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OZET

Diyabet hastaligi diinyada en sik rastlanilan hastaliklar arasindadir. Organizmada
oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasiyla
olusan oksidatif stres diyabet hastaliginin nedenleri arasindadir. Bununla birlikte,
karbonhidrat yikim mekanizmasinda gorevli olan a-glukozidaz enziminde olusan
degisiklikler de diyabete yol agar.

Bu ¢alismada, halk arasinda yalanci akasya olarak bilinen Robinia pseudoacacia
(beyaz ¢igekli) ve Robinia hispida (pembe ¢igekli) bitkilerinin farkli ¢oziicii ve
konsantrasyonlarda hazirlanan toprak istii kisimlarina ait oziitleri kullanilmigtir. Bu
oziitlerde TPC, TFC, DPPH ve ABTS, FRAP, CUPRAC metotlar1 ile antioksidan
aktiviteleri ve a-glukozidaz inhibisyonu metodu ile antidiyabetik aktiviteleri
belirlenmistir. Kromatografik LC-MS/MS analizi ile bitkilerdeki fenolik bilesikler ve
miktarlart karsilagtirilmistir. ICP-MS analizi ile mineral igerikleri belirlenmistir. Ayrica
bitki 6ziitlerinin renk analizi yapilmistir.

Bitki oziitlerinin igerigi fenolik ve flavonoid madde acisindan farklilik
gostermekle birlikte, ¢ozlicii tipi ve konsantrasyonunun igerigin belirlenmesinde énemli
bir etken oldugu goriilmiistiir. Iki bitki tiirii karsilastirildiginda ise pembe akasya cicek
ve yapraklarina ait 6ziitler TPC, TFC, FRAP, CUPRAC, ABTS ve DPPH acisindan
daha iyi aktivite sergilemistir. Enzim inhibisyonu ¢alismasinda en yiiksek antidiyabetik
aktiviteyi pembe akasya c¢icek Oziitleri gostermistir. Mineral analizi sonuglarinda
oziitlerde en yiiksek miktarda bulunan element potasyum olarak bulunmustur.

Biyolojik olarak aktif 6ziitlerin tanimlanmasi, temel biyolojik bilimler, farmasotik

uygulamalar ve gelecekteki arastirmalar i¢in ¢ok dnemlidir.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik, Antioksidan, Mineral igerik, Robinia

pseudoacacia, Robinia hispida.
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SUMMARY

Diabetes is among the most common diseases in the world. Oxidative stress,
which occurs when the balance between oxidant and anti-oxidant systems in the
organism is disrupted in favor of oxidants, is among the causes of diabetes. However,
changes in a a-glucosidase enzyme that is involved in the carbohydrate breakdown
mechanism also lead to diabetes.

In this study, extracts of the above-ground parts of Robinia pseudoacacia (white
flowered) and Robinia hispida (pink flowered) plants, popularly known as locust,
prepared in different solvents and concentrations were used. In these extracts,
antioxidant activities were determined by TPC, TFC, DPPH and ABTS, FRAP,
CUPRAC methods and antidiabetic activities were determined by a-glucosidase
inhibition method. Phenolic compounds in plants and their amounts were compared
with chromatographic LC-MS/MS analysis. Mineral contents were determined by ICP-
MS analysis. In addition, color analysis of plant extracts were made.

Although the content of plant extracts differed in terms of phenolic and flavonoid
substances, it was observed that the solvent type and concentration were an important
factor in determining the content. When the two plant species were compared, extracts
of pink acacia flowers and leaves showed better activity in terms of TPC, TFC, FRAP,
CUPRAC, ABTS and DPPH. In the enzyme inhibition study, bristly locust flower
extracts showed the highest antidiabetic activity. In the results of mineral analysis, the
element with the highest amount in the extracts was found to be potassium.

The identification of biologically active extracts is crucial for basic biological

sciences, pharmaceutical applications, and future research.

Keywords: Antidiabetic, Antioxidant, Mineral content, Robinia pseudoacacia,
Robinia hispida.
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1. GIRIS

Insanlarin beslenme sekilleri, hayat sartlar1 ve teknolojinin de hizla gelisimi
sonucu ortaya c¢ikan stres faktorleri, organizmada serbest radikallerin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Cevresel faktorler ve viicutta gerceklesen metabolizma
olaylar1 sonucunda olusan serbest radikallerin miktari, dengeyi bozacak sekilde
arttiginda oksidatif stres ortaya cikar. Oksidatif stres, canli dokusundaki oksidan-
antioksidan dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur. Oksidatif stresi yok
etmek i¢in gerekli olan en dnemli maddeler antioksidanlardir (Kisaoglu vd., 2013).
Antioksidanlar oksidatif stres sonucu olusan, ortaklagsmamis e- igeren serbest radikalleri
tutarak etkisiz hale getirir ve bdylece hiicre hasarini engeller (Aslanko¢ vd., 2019)
Antioksidanlar hem viicut tarafindan iretilir hem de disaridan beslenme yolu ile
alabilirler. E vitamini, C vitamini ve fenolik bilesikler disaridan alinan
antioksidanlarin basinda gelir (Siti vd., 2015). Serbest radikal siipiiriicii olarak taninan
antioksidanlar, giiclii aktiviteleri sayesinde serbest radikallerin neden oldugu,
metabolizma faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan olumsuz durumlart ve hastaliklar1 biiyiik
oranda engelleyerek bagisiklik sistemine yardime1 olurlar (Burdock, 1998).

Dokularda serbest radikal miktarinin artmast birgok hastalifa sebebiyet
vermektedir. Kardiyolojik hastaliklar, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar,
demans ve Alzheimer gibi ndrolojik hastaliklarin yani sira kanser ve diyabet (Diabetes
mellitus) hastaliginin da oksidatif stres ile iliskisi oldugu gosterilmistir (Sezer ve
Keskin, 2014). Diabetes mellitus (DM), insiilin yetersizligi ile ortaya ¢ikan,
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklarla devam eden endokrin
bir metabolizma hastaligidir (Vantyghema vd., 2009). Bir¢ok hastalikta oldugu gibi
diyabet hastaliginin da meydana gelmesine sebep olan oksidatif stres faktorii ile
antioksidan oram1 arttirilarak engellenebilecegi bildirilmistir. Diyabet hastaliginda
antioksidanlarin yetersiz kalmasi nedeniyle oksidan-antioksidan dengesi oksidanlar
yoniine artarak denge bozulmus durumdadir (Mai vd., 2007).

Bitkiler ve bitkisel ilaglar igerdikleri fenolik bilesikler sayesinde oksidatif stresin

neden oldugu bircok hastaligin tedavisinde kullanilirlar (Grassi vd., 2010).



Diyabet hastaliginin tedavi yontemlerinde birden fazla bitkinin kullanilabildigi ve
bu bitkilerin kandaki glukoz seviyesini azaltarak antidiyabetik etki gosterdigi birgok
calismada gosterilmistir (Mai vd., 2007; Coman vd., 2012; Jerang vd., 2013; Salehi vd.,
2019)

Antidiyabetik aktivite belirlemede karbonhidrat yikim mekanizmasinda gorev
yapan o-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyon testi kullanilmaktadir
(Algahtani, vd., 2020). Bitki polifenollerinin bu enzimleri inhibe etme 6zelligi oldugunu
gosteren Ornek calisma bulunmaktadir. Dutta, yesil cayda alfa glukozidaz enziminin
inhibisyonunu saglayan fenolik molekiiller bulunmustur (Mai vd., 2007).

Gliniimiizde hastaliklarin tedavi edilmesinde; yan etkisinden dolay1 yapay
antioksidanlardan ziyade dogal antioksidanlarin kullanimma olan ilgi artmis
durumdadir. Yillar boyunca yapilan ¢alismalarda, tibbi olarak 6nem tasiyan bitkilerden
elde edilen 6ziitlerin i¢inde bulundurdugu bilesikler ve 6zellikle de antioksidan aktivite
gosteren sekonder metabolitlerin bu konudaki 6nemi vurgulanmistir. Ayn1 zamanda
bitki 6ziitlerinin igerisinde tedavi edici biyoaktif bilesikler barindirdigini bildiren 6rnek
calisma bulunmaktadir (Al-Dabbas vd., 2006).

Fabaceae familyasina ait olan Robinia tiirleri iilkemizde halk arasinda akasya
olarak bilinmektedir. Cok yillikli agaglar olup, Robinia pseudoacacia beyaz ¢igekli
yalanci akasya, Robinia hispida pembe ¢igekli giil akasya olarak bilinir. Tirkiye’de
Kuzey Anadolu’da yayilim gosteren agaglardir (Bahgesel, t.y.).

Ulkemizin dogal zenginliklerinden olan Robinia tiirleri siis bitkisi olarak
kullanilmasimin yani sira literatiirde birgok c¢alismaya konu olmus ve biyolojik
aktiviteleri rapor edilmistir. Arastirmalarda, bitkisel ila¢ alternatifi iiretebilmek i¢in
yapilan biyolojik aktivite analizlerinin en onemlilerinden biri de enzim inhibisyonu
aktivitesi analizleridir. Canli metabolizmasinda dengeyi saglayabilmek icin bazi
enzimlerin belirli miktarlarda inhibe edilmesi bir¢ok hastaligin tedavisine yardimci
olmaktadir.  Literatirde  Robinia  pseudoacacia’nin  asetilkolinesteraz ~ ve
biitirilkolinesteraz  inhibisyon aktivitesi gosterdigine ve ilag alternatifi olarak
kullanilabilecegine iligkin ¢alisma mevcuttur (Orhan vd., 2004).

Robinia hispida tiiriine iliskin siirlt sayida ¢alisma olup, bu tez ¢alismasinda her
iki tiirtin farkli kistmlarinin (¢igek ve yaprak) a-glukozidaz enzim inhibisyonu, fenolik
bilesen karakterizasyonu, antioksidan aktivite tayini ve mineral igerigi detayli olarak

arastirilmastir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Serbest Radikaller

Elektron parcaciklart orbital olarak adlandirilan alanlarda kendilerine 6zgli bir
yoriingede donme hareketi ile yer degistirirler. Bu orbitaller igerisinde ¢ogunlukla zit
yonde hareket eden 2 adet elektron bulundururlar. Serbest radikaller, biiylik molekiil
agirligina sahip olmayan, yapisinda eslenmemis elektron bulunduran, kararsiz yapida
molekiillerdir (Halliwell vd., 1985; Bast vd., 1991). Cok etkili molekiiller olarak bilinen
serbest radikaller, eslenmemis elektron igeren parcaciklarin, elektron transfer zincirinde
olusan elektronlarla yer degistirmesi ile veya oksidaz molekiilleriyle gerceklestirdikleri
tek elektron transferiyle olusurlar. Serbest radikaller, molekiiliin yapisinda olan baglarin
homolitik olarak pargalanmasiyla ve icerdigi tiim elektronlarin baska atomlar {izerinde
kalmasi ile de meydana gelmektedirler (Young, vd., 2001; Cherubini, vd., 2005).

Serbest radikal molekiillerine yapisal olarak benzerlik gosteren bir molekiil de
oksijendir. Oksijen molekiili reaktiflik 6zelligi tasimamasina ragmen diger radikal
molekiilleri ile reaksiyona girme 6zelligine sahiptir. Elektron dagiliminda iki elektronu
da eslenmemis durumdadir ve bu nedenle oksijen bazen bir radikal olarak goriilmektedir
(Vincent, vd., 2004; Cherubini, vd., 2005).

Serbest radikal olusum nedenleri;

* Uyusturucu,

* Alkol,

* Travma,

« [skemi,

» Aktive olmus fagositler,

* Stres,

* Cevresel faktorler,

* Endoplazmik retikulum e-transport sistemleri,

* Ksantin oksidaz: Hiicresel enerjinin azalmasi ve hiicreler arasinda fazla olusan
kalsiyum proteazi aktive eder ve ksantin dehidrogenaz molekiiliinii ksantin oksidaza
doniistiiriir. Bu enzim, ksantinin iirik aside donilismesini saglayarak bu reaksiyon

strasinda O™ molekiiliiniin meydana gelmesine sebep olur.



» Mitokondriyal elektron (e7) transportu: Hiicrelerde en cok etkili olan serbest
radikal olusum kaynagi olarak tanimlanir. Elektron tasinmasi sirasinda, disarida kalan
elektronlarin Oz molekiiliinii indirgemesi ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur.

* Hemoglobin yikimi,

* Peroksizomlarda bulunan oksidazlar: Hidrojen peroksit olusmasina neden
olurlar.

* Arasidonik asit metabolizmasi: Lipooksijenaz ve siklooksijenaz, reaksiyon

sirasinda ROS olusumuna neden olur (Demir, 2010).

2.1.1. Serbest Radikal Tiirleri

Stiperoksit Radikali (O27), oksijenli solunum yapan hiicrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesiyle olusmaktadir. Elektron tastyicilarinin oksidasyonuyla
stiperoksit radikalinin olusmasi ortamda bulunan oksijen miktarina gore degismektedir.
Oz radikalinin oksidan 6zelliginin az olmasindan dolayr biiyiikk dl¢lide hiicre hasari
olusturacagr diisiiniilmemektedir. Ancak kendisi biiyiik bir hasar olusturmasa bile
hiicrelerde oksidatif strese sebep olabilecek birden fazla reaksiyonun olusumuna neden
olmaktadir. Fe*? katyonunun bulundugu ortamda hidrojen peroksit ve oksijen molekiilii
bir araya gelerek ¢ok etkin bir radikal olan hidroksil radikalinin (OH") ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Olusan bu radikal DNA ve diger molekiillerle etkilesime girerek

hiicrede ¢ok biiyiik hasarlarin olugsmasina yol agmaktadir (Akyol, 2007; Tokag, 2007).

O2+e —» O (siiperoksit radikali)
H.02+ 0Oy —» O+ OH + OH"

Hidroksil radikali (OH"), oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirlerinin en
etkin olan1 olarak bilinmektedir. Bu radikal, Cu*? ve Fe*? katyonlarinin hidrojen
peroksit (H20>) radikali ile etkilesime girmesi sonucu ortaya ¢ikan bir radikaldir. H2O»
radikalinin ~ biiyilk  toksisite  Ozelligine sahip olmast OH™  radikalinden
kaynaklanmaktadir. Ayni1 zamanda OH™ radikalinin aromatik halkalara katilabilme
ozelligi vardir. DNA ve RNA molekiillerinde bulunan bazlarin halkasal yapisina dahil
olabildigi i¢in serbest radikal olusumuna yol ac¢maktadir. DNA’nin temel
elemanlarindan olan baz ve seker yapilarina zarar vererek DNA’nin sarmal zincirinde
kirilmalara neden olmaktadir. Hiicrelerde olusan bu hasarlar c¢ok biiyiik o6lciide
oldugunda tamir mekanizmalar1 etki gosterememekte ve baz yapilarindaki degisiklik,

hiicre 6liimii, mutasyon gibi olaylarla sonu¢lanmaktadir (Emecen, 2009).
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Fe*?2 + H,0, — Fe™® + OH + OH"
Cu* + H,0; — Cu*?+ OH + OH"

Hidrojen peroksit radikali, yapisinda eslesmemis elektron olmadigi halde serbest
radikal tiirleri arasimna dahil olmaktadir. Baska metaller veya radikaller ile etkilesime
girerek reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan molekiiller ona bu 6zelligi kazandirmaktadir. Oz
radikalinin bulundugu ortamda Haber-Weiss reaksiyonu gerceklestirerek veya Fe'?
katyonu ile etkilesim yaparak Fenton reaksiyonunu gergeklestirmesi ile molekiillere
zarar veren ve hiicre hasarlarina neden olan OH™ radikalinin olugsmasina yol agmaktadir

(Jomova ve Valko, 2011). Reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS) tiirleri Tablo

1’de listelenmistir.

Fe?* + + H,0; — Fe®* + OH" (Fenton Reaksiyonu)

Oz -+ H,02 —» OH + OH + Oz (Haber — Weiss Reaksiyonu)

Tablo 1. Oksidatif stresin olusmasina yol agan serbest radikaller (Uzunboy, 2015).

Hidroksil OH-
Siiperoksit Oy
. Hidroperoksil HO2e
Radikalgy Peroksil ROQO-
Lipid peroksil LOO-
1. ROS Alkoksil RO-
Ozon O3
. Singlet oksijen 10,
(I;elir(\j;kzlnlar Hidrojen peroksit H202
y Hipoklordz asit HOCI
Hipobromoz asit HOBr
. Azot dioksit NO3e
2. RNS Radikaller A70t oksit NO-
Alkil peroksinitrit ROONO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitrozil anyonu NO
. Nitrozil katyonu NO*
2. RNS (IJQI?r(]jallk:Llar Nitronyum katyonu NO,*
y Diazot tetraoksit N204
Nitroz asit HNO:>
Nitril klorid NO.CI
Peroksinitrit ONOO

2.2. Oksidatif Stres

Canli sistemlerinde serbest radikallerin meydana getirdigi biyolojik hasarlari

ortadan kaldirmak iizere lretilen oksidanlar ve siipiiriicii 6zelligi olan antioksidanlar
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arasinda denge bulunmaktadir. Baz1 antioksidan faktorlerin yetersiz kalmasi durumunda
denge oksidanlar yoniinde bozulabilir. Serbest radikaller lehine bozulmaya baslayan bu
denge birtakim etkilere yol agmaktadir. Bu durum sonucunda ortaya ¢ikan etki oksidatif
stres olarak adlandirilir. Canlilarda bu denge saglandiginda, serbest radikaller biyolojik
sistemleri hasara ugratamamaktadir (Sies, 2014).

Hiicrenin esas elemanlarindan biri olan mitokondri organelinin kendi metabolik
olaylar1 sonucunda ortaya ¢ikan {iirlinler endojen, yani organizmanin kendi iirettigi
ROS’larin asil kaynagi olarak bilinmektedir. Bununla birlikte bazi biiytime faktorlerine
ve metabolizmada olusan yolaklarin sinyallerine yanit olarak hiicre zarinda bulunan
oksidazlar da ROS’larin olugmasina yol agmaktadir (Abraham, 2001). Bu durumda
ortaya cikan oksidatif stres, canli viicuduna cok &nemli zararlar verebilir. Ozellikle
birgok hastaligin olusmasina yol agmaktadir. Diyabet, parkinson hastaligi, kanser,
bobrek yetmezligi, demans, bronsit, ndrolojik bozukluklar ve hipertansiyon gibi
durumlar oksidatif stresin neden oldugu hastaliklardan bazilaridir (Cakatay ve Kayali,
2006; Freeman ve Crapo, 1982). Oksidatif stresin yol actig1 bazi hastaliklar Sekil 1°de

gosterilmistir.

Bas agrisi
Huzursuzluk

Demans
Nefes Darhgi

Astim
KOAH

Aritmiler HT / OKSIDATIE / Kanser

; : ' Enfeksiyonlar
Hipotansiyon ‘ STRES / ! Geli . le
Iskemi KAH /4 ; / “l'-:» S

Ureme disf ' Psoriasiz
infertilite & Dermatit
‘ : vitiligo
Gida
Duyarhlig

Sekil 1. Oksidatif stres ile gelisebilecek kronik hastaliklara ornekler (Karakan ve
Nazlikul, 2007)

2.2.1. Oksidatif Stresin Biyomolekiillere Etkisi
Canli viicudu yaslandikga ilerleyen ila¢ kullanimlar1 veya ¢esitli yollarla viicuda
alman kimyasal maddeler ve uyarict etkenler oksidatif strese yol acan ROS’larin
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olusmasina neden olmaktadir. Canl1 yapisinda bulunan ve canliligin en temel yapitaslari
olan organik molekiillerin, DNA, yag dokulari, protein, protein yapili olan enzimlerin
ve oksidatif stres sonucuyla hasara ugradigi bildirilmistir. DNA’nin ve membran
proteinlerinin tahrip olmasi, lipid peroksidasyonu, lipid metabolizmasinda degisiklikler
ve enzim aktivitelerinde fonksiyon bozukluklar1 oksidatif stres sonucu olusan
hasarlardan bazilaridir (Ozcan vd., 2015). Bununla birlikte oksidatif stresin, hiicre
Olimlerine neden olarak dokular1 biiyiik oranda hasara ugrattigi ve bunun sonucunda

bircok hastaligin kaynagi olarak goriildiigii bilinmektedir (Sezer ve Keskin, 2014).

2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ortaklagmamis e- iceren serbest radikalleri tutarak etkisiz hale
getiren molekiillerdir. Tiim biyolojik sistemlerde antioksidanlar ve serbest radikaller
arasinda denge bulunmaktadir. Bu dengenin bozulmasi ¢esitli hiicre hasarlarinin
meydana gelmesine ve sonrasinda hastaliklarin  olusmasina neden olmaktadir
(Memisogullari, 2003; Memisogullari, 2004). Organizma, biyolojik hasarlar1 ortadan
kaldirmak ve olusan hastaliklarin komplikasyonlarini 6nlemek amaciyla antioksidan
mekanizmalart devreye sokarak bu dengenin tekrar kurulmasini saglar. Bu
mekanizmalar sayesinde bir¢cok biyolojik sorunun onlenmesinde basarili olunabilecegi
bildirilmistir. Antioksidan molekiiller farkli mekanizmalarla serbest radikalleri inaktif
hale getirebilmektedir (Young, 2001; S6zmen, 2002; Taysi, 2002).

Onarma etkisi, serbest radikallerin biyolojik sistemlerde oksidatif stres etkisi
yaratarak yol agtigi hasarlar1 engellemeye yonelik ¢alisan bir mekanizmadir. Temizleme
etkisi, oksidan molekiillerin enzimler yardim ile etkinliginin disiirtilerek organizmaya
zarar veremeyecek duruma getirilmesine dayanan mekanizmadir. Zincir koparma etkisi,
ROS ve RNS’lerin E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin yardimiyla baglanarak
diger biyolojik molekiillerle baglantisinin  kesilmesini saglayan mekanizmadir.
Baskilama etkisi ise oksidan molekiillerin yapisina flavonoidler ve vitaminler gibi
antioksidanlarin bir hidrojen baglayarak bu molekiilleri inaktif hale getirmesidir
(Gokpmar vd., 2006; Arkan, 2011).

Antioksidanlar belirli gruplar halinde siniflandirilirlar. ilk olarak endojen ve
eksojen olmak tizere 2 grupta siniflandirilir. Endojen antioksidanlar da kendi igerisinde

enzimatik ve non-enzimatik (enzimatik olmayan) olarak ikiye ayrilmaktadir (Oztiirk
vd., 2009).



2.3.1. Endojen Antioksidanlar

2.3.1.1. Katalaz
Katalaz enzimi (CAT), tetramer yapili olup yapisinda dort polipeptit zinciri
bulundurmaktadir. Ayn1 zamanda yapisinda NADPH vardir. Hiicrede peroksizomlarda

bulunur. H202’nin su ve oksijene doniismesini saglar (Giles ve Jacob, 2002).

2H0, — 2H0 + O2

2.3.1.2. Glutatyon

Suda ¢6ziinen bir madde olan glutatyon (GSH) aminoasitlerden olusmaktadir.
Glutatyonun yapisinda bulunan tiyol grubu etkin bir indirgeyici 6zellige sahiptir. Hiicre
icerisinde indirgen formda bulunur ve burada iiretilen peroksitleri indirger.

Sentezlenmesi iki asamada gergeklesmekte olup ¢ok giiclii bir antioksidandir (Emecen,

2009).

2.3.1.3. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) en o©nemli endojen antioksidanlardan biridir.
Oksidatif strese karsi olusturulan savunma sisteminin temel elemanlarindandir.
Stiperoksit radikalini ve ROS’lar etkisiz hale getirmekte biiyiik rol oynar. Enzimatik
aktivitesi ile iki tane siiperoksit radikalinin bir tanesini O bilesigine dontstiiriir. Diger
stiperoksit radikalinin ise siiperoksitten daha zayif bir radikal olan H202’ye doniismesini

saglar (Memisogullari, 2005).

Oy + 0y +2H" —» Oy + H02

2.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Yapisinda Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) bulunduran Glutatyon Rediiktaz
(GR) enzimi, enzim, NADPH molekiiliinde bulunan elektron parcaciklarinin bir tanesini
oksitlenmis glutatyonun disiilfit bagina katarak glutatyona (GSH) doniismesini
katalizler. Boylece NADPH’m biyolojik sistemlere hasar vermesini engeller

(Memisogullari, 2005).

2GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*



2.3.1.5. Seruloplazmin

Hidrojen peroksit molekiiliinii kullanarak bakir elementinin reoksidasyonunu
saglar. Ferro demiri (Fe*?), ferrik demire (Fe*®) déniistiirerek fenton reaksiyonunu
dolayisiyla hidroksil radikalinin olugsmasini engeller (Aydemir ve Sari, 2009; Emecen,
2009).

2.3.1.6. Melatonin

DNA’y1 serbest radikallerin etkisinden koruyan en 6nemli antioksidanlardandir.
Hiicre cekirdegine girebilme o6zelligi bu halini giiclendirmektedir (Emecen, 2009).
Uretimi  genellikle karanlikta daha fazla miktarda olan melatonin bir hormon
molekiiliidiir. Canli organizmasinda gosterdigi antioksidan 6zelligin yaninda bagisiklik
sistemlerine yardimei olur ve yasamsal faaliyetlerden olan uyku ve viicut 1s1s1 ile ilgili
sistemleri diizenler (Atasoy, 2019). Bu hormon siiperoksit ve hidroksil radikallerini

baglayarak aktivite gostermektedir (Aydemir ve Sar1, 2009).

2.3.2. Eksojen Antioksidanlar

Canli organizmasina disaridan alman ve antioksidan aktivite gosteren bir¢cok
molekiil bulunmaktadir. Bazi vitaminler bu molekiiller arasinda yer almaktadir. C
vitamini (askorbik asit), provitamin A (B-karoten), B9 vitamini (folik asit) ve E vitamini
(o-Tokoferol)’dir. A vitamini yagda ¢Oziinen gii¢lii bir antioksidandir. Coztniirlik
bakimindan ayni 6zellige sahip bir diger vitamin de E vitaminidir. E vitamini hiicreyi
lipid peroksidasyonunun etkilerinden korumaktadir. Suda ¢oziilebilen vitaminlerden biri
olan C vitamini, ROS ve RNS’leri ¢ok etkin bir siipiiriicii 6zellige sahiptir. Boylelikle
biyolojik sistemleri oksidatif hasara karsi koruyan molekiiller arasinda yer almaktadir
(Karabulut ve Giilay, 2016b). Vitaminlerden ayr1 olarak disaridan alinan antioksidan
aktiviteye sahip molekiiller arasinda fenolik asitler de bulunmaktadir. Bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan fenolik asitler kendi i¢inde bir¢ok farkli gruplara ayrilmaktadir
(Menevseoglu, 2012).

2.3.2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir diger ismi ile polifenoller olarak tanimlanmaktadir.
Bitkilerin yapisinda c¢ok sayida fonksiyona sahip olan bu bilesikler bitkiler biiyiime
asamasinda iken sentez reaksiyonlar1 sirasinda ortaya c¢ikan sekonder (ikincil)
metabolitler olarak da bilinir. Fenolik bilesiklerin halka yapisina bagl bir ya da birden

fazla —OH grubu bulunmaktadir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler iki grupta
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siniflandirilmaktadir. Bu siiflandirma flavonoidler ve fenolik asitler seklindedir
(Yilmaz, 2010). Flavonoidler; antosiyanidinler, flavonlar ve flavonollar, flavononlar,
katesinler ve loykoantosiyanidinler ve son olarak proantosiyaninler olarak bes farkli
gruptan olusmaktadirlar. Fenolik asitler ise; sinamik asitler (hidroksisinamik asitler) ve
benzoik asitler (hidroksibenzoik asitler) olarak iki farkli gruba ayrilmaktadir.
(Menevseoglu, 2012).

Fenolik bilesikler yapilar1 sayesinde antioksidan aktivite gostermektedir.
Aromatik halkalarina bagli konumda olan —OH gruplarinin sayis1 ve konumlar1 farklilik
gostermektedir. Sahip olduklar1 bu yapi, mevcut bilesiklere serbest radikalleri
temizleme aktivitesi kazandirmaktadir (Meral vd., 2012). Serbest radikallerin etkisi ile
olusan hasarlarin neden oldugu diyabet, demans, kanser gibi bircok hastaligin tedavi
yollarmin  gelistirilmesi i¢in antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesiklerin
belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Sekil 2 ve Sekil

3’te fenolik bilesiklerin halka yapisina 6rnek molekiiller gosterilmistir.

4 I COOH

3 2
Sekil 2. Benzoik asitler (MEB, 2012).

Sekil 3. Flavonoidlerin genel yapisi (MEB, 2012).

2.3.2.2. Dogal Uriinler

Bilimsel caligmalar sonucunda saglik sektoriinii etkileyen bir¢ok alanda kullanilan
dogal triinlerle ilgili gelismeler giderek artmaktadir. Bu dogal {iriinlerin kaynag bitkiler
ve mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Gegmisi M.O. 5000’1li yillara dayanan
dogal iiriinlerin tedavi amaclh kullanimi tespit edilmistir. Ayn1 sekilde giinlimiizde de

tibbi ve aromatik bitkiler bir¢ok hastalifin tedavisi i¢in biiyilkk dnem tasimaktadir.
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Diinya Saglik Orgiiti (WHO), tibbi ve aromatik bitkileri diinya niifusunun yaklasik
%65-80’lik  kismimin kullandigimi bildirmistir. Su ana kadar geleneksel olarak
gelistirilen ilaglarin %80°’1 dogal iirlinlerden elde edilmektedir (Acibuca ve Budak,
2018).

Dogal iirlinler yapisinda tanin, lignin ve antosiyanin gibi 6nemli fenolik bilesikleri
bulundurmas sayesinde bir¢ok tedavide kullanilmaktadir (Arunkumar ve Muthuselvam,
2009; Padmavathi, 2013). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite gostererek serbest
radikalleri siipiirmesi ve oksidatif strese engel olmas1 dogal tiriinlere anti-enflamatuvar,
antioksidan ve antidiyabetik vb. bir¢ok biyolojik aktivite 6zelligi kazandirmaktadir. Bu
biyolojik aktiviteler sayesinde, organizmada ortaya ¢ikan kanser, demans ve diyabet
gibi hastaliklarin riskinin azaltilmasi ve dnlenmesi miimkiindiir (Pandey ve Rivzi, 2009;
Li vd., 2014). Ulkemiz topografyasi ve iklimi sayesinde bitki ¢esidi bakimindan gok
zengin bir yerleskedir. Cesitliligin genis olmas1 iilkemiz i¢in bilylik 6nem arz etmektedir

(Eminagaoglu vd., 2014; Yazici, 2018).

2.4. Diyabet

Diyabet, insiilin yetersizligi ile ortaya cikan, karbonhidrat metabolizmasi en
Oonemlisi olmakla beraber yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklarla devam eden
endokrin bir metabolizma hastaligidir (Memisogullari, 2005). Calismalar1 sonucunda bir
maddenin kanda bulunan glukoz miktarin1 disiirdiigiinii gézlemleyen Mayer ve
Schaefer (1909) bu maddeyi insiilin olarak adlandirmiglardir. Collip ve arkadaslari
(1921) arastirmalar1 sonucu instiilin olarak adlandirilan bu maddenin viicutta eksikliginin
diyabet hastaliginin olusumuna neden oldugunu bildirmislerdir. Bir¢ok farkli yolla bu
hastalig1 teshis etme yontemleri gelistiren Hintli aragtirmacilar hastaligi “medhumeha”
olarak adlandirmislardir (Ivorra, 1989; Medvei, 1993).

Gegmis yillarda Kapadokya’da yasayan bir hekim olan Aretaeus, bu hastaliga
‘Diabetes’ adim1 vermistir. Aretaeus’un diyabet hastaligi icin yaptigi tanimlama
giiniimiizde hala kullanilmaktadir. Bu tanimlamada diyabet hastaliginin kronik bir
hastalik oldugunu, eklemlerde olusan 6deme benzer su fazlaliginin hizli bir sekilde idrar
olarak disar1 atildigini, hastaligin viicutta yavasga ilerledigini ve ¢ok etkili oldugunu
belirtmistir. Aracelcus, bu hastalik ile ilgili ¢esitli uygulamalar yaparak ¢aligmalarini
ortaya koymustur. Diyabet hastasi olan kisilerin idrarinin tatli oldugu i¢in Thomas
Willis isimli aragtirmaci diabetes sozciigiinlin arkasina tatli anlamina gelen ‘mellitus’
sOzclgiinii getirmistir (Bagriacik, 1997). Diyabet hastaliginin tedavisi Frederick

Banting ve Charles Best isimli arastirmacilarin buldugu insiilinle baglamistir. Zamanla
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tedavi yollarinda farkli yontemler kullanilarak gelismeler gergeklesmistir. Bununla
birlikte hala bu hastaligin kisilerde hangi semptomlar1 ortaya c¢ikardigi konusunda
arastirmalar yapilmaktadir (Atabek, 1973; Bagriagik, 1997).

M.O.’ye dayanan bir arastirma tarihi olsa da diyabet hastaligmin detaylarma
1900’1 yillarda yapilan deneysel arastirmalar ile ulasilmistir. Kopeklerin kullanilarak
deneysel arastirmalarin gerceklestirildigi bir c¢alismada pankreasin bu hastalik
konusunda o6nem tasidigi sonucuna varilmistir. Deney hayvanlarmin pankreaslar
cikarilmis ve bunun sonucunda hayvanlarda diyabet hastaligina ait semptomlar
gozlemlenmistir. Bu semptomlar iizerine ¢ok ge¢meden Olen deney hayvanlarinda
izlenen bu durum pankreasin diyabetle ilgili oldugunu gostermistir (Von Mehring
vd.,1890). Best ve arkadaslariin (1921) domuz hayvanlariyla yaptig1 bir ¢alismada
hayvanlarin pankreas organindan insiilini saflastirarak bir diyabet hastast olan Leonard
Thompson lizerinde tedavi amagl kullanarak basarili olmuslardir. Gelistirdikleri bu
tedavi yontemi sayesinde Nobel Tip Odiilii kazanmislardir (Atabek, 1973). Yillar boyu
stiren bu ¢aligmalara ve gelistirilen tedavi yontemlerine ragmen hala diyabet hastalig1
6liim oran1 nedenleri arasinda yer almaktadir. Istatistiksel olarak yapilan ¢alismalar bu
oranlar1 daha detayl olarak agiklamaktadir (Himsworth, 1936; Atabek, 1973; Akyurt,
2014).

Diyabet hastaligi ile ilgili gerceklestirilen incelemeler sonucunda 2002 yilinda bu
hastaliga yakalananlarin 200 milyon sayili insan1 agtig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
2030 yilinda diinya geneli i¢in 366 milyon kisinin bu hastaliktan etkilenecegi One
stiriilmiistiir (Tiirker vd., 2013).

Diyabet hastaliginin organizmada ortaya ¢ikardig1 olumsuz sonugclar i¢in pek ¢ok
mekanizma One siirlilmistiir. Bu mekanizmalar arasinda en dikkat ¢ekeni pro-oksidan
ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasiyla
ortaya c¢ikan oksidatif stresin diyabet hastaligina neden olmasidir. Dokularda artis
gosteren serbest radikaller protein, lipid ve niikleik asitlerle etkilesime girerek hiicre
membraninin biitiinligiinii kaybedip islevselligini yitirmesine ayni zamanda organik
molekiillerin yapt ve fonksiyonlarinda genetik mutasyonlarin olusmasina sebep
olmaktadir (Memisogullari, 2005). Bagirsaklarin mikrovillus olarak adlandirilan
bolgelerinde alfa-glukozidaz enzimleri bulunmaktadir. Monosakkaritlerin
bagirsaklardan rahatlikla emilmesini saglamak i¢in polisakkaritleri bu enzimler
pargalamaktadir (Mai vd., 2007). Kanda bulunan glukoz miktarinin optimum diizeyde
kalmas1 metabolizmada gorevli olan bir¢ok molekiiliin miktar1 ve g¢esitli

mekanizmalarin isleyisine baglidir (Inzucchi, 2003).
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2.4.1. Diyabetin Siniflandirilmasi

Yillardir = siiregelen aragtirmalarin  sonuglarina  dayali  olarak  kullanilan
simiflandirma sekilleri degisiklik gostermektedir. WHO ve Amerikan Diyabet Dernegi
(ADA) 1979 yilinda bu siniflandirmaya bir gilincelleme getirmistir. WHO ve ADA’nin
bilgilendirmesine gére DM, 4 ana grupta incelenmektedir. Bu gruplar; Tip 1 DM, Tip 2
DM, Gestasyonel DM ve diger spesifik tipler olarak siniflandirilmaktadir (ADA, 2018;
The Expert Committee on The Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003;
Gavin, 1998; Albert vd., 1998).

2.4.1.1. Tip | Diyabet

Insiiline bagimli diyabet (IDDM) olarak da adlandirilan diyabet cesidi pankreasin
Langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicrelerinin hasara ugrayarak insiilin hormonu
salgilayamamasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Karaman ve Elgin, 2016). Viral
hastaliklarin etkisi ile de olusabilen bu hastalik, bagisiklik sistemine de bagh
olabilmektedir (Akyurt, 2014). Cocuklarda daha sik rastlanmakla birlikte diger yaslarda
da goriilen bu hastalik bir anda olusabilmektedir. Susuzluk, kilo kaybi, polifaji gibi
etkileri olup hiperglisemi durumlarinda sinirsel belirtiler de goriilmektedir (Karaman ve
Elgin, 2016).

2.4.1.2. Tip Il Diyabet

Tip 2 DM insiiline bagimli degildir ve en sik rastlanan hastaliklar arasindadir.
Diyabet hastalarmin yaklasik %90-95’ini bu tip olusturmaktadir. Ozellikle obezite
hastalarinda bulunan hareketsizlik durumu insiilinin islevini etkilemektedir. Bununla
birlikte Langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicrelerinin ugradigi hasar sonucu
ortaya c¢ikabilecek fonksiyon bozukluklar: da bu hastalig: tetiklemektedir (Zimmet vd.,
2001). Cogunlukla 30’lu yaslar sonrasinda goriilen bu hastalia son zamanlarda ergen
ve geng yetiskin kisilerde de rastlanmaya baslanmistir. Bu tip hastalikta insiilin
hormonunun salgilanmasinda bir sorun yokken hiicre reseptorlerinde gelisen islevsel
bozukluktan dolayr hormonlara karsi direng olusmasi s6z konusudur (Biiyilikoztiirk,

1992).

2.4.1.3. Gestasyonel Diyabet
Glukoz intoleranst olarak da adlandirilan bu tip diyabet hamilelikte ortaya
cikmaktadir (American Diabetes Association, 2010). Asir1 kiloya sahip 25 yas iizeri

kadin olmak, hamilelikte dengesiz alinan kilo, anomalili bir bebek dogurmak bu tip
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hastaligin belirtileridir. Kalitsal olarak oOnceki nesillerinde bu hastaliga yakalanan
kisilerin olmas1 ve hamilelik boyunca idrarda tespit edilen glukoz fazlalig1 da bu riski
tagimaktadir (WHO, 2016). Bu hastaliga yakalanan kisilerin bebeklerinin 6lii dogma ve
sarithik  gecirme riski bulunmaktadir. Dogan bebeklerin ilerleyen yaslarinda
hastaliklarinin Tip 2 diyabete doniisme ihtimali yiiksektir. Bu sekilde hamilelik gegiren
kisilerin ise kanda kolesterol oraninin yiiksek olmasi, hamilelikte zehirlenme gegirmesi
ve diger infeksiyon hastaliklara yakalanabilme ihtimalinin diger hamile bireylere oranla

yiiksek oldugu bilinmektedir (Hartling vd., 2013).

2.4.1.4. Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet
Kimyasal maddelerden dolay1 olusan diyabet, genetik faktorler ile olusan diyabet,
ilag kaynakli olan rahatsizliklar, cesitli pankreas hastaliklari, insiilin islevinin

bozuklugunun neden oldugu diger hasarlar ve bagisiklik sisteminden kaynakli ortaya

c¢ikan enfeksiyonlardir (ADA, 2010).

2.4.2. Diyabetin Oksidatif Stres ile Tliskisi

Serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bulunan dengenin serbest radikaller
lehine bozulmasiyla oksidatif stres olugmaktadir. Ortaya c¢ikan bu etki diyabet
hastaliginin yol agtig1 hasarlarin olusmasina neden olmaktadir (Memisogullari, 2005).
Serbest radikallerin, diyabet olan kisilerin metabolizmasinda lipid peroksidasyonuna yol
actigt ve bu hastalifin ilerlemesine neden oldugu yapilan aragtirmalar sonucunda
bildirilmistir (Pitkanen vd., 1992). Konjuge dienler ve tiyobarbitiiriik asit (TBARS) gibi
reaktif maddelerin artis1 diyabet hastalarinda goriinen bir durumdur. S6z konusu bu artig
oldugunda diyabet hastasi bireyin metabolizmasinda mevcut bir takim antioksidan
molekiillerin miktarinin azaldig1 gozlemlenmistir. Antioksidanlarin azalmasi ile serbest
radikaller lehine bozulan denge oksidatif stresin bu hastalikta etkisi oldugunu
gostermektedir (Memisogullari, 2005). Baz1 c¢alismalarda, 8-hidroksi deoksiguanozin
(8-OHdG) olarak adlandirilan molekiiller oksidatif stresin varligini ortaya koyan yani
belirteci olarak kullanilan molekiiller olarak rapor edilmistir. Deney hayvanlarindan
yararlanilarak yapilan bir ¢alismada ratlarda diyabet olusturularak bu belirte¢ ile
oksidatif stres varligir arastirilmistir. Deneyler sonucunda belirtecin miktarinda artis
oldugu sonucuna ulagilmig ve diyabet hastaligt komplikasyonlarinin serbest
radikallerinin olusumuna neden oldugu kanitlanmistir (Akyurt, 2014). Kas hiicrelerinin
kullanildig1 baska bir ¢alismada ise hiicrelerin glukoz konsantrasyonu yliksek bir ortama

birakildigir ve hiicrelerde oksidatif stres basladigr gézlemlenmistir. Literatiirde su ana
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kadar yapilan ¢alismalar kanda bulunan yiiksek miktarda glukozun oksidatif stresin

olusumu ile ilgisi oldugunu kanitlamaktadir (Robertson vd., 2004).

2.4.3. Diyabetin Tedavisinde Antidiyabetik ilaclar

Tip 2 DM, alfa-glukozidaz1 inhibe eden molekiiller, kanda bulunan seker
miktarin1 smirlandiran diyet bi¢cimi ve mikrovilluslardaki emilim oranini diisiiren
molekiiller ile tedavi edilmektedir (Akyurt, 2014). Bu tedavilerin yani sira egzersiz ve
spor yapmak da diyabet hastasi kisilerin yapmasi1 gerekenler arasinda yer almalidir
(ADA, 2019).

Antidiyabetik ilaglarin kullanimi yapilan diger tedavilerin yaninda Tip 2 DM
hastalarina uygulanmaktadir. Bu ilaglar arasinda alfa-glukozidaz inhibitorleri, insiilin
salgilatict molekiiller ve insulinomimetikler yer almaktadir. Hastaligin ilk zamanlarinda
kullanilan antidiyabetik ilaglar faydali olsa da diyabet hastaliginin bir siire sonra bu
ilaglardan fayda goriilmedigi i¢in hasta kisilere kombine ilag tedavileri uygulanmaktadir

(TEMD, 2019).

2.5. Enzimler

Enzimler, birbirinden farkli aktivitelere sahip olan ve sadece birkag tanesi dahil
olmamak iizere protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Bu molekiiller, canlh
metabolizmasinda birgok reaksiyonun meydana gelmesinde ve bunun sonucunda
istenilen {riiniin olusmasinda goérev alirlar. Canli hayati i¢in biliylik 6nem tasiyan
enzimler biyolojik sistemlerde reaksiyonlarin hizli sekilde ger¢eklesmesini saglar. Eger
enzimler aktivitelerini yerine getiremez ise biyolojik olaylar aksar ve canli hayati
tehlikeye girer (Price, 1982). Enzimler dogal oldugu i¢in katalitik aktiviteleri ¢ok
yiiksektir. Enzimlerin etkileri ile meydana gelen reaksiyonlarin sonucunda ortaya ¢ikan
molekiillere iiriin denir. Uriinleri meydana getirirken etki ettikleri molekiiller substrat
olarak adlandirilir. Sadece kendi substrati ile uyumlu olan enzimler hizli bir sekilde
iriini olugturmay1 hedefler (Nelson, 2005). Yapilan arastirmalar sonucunda ortaya
cikan genetik hastaliklarin ¢cogunun kaynaginin gerekli enzimlerin eksikliginden dolay1
oldugu belirtilmektedir. Bir enzimin eksikligi veya aktivitesini yerine getirememesinin
birtakim sonuglara yol actig1 gibi aktivitesi ¢ok yiiksek olan enzimler de bazi sorunlarin
ortaya c¢ikmasina neden olabilmektedir. Bundan hareketle bazi hastaliklara 6zel ilag
tiretimlerinde s6z konusu ilacin etken maddesinin enzimle uyumlu olmasi esas alinarak
aktivitesi yiiksek olan enzimlerin bu ilagla baskilanmasi ve inhibe edilmesi yoluyla
gelistirilmektedir (Price, 1982).
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2.5.1. Enzim Inhibisyonunun Ila¢ Uretimindeki Onemi

Enzimlerin aktivitelerini yerine getirmesini engellemek amaciyla gelistirilen
molekiiller enzim inhibitorleridir. Bazi durumlarda enzimlerin aktivitesinin
durdurulmasi biyolojik sistemlerde hayati Oonem tagimaktadir. Bu yiizden enzim
inhibitorlerinin ilag sektoriindeki yeri biiyilk 6nem tagimaktadir. Enzimler ve
inhibitorleri lizerinde yapilan incelemeler hem metabolizmadaki biyolojik olaylarin
kavranmasini hem de bu molekiillerin yapisinin ve mekanizmasinin anlasilmasini saglar
(Nelson, 2005; Bilen, 2019). Enzim aktivitelerinin énemli oldugu gibi aktivitelerinin
engellenme mekanizmalar1 da onemlidir. Bir enzimi inhibe etmek biyolojik sistemde
gerceklesecek bir hasar1 engelleyebilir, metabolizmada istenmeyen bir molekiiliin
ortadan kaldirilmasini saglayabilir. Bu nedenle ilag¢ sektdriinde kullanilan asil molekiil
enzim inhibitdrleridir. Ilag sektorii ile ilgili arastirmalarin ¢ogu inhibisyon olay1 iizerine
yonelmistir. ilag iiretimlerinde kullanilacak olan enzim inhibitérlerinin s6z konusu olan
enzime tamamen uyumlu olmasi gerekmektedir. Bu durum iiretilen ilacin kullanilmasi
durumunda viicutta olugturacagi toksisiteyi en aza indirmek bakimindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir (Colak, 2014). Tim bunlar dikkate alindiginda, son yillarda yapilan
calismalar 1s183inda enzim inhibitorlerinin dogal kaynaklardan iiretilmesinin saglik

acisindan 6nemli oldugu bilimsel bir gergektir.

2.5.2. Alfa-glukozidaz (E.C:3.2.1.20)

Dogada bulunan en 6nemli enzim smiflarindan biri alfa-glukozidazlardir. Bu
enzimler alfa-amilazlarla iligkili olarak ¢alismaktadirlar. Enzimlerin nerden tretildigine
bagli olarak ihtiyaclar1 olan sicaklik ve pH faktorlerinin degerleri degisiklik
gostermektedir. Alfa-glukozidaz enzimi karbonhidratlar1 olusturan molekiillerin
arasindaki baglar iizerinde aktivasyon gosteren en Onemli enzimlerindendir.
Karbonhidrat molekiillerinin monosakkaritlere kadar ayrilmasini katalizler. Baz1 biiyiik
molekiillerin diger grup enzimler tarafindan hidroliz edilerek olusturulmus olan
oligosakkaritlerin 0-1,4 baglarin1 bu enzimler katalizler. Bununla birlikte alfa-
glukozidazlarin katalizledigi reaksiyonlar geri doniisiimlii reaksiyonlardir (Bourne ve

Henrissat, 2001; Coleri, 2007).

2.6. Robinia Tiirleri
Anavatant Kuzey Amerika olan ve hemen hemen 20 civarinda tiirii olan Robina
cinsi bitkilerin ¢ogu siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Yetisme kosullar1 olarak segici

olmayip genel olarak her toprakta yetistirilebilirler. Bununla birlikte hava kirliligine
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kars1 direngleri bulunmaktadir. Goriintiisii bakimindan park diizenlemelerinde siklikla
kullanilan bu cins bitkiler kokulu ve renkleri bakimindan dikkat c¢ekicidirler. Cok hizl
gelisim gosteren tiirleri bulundugundan bazen orman agaci olarak da yetistirilmektedir.
Cigekleri bal arilar1 i¢in gida deposu gorevi tasidigindan aricilikta onemli yeri
bulunmaktadir. Jean Robin tarafindan iilkeye getirilen bu bitki tiirii daha sonra yol
kenarlarinda ve istasyon kenarlarinda dikilerek Avrupa’ya dogru yayilim gostermistir
(Yaltirik, 2000).

Robinia tiirleri Tiirkiye’de “Diken Agact” ve “Salkim Agac1” gibi isimlerle de
taninmaktadir. Genellikle Fabaceae familyasinin bitkilerine ait olan bir 6zellik olarak
kok uglarinda mikorizalar bulunmaktadir. Bu mikoriza yapilart serbest azotlar1 tespit
etmektedirler ve bu 6zellik sayesinde 1slah calismalarinda énemli bir yere sahiptir (1.
Turna ve H. Turna, 2000). Bu bitki tiirlerinin kabugunun ¢iftlik hayvanlar1 i¢in zehirli
oldugu bilinmekte ve yapraklart boya tiretiminde kullanilmaktadir. Odununun dekoratif
olmasi sayesinde mobilya, miizik aletleri ve oymacilik gibi alanlarda da
kullanilmaktadir (Yaltirik, 2000).

2.6.1. Robinia pseudoacacia L.

Beyaz ¢igekli yalanci akasya olarak bilinen Robinia pseudoacacia L. ¢ok yillik bir
bitki olup, Fabaceae familyasina aittir. Anavatan olarak Amerika’nin dogu kisimlarinda
yayihm gostermektedir (Hazar vd., 2020) Tiirkiye’de; Artvin, Istanbul, Sakarya’da
ormanlik yerlerde, genellikle Karadeniz kiy1 seritlerinde, yol kenarlarinda dogal olarak
yetismektedir. Uzunlugu ortalama olarak 15 m’dir ve en fazla 20-30 metreye kadar
ulasabilmektedir. Govdesi catlakli ve rengi koyu gri-kahverengidir. Dallar kiigiik ve
dikenli yapraklar1 ise bilesik seklinde 7-19 oval yaprakgiktan olusmaktadir. 2-4 cm
uzunlugunda, 1-2 cm genisliginde ve yesil renkli olan yaprakg¢iklar elips seklinde ve
uclart sivridir. Cigekleri kokulu, yan durumlu, yogun salkim sarkik ve nektar
bakimindan zengindir. Canak yapraklari ¢can seklinde birlesik, agik yesil, ta¢ yapraklari
beyaz renklidir (Cekiil, t.y.). Cigeklenme zaman1 bahar aylariin basi ile yaz aylarinin
bas1 olan nisan ve haziran aylar1 arasinda yayilim gostermektedir (Bahgesel, t.y.). Sekil
4’te Robinia pseudoacacia L.’nin gorseli yer almaktadir.

Robinia pseudoacacia L. ile ilgili yapilan bir ¢alismada flavonoid ve saponin
iceriklerinin 6nemli Olciide yiliksek oldugu bildirilmistir (Jia vd., 2017). Baska bir
caligmada ise Rrobinia pseudoacacia tiirtinden elde edilen bitki oziitlerinden yapilan

deneylerle fenolik igerigi tespit edilmis ve ORAC (Oksijen Radikali Absorbans
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Kapasitesi) testi yapilarak yliksek antioksidan aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir
(Katiki vd., 2013).

Arastirmalarda, bitkisel ilag¢ alternatifi iiretebilmek i¢in yapilan biyolojik aktivite
analizlerinin en oOnemlilerinden biri de enzim inhibisyonu aktivitesi analizleridir.
Boylece canli metabolizmasinda dengeyi saglayabilmek icin ¢esitli enzimlerin belirli
miktarlarda inhibe edilmesi birgok hastaligin tedavisine yardimci olmaktadir. Bir
calisma da Robinia pseudoacacia bitkisinin metanol iginde ¢oziilmiis Oziitlerinin
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerini inhibisyon aktivitesi incelenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda Robinia pseudoacacia oziitiiniin biitirilkolinesteraz daha
yiikksek olmak {izere iki enzimde de inhibisyon aktivitesi gosterdigini ve detayli
calismalar sonucunda Alzheimer tedavisinde alternatif bir iiriin olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Orhan vd., 2004).

Sekil 4. Robinia pseodoacacia L. (Serapark, t.y.).

2.6.2. Robinia hispida L.

Fabaceae familyasina ait olan bir bagka Robinia tiirii; pembe ¢igekli giil akasya
olarak bilinen Robinia hispida L.’dir. Bu bitki ormanlik alanlarda yayilim gosterir ve
ortalama 3 m uzunlugunda olup, 5 m’ye kadar ulasabilmektedir. Govdesi agik gri-
kahverengi olup catlaklidir. Dallar seyrek, yapraklar bilesik ve diiz kenarlidir. Yaprak
dizilisi olarak almasik yapiya sahip olan bitkinin tily Ortiisii bulunmaktadir. Yapraklar
yaklasik 25 cm uzunluguna sahiptir ve 13 ya da daha fazla yaprak¢ik bulundurmaktadir.
Cigekleri pembe renkte, yan durumlu, sarkik, gevsek salkimli 1,5-2 cm boyunda ve

canak yapraklari ¢an seklinde birlesiktir. Cigeklenme zamani mayis ve temmuz aylari

18



arasinda yayilim gostermektedir (Bahgesel, t.y.). Sekil 5’te Robinia hispida L.’nin
gorseli yer almaktadir.

Robinia hispida tiirtine iliskin smirhi sayida calisma olup, incelendigi bir
calismada Robinia hispida ve Robinia pseudoacacia tiirlerine ait ¢iceklerde
glikozillenmis flavonoidlerin karakterize edilmesi ig¢in bir LC-Q-TOF-MS metodu
gelistirilmis, toplam 44 glikozillenmis flavonoid tespit edilmistir (Ma vd., 2021).
Yapilan bir baska ¢aligmada yine bu iki tiirlin gigeklerine ait 6ziitlerin fenolik asitler
bakimindan zengin oldugu, énemli dl¢iide toplam polifenol ve flavonoid igerigine sahip
oldugu belirlenmistir. Ayni c¢alisma kapsaminda Robinia hispida’nin antioksidan
aktivitesinin tespiti i¢in ABTS (2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonikasit))
serbest radikal siipiirme giicii analizi yapilmis ve yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Hallmann, 2020).

Sekil 5. Robinia hispida L. (Gibbons, 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet, Cihaz ve Malzemeler

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Adi Markasi

Agilent 1260 Series Degasser (Gaz giderici)
Agilent 1100 Series Quad Pump (Dortlii pompa)
Agilent 1100 Series VWD

(Ultra Viyole dedektor)

Agilent 1200 Series DAD

(Diyot serili dedektor)

LC-MS/MS
(S1v1 Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi)

ICP-MS (indiiktif Eslesmis

Plazma-Kiitle Spektroskopisi) Agilent Technologies

Cis, Hichrom (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um
partikiil)

RK103H, Bandelin Sonorex, 140/560W, 35 kHz,
HeinrichstraPe, Berlin, Germany

Kolon

Ultrasonik Banyo

UV-vis spektrofotometre Shimadzu UV-1800, Japan
Renk 6l¢iim cihazi Konica Minolta, CR-400, Japonya
pH metre Hanna pH 211

Ohaus, Pioneer TM Balances, PA214C,
Parsippany, NJ, USA
IKA® Works, MS1 Mini-shaker vortex, Inc.,

Analitik terazi

Vorteks karistirict

USA
- .. ) IKA-Werke M20, GmbH & Co.KG, Staufen,
Ogiitme degirmeni

Germany
Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial Laboratory Blender, USA
Santrifiij Centurion Scientific K2015R, UK
Isiticili manyetik karistirict Wisestir, SMSH-6, Daihan
Otomatik mikropipet Eppendorf, Research Plus, Germany
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik
Etiiv Elektromag M6040-P

Tablo 2’de analizlerde kullanilan cihazlar ve markalar1 yer almaktadir. Bunlarin
yant sira analizlerde; plastik (mikrokiilt) ve kuvarz yart mikro (Isolab, Germany)
spektrofotometre kiivetleri, santrifiij tiipleri (Isolab, Germany), siizgec/filtre kagitlari
(Whatman No.1), deney tiipleri ve diger cam malzemeler (meziir, beher, erlen, huni vb.)

kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar
Analizlerde ve bitki ekstraktlarinin hazirlanmasinda kullanilan analitik safliktaki

cesitli ¢oziiciiler (etanol, metanol, aseton, asetonitril, dimetil siilfoksit) Isolab ve Sigma-



Merck firmalarindan satin alinmistir. Biyoaktivite analizlerinde kullanilan Folin-
ciocalteu reaktifi, sodyum asetat trihidrat, gallik asit, Troloks® (6-hidroksil-, 5, 7, 8,
tetramethilikroman-2-karboksilik asit), neocuproin, 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin- 6-
stilfonat (ABTS), 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), sodyum karbonat (Na.COs),
asetik asit, hidroklorik asit, aliiminyum kloriir (AICl3z), sodyum nitrit (NaNO3), sodyum
hidroksit (NaOH), potasyum persiilfat (K2S20s), demir (III) kloriir (FeCls), bakir (II)
kloriir (CuCl2), amonyum asetat (NHsAc), 2,4,6-tripiridil-triazin (TPTZ), alfa-
glukozidaz enzimi, indirgenmis L-glutatyon ve p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid Sigma-

Merck firmasindan satin alinmistir.

3.3. Bitkilerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilmak iizere akasyalarin c¢iceklenme doneminde (Maysis,
2021) Giimiigshane’nin merkezine bagli Baglarbagi mahallesinde bulunan Robinia
pseudoacacia (beyaz ¢icekli akasya) ve Robinia hispida (pembe cigekli akasya)
agaclarindan cicekler yapraklariyla birlikte toplanmistir. Toplanan bitkilere ait gorseller
Sekil 6’da yer almaktadir. Beyaz ve pembe akasyanin toplandig: yerlere ait koordinatlar

strastyla; 40°25'49.0"N 39°31' 04.8"E ve 40°26' 19.3"N 39°30' 53.9"E.

Sekil 6. Robinia pseudoacacia (beyaz akasya) ve Robinia hispida (pembe akasya)

Toplanan ¢igekler ve yapraklar birbirinden ayrildiktan sonra tabaka halindeki
filtre kagitlarina serilerek 2 giin oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 giin boyunca
etiivde 50°C’de kurutuldu. Kuruyan ¢i¢cek ve yapraklar 6glitme degirmeninde toz haline
getirildi, cam kavanozlara koyulduktan sonra agzi sikica kapatildi ve kodlandi.
Ardindan analizlerde kullanilmak iizere buzdolabina (+4°C) kaldirildi. Toz halindeki
cicekler ve yapraklar Sekil 7°de goriilmektedir. Beyaz ¢igek BC, beyaz yaprak BY,
pembe ¢icek PC, pembe yaprak PY olarak kodlandi.
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Sekil 7. Toz haline getirilmis ¢i¢ek ve yaprak kisimlari

Ekstraksiyona baglamadan o6nce asagida belirtilen ¢oziiciiler hazirlandi:

%90’lik; etanol/metanol/aseton/dimetil stilfoksit

%70’1ik; etanol/metanol/aseton/dimetil stilfoksit

%50’1ik etanol/metanol/aseton/dimetil siilfoksit kullanilmistir.

Santrifiij tiiplerine hassas terazide toz halindeki ¢igek ve yaprak numunelerinden
I’er gram tartildi. Her tiipe 25 mL kendi ¢oziiciisii eklenerek vortekslendi. Sonrasinda
ultrasonik banyoda sik sik sicaklik kontrolii yapilarak 40°C’de 10+10+10 olacak sekilde
toplam 30 dk ekstrakte edildi (Altemimi vd., 2015). Ultrasonik banyo islemi Sekil 8’de

gosterilmektedir.

Sekil 8. Ultrasonik banyo ile ekstraksiyon islemi

Ultrasonik banyodan alinan ornekler 5000 rpm’de ve 5°C’de 5 dk boyunca

santrifiij edildi (Wang vd., 2021). Aktarilacak tiipler hazirland1 ve santriflij sonrasi
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ornekler stizgeg kagidi ile farkl tiiplere siiziildii (Sekil 9). Ekstraktlarin son hacmi kendi
coziiciileri ile 20 mL’ye tamamlandi ve Tablo 3’te gdsterilen kodlamalar yapilarak agzi

kapakli cam tiiplere aktarildiktan sonra buzdolabina (-18°C) kaldirildu.

Sekil 9. Santrifiij sonrasi siizme islemi ve elde edilen oziitler

Tablo 3. Farkli ¢oziiciilerle elde edilmis bitki 6ziitlerinin kodlar1
Beyaz Akasya (Robinia pseudoacacia) Pembe Akasya (Robinia hispida)

s Coziicu - Cozicu

El'str‘::l konst*  Coziicii Eg?u””e li'stgl konst*  Céziicii Egg"u“ne
(%) (%)

Cicek 50 Aseton  B-1 Cicek 50 Aseton  P-1
70 B-2 70 P-2
90 B-3 90 P-3

Cigek 50 Etanol B-4 Cicek 50 Etanol P-4
70 B-5 70 P-5
90 B-6 90 P-6

Cigek 50 Metanol B-7 Cicek 50 Metanol P-7
70 B-8 70 P-8
90 B-9 90 P-9

Cicek 50 DMSO B-10 Cicek 50 DMSO P-10
70 B-11 70 P-11
90 B-12 90 P-12

Yaprak 50 Aseton  B-13 Yaprak 50 Aseton  P-13
70 B-14 70 P-14
90 B-15 90 P-15

Yaprak 50 Etanol  B-16 Yaprak 50 Etanol  P-16
70 B-17 70 P-17
90 B-18 90 P-18
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Tablo 3. (Devami)

Beyaz Akasya (Robinia pseudoacacia) Pembe Akasya (Robinia hispida)
I Coziici o Coziici
Ellstrﬁ konst.*  Coziicii Eggnuune E’l ':;'1 konst.*  Coziici Eggnuune
(%) (%)
Yaprak 50 Metanol B-19 Yaprak 50 Metanol P-19
70 B-20 70 P-20
90 B-21 90 P-21
Yaprak 50 DMSO B-22 Yaprak 50 DMSO P-22
70 B-23 70 P-23
90 B-24 90 P-24

*Kkonst.: Konsantrasyon

3.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini (TPC)

Bu yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda mor-menekse renkli kompleks olusturmasi esasina dayanr.
Bu kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve Singleton, 1977).

Numunelerdeki toplam fenolik madde miktarlari, kolorimetrik olarak tayin
edilecegi i¢in Oncelikle seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100,
200, 400, 500, 1000 png/mL) standart olarak kullanilan gallik asit hazirland1 ve calisildi.
Analiz i¢in tiiplere; 100 pL numune/standart ¢ozeltisi eklendi. Sonrasinda 500 uL Folin-
Ciocaltaeu reaktifi eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda karanlikta 5 dk bekletildi.
Bekleme sonras1 400 uL Na,COs ¢ozeltisi eklenerek tekrar vortekslendi ve {izerine 4
mL saf su eklendi. Tekrar oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrede 765 nm’de absorbanslar okundu.

3.5. Toplam Flavonoid Madde Miktar:1 Tayini (TFC)

Toplam flavonoid igerigi (TFC), aliiminyum kloriir (AlICls) kolorimetrik metodu
kullanilarak belirlendi. Metodun prensibi, AICI3’iin flavonlar ve flavonollerin C-4 keto
grubu ve C-3 veya C-5 hidroksil gruplari ile asitte kararli kompleksler olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Buna ek olarak, AlCIs, flavonoidlerin A- veya B- halkalarinin
orto-dihidroksil gruplar ile de kompleks olusturmaktadir. Sonuglar standart flavonoid
madde olan kuersetin veya katesin es degeri olarak verilmektedir (Chang vd., 2002).

Standart olarak katesin kullanildi ve analiz i¢in tiiplere; 250 pL. numune/katesin
eklendi. Uzerine 1.25 mL saf su ve 75 pL %5’lik NaNO; ¢ozeltisi eklendi ve
vortekslenerk 6 dakika karanlik alanda beklemeye birakildi. Ardindan 150 uL %10°luk
AICIs ¢ozeltisi eklendi ve tekrar vortekslenerek 5 dakika beklemeye birakildi. Son
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olarak 0.5 mL 1 M NaOH ilave edildi ve toplam hacim, saf su ile 2.5 mL'ye

tamamlandi. Sonrasinda spektrofotometrede 510 nm’de absorbanslar okundu.

3.6. Bitkilerin Antioksidan Iceriklerinin Belirlenmesi

3.6.1. ABTS™ Radikali Temizleme Yontemi

Re vd. (1999) tarafindan gelistirilen yontem ABTS radikali temizleme aktivitesi
testi modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yontem, c¢esitli maddelerin antioksidan
kapasitelerinin, Troloks® esdeger kapasitesi (TEAC) acgisindan ABTS™ radikalini
kullanarak belirlenmesine dayanmaktadir (Re vd., 1999).

Stok ABTS soliisyonunu hazirlamak igin 5mL, 7 mM ABTS" radikal katyon
sollisyonuna 5 mL, 2.45 mM potasyum persiilfat soliisyonu eklenerek karistirildi ve
karanlikta oda sicakliginda 16 saat bekletildi. Daha sonra mavi-yesil ¢ozeltinin
absorbans1 734 nm’de 0.70 (£ 0.02) AU'ya ayarlanana kadar etanol ile seyreltildi.
Standart olarak Troloks® kullanildi ve bir kalibrasyon grafigi elde etmek icin etanol ile
farkli konsantrasyonlara seyreltildi (25, 50, 100, 200, 400 pg/mL). Analiz i¢in tiiplere
50 pL standart/numune eklendi ve tizerine 1950 pL ABTS soliisyonu eklenerek
karistirildi ve vortekslendi. Sonrasinda 6 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta

birakild. inkiibasyon siiresinin sonunda absorbanslar 734 nm’de okundu.

3.6.2. DPPH-« Radikali Temizleme Yontemi

Bu analiz i¢in Brand-Williams vd. (1995) tarafindan gelistirilen yontem modifiye
edilerek kullanildi. 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), mor renkli bir organik azot
radikalidir. 515 nm’de maksimum UV-vis absorpsiyonuna sahiptir. Antioksidan
molekiille reaksiyona girdiginde indirgenir ve ¢ozelti igerisinde rengi agik sartya doner
(Brand-Williams vd., 1995).
DPPH analizi i¢in dncelikle manyetik karistiric1 tizerinde DPPH soliisyonu hazirlandi.
Standart olarak Troloks® kullamldi. Tiiplere 3.9 mL DPPH c¢ozeltisi ve 0.1 mL
standart/numune ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Karisimlar 60 dakika boyunca oda
sicakliginda karanlikta birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda absorbanslar 515 nm’de

okundu.

3.6.3. Demir (Fe*d) indirgeyici Giic Yontemi (FRAP)
Benzie ve Strain (1996) tarafindan TPTZ kullanilarak gelistirilen yontem

kullanildi. Bu yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin dolayli olarak toplam
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+390e

indirgeme potansiyelini gostermektedir. Fe*¥iin Fe'?’

ye indirgenmesi ile 595 nm’de
maksimum absorbans veren K3z(Fe)CNes renkli kompleksi olusmaktadir (Benzie ve
Strain, 1996).

Standart olarak Troloks® kullanildi ve analiz i¢in 6ncelikle demir tuzu radikal ¢ozeltisi
hazirlandi. pH 3.6’da sulu asetat tamponu, FeCls ¢6zeltisi ve TPTZ (2,4,6-tripiridiller-
triazin) ¢ozeltileri sirasiyla 10:1:1 oraninda karistirilarak [Fe(III)(TPTZ)2Clz] demir
tuzu radikal ¢ozeltisi olusturuldu. Ardindan tiiplere 1950 pL radikal ¢ozeltisi ve 50 uL
standart/numune eklendi ve vortekslendi. Sonrasinda 20 dakika boyunca oda
sicakliginda karanlikta birakildi. Bekleme siiresi sonrasinda absorbanslar 595 nm’de

okundu.

3.6.4. Cu*2Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Bu analiz i¢in Apak vd. (2004) gelistirdigi yontem kullanildi. Bu yontemde, 2.9-
dimetil-1.10-fenantrolin  (Neokuproin-Nc¢)’in Cu (II) ile olusturdugu bakir (II)-
neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir (I)-
neokuproin [Cu(l)-Nc] selatina indirgenmesi yeteneginden yararlanarak antioksidan
kapasite hesapland1 (Apak vd., 2004).
Standart olarak Troloks® kullanildi. Oncelikle test tiiplerine 500 uL CuClz, 500 pL
neocuproine ve 500 pL NHsAc eklendi. Uzerine 100 pL standart/numune eklendi.
Sonrasinda 450 pL saf su eklenerek vortekslendi. Oda sicakliginda 20 dk bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 450 nm’de absorbanslar 6lgiildii.

3.7. Bitkilerin Antidiyabetik Etkilerinin Belirlenmesi

Enzim  inhibisyonu analizinde;  a-glukozidaz inhibisyon  aktivitesini
degerlendirmek i¢in Tao vd.’nin kullandig1 yontem uygulanmistir (Tao vd., 2013). Bu
yontemde, o-glukozidaz aktivitesi, a-glukozidazin, p-nitrofenil-a-D-glukopiranosidi
hidrolize ederek, mevcut o-glukozidaz aktivitesiyle orantili bir kolorimetrik {iriin
olusumuyla sonuglanan bir reaksiyonla belirlenir. Numunelerin a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi 405 nm'deki absorbans degisiklikleri gozlemlenerek her oOrnek farkli
konsantrasyonlarda c¢aligilarak ICso degerleri hesaplandi.

Analizde kullanilmak iizere enzimi seyreltmek i¢in 0,1 mM sodyum fosfat
tamponu hazirland1 ve enzim 1:100 oraninda seyreltildi. Aktivite 6lgme igleminde
kullanmak i¢in de 0.1 M sodyum fosfat tamponu hazirlandi. Test tiiplerine 730 pL saf
su, 200 pL 0.1 M tampon, 20 pL enzim ve numune (her seferinde farkl

konsantrasyonlarda) eklendi. Ardindan substrat olarak 50 pL p-nitrofenil-a-D-
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glukopiranosid eklenerek 3 dk sonra 405 nm’de absorbans 6lgiimii yapildi. Kontrol

tiiplerine numune disinda tiim pipetlemeler saglanarak Sl¢iim yapildi.

3.8. Bitki Oziitlerinde HPLC-MS/MS Analizi

Akasya cicek ve yapraklarinda fenolik ve flavonoid bilesenler LC-MS/MS (S1v1
kromatografisi- kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi) yontemi ile hizmet alimi
karsiiginda TUBITAK-MAM tarafindan gergeklestirilmistir.

3.8.1. LC-MS/MS Sartlan

Akasya numunelerinin  LC-MS/MS analizleri hizmet alimi karsiliginda
TUBITAK-MAM tarafindan gergeklestirilmistir. Sistem Agilent 1260 serisi LC ve
buna kombine edilen Agilent 6460Triple Quad LC-MS Jet Stream’den (AJS/ESI)
olugmaktadir. Analizde kiitle spektroskopi (MS) metodunda iyon kaynagi olarak
elektrosprey iyonlasma (ESI) modu kullanilmistir. Tyonizasyonda hem pozitif hem de
negatif iyonizasyondan yararlanilmistir. Analiz i¢in Eclipse Plus Phenyl Hexyl
(4.6*150mm 3.5um) kromatografi kolonu kullanilmistir. Analiz 6ncesinde numuneler
0.22 pL siringa filtresinden gecirildikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon
hacmi 20pL, akis hizi 0.5 mL/dk ve kolon firim1 sicakligi 40°C’dir. Mobil faz
cozeltileri olarak 1 mM amonyum format (A) ve metanol:asetonitril karisimi (65/35)

(B) kullanilmistir. Gradient program Tablo 4’teki gibidir.

Tablo 4. LC analizinde kullanilan gradient akis programi

Zzaman (dk) A (%) B (%) Akis (mL/dk) Sﬁfll;f‘(f;r)n basing
0.0 95.0 5.0 0.50 500.00
1.0 95.0 5.0 0.50 500.00
30.0 0.0 100.0 0.50 500.00
31.0 95.0 5.0 0.50 500.00
200 95.0 5.0 0.50 500.00

LC/MS-MS cihazi ile yapilan analizde numunelerde dimetoksisinamik asit,
hidroksibenzoik asit, apigenin, biochanin, kafeik asit, klorojenik asit, sinnamik asit,
kumarik asit, daidzein, ellagik asit, emodin, ferulik asit, gallik asit, genistisie asit,
hesperidin, kaempherol, luteolin, m- kumarik asit, miristik asit, naringenin, oksalik
asit, p-kumarik asit, pinobankstin, pinostrobin, protokateuik asit, kuersetin, rosmarinik
asit, sinapik asit, siiksinik asit, siringik asit, tartarik asit, trans-sinnamik asit, vanilik

asit standartlarinin varlig1 nitel ve nicel olarak arastirtlmistir.
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ESI i¢in optimal kosullar su sekildedir: 350°C'de 10 mL/dk gaz akisi, 400°C'de
10 mL/dk'da sheath gazi akisi; 45 psi'lik nebulizatér basinci. Yiiriitmede pozitif ve

negatif modlar 3500 V kapiler voltaji ve 500 V nozzle voltaji olarak ayarlanmistir.

3.9. Bitki Oziitlerinde Renk Analizi

Akasya oOziitlerinin renk degerleri (L*, a* ve b*) bir kolorimetre cihazi (Konica
Minolta, CR400, Japonya) kullanilarak Olclilmistiir. Okuma sirasinda kabin orta
noktasina cihaz tam diiz bir sekilde yerlestirilerek okuma yapildi. Her bir deger i¢in {i¢
Olclim yapilarak ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmaistir.

Numune olarak beyaz ve pembe akasyalarin c¢icek ve yapraklarinin farkli
polaritelerdeki 4 c¢oziiclinlin (l.aseton, 2.etanol, 3.metanol, 4.DMSO) c¢esitli

konsantrasyonlarindaki (%50-70-90) 6ziitleri kullanilmustir.

3.10. Bitki Oziitlerinde ICP-MS Analizi

Akasya ¢icek ve yapraklarinda mineral analizi ICP-MS (Indiiktif Eslesmis
Plazma-Kiitle Spektroskopisi) yontemi ile hizmet alimi karsihiginda BAP projesi
kapsaminda  Giimiishane Universitesi Merkezi Arastirma  Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.10.1. ICP-MS Sartlar

Akasya numunelerinin ICP-MS analizi hizmet alimi karsiliginda BAP projesi
kapsaminda gergeklestirilmistir. Agilent 7700 Serisi kullanilmigtir. Gaz olarak argon ve
argon gaz basinci1 500-700 kPa olarak kullanilmistir. Helyum gaz basinci; 90-130 kPa,
tastyic gaz akis orant; 0.99 L/dk, helyum gaz akig orani; 4.5 mL/dKk, plazma gaz akis
orani; 15 L/dk olarak uygulanmigtir. Plazma Giicii 1550 W olarak belirlenmistir. Su
sicakligi 15-45°C ve sprey chamber sicakligi: 2 °C olarak kullanilmigtir. Plazma modu;
Low Matrix, nebulizer pompa hizi; 0.3 rps olarak ayarlanmistir. Numune alimi 42 sn ve
stabilize 45 sn olarak belirlenmistir. Entegrasyon zamani ise 0.1-1.0 sn/Point olarak
kullanilmastir.

ICP-MS cihazi ile yapilan analizde numunelerde lityum, sodyum, magnezyum,
aliminyum, potasyum, kalsiyum, vanadyum, krom, manganez, demir, kobalt, nikel,
bakir, ¢inko, arsenik, selenyum, rubidyum, stronsiyum, giimiis, kadmiyum, sezyum,

baryum, kursun ve bizmut elementlerinin icerikleri arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Bulgulari
Toplam fenolik madde tayini yonteminde standart olarak gallik asit
kullanilmistir. 765 nm’de gallik asit konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans

degerlerine ait standart kalibrasyon grafigi Sekil 10’da verilmistir.
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Sekil 10. Toplam fenolik madde tayini yonteminde gallik asitin standart kalibrasyon
grafigi

Bitki oziitlerinde toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri cinsinden
hesaplanmistir. 100 mL 6ziitte esdeger miktarda pg gallik asit y = 0.0021x + 0.0147
denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir. Grafikler Sekil 11 ve Sekil 12’de

verilmistir.
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Sekil 11. Bitkilerin ¢igek 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarlari1 (mg/100g 6ziit)
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Sekil 12. Bitkilerin yaprak 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarlar1 (100 g 6ziitteki
mg gallik asit esdeger miktar)

Bitki oOziitlerinin yapraklarina ait fenolik madde miktarlar1 c¢igeklere oranla
olduke¢a yiiksektir. Ayn1 konsantrasyon ve ¢oziicii tipleri agisindan karsilastirildiginda
genel olarak pembe akasya Oziitleri beyaz akasya Oziitlerinden daha fazla miktarda
fenolik madde icermektedir. Cigek ve yapraklarda ¢oziici tipi etkisi
karsilastirildiginda: DMSO > aseton ~ metanol ~ etanol olarak siralanabilir.

Coziicii tipinin yani sira ¢oziicii konsantrasyonun fenolik madde miktarina
etkisine de bakilmistir. Aseton ve etanollii ekstraktlarda ¢oziicii konsantrasyonu
arttikca ekstrakte edilen fenolik madde miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir. DMSO
¢oziiciisiinde ise ¢iceklerde tam tersine ¢oziicli konsantrasyonu arttik¢a fenolik madde
miktarinda da artis s6z konusudur. Ancak metanollii ekstraktlarda diizenli bir
artma/azalma gozlemlenmemis, fenolik madde miktar1 agisindan metanolde en iyi
konsantrasyon %70 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde DMSO’lu yaprak
ekstraktlarinda da diizenli bir artma/azalma gozlemlenmemis, fenolik madde miktari

acisindan DMSQO’da en iyi konsantrasyon %50 olarak belirlenmistir.

4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini Bulgular

Toplam flavonoid madde tayini yonteminde standart olarak katesin kullanilmistir.
510 nm’de katesin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerine ait
standart kalibrasyon grafigi Sekil 13’te verilmistir. Bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid

madde miktarlar1 (mg/100g 6ziit) Sekil 14 ve Sekil 15’te verilmistir.
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Sekil 13. Toplam flavonoid madde tayini yonteminde katesinin standart kalibrasyon
grafigi
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Sekil 14. Bitkilerin ¢igek oziitlerinin toplam flavonoid madde miktarlar1 (mg/100g 6ziit)
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Sekil 15. Bitkilerin yaprak oziitlerinin toplam flavonoid madde miktarlar1 (mg/100g
Oziit)

Bitki Oziitlerinin yapraklara ait flavonoid madde miktarlar1 ¢igeklere oranla
daha yiiksektir. Ayn1 konsantrasyon ve ¢oziicli tipleri agisindan karsilastirildiginda
genel olarak pembe akasya Oziitleri beyaz akasya Oziitlerinden daha fazla miktarda

flavonoid madde igermektedir. Cigek ve yapraklarda ¢éziicii tipinin etkisi benzer olup
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flavonoid miktar1 a¢isindan DMSO ve aseton ¢oziiciileri digerlerine oranla daha etkin
bulunmustur. Cig¢eklerde ¢oziicii tipi etkisi: DMSO ~ aseton > etanol ~ metanol olarak
siralanabilir. Yapraklarda ise ¢oziicii tipi etkisi: DMSO > aseton > etanol ~ metanol
olarak siralanabilir.

Coziicti tipinin yan1 sira ¢oziicii konsantrasyonun flavonoid madde miktarina
etkisine de bakilmistir. Aseton ve DMSO’lu 6ziitlerde ¢oziicii konsantrasyonu arttikga
ekstrakte edilen flavonoid madde miktarinda artma oldugu goriilmiistiir. Ancak
etanollii ve metanollii ekstraktlarda diizenli bir artma/azalma gozlemlenmemis,
flavonoid madde miktar1 agisindan her ikisinde de en iyi konsantrasyon %70 olarak

belirlenmistir.

4.3. ABTS Analizi Bulgular

Bitki oziitlerinin ABTS™ radikal temizleme aktivite analizinde standart ve
numuneler farkli konsantrasyonlarda calisilarak 6n deneme yapilmis, calisilacak
konsantrasyonlara karar verilmistir. Cigcek Oziitlerinin 1:5, 1:10 ve 1:20; yaprak
Oziitlerinin 1:50 ve 1:100 seyreltik konsantrasyonlarinda analiz ve Ol¢limler
yapilmistir.

Bitki 6ziitlerinin ABTS™ radikal temizleme aktiviteleri TEAC (mg/L) cinsinden
bulunmustur. Analizde kullanilan Troloks standardina ait absorbans-konsantrasyon

grafikleri Sekil 16°da verilmistir.
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Sekil 16. ABTS™ radikali temizleme aktivitesi yonteminde Troloks’un standart
kalibrasyon grafigi

Sekil 17 ve Sekil 18’de bulunan grafikler 734 nm’de farkli konsantrasyonlara

karsilik gelen absorbans degerlerini gdstermektedir.
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Sekil 17. Bitkilerin ¢icek oziitlerinin 734 nm’deki ABTS radikali temizleme aktivitesi
analizi sonucu elde edilen TEAC degerleri (mg/L)
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Sekil 18. Bitkilerin yaprak oziitlerinin 734 nm’deki ABTS radikali temizleme aktivitesi
analizi sonucu elde edilen TEAC degerleri (mg/L)

Bitki 6zitlerinin % ABTS™ radikali temizleme aktiviteleri de TPC ile benzer
siralamaya sahiptir. Sonuglar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu soylenebilir. Bitki
Oziitlerinin yapraklarina ait ABTS TEAC degerleri ¢i¢eklere oranla 5-6 kat daha
yiiksektir. Ayni konsantrasyon ve ¢oziicii tipi acgisindan karsilastirildiginda genel olarak
pembe akasya Oziitleri beyaz akasya Oziitlerinden daha yiiksek TEAC degerlerine
sahiptir. Cicek ve yapraklarda ¢oziicii tipi etkisi karsilagtirildiginda: DMSO > aseton >
metanol ~ etanol olarak siralanabilir. Bu siralama TPC ile benzerlik gostermektedir.

Coziicii tipinin yanmi sira ¢oziicli konsantrasyonun ABTS'" radikal temizleme
aktivitesine etkisine de bakilmistir. Ancak Oziitlerde diizenli bir artma/azalma
gozlemlenmemistir. Cigeklerde %50 DMSO, yapraklarda ise %90 DMSO ABTS'™
radikali temizleme aktivitesi agisindan en 1iyi ekstraksiyon ¢0Oziciisii olarak

degerlendirilebilir.
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4.4. DPPHe+ Analizi Bulgular

Bitki oziitlerinin DPPHe radikal temizleme aktivite analizinde standart ve
numuneler farkli konsantrasyonlarda calisilarak 6n deneme yapilmis, calisilacak
konsantrasyonlara karar verilmistir. Cigek oOziitlerinin 1:5, 1:10 ve 1:20; yaprak
Oziitlerinin 1:50 ve 1:100 seyreltik konsantrasyonlarinda analiz ve dlgiimler yapilmistir.

Bitki 6ziitlerinin DPPHe radikal temizleme aktiviteleri TEAC (mg/L) cinsinden
bulunmustur. Analizde kullanilan Troloks® standardina ait absorbans-konsantrasyon

grafikleri Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 19. DPPHe radikali temizleme aktivitesi yonteminde Troloks’un standart
kalibrasyon grafigi

Sekil 20 ve Sekil 21°de bulunan grafikler 515 nm’de farkli konsantrasyonlara

karsilik gelen absorbans degerlerini gostermektedir.
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Sekil 20. Bitkilerin ¢igek oziitlerinin 515 nm’deki DPPHe radikali temizleme aktivitesi
analizi sonucu elde edilen TEAC degerleri (mg/L)
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Sekil 21. Bitkilerin yaprak dziitlerinin 515 nm’deki DPPHe radikali temizleme aktivitesi
analizi sonucu elde edilen TEAC degerleri (mg/L)

Bitki oziitlerinin DPPHe radikali temizleme aktiviteleri de TPC ve ABTS ile
benzer siralamaya sahip olup yaprak oOziitlerinin radikal temizleme aktivitesi ¢igek
Oziitlerininkine oranla oldukca yiiksektir. Diger analiz sonuglariyla karsilastirildiginda
aralarinda pozitif korelasyon oldugu soylenebilir. Ayn1 konsantrasyon ve ¢dziicii tipleri
acisindan karsilagtirildiginda genel olarak pembe akasya oOziitleri beyaz akasya
oziitlerinden daha iyi radikal temizleme aktivitesine sahiptir. Cicek ve yapraklarda
coziicli tipi etkisi karsilastirildiginda: DMSO > aseton > metanol ~ etanol olarak
siralanabilir. Bu siralama TPC ve ABTS ile benzerlik gostermektedir.

Grafikler incelendiginde, DMSO ve asetondan elde edilmis olan bitki 6ziitlerinin
DPPHe radikalini en fazla temizledigi goriinmektedir. Coziicii tipinin yani sira ¢oziicii
konsantrasyonun DPPHe radikal temizleme aktivitesine etkisine de bakilmistir. Aseton
ve etanollii Oziitlerde c¢oziicii konsantrasyonu arttikca DPPHe radikali temizleme
aktivitelerinde TEAC cinsinden azalma oldugu goriilmiistiir. DMSO ¢6ziiclisiinde ise
ciceklerde tam tersine ¢Oziicli konsantrasyonu arttikca DPPHe radikali temizleme
aktivitelerinde de artis so6z konusudur. Ancak metanollii Oziitlerde diizenli bir
artma/azalma go6zlemlenmemis, fenolik madde miktar1 agisindan metanolde en iyi
konsantrasyon %70 olarak belirlenmistir. Cigeklerde ve yapraklarda %90 DMSO
DPPHe radikali temizleme aktivitesi agisindan en iyi ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak

degerlendirilebilir.

4.5. FRAP Analizi Bulgularn
Bitki  Oziitlerinin FRAP  analizinde standart ve numuneler farkh
konsantrasyonlarda calisilmistir. Absorbans degerlerinin kesinlik ve giivenilirligi

acisindan numunelerin analiz sonuclar1 grafiklendirilirken ¢igeklerde 1:10; yapraklarda
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1:50 ve 1:100 seyreltik konsantrasyonlari kullanilmistir. FRAP degerleri TEAC
cinsinden bulunmustur. Analizde kullanilan Troloks® standardina ait absorbans-

konsantrasyon grafigi Sekil 22’de verilmistir.
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Sekil 22. FRAP aktivitesi yonteminde Troloks’un standart kalibrasyon grafigi

Sekil 23 ve Sekil 24’te bulunan grafikler 595 nm’de farkli konsantrasyonlara

karsilik gelen absorbans degerlerini gostermektedir.

CICEKLER (FRAP, mg/L)
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Sekil 23. Bitkilerin ¢igek dziitlerinin 595 nm’deki FRAP degerleri (TEAC; mg/L)

YAPRAKLAR (FRAP, mg/L)
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Sekil 24. Bitkilerin yaprak 6ziitlerinin 595 nm’deki FRAP degerleri (TEAC; mg/L)
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Bitki &ziitlerinin Fe*® indirgeme antioksidan giicii degerleri (FRAP) Sekil 23 ve
24’te verilmistir. Bitki Oziitlerinin yapraklarma ait FRAP degerleri ciceklere oranla
yaklastk 10 kat daha yiiksektir. Ayni konsantrasyon ve c¢oziicii tipi agisindan
karsilastirildiginda genel olarak pembe akasya Oziitleri beyaz akasya oziitlerinden daha
yiiksek FRAP degerlerine sahiptir. Cigeklerde ve yapraklarda ¢oziicii tipi etkisi
karsilastirildiginda; aseton ve DMSO ¢oziiclileri metanol ve etanolden daha etkilidir.
Coziicli tipinin yan1 sira ¢Oziicii konsantrasyonun FRAP aktivitesine etkisine de
bakilmistir. Ancak 6ziitlerde diizenli bir artma/azalma gézlemlenmemistir.

Ciceklerde %90 DMSO, yapraklarda ise %50 aseton FRAP aktivitesi agisindan en

1yi ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak degerlendirilebilir.

4.6. CUPRAC Analizi Bulgular:

Bitki 6ziitlerinin CUPRAC analizinde standart ve numuneler farkl
konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Absorbans degerlerinin kesinlik ve giivenilirligi
acisindan numunelerin analiz sonuglar1 grafiklendirilirken ¢igekler i¢in 1:20; yapraklar
icin 1:100 seyreltik konsantrasyonlart kullanilmigtir. CUPRAC degerleri TEAC
cinsinden bulunmustur. Analizde kullanilan Troloks® standardina ait absorbans-

konsantrasyon grafigi Sekil 25’te verilmistir.
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Sekil 25. CUPRAC aktivitesi yonteminde Troloks’un standart kalibrasyon grafigi

Sekil 26 ve Sekil 27°de bulunan grafikler bitki oziitlerinin 450 nm’de farkl

konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri gosterilmektedir.
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Sekil 26. Bitkilerin ¢igek oziitlerinin 450 nm’deki CUPRAC degerleri (TEAC; mg/mL)
YAPRAKLAR (CUPRAC, mg/L)
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Sekil 27. Bitkilerin yaprak oziitlerinin 450 nm’deki CUPRAC degerleri (TEAC;
mg/mL)

Bitki 6ziitlerinin Cu*? indirgeme antioksidan kapasite degerleri (CUPRAC)
etanol ve metanol ¢oziiciileri agisindan diger antioksidan testlerle benzer siralamaya
sahiptir.

Bitki oziitlerinin yapraklarina ait CUPRAC degerleri ¢igeklere oranla 7 kat daha
yiiksektir. Ayn1 konsantrasyon ve ¢oziicii tipi agisindan karsilastirildiginda genel olarak
pembe akasya Oziitleri beyaz akasya Oziitlerinden daha yiiksek CUPRAC degerlerine
sahiptir. Ayrica, ¢iceklerde ve yapraklarda ¢oziicii tipi etkisi karsilastirildiginda; aseton
ve DMSO c¢oziiciileri metanol ve etanolden daha etkilidir. Coziicli tipinin yani sira
¢oziici konsantrasyonun CUPRAC aktivitesine etkisine de bakilmistir. Ancak
oOziitlerde diizenli bir artma/azalma gozlemlenmemistir. Cicek ve yapraklarda %70
aseton CUPRAC aktivitesi agisindan en 1iyi ekstraksiyon ¢0Oziicilisii olarak

degerlendirilebilir.
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4.7. Alfa-glukozidaz inhibisyon Aktivitesi Analizi Bulgular

Bitki oziitlerinin a-glukozidaz enzim inhibisyonu aktivite analizi icin etanolli (%100)

Oziitler hazirlanmistir. Numuneler farkli konsantrasyonlarda c¢aligilarak % enzim

aktivitesine karsilik gelen konsantrasyon (ug/mL) grafikleri Sekil 28, Sekil 29, Sekil 30

ve Sekil 31°de verilmistir.
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Sekil 28. a-Glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi yontemi ile ¢alisilan beyaz akasya
ciceginin etanol oziitii i¢in ¢izilen enzim aktivitesi-konsantrasyon grafigi
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Sekil 29. a-Glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi yontemi ile ¢alisilan beyaz akasya
yapraginin etanol 6ziitii i¢in ¢izilen enzim aktivitesi-konsantrasyon grafigi
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Sekil 30. a-Glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi yontemi ile ¢alisilan pembe akasya
ciceginin etanol 0ziitii i¢in ¢izilen enzim aktivitesi-konsantrasyon grafigi
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Sekil 31. a-Glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi yontemi ile ¢alisilan pembe akasya
yapraginin etanol 0ziitii i¢in ¢izilen enzim aktivitesi-konsantrasyon grafigi

a-Glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi yontemi ile elde edilen grafiklerden

hesaplanan 1Cso ve R? degerleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Beyaz ve pembe akasya bitkilerinin gigek ve yaprak oOziitlerinin a-glukozidaz
enzim inhibisyon konsantrasyonu (ICso) ve R? degerlerinin karsilastiriimasi

Bitki etanol oziitii I1Cso R?2
(ng/mL)
Beyaz Akasya-¢igek 3.938 0.9933
Beyaz Akasya-yaprak 1.409 0.9968
Pembe Akasya-¢igek 0.892 0.9915
Pembe Akasya-yaprak 1.351 0.9912

Bitkilerin etanol 6ziitlerinin a-glukozidaz enzim inhibisyonu analizi sonucu elde
edilen 1Cso degerleri karsilastirildiginda pembe akasya ¢icek oziitii digerlerine oranla
oldukga diistik bulunmustur. ICsp degerinin diisiik olmasi inhibisyon aktivitesinin
yiikksek oldugu anlamina gelmektedir. Dolayisiyla pembe akasya cicek oziitiiniin
antidiyabetik aktivite potansiyeli digerlerinden daha iyi olarak degerlendirilebilir.
Bununla birlikte ayni kisimlar kendi aralarinda karsilastirildiginda (¢igek ve yaprak)
pembe akasya etanol Oziitlerinin antidiyabetik enzim aktivitelerinin beyaz akasyaya
kiyasla daha iyi oldugu soylenebilir. Bu farkliligin kaynaginin pembe akasya
ciceklerinin kirmizi/mavi/mor renkli flavonoid grubu bilesiklerinden olan antosiyanin

icerigiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.8. HPLC-MS/MS Analizi Bulgular:
LC analizinde fenolik madde analizi i¢in ters faz kolon kullanildigindan 6ziitlerde

¢ozliciiniin  polar olmast tercih edilir. Kullanilan ¢doziiciilerin  polariteleri
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karsilastirildiginda suya en yakin olan metanoldiir. Metanollii 6ziitler arasindan da TPC

ve antioksidan analizlerde en iyi sonug¢ verenler %70 metanollii 6ziitlerdir. Bu nedenle

daha iyi sonug verecegi diisiiniildiigiinden akasyalarin ¢i¢cek ve yapraklarinin %70

metanollii ¢o6ziiciilerine ait olanlar secilmis ve bu 4 oziitte fenolik ve flavonoid

bilesenler LC-MS/MS (S1v1 kromatografisi- kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi)

yontemi ile hizmet alimi karsiliginda TUBITAK-MAM tarafindan gergeklestirilmistir.

Beyaz ve pembe akasyanin gigek ve yaprak ekstraktlarinin LC/MS-MS ile fenolik ve

flavonoid analizinde kullanilan ¢alisma parametreleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. LC/MS-MS analizi ¢alisma parametreleri

FENOLIK / FLAVONoip An@ ~ Uriin  Fragment Carpisma . ..o
iyon iyon gerilimi  enerjisi

(+)-L-Alliin 178 88 60 16 Pozitif
4 Hidroksibenzoik Asit 137 93 100 22 Negatif
Apigenin 270 153 170 12 Pozitif
Kafeik Asit 179 135 80 22 Negatif
Katesin 291 139 100 18 Pozitif
Klorojenik Asit 353 85 180 38 Negatif
Sinamik Asit 147 103 40 4 Negatif
Siyanidin Klorit 365 203 100 16 Pozitif
Siyanin Klorit 611 449 80 16 Pozitif
Ellagik Asit 303 257 100 24 Pozitif
Ferulik Asit 193 178 60 6 Negatif
Gallik Asit 169 125 40 6 Negatif
Gentisik Asit 153 108 70 18 Negatif
Kaempferol 287 153 80 34 Pozitif
Luteolin 287 153 100 28 Pozitif
M P Kumarik Asit 10-12 163 119 60 8 Negatif
Naringenin 273 153 110 24 Pozitif
Okzalik Asit 203 131 180 22 Negatif
Pelargonidin HCI 271 215 100 16 Pozitif
Pelargonin Klorit 595 433 100 16 Pozitif
Kuersetin 3 Beta D Glikozit 465 145 130 20 Pozitif
Kuersetin Dihidrat 304 230 100 20 Pozitif
Rozmarinik Asit 359 161 100 16 Negatif
Rutin 611 303 100 16 Pozitif
Salisilik Asit 139 121 100 16 Pozitif
Sinapik Asit 223 121 100 30 Negatif
Siiksinik Asit 141 59 50 4 Negatif
Siringik Asit 197 182 70 10 Negatif
T-3-OH Sinamik Asit 163 119 110 8 Negatif
Tartarik Asit 149 87 60 6 Negatif
Vanilik Asit 167 123 40 4 Negatif
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Bitki o6zitlerinde LC/MS-MS analizi sonucu bulunan fenolik ve flavonoid

bilesenler ve miktarlar1 (ppm) Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Bitki 6ziitlerinin LC/MS-MS analizi sonuglari

Fenolik/Flavon  Beyaz Pembe Beyaz Pembe LOD*/
oid Madde Akasya Akasya Akasya Akasya (ppm)
Cigek ** Cigek** Yaprak** Yaprak**
Apigenin <LOD* <LOD* 3895.6850 <LOD* 0.02
Kafeik Asit 0.0275 0.0480 0.0280 <LOD* 0.02
Katesin 1.0400 4.6660 2.8340 16.1030 0.01
Sinamik Asit 0.1750 0.3125 0.1625 0.0460 0.02
Siyanidin 1.0810 0.0535 2.3345 0.3745 0.01
Klorit
Ferulik Asit 0.0080 <LOD* 0.0170 <LOD* 0.01
Gallik Asit 0.0130 0.1090 0.0510 <LOD* 0.02
Kaempferol 0.5205 0.1100 0.2195 0.0895 0.01
Naringenin 0.1090 0.2425 1.0200 1.0840 0.01

Pelargonidin 1015.6300 1209.1850  452.4200 995.7150 0.01
HCI

Kuersetin 3 Beta 4.3200 4.9650 6.8100 49.6900 0.02
D Glikozit

Kuersetin 0.9340 1.5390 4.2980 26.8445 0.02
Dihidrat

Rutin 4.1315 5.7180 5.2175 56.9265 0.01
Sinapik Asit 0.0325 <LOD* <LOD* <LOD* 0.02
Siiksinik Asit 0.8740 0.4205 0.7575 1.1765 0.01
Tartarik Asit 0.0370 <LOD* 0.1650 0.0985 0.003

*Dedeksiyon limitinin (LOD) altinda oldugundan miktar1 belirlenememistir.
**Hesaplamalar ppm cinsinden yapilmistir.

Oziitlerin fenolik madde miktarlar1 farkli tiir ¢igeklerde farklilik gostermekle
birlikte genellikle ayn1 fenolik bilesiklere rastlanmistir. Bazi standartlarin miktarlar
tespit sinirinin (LOD) altinda kaldigindan 6ziitlerde bu standartlarin miktarlart belirsiz
olup tabloda “<LOD*” seklinde verilmistir. Apigenin bilesigi yalniz beyaz ¢icekli
akasya yapraginda bulunmus olup miktar1 c¢ok yiiksektir (3895.6850 ppm).
Pelargonidin-HCI bilesigi ise tim oziitlerde mevcut olup 6zellikle gigek Oziitlerinde
yiikksek miktarda bulunmustur. Onu sirasiyla diger bilesenlere gore miktarlar yliksek
olan kuersetin-3-beta D-glikozit ve rutin takip etmistir. Cigek ve yaprak oziitleri kendi
aralarinda karsilastirildiginda genellikle pembe akasyaya ait Oziitlerde standart bilesik
miktarlar1 beyaz akasya 6ziitlerine oranla daha yiiksek miktarlardadir. Bu veriler TPC,

TFC ve antioksidan analiz sonuglariyla ortiismektedir.
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4.9. Renk Analizi Bulgular

Bitki ekstraktlarinin renk degerleri (L*, a* ve b*) 3 paralel olarak oSl¢iilmiis,

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 8 ve Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 8. Beyaz akasya 0Oziitlerinin renk degerleri

NUMUNELER L a b

B-1 46.33+0.108 -0.53+0.031 17.92+0.05
B-2 46.84+0.09 -1.13+0.04 17.42+0.04
B-3 47.64+0.25 -2.30+0.03 17.04+0.03
B-4 47.07+0.02 -0.20+0.04 16.44+0.01
B-5 47.02+0.04 -0.94+0.03 17.67+0.02
B-6 46.88+0.02 -3.46+0.03 18.29+0.03
B-7 47.50+0.04 -0.07+0.03 15.77+0.02
B-8 47.64+0.03 -0.39+0.02 16.02+0.02
B-9 46.52+0.03 -2.20+0.01 17.27+0.02
B-10 47.35+0.01 -0.06+0.03 22.16+0.03
B-11 47.74+0.02 -0.49+0.01 22.74+0.03
B-12 45.12+0.03 -4.44+0.01 27.72+0.04
B-13 40.71+0.02 -2.91+0.03 28.53+0.05
B-14 29.78+0.05 -8.79+0.03 24.78+0.04
B-15 38.02+0.03 -15.54+0.03 30.58+0.09
B-16 43.11+0.05 -1.81+0.06 24.14+0.15
B-17 32.45+0.01 -7.37+0.04 26.88+1.13
B-18 31.07+0.01 -16.44+0.01 25.53+0.03
B-19 47.10+0.03 0.11+0.06 14.09+0.03
B-20 41.88+0.02 -3.20+0.05 27.97+0.04
B-21 37.84+0.04 -12.72+0.04 31.98+0.05
B-22 36.29+0.02 -3.12+0.03 27.41+0.03
B-23 36.13+0.02 -7.08+0.01 26.25+0.01
B-24 26.24+0.01 -8.41+0.05 13.05+0.06

*Degerler ortalama + standart sapmay1 temsil eder (N=3).

Renk analizinde; L* degeri aciklik (lightness) koordinati olup L*=0 siyah1 ve
L*=100 beyazi ifade eder. a* degeri kirmizi/yesil koordinati olup +a* kirmiziy1, — a* ise
yesili ifade eder. b* degeri sari/mavi koordinati olup +b* sarty1, -b* ise maviyi ifade
eder. Bu bilgiler 1s181nda, renk degerleri siralandiginda; bitkilerin ¢igek oOziitlerinin
aciklik degerleri (L) yapraklardan daha yiiksektir. Cigek oziitlerinde agiklik degerleri
¢oziicii tipine bagli olmaksizin birbirine olduk¢a yakindir. Yaprak oziitlerinde ise
aciklik degerleri siralamast su sekildedir: metanol > etanol > aseton > DMSO. Coziicii
konsantrasyonlar1 agisindan karsilastirildiginda ise, ¢ziicli miktar1 suya oranla arttikca

aciklik degeri azalmaktadir.
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Tablo 9. Pembe akasya 6ziitlerinin renk degerleri

NUMUNELER L a b

P-1 42.86+0.03 1.80+0.02 16.68+0.01
p-2 45.57+0.06 0.31+0.01 15.34+0.07
P-3 47.05+0.19 -1.03+0.02 15.37+0.03
P-4 42.35+0.02 4.36+0.03 13.18+0.04
P-5 43.73+0.02 2.92+0.07 12.64+0.03
P-6 45.12+0.02 0.88+0.03 13.74+0.01
P-7 44.67+0.02 2.43+0.03 12.69+0.01
P-8 43.99+0.01 2.39+0.03 14.48+0.01
P-9 44.54+0.07 -0.53+0.05 17.44+0.06
P-10 44.78+0.01 2.06+0.04 19.98+0.01
P-11 45.54+0.02 1.54+0.03 20.32+0.03
P-12 39.97+0.02 1.31+0.05 26.12+0.07
P-13 40.52+0.02 -2.66+0.03 27.23+0.05
P-14 33.77+0.06 -8.89+0.03 28.81+0.18
P-15 35.51+0.03 -16.87+0.03 30.94+0.07
P-16 44.75+0.05 -0.83+0.05 21.06+0.02
P-17 34.33+0.02 -7.90+0.02 29.54+0.02
P-18 28.87+0.00 -15.85+0.07 23.17+0.11
P-19 46.15+0.02 0.13+0.02 17.26+0.01
P-20 41.94+0.01 -2.20+0.05 26.52+0.07
P-21 39.89+0.03 -10.00+0.04 38.78+0.09
p-22 41.07+0.01 -1.65+0.03 25.93+0.04
P-23 37.65+0.02 -3.59+0.03 28.79+0.08
P-24 31.14+0.02 -7.23+0.05 21.52+0.04

*Degerler ortalama + standart sapmay1 temsil eder (N=3).

Bitkilerde ¢igcek oziitlerinin a degerleri birbirine olduk¢a yakindir. Yaprak
oziitlerinde ise ¢oziicli konsantrasyonlar1 agisindan karsilastirildiginda yesillik degerleri
siralamast beklenildigi gibi ¢oziicli konsantrasyonunun artisina bagli olarak yesillik
degerleri de artmistir: %90 ¢oziicli > %70 ¢oziicii > %50 ¢oziicii.

Bitkilerde b degerleri pozitif oldugundan sari/mavi rengi ifade eder. Yaprak
Oziitlerinin b degerleri ¢igek oziitlerinden oldukea yiiksektir.

Genellikle ¢oziicli konsantrasyonu arttik¢a bu degerde de artis gdzlemlenmistir.

4.10. ICP-MS Analizi Bulgulan
Analizde standart olarak kullanilan minerallerin kalibrasyon parametleri Tablo

10°da verilmistir. Robinia pseudoacacia ve Robinia hispida bitkilerinin ¢igek ve yaprak

Oziitlerinin mineral igcerikleri Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 10. Analizde standart olarak kullanilan minerallerin kalibrasyon parametreleri
Geri Kazanim

Element  LOD (mg/kg) LOQ (mg/kg) (%) R?
Li 0.0488 0.1626 99 0.9998
Na 0.0336 0.112 106 0.9997
Mg 0.03 0.1001 112 0.9996
Al 0.0335 0.1118 104 0.9996
K 0.0426 0.142 111 0.9999
Ca 0.0432 0.1442 95 1.0000
Vv 0.0344 0.1149 105 0.9999
Cr 0.0311 0.1038 106 0.9998
Mn 0.0298 0.0994 107 0.9998
Fe 0.0328 0.1095 107 0.9995
Co 0.0296 0.0987 106 0.9998
Ni 0.0377 0.1257 109 0.9998
Cu 0.0262 0.0875 104 0.9999
Zn 0.0662 0.2207 115 0.9997
As 0.0289 0.0965 100 0.9995
Se 0.0289 0.0966 100 0.9998
Rb 0.0285 0.0952 101 0.9997
Sr 0.0322 0.1074 107 0.9998
Ag 0.0577 0.1925 107 0.9995
Cd 0.0953 0.3179 101 0.9995
Cs 0.0299 0.0997 102 0.9997
Ba 0.0265 0.0883 110 0.9994
Pb 0.031 0.1033 102 0.9994
Bi 0.0437 0.1457 103 0.9994

*LOD: tespit sinir1 (Limit of detection), LOQ: miktar sinir1 (Limit of quantification)

ICP-MS metodu ile gergeklestirilen mineral analizi sonuglarma gore bitki
oziitlerinde yiiksek oranda potasyum elementi saptanmistir. Onu sirasiyla kalsiyum ve
magnezyum elementleri takip etmektedir. Robinia pseudoacacia ve Robinia hispida

bitkilerinin ¢icek ve yaprak Oziitlerinin mineral igerikleri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Robinia pseudoacacia ve Robinia hispida bitkilerinin ¢i¢cek ve yapraklarinin
mineral igerikleri (mg/kg)
Pembe Akasya Beyaz Akasya Pembe Akasya Beyaz Akasya

Element (¢icek) (cicek) (yaprak) (yaprak)

Li 1.496 + 0.154 0.704 + 0.101 0.229 + 0.034 0.209 + 0.047

Na 24200+ 1.094 34450+ 0.686 12.675+0.143 22.527 +0.815

Mg 2287.289 + 1676.136 + 2803.725 + 3115.169 +
32.268 16.236 27.435 45.334

Al 161.975+£6.865 160.228 £ 0.603 50.410+0.276  95.289 + 1.847

K 22712215 + 26078.072 + 12886.784 + 15867.926 +
128.924 38.657 64.472 105.077

Ca 2447.926 + 1550.508 + 6011.032 + 5463.151 +
16.423 13.395 38.121 11.171
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Tablo 11. (Devami)

Y, 0397+ 0014 03770006  0.108+0.002 _ 0.234=0.001
Cr 06170016 05840002 02930001  0489=0.015
Mn 30.925+ 1241 283820059  62.161 + 0.458 ‘1‘05223 +

Fe 185.277+7.524 201.893+ 1.180 7.702 + 0.376 é5949354 +

Co 0.130-0.005  0.102<0.001 010120002 _ 0.116 < 0.006
Ni 45903+0.135 59130030 13380009  2.876=0.074
Cu 6.061 £0.186  9.707+0.045  4.369 = 0.022 (1)02'(7);4 +

Zn 2325440599  31.064=0261 16395+ 0.130 3%;8;9 +

A 00530000  0.109=0001 _ 0.035+0001 _ 0.098=0.03
Se 00180005  0.020=0.004 00160004  0.032 < 0.002
RD 14225+ 0289  5.867+£0073 64820029  3.077%0.047
Sr 24300+ 0725 7415+0053  50.909 + 0.295 388'3335 +

Ag 00100002 00120002 00180002 _ 0.008 = 0.002
cd 0012+ 0001 00170001 _ 0.006£0.001 _ 0.013=0.001
Cs 0.166£0.007 01510007  0.081+£0.005  0.040=0.001
Ba 15430+ 0369 5249+ 0042  29.085+0.228 (1)42‘334 +

Pb 0366+ 0009 14430037  0.158+0006  0.992<0.025
Bi 0.061 £0.000  0.040=0004  0.024+0003  0.013=0.001
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5. TARTISMA

Insanlarin beslenme sekilleri, hayat sartlar1 ve teknolojinin de hizla gelisimi
sonucu ortaya c¢ikan stres faktorleri, organizmada serbest radikallerin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Cevresel faktorler ve viicutta gerceklesen metabolizma
olaylar1 sonucunda olusan serbest radikallerin miktari, dengeyi bozacak sekilde
arttiginda oksidatif stres ortaya ¢ikar (Kisaoglu vd., 2013). Serbest radikal siipiiriicii
olarak taninan antioksidanlar, gii¢lii aktiviteleri sayesinde serbest radikallerin neden
oldugu, metabolizma faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan olumsuz durumlar1 ve hastaliklar
biiyiik oranda engelleyerek bagisiklik sistemine yardimci olurlar (Burdock, 1998).
Bitkiler ve bitkisel ilaglar i¢erdikleri fenolik bilesikler sayesinde oksidatif stresin neden
oldugu bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilirlar (Grassi vd., 2010).

Hallman ve arkadaslarimin (2020) yaptigi bir ¢alismada Robinia hispida ve
Robinia pseudoacacia tiirlerinin sadece ¢igeklerine ait %80 metanollii Oziitlerinde
toplam polifenol ve toplam flavonoid testleri HPLC yontemi ile 6lglilmiistiir. Toplam
polifenol miktar analizinde degerler sirasiyla; 11.08 + 0.07 mg/g ve 4.31 + 0.06
mg/g’dir. Toplam flavonoid miktar analizinde ise degerleri; 7.81 = 0.01 mg/g ve 1.92 +
0.01 mg/g’dir. Bu degerler iki tiiriin ¢igeklerine ait Oziitlerin fenolik asitler bakimindan
zengin oldugunu, 6nemli 6lgiide polifenol igerigine sahip oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica sonuglarin ¢oguna gore Robinia hispida’nin Robinia pseudoacacia’ya gore
oldukg¢a daha fazla kuru madde icerdigi sonuglarda bildirilmistir (Hallman, 2020). Aym
calismada Robinia hispida ve Robinia pseudoacacia’nin gigek 6ziitlerinden ABTS
radikali temizleme yontemi ile antioksidan aktivite testi yapilmistir. Sonuglar sirasiyla;
4.51 = 0.03 mM/g ve 1.75 + 0.03 mM/g olarak bulunmustur. Sonuglara gére Robinia
hispida nin Robinia pseudoacacia tiirline gore daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi sonucuna varilmistir (Hallman, 2020). Jia ve arkadaslarinin (2017) Robinia
pseudoacacia L. ile ilgili yapmis olduklar bir ¢alismada %70 etanollii ekstraktlarinin
flavonoid igeriklerinin dnemli 6l¢iide yliksek oldugu bildirilmistir (Jia vd., 2017).

Katiki ve arkadaglarinin (2013) yapmis oldugu bir c¢alismada Robinia
pseudoacacia L.’nin ¢Oziicii olarak metanol kullanilarak ve ultrasonik banyoda
ekstrakte edilerek elde edilen Oziitleri ile yapilan analizlerde fenolik igerigi tespit
edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 209.9+7.0 mg GAE/g olarak bulunmustur.
Ayni ¢aligmada Robinia pseudoacacia L.’nin antioksidan aktivite 6lgiim analizlerinden

biri olan ORAC testi ile yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir.



Deger trolox esdegeri olarak 1940 pmol TEAC/g olarak hesaplanmistir (Katiki vd.,
2013).

Dokularda serbest radikallerin miktarinin artmasiyla olusan oksidatif stresin yol
actig1 hastaliklar arasinda diyabet hastaligi da bulunmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014).
Diyabet hastalifinin tedavi yontemlerinde birden fazla bitkinin kullanilabildigi ve bu
bitkilerin kandaki glukoz seviyesini azaltarak antidiyabetik etki gdsterdigini kanitlayan
ornek ¢alisma bulunmaktadir (Algahtani, vd., 2020). Bir c¢alisma da Robinia
pseudoacacia L.’nin metanol i¢inde ¢oziilmiis Oziitlerinin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimlerini inhibisyon aktivitesi incelenmistir. Yapilan deneyler
sonucunda Robinia pseudoacacia L. nin biitirilkolinesteraz daha yiiksek olmak iizere iki
enzimde de inhibisyon aktivitesi gosterdigini ve detayli ¢alismalar sonucunda alternatif
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Orhan vd., 2004).

Ma ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada ciceklerde glikozillenmis
flavonoidlerin karakterize edilmesi i¢in bir LC-Q-TOF-MS metodu gelistirilmis,
glikozillenmis flavonoidleri tespit edilmistir (Ma vd., 2021).

Mineral analizi ¢alismalarinda ICP-MS metodu kullanilmaktadir. Bir ¢alismada
beyaz ¢icekli yalanci akasya bitki Oziitlerindeki mineral igerigi ICP-MS metodu ile
belirlenmistir. Sonuglara gore ekstraktlarda en yiiksek oranda bulunan element
potasyumdur ve onu sirastyla magnezyum, sodyum ve kalsiyum takip etmektedir (Ivana
vd., 2021).

Yapilan arastirmalar sonucunda Robinia hispida ve Robinia pseudoacacia
tirlerine ait toplam fenolik ve flavonoid madde miktar1 analizi ve diger antioksidan
aktivite analizlerinin literatiirde yeterli ¢alismasi olmadig1 saptanmistir. Bununla birlikte
Robinia hispida tiiriine ait bir enzim inhibisyonu ¢alismasina rastlanmamistir. Farkli
yontemler kullanilarak antioksidan aktivite Ol¢lim analizleri gergeklestirilmistir.
Literatiire kazandirilmak iizere yapilan bu calismada iki bitki tliriiniin toplam fenolik
madde miktar1 analiz sonuglarina gore ¢icek dziitleri arasinda bulunan en yiiksek deger;
967 mg/100g 6ziit olarak %50 asetonda ¢oziilmiis Robinia hispida (P-1) tiiriine aittir.
Cicek oziitlerindeki en diisiik deger ise; 342 mg/100g 6ziit ile %90 asetonda ¢oziilmiis
Robinia pseudoacacia (B-3) tiirline aittir. Yapraklar arasindaki en yiiksek deger;
97219mg/100g 6zt ile %50 DMSO’da ¢oziilmiis Robinia hispida (P-22) ve en diisiik
deger; 21457mg/100g 6ziit olarak %90 metanolde ¢6ziilmiis Robinia pseudoacacia (B-
21) tiirline aittir. Sonuglara gore ayn1 ¢oziicli tipi ve konsantrasyonu olarak bakildiginda
yaprak Oziitleri cicek Oziitlerine gore olduk¢a fazla miktarda fenolik madde

bulundurmaktadir. Iki tiir karsilastirildiginda ise Robinia hispida tiirii Robinia
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pseudoacacia tiirine gore daha fazla fenolik madde icermektedir. Oziitler igin
kullanilan dort farkli ¢oziicii tipi (aseton, etanol, metanol ve DMSO) ve
konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglar arasinda diizenli bir iliski bulunmamaktadir.

Toplam flavonoid madde miktar1 analizinde standart olarak katesin kullanilmistir
ve en yiiksek aktiviteye sahip 6ziit %70 aseton ile ¢oziilmiis Robinia hispida (P-2)
ozitidiir. Katesin esdegeri cinsinden 63.93 mg/100g olarak hesaplanmistir. Cigek
Oziitlerindeki en diisiik deger ise; 6,19 mg/100g olarak %90 metanolde ¢ozilmiis
Robinia pseudoacacia (B-9) oziitiine aittir. Yaprak Oziitlerindeki degerlerine
bakildiginda en yiiksek deger; 344.89 mg/100g %90 DMSO’da ¢oziilmiis Robinia
hispida (P-24), en diisiikk deger; 47.85 mg/100g ile %70 DMSO ile ¢oziilmiis Robinia
pseudoacacia (B-23) 6ziitiine aittir.

ABTS analizi sonuclarina bakildiginda c¢icek Oziitleri arasinda en yiiksek
aktiviteye sahip oziit %50 DMSO’da ¢oziilmiis Robinia hispida (P-10) o6ziitii olup
TEAC cinsinden degeri 2434 mg/L olarak hesaplanmistir. Cigek 6ziitlerindeki en diisiik
deger ise; 261 mg/L olarak %90 etanolde ¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-6)
Oziitline aittir. Yaprak oziitlerindeki TEAC degerlerine bakildiginda en yiiksek deger;
13524 mg/L %90 DMSO’da ¢6ziilmiis Robinia hispida (P-24), en diisiikk deger; 3412
mg/L ile %90 asetonda ¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-15) oziitiine aittir. Elde
edilen sonuclar toplam fenolik madde miktar1 analizinin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir.

DPPH analizlerinde standart olarak Troloks kullanilmistir ve degerler TEAC
(mg/L) cinsinden hesaplanmistir. Cigek oziitlerindeki en yiliksek deger; 1448 mg/L ile
%90 DMSO’da ¢oziilmiis Robinia hispida (P-12) 6ziitiine aittir. En diisiik deger ise; 124
mg/L ile %90 etanolde ¢o6ziilmiis Robinia hispida (P-6) 6ziitii olarak hesaplanmistir.
Yaprak oziitlerindeki en yiiksek deger; 8854 mg/L olarak yine ¢igeklerde en yliksek
degeri veren %90 DMSO’da ¢oziilmiis Robinia hispida (P-12) 6ziitiine aittir. En diisiik
deger ise 1934 mg/L ile %90 etanolde ¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-18) 6ziitiine
aittir.

FRAP analizinde TEAC (mg/L) cinsinden hesaplanan sonuglara gore ciceklerde
en yiiksek degeri veren 0ziit 1586 mg/L olarak hesaplanmis ve %50 asetonda ¢6ziilmiis
Robinia hispida (P-1) tiiriine aittir. En diisik deger ise; 129 mg/L %90 ile etanolde
¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-6) oziitiine aittir. Yaprak oziitlerinin FRAP analizi
sonuglarinda en yliksek deger; 13675 mg/L olarak hesaplandi ve %50 asetonda
¢ozilmiis Robinia hispida (P-13) ozitidiir. En disik deger ise 2748 mg/L ve %90
asetonda ¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-15) 6ziitii olarak bulunmustur.
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CUPRAC analizi sonuglarinda ¢igek oziitlerine ait TEAC cinsinden hesaplanan en
yiiksek deger; 3455 mg/L ile %70 asetonda ¢oziilmiis Robinia hispida (P-2) o6ziitiidiir.
En diistik deger ise; 520 mg/L olarak %90 asetonda ¢6ziilmiis Robinia pseudoacacia (B-
3) Oziitline aittir. Yapraklarda ¢ikan sonuglara gore en yliksek deger; 21042 mg/L olarak
%70 asetonda ¢oziilmiis Robinia hispida (P-14) oziitiine aittir. En diisiik deger ise 1104
mg/L ile %90 asetonda ¢oziilmiis Robinia pseudoacacia (B-15) oziitlerine aittir.
Antioksidan aktivite analizleri i¢in sonuglar karsilastirildiginda hemen hemen hepsi
benzerlik gostermektedir. Ozellikle Robinia hispida tiiriine ait yaprak ziitlerinin yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir. Literatiirde bulunan diger sinirh
sayidaki calismalar ile karsilastirildiginda yine benzer sonuglar ortaya cikmaktadir.
Caligmalarda elde edilen antioksidan aktivite Ol¢iim degerleri, bitkilerin toplandigi
bolgenin cografi farkliliklarina, deneylerde kullanilan standart bilesik tiirlerine ve
kullanilan ekstraksiyon yontemlerine gore farklilik gosterebilir.

Bu caligmada iki bitki tiiriiniin de yaprak ve ¢icek kisimlarinin %100 etanollii
ekstraktlarindan yapilan analizlerle ICsp degerleri hesaplanmistir. Antioksidan
analizlerden farkli olarak Robinia hispida ¢igek 6ziitii 0.892ug/mL ICso degeri ile diger
numunelere gore daha ¢ok aktivite gostermistir. Onu sirastyla Robinia hispida yaprak
(1.351ug/mL), Robinia pseudoacacia yaprak (1.409ug/mL) ve ¢igek (3.938ug/mL)
Oziitleri takip etmistir. Antioksidan analizlerle benzer sekilde en diisiik antidiyabetik
aktiviteyi Robinia pseudoacacia’nin gicek oziitii gostermistir. Sonuglara gore Robinia
hispida basta olmak iizere iki bitki tiiriinlin de Onemli oranda antidiyabetik etki
gosterdigi kanitlanmastir.

Gergeklestirilen LC-MS/MS analizi ile bitki Oziitlerinde bulunan fenolik ve
flavonoid bilesenler belirlenmistir. 1ki bitki tiiriiniin de genellikle ayni fenolik
bilesiklere sahip oldugu sonucuna varilmustir. Ozellikle Pelargonidin-HCI bilesigi
miktart her iki ¢icekte de yiiksek miktarda bulunmustur. Onu sirasiyla diger bilesenlere
gore miktarlar yiiksek olan kuersetin-3-beta D-glikozit ve rutin takip etmektedir.

Renk analizi sonuglarinda renk degerleri siralandiginda; bitkilerin ¢igek
oziitlerinin aciklik degerleri (L) yapraklardan daha yiiksektir. En yiiksek L degerini;
%70 DMSO ile hazirlanan Robinia pseudoacacia ¢igek Oziitleri gostermistir. Yaprak
Oziitlerinde ¢oziicii konsantrasyonlar1 agisindan karsilastirildiginda; ¢6ziicti miktart suya
oranla arttikca aciklik degeri azalmaktadir. Bitkilerde ¢icek oOziitlerinin a degerleri
birbirine olduk¢a yakindir. Yaprak oziitlerinde ise ¢oziicii konsantrasyonlar1 agisindan
karsilastinlldiginda  yesillik  degerleri  siralamasi  beklenildigi  gibi  ¢dziicii

konsantrasyonunun artigina bagli olarak yesillik degerleri de artmistir. Yesillik degerleri
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olarak bakildiginda en yiiksek degeri %90 aseton ile hazirlanan Robinia hispida yaprak
oziitleri gostermektedir. Bitkilerde yaprak oziitlerinin b degerleri ¢igcek oziitlerinden
oldukga yiiksektir. En yiiksek degeri %90 metanol ile hazirlanan Robinia pseudoacacia
yaprak oOziitleri gostermistir. Genellikle ¢oziicii konsantrasyonu arttikga bu degerde de
artis gozlemlenmistir.

ICP-MS metodu ile gergeklestirilen mineral analizi sonuglarmma goére bitki
Oziitlerinde yiiksek oranda potasyum elementi saptanmistir. Onu sirasiyla kalsiyum ve

magnezyum elementleri takip etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada beyaz ve pembe akasyanin toprak istii (cicek ve yaprak)
kisimlarindan elde edilen 6ziitlerinde biyoaktif bilesen (fenolik-flavonoid) igerikleri,
renk Ozellikleri, antioksidan ve antidiyabetik aktiviteleri arastirilmistir. Ayrica, bitki
oOziitlerinde farkli ¢oziicii tipi ve konsantrasyonlar1 kullanilarak antioksidan aktiviteye
etkisi arastirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda; bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin
iceriginin fenolik ve flavonoid madde acisindan farklilik gostermekle birlikte, ¢oziicii
tipi ve konsantrasyonunun bu igerigin belirlenmesinde Onemli bir etken oldugu
goriilmiistiir. Iki bitki tiiriine ait sonuglar karsilastirildiginda sonuglar su sekilde
Ozetlenebilir:

e Toplam fenolik madde miktarlar1 ciceklerde 341,71 mg/100g ile 966,95
mg/100g arasinda; yapraklarda 97219 mg/100g ile 21457 mg/100g arasindadir. TPC
tayininde en yiiksek degere Robinia hispida yaprak oOziitlerinin sahip oldugu
goriilmiistiir. Her iki bitkiye ait yaprak numuneleri karsilastirildiginda, en yiiksek
fenolik madde igerigi DMSO ¢oziiciisiiniin %50 konsantrasyonu ile hazirlanan
oOziitlerinde tespit edilmistir.

e Toplam flavonoid madde miktar1 ¢igeklerde 6,19 mg/100g ile 61,93 mg/100g
arasinda; yapraklarda 344,89 mg/100g ile 47,85 mg/100g arasindadir. TFC tayininde
yine yaprak oOziitleri daha yiiksek flavonoid icerigine sahiptir. En yiiksek flavonoid
icerigi %90 konsantrasyonunda hazirlanan DMSO’lu pembe yaprakta bulunmasina
ragmen, diger ¢oziicii ve konsantrasyonlarda birbirine yakin degerler almiglardir. Cigek
oOziitlerinde aseton ¢oziiciisiiniin %50 ve 70’lik konsantrasyonunda hazirlanmis 6ziitler
digerlerine oranla daha yiiksek miktarda flavonoid igerigine sahiptirler.

e ABTS radikali temizleme yonteminde en yiiksek aktiviteyi yine Robinia
hispida yaprak ekstraktlarinin gosterdigi tespit edilmistir. ABTS yontemi i¢in 6zellikle
DMSO ¢oziiciistiniin radikal temizleme agisindan iyi bir segenek oldugu sdylenebilir.
Onu aseton takip etmekte olup, etanol ve metanol c¢oziiclilerinin ¢oziicli tipi ve
konsantrasyonu agisindan ABTS radikalini temizlemede benzer ozellik sergiledigi
bulunmustur.

e DPPH radikali temizleme yonteminde TEAC degerleri ¢igeklerde 124 mg/L ile
1448 mg/L arasinda; yapraklarda 1934 mg/L ile 8854 mg/L arasindadir. Oziitlerin



DPPH radikali temizleme yontemine iliskin ozellikleri ABTS radikali temizleme
yontemi ile aynidir. DPPH yontemi i¢in de DMSO ¢oziiciisii radikal temizleme
acisindan en iyi segenektir. En yiikksek DPPH temizleme aktivitesi degerleri her iki
bitkinin yaprak 0ziitlerinde yiiksek bulunmus olup pembe akasyanin temizleme
aktivitesi daha ytiksektir.

e FRAP tayininde TEAC degerleri ¢igeklerde 129 mg/L ile 1586 mg/L arasinda;
yapraklarda 2748 mg/L ile 13675 mg/L arasindadir. Bu tayinde de benzer sekilde en
yiiksek aktiviteyi Robinia hispida yaprak ekstraktlarinin gosterdigi tespit edilmistir.
Yapraklarda aseton, c¢iceklerde ise hem DMSO hem de aseton iyi birer Oziitleme
¢Oziiclisiidiir.

e CUPRAC tayininde TEAC degerleri c¢iceklerde 520 mg/L ile 3455 mg/L
arasinda; yapraklarda 1104 mg/L ile 21042 mg/L arasindadir. Bu yontemde de en
yiiksek aktiviteyi Robinia hispida yaprak ekstraktlarinin gosterdigi tespit edilmistir.
Ozellikle asetonlu dziitlerde genel olarak aktivite degerleri daha yiiksektir. Onu DMSO
takip etmekte olup, etanol ve metanol ¢oziiciilerinin ¢oziicli tipi ve konsantrasyonu
acisindan CUPRAC tayininde benzer 6zellik sergiledigi bulunmustur.

o Alfa-glukozidaz enzim inhibisyonunda en yiiksek aktiviteyi en diisiik ICso
degerine sahip olan Robinia hispida ¢igek oziitlerinin gosterdigi tespit edilmistir. En
diisiik aktiviteyi ise antioksidan aktivitelerle benzer sekilde Robinia pseudoacacia
cicek oOziitleri gostermistir. Bu farkliligin kaynaginin pembe akasya c¢igeklerinin
antosiyanidin igerigiyle iligkili olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu agidan antosiyanin
igeriklerinin arastirilmasi bu sonuca katki saglayacaktir.

e HPLC-MS/MS analizinde her iki tiire ait ¢igek ve yaprak kisimlarindaki fenolik
bilesikler karsilastirilmistir. Oziitlerin fenolik madde miktarlar tiirler arasinda farklilik
gostermekle birlikte genellikle ayni fenolik bilesiklere rastlanmustir. Ozellikle
Pelargonidin-HCI bilesigi miktar1 her iki gigekte de yiiksek miktarda bulunmustur. Onu
sirastyla diger bilesenlere gore miktarlar yiiksek olan kuersetin-3-beta D-glikozid ve
rutin takip etmistir. Beyaz akasya yapraginda yiiksek miktarda (3895.6850 ppm)
apigenin tespit edilmistir. Pembe akasya yapraginda ise diger Oziitlere oranla oldukg¢a
yiiksek miktarlarda (yaklasik 10 kat1) Quercetin 3 beta D glycoside (49,6900 ppm),
Quercetin dihydrate (26.8445 ppm) ve Rutin (56.9265 ppm) tespit edilmistir.

e Renk analizinde en yiiksek L degerini; %70 DMSO ile hazirlanan Robinia
pseudoacacia cigek Oziitleri gostermistir. a* degeri kirmizi/yesil koordinati olup +a*

kirmiziy1, — a* ise yesili ifade eder. Bitkilerde yesillik degerleri olarak bakildiginda en
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yiiksek degeri %90 aseton ile hazirlanan Robinia hispida yaprak 6ziitleridir. Bitkilerde
b degerleri pozitif oldugundan sari/mavi rengi ifade eder ve en yliksek degeri %90
metanol ile hazirlanan Robinia pseudoacacia yaprak o6ziitleri gostermistir.

e ICP-MS metodu ile gerceklestirilen mineral analizi sonuglarina gore bitki
oziitlerinde en yiiksek oranda bulunan element potasyumdur. Oziitler arasinda en
yiiksek potasyum miktar1 degeri mg/kg cinsinden 26078.072 + 38.657 ile beyaz akasya
cicek Oziitlerine aittir. Onu sirasiyla kalsiyum ve magnezyum elementi takip
etmektedir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, Robinia hispida’nin Robinia pseudoacacia
tiirline gore daha yiiksek olmak tiizere her iki bitki tiirliniin de iyi seviyede antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle yaprak &ziitlerinin ¢igek oziitlerine gore
oldukg¢a fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bitki tiirlerinin
yiiksek oranda igermis oldugu fenolik bilesikler sayesinde a-glukozidaz enzimini inhibe
ederek antidiyabetik etki gosterdigi tespit edilmistir. Boylelikle bu ¢alismanin her iki
bitki tiiri agisindan diyabet ve oksidatif stresin yol agtig1 diger hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecek, sentetik ilaglara gore daha az yan etkiye sahip bitkisel kaynakli dogal
ilaglarin  liretimi  konusunda ileride yapilacak c¢alismalara katki saglayacag

diistiniilmektedir.
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