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Heracleum pastinacifolium’nin Antioksidan ve Antimikrobiyal Ozellikleri Ile
Fenolik I¢ceriginin Aydinlatilmasi

Tuba ACET™ Kadriye OZCAN?

Oz

Yaban otu olarak bilinen Heracleum tiirleri, geleneksel olarak gida katki maddesi, baharat ve tatlandirici olarak
kullanilmaktadir. Bunun yam sira, etnobotanik 6zellikleri oldugu da bilinmektedir. Bu ¢alismada, endemik Heracleum
pastinacifolium’un farkli ¢oziiciilerle (etanol, metanol ve etil asetat) elde edilen 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi ile antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle arastirilmistir. Ayrica, fenolik
bilesen analizi HPLC ile analiz edilmistir. Bulgulara gore, metanol 6ziitiiniin diger 6ziitlere kiyasla antioksidan ve
antimikrobiyal 6zelliklerinin dikkat cekici oldugu bulunmustur. Metanol 0ziitiinliin baslica fenolik bilsenlerinin
kaemferol (726.05 pg/g 6ziit) ve kuersetin (451.6 pg/g 6ziit) oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda,
bitkinin endiistriyel kullanim potansiyeli oldugu soylenebilir. Bununla birlikte, daha ileri c¢aligmalarla verilerin
desteklenmesi ve aktif bilesenlerin saflastirilarak canlilar tizerindeki etkilerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, Fenolik i¢erik, Heracleum pastinacifolium

Lightening the Antioxidant and Antimicrobial Properties of the Heracleum
pastinacifolium and its Phenolic Content

Abstract

Heracleum species, known as hogweed, are traditionally used as food additives, spices and flavorings. In addition, it is
known to have ethnobotanical properties. In this study, the total phenolic and flavonoid content and antioxidant capacity
and antimicrobial activities of the extracts of endemic Heracleum pastinacifolium obtained with different solvents
(ethanol, methanol and ethyl acetate) were investigated by spectrophotometric methods. In addition, the phenolic
component analysis was analyzed by HPLC. According to the findings, the antioxidant and antimicrobial properties of
the methanol extract compared to other extracts were found to be remarkable. The main phenolic components of the
methanol extract were determined to be kaempherol (726.05 pg / g extract) and quercetin (451.6 ug / g extract). As a
result of the data obtained, it can be said that the plant has an industrial use potential. However, it is important to
support the data with further studies and to determine the effects of active ingredients on living things by purifying
them.
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1. Giris

Bitkiler ilk c¢aglardan beri pek c¢ok rahatsizligin hafifletilmesinde geleneksel olarak
kullanilmistir. Bu maksatla, bitkilerin ¢esitli kisimlarindan farkli yontemlerle hazirlanan dogal
preparatlar tercih edilmistir (Yuan ve ark., 2016; Kalkan ve ark., 2020; Kdoseoglu ve ark., 2020;
Akmese ve ark., 2020). Pek ¢ok durumda, bu preparatlarin igerigi toplanan bitkinin yetistigi bolge
ve iklimsel parametreler nedeniyle degiskenlik gostermektedir. Bu durum bitkinin tirettigi sekonder
metabolit profilinin degismesinden kaynaklanmaktadir (Faustino ve ark., 2019). Sanayi devrimi ile
birlikte sentetik ilaglarin kesfi baslamistir ancak zamanla bunlarin doku ve organlar iizerine pek ¢ok
yan etkileri oldugu ortaya ¢ikmistir (Rates, 2001). Giiniimiizde bu yan etkileri en aza indirebilmek
icin dogal iriinlerin kullanimina yonelim artmistir (Zhang ve ark., 2018; Nembo ve ark., 2020).
Diinya Saglik Orgiitii’niin raporuna gére (WHO, 2002), insanlarm % 80’i hastalandiklarinda ilk
care olarak bitkilere bagvurmaktadir. Ciinkii bitkiler onlarin biyolojik aktivitelerinden sorumlu olan
pek ¢ok sekonder metabolitlere sahiptir (Soliman ve ark., 2019; Acet, 2021). Yeryiiziindeki bitki
cesitliligi  disiiniildiglinde ve gilinimiize kadar gergeklestirilmis etnobotanik caligmalarda
belirtildigi gibi, tedavi amagh kullanilabilecek bitki sayisi azimsanmayacak kadar ¢oktur (Romano
ve ark., 2021). Ancak, bu tiir bitkilerin etkili ve giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in bilimsel
veriler ile dogrulanmasi1 gerekmektedir. Bu yiizden, son yillarda bitkilerin antioksidan,
antimikrobiyal, antikanserojen, enzim inhibisyon vb. gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerinin ortaya
¢ikarildig1 pek ¢ok bilimsel ¢aligma yiiriitilmistir (Kotiloglu ve ark., 2020; Fakhri ve ark., 2021;
Acet ve ark., 2020; Selin ve ark., 2021). Bu ¢alismalarda, bilim insanlar1 6zellikle yeni tiirlerin veya
farkli ekosistemlerden toplanan bitkilerin farmasotik agidan degerlendirilmesine odaklanmaistir.
Bununla birlikte, elde edilen dogal iiriinlerin standart formiilasyonlarinin gelistirilmesinin 6nii
acilmustir.

Apiaceae, ¢icekli bitkilerin en bilyiik familyalarindan birisidir ve bu familyaya ait olan
Heracleum L. cinsi 120’den fazla tiir igermektedir (Bahadori ve ark., 2016). Pek ¢ok Heracleum
tirli diinya genelinde tibbi amagla: antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikanserojen,
immino sitimilator ve gida olarak tiiketilmektedir (Bahadori ve ark., 2016; Son ve ark., 2020;
Akbaribazm ve ark., 2021). Literatiirde, H. pastinacifolium’un sitotoksik ve antiviral etkinliklerinin
oldugu gosterilmistir (Firuzi ve ark., 2010; Tkachenko, 2007). Ancak, Giimiishane ilinde, 2000-
2500 metreden toplanan ve yerel halk tarafindan tiiketilen H. pastinacifolium hakkinda yapilmis
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alisma ile bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi; ayrica toplam fenolik-flavanoid miktarlarinin tespit edilmesi ve fenolik

bilesen analizinin gergeklestirilmesi amaglanmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyalinin hazirlanmasi

H. pastinacifolium ¢igeklenme doéneminde 2000-2500m yiikseklikten (Gilimiishane)
toplanmistir. Daha sonra golgede kurutulmus ve ogiitiilerek toz hale getirilmistir. Farkli polariteye
sahip ¢oziciiler kullanilarak (etanol, metanol, etil asetat) oziitler elde edilmistir. Bu islem i¢in 10 g
ogiitiilmiis bitki 200 mL ¢oziicii ile 37°C sicaklikta 125 rpm’de 8 saat boyunca g¢alkalanarak
gerceklestirilmistir.  Sonrasinda bitki pargaciklar1 kaba filtre yardimiyla uzaklastirilmis ve
stiziintiiden ¢oziiciiler 37°C’yi agsmayan sicaklikta vakumlu evaporator yardimiyla uzaklastirilmigtir.

Kuru 6ziitler analizlerde kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Toplam Fenolik Miktar1 Tayini

Oziitlerin toplam fenolik igerigi mikroplakalarda spektrofotometrik olarak belirlenmistir
(Acet, 2021). 750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biorad) ile 6l¢iim yapilmigtir. Sonuglar
gallik asit esdegeri (mg GAE/g 6ziit) olarak hesaplanmistir.

2.3. Toplam Flavanoid Miktar1 Tayini

Ekstrelerin, toplam flavonoid madde miktari, aliiminyum nitrat kolorimetrik ydntemiyle
mikroplakalarda spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Ozcan ve Acet, 2018). Reaksiyon sonunda
415 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okuma islemi gerceklestirilmis ve sonuglar kuersetin

esdegeri olarak (mg QE/g ekstre) hesaplanmastir.

2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizi ile Fenolik Madde

Iceriginin Belirlenmesi

Fenolik bilesen analizi, en yliksek toplam fenolik madde icerigine sahip olan metanol 6ziitii
kullanilarak Acet ve ark. (2020)’a gore gerceklestirilmistir. Analizde, katesin, epikatesin,
izoramnetin, ramnetin, kaemferol, mirisetin, naringin, kuersetin, rutin, kafeik asit, klorojenik asit, p-
kumarik asit, 2,4-dihidroksibenzoik asit, elajik asit, ferulik asit, gallik asit, protokatekuik asit,
salisilik asit, gentistik asit, sinapinik asit ve vanilik asit fenolik bilesiklerinin miktarlar1 mg/g 6ziit

olarak verilmistir.
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2.5. Antioksidan Aktivite Tayini

2.5.1. ABTS yontemi

Oziitlerin antioksidan kapasitesi spektrofotometrik 6lgiim ile belirlenmistir (Ozcan, 2020).

750 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmis ve sonuglar troloks esdegeri (TAEC) olarak hesaplanmustir.

2.5.2. DPPH yontemi

Oziitlerin radikal siipiirme aktivitesi spektrofotometrik olarak 490 nm dalga boyunda

gerceklestirilmistir (Acet ve ark., 2020). Sonugclar troloks esdegeri (TAEC) olarak hesaplanmustir.

2.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Oziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri hem disk difiizyon hem de mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite denemelerinde, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Yersinia enterocolitica ATCC
27729, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus RSKK
709, Escherichia coli ATCC 35150, Enterococcus faecium DSMZ 13590, Salmonella typhimurium
CCM 5445, Enterococcus hirae ATCC 10541, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Candida
albicans DSMZ 5817 test organizmalari kullanilmastir.

Her iki yontem i¢in Oncelikle test organizmalarinin taze kiiltiirleri hazirlanmis ve 0.5
MacFarland bulanikligina seyreltilmistir. Disk difiizyon denemelerinde hazirlanan test organizmalar
Miiller-Hinton agar ylizeyine inokiile edilmistir. Bu asamadan sonra petri lizerine 6 mm bos diskler
yerlestirilip 20 upl oziit soliisyonu (10 mg/ml) eklenmistir. Pozitif kontrol olarak aym
konsantrasyonda kloramfenikol ve nistatin antibiyotikleri kullanilmistir. 37°C’de 48 saat
inkiibasyon sonunda diskler ¢evresinde olusan zon caplar1 dl¢iilmiistiir.

Mikrodiliisyon yontemi ile dziitlerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK degeri)
belirlenmistir (CLSI, 2017). Islem icin dziitlerin seri diliisyonlar1 mikroplakalarda hazirlanmis ve
kuyucuklara ilgili test organizmalarin inokiilasyonu gerceklestirilmistir. Mikroplakalar 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda mikrobiyal biiylimenin olmadigr kuyucugun

konsantrasyonu ekstrenin o test organizmaya kars1 MiK degeri olarak belirlenmistir.
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2.7. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler 3 tekrarli gergeklestirilmistir. Sonuglar SPSS (version 11.5 for Windows 2000,
SPSS Inc.) programinda, One-way ANOVA ile hesaplanmis ve 6nemli farkliliklar Duncan’in ¢oklu

sira testleri ile belirlenip, P<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Total biyoaktif bilesenler

Calismada H. pastinacifolium toprak tistii kisimlarinin etanol, methanol ve etil asetat Oziitleri
elde edilmis, toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 belirlenmistir (Tablo 1). Bulgulara gore
methanol 6ziitiinliin toplam biyoaktif bilesen miktar1 diger oziitlerden anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. H. persicum ile ilgili bir ¢alismada methanol 6ziitiiniin toplam fenolik igerigi 59.6 mg
GAE/g 0ziit olarak rapor edilmistir (Coruh ve ark., 2007). Diger bir ¢alismada, H. platytaenium
metanol 6ziitlinlin toplam fenolik miktar1 28.34 mg GAE/g 6ziit, toplam flavonoid miktar1 ise 22.05
mg QE/g o6ziit oldugu tespit edilmistir. Bu verilere gore, Heracleum pastinacifolium’un benzer

ozellikler bakimindan daha yiiksek biyoaktif bilesen icerigine sahip oldugu sdylenebilir.

Tablo 1. Heracleum pastinacifolium oziitlerinin toplam biyoaktif bilegenleri

Ogiitler Toplam flavonoid miktari Toplam fenolik miktar
(mg QE g 6ziit) (mg GAE g 6ziit)

Etanol 54.243.5° 73.85+3.3°

Metanol 62.4+2.32 86.67+2.52

Etil asetat 45.7+£3.2¢ 57.1843.3¢

+ standart sapma, Ui¢ analizin ortalamasi, siitunlardaki harfler ekstraktlar arasinda istatistiksel olarak énemli
farkliliklar1 gosterir (p <0.05).

3.2. Fenolik bilesen analizi

Metanol 06ziitiiniin toplam biyoaktif bilesen miktarinin diger 6ziitlere kiyasla anlamli derecede
yiiksek olmast sebebiyle HPLC ile fenolik bilesen analizi gerceklestirilmis ve sonuglar Tablo 2-3’te
verilmistir. Oziit 21 fenolik bilesen bakimindan incelenmis ve 14 bilesen tespit edilmistir. Analize
gore Oziitte en bol bulunan bilesiklerin kaemferol ve kuersetin oldugu goriilmiistiir (Tablo 2).
Dogal iriinlerde, kaemferol ve kuersetinin genellikle bir arada bulundugu ve her ikisinin de
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antinosiseptif gibi cesitli biyolojik aktiviteler

sergiledigi rapor edilmistir (Zeng ve ark., 2019). Dogal iiriinlerin biyoaktivitelerinin igeriklerinde
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bulunan fenolik bilesiklerle iliskili oldugu; bununla birlikte Oziitteki major bilesenlerin yanisira
mindr bilesiklerin de mevcut aktivitelerden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Ozcan ve ark,
2019).

Tablo 2. Heracleum pastinacifolium metanol 6ziitiiniin HPLC ile belirlenen flavonoid miktarlar

No. Flavonoidler Miktar (mg g 6ziit)
1 Katesin 0.325+0.024
2 Epikatesin te
3 lzoramnetin te
4 Kaemferol 72.605+1.030
5 Mirisetin te
6 Naringin 3.933+0.137
7 Kuersetin 45.160+1.743
8 Ramnetin te
9 Rutin 2.548+0.071

+ standart sapma, ii¢ analizin ortalamasini gostermektedir. te: tespit edilemedi

Tablo 3. Heracleum pastinacifolium metanol 6ziitiiniin HPLC ile belirlenen fenolik asit miktarlar

No. Fenolik asitler Miktar (mg g 6ziit)
1 Kafeik asit te
2 Kilorogenik asit 0.238+0.010
3  p-Koumarik asit 0.228 £0.013
4 2,4-Dihidroksibenzoik asit 1.865+0.174
5 Ellajik asit te
6 Ferulik asit 0.320+0.018
7 Gallik asit 6.245+0.119
8 Gentistik asit 4.110+0.093
9 Protokatekuik asit 8.043+0.069
10 Salisilik asit 1.110+0.042
11 Sinapinik asit te
12 Vanilik asit 0.350+0.052

+ standart sapma, li¢ analizin ortalamasini1 gostermektedir. te: tespit edilemedi

3.3. Antioksidan ozellikler

Oziitlerin radikal siipiirme etkisini tespit etmek icin yaygin olarak kullanilan ABTS ve DPPH
spektrofotometrik metotlar1 kullanilmis ve sonuglar Tablo 4’te verilmistir. Buna goére metanol
Oziitiinlin radikal siiplirme aktivitesi diger Oziitlerden anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Bu

durum toplam biyoaktif madde igerikleri ile uyumludur. Orhan ve ark. (2016) Heracleum
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platytaenium metanol 6ziitiiniin DPPH y6ntemiyle antioksidan 6zellellikleri arastirilmis ve ortalama
bir aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Literatiirde benzer metotlarla antioksidan 6zellikler
arastirilsa da Heracleum tiirlerinin genellikle ugucu yaglari ¢ikarilmistir. H. pastinacifolium, H.
persicum, H. rechingeri ve H. transcaucasicum ugucu yaglarmin antioksidan 6zellikleri incelenmis
ve 7.3-16.3 mg/ml araliginda 1Cso degerleri ile diisiik bir aktivite sergilediklerini rapor edilmistir
(Firuzi ve ark., 2010).

Tablo 4. Heracleum pastinacifolium 6ziitlerinin antioksidan &zellikleri

(mg TE g 6ziit) (mg TE g 6ziit)
Etanol 42.65+0.7° 40.56+0.1°¢
Metanol 90.55+0.22 58.63+0.22
Etil asetat 85.50+2.3° 47.75+0.1°

+ standart sapma, ii¢ analizin ortalamasi, siitunlardaki harfler ekstraktlar arasinda istatistiksel olarak

onemli farkliliklar: gosterir (p <0.05).

3.4. Antimikrobiyal aktivite

Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi dncelikle disk difiizyon yontemiyle 12 mikroorganizmaya
kars1 belirlenmis ve sonuglar Tablo 5’te verilmistir. Sonrasinda mikrodiliisyon yontemi ile MiK
degerleri belirlenmistir (Tablo 6). Bulgulara gore Oziitler ortalama antimikrobiyal aktivite
sergilemistir. Bununla birlikte disk difizyon testine gore metanol 6ziiti C. albicans’a en etkili
aktiviteyi sergilemistir. Ayrica en diisiik MIK degeri de aym organizma iizerine metanol dziitiinde
tespit edilmistir (Tablo 6). MIK degerinin diisiik olmas: arastirilan bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesinin yiiksek oldugunu gosterir. Dolayisiyla metanol Oziitiintin C. albicans’a karsi
kullanilabilme potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Heracleum tiirlerinin (H. crenatifolium, H.
platytaenium, H.sphondylium) u¢ucu yaglarinin anticandidal aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada,
7 farkli Candida susuna kars1 250-1000 pg/ml araliginda MIK degerleri rapor edilmistir (Iscan ve
ark., 2004). Buna gére mevcut ¢alismamizda elde edilen MIiK degerlerinin daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Ayrica etil asetat Oziitiiniin E. hirae’ye karsi aktivitesi yiiksektir. Karadenizden
toplanmig olan H. platytaenium metanol 6ziitiinliin antimikrobiyal aktivitesi benzer organizmalar
kullanilarak arastirtlmistir. Elde edilen bulgulara gore bitkinin antimikrobiyal aktivitesi,
calismamizda kullanilan H. pastinacifolium o6ziitlerine oranla diisiik bulunmustur (Buruk ve ark.,
2006). H. mantegazzianum’dan saflastirilan kumarinlerin antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi
caligmada 30-1000 pg/ml araliginda MIK degerleri ile ortalama aktivite tespit edilmistir (Walasek
ve ark., 2015).
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Literatiirde Heracleum tiirlerinin 6zellikle ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmis ve ortalama aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Bahadori ve ark., 2016). Verilerimiz

bu bakimdan literatiirle uyumluluk gostermektedir.

Tablo 5. Heracleum pastinacifolium éziitlerinin disk difiizyon degerleri (mm)

Iqeﬂs(troorganizrnalarl Bitki Oziitleri (200 pg disk”) (};I(;)(;apgfsl:!ll:?; (208l E;a;[ilirs]k'l)
Etanol Metanol Etil asetat
MRSA - 10 - 15 -
B. cereus 10 10 - 20 -
E. faecalis - - - 10 -
E. faecium 8 - - 20 -
E. hirae - - 10 18 -
E. coli — 8 8 12 -
S. typhimurium 8 - - 18 -
S. epidermidis 8 - - 17 -
L. monocytogenes - - - 18 -
V. parahaemolyticus 8 - - 11 -
Y. enterocolitica 9 - - 20 -
C. albicans - 15 - - 15

Tablo 6. Heracleum pastinacifolium éziitlerinin MiK degerleri (ug mL™?)

Test

; . Bitki Oziitleri Kloramfenikol Nistatin
mikroorganizmalari

Etanol Metanol Etil asetat

MRSA - 128 512 32 -
B. cereus 128 128 - 2 -
E. faecalis - 128 128 16 -
E. faecium 512 - - 4 -
E. hirae - - 64 8 -
E. coli - 512 - 32 -
S. typhimurium - - - 1 -
S. epidermidis - - - 16 -
L. monocytogenes 256 - — 16 -
V. parahaemolyticus - 256 - 8 -
Y. enterocolitica - - 128 2 -
C. albicans - 64 - - 16

4. Sonuclar ve Oneriler
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Sonug olarak, bu ¢alismada Giimiishane’den toplanan Heracleum pastinacifolium toprak {istii
kismina ait Oziitlerinin antioksidan ve antimikrobiyal oOzellikleri ile fenolik igerigi ilk defa
aydinlatilmistir. Bulgulara gore, metanol 6ziitliniin diger oziitlere kiyasla daha yiiksek aktivitelere
sahip oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bununla birlikte, 6ziitlin ana bileseni kaemferol ve kuersetin
olarak bulunmustur. Ayrica bitkinin genel olarak kayda deger antioksidan ve orta seviyede
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Gozlenen aktivitelerin, bitkideki fenolik
bilesenlerden kaynaklandigi diisiinilmektedir. Sonu¢ olarak, H. pastinacifolium’un dogal
antioksidan ve antimikrobiyal dogal bir ajan olarak kullanilma potansiyelinin oldugu sdylenebilir.
Bununla birlikte, ileri ¢alismalarla etken maddelerin saflastirilmasi ve in vivo ortamda test edilerek

etkilerinin teyit edilmesi yararli olacaktir.

Yazarlarin Katkisi

Tiim yazarlar ¢calismaya esit katkida bulunmustur.

Cikar Catismasi1 Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan calismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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