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OZET Biyokimya
Bu arastirmanin amaci, Abelmoschus esculentusa ait c¢icek
kistminlarinin etanolik ekstraktinin antioksidan ve antikolinerjik Aragtirma Makalesi

ozelliklerini, fenolik bilesik profilini ve antibakteriyel aktivitesini

aragtirmaktir. Fenolik bilesiklerin analizi LC-MS/MS ile Makale Tarihgesi
gerceklestirilmistir. Antioksidan kapasitesi (radikal giderme, metal Gelig Tarithi  : 30.07.2021
indirgeme giicii ve toplam antioksidan aktivite) DPPH, ABTS, Cu2+ Kabul Tarihi :26.11.2021
Cu* indirgeme (CUPRAC), Fe3+-Fe2* indirgeme ve ferrik tiyosiyanat

yontemleri ile degerlendirilmistir. Antibakteriyel aktivite, disk Anahtar Kelimeler

difiizyon ve MIC (Minimum inhibitér konsantrasyonu) yontemleri ile Abelmoschus esculentus
belirlenmistir. Antikolinerjik 6zellik ise, asetilkolinesterazin (AChE) Antioksidan
inhibisyonu ile tespit edilmistir. Bitki 6zlitiinde miktar bakimindan Fitokimyasal analiz

en fazla bulunan baglhica fenolik bilesigin asetohidroksamik asit Asetilkolinesteraz
oldugu belirlenmistir. Ayrica, sirasiyla kuarsetin, myrisetin, fumarik Antibakteriyel

asit, vanillik asit, ellagik asit, 4-hidroksibenzoik asit, salisilik asit,
kafeik asit, kemferol, biitein, protokatesik asit, katesin hidrat,
oleuropein ve diger bilesenler tespit edilmigtir. Bitkinin etanolik
ozutu, %29.41 DPPH radikal giderme aktivitesi gésterirken, %20.59
ABTS radikal giderme aktivitesine ve ayrica orta diizeyde metal
indirgeme potansiyeline sahiptir. Ayrica ekstrakt, 0.18 mg mL ICso
degeri ile AChE tizerinde bir inhibisyon etkisi gostermistir. Bitkinin
etanol 6zutl, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella
Typhimurium tizerinde farkli diizeylerde antibakteriyel etki
gostermistir. Elde edilen sonuclar, A. esculentus cicek o6zutunin,
sahip oldugu antioksidan, antikolinerjik ve antibakteriyel 6zellikleri
ile baz1  hastaliklarin tedavisinde rol oynayabilecegini
distindirmektedir.

Phytochemical Profile, Antioxidant, Anticholinergic and Antibacterial Properties of Flowers of
Abelmoschus esculentus (Okra)

ABSTRACT Biochemistry
The aim of this research was to investigate the antioxidant, and .
anticholinergic properties, phenolics profile and antibacterial Research Article

activities of Abelmoschus esculentus ethanol extract. The analysis of Article Hi
phenolic compounds was performed with LC-MS/MS. The ticle History

antioxidant capacity (radical scavenging, metal-reducing power and IA{ecelvec; 22?1;821
total antioxidant activity) was assessed by DPPH, ABTS, Cu2*—Cu* ceoic Tatss
reducing (CUPRAC), Fe3*—Fe?* reducing and ferric thiocyanate
thods. The antibacterial activit determined by disc diffusi ELoymOnis

methods. The antibacterial activity was determined by disc diffusion Abelmoschus esculentus
and MIC (Minimum inhibitory concentration) methods and the Antioxidant
anticholinergic property was predicted by inhibition of . .

. . X . Phytochemical analysis
acetylcholinesterase (AChE). Acetohydroxamic acid was determined Acetylcholinesterase
as the main phenolic compound with the highest amount in the Antibacterial

flower extract. Also, quercetin, myricetin, fumaric acid, vanillic acid,
ellagic acid, 4-hydroxybenzoic acid, salicylic acid, caffeic acid,
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kaempferol, butein, protocatechic acid, catechin hydrate, oleuropein
and other components were detected, respectively. The ethanolic
extract of the plant has 29.41% DPPH radical scavenging activity,
20.59% ABTS radical scavenging activity, and also moderate metal
reduction potential. Also, the extract showed an inhibition effect on
the AChE with ICso values (0.18 mg mL-1). The ethanol extract of the

plant showed antibacterial

effect on Staphylococcus aureus,

FEscherichia coli, and Salmonella Typhimurium at different levels.
These results suggested that extract of the flowers of A. esculentus
extract might play a role in the treatment of some diseases with its
antioxidant, anticholinergic, and antibacterial activity.
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GIRIS Habtemariam, 2019).  Ayrica, toplam  yag

Abelmoschus esculentus L. (Moench), Malvaceae
familyasina ait, yenilebilir olgunlasmamis meyveleri
icin yaygin olarak kullanilan bir sebze tirudir.
Kadin parmagi, bamya, bhindi veya gumbo gibi diger
bazi1 yerel adlarda daha yaygin olarak bilinen tek
yillik bir bitkidir (Carney ve Richard, 2009; Dhaliwal,
2010; Kumar ve ark. 2013; Xia ve ark. 2015). Genel
olarak, Afrika'ya 6zgl olan bu bitki dinyanin farkl
ulkelerinde, o6zellikle tropikal, subtropikal ve i1liman
bélgelerde (Giiney Avrupa, Orta Dogu, Asya ve
Amerika) yetistirilmektedir (Xia ve ark. 2015,
Durazzo ve ark. 2019). Bamya meyvesi énemli bir
tibbi degere sahiptir olup ¢esitli hastaliklar1 ve
rahatsizliklar1 kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir
(Sabitha ve ark. 2011). Bununla birlikte bitkinin
sadece meyvesi degil aymi zamanda yapraklari,
cigekleri, saplar1 ve 6zellikle zengin bir yag ve protein
kaynag1 olan tohumlar: dahil olmak tzere diger
kisimlar1 da cesitli amaclarla kullanilabilmektedir
(Camciuc ve ark. 1998; Adetuyi ve Osagie, 2011,
Gemede ve ark. 2015). Antik caglardan beri A.
esculentus bitkisinin infiizyonlar: ve kaynatilmasi ile
elde edilen sivilar halk hekimliginde ditiretik ve ishal,
akut iltihap, mide ve bagirsak tahrisi, nezle
enfeksiyonlari, bel soguklugu, dis rahatsizliklar,
brongit ve pnémoni gibi rahatsizliklar: tedavi etmek
amaciyla kullanilmaktadir (Habtemariam, 2019).

A. esculentus meyveleri ve tohum fraksiyonlar: biyik
6lcide fenolik madde ve pektin igerigine sahiptir
(Petropoulos ve ark. 2018). Bamya, zamks1 bir
yapidadir ve kalorisi dugtuktir. Bununla birlikte
notrositik icerik agisindan zengindir ve iyl Dbir
yenilebilir diyet lifi kaynagidir. Caligmalar, A.
esculentusun C vitamini, karoten, tiamin, folik asit,
riboflavin, oksalik asit, niasin ve amino asitler gibi
onemli biyoaktif Dbilesikleri igerdigini ortaya
koymustur. Ayrica, iyi bir protein ve mineral (K, Ca,
P ve Mg kaynagidir (Adelakun ve ark.2009;
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asitlerinin%70'inden fazlasini olusturan 6zellikle
linoleik ve palmitik asitler gibi yag asitlerinin 6nemli
bir kaynag olma 6&zelligini goéstermektedir (Berry,
1980). A. esculentus bitkisi dogrudan tiiketiminin
yani sira biyopolimer, polisakkarit ve flavonoid gibi
biyoaktif molekiilleri yuksek miktarda icermesi
nedeniyle, 1ila¢ ve gida endustrisinde emtlgator
olarak ve eczacilikta ise kan hacmini artirici ilag
formiilasyonlarinin yapiminda kullamilmaktadir (Liu
ve ark. 2019).

A. esculentusun saghg geligtirici etkisi sahip oldugu
cesitli biyolojik aktivitelerden kaynaklanmaktadir.
Bitkinin farkli bélimlerindeki biyoaktif bilesen profili
birbirinden farklilik géstermektedir. A. esculentusun
kabugu, polifenolik bilesikler, karoten, folik asit,
tiamin, riboflavin, niasin, C vitamini, oksalik asit ve
amino asitler bakimindan zengindir (Petropoulos ve
ark. 2018); tohumu, polifenolik bilesikler 6zellikle de
oligomerik katesinler ve flavonol tlrevleri, protein
(yani yiiksek lizin seviyeleri) ve yag fraksiyonu
(6zellikle palmitik, oleik ve linoleik asit) icerir
(Arapitsas, 2008, Wei, ve ark. 2016); kok,
karbonhidratlar ve flavonol glikozitleri (Sunilson ve
ark. 2008) ve yapraklar ise, mineraller, tanenler ve
flavonol glikozitlerinin énemli bir kaynagidir (Idris,
ve ark. 2009; Caluete ve ark. 2014).

Son bes yilda yapilan farmakolojik c¢alismalar, A.
esculentus 6ziitlerinin kardiyo, renal, gastro ve noéro-
koruyucu etkiler (Habtemariam, 2019) gibi énemli
biyolojik  aktivitelerin yam1 sira  antioksidan,
antidiyabetik, antihiperlipidemik ve
antihiperglisemik (Durazzo ve ark. 2019), yorgunluk
giderici, antibakteriyel (Petropoulos ve ark. 2018),
antiinflamatuar ve analjezik 6zellikler (Alves ve ark.
2018) gibi cesitli biyoaktivitelere sahip oldugunu
ortaya koymustur (Sabitha ve ark. 2011; Lu ve ark.
2016; Graham ve ark. 2017; Zhang ve ark. 2018).

A. esculentus Dbitkisinin cesitli  kisimlarinin
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antioksidan aktivitesini inceleyen Khomsug ve ark.
(2010) ve Liao ve ark. (2012), etanolik tohum
ekstraktlarinin  6nemli  antioksidan potansiyeli
gosterdigini ve bununda Dbitkinin fenolik madde
icerigi ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica

Singh (2012) A. esculentusun antimikrobiyal
ozelliklerini incelemis ve A. esculentus meyvesi ve
tohumlarimin  Bacillus  subtilis, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, FEscherichia coli ve
Pseudomonas  fluorescense karst oO6nemli  bir
inhibisyon gosterdigini saptamigtir.

Bu calismanin amaci, A. esculentusun daha once
arastirilmamig ¢icek kisimlarinin fenolik bilegik
profili ve bazi biyoaktif ozelliklerinin
degerlendirilmesini saglamaktir. Bu arastirmada, A.
esculentus c¢iceklerinin fenolik bilesik profilleri,
antioksidan, antikolinerjik  ve  antibakteriyel
ozellikleri belirlenmeye c¢ahigilmigtir. Ayrica bu
calisma ile A. esculentus hakkinda bir¢ok yenilike¢i
bilginin de bir araya getirilmesi miimkin olmustur.

MATERYAL ve METOD
Materyal

A. esculentusun cicekleri (Temmuz-Agustos 2020)
Gaziantep, Turkiye'den  toplanmistir.  Bitkiler,
Istanbul Universitesi Eczaciik Fakiiltesi tarafindan
uygun ve botanik olarak tanimlanmistir [Sayik ve
ark. 2017; Adamczak ve ark. 2019]. Ayn1 bélgeden
elde edilen bitki materyalinin cicek kisimlar1 (2.30
kg) deiyonize su ile yikanarak oda sicakhiginda
golgede 5-7 gun slreyle kurutulduktan sonra bir
ogitici (Lavion Herb Spice Ogiitiicii Degirmen
Makinas1) yardimiyla égiitiilerek numune kaplarina
konulmusg ve analiz edilene kadar 4°C'de muhafaza
edilmistir (Sayitk ve ark. 2017). Antioksidan
analizlerinde literatiirde siklikla kullanilan (Kéksal
ve Giilcin, 2008; Tohma ve ark. 2017) Troloks, BHT
ve BHA gibi bilesikler referans olarak kullanilmig ve
kullanilan diger tim kimyasallar ticari olarak satin
alinmistir. (Chamberlain ve Raven 1972; Sayik ve
ark. 2017; Adamczak ve ark. 2019). Tiim analizler {ic
tekerrirli olarak yapilmigtir.

Bitki Ekstraktimin Hazirlamas:

Ekstraksiyon, daha énce Atmani ve ark. (2009)
tarafindan  agiklanan  y6nteme  gbére  minér
modifikasyonlarla gerceklestirildi. Kurutulan
numune ile ¢éziicii (etanol) 1:10 oraninda karistirild:
ve 24 saat slireyle galkalayicida ekstraksiyon islemi
gerceklestirildi. Ekstrakt filtre kagidindan (Whatman
No.1) siiziildii ve sonrasinda evaporatér ile c¢oziicii

uzaklagtirildi. Hazirlanan numuneler, analizlerde
kullanilmak  lizere  kapali  kaplarda  4°C'de
saklanmigtir. LC-MS/MS analiz sonuclar1 toplam

kuru madde orami dikkate alinarak belirlenmistir.
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LC-MS/MS Analizi

A. esculentusun fenolik igerigi, bir tandem MS
cihazina bagh bir Nexera model Shimadzu UHPLC
kullanilarak LC-MS/MS ile belirlendi. Yirmi farkl
fenolik madde i¢in gelistirilen yontemin validasyon
calismalar1 Harran Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuvari'mda gerceklestirilmistir. Analizler igin
LC-30AD ikili pompalar, DGU-20A3R gaz giderici,
CTO-10ASVP kolon firim1 ve SIL-30AC otomatik
numune alici kullamilmistir. Kromatografik ayirma,
C18 Inertsil ODS-4 (3.0 mm x 100 mm, 2 uM) analitik
kolonu ile gergeklestirilmigtir. Kolon sicakligr 40°C'de
sabitlenmis ve eliisyon gradyani, mobil faz A'dan (su
ve %0.1 formik asit) ve mobil faz B'den (metanol ve
%0.1 formik asit) olusturulmustur. Enjeksiyon hacmi
4 uL'ye ayarlanmig ve solvent akig hizi 0.5 mL dk'de
sabitlenmigtir. MS tespiti, Shimadzu LC-MS 8040
model ugcli, dort kutuplu ve ESI kaynak iglemi ile
donatilmis bir kiitle spektrometresi kullanilarak hem
pozitif hem de negatif iyonizasyon modlarinda
yapilmigtir. LC-MS/MS veri hesaplamalar1 Lab
Solutions yazilimi (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ile
yapilmis ve analizi 6l¢gmek i¢in ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) modu kullamilmistir (Kéksal ve ark. 2017).
Deneyde her bir bilegik analizi i¢in ii¢ uygulama
yapilmig, ortalamasi alinmis ve sonuclar nicel olarak
sunulmustur.

Antioksidan Aktivite
Toplam Indirgenme Kapasitesi

A. esculentus ekstraktlarinin metal indirgeme
kabiliyeti, Elmastas ve ark. (2006a) tarafindan
bildirilen yéntemin modifikasyonuyla yapildi. Farklh
kosantrasyonlardaki bitki ekstraktlar: (10, 20, 40 pg
mL1), 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ve 2.5
mL %1 potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)¢l ile
karigtirnildi. Karigimlar, 50°C'de 20 dakika stireyle
inkube edildi. Daha sonra her karigima trikloroasetik
asit (2.5 mL, %10) ve FeCls (0.25 mL, %0.1) ilave
edildi ve 3.000 rpm'de 10 dakika santrifijlendi.
Karisimin absorbans degerleri 700 nm'de 6lgtldi.
Indirgeme giicii degerleri absorbans olarak ifade
edildi ve elde edilen sonugclar standart
antioksidanlarla karsilastirildi (Elmastas ve ark.
2006b).

Cu (1) Iyonu Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC)

Cu (ID -Ncnin Cu (I -Nc¢ kompleksinin
indirgenmesine dayanan CUPRAC y6ntemi uyguland:
(Apak ve ark. 2006, Giilgin, 2008). Test tiipiine 1 mL
CuClz (0.01 M) soliisyonu, 1 mL neokuproin (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin) ve 1 mL amonyum asetat
(NH4Ac) tampon c¢ozelti eklendi ve vorteks
kullanilarak  karigtirildi. Daha  sonra  farkh
konsantrasyonlardaki ekstraklar (10, 20, 40 ug mL1)
ilave edildi ve toplam hacim ultra saf su kullanilarak
4 mL'ye ayarlandi. Oda sicakliginda 30 dakika
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inkubasyondan sonra absorbans 450 nm'de
kaydedildi. Karisimdaki reaksiyonla artan absorbans,
Cu iyonu indirgeme kapasitesinin arttigini gosterir.

Sonucglar absorbans olarak verildi ve standart
antioksidanlarla karsilagtirildi.

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

A. esculentus  ekstraktlarinin  ve standart

antioksidanlarin DPPH serbest radikal giderme
aktivitesinin belirlenmesi i¢in Blois yéntemi (1958)
kullanildi. Bu analiz i¢in metanol iginde 0.1 mM
DPPH c¢ozeltisi hazirlandi. Stok c¢ozeltilerden elde
edilen numuneler (10, 20, 40 pg mL) bu c¢ozeltinin 1
ml'si ile karistinnldi ve etanol ile 3 mL'ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiler iyice vortekslendi ve
karanlkta 30 dakika inkiibe edildi. Orneklerin
absorbansi, 517 nm'de bir spektrofotometre
kullanilarak ¢l¢uldi. Sonuglar, radikal giderme
aktivitenin ytizdesi olarak rapor edildi.

ABTS Radikal Giderme Aktivitesi

Bu yontem, renkli ABTS* katyon radikalinin bir
ekstrakt ile islenmesi sonucu renk degisimi ilkesine
dayanmaktadir (Re ve ark. 1999). ABTS (2 mmol L)
cozeltisi, 2.45 mmol L potasyum persiilfat (K2S20s)
¢ozeltisi 1ile karistirildi. Elde edilen soliisyon
karanlhkta oda sicakliginda 14 saat inkiibe edildi. Ilk
olarak ABTS* radikal c¢o6zeltisi, 734 nm'de
0.750+0.025 absorbans elde edilene kadar sodyum
fosfat tamponu (0.1 mol L1, pH 7.4) ile seyreltildi.
Daha sonra 10, 20, 40 ng mL! ekstrakte edilmis stok
cozeltiler alinarak hacmi 3 mL olana kadar fosfat

tamponu ile tamamlanmigtir. Hazirlanan 1 mL
ABTS+ soliusyonu, ekstrakt ornekleri ile karigtirild:
ve vortekslendi. Absorbans, 734 nm'de Dbir
spektrofotometre kullanmilarak ol¢ulda. Sonuclar,

radikal giderme aktivitesinin yuzdesi olarak rapor
edildi.
Radikal giderme aktivitesi (%) =

Kontrol absorbans degeri— Ornek absorbans degeri

x 100

Kontrol absorbans degeri

Asetilkolinesteraz (AChE) Aktivitesi

A. esculentus ekstresinin AChE enzimi uzerindeki
inhibitor etkisi Ellman spektrofotometrik yéntemi ile
belirlendi (Ellman ve ark. 2002). 50 ul 5,5'-ditiyo-bis
(2-nitro-benzoik) asit (DTNB), 100 ul Tris-HCl
tampon (1 M, pH 8.0) ve 50 pL. AChE (5.32x103 U)
iceren reaksiyon soliisyonu 30°C'de inkiibe edildi ve
15 dakika karigtirildi. Sonug olarak, substrat olarak
kullanilan 50 pL asetiltiokolin iyodiir (AChI) ilave
edilerek reaksiyon baglatildi. Substratin enzimatik
hidrolizi, 412 nm'de spektrofotometri ile tespit edildi
(Necip ve Isik 2019). Farkli konsantrasyon
araliklarinda (0.8-0.25 mg mL1) A. esculentusun
etanolik 6zutinin AChE tuzerindeki etkisi tarandi.
ICs0 degerleri, ekstrakt icin aktivite (%)-[Ligand]
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grafiklerinden hesaplandi (Demir ve ark. 2017; Necip
ve Isik 2019; Tiirkes ve ark. 2021).

Abelmoschus esculentus Ekstraktinin Antibakteriyel
Aktivitesinin Belirlenmesi

Kiltiirlerin Hazirlanmasi

A. esculentus  ekstraktlarinin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in FEscherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
ve Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) kiiltiirleri
kullanilmig ve bu kiltiirler analizlere kadar -80°C'de
saklanmigtir. Bu kultiurler, 35-37°C'de 24 saat
siireyle Trypticase Soy Maya Extract (TSYE) icinde
aktive edilmis ve kiultirlerin yogunluklar1 0.5
McFarland standardi ile 1x108 CFU mL7e
getirilmistir (Zapata ve Ramirez-Arcos, 2015).

Disk Diflizyon Yéntemi

Steril ve 9 cm ¢apinda petri kutulari, 20 mL Mueller-
Hinton Agar kullanmilarak hazirlandi. Her bakteri
siispansiyonunun standart miktarlar: (108 CFU mL?)
hazirlanan petrilere aktarildi (Giilgin ve ark. 2004).
Daha sonra hazirlanan petri plaklar1 tizerine 20 pL
EMS 6zii emdirilmis steril kagit diskler (6 mm)
yerlestirildi. Hazirlanan plaklar 4°C'de 1 saat tutuldu
ve daha sonra 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildi.
Kontrol diski dahil bakterisidal alanlarin ¢aplari
(mm) degerlendirildi. Bu analiz icin pozitif kontrol
olarak siprofloksasin (5 pg disk) kullanilmistir
(Umar ve ark. 2019).

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIC) Yéntemi

Bu analiz ic¢in, 312 mg mL?! (agirlik/hacim)
konsantrasyonunda %35 Dimetil siilfoksit (DMSO)
icinde A. esculentus o6zitleri hazirlandi. Elde edilen
karisstm 0.45 um Millipore filtreler (Fransa) ile
sterilize edildi. Steril 6rnekler, antibakteriyel aktivite
testleri yapilana kadar 4°C'de 1.5 mL Eppendorf
tuplerde muhafaza edildi. Her bakteri inokulumunun
10 ul'si mikrokuyucuklara ilave edildi ve elde edilen
bitki 6ziitii, nutient broth (NB) kullanilarak 312, 156,
78, 39, 19.5, 9.75 mg mLe seyreltildi. Sterilize
DMSO solisyonu bir kuyucukta negatif kontrol
olarak kullanildi. Hazirlanan mikrokuyucuklar 35-
37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Mikrokuyucuklarda

bulanikhk ve biiylime pozitif sonug¢ olarak
yorumlandi. Inkiibasyon periyodunun sonunda
kuyucuklar, c¢ogalmanmin varhigi veya yoklugu

acisindan degerlendirildi. Her test en az ¢ kez
tekrarlandi (Umar ve ark. 2019).

Istatistik Analizler

Elde edilen veriler GraphPad Prism sirim 6
(GraphPad Software, La dJolla, California, ABD)
kullanilarak degerlendirildi. Sonuglar
ortalama+standart sapma (%95 giiven araligl) olarak
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gosterildi. Veri setleri arasindaki farklar, p degeri <
0.05 yani istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tim
analizler 2 paralel ve 3 tekerriirli olarak yapilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
LC-MS/MS ile Fitokimyasal Fenolik Bilesik Analizi

Cihaz kutiphanesinde bulunan standart bilegiklerin
dogrusal regresyon degerleri ve dogrusallik araliklar:
verilmistir (Cizelge 1). Dogrulama parametreleri,
dogrusallik, tekrarlanabilirlik, tespit limitleri (LOD)
ve niceleme (LOQ) olarak belirlendi. Bildirilen
yontem i¢in her bir bilesik i¢in dogrusallik, standart
¢ozelti analiz edilerek belirlendi. Her bir bilegigin
dogrusallik araliklar1 Cizelge 1'de verilmistir.
Standart egrilerin korelasyon katsayilarn (R?)
0.99'dan yiksek bulunmustur. Kullanilan analitik
yontemde LOD; 0.1 pg Lt -142.3 png L't ve LOQ; 0.3
pg L1-274.6 pg Lt degerlerinin belirtilen araliklarda
degisim gosterdigi tespit edilmigtir. Genel olarak
fenolik bilegiklerin geri kazanim degerleri %96.6 ila
%101.1 arasinda degisim gostermistir. Literatiirde
fenolik Dbilesiklerin tayini i¢in yapilan metot
validasyon c¢alismalari incelendiginde bu c¢alismada
elde edilen verilerle paralellik gosterdigi tespit
edilmistir (Zhu ve ark. 2012). Ayrica elde edilen R2
degerleri literatiirde mevcut olan verilerin siirlari
icinde oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar, ¢alismada
elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. A.
esculentus 'un fenolik bilesen (flavonoidler ve fenolik
asitler) profili standartlara uygun olarak tespit
edilmigtir. Cizelge 1'e gore, A. esculentus 'da en fazla
bulunan bilegen asetohidroksamik asit (2335.00 pg L-
1) olarak belirlenmis ve bunu sirasiyla kuarsetin,
myricetin, fumarik asit, vanillik asit, ellagik asit, 4-
hidroksibenzoik Asit, salisilik asit, kafeik asit,
kaempferol, bltein, protokatesik asit, katesin hidrat,
oleuropein ve diger bilesenler takip etmistir. Elde
edilen degerler 2335.00 ug L '’den 2.32 ug L Vye dogru
disiis gostermistir. Bu arastirmada tespit edilen
bilesikler, esas olarak fenolikler, flavonoidler,
glikozitler, fenolik asitler ve turevlerden
olusmaktadir. A. esculentus bitkisinin fenolik bilesik
igerigi ve gosterdigi biyoaktif 6zellikler, cesitlerinden,
yetistirme kogullarindan, meyve boyutlarindan, ¢icek
ozeliklerinden ve hasat zamanindan etkilenmektedir
(Olivera ve ark. 2012; Petropoulos ve ark. 2018).

Abelmoschus esculentusun Antioksidan Ozellikleri

Bir fenolik bilegigin antioksidan o6zellikleri, serbest
radikal giderme yeteneginden, metal iyonlarim
selatlamasindan veya hidrojen atomu elektronu
vermelerinden kaynaklanmaktadir (Sayik ve ark.
2017; Amarowicz ve ark. 2004). Fenolik bilesiklerin
yapisi, metal selatlama aktiviteleri ve radikal
giderme  aktiviteleri bakimindan temel baz
ozelliklere sahiptir. A. esculentus, yuksek DNA
baglama kapasitesi ve zengin kimyasal bilesimi
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nedeniyle, kanser ve bakteriyel hastaliklar icin
mikemmel bir engelleyici 6n ila¢g olarak kabul
edilebilmektedir (Sayik ve ark. 2017, Amarowicz ve
ark. 2004).

Ekstraktlarin serbest radikal temizleme etkinligi
onemli bir degerlendirmedir ve bu 6zellikler, DPPH
(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) serbest radikal
temizleme degeri ve ABTS (% 2,2-azino-bis(3-
ethilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) radikal giderme
aktivite yontemleri kullanilarak belirlenmisgtir.
Serbest radikaller, oksitlenebilir substrat gorevi
gorur ve farkli yontemler kullanilarak indirgenebilir
(Prior ve Cao, 1999). ABTS radikal katyonu,
ABTSmin  potasyum  persiilfat  (K2S20s)  ile
oksidasyonu ile elde edilmistir (Giilcin ve ark. 2005).
A. esculentus 6zuti, 0.2 mg mL1 konsantrasyonunda
%29.41+0.19 DPPH radikal giderme aktivitesi ve
%20.59+1.36 ABTS radikal giderme aktivitesi
gostermistir (Cizelge 2). DPPH radikal giderme
aktivitesi en yilksek Troloks (%81.19+5.63)
standardinda bulunurken, bunu swrasiyla BHA
(%71.82+4.86), BHT (%46.3+2.64) ve A. esculentus
(%29.41+ 0.19) izlemistir. A. esculentus bitkisinin
standart antioksidanlardan daha diisik antioksidan
aktiviteleri, yapisindaki dasik miktardaki
antioksidan bilegiklerin varligindan kaynaklanabilir.
A. esculentus bitkisine ait DPPH ve ABTS giderme
sonuglari, bu bitkiye ait ekstraktin serbest radikalleri
temizleme yetenegine sahip oldugunu goéstermigtir.
Ayrica, baz1 serbest radikallerden kaynaklanan zincir
reaksiyonlarinin baglamasini ve yayilmasini 6nleme
yetenegine de sahip olabilecegini ortaya koymustur.

CUPRAC analizi, ¢ok gesitli polifenoller i¢in basit,
hizl, etkili, kararli ve secici bir antioksidan 6l¢iim

yontemidir (Apak ve ark. 2006). Antioksidan
aktivitenin  6nemli bir 06zelligi, Fenton tipi
reaksiyonlar1 ve hidroperoksit ayrismasini katalize
edebilen gecis metallerinin

selatlanmasi/deaktivasyonudur (Dorman ve ark.
2003). Cizelge 2'de goriildiigii gibi CUPRAC testinde
ve Fe3*-Fe2* indirgeme aktivitesinde en yliksek deger
sirasiyla BTH, BHA, Trolox ve A. esculentus olarak
tesbit edilmistir. Elde edilen sonuclar, A. esculentus
6ziitiiniin standart antioksidanlardan (BHA, BHT ve
Troloks) daha diisiik bakir ve demir indirgeme
aktivitesine sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
sonuglardan yola cikarak, A. esculentus 'da bulunan
baz1 fenolik bilegiklerin 6nemli &lgtide radikal
giderme ve metal c¢elatlama kapasitesine sahip
oldugu soylenebilir. A. esculentusun igerigindeki
fenolik bilesiklerin serbest radikalleri yok etme
etkisinden dolay1 oksidatif stresin azaltilmasinda rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Aliyu ve ark. (2009)
tarafindan yapilan bir c¢alismada A. esculentus
yapraklarimin %80’lik metanolik ozutiiniin yuksek
radikal temizleme aktivitesi ve DPPH indirgeme
potansiyeli gésterdigini ortaya koymustur.
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Cizelge 1. Bamya (Abelmoschus esculentus) ¢igeginin fitokimyasal iceriginin LC-MS/MS yéntemi ile kantitatif
olarak belirlenmesi
Table 1. Quantitative determination of phytochemical content of okra (Abelmoschus esculentus) flower by LC-

MS/MS method
S_tanflart sMRM PRSD % CLOD/L_OQ Geri koazanlm dRT eR2 Denklem Konsantrasyon
bilegikler (ug LD %) (pg L)
] 100.130 y=(13.7831)
Quercetin 301.1>151 1.36 13.7/25.7 3.891 | 0.999 2137.15
x+(146.951)
Acetohydroxamic 100.075 y=(150.982)
76.10>43.10 0.82 2.8/8.6 0.406 | 0.999 2335.00
Acid x+(23.1833)
0.99404 5=(79.2933)
Catechinhydrate | 291.10>139.00 2.36 7.3/18.4 2.532 | 0.999 23.67
x+(-2406.22)
o 100.093 y=(48.0522)
Vanillic Acid 168.80>93.00 0.62 82.6/142.2 2.762 | 0.998 712.50
x+(-876.904)
0.9985 y=(46.4361)
Resveratrol 229.10>135.00 1.31 7.2/18.3 3.606 | 0.998 4.84
x+(-1314.61)
0.99748 3=(20.2986)
Fumaric Acid 115.20>71.00 0.47 18.4/32.7 0.809 | 0.999 819.02
x+(-762.592)
100.004 y=(65.3835)
Gallic acid 169.20>125.00 1.36 0.90/1.6 1.278 | 0.999 18.59
x+(-2699.84)
o 100.917 y=(124.785)
Caffeic Acid 179.20>135.00 1.37 6.3/10.7 2.836 | 0.996 164.19
x+(-487.132)
Phloridzin 10.001 y=(33.4069)
435.00>273.10 5.64 61.0/207.0 3.594 | 0.999 2.32
dihydrate x+(-1396.90)
0.997 y=(25.9240)
Oleuropein 539.10>377.20 6.94 0.5/1.4 3.567 | 0.999 21.26
x+(-558.916)
100.232 3=(5.25903)
Ellagic Acid 300.90>145.10 8.56 0.10/0.3 3.681 | 1.000 450.91
x+(-1167.31)
o 0.99982 y=(37.0934)
Myricetin 317.10>150.90 0.79 36.4/59.6 3.644 | 0.999 1817.59
x+(2684.23)
Protocatechuic 101.070 y=(526.954)
181.20>108.00 1.29 21.3/46.5 3.556 | 0.994 54.61
acid x+(23026.1)
] 0.9989 y=(49.3543)
Biitein 271.10>135.00 1.45 17.5/36.7 3.935 | 0.999 59.55
x+(367.917)
0.9998 y=(317.241)
Naringenin 271.10>150.90 2.05 4.2/6.8 3.952 | 0.996 N.D.
x+(33733.3)
0.99883 y=(34.6668)
Luteolin 285.20>132.90 0.57 0.5/2.5 4.069 | 0.998 7.18
x+(3721.79)
100.772 y=(2.63905)
Kaempferol 285.10>116.90 1.44 142.3/274.6 4.298 | 0.999 136.71
x+(-206.494)
0.9667 3=(3.97487)
Alizarin 239.20>210.90 3.51 45.2/76.5 4.594 | 0.998 N.D.
x+(1614.23)
4-Hydroxybenzoic 0.99662 Y=(735.804)
137.20>93.00 1.54 28.6/52.2 3.664 | 0.999 331.38
Acid X+(-498.102)
100.989 y=(746.369)
Salicylic acid 187.20>93.00 1.24 4.2/7.6 3.558 | 0.999 246.25
x+(6072.41)

aMRM: Coklu reaksiyon izleme, bRSD: Géreceli standart sapma, cLOD/LOQ (ug L-1): Tespit limiti/ kantitasyon limiti, dRT: Tutma siiresi,
eR2: Belirleme katsayisi, N.D: Tespit edilmedi
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Cizelge 2. Bamya cicegi (Abelmoschus esculentus) ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve AChE iizerine
inhibisyon etkisi
Table 2. The antioxidant activity and inhibition effect on AChE of extract from flowers of Abelmoschus

esculentus
Antioxidants DPPH= ABTS= FRAPY CUPRACP AChE
(0.2mgmL1)  (0.2mgmL?) (0.2mgmL1) (0.2 mg mL) [Coo(mg mL) R
A. esculentus 29.41+ 0.19 20.59+1.36 0.13+0.01 0.37+0.01 0.18+0.01 0.965+ 0.02
BHA 71.82+ 4.86 83.67+£5.41 0.45+0.02 0.58 +£0.02
BHT 46.33+ 2.64 48.35+3.20 0.62+ 0.02 0.64 £ 0.02
Troloks 81.19+ 5.63 80.06+ 6.32 0.25+ 0.01 0.52+ 0.02

Standart antioksidanlar (BHA, biitillenmis hidroksianisol; BHT, biitillenmis hidroksitoluen, troloks)

aDegerler yluzde radikal giderme aktivitesi olarak ifade edildi

bDegerler absorbans olarak ifade edildi. Yiksek absorbans, yliiksek metal indirgeme kapasitesini gosterir

Antikolinerjik Etki
Norotransmiter asetilkolinin hidrolizindeki artis,

bulunmaktadir. Bircok calisma flavonoid ve fenolik
bilegiklerin anti-asetilkolinesteraz aktivitesine sahip
(Necip ve Isik, 2019).

Alzheimer hastaliginin  (AD) gelismesine  yol oldugunu  bildirmigtir

acmaktadir. Bu amacla, AChE inhibitérleri bu Glunimuzde yaygin olarak kullanilan donepezilin,
hastali-gin tedavisinde yaygin olarak ellajik asitten yaklagitk 10000 kat daha glgli bir
kullanilmaktadir. AD'nin semptomatik tedavisinde AChE inhibitér etkisi oldugu bilinmektedir (Fan ve
kullanilan AChE inhibitérlerinin  antioksidan ~ ark. 2008; Jha ve ark. 2018). Bununla birlikte,
uretimini arttirdigr ve hiicreleri oksidatif hasardan sentetik referans inhibitdrlerinin yan etkileri
korudugu da bilinmektedir (Isik, 2019). Cizelge 2'de nedeniyle, dogal kaynakli alternatif bilegiklerin

gosterilen sonucglar, A. esculentusun etanolik
ozutinin AChE {zerinde bir inhibisyon etkisine
sahip oldugunu ortaya koymustur (ICso: 0.18+0.01 mg
mL1). Fenolik bilesiklerin néroprotektif etkileri, AD
tedavisindeki 6nemli rollerinden kaynaklanmaktadar.

belirlenmesi 6zellikle 6nemlidir (Bettaieb ve ark.
2011).

A. esculentusun Antibakteriyel Ozellikleri
A. esculentus ekstresinin antibakteriyel aktiviteleri

AChE inhibitorlerinin  kullanim1 ile hastaligin
(beyindeki asetilkolin oraminin yiikselmesinden
kaynaklanan) tedavisi icin bircok &énemli yaklagim

S. aureus, E. coli ve S. Typhimurium'a karsi
belirlendi (Cizelge 3 ve Cizelge 4).

Cizelge 3. Bamya cicegi (Abelmoschus esculentus) ekstraktinin antibakteriyal etkisi (Zon ¢ap1, mm)
Table 3. Antibacterial effect of (Abelmoschus esculentus) Okra flowers extracts (Zone diameter, mm)

Ornek Konsantrasyon Staphylococcus FEsherichia coli Salmonella
(6.24 mg disk) aureus Typhimurium
Abelmoschus esculentus 312 mg/mL 12.0+0.20 8.0+0.10 7.0+0.22
Kontrol (Siprofloksasin) 5 pg 21.0+0.12 20.0+0.12 17.0+0.20

Cizelge 4. Bamya Cicegi (Abelmoschus esculentus) ekstraktimin MIC (Minimum inhibitér konsantrasyonu)
sonuglari
Table 4. Results of minimum inhibitory concentration (MIC) of (Abelmoschus esculentus) Okra flowers extracts

Abelmoschus esculentus  Konsantrasyon Inokulum Staphylococcus FEsherichia Salmonella
(mg mL) miktar1 (uL)  aureus coli Typhimurium
312 10
156 10 + +
78 10 + + +
39 10 + + +
20 10 + + +
10 10 + + +
Besiyeri+ Inokulum 0 10 + + +
Besiyeri+Solvent(DMSO) 0 10 + + +
Besiyeri 0 0 - -

(+): Cogalma var, (-): Cogalma yok

coli (8.0£0.10 mm) ve S. Typhimurium (7.0+0.22 mm)
izledi. A. esculentus ekstraktinin bakteri kultirleri
uzerindeki inhibisyon etkisi, siprofloksasin

Cizelge 3'te goruldugu gibi, 312 ng mL1 A. esculentus
ozutu, S. aureus uzerinde yliksek inhibisyon zon ¢ap1
olusturdu (12.0£0.20 mm) ve bunu ise sirasiyla Z.
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antibiyotigine gore diigik bulunmustur. Elde edilen
MIC (Minimum inhibitér konsantrasyonu) sonugclari,
10 pL bitki 6ziintin, 312 png mL!, 156 pg mL1, 78 nug
mL1, 39 pg mL1, 20 pg mL1, ve 10 pg mL1! gibi 6
farkli  konsantrasyonda uygulandiginda dogru
sonuclar verdigini gostermistir (Cizelge 4). Belirlenen
sonuglar incelendiginde 312 ng ml1
konsantrasyonunun tiim bakteriler lizerinde en etkili
oldugu tespit edilmigtir. 156 pg mL?! Dbitki
konsantrasyonun ise, S. aureus disindaki diger
bakteriler tizerinde herhangi bir etki gésteremedigi
belirlenmigtir. Bununla birlikte, ¢aligilan diger dort
konsantrasyonun herhangi bir bakteri tizerinde etkili
olmadigr saptanmistir. Elde edilen verilerden, A.
esculentusun c¢aligilan bakterilere kars1 antibakteriel
etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan
calismalar, bitkilerin terapotik etkilerinin, sahip
olduklar1 tek bir bilesenden degil, birden fazla
bilesigin sinerjik etkisinden kaynaklandigini ortaya
koymustur. Bitkiler, antioksidan aktivitelerinin yani
sira, ihtiva ettikleri pek c¢ok fenolik bilesik 6nemli
diizeyde antibakteriyel aktivite sergileyebilmektedir.
Altemimi ve ark. (2017) yaptig1 bir ¢alismada, A.
esculentus'un %80’lik metanolik yaprak 6zlerinin ¢ok
iyi antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik
ozelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur.
Carvalho ve ark. (2011) ise A. esculentus 6ziitlerinin
antibakteriyal 6zeeliklerini arastirdigl bir ¢alismada,
bu bitkiden elde edilen ekstrelerin, Mycobacterium
suglar1 X. Py2 ve S. aureusun gelisimini inhibe
etmede etkili oldugu, ancak K. erythropolis ve FE.
coli'ye kars1 etkisiz oldugunu ortaya koymustur. Bu
calismada A. esculentus cicek oOziitlerinin FE. coli
uzerine antibakteriyel etki gosterdigi tespit edildi.

SONUC ve ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglar, A. esculentus ¢igek
ekstrelerinin antioksidan (metal indirgeme, serbest
radikal stpiirici ve anti-lipid peroksidasyonu),
antikolinerjik ve antibakteriyel aktivitelere sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica tespit edilen
bulgular, bu tiriin 6nemli G&zelliklerinden dolay:
cesitli amaclarla degerlendirilebilecegi sonucunun
ortaya ¢ikmasini saglamigstir. Son olarak, bu tirin
kemo-gesitliligi, sahip oldugu antibakteriyel ve
antioksidan bilesik profili nedeniyle 6nemli saghk
sorunlarinin tedavisi i¢in umut verici bir kaynak
olabilecegini gostermistir. Sonug olarak, A. esculentus
onemli bir dogal antioksidan kaynagi ve gidalar i¢in
kismen 1iyi bir antibakteriyel madde ve ayrica
farmasétik ve gida maddelerinin raf 6mrini uzatan
bir ajan olarak degerlendirilebilir.

Aragtirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig

olduklarini beyan eder.
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Cikar Catismasi Beyam

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar
catigsmasi olmadigini beyan ederler.
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