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Ozet

Thymbra spicata var. spicata (zahter) ve Origanum onites (kekik) Tiirkiye’de baharat ve halk ilac1 olarak siklikla
kullanilan Lamiaceae familyasina ait bitkilerdir. Bu ¢alismada, klasik ¢6ziicii ekstraksiyonu (KCE) ve ultrason destekli
ekstraksiyon (UDE) yontemiyle bitkilerin toprak tistii kisimlar1 ekstrakte edildi. % 70 etanol ile hazirlanan ekstrelerin
toplam fenolik madde miktar1 (TFM) ve antioksidan aktiviteleri belirlendi. TFM ve antioksidan aktivite agisindan
yapilan kiyaslamada UDE yo6ntemiyle elde edilen sonuglarin KCE’ye gore ve kekik tiiriiniin zahtere gore daha yiiksek
degerlerde oldugu belirlenmistir. 1 g kuru bitki i¢in hesaplanan UDE sonuglari; zahter: TFM = 48,60 + 2,80 mg gallik
asit esdeger (GAE), FRAP degeri = 91,65 + 4,77 mg troloks esdeger (TE), DPPH degeri = 90,02 + 5,63 mg TE, kekik:
TFM = 60,60 + 4,16 mg GAE, FRAP degeri = 160,35 + 2,92 mg TE, DPPH degeri = 166,74 + 2,38 mg TE. KCE
sonuglari; zahter: TFM = 31,02 + 3,75 mg GAE, FRAP degeri = 62,13 + 4,04 mg TE, DPPH degeri = 68,08 + 4,27 mg
TE; kekik: TFM = 49,20 £ 5,92 mg GAE, FRAP degeri = 109,67 + 3,26 mg TE, DPPH degeri = 133,14 + 2,75 mg TE.

Anahtar Kelimeler: Thymbra spicata, Origanum onites, Kekik, Antioksidan aktivite, DPPH.
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Comparison of Antioxidant Activities of Two Thyme Species
(Thymbra spicata var. spicata and Origanum onites)

Abstract

Belonging to Lamiaceae family Thymbra spicata var. spicata (zahter) and Origanum onites (thyme) are plants
commonly used as spice and traditional medicine in Turkey. In this study, solvent extraction (SE) and ultrasound
assisted extraction (UAE) techniques were used for the extraction of aerial parts of the plants. Ethanol (70 %) extracts
of the plants were analyzed for determination of total phenolic contents and the antioxidant activities. The results
showed that extracts obtained by ultrasound assisted extraction has higher total phenolics content (TPC) and
antioxidant activity. By comparison thyme has higher TPC and antioxidant activity than zahter. Results for 1g dry plant
weight are; UAE for zahter: TPC = 48.60 + 2.80 mg gallic acid equivalances (GAE), FRAP value = 91.65+4.77 mg as
trolox equivalances (TE), DPPH value = 90.02 + 5,63 mg TE; for thyme: TPC = 60.60 + 4.16 mg GAE, FRAP value =
160.35 +2.92 mg TE, DPPH value = 166.74 + 2,38 mg TE. SE for zahter: TPC = 31.02 + 3.75 mg GAE, FRAP value =
62.13 + 4.04 mg TE, DPPH value = 68.08 + 4.27 mg TE; for thyme: TPC = 49.20 + 5.92 mg GAE, FRAP value =
109.67 + 3.26 mg TE, DPPH value = 133.14 + 2.75 mg TE.

Keywords: Thymbra spicata, Origanum onites, Thyme, Antioxidant activity, DPPH.

1. Giris

Bitkiler hayatta kalma, korunma, savunma ve nesillerini siirdiirme gibi g¢evresel kosullara
uyum c¢alismalar1 sirasinda ikincil metabolitleri iretirler (Erkoyuncu & Yorgancilar, 2015).
Polifenoller, en az bir aromatik halka ve bu halkada hidroksil gruplar1 iceren bilesiklerdir ve
bitkilerde ikincil metabolizma {iriinleri olarak olusurlar (Robards, 2003). Ayrica yiiksek oranda
meyve ve sebzelerde bulunurlar ve saglik {izerinde olumlu etkiye sahiptirler (Meral ve ark., 2012).
Son yillarda tibbi ve aromatik bitkilerin biyolojik aktiviteleri ve in vivo ve in vitro ortamda
antioksidan aktiviteleri lizerine bir ¢ok arastirma yapilmistir (Majidinia ve ark., 2019).
Epidemiyolojik verilere gore, oksidatif stresle iligkili olan kanser, norodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan korunmada polifenoller acgisindan zengin beslenme sekli
onerilmektedir (Roleira ve ark., 2015).

Yurdumuzda kekik olarak bilinen bitkilerin hem besin hem de saglik alaninda birgok
kullanim1 bulunmaktadir. Lamiaceaec familyasina ait Coridothymus, Micromeria, Origanum,
Satureja, Thymbra, Thymus ve Ziziphora cinslerine ait birgok tiire kekik denmektedir (Tuzlaci,
2011b). Bu cinslere ait olan tiirler halk ilact olarak, baslica sindirim sistemi rahatsizliklarinin
giderilmesinde kullanilmakta olup (Tuzlaci, 2016) yine bu tiirler bitki ¢ay1 ve koku-lezzet verici
olarak da kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2011a). Bu tiirlerin ortak O6zellikleri ugucu yaglarinin ana
bilesenlerinin genellikle timol ve/veya karvakrol olmasidir (Sarikaya, 2019) (Bahtiyarca Bagdat,
2006). Literatiirde Thymbra spicata L. var. spicata tiiriiniin biyolojik aktiviteleri antifungal (Y1ilar

ve Bayan, 2018), antimikrobiyal (Ertiirk ve ark., 2017), antibakteriyal (Cinar ve ark., 2018),
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antioksidan ve sitotoksik aktivite (Eruygur ve ark., 2017) olarak belirtilmistir.

Glinlimiizde bitkisel kaynaklardan fenolik madde ekstraksiyonunda klasik ¢oziicii
ekstraksiyonuna alternatif olarak hizlandirilmis ekstraksiyon, mikrodalga destekli, ultrason destekli
ve siiperkritik akiskan gibi yeni gelistirilmis ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
verimini arttiran Ve siiresini kisaltan, daha az miktarda ¢oziicii kullanilmasi sonucunda ¢evreye daha
az zarar veren yeni yontemler, Klasik ¢oziicii ekstraksiyonuna gore oldukga etkili yontemlerdir
(Atak ve Uslu, 2018) (Alifaki ve ark., 2018).

Bu ¢alismada, iilkemizde yaygin olarak yetisen ve son yillarda diinya {izerinde ticari 6nemi
artan kekik bitkisinin iki farkl tiiriine klasik ¢oziicti ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon
yontemlerinin uygulanmasi ve elde edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan

aktivitesinin belirlenmesi amaglanmustir.
2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

2,2—difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), troloks [(£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit], 2,4,6-tris(2-pridil)-s-triazin (TPTZ), Folin Ciocalteu reaktifi (FCR), FeCls.6H,0,
NaCH3COO0.3H,0, Gallik asit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya), CH;COOH,
CH3CH,0H, Na,CO3, HCI (Merck KGaA Darmstadt, Almanya) firmalarindan satin alinmistir. UV-
VIS spektrofotometre (Shimadzu UV 1601), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex) ve galkalamali
inkiibator (Biosan ES-20) kullanilmustir.

2.2. Bitkisel Materyal

Zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve Kekik (Origanum onites L.) bitkileri 17 Mayis 2017
tarihinde Mugla ilinin Mentese il¢esinden Kiran kdyiinden Melahat Oguzbeyi tarafindan toplanmis
ve teshisi Dog¢. Dr. Gizem Bulut tarafindan gergeklestirilmistir. Bitkilerin 6rnekleri Marmara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (MARE), Zahter (Thymbra spicata var. spicata)
MARE 19312 kodu ve Kekik (Origanum onites) MARE 19314 kodu ile saklanmaktadir.
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2.3. Ekstrelerin Hazirlanisi
2.3.1. Geleneksel Coziicii Ekstraksiyonu Yontemi

Golgede kurutulmus zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve kekik (Origanum onites)
bitkilerinin toprak ustii kisimlar1 6giitiicii ile toz haline getirildi. Her iki bitkiden 1,000 g gram
ornek tartildi, 20 mL etanol (%70’lik, h/h, suda) ilave edildi, 40°C’de 1 saat galkalamali su
banyosunda bekletildi. 1 saat sonunda ekstreyi ¢okeltiden ayirip, ¢okelti lizerine tekrar 20 mL
¢oziicii ilave edildi ve 1 saat bekletildi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandiktan sonra ekstreler bir

araya getirildi.
2.3.2. Ultrason Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Golgede kurutulmus zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve kekik (Origanum onites)
bitkilerinin toprak istii kisimlar1 6giitlicii ile toz haline getirildi. Her iki bitkiden 1,000 g gram
ornek tartildi, 20 mL %70’lik etanol ilave edildi, 40°C’de 1 saat ultrasonik banyoda bekletildi. 1
saat sonunda ekstreyi ¢okeltiden ayirip, ¢okelti tizerine yeni 20 mL ¢oziicii ilave edildi ve 1 saat
bekletildi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandiktan sonra ekstreler bir araya getirildi.

Ekstraksiyon islemleri sonrasinda ekstreler 20 dakika boyunca 2500 rpm de santrifiij
edilmistir. Ust faz ayrilarak -20 °C'de saklanmustir.

2.4. Toplam fenolik madde miktar1 tayini

Hazirlanan ekstrelerdeki toplam fenolik madde miktar1 Folin Ciocaltacu reaktifi (FCR)
kullanilarak gelistilen yontem modifiye edilerek tayin edildi (Slinkard ve Singleton, 1977)(Alkaya
ve ark, 2019). 100 uL ekstre alip 100 uL FCR ve 4 mL distile su eklendi ve 5 dk., 30°C’de ve 200
rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bu karisima 800 uL % 6’lik Na,CO3 ¢ozeltisinden ilave edildi
ve 30 dk, 30°C’de ve 200 rpm’de c¢alkalanarak inkiibe edildi. Olusan mavi renkli ¢6zeltinin
absorbansi 685-760 nm dalga boyu araligi taranarak maksimum absorbans degeri olan 710 nm’de
Olctimler gergeklestirildi. Gallik asit standarti ile 62,5 - 1000 pM konsantrasyon araliginda o6lcli
egrisi hazirlanmustir (y = 0,0017 x + 0,0262, R? = 0,9965). Sonuclar Sekil 1°de gallik asit esdegeri
(GAE) olarak verilmistir (mg GAE/g kuru bitki). Ug kez tekrarlanan &lgiimlerin absorbanslarinin

ortalamasi alinmustir.
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2.5. Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
2.5.1. Demir(111) iyonu indirgeyici antioksidan aktivite yontemi (FRAP)

FRAP yontemi (Benzie ve Strain, 1996) modifiye edilerek 250 mL 300 mM CH3;COONa
tamponu (pH 3,6), 25 mL TPTZ ¢o6zeltisi (10 mM TPTZ’nin 100 mM HClI’deki ¢6zeltisi) ve 25 mL
20 mM FeCl3.6H,0’nin karistirilmasi ile FRAP ayiraci hazirlandi. 100 pL ektstre iizerine 3 mL
FRAP ¢ozeltisi ilave edildi ve 4dk., 37°C’de ve 200 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. Cozeltilerin
absorbanslar1 580-600 nm dalga boyu aralig1 taranarak maksimum absorbans degeri olan 596 nm’de
Ol¢iimler gergeklestirildi. Troloks standart1 ile 75 - 1000 uM konsantrasyon araliginda 6l¢ii egrisi
hazirlanmistir (y = 0,0016 x + 0,0416, R%= 0,9915). Sonuglar Sekil 2°de troloks esdegeri olarak
verilmistir (mg TE/g kuru bitki). U¢ kez tekrarlanan &lgiimlerin absorbanslarinin ortalamasi

alimmustir.
2.5.2. DPPH (2,2—difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesinin tayini

Hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi (Brand-Williams ve ark., 1995)
modifiye edilerek belirlendi (Cikla Yilmaz ve Ayaz Seyhan, 2017). 100 mL 100 uM DPPH ¢ozeltisi
metanolde hazirlandi. Daha sonra hazirlanan her bir ekstreden 1,5’er mL alinarak lizerine 1,5 mL
100 uM DPPH ¢ézeltisi ilave edildi ve 15 dk., 30°C’de ve 200 rpm’de galkalanarak inkiibe edildi.
Cozeltilerin absorbanslar1 515-528 nm dalga boyu aralig1 taranarak maksimum absorbans degeri
olan 524 nm’de ol¢timler gergeklestirildi. Troloks standarti ile 1 - 35 pM konsantrasyon araliginda
Sl¢ii egrisi hazirlanmustir (y = -0,0119 x + 0,5828, R’= 0,9989). Ekstrelerin DPPH degerleri troloks
grafiginden elde edilen 6l¢ii egrisi yardimi ile hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 3’te troloks esdegeri
olarak verilmistir (mg TE/g kuru bitki). U¢ kez tekrarlanan dlgiimlerin absorbanslarinin ortalamasi

alimmastir.
3. Bulgular
3.1. Ekstraksiyon kosullariin belirlenmesi

Bitkilerden veya dogal iiriinlerden polifenollerin ve fenolik bilesiklerin elde edilmesinde
ekstraksiyon parametreleri (¢oziicii, sicaklik, siire, drnegin partikiil boyutu, ¢o6ziicii/kat1 materyal
orani) ve ekstraksiyon yontemi etkilidir. Polifenoller pKa degeri 8-12 arasinda degisen iyonize olan

bilesiklerdir ve lipit/su partisyon katsayilari 6x10-1,5 arasinda degisir. Bu sebepten polariteleri
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hidrofobikten hidrofilik karaktere dogru degisebilir (Robards, 2003). Ekstraksiyonlarda genel olarak
metanol, etanol, aseton, dietil eter, etil asetat gibi ¢oziiciiler kullanilir. Polar yapidaki fenolik
asitlerin ekstraksiyonu igin alkol-su veya aseton-su karigimlari kullanilir (Stalikas, 2007). Siyah
iiziimden fenolik maddelerin klasik ¢oziicli ekstraksiyonu yontemiyle ekstraksiyon kosullari yanit
yilizey metodolojisi ile optimize edilmis ve toplam fenolik madde miktar1 agisindan kosullar % 67
etanol, 40°C, ¢oOziicli orani/kati materyal oran1 (60 mL/1g) olarak rapor edilmistir (Cacace ve
Mazza, 2003). Calismamizda bu kosullar dikkate alinarak (40°C, 3 saat ekstraksiyon siiresi ve
¢ozlici (mL)/g kati materyal orami 60/1) klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ve ultrason destekli

ekstraksiyon yontemleri uygulanarak ekstereler hazirlanmistir.
3.2. Toplam fenolik madde miktari

Zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve kekik (Origanum onites) bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 mg gallik asit esdegeri olarak Sekil 1°de verilmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 kendi igerisinde kiyaslandiginda Origanum onites
tiirliniin toplam fenolik madde miktar1 agisindan Thymbra spicata var. spicata tiirinden daha zengin
oldugu ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminin klasik ¢oziicli ekstraksiyon yonteminden

daha verimli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 1. Zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve Kekik (Origanum onites) bitkisinin
%70 etanol ile hazirlanan ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 (KCE: Klasik
¢oziicii ekstraksiyonu, UDE: Ultrason destekli ekstraksiyon).
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3.3. Antioksidan Aktivite

Sekil 1 incelendiginde 6rneklerin fenolik bilesikler igeriginin ve buna bagl olarak antioksidan
aktivitesinin  belirlenmesinde kullanilan ekstraksiyon yontemindeki farkliliginin, sonuglar
tizerindeki etkisi arastirildi. Ekstrelerin antioksidan aktivitesi FRAP ve DPPH yontemleri ile
belirlendi. Sonuglar Sekil 2 ve Sekil 3’teki grafiklerde verilmistir.

2019 yilinda Bener tarafindan yapilan calismada, Thymbra spicata var. spicata bitkisinin
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile yanit yiizey metodolojisi yontemiyle optimizasyon ¢aligmasi
yapilmustir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olarak 6,73 g GAE/100 g kuru bitki (67,30
mg GAE/ g kuru bitki) ve DPPH yo6ntemiyle en yiiksek antioksidan aktivite 0,40 mmol TE / g kuru
bitki (100 mg TE / g kuru bitki) olarak belirtilmistir (Bener, 2019).

Gedikoglu ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢caligmada Thymbra spicata var. spicata bitkisinin
% 80 etanol ile mikrodalga ekstraksiyon yontemi (¢oziicii/g kuru bitki oranit 2/1, 30 dk) ile
hazirlanan ekstrenin toplam fenolik madde igerigi 13,13 mg GAE/ 1g kuru bitki olarak bulunmustur
(Gedikoglu ve ark., 2019). Bu ¢alismada FRAP degeri 14,19 < 0,01 pM Fe®*/g kuru bitki, DPPH
degeri 49,3 + 0,845 1Csp, pg/mL olarak belirtilmistir.

Origanum onites bitkisinin ultrason destekli ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak metanol ve su
kullamlmis (¢oziicii/g kuru bitki oram 10/1, 30 °C, 60 dk) ve sulu ekstrenin toplam fenolik madde
miktar1 metanol ekstresinden daha yiiksek olarak bulunmustur (sulu ekstre 111,41 mg GAE/g
ekstrakt, metanol ekstre 86,40 mg GAE/g ekstrakt) (Mahomoodally ve ark., 2018). Bu g¢alismada
sulu ekstrenin FRAP degeri 431,35 + 0.83 mg TE/g ekstrakt, DPPH degeri 247,93 + 9,94 mg TE/g
ekstrakt, metanol ekstresinin FRAP degeri 289,51 + 9,59 mg TE/g ekstrakt, DPPH degeri 196,61 +
6,86 mg TE/g ekstrakt olarak belirtilmistir.

FRAP ve DPPH yontemlerinin her ikisiyle elde edilen analiz sonuglarma gore, ultrason
destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesi, klasik ¢oziicii
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesinden daha yiiksektir. 1ki kekik
tirti birbiriyle kiyaslandiginda ise kekik (Origanum onites) tiiriiniin zahter (Thymbra spicata var.
spicata) tiiriinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar

Bener tarafindan yapilan ¢aligmadaki sonuglarla uyum igerisindedir.
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Sekil 2. Zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve Kekik (Origanum onites) bitkisinin %70
etanol ile hazirlanan ekstrelerinin FRAP yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite

degerleri (KCE: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, UDE: Ultrason destekli ekstraksiyon).
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Sekil 3. Zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve Kekik (Origanum onites) bitkisinin %70
etanol ile hazirlanan ekstrelerinin DPPH yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite

degerleri (KCE: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, UDE: Ultrason destekli ekstraksiyon).
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4. Sonugclar

Bu calismada iki farkli kekik tiirii olan zahter (Thymbra spicata var. spicata) ve kekik
(Origanum onites) bitkilerinin toprak istii kisimlart etanol (%70’lik, h/h, suda) ¢oziiciisiiyle ile
klasik ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakte
edildi. Ekstraksiyon kosullar1 sicaklik 40°C, 3 saat ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii (mL)/g kati
materyal oram1 60/1 olarak uygulanmistir. Her iki ekstraksiyon yonteminde ayni ekstraksiyon
kosullarinin uygulanmasi iki ekstraksiyon yonteminin birbiriyle kiyaslanabilmesine olanak
saglamistir. Gergeklestirilen analizlerde, ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 ve  FRAP ve DPPH yontemleriyle gerceklestirilen
antioksidan aktivite degerleri, klasik ¢6ziicli ekstraksiyon yontemine gore elde edilen degerlerden
daha yiiksektir. iki kekik tiirii karsilastinldiginda ise Origanum onites tiiriiniin toplam fenolik
madde miktar1 ve antioksidan aktivite degerleri Thymbra spicata var. spicata tiiriinden daha yiiksek

bulunmustur.
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