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Abstract

Wisteria is a plant species of the Fabaceae family with woody, flowering and climbing characteristics
and has about 10 subspecies. Wisteria sinensis, abundant in Asian countries, is highly attractive for honey
bees due to its blue-violet, fragrant flowers.

The flowers of the plant are mixed with sugar and flour to make a local meal (Teng Lo) in the East Asian
countries. Flowers can also be consumed as a tea. Wisteria sinensis have antioxidant and antibacterial
properties. It is very rich plant in terms of polyphenols, saponins, flavones and lectins. Because of these
properties, Wisteria sinensis can be used in the treatment of rheumatoid arthritis, stomach and breast
cancer diseases.

In this study, antioxidant properties and phenolic composition of the flower, leaf and branch parts of
Wisteria sinensis collected from Trabzon/Turkey were investigated. Antioxidant capacity and HPLC-UV
phenolic composition were determined according to Ferric reduction capacity (FRAP), 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and total phenolic substance (TPC) methods. Flowers of the plant were rich in
cinnamic acid, vanillic acid, rutin, daidzein and luteolin. Extracts obtained from leaf and branch part
were found to be rich in epicatechin, rutin, luteolin and cinnamic acid. A high correlation between
antioxidant capacity and its total phenolic contents indicated that phenolic compounds were a major
contributor of antioxidant activity of the plant.
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Wisteria sinensis'in Fenolik Kompozisyonu ve Antioksidan
Ozellikleri

Ozet

Wisteria, Fabaceae ailesine ait odunsu, ¢iceklenme ve tirmanma 6zelliklerine sahip ve yaklagik 10 alt
tiirli olan bir bitki tiiriidiir. Asya iilkelerinde bol miktarda bulunan Wisteria sinensis, mavi-mor, kokulu
cicekleri nedeniyle bal arilar1 i¢in oldukga ¢ekicidir. Dogu Asya iilkelerinde yerel bir yemek (Teng Lo)
yapmak i¢in bitkinin ¢igekleri seker ve unla karistirilir. Cigekler ayrica ¢ay olarak da tiiketilebilir.
Wisteria sinensis antioksidan ve anti bakteriyel 6zelliklere sahiptir. Polifenoller, saponinler, flavonlar ve
lektinler agisindan ¢ok zengin bir bitkidir. Bu 6zelliklerden dolayi, Wisteria sinensis, romatoid arterit,
mide ve meme kanseri hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilir. Bu g¢alismada Trabzon/Tiirkiye'den
toplanan Wisteria sinensis ‘in ¢igek, yaprak ve dal kisimlarinin antioksidan 6zellikleri ve fenolik bilesimi
incelenmistir. Antioksidan kapasite ve HPLC-UV fenolik kompozisyon, demir indirgeme kapasitesi
(FRAP), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) siiplirme aktivitesi ve toplam fenolik madde (TPC)
yontemlerine gore belirlenmistir. Bitkinin ¢igekleri, sinnamik asit, vanilik asit, rutin, daidzein ve luteolin
bakimindan zengin oldugu belirlendi. Yaprak ve dal kismindan elde edilen ekstraktlarn epikatesin, rutin,
luteolin ve sinnamik asit agisindan zengin oldugu tespit edilmistir. Antioksidan kapasite ile toplam
fenolik igerik arasindaki yiiksek korelasyon, fenolik bilesiklerin bitkinin antioksidan aktivitesine 6nemli
bir katkida bulundugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Wisteria sinensis, Polifenoller, Antioksidan kapasite, Fenolik icerik

1. GIRIS

Wisteria, bezelye ailesine ait ¢i¢ekli bir tiirdiir. Odunsu, tirmanici, iiziim asmasi gibi yaklagik on adet tiirii
bulunmaktadir. Siis bitkisi olarak diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Cin wisteriast olarak da
adlandirilan tirmanici1 Wisteria sinensis boyu yaklasik 20 m’ ye ulasir. Bitkinin yapraklarmin seker ile
karistirilmasiyla Teng Leo adi verilen geleneksel bir gida elde edilmektedir. Bitkinin yapraklari ¢ay
olarak da kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin kdkleri kagit yapiminda kullanilmaktadir. Sekil 1.” de bitkiye
ait resim bulunmaktadir. Geleneksel ve tamamlayici tipta mide tilseri, mide ve gogiis kanseri ile birlikte
iltihapli romatizmalarmn tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Wisteria sinensis ile ilgili yapilan
caligmalar incelendiginde, bitkinin yagmdan fenil propanoidler ve S-kromenlerinin saflastirildigi ve
ayrica bitkinin triterpenler, saponinler, isoflavonlar ve lektin igerdigi tespit edilmistir (Mohamed vd.,
2011). Biitiin bitki metabolizmalarinda, bitkinin ¢evresel stres kosullarina (UV radrasyon, patojenler vb)
karg1 savunma mekanizmasinin sonucunda olusturdugu sekonder metabolitler bitkilerin meyve, sebze,
tohum, cigek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunmaktadirlar. Sekonder metabolit olan polifenoller;
bitkiye yiiksek antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antitumoral 6zellikler kazandirmaktadir.

[y

Sekil 1. Wisteria sinensis (;i(;eleri
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Hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirlerinin artis1 (ROS) ile onlar1 detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu
oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif stresin kanser, diyabet, katarakt, romatoid artrit
ve yaslanma gibi ¢esitli inflamatuvar ve dejeneratif hastaliklarda rol oynadigi yapilan birgok ¢alismada
belirtilmektedir.

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan kaynaklarinin yetersiz kaldigi durumlarda disaridan
almacak  antioksidanlar ile organizmanmn  desteklenmesi oksidatif stresin  olugmasimi
engelleyebilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde yiyecek ve biyolojik sistemlerde dogal olarak olusan
molekiillerin antioksidan aktivite etkisine artan bir ilgi vardir (Biiyiiktuncel, 2013).

Yaptigimiz bu ¢aligmada geleneksel Cin tibbinda yaygm olarak kullanilan Wisteria sinensis bitkisinin
antioksidan aktivitesi ve fenolik kompozisyonlar belirlendi.

2. MATERYAL METOT

2.1. Numunelerin temini ve ekstraktlarin eldesi

Wiestira sinensis bitkisi Trabzon’da 2017 bahar doneminde toplandi. Bitkinin yaprak, sap, ¢igek gibi
farkli kisimlardan metanolik ekstraktlar hazirlandi. Bu amagla numuneler kurutuldu, 6giitiildii ve her bir
kisimdan yaklasik 3’er gram tartildi. Daha sonra iizerine % 99’ luk metanol ilave edildi ve 24 saat
boyunca calkalandi. islem tamamlandiktan sonra karisim siiziildii ve ¢dzelti hacmi belirlendi.

2.2. Toplam Fenolik Madde Miktar

Folin metodu fenolik maddelerin Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir
ve dogal iiriinlerde toplam fenolik madde 6l¢iimii i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir (Singleton ve Rossi,
1965; Singleton vd., 1999). Folin-Ciocalteu reaktifi molibdofosfotungstik heteropoliasiti
(3H20.P,05.13W03.5M003.10 H»0) olup bilesigin aktif merkezinde Mo(VI) bulunur. Fenolik
maddelerin folin reaktifi ile olusturdugu mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum
absorbansa sahiptir. Bu rengin spektrofotometrik 6lgtimii ile toplam fenolik madde miktar tespit edilir.
MO(VI)(san) + € (antioksidan) — MO(V)(mavi)

Gallik asit (GA) standardi kullanilarak kalibrasyon grafigi hazirland1 (Slinkard vd., 1977; Singleton ve
Rossi, 1965). Gallik asitin farkli konsantrasyonlarda (1.0; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.03125 mg.mL™")
cozeltileri hazirlandi. Konsantrasyona karsilik 6lciilen absorbans degerleri ile standart grafigi cizildi.
Cizilen grafige gore ekstraklarin toplam fenolik madde miktar1 ayr1 ayr1 hesaplandi. Sonuglar mg
GAE.mL"! cinsinden ifade edildi.

2.3. Toplam Flavanoid Tayini

Flavonoid miktar1 tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore yapildi. Aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi olarak da adlandirilan bu metodun prensibi, aliiminyum kloriiriin, flavonoidlerin 4-keto ve C-3
ya da C-5 (ya da her ikisi) hidroksil grubu ile kararli bir asit kompleksi olusturmasina dayanmaktadir.
Aliiminyum kloriir ayrica flavonoidlerin A ve B halkalarindaki orto-dihidroksil gruplari ile kararsiz bir
asit kompleksi de olusturur (Pallab vd., 2013). Standart olarak farkli konsatrasyonlarda (0.25; 0.125;
0.0625; 0.03125; 0.015625 ve 0.0078125 mg.mL™) kuersetin (KE) kullanildi. Pipetlemeler bittikten 40
dakika sonra 415 nm’ de saf suya kars: tliplerin absorbanslari kaydedildi. Konsantrasyona karsilik
kaydedilen absorbans degerleri ile standart grafigi ¢izildi. Cizilen standart grafigine gore ekstraklarin
toplam flavanoid madde miktar1 hesaplandi ve toplam flavanoid miktar1 mg KE.mL! ekstrakt olarak
ifade edildi.

2.4. Antioksidan Kapasitesi Tayini

Wisteria sinensis’in yaprak, sap ve ciceklerinden hazirlanan metanolik ekstraktlarin antioksidan
kapasiteleri demir indirgeme (FRAP) ve serbest radikal siipiirme (DPPH) yontemleri kullanilarak yapildi
(Keskin vd., 2019).

2.4.1. Demir Indirgeme Giicii (FRAP)

Bu yontemin ilkesi, Fe** iyonlarinm, asidik ortamda Fe(TPTZ)** tripriridiltriazin kompleksiyle
antioksidanlar tarafindan mavi renkli Fe(TPTZ)?* kompleksine indirgenmesine dayanir (Benzie and
Strain, 1999). FRAP reaktifi, 40 mM HCL, 2.5 mL FeCl;.6H20 ve 25 mL 300 mM pH 3.60 asetat
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tamponunda ¢oziindiiriilmiis 2.5 mL 10 mM TPTZ karistirilarak hazirlandi. 3 mL taze hazirlanmig FRAP
reaktifine 100 pL Ornek eklenmis, daha sonra 37 °C'de 4 dakika inkiibe edilmistir. Numunelerin
absorbansi saf su kullanilarak hazirlanmis kore karst 593 nm'de kaydedilmistir. Standart bir kalibrasyon
egrisi hazirlamak i¢in 100-1000 mM arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda demir siilfat ¢ozeltisi
kullanildi. Standart referans olarak Trolox kullanildi. FRAP testiyle elde edilen sonuglar g numune basina
uM Fe (IT) esdegeri olarak verildi.

2.4.2. Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi (DPPH)

Metanol ekstraktlarinin radikal siipiirme kapasitesi, Molyneux tarafindan agiklanan DPPH yontemi
kullanilarak belirlendi (Molyneux, 2004). Her 6rnek igin, alt1 farkli konsantrasyonda 0,75 mL ekstrakt
metanol iginde 0,75 mL 0,1 mM DPPH ile karistirildi ve oda sicakliginda inkiibasyondan sonra absorbans
517 nm'de kaydedildi. Sonuglar, SCso olarak ifade edildi; bu deger DPPH'nin ilgili konsantrasyondaki
cozeltisinde serbest radikal miktarmi yar1 yariya azaltmak igin gerekli numune konsantrasyonunu ifade
etmektedir.

2.5. Fenolik Komposizyonun Belirlenmesi

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) ayn1 anda cevap alinabilen UV-Vis dedektor ile
donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde yapildi. Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm
x4.6 mm, Spm; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak
gergeklestirildi (De Villers vd., 2004). A rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %
70-30 asetonitril-saf su bulunan gradient programi uygulandi. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon
hacmi 25 pl’ye, mobil faz akis hiz1 1,2 mL.dk "’ya ve kolon sicakligi kolon firminda 30 °C’ye
ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi (Can, 2015).

3. BULGULAR

Wisteria sinensis’in yaprak, sap ve ci¢eklerinden hazirlanan metanolik ekstraktlarin toplam polifenol
miktar1 srrasiyla 1.23 mg GAE.g, 1.93 mg GAE.g" ve 1.39 mg GAE.g™'; demir indirgeme kapasitesi
strastyla 0.56 uM FeSO4.7H,0.g!, 8.29 uM FeSO4.7H,0.g! ve 3.96 uM FeSO4.7H,0.g!; serbest radikal
temizleme kapasitesi (SCsp) sirasiyla 8.92 mg.mL!, 4.89 mg.mL! ve 6.87 mg.mL"! olarak belirlendi.
Bitkinin yapraklarinin katesin, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik
asit, rutin, daidzein, cinnamik asit ve luteolin icerdigi tespit edildi. Epikatesin, p-kumarik asit, rutin,
sinnamik asit ve luteolinin ise bitkinin her {i¢ kisminda da oldugu belirlendi. Analiz sonuglar1 Tablo 1 ve
Tablo 2’ de 6zetlendi.

Tablo 1. Wisteria sinensis yaprak, ¢icek ve sap kisimlarmin toplam polifenol ve antioksidan degerleri

Toplam Polifenol Toplam Antioksidan Kapasite, Serbest Radikal
Miktar1 (mg GAE.g')  FRAP (uM FeSO04.7H20.g™) Siipiirme Kapasitesi
(SCso mg.mL™")

Yaprak 1.23+£0.01 0.56 £ 0.02 8.92 +£0.07

Cicek 1.39 £ 0.00 3.96 % 0.03 6.87 £ 0.09

Sap 1.93 +£0.00 8.29+0.12 4.89 +0.02
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Tablo 2. Wisteria sinensis yaprak, ¢igek ve sap kisimlariin fenolik komposizyonu

Fenolik Kompozisyon (mg fenolik bilesen.g™)*

GA|PKA|p-BA [ KT | VA | KA | SA | EKT | p-CA | FA RT DA SA LT
Yaprak| - | - - - - - - 36.43 2.77 - 76.61 | 0.63 | 117.81 | 13.24
Cicek | - | - - 1.94] 0.63 [1.36|0.12| 2.76 6.63 |13.69| 12.80 | 29.40 | 11.60 | 7.19

Sap -] - - - | 2,66 | - - 10.79 3.11 - 64.82 - 227 |10.17

GA: Gallik asit, PKA: Protokatequik asit, p- BA: p-Hidroksibenzoik asit, KT: Katesin, VA: Vanilik asit,
KA: Kafeik asit, SA: Siringik asit, EKT: Epikatesin, p-CA: p-Kumarik asit, FA: Ferulik asit, RT: Rutin,
DA: Daidzein, SA: Sinnamik asit, LT: Luteolin

* Analiz sonuglart {i¢ tekrarl olarak elde edilmistir. Standart sapma <0.01 oldugu i¢in tablo degerlerine
yansitilmamigtir.

4. TARTISMA

Geleneksel Cin tibbinda oldukg¢a genis uygulama alani bulan Wisteria sinensis’ten elde edilen yag ve
ucucu bilesenler oldukga yaygin kullanilmaktadir. Geleneksel tip alaninda oldukga genis uygulama alani
bulan bu bitki fenolik bilesenleri agisindan olduk¢a zengindir (Mohamed vd., 2011). Flavonoidler
bitkilerce tiretilen sekonder metabolitlerdir ve bitkilerin kuraklik, patojenlerin varligi, UV radyasyonu
gibi ¢evresel stres faktorlerinden korunmak igin tirettikleri bilesiklerdir. Bu bilesiklerin oldukga yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bildirilmektedir. Flavonoidlerin reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu oksidatif strese bagli rahatsizliklara kargi insan sagligmi koruyucu etkileri oldugu da ifade
edilmektedir (Yao, et. al., 2004). Bu ¢alisma ile elde edilen bulgular, wisteria sinensis’in yaprak, sap ve
cigek gibi farkli kisimlarinin yiiksek miktarda flavonoid sinifi bilesikler ihtiva ettigini gdstermistir. Wink
(2013) yapmis oldugu bir caligmada Wisteria sinensis bitkisinin ait oldugu bezelye ailesinin fenolik
bilesenler agismdan zengin oldugunu ifade etmistir. Ozellikle flavonoidler, izoflavonlar, katesinler,
antosiyaninler, tanenler ve kumarinler agisindan bu aileye ait bitkilerin zengin oldugu ifade edilmektedir.
Chew ve arkadaslar1 (2011) ayni aileye ait farkl1 bir bitki tiiriiniin toplam polifenolik madde icerigini ve
antioksidan 6zelliklerini arastirmislardir. B. purpurea bitkisine ait gigeklerin 3.49 mg GAE.g! toplam
polifenolik madde igerdigini ve ICso degerlerinin de toplam polifenolik madde ile orantili oldugunu ifade
etmislerdir. Huang ve arkadaslar1 (2013) yapmis olduklar1 bir ¢alismada yine ayni aileden olan
Spatholobus suberectusun toplam polifenol miktarinin % 1.81— % 2.60 arasinda degistigini ifade
etmiglerdir. Ayrica bu bitkinin de katesin igerdigi belirtilmistir. Mohamed ve arkadaglar1 (2011) yaptiklari
calisma sonucunda Wisteria sinensis’ in luteolin ve kefeik asit agisidan zengin oldugunu, antioksidan
kapasitesinin de yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Caliymamizda elde ettigimiz veriler literatiir bilgileri
ile birlestirildiginde, Wisteria sinensis’in farkli kisimlarindan yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
flavonoidlerin elde edilebilecegi ifade edilebilir.

5. SONUC

Wisteria sinensis’in antioksidan kapasitesi ve toplam polifenolik igeriginin belirlendigi bu g¢alisma,
bitkinin 6zellikle ¢igek kisminin oldukga gesitli fenolik bilesikler ihtiva ettigini géstermistir. Yine toplam
polifenolik madde miktar1 ile toplam antioksidan kapasite arasinda bir korelasyon oldugu da
goriilmektedir. Bu sonuglar Wisteria sinensis’ten elde edilecek ekstraktlarin gida bilesimine katilarak
onlarin antioksidan aktivite yoniinden fonksiyonlarini arttirabilecegi ifade edilebilir.
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