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ARASTIRMA MAKALESI /RESEARCH ARTICLE
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STACHYS RUPESTRIS (LAMIACEAEY’IN UCUCU YAG BILESIMI VE
ANTIMIKROBIYAL ETKILERI

0z
Stachys cinsi (Lamiaceae) diinya iizerinde tamimlanmis yaklasik 300 tiirle genis bir yayilis
gosterirken, bu cins tilkemizde %48 endemizm oraniyla 91 tiir ve 116 taksa ile temsil edilmektedir.
Anadolu’da “Deli adacay1r” veya “Dag cay1” isimleriyle bilinen Stachys tiirleri sahip oldugu
antibakteriyel, antienflamatuvar, antipiretik, antioksidan ve sitotoksik etkilerinden dolayi, halk
arasinda cilt hastaliklari, tlser, kanser, solunum rahatsizliklar1 ve bobrek hastaliklarinda

kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda sekonder metabolitlerinin genellikle iridoit ve flavon
glikozitleri ile diterpenler ve ugucu yaglar oldugu ortaya konmustur.

Calismamizda Mersin ve civari i¢in endemik olan Stachys rupestris Montbret et Aucher ex
Benth.’in ¢igekli toprak {istii kisimlarindan hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yagin kompozisyonu
gaz kromatografisi/alev iyonlasma dedektorii ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi ile ortaya
konmustur. Ana bilesenler a-pinen (%14.4), tetradekanoik asit (%10.3) ve B-karyofillen (%5.3) olarak
saptanmustir.

Ucucu yagin patojen bakteri ve maya tiirlerine karsi antimikrobiyal ozellikleri “Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’niin yayimladigi CLSI M27-A2 ve M7-A7 protokolleri uyarinca
mikrodiliisyon duyarlilik testleri ile ortaya konmustur. Yagin bakterilere kiyasla test edilen Candida
tiirlerine kars1 daha etkili oldugu goriilmiis, Candida parapsilosis, C. zeylanoides ve C. krusei’yi 31.25
ug/mL, C. zeylanoides’i ise 15.0 pg/mL konsantrasyonda (MIK) inhibe ettigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lamiaceae, Stachys, Ugucu yag, Gaz kromatografisi, Antimikrobiyal, MIK

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIMICROBIAL EFFECTS OF STACHYS
RUPESTRIS ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

The genus Stachys (Lamiaceae) consists of over 300 species all around the world, while in our
country 91 species and 116 taxa are represented with 48% endemism rate. Stachys species are known
as “Deli adagay1” or “Dag ¢ay1” in Anatolia and they are widely used in folk medicine against skin
infections, peptic ulcers, respiration and kidney disorders for their antibacterial, anti-inflammatory,
antipyretic, antioxidant and cytotoxic properties. Several studies have been reported that common
secondary metabolites of the Stachys L. are iridoids, flovonoids, diterpenes and essential oils.

In the present study, the hydrodistilled essential oil composition of the flowering aerial parts of
the Stachys rupestris Montbret et Aucher ex Benth, an endemic species for Mersin province, were
determined by using gas chromatography/flame ionisation dedector and gas chromatography/mass
spectrometer systems. a-pinene (14.4%), tetradecanoic acid (10.3%) ve B-caryophyllene (5.3%) were
determined as main compounds of the oil.
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The antimicrobial effects of the essential oil against pathogenic bacteria and yeasts were evaluated
by using microdilution susceptibilty tests as recommended to Clinical and Laboratory Standards
Institute M27-A2 and M7-A7 protocols. The essential oil showed strong inhibitory effects against the
tested Candida species compared to bacteria. Candida parapsilosis, C. zeylanoides and C. krusei were
inhibited at the concentration of 31.25 pg/mL, while the C. zeylanoides was inhibited by the oil having

a MIC value of 15.00 pg/mL.

Keywords: Lamiaceae, Stachys, Essential oil, Gas chromatography, Antimicrobial, MIC

1. GIRIS
Labiatac (Lamiaceac) basta Akdeniz
Bolgesi olmak iizere tropik ve subtropik

alanlarda genis yayilis gdsteren genellikle
yiiksek miktarda ve farkli bilesimlerde ucgucu
yaga sahip aromatik bitkilerin yer aldigi
kozmopolit bir familyadir. Stachys L. tek yillik
veya ¢ok yillik otsu ve kiiciik ¢ali formunda
diinya iizerinde 300’e yakin tiir sayistyla temsil
edilen bir cinstir (Radulovic ve ark., 2007;
Serbet¢i ve ark., 2010; Piozzi ve ark., 2011;
Ugur ve ark., 2013; Diindar ve ark., 2013).
Ulkemizde Stachys cinsine ait 91 tiir (116 taksa)
bulunmaktadir. Morfolojik olarak 15 seksiyona
ve 2 alt cinse ayrilan cinste 55 endemik taksa
(%48) bulunmaktadir (Davis, 1988; Bastiirk ve
ark., 2015). Halk arasinda deri
enfeksiyonlarinda, solunum problemlerinde,
bobrek rahatsizliklari, timorler ve iilsere karsi
kullanilmaktadir.  Bitki  iizerinde  yapilan
caligmalar, bu cinse ait tiirlerin antitoksik,
antibakteriyal, antioksidan, antipiretik ve
Ozellikle ugucu yaglarinin bazi kanser hiicre
serilerine karst inhibitér etkileri oldugunu
gostermistir (Baytop, 1999; Serbetci ve ark.,
2010; Erdogan ve ark., 2013).

Yapilan ¢alismalarda Stachys tiirlerinin
sahip oldugu sekonder metabolitlerin genellikle
iridoit, flavonoid ve fenil etanoit glikozitleri ile
fenolik asitler, yag asitleri, ugucu yaglar ve
diterpenler oldugu gosterilmistir. Ugucu yaglar
tizerinde yapilan calismalarda o- ve [-pinen,
mirsen, limonen, germakren D,
bisiklogermakren, y-kadinen, pulegon,
karyofilen, zingiberen ve spatulenol gibi
terpenler basta olmak {izere genellikle
seskiterpenlerin ve oksijenli tiirevlerinin yaygin
oldugu goriilmektedir (Radulovic ve ark., 2007;
Erdogan ve ark., 2013; Tundis ve ark., 2014).

Yapilan bir derlemede ¢ogu Stachys tiiriinde
ortak olarak abietatrien, dehidroabietal, betolit,
kaur-16-en, epoksisiderol, eubol, eubotriol,
foliol, izofoliol, izolinearol, linearol, lokantol
sideridiol, siderol, sidol ve stakilon gibi 100’iin
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iizerinde farkli diterpen oldugu rapor edilmistir
(Tundis ve ark., 2014).

Stachys rupestris Montbret et Aucher ex
Benth. Mersin yoresi i¢in endemik bir tiirdiir. S.
rupestris’in ugucu yagi ve biyolojik etkisi ile
ilgili aragtirma sayisinin yapilan literatiir
taramasi ile son derece az oldugu gorilmistiir
(Cellat, 2011; Ugur ve ark., 2013; Erdogan ve
ark, 2013).

Caligmamizda Mayis 2014  tarihinde
Mersin’den  toplanan  bitki  drneklerinden
hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yag, gaz
kromatografisi/alev iyonlasma dedektorii ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi kullanilarak
ucucu Dbilesenleri belirlenmis, yagin ¢esitli
patojen bakteri ve Candida tiirlerine karsi olan
minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK)
CLSI  protokollerine  gore  mikrodiliisyon
yontemleri kullanilarak ilk kez bu calisma ile
ortaya konmustur.

2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal ve Ucucu Yag
Izolasyonu

Stachys rupestris (ESSE: 15005), icel,
Namrun kalesi civarinda, kayalik alanlardan
toplanmistir (17 v 2014). Bitkisel materyal
golgede kurutulduktan sonra Avrupa
Farmakopesi’'ne  (2004) gore  Clevenger
apareyinde 3 saat boyunca su distilasyonuna tabi
tutulmustur. %0.1 verimle (kuru drog iizerinden
hesaplanmig) elde edilen ugucu yag susuz
sodyum siilfattan gecirilerek, analiz edilmek
iizere koyu renkli cam sisede +4°C’de
saklanmistir. Ugucu yagin ana bileseni a-pinen
(Aldrich)  antimikrobiyal etki  testinde
kullanilmak iizere ticari kaynaklardan temin
edilmigtir
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2.2. Ucucu
Belirlenmesi

Yag Kompozisyonunun

Bu amagla Gaz Kromatografisine entegre
alev iyonlagma detektorii ile gaz
kromatografisi/kiitle ~ spektrometresi  (Agilent
5975 GC-MSD) kullanilmigtir. Maddelerin
ayrimi 60 m uzunlugunda, 0.25 mm i¢ capa
sahip, 0.25 pm film kalinlig1 olan HP-Innowax
Silika kapiler kolonda yapilmistir. Split orani
40:1 olarak ayarlanmistir. Analizde 60°C de 10
dak // 4°C/dak artigla 220°C ye // 220°C de 10
dak // 1°C/dak artisla 240°C’de sonlanan
sicaklik programi uygulanmigstir. Tasiyic1 gaz
olarak 0.8 ml/dak akis hiziyla helyum
kullanilmig,  enjektor  sicakligt ~ 250°C’de
tutulmustur. Kolondan ¢ikan maddeler 35-450
(m/z) kiitle araliginda taranmistir (70eV). Gaz
kromatografisi  analizinde esdeger  kolon
kullanilmig ve analiz sartlar1 gaz
kromatografisi/kiitle spektrofotometresi
sistemindeki madde tutunma zamanlar ile ayni
olacak sekilde ayarlanmustir. Kiitle
spektrometresi yerine alev iyonlasma dedektorii
(300°C) ile ugucu yag bilesenlerinin rolatif
yiizdeleri belirlenmistir. Bilesenlerin
tanimlanmas1 "Baser Ucucu Yag Bilesenleri
Kiitiiphanesi"’nin yanm1 sira “Wiley GC/MS”,
“Adams” ve “MassFinder 3” kiitiiphane tarama
yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir (Mc Laffery
ve ark., 1989; Adams, 2001; Koenig ve ark.,
2014).

2.3. Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Escherichia coli ATCC-8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Serratia
marcescens NRRL B-2544, Staphylococcus

aureus  ATCC 43300,  Staphylococcus
epidermidis ATCC 14990, Listeria
monocytogenes ATCC 19111, Candida

albicans ATCC 10231 C. utilis NRRL Y-900,
C. krusei NRRL ATCC6258, C. glabrata ATCC
66032, C. tropicalis ATCC 750, C. zeylanoides
NRRL Y-1774 ve C. parapsilosis ATCC22019
suslar1 patojen test mikroorganizmalar1 olarak
kullanilmstir.

Ucucu yag ve yagin ana maddesi olan a-
pinen’in antimikrobiyal o&zellikleri “Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii”niin
yayimladigi CLSI (eski adiyla NCCLS) M7-A7
ve M27-A2 protokolleri kullanilarak
belirlenmistir. M7-A7 protokolii aerobik olarak
gelisen bakterilerin duyarliliklarini standart
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antimikrobiyaller sahitliginde 6l¢erken, M27-A2
metodu ise patojen mayalara karsi test
orneklerinin  antifungal  etkilerini  ortaya
koymaktadir (CLSI, 2002; 2006). Bu amagla -
85°C’de gliserin icinde stoklanmig
mikroorganizma kiltiirleri saflik ve gelisim
kontrolii icin Mueller Hinton Agar plaklarinda 1
gece Onceden 37°C’de (C. zeylanoides igin
28°C) kiiltiire alinmustir. Inkiibasyonun ardindan
3-4 adet koloni %0.85’lik steril NaCl
sollisyonunda c¢doziilerek McFarland No: 0.5°e
gore bulaniklik dlcer (Biosan) yardimiyla uygun
konsantrasyona getirilmistir. Deneyde bakteriler
icin Mueller Hinton Broth, Candida tiirleri igin
filtrasyon ile sterilize edilmis RPMI 1640
besiyerleri (fenol kirmizisi ve glutamin igeren,
bikarbonatsiz) kullanilmistir. Ugucu yagin ana
stogu DMSO’da hazirlanmak iizere, i¢inde son
konsantrasyonu 2 mg/mL ile 0.001 mg/mL
araliginda olacak sekilde elde edilen seri
diliisyonlar1 (a-Pinen igin 16 mg/ml - 0.03
mg/ml) mikroorganizmalar ile aseptik sartlarda
96 kuyucuklu mikrotitrasyon  petrilerinde
etkilestirilmistir.  37°C’de 24 saat (C.
zeylanoides igin 28°C ) inkiibasyon siiresi
sonunda iiremenin olmadig  (bulanikligin
gozlenmedigi) en  diisik  konsantrasyon
“Minimum Inhibitor Konsantrasyonu” (MIK)
olarak belirlenmistir. Standart antimikrobiyal
ajanlar olan Amfoterisin B, Ketokonazol,
Kloramfenikol ve Ampisilin deney setinde ayni
anda calisilarak  pozitif  kontrol  olarak
kullanilmigtir. 96  well petride son siitun
mikroorganizma gelisimi igin, yanmdaki bir
stitun ise sadece besi ortamini icermek kaydi ile
sterilite kontrolii olarak kullanilmigtir. Tiim
testler ¢ift paralel olarak tekrarlanmustir.

3. BULGULAR

S. rupestris’in  ¢icekli  toprak  istii
kisimlarinin hidrodistilasyonu ile %0.1 oranda
kuru drog verimi ile elde edilen ugucu yag, gaz
kromatografisi/kiitle spektrofotometresi ile es

zamanli  olarak gaz  kromatografisi/alev
iyonlasma dedektdrii sistemleri ile analiz
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda

tanimlanabilen ana maddelerin o-pinen (%14.4),
tetradekanoik asit (%10.3) ve p-karyofillen
(%5.3) oldugu belirlenmistir (Tablo 1). %1’in
iizerindeki maddeler dikkate alindiginda
oksijenli ve oksijensiz seskiterpenlerin de yagda
O6nemli miktarda olduklar goriilmiistiir.



G. Is¢an vd. / Anadolu Univ. Bilim ve Tek. Der. - C - Yasam Bil. ve Biyotek. 4 (1) - 2015

Tablo 1. Stachys rupestris ugucu yaginin kimyasal bilesimi

Kl Bilesik %
1032  a-Pinen 144
1118  B-Pinen 1.7
1203  Limonen 0.8
1218  B-Fellandren 15
1280  p-Simen 0.2
1452  1-Okten-3-ol 0.4
1497  «-Kopaen 2.1
1612  p-Karyofillen 5.3
1687  a-Humulen 14
1688  Selina-4,11-dien 0.8
1704 y-Kurkumen 0.5
1726  a-Zingiberen 04
1740  Valensen 0.3
1745  Selina-4(15),7(11)-dien 0.5
1755  Bisiklogermakren 3.7
1773  &-Kadinen 25
1785  7-epi-o-Selinen 2.6
1786  ar-Kurkumen 2.7
1798  Metil salisilat 0.2
1900  epi-Kubebol 0.4
2001 Isokaryofillen oksit 0.2
2008  Karyofillen oksit 2.6
2069  Germakren D-4-ol 1.0
2144 Spatulenol 1.7
2161  Murola-4,10(14)-dien-1-ol 0.2
2210  Kopaborneol 0.8
2209  T-Murolol 0.7
2214 ar-Turmerol 0.2
2255  a-Kadinol 0.5
2316  Karyofilladienol | 0.4
2438  Kaur-16-en 14
2607  1-Oktadekanol 0.4
2670  Tetradekanoik asit 10.3
2931 Hekzadekanoik asit 0.7

Toplam 63.5

KI: Polar kolon igin Kovats indisi; % : Alev Iyonlagma Dedektérii degerleridir.

Yapilan in vitro antibakteriyal ve antikandidal aktivite testlerinin sonucunda mono ve
seskiterpenlerce zengin ugucu yagimn S. typhimurium, E. coli ve L. monocytogenes tiirlerine karst 500
ug/mL konsantrasyonda etkili oldugu, diger tiirlere karsi ise denenen en yiiksek dozda da (2000
ug/mL) etki gostermedigi saptanmustir. Aynmi sekilde C. albicans ve C. utilis’e kars1 uygulanan en
yiiksek dozda etki gozlenmemistir. Ugucu yag C. zeylanoides’i 15 pg/mL gibi diisiik bir dozda inhibe
ederken, C. tropicalis, C. parapsilosis ve C. krusei’nin tiremelerini 31.25 pg/mL konsantrasyonda
inhibe etmistir (Tablo 2). Ugucu yagin ana bileseni olan a-pinen teste dahil edilmis, ugucu yagin
gosterdigi aktiviteye paralel olarak Candida tiirlerine kars1 daha diisiik dozlarda etkili olmustur.
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Tablo 2. Stachys rupestris ugucu yaginin antimikrobiyal etkisi (MIK, pg/mL)

Mikroorganizma Kaynak Sr  o-pinen ST1 ST2 ST3 ST4
C. albicans ATCC 10231 >2000 500 05 05 - -
C. utilis NRRL Y-900 >2000 500 05 0125 - -
C. zeylanoides NRRL Y-1774 1500 500 1 1 - -
C. glabrata ATCC 66032 125 250 05 05 - -
C. tropicalis ATCC 750 31.25 125 1 0.5 - -
C. parapsilosis ATCC 22019  31.25 500 0.5 2 - -
C. krusei ATCC 6258 3125 250 025 2 - -
S. marcescens NRRL B-2544 >2000 8000 - - 32 16
P. aeruginosa ATCC 10145 >2000 8000 - - 32 8
S. typhimurium ATCC 14028 500 4000 - - 05 8
S. aureus ATCC 43300 >2000 8000 - - 1 16
E. coli ATCC 8739 500 4000 - - 1 2
L. monocytogenes ATCC 19111 500 4000 - - 1 8
S. epidermidis ATCC 14990 >2000 8000 - - 1 1
4. TARTISMA ve SONUC
Ucgucu yagm gaz kromatografisi/kiitle siiren tedavi siireglerinde antifungal ilaclarla
spektrometresi analizi ile ana bilesenler a-pinen tedavi edilmeye calisilsa da  Candida

(%14.4), tetradekanoik asit (%10.3) ve pB-
karyofillen (%5.3) olarak belirlenmistir. Ugucu
yagda tanimlanabilen 34 wugucu bilesen
incelendiginde %18.6’lik kisminin
monoterpenlerden,  %22.8’inin  oksijensiz
seskiterpenlerden,  %8.7°lik  kismimmin  ise
oksijenli seskitepenlerden olustugu
gorlilmektedir. Bir yag asidi bilesigi olan
tetradekanoik asit %10’luk oranla ikinci ana
bilesendir. Salvia rupestris ugucu yagi ile
yapilan bir c¢aligmada buldugumuz sonuglara
paralel olarak, ana bilesenin %22.7 oranla a-
pinen oldugu rapor edilmistir (Cellat, 2011). Bir
diger c¢alismada oksijenli seskiterpenlerin ve
diterpenlerin ana bilesenler oldugu rapor
edilmistir (Erdogan ve ark., 2013).

Calismamizda S. rupestris yaginin patojen
bakteri ve maya tiirlerine karsi etkileri
uluslararas1 gecerliligi olan valide edilmis
protokollere gore (CLSI M7-A7, M27-A2)
gerceklestirilmistir. Patojen mayalar olarak
ATCC kaynakli Candida tiirleri secilmistir.
Glinlimiizde 6zellikle kanser ve AIDS hastalart
basta olmak lizere diisiik immiin dirence sahip
kisilerde hizla gelisen ve bazen de Oliimciil
enfeksiyonlara  sebebiyet veren Candida
tirlerine karsi yeni antifungal ajan arayislar
biiyiikk bir hizla siirmektedir. Bu hastalar uzun
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enfeksiyonlar1 tam olarak eradike edilememekte,
bunun yani sira siklikla kullanilan Flukonazol
gibi sistemik antifungallere karsi direng
gelistirmektedir (Moran ve ark., 1997).
Calismamizda S. rupestris ugucu yaginmn
bakterilere oranla patojen Candida tiirleri
iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle C.
zeylanoides, C. tropicalis, C. krusei ve C.
parapsilosis tizerinde 15 pg/mL ile 31.25 ng/mL
dozlarda ingibitor etkiler gostermistir. Ugucu
yagin ana bileseni oksijensiz bir monoterpen
olan a-pinen’in antimikrobiyal etkileri de ugucu
yag gibi genellikle Candida tiirleri iizerinde
olmustur (MIK; 125 ug/mL-500 pg/mL). Ugucu
yagin etkisinin, o-pinen’den yiiksek c¢ikmasi
ucucu yaglarda siklikla goriilen sinerjik etkiden
dolay1 olmasi muhtemeldir (Bassoli ve Juliani,
2012).

Stachys rupestris ugucu yaginin
antimikrobiyal etkilerinin yer aldig1 tek
caligmada, yagin baz1 Gram (+) ve (-) bakteriler
ile Candida albicans’a karsi olan inhibitor
etkileri disk diflizyon yontemi ile taranmistir
(Ugur ve ark., 2013). Bu g¢aligma sonuglarinin
bizim bulgularimizla karsilastirma olanagi
olmasa da yagin genellikle Gram (+) bakterilere
kars1 etkili oldugu, Candida albicans’a kars1 ise
uygulanan dozda etki gdstermedigi belirtilmistir.
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