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OZET: Bu calismada Ornithogalum umbellatum L. ekstraktimin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi
arastirtlmis ve bu aktivitelerin mekanizmasi fitokimyasal icerik analizlerinden elde edilen bulgularla
iligskilendirilmistir. Antibakteriyel aktivite gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi, antifungal aktivite ise
Candida tiirlerine kars1 disk difiizyon yontemi kullanilarak arastirilmistir. Ekstraktin fitokimyasal analizi igin
protein, glukoz, fruktoz, total fenolik, total flavonoid igerikleri test edilmis, ICP-MS ile makro/mikro element
diizeyleri ve LC-MS ile fenolik bilesikleri analiz edilmistir. O. umbellatum ekstraktinda protein, glukoz,
fruktoz, fenolik ve flavonoid igerigi sirasiyla 7.18 mg/mL, 4.67 mg/mL, 3.15 mg/mL 41.63+0.21 ugGAE/mL
ve 69.13+0.33 pgKE/mL olarak belirlenmistir. Biyokimyasal reaksiyonlarda dnemli role sahip olan K, Ca,
Mg, Na, Fe, Zn makro/mikro elementlerin; gallik asit, prokateuik asit ve kafeik asit gibi aktif bilesiklerin
yogun miktarda bulundugu tespit edilmistir. Test edilen mikroorganizmalara karsi farkli derecelerde
antimikrobiyal etkinlik sergileyen O. umbellatum ekstraktinin genel olarak gram pozitiflerde daha yiiksek
antibakteriyel aktiviye sahip oldugu saptanmistir. En yiiksek antibakteriyel etkinlik 15.9+0.9 mm inhibisyon
zonu ile Staphylococcus aureusa’a karsi elde edilmistir. Test edilen Candida tiirlerine karsit benzer diizeyde
bir inhibisyon saglayan ekstrakt, antibakteriyel etkinlige kiyasla daha diisiikk bir antifungal aktivite
sergilemigtir. Genel olarak test edilen tiim mikroorganizmalarda inhibisyon zonu olusturmasi ekstraktin genis
spektrumlu  Ozelligine isaret etmektedir. Sonug¢ olarak O. umbellatum ekstrakti dogal bir
antibakteriyel/antifungal kaynaktir ve zengin fitokimyasal icerigi ekstraktin pek cok biyolojik aktivite
sergilemesine katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler-- Ornithogalum umbellatum L., fitokimyasal icerik, ICP-MS, LC-MS, antimikrobiyal
aktivite

Determination of Phytochemical Content-Related Antimicrobial Activity
of Ornithogalum umbellatum L. Extract

ABSTRACT: In this study, antibacterial and antifungal activity of Ornithogalum umbellatum L. extract was
investigated and the mechanism of these activities was associated with the findings obtained from
phytochemical content analysis. Antibacterial activity against gram-positive and gram-negative bacteria, and
antifungal activity against Candida species were investigated using the disc diffusion method.For the
phytochemical analysis of the extract, protein, glucose, fructose, total phenolic and total flavonoid contents
were tested, macro/micro element levels were analyzed by ICP-MS and phenolic compounds were analyzed
by LC-MS. Protein, glucose, fructose, phenolic and flavonoid contents of O. umbellatum extract were
determined as 7.18 mg/mL, 4.67 mg/mL, 3.15 mg/mL 41.63+0.21 pgGAE/mL and 69.13+0.33 pgKE/mL,
respectively. It has been determined that active compounds such as K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn macro/micro
elements, which have an important role in biochemical reactions, and active compounds such as gallic acid,
procateuic acid and caffeic acid, are present in intense amounts.O. umbellatum extract, which exhibited
different degrees of antimicrobial activity against the tested microorganisms, had higher antibacterial activity
in gram positives in general. The highest antibacterial activity was obtained against Staphylococcus aureus
with an inhibition zone of 15.9+0.9 mm. The extract, which provided a similar level of inhibition against the
Candida species tested, showed a lower antifungal activity compared to the antibacterial activity. In general,
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the formation of an inhibition zone against all tested microorganisms indicates the broad-spectrum properties
of the extract.In conclusion, O. umbellatum extract is a natural antibacterial/antifungal source and its rich
phytochemical content contributes to many biological activities of the extract.

Keywords —Ornithogalum umbellatum L., phytochemical content, ICP-MS, LC-MS, antimicrobial activity

1. Giris

Insanoglu ilk ¢aglardan bu yana bitkilerden besin maddesi olarak faydalanmaktadir. Giinliik
diyette tliketilen pek cok bitkinin insanlar arasinda da cesitli hastaliklara iyi geldigi
dillendirilmektedir. Fakat her bitki igerdigi aktif bilesenlerle yararli olabilecegi gibi zararh
bilesenler de igerebilir. Bu nedenle besin olarak tiiketilen her bir bitkinin tibbi yonden
faydalar1 bilimsel olarak arastirilmalidir. Bitkilerde bulunan dogal ve aktif bilesenler pek
cok fonksiyonel Ozellige sahiptir. Bu fonksiyonel 6zelligi sayesinde bitkiler hastaliklara
kars1 koruyucu 6zellik gostermektedir. Bitkilerin bu 6zellikleri ilag endiistrisi, gida sektorii
ve kozmetik alanlarinda bitkilerin hammadde olarak kullanilmasimni saglamistir.
Hastaliklarin tedavisinde kullanilan pek ¢ok ila¢ sentetik ya da bitkisel yapidadir (Azap ve
ark. 2017; Simopoulos ve Gopalan, 2003). Sentetik yapida olanlar ¢ogunlukla katki
maddeleri i¢cermektedir ve gesitli yan etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle bitkisel
aktif bilesenlere ilgi giin gectikce artmakta ve giinliik diyette koruyucu o6zelligi olan
bitkilerin kullanim1 ile ¢esitli hastaliklara yakalanma riski de azaltilabilmektedir.
Literatiirde hastaliklara karsi korunma amact ile tiiketilen pek ¢ok bitki tiiriiniin
antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, antienflamatuar gibi pek c¢ok etkisi rapor edilmistir
fakat diinyada ve Tiirkiye’de bitki g¢esitliliginin ¢ok olmasi bu c¢alismalar1 yetersiz
kilmaktadir (Petrovska, 2012). Bu ¢alismada da Karadeniz bolgesinde 6zellikle Giresun’da,
yaygin olarak tiiketilen Ornithogalum umbellatum L. ekstraktinin fitokimyasal analizi,
antibakteriyel ve antifungal aktivitesi arastirilmistir.

Ornithogalum cinsi (Hyacinthaceae, Ornithogaloideae) 200'den fazla soganli tiir
icermektedir ve bu cinse ait tiirler farkli habitatlarda yetisebilmektedir. Tiirlerinin ¢ogu
morfolojik, anatomik, ekolojik ve karyolojik diizeyde dnemli degiskenlik gdstermektedir.
Onemli bir Ornithogalum tiirii olan Ornithogalum umbellatum L., Carl Linnaeus tarafindan
tanimlanmistir. Asparagaceae familyasina ait O. umbellatum, eski ¢aglardan beri yenilebilir
bir bitki olarak bilinmektedir. Deniz seviyesinden 1500 m'ye kadar kirlarda, sulu
cayirliklarda ve koruluklarda yetisen ¢ok yillik sogansi bir bitkidir. Toprak alti sogan
dokular1 15-25 milimetre uzunlugunda ve 18-32 mm c¢apina sahiptir. Toprak {istiinde 30
cm uzunlugunda ve 12 mm genisliginde 6-10 arasinda yaprak bulunmaktadir. Mart-May1s
aylarinda beyaz renkli ve 6-20 arasinda ¢icek vermektedir (Yilmaz ve ark. 2004; Demirkol
ve ark. 2017). Cigek durumu yalanct semsiye, 6-20 ¢icekli; ¢anak ve tag yapraklar 15-21
mm, beyaz, dis kismi genel olarak yesil seritlidir. Yapraklarn seritsi, genellikle ¢icek
ekseninden daha uzun, 2-4 mm eninde ve tiiysiiz, iist ylizeyinde tek beyaz ¢izgili, tam
kenarl ve tiiysiizdiir.

Farkli bolgelerde O. umbellazum un yaprak, kok, govde gibi organlart besin olarak
tilketilmekte ve icerdigi aktif bilesenler nedeniyle de pek ¢ok biyolojik aktivite
sergilemektedir. Literatiirde Ornithogalum tiirlerinin kimyasal bilesimi pek ¢ok ¢alismada
arastirtlmistir. Gliney Afrika’da yetisen Ornithogalum thyrsoides’de sitotoksik aktiviteye
sahip spirostanol saponinlere ve kolestan glikozitlere ait bilesiklerin varligi saptanmistir
(Kuroda, 2004). Bulgaristan'da yetisen Ornithogalum tiirtinde kardenolid tipi kardiyak
glikozitlerin varhigi saptanmistir (Buchvarov, 1984). Rat ve ark. (2016) farkli ekolojik
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sartlarda yetisen O. umbellatum tiirlerinde fitokimyasal icerik diizeylerinin degistigini,
genel olarak igerikte gallik asit, klorojenik asit, sinnamik asit gibi fenolik bilesiklere ve
kuersetin, rutin, epikatesin gibi flavonoidlerin saptandigini rapor etmislerdir. Ayrica diisiik
151k yogunluguna ve nitrojen seviyesine sahip orman habitatinda yliksek fenolik madde
tiretildigi, asitli topraklarda ve nemli ortamlarda yiiksek oranda flavonoid iiretildigi tespit
edilmistir. Renda ve arkadaglar1 (2019) Karadeniz bolgesinden topladiklar1 ii¢ farkli
Ornithogalum tiiriintin fitokimyasal igeriginde protoatesik asit, vanilik asit ve p-kumaridin
yogun olarak bulundugunu belirlemislerdir. Literatiir ¢calismalarinda fitokimyasal igerikte
saptanan bu farkliliklar farkli bolgelerde yetisen Ornithogalum tiirlerinin bulunduklari
ortama adaptasyonu siliresince Urettigi sekonder metabolitlerdeki degisimlerden
kaynaklanmaktadir.

Bitkilerin sahip oldugu aktif bilesikler 6zellikle sekonder metabolitler pek ¢ok biyolojik
aktivitenin de ortaya c¢ikmasmi saglamaktadir. Bu nedenle bilimsel arastirmalarda
fitokimyasal analizler ve biyolojik aktivite aragtirmalar birbirlerini tamamlayan unsurlardir.
Ozellikle bitkisel ekstraktlarin fitokimyasal analizi biyolojik aktivitenin mekanizmasinin
aydmlatilmasinda 6nemli bir adimdir. Bu c¢alismada Karadeniz bolgesinde oOzellikle
Giresun’da, Sakarca olarak bilinen ve soganlar ile toprak iistii kisimlar pisirilerek gida
olarak tiiketilen O. umbellatum ekstraktinin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi
arastirilmis ve bu aktivitelerin mekanizmasi fitokimyasal igerik analizlerinden elde edilen
bulgularla iligkilendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Ornek Hazirlama ve Ekstraksiyon Calismalari

Giresun’da dogal vejetasyonda yetisen O. umbellatum bitkisi Mayis 2019°da tesadiifi
ornekleme ile toplanmis ve taksonomik teshis “Tiirkiye Florasi1” na gore yapilmistir (Davis,
1988). O. umbellatum besin olarak tiiketilen kok, govde ve yaprak dokulart temizlenerek,
laboratuvar ortaminda steril kosullar altinda kurutulmustir. Kurutulan 6rnekler ogiitiilerek
toz haline getirilmis ve 2 g ogiitiilmiis 6rnek 100 mL metanol igerisinde ¢alkalamali
inkiibatorde 24 saat siire ile oda sicakliginda ekstrakte edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kat1 partikiillerin uzaklastirilmas1 amaciyla ekstrakt filtre edilmis ve elde edilen
filtrat 10 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijjleme sonrasinda
supernatant sivi faz evaporator yardimi ile ugurulmus ve elde edilen ekstraktlar analizler
i¢in -18°C’de saklanmustir (Azap ve ark. 2017).

2.2. Total Protein Tayini

Protein tayini i¢in; 0.5 g ekstrakt 1.5 mL potasyum fosfat tamponunda (0.1 mM, pH = 7.5)
¢Ozlinmiistiir. Konsantrasyonlarin nicel olarak belirlenmesinde 0.1-1.0 mg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan sigir serum albiimin (BSA) standart olarak kullanilmistir.
Biiiret metoduna gore hazirlanan tiim 6rneklerin absorbansi 540 nm’de okunmus ve protein
derisimi mg/mL olarak tespit edilmistir (Zheng ve ark. 2017).

2.3. Coziiniir Karbohidrat Analizi

Ekstraktta bulunan c¢oziinlir karbonhidrat analizi Halhoul ve ark. (1972)’nin 6nerdigi
yonteme gore yapilmistir. 0.5 mL ekstrakt 2.5 mL taze hazirlanmis antron ¢ozeltisi (150 mg
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antron+100 mL H2SOg) ile karistirilmis ve 40°C su banyosunda glukoz tayini i¢in 5 dk.,
fruktoz tayini i¢in ise 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sogutulan ¢ozeltilerin
absorbansi spektrofotometrik olarak 625 nm dalga boyunda okunmustur. 0.1 - 0.5 mg/mL
anhidroglikoz iceren standartlar ile hazirlanan kalibrasyon egrilerden yararlanarak toplam
karbohidrat miktari tespit edilmistir.

2.4. Toplam Fenolik Icerik ve Flavonoid Tayini

O. umbellatum ekstraktlarinin fenolik igerik tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna ile tespit
edilmistir. Standart madde olarak kulanilan gallik asidin 5 farkli konsantrasyonu metanol
icerisinde hazirlanmis ve kalibrasyon egrisi olusturulmustur. 0.5 mL ekstrakt, 2.5 mL Folin-
Ciocalteu reaktifi ve 7.5 mL Na,CO3s’den olusan karisim oda sicakliginda karanlikta 2 saat
stire ile bekletilmistir. Siire sonunda ekstrakt ve standart madde igeren c¢ozeltilerin
absorbansi 750 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Singleton ve Rossi, 1965).
Toplam fenolik madde esdeger gallik asit olarak degerlendirilmistir (ug GAE/mL).

Flavonoid tayini i¢in metanol igerisinde O. umbellatum ekstraktinin ve standart madde
olarak kullanilan katesin ¢ozeltileri hazirlanmistir. 10 mL 6rnek ve 1 mL %35 sodyum nitrit
karistirlarak 6 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda karisima 1 mL, %10 aliiminyum
nitrat eklenmistir. 6 dk’lik ikinci bir inkiibasyon sonrasinda 10 mL NaOH eklenerek toplam
hacim 25 mL olacak sekilde dH2O eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dk’lik bir inkiibasyon
sonrasinda ¢ozeltiler 510 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Zhishen ve ark.
1999). Flavonoid miktarlari pg KE/mL olarak ifade edilmistir.

2.5. ICP-MS ile Makro ve Mikro Elementlerinin Analizi

ICP-MS (Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) analizi igin 0.1 gr &rnek
mikrodalga c¢oziiniirlestirme (Milestone D5, USA) cihazinda yakilmistir. Yakim igin
mikrodalganin teflon tiiplerine aktarilan numune iizerine SmL Suprapur Nitrik Asit +2mL
Hidrojen Siilfiir eklenmis ve yakim sonrasinda ultra saf suyla hacim 50mL’ye
tamamlanmistir. Calisma parametreleri radyofrekans giicii 1550 W, nebiilizér gaz1 0.96
L/dk., plazma gaz1 0.88 L/dk., nebiilizér basinci 3.01 bar, bekleme siiresi 0.01 ms ve
puskiirtme odas1 sicakligi 3.7°C olarak uygulanmistir. Her bir element igin standartlar
hazirlanarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve numuneler analiz edilmistir.

2.6. LC-MS/MS Analizi

LC-MS (LC-MS/MS ¢ift MS dedektorii) analizi igin yaklasik 2 gram ekstrakt {izerine 4:1
oraninda Metanol-Diklorometan (8 mL+2mL) eklenmistir. Ultrasonik banyoda yaklasik 120
dakika ekstrakte edildikten sonra 0,45 pum lik siringa filtresinden siiziilen 6rnekler, LC-
MS/MS ile analiz edilmistir. Analiz ODS HYPERSIL 4,6*250 mm Sum kolonda, % 0.1
formik asitli su (A) ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak, 30°C’de ve 0.7 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir.  Enjeksiyon hacmi 20 pL, analiz stiresi ise 34 dk olarak
gerceklestirilmistir.

2.7. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Tayini

O. umbellatum ekstraktinin antibakteriyel aktivitesi gram negatif bakterilerden kars
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve gram pozitif
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bakterilerden Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus aureus’ a karsi
disk difiizyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Bakteriler (107-10% adet/mL) Mueller
Hinton Agara, funguslar ise Sabouraud Maltoz Agar besiyerine homojen bir sekilde
astlanmistir. O. umbellatum ekstraktlart (20 mg/mL) mikropipet ile 6 mm capindaki bos
steril disklere (20 pl/disk) emdirilmistir. Ekstrakt emdirilmis diskler mikroorganizma
inokiile edilmis petrilere yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’ de 1 saat
bekletildikten sonra bakteriler igin 37°C’de funguslar i¢in 27°C’de 24 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Sitire sonunda besiyeri iizerinde olusan inhibisyon zonlar1i mm olarak
degerlendirilmistir. Antifungal aktivite tayininde de disk diflizyon yontemi kullanilmis ve
ekstraktlarin etkisi Candidia albicans FMC 17 ve Candida krusei ATCC 6258 tiirlerine
kars1 test edilmistir. Standart olarak Nistatine ve Amikasin antibiyotikleri kullanilmigtir
(Yalc¢in ve ark. 2009).

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Fitokimyasal Analiz

O. umbellatum ekstraktinin total protein, glukoz ve fruktoz igerigi Sekil 1°de verilmistir.
Ekstraktta total protein igerigi 7.2 mg/mL olarak saptanirken, glukoz ve fruktoz igerikleri
sirastyla 4.67 mg/mL ve 3.15 mg/mL olarak tespit edilmistir. Gilinlimiizde protein
ihtiyacinin karsilanmasi genellikle hayvansal proteinlerle saglanmaktadir fakat artan obezite
ve hiperkolesterolemiye bagli olarak gelisen kardiyovaskiiler hastaliklar bitkisel proteinlere
olan yonelimi de arttirmistir. Bitkisel proteinler bitki fizyolojisi ve metabolizmasina etki
eden depo proteinleridir. Depo proteinlerinin miktar1 ve gesidi, bitkinin protein a¢isindan
besleyici degerlerini ve fonksiyonel ozelliklerini de belirlemektedir (Cetiner ve Bilek,
2018). Karadeniz bolgesinde, 6zellikle Giresun’da kok ve yaprak dokular birlikte tiiketilen
O. umbellatum ekstraktinin 6nemli miktarda protein igerdigi belirlenmis ve besleyici
ozelligi dogrulanmistir. Bitkiler yogun olarak karbohidrat igermektedir ve bu
karbohidratlarin biiyiik cogunlugu seliiloz, nisasta gibi ¢éziinmez polisakkarit yapidadir. Bu
calismada 6zellikle ¢oziinebilir karbohidratlardan glukoz ve fruktoz miktar1 incelenmistir.
Her iki karbohidrat 6zellikle enerji metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Yiiksek kan
glukoz diizeyi leptin ya da insiilin salinimini uyararark normal doygunluk cevabini
tetiklerken fruktoz bu etkiyi gostermedigi i¢in obezite riskini yiikseltmektedir. Ayrica
fruktoz alim1 visseral adipoz dokuda artisa neden olurken glukoz alimi ise subkutan adipoz
dokunun artisina yol agmaktadir (Arslan ve Sanlier, 2016). Glukoz igerigine kiyasla daha
diisiik diizeyde fruktoz igeren O. umbellatum un yiiksek protein icerigi sayesinde besleyici
degerinin yaninda ayn1 zamanda saglikli oldugu da sdylenebilir.
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Sekil 1. O. umbellatum ekstraktinin total protein, glukoz ve fruktoz igerigi
Figure 1. Total protein, glucose and fructose content of O. umbellatum extract

O. umbellatum ekstraktinin total fenolik ve flavonoid igerigi Sekil 2’de verilmistir.
Ekstraktta bulunan total fenolik ve flavonoid igerigi sirasiyla 41.63+0.21 ugGAE/mL ve
69.13+0.33 ugKE/mL olarak bulunmustur. Bu sonug ile ekstraktta flavonoid oraninin
fenolik bilesige kiyasla daha yliksek oranda bulundugu saptanmistir. Fenolik ve flavonoid
bilesikler bitkilerde yogun olarak bulunan antioksidan bilesiklerdir. Bitkisel ekstraktlarin
antioksidan ozellik sergilemesinde fenolik ve flavonoid bilesiklerin rolii oldukg¢a yiiksektir.
Flavonoidler, mikrobiyal enfeksiyona yanit olarak bitkiler tarafindan sentezlenmektedir ve
bu nedenle in vitro olarak ¢ok cesitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite
sergilemektedir. Flavonoidler birgok biyokimyasal 6zellige sahiptir, ancak hemen hemen her
flavonoid grubunun en 1iyi tanimlanan Ozelligi, antioksidan olarak hareket etme
kapasiteleridir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, fonksiyonel gruplarin diizenlenmesine
baghdir ve antioksidan mekanizmalar1 serbest radikal olusumunun baskilanmasi ve
antioksidan dengenin korunmasini kapsamaktadir (Rice-Evans,1996). O. umbellatum
ekstraktinda yiiksek oranda bulunan fenolik bilesikler de serbest radikalleri yok ederek ve
lipid peroksidasyonuna neden olan metal iyonlari ile selasyon yaparak antioksidan aktivite
sergilemektedirler. Fenolik bilesikler, insan ve hayvan diyetinin énemli bir pargasi olan
8000'den fazla farkli bilesigi kapsayan, cesitli kimyasal yapilara ve farkli biyolojik
aktivitelere sahip genis bir kimyasal maddeler grubunu olusturmaktadir. Fenolik bilesiklerin
bitkilerdeki islevi c¢ok c¢esitlidir. Bu bilesikler radikalik bilesiklere bir hidrojen atomu
vererek lipidlerin ve diger makromolekiillerin oksidasyonunu engellemektedir. Fenolik
bilesiklerdeki bu Ozellikler, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal kanser, kolon,
meme ve yumurtalik kanserleri ve 16semi gibi nérodejeneratif hastalik risklerinde azalma ile
iliskilidir. Fenolik bilesikler ayrica anti-allerjenik, antimikrobiyal ve antiviral aktiviteye de
sahiptir (Towers ve Harborne,1964; Shahidi ve ark. 1995). Fenolik ve flavonoid bilesiklerin
sahip oldugu biyolojik aktiviteler bulundugu bitkinin de c¢esitli biyolojik etkinlik
sergilemesini saglamaktadir. Rat ve ark. (2016) farkli ekolojik sartlarda yetisen O.
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umbellatum’un fitokimyasal analizinde 7.55-28.9 mgGAE/g araliginda toplam fenolik
madde, 5.9-23.5 mgQE/g araliginda toplam flavonoid bilesik i¢erdigini tespit etmislerdir.

Flavonoid i¢enk Fenolik 1¢enk
(ngKE/mL) (ugGAE/mL)

Sekil 2. O. umbellatum ekstraktinin total fenolik ve flavonoid igerigi
Figure 2. Total phenolic and flavonoid content of O. umbellatum extract

3.2. LC-MS/MS Analizi

O. umbellatum ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak
degerlendirildigi LC-MS kromatogrami Sekil 3’te verilmistir. Toplam test edilen 19 fenolik
bilesikten 6 bilesigin varlig1 tespit edilmis, bu sonug ile fenolik bilesik c¢esitliliginin diisiik
oldugu saptanmistir. Ekstrakt iceriginde major bilesik olarak gallik asit, prokateuik asit ve
kafeik asit bulunurken mindr oranda prokateuik aldehit, vannilin ve kaempferol varlig
tespit edilmistir. LC-MS analizinde O. umbellatum ekstraktinin maksimum diizeyde
prokateuik asit icerdigi saptanmistir. 500'den fazla bitki tiiriiniin igeriginde bulunan
prokateuik asit bulundugu bitki tiirlerine ¢esitli farmakolojik 6zellik kazandirmaktadir.
Ozellikle yiiksek oranda antioksidan aktivite sergileyen prokateuik asit, bu aktiviteyi serbest
radikal olusumunu engelleyerek, serbest radikalleri temizleyerek ve serbest radikal
reaksiyonlarmin katalizorii olan geg¢is metal iyonlarimi selatlayarak gerceklestirmektedir.
Antioksidan aktivite yaninda ayn1 zamanda antimikrobiyal, antiiflamatuar, antidiyabetik,
antiiilser ve antiviral gibi pek c¢ok etkinlige de sahiptir (Rice-Evans, 1996). Ekstraktta
bulunan ve major fenolik bilesiklerden olan gallik asit, ¢esitli bitkilerde, sebzelerde,
kabuklu yemislerde ve meyvelerde bulunan dogal olarak olusan bir ikincil metabolittir.
Gallik asit giiglii antiinflamatuar, antioksidatif, antitimor, antibakteriyel, antidiyabetik,
antiobezite, antimikrobiyal ve antimiyokardiyal iskemi gibi birgok belirgin farmakolojik
etkiye sahip diisiik molekiiler agirlikli bir tri-fenolik bilesiktir. Gallik asit bakterilerde hiicre
zart pompalarini inhibe ederek antimikrobiyal aktivite sergilemekte ve ayni zamanda
antimikrobiyal bilesiklerin etkinligini de arttirmaktadir (Bai ve ark. 2021). Simoes ve ark.
(2009) ¢esitli ilaglara kars1 direngli bakteri suslarinda gallik asidin aktif pompalart inhibe
ederek antimikrobiyal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Major bilesik olarak saptanan
diger bir fenolik madde olan kafeik asit de giiclii biyolojik aktiviteye sahiptir. Ekstrakt
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iceriginde tespit edilen kafeik asit, oksidatif stresi azaltan antioksidan enzimlerden
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin ekspresyonunu artirarak antioksidan aktivite
gostermektedir (Jamali ve ark. 2019). Nadanasabapathi ve ark. (2013) kafeik asit ve kafeik
asit kombinasyonlariin giiglii serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugunu, lipid
peroksidasyonunu azalttigint ve serbest radikal aracili hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegini belirtmistir. Minor bilesik olarak saptanan vanilin aromatik bir halkaya
bagli aldehit, hidroksil ve eter gibi farkli fonksiyonel gruplara sahiptir ve antimikrobiyal,
antikanser, noroprotektif, antibiyotik giiclendirme gibi c¢esitli biyoaktif o6zellikler
sergilemektedir (Arya ve ark. 2020). Bir deger minér bilesik olan kaemferol antioksidan,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, kardiyoprotektif, noroprotektif, antidiyabetik,
antiosteoporotik, Ostrojenik/antiostrojenik, analjezik ve antialerjik aktiviteler dahil olmak
tizere ¢ok ¢esitli farmakolojik aktiviteye sahiptir (Abo-Salem, 2014). Gallik asit, proketuik
asit, kafeik asit ve kaemferol gibi aktif metabolitlerinin biyolojik aktivitelerinin kiimiilatif
etkilerinin bir sonucu olarak, O. umbellatum ekstrakti da pek ¢ok biyolojik aktivite
kazanarak tibbi bitki olarak siniflandirilabilmektedir.
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Sekil 3.0. umbellatum ekstraktinin LC-MS/MS analizine ait kromatogram
Figure 3. Chromatogram of LC-MS/MS analysis of O. umbellatum extract
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3.3. Makro ve Mikro Element Diizeyleri

O. umbellatum ekstraktinda bulunan bazi makro ve mikro elementlerin diizeylerine ait ICP-
MS analiz sonuglar1 Cizelge 1’de verilmistir. O. umbellatum bitkisindeki makro ve mikro
elementlerin miktarlar1 incelendiginde yiiksek oranda K elementinin oldugu bunu sirayla
Ca, Mg, Na, Fe, Zn clementlerinin izledigi tespit edilmistir. ICP-MS analizi sonucunda K
elementil836.14 mg/kg, Na 41.95 mg/kg, Ca ise 486.21 mg/kg ekstrakt oranlarinda tespit
edilmistir. Literatiirde farkli bolgelerde yetisen O. umbellatum ekstraktlarinda analiz edilen
K degerinin ortalama 2188.7 mg/kg - 2560 mg/kg araliginda, Ca degerinin 1280 mg/kg-
657.78 mg/kg araliginda bir konsantrasyonda bulundugu rapor edilmektedir. Na
elementinin arastirildigt caligmalarda ise 33.49 mg/kg-55 mg/kg araliginda bir
konsantrasyonda bulundugu tespit edilmistir (Simsek ve ark. 2017; Giizelsoy ve ark. 2017).

Bu ¢alismada, O. umbellatum ekstraktinda Mg degeri 167.36 mg/kg olarak tespit edilirken
literatlir ¢aligmalarinda 195 mg/kg-179.64 mg/kg araliginda degerlerde Mg varlig1 rapor
edilmistir (Simsek ve ark. 2017; Giizelsoy ve ark. 2017). O. umbellatum ekstrakt1 ile ilgili
gergeklestirilen literatlir calismalarinda rapor edilen elementler benzerlik gosterirken
elementlerin bulunma diizeyinde farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkliliklar ekstrakte
edilen bitkinin kok, gévde ve yaprak gibi farkli organlarinin ekstrakte edilmesinden (sadece
yaprak, yaprak+cicek, kok+govde vs.) kaynaklanmaktadir. Bu ¢calismada O. umbellatum 'un
besin olarak tiiketilen kok ve yaprak kisimlart birlikte ekstrakte edilmistir. Ayrica farkl
ekolojik ortamlarda yetisen ayni tiirlerin igerdikleri fitokimyasal bilesikler ve elementler
ortama adaptasyonu siiresince gelisen biyokimyasal reaksiyonlara bagli olarak da
degismektedir. Giinliik diyette tiiketilen bitkisel besinler g¢esitli diizeyde makro ve mikro
elementler icermektedir. Bunlar igerisinde makro elementler diger tiim elementlere kiyasla
yiiksek oranda bulunmaktadir. O. umbellatum ekstraktinda yiiksek oranda bulunan K
elementi bitkilerde enzim aktivasyonu, fotosentez, stoma aktivitesi ve nigasta sentezi gibi
pek cok metabolik yolda 6nemli bir role sahiptir (Prajapati ve Modi, 2012). Bitkisel
gidalarin tliketimi yoluyla insanlara ulasan K, Na elementi ile birlikte o6zellikle kalpte,
kaslarda ve ndronlarda hiicre zar1 potansiyeli i¢in gereklidir. Ca, kas kasilmasi, giiclii
kemik ve dis olusumu, kan pihtilasmasi, sinir uyarisi, iletim, kalp atisinin diizenlenmesi ve
hiicrelerdeki sivi dengesinde rol oynarken, Mg sinir ve kas fonksiyonunun korunmasinda,
bagisiklik sisteminin giiclenmesinde ve kan sekeri diizenlenmesi gibi pek ¢ok biyokimyasal
yollarda gorev almaktadir. O. umbellatum ekstraktinda tespit edilen bir element olan Fe ise
oksijenin taginmasi, deoksiriboniikleik asit sentezi ve elektron tasinmasi dahil olmak iizere
cok cesitli metabolik siireclere katildigi i¢cin hemen hemen tiim canli organizmalar i¢in
temel bir elementtir (Miles ve ark. 2001; Asia ve ark. 2010). Diger elementler de insan
dokularmin biiyiik kismmin saglikli ve organize bir sekilde isleyebilmesine katki
saglamaktadir ve bu kapsamda mikro/makroelementlerin giinliik diyette yeterli diizeyde
alinmasi olduk¢a 6nemlidir. ICP-MS analizi ile yiiksek oranda makro/mikro element
igerigine sahip oldugu tespit edilen O. umbellatum un besin olarak tiikketiminin insan sagligi
acisindan faydali oldugu soylenebilir.
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Cizelgel. O. umbellatum ekstraktlarinin makro/mikro element diizeyleri (mg/kg ekstrakt)
Table 1. Macro/micro element levels of O. umbellatum extracts (mg/kg extract)

Na Mg K Ca Fe Zn

Derisim 41.95 167.36 1836.14 486.21 32.78 7.42
O. umbellatum SS 0.25 1.40 18.07 8.89 0.13 0.43

RSD (%) 0.59 0.84 0.98 1.83 040 5.78
SS: Standart sapma, RSD: Bagil standart sapma (%)

3.4. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

O. umbellatum ekstraktinin antibakteriyel aktivitesi gram pozitif ve gram negatif
bakterilere karsi test edilmis ve sonuglar Cizelge 2’de verilmistir. Test edilen tiim bakteri
tirlerine kars1 farkli derecelerde antibakteriyel aktivite elde edilmistir. En yiiksek etkinlik
15.940.9 mm inhibisyon zonu ile Staphylococcus aureusa’a karsi, en diisiik aktivite ise
7.30.1 mm inhibisyon zonu ile Pseudomonas aeruginosa’ya karsi tespit edilmistir.
Ekstraktin tiim bakteriler {izerinde inhibisyon zonu olusturmasi, genis spektrumlu olduguna
isaret etmektedir. Bununla birlikte O. umbellatum ekstraktinin gram negatiflere kiyasla
gram pozitiflere kars1 daha yiiksek etkinlik sergiledigi de belirlenmistir. Bakterilere karsi
olusan bu secicilik gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasindaki yapisal farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Gram negatif bakterilerde hiicreyi ¢evreleyen ¢ift zar, antimikrobiyal
bilesiklere karsi olusan direncin ana nedenidir. Tiim bakteriler bir i¢ zara sahipken gram
negatif bakterilerde segici 6zellikte bir dis zar bulunmaktadir. Bu dis zar, pek ¢ok bilesigin
hiicre igerisine girmesini engelleyerek sidal etkilere karsi direng saglamaktadir. Gram
pozitif bakterilerde bu se¢ici dis zar bulunmadigi i¢in antimikrobiyal bilesikler bu
bakterilerde daha yiiksek etkinlik gostermektedir. Ayrica gram pozitif bakterilerin hiicre
duvari oldukga gbzenekli bir yapiya sahipken gram negatiflerde hiicre duvarn yiiksek lipid
igerigine sahiptir ve antimikrobiyallerin hiicre i¢ine gegisi dis zar proteinlerine baghdir
(Breijyeh ve ark. 2020). Tiim bu yapisal farkliliklar Gram negatiflerin daha direngli
olmasint saglamaktadir ve O. umbellatum ekstraktinin gram pozitifler iizerindeki yiiksek
etkinligini de agiklamaktadir.

O. umbellatum ekstraktinin antifungal aktivitesi Candida tiirlerine karsi test edilmis ve
sonuglar Cizelge 2’de verilmistir. O. umbellatum ekstraktinin Candida krusei ve Candida
albicans’a kars1 benzer diizeyde bir etki sergiledigi tespit edilmistir. Ekstraktin antifungal
aktivitesinin antibakteriyel etkinlige kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum
funguslarin o6zellikle kitin ve ergosterol bakimindan zengin hiicre duvan ile yakindan
iligkilidir. Candida tiirlerinin antimikrobiyal madde varliginda hiicre duvarinda kitin
seviyeleri arttirarak direng gelisimini arttirdig1 da bilinmektedir (Walker ve ark. 2013).

O. umbellatum ekstraktinin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi fitokimyasal igerigi ile
yakindan iligkilidir. LC-MS analizi ile ekstrakt iceriginde saptanan aktif bilesiklerin
antimikrobiyal aktiviteye katkis1 oldukca fazladir. Ekstrakt iceriginde yogun olarak
bulunan prokateuik asit, bakteri iremesini inhibe ederek ve diger antimikrobiyal bilesiklerin
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sinerjistik etkilerini arttirarak sidal etki gostermektedir (Jayaraman ve ark. 2010). Diger bir
major fitokimyasal igerik olan gallik asit ise bakterilerde akis pompalarini, folat sentezini ve
arginaz aktivitesini inhibe etmektedir (Pudlo ve ark. 2017). LC-MS’te saptanan minor
bilesiklerden vanilin ise bakterilerde membran biitiinliiglinii bozmakta, hiicre i¢i K
iyonlarinin hiicre disina sizmasina neden olmakta ve hiicre i¢i pH homeostazini
degistirmektedir (Fitzgerald ve ark. 2004). LC-MS ile varlig1 saptanan aktif bilesiklerin
farkli mekanizmalarla bakteriler ve funguslar iizerinde sidal etki gostermesi, O.
umbellatum un antibakteriyel ve antifungal aktivitesini gliclendirmektedir.

Cizelge 2. O. umbellatum ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonlari
Table 2. Inhibition zones of O. umbellatum extract

Ekstrakt Amikasin Nistatine
Mikroorganizma Inhibisyon Inhibisyon Inhibisyon
zonu zonu zonu
(mm) (mm) (mm)
Klebsiella pneumoniae 7.7+0.3 18.1+0.9 ND
Gram Escherichia coli 8.1+0.4 20.7+£0.5 ND
negatif  Pseudomonas aeruginosa 7.3+0.1 19.6+0.3 ND
Bacillus subtilis 13.2+0.5 17.5+0.1 ND
Gram Streptococcus pyogenes 11.8+0.4 18.3 +0.3 ND
pozitif ~ Staphylococcus aureus 15.9+0.9 21.2 +0.6 ND
Candida krusei 10.6+0.3 ND 19.3+0.5
Fungus Candidia albicans 9.1+0.1 ND 17.5+0.3

Nistatine (30 pg), Amikasin 30 pg/ml), ND denenmedi

Literatiirde de farkli bolgelerden toplanan O. umbellatum’un antimikrobiyal etkinligi test
edilmistir. Demirkol ve ark. (2017) Ordu’nun farkli bdlgelerinden toplanan O.
umbellatum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin toplanan yoreye gore degislik
gosterdigini fakat genel olarak S. aureus’a karsi antibakteriyel etkinin olustugunu,
toplanan 10 Ornekten sadece 2 tanesinin E. coli’ye karsi etki gosterirken, Listeria
monocytogenes’e karsi herhangi bir antimikrobiyal etki gézlenmedigini rapor etmislerdir.
Yigit ve ark. (2003) Erzincan bolgesinde yetisen O. umbellatum’un klorofom ve metanol
ekstraktlariin P.aeruginosa, E. coli, E. aerogenes, S. aureus’a karsi herhangi bir etki
gostermedigini tespit etmislerdir.

4. Sonug

Endiistriyel gelisime bagli olarak cevre kirliligin ve kimyasallara maruziyetin artmasi pek
cok hastaligin 6zellikle de kanserin goriilme riskini arttirmaktadir. Giinliik diyette tiiketilen
bitkisel besinler g¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve hastaliklara yakalanma riskinin
azaltilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Giiniimiizde hastaliklarin ¢esidinin ve sikliginin
artmas1 bitkisel kaynaklara olan ilgiyi de arttirmis, bitkisel gidalarin analizine dayali
bilimsel ¢alismalar da ivme kazanmistir. Bu g¢alismada da, O. umbellatum bitkisinin
ozellikle besin olarak tiiketilen kok, govde ve yaprak ekstraktlarinin fitokimyasal analizi,
antibakteriyel ve antifungal etkinligi arastirilmistir. Biyokimyasal reaksiyonlarda onemli
role sahip olan K, Ca, Mg, Na, Fe, Zn makro/mikro elementlerin de yogun miktarda
bulundugu tespit edilmistir. Candida tiiri funguslara, Gram pozitif ve Gram negatif
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bakterilere karst farkli diizeylerde antimikrobiyal etkinligi de tespit edilen O.
umbellatum’un mikrobiyal enfeksiyonlara karsi koruyucu ve savunma sistemini de
giiclendirici etkiye sahip oldugu agiktir. O. umbellatum’un biyolojik aktivitesi fiyokimyasal
igerigi ile yakindan iliskilidir ve ozellikle gallik asit, prokateuik asit ve kafeik asit gibi
fenolik bilesikler antimikrobiyal aktivitenin olugsmasinda 6nemli role sahiptir. Dogal, katk1
maddesi icermeyen ve yan etkisi olmayan bitkisel gidalarin tiiketimi kadar analizi ve
biyolojik etkinliklerinin arastirilmasi da olduk¢a onemlidir. Dogal ve bitkisel dokularin
antioksidatif, antimikrobiyal, antimutajenik, antiviral ve antikanserojenik gibi etkileri daha
cok aragtirilmali ve bu ¢aligmalar dogal kaynaklara yonelime karsi rehber olmalidir.
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