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Arastirma makalesi

Plumbago europaea L." nin besinsel, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Nutritive value, antioxidant and antimicrobial activitiy of Plumbago europea L.

Burak BIRCAN?, Sevda KIRBAG?

1Firat Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Boliimii
2Firat Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6limii

Ozet

Bu calismada; P. europea’nin besinsel igerikleri, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri arastirildi. Seker, flavonoid, vitamin ve
mineral element duzeylerinin degisebildigi gozlendi. In vitro kosullarda, DPPH radikalini temizleme aktivitesinin 10 pg/ul’de
%83.62, FeCl grubunun K grubuna gore yiksek ve metil esterlerinin ise korunmadigi belirlendi. P. europea’nin antimikrobiyal
aktivitesinin ise; maya ve dermofit funguslardan ziyade, bakteri gruplarinda daha etkili oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan, besinsel icerik, P. europea

Abstract

In this study, nutritive value, antioxidant and antimicrobial activitiy of P. europea was determined. It was observed that sugar,
flavonoid, vitamin and element levels varied. It was understood that under in vitro conditions the DPPH activities had a level of
83.62% at 10 ug/uL, the FeCL group was higher than the K group, and the methyl esters were not preserved as well. It was also
determined that the antimicrobial activity of P. europea is more efficent over bacterial groups then yeast and dermatophyte fungi.

Keywords: Antimicrobial activity, antioxidant activity, nutritive value, P. europea

GiRiS

Dinyanin degisik tlkelerinde oldugu gibi, Glkemizde de
tibbi agidan 6nemli bulunan degisik yenen ve yabani
bitkiler yizyillardan beri halk arasinda besinsel ve
tedavi amagli kullanilmaktadir. Dinya saglk teskilati
(WHO)'nin 91 tlkenin kodeks ve tibbi bitkileri tizerinde
yapilmis olan bazi yayinlara dayanarak hazirladig
arastirmaya gore, tedavi amaciyla kullanilan tibbi
bitkilerin sayisinin yaklasik olarak 20.000 civarinda
oldugu, ancak 500 kadarinin tarimsal
yapildig
kullanilan bitkilerin ¢cok azi farmokopelerde kayithdir.
Turk kodeksinde kayith bitki sayisi 140 civarindadir.
Halbuki Tarkiye de tibbi amacla tiketilen bitki sayisi

Uretiminin
kaydedilmektedir. Ayrica degisik amacla

¢ok fazladir, hatta bazi yayinlarda bunun en az 500
civarinda oldugu kaydedilmektedir (Baytop 1984).

P.europea, Plumbaginaceae familyasina ait ¢ok yillik
cicekli bir bitki olup, halk arasinda “kursun otu,
kuduzotu, disotu, sitmaotu ve déven otu” gibi isimlerle
anilmaktadir. Plumbago cinsine ait degisik tirlerin
hastaliklarin  tedavisinde

iltahap ve mikrobiyal

kullanildigi, ayni zamanda taksit etkilerinin oldugu
rapor edilmistir (Arunachalam, Velmurugan, ve Raja
2010).
tedavisi, dis ve romatizmal agrilarin giderilmesinde
(Okoli, Akah, ve Ezugworie 2006), kok ve kok
kabuklarinin ise; basur, ishal, clizzam gibi c¢esitli cilt

P.europea bitki yapraklarinin; kan g¢ibani

hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir
(Bulut ve Tuzlaci 2011; Uma, Soloman, ve Sharda
1999).
suretiyle hamile kalmak icin kullandiklari saptanmistir
(Akan, Korkut, ve Balos 2008).

Ayrica, P.europea’'nin  kaynatip-siizmek

Bu ¢alismada; P. europaea’nin; mineral element, seker

bilesenleri, flavonoid ve fitosterol icerikleri ile

antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin ortaya

¢ikarilmasi amaglanmistir.
MATERYAL VE METOT

Bitki Ekstraktlarinin Eldesi

Calismada kullanilan P. europaea L., Elazig ilinden
toplandi. Bitki 6rnegi icin 1/5 (g/mL) oraninda %80’lik
methanol ile ekstrakt hazirlandi.
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Besinsel igeriklerinin Saptanmasi
Seker analizi

P. europaea’dan alinan 1:1 (g/mL) oraninda kreuze
icine alinarak distile su ile iyice homojenize edildip
stziilerek pellet ile sivi kisim ayrildi. Toplam filtratin
hacmi belirlenerek RI dedektoriinin bagli oldugu
HPLC cihazi ile analiz edildi (Chromatography A 2004;
Erden, Kirbag, ve Yilmaz 2013).

Resveratrol ve flavonoid igeriginin belirlenmesi

Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢cin 5 um ig
¢apinda PREVAIL C18 (15x4.6 mm) ters-faz kolon
kullanildi. Mobil faz olarak %1 asetik asit igeren
metanol/su/asetonitril  (46/46/8, v/v/v) karisimi
kullanildi (Zu ve ark. 2006). Bu mobil faz 0.45 um
membran filtresi stizilerek ultrasonikasyon cihazinda
havasi alindi. Katesin ve naringin icin 280 nm, rutin,
mirisetin, morin ve kuarsetin icin 254 nm, resveratrol
icin 306 nm ve kamferol icin 265 nm dalga boyu
kullanilarak RHPLC ayrimini takiben DAD tarafindan bu
flavonoidlerin 6lglimi yapildi.

ADEK vitaminleri ve fitosterol miktarinin tespit
edilmesi

5 mL HIP karisimi 25 mL’lik agzi kapakl tlpler icine
alinarak tizerine 5 mL 0.5 M KOH ¢ozeltisi ilave edildi.
Vortekslendikten sonra 852C'de 25 dk bekletildi.
Tupler cikartilarak oda sicakligina kadar sogutulup
Uzerine 5 mL saf su ilave edilerek kanstirildi.
Sabunlasmayan lipofilik molekiller 2x5 mL hekzan ile
ekstrakte edildi. Hekzan fazi azot akimi ile uguruldu. 1
mL (50:50, v/v)
¢Ozilerek Shimadzu marka HPLC cihazi ile analiz edildi.

asetonitril/metanol karisiminda
Retinol ve tirevleriicin dedeksiyon dalga boyu 326 nm,
E vitamini ve fitosterol icin 202 nm, D ve K vitaminleri
icin 265 nm’de degerlendirildi (Lopez-Cervantes ve
ark. 2006; Sanchez-Moreno ve ark. 1999).

Mineral-element analizi

Numune 105°C kuru hava sterilazatori ile kurutuldu.
Kuruyan numune havan kullanilarak 6gitildi. Ornegin
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¢6zme islemini gerceklestirmek icin HNO3:H,S04:H,0;
(1 g numune igin 10:1:1, 12 mL) karisimi kullanilarak
100°C de 10-15 dk isil isleme maruz birakildi. Soguyan
numuneye 50 mL distile su eklendi. Filitre islemi ile
berrak bir ¢cozelti elde edildi. Fe, Zn, Mn, Cu, Cr, Cd, Co,
Ni ve Pb
spektrofotometre kullanilarak (Perkin-Elmer Marka

miktarlari  otomatik  absorbsiyon

370 Model), K, Mg, Ca, ve Na elementleri ise otomatik
emisyon spektrofotometre kullanilarak belirlendi
(Eppendorf Geratebau) (Helrich 1990).

Antioksidant Etkilerinin Tespit Edilmesi
Serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi

Deney tiplerine sirasiyla 10, 25, 50, 100 pg/ulL bitki
DPPH (25 mg/L
picrylhydrazyl metanolde) ¢ozeltisinden 3.9 mL ilave

ekstraklari  ve a,a-Diphenyl-
edildi. Karisimlar, oda sicakliginda karanhk bir ortamda
30 dk inkibasyona birakildiktan sonra absorbanslari
517 nm’de blanka karsi spektrofotometrede okundu
(Brand-Williams, Cuvelier, ve Berset 1995; Hsu ve IM
Coupar 2006).

Azalan absorbans, geriye kalan DPPH miktari serbest
radikal giderme aktivitesi olarak belirlendi. Sonuglar
asagidaki formile gore hesaplandi.

% = Kontrolass- Sampleaps/ Kontrolags x 100

In vitro ortamda antioksidan ve antiradikal
aktivitenin belirlenmesi

Bitki ekstraktinin antioksidan aktivitesi, Shimoi ve
ark.’nin yéntemine gore yapildi (Shimoi ve ark. 1994).
Bu amagla; pH’si 7.4 olan 0.05 M TRIS-HCI / 0.15 M KClI
ve %0.2 TWEEN 20 iceren tampon ¢ozeltisi ile 1 mM
FeCl, ve 3 upM hidrojen peroksit glinlik olarak
hazirlandi. Bu tampon ¢ozelti icerisinde 2.30 mM
Linolenik asit (LNA, 18:3 n-3), 10.44 mM Linoleik asit
(LA, 18:2, n-6), 3.97 mM Oleik asit (18:1, n-9) ¢ozeltileri
DMSO’da ¢oziinerek hazirlandi ve asagidaki deney
gruplari hazirlandi.

Kontrol grubu: 5 mL trisma-base tamponu, 0.4 mL yag
asidi karisimi
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FeCl,+H;0; grubu: 5 mL trisma-base tamponu, 1 mL
FeCly, 1 mL H,0,, 0.4 mL yag asidi karigimi

Bitki: 5 mL trisma-base tamponu, 1 mL FeCl;, 1 mL
H,0,, 0.4 mL yag asidi karisimi, 1 mL olmak tzere farkli
miktarlarda bitki ekstrakti ilave edildi.

Bu gruplar 372C’de 24 saat inkliibasyondan sonra oda
sicakligina gelmesi saglandi ve gruplardaki 6rneklere
%4’l0k BHT ilave edilerek daha ileri oksidasyon olmasi
engellendi. Daha sonra ornek karisimlardan 1 mL
alinarak lipid peroksidasyon diizeyi 6l¢iildii (Ronald ve
ark. 2001; Erden ve Kirbag 2013).

In vitro ortamda lipid peroksidasyon (Ipo) él¢iimii

Orneklerden 1 mL alindiktan sonra izerine %0.6’lik
TBA ¢Ozeltisiile 2 mL distile su ilave edilip vortekslendi.
Daha sonra 902C’de 30 dk birakip reaksiyon sonucu
olusan pembe renk 3 mL n-biitanol ile ekstrakte edildi.
Ornekler santrifiij edildi ve santrifiij sonunda elde
edilen supernatant kismin yogunlugu HPLC cihazinda
floresans dedektorle 6l¢lildii (Ronald ve ark. 2001).

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstrelerin hazirlanmasi ve test mikroorganizmalarin
eldesi

Calismada kullanilan

(Staphylococcus aureus,

mikroorganizmalar;
Candida
albicans, Epidermophyton spp.) Firat Universitesi, Fen

Escherichia coli,

Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Bolimi, Mikrobiyoloji
kaltar
Arastirmada bitkilerin kullanilan kisimlarindan 10 g

Laboratuvari kolleksiyonundan karsilandi.
alinip 200 mL metanol ilave edilip ekstraksiyona tabi
tutuldu.  Elde

rotavaporda uzaklastirilarak ve etivde kurutularak

edilen ekstraktlarin  ¢ozuculeri

kuru ekstraktlar elde edildi. Kurutulan ekstraktlar
metanolde ¢ozdiruldi.

Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve
Asilama

Bakteri suslar;;  Nutrient Buyyon’a asilanarak
35+1°C’de 24 saat, maya suslari; Yeast Malt Ekstrakt

Buyyon’da ve dermatofit funguslar Glukozlu
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Sabouroud Buyyon’ da 2511°C'de 48 saat siire ile
inklibe edildi. Sivi besiyerinde gelisen kilturler, Mc
Farland (0.5) standart tipline gbre yogunluk ayari
buyyon tiplerine aktarildi.
edilen ve 45-50°C'ye kadar
sogutulan Miller Hinton Agar, Yeast Malt Ekstrakt

yapildiktan  sonra

Erlenmayerde steril

Agar ve Sabouraud Dextrose Agar hazirlanip bakteri,
kaltirt ile %1
oraninda asilanarak (10° bakteri/mL, 10* maya/mL, 10*

maya ve funguslarin buyyondaki

fungus/mL) iyice calkalandiktan sonra 9 cm capindaki
steril petri kutularina 15’er mL konuldu (Collins ve Lyne
1987).

Oyuk agar metodu

Katilasan agar lzerine 6 mm capinda acilan oyuklara
bir damla besiyerinden sonra 10 pL 6rnek aktarildi. Bu
sekilde hazirlanan petri kutulari 4°C'de 1.5-2 saat
bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+1°C’de
24 saat, maya ve dermatofit asilanan plaklar ise
25+1°C'de 3 gin sire ile inkibe edildi. Calisma 3
paralel olarak yiritllerek ve sonuclar ortalama deger
olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde degerlendirildi
(Anonymous 1999).

istatistik Analizi

istatistik analizi icin, standar istatistiksel paket

programi kullaniimistir. Kontrol grubu ile deneysel
gruplar arasindaki karsilastirma analizi
(ANOVA) ve LSD testleri

Sonuglar, 3 tekrarin ortalamasi + standart sapmasi

varyans
kullanilarak yapilmistir.

olarak olarak verilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

P. europea’nin Besinsel igeriklerinin Tespiti

P. europea’nin resveratrol ve flavonoid igerigi

Tablo 1 ‘de goriildigi gibi, P. europea’da rutin 23.65,
mirisetin 3.65, morin 0.35, kuarsetin 0.17, katesin
1232.5, naringin 97.66 ug/g olarak degistigi, fakat
kamferol ve resveratrol ise tespit edilmedi. Total
flavonoid igerigi 1362.67 ug/g olarak degistigi saptandi
(Tablo 1). Yuksek miktarda; rutin, katesin ve naringin



belirlendi (Tablo 1).
calismalarda flavonoidler

Son yillarda yapilan degisik
bakimindan zengin bir
beslenme ile kroner kalp hastaliklari ve kanser riskinin
azaltilmasi arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir
(Hung ve ark. 2004; Tripoli ve ark. 2007). Flavonoid
iceriginin, bitkiden bitkiye gore hatta ayni bitkinin farkli
organlarinda bile degisiklik gosterdigi ifade edilmistir
(Justesen 2000). Flavonoidler bakimindan zengin bir
beslenmenin A ve C vitamininden bile daha gigli
oldugu belirtilmistir  (Sokot-
tetowska, Oszmianski ve Wojdyto 2007). Degisik
calismalarda ise, P. zeylanica’'da total flavonoid icerigi
45.5 mg GAE/g (Nile ve Khobragade 2010) ve total
fenolik icerigi 109 mg/g olarak belirlenmistir (Zahin,
Aqil, ve Ahmad 2009).
yeni bir flavonol olan 7-0-methylmyricetin (europetin)

antioksidan etkisi

P. europea yapraklarinda ise

maddesi tespit edilmistir (Harborne 1967).
Seker analizi

P. europea’da; arabinoz 29.55, glukoz 342.8, fruktoz
704.71, sakkaroz 233.37 ve maltoz 233.42 ug/g olarak
degistigi ve fruktoz miktarinin diger seker bilesenlerine
oranla daha yiksek oldugu saptanmistir (Tablo 1).

B. Bircan, S. Kirbag

Degisik calismalarda ise (P. zeylanica ve P. rosea
bitkilerinin kdk kabugundan) fruktoz ve glukoz

miktarinin degistigi belirlenmistir (Pawar ve ark. 2011).
Vitaminler ve fitosterol icerigi

Tablo 1'de gorildigi gibi, P. europea’da yliksek
miktarda ergesterol (11.53 ug/g), B-sitosterol (8.54
ug/g ve a-Tokoferol (2.93 ug/g) saptanmistir. Gaz
kromatografisi-kitle spektrometrisi (GC-MS) analizi ile
alkaloidler, steroidler,

P. zeylanica'da; tanen,

flavonoidler, saponinler, antrakinonlar, ve
karbonhidratlarin bulundugu rapor edilmistir (Ajayi ve
ark. 2011). Elde edilen verilerin degisebilir oldugu,
nedenininde  farkh  tdrlerden

bunun  temel

kaynaklanmaktadir.
Element igerigi

Tablo 1’de goruldugu gibi, P. europea’da 3.23 mg/g Ca,
0.04 mg/g Zn, 8.16 mg/g Na, 240.5 K mg/g, 0.06 mg/g
Fe ve Mn ile 0.18 mg/g Mg belirlenmistir. Yiksek
miktarda Na ve Ca ihtiva ettigi gorulmustar. P.
zeylanica’nin element igerigi arastirilmis ve benzer
sonuglar elde edilmistir (Wang ve ark. 2014).

Tablo 1. P. europea’nin seker, mineral element, flavonoid, vitamin ve fitosterol igerigi

Flavonoid/ (ng/g) Lipofilik (ng/g) Seker (ng/g) Mineral (mg/g)
Gruplar vitaminler ve icerigi icerigi
Fitosteroller
Rutin 23.61%4,.28 Vitamin Kz 0.62+0.05 Arabinoz 29.55+2.62 Ca 3.23+0.4
Mirisetin 3.65+0.15 Retinol 0.24+0.03 Fruktoz 704.71+4.36 Zn 0.04+0.01
Morin 0.35+0.20 Vitamin D 0.673+0.07 Glukoz 342.8+1.58 Na 8.16+1.02
Kuarsetin 0.17£0.1 o Tokoferol 2.93+0.06 Sakkaroz 233.37+1.02 K 240.49+2.56
Resveratrol - Ergosterol 11.526+0.17 Maltoz 233.42+0.96 Fe 0.06+0.01
Kategin 1232.5+6.72 Stigmasterol - Mn 0.06+0.02
Naringin 97.66+1.01 B-sitosterol 8.543+0.57 Mg 0.18+0.04
Kamferol -
Toplam 1362.67+7.02

Her bir deger, 5 tekrarin ortalama + standart sapmasidir.

P. europea’nin Antioksidant Aktivitesinin
Belirlenmesi

P. europea’nin DPPH radikalini giderme aktivitesi

P. europea’'nin 10, 25, 50, 100 pg/ulL olarak artan
konsantrasyonlarda DPPH radikalini temizleme
aktivitesi belirlenmis ve 10 pg/ul’de %83.62’lik en
ylksek (Sekil 1). Degisik

etkiyi  gostermistir
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calismalarda ise, P. europea’ da ABTS 13.92+0.05
DPPH ise 19.82+0.05 mg/mL
belirlenmistir (Serrilli ve ark. 2010). P. zeylanica’ nin ise
kok ekstraktlarinin  DPPH radikalini temizleme
aktivitesi 96 pL/mL olarak bildirilmistir (Nile ve
Khobragade 2010). Elde edilen sonuglarin degisebilir

mg/mL, olarak

oldugu, bunun temel nedeninin ise degisik tlrlerden
kaynaklandigi tespit edilmistir.
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Sekil 1. P.europea’ nin DPPH radikalini giderme aktivitesi (%).

P. europea’nin In vitro Ortamdaki Antioksidan
Etkileri

Sekil 2'de goriuldigu gibi, bitki ekstraktinin in vitro
ortamda lipid peroksidasyonu (zerine antioksidan
etkileri incelendiginde FeCl grubunun K grubuna goére
oldukga yiksek oldugu ve bu diizeyin FeCl grubuna
gore onemli diizeyde azaldigi tespit edildi (p<0.05).
Calismada kullanilan P. europea’nin in vitro ortamda
insan yasamini en fazla etkileyen dejenaratif metabolik
hastaliklara neden olan lipit oksidasyonunu 6nlemede
etkili oldugu sonucunu dusindirmektedir. Benzer
calismalarda da P. europea’nin toksin grubuna gore
oldukga etkili dizeyde MDA-TBA seviyesini dlistrdigu
bildirilmistir (Manyakara 2009). Ayrica; K, FeCl, PLM
gruplarinda sirasiyla 18:1 yag asitleri 3.25, 3.09, 3
pmol/mL, 18:2 yag asitleri ise 8.62, 8.07, 7.98 pmol/mL
olarak belirlenmistir. PLM’nin in vitro ortamda metil
etkisi
metil esterlerinin
gorulmustir (p>0.05). Bu
tirlerinde tespit edilen toksik etkiden kaynaklandig

esterleri  Uzerine arastinldiginda ise P

europea’nin korunmadigi
durumun Plumbago
Yapillan  bir ¢alismada P
zeylanica'nin sitotoksik
etkileri oldugu tespit edilmistir (Arunachalam ve ark.

2010).

disinidlmektedir.

sitotoksisitesi arastiriimis

25
:a_gﬁzo
8E 15
<3
EE10
<D(5
S s
0

K FeCl PLM

Sekil 2. P.europea’ nin MDA-TBA (izerine etkisi (nmol/mL)
(*:p<0.05).
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P. europea’min Antimikrobiyal Aktivitesi

P. europea’nin, degisik test gruplan (zerindeki
etkilerinin, control grubuna kiyasla etkili oldugu, bu
etkinin maya ve dermofit funguslardan ziyade, bakteri
gruplari tizerinde daha belirgin oldugu saptandi (Tablo
2). En ylksek oranda etkiyi, S. aureus Uzerinde
gostermistir. Benzer galismalarda ise, P. zeylanica’nin
10 mg/mL etanol ekstraktinin S. aureus’da 15 mm, E.
coli‘de ise 12 mm olarak tespit edilmistir (Mittal ve
Sharma 2010). P. zeylanica’'nin kok ekstrakti ve

plumbagin maddesinin E. coli, Salmonella typhi ve S.

aureus’ e karsi etkili oldugu belirlenmistir
(Jeyachandran ve ark. 2009). Benzer bir calisma da ise
P. zeylanica’nin ¢ok iyi antimikrobiyal aktivite

gosterdigi (Jetty ve ark. 2010), ayrica, P. scandens’in M.
tuberculosis ve M. tuberculosis MDR suslarina karsi
glclu bir aktivite gosterdigi, MIC degerlerinin, 0.65 ile
1.3 mg/mL arasinda degistigi bildirilmistir (Moncada
Ascencio ve ark. 2011). Elde edilen degisik sonuglarin
temel nedeninin ise, bitki yapisindaki flavonoid,
vitamin ve sterol gibi fitokimyasallardan (Tablo 1)

kaynaklanabilir.

Tablo 1. P. europea’ nin antimikrobiyal aktivitesi (mm).

Gruplar S. aureus E.coli C.albicans E. spp.
Metanol 8 - - -
P. europea 23 15 11 -

Sonug olarak; bitkiler tizerinde yapilan bu ¢alismanin
dogal
kullanimina yo6nelik arastirmalara

antioksidanlarin ~ ve  antimikrobiyallerin
1stk  tutacagini
diisinmekteyiz. Daha etkin ve daha disiik yan etkiye
sahip dogal antioksidanlarin ve antimikrobiyallerin
tespit edilmesi, etkilerinin ortaya konulmasi ve yasam
kalitesi acisindan o6nemli beklentiler arasinda yer

almaktadir.
TESEKKUR

Bu calisma FUBAP 2118 nolu proje ile desteklenmistir.
HPLC ve gaz kromotografisi calismalarinda desteklerini
saglayan Prof. Dr. Okkes Yilmaz’a tessekkiir ederiz.
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