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ASTRAGALUS STELLA TURUNUN FITOKIMYASAL ANALIZi UZERINE
FARKLI OZUTLEME TEKNIKLERININ ETKiSININ ARASTIRILMASI

Nilgiin ORMAN

Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi
Ocak 2025
Damsman: Prof. Dr. Cengiz SARIKURKCU

OZET

Bu calisma, Astragalus stella'nin toprak {istii kisimlarindan Soxhlet o6ziitleme,
maserasyon ve ultrasonik destekli 6ziitleme teknikleriyle elde edilen metanol 6ziitlerinin
fitokimyasal profillerini, antioksidan kapasitelerini ve enzim inhibisyon aktivitelerini
arastirmaktadir.

Maserasyon 6ziitii hem toplam fenolik (20,67 mg GAE/g 6ziit) hem de toplam flavonoit
(25,49 mg RE/g 6ziit) igerikleri agisindan en yiiksek miktarlar sergilemistir. LC-ESI-
MS/MS  yoluyla yapilan fitokimyasal analiz, 30 farkli bilesigin varligini ortaya
koymustur. Hesperidin, tiim o6ziitleme yontemlerinde yaklasik 1000 pg/g 0Ozt
seviyesinde bulunarak tespit edilen ana bilesen olmustur. Ayrica, hiperosit, apigenin ve
apigenin-7-glukozit 6nemli bilesenler olarak belirlenmistir.

Antioksidan 6zellikleri, fosfomolibdenyum, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve metal
selatlama testlerini iceren ¢ok yoOnlii bir yaklasimla degerlendirilmistir. Bu testlerin
cogunda, maserasyon Oziitli, Ozellikle fosfomolibdenyum, CUPRAC ve FRAP
testlerinde, ayrica DPPH ve ABTS radikal siipiirme testlerinde ve metal selatlama
testlerinde kayda deger yiiksek aktivite gostererek iistiin antioksidan kapasite
sergilemistir. Bagil Antioksidan Kapasite indeksi'ne (RACI) gore, maserasyon &ziitii 1.24
degeri ile en yiliksek antioksidan aktiviteyi gosterirken, soxhlet ve ultrasonik oziitleri
sirasiyla; -0.41 ve -0.83 negatif RACI degerleri sergilemistir. Pearson korelasyon
analizleri, toplam fenolikler ve toplam flavonoitler ile ¢esitli antioksidan test sonuglari
arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymus ve bu bilesiklerin 6ziitlerin
antioksidan kapasitesine biiyiik olasilikla temel katkida bulunanlar oldugunu
gdstermistir.

Enzim inhibisyon testleri, tlim 6ziitlerin benzer asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu
gosterdigini ortaya koyarken, maserasyon oOziitii en yliksek a-amilaz inhibisyonunu
gosterdi ve ultrasonik oziitii diger 6ziitlere kiyasla en diisiik tirozinaz inhibisyonunu
sergiledi, ancak hicbir 6ziit bu ¢alismada kullanilan standartlarin inhibisyon kapasitesine
ulasamadi.

Elde edilen sonuclar, 6zellikle maserasyon yontemiyle elde edilen Astragalus stella
bitkisi dziitlerinin yiiksek antioksidan 6zelligi ve a-amilaz inhibisyon aktivitesi sayesinde
bu bitkinin ilag, gida ve kozmetik sektorlerinde degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Astragalus stella, antioksidan aktivite, enzim inhibisyon, hiperosit,
hesperidin
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DIFFERENT EXTRACTION TECHNIQUES
ON THE PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF ASTRAGALUS STELLA

Nilgiin ORMAN

Afyonkarahisar Health Sciences University Institute of Graduate Education
Department of Analytical Chemistry MSc Thesis
January 2025
Supervisor: Prof. Cengiz SARIKURKCU

ABSTRACT

This study explores the phytochemical profiles, antioxidant capacities, and enzyme
inhibition activities of methanol extracts from the aerial parts of Astragalus stella using
Soxhlet extraction, maceration, and ultrasonic-assisted extraction techniques.

The maceration extract exhibited the highest concentrations in terms of both total
phenolic content (20.67 mg GAE/g extract) and total flavonoid content (25.49 mg RE/g
extract). Phytochemical analysis via LC-ESI-MS/MS revealed the presence of 30 distinct
compounds. Hesperidin was identified as the most abundant, present at approximately
1000 pg/g of extract across all extraction methods. Furthermore, hyperoside, apigenin,
and apigenin-7-glucoside were significant constituents.

Antioxidant properties were assessed using a multifaceted approach, incorporating
phosphomolybdenum, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, and metal chelating assays. In
the majority of these tests, the maceration extract displayed superior antioxidant capacity,
with notably high activity observed in phosphomolybdenum, CUPRAC, and FRAP
assays, as well as DPPH and ABTS radical scavenging, and metal chelating assays.
According to the RACI, the maceration extract exhibited the highest antioxidant activity
with a value of 1.24, whereas the Soxhlet and ultrasonic extracts showed negative RACI
values of -0.41 and -0.83, respectively. Pearson correlation analyses revealed a strong
positive correlation between total phenolics and total flavonoids with various antioxidant
test results, suggesting that these compounds are likely major contributors to the
antioxidant capacity of the extracts.

The enzyme inhibition assays revealed that all extracts exhibited similar
acetylcholinesterase (AChE) inhibition, while the maceration extract showed the highest
a-amylase inhibition, and the ultrasonic extract displayed the lowest tyrosinase inhibition
compared to other extracts, although none of the extracts matched the inhibition capacity
of the standards used in this study.

The findings suggest that 4. stella extracts, particularly those obtained by maceration,
can be evaluated in the pharmaceutical, food, and cosmetics industries due to their high
antioxidant properties and a-amylase inhibition activity.

Keywords: Astragalus stella, antioxidant activity, enzyme inhibition, hyperoside,
hesperidin
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya genelinde ortalama yasam siiresinin artmasi ve yaslanma olgusu, cesitli saglik
problemlerini beraberinde getirerek sosyal ve ekonomik a¢idan énemli bir sorun haline
gelmistirl. Alzheimer hastaliginin (AH) mevcut tedavisinde kullanilan asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitorleri tek ilag grubu olarak faydali sonuglar gostermekle birlikte, orta
siddetli AH vakalarinda etkili olup yan etkileri sebebiyle yeni tedavi arayislar1 devam
etmektedirl. Insan émriiniin uzamastyla kronik hastaliklarin (kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, AH vb.) goriilme sikliginin artmasi, antioksidanlara olan ilgiyi artirmigtir

(Howes ve ark., 2003; Ertas ve ark., 2014).

Gidalarin raf 6mriinii uzatmak ve bozulmalarini engellemek amaciyla kullanilan sentetik
antioksidanlar (BHA, BHT, PG, TBHQ ve yan {iriinleri), ¢esitli saglik sorunlaria yol
acabilmektedir (Yamazaki ve ark., 2007). Bu durum, sentetik antioksidanlarin yerine
dogal antioksidan kaynaklarmin arastirilmasini  6nemli  hale  getirmistirl.
Antioksidanlarin, yashlarda yaygin olarak goriilen Alzheimer hastaliginin ilerlemesini
yavagslatabilecegi diisiiniilmektedirl. Bu nedenle, tiiketiciler sagliklarin1 koruma
amaciyla dogal antioksidanlara yonelmektedirler (Ertas ve ark., 2015b). Ek olarak, son
zamanlarda yapilan birgok bilimsel ¢aligma, bitkilerin bir dizi farmakolojik etkiye sahip

fenolik bilesikleri ve biyolojik aktiviteleri lizerine odaklanmistir (Ertas ve ark., 2015a).

Fabaceae familyasina ait Astragalus, geleneksel tip agisindan bir¢ok dnemli bitki tiiriine
ev sahipligi yapan bir cinstir. Bu tiirlerin tarihsel gecmisi 2000-3000 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Bu tiirler, diinyanin kurak veya iliman bdlgelerinde yaygin olarak dagilis
gosteren, yillik veya cok yillik bitkiler veya calilardir (Li ve ark., 2014). Literatiir
verilerine gore, ¢ok sayida Astragalus tiirii depresyon semptomlarini hafifletmek i¢in
kullanilmaktadir. Ayrica tonik ve/veya diiiretik ajanlar olarak da kullanildiklar
bilinmektedir (Avunduk ve ark., 2008; Choudhary ve ark., 2008). Arastirmacilar,
Astragalus tiirlerinin pek c¢ok ilging biyolojik aktiviteye sahip oldugunu 6ne siirmektedir.
Bu aktiviteler arasinda hepatoprotektif, bagisiklik sistemi giiclendirici ve antiviral
aktiviteler ozellikle &n planda yer almaktadir (Linnek ve ark., 2011). Ozellikle
vurgulamak gerekir ki, bu aktiviteler, Astragalus tiirlerinin igerdigi sekonder
metabolitlerin varligina baghdir. Ozellikle; alkaloidler, saponinler, flavonoidler ve
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antrakinonlarin biyolojik aktivitelerden sorumlu ana bilesikler oldugu diistiniilmektedir
(Ibrahim ve ark., 2013). Biyolojik aktivitelerine ek olarak, baz1 Astragalus tiirlerinin
icecek olarak da tiiketildigi bilinmektedir. Bu tiirler, zengin polisakkarit ve amino asit

icerikleri nedeniyle tip ve kozmetik endiistrilerinde de degerlidir (Li ve ark., 2014).

Bu ¢alismada, literatiirde lizerine fitokimyasal analizler konusunda herhangi bir aragtirma
yapilmamis olan Astragalus stella bitkisinin toprak Tstii kisimlarinin, Soxhlet,
Maserasyon ve Ultrason-destekli 6ziitleme gibi cesitli 6ziitleme yontemleriyle elde edilen
metanol Oziitlerinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasi ve
bu &ziitlerin fitokimyasal bilesimlerinin Elektron Spin Iyonizasyon Sivi Kromatografisi-

Kiitle Spektrometrisi (LC-ESI-MS/MS) ile belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fabaceae Familyasi

Tiirkiye, 36°-42° kuzey enlemleri ve 26°-45° dogu boylamlar1 arasinda yer almakta olup,
780.576 km?'lik bir alan1 kaplamaktadir. Bu cografi konum, Tiirkiye'yi floristik agidan
biiyiik bir 5neme sahip bir iilke haline getirmektedir. Ulke, ii¢ farkl fitocografik bdlgenin
kesisim noktasinda bulunmasi nedeniyle floristik gesitlilik agisindan zengin bir yapiya
sahiptir. Tiirkiye, iklimsel ve topografik ¢esitlilikleri, jeolojik farkliliklart ve deniz, gol
ve akarsu gibi sucul ortamlara sahip olmasiyla dikkat gekmektedir. Ayrica, iran-Turan,
Avrupa-Sibirya ve Akdeniz fitocografik bolgelerinin birlesim bolgesi olarak, oldukga
cesitli ve zengin bir floraya sahiptir (Bozer, 2014).

Fabaceae (baklagiller) familyasi, 6zellikle kuru ve yar1 kurak iklimlerde yayginlik
gosteren bir bitki grubudur. Bu familya, baslica otsu bitkilerden olugmakla birlikte, ¢alt
ve agac tiirlerine de yer vermektedir. Fabaceae iiyeleri, cift ¢enekli bitkiler arasinda
onemli ekonomik katkilara sahip olup, bugdaygillerden sonra insan ve hayvan
beslenmesinde en biiylik 6nemi tagiyan familya olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bunun yani sira,
bu familya bitkileri, gida liretimi disinda yag, yakit, giibre ve kereste gibi iirlinlerin

temininde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Isik, 2012).
2.2. Astragalus Cinsi

Fabaceae familyasinda yer alan Astragalus cinsi, diinya ¢apinda en fazla tiire sahip olan
bir grup olup, Tirkiye’de "Geven" olarak bilinmektedir. Astragalus tiirlerinin sayisi
diinya genelinde yaklagik 3.000 civarindadir ve bu tiirler, kurak ve yar1 kurak bolgelerde
yayilis gostermektedir. Bu cins, Avrasya, Kuzey ve Giliney Amerika’nin yani sira
Tirkiye'nin glineydogusunda ve Suriye'nin kuzey bolgelerinde de bulunmaktadir (Ekim,
1990). Tiirkiye'nin cografi konumu, iklim kosullar1 ve yiiksek daglik alanlari, Astragalus
cinsinin en zengin temsilcilerinden birine ev sahipligi yapmaktadir. Ulkemizde yaklagik
515 Astragalus tirii bulunmakta olup, bu tiirlerin yaklagik %47°si endemik olup,
cogunlugu Anadolu'nun yiiksek daglarinda yetismektedir (Arslan, 2010; Giiner, 2012;
Kiiltiir ve ark., 2019; Bilgi, 2023).



Astragalus tiirleri, tek yillik veya ¢ok yillik, otsu veya odunsu, dikenli veya dikensiz
formlarda olabilirler. Yapraklar1 paripinnat veya imparipinnat olup, nadiren 1-3
yaprakeikli olabilir. Cicekler, genellikle {ist yapragin koltugunda yer alir ve sik, yogun
bilesik ¢icekli bir yapiya sahiptir. Kaliks, tiipsii veya loplu, tliysiiz ve c¢an seklinde
olabilirken, korolla genellikle beyaz, pembe, mor veya sar1 renkte olup, kanatgik ve

kayikc¢iklart obtus yapilidir (Kiiltiir ve ark., 2019; Bilgi, 2023).

Astragalus cinsine ait bitkilerin tibbi kullanimlar1 olduk¢a genistir. Yiizyillardir
Avrupa'da popiiler bir tibbi bitki olarak kullanilan bu tiirler, 6zellikle geleneksel Cin
tibbinda ginseng, melekotu ve meyan kokii gibi bitkilerle birlikte, tonik caylarinin
yapisinda yer almaktadir. Ayrica, Astragalus'un 6z suyu, yatistirict ve ishal onleyici
ozellikleri nedeniyle geleneksel tipta kullanilmaktadir. Bu yapiskan 6z su, ayn1 zamanda
dis hekimligi, tekstil ve gida sanayilerinde de ¢esitli endiistriyel uygulamalara sahiptir

(Arslan, 2010; Bilgi, 2023).
2.3. Astragalus Tiirleri Uzerine Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Yapilan bir arastirmada, Avrupa'ya 6zgii iki Astragalus tiirii olan Astragalus glycyphyllos
ve Astragalus cicer'in mineral igerigi, fitokimyasal bilesimi ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. A. cicer ve A. glycyphyllos tiirlerinin geleneksel tipta ve gida olarak
kullanildig: belirtilmistir. Caligsmada, bitkilerin farkli biiylime evrelerindeki ve morfolojik
fraksiyonlarindaki mineral dagilimlar1 ve fitokimyasallar incelenmis, ayrica DPPH
radikallerini siipiirme ve demir iyonlarim1 selatlama kapasiteleri degerlendirilmistir. A.
glycyphyllos'un demir, toplam fenolik ve flavonoidler acisindan daha zengin oldugu, 4.
cicer Oziitlerinin ise daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur. Geng
bitkilerin daha fazla izoflavon icerdigi ve daha iyi mineral profilleri sergiledigi
goriilmiistiir. Yapraklarin incelenen 6zelliklerin coguna gore en degerli bitki materyali
oldugu tespit edilmistir. Calismada ayrica, hi¢bir Astragalus 6rneginde toksik indolizidin

alkaloidi olan swainsonin tespit edilmemistir (Butkuté ve ark., 2018).

Astragalus ponticus bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen metanol 6ziitlerinin fenolik
icerigini, antioksidan aktivitesini ve enzim inhibisyon potansiyelininin incelendigi bir
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calismada, bitkinin yapraklarinin en yiiksek toplam fenolik icerige (26.34 mg GAEs/g
Oziit) ve toprak tistii kisimlarinin ise en yiiksek toplam flavonoid igerigine (49.13 mg
REs/g 6ziit) sahip oldugunu ortaya konulmustur. in vitro antioksidan testlerinde, yaprak
Oziitliniin DPPH radikal siipiirme, fosfomolibden testi, CUPRAC ve FRAP indirgeme
giicli agisindan en yiiksek aktiviteyi gosterdigi, kok Oziitliniin ise ABTS radikal katyon
testinde en yiiksek degeri kaydettigi belirlenmistir. Ayrica, tiim 6ziitlerin AChE iizerinde
zay1f inhibisyon gosterdigi, a-amilaz iizerinde orta diizeyde ve a-glukosidaz ile tirozinaz
tizerinde orta ila giliglii inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Calismada ayrica,
antioksidan aktivite ile toplam fenolik igerik ve luteolin konsantrasyonu arasinda giiclii

bir pozitif iligki bulunmustur (Arumugam ve ark., 2019).

Tiirkiye florasina endemik olan Astragalus gymnolobus ve Astragalus leporinus var.
hirsutus tlrleri ile Astragalus onobrychis tiirlinlin metanol o6ziitlerinin fitokimyasal
bilesimlerini, antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada,
Astragalus tiiriinlin 6ziitlerinde bulunan fenolik ve flavonoid igerikleri belirlenmis ve LC-
ESI-MS/MS analizi ile hesperidin ve hyperoside gibi 6énemli bilesiklerin varlig1 ortaya
konmustur (Sarikurkcu ve ark., 2020b). Ayrica, 6ziitlerin antioksidan kapasiteleri farkli
yontemlerle (fosfomolibden, CUPRAC, FRAP, DPPH, ABTS, demir-II-iyonlar
selatlama) degerlendirilmis ve genel olarak 4. gymnolobus ve A. onobrychis 6ziitlerinin
daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur. A. gymnolobus (1.27 mg/mL)
ve A. onobrychis (1.25 mg/mL) tiirleri tirozinaz inhibisyonunda etkili bulunurken, A.
leporinus var. hirsutus tirii a-amilaz inhibisyonunda (4.06 mg/mL) daha diisiik aktivite
gostermistir. Calisma, Astragalus tirlerinin fitokimyasal iceriklerinin ve biyolojik
aktivitelerinin detayl1 bir sekilde incelenmesiyle, gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde

kullanim potansiyellerine dikkat ¢cekmektedir (Sarikurkcu ve ark., 2020b).

Astragalus macrocephalus subsp. finitimus'un farkli kisstmlarinin (toprak iistii, yapraklar,
cicekler, saplar ve kokler) polifenol profillerini ve biyolojik aktivitelerini karsilagtirmali
olarak incelendigi ¢aligmada, antioksidan (radikal siipiirme, indirgeme giicii ve metal
selatlama) ve enzim inhibisyon (o-amilaz ve tirozinaz) etkileri degerlendirilmistir
(Sarikurkcu ve Zengin, 2020a). Yaprak oOziitiiniin diger kisimlara gore en giicli
antioksidan yeteneklere sahip oldugu bulunurken, ¢igek 6ziitiiniin en iyi metal selatlama

yetenegini sergiledigi belirlenmistir. Hiperosit, apigenin, p-kumarik asit ve ferulik asit
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gibi bilesiklerin, test edilen kisimlarda ana bilesenler oldugu tespit edilmistir. Enzim
inhibisyonu agisindan, tirozinaz inhibisyonu 1.02 ile 1.41 mg/mL arasinda degisirken, en
1yi amilaz inhibisyonunun yapraklar (3.36 mg/mL) tarafindan gosterildigi bulunmustur

(Sarikurkcu ve Zengin, 2020a).

Astragalus creticus bitkisi iizerine yapilan bir arastirma, bitkinin diklorometan ve
metanol Oziitlerinin ¢esitli biyolojik ve fitokimyasal Ozelliklerini ortaya koymustur.
Arastirmalar sonucunda, bitkide flavonoidler, saponinler, tanenler ve kardiyak glikozitler
gibi ikincil metabolitler tespit edilmistir. Metanol Oziitiinden ise etil gallat, 1-
triakontanoik asit, kuersimeritrin, kaempferol-7-O-B-D-glukopiranoz, mirisetin,
kaempferol, betulinik asit, stigmasterol ve daukosterol gibi bilesikler izole edilmistir.
Bitkinin metanol 6ziitii (ACWPM), Staphylococcus aureus'a kars1 onemli antibakteriyel
aktivite gosterirken, diklorometan 6ziiti (ACWPD) Bacillus subtilis'e kars1 daha aktif
bulunmustur. Her iki 6ziit de Salmonella typhi ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine
kars1 etkisizdir. Bitkinin antifungal aktivitesi diisiik bulunmustur. Ancak, metanol 6ziitii
(ACWPM), Lemna minor'a kars1 yiiksek fitotoksik aktivite (%92.68) gosterirken, anti-
leishmaniyal aktivitesi diisiiktiir. Ote yandan, her iki 6ziit de a-glukozidaz enzim
inhibisyonunda yiiksek etkinlik gostermistir. Metanol 6ziitiiniin (ACWPM) ayn1 zamanda
antioksidan aktiviteye de sahip oldugu bildirilmistir (Ghaffari ve ark., 2021).

Astragalus membranaceus'un farkli cografi bolgelerden elde edilen koklerinin flavonoid
icerigi ve antioksidan aktiviteleri iizerine aragtirmalari iceren ¢alismada, Cin'in Gansu,
Shanxi, I¢ Mogolistan ve Heilongjiang bdlgelerinden toplanan bitki &rnekleri
incelenmistir. UHPLC-MS/MS analizi ile 34 farkli flavonoid tanimlanmis, bunlarin 13"
metoksillenmis flavonoid, 15' flavonoid glikozit ve 6's1 flavonoldiir. i¢ Mogolistan
orneginin en yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Calisma, bitkilerin
cografi kokeninin kimyasal bilesimlerini ve dolayisiyla biyoaktiviteyi etkiledigini
gostermektedir. Antioksidan aktiviteler, ORAC, DPPH radikal siipiirme ve hiicre
antioksidan aktivite testleri ile analiz edilmistir. Sonu¢ olarak, A. membranaceus'un
kalitesinin cografi kokeniyle iliskili oldugu ve I¢ Mogolistan &rneklerinin antioksidan
kapasitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bitkinin kéklerinde bulunan fenoliklerin ve
flavonoidlerin antioksidan ve yaslanma karsiti etkileri oldugu belirtilmistir4. I¢

Mogolistan o6rnekleri, en yiiksek fenolik ve flavonoid igerigine sahipken, diger
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bolgelerden elde edilen oOrneklerde farkli flavonoidlerin yogunlugu goriilmistiir.
Calismada ayrica, A. membranaceus'un hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmis,
50 ng/mL'ye kadar olan konsantrasyonlarda herhangi bir sitotoksisite gozlenmemistir

(Sheng ve ark., 2021).

Samuel ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada, Astragalus membranaceusun
kokleri yan1 sira yapraklar1 ve yaprak caymnin da biyoaktif bilesenlerini, antioksidan ve
antibakteriyel aktivitelerini karsilastirmali olarak incelenmistir. Calisma, geleneksel
olarak sadece kokleri kullanilan bu bitkinin yapraklarinin da énemli biyoaktif bilesenlere
sahip oldugunu ve degerlendirilmesi gerektigini vurgulamaktadir. Koklerin (DR), kuru
yapraklarin (DL) ve yaprak cayinin (LT) igerdigi polisakkarit (POL), su ve etanolde
¢oziinen ekstraktlar (WSE, ESE), toplam flavonoid icerigi (TFC), toplam fenolik igerigi
(TPC), protein ve amino asit (AA) miktarlar1 Olclilmiistiir. Sonucglara gore, kokler
polisakkaritler acisindan daha zengin olmasina ragmen, yapraklar ve yaprak ¢ay1 diger
biyoaktif bilesenler agisindan daha iistiindiir. DL, daha fazla WSE, ESE, TFC, TPC ve
protein icerirken; LT, daha fazla ESE, TFC, TPC ve AA igermektedir8. Antioksidan
aktivite testlerinde, yapraklar ve yaprak ¢ayinin koklere kiyasla daha gii¢lii oldugu, hatta
bazi konsantrasyonlarda C vitaminine (VC) yakin seviyelerde aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica, DL ve LT'nin baz1 bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi,
LT'nin Staphylococcus aureus digindaki tiim test edilen suslara karsi etkili oldugu

gorililmiistiir (Samuel ve ark., 2021).

Benslama ve ark. (2023) tarafindan yapilan calismada, Astragalus monspessulanus
bitkisinin fitokimyasal i¢erigini, antioksidan, fotoprotektif ve antitirozinaz aktivitelerini
incelemektedir. Astragalus cinsinin Fabaceae familyasindaki en biiyiik cins oldugu ve
yaklasik 3000 ¢igekli bitki tiirlinti igerdigi belirtilmektedir2. Bu tiirlerin geleneksel tipta
tonik, ditiretik, ter Onleyici olarak ve diyabet, nefrit, 16semi, kanser ve rahim
rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. 4. monspessulanus tiiriiniin, yar1
kurak ve kurak bolgelerde yaygin oldugu ve yapilan aragtirmalar sonucunda
hepatoprotektif ve antioksidan ozelliklere sahip flavoalkaloidler ve flavonoidler icerdigi
bulunmustur. Calismada, CUPRAC teknigi ile 4. monspessulanus Oziitiiniin antioksidan
aktivitesi, BHT, BHA, askorbik asit ve trolox gibi referans molekiillerle karsilastirilmis

ve orta diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. HPLC-ESI-MS
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analizi sonucunda, Oziitte kinik asit, gallik asit, p-kumarik asit, trans-ferulik asit, rutin,
hiperosit, rosmarinik asit, apigenin-7-O-glukozit, kersitrin, kaempferol, naringenin,
silimarin, apigenin, luteolin, cirsiliol ve cirsilineol gibi bilesikler tanimlanmigtir

(Benslama ve ark., 2023).

Astragalus gymnolobus'un farkli kisimlarinin (saplar, ¢igekler, yapraklar, kok ve tiim
bitki) metanol Oziitlerinin fitokimyasal bilesimini, sitotoksik, antioksidan ve
antimikrobiyal potansiyellerini arastirildigi  c¢alisma, hesperidin, hiperosit, p-
hidroksibenzoik asit, protokatesik asit ve p-kumarik asit gibi bilesiklerin 6ziitlerde ana
bilesenler oldugunu gostermistir (Aydemir ve ark., 2024). Yaprak metanol Oziitiiniin,
HeLa hiicreleri iizerinde en yiiksek sitotoksik etkiyi (ICso = 0.069 pg/mL) gosterdigi
tespit edilmistir. Streptococcus pyogenes'in tiim 6ziitlere karsi en duyarli bakteri oldugu
ve 9-11 mm inhibisyon zonu ve 8192 pg/mL MIC degeri gosterdigi bulunmugtur. Ayrica,
hesperidinin HeLa hiicrelerinde gozlemlenen sitotoksik etkiyle giiclii bir negatif
korelasyon gosterdigi ve hedeflenen proteinlere en iyi baglanma afinitesine sahip oldugu

saptanmigstir (Aydemir ve ark., 2024).

Yapilan bir diger calismada, Tiirkiye'ye 6zgl Astragalus angustifolius subsp. pungens,
Astragalus prusianus ve Astragalus zederbaueri tiirlerinin kimyasal bilesimini,
antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Bu Ui¢ Astragalus tiiriinlin
geleneksel tipta tedavi amagh kullanildigi belirtilmektedir. Calismada, bitkilerin farkl
ekstraksiyon yontemleriyle (etil asetat, metanol, %70 metanol ve su) elde edilen 6ziitleri
incelenmistir. 4. angustifolius'un metanol 6ziitliniin en yliksek toplam fenolik (28.33 mg
gallik asit esdegeri/g) ve flavonoid (66.59 mg rutin esdegeri/g) icerigine sahip oldugu
bulunmustur. Calismada, kaempferol, rhamnetin, isorhamnetin ve quercetin igceren
flavonol glikozitlerinin varlig tespit edilmistir. 4. angustifolius'un metanol 6ziitii, DPPH
radikal siipiirme, Cu®" ve Fe’' indirgeme kapasitesi acisindan en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. 4. prusianus'un %70 metanol 0ziitii ise en yiiksek metal selatlama giiciine
sahip bulunmustur. Ug tiiriin de metanol oziitleri en yiiksek AChE inhibisyonu
gosterirken, A. zederbaueri'nin etil asetat Oziiti en yiikksek BChE inhibisyonunu
sergilemistir. 4. zederbaueri'min etil asetat 0ziitli ayn1 zamanda en yiiksek anti-tirozinaz

aktivitesine sahip bulunmustur (Zengin ve ark., 2024).



Shahrivari-Baviloliaei ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢alismada, ticari Astragalus
membranaceus Orneklerinin fenolik bilesimini, antioksidan, antimikrobiyal ve enzim
inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. A. membranaceus'un, geleneksel Cin tibbinda
bagisiklik sistemini gii¢clendirmek ve ¢esitli rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanildig: belirtilmistir. Calismada, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak on farkli fenolik bilesik belirlenmis ve her iki 6ziitte de 80 pg/g DW {izerinde
sadece kuarsetin bulunmustur. En yiiksek antioksidan aktivite, ABD'den elde edilen,
gevsek formdaki kokleri iceren ornekte bulunmustur. 4. membranaceus Oziitlerinin S.
aureus'a karst 10-22 mm araliginda inhibisyon zonlar1 gosterdigi, ancak E. coli igin
herhangi bir inhibisyon zonu gozlemlenmedigi belirtilmistir. A. membranaceus 6ziitleri
tirozinaz (TYR) lizerinde %40'im altinda bir inhibisyon orani gostermis, test edilen
oziitlerden sadece ikisi 30 pg/mL'nin lizerinde ICso degerleriyle butirilkolinesterazi
(BChE) inhibe edebilmistir. Calismada, fenolik bilesim ile antioksidan aktivite arasinda
giiclii bir pozitif iligski oldugu goriilmiistiir (Shahrivari-Baviloliaei ve ark., 2024).

Liu ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢calisma, fermantasyon ve enzimatik hidroliz (FEH)
kombinasyonunun Astragalus membranaceus saplarinin polifenol icerigi ve antioksidan
aktivitesi lizerindeki etkilerini arastirmaktadir. A. membranaceus kokleri geleneksel Cin
tibbinda yaygin olarak kullanilsa da saplarinin da aktif bilesikler icerdigi ve antibiyotik
alternatifi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir. FEH'nin 4. membranaceus
saplarindaki polifenollerin ekstraksiyonu ve kullanimiin iyilestirilmesi i¢in etkili bir
strateji oldugu gortilmiistiir. Calismada, seliilaz ve pektinaz (1:1, 2000 U/g), %43 nem
icerigi, 30 °C fermantasyon sicaklig1 ve 7 glin fermantasyon siiresi ile en yiiksek polifenol
icerigi elde edilmistirl6. %50 etanol konsantrasyonu, 500 W ultrasonik gii¢, 35 °C
ekstraksiyon sicakligi ve 40 dakika ekstraksiyon siiresi ile polifenol ekstraksiyonu i¢in
secilen kosullar belirlenmistir. FEH uygulanan (FAMSE) A. membranaceus saplarinin,
uygulanmayanlara (AMSE) gore polifenol ve flavonoid icerigi daha yiiksek
bulunmustur16. FAMSE, AMSE'ye gore daha giicli DPPH, hidroksil radikali siiptirme
orani ve indirgeme giicii sergilemistir. FAMSE'de 3-(4-hidroksifenil)-propanoik asit,
dihidroferulik asit, izoferulik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksifenilaktik asit, ferulik
asit, vanilik asit, siringik asit, gentisik asit, sinapik asit, apigenin, trisin, akasetin,

daidzein, genistein, formononetin, prunetin, pratensein, rhamnositrin ve galangin gibi

9



bilesiklerin goreceli igerigi Onemli Olgiide artmistir. Bu calisma, FEH'nin A.
membranaceus saplarindan polifenol ekstraksiyonu ve antioksidan aktivitesini artirmak

icin umut verici bir yontem oldugunu gostermektedir (Liu ve ark., 2024).

Aydemir ve ark. (2025) tarafindan Astragalus pisidicus bitkisinin fitokimyasal ve
biyolojik incelemelerinin yapildig1 ¢alismada, Tirkiye'ye Ozgii bir bitki tiirii olan
Astragalus pisidicus'un gesitli kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin fitokimyasal igerigi,
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik ozellikleri incelenmistir. Caligmada, bitkinin
kok, sap, yaprak, ¢igek ve tiim bitki kisimlarinin su ve metanol 6ziitleri kullanilarak 13
farkl1 fitokimyasal madde tespit edilmistir]l. Hesperidin ve hiperosit dziitlerde en yogun
bulunan bilesenler olarak belirlenmistir. Calismanin sonuglarina gore, metanol oziitleri
bazi kanser hiicreleri (H1299, HT-29, Panc-1) iizerinde aktif sitotoksik etki gosterirken,
bazi kanser hiicrelerinde (MCF-7, 22RV1) ise orta derecede aktif bulunmustur. Bu
oziitlerin kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi ve hiicre Oliimiiniin kaspaz
enzimlerinin aktivasyonu ve DNA parcalanmasi yoluyla gerceklestigi tespit edilmistir.
Ayrica metanol oziitlerinin bazi gram pozitif bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. A. pisidicus Oziitlerinin, 6zellikle yaprak oziitlerinin, yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugu da saptanmistir (Aydemir ve ark., 2025).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Astragalus stella L. bitkisinin toprak tistii kisimlari, Mugla ili, Kavaklidere ilgesi, Nebiler
koyl tarla kenarlarindan 01/06/2022 tarihinde 1000 m. rakimdan ¢i¢ceklenme zamaninda
topland1 (37° 28' 3" N, 28° 26' 8" E). Bitkinin botanik tanimlamasi, Ogr. Gér. Dr. Olcay
CEYLAN (Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji Béliimii) tarafindan yapildi ve
bitkinin bir 6rnegi ayni boliimiiniin herbaryumunda O.1722 numarali kod ile muhafaza

altina alindi.

& 7 2
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Sekil 3.1: Astragalus stella bitkisinin dogadaki genel goriiniimii

3.2. Metanol Oziitlerinin Hazirlanmasi

Astragalus stella bitkisinin toprak {istii kisimlari, dogrudan giines 15181nin olmadig1 ve iyi
hava akisinin saglandigi bir yerde birka¢ hafta kurutuldu. Daha sonra bir laboratuvar tipi
bir blendir kullanilarak kiiciik parcalara kesildi ve ardindan 6ziitleme agamasina kadar

saklandi.
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Oziitleme isleminde ¢oziicii olarak metil alkol kullanildi. Oziitleme islemi, geleneksel
yontemlerden Soxhlet (SOE) ve Maserasyon (MAC) teknikleri yaninda ayn1 zamanda
modern tekniklerden Ultrasonik-destekli oziitleme (UAE) teknigi kullanilarak
gergeklestirildi (Zengin ve ark., 2019). Her ii¢ teknikte de 5 gram bitki materyali
kullanildi.

Soxhlet 6ziitlemesi, soxhlet aparatiyla gerceklestirildi. Maserasyon islemi, 5 gram bitki
orneginin oda sicakliginda 24 saat siiresince 100 mL metanol igerisinde 150 rpm hizda
karistirtlmasiyla yapildi. Ultrason-destekli oziitleme ise, yine 5 gram bitki 6rneginin 100
mL metanol ile 30 °C’de ultrasonik banyoda muamele edilmesiyle elde edildi. Her ii¢
oziitleme tekniginden elde edilen metanol oOziitleri diisiik basingli vakum altinda

konsantre edildi ve elde edilen 6ziitler, analizler yapilincaya kadar +4 °C'de saklandi.
3.3. Enzim Inhibisyon Aktivite

Enzim inhibisyon testleri kapsaminda, tirozinaz, a-amilaz ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimleri lizerine metanol 6ziitlerinin inhibisyon aktiviteleri literatiirde daha 6nce verilen
yontemler takip edilerek gerceklestirildi (Zengin ve ark., 2015b; Kocak ve ark., 2016;
Sarikurkcu ve ark., 2020a).

Enzim inhibisyon aktivite testlerinden elde edilen sonuglar, ilgili enzimi %50 inhibe eden
o0ziit derisimine karsilik gelen ICso cinsinden ifade edildi. Bunun yani sira, sonuglar ilgili
enzimi inhibe eden pozitif kontroller olan galantamin (GALAE?s), kojik asit (KAEs) veya
akarboz (ACAEs) esdegeri cinsinden de ifade edildi.

3.3.1. Kolinesteraz Inhibisyon Aktivite

Kolinesteraz inhibitér aktivite, Ellman metodu kullanilarak tespit edildi. Ornek ¢ozeltisi
(50.0 uL), 96 kuyucuklu bir mikroplak i¢inde, tris-HCI tamponu (pH 8.0) iginde DTNB
(125.0 pL) ve AChE cozeltileri (25.0 pL) ile karistirilacak ve 25 °C'de 15 dk inkiibe
edildi. Reaksiyon daha sonra asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) (25.0 uL) ilavesiyle baglatildi.
Benzer sekilde, enzim ¢ozeltileri (AChE) olmadan tiim reaksiyon reaktiflerine numune
¢oOzeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Numune ve koriin absorbanslari, 25 °C'de 10 dk

inkiibasyondan sonra 405 nm'de okutuldu. Koriin absorbansi drneginkinden ¢ikartildi.
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3.3.2. Tirozinaz Inhibisyon Aktivite

Tirozinaz inhibitor aktivite, substrat olarak L-DOPA ile modifiye edilmis bir dopakrom
yontemi kullamlarak 6lgiildii. Ornek ¢odzeltisi (25.0 uL), 96 kuyucuklu bir mikroplak
icinde tirozinaz ¢ozeltisi (40.0 uL) ve fosfat tamponu (100.0 uL, pH 6.8) ile karigtirilacak
ve 25 °C'de 15 dk inkiibe edildi. Reaksiyon daha sonra L-DOPA (40.0 pL) ilave edilerek
baslatildi. Benzer sekilde, tiim reaksiyon reaktiflerine enzim (tirozinaz) ¢ozeltisi
icermeyen drnek ¢ozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Ornek ve koriin absorbanslari, 25

°C'de 10 dk inkiibasyondan sonra 492 nm'de okutuldu.
3.3.3. a-Amilaz Inhibisyon Aktivite

a-Amilaz inhibitor aktivite, Caraway-Somogyi iyot/potasyum iyodiir (I/KI) yontemi
kullanilarak c¢alisildi. Ornek ¢ozeltisi (25.0 pL), 96 kuyucuklu mikroplakta fosfat
tamponu (6.0 mM sodyum kloriir ile pH 6.9) igerisinde a-amilaz ¢ozeltisi (50.0 pL) ile
karistirild1 ve 10 dk boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. On inkiibasyondan sonra reaksiyon,
nisasta ¢ozeltisi (50.0 uL, % 0.05) ilave edilerek baslatildi. Benzer sekilde, tiim reaksiyon
reaktiflerine enzim (a-amilaz) ¢ozeltisi icermeyen Ornek ¢ozeltisi ilave edilerek kor
hazirlandi. Reaksiyon karisimi 10 dk 37 °C'de inkiibe edildi. Reaksiyon daha sonra HCl
(25.0 pL, 1.0 M) ilavesiyle durduruldu. Daha sonra, iyot-potasyum iyodiir ¢ozeltisi
(100.0 pL) 1lave edildi. Sonuglar, 6rnek ve koriin absorbanslari, 630 nm'de okutulduktan

sonra koriin absorbansinin drneginkinden ¢ikartilarak hesaplandi.
3.4. Antioksidan Aktivite

Oziitlerin  antioksidan  kapasitelerinin  belirlenmesine  yonelik  gerceklestirilen
caligmalarda, toplam antioksidan aktiviteleri fosfomolibdenyum testi kullanilarak analiz
edildi (Zengin ve ark., 2015a). Demir (II) iyonlar1 selatlama analizi i¢in Tepe ve ark.
(2011) tarafindan belirlenen yontem uygulanmustir. Oziitlerin indirgeme potansiyelleri,
sirastyla Apak ve ark. (2006) ile Kocak ve ark. (2016) tarafindan onerilen CUPRAC
(cupric 1on reducing antioxidant capacity) ve FRAP (ferric reducing antioxidant power)
testleri ile degerlendirilmistir. Serbest radikal giderim aktiviteleri ise DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) ve ABTS [2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazloine-6-sulphonic
acid) radical cation] yontemleri kullanilarak test edildi (Zengin ve ark., 2015a).
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Antioksidan aktivite testlerinden elde edilen sonuglar, ICso veya ECso degerleri olarak
ifade edildi. ICso degeri, radikal siipiirme ve demir (II) iyonlar1 selatlama testlerinde %50
etkinlik saglayan 0ziit derisimini temsil etmektedir. ECso degeri ise, indirgeme giicii
(CUPRAC ve FRAP) ve fosfomolibdenyum testlerinde 0.500 absorbans elde eden 6ziit
derisimini ifade etmektedir. Ayrica, sonuglar pozitif kontroller olan troloks (TEs) ve

etilendiamintetra asetik asit (EDTAEs) esdegerleri ile karsilastirilarak sunuldu.
3.4.1. CUPRAC indirgeme Giicii

Orneklerin CUPRAC testlerini gergeklestirebilmek icin CuCl, (1.0 mL, 10.0 mM),
neocuproin (1.0 mL, 7.5 mM) ve NH4Ac tamponuna (1.0 mL, 1.0 M, pH 7.0) 0.5 mL
ornek cozeltisi eklendi. Benzer sekilde, dnceden hazirlanmis reaksiyon karigimina (3.0
mL) CuCl icermeyen 6rnek ¢ozeltisi (0.5 mL) ilave edilerek kor hazirlandi. Daha sonra,
ornek ve koriin absorbanslari, oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 450 nm'de

Olcldii.
3.4.2. FRAP indirgeme Giicii

FRAP testi icin, asetat tamponu (0.3 M, pH 3.6), 2,4,6-tris (2-piridil), 40.0 mM HCI
icinde s-triazin (TPTZ) (10.0 mM) ve 10:1:1 (v/v/v) oraninda FeCl; (20.0 mM) iceren
onceden hazirlanmig FRAP reaktifine (2.0 mL) 6rnek ¢ozeltisi (0.1 mL) ilave edildi. Daha
sonra, Ornegin absorbansi, oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 593 nm'de

olgtldi.
3.4.3. DPPH Radikal Siipiiriim Aktivite

DPPH radikal giderim aktivitesini tespit edebilmek icin, 4.0 mL %0.004 MeOH-DPPH
¢ozeltisine 1.0 mL drnek ¢ozeltisi ilave edildi. Ornegin absorbansi, karanlikta ve oda

sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm'de dl¢iildii.
3.4.4. ABTS Katyon Radikal Siipiiriim Aktivite

ABTS katyon radikali giderme aktivitesi i¢in oncelikle ABTS radikal katyonu elde edildi.
S6z konusu radikal, 7.0 mM ABTS ¢ozeltisinin 2.45 mM potasyum persiilfat ile

reaksiyona sokulmast ve karistmin oda sicakliginda ve karanlikta 12-16 saat
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bekletilmesiyle elde edildi. Teste baslamadan once, ABTS c¢ozeltisi MeOH ile
seyreltilerek 734 nm'de 0.700 + 0.02'lik bir absorbans saglandi. ABTS ¢ozeltisine (2.0
mL) 6rnek ¢dzeltisi (1.0 mL) ilave edilerek karistirildi. Ornegin absorbansi, oda

sicakliginda 7 dakikalik inkiibasyondan sonra 734 nm'de 6l¢iildii.
3.4.5. Fosfomolibdenyum Testiyle Toplam Antioksidan Aktivite

Orneklerin toplam antioksidan aktivitesi fosfomolibdenyum yéntemi ile test edildi. Ornek
¢ozeltisi (0.2 mL), 2.0 mL reaktif ¢ozeltisi (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve
4 mM amonyum molibdat) ile karistirildi. Ornek absorbansi, 95 °C'de 90 dk

inkiibasyondan sonra 695 nm'de 6l¢iildii.
3.4.6. Demir (IT) iyonlar Selatlama Kapasite

Oziitlerin metal selatlama aktivitelerinin tespiti i¢in, FeCla ¢ozeltisine (0.05 mL, 2.0 mM)
ornek ¢ozeltisi (2.0 mL) ilave edildi. Reaksiyon, 5.0 mM ferrozin (0.2 mL) ilave edilerek
baglatildi. Benzer sekilde, FeClx ¢ozeltisine (0.05 mL, 2.0 mM) ve ferrozin igermeyen
distile suya (0.2 mL) 6rnek ¢dzeltisi (2.0 mL) ilave edilerek kor hazirlandi ve daha sonra,
ornek ve koriin absorbanslari, oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan sonra 562 nm'de

ol¢iildi.
3.5. Metanol Oziitlerinin Fenolik Bilesik icerikleri
3.5.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Bilesik Analizi

Toplam flavonoit igeriginin belirlenmesi amaciyla, 6rnek ¢ozeltisi (1.0 mL) metanol
icerisinde esit hacimde %2.0 AlCl3 ile karigtirildi. Kontrol grubu olarak, AICl3 igermeyen
1.0 mL metanole 6rnek ¢dzeltisi eklenerek bir bos kontrol hazirlandi. Ornek ve kontroliin
absorbans degerleri, oda sicakliginda 10 dakikalik bir inkiibasyon siiresinin ardindan 415
nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kontroliin absorbans degeri 6rnegin absorbans degerinden
cikarildi ve toplam flavonoit igerigi rutin esdegeri (mg REs/g 6ziit) cinsinden hesaplandi

(Sarikurkcu ve ark., 2020d).

Toplam fenolik bilesiklerin analizi i¢in, 6rnek ¢ozeltisi (0.25 mL) seyreltilmis Folin-

Ciocalteu reaktifi (1.0 mL, 1:9) ile karistirlarak kuvvetlice ¢alkalandi. Ug dakika sonra,
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%1.0 Na,COs ¢ozeltisi (0.75 mL) eklendi ve 6rnegin absorbansi, oda sicakliginda iki
saatlik bir inkiibasyon siiresinin ardindan 760 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Toplam fenolik
bilesik igerigi, gallik asit esdegeri (mg GAEs/g 6ziit) cinsinden hesaplandi (Sarikurkcu
ve ark., 2020d).

3.5.2. LC-MS/MS ile Fitokimyasal Analiz

Metanol 6ziitlerinin fenolik igerikleri, daha 6nce validasyonu yapilmis bir yontemle
Elektron Spin Iyonizasyon Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-ESI-MS/MS)
kullanilarak analiz edildi (Cittan ve Celik, 2018).

Kantitatif analizler i¢in, Agilent Technologies 1260 Infinity sivi kromatografi sistemine
bagli 6420 Triple Quad kiitle spektrometresi kullanilmistir. Kromatografik ayirma,
Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4.6 mm L.D., 2.7 um) kolon ile ger¢eklestirildi. Mobil
faz olarak %0.1 formik asit (A ¢6ziiciisii)/metanol (B ¢oziiciisii) karisimi kullanildi ve bu
karisimin bir¢ok fenolik bilesik i¢in yiiksek hassasiyet sagladigi saptandi. Gradyan profili
su sekilde ayarlandi: 0. dk %2.0 B ¢oziiciisti, 3. dk %2.0 B ¢oziiciisii, 6. dk %25.0 B
¢Oziciisi, 10. dk %50.0 B ¢oziiciisii, 14. dk %95.0 B ¢oziiciisi, 17. dk %95.0 B ve 17.5
dk 9%2.0 B ¢oziictisii. Kolon sicakligi 25 °C'de tutulmus, akis hiz1 0.4 ml/dk ve enjeksiyon
hacmi 2.0 pL olarak ayarlanmistir (Sarikurkcu ve ark., 2020a).

Tandem kiitle spektrometresi (MS), bir ESI kaynagi yoluyla LC sistemine entegre
edilmistir. MS'in elektrosprey kaynagi, negatif ve pozitif MRM modunda ¢alistirilds; -
3.5, -4 kV (NI modu) ve 3.5, 4 kV (PI modu) kapiler gerilim uygulandi. Kurutucu gaz
sicakligi 300 °C, akis hiz1 11 L/dk ve nebiilizor basinci 40 psi olarak ayarlandi. Negatif

ve pozitif iyon modunda caligsan tiim bilesikler tek bir enjeksiyon ile analiz edildi.

MRM negatif ve pozitif iyonizasyon modu ile hedef analitlerin analizi i¢in ESI-MS/MS
parametreleri, analitik karakteristikler, kalibrasyon egrileri ve hassasiyet 6zellikleri Tablo

3.1 ve Tablo 3.2’de verildi (Cittan ve Celik, 2018).

Metanol oziitlerindeki fenolik bilesiklerin pikleri, MRM modunda, orijinal bir standart
fenolik tiiriin iyon ¢iftlerinin monitorize edilmesiyle birlikte alikonma siireleri

karsilastirilarak tanimlanda.
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Tablo 3.1: MRM negatif ve pozitif iyonizasyon modu ile hedef analitlerin analizi i¢in
ESI-MS/MS parametreleri ve analitik karakteristikler

Hedef bilesikler Rt (dk) [Onciil iyon MRMI1 (CE, V) MRM2 (CE, V)
NI modu ile analiz edilen bilesikler

Gallik asit 8.891 [168.9[M —H] [125.0 (10) -
Protokatesuik asit 10.818 (152.9 [M —H] [108.9 (12) -
3,4-Dihidroksifenilasetik asit  11.224 |167.0 [M —H]™ [123.0 (2) -
(+)-Katesin 11.369 (289.0 [M — H]™ |245.0 (6) 202.9 (12)
Pirokatekol 11.506 {109.0 [M — H] [90.6 (18) 52.9 (16)
2,5-Dihidroksibenzoik asit 12.412 {152.9 [M —H] [109.0 (10) —
4-Hidroksibenzoik asit 12.439 (136.9 [M —H] [93.1 (14) —

Kafeik asit 12.841 {179.0 [M — H] [135.0 (12) -

Vanilik asit 12.843 |166.9 [M — H] [151.8 (10) 122.6 (6)
Siringik asit 12.963 {196.9 [M — H] [181.9 (8) 152.8 (6)
3-Hidroksibenzoik asit 13.259 |137.0 [M — H]™ [93.0 (6) -

Vanilin 13.397 |151.0 [M — H]- [136.0 (10) —
Verbaskosit 13.589 [623.0 [M — H] [461.0 (26) 160.8 (36)
Taksifolin 13.909 {303.0 [M — H] |285.1 (2) 125.0 (14)
Sinapik asit 13.992 (222.9 [M — H] [207.9 (6) 163.8 (6)
p-Kumarik asit 14.022 {162.9 [M — H] [119.0 (12) -

Ferulik asit 14.120 {193.0 [M — H] [177.8 (8) 134.0 (12)
Luteolin 7-glukosit 14.266 (447.1 [M —H] |285.0 (24) —
Rosmarinik asit 14.600 {359.0 [M — H]™ [196.9 (10) 160.9 (10)
2-Hidrosinnamik asit 15.031 {162.9 [M —H] [119.1 (10) —
Pinoresinol 15.118 |357.0 [M —H] [151.0 (12) 135.7 (34)
Eriyodiktiyol 15.247 287.0 [M — H] [151.0 (4) 134.9 (22)
Kuersetin 15.668 {301.0 [M — H] [178.6 (10) 151.0 (16)
Kamferol 16.236 |285.0 [M — H] |242.8 (16) 229.1 (18)
PI modu ile analiz edilen bilesikler

Klorojenik asit 11.802 (355.0 [M + H]" {163.0 (10) -
(-)-Epikatesin 12.458 [291.0 [M + H]" [139.1 (12) 122.9 (36)
Hesperidin 14.412 |611.1 [M +H]" |449.2 (4) 303.0 (20)
Hiperosit 14.506 |465.1 [M +H]" |303.1 (8) -
Apigenin 7-glukosit 14.781 |433.1 [M + H]+ |271.0 (18) -
Luteolin 15.923 [287.0 [M + H]" |153.1 (34) 135.1 (36)
Apigenin 16.382 [271.0 [M + H]" |153.0 (34) 119.1 (36)

R:, Alikonma zamant; NI, negatif iyon; PI, pozitif iyon
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Tablo 3.2: Yontemin kalibrasyon egrileri ve hassasiyet 6zellikleri

Dogrusallik ve duyarlilik 6zellikleri

Bilesikler Aralik | Dogrusal R2 LOD |LOQ
(ug/L) | denklem (ng/L) | (ng/L)
Gallik asit 5-500 y=4.82x-26.48 0.9988 | 1.46 4.88
Protokatesuik asit 2.5-500 | y=5.65x-9.99 0.9990 | 1.17 3.88
ﬁ'DlhldrOkSlfemlase“k 5500 | y=5.13x-12.39 0.9990 | 1.35 |4.51
(+)-Katesin 10-500 | y=1.45x+1.95 0.9974 | 3.96 13.20
Pirokatekol 25-400 | y=0.11x-0.52 0.9916 |9.62 32.08
Klorojenik asit 1-500 y=12.14x+32.34 0.9995 | 0.55 1.82
2,5-Dihidroksibenzoik asit | 5-500 y=3.79x-14.12 0.9980 | 2.12 7.08
4-Hidroksibenzoik asit 5-500 y=7.62x+22.79 0.9996 | 1.72 5.72
(-)-Epikatesin 5-500 y=9.11x-9.99 0.9971 | 1.85 6.18
Kafeik asit 5-500 y=11.09x+16.73 0.9997 |3.15 10.50
Vanilik asit 10-500 | y=0.49x-1.61 0.9968 | 2.56 8.54
Siringik asit 10-500 | y=0.74x-1.54 0.9975 | 3.75 12.50
3-Hidroksibenzoik asit 5-500 y=3.69x-12.29 0.9991 | 1.86 6.20
Vanilin 50-500 | y=2.02x+135.49 0.9926 | 15.23 |50.77
Verbaskosit 2.5-500 | y=8.59x-28.05 0.9988 | 0.82 2.75
Taksifolin 5-500 y=12.32x+9.98 0.9993 | 1.82 6.05
Sinapik asit 5-500 y=2.09x-6.79 0.9974 | 2.64 8.78
p-Kumarik asit 5-500 y=17.51x+53.73 0.9997 | 1.93 6.44
Ferulik asit 5-500 y=3.32x-4.30 0.9992 | 1.43 4.76
Luteolin 7-glukosit 1-500 y=45.25x+156.48 | 0.9996 | 0.45 1.51
Hesperidin 5-500 y=5.98x+0.42 0.9993 | 1.73 5.77
Hiperosit 2.5-500 | y=16.32x-1.26 0.9998 |0.99 3.31
Rosmarinik asit 1-500 y=9.82x-17.98 0.9989 | 0.57 1.89
Apigenin 7-glukosit 1-500 y=21.33x-31.69 0.9983 | 0.41 1.35
2-Hidrosinnamik asit 1-500 y=16.72x-26.94 0.9996 | 0.61 2.03
Pinoresinol 10-500 | y=0.80x-2.69 0.9966 | 3.94 13.12
Eriyodiktiyol 2.5-500 | y=14.24x-0.50 0.9998 | 0.80 2.68
Kuersetin 5-500 y=14.68x-18.25 0.9997 |1.23 4.10
Luteolin 5-500 y=8.96x+26.80 0.9992 | 1.34 4.46
Kamferol 10-500 | y=0.82x-3.06 0.9959 |3.30 10.99
Apigenin 2.5-500 | y=11.29x+38.05 0.9987 |0.96 3.20

LOD: Limit of Detection (tespit sinirt) LOQ: Limit of Quantification (6l¢giim sinir1)
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3.6. Bagil Antioksidan Kapasite Indeksi (RACI)

Bagil Antioksidan Kapasite Indeksi (RACI) degerleri, antioksidan aktivitelerin
karsilastirilabilirligini saglamak agisindan 6nemlidir. Farkli antioksidan testleri, ¢esitli
mekanizmalarla calistiklari i¢in (6rnegin radikal siipiirme, indirgeme giicii, selatlama
aktivitesi) elde edilen sonuglarin dogrudan karsilastirilmasi mantiksal olarak dogru
degildir. RACI degerleri, bu testlerden elde edilen sonuglarin bir araya getirilmesiyle,

farkli 6rneklerin antioksidan kapasitelerini nicel bir sekilde degerlendirmeye olanak tanir.

RACI degerleri, her bir test i¢in numunelerin ortalama ve standart sapma degerlerinin
hesaplanmasiyla elde edildi. Bu sayede, farkl: testlerden elde edilen sonuglarin bir biitiin
olarak degerlendirilmesi miimkiin hale geldi. Ayrica, RACI degerleri ile antioksidan
aktiviteleri arasindaki korelasyonun belirlenmesi, arastirmalarda daha derinlemesine
analizler yapma imkani sunar. Sonug¢ olarak, RACI degerleri, antioksidan kapasitenin
daha iyi anlasilmasini ve karsilagtirilmasini saglayarak, besinlerin ve bitkisel 6ziitlerinin
saglik tlizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmede kritik bir rol oynar (Sun ve

Tanumihardjo, 2007; Petrovic ve ark., 2016).
3.7. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin bilimsel giivenilirligini artirmak amaciyla, tim testler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi. Sonuglar, ortalama deger ve standart sapma (ortalama + SS) seklinde
verildi. Veriler arasindaki istatistiksel benzerlik ve farkliliklar1 belirlemek i¢in Tukey testi
uygulandi ve anlamlilik diizeyi a = 0.05 olarak kabul edildi. Ayrica, temel fitokimyasal
gruplar olan fenolikler ve flavonoidlerin antioksidan aktivite ile iligkisini ortaya ¢ikarmak
amaciyla, SPSS v. 22.0 programi kullanilarak Pearson korelasyon analizleri de

gerceklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Metanol Oziit Verimleri

Astragalus stella bitkisinin toprak iistii kisimlarindan farkli 6ziitleme teknikleriyle elde
edilen metanol oOziitlerinin 6ziit verimleri Sekil 4.1°de verilmistir. Elde edilen 0ziit
verimleri karsilastirildiginda, Soxhlet tekniginin en yiiksek verimi (%15,59) sagladig
goriilmektedir. Buna ilaveten Maserasyon teknigi %14,16 ve Ultrasonik-destekli teknik

ise, %10,37 6ziit verimi saglamigtir.
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Sekil 4.1: Bitkinin farkli 6ziitleme teknikleriyle elde edilen 6ziit verimleri

4.2. Metanol Oziitlerinin Fitokimyasal Icerikleri

Metanol 6ziitlerinin 6ncelikle toplam fenolik ve toplam flavonoit igerikleri belirlenmistir.
Oziitlerin toplam fenolik igerikleri, Sekil 4.2°deki gallik asit derisim-absorbans
grafiginden elde edilen denklem yardimiyla gallik asit esdeger (mg GAEs/g 6ziit) olarak
hesaplanarak sonuglar Sekil 4.3°te verilmistir. Metanol 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik
miktarlar degerlendirildiginde, yine Maserasyon 6ziitiiniin en yiiksek degerde (20,67 mg
GAE/g 6ziit) oldugu belirlenmistir. Soxhlet (17,88 mg GAE/g 6ziit) ve Ultrasonik (17,16
mg GAE/g 6ziit) 6ziitleri daha diisiik miktarlarda fenolik bilesik icermektedir.
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Sekil 4.3: Metanol 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlari

Oziitlerin toplam flavonoit icerikleri, Sekil 4.4’teki rutin derisim-absorbans grafiginden
elde edilen denklem yardimiyla rutin esdeger (mg REs/g 6ziit) olarak hesaplanarak
sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir. Yine Maserasyon 0ziitiinlin 25,49 mg RE/g 6ziit ile en
yiiksek degere sahip oldugu, onu Soxhlet (21,70 mg RE/g 6ziit) ve Ultrasonik (20,38 mg

RE/g 6ziit) 6ziitlerinin izledigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5: Metanol 6ziitlerinin toplam flavonoit bilesik miktarlar

Metanol 6ziitlerinin sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile yapilan
fenolik igerik analizinde, toplamda 30 fitokimyasalin varlig1 ve miktarlar arastirilmistir.
Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir. Oziitlerde ana bilesenler olarak hesperidin, hiperosit,
apigenin ve apigenin-7-glukozit saptanmustir (Sekil 4.6). Hesperidin en yiiksek derisimde
bulunan fitokimyasal olup, tiim oziitleme tekniklerinde yaklasitk 1000 pg/g oziit
seviyesinde bulunmustur. Hiperosit ise, yaklasik 140-146 pg/g 6ziit derisim araliginda
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tespit edilmistir. Apigenin-7-glukozit (81,3-90,3 ng/g 6ziit) ve Apigenin (71,5-83,9 pg/g
Oziit) gibi flavonoidler de Onemli miktarlarda bulunmustur. Apigenin'in miktari
Ultrasonik oziitte en yiiksektir. Diger dnemli fitokimyasallar arasinda p-kumarik asit
(35,8-40,3 pg/g 0ziit), klorojenik asit (21,5-28,4 ng/g 6ziit), vanilin (27,2-32,0 pg/g 6ziit),
ferulik asit (22,2-28,5 pg/g 0ziit), 4-hidroksibenzoik asit (16,7-21,7 ng/g 6ziit), kafeik
asit (3,73-13,11 pg/g 6ziit) ve luteolin (11,2-12,2 pg/g 6ziit) yer almaktadir. Gallik asit,
pirokatekol, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, (+)-katesin, (-)-epikatesin, 3-hidroksibenzoik
asit, verbascoside, taxifolin, rosmarinik asit, luteolin 7-glukozit, 2-hidroksisinnamik asit,

eriodiktiol ve kaempferol gibi fitokimyasallar ise tespit edilememistir.

Tablo 4.1: Fitokimyasallarin metanol dziitlerdeki derisimleri (ug/g 6ziit)

No | Fitokimyasal ad1 Soxhlet Maserasyon | Ultrasonik-destekli
1 | Hesperidin 1054+1° 1008+5° 1000£1°
2 | Hiperosit 146+1° 14442 140+1°
3 | Apigenin 7-glukosit 81,3+0,2° 81,3+1,6% 90,3+1,0°
4 | Apigenin 71,5+0,7% 77,7+0,5° 83,9+0,6°
5 | p-Kumarik asit 37,3+0,1° 35,8+0,3° 40,3+0,3°
6 | Klorojenik asit 28.,4+0,1° 24,6+0,7° 21,5+0,6°
7 | Vanilin 27,8+0,5% 27,2+0,1* 32,0+0,6°
8 | Ferulik asit 25,3+0,2° 22,240,3? 28,5+0,2°
9 | 4-Hidroksibenzoik asit 17,3+0,4% 16,7+0,1? 21,7+0,4°
10 | Kafeik asit 13,11+0,05° | 3,73+0,12° 5,2840,18°
11 | 2,5-Dihidroksibenzoik asit 12,8+0,1% 14,9+0,6° 13,0+0,3*
12 | Luteolin 11,8+0,2° 12,2+0,1° 11,2+0,3?
13 | Protokatesuik asit 8,34+0,34* | 8,46+0,02° 8,85+0,19?
14 | Sinapik asit 4,9440,16* | 5,49+0,08° 5,310,012
15 | Siringik asit 4,44+0,32* | 4,60+0,14 6,25+0,15°
16 | Kuersetin 4,53+0,14° | 2,01+0,21*% 3,13+0,12°
17 | Pinoresinol 1,79+0,02* | 5,89+0,31° 3,60+0,02°
18 | Gallik asit nd nd nd
19 | Pirokatekol nd nd nd
20 | 3,4-Dihidroksifenilasetik asit nd nd nd
21 | (+)-Katesin nd nd nd
22 | (—)-Epikatesin nd nd nd
23 | 3-Hidroksibenzoik asit nd nd nd
24 | Verbaskosit nd nd nd
25 | Taksifolin nd nd nd
26 | Rosmarinik asit nd nd nd
27 | Luteolin 7-glukosit nd nd nd
28 | 2-Hidrosinnamik asit nd nd nd
29 | Eriyodiktiyol nd nd nd
30 | Kamferol nd nd nd

Ayni satirda ayni iist simgelerle igsaretlenen degerler arasinda istatistiksel fark yoktur. nd: tespit edilemedi.
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Sekil 4.6: Metanol dziitlerinde bulunan ana fitokimyasallarin agik yapilari

4.3. Metanol Oziitlerinin Antioksidan Aktiviteleri

Metanol 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri, fosfomolibdenyum, DPPH ve ABTS radikal

stiptirme testleri, CUPRAC ve FRAP indirgeme testleri ile demir (II) iyonlar1 selatlama

testleri araciligiyla belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, demir (II) iyonlar1 selatlama ve

radikal siipiirme testleri (DPPH radikali ve ABTS katyon radikali) i¢in 6rneklerin ICso

(mg/mL) degerleri, indirgeme giicii testleri (CUPRAC ve FRAP) ve fosfomolibdenyum

testi i¢in ise, Oziitlerin ECso (mg/mL) degerleri hesaplanmis olup, bu degerler Tablo 4.2'de

sunulmustur.

Tablo 4.2: Metanol 6ziitlerinin ve standartlarin antioksidan kapasiteleri

Testler Sohxlet Maserasyon | Ultrasonik Trolox EDTA
Fosfomolibdenyum 2,63+0,05¢ | 1,80£0,14> | 2,55+0,24° | 0,48+0,05 ]
(ECso: mg/mL)

CUPRAC indirgeme 2.0140,02¢ | 1,6240.01° | 22940014 | 0,12£0,01¢ ]
(ECso: mg/mL)

FRAP indirgeme 1.46£0.01¢ | 12240,01° | 1,63+0,01¢ | 0,044+0,002¢ ]
(ECso: mg/mL)

DPPH radikal slipirim | 5 g5, 05 | 3.8440,06° | 6.4140.23¢ | 0,057+0,002¢ ]
(ICso: mg/mL)

ABTS radikal slipirim | 5 9. 04c | 17500,030 | 2.28+0,02¢ | 0,10£0,01° ]
(ICso: mg/mL)

Metal selatlama 1,66£0.06° | 1.120,01° | 1,66+0,02¢ ; 0,032£0,002°
(ICso: mg/mL)

Ayni satirda, ayni Uist simgelerle (a, b ve c) isaretlenen degerler arasinda istatistiksel bir fark yoktur.

24




Fosfomolibdenyum testinde, Maserasyon 0ziiti (1,80 mg/mL) en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, Soxhlet ve Ultrasonik ozlitleri benzer degerler gostermistir (sirasiyla 2,63 ve
2,55 mg/mL). CUPRAC testinde de benzer sekilde, Maserasyon oziitii (1,62 mg/mL)
digerlerinden daha ytiiksek aktivite gostermistir. FRAP testinde de benzer bir sonug elde
edilmis, Maserasyon 6ziitliniin (1,22 mg/mL) en yiiksek antioksidan aktiviteyi sergiledigi
bulunmustur. DPPH ve ABTS radikal siipiirme testlerinde ise Maserasyon 0ziitii, diger
Oziitlere gore daha yiiksek aktivite gostermistir. DPPH testinde, Maserasyon 6ziitli 3,84
mg/mL degerine sahipken, Soxhlet 5,85 mg/mL ve Ultrasonik 6,41 mg/mL degerine
sahiptir3. ABTS testinde de Maserasyon 6ziitli 1,75 mg/mL iken, Soxhlet 2,09 mg/mL ve
Ultrasonik 2,28 mg/mL olarak bulunmustur. Metal selatlama testinde de Maserasyon
oziti (1,12 mg/mL) en yliksek aktiviteyi gostermistir. Genel olarak Maserasyon
Oziitliniin, test edilen antioksidan aktivitelerin ¢ogunda daha yiiksek kapasiteye sahip

oldugu belirlenmistir.

Ayrica, her bir test sisteminde kullanilan pozitif kontrolle (metal selatlama testi icin
EDTA, diger testler i¢in troloks) karsilastirilarak o6ziitlin grami basina elde edilen

sonuclar (mg standart/g 6ziit), Sekiller 4.7-4.10'da verilmistir.
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Fosfomolibdenyum testi

Sekil 4.7: Metanol 6ziitlerinin toplam antioksidan aktiviteleri
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Sekil 4.8: Metanol 6ziitlerinin DPPH radikal siipiiriim aktiviteleri
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Sekil 4.9: Metanol oziitlerinin ABTS katyon radikal siipiiriim aktiviteleri
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Sekil 4.10: Metanol 6ziitlerinin CUPRAC indirgeme giicii kapasiteleri
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Sekil 4.11: Metanol 6ziitlerinin FRAP indirgeme giicli kapasiteleri
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Sekil 4.12: Metanol 6ziitlerinin demir (IT) iyonlar1 selatlama kapasiteleri
4.4. Metanol Oziitlerinin Bagil Antioksidan Kapasite Indeksi

Antioksidan testlerinde elde edilen sonuglar, farkli aktivite mekanizmalarini
yansittigindan dolayr bu sonuglarin sayisal olarak dogrudan karsilastirilmasi uygun
degildir. Bu nedenle, her bir 6ziit i¢in antioksidan test sistemlerinden elde edilen
sonuglarm karsilastirilabilirligini saglamak amactyla Bagil Antioksidan Kapasite Indeksi
(RACI) hesaplandi. RACI degerlerinin belirlenmesinde, oncelikle her test icin
numunelerin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi. Oziitlerin ham veri
degerleri, ortalama degerlerden ¢ikarildi ve her 6ziit i¢in standart sapmaya boliinerek
RACI degeri elde edildi. Bu islem, her test i¢in ayr1 ayr1 gerceklestirildi. Toplam RACI
degerleri, ilgili Oziitiin (toplam fenolik ve toplam flavonoit igerikler dahil) tiim
antioksidan testlerinden elde edilen ortalama degerler dikkate alinarak hesaplanmis ve

sonuclar Sekil 4.13’te verilmistir.

Sekilde 4.13’te de agikca goriildiigii lizere, RACI degerleri agisindan, Maserasyon
teknigiyle elde edilen metanol 6ziitiiniin (RACI: 1.24) diger tekniklerle elde edilen

metanol dziitlerine kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13: Metanol 6ziitlerinin bagil antioksidan kapasite indeksleri

Farkli 6ziitleme teknikleriyle elde edilen metanol oziitlerinin antioksidan aktivite test
sonuglart ile oziitlerin icerdigi fitokimyasallar arasindaki iliskiyi belirlemek ve bu
fitokimyasallarin aktiviteye katkilarini saptamak amaciyla Pearson korelasyon analizleri

gerceklestirildi ve elde edilen sonuclar Tablo 4.3'te verildi.

Tablo 4.3: Fitokimyasal icerik ile antioksidan testler arasindaki korelasyon

Fosfomolibdenyum | DPPH | ABTS | CUPRAC | FRAP | Metal
selatlama

DPPH 0,954
ABTS 0,879 0,979
CUPRAC 0,883 0,976 | 0,994
FRAP 0,880 0,972 10,992 | 0,999
Metal selatlama 0,950 0,988 | 0,949 0,941 0,933
Toplam flavonoit 0,931 0,989 | 0,978 0,987 0,987 0,963
Toplam fenolik 0,959 0,992 | 0,971 0,975 0,975 0,965
Hesperidin -0,384 -0,2371-0,085| -0,038 |-0,013| -0,359
Hyperoside 0,214 0,318 | 0,418 | 0,477 |0,504 | 0,186
Apigenin 7-glucoside -0,399 -0,5941-0,729| -0,740 |-0,755| -0,484
Apigenin 0,045 -0,138(-0,292| -0,331 |-0,356| -0,011

29



4.5. Metanol Oziitlerinin Enzim inhibisyon Aktiviteleri

Calismanin bu asamasinda, farkli 6ziitleme yontemleri kullanilarak elde edilen metanol
Oziitlerinin asetilkolinesteraz, tirosinaz ve a-amilaz enzimleri iizerindeki inhibisyon
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan testlerden elde edilen veriler degerlendirilmistir.
[lk olarak, baslangi¢ derisimini %50 oraninda azaltan 6ziit derisimi ICso (mg/mL) olarak
hesaplanmis ve bu sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur. Daha sonra ise bu veriler, her bir
testte kullanilan pozitif kontrolle (Galantamin, kojik asit ve akarboz) karsilastirmali
olarak hesaplanmis (mg standart/g 6ziit) ve elde edilen sonuclar Sekiller 4.14-16’da

verilmigtir.

Tablo 4.4: Metanol 6ziitlerinin ve standartlarin enzim inhibisyon aktiviteleri

Ornekler ACHhE inhibisyon | Tirosinaz inhibisyon a-Amilaz inhibisyon
(ICs0: mg/mL) (ICs0: mg/mL) (ICs0: mg/mL)

Soxhlet 1,4440,09° 1,54+0,02° 2,27+0,02°
Maserasyon 1,42+0,06° 1,55+0,02° 2,09+0,01°
Ultrasonik 1,5740,03° 1,65+0,04¢ 2,16+0,05
Galantamin 0,0026+0,00022 . -

Kojik asit - 0,080+0,0022 -

Akarboz - - 0,77+0,02%

Ayni siitunda ayni iist simgelerle (a, b ve ¢) isaretlenen degerler arasinda istatistiksel bir fark yoktur.

AChE inhibisyonu testinde, tiim Oziitler benzer seviyede inhibisyon gostermistir
(p>0.05), ancak Ultrasonik 6ziitii (ICs0:1,57 mg/mL) digerlerinden biraz daha yiiksek bir
deger ile daha diisiikk bir inhibisyon aktivite sergilese de bu deger digerleriyle
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilig1 ifade etmemektedir (p>0.05).

Tirozinaz inhibisyonu testinde, Ultrasonik 6ziitii (ICso:1,65 mg/mL), diger iki metanol

oziitlinden daha diigiik bir inhibisyon aktivitesi gostermistir.

a-amilaz inhibisyonu testinde ise, Soxhlet 6ziitli (ICso: 2,27mg /mL) en diisiik inhibisyon
aktivitesine sahipken, Maserasyon (2,09) ve Ultrasonik (2,16) 6ziitleri benzer aktiviteler

sergilemistir.

Ancak yine de oOziitlerin bu enzim inhibisyon aktiviteleri, kullanilan standartlarin

(galantamin, kojik asit, akarboz) aktivitelerinden ¢ok daha diistiktiir.
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Sekil 4.14: Metanol 6ziitlerinin asetilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri
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Sekil 4.15: Metanol 6ziitlerinin trozinaz inhibisyon aktiviteleri
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Sekil 4.16: Metanol 6ziitlerinin a-amilaz inhibisyon aktiviteleri
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5. TARTISMA

5.1. Farkh Oziitleme Teknikleriyle Metanol Oziitlemesi

Fenolik bilesenlerin bitkisel materyallerden Oziitlenmesi, 6rnek matrisinin dogasi ve
hedeflenen fenoliklerin yapisal 6zellikleri (aromatik halkalarin ve hidroksil gruplarinin
sayisi, polarite ve derisim) gibi kimyasal parametreler tarafindan onemli Olgiide
etkilenmektedir (Khoddami ve ark., 2013; Kumar ve Goel, 2019). Bu nedenle, farkli bitki
tiirlerinden fenolik bilesiklerin izolasyonu i¢in evrensel bir dziitleme yontemi belirlemek
zor olabilmektedir. Fenolik bilesikler, taze, dondurulmus veya kurutulmus bitki
orneklerinden Oziitlenebilmektedirler. Bu bilesikler genellikle serbest molekiillerden
ziyade esterler veya glikozitler halinde bulundugundan, o6ziitleme metodolojisinin
dikkatli bir sekilde planlanmasi gerekmektedir. Cilinkii bu durum, arzu edilen biyoaktif
bilesenlerin seciciligini, verimini ve geri kazanimini dogrudan etkileyebilmektedir

(Kumar ve Goel, 2019).

Coziicii segimi, dziitleme siirecinde kritik bir rol oynamaktadir. Oziitleme, yapilacak
kaynaga ve fenolik bilesigin tliriine bagli olarak, su, aseton, metanol, etanol, propanol ve
etil asetat gibi farkli c¢oziiciiler tek basina veya karisim halinde kullanilabilirler. Bu
coziicliler, hedeflenen fenoliklerin yiiksek verimle elde edilmelerine de olanak
tanimaktadir (Kalia ve ark., 2008; Casazza ve ark., 2010; Garcia-Salas ve ark., 2010;

Biesaga ve Pyrzynska, 2013; Kumar ve ark., 2015; Kumar ve Goel, 2019).

Bu ¢alismada, ¢6ziicii olarak metanol kullanilmis ve Soxhlet, Maserasyon ve Ultrasonik
destekli o0ziitleme olmak iizere {i¢ farkli 6ziitleme teknigi karsilastirilmistir. En yiiksek
0ziit verimi, Soxhlet yontemi ile elde edilmistir. Soxhlet 6ziitlemesinde, 0ziitiin ¢oziicli
haznesinde uzun siire yiiksek sicaklikta kalmasi durumu g6z ardi edildiginde, metanoliin
kaynama noktasinda 6ziitlemenin gerceklesmesi ve bitkisel materyalin her seferinde taze
metanol ile temas etmesi, yiiksek 0zilit veriminin temel nedenleri olarak

degerlendirilebilir.

Ozetle, fenolik bilesiklerin oziitlenmesi, hem bitki materyalinin &zelliklerine hem de

kullanilan ¢oziiciilere ve Oziitleme tekniklerine bagli karmasik bir siirectir. Bu nedenle,
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optimize edilmis oOziitleme yoOntemlerinin kullanilmasi, fenolik bilesiklerin yiiksek

verimle elde edilmesi i¢in oldukc¢a 6nemlidir.
5.2. Metanol Oziitlerinin Toplam Fenolik ve Flavonoit icerikleri

Polifenolik bilesiklerin, yenilebilir ve yenilemez bitkilerde yaygin olarak bulundugu ve
cesitli biyolojik aktiviteler sergiledigi literatiirde belirtilmektedir (Kdhkonen ve ark.,
1999). Bitkiler, tip, beslenme, aroma vericiler, icecekler, boyalar, insektisitler, parfiimler
ve kozmetikler gibi ¢esitli alanlarda genis bir kullanim yelpazesine sahiptir (Djeridane ve
ark., 2006). Birgok bitki tiirli, antioksidan, sindirim sistemi uyaricisi, antiinflamatuar,
antimikrobiyal, hipolipidemik, antimutajenik ve antikanserojenik potansiyeller dahil
olmak iizere saglig1 destekleyici tibbi 6zellikleriyle taninmaktadir (Aaby ve ark., 2004;
Cai ve ark., 2004). Ozellikle bitki ve baharat 6ziitleri gibi polifenoller agisindan zengin
bitkisel materyaller, lipidlerin oksidatif bozulmasini yavaslatarak gidalarin kalitesini ve
besin degerini artirma potansiyelleri nedeniyle gida endiistrisinde giderek artan bir ilgi

gormektedir (Kumar ve Goel, 2019).

Bu baglamda, Astragalus stella bitkisinin metanol 6ziitlerinin toplam fenolik ve toplam
flavonoit icerikleri incelenmistir. Farkli 6ziitleme teknikleri (Soxhlet, maserasyon ve
ultrasonik) kullanilarak elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik ve toplam flavonoit icerikleri
karsilastirilmistir. Maserasyon yontemiyle elde edilen metanol 6ziitii, hem toplam fenolik
hem de toplam flavonoit bilesik miktarlar1 acisindan diger yontemlere kiyasla daha

yiiksek degerler sergilemistir.

Literatiirde, dogal 6ziitlerin toplam fenolik i¢erik miktarlar1 20 mg GAE/g'dan yiiksek
oldugunda fenolik bilesikler acisindan zengin olarak siniflandirildig: belirtilmektedir
(Ksouri ve ark., 2012; Rodrigues ve ark., 2015). Bu kritere gore, Maserasyon ile elde
edilen metanol 6ziitli, 20,67 mg GAE/g 6ziit degeri ile yiiksek bir fenolik igerige sahip
olarak degerlendirilebilir. Ayrica, Soxhlet ile elde edilen metanol 6ziitii 17,88 mg
GAE/g o6ziit ve ultrasonik-destekli metanol 6ziitii ise, 17,16 mg GAE/g 6ziit degerleri
ile fenolik bilesikler agisindan zengin olarak siniflandirilabilir. Bu sonuglar,
Astragalus stella bitkisinin metanol Oziitlerinin, 6zellikle Soxhlet ve maserasyon

yontemleriyle elde edilenlerin, ©Onemli miktarda fenolik bilesik igerdigini
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gostermektedir. Yine bu bulgular, Astragalus stella bitkisinin farkli 6ziitleme
yontemleriyle elde edilen metanol Oziitlerinin, fenolik bilesikler agisindan degerli
kaynaklar  olabileceg§ini ve farkli uygulamalar i¢in  kullanilabilecegini

desteklemektedir.
5.3. Metanol Oziitlerinin LC-MS/MS ile Fitokimyasal Icerikleri

Sivi Kromatografisi-Elektrosprey Iyonizasyon Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-ESI-
MS/MS), bitki oOziitlerindeki fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan yiiksek
hassasiyetli ve secici bir analitik tekniktir (Pietrzak ve ark., 2017; Berkani ve ark., 2022;
Chu ve ark., 2023). Bu yontem, aromatik halka yapisinda bir veya daha fazla hidroksil
grubu bulunduran fenolik bilesiklerin hizli, hassas ve segici bir sekilde analiz edilmesini
saglar (Chu ve ark., 2023). LC-ESI-MS/MS, ¢ozelti halindeki 6rneklerin iyonlastirilmasi
ve ardindan bu iyonlarin kiitle/yiik oranlarina gére ayrilmasi prensibine dayanir (Berkani

ve ark., 2022).

Bu calismada, farkli 6ziitleme teknikleriyle elde edilen metanol dziitlerinin fitokimyasal
icerikleri LC-MS/MS ile incelenmis ve 30 farkli fitokimyasalin varhigi ve miktarlari
arastirilmistir. Analiz sonucunda, 17 fitokimyasalin varlig1 ve miktarlar belirlenirken, 13
fitokimyasalin oziitlerdeki varligi tespit edilememistir. Astragalus stella bitkisinin
metanol oziitlerindeki fitokimyasal icerikler, Tablo 4.1'deki verilere gore
degerlendirildiginde, farkli ekstraksiyon tekniklerinin bilesiklerin miktarlar1 iizerinde
onemli etkileri oldugu goriilmektedir. Soxhlet, Maserasyon ve Ultrasonik yontemleri ile
elde edilen oziitlerde, hesperidin, hiperosit, apigenin 7-glukosit, apigenin, p-kumarik asit,
klorojenik asit, wvanilin, ferulik asit, 4-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, 2,5-
dihidroksibenzoik asit, luteolin, protokatesuik asit, sinapik asit, siringik asit, kuersetin ve
pinoresinol gibi ¢esitli fitokimyasallar tespit edilmistir. Hesperidin ve hiperosit en yiiksek
derisimlerde bulunan bilesikler olup, tiim Oziitleme tekniklerinde benzer seviyelerde
tespit edilmistir. Apigenin 7-glukosit ve apigenin derisimi, 6ziitleme yontemlerine gore
farklilik gostermemekle birlikte, ultrasonik yontemi ile elde edilen 6ziitte en yiiksek
seviyededir. p-Kumarik asit, klorojenik asit ve ferulik asit derisimleri de ultrasonik
yontemde diger yontemlere gore daha yiiksek bulunmustur. Kafeik asit, maserasyon

Oziitlinde 3,73 pg/g oziit ile en diisiik seviyede bulunurken, Soxhlet 6ziitiinde 13.11 pg/g
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0ziit ve ultrasonik oziitiinde 5.28 pg/g 6ziit olarak tespit edilmistir. Pinoresinol derigimi
ise maserasyon Oziitlinde en yiiksek (5.89 pg/g o6ziit) seviyede bulunurken, Soxhlet
Oziitiinde 1.79 pg/g ozit ve ultrasonik oziitlinde 3.60 ng/g 6ziit olarak saptanmuistir.
Vanilin, 4-hidroksibenzoik asit ve siringik asit gibi bilesikler de Ultrasonik yontem ile
elde edilen oziitte diger yontemlere kiyasla daha yiiksek seviyelerde bulunmustur.

Bu sonuglar, 6ziitleme tekniginin, A. stella bitkisinden elde edilen fitokimyasal profili
lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle Ultrasonik yéntem,
apigenin, p-kumarik asit, klorojenik asit, ferulik asit, vanilin, 4-hidroksibenzoik asit ve
siringik asit gibi bilesiklerin daha yliksek verimle elde edilmesini saglamistir. Ancak,
kafeik asit ve pinoresinol gibi bazi bilesiklerin 6ziitlemesinde maserasyon yontemi daha
etkili bulunmustur. Bu durum, farkli fitokimyasallarin farkli ¢oziiniirliik ve 6zelliklere

sahip olmasi ile agiklanabilir.

Literatiirde, 4. stella bitkisine ait Oziitlerin fitokimyasal icerigine dair daha Once
yayimlanmis herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu durum, bu ¢alismadan elde edilen
verilerin literatiir agisindan énemli bir katki sagladigim ortaya koymaktadir. Ote yandan,
literatiirde pek cok Astragalus tiriiniin fitokimyasal igerikleri detayli bir sekilde
belirlenmistir. Sarikurkcu ve ark. (2020c) tarafindan A. gymnolobus'un fitokimyasal
icerigi iizerine yapilan ¢aligmada, metanol Oziitiiniin hesperidin, hiperosit, (+)-katesin,
vanilik asit, protokatekuik asit ve p-hidroksibenzoik asit agisindan zengin oldugu rapor
edilmistir (Sarikurkcu ve ark., 2020c). Tarlada ve in vitro olarak yetistirilen A.
gymnolobus yapraklarindan elde edilen metanol 6ziitleri, kumarin, apigenin, kafeik asit,
rutin hidrat, kuersetin, luteolin-7-O-B-D glukozit ve mirisetin gibi sinirh sayida fenolik
bilesiklerin varlig1 i¢in incelenmistir ve rutin, 6ziitlerdeki ana bilesen olarak belirlenmistir
(Yildirim ve ark., 2020). Diger Astragalus tiirleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda, Hagimi
ve ark. (2017), Astragalus tiirlerinde degisen miktarlarda hesperidin ve hiperosit
oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, ti¢ Astragalus tiiriinde yirmi dort fenolik bilesik ve li¢
fenolik olmayan organik asit tespit etmeye ¢alismistir (Hasimi ve ark., 2017). Ek olarak,
hiperosit, apigenin, p-kumarik ve ferulik asitler, 4. macrocephalus Willd. subsp. finitimus
(Bunge) D.F.Chamb’in farkli anatomik bdliimlerinde de ana bilesenler olarak tespit
edilmistir (Sarikurkcu ve Zengin, 2020b). Bir baska calismada, yedi fitokimyasal

(siringik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit, luteolin, ferulik asit, hesperidin ve benzoik
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asit), 4. ponticus Pall.'un farkli anatomik kisimlarindan elde edilen metanolik 6ziitlerde
tespit edilmistir (Arumugam ve ark., 2019). Diger calismalarda da hesperidin ve
hiperosit'in 4. gymnolobus (Aydemir ve ark., 2024) ve A. pisidicus (Aydemir ve ark.,
2025) tiirlerinde de yiiksek derisimlerde bulundugunu rapor edilmistir. Neticede, bu
calismada elde edilen fitokimyasal igerik verileriyle literatiirdeki diger Astragalus

tiirlerine ait verilerin birbirlerine benzerlik gosterdigi soylenebilir.

Bu caligmada elde edilen ana bilesenlerden biri olan hesperidin, narenciye meyvelerinde
dogal olarak bulunan bir bilesen olup, antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar,
anjiyojenik, antikoagiilan ve analjezik 6zellikler dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik
ozellikler sergiler (Kodous ve ark., 2024). Bu ozellikler, deri hastaliklar1 baglaminda
terapotik ajan olarak potansiyel kullaniminmi diisiindiirmektedir (Bagher ve ark., 2020).
Arastirmalar, hesperidin’in giiclii bir antioksidan olarak islev gordiigiinii ve ayrica
antiinflamatuar ozelliklere sahip oldugunu ve serbest radikalleri temizleyici olarak
hareket ettigini gostermistir (Tawfik ve ark., 2008; Pyrzynska, 2022). Bir diger ana
bilesen olan hiperosit, Hypericum cinsinin ana bilesenlerinden biridir ve bu bilesik umut
verici biyolojik 6zellikler gostermektedir (Zhang ve ark., 2014; Gao ve ark., 2019; Wang
ve ark., 2019). Bu noktadan hareketle, A. stella bitkisinin metanol Oziitlerinin
gbozlemlenen biyolojik aktivitelerinin bu bilesiklerin varligiyla baglantili oldugu

sOylenebilir.
5.4. Metanol Oziitlerinin Antioksidan ve Enzim Inhibisyon Aktiviteleri

Calismanin bu boliimiinde, oncelikle 4. stella bitkisinin farkli 6ziitleme yontemleriyle
elde edilen metanol 6ziitlerinin antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibisyon aktiviteleri
incelenmistir. Bu kapsamda, Soxhlet, Maserasyon ve Ultrasonik 6ziitleme teknikleri
kullanilarak elde edilen metanol 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri, fosfomolibdenyum,
CUPRAC, FRAP, DPPH ve ABTS radikal siiplirme, metal selatlama gibi ¢esitli testlerle

degerlendirilmistir.

Fosfomolibdenyum testinde, Maserasyon Oziitiiniin en yiiksek aktiviteyi (ECso: 1,80

mg/mL) gosterdigi, Soxhlet ve Ultrasonik o6ziitlerin ise benzer sonuglar verdigi
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goriilmiistiir. Bu degerler, standart olarak kullanilan Trolox'un (ECso: 0.48 mg/mL)

aktivitesinden daha diisiiktiir, ancak bitkisel Oziitler i¢in beklenen bir durumdur.

CUPRAC testinde de benzer sekilde maserasyon o6ziitii (ECso: 1.62 mg/mL) diger
oOziitlere gore daha yiiksek bir indirgeme kapasitesi gostermistir. Ultrasonik 6ziit (ECso:
2.29 mg/mL) en diisiik aktiviteyi sergilerken, Soxhlet 6ziitiiniin (ECso: 2.01 mg/mL)
aktivitesi de maserasyon Oziitlinden diistiktiir. FRAP testinde, en yliksek indirgeme
kapasitesi maserasyon Oziitlinde (ECso: 1.22 mg/mL) belirlenmistir. Ultrasonik (ECso:
1.63 mg/mL) ve Soxhlet (ECso: 1.46 mg/mL) 6ziitlerinin sonuglar: bu degerden diisiiktiir.
Bu testlerin sonuglari, Maserasyon yonteminin antioksidan bilesiklerin 6ziitlemesinde

daha etkili oldugunu gostermektedir.

DPPH radikal siiplirme testinde, Maserasyon oziitiiniin (ICso: 3.84 mg/mL) diger 6ziitlere
kiyasla daha 1yi bir radikal siipiirme aktivitesi sergiledigi goriilmiistiir. ABTS radikal
stipirme testinde de benzer bir egilim gozlenmis, Maserasyon 6ziitii (ICso: 1.75 mg/mL)
digerlerine gore daha yiiksek aktivite gostermistir. Ultrasonik 6ziit (ICso: 2.28 mg/mL) en
diisiik aktiviteyi sergilerken, Soxhlet oziitliiniin (ICso: 2.09 mg/mL) aktivitesi de

maserasyon Oziitlinden daha diistiktiir.

Metal selatlama testinde yine Maserasyon 6ziitli (ICso: 1.12 mg/mL) diger oziitlere gore
daha yiiksek bir selatlama aktivitesi gostermistir. Soxhlet ve Ultrasonik o6ziitlerinin

sonuglar1 (ICso: 1.66 mg/mL) birbirine yakindir.

Fitokimyasal icerik ile antioksidan test sonuglar1 arasindaki korelasyon incelendiginde,
toplam fenolik ve flavonoit bilesiklerin antioksidan kapasite ile gii¢lii bir pozitif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve
selatlama testleri ile toplam fenolik ve flavonoit icerikleri arasindaki yiiksek korelasyon
katsayilar1 (0,93-0,99) bu durumu desteklemektedir. Bu bulgu, A. stella 6ziitlerinin
antioksidan aktivitesinde fenolik ve flavonoit bilesiklerin 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Ayrica, hesperidin ve hiperosit gibi bazi fitokimyasallarin antioksidan
aktiviteye katkis1 incelenmis olup, bu bilesiklerin tek basina test edildiginde antioksidan
kapasiteye katki saglayabilecegi belirtilmistir. Ancak, korelasyon analizlerinde bu

bilesiklerin antioksidan aktivite {izerindeki etkisi diger fenolik ve flavonoitler kadar
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belirgin degildir. Bu durum, bitki Oziitlerindeki sinerjistik etkilerin 6nemini ortaya
koymaktadir. Bagil antioksidan kapasite indeksleri (RACI), Maserasyon ydnteminin
diger Oziitleme yontemlerine gore daha yiliksek antioksidan aktivite gosterdigini acikca
ortaya koymaktadir. Farkli antioksidan test (Fosfomolibdenyum, CUPRAC, FRAP,
DPPH, ABTS ve metal selatlama) sonuglari, Maserasyon Oziitiiniin genellikle daha iyi
sonuglar verdigini desteklemektedir. Maserasoyn oOziitiiniin daha yliksek fenolik ve
flavonoit igerigine sahip olmasit ve bu bilesiklerin antioksidan kapasiteyle yiiksek
korelasyon gostermesi, Maserasyon yonteminin antioksidan aktivitede neden daha iyi

performans gosterdigini agiklamaktadir.

Calismada kullanilan farkli 6ziitleme yontemlerinin, elde edilen Oziitlerin antioksidan
kapasiteleri lizerinde 6nemli etkileri oldugu goriilmiistiir. Maserasyon yonteminin, genel
olarak diger yontemlere kiyasla daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip Oziitler
sagladigi belirlenmistir. Bunun nedeni, Maserasyonun daha uzun siirede ve daha diisiik
sicaklikta yapilmasi nedeniyle, 1siya duyarli antioksidan bilesiklerin daha iyi korunmasi
olabilir. Soxhlet 6ziitlemesi, daha yiiksek sicaklik ve uzun siireli bir 6ziitleme yontemi
olmasina ragmen, antioksidan kapasite agisindan Maserasyon kadar etkili olmamistir. Bu
durum, 1stya duyarli bazi bilesiklerin bu yontemle zarar gérmesinden kaynaklanabilir.
Ultrasonik 6ziitleme, diger yontemlere gore daha hizli olmasina ragmen, antioksidan
kapasite acisindan Maserasyon kadar yliksek sonuglar vermemistir. Bunun nedeni,
Ultrasonik yontemin bazi bilesiklerin yapisini bozmasi veya dziitleme verimliliginin bazi

bilesikler i¢in yeterli olmamasi olabilir.

Bu calismada, ayrica metanol oOziitlerinin asetilkolinesteraz, tirosinaz ve a-amilaz
enzimleri iizerine inhibisyon etkileri de aragtirildi. Asetilkolinesteraz inhisyon testinde,
tim Oziitleme yontemleriyle elde edilen metanol oOziitleri benzer inhibisyonlar
sergilemislerdir (p>0,05). Ancak bu degerlerin, pozitif kontrol olan galantamin'in
inhibisyon degerinden ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Tirozinaz inhibisyonunda
da ¢ Oziitleme yonteminin degerleri birbirine yakindir. Ultrasonik 6ziit (ICs:1.65
mg/mL) digerlerine gore biraz daha yiiksek inhibisyon gosterirken, Maserasyon
(ICs0:1.55 mg/mL) ve Soxhlet (ICs0:1.54 mg/mL) Oziitleri de benzer degerlere sahiptir.
Pozitif kontrol olan kojik asidin (ICs0:0.08 mg/mL) inhibisyon degeri, bitki 6ziitlerinin

inhibisyon degerlerinden oldukca diisliktiir ve bunun sonucu olarak daha yiiksek
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inhibisyon gostermistir. a-Amilaz inhibisyon testinde, Soxhlet 6ziitii (ICso: 2.27 mg/mL)
en diisiik inhibisyonu gosterirken, Maserasyon Oziitii (ICso: 2.09 mg/mL) en yiiksek
inhibisyonu gostermistir. Ultrasonik 6ziit (ICso: 2.16 mg/mL) ise, bu iki degerin ortasinda

yer almaktadir.

Astragalus stella bitkisinin metanol Oziitleri, hem enzim inhibisyonu hem de
antioksidan aktivite potansiyeline sahiptir. Ancak, tiim Oziitlerin inhibisyon ve
antioksidan degerleri, pozitif kontrol olarak kullanilan standartlarin degerlerinden
belirgin sekilde diisiiktiir. Bu durum, bitki 6ziitlerinin tek basina kullanimindan ziyade,
ilag gelistirme ¢alismalarinda potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Literatiirde, A. stella bitkisinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri ile ilgili
herhangi bir bilgiye rastlanilmamistir. Bu nedenle bu calismadan elde edilen verilerin
literatiir i¢cin 6nemli bir girdi oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
verilerin diger Astragalus tiirlerinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktivite sonuglartyla
baz1 farkliliklar bulunmasina ragmen genel olarak benzerlik gosterdigi soylenebilir
(Arumugam ve ark., 2019; Sarikurkcu ve ark., 2020c; Sarikurkcu ve Zengin, 2020b).
Gozlenen farkliliklarin ¢ogunlukla tiir, yetisme kosullar1 ve kullanilan 6ziitleme

yontemlerine bagli olarak degisiklik gosterebilecegi sOylenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, A4. stella bitkisinin toprak iistii kisitmlarindan, Soxhlet, Maserasyon ve
Ultrasonik-destekli yontemlerle elde edilen metanol 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri
cesitli test sistemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica, asetilkolinesteraz, a-amilaz
ve tirosinaz enzimleri lizerindeki inhibisyon kapasiteleri de arastirilmistir. Her {i¢ 6ziitlin
oncelikle toplam fenolik ve toplam flavonoit bilesik miktarlar1 belirlenerek daha sonra
LC-MS kullanilarak toplamda 30 fitokimyasalin varlig1 aragtirilmis ve 6ziitte mevcut

olanlarin miktarlar1 da tespit edilmistir.

Analizler sonucunda:

e Maserasyon yontemi, bitkisinin metanol 6ziitleri i¢in en yiiksek antioksidan
aktiviteyi saglamistir.

e Maserasyon oOziitliinlin daha yiiksek antioksidan aktivite gdstermesinin nedeni,
daha zengin toplam fenolik ve flavonoit igerigine sahip olmasidir.

e Fenolik ve flavonoit bilesikler, antioksidan kapasite testleriyle pozitif ve gii¢lii bir
korelasyon gostermistir.

e Bagil antioksidan kapasite indeksleri, Maserasyon yontemiyle elde edilen 6ziitte
diger yontemlere gore daha yiiksek bulunmustur.

e Astragalus stella metanol oOziitleri, asetilkolinesteraz (AChE), tirozinaz ve a-
amilaz enzimlerine kars1 belirli diizeyde inhibisyon aktivite gostermistir.

e Ancak, bu inhibisyon aktiviteleri, testlerde kullanilan standartlarla (Galantamin,
kojik asit ve akarboz) karsilagtirildiginda daha diisiik seviyelerde bulunmustur.

e Metanol oziitlerinde, ana bilesenler olarak hesperidin, hiperosit, apigenin 7-

glukosit ve apigenin tespit edilmistir.

Bu nedenle, Tiirkiye florasinda dogal olarak yetisen A. stella bitkisinin ilag, gida ve
kozmetik endiistrileri i¢in alternatif ve Onemli bir kaynak olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Ayrica, bu ¢alismada elde edilen sonuglar, ilgili tiir hakkinda literatiire giren

ilk veriler olma niteligindedir.

Metanol o6ziitleri, in vitro testlerde 6nemli antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri

sergilemis olmasina ragmen, bu 6ziitlerin in vivo kosullarda da benzer etkiler gosterip
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gostermeyecegi henliz kesinlik kazanmamistir. Bu baglamda, gelecekte oziitlerin toksik
etkilerinin belirlenmesi, in vivo testlerle elde edilen aktivite sonuglarmin tutarliliginin
degerlendirilmesi ve etkinlikten sorumlu bilesenlerin izolasyonu ile karakterizasyonunun

detayli kromatografik iglemlerle gergeklestirilmesi dnerilmektedir.
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