’deki yayilisi

3.2. Bitkisel Oziitlerin Hazirlanmasi

Bitkisel ornekler toplanip golgede kurutulduktan sonra degirmende iyice toz
haline getirildi. Toz haline gelen 6rneklerden yaklasik 15 g tartilip sokslet aparatinda 6-
8 saat siireyle etil asetat ekstraksiyona tabii tutuldu. Bu siire sonunda ele gegen karigim
Whatman kagidi ile siiziildii. Daha sonra rotary evaporatorde 40°C’de c¢oziiciiler
tamamen buharlastirildi. Ele gecen kuru oOziitler analiz edilinceye kadar +4°C’de

saklandi.

3.3. Antioksidan Kapasite Tayin Testleri

3.3.1. Toplam Fenolik Madde Tayin Metodu (Folin Yontemi)

Bitki ekstraktlarinin konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bitkisel
droglarin her bir konsantrasyonundan 200 pl ayr1 deney tiiplerine alindi. Daha sonra her
bir tiipe 1.5 ml su ve 100 pl Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. Ardindan her bir tiipe
500 pl %2’lik NayCOs ¢ozeltisinden eklendi. Karisimlar oda sicakliginda karanlikta 2
saat bekletildi ve 765 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Tiim antioksidan kapasite tayin
testlerinde spektrofotometrik Olctimler Shimadzu UV-1800 spektrofotometre cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Ayni iglemler standart olarak kullanilan gallik asit i¢in de
yapild1. Bitkilerin fenolik madde igerigi gallik asit es degeri (mg GAE/qg) olarak verildi
(Singleton ve Rossi, 1965).
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3.3.2. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Bitki oziitlerindeki toplam flavonoid igerigi spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Buna gore %2’lik AICI3’{in metanolik ¢6zeltisinden 1 ml ile 1 ml 2 mg/ml
konsantrasyondaki bitki Oziitii ile karistirildi. 10 dakika bekletildi ve 415 nm’de
karigimin kore karsi absorbansi dlgiildii. Ayni islemler standart flavonoid olan rutin i¢in
de yapilarak rutine ait kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sonugta Oziitlerin toplam flavonoid
madde igerikleri rutin es deger (mg RE/g) olarak verildi.
3.3.3. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Metodun esast Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil renkli
fosfat/Mo(V) kompleksinin olusumasi temeline dayanir. Metotta Oncelikle bitki
ekstraktlarinin konsantrasyonlar1 2 mg/ml olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Metotta

kullanilan reaktif ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlandi:

0.6 M H,SO; ¢ozeltisi: 0.83175 ml H,SO,4 alinir ve 24.18825 ml saf su iizerine

sizdirilarak ilave edildi.

28 mM Nay;HPO4.12H,0 cozeltisi: 0.025 gr Na;HPO4.12H,0 tartilip hacmi saf

su ile 25 ml’ye tamamlandi.

4 mM Amonyum molibdat ¢ozeltisi: 0.123585 gr amonyum molibdat tartilip

hacmi saf su ile 25 ml’ye tamamlandi.

Bu sekilde hazirlanan c¢ozeltiler bir meziirde karistirilarak reaktif cozeltisi
hazirlandi. 1 mg/ml konsantrasyonunda bitkisel ¢ozeltilerden 0.3 ml bir tiipe alind1 ve
reaktif ¢ozeltisinden 3 ml eklendi. Tiipler iyice karistirilip 95 °C’de 90 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltilerin absorbansi 695 nm’de okundu. Ayni islemler
standart antioksidan olarak kullanilan askorbik asit i¢in de yapildi. Antioksidan aktivite
askorbik asit esdegeri (mg AE/g) olarak hesaplandi (Prieto ve ark., 1999).

3.3.4. B-karoten/Linoleik Asit Emiilsiyon Sistemi

Metotta oncelikle emiilsiyon ¢dzeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 1 mg p-karoten 2
ml kloroformda ¢oziildii. Bu karigima 50 pl linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave
edildi ve karisim iyice karistirildi. Kloroform rotary evaporatorde 40 °C’de iyice
ucuruldu. Kalan kisim iizerine 200 ml saf su eklendi. Bdylece emiilsiyon c¢ozeltisi

hazirlanmis oldu.
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2 mg/ml konsantrasyonundaki bitkisel oziitler ve standart maddelerden 350 pl
alind1 ve bunlarin iizerine 2.5 ml emiilsiyon ¢ozeltisinden eklendi. Emiilsiyon ¢ozeltisi
eklendikten hemen sonra absorbanslari 490 nm’de 6lgiildii. Daha sonra tiipler 50 °C’de
120 dakika inkiibe edildi. Ayrica bitkisel materyalin yerine 350 ul metanol eklenip
bunun iizerine de 2.5 ml emiilsiyon ¢ozeltisi ilave edilerek kontrol ¢ozeltisi hazirlandi.
Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi da emiilsiyon ¢ozeltisi eklenir eklenmez okundu ve ayni

sekilde 50 °C’de 120 dakika inkiibe edildi (Sokmen ve ark., 2004).
120 dakika sonunda renk ag¢ilim orani hesaplandi.
R=In(A/B)/t

A: Baglangi¢ absorbansi

B: 120 dakika sonundaki absorbans1

t: 120 dakika
Bu esitlikten inhibisyon degeri yani antioksidan aktivite hesaplandi.

Inhibisyon degeri= ((Rkontrol-Rsmek)! Rkontrol) X100

3.3.5. DPPH Siipiirme Aktivitesi

Bitkisel oziitlerin farkli konsantrasyonlarda (0.125-1 mg/ml) c¢ozeltileri
hazirlandi. DPPH c¢ozeltisi ise 0.4 mM konsantrasyonda hazirlandi. Farkl
konsantrasyonlardaki bu bitkisel oziitlerden 1 ml alinip bunun iizerine DPPH
cozeltisinden 1 ml ilave edildi. Tiipler agizlar1 kapatilip kuvvetlice karigtirildiktan sonra

oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar 517

nm’de okundu (Sarikurkcu ve ark., 2009).

Bitkisel oziitlerin ve standart maddelerin inhibisyonu asagidaki denklemden

hesaplandi:

inhibisyon (%) = ((Akontrol'Aémek)/Akontrol) x100

3.3.6. Indirgeme Giicii
Bu metotta bitkisel 6ziitlerin 0.2 ile 2 mg/ml konsantrasyonlar1 kullanildi. Farkli

konsantrasyonlardaki bitkisel ¢ozeltilerden 2.5 ml alindi. Bunun iizerine 0.2 M pH 6.6
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2.5 ml fosfat tamponu ve %1’lik 2.5 ml potasyum ferrisiyaniir ilave edildi. Tiipler 50
°C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin {izerine 2.5 ml
%10’luk TCA eklendi. Tiipler iyice karistirildiktan sonra {ist kisimlarindan 2.5 ml baska
bir tiipe aktarildi. Bu tiipiin lizerine de 2.5 ml saf su ve 0.5 ml %0.1’lik FeCl; ¢ozeltisi
eklendi. Cozeltilerin absorbanslart 700 nm’de okundu (Oyaizu, 1986). Absorbans

arttik¢a indirgeme giicti de artig gostermektedir.

3.3.7. CUPRAC Metodu
10° M Cu(II) Kloriir ¢ozeltisi;. CuCl,.2H,0’den 0.4262 g tartilarak su ile 250

ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat tamponu; 1 M (pH=7). NHsAc’dan 19.27 g tartilarak su ile

250 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Neokuproin cozeltisi: 7.5x10° M, Neokuproin (2,9 dimethyl 1-10
phenantroline)’den 0.039 g tartilarak %96’lik etil alkolle 25 ml’ye tamamlanarak

hazirlandi.

Bitki oziitlerinin 0.2 ile 2 mg/ml arasindaki farkli konsantrasyonlar1 kullanildi.
Metotta oncelikle her deney tiipiine 1 ml CuCl,.2H,0, 1 ml amonyum asetat, 1 ml
neokuproin c¢ozeltileri ile 0.6 ml saf su eklenir ve sonra her bir tiipe bitkisel
cozeltilerden 0.5 ml eklenip kuvvetlice karistirildi. Tiipler agizlari kapali sekilde oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslari 450 nm’de

okundu (Apak ve ark., 2006).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid I¢erigi ve Toplam Antioksidan Kapasite
(Fosfomolibdat Testi)

Cesitli ¢alismalar fenolik bilesiklerin  ¢ok gii¢lii antioksidan olduklarini
gostermislerdir. Bu ¢alisma ile Scabiosa argentea’nin fenolik ve flavonoid igerikleri
belirlenmistir. Scabiosa argentea’nin etil asetat 6ziitliniin toplam fenolik, flavonoid ve
toplam antioksidan kapasite degerleri Tablo 4.1°de gosterilmistir. Toplam fenolik icerigi
11.10 mgGAE/g, toplam flavonoid igerigi 23.36 mgRE/g ve toplam antioksidan degeri
4.16 mgAE/g olarak belirlenmistir. Hlila ve ark. (2015) Scabiosa arenaria’nin
koklerinden elde edilen farkli oOziitlerin toplam fenolik igeriklerini belirlemistir.
Calismada en yiiksek fenolik icerik biitanol fraksiyonu (82.36 mgGAE/g) > etilasetat
fraksiyonu (76.63 mgGAE/g) > su fraksiyonu (51 mgGAE/g) seklinde belirlenmistir ve
bulunan degerler ¢calismamizda kullanilan S. argentea (11.10 mgGAE/g) daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada biitanol fraksiyonu (5.86 mgQE/g) yiiksek
flavonoid igerige sahip oldugu rapor edilmistir. Cesitli ¢aligmalar Caprifoliaceae
familyasina ait farkl: tiirlerin fenolik ve flavonoid igeriklerini aragtirmistir. Karagelik ve
ark. (2015) yaptiklar bir ¢calisgmada Viburnum opulus’dan elde edilen farkli 6ziitlerin
toplam fenolik igerigi belirlenmis ve degerler gallik asite es deger olarak verilmistir.
Hsu ve ark. (2016) yaptiklar1 farkli bir ¢alismada Lonicera japonica’nin antioksidan ve
antiinflamatuar aktiviteleri degerlendirilmistir. Lonicera japonica’ya ait metanol ve su
oziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri belirlenmistir. Wang ve ark. (2016)
Lonicera caerule’nin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri rapor etmislerdir.

Scabiosa argentea’nin toplam antioksidan aktivitesi fosfomolibdat testi
tarafindan belirlenmistir. Bu metod, asidik ortamda antioksidan maddelerin Mo(VI)’yi,
Mo(V)’ e indirgemesine ve olusan fosfat/Mo(V) kompleksinin spektrofotometrik olarak
hesaplanmas1 temeline dayanmaktadir. S. argentea’ya ait etil asetat ozitiiniin toplam

antioksidan aktivitesi belirlenmis ve askorbik asite esdeger olarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.1. S. argentea oziitiiniin toplam fenolik, flavonoid igerigi ve toplam antioksidan

kapasitesi

Toplam Fenolik (MgGAE/qQ) 11.10+0.20
Toplam Flavonoid (mgRE/qQ) 23.36+0.39
Toplam Antioksidan (mgAE/qQ) 4.16+0.14

Sekil 4.1. S. argentea 6ziitiiniin toplam fenolik, flavonoid ve toplam antioksidan

kapasitelerin karsilastirilmasi

4.2. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

Calismamizda S. argentea’nin serbest radikal giderme aktivitesi yaygin olarak
kullanilan DPPH metodu ile belirlenmistir. DPPH metodu, koyu mor renkli DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil)’in antioksidan maddeler tarafindan hidrazin tiirevlerine
indirgenmesi ve rengin agilmasi esasina dayanmaktadir. S. argentea’nin DPPH radikal

giderme aktiviteleri konsantrasyona bagl olarak degisimi Tablo 4.2.’de gosterilmistir.
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Etil asetat 6ziitlinlin DPPH siipiirme aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak arttig1
goriilmiistiir. Ayni cinse ait farkli bir tiir olan Scabiosa arenaria’nin farkli 6ziitlerinin
DPPH giderme aktivitesi rapor edilmis ve degerler ICsy olarak hesaplanmistir. En
yiiksek radikal giderme aktivitesi 0.019 mg/mL ICsy degeri ile etil asetat fraksiyonunda
goriilmiistiir (Hlila ve ark., 2015) Ma ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada Scabiosa
comosa ve Scabiosa tschilliensis’nin DPPH radikal giderme aktivitelerin I1Csy degerleri
333.1 pg/ml ve 272.8 ug/ml olarak sirasi ile belirlenmistir. Caprifoliaceae familyasina
ait olan Lonicera japonica var. sempervillosa’dan elde edilen farkli 6ziitlerin DPPH
radikal giderme aktiviteleri rapor edilmistir. Su Oziitleri yiiksek radikal siiplirme
aktivitesi gostermistir. Kuru ¢igek tohumlarinin % 70 etanol 6ziitii (1Cso: 56.8pug/ml)

diisiik radikal giderme aktivitesi gostermistir (Hsu ve ark., 2016).

Tablo 4.2. S. argentea 6ziitiiniin DPPH radikal giderme aktivitesi (% Inhibisyon)

Konsantrasyon Etil asetat oziitii
0.25 mg/mi 3.98+0.28
0.5 mg/ml 10.78+0.25
1 mg/ml 26.26+0.99
30 -
= 20 -
= 10 I
o LTI
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Sekil 4.2. S. argentea oOziitiiniin farkli konsantrasyonlarda DPPH radikal giderme

aktivitesinin karsilagtirmasi

4.3. Demir indirgeme Giicii

Metot, antioksidanlar tarafindan Fe** iyonlarnin Fe** *e indirgemesi ve 700 nm
de absorbansin Olclilmesine dayanmaktadir. S. argentea’nin etil asetat oziitiiniin demir
indirgeme giicii farkli konsantrasyonlarda belirlenmistir ve degerler Tablo 4.3.’de
verilmistir. Etil asetat 6ziitiiniin indirgeme giicii 0.2, 0.4 ve 0.8 mg/ml’de 0.051, 0.112
ve 0.239 olarak bulunmustur. Demir indirgeme giiciiniin konsantrasyon arttik¢a artig1
goriilmistiir. Hlila ve ark. (2015) Scabiosa argentea’nin kokiinden elde edilen farkli
oziitlerin antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelerinin arastirilmasi iizerine yaptiklar
bir ¢calismada demir indirgeme giiciiniin ECsp 0.028-0.19 mg/mL arasinda degistigini
gormiiglerdir. Diger bir ¢alismada S. comosa ve S. tschilliensis’in indirgeme giicii FRAP
testi tarafindan belirlenmistir ve Oziitlerin konsantrasyona bagli olarak indirgeme

giiciiniin 16.88-270 pg/ml arasinda degistigi rapor edilmistir (Ma ve ark., 2016).
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Tablo 4.3. S. argentea 6ziitiiniin demir indirgeme giicii

Konsantrasyon Etil asetat oziitii
0.2 mg/ml 0.051+0.01
0.4 mg/ml 0.112+0.01
0.8 mg/ml 0.239+0.01
0.3 -
L, 0.2 4
=
0.1 -
| | |
0.0 i : 1 -
S S
ny@ Qv’&%
0,3
0,25
0,2
=
2
= 0,15
£
-t
0,1
0,05
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.3. S. argentea oziitiiniin farkli konsantrasyonlarda demir indirgeme giiciiniin

karsilastirmasi
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4.4. CUPRAC Testi

Calismamizda S. argentea’nin etil asetat oOziitiiniin bakir indirgeme giicii
CUPRAC metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Metot, antioksidan maddelerin
Cu(I)-neokuproin kompleksini Cu(l)-neokuproin kompleksine indirgemesi ve olusan
kompleksin 450 nm’de dl¢iilmesine dayanmaktadir. CUPRAC metodu hizli, basit ve
ucuz olmasindan dolay1 yaygin olarak tercih edilen bir metottur. Etil asetat 6ziitiiniin
bakir indirgeme giicii 0.2, 0.4 ve 1 mg/ml olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
Olclilmiistiir ve sonuglar Tablo 4.4’de verilmistir. Konsantrasyona bagli olarak bakir

indirgeme giicii aktivitesi artmigtir.

Tablo 4.4. S. argentea 6ziitiinlin bakir indirgeme giicii

Konsantrasyon Etil asetat oziitii
0.2 mg/ml 0.092+0.01
0.4 mg/ml 0.312+0.01
1 mg/mi 0.859+0.04
1.0 -
0.8 -
S 0.6 -
)
S
2 0.4
262525252525
0.2 - 026%6%6%6%6%
0’0’0’0’0’0"
0’0‘0‘0’0’0“
--------- ‘0‘0.0.0‘0‘0‘
0 0 i B _E_E_S_N_N_N_N_V. I e N A‘A‘A’A’A‘A
& %\@\ <&
S ?‘& LS
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Sekil 4.4. S. argentea oziitiinlin farkli konsantrasyonlarda bakir indirgeme giiciiniin

karsilastirmasi

4.5. p-karoten/linoleik Asit Test Sistemi

Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesinde molibdat testine ek olarak f-
karoten/linoleik asit testi de kullanilmustir. B-karoten/linoleik asit testinde, linoleik
asidin oksidasyonu sonucu olusan peroksil radikalerinin p-karotende renk agilmasi
meydana getirmesi ve bu agilmayir antioksidan maddelerin inhibe etmesi esasina
dayanmaktadir. Renk agilmasimi en fazla engelleyen Oziitlerin veya maddelerin
antioksidan aktiviteleri yiiksek olarak degerlendirilmektedir. Etil asetat oziitii ve
sentetik antioksidanlar olan BHA ve BHT ’nin toplam antioksidan aktiviteleri %
inhibisyon olarak Tablo 4.5.’de gosterilmistir. BHA (% 97.94) ve BHT(%96.40)’nin etil
asetat Oziitlinden (%75.40) daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Hlila ve
ark. (2015) S. arenaria tizerine yaptiklari bir arastirmada S. arenaira’nin kokiinden elde
edilen farkli oziitlerin B-karoten/linoleik asit test sistemi ile toplam antioksidan
aktivitelerini belirlemisler ve oOziitler orta seviyede aktivite sergiledigini rapor
etmiglerdir. Degerler, biitanol fraksiyonu (%99) > etil asetat fraksiyonu (%98) ve su
fraksiyonu (% 56.28) seklinde oldugu belirlenmistir. Biitanol ve etil asetat fraksiyonlar
standart olarak kullanilan BHT (%87.5) den daha yiiksek aktivite sergiledigi rapor
edilmistir. Ayrica S. arenaria’nin etil asetat fraksiyonunun ¢alismamizda kullanilan S.

argentea’nin etil asetat oziitiinden daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmiistiir.



Tablo 4.5. Linoleik asit oksidasyonunu inhibisyon yiizdeleri (%)

20

% Inhibisyon

Etil asetat oziitii 75.40+3.61
BHA 97.9440.82
BHT 96.40+1.41
150 -
S 100 -
2 s50-
0o T T
..om"*& Q?Q\v
&
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda Scabiosa argentea’nin toprak istii kismindan elde edilen
etil asetat Oziitlinlin antioksidan aktivitesi farkli test sistemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite DPPH radikal giderme aktivitesi, CUPRAC,
indirgeme giici ve toplam antioksidan aktivite testleri (molibdat testi ve p-
karoten/linoleik asit test) kullanilarak belirlenmistir. Ek olarak toplam fenolik ve
flavonoid igeriklerde hesaplanmistir. DPPH, CUPRAC ve indirgeme giicii testlerinde
farkli konsantrasyonlar kullanilarak aktivitelerin konsantrasyona bagli olarak arttigi

gOriilmiistiir.

5.2 Oneriler

Tez galismamiz Scabiosa argentea’nin antioksidan aktiviteleri tizerine yapilan
ilk ¢aligma niteligini tasimaktadir. Sonuclarimiz dogrultusunda S. argentea’nin dogal
antioksidanlarin bir kaynagi olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica, bu tez ¢alismasi yapilacak

olan diger arastirmalara bilgi saglayacaktir.
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