T.C.
GIRESUN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ISIL iSLEM GORMUS VE DOGAL ORNITHOGALUM UMBELLATUM
EKSTRAKTLARININ FITOKIiMYASAL iCERIGININ VE MULTI-
BiYOLOJIK FONKSIYONLARININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi
Ogrencinin Adi SOYADI . Aytiill UZUN AKGEYIK
Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : .../09/2023
Enstitii Anabilim Dah - Biyoloji
Tez Danismani - Prof. Dr. Emine YALCIN
Agustos 2023

GIRESUN



T.C.
GIRESUN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ISIL iSLEM GORMUS VE DOGAL ORNITHOGALUM UMBELLATUM
EKSTRAKTLARININ FITOKIiMYASAL iCERiIGININ VE MULTI-
BiYOLOJIK FONKSIYONLARININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI

Aytiil UZUN AKGEYIK

Enstitii Anabilim Dah : BIYOLOJi

Bu tez 29/08/2023 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Prof. Dr. Prof. Dr.
Kiiltigin CAVUSOGLU Emine"YALCIN Kiirsag YAPAR
Jiiri Bagkam Uye Uye

Dog¢. Dr. Dr. Ogretim Uyesi
Dilek CAVUSOGLU Fatih KUTLUER
Uye Uye
Prof. Dr.
Bahadir KOZ

Enstitii Mudira



BEYAN

Tez igindeki tiim verilerin akademik kurallar ¢ergcevesinde tarafimdan elde edildigini,
gorsel ve yazili tiim bilgi ve sonuclarin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, baskalarinin
eserlerinden yararlanilmast durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iiniversite veya bagka bir liniversitede

herhangi bir tez ¢alismasinda kullanilmadigini beyan ederim.

Aytiil UZUN AKGEYIK
29/08/2023



TESEKKUR

Lisansiistii egitimim siiresince gerekli tiim bilgi ve becerileri kazanmamda engin
bilgi ve tecriibelerinin yani sira manevi destegini de eksik etmeyen, Giresun
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Béliim Baskani Sayin
Prof. Dr. Emine YALCIN’a; egitimim siiresince yapmis oldugum bilimsel
calismalarimda, tez c¢alismamin her asamasinda egitim alanindaki ve bilimsel
alandaki kiymetli birikimlerini biiyiik bir fedakarlik ile paylasan, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali Baskani Saym Prof. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU’na
tesekkiir ederim. Caligmalarim esnasinda FTIR analizlerindeki desteginden dolay1
degerli hocam Dr.Ogr. Uyesi Ibrahim Evren KIBRIZ’a, ICP-MS calismalarim
beraber yiiriittiigiim Ogr.Gor.Dr. Emrah AKGEYIK e ¢ok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt ee ettt n st en ettt n st an e |
(O] 1 ) 23 S 1) 21 2 T 1|
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI ...coeoveeceeeceeeee e v
SEKILLER LISTESI ....vcvivcteieeseeee ettt \Y
TABLOLAR LISTESI ...ttt VI
OZET .ottt VII
SUMMARY ettt et e e e b e e et e e e e naeeanes VIl
BOLUM 1. GIRIS ..ottt 1
BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI ...oooovviveieeieieicreeeeeeee s esetesies s eseneen, 4
2.1. Is1l islemin polifenoller GZerine etkiSl .......ccvvvvieiiiiiiiiiieiiie e 5
2.2. Is1l islemin flavonoidler Gizering etkiSi ........cccccovviveieiiiiiee e 7
2.3. Isil islemin karotenoidler iZerine etKiSi .........cccocveeriueeiiriiiienie e 9
2.4. Ts1l Islemin biyolojik aktivite GiZerine etkisi .........c.covverevererreircrererssieereresenns 10
2.5. Ornigathalum umbellatum L..........ccoooiiiiiie e 13
2.6. CalISMANIN AIMACT ..vvviiiiiieiiiee et e e sbe e e b e e s nseeeanbeeeanneas 14
BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM ....ccovoiiviiiiiieececeecee e, 15
3.1 EKSIrAKSIYON ..oveiiceice ettt 15
3.2. lleri fitokimyasal @aNAliZIEr .............cccceveveiiieieeieeiececee e, 17
3.2.1. LC-MS/MS @NAKIZI c.vveveeivieieee et 18
3.2.2. ICP-MS @NALIZI «.cvvevieeie ettt 18
323 FTIR @NALIZE oo e 19
3.3. BIYOIOJiK @KLIVITE ... .eoiiiiieiiieece e 19
3.3.1. Anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivite ............cccvviiiiiiiieee, 20
3.3.2. Anti-proliferatif aktiVITE ..........cocooiiiiiiieiie e 20



3.3.3. Anti-mutajenik aktiVIte ... 21

3.3.4. Ml ve KA preparatlarinin hazirlanmasi ...........ccoovvviiiiiiiiiiicieccees 22
3.4, IStatiKSE]l ANAIZ ...vvvevececeeeeeeeeeeeee ettt 22
BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA .......ccoeoeeverecreeenenene, 23
4.1. Ekstraksiyon VerimIliZl ......ccceoiiiiiiiiiiiciice e 23
4.2. ileri fitokimyasal analiZIeT ..........ccccoviuiiiiiiiiiiiie e 24
4.2.1. LC-MS/MS @NALIZI ...cvoveviiiiiiieiisieie s 24
4.2.2. ICP-MS @NALIZI ..ovveiiiii e e 28
A4.2.3. FTIR @NALZIE .ovcveiieieiiee et st 32
4.3. DIYOIOJIK AKEIVITE .....eeiiciiciiecie s 34
4.3.1. Anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivite ..........ccccocveviiiiiiiiiiiceceee e, 34
4.3.2. Anti-mutajenik aktiVIte ... 38
4.3.3. Anti-proliferatif aktiVITe ..........ccooiiiiiiiiiie e 40
BOLUM 5. SONUC VE ONERILER ........cccooveiiiiiiiiiiiiieieeetieeesseeeeeeesseses s 43
KAYNAKLAR et e e e s ra e e e e enaees 44
e S OSSP 51
OZGE CMIS ..o, 60

III



SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

EV

FTIR

GAE
ICP-MS
KA
LC-MS/MS
MI

MN

TFi

: Ekstraksiyon verimliligi

: Fourier doniisiimlii kiz1l6tesi spektroskopisi

: Gallik asit esdegeri

: Indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi

: Kromozomal anormallik

: S1v1 kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
: Mitotik indeks

: Mikronukleus

: Total fenolik icerik

IV



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Polifenolik bilesiklerin reaksiyonlar1 ve fonksiyonlart......................... 6
Flavonoidlerin 1s1 uygulamasi sonucunda degredasyonu.............ccccovevenees 8
Is1 maruziyetinde karoten degradasyonu sonucu olusan bilesikler .......... 10
Ugucu yaglarin 1s1 maruziyetinde ugradigi reaksiyonlar ...........ccccceeeeeee. 13

O. umbellatum yapraklarinin kurutulmasi, toz haline getirilmesi ve 1s1l

islem uygulanmast...........ooooiiiii e 16
Deneysel analizler ve incelenen parametreler. .................c.cooviininn... 17
ICP-MS analizinde kullanilan kosullar ve cihazlar ............................ 19

Farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraksiyon verimliligi (EV) ve Total

fenolik igerik (TFI)........oimiiii e 24
O. umbellatum ekstraktinin LC-MS/MS analizine ait kromatogramlar...... 26
Isil islem uygulamasi sonrasinda makro ve mikrolement diizeylerindeki 31

azalma (%)

FTIR@NANZIEN . ..., 33
Ham ve 151l islem gormiis (Is-eks) ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi.. 37
NaNj3 tarafindan indiiklenen MN ve kromozomal anormallikler.............. 38
Isil islemin anti-mutajenik aktivite {izerine etkisi............................. 40



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 3.1.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.

Tablo 4.3.
Tablo 4.4.
Tablo 4.5.
Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

LC/MS analiz KOSUIIAIT........cccuviieiuiiieiieceiie e e 18
Ham ve 1s1l islem gormiis ekstraktlarda fenolik madde dagilima............. 27

Ham ve 1s1l islem gormis O. wumbellatum ekstraktlarinin element

QUZEYICTT ..ttt ettt e e et e e sbeeseeensees 29
Haglama suyu element dUzeyi..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiieieenee, 31
Makromolekiillerin dalga boylar1 ve absorpsiyon bantlari ....................... 32
O. umbellatum ekstraktinin olusturdugu inhibisyon zonlari (mm)......... 36

NaNj3 tarafindan indiiklenen MN ve kromozomal hasar siklig1 {izerine
dogal ve islem gormiis ekstraktlarin etkisi.................oooviiiiiiiininnnn. 39
Ham ve 1s1l islem gormiis O. umbellatum ekstraktlarinin anti-proliferatif

AKEIVIEEST « ettt et e e e e e e e, 41

VI



ISIL iISLEM GORMUS VE DOGAL ORNITHOGALUM UMBELLATUM
EKSTRAKTLARININ FITOKIMYASAL iCERIGININ VE MULTI-
BiYOLOJIK FONKSiYONLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada, Karadeniz bdlgesinde yaygin olarak tiiketilen Ornithogalum
umbellatum L.'nin ham ve 1s1l iglem gormiis ekstraktlarinin fitokimyasal parmak izi
ve biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Bitkinin besin olarak tliketilen sogan ve
yaprak kisimlar1 35°C'de etiivde kurutulduktan sonra ogiitiilerek toz haline
getirilmistir. Isil islem igin bitki 100°C'de 20 dakika kaynatilmistir. Ham ve 1s1l islem
gormiis ekstraktlarin fitokimyasal igeriklerindeki farkliliklar ICP-MS, LC-MS/MS ve
FTIR analizi ile belirlenmistir. Biyolojik aktivite, anti-mikrobiyal, anti-mutajenik ve
anti-proliferatif aktivite testleri ile arastirilmistir. O. umbellatum ekstraktinin hem
fitokimyasal icerigi hem de biyolojik aktivitesi iizerine 1s1l islemin etkisi
aragtirtlmistir. O. umbellatum ekstraktinda major bilesikler olarak gallik asit,
prokateuik asit ve kafeik asit bulunurken, minor oranlarda prokateuik aldehit, vanilin
ve kaempferoliin varlig1 belirlenmistir. Isil islem sonrasi fenolik bilesik diizeylerinde
onemli bir azalma olmus ve gallik asit igerigi %92,6, prokateuik asit igerigi %90 ve
kafeik asit icerigi %84,8 oraninda azalmistir. ICP-MS sonuglarinda 1s1l iglem sonrasi
makro ve mikro element diizeylerinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Ekstraktin
Cd, Ca, Ba, Cu ve Zn seviyeleri artarken; Na, Mg, K, Fe, U, Co seviyeleri 6nemli
Ol¢iide azalmistir. Ekstraktin gii¢lii anti-mikrobiyal aktivitesinin 1s1 uygulamasi
sonrasinda azaldigi tespit edilmistir. Is1 uygulamasi sonrasinda anti-mutajenik ve
anti-proliferatif ~ aktivitelerde de Onemli azalmalar ve baz1 kromozomal
anormalliklere kars1 aktivite kaybi gozlenmistir. Ham ekstrakt, esit olmayan
kromatin dagilimmna kars1 %69,8 ile en gii¢lii anti-mutajenik etkiyi gdstermistir.
Benzer sekilde kopriileri %56,1 oraninda azaltan ekstraktin anti-mutajenik aktivitesi
151l islem sonras1 %0,74'e diismiis ve anti-mutajenik aktivitesini kaybetmistir. Dogal
O. umbellatum'un biyolojik aktiviteleri, igerdigi major bilesiklerle yakindan iligkilidir
ve 1sinin etkisiyle bu bilesiklerin diizeylerindeki azalma aktiviteye de yansimistir.
Bitkilerin fitokimyasal igeriklerini arastiran ¢alismalar cok onemlidir. Fitokimyasal
icerikle ilgili biyolojik aktiviteleri arastiran calismalar daha dikkat cekicidir. Bu
caligmada bolgemizde gida olarak tiiketilen O. umbellatum'un fitokimyasal parmak
izi belirlenmis, biyolojik aktiviteleri igerdigi bilesiklerle iliskilendirilmis ve biyolojik
aktivitenin 1s1tya duyarli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ornithogalum umbellatum, fitokimyasal, LC-MS/MS, ICP-MS,
FTIR, biyoaktivite
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INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL INGREDIENT AND
MULTI-BIOLOGICAL FUNCTIONS OF HEAT-TREATED
AND RAW ORNITHOGALUM UMBELLATUM EXTRACTS

SUMMARY

In this study, the phytochemical fingerprint and biological activities of raw and heat-
treated extracts of Ornithogalum umbellatum L., which is widely consumed in the
Black Sea region, were investigated. The bulb and leaf parts of the plant consumed
as food were dried in an oven at 35°C and then ground into powder. For heat
treatment, the plant was boiled at 100°C for 20 min. Differences in phytochemical
contents of raw and heat-treated extracts were determined by ICP-MS, LC-MS/MS
and FTIR analysis. Biological efficacy was investigated with anti-microbial, anti-
mutagenic and anti-proliferative activity tests. In this way, the effect of heat
treatment on both the phytochemical content and biological activity of the O.
umbellatum extract was determined. Gallic acid, procateuic acid and caffeic acid
were found as the main compounds in the O. umbellatum extract, while the presence
of procateuic aldehyde, vanillin and kaempferol in minor proportions was
determined. There was a significant decrease in phenolic compound levels after heat
treatment and gallic acid content decreased by 92,6%, procateuic acid content by
90% and caffeic acid content by 84,8%. Significant differences were detected in
macro and micro element levels after heat treatment in ICP-MS results. While Cd,
Ca, Ba, Cu and Zn levels of the raw extract increased; Na, Mg, K, Fe, U, Co levels
decreased significantly. The strong anti-microbial activity of extract decreased with
the application of boiling. A significant decrease in anti-mutagenic and anti-
proliferative activities and loss of activity against some chromosomal abnormalities
were determined after boiling. The raw extract showed the strongest anti-mutagenic
effect with 69,8% against the unequal distribution of chromatin. Similarly, the anti-
mutagenic activity of the extract, which reduced the bridges by 56,1%, decreased to
0,74% after heat treatment and almost lost its anti-mutagenic activity. The biological
activities of raw O. umbellatum are closely related to the major compounds it
contains, and the decrease in the levels of these compounds with the effect of heat
was reflected in the activity. Studies investigating the phytochemical contents of
plants are very important. Studies investigating biological activities related to
phytochemical content are more remarkable. In this study, the phytochemical
fingerprint of O. umbellatum, which is consumed as food in our region, was
determined, its biological activities were associated with the compounds it contained,
and it was determined that the biological activity was heat sensitive.

Keywords: Ornithogalum umbellatum, phytochemical, LC-MS/MS, ICP-MS, FTIR,
bioactivity
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BOLUM 1.GiRiS

Ornithogalum (Hyacinthaceae, Ornithogaloideae) 200'den fazla tiire sahiptir ve farkli
iklim kosullarinda yetisebilmektedir. Ornithogalum cinsine ait tiirler anatomik,
morfolojik, ekolojik ve karyolojik agidan da farklilik gosterebilmektedir. Bu cinse ait
Ornithogalum umbellatum L., Carl Linnaeus tarafindan tanimlanan 6nemli bir tiirdiir.
Diinyada ve iilkemizde O. umbellatum "un yaprak, govde ve kok gibi kisimlart besin
olarak tiiketilmektedir. Ornithogalum tiirleri pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir ve
bu etkileri igerdigi aktif bilesenlerle yakindan iliskilidir. O. umbellatum tiirlerinin
fitokimyasal iceriginde gallik asit, sinnamik asit, klorojenik asit gibi fenolik
bilesikler ile rutin, kuersetin, epikatesin gibi flavonoidler yer almaktadir. Yayilis
gosterdigi ortama ve maruz kaldigr stres kosullarina gére O. umbellatum tiirlerinin
fitokimyasal igerigi de degiskenlik gostermektedir. Diisiik 151k yogunlugu ve nitrojen
seviyesine sahip orman habitatinda yiiksek fenolik madde tiretimi, asitli topraklarda
ve nemli ortamlarda ise yiiksek oranda flavonoid iretimi gerceklestirmektedir.
Fitokimyasal igerikte saptanan bu farkliliklar Ornithogalum tiirlerinin bulunduklar
ortama adaptasyonu siiresince {rettigi sekonder metabolitlerdeki degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Bitkilerin sergiledigi pek ¢ok biyolojik aktivite sekonder
metabolitlerin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir (Akgeyik ve ark., 2021; Petrovska, 2012).
Sekonder metabolitler pigmentasyon ve 1sik tutma (antosiyaninler, likopen),
zararlilara ve hastaliklara kars1 savunma (glukozinolatlar), ultraviyole 15181in neden
oldugu oksidatif stresin onlenmesi (karotenoidler, antosiyaninler, flavonoller) dahil
olmak tizere pek c¢ok fonksiyona sahiptir. Sekonder metabolit iceren meyve ve
sebzelerden zengin diyet 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve tip 2 diyabet
gibi kronik hastalik riskinin azalmasini saglamaktadir. Hastalik riskini azaltici
etkileri  sekonder metabolitlerin  insanlarda  detoksifikasyon enzimlerinin
modiilasyonu, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, trombosit agregasyonunun

azaltilmasi, lipid ve hormon metabolizmasinin modiilasyonu, anti-oksidan, anti-



bakteriyel, anti-mutajen ve anti-anjiyogenik etkiler, timor baslangicinin azaltilmasi
gibi tamamlayict ve pleiotropik mekanizmalarla ger¢eklesmektedir. Sekonder
metabolitlerce zengin pek c¢ok bitki hem besin olarak tiiketilmekte hem de pek ¢ok
hastaliga karsi koruma amaciyla giinliik diyete eklenmektedir (Lampe, 1999;
Palermo ve ark., 2014).

Besin olarak tiiketilen pek c¢ok bitki ¢esitli pisirme islemlerine tabii tutularak
tikketilmektedir. Gidalarin 1s1l igleme tabii tutulmasi biyolojik, fiziksel ve dokusal
degisikliklere neden olmaktadir. Pisirme islemi mikroorganizmalar1 yok ederek ve
anti-beslenme  faktorlerini etkisiz hale getirerek gida giivenligi yaninda
sindirilebilirligi ve biyoyararlanimi da arttirmaktadir. Pisirme isleminin yararl
etkileri yaninda, besin kalitesinin azalmasi, kimyasal reaksiyonlar sonucunda besin
kaybi, akrilamid gibi istenmeyen bilesiklerin olusumu, doku ve renk kaybi gibi
zararli etkileri de olabilmektedir (Van boekel ve ark., 2003). Son yillarda
gerceklestirilen pek cok calismada besin olarak tiiketilen bitkilerin kimyasal
bilesimleri {izerine pisirmenin farkli etkileri oldugu bildirilmistir. Ozellikle pisirme
sirasinda uygulanan 1s1l islem fitokimyasallar yapisinda ciddi degisimlere neden
olmaktadir. Bu degisimler bitkinin iceridigi aktif bilesenlerin komposizyonuna,
fitokimyasalin molekiiler yapisina, 1si1l islemin sekline ve siiresine gore
degismektedir (Palermo ve ark., 2014). Isil islem sonucu bitkisel iriinlerde piroliz,
maillard reaksiyonu veya karbonhidrat karamelizasyonu gibi ¢esitli reaksiyonlara
bagli olarak fitokimyasal igerikte degisim gozlenmektedir. Ozellikle fenolik
bilesiklerin miktarinda azalma ve kimyasal baglarda kirilma sonucunda ara iirtinlerin
olugsmas1 bu degisimlerdendir. Yiiksek molekiiler agirlikli polifenollerin kimyasal
baglarmin  kirilmast  sonucu daha diisiik molekiiler agirlikli  polifenoller
olusabilmektedir. Is1 uygulamasi ile ekstraktlarda bulunan 3-p-kumaroilkinik asitteki
baglarin kirilmasiyla Kinik asidin ortaya ¢ikmasi bu degisime bir Ornektir. Bazi
durumlarda bitkisel ekstrakttaki fenolik bilesiklerin 1s1 etkisi ile birbirine doniisiimii
de gerceklesebilmektedir. 5-O-caffeoylquinic asidin 1s1 etkisi ile 4-O-caffeoylquinic
aside dontisiimii bu degisimin bir 6rnegidir (Maghsoudlou ve ark., 2019). Literatiirde
151l islem uygulamalarinin fenolik igerikte azalmaya ve buna bagh olarak bitkinin

antioksidan kapasitesinde ve radikal giderme 6zelliklerinde gerilemeye neden oldugu



rapor edilmektedir (Abacan ve ark., 2017). Bazi c¢alismalarda ise 1sil islem
sonrasinda olusan yeni fenolik bilesiklerin etkisiyle antioksidan aktivitede artis
gozlendigi rapor edilmektedir (Maghsoudlou ve ark., 2019). Literatiir ¢alismalarinda
gozlenen bu farkliliklar 1s1 etkisi ile ortaya c¢ikan yeni bilesiklerdeki ve bu

bilesiklerin aktivitesindeki degisiklikler ile agiklanabilir.

Literatiirde bitkisel ekstraktlarin fitokimyasal i¢eriginin ve biyolojik fonksiyonlarinin
arastirildig1 pek cok ¢alisma bulunmaktadir. Diinyadaki ve Tiirkiye’deki zengin bitki
cesitliligi bu calismalar1 yetersiz kilmaktadir. Bir bitki tiirliniin farkli iklim
kosullarinda ve stres altinda {rettigi sekonder metabolitler degiskenlik
gostermektedir ve bu durum farkli bolgelerden toplanan aynmi tiire ait bitki
orneklerinin fitokimyasal ve biyolojik aktivite bakimindan da farklilik gostermesine
neden olmaktadir (Durhan ve ark., 2022). Besin olarak tiiketilen bitkilerle
gerceklestirilen fitokimyasal analize dayali ¢alismalarda genellikle bitkinin ham hali
kullanilmaktadir. Diyetle tiiketilen pek c¢ok bitkisel besin pisirme islemlerine tabii
tutulmakta ve uygulanan 1s1l islem fitokimyasal igerikte degisime neden olmaktadir.
Bu degisim biyolojik aktiviteye de yansimaktadir. Bu calismada literatiirdeki bu
eksiklikler goz onlinde bulundurularak Karadeniz bolgesinde 6zellikle Giresun’da,
Sakarca olarak bilinen ve soganlar1 ile toprak iistii kisimlar1 pisirilerek gida olarak
tilketilen Ornithogalum umbellatum’un ham ve 1s1l iglem uygulanmig ekstraktlarmin
fitokimyasal igerigi ve g¢esitli biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Isil islem
uygulamas: sonrasinda kimyasal igerikte belirlenen degisikliklerin biyolojik aktivite
tizerindeki etkisi de degerlendirilmistir. Ham ve 1s1l islem uygulanmis O. umbellatum
ekstraktlariin ~ fitokimyasal analizi makro ve mikro element diizeyleri,
makromolekiillerdeki biyokimyasal fonksiyonel gruplar ve fenolik bilesikler tespit
edilerek gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda ileri kimyasal teknikler
kullanilarak O. umbellatum’un kimyasal parmak izi olusturulmus ve 1sil islemin
icerikte yarattigi degisimler tespit edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda ham ve
151l islem uygulanmis ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla
ekstraktlarin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-mutajenik, anti-proliferatif etkileri

arastirilmig ve 1s1l islemin bu aktiviteler {izerine etkisi de tespit edilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bitkisel besinler insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir ve diyetle tiiketilen
sebzelerinin ¢ogu, farkli pisirme islemlerinden sonra tiiketilmektedir. Pisirme
sirasinda mikrodalgada 1sitma, kizartma, buharda pisirme, firinlama ve kavurma gibi
cesitli yontemler uygulanmaktadir. Tiim bu yontemlerde gidalar 1s1l isleme tabii
tutulmakta ve 1sinin etkisi ile biyolojik, fiziksel ve kimyasal ve dokusal degisiklikler
meydana gelmektedir. Isil islem wuygulamasi gidalarin mikroorganizmalardan
arindirilmasini ve anti-beslenme faktorlerinin etkisiz hale getirilmesini saglayarak
gida giivenligini arttirmaktadir. Ayrica 1s1 etkisi ile yiyeceklerin sindirilebilirligi ve
besinlerin biyoyararlanimin1 da artmaktadir. Bu avantajlarin yaninda 1sil islem
uygulamasinin ¢esitli dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Gida kalitesinde ve besleyici
ozelligindeki azalma en onemli dezavantajlardandir. Akrilamid gibi yan iirlinlerin
olusumu, doku kayb1 ve renk degisimi de 1s1l islemin yarattig1 diger olumsuzluklardir

(Van Boekel ve ark., 2003; Palermo ve ark., 2014).

Fitokimyasallar 1s1l islem uygulamasi sonucunda yapisal degisiklige ugrayan onemli
bitkisel metabolitlerdir. Bitkisel gidalarda dogal olarak olusan; bitkilere koku, renk,
aroma ve strese karsi dayaniklilik 6zellikleri saglayan fitokimyasallarin besleyici
ozelligi  bulunmamaktadir. Bununla  birlikte  fonksiyonel gida  olarak
degerlendirilmekte ve pek cok biyolojik aktivite sergilemektedirler. Bu bilesikler,
detoksifikasyon enzimlerinin modiilasyonu, bagisiklik sisteminin uyarilmasi,
trombosit agregasyonunun azaltilmasi, lipid ve hormon metabolizmasinin
modiilasyonu, anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-mutajen ve anti-anjiyogenik etkiler,
timor baslangicinin azaltilmasi ve apoptozun indiiklenmesi gibi farkli aktivitelere
sahiptir. Gidalarin 1s1l islem uygulanarak pisirilmesi sirasinda fitokimyasallarin
yapisinda kimyasal degisiklikler ve buna bagli olarak biyolojik fonksiyonlarinda artis

ya da azalmalar gozlenmektedir. Tiim bu degisimler fitokimyasalin yapisina ve



uygulanan 1s1l islemin tiiriine bagl olarak degismektedir. (Lampe, 1999; Palermo ve
ark., 2014).

2.1. Isil islemin Polifenoller Uzerine Etkisi

Bitkisel besinler yogun miktarda fenolik bilesikler icermektedir ve bu nedenle bu
bilesikler giinlik diyette bol bulunan bir fitokimyasallar grubudur. Kimyasal
yapilarina gore cesitli gruplara ayrilabilen polifenollar fenolik asitler, stilbenler,
lignanlar ve flavonoidler gibi baslica gruplar icermektedir. Bitkisel gidanin
polifenolik bilesimi tiirlere gore hem nitelik hem de nicelik agisindan degiskenlik
gostermektedir. Bazi polifenoller yaygin olarak pek ¢ok tiirde bulunabilirken, bazi
gruplar belirli familyalar veya tiirlerle sinirhidir. Bitkilerde fenolik bilesikler serbest
formlarda oldugu kadar makromolekiillerle kovalent olarak bagli veya hiicresel
organlarda/hiicre duvari bilesenlerinde paketlenmis halde de bulunabilmektedir.
(Ross ve Kasum, 2002; Manach ve ark., 2004).

Gidalarin 1s1l isleme tabii tutulmasi polifenollerin yapisinda ve miktarinda degisime
neden olabilmektedir. Baz1 literatiir calismalar1 1s1l isleminin fenolik igerikte artiga
neden oldugunu rapor ederken (Faller ve Fialho, 2009), bazi1 ¢alismalarda azalma
oldugu rapor edilmistir (Manzocco ve ark., 2000). Isil islem sonrasinda polifenollerin
degisimi temel olarak iic mekanizma ile iligkilendirilmektedir. Bu mekanizmalar
fenollerin oksidatif bozunmasi (enzimatik esmerlesme gibi), konjugat formlardan
serbest hale doniisiim ve protein, tanen yada antosiyanin gibi bilesiklerle kompleks
olusumudur. Isil islem uygulamasi ile olusan reaksiyonun tiirii fenolik bilesilerin
diizeyindeki degisimi de belirlemektedir. Bu degisim sonrasinda polifenol igeriginde
azalma ya da artiglar gozlenmektedir (Palermo ve ark., 2014). Genel olarak bitkisel
besinlerde yiiksek basingli kaynatma sonrasinda fenolik igerikte genel bir artis rapor
edilmektedir. Bu bulgular fenolik bilesiklerin proteinlerden ve hiicre duvari
yapilarindan ayrilarak serbest hale geg¢mesi ve polifenol oksidazlarin (PFO)
inhibisyonu ile ag¢iklanmaktadir (Stewart ve ark., 2000; Wachtel-Galor ve ark.,
2008). PFO enzimi serbest fenolik bilesiklerin polimerizasyonunu katalize ederek,

monomerlerin polimerlesmesini saglarlar (Sekil 2.1i). Enzim aktivitesi sonucunda



olusan kompleks yapt monomerlerden daha yiiksek antioksidan kapasite
sergilemektedir. Literatirde ferulik asitten iretilen kompleks polimerlerin
monomerik yapidan 15 kat daha fazla antioksidan kapasite sergiledigi rapor
edilmektedir (Mundo ve ark., 2016). PFO enzimleri polifenollerin protein gibi
makromolekiillerle konjugasyonunu da katalize edebilmektedir (Sekil 2.1ii). Olusan
polifenol-protein kompleksleri pek ¢ok o6zellik bakimindan yiiksek aktivite
sergilemektedir (Sun ve ark., 2022). Hem polimerizasyon hem de konjugasyon
reaksiyonlar1 polifenollerin anti-oksidan, anti-mutajenik ve anti-mikrobiyal gibi
Ozelliklerinin iyilegsmesini saglamaktadir (Sekil 2.1iii.). Isil islem sonrasinda PFO
enziminin denatlirasyonu, bu reaksiyonlarin ve reaksiyonlar sonucunda gii¢clenen
biyolojik aktivitenin de inhibisyonuna neden olarak besin kalitesinde azalmaya yol

acabilir.
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Sekil 2.1. Polifenolik bilesiklerin reaksiyonlar1 ve fonksiyonlar1. PPO: polifenol oksidaz

Isil islem uygulamasi polifenollerin dagiliminda da degisiklige yol agmaktadir.
Kompleks polifenollerin parcalanmasi yeni ve diisiik molekiiler agirlikli yapilarin

olusmasina neden olabilir. Is1 etkisiyle ferulik asidin bir Onciisii olan kafeik asidin



bozunmasi sonucunda rezene yagindaki ferulik asit miktarinin artmasi polifenollerin

dagiliminda olusan degisiklige dnemli bir 6rnektir (Rawson ve ark., 2013).

2.2. Isil islemin Flavonoidler Uzerine EtKisi

Flavonoidler, bitki polifenollerinin en yaygin grubudur, renk ve lezzetin olugsmasi
icin de oncii molekiillerdir. Flavonoidler kimyasal yapilarina gore farkli gruplara
ayrilmaktadir ve flavonlar, flavonoller, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler ve
izoflavonlar 6nemli alt siniflardandir. Flavonoidler 6nemli biyolojik fonksiyonlara
sahiptir ve anti-alerjik, anti-viral, anti-inflamatuar ve vazodilator etkiler bu
aktivitelerin basinda gelmektedir. Flavonoilerin en bilinen etkisi Serbest radikal
olusumunu azaltma ve serbest radikalleri temizleme yeteneklerinden dolay1 anti-
oksidan aktiviteleridir. Bunun disinda prokarsinojenlerin iiretiminden sorumlu olan
belirli P4sp izozimlerinin aktivitelerini inhibe ederek anti-kanserojenik aktivite de
sergilemektedirler. Karsinojenlerin detoksifikasyonunda gérev alan metabolize edici
enzimlerin indiiklenmesini saglayan flavonoidler pek c¢ok farkli mekanizma ile

kanserojenik etkileri inhibe etmektedir (Panche ve ark., 2016).

Ayni1 gruba ait flavonoid bilesikler, hidroksilasyon derecesi ve konumu gibi yapisal
degisikliklere bagl olarak farkli 6zellikler sergilemektedir. Yapidaki bu farkliliklar,
1s11 igleme karsi kararliliklarinda da onemli bir yere sahiptir. Glikozillenmis
flavonoidler, 1s1l isleme kars1 aglikon flavonoidlere gore daha direnglidir.
Flavonoidlerin ¢ogu dogada glikozitler ve diger konjugatlar olarak bulunur ve
cogunlugu 1stya duyarl bilesiklerdir. Bu nedenle, pisirme sirasindaki 1s1 maruziyeti
yapilarinda degisiklige yol agmaktadir (Zhang ve ark., 2011; Perla ve ark., 2012).
Pisirme esnasinda bitkisel dokuda flavonoid kaybi olusmakta ve bu durum
cogunlukla pisirme suyuna gegis yoluyla meydana gelmektedir. Flavonoid glikozitler
1s1l islemden glukuronil tiirevlere kiyasla daha az etkilenmekte ve bitkisel dokudan
ayrilarak pisirme suyuna ge¢mektedirler. Bu durum glukuronoidlerin sudaki ytiksek
¢ozlinirligii ve dokudan suya hizli gegisi ile agiklanabilir (Palermo ve ark., 2014).
Antosiyaninler, ¢cok sayida meyve, sebze, tahil ve ciceklerin renklerinden sorumlu

suda ¢oziiniir flavonoidlerin bir alt sinifin1 temsil etmektedir. Bitkilerde tozlasmada,



tohumlarin yayilmasinda ve ayrica fotosentez sirasinda iiretilen serbest radikallerin
temizlenmesinde Onemli bir role sahiptir. Bitkinin meyve kabugu gibi farkl
dokularinda ve epidermal hiicrelerde tiniform bir sekilde ¢6ziilmiis olarak bulunurlar
(Stintzing ve Carle, 2004; Cheynier, 2005). Antosiyaninlerin yapist 1s1, pH, 1s1k gibi
faktorlerden 6nemli derecede etkilenmektedir ve degrade olabilmektedir. Literatiirde
1s1l islem uygulamasinin antsosiyanin i¢eriginde dnemli degisimlere neden oldugu
rapor edilmektedir. Bu degisimler 1s1 etkisiyle kimyasal baglarin kirilmasi,
immobilize olan antosiyaninlerin hiicresel yapilardan ayrilarak pisirme suyuna
geemesi ve bilesiklerin yapisal farkliliga ve doniisiime ugramasi ile agiklanabilir
(Palermo ve ark., 2014). Is1 uygulamasi hiicre duvarlarinda degredasyona neden
olmakta ve bagli formdaki flavonoidlerin hidrolizi gerceklesmektedir. Is1 etkisi ile
flavonoid glikozitler de kimyasal baglarin hidrolizi sonucunda aglikonlara
doniismektedir (Gao ve ark., 2022). Baghh formda ve konjuge halde bulunan
flavonoidlerin serbest hale gegmesi miktarlarinda da degisime neden olmaktadir. Is1
etkisiyle serbestlesen flavonoidlerin degredasyonu ve yeni {irtinlerin ortaya ¢ikmasi
fitokimyasal igerikte ve biyolojik fonksiyonlarda ciddi degisimlere neden olmaktadir
(Sekil 2.2.). Ornegin 6nemli bir bir flavonoid olan rutin termal bozunma sonrasinda
degrade olarak yeni triinlere doniismektedir. 2 saatlik 1sitmadan sonra rutin
bilesiklerinden protokatesik asit, rutin dimeri, kuersetin gibi yeni bilesikler ortaya
¢ikmaktadir (Chaaban ve ark., 2017).

Yapisal degredasvon
Termal Serbestlesme

uygulama
A g b w e kr(,

Sekil 2.2. Flavonoidlerin 1s1 uygulamasi sonucunda degredasyonu (Gao ve ark., 2022)

Flavonoid




2.3. Isil islemin Karotenoidler Uzerine Etkisi

Karotenoidler dogada yaygin olarak bulunan izoprenoidlerdir ve tipik olarak meyve
ve ¢iceklerde pigment halinde bulunmaktadir. 650'den fazla karotenoid tanimlanmis
ve dogal kaynaklardan izole edilmistir. Insanlar giinliik diyette yaygin olarak bulunan
B-karoten, lutein, likopen, a-karoten, B-kriptoksantin ve zeaksantin almaktadir.
Karotenoidler 6zellikle sari-turuncu meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Koyu yesil
yaprakli sebzelerde de bulunan karotenoidlerin parlak renkleri klorofil tarafindan
maskelenmektedir. Bitkilerde plastidlerde, yani kloroplastlarda ve kromoplastlarda
lokalize olan karotenoidler, fotosentezde fotokoruyucu pigmentler ve membran
stabilizatorleri olarak rol oynamaktadir (Maiani ve ark., 2009; Palermo ve ark.,
2014). Karotenoidler, birbiri ardina dizilmis izoprenoid birimlerinden olusmustur.
Konjuge yapida reaktif ¢ift bag igeren karetenoidler serbest radikalleri temizleyerek

anti-oksidan aktivite sergilemektedir (Meléndez-Martinez ve ark., 2002).

Is1 uygulamas fitokimyasal igerisindeki karotenoid mikrarini azaltici ya da arttiric
etki gosterebilir. Is1 uygulamasinin karotenoid miktarini arttirict etkisi genel olarak
bitkisel dokulardan ekstraksiyonun hizlanmasi ile iligkilidir. Is1 etkisiyle hiicre
duvarinin  denatiirasyonu,  karotenoid-protein  kompleksinin  hidrolizi ile
karotenoidlerin serbestlesmesini saglayarak ekstraksiyonu da arttirmaktadir.
Karotenoidlerde bulunan uzun konjuge karbon-karbon ¢ift bag =zincirleri, 151k,
oksijen, 1s1 ve asit maruziyetine karst hassastir. Karotenoidlerin 1s1tya maruz kalmasi
sonrasinda derisimlerinde azalmalar da go6zlenebilmekte ve bu azalma yapisal
degredasyonla agiklanmaktadir. Is1 sonucunda karetonoidler izomerizasyona da
ugrayarak trans-form'dan cis formlara da doniisebilmektedir (Imsic ve ark., 2010;
Burmeister ve ark., 2011). Karotenlerin bozunmasi sonrasinda farkli tiplerde yeni
bilesikler olugsmaktadir. Genel olarak buharlasan diisiik molekiiler agirlikli bilesikler
ve ugucu kismin ayrilmasindan sonra geriye ucucu olmayan bilesikler kalmaktadir

(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Is1 maruziyetinde karoten degradasyonu sonucu olusan bilesikler

2.4. Isil islemin Biyolojik Aktivite Uzerine Etkisi

Bitkiler farkli tipte fenolik bilesikler ve fitokimyasallar icermektedir. Bu bilesikler
hiicresel yapilara farkli kimyasal baglar aracilii ile baglanmaktadir. Literatiirde
pisirme sirasinda uygulanan isinin fitokimyasal icerikte azalmaya ya da artisa neden
oldugunu rapor eden pek cok calisma bulunmaktadir. Bu g¢alismalarda gozlenen
farkli bulgular fitokimyasallarin supramolekiiler yapilarinin  kirilmasi ile
aciklanmaktadir. Bu kirilma sonucunda olusan her bir yeni bilesik fitokimyasal
icerikte ve biyolojik aktivitede degisime neden olmaktadir. Is1 etkisi ile olusan
degrade iirlinlerin yapis1 ve fonksiyonu biyolojik aktiviteki degisimin yoniinii de

belirlemektedir.

Bitkisel besinlerin igerdigi polifenoller gesitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelerin
olusumundan da sorumludur. Is1 etkisiyle polifenollerin miktarinda ve yapisinda
olusan degisiklik biyolojik aktivitede de degisime neden olabilmektedir. En fazla
degisim polifenollerin  yiiksek oranda sergiledigi anti-oksidan aktivitede
gozlenmektedir ve genel olarak bu degisimler iic kategoriye ayrilmaktadir. i. Is1

etkisiyle degrade olan bilesiklerin daha diislik bir aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
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anti-oksidan aktivitede azalma gdzlenmesi, ii. 1s1 etkisiyle yeni olusan ara iiriinlerin
benzer etkiye sahip olmasi nedeniyle anti-oksidan aktivitenin sabit kalmasi, iii. yeni
olusan triinlerin daha yiiksek etkinlik gostermesi nedeniyle anti-oksidan aktivitenin
artmasi 181 etkisiyle olusan degisimlerdir (Chaaban ve ark., 2017). Sun ve ark. (2011)
haglama yontemi ile 1s1 uygulanmig Agaricus blazei Murril. &rneklerinde anti-
oksidan aktivitenin azaldigini1 ve bu sonucu fenolik bilesiklerin tiirlerindeki ve nispi

miktarlarindaki degisim ile iligkilendirmislerdir.

Bitkisel ekstraktlarin sergiledigi anti-oksidan aktivitenin bir gostergesi olan radikal
stiptirme aktiviteleri de 1s1l islemden Onemli derecede etkilenmektedir. Radikal
stipiirme aktivitesindeki degisiklikliler anti-oksidan etkinligi de degistirmektedir. Bu
degisiklikler uygulanan 1sil isleme ve siiresine bagli olarak degismektedir.
Fitokimyasal yapilarin 1s1 uygulamasi sonrasinda bozulmasi, yeni iiriinlerin ortaya
cikmasi radikal siirpiiriicli etkide artislara ya da azalislara yol agmaktadir. Artan
aktivite, termal islem sonrasinda Maillard reaksiyon iiriinleri gibi anti-oksidan
Ozelliklere sahip bilesiklerin olusumu ile agiklanabilmektedir. Azalan radikal
stiptiriicti etkiler ise 1s1 ile olusan fitokimyasalda kayip ya da 1s1 etkisiyle degrade
olan bilesiklerin daha diisiik bir aktiviteye sahip olmasi ile iliskilendirilebilir (Roy
ve Urooj, 2013; Chaaban ve ark., 2017). Deyalage ve ark. (2021), Wattakaka
volubilis’in radikal temizleme aktivitesinin 1sil iglem uygulamasi ile azaldigi,
ozellikle 170°C’lik 1s1 uygulamasi sonrasinda %28 oraninda bir aktivite kaybi
oldugunu rapor etmistir. Ayn1 ¢alismada Gymnema lactiferum orneklerinde yiiksek

1sinin radikal giderme aktivitesini %124 oraninda arttig1 belirlenmistir.

Zengin fitokimyasal icerige sahip bitkilerin 1s1 uygulamasi sonrasinda anti-
inflamatuar aktivitelerinde de degisiklik gozlenmektedir. Inflamatuar etkinin
gozlenmesinde lipooksijenazlar 6nemli bir fonksiyona sahiptir. Lipoksijenazlar,
l6kotrien biyosentezinde anahtar enzimdir ve arasidonik asidin biyolojik olarak aktif
l6kotrienlere doniistiiriilmesindeki ilk adimlar1 katalize etmektedir. Lokotrienler,
l6kositler ve diger lipooksijenaz eksprese eden hiicreler tarafindan lokal olarak
inflamasyonun ve alerjik reaksiyonlarin gii¢lii aracilar1 olarak kabul edilir. Lokotrien

biyosentez inhibitdrleri ve lokotrien reseptor antagonistleri gesitli inflamatuar
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hastaliklarda terapdtik potansiyele sahiptir (Steinhilber, 1999). Lipooksijenaz
inhibisyonuna neden olan fitokimyasal bilesenler bitkinin anti-inflamatuar etki
sergilemesini saglamaktadir. Gunathilake ve ark. (2018) O. zeylanica, P. edulis, C.
Asiatica ve C. auriculata tiirlerine ait yaprak ekstraktlarinin haslama sonrasinda
lipooksijenaz-inhibe edici 6zelliklerinin arttigini, G. lactiferum 6rneklerinin ise 1s1
uygulamasi sonrasinda daha diisiik inhibisyon 6zelligi sergiledigini rapor etmistir. Bu
sonu¢ 1s1 uygulamasinin LPO aktivitesi lizerine etkisinin bitki tiiriine ve bitkinin

fitokimyasal i¢erigine gore degistigini gostermektedir.

Zengin fitokimyasal igerige sahip bitkiler yiiksek oranda anti-mikrobiyal aktivite
sergilemektedir. Bu aktivitenin olusumunda pek c¢ok aktif bilesik rol almaktadir.
Fitokimyasal igerikte bulunan ugucu yaglar anti-mikrobiyal etkinlikte 6nemli bir role
sahiptir. Genel olarak ugucu yaglar mikroorganizmalarda sitoplazma koagiilasyonu,
protein hasar1 ve lipit yapilarimin degredasyonu yoluyla etkinlik sergilemektedirler.
Bu yapilarda olusan anormallikler bakterilerde zar permeabilitisinde degisime,
sinyal yolaklarinda bozulmaya ve enerji metabolizmasinda dengesizlige neden
olmaktadir (Sengiin ve Oztiirk, 2018). Bitkisel ekstraktlarda bulunan ugucu yaglarin
yapisi pisirme sirasinda uygulanan 1s1 etkisiyle degisime ugramaktadir. Ozellikle
uUgucu yaglarin yiiksek anti-mikrobiyal etki sergilemesinde rol oynayan
monoterpenler 1s1 etkisiyle cesitli reaksiyonlara ugramaktadir. Terpenler yiiksek
sicakliklarda yeniden diizenlemelere ugrayarak farkli yapilara dontisebilmektedir.
Ugucu yaglar ve terpenlerin termal bozunmasi farkli reaksiyon gruplart ile
gerceklesmektedir. Terpen yapisindaki ¢ift baglarin  kirilmasi, epoksidasyon,
dehidrojenasyon, izomerizasyon, alkollere, ketonlara ve aldehitlere alilik oksidasyon
bu reaksiyonlarin baslicalaridir (Turek ve Stintzing, 2013) (Sekil 2.4.). Ugucu yag
diizeyindeki degisim bitki ekstraktinin anti-mikrobiyal aktivitesinde de degisime
neden olmaktadir. Khayyat (2020) linalyl asetat ugucu yagiin Microsporum canis ve
Microsprum gallinna’ya kars etkinligini arastirmis ve ugucu yagin degradasyonu ile
olusan epoksit tiirlerinin daha diisiik, hidroepoksit tiirlerinin benzer diizeyde etkinlik

sergiledigini belirlemislerdir.
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Sekil 2.4. Ugucu yaglarin 1s1 maruziyetinde ugradigi reaksiyonlar

Gallik asit antimikrobiyal etkinlikten sorumlu 6nemli bir fitokimyasal bilesiktir ve
bakterilerde akis pompalarini, folat sentezini ve arginaz aktivitesini inhibe ederek
etkinlik gostermektedir (Durhan ve ark., 2022). Gallik asit 1s1 maruziyeti sonrasinda
dekarboksilasyon ve karbanyon gecis durumu yoluyla yapisal degisime ugramakta ve
etkinligi de degismektedir (Boles ve ark., 1988). Literatiirde 1siya maruz kalan
bitkisel materyallerin anti-bakteriyel etkinliginin azaldigit ve bu durumun

fitokimyasallardaki degisimle ilgili oldugu rapor edilmektedir (Moyo, 2016).

2.5. Ornithogalum umbellatum L.

Ornithogalum (Hyacinthaceae, Ornithogaloideae) cinsi 200'den fazla soganli tiir
icermektedir ve Tirkiye florasinda 54 tiirii kayitlidir. Ornithogalum tiirleri Avrupa,
Asya ve Afrika'nin iliman bolgelerinde yayilis gostermektedir. Bu cinse ait olan
Ornithogalum umbellatum ¢ok yillik soganli bir bitkidir. Cayirlar, ormanlar, kayalik
tepeler, yol kenarlari, iiziim baglari, meyve bahgeleri, bah¢e ve baglar olmak iizere
farkli habitatlarda yetisebilmektedir. (Rat ve ark., 2016, Yal¢in ve ark., 2020).
Cigeklenme zamani Nisan— Haziran aylarini kapsayan ilkbahardir. Tirlerinin ¢ogu
morfolojik, anatomik ve ekolojik diizeyde Onemli olgiide degiskenlik
gosterebilmektedir. Literatiirde kimyasal bilesimleri arastirilan Ornithogalum tiirleri

zengin fitokimyasal igerige sahiptir ve tiirlerin iirettigi ikincil metabolitler tibbi
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kaynak olarak kullanilabildigi igin biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Karadeniz Bolgesi'nde O.
sigmoideum, O. oligophyllum, O. platyphyllum ve O. umbellatum tiirleri besin olarak
tilketilmektedir. Ornithogalum tiirleri saponinler ve kolestan, kardenolid ve flavonoid
glikozitler agisindan zengindir. Kardenolid veya kolestan glikozitler oldukga toksik
bilesikler olmasina ragmen, bu cinsten bazi bitkiler geleneksel sifacilar tarafindan
diyabet, kalp sorunlari, hepatit ve hatta bazi1 kanser tiirleri dahil olmak {izere ¢esitli
tibbi durumlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bu tiirlerdeki bilesiklerin ¢ogu,
ozellikle flavonoidler ve fenolik bilesikler, cesitli biyolojik etkilere sahiptir.
Ornithogalum tiirlerinin anti-mikrobiyal, anti-oksidan, sitostatik ve anti-timor
aktiviteler sergiledikleri bildirilmektedir. O. umbellatum sindirim sistemi ve prostatla
ilgili hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. (Rat ve ark., 2016; Renda ve ark.,
2019). Giinliik diyette O. umbellatum'un sogan, yaprak, sap kisimlari sebze olarak
hem ¢ig hem de pismis olarak yaygin olarak tiiketilmekte ve uzun yillardir yerel

pazarlarda satilmaktadir (Yalgin ve ark., 2020).

2.6. Calismanin Amaci

Bu caligmada Giresun’da Sakarca olarak bilinen ve soganlari ile toprak iistli kisimlar
pisirilerek gida olarak tiiketilen Ornithogalum umbellatum’un ham ve 1sil islem
uygulanmis ekstraktlarimin fitokimyasal icerigi ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri
arastirilmustir. 100°C’°de haslama yoluyla 1s1l islem uygulanmis ve herhangi bir islem
uygulanmamus iki bitki 6rneginin fitokimyasal analizi indiiktif eslesmis plazma-kiitle
spektrometresi (ICP-MS), fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile arastirilmis
ve 1s1l islemin fitokimyasal igerige etkisi belirlenmistir. ICP-MS ile makro ve mikro
element diizeyleri, FTIR ile makromolekiillerdeki biyokimyasal fonksiyonel gruplar,
LC/MS-MS ile fenolik bilesikler saptanmistir. Bitkisel ekstraktlarin biyolojik
aktiviteleri fitokimyasal icerikle yakindan iliskilidir. Bu ¢alismada da Ornithogalum
umbellatum’un anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-mutajenik, anti-proliferatif etkileri
arastiritlmis ve fitokimyasal igerikle iliskilendirilmistir. Isil iglemin biyolojik akvite

izerine etkileri de arastirilarak kapsamli bir calisma gerceklestirilmistir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada Karadeniz bdlgesinde besin olarak tiiketilen O. umbellatum’un
fitokimyasal parmakizi ve biyolojik aktivitesi arastirilmistir. Fitokimyasal i¢erik ICP-
MS, LC-MS/MS ve FTIR analizleri ile aragtirtlmigtir. Biyolojik aktivite kapsaminda
anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-mutajenik ve anti-proliferatif etkiler arastirilmstir.
O. umbellatum’un gida olarak tiiketilmesinde ¢esitli pisirme islemleri
uygulanmaktadir. Pigirme sirasinda uygulanan 1s1 fitokimyasal igerikte ve biyolojik
aktivitede degisimlere neden olmaktadir. Bu nedenle 1sil islem uygulanmis O.
umbellatum o6rneklerinde de ayni analizler gergeklestirilmis ve 1sinin fitokimyasal

icerik ve biyolojik aktivite {izerine etkisi de arastirilmistir.
3.1. Ekstraksiyon

Karadeniz bolgesinde besin olarak tiiketilen O. umbellatum Mayis 2019’da
Giresun’dan (40.560136, 38.436516) toplanmis Ve Giresun Universitesi Botanik
Bolimii'nde teshisi gerceklestirilmistir. Caligmada bitkinin besin olarak tiiketilen
yumru kok ve yaprak kisimlart kullanilmigtir. Hastalikli ve solgun kisimlar1 ayrilan
bitkinin saglam dokular: etiivde 35°C'de kurutulduktan sonra ogiitiicii kullanilarak
toz haline getirilmistir. Is1 uygulamasi i¢in toz haline getirilmis 6rnekler su igerisinde
(1:5) 100 °C’de 20 dakika siire ile kaynatilmis ve etiivde kurutulmustur (Sekil 2.1.).
Kurutma islemleri sonrasinda ham ve 1s1l islem gérmiis 6rneklere farkli ¢oziiciilerle

ekstraksiyon islemi uygulanmstir.
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Sekil 3.1. O. umbellatum yapraklarinin kurutulmasi, toz haline getirilmesi ve 1s1l islem uygulanmasi

Ekstraksiyon su, metanol ve kloroform olmak tizere {i¢ farkli ¢oziicli kullanilarak
maserasyon yontemiyle gergeklestirilmistir. 2 g yaprak 100 mL ¢oziicii iginde
calkalamali inkiibatorde oda sicakliginda 24 saat ekstrakte edildikten sonra Whatman
No:4 filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii 10000 rpm'de 10 dakika
santrifiijlenmis, siipernatant evaporatdr ile buharlagtirllmis ve elde elde edilen
ekstraktlar cam sgiseler icerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir (Bakir Cilesizoglu ve
ark., 2022). Her bir ¢oziicii ile gerceklestirilen ekstraksiyonda ekstrakt verimliligi
Esitlik 1 kullanilarak belirlenmistir.

Ekstrakt verimliligi (%): Elde edilen ekstrakt (g)/ Bitki miktar1 (g) x 100 [1]

Ekstraksiyon verimliliginin saptanmasinda ekstraktlardaki toplam fenolik madde
miktar1 da dikkate alinmistir ve toplam fenolik madde miktari Folin-Ciocaltaeu
yontemi ile belirlenmistir (Durhan ve ark., 2021). Her bir ¢oziictiden elde edilen 0,5
mL ekstrakta 2,5 mL Folin-Ciocaltaeu reaktifi (%10) ve 7,5 mL sodyum karbonat
cozeltisi (%20) ilave edilmistir. Cozeltiler 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Gallik asitin farkli derisimlerdeki standart cozeltileri ile ayni islemler tekrar

edilmistir. Siire sonunda tiim c¢ozeltilerin absorbanst 750 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik olarak oOl¢lilmiis, toplam fenolik madde miktar1 mg gallik asit
esdegeri (GAE)/gram ekstrakt olarak ifade edilmistir. Maksimum verim elde edilen
ekstrakt biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmistir. Calisma kapsaminda

incelenen parametreler Sekil 3.2.”de verilmistir.

o
Y 8 g

b
g
g

"4

Sekil 3.2. Deneysel analizler ve incelenen parametreler. ICP-MS: Indiiktif eslesmis plazma-kiitle
spektrometresi, FTIR: Fourier donlisimlii kizilotesi spektroskopisi, LC-MS: Sivi

kromatografi-kiitle spektrometresi
3.2. leri Fitokimyasal Analizler
Ham ve 1s1l islem gérmiis O. umbellatum 6rnkelerinin fitokimyasal analizi LC-MS,

FT-IR ve ICP-MS analizleri ile gerceklestirilmistir. Analizlerden elde edilen verilerle

1s1l islemin fitokimyasal igerik lizerine etkisi degerlendirilmistir.
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3.2.1. LC-MS/MS analizi

Ham ve 1s1l islem gormiis 2 g 6rnek metanol:diklorometan (4:1) ¢oziiciisii ile ultrasonik
banyoda 120 dakika ekstrakte edilmis, 0,45 um siringa filtreden gegirilerek siiziilmiis
ve LC-MS/MS ile analiz edilmistir. LC-MS analizi Hitit University- HUBTUAM

tarafindan gergeklestirilmistir. Analiz kosullar1 Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. LC-MS/MS analiz kosullar1

Coziici A: %0,1 Formik asitli su %B: Metanol
Dakika %A %B

Solvent 0 100 0

programi 1 100 0
22 5 95
25 5 95
30 0 100

Akis hizi 0,7 mL/dk

Kolon firin sicaklig 30°C

Kolon ODS Hypersil 4,6*250 mm kolon

Enjeksiyon hacmi 20uL

3.2.2. ICP-MS analizi

Ham ve 1s1l islem gérmiis bitki numuneleri (0,1 gr) ICP-MS analizi i¢in mikrodalga
¢cOziinlirlestirme (Milestone D5, USA) cihazinda yakilmistir. Yakim igin
mikrodalganin teflon tiiplerine aktarilan numune {izerine 5SmL Suprapur nitrik
Asit+2mL hidrojen siilfiir ilave edilerek yakma islemi gergeklestirilmistir (Sekil
3.3.). Yakim sonras1 6rnek tizerine S0mL ultra saf su eklenmis ve ICP-MS cihazi
(Thermo Scientific ICAP Qc, USA) ile analiz gergeklestirilmistir. Calisma
parametreleri radyofrekans giicii 1550 W, nebiilizér gaz1 0.96 L/dak, plazma gazi
0,88 L/dak, nebiilizor basinci 3,01 bar, bekleme siiresi 0,01 ms olarak uygulanmistir.
0,1 pbb-1500 ppb araliginda hazirlanan standartlar ile kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Sonuglarin dogrulugunu saglamak i¢in numunelerin ve standartlarin
her 6l¢iimii {i¢ kez tekrarlanmistir. ICP-MS analizleri Yozgat Bozok Universitesi

Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir.
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Step Time T =P | % Power
1 00:15:00 200°C | 110°C | 45 bar | Max power*

2 00:15:00 200°C | 110°C | 45 bar | Max power®
(1, (2) Optional sensors
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Mikrodalga programi
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Sekil 3.3. ICP-MS analizinde kullanilan kogullar ve cihazlar

3.2.3. FTIR analizi

Analizler FT-IR (Perkin ElmerFrontier FT-IR NIR and FIRSpectroscopy) cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu cihaz pellet hazirlama basamagina ihtiyag
duyulmadan, katidan direkt analize izin veren bir donanima sahiptir. Ham ve 1s1l
islem goérmis O. umbellatum numunelerinin FTIR grafikleri Spectra manager
programiyla ¢izilmistir. FTIR analizleri Yozgat Bozok Universitesi Kimya

Boliimiinde gergeklestirilmistir.

3.3. Biyolojik Aktivite

O. umbellatum ekstraksiyonunda yiiksek verimlilik elde edilen metanol ekstrati ile
biyolojik aktivite analizleri gergeklestirilmistir. Metanol ekstraktinin anti-bakteriyel,
anti-fungal, anti-mutajenik ve anti-proliferatif aktiviteleri arastirilmistir. Onceki
calismamizda O.umbellatum ham ekstraktinin 20 mg/mL dozunda gii¢lii bir etkinlik
sergiledigi belirlenmistir (Akgeyik ve ark., 2021). Bu c¢alismada da 20 mg/mL
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ekstrakt uygulamasimin farkli mikroorganizma tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmigtir. Calismada biitiinliik saglamak adina anti-mutajenik ve anti-

proliferatif aktivite calismalarinda da ayn1 doz tercih edilmistir.
3.3.1. Anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivite

O. umbellatum ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek igin disk
difiizyon testi kullanilmistir. Ekstraktlarin  Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Salmonella enteritidis ATCC13076, Bacillus
subtilis IMG22, Bacillus cereus ATCC14579, Staphylococcus aureus ATCC25923'e
kars1 antibakteriyel aktiviteleri test edilmistir. Antifungal aktivite, Candida tropicalis
ATCC13803 ve Candidia albicans ATCC90028 tiirlerine kars1 arastirilmistir. Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteriler, Mueller Hinton Broth ortaminda 37°C'de 48 saat
siireyle inkiibe edilmis ve kiiltiirden alinan 10® hiicre/mL (0,5 McFarland) 6rnekler
Mueller Hinton Agar petri kaplarina homojen bir sekilde ekilmistir. Funguslar ilk
olarak Potato Dextrose Broth besiyerinde 48 saat inkiibe edilmis ve kiiltiirden alinan
10° CFU/mL (0,5 McFarland) érnekler homojen olarak Sabouraud Maltose Agar
petri kaplarina ekilmistir. Kat1 besiyeri yiizeylerine 6 mm gapinda bos steril diskler
yerlestirilmis ve disklere 20 pL ekstrakt aktarilmistir. Petri kaplart 4°C'de 1 saat
bekletilmis, bakteriler i¢in 37°C'de ve mantarlar i¢in 27°C'de 24 saat inkiibasyon
uygulanmistir.  Antimikrobiyal aktivite, inkiibasyon zonlar1 (mm) Olgiilerek
belirlenmistir. Nistatin ve Amikasin antibiyotikleri standart olarak kullanilmistir (Efe
ve ark., 2019).

3.3.2. Anti-proliferatif aktivite

O. umbellatum ekstraktlarinin anti-proliferatif etkisi Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde Mitotik indeks (MI) oranlarindaki degisimler incelenerek belirlenmistir.
MI, hiicre proliferasyonunun bir gostergesidir. Organizmalarda kontrol grubuna
kiyasla MI degerinin %22min altina diigmesi letal bir etkiye isaret ederken, %50in
altina diismesi genellikle subletal etkiye isaret etmektedir. Mitotik indeksin
inhibisyonu, hiicre o6limii veya hiicre c¢ogalma kinetiginde gecikme ile

iliskilendirilmektedir. Anti-proliferatif aktivite tayini ig¢in dort farkli grup
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olusturulmustur. Kontrol grubu distile su, pozitif kontrol grubu 20 mg/mL Glifosat
ile, uygulama gruplar1 20 mg/mL ham ekstrakt ve 1s1l islem goérmiis ekstrakt ile
¢imlendirilmistir. Her bir grupta esit biiylikliikteki Allium bulblar1 72 saat siire ile
steril kosullarda ¢imlendirilmistir. Cimlenme periyodu sonunda kok preparatlar
hazirlanmis ve mitotik hiicreler incelenmistir. Her grup icin 5 slayt hazirlanmis, her
slayttan 1000 hiicre olmak iizere toplam 5000 hiicre sayilmig ve MI yiizdeleri Esitlik
3 kullanilarak hesaplanmistir (Durhan ve ark., 2022).

Mitotik indeks (%) = Boliinen hiicre sayisi/Toplam hiicre sayisi x 100 [3]

3.3.3. Anti-mutajenik aktivite

O. umbellatum ekstraktinin anti-mutajenik aktivitesi kromozomal anormallik (KA)
testi kullanilarak belirlenmistir. KA analizi, Allium testi kullanilarak belirlenmis ve
bu amagla alt1 farkli grup olusturulmustur. Grup | negatif kontrol olarak kabul
edilmis ve distile su ile ¢imlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak belirlenen Grup II
gliclii bir mutajen olan sodyum azid (NaN3) ile muamele edilmistir. Tek basina
ekstraktin potansiyel mutajenik etkisini belirlemek i¢in olusturulan Grup III ve Grup
IV sirasiyla 20mg/mL ham ve 1s1l islem gormiis ekstrakt ile ¢imlendirilmigtir. 20
mg/mL NaN3+20 mg/mL ham ya da 1s1l islem gérmiis ekstrakt uygulanan Grup V ve
Grup VI’da ise pozitif mutajenin olusturdugu kromozomal anaormalliklerdeki
azalma incelenerek antimutajenik etki saptanmistir (Durhan ve ark., 2022). %KA

olusumu ve %antimutajenik aktivite Esitlik 4 ve 5 kullanilarak hesaplanmaistir.

% KA= A/B x100 [4]

%Antimutajenite= [(a-b)/(a-c)] x 100 [5]

A: KA igeren hiicre sayisini, B: total sayilan hiicreyi, a: NaN3 uygulanan gruba ait
%KA, b: bitki ekstrakti+NaN3z uygulanan gruba ait %KA, c: kontrol grubuna ait
%KA’y1 ifade etmektedir.
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3.3.4. MI ve KA preparatlarinin hazirlanmasi

Anti-proliferatif ve anti-mutajenik aktivitelerin belirlenmesi i¢in ¢imlenme siireleri
sonunda her bir gruba ait kok wucu Ornekleri toplanarak sabit preparatlar
hazirlanmistir. 1 cm uzunlugundaki kok uglar1 Clarke ¢ozeltisi ile fikse edilmis ve
etanol serilerinden gegirilmistir. Hidroliz amaciyla gergeklestirilen 1 N HCI
igerisinde 60°C’de 17 dakikalik inkiibasyonu takiben 6rnekler 30 dakika boyunca %
45’lik asetik asitte bekletilmistir. Son olarak asetokarmin ile 24 saat boyanan

hiicreler arastirma mikroskobunda incelenmistir (Kuloglu ve ark., 2022).

3.4. istatiksel Analiz

Analizler “IBM SPSS Statistics 22 paket programi kullanilarak gergeklestirilmis ve
elde edilen veriler ortalama + SD (standart sapma) olarak verilmistir. Ortalamalar

arasindaki istatistiksel 6nem Duncan testi ve One-way ANOVA ile belirlenmis, p

degeri <0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada Karadeniz bdlgesinde besin olarak tiiketilen O. umbellatum’un
fitokimyasal igerigi ICP-MS, LC-MS ve FTIR analizleri ile arastirilmis, anti-
bakteriyel, anti-fungal, anti-mutajenik ve anti-proliferatif etkileri ile de biyolojik
etkinligi incelenmistir. Gida olarak tiiketilen bitkisel besinlerin pisirilmesi sirasinda
uygulanan 1s1 fitokimyasal igerikte ve buna bagli olarak biyolojik aktivitede degisiklige
yol agmaktadir. Bu nedenle 1s1l igslem uygulanmig O. umbellatum 6rneklerinde de ayni
analizler gerceklestirilmis ve 1sinin fitokimyasal icerik ve biyolojik aktivite iizerine

etkisi de arastirilmastir.
4.1. Ekstraksiyon Verimliligi

Ham ve 1s1l islem gormiis bitki 6rnekleri su, metanol ve kloroform olmak {iizere ii¢
farkli ¢oziicli kullanilarak maserasyon yontemiyle ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon
sonrasinda her bir ¢oziicii icin ekstraksiyon verimliligi ve toplam fenolik igerik
arastirilmis, sonuglar Sekil 4.1°de verilmistir. Kullanilan ¢oziiciiler arasinda en yiiksek
ekstraksiyon verimliligi %3,7 orani ile metanol ekstraksiyonunda elde edilmistir.
Toplam fenolik igerik bakimindan da metanol eksraksiyonunda en yiiksek verim elde
edilmis ve 6,89 mg GAE/g fenolik madde igerigi saptanmistir. Is1 uygulamasi
sonrasinda hem ekstraksiyon verimliliginde hem de total fenolik icerikte Onemli
azalmalar oldugu saptanmistir. Metanol ekstraksiyonunda verimlilik ve fitokimyasal
icerik su ve kloroform ekstraksiyonuna kiyasla daha yiiksek diizeylerde tespit edildigi

icin diger analizlerde metanol ekstrakti kullanilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraksiyon verimliligi (EV) ve Total fenolik icerik (TFI)
(mg GAE/q)

4.2. Tleri Fitokimyasal Analizler

4.2.1. LC-MS/MS analizi

Ham ve 1s1l islem gérmiis O. umbellatum ekstraktinin igerdigi fenolik bilesikler ve
bulunma oranlarin1 gosteren LC-MS kromatogrami Sekil 4.2.”de, bulunma oranlar1 ve
miktarlar1 ise Tablo 4.1.’de verilmistir. Daha 6nceki ¢alismamizda 19 standart bilesik
kullanilarak gerceklestirilen analizde ham O. umbellatum ekstraktinda toplam 6 fenolik
bilesigin varligi tespit edilmistir. Ham ekstraktta major bilesik olarak gallik asit,
prokateuik asit ve kafeik asit bulunurken minor oranda prokateuik aldehit, vannilin ve

kaempferol varligi tespit edilmistir (Akgeyik ve ark., 2021). Isil islem sonrasinda
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fenolik bilesik iceriginde degiskenlik oldugu saptanmigtir. Ham ekstrakta benzer
sekilde islem gormiis ekstraktta gallik asit, prokateuik asit ve kafeik asit major oranda
bulunurken, prokateuik aldehit, epikatesin, vanillin ve kaempferol minér oranda tespit
edilmistir. Isil islem uygulamasi O. umbellatum ekstraktinin major bilesenlerinden
gallik asit igeriginde %92,6; prokateuik asit iceriginde %90; kafeik asit iceriginde ise
%84,8 azalmaya neden olmustur. Benzer azalmalar mindr bilesiklerde de saptanmustir.
Ham ekstrakttan farkli olarak 1s1 uygulanan orneklerin igeriginde epikatesin varlig
tespit edilmis bu durum ise var olan fenolik bilesiklerin degradasyonu ile yeni
bilesiklerin olusmasi ile iligskilendirilmistir. Literatiirde ¢esitli ekolojik sartlarda yetisen
Ornithogalum tiirlerinin fitokimyasal igerigi arastirllmistir. Temiz (2021) Mersin
(Tiirkiye)’de yayilis gosteren O. lanceolatum ekstraktinin HPLC ile fitokimyasal
analizini gerceklestirmis ve Ozellikle yaprak kisimlarinin yogun miktarda prokateuik

asit, rutin, kuersetin ve gallik asit icerdigini rapor etmistir.

Ekstrakt igeriginde saptanan aktif maddeler pek ¢ok biyolojik aktivitenin olusumundan
sorumludur. Ham ve 1s1l islem gdérmiis ekstratta maksimum diizeyde tespit edilen
prokateuik asit serbest radikal olusumunu inhibe ederek, hiicrede olusan serbest
radikalleri siiptirerek ve metal selatlayict ajan gorevi iistlenerek gii¢lii bir anti-oksidan
aktivite sergilemektedir. Prokateuik asidin antioksidan aktivite yaninda anti-
mikrobiyal, anti-iflamatuar, anti-diyabetik, anti-iilser ve anti-viral etkinlikleri de
literatiirde rapor edilmektedir (Rice-Evans ve ark., 1996). Ekstraktta bulunan ikinci
major fenolik bilesik olan ve O. umbellatum’da tespit edilen tiim fenolikler arasinda
%32,44 bulunma oranina sahip olan gallik asit dogal bir bitkisel sekonder metabolittir.
Anti-inflamatuar, anti-timér, anti-oksidan, anti-mikrobiyal, anti-diyabetik ve anti-
obezite gibi bir¢ok belirgin farmakolojik etkiye sahip olan gallik asit diisiik molekiiler
agirlikli bir tri-fenolik bilesiktir (Bai ve ark., 2021). Ham ve 1s1 uygulanan
ekstraktlarda tespit edilen ve {i¢ major bilesikten biri olan kafeik asit giiclii biyolojik
aktivitelere sahiptir. Lipid peoksidasyonunu dnleyerek, serbest radikalleri siipiirerek ve
endojen antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak yiiksek anti-oksidan rol
sergilemektedir (Jamali ve ark., 2019). Ekstrakt i¢eriginde saptanan fenolik maddelerin
kiimiilatif etkilerinin bir sonucu olarak O. umbellatum ekstrakti da pek ¢ok biyolojik

aktivite sergilemektedir.
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Sekil 4.2. O. umbellatum ekstraktinin LC-MS/MS analizine ait kromatogramlar. a) Ham ekstrakt
(Akgeyik ve ark., 2021), b) 1s1l islem gérmiis ekstrakt
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Tablo 4.1. Ham ve 1s1l islem gormiis ekstraktlarda fenolik madde dagilimi

Fenolik Miktar Bulunma orani (%)

madde mg/kg

Ham ekstrakt

Gallik 41,722

asit %2,81

Prokateuik 53,136

asit

Kafeik 27,162

asit m Gallik asit
Prokateuik 1,305 1 Prokateuik asit
aldehit -
Vannilin 3,611 m Kafeik asit
Kaempferol 1,681 B Prokateuikaldehit

H Vannilin
m Kaempferol

Isil islem uygulanmis ekstrakt

Gallik 3,046

asit

Prokateuik 5,290

asit 546,02.% 645 %1,98

Kafeik 4,120

asit %1,85 m Gallik asit

Prokateuik 0,276 M Prokateuik asit

3}dEh!:_ 507 m Kafeik asit
annifin ' B Prokateuikaldehit

Kaempferol 0,961 = Vannilin

Epikatesin 0,295

u Kaempferol
1 Epikatesin

Is1 islem uygulamasi ekstrakt igeriginde bulunan fenolik bilesik miktarlarinda
azalmaya neden olmustur. Bu azalma 1sil islem sonrasinda fenolik bilesiklerin
oksidatif bozunmasi1 ya da tanen, anthosiyanin gibi bilesiklerle kompleks olusturmasi
ile agiklanabilir. Bazi durumlarda kompleks fenolik bilesiklerin par¢alanmasi yeni
ve diisiik molekiiler agirlikli yapilart olugsmasima da neden olabilir. Ham ekstraktta
bulunamayan epikatesinin 1s1 uygulanan ekstraktta tespiti bu duruma giizel bir
ornektir. Literatirde O. umbellatum’un fitokimyasal igerigini arastiran calismalar
bulunmakla birlikte, 1s1l islemin fenolik bilesik gibi fitokimyasal igerik iizerine
etkisini arastiran ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat besin olarak tiiketilen pek ¢ok
bitkideki 1s1 uygulamalar sonucunda igerikteki degisimler rapor edilmistir. Loizzo ve
ark. (2013) Capsicum annum’da belirlenen 127,5 mg/g olan total fenolik icerigin 1s1
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uygulamasi sonrasinda azalarak 15 mg/g diizeyine geriledigini rapor etmistir. Sun ve
ark. (2021) 1s1l islem uygulamasimin Solanum tuberosum igerigindeki gallik asit ve
klorojenik asit miktarinda azalmaya neden oldugunu rapor etmistir. Literatiirde 1s1l
isleminin fenolik igerigi azalttigini rapor eden ¢alismalar kadar arttigini Saptayan
calismalarda mevcuttur. Faller ve Fiahlo (2009) bazi bitkisel ekstraktlarda 1sil
islemin fenolik icerikte artisa neden oldugunu ve bu artisin 1s1 etkisi ile hiicre
duvarma ya da proteinlere bagli olan fenolik bilesiklerin daha verimli bir sekilde

ekstraksiyonu ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir.

4.2.2. ICP-MS analizi

Ham ve 1s1l islem gormiis O. umbellatum ekstraktlarinda ICP-MS analizi ile tespit
edilen makro ve mikro elementlerin diizeyleri Tablo 4.2.’de verilmistir. Ham O.
umbellatum bitkisindeki element diizeyleri 6nceki galismamizda incelenmis yiiksek
oranda K elementinin bulundugu bunu sirayla Ca, Mg, Na, Fe, Zn elementlerinin
izledigi tespit edilmistir. ICP-MS analizi sonucunda K elementi 1836,135 ppm, Na
41,954 ppm, Ca ise 486,213 ppm diizeylerinde belirlenmistir (Akgeyik ve ark.,
2021). 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 arastirildigi ¢alismalarda ise 33,49 mg/kg-55 mg/kg
araliginda bir konsantrasyonda bulundugu tespit edilmistir (Simsek ve ark., 2017;
Gilizelsoy ve ark., 2017). O. umbellatum ekstraktinda Mg degeri bu calismada
167,365 ppm olarak tespit edilirken literatiir caligmalarinda 195 mg/kg-179,64 mg/kg
araliginda Mg varligr rapor edilmistir (Simsek ve ark., 2017; Giizelsoy ve ark.,
2017). O. umbellatum ekstrakti ile ilgili gerceklestirilen literatiir calismalarinda rapor
edilen elementler benzerlik gosterirken elementlerin bulunma diizeyinde farkliliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkliliklar degisik ekolojik ortamlarda yetisen aym tiirlerin
ortama adaptasyonu siiresince {irettigi fitokimyasal bilesikler ve gelistirdigi
biyokimyasal reaksiyonlarla iliskilendirilebilmektedir. Giinliik diyette tiiketilen
bitkisel besinler gesitli diizeyde makro ve mikro elementler icermektedir. Bunlar

icerisinde makro elementler diger tiim elementlere kiyasla yiiksek oranda
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bulunmaktadir. O. umbellatum ekstraktinda yiiksek oranda bulunan K elementi
bitkilerde enzim aktivasyonu, fotosentez, stoma aktivitesi ve nisasta sentezi gibi pek

¢ok metabolik yolda 6nemli bir role sahiptir (Johnson ve ark., 2022).

Tablo 4.2. Ham ve 1s1l islem g6érmiis O. umbellatum ekstraktlarinin element diizeyleri

Ham ekstrakt (ppm) Isil islem g6rmiis ekstrakt (ppm)

Ortalama deger SS RSD Ortalama deger SS RSD

2Na 41,954 0,249 0,59 37,378 0,261 0,70
*Mg 167,365 1,399 0,84 160,841 0,841 0,52
2| 6,910 0,113 1,63 3,160 0,037 1,16
¥K 1836,135 18,069 0,98 1603,878 18,637 1,16

“Ca 486,213 8,888 1,83 387,104 6,064 1,57
>*Mn 2,238 0,024 1,07 1,932 0,023 1,16
"Fe 32,780 0,131 0,40 25,556 0,357 1,40
¥Co 0,02855 0,001 3,57 0,01945 0,000 1,18
%cu 0,299 0,009 3,03 0,298 0,016 5,38
%7n 7,416 0,429 5,78 7,606 0,350 4,60
®As 0,00419 0,001 22,68 0,00284 0,001 20,84
8¢ 1,509 0,016 1,08 1,481 0,056 3,77

Ueg 0,063 0,003 4,66 0,065 0,002 2,87
13Ba 2,357 0,047 1,98 2,362 0,052 2,19
28y 0,0024 0,000 4,68 0,00096 0,000 5,67

SS: Standart sapma, RSD: Bagil standart sapma (%)

Bitkisel gidalarin tiiketimi yoluyla insanlara ulasan K ve Na elementi o6zellikle
kalpte, kaslarda ve noronlarda hiicre zar1 potansiyeli i¢in gereklidir. Ca, kas
kasilmasi, gii¢lii 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 tasinmasi,
deoksiriboniikleik asit sentezi ve elektron tasinmasi dahil olmak lizere ¢ok ¢esitli
metabolik siireclere katildigi icin hemen hemen tiim canli organizmalar i¢in temel bir
elementtir (Miles ve ark. 2001; Asia ve ark. 2010). Diger elementler de insan
dokularmin biiylik kismimin saglikli ve organize bir sekilde isleyebilmesine katki
saglamaktadir ve bu kapsamda mikro/makroelementlerin giinliik diyette yeterli
diizeyde alinmasi olduk¢a dnemlidir. ICP-MS analizi ile yiiksek oranda makro/mikro

element igerigine sahip oldugu tespit edilen O. umbellatum’un besin olarak
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tilketiminin insan sagligi agisindan faydali oldugu sodylenebilir. Makroelementlerle
birlikte ham ekstrakt igeriginde Co (0,029 ppm), Cu (0,299 ppm), As (0,004 ppm), Sr
(1,509 ppm), Cd (0,063 ppm) ve U (0,002 ppm) gibi agir ve radyoaktif elementlerin

varlig1 da saptanmaistir.

Isil islem uygulamasi sonrasinda makro ve mikrolement diizeylerinde ©onemli
farkliliklar tespit edilmistir. Genel olarak 1s1l islem element diizeylerinde azalmaya
neden olmustur (Sekil 4.3.). En belirgin azalma %54,2 oranla Al elementinde tespit
edilmistir. Literatiirde de pisirme sirasinda uygulanan 1sil islemin element
diizeylerinde degisime neden oldugunu rapor eden g¢alismalar mevcuttur. Nnabugwu
ve ark. (2017) ham ve haslama yoluyla 1sil islem uygulanmis Anacardum
occidentalia 6rneklerinde Cu, Fe, K, Ca, Mg ve Na diizeylerinde azalmalar oldugunu
belirtmiglerdir. Is1 uygulanmis 6rneklerde bazi element diizeylerinde azalma yerine
artis oldugu da tespit edilmistir. Is1 uygulamasi sonrasinda Cd, Ca, Ba, Cu ve Zn
diizeylerinde artis belirlenmis ve bu artis hiicresel makromolekiillere bagli olarak
bulunan eclementlerin 1s1 etkisi ile serbestlesmesi ile iligkilendirilmistir. Isil islem
sonrasinda makro ve mikroelement diizeylerinde gozlenen degisimler farkli
mekanizmalarla agiklanabilir. Na, Mg, Al, K, Mn, Fe, Co, As, Sr ve U diizeylerinde
gozlenen azalmalar bitkisel dokudan haslama suyuna geg¢is ile agiklanabilir. Haglama
suyu element diizeyleri Tablo 4.3’te verilmistir. Haglama suyunda analiz edilen baz1
elementlerin diizeyi 1s1l iglem sonrasinda tespit edilen kayip diizeyinden daha
yiiksektir. Bu durum hiicresel makromolekiillere bagli olarak bulunan elementlerin
1s1 etkisi ile serbestleserek haslama suyuna gecmesi ile aciklanabilir. Bazi
elementlerde ise 1s1l iglem sonrasinda gozlenen kayip diizeyi haslama suyunda tespit
edilene kiyasla daha diigiiktiir. Bu duruma en belirgin 6rnek Fe dlglimleridir. Ham
ekstraktta 32,780 ppm oraninda Olgiilen Fe; haslanmis ekstraktta 25,556 ppm Fe
tespit edilmis ve kayip 7,224 ppm’dir. Buna ragmen haslama suyunda Fe tespit
edilememistir. Bu sonug 1s1l islem sonrasinda kaybolan Fe’nin haglama suyuna gecen

organik bilesiklerle kompleks olusturmasi ve analiz edilememesi ile aciklanabilir.
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Sekil 4.3. Isil islem uygulamasi sonrasinda makro ve mikrolement diizeylerindeki azalma (%)

Tablo 4.3. Haglama suyu element diizeyi

Haglama suyu element diizeyi (ppb)

Ortalama SS RSD
“Na 8771,19 438,95 5,00
*Mg 14957,42 138,53 0,93
ZAl 243,28 13,88 5,71
¥K 103478,87 1217,64 1,18
*Ca 11518,67 729,74 6,34
>Mn 260,86 17,12 6,56
Sl =" N.D N.D N.D
%Co 7,01 0,47 6,66
%3Cu 18,13 1,22 6,74
%Zn 4005,51 585,99 14,63
"As 0,85 0,75 87.90
gy 231,78 8,17 3,53
g 32,12 1,73 5,38
3'Ba 150,92 3,07 2,04
28y 0,73 0,03 3,62

SS: Standart sapma, RSD: Bagil standart sapma (%)
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4.2.3. FTIR analizi

FTIR spektroskopisi, oOzellikle yag asitleri, proteinler, polisakkaritler ve
karbonhidratlar i¢in bitki hiicrelerinin biyokimyasal bilesimini belirleyebilen giiclii
bir analitik tekniktir. Cesitli ortamlar altinda belirli noktalarda bitki dokular1 veya
hiicrelerinde biyokimyasal bilesimin anlik goriintiisiinii saglayan bir analizdir. FTIR,
biyokimyasal veya metabolik "parmak izi" olarak diistiniilen fonksiyonel gruplar
igindeki baglarin titresimlerine dayali bir spektrum olusturmaktadir. 4000 ila 400 cm’
! spektral araliginda kaydedilen FTIR spektroskopisi ile ~OH, -NH ve —CH
fonksiyonel gruplarini iceren organik bilesikler analiz edebilir, bitki 6rneklerinde
biyokimyasal bilesimdeki degisimler degerlendirilebilmektedir. Bu degisimler pik
genisligi, konumu ve absorpsiyonun yogunlugu dikkate alinarak belirlenmektedir
(Lahlali ve ark., 2017). Bitkilerdeki makromoleklerin fonksiyonel gruplari ve

titresim sergiledigi dalga boylar1 Tablo 4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4. Makromolekiillerin dalga boylar1 ve absorpsiyon bantlar1 (Lahlali ve ark., 2017)

Dalga boyu

cm ) Absorpsiyon pik bolgesi Bilesenler

3410 —OH gruplari, NH gerilmesi Proteinler (Amide A)
2927 C—H gerilmesi (asym.) CH, ‘nin Lipit agil zincirleri
1740 C=0 gerilmesi: karbonil ester bilesikleri Pektin

1650 —C=0-ve —C=N- gerilmesi Proteinler (Amide I)
1548 N-H biikiilmesi and C—N gerilmesi Proteinler (Amide I1)
1518 CH, ve CH3 metilen zincir gerilmesi Lignin

1246 C-0, —CH,- gerilmesi ve biikiilme, P-O gerilmesi Hemiseliiloz

1151 C—O-C asimetrik gerilme Seliiloz

1061 C-O-C simetrik gerilmesi Seliiloz

Ham ve 1s1l islem gormiis O. umbellatum orneklerine ait FTIR spektrumlari Sekil
4.4.’te verilmistir. Ham ornege ait FTIR spektrumunda, 3296,3 cm™’de gozlenen
absorpsiyon bandi 6rnekte bulunan -OH ve NH gruplarinin varligin1 géstermektedir.
Isil islem gormiis 6rnekte ayni absorpsiyon bandi 3293 cm™’de bulunmaktadir. Ham
ornekte 3055,2 cm™de gdzlenen aromatik -CH gruplarmimn gerilme titresimleri 1s1
uygulamasi sonrasinda 3058,5 cm™ absorpsiyon bantlar1 olarak ortaya ¢ikmustir.

Alifatik C-H gerilimini gosteren absorpsiyon bantlari ham &rnekte 2918,7 cm™-
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2851,2 cm™’de 1s1 uygulanan 6rneklerde 2921,6 cm™-2850 cm™de gdzlenmistir.
1739,4 cm™ de bulunan C=0 gerilmesi 1s1 uygulamasi sonrasinda 1732,5 cm™
bandinda bulunmaktadir. 1700 cm™ ila 1600 cm™ cm arasindaki absorpsiyon bandl,
amid gruplarinin N-H biikiillmesi, C=0 esnemesi ile iliskilidir. Ham Ornekte
gozlenen 1646,6 cm™ bandinda beliren C=N pikleri 1s1 uygulanmis 6rnekte belirgin
olarak gdzlenememistir. Amid I bdlgesindeki bant (1646cm™), proteinlerin sekonder

yapist hakkinda daha fazla bilgi saglamaktadir.

ST

= — Ham Q. umbellatum

::':-\.-**"rhdl'h‘

| 1T

JE—— |
1 m T"‘*‘“’k
| W\]x’ﬁ\

i

T

| = Il islem gormiis O, wmbellatim

5T

| —Haslama suyu
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Dogal ve 1s1l islem gormiis Orneklerin Amid I bolgesindeki band yogunluklar
arasinda kiiciik degisimler gbzlenmis ve bu degisimler 1s1 etkisi ile proteinlerin
sekonder yapisindaki degisimlerle iliskilendirilmistir. Buda 1s1 uygulamasi
sonucunda yapida bulunan azot kaybmi gostermektedir. Ham O. umbellatum
6rneginde 1597,5 cm™-1510,8 cm™ bandinda aromatik C=C gerilmesi, 1s1l islem
uygulanmis Ornekte 1612 cm™ olarak gbzlenmistir. Ham 6rneklerde 1017 cm™
bandinda bulunan C-O gerilmesi islem gormiis 6rnekte 1012,5 cm-' de gdzlenmistir.
Is1 uygulanan 6rneklerde 3400- 3800 cm* aralifinda yeni bantlar gézlenmis ve bu
bantlarin proteinlerin -NH gerilimi (Amid A) ve —OH gruplarindan kaynaklandigi

distiniilmistiir.

4.3. Biyolojik Aktivite

Ham ve 1s1l islem gormiis ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri anti-mikrobiyal, anti-
mutajenik ve anti-proliferatif etkinlikleri arastirilarak belirlenmistir. Onceki
caligmamizda O.umbellatum ham ekstraktinin 20 mg/mL dozunda giiglii bir etkinlik
sergiledigi belirlenmistir (Akgeyik ve ark., 2021). Bu calismada da 20 mg/mL
ekstrakt uygulamasinin farkli mikroorganizma tiirlerine kars1t anti-mikrobiyal
aktivitesi arastirilmigtir. Calismada biitiinliik saglamak adina anti-mutajenik ve anti-

proliferatif aktivite ¢aligmalarinda da ayn1 doz tercih edilmistir.

4.3.1. Anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivite

Ham ve 1s1l islem gérmiis O. umbellatum ekstraktinin anti-mikrobiyal aktivitesi
Tablo 4.5’te verilmistir. Test edilen tiim mikroorganizma tiirlerine karsi farkli
derecelerde inhibisyon elde edilmistir. Ham ekstraktin gram pozitif bakterilere karsi
en yiiksek etkinligi 21,9+0,7 mm inhibisyon zonu ile S. aureusa 'a karsi, gram negatif
bakterilerde ise 16,5+0,3 mm inhibisyon zonu ile P. aeruginosa’ya karsi tespit
edilmigtir. 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
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bakteriler arasindaki yapisal farkliliktan kaynaklanmaktadir. Gram negatif
bakterilerde hiicreyi cevreleyen cift zar, anti-mikrobiyal bilesiklere karsi olusan
direncin ana nedenidir. Tiim bakteriler bir i¢ zara sahipken gram negatif bakterilerin
secici Ozellikte bir dis zar1 bulunmaktadir. Bu dis zar, pek ¢ok bilesigin hiicre
icerisine girmesini engelleyerek sidal etkilere karsi direng saglamaktadir. Gram
pozitif bakterilerde bu segici dis zar bulunmadig1 i¢in anti-mikrobiyal bilesikler bu
bakterilerde daha yiiksek etkinlik gostermektedir. Ayrica gram pozitif bakterilerin
hiicre duvar1 oldukga gdzenekli bir yapiya sahipken gram negatiflerde hiicre duvari
yiiksek lipid igerigine sahiptir ve anti-mikrobiyallerin hiicre igine gecisi dis zar
proteinlerine baghdir (Breijyeh ve ark., 2020). Tiim bu yapisal farkliliklar Gram
negatiflerin daha direngli olmasini saglamaktadir ve O. umbellatum ekstraktinin
gram-pozitifler tizerindeki yiiksek etkinligini de agiklamaktadir. Ham ekstrakt C.
tropicalis’e kars1 15,4+0,5mm ve C. albicans’a kars1 16,2+0,3mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Ham ekstrakt bakterilere kiyasla funguslara karsi1 daha diisiik anti-
mikrobiyal etkinlik sergilemistir. Bu durum funguslarin 6zellikle kitin ve ergosterol
bakimindan zengin hiicre duvar ile yakindan iligkilidir. Candida tiirlerinin anti-
mikrobiyal madde varliginda hiicre duvarinda kitin seviyelerini arttirarak direng

gelisimini arttirdig1 da bilinmektedir (Walker ve ark., 2013).

Ham ekstraktin standart antibiyotiklerle kiyaslanabilir bu etkinligi igerdigi aktif
bilesenlerle agiklanabilir. LC-MS analizi ile saptanan fenolik bilesikler anti-
mikrobiyal aktivitenin ortaya ¢ikmasinda dnemli bir etkiye sahiptir. Igerikte major
bilesik olarak saptanan prokateuik asit, bakterilerin ¢ogalmasi iizerinde inhibisyon
etkisi gostermekte ve pek cok anti-mikrobiyal bilesikle sinerjistik etki gostererek
inhibisyonu giiglendirmektedir (Jayaraman ve ark., 2010). LC-MS ile saptanan
yiiksek oranda bulunan gallik asit ise bakteriyel zarlarda bulunan protein yapidaki
akis pompalarini, arginaz aktivitesini ve folat sentezini inhibe ederek ekstraktin anti-
mikrobiyal aktivitesine katki saglamaktadir (Pudlo ve ark., 2017). Major bilesikler
kadar ekstrakt icerigindeki mindr bilesikler de bu etkinin giiglenmesini
saglamaktadir. Ekstraktta minér oranda saptanan vanilin bakteriyel membran
biitlinliigiinii bozarak hiicre igerisindeki iyonlarinin disar1 sizmasina neden olmakta

ve hiicre i¢i pH homeostazin1 engellemektedir (Fitzgerald ve ark., 2004). Ekstrakt
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iceriginde saptanan tiim aktif bilesenlerin kiimiilatif etkisi sonucunda giiclii bir anti-
mikrobiyal aktivite ortaya ¢ikmaktadir. Farkli ekolojik ortamlarda yetisen O.
umbellatum’un anti-mikrobiyal etkinligi bazi literatiir ¢alismalar1 ile de rapor
edilmistir. Demirkol ve ark. (2017) Ordu’da yayilis gosteren O. umbellatum
bitkisine ait ekstraktlarin genis spektrumlu bir aktivite sergiledigini, Listeria
monocytogenes’e karsi herhangi bir etkinlik sergilemedigini rapor etmislerdir. Yigit
ve ark. (2003) Erzincan bolgesinden topladiklart O. umbellatum’un P.aeruginosa, E.
coli, E. aerogenes, S. aureus’a karst herhangi bir etki gOstermedigini rapor
etmiglerdir. Literatlir caligmalarinda rapor edilen bu farkliliklar degisik ekolojik
sartlara karsi bitkinin adaptasyonu siirecinde iirettigi sekonder metabolitlerdeki ve

diizeylerindeki farkliliklar ile aciklanabilir.

Tablo 4.5. O. umbellatum ekstraktinin olugturdugu inhibisyon zonlart (mm)

Ham Isil islem I L
Mikroorganizma ekstrakt gériu’is gk Nistatine
ekstrakt
E. coli 12.6+£0.4 7.90+0.1 17.9+0.7 ND
Gram S. enteritidis 11.7+0.3 8.10+0.2 16.5+0.4 ND
negatif P. aeruginosa 16.5+0.3 12.1+0.4 17.8+0.5 ND
S. aureus 21.9+0.7 14.1+0.6 22.5+0.8 ND
Gram B.subtilis 18.7+0.4 11.7+0.5 21.1+0.6 ND
pozitif B. cereus 17.1+0.9 10.4+0.7 18.3+0.2 ND
C. tropicalis 15.4+0.5 12.1+0.4 ND 16.9+0.4
Fungus C. albicans 16.2+0.3 13.9+0.2 ND 17.8£0.2

Nistatine 30 pg/mL, Amikacin 30 pg/mL, ND: denenmedi

Pisirme sirasinda uygulanan 1s1 islemi besinlerin fitokimyasal i¢eriginde degisimlere
neden olmaktadir. LC-MS, ICP-MS ve FTIR analizlerinde 1s1l islem uygulamasinin
O. umbellatum’un fitokimyasal igeriginde degisimlere neden oldugu saptanmistir. Bu
degisimlerle beraber 1s1 uygulamasi O. umbellatum’un anti-mikrobiyal aktivitesinde
de degisime neden olmustur. En yiiksek inhibisyon zonunun gozlendigi S. aureus 'ta
ham ekstrakt 21,9 mm inhibisyon zonu olustururken 1s1l islem gérmiis ekstrakt 14,1
mm zon olusturabilmistir. Isil islem bakterilere karsi elde edilen anti-mikrobiyal
aktivitelerde degisen oranlarda azalmaya neden olmustur. Test edilen tiim bakterilere
kars1 belirlenen antimikrobiyal aktivitedeki azalmalar Sekil 4.5°te verilmistir. Anti-
mikrobiyal aktivitede gozlenen bu azalma fitokimyasal igerikteki azalma ile

dogrudan iligkilidir. Major bilesenlerden olan ve anti-mikrobiyal etkinlige sahip olan
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prokateuik asit ve gallik asit icerigindeki degisimler anti-mikrobiyal aktivitedeki
azalmanin en biiyiik nedenlerindendir. Ham ekstraktta prokateuik asit 53,136 mg/kg
oraninda bulunurken 1s1l islem sonrasinda miktar1 5,29 mg/kg olarak saptanmistir.
Benzer azalma gallik asitte de saptanmis ve 41,722 mg/kg olarak saptanan orani 1s1l
islem sonrasinda 3,046 mg/kg’a gerilemistir. Fitokimyasal icerikte saptanan tiim
fenolik bilesiklerde benzer azalmalar tespit edilmis ve bu azalmalar anti-mikrobiyal
aktiviteyi dogrudan etkilemistir. Literatiirde O. umbellatum’un fitokimyasal icerigi
ve anti-mikrobiyal aktivitesi tizerine 1si1l islemin etkisini arastiran bir g¢alisma
bulunmamakla birlikte pek cok ekstraktin aktivitesinin 1s1 etkisiyle azaldigi rapor
edilmektedir. Ginovyan (2017), Hypericum alpestre ekstraktinin 60 dakika 60°C’lik
1st  uygulamasi  sonrasinda  anti-mikrobiyal  aktivitesini = kaybettigini
gozlemlemislerdir. Sah ve ark. (2012), 100°C’de uygulanan 1s1l islemin farkli bitki
ekstraktlarinin anti-mikrobiyal aktivite iizerine etkisini arastirmislar, 1s1 uygulamasi
sonrasinda K. pneumoniae’ye karst Allium sativum ekstraktinin  gelistirdigi
inhibisyon zonunun 26mm’den 17mm’ye azaldigini, 20mm zon sergileyen Zingiber

officinale ekstraktinin anti-mikrobiyal aktivitesini tamamen kaybettigini rapor

etmislerdir.

Anti-mikrobiyal aktivitede azalma
(04)
\7¥)

T

T

B E. coli [ S. enteritidis

B P. aeruginosa ES. aureus
B B.subtilis B. cereus
O C. tropicalis @ C. albicans

Sekil 4.5. Ham ve 151l islem gérmiis (Is-eks) ekstraktlarin anti-mikrobiyal aktivitesi. P. aeruginosa (a),

S. aureus (b), C.albicans (c), C. tropicalis (d) ve aktivitedeki azalma oranlar (%)
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4.3.2. Anti-mutajenik aktivite

Ham ve 1s1l islem uygulanmis O. umbellatum ekstraktinin anti-mutajenik aktivitesi
Tablo 4.6.’da verilmistir. Kontrol grubu ve sadece ekstrakt uygulanan gruplarda
istatiksel olarak anlamli olmayan diisiik diizeyde MN ve KA olusumlar1 diginda
(p>0.05) herhangi bir anormallik gozlenmezken NaNjz uygulanan grupta yiliksek
diizeyde fragment, yapiskan kromozom, vagrant kromozom, kromatinin esit olmayan
dagilimi, k6prii ve MN olusumlar1 gézlenmistir. NaN3 uygulanan grupta kromozomal
anormallikler arasinda en yiiksek diizeyde fragment anormallikleri saptanmigtir
(Sekil 4.6). NaN3 kimyasal bir mutajendir ve mutajenitesi azid bilesiginin organik bir
metabolitinin iiretimi araciligtyla gergeklesmektedir. Bu metabolit ¢ekirdege girerek,
DNA ile etkileserek, genomda mutasyonlara ve karasizliklara neden olmaktadir
(Srivastava ve ark., 2011).

@ &
LAX"S

Sekil 4.6. NaNj; tarafindan indiiklenen MN ve kromozomal anormallikler. a: MN, b: fragment,

a
d

7

c: yapiskan kromozom, d: vagrant kromozom, e: kromatinin esit olmayan dagilimi, f: kdprii)

Ekstraktlarin anti-mutajenik aktivitesi NaNjz tarafindan indiiklenen MN ve
kromozomal hasarlarin sikligindaki azalma dikkate alinarak belirlenmistir. Ham
ekstrakt NaNj; tarafindan indiiklenen anormalliklerde vagrant kromozom disindaki
tim anormalliklerde %50 {izerinde gerilemeye neden olmustur. Vagrant

kromozomda %43,2 gerileme saglayan ekstrakt en giicli anti-mutajenik etkiyi
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kromatin esit olmayan dagiliminda %69,8 olarak gostermistir (Sekil 4.7.). Ekstrakt
iceriginde yogun olarak saptanan gallik asit elektrofilik mutajenleri temizleyerek ve
dis zar tasiyicilarina baglanip mutajenlerin sitozele aktarimini engelleyerek anti-
mutajenik aktivite sergilemektedir (Hour ve ark., 1999). LC-MS analizinde ekstrakt
iceriginde tespit edilen kafeik asidin hidroksil radikallerinin olusumunu 6nleyerek ve
serbest radikal tiretimini baskilayarak anti-oksidatif aktivite yoluyla antimutajenik
etki sergiledigini bildirmislerdir (Abotaleb ve ark., 2020). Ekstrakt iceriginde
saptanan protokatekuik asitte 6nemli anti-mutajenik 6zellige sahiptir. Anter ve ark.
(2011) protokatekuik asidin in vitro ¢alismalarda anti-genotoksik potansiyele sahip
oldugunu, Olvera-Garcia ve ark. (2008) ise protokatekuik asidin nitropiren

mutajenitesini inhibe ederek anti-mutajenik aktivite sergiledigini rapor etmislerdir.

Tablo 4.6. NaNj tarafindan indiikklenen MN ve kromozomal hasar sikligi iizerine dogal ve islem

gormiis ekstraktlarin etkisi

Isil  islem

Negatif NaNj; Ham Is.dlimilislem Dogal ekstrakt gormiis
Hasarlar kontrol (Pozitif ekstrakt gkstrakst + ekstrakt
Kontrol) NaN; +

NaN;
MN 0,20+0,42% 82,80+8,66°  0,00+0,00° 0,20+0,42° 33,40+8.07° 69,50+6,54°
FRG 0,31+0,17% 83,50+10,68% 0,00+0,00° 0,32+0,16" 31,60+6,45" 56,30+6,17°
YK 0,00£0,00 62,80+8,13*  0,41+0,137 0,00+0,00° 26,00+6,31° 47,90+6,59°
VK 0,00£0,00 51,80+9,87°  0,55+0,197 0,00+0,00° 29,40+7,37° 42,30+6,65°
KED 0,00£0,00 38,20£9,90°  0,00+0,00% 0,74+0,21% 11,50+6,62° 29,70+6,62°
K 0,00£0,00° 26,70+8,55°  0,00+0,00° 0,00+0,00° 11,70+3,59° 26,50+6,22°

MN: mikronukleus, FRG: fragment, YK: yapiskan kromozom, VK: vagrant kromozom, KED:
kromatinin esit olmayan dagilimi, K: koprii. MN ve kromozomal hasarlar i¢in her bir grupta 1.000
hiicre sayilmistir. Ayni satirda farkli harfler @ e gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir
(p<0.05).

Ekstrakta uygulanan 1s1 anti-mutajenik aktivitede Onemli degisimlere neden
olmustur. Genel olarak tiim anormalliklere karsi ham ekstrakt tarafindan sergilenen
anti-mutajenik aktivitede onemli degisimler gozlenmistir. Koprii olusum sikligi
tizerine 1sinin etkisi istatiksel olarak onemsiz bulunurken (p>0,05), tiim diger
anormalliklerdeki degisimler istatiksek olarak anlamlidir (p<0,05). Ham ekstrakt

koprii olusumunu %56,1 azaltarak anti-mutajenik aktivite sergilerken, 1sil islem
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uygulanmis ekstrakt koprii olusumunu %0,74 oraninda azaltmistir. Kisaca 1s1l islem
ham ekstratin koprii olusumuna karsi sergiledigi anti-mutajenik aktivitenin
kaybolmasina neden olmustur. Diger anormalliklere kars1 sergilenen anti-mutajenik
aktivitede de 1s1 uygulamasi sonrasinda 6nemli azalmalar gézlenmistr. Isil islem ham
ekstraktin kromatinin esit olmayan dagilimina karsi sergiledigi anti-mutajenik
aktiviteyi %68,2, MN olusumlarina kars1 gosterdigi anti-mutajenik aktiviteyi ise
%73,1 azaltmistir. Isil islemin anti-mutajenik aktiviteyi azaltici etkisi fitokimyasal
icerikteki azalmalarla dogrudan iliskilidir. Igerikte saptanan gallik asit, protokatekuik
asit ve kafeik asit gibi major bilesiklerin miktarindaki azalma anti-mutajenik
aktiviteye de yansimustir. Literatiirde O. umbellatum’un anti-mutajenik aktivitesi
tizerine 1s1l islemin etkisini arastiran bir ¢alisma bulunmamakla birlikte pek ¢ok
ekstraktin aktivitesinin 1s1 etkisiyle azaldigi rapor edilmektedir. Wang ve ark. (2001)
Hericium erinaceus ekstraktinin anti-mutajenik aktivitesinin isil islemden sonra daha
az anti-mutajenik etki sergiledigini ve anti-mutajenik aktivitenin 1siya duyarl

oldugunu rapor etmislerdir.

Ham ekstraktin antimutajenik Isil islem gérmiis ekstraktin
aktivitesi (%) antimutajenik aktivitesi (%)
K; 56,1 MN: K; 0,74

59,6 KED; _____MN; 16
22,2

FRG;
62,1

Sekil 4.7. Isil iglemin anti-mutajenik aktivite lizerine etkisi. MN: mikronukleus, FRG: fragment, YK:
yapiskan kromozom, VK: vagrant kromozom, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, K:

koprii.

4.3.3. Anti-proliferatif aktivite

Ham ve 1sil islem uygulanmis O. umbellatum ekstraktinin anti-proliferatif
aktivitesi Tablo 4.7.’de verilmistir. Her bir grupta toplam 5000 hiicre sayilmis ve
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz safhalarindaki hiicreler boliinen hiicre olarak

degerlendirilmistir. Negatif kontrol grubunda toplam 245 hiicre bélinme asamasinda
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iken glifosat uygulmasi ile bu say1 110°a gerilemistir. Glifosat hiicre bdliinmesini
durduran, hiicre siklusu kontrol noktalarinda anormallige neden olarak Go/M gegis
noktasinda etki gosteren bir bilesiktir (Marc ve ark., 2004). Hiicre siklusii tizerindeki
bu etkilerinden dolayr anti-proliferatif c¢alismalarda pozitif kontrol olarak
kullanilmaktadir. Ham ve 1s1l islem uygulanmig O. umbellatum ekstraktlarininda
negatif kontrol grubuna kiyasla hiicre proliferasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Ham
ekstrakt boliinen hiicre sayisin1 245’den 196’ya azaltarak hiicre proliferasyonunda
%20 gerileme saglamistir. Hiicre proliferasyonundaki bu azalma O. umbellatum
ekstraktlarinin anti-proliferatif etkisine isaret etmektedir. Pek ¢ok fenolik bilesik
hiicre proliferasyonunu azaltici etkiye sahiptir. Ham ekstratta yogun olarak bulunan
gallik asit doza bagli olarak artan bir anti-proliferatif aktivite sergileyen 6nemli bir
bilesiktir (Pan ve ark., 2014). Kafeik asit ise mitokondri membran potansiyelinde
degisimlere neden olarak anti-proliferatif aktivite sergilemektedir (Jaganathan,
2012). Eksrakt iceriginde bulunan fenolik bilesiklerin kiimiilatif etkisi sonucunda
ham ekstrakt anti-proliferatif aktivite sergilemektedir. Is1 uygulamasi sonrasinda O.
umbellatum ekstraktinin anti-proliferatif aktivitesinde azalma gozlenmis, 1sil islem
uygulanmis ekstrakt negatif kontrole kiyasla hiicre proliferasyonunda %7,6
gerilemeye neden olmustur. Anti-proliferatif aktivitedeki bu azalma fenolik icerikteki

azalma ile dogrudan iligkilidir.

Tablo 4.7. Ham ve 1s1l iglem gormiis O. umbellatum ekstraktlarinin anti-proliferatif aktivitesi

Boliinen . - Mi
hilcre sayist* Interfazdaki hiicre sayisi (%)
Negatif kontrol 245 4755 4,90
Glifosat 110 4890 2,20
(Pozitif Kontrol)
Ham ekstrakt 196 4804 3,92
Isil islem goérmiis ekstrakt 226 4774 4,52

*profaz, metafaz, anafaz ve telofaz safhalarindaki hiicre sayisini gostermektedir.

Literatiirde O. umbellatum ekstratinin anti-proliferatif aktivitesini arastiran bir
calisma bulunmamakla birlikte pek c¢ok dogal bitki ekstratinin hiicre
proliferasyonu tizerine etkisini rapor eden ¢alismalar mevcuttur. Frescura ve ark.

(2012) Luehea divaricata yaprak ve kabuk ekstraktlarinin A. cepa’da anti-proliferatif
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etki sergiledigini yani hiicre boliinmesini inhibe edebilen aktiviteye sahip oldugunu

rapor etmislerdir.
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bitkiler bir¢ok biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip dogal besinlerdir. Gida
olarak kullanilan bir¢ok bitki tiirii c¢esitli pisirme siireglerine tabi tutularak
tikketilmektedir. Gidalarin 1s1l islemi biyolojik, fiziksel ve dokusal degisikliklere,
fitokimyasal igeriklerinde farkliliklara ve biyolojik aktivitelerde azalmaya veya artisa
neden olmaktadir. Bitkisel ekstraktlarin fitokimyasal iceriklerini ve biyolojik
aktivitelerini arastiran birgok c¢alisma olmasina ragmen, pisirme islemi ile
ekstraktlarin fitokimyasal icerikleri ve biyolojik aktivitelerindeki degisimleri
arastiran calisma sayis1 istenilen diizeyde degildir. Ozellikle pisirilerek tiiketilen
bitkilerle yapilan ¢alismalarda 1sinin etkisi goz ardi edilmemelidir. Bu ¢aligmada,
Giresun’da toprak alt1 ve iistii kisimlar1 gida olarak tiiketilen O. umbellatum’un ham
ve 1s1l iglem uygulanmis ekstraktlarmin fitokimyasal parmak izi ve biyolojik
aktiviteleri arastirilmistir. Isil islem bitki icerigindeki U, Al ve Co gibi metallerin
derisiminde azalmaya neden olarak bir avantaj saglarken, ozellikle gallik asit gibi
onemli fenolik bilesiklerin diizeyinde ciddi azalmalara neden olarak dezavantaj
saglamistir. O. umbellatum’un hem ham hem de 1sil islem gormiis ekstraktinin
sitotoksik ve mutajenik etki gostermeden anti-oksidan, anti-mikrobiyal, anti-
mutajenik ve anti-proliferatif etki sergiledigi belirlenmistir. Bununla birlikte 1s1l
islem uygulamasi sonrasinda biyolojik aktivitelerde Onemli kayiplar oldugu
belirlenmis ve bu kayiplar fenolik bilesikler dahil olmak iizere fitokimyasal igerikteki

azalmalarla iliskilendirilmistir.

Bitkisel besinler giinliikk diyetimizin vazgecilmez bir parcast oldugu igin,
fitokimyasallar1 korumak i¢in en nazik pisirme yontemleri ve bu yontemlerin
fitokimyasallar {izerindeki etkileri aragtiritlmalidir. Diyabet, kanser ve alzheimer gibi
kronik hastaliklardaki artiglara karsi 6nemli koruma saglayan ve zengin fitokimyasal
icerige sahip bitkisel besinler detayli olarak arastirilmali ve besin degerini koruyacak

alternatif pisirme yontemleri gelistirilmelidir.
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EK. 1. Mg ve Na elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 2. K ve Fe elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 3. U ve Zn elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 4. As ve Al elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 5. Ca ve Co elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 6. Mn ve Cu elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 7. Sr ve Cd elementlerine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 8. Ba elementine ait kalibrasyon grafikleri
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EK. 9. Fenolik bilesiklerin SRM iyon ve enerjileri

Parent Product CE Polarity Name Parent Product CE Polarity Name
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EK. 10. LC-MS/MS kalibrasyon grafigi verileri

Denklem RA2 |Linear Range
Gallik Asit Y =-16964.4+234497*X 0.9982| 0,25-5ppm
Prokateuik Asit Y =-28378.6+232816*X 0.9993| 0,25-5ppm
Prokateuik Aldehit | Y = 90660.4+2.85956e+006*X 0.9984] 0,25-5ppm
Kategin Y =-2.11473e+006+3.20689+007*X | 0.9970] 0,25-5 ppm
Epikatesin Y =-2.33356e+006+3.4355e+007*X | 0.9973] 0,25-5ppm
Kafeik Asit Y = -80096.6+2.239%e+006*X 0.9959| 0,25-5 ppm
Vannilin Y = -281187+2.22788e+006*X 0.9993| 0,25-5ppm
Taxifolin Y = 47858.4+5.31659+006*X 0.9955| 0,25-5ppm
p_kumarik Asit Y =-15928.6+265401*X 0.9983] 0,25-5ppm
Ferulik Asit Y =1.73171e+007*X 0.9982| 0,25-5ppm
Rozmarinik Asit | =-597782+6.80108e +006*X 0.9977| 0,25-5ppm
4_OH_Benzoik Asit | Y = 1.00232e+006+9.692e+006*X 0.9951| 0,25-5ppm
Oleuropein Y = -300895+8.57721e+006*X 0.9969] 0,25-5ppm
Salisilik Asit Y = 98316+1.08858e+007*X 0.9968| 0,25-5ppm
Rutin Y = -6.24149e+006+1.18077e+008*X | 0.9968| 0,25-5ppm
Rezveratrol Y = -987487+1.89813e+007*X 0.9992| 0,25-5 ppm
Ellagic Asit Y =-77482.6+4.44093e+006*X 0.9958| 0,25-5ppm
Kuersetin Y =-2.23688e+006+1.91417e+007*X | 0.9990] 0,25-5 ppm
Kaempferol Y =-7.30245e+006+4.80734e+007*X | 0.9999| 0,25-5ppm
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