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Sevilay GUNER

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
2014, 48 Sayfa

Jiiri
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Dog. Dr. Gokalp Ozmen GULER

Acanthus hirsutus Anadolu geleneksel halk hekimliginde g¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada A. hirsutus’un aseton eckstraktinin antioksidan &zellikleri; toplam
antioksidan, serbest radikal siipiirme etkinligi (DPPH testi), - karoten /linoleik asit metodu, demir ve
bakir indirgeme giiclerini igeren 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 ydnteminde 1mg/ml konsantrasyonda %47.87 etkinlik
gozlenmistir. B-karoten/ linoleik asit test sisteminde,] 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 icerik, Serbest radikal, Tiirkiye.



ABSTRACT

MS THESIS
INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ACETONE
EXTRACT OF ACANTHUS HIRSUTUS
Sevilay GUNER
THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN BIOLOGY
Advisor: Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
2014, 48 Pages
Jury
Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK

Assoc. Prof. Dr. Murad Aydin SANDA
Assoc.Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER

Acanthus hirsutus is used in Anatolian folk medicine for the treatment of various ailments.

the present study, the antioxidant properties of acetone extract obtained from 4. 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 are 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

Insanlik tarihinin baslangicindan itibaren insanlarla bitkiler arasindaki iliski
incelenmektedir. Insanlar var olduklarindan bu yana yasamlarim siirdiirebilmek igin
bitkilerden faydalanmislardir. Eski zamanlarda imkanlarin kisitliligindan dolayi insanlar
baz1 bitkileri besin, boya elde etmek, siis bitkisi olarak ya da tedavi amach
kullanmiglardir. Ve bitkilerin kullanimi agisindan giliniimiize 151k tutacak pek cok
tecriibe ve birikim tasimiglardir (Savran ve Bagci, 2002). Bitkilerle insanlar arasindaki
iliski cercevesinde 6zellikle bitkilerle tedavi dikkat cekmekte ve bu yonde tibbi bitkiler
lizerinde yogunlasilmaktadir. (Kaya, 2010) Insanlik tarihi boyunca bircok hastalik
(seker hastaligi, sarilik, nefes darligi vb.) bitkiler kullanilarak alternatif bir sekilde
tedavi edilebilmektedir (Faydaoglu, 2011) .Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin miktar1
glinlimiize gelinceye kadar onemli artiglar gostermektedir. Bu sayr Mezopotamya da
250 civari iken,ortagag da 4000 civarinda, Diinya Saglk Orgiitii’'niin (WHO) yaptig1
son arastirmalara gore ise giiniimiizde 20.000 civarmdadir (Kalaycioglu ve Oner,1994;
Ceylan, 1995). 19. ve 20. yiizyillarda kimya ve biyokimya bilimlerindeki geligsmeler ilag
sanayisine biiylik bir ivme kazandirmis, bu sayede etkinlik, zararsizlik ve kalite
prensipleri benimsenerek analitik, toksikolojik, farmakolojik ve klinik ¢alismalar
sonucu, laboratuvarlarda tibbin gereksinimlerine yanit veren pek ¢ok ilag¢ gelistirilmistir.
Mevcut ilaglarin 1/4'inin bitkisel kdkenli oldugu bilinmektedir. Yine Diinya saglik
orgiitiine gore bitkisel droglarin sayis1 1900 olarak ifade edilmekte ve diinyada yaklasik
4 milyar insan (diinya niifusunun % 80’1) saglik sorunlarini ilk etapta bitkisel droglarla
gidermeye caligmaktadir. Son yillarda sentetik ilaglarla meydana gelebilen ciddi yan
etkilerin yol agtigi medikal ve ekonomik sorunlar g6z oniinde bulunduruldugunda
dogalligin her zaman etkili ve yan etkiden arinmis oldugu diisiincesi gibi bir ¢ok etmene
bagl olarak bitkisel tedavi yeniden popiiler duruma gelmistir (Sarisen ve Caligkan,

2005) .

Tirkiye, 174 familyaya ait 1251 cins ve 12.000’den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu
(alt tiir ve varyete) ile olduk¢a zengin bir floraya sahiptir (Faydaoglu,2011; Davis 1985,
1988, Giiner ve ark., 2000). Tim Avrupa kitasinin yaklasik 12.000 kadar bitki



taksonuna sahip oldugu diisiiniildiigiinde yurdumuzun bitki ortiisii bakimindan nedenli
zengin oldugu goriilmektedir (Ekim ve ark. 2000). Tiirkiye’nin iliman iklim kusagina,
jeolojik ve jeomorfolojik ¢esitliligine, zengin su kaynaklarina, biiyiik yiikseklik
farkliliklarina, ¢ok ¢esitli habitat tiplerine sahip olmasi ile ii¢ fitocografik_bdlgenin
bulustugu yerde olmasi, anadolu’nun dogusu ile batis1 arasinda ekolojik farkliliklarinin
bulunmasi ve buzul ¢aglarinda Anadolu’nun bitkiler i¢in bir siginak olmasi floristik
acidan zenginliginin baslica sebeplerindendir  (flgim ve ark., 1998). Verilere
bakildiginda Tiirkiye’nin endemizm (Yeryiiziiniin yalnizca belirli bolgelerinde yayilis
gosteren) bakimindan da oldukca zengin bir iilke oldugu goriilmektedir. Avrupa
ilkelerindeki toplam endemik takson sayist yaklasik 2750 iken iilkemizdeki endemik
tiir sayist 2891’ dir. Bu sayiya endemik olan 497 alt tiirii ve 390 varyeteyi dahil
ettigimizde toplam endemik takson sayisinin 3750’den fazla oldugu goriilmektedir
(Giiner ve ark., 2000). Ancak bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir
(Ilgim ve ark., 1998). Tiirkiye florasinda bulunan yaklasik 10.000 bitki tiiriiniin ortalama
1000 kadar1 genel olarak kullanilmakla birlikte, sadece 400 tibbi bitki tiiriiniin
ticaretinin yapildig1 ve tibbi fayda saglandigi bilinmektedir. (Kan, 2010) Ulkemizde
halen daha incelenmemis bir ¢ok bitki tiirii olmakla birlikte, bitkilerin antioksidan,
antimikrobiyal, antikarsinojenik, antitimor, analjesik gibi aktiviteleri {izerindeki

laboratuvar ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Serbest radikaller; aerobik organizmalarda oksijen kullanimmin dogal bir
sonucu olarak olusan, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran, kisa 6miirlii, reaktif molekiillerdir ( Perkins, 1995; Halliwell ve Gutteridge
,1999; Matés ve ark. 1999). Stres, radyasyon ve ¢evresel ajanlar (pestisidler, aromatik
hidrokarbonlar, toksinler, coziiciiler vb.) gibi dis etkenlerin de serbest radikal
olusumuna sebep oldugu bilinmektedir. Serbest radikallerin en 6nemlileri siiperoksit
radikali  (Oe-), hidroksil radikali (e OH), singlet oksijen (10;) , hidrojen peroksit
(H203), ve peroksinitrit (ONOO-) dir ve bunlar ’reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ adin
almaktadirlar  (Ariduru ve Arabaci, 2013). ROT’lar organizmada lipidler, niikleik
asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillerle olduk¢a kolay
reaksiyona girmekte, bu reaksiyon bir zincir reaksiyon olarak devam etmekte ve mevcut
hasar da buna bagl olarak artis gostermektedir. Bu ylizden de yaslanma, kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, katarakt, diyabet, bobrek ve



karaciger hastaliklar1 gibi pek cok hastaliktan sorumlu tutulmaktadirlar (Halliwell ve
Gutteridge 1990; Ariduru ve Arabaci, 2013).

Metabolizmanin igleyisi esnasinda dogal bir proses olarak meydana gelen bu
oksidasyonun ger¢eklesmesi sonucunda olusan serbest radikallerle, organizmada ¢esitli
hasarlar ortaya c¢ikmast ve bunun kanser gibi bircok hayati dneme sahip kronik
hastaliklarin baslaticis1 olmasi, serbest radikallere karsi miicadele eden antioksidan
bilesikler iizerine ilgiyi arttirmis ve farmasotik preparatlarin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi lizerine ¢aligmalar yogunlastirilmistir (Wei ve Pang,2005). Antioksidanlar
serbest radikallere karsi savunma mekanizmasi olusturan bilesikler olarak
tamimlanmaktadir. Antioksidanlar bu savunma mekanizmasini; Radikal metabolit
tiretiminin Onleyerek, iiretilmis radikalleri temizleyerek, olusan hiicre haraplanmasini
onararak, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarint durdurarak ve endojen
antioksidan kapasitenin arttirilmasini saglayarak gergeklestirmektedir
(Gutteridge,1995). Antioksidanlar; sentetik antioksidanlar ve dogal antioksidanlar
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar. BHT, BHA ve PG gibi gidalarin islenmesinde
kullanilan sentetik antioksidanlarin canli organizmada kanserojenik etki gdsterdiginin
yapilan arastirmalarla tespit edilmesi iizerine dogal antioksidanlar giiniimiizde oldukg¢a
biiylik bir 6nem kazanmistir. Hem ekonomik ac¢idan hem de giivenlik acisindan daha
uygun goriilmesi ve son zamanlarda sentetik antioksidanlar yerine dogal
antioksidanlarin  tercih edilmeye baslanmasindan dolayr c¢aligmalarda dogal

antioksidanlar {izerine egilim artmaktadir. (Namiki, 1990)

Bitkiler icerdikleri sekonder metabolitlerden dolayr iyi bir dogal antioksidan
kaynag1 olarak bilinmektedir (Khalaf ve ark., 2008). Icerdikleri bu metabolitlerin ana
grubu fenolik bilesiklerdir. Bitkilerin fayda saglayici etkilerinin fenolik bilesiklerin
antioksidan Ozelliklerinden ileri geldigi distiniilmektedir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri, serbest radikalleri baglamalarindan ve hidrojen atomlarini ya
da elektronlari1  vermesinden ve bazi enzimleri inaktif hale getirmesinden
kaynaklanmaktadir (Tsao ve Yang, 2003). Fenolik bilesiklerce zengin gidalarin kalp ve
damar hastaliklari, kanser gibi pek c¢ok hastaligi dnleyici etki gosterdigi ve yaslanmayi
geciktirme gibi olumlu etkiler yarattigi bilinmektedir (Aviram ve ark., 2004). Fenolik
bilesiklerin ayrica anti-karsinojen, anti-atherojen, anti-iilser, anti-trombot, anti-

inflamator, anti-mikrobiyel etkileri oldugu da belirtilmektedir (Halliwell, 2007). Bu



etkin ozellikler fenolik bilesikleri dolayisiyla da bitkileri biyolojik agidan Snemli
noktalara tagimaktadir.

Acanthaceae familyas1 250 cins ve 2700 tiirden olusan biiyiik bir familyadir
(Amer ve ark., 2004). Genellikle Giiney Nijerya ve Gilineydogu Asya'da yayilmaktadir
(Meyer and Lavergne, 2004). Birgok tiirii Afrika'da goriilmektedir. Ancak birkag
cesidinin Giliney Avrupa ile Avustralyadan Malezya ve Giiney Asya’ya kadar uzandigi
goriilmektedir (Kanchanapoom ve ark., 2006; Amin ve ark., 2012). Tiirkiye’de 8 tiirii
bulunmaktadir (4. dioscoridis var. Lacinitaus, A. dioscoridis var. perringii, A.
dioscoridis var. dioscoridis, A. dioscoridis var. Brevicalilis, A. hirsutus, A. syriacus, A.
spinosus, A.mollus) ve 6 tanesi endemiktir, Ulkemizde 6zellikle Bati, Orta ve Giiney
Anadolu'da dagilis gostermektedir. (Demiriz, 1984). Acanthaceae familyas1 bitkileri
ekonomik agidan Akdeniz iilkeleri mimarisinde dekoratif bir motif olarak kullanilirken
(Bhattacharyya ve Johri, 1998), ¢in ve Tayland da uzun yillar yaygin bir geleneksel ilag
olarak kullanmilmistir. (Phisalaphong ve ark., 2006; Kanchanapoom, ve ark., 2006).
Acanthus tiirlerinin  hepatosplenomegali, hepatit, lenfoma ve astim gibi baz
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildig1 rapor edilmistir (Hokputsa, ve ark., 2004). Ayrica
bazi1 bolgelerde kabiz giderici, balgam soOktiicii, yara iyi edici olarak kullanildig:
(Baytop,1999) ve mantar hastaligi tedavisi icin yapilan ilaglara katildigi da
belirtilmektedir (Savran ve Bagci, 2002) . Halk arasinda adi ‘ay1 pengesi’ ya da *Tiylii

ay1 pengesi’ olarak ifade edilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda Acanthus hirsutus bitkisinin hazirlanan aseton oOziitiiniin
antioksidan aktiviteleri farkli test sistemleri uygulanarak tespit edilmis olup, ortaya
cikarilan sonuglar kapsaminda bitkinin 6zellikle farmakolojik etkileri iizerine onemi
vurgulanmak istenilerek cesitli  sektorlerde ham madde olarak kullanilip
kullanilamayacaginin, kullanilmasi durumunda ise saglayacagi katkilarin belirlenmesi

amaglanmistir.



2.KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Serbest Radikaller

20. ylizyilin baglarinda depolanan yaglarin bozulmalarina neden olan etkenler
arastirilirken serbest radikal adi verilen bilesiklerin varligr tespit edilmistir. Serbest
radikaller; atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron bulunduran , eslesmemis elektronlar1 sebebiyle de genellikle kararsiz ve ¢ok
reaktif molekiiller olarak ifade edilmektedirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Mates ve

ark., 1999) Serbest radikaller sahip olduklar1 eslesmemis elektronlarin belirtilmesi

acisindan tist kisimlarina bir nokta (X*) yazilarak gosterilmektedirler (Akkus, 1995). En
basit serbest radikal bir elektron ve bir protonu olan hidrojen atomudur. Serbest
radikallerdeki eslesmemis elektronlar kararli duruma gegebilmek i¢in kararli halde
bulunan diger bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline
doniistiiriir. Bu durum bir zincir reaksiyon halinde devam eder ve bir ¢ok radikal
olugmasina neden olur (Gokpinar ve ark., 2006). Yasam i¢in ¢ok gerekli olmalarina
ragmen zincir halinde gelisen reaksiyonlarla artis gosteren bu serbest radikaller
metabolizmada Onemli etkilere neden olurlar. Hiicrelerin lipid, protein, DNA ve
karbonhidratlar gibi énemli bilesikleri ile oldukg¢a kolay reaksiyona girerek hiicreleri
harabiyete ugratir hatta 6liimiine neden olabilirler. Bunun sonucunda ise kanser, kalp-
damar hastaliklari, eklemlerde kireclenme, bagisiklik sistemine ait  hastaliklar,
yaslanma, hipertansiyon, istemik hasar, karaciger hastaliklari, akciger hastaliklar1 gibi
istenmeyen sonuclara yol acabilmektedirler (Halliwell ve ark., 1990; Ariduru ve

Arabaci, 2013).

Inorganik
mineraller,dizel, komiir,
madenler ve sigara

radvasyon L
T 02 '

- / Sigara i¢mek,
Haclar NO2,

herbisit SEDT e

Hiicre oliimii

Sekil 2.1.Serbest radikallerin etkisi ve sebepleri (Pourmorad ve ark., 2006)
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Serbest radikaller organizmada normal metabolik olaylar sonucu olusabildigi
gibi organizmanin ¢esitli dis etkenlerle karsi karsiya gelmesi sonucunda da
olugmaktadir. Bu ylizden serbest radikalleri olusturan nedenler endojen ve eksojen
olmak iizere iki grupta toplanmaktadir. Endojen nedenler ; mitokondrial sizint1 ,
solunumsal patlama enzim reaksiyonlari, Otooksidasyon reaksiyonlar: iken; Eksojen
nedenler; sigara dumani, alkol, UV 1sinlari, iyonize radyasyon, ksenobiyotikler, hava

kirliligi, ilaglar, stres, diet faktorleridir (Southorn ve Powis, 1988).

Serbest radikaller temelde ii¢ yolla olusmaktadir (Akkus, 1995; Kayis, 2010):

a) Kovalent baglarin homolitik kirillmasi ile: Kovalent bagin ayrilmasi ile bag

yapisindaki iki elektronun her birinin ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalmasi.

X:Y—=X - +Y-

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiiliin elektron kayb1 olmasiyla dis orbitalinde eslesmemis elektron kalmasi sonucu

radikal forma donilismesi.

A:—A - +e-

¢) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiile bir elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusmasiyla

radikal meydana gelmesi.

A+e—A-

Serbest radikaller ; reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif stlfiir

tiirleri olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadirlar.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
e Siiperoksit radikali
e Ozon

e Singlet oksijen



e Hidrojen peroksit
e Hidroksil radikali
e Hipoklorik asit

o Alkoksil radikali
e Peroksil radikali

e Hidroperoksil radikali

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)
e Nitrik oksit

e Nitrik dioksit

e Peroksinitrit

Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)
e Thiyl radikali

Cizelge 2.1° de bazi radikallerin tanimi1 yapilmistir.

Cizelge 2.1.Bazi serbest radikaller ve 6zellikleri (Halliwell, 1994)

Ada Formiilii Tanimmm
Hidrojen atomu H* En basit serbest radikal
Stiperoksit 0, Oksijen merkezl radikal, secimlhi reaktit
Hidroksil *OH En fazla reaktif oksijen radikali. Insan viicucdundalki

tiim molekiillere salcirir.

Triklorometil CCly" C merkezli radikal, CCly metabolizmas: sonucu

iiretilir ve genellikle O, ile hizla reaksivona zirer

Tiyil RS*® Kiikiir: izerinde eslesmemis elektron bulunduran

tiirlerin gerel ac

Peroksil, Alkoksil | RO,-, RO | Organik peroksitlerin vikimi sirasinda clusan oksijen

merkezli radikaller.

Nirik oksit NO* L-arginin amino asidinden in vivo xosullarda tirerilir.

Azotdioksit NO,* NO*®*'mun O, ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava,

sigara dumamnca vb. bulunur.

Hidrojen peroksit H-0» Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar veteregi

diisiik.

Sirglet oksijen ‘02 Oksijenin giiglii oksidatif formu

11
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Aerobik metabolizmalarda serbest radikaller baslica oksijenden olugsmaktadir ve
oksijenden olusan serbest radikaller ‘Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)’ dir. ROT’lar
biyolojik agidan da en 6nemli serbest radikal sinifidir (Kayis, 2010).

Oksijen molekiili (O2) iki adet eslenmemis elektrona sahip olup kimyasal
acidan diradikaldir ve diradikal oksijen yliksek derecede ROT olusturma egilimindedir.
02 molekiiliindeki eslesmemis elektronlar farkli orbitallerde bulunmalarina ragmen
hareket yonleri aymidir. O2 molekiilii bir elektron alicis1 olarak davranir ve hareket
yoniiniin tam tersi yoniinde elektronlar alarak oksidasyon yapar, boylece reaktif oksijen

tiirlerini meydana getirir (Eroglu, 2012; Sies, 1997).

Reaktif oksijen tiirleri, radikal olanlar (tek elektronunu bir bagka molekiile
verebilenler) ve radikal olmayanlar (elektron eksigi olmamasina ragmen bagka bir
molekiil ile radikallere gore daha zayif bir sekilde birlesebilenler) olmak {izere iki gruba

ayrilmaktadirlar.

Cizelge 2.2 Reaktif oksijen tiirlerinin gruplandirilmasi

Radikal olanlar Aciklama | Radikal olmayanlar | Ac¢iklama
Stiperoksit radikali O, e Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali HO® Lipid hidroperoksit LOOH
Peroksil radikali ROO® Hipohaloz asit HOX
Alkoksil radikal ROe® N-halojenli aminler R-NH-X
Semikinon radikal HQ Singlet oksijen '0,
Hemoproteine bagli serbest Ozon 0O;
radikaller

Azotdioksit NO,

Serbest radikallerin en 6nemlileri siiperoksit radikali (O,e-), hidroksil radikali
(#OH), singlet oksijen ('0y) , hidrojen peroksit (H,0,), ve peroksinitrit (ONOO-) dir
(Ariduru,2013).
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2.1.1.Siiperoksit radikali

Aerobik hiicrelerde oksitleyici olan molekiiler oksijenin bir elektron almasi ile

indirgenmesi sonucu olugsmaktadir ( Fridovich, 1975).

O-O +1le —> O-0O
Dogal Oksijen Siperoksid

Ayrica dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak {izere, ylizlerce enzimin katalitik
etkisi esnasinda da siiperoksit radikali bir {irlin olarak olusabilmektedir. Siiperoksit
radikalini 6nemli kilan islevi hidrojen perokside kaynak olusturmasi ve geg¢is metallerini
indirgeyebilmesidir. Dis etkenler ve metabolizmadaki enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarla en fazla olusan reaktif oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Hasar
yapict etkisi ise fazla degildir (Akkus, 1995; Dikici, 1999; Eroglu, 2012; Unal, 1999;
Kiling ve Kiling, 2002)

2.1.2. Hidrojen peroksit
Stiperoksidin etrafinda bulunan molekiillerden bir elektron almasi ile olustugu
gibi molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi ile olusacak

peroksitin iki proton ile birlesmesi sonucunda da meydana gelmektedir.

Dogal oksijen + 2¢ veya Siiperoksid + le© —> 0-0
Peroksid

Peroksid + 2H" —— H,0, Hidrojen peroksid

Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gegebilmektedir ve uzun Omiirlii bir
oksidandir. Bir serbest radikal olmayan Hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirleri i¢inde
yer alir ve serbest radikal biyokimyasinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir.Hidrojen
peroksiti bu derece dnemli yapan 6zelligi , siliperoksit ile reaksiyona girerek fazlaca
reaktif olan ve zararl etkiler gostererek dnemli hasarlara neden olan hidroksil radikalini

olusturmasidir(Dikici, 1999; Eroglu, 2012; Murray ve ark, 1996).
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2.1.3. Hidroksil radikali
Gegcis metallerinin etkisi ile hidrojen peroksidin indirgenmesi sonucu meydana

gelmektedir.
O + H" —— "OH hidroksil radikali

Hidroksil radikalinin yarilanma omrii ¢ok kisadir, bununla birlikte son derece
reaktif bir radikaldir ve tim biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilir. Reaktif oksijen
tiirlerinin en giiclii etkiye sahip olanidir. Dolayisi ile olustugu yerde biiyiik hasara neden

olabilmektedir (Eroglu, 2012; Akkus, 1995; Halliwell ve Gutteridge, 1990)

2.1.4. Singlet oksijen

Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin enerji alarak var oldugu
orbitalden baska bir orbitale ge¢is yapmasi veya kendi doniis yoniiniin aksi yoniinde yer
degistirmesi sonucu meydana gelmektedir. Yiiksek reaktiviteye sahiptir. Singlet oksijen,
doymamis yag asitleri ile direkt olarak tepkimeye girmekte ve peroksi radikalinin
(ROO.) olugmasinada neden olmaktadir(Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999; Eroglu, 2012;
Kiling ve Kiling, 2002)

2.1.5. Nitrik oksit

L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle sentezlenmektedir ve
fizyolojik siireglerde dnemli role sahiptir. Tek sayida elektron igerir ve renksiz bir gaz
formunda olup reaktivitesi diisiik bir serbest radikaldir. Eslesmemis elektrona sahip
olmasina ragmen birgok biyomolekiille kolayca reaksiyona giremeyen nitrik oksit diger
serbest radikallerle kolayca tepkimeye girebilmektedir. Canlilarda asir1 nitrik oksit
sentezlenmesi noronlarda ciddi hasarlar meydana gelmesine neden olmaktadir. Nitrik
oksititin bu zararli etkisinin siiperoksit radikali ile girdigi tepkime sonucu olusan
peroksinitrit (ONOO-) den kaynaklandig: diistiniilmektedir. Peroksinitrit , nitrik oksitin
fizyolojik etkisini inhibe etmekte ve oksidatif etkisini ortaya g¢ikarmaktadir (Eroglu
2012; Kiling ve Kiling, 2002 ; Halliwell, 1994; Nathan, 1994 )
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O, + NO- =  ONOO™

Peroksinitrit

2.2. Antioksidanlar

Viicudumuzda ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilmekte, bunun sonucunda ise hiicreleri olumsuz
etkileyebilecek oksidasyon {irlinleri olugabilmektedir. Ve bu durum ‘Oksidatif Stres’
olarak ifade edilmektedir (Stahl 2003, Zhao ve ark., 2006). Oksidasyon sonucu olusan
bu reaktif tiirler normal diizeyde oldugu siirece zararli bir etki gdstermemektedir.
Ancak olusturduklari zincir reaksiyonlar ile gdsterdikleri artig hiicrelerde ciddi hasarlara
neden olabilmektedir. Bu agidan 6nemli olan reaktif oksijen tiirlerinin belli bir diizeyin
istline ¢ikmalarini onlemek ve karsi bir savunma mekanizmasi olusturarak inhibe
edilmelerini saglamaktir. ROT olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalart bulunmaktadir. Bu mekanizmalara
"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" denilmektedir (Akkus,
1995; Antolovich ve ark., 2002; Goneng ve ark., 2002). Antioksidanlarin ilk teshis
edilen etkisi zar yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyona karsi korunmasi olmustur.
Bu sebeple antioksidanlarin ilk tanimi lipid peroksidasyonunu engelleyen molekiiller
olarak ifade edilmistir. Bugiin ise antioksidanlarin sadece lipidler iizerinde degil
proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri de kapsayan
bir koruyucu etkilerinin oldugu bilinmekte ve tanimda antioksidanlar, hedef
molekiillerde oksidan hasar1 engelleyen ve geciktiren maddeler olarak ifade
edilmektedir. Bu tanimla baglantili olarak antioksidan etkileri farkli sekillerde

olabilmektedir (Burton, 1989).

Antioksidan savunma mekanizmasi dort sekilde islemektedir (Gutteridge, 1995;

Gokpinar ve ark., 2000) ;

e Sondiirme etkisi, Radikal metabolit iiretimini dnlerler (Oksidanlara bir hidrojen
aktararak etkisiz hale getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler
tarafindan yapilir.)

e Siipiirme etkisi, Uretilmis radikalleri temizlerler —(Oksidanlar1 zayif bir

molekiile ¢evirme seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.)
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e Onarma etkisi, Olusan hiicre haraplanmasini onarirlar (Oksidatif hasar gormiis
biyomolekiilii onarirlar.)

e Zincir reaksiyonlarim kirma etkisi, (Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini
engelleyen agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E

vitamini tarafindan yapilir.)

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan tretildikleri gibi, gidalar yoluyla
disaridan da temin edilebilmektedir. Viicut hiicreleri tarafindan iiretilen (endojen)
antioksidanlar; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak

tizere iki sinifa ayrilmaktadir.

Enzimatik endojen antioksidanlar;

e Hidroperoksidaz

e SOD
e GST
e CAT
e GSH-Px

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar;
e Melatonin

e Seruloplazmin
e Transferrin

e Miyoglobin

e Hemoglobin

e Ferritin

e Bilirubin

¢ Glutatyon

e Sistein

e Metiyonin

e Urat

e Laktoferrin

e Albliimin
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Gida yoluyla alinan antioksidanlar (eksojen) ise; sentetik antioksidanlar ve dogal
antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. (Hilmi, 1994; Antolovich ve ark.,

2002; Gokpinar ve ark., 2006; Keser, 2012; Altan ve ark., 2006)

Sentetik antioksidanlar

e BHA
e BHT
e TBHQ

e Propil gallat

o Kuersetin

Dogal antioksidanlar
e Tokoferoller

e Karotenler

e Fenoller

e Flavonlar

e Katesinler

Cizelge 2.3. Bazi antioksidanlar ve etki ettikleri reaktif oksijen tiirleri (ROT)
(Percival, 1998)

ROT ANTIOKSIDANLAR

Hidroksil radikal Vitamin C, Glutatyon, Flavonoid, Lipoik asit

Stiperoksid radikal | Vitamin C, glutatyon, flavonoid, SOD

Hidrojen peroksid Vitamin C, Glutatyon, beta karoten, Vitamin E, CoQ10,
Flavonoid, Lipoik asit

Lipid peroksid Beta karoten, Vitamin E, flavonioid, glutatyon peroksidaz

Serbest radikallere karst gelisen savunma sisteminin saglikli islemesi ve zararh
bilesiklerle antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasi organizmanin canliligini
stirdliirmesi agisindan ¢ok onemlidir. Endojen antioksidanlarin yetersiz kaldigi noktada

disaridan gida yoluyla alinan antioksidanlarin destekleyici etkilerine ihtiya¢ vardir
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(Delican, 2002). Bu durum gidalarin islenmesi sirasinda sentetik antioksidanlarin
kullanilmasina yol agmustir. Sentetik antioksidanlarin en 6nemlileri BHT, BHA, PG ve

TBHQ’ dur. halkasal gosterimleri sekil 2.2deki gibidir.

. H
(CHa)s
(CH})‘C ! C(CH!)I
H
CH, O
a) BHT b) TBHQ
H OH
C‘I CH'. ]
¢ * HO OH
OCH, “00C,H,
¢) BHA d) PG

Sekil 2.2. Sentetik antioksidanlar (a.biitil hidroksi toluen b. propil galat,c.butil hidroksi
anisol d.tersiyer biitil hidrokinon)

Ancak zamanla yapilan ¢alismalarla elde edilen bulgularda sentetik
antioksidanlarin saglik agisindan fazlaca toksik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir
(Vareltzis ve ark., 1997; Koleva ve ark., 2002; Capanlar, 2008) Bu durum dogal
antioksidanlara biiyilk 6nem kazandirmistir. Sentetik antioksidanlarin kanserojen
etkilerine karsin dogal antioksidanlarin antikanserojen etkileri oldugu gibi, diger pek
cok saglik verici etkilerinin bulundugu da ifade edilmektedir. Bitkiler antioksidan
icerigi oldukea yiiksek olan iyi bir dogal antioksidan kaynagidir (Rice-ivens ve ark.,
1997, Ramamoorthy ve Bono, 2007; Khalaf ve ark., 2008, Namiki, 1990). Bu

antioksidanlar B-karoten, fenolik bilesikler, C ve E vitaminleridir. Yapilan bir ¢ok
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arastirma meyve ve sebze tiiketimi ile bazi kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu

arasinda ters orantil bir iliski oldugunu gostermektedir . (Tsao and Yang, 2003 )

2.3. FENOLIK BIiLESIKLER

Bitki diinyasinin biiylik bir kisminda bulunan, fitokimyasallarin en genis
siiflarindan birini olusturan fenolik bilesikler bitkinin meyve, tohum, gdévde, dal,
yaprak ve cicek gibi organlarinda bulunurlar ve meyve ve sebzelere buruk tat ile
kendilerine ozgii rengi verirler. Insan yasami igin de oldukca gerekli sekonder
metabolizma {irlinlerinden olan fenolik bilesikler dogal antioksidanlarin en 6nemli
gruplarini olustururlar (Nizamlioglu ve Nas, 2010; Ariduru ve Arabaci, 2013). Fenolik
bilesikler bir ya da daha c¢ok fenolik grubun aromatik halkaya direkt baglanmasiyla
olusmaktadir. Sekil 2.3 ‘de kuarsetin fenolik bilesiginin halkasal yapis1 verilmistir.
Giiglii bir antioksidan 06zellige sahip olan fenolik bilesiklerin aktiviteleri kimyasal
yapilarina baghdir. Yapilarindaki aromatik halkalart ile hidroksil (OH) gruplarim
yakalayarak peroksit radikallerini etkisizlestirirler. Ayrica —OH grubunun pozisyonu da
antioksidan aktivite acsindan Onemlidir. 4’-OH ve 3°-OH gruplar1 igerenlerin
antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Lien ve ark., 1999;
Halliwell, 2000).

OH

Fenol Kuarsetin

Sekil 2.3.Fenol halkas: ile bir fenolik bilesik 6rnegi (kuarsetin)

Fenolik bilesikler, serbest radikal siipiiriicii, enzimatik aktiviteyi diizenleyici,
hiicre proliferasyonunu inhibe edici, anti-karsinojen, anti-atherojen, anti-iilser, anti-
inflamator ve anti-mikrobiyal etki gdstermektedir. Insanlarda hastaliklara sebep olan
serbest radikallere karsi koruyucu etki gosteren fenolik bilesikler ayni zamanda

yaslanmayida geciktirmektedir (Bravo, 1998; Ksouri ve ark., 2007).
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Fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba

ayrilmaktadir (Nizamlioglu, 2010).

2.3.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler; kimyasal olarak, benzoik ve sinamik asitlerin hidroksillenmis
tirevleridirler. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 (fenilmetan) yapisindadir ve bitkisel
gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar, Hidroksisinamik asitler ise C6-C3
(fenilpropan) yapisindadir ve kendisine baglanan OH grubunun konumu ve yapisina
gore degisiklik gostermektedir. En yaygin hidroksisinamik asit tiirevleri p-kumarik,
kafeik, klorojenik ve ferulik asitler; hidroksisinamik asit tlirevleri ise, gallik, p-
hidroksibenzoik, vanilik ve protokatesik asitlerdir. Gidalarda bulunan fenolik asitler
renk, aroma, koku, acilik, burukluk ve oksidatif stabilite iizerinde etkilidirler. (Tuncel

ve Yilmaz, 2010; Balasundram ve ark., 2006)

2.3.2. Flavonoidler

Bitki fenollerinin en genis sinifint flavonoidler olusturmaktadir (Cadenas ve
Packer, 2002). Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diisiik
molekiil agirlikli fenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olugan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-

C3-C6) yapisindadir. Flavonoidlerin genel yapist sekil 2.4°deki gibidir.

a1

Z 4

7 O 5
A [ i 2
6 = ',
5 4

Sekil 2.4. Flavonoidlerin genel yapist (Liu, 2004)

Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan fenolik bilesiklerdir (Nizamlioglu ve Nas,
2010). Genis kapsamli kullanim alanina sahip olan flavonoidlerin sentetik {iiretimi
giiniimiizde gerceklestirilmediginden, elde edilmeleri i¢in tek kaynak flavonoid igeren

bitkilerdir (Jovanovic ve ark., 1994). Flavonoidler bitkilerdeki sari, kirmizi ve mavi
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renk pigmentlerinin olugmasini saglamaktadir (Dikici, 1999). Bitkilerin 6zellikle kok,
gbvde, yaprak, kabuk ve cigeklerinde yer almaktadirlar. Dogada 400'den fazla flavonoid
tanimlanmaktadir ve flavonoidler halka yapilarina gore, Antoksantinler ve
Antosiyaninler olarak gruplara ayrilmaktadir. Antosiyaninler, gidalarda dogal olarak
bulunan pigment maddeleridir. Antosiyaninlerin yap1 taslari antosiyanidinlerdir (DAO
ve ark., 1998).. Antoksantinlerin bitkilerdeki dagilimi, antosiyaninlere gore oldukca
yiiksektir. Antoksantinler kendi iglerinde flavanoller, flavonlar, flavonoller,
flavanonlar, izoflavonlar olarak siniflandirilmaktadir (Koca, 2005).Halkasal yapilari

Sekil 2.5 “de verilmistir.

Antosiyanidin Flavon Flavanol

Flavonol Flavanon [zoflavon
Sekil 2.5.Antosiyanidin, Flavon, Flavanol, Flavonol, Flavanon, izoflavon temel

kimyasal yapilari

Flavonoidler antitoksidan ozelliklerini gosterebilmek igin serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlar1 etkisiz hale getirirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalart;
1. Siiperoksit radikali (O,-") ve hidroksil radikalini ("'OH) ve singlet oksijeni (O,)

temizler.
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2. Peroksil radikalini (ROO) ve alkoksil radikalini (RQO') yakalar, lipid peroksil
(LOQ") zincirini kirar.

Ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe eder

Demir ve bakir gibi gecis metallerini selatlar.

Protein kinaz enzimini inhibe eder.

A

Laktat transportunu engeller (Bors ve ark., 1990; Morel ve ark., 1993; Formica
ve Regelson, 1995).

Flavonoidlerin antioksidan ozelliklerini belirlemede O6nemli olan ii¢ yapisal
ozellik;
1. B halkasindaki 3",4"-dihidroksil yapisi (katesin, kuarsetin vb.).
2. C halkasindaki 4-okso grubuyla bitisik 2,3 ¢ift baglari.
3. C halkasinda bulunan 3-OH grubu ve A halkasinda bulunan 5-OH grubudur
(Michalak, 2006).

2.4. Acanthaceae familyasi ve Acanthus hirsutus

Tiirkiye tii¢ fitocografik bolgenin bulustugu noktada olmasi, i1liman iklim
kusagina sahip olmasi ve biiyiik yiikseklik farklarindan dolay1 olduke¢a genis bir floristik
cesitliligi sahiptir. (Ilcim, 1998). Tiirkiye floras1 biinyesinde yaklasik 10.000 bitki tiiri
bulunmaktadir ve bunun ortalama 1000 kadar1 genel olarak kullanilmakla birlikte,
sadece 400 tibbi bitki tiiriiniin ticaretinin yapildigi ve tibbi fayda saglandigi
bilinmektedir. (Kan, 2010) Ulkemizde halen daha incelenmemis bir ¢ok bitki tiiriiniin

oldugu tahmin edilmektedir.

Acanthaceae familyas1 250 cins ve 2700 tiirden olusan biiyiik bir familyadir
(Amer ve ark., 2004). Cogu cali veya otsu bitkilerdir. Familya, genellikle Giiney
Nijerya ve Giineydogu Asya'da yayilir. Bir ¢ok tiirii Afrika'da goriiliir ancak birkag
cesidi gliney Avrupada ve Avustralyadan, Malezya ve Giiney Asya’ya kadar uzanir.
(Meyer ve Lavergne, 2004; Capanlar, 2008). Acanthus cinsi 30 tiir igermektedir
(Anonim, 2013), Tiirkiye’de 8 tiirii bulunmaktadir, 6 tanesi endemiktir. Ulkemizde
Ozellikle Bati, Orta ve Giiney Anadolu'da dagilis gostermektedir. Tiirkiye’de bulunan

Acanthus tiirleri ; A. dioscoridis var. Lacinitaus, A. dioscoridis var. perringii, A.
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dioscoridis var. dioscoridis, A. dioscoridis var. Brevicalilis, A. hirsutus, A. syriacus, A.

spinosus, A.mollus’dur (Demiriz, 1984).

T,

—

Sekil 2.6. Acanthus hirsutus’un Tirkiye’de yayilisi

[3

Acanthus hirsutus tiriiniin halk arasindaki adi ‘Ay1 pengesi olarak
bilinmektedir. Acanthus hirsutus bitkisi ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar basit,
opposit ve ekstipulatedir. Cicekleri zigomorf (diizensiz, asimetrik) dir.. Kaliks, derinden
4 loblu ayrilir. Korolla 3 alt dudaktan olusur, list dudak yoktur. Kisa tiipliidiir, stamen 4,
anterler tek bolmelidir. Ovaryum siiperior, 2-lokiiler, plasenta aksil , oviilller genellikle
iist iistedir. Meyve kapsiilliidiir. Bitki boyu 10 ile 45 cm arasindadir, yogun sekilde uzun

titylere sahiptir. Korolla soluk yesilimsi-sar1 renktedir (Davis, 1985).

Baz1 Acanthus tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal, analjezik, antikanserojen,
antitimor ve antifertility aktiviteleri oldugu belirtilmektedir (Bravo ve ark., 2004).
Ayrica Acanthus tiirlerinin hepatosplenomegali, hepatit, lenfoma ve astim gibi bazi
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildigr rapor edilmistir (Hokputsa ve ark., 2004).
Acanthus hirsutus’un ise bazi bolgelerde kabiz giderici, balgam soktiicii, yara iyi edici
olarak kullanildig1 (Baytop, 1999) ve mantar hastalig1 tedavisi i¢in yapilan ilaglara
katildig1 belirtilmektedir (Savran ve Bagci, 2002) .



Taksonomisi,
Alem: Plantae,
Sube :Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Altsinif : Asteridae
Takim : Scrophulariales
Familya : Acanthaceae
Cins : Acanthus

Tur : Acanthus hirsutus BOISS.

Sekil 2.7. Acanthus hirsutus (Capanlar, 2008)
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Sekil 2.8. Acanthus hirsutus (Anonim, 2013)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Cahismada kullanilan bitki 6rnegi

Tez kapsaminda kullanilan A. hirsutus Konya-Altinapa Baraji civarindan
(Konya-Beysehir arasi, Altinapa Baraj Yani, Basarakavak yolu iizeri, 1272 m, 37° 53’
50” K, 32° 18’ 28” D, orman agiklig1) ciceklenme doneminde toplanmis olup Selguk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyelerinden Dog. Dr. Murad
Aydin SANDA tarafindan taksonomik olarak teshis edilmistir.

3.2. Bitkisel Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bitkisel ornekler toplanip golgede kurutulduktan sonra degirmende iyice toz
haline getirildi. Toz haline gelen 6rneklerden yaklasik 15 gr tartilip soklet diizeneginde
alt1 saat silireyle aseton ekstraksiyonuna tabii tutuldu. Ekstraksiyon sonunda ekstraklar
filtre kagidindan (Whatman mavi band) siiziildi. Daha sonra ¢oziicii rotary
evaporatorde 40°C’de tamamen buharlastirildi. Ele gegen ham ekstrakt antioksidan

kapasite testleri uygulanincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.3. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesinde Uygulanan Metotlar

3.3.1. Toplam fenolik madde tayini (Folin yontemi)

Bitki ekstraklarinin konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bunun
icin 20 mg bitki tartilip 10 ml metanolde ¢oziildii. Bitkisel droglardan 200 pl ayr1 deney
tiiplilerine alindi. Daha sonra her bir tiipe 1.5 ml su ve 0.5 ml %2’lik Na,COs
¢oOzeltisinden eklendi. 3 dakika beklendikten sonra 0.1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi ilave
edildi. Karisim oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildikten sonra 760 nm’de
absorbanslart 6lgiildii. Tiim antioksidan kapasite tayin testlerinde spektrofotometrik
Olctimler Shimadzu UV-1800 spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Ayni
islemler standart olarak kullanilan gallik asit i¢in de tekrarlandi. Bitkilerin fenolik

madde icerigi gallik asit es degeri olarak verildi (mg GAE/g) (Slinkard ve Rossi 1965).
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Sekil 3.1. Gallik asit

3.3.2.Toplam Flavonoid Tayini

1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan bitki ekstraklar1 (I ml) aym1 miktarda
%?2’lik AICl; ile karigtirildi ve daha sonra 10 dakika oda sicakliginda inkube edildi.
Orneklerin absorbanslar1 415 nm’de okundu. Ayni islemler standart olarak kullanilan
rutin i¢inde yapildi ve 6rneklerin flavonoid igerikleri rutine esdeger olarak hesaplandi

(mg RE/g) (Arvouet-Grand ve ark., 1994).
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 olusumuna dayanir. Metotta Oncelikle bitki ekstraklarinin
konsantrasyonlar1 1 mg/ml olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Standart olarak ise
askorbik asit kullanildi. Metotta kullanilacak reaktif ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlandi:
0.6 M H,SO, cozeltisi: 0.83175 ml H,SO4 almir ve 24.18825 ml saf su ilizerine
sizdirilarak ilave edildi
28 mM Na,HPO,4.12H,0 ¢ozeltisi: 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 c¢ozeltisi

hazirlanmis olur. 2 mg/ml konsantrasyonunda bitkisel c¢ozeltilerden 0.3 ml bir tiipe
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aliir ve bunun tizerine reaktif ¢ozeltisinden 3 ml eklendi. Tiipler kuvvetlice karistirilip
95°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltilerin absorbansi 695
nm’de okundu. Ayni iglemler 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. DPPH siipiirme etkinligi

Bitkisel droglarin ve sentetik antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarda
cozeltileri hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki bu bitkisel ¢ozeltilerden 1 ml alinip
bunun iizerine 1 ml konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisinden (final konsantrasyonu 0.2
mM) ilave edildi. Tipler agizlari kapatilip kuvvetlice karigtirildiktan 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 ¢ozeltisi olarak

ekstrak yerine metanol eklendi.

1nhibisyon(%)Z((Akomml—Aamek)/ Axontro1)X100

3.3.5. p-karoten/Linoleik asit test sistemi

Bitkisel materyal 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml ve standart antioksidanlar ise 1 mg/ml
konsantrasyonda hazirlandi. Metotta Oncelikle emiilsiyon ¢dzeltisi hazirlandi. Bunun
icin 1 mg B-karoten 2 ml kloroformda ¢oziildii. Bu karigima 50 ul linoleik asit ve 200
mg Tween 40 eklendi. Karisim iyice karistirildi. Kloroform rotary evaporatérde
40°C’de iyice ucuruldu. Kalan kisim tizerine 200 ml saf su eklendi. Boylece emiilsiyon
¢ozeltisi hazirlanmis oldu.

Farkli konsantrasyonundaki bitkisel droglar ve standart maddelerden 350 pl
alindi ve bunlarin iizerine 2.5 ml emiilsiyon ¢6zeltisinden ilave edildi. Emiilsiyon
cozeltisi eklenir eklenmez absorbanslart 490 nm’de okundu. Daha sonra tiipler 2 saat
inkiibe edildi. Ayn1 islemler standart olarak kullanilan BHA ve BHT i¢inde tekrarlandi
(Dapkevicius et al., 1998; Sokmen ve ark., 2004).

120 dakika sonunda renk ag¢ilim orani hesaplandi.
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R=In(A/B)/t A:Baslangi¢ absorbansi
B:120 dakika sonundaki absorbansi
t:120 dakika
Bu esitlikten inhibisyon degeri yani antioksidan aktivite hesaplandi.

1nhibisyon degeri= ((Rkontrol~Rémek)/ Riontro1)x 100

3.3.6. Bakir indirgeme giicii (CUPRAC testi)

102 M Cu(ll) klorir ¢dzeltisi.; CuCl,.2H,0’den 0.4262 g tartilarak su ile 250 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.

Amonyum asetat tamponu; 1 M (pH=7). NHsAc’dan 19.27 g tartilarak su ile 250 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.

Neokuproin ¢ézeltisi: 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 ekstraklarinin 0.25 mg/ml ile 1 mg/ml arasindaki farkli konsantrasyonlari
kullanildi. Metotta Oncelikle her bir deney tiipiine 1 ml CuCl,.2H,0, 1 ml amonyum
asetat, 1 ml neokuproin ¢oeltileri ile 0.6 ml saf su eklenir. Daha sonra her bir tiipe
bitkisel ¢ozeltilerden 0.5 ml eklenip iyice karistirildi. Tiipler agizlar1 kapali bir bicimde
oda sicakliginda karanlikta 30 dakika beklendi. Ayni islemler BHA ve BHT ¢ozeltileri
icinde yapildi. Bu siire sonunda absorbanslar1 450 nm’de okundu (Apak ve ark., 2006).

3.3.6. FRAP/TPTZ testi

Frap metodu bitkisel ekstraktinin Fe(III)/TPTZ kompleksini Fe(I)/TPTZ
kompleksine indirgemesi prensipine dayanir. Bitkisel 6ziitlerden (0.25, 0.5 ve 1 mg/ml)
0,1 ml alinip iizerine 2 ml FRAP reaktif karigimi eklendi. Reaktif karigimi 10:1:1
oraninda asetat tamponu (0,3 M pH:3.6), 40 mM HCI i¢inde 10 mM TPTZ ve 20 mM
FeCl; igerir. Bu sekilde hazirlanan tiipler 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve
absorbanslar1 593 nm‘de okundu. (Aktiimsek ve ark., 2013).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Toplam fenolik, flavonoid ve antioksidan icerik

Bitkisel sekonder metabolitleri igerisinde fenolik bilesikler oldukca giiglii
antioksidan o&zelliklere sahiptirler ve yapilan bircok caligmada fenolik igerik ile
antioksidan kapasite arasinda gii¢lii bir korelasyon goézlenmistir. Fenolik bilesikler
icerisinde temel grubu flavonidler olusturur. Flavonoidlerin antioksidan, antibakterial ve
antimutagenik gibi ¢ok sayida etkileri rapor edilmis ve halen bir¢cok calismanin temel
arastirma konusu durumundadir. Calisilan aseton ekstraktin toplam fenolik igerigi gallik
aside esdeger olarak hesaplandi ve bu amagla gallik asitin bir kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Toplam fenolik igerik 51.39 mgGAE/g olarak belirlenmistir. Flavonoid igerik ise rutine
esdeger verildi ve bu amag i¢in rutinin bir kalibrasyon egrisi ¢izildi. Flavonoid igerik

18.60 mgRE/g olarak tespit edilmistir.

Fosfomolibdat testi son zamanlarda oOzelikle kolay olmasi ve kullanilan
reaktiflerinin ucuzlugu nedeniyle oldukc¢a sik uygulanmaktadir. Metodun temel 6zelligi
asidik ortamda antioksidan bilesiklerin Mo (VI)’y1 Mo(V)’e indirgemesi ve sonugta
yesil renkli fosfat/Mo (V) olugmasina dayanmaktadir. Olusan bu bilesik 695 nm’de
absorbsiyon gostermektedir. Metodun sonuglar1 antioksidan 6zellikleri bilinen askorbik
asit veya troloksa esdeger olarak verilmektedir. Bu amagla troloksun farkl
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmis ve bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. 4.
hirsutus’un aseton ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi 66.09 mgTE/g olarak
belirlenmistir. Kumaran ve Karunakaran (2008) Phylanthus tlrleri iizerine yaptiklar
calismada toplam antioksidan kapasite 275 mgAE/g ile 376 mgAE/g arasinda tespit
edilmistir. A. hirsutus’un Phylanntus tiirlerinden daha diisiik toplam antioksidan

kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. (Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1. Toplam antioksidan, fenolik ve flavonoid igerikleri

Toplam antioksidan (mgTE/g 6ziit) 66.09+2.58"
Toplam fenolik icerik (mgGAE/g 6ziit) 51.39+2.00
Toplam flavonoid icerik (mgRE/g 6ziit) 18.60+4.10

" Aritmetik ortalama+S.S

Topiam antioksidan (mgTE/g)  Topiam fenoiik icerik (mgGAE/g] Topiam fiavonoid icerik {mgRrE/gj

Sekil 4.1. Toplam antioksidan, fenolik ve flavonoid sonuglari

4.2.DPPH serbest radikal siipiirme etkinligi

Serbest bir radikal kullanilarak bitkisel droglarin bunu belli oranda etkisiz hale
getirmelerine dayanan test sistemleri antioksidan metotlarin en 6nemlilerindendir. Bu
test sistemlerinin ortak Ozelligi c¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan radikal
cozeltilerine bitkisel ekstrakt ilave edilir ve meydana gelen renk degisimi
spektrofotometrik olarak belirlenir. Bu amacla en sik kullanilan radikallerden birisi
DPPH’dir. Antioksidan bilesiklerle karsilasinca DPPH’in mor renginin siddetinde
azalma ve buna bagli olarak absorbansda diismeler olacaktir. DPPH" ile antioksidan

bilesik arasinda ger¢eklesen reaksiyon asagidaki gibidir:

DPPH" + ArOH — DPPH + ArO'+ H™
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Farkli konsatrasyonlarda hazirlanan metanolik ekstraktin DPPH radikali iizerine
etkisi Cizelge 4.2. gosterilmistir. Konsantrasyona bagli olarak bitkisel ekstraktin
konsantrasyonu arttikca radikal siipiirme aktivitesi de artmustir. Bitkisel ekstraktin en
diisiik konsantrasyonu olan 0.25 mg/ml’de radikal siipiirme oran1 %9.22 gibi oldukca
diisiik seviyededir. Ekstraktin 1 mg/ml’lik ¢ozeltisinde ise etkinlik %47.87’ye kadar
cikmaktadir (Cizelge 4.2.). Ancak her ne kadar bu konsantrasyonda bitkisel 6ziit etkin
olsa da standart antioksidan olan troloks ¢ok diisiik derisimlerde bile olduk¢a etkilidir.

0.1 mg/ml konsantrasyonda troloks %87.47 oraninda inhibisyon yetenegine sahiptir.

Cizelge 4.2. DPPH serbest radikal siipiirme testi sonuglari

Konsantrasyonlar (mg/ml) Inhibisyon (%)
1 47.87+2.25"
0.5 21.15+1.24
0.25 9.22+0.25
Troloks (0.1 mg/ml)) 87.47+£3.95

Aritmetik ortalama#+S.S

100 4
an - T
E—
80 - - R7.AT
- =
70 |
S
L 60 | -
E cCn _
& oV e — |
a Ca7ar |
£ 40 I |
£ I |
30 - [ [ ]
I |
20 - I —— |
I 2115 |
1mg/ml 0,5 mg/ml 0,25mg/ml Trolox(0.1mg/ml)

Sekil.4.2. DPPH serbest radikal siipiirme testi sonuglari
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4.3. p-karoten/linoleik asit test sistemi ile lipid oksidasyonunu engelleme yetenegi

Bu yontem, - karotenin linoleik asit oksidayonu sonucu olusan peroksit
radikallerinin bu molekiilde meydana getirdigi renk agilimini antioksidanlarin hangi
oranda inhibe ettiginin spektrofotometrik olarak 6l¢limiine dayanir. A. hirsutus’un 1, 0.5
ve 0.25 miligramlik derisimlerinin [-Karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen toplam
antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’de verilmistir. Bu konsantrasyonlarda
calisilan aseton ekstrakt 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 oldukca
fazladir.

Bununla birlikte sentetik antioksidanlarin saglik iizerine olumsuz etkilerinden
dolayi, A. hirsutus’un dogal antioksidanlarin kaynagi olarak gida endiistrisinde yag asidi
oksidasyonunu engellemek icin kullanilabilecek niteliktedir. Bu test sistemi kullanilarak
cesitli bitkilerin linoleik asit oksidasyonu inhibe etme oranlari 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.

Cizelge.4.3. B-karoten/linoleik asit testi sonuglari

Konsantrasyonlar (mg/ml) Inhibisyon (%)
1 66.83+2.93"
0.5 53.75+1.13
0.25 28.85+1.40
BHA (1 mg/ml) 89.57+0.66
BHT (1 mg/ml) 91.59+1.40
Trolox (1 mg/ml) 93.06+0.37

Aritmetik ortalama=+S.S
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100 -~
90 -
80 -
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2 40 -
£ 30 -
20 -
10 -~
0 T . T T T .
1 mg/ml 0.5mg/ml  0.25 mg/ml BHA(1  BHT(1mg/ml) Trolox (1
mg/ml) mg/ml)

Sekil 4.3. B-karoten/linoleik asit testi sonuglarinin dagilimi

4.3. FRAP ve CUPRAC testi

Bitkilerin indirgeme giicli antioksidan potansiyellerinin degerlendirilmesinde
olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle indirgeme giicii testleri antioksidan bilesiklerin elektron
verme yeteneklerinin bir gostergesidir. Bu amagcla tez kapsaminda A4. hirsutus’un bakir
ve demir indirgeme giicii arastirildi. 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 gdstermektedir. Testin sonuglarinda konsantrasyon arttikca absorbans da
artis gostermektedir. Absorbans degerleri ve konsantrasyon dikkate alindiginda standart
antioksidan olan troloks olduk¢a gii¢lii demir indirgeme potansiyeline sahiptir. Yapilan
cok sayida ¢aligmada bu metot ile diger kapasite tayin testleri arasinda gii¢lii korelasyon

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.4. FRAP testi sonuglari

Konsantrasyon (mg/ml) Absorbans (595 nm)
1 0.898+0.066"

0.5 0.554+0.027

0.25 0,339+0.013
Trolox(0.1 mg/ml) 1,108+0.014

" Aritmetik ortalama=+S.S
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1.00 | 1,108 |
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2 nan — | — | —
= — | — | - —
< — | — | ] —
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— | — | — | — |
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1o fm! 5 mofmi N1 75 mo/fml Trolowll 1 mo/mi
1mg/mi 0.5 mg/m £.25 mg/mi Trofox{ 0,1 mg/mi)

Sekil 4.4.FRAP testi sonuglarinin dagilimi

CUPRAC test sistemi bitkisel ekstraklarin veya antioksidanlarin Cu(II)-
neocuproine kompleksini Cu(I)-neocuproine indirgemesine olusan renkli kompleksin
absorbansinin 450 nm’de Olciilmesine dayanir. Demir indirgeme giiclinde oldugu gibi
yiiksek absorbans yliksek indirgeme giiclinii gdostermektedir. Yapilan g¢aligmalarda
demir ve bakir indirgeme giigleri arasinda giiclii bir korelasyon rapor edilmistir. Yine
cesitli calismalarda CUPRAC test sistemi ile serbest radikal siiplirme, toplam
antioksidan kapasite ve B-karoten/linoleik asit gibi cesitli antioksidan testleri arasinda
pozitif bir baglanti rapor edilmistir (Oztiirk ve ark., 2007). Troloks ile A. hirsutus’un
aseton ekstrakti kiyaslandiginda troloksun oldukca giiclii etkinlige sahip oldugu
goriilebilir (Cizelge 4.4 ve 4.5).



Cizelge 4.5.CUPRAC testi sonuglar1

Konsantrasyon (mg/ml) Absorbans (450 nm)
1 1.138+0.032°
0.5 0.793+0.030
0.25 0.587+0.037
Trolox(0,1 mg/ml) 0.784+0.024

" Aritmetik ortalama=S.S
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Sekil 4.5.CUPRAC testi sonuglarinin dagilimi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada Acanthus hirsutus’un invitro antioksidan Ozellikleri: toplam
antioksidan, serbest radikal yakalama, B-karoten/linoleik asit, bakir ve demir indirgeme
giiclerini iceren bes farkli kimyasal test sistemi kullanilarak arastirilmistir. Ayrica
toplam fenolik ve flavonoid icerik de belirlenmistir. Test sistemlerinde A. hirsutus’un
antioksidan olarak etkinligi kullanilan standart antioksidanlardan daha zayif olarak
tespit edilmistir. Bu test sistemlerinin sonuglari ile toplam fenolik ve flavonoid igerik
degerlendirildiginde A. hirsutus’un orta diizeyde antioksidan etkinlige sahip oldugu

belirtilebilir.

5.2. Oneriler

Bu c¢aligma ile 4. hirsutus 'un antioksidan 6zellikleri ilk defa ortaya ¢ikarilmustir.
Bu ¢alima ile bu tiiriin daha fazla ilgi ¢cekmesi saglanacaktir. Giiniimiizde basta gida ve
farmakoloji alaninda dogal antioksidanlar i¢in yeni hammadde kaynaklarinin tespiti
biiyilk onem tasidigi i¢in A. hirsutus’'un dogal antioksidanlarin bir kaynagi olarak
kullanilabilecegi belirtilebilir. Ayrica bu tez c¢alismasi tiir {izerine yapilacak yeni

calismalara temel olusturacak ve 1s1k tutacaktir.
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