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Oz

Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare, Clinopodium cinsine ve Lamiaceae familyasina mensup ¢ok yillik aromatik
otsu bir bitkidir. Bu cins bitkiler siklikla geleneksel tedavide kullanilmaktadir. Farkli Clinopodium tiirlerinin farkli
ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitor etkilerini ve HPLC ile fenolik bilesenlerinin analizini konu
alan caligmalar olmasina ragmen, Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare ekstresinin bu 6zelliklerinin tiimiinii i¢eren
herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanmin amaci C. vulgare subsp. vulgare metanol ekstresinin antioksidan,
antimikrobiyal, tirozinaz inhibitdr aktivitelerini ve HPLC analizi ile fenolik madde igerigini belirlemektir. Ekstrenin
fenolik bilegenleri ters faz yiiksek performansl sivi kromatografisi (RP-HPLC) ile belirlendi. Antioksidan, tirozinaz
inhibitor aktivite spektrofotometrik yontemlerle ve antimikrobiyal aktivite disk difiizyon metodu ile incelendi. Ekstrenin
toplam fenolik madde miktar1 27.9+0.4 mg gallik asit esdegeri/g numune, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
stiplirme kapasitesi ICsy degeri 0.114+0.0004 mg/mL ve ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) degeri 1556+3 uM
troloks esdegeri/g numune olarak hesaplandi. Tirozinaz inhibisyon ¢alisma sonucuna gore ekstrenin ICsy degeri kojik
asit standardindan yiiksek bulundu. HPLC ile analiz sonucunda protokatekuik asit, klorojenik asit, vanilin, sinapik asit
ve benzoik asit tespit edildi. Ekstre, asid-hizli bakteri (M. smegmatis), bazi gram pozitif (S. aureus ve B. cereus) ve bazi
gram negatif (Y. pseudotuberculosis) bakterilere kargi 1limli antibakteriyal aktivite gosterdi. Ancak C. albicans and S.
cerevisiae tiirlerine kargi higbir antifungal aktivite géstermedi. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, C. vulgare subsp.
vulgare yeni farmasotiklerin gelistirilmesinde potansiyel bir kaynak olarak diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidanlar, Antimikrobiyal, HPLC, Tirozinaz Inhibitér Aktivite

Abstract

Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare is a perennial aromatic herbaceous plant belonging to Clinopodium genus and
Lamiaceae family. This genus plants are often used in traditional therapy. There are no studies involving the whole of
these properties of the Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare extract, although there are studies about antioxidant,
antimicrobial, tyrosinase inhibitor effects and analysis of phenolic compounds by HPLC of different extracts of different
Clinopodium genus. The purpose of this study was to determine the phenolic composition by HPLC, and antioxidant,
antimicrobial, and tyrosinase inhibitor activity of methanolic extract of C. vulgare subsp. vulgare. The phenolic
compounds were determined by reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). The antioxidant,
tyrosinase inhibitor, and antimicrobial activities of the extract were examined by spectrophotometric methods, and disc
diffusion method, respectively. The total phenolic content (TPC), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging
activity (DPPH), and ferric reducing antioxidant power (FRAP) values of the extract were found 27.9+0.4 mg gallic
acid equivalents per g sample, 0.114+0.0004 mg/mL, and 1556+3 uM trolox equivalents per g sample, respectively.
ICs value of the extract according to the tyrosinase inhibitition study results was found higher than kojic acid standard.
The protocatechuic acid, chlorogenic acid, vanillin, sinapic acid, benzoic acid were detected by HPLC analysis. The
extract exhibited while moderate antibacterial activity against an acid-fast bacterium (M. smegmatis), some gram
pozitive (S. aureus and B. cereus) and gram negative (Y. pseudotuberculosis) bacteria. But, antifungal activity was not
showed against C. albicans and S. cerevisiae species. According to the results of this study, C. vulgare subsp. vulgare
can be considered as a potential source for developing new pharmaceuticals.
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1. Giris

Tibbi bitkiler halk ilac1 olarak ilk caglardan
glinimiize kadar yaygin olarak kullanilmaktadir.
(Tosun vd., 2016). Bitkilerin birkag etkiye birden
sahip olmasi, uzun yillardir kullanimi sonucunda
yan etkilerinin bilinmesi, sentetik ilaglara gore
daha az yan etkiye sahip olmasi, bitkiye ulagimin
kolay olmasi ve tedavide kullanim formunun
kolay hazirlanmasi gibi nedenlerden dolay1
bitkiye ilgi her zaman yogun olmaktadir (Birinci,
2008). Bitkilerden modern ilag  formlari
kullanilarak preparatlar hazirlanmakta ve bu
preparatlara  giiniimiizde  farkli  {ilkelerde
bitkiseller, bitkisel 1ilaglar, fitofarmasétikler,
fitoterapotikler ve geleneksel ilaglar gibi farkl
isimler verilmektedir. (Eruygur, 2014). Dogal
florada bulunan bitkiler halk arasinda ilag, boya,
baharat ve gida olarak da kullanimi uzun yillardan
beri siiren bir kiiltiir zenginligimiz olmustur
(Celikol, 2015).

Clinopodium vulgare cinsi Clinopodium vulgare
L. subsp. vulgare ve Clinopodium vulgare subsp.
arundanum olmak iizere iki alt tiire ayrilmustir
(Kokdil, 1998). Clinopodium vulgare Lamiaceae
familyasina ait c¢ok yillik aromatik otsu bir
bitkidir. Kuzey yarim kiirenin iliman bdlgelerinde
yaklasik 2000-2500 m yiikseklikte dogal olarak
yetismektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda bitkinin
etanol ve propilen glikol ekstresinin antitlimoral
(Dzhambazov vd., 2002) ve antibakteriyel
etkisinin (Opalchenova ve Obreshkova, 1999)
oldugu belirtilmistir. Clinopodium cinsine ait bazi
tirlerle ilgili yapilan calismalarda Clinopodium
bolivianum bitkisinin anti-enflamatuvar etkisinin
(Soumitra vd., 2017), Clinopodium macrostemum
var. laevigatum bitkisinin DPPH radikalini
stipiiriicti  etkisinin (Turner, 2008; Villa-Ruano
vd.,, 2013) oldugu, C. macrostemum var.
macrostemum ise antioksidan, hepatoprotektif ve
noroprotektif etkili oldugu bulunmustur (Perez,
2013).

Saglikli ve zinde bir yagsam siirdiirebilmenin arka
planinda hem hiicresel ve hem de organizmanin
oksidan-antioksidan dengesi 6ne ¢ikmaktadir.
Serbest radikal olusumundaki artisa veya
antioksidan sistemdeki yetersizlige bagli olarak
organizmada oksidatif stres gelismektedir. Serbest
radikaller yiyeceklerde lipit peroksidasyonuna
neden olmakta, bu da yiyeceklerin bozulmasina
yol agmaktadir. Reaktif oksijen (ROS) ve reaktif
azot tiirleri DNA hasarina da neden olabilmekte
ve mutasyon meydana gelebilmektedir. Buna ek
olarak reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri sitma,
kalp hastaliklari, ateroskleroz, diyabet ve kanser
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gibi  bircok hastaliga yol ag¢maktadirlar.
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu
prooksidanlart (reaktif oksijen ve azot tiirleri,
serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek
az zararli veya zararli olmayan iiriinlere
doniistiiriirler. Bu  tehlikeli bilesiklerin varligt
saglikli bir yasam icin antioksidanlar1 gerekli
kilmaktadir (Cao vd., 1999). Bu nedenle dogal
kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini
tutabilecek yeni antioksidanlarin bulunmasi igin
yapilan ¢aligmalar giderek 6nem kazanmaktadir
ve bu alanda yapilan aragtirmalar artmaktadir.

Bitkilerin antimikrobiyal bilesikleri genellikle
esansiyal yag kisminda bulunmaktadir. Bu
bilesikler bitkinin karekteristik aromasindan

sorumludurlar ve genellikle bitkilerden su buhart
distilasyonuyla elde edilirler. Antimikrobiyal
aktivite; bitkinin tiirline, kompozisyonuna ve
konsantrasyonuna, hedef mikroorganizmanin
tirine ve yikiine, gidanin kompozisyonuna,
isleme ve depolama kosullarma baghdir.
Proteinler, lipitler, tuzlar, pH ve sicaklik fenolik
maddelerin antimikrobiyal aktivitelerini etkileyen
faktorlerdir (Sagdig, 2003). Bitkinin
antimikrobiyal etkinligini belirlemek i¢in cesitli
mikroorganizmalar ~ kullanilarak  inhibisyon
analizleri yapilmigtir.

Tirozinaz, melanin biyosentezinin 6zellikle ilk
basamaginda L-tirozinin L-dopakinon ve L-
dopakrom’a doniisiimiinden sorumlu bir enzimdir.
Tirozinaz memelilerde, omurgasizlarda,
bitkilerde, mikroorganizmalarda bulunur ve bu
yapilarda bir¢cok biyolojik fonksiyona sahiptir

(Solver-Rivas vd., 1999). Polifenoller enzim
inhibitorleri arasinda en yaygin olanlaridir.
Ozellikle flavanoidler (stilbenler, kalkonlar,

izoflavonoidler, izoflavonlar), uzun zincirli
lipitler, steroidler bilinen inhibitdrlerdir. Kojik asit
tirozinazin en ¢ok ¢alisilmis inhibitoridiir, ayni
zamanda kozmetik alaninda cilt beyazlatici ve
gida endiistrisinde enzimatik kararmayi onleyici
gida katkis1 olarak kullanilmaktadir (Chen vd.,
1991). Bircok bitkinin yaprak, tohum c¢icek ve
kabuklarinda yaygin olarak bulunduklart igin
tirozinaz enzim aktivitesinin incelenmesi oldukca
onemlidir.

Bu calismada iilkemizde ve diinyada halk ilaci
olarak kullamilan C. vulgare L. subsp. vulgare
metanol ekstresinin cesitli metodlarla antioksidan,
antimikrobiyal, tirozinaz inhibitdr aktivitelerinin
ve fenolik bilesenlerin belirlenmesi ve yeni
farmasotiklerin gelistirilmesinde potansiyel bir
kaynak olarak kullanilabileceginin gosterilmesi
amaglanmustir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal
2.1.1. Bitkisel Materyalin Temini

C. vulgare L. subsp. vulgare 2014 yilinin May:s
ayinda Sinop ilinden toplandi. Bitkinin botanik
tammlanmas1 Karadeniz Teknik Universitesi
Eczacihik Fakiiltesi'nde Prof. Dr. Ufuk Ozgen
tarafindan yapildi. Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nde AEF 26697 herbaryum numarasi ile
saklandi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit, hidrojen kloriir Merck (Darmstadt,
Germany) firmasindan; folin reaktifi, metanol,
2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin (TPTZ), demir (1)
kloriir, sodyum asetat, troloks, 2,2-difenil-2-
pikrilhidrazil hidrat (DPPH), biitillenmis hidroksi
toluen (BHT), gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekul aldehid, p-hidroksi benzoik asit,
klorogenik asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin,
siring aldehid,, p-kumarik asit, ferulik asit,
tirozinaz, L-dopa, kojik asit ve DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edildi (St. Louis, MO, USA).

2.1.3. Kullanilan Laboratuvar Cihazlar

Calismamizda HPLC (Agilent 1100, DAD 1200
Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
cihazi, UV-VIS spektrofotometre (Spectro UV-
VIS Double PC-8 auto cell, Labomed), rotary
evaporator sistemi (IKA®, Werke, USA),
calkalayici (Heidolph Promax 2020), pH metre
(Hanna pH 213, Romania), magnetik karistirici
(Heidolph MR 3001, Germany), su banyosu
(Niive, ST 402) kullanilda.

2.2. Metot
2.2.1. Ekstraksiyon

Bitki numunesi toplanarak goélgede kurutuldu ve
kurutulan kisimlar degirmen yardimiyla toz haline
getirildi. Toz haline getirilen bitki numunesinin
konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde metanol
ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon iglemi 24 saat
boyunca 30 °C’de siticili karistiricida yapildi.
Biyolojik aktivite tayinlerinde kullanilmak iizere
bitki ekstresi 0-4 °C saklandi.

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Miktar: Tayini
Metanolik bitki ekstresinin toplam fenolik madde

tayini Slinkard ve Singleton metoduna gore
spektrofotometrik olarak belirlendi (Slinkard ve
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Singleton, 1977). 1lk olarak, deney tiiplerine bitki
ekstresinden (10 mg/mL) 50 uL ve standart olarak
gallik asitten (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000
pug/mL) 50°ser pl pipetlendi. Ardindan her bir
tipe 2.5 mL saf su ve 250 pL Folin-Ciocalteu
reaktifi (1:10 saf su ile seyreltilmis) eklendi. Tiim
tiipler vortekslendikten sonra, oda sicakliginda 3
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim
tiplere 750 puL % 7.5’lik Na,CO; eklendi ve
vortekslendi. Karigimlar oda sicakliginda 2 saat
bekletildi ve 765 nm’de absorbans degerleri
Olciildi. Toplam fenolik madde miktar1 gram
numune basina mg gallik asit esdegeri olarak
verildi.

2.2.3. Antioksidan Aktivite Calismalart

2.2.3.1.  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi

(DPPH)

DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi Blois’in
metoduna gore yapildi (Blois, 1958). Metanolik
bitki ekstresinin (100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL)
ve biitillenmis hidroksi toluen (BHT) standardin
(0.01, 0.005, 0.025, 0.0125, 0.00625 mg/mL)
farkli  konsantrasyonlar1  hazirlandi. DPPH
¢ozeltisi ise 100 uM olacak sekilde metanolde
¢oziilerek hazirlandi. 750 pL. DPPH ¢ozeltisi, 750
pL metanolik bitki ekstresi ¢ozeltileri iizerine
eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 50
dakika inkiibe edildi. 517 nm’de absorbanslar
spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen
sonuglar grafige gecirildi ve ICsy degerleri
(mg/mL) hesaplandi. Bu caligmada standart olarak
kullanilan BHT i¢in ayni1 islemler uygulandi.

2.2.3.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Giic
(FRAP) Yéontemi

Ferrik indirgeyici giiclin belirlenmesi i¢in Benzie
ve Strain’in gelistirdigi yontem modifiye edilerek
kullanildi (Benzie ve Strain, 1999). FRAP reaktifi
2.5 mL, 300 mM (pH:3.6) asetat tamponu ile 40
mM HCl ile hazirlanan 0.25 mL, 10 mM TPTZ ve
0.25 mL, 20 mM demir (III) kloriir ¢ozeltileri
karigtirilarak hazirlandi. Tiiplere test numune-
sinden 50 uL (100 ug/mL ) ve 1.5 mL FRAP
reaktifi eklenerek vortekslendi. 30 dakika
inkiibasyondan sonra 593 nm’de absorbans
Olgiimii  gerceklestirildi. FRAP degeri gram
numune basina uM troloks esdegeri olarak verildi.

2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Antimikrobiyal aktivite tayinleri agar kuyucuk

diflizyon yontemi kullanilarak yapildi (Woods
vd.,, 2003). Calismamizda kullanilan test
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mikroorganizmalar1 sunlardir: Escherichia coli,
Yersinia  pseudotuberculosis,  Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, Mycobacterium
smegmatis bakterileri, Candida albicans mantari
ve Saccharomyces cerevisiae mayasi.

2.2.4.1. Agar kuyucuk difiizyon metodu

Test  edilecek  bakterilerin  bir  gecelik
kiiltiirlerinden, s1v1 besiyeri iginde yaklasik olarak
10° kob/mL seklinde diliisyonlar hazirlanarak kati
besiyerlerine yaygin ekimleri yapildi. Ardindan,
steril cam boru ile besiyerleri iizerinde 2 cm
araliklarda, 5 mm c¢apinda kuyucuklar acildi.
Ekstrenin 1 mL’de hazirlanmis stok ¢ozeltilerden
her bir kuyucuga 50 pL damlatildi. Inkiibasyon
islemi bakteriler i¢in 24 saat, mayalar i¢in 48 saat
olacak sekilde 36 °C’de petrilerde yapildi ve
inhibisyon zonlar bir cetvel yardimi ile Sl¢tildii.
Standard kontrol ila¢ olarak bakteriler igin
Ampisilin (10 pg), mayalar i¢in flukonazol (5 pg),
M. smegmatis icin Streptomycin ve standart
¢Oziicii kontrolii olarak metanol kullanildi.

2.2.5. Tirozinaz Enzim Aktivitesi Yontemi

Metanolik bitki ekstresinin tirozinaz enzim
inhibisyonu aktivitesi standart olarak kojik asit
kullanilarak Masuda yontemine gore belirlendi
(Masuda vd., 2005). 100 pL fosfat tamponu (pH
6.8) 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarilarak
iizerine 25, 50, 100, 500 pL bitki ekstreleri ve 40
uL tirozinaz ¢ozeltisinden eklendi. Olusan karisim
25°C’de 15 dakika inkiibe edildi ve 40 puL L-dopa
ile muamele edildi. Ayrica, tirozinaz enzim
cozeltisi olmadan hazirlanmis tepkime
reaktiflerine bitki ektresinden ilave edilerek kor
¢Ozeltisi hazirlandi. Absorbanslar1 10 dakikalik
inkiibasyonun ardindan 492 nm’de okundu.
Korlerin  absorbanslar1  bitki  ekstresinden
cikarilarak gergek absorbanslar elde edildi ve ICs
degerleri hesaplandi.

2.2.6. HPLC

Gallik asit, protokatekuik asit, protokatekul
aldehit, p-hidroksi benzoik asit, klorogenik asit,
vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit, p-
kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit ve benzoik
asit standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerdir.
Ik olarak, her standart: igeren stok ¢dzelti 100
pg/mL konsantrasyonda hazirlandi ve 0.45 pm
membran filtreden gegirildi. Stok ¢ozelti, 5-100
ug/mL  konsantrasyon araliginda seyreltilerek
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Fenolik bilesiklerin
HPLC analizi [A: 2% asetik asit: su; B: 0.5%
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asetik asit asetonitril: su (1:1)], bir HPLC sistemi
(Shimadzu Corporation, LC 20AT, Kyoto,
Japonya) iizerinde 1.2 mL/dakika sabit bir ¢oziicii
akis oraninda bir ters faz kolon kullanilarak
gerceklestirildi. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak
belirlendi. Sinyaller; 232, 246, 260, 270, 280, 290,
308 ve 328 nm'de, oda sicakliginda DAD
dedektorii kullanilarak kaydedildi. Aliyazicioglu
vd. (2017) metoduna gore uygulanan c¢oziici
gradientleri su sekildedir: %5 ¢oziici B ve %95
¢oziici A (gradient uygulanmayan ¢0ziicil)
oranlarinda baslanan graident 41. dakikaya kadar
belirli oranlarda ¢oziicii B (% 65) gradienti
artirilarak devam edildi. 270 nm ve 340 nm’de
kromatogramlar incelenerek fenolik asitlerin
taninmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢cin UV
spektrumlar1 ve alikonma zamanlart standartlarla
karsilagtirildi.

3. Bulgular ve Tartisma

ROS, yasayan normal hiicresel metabolizmanin
bir sonucu olarak yagamini siirdiiren organizmalar
tarafindan tiretilmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1999). Miktarlar1 diisik ya da orta diizeyde
olduklarinda fizyolojik olarak islev goriip
organizmaya zarar vermemektedirler; fakat
diizeyleri arttiginda DNA, protein, lipit gibi hiicre
bilesenleri iizerinde yan etki olusturmaktadirlar

(Valko vd., 2006; Marnett, 1999).
Oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar yoniine
kaymas1 ile ‘oksidatif stres’ olusmaktadir.

Oksidatif stres; kanser, noérolojik bozukluklar
(Lyras vd., 1997; Sayre vd., 2001), ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemi/perfiizyon (Dhalla vd.,
2000; Kasparova vd., 2005), diyabet, cesitli
akciger hastaliklar1 (pulmoner rahatsizliklar,
kronik obstriiktif akciger hastaligl) (Asami vd.,
1997) gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir.
Caligmamizda antioksidan aktivitenin belirlen-
mesinde yaygin olarak kullanilan in vitro
yontemlerden toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesine dayanan Folin yontemi, ferrik
indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) ve 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali temizleme
yontemleri (Lu vd., 2011) kullanilmigtir ve elde
edilen sonuglar Tablo 1°de gosterilmistir. Yapilan
literatiir taramalarina goére, C. vulgare L. subsp.
vulgare’nin antioksidan aktivitesi ile ilgili Tepe
vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, C.
vulgare ugucu yaginin antioksidan aktivitesi,
DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi ile
degerlendirilmistir. Bu rapora gore, ugucu yag
fraksiyonunun  serbest  radikal  temizleme
potansiyeli 63.0 pg/mL (ICsp) olarak tespit
edilmigtir. Villa-Ruano vd. (2013) Clinopodium
macrostemum var. laevigatum ile yaptigi bir
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calismada DPPH yontemine gore ICsq degerini farkl olmasindan dolay1 farkliliklarin
0.92-1.46 g/L olarak rapor etmislerdir. Baska bir goriilebilecegi diisiiniilmektedir. Mevcut
caligmada C. vulgare aseton, metanol ve su caligmada C. vulgare L. subsp. vulgare’nin
ekstrelerinin total fenolik icerigi sonuglarina metanol ekstresinde gallik asit, protokatekuik asit,
baktigimizda en yiiksek degerin metanol protokatekul aldehit, p-hidroksi benzoik asit,
ekstresinde (444 + 1.75 mg GAE/g ekstre) klorogenik asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin,
oldugu, DPPH sonuglarima baktigimizda ise en siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik
yliksek degerin su ektresinde (82.56 + 1.64 mg asit ve benzoik asiti igeren 13 fenolik bilesenin
TE/g ekstre) oldugu bulunmustur (Sarikurkcu vd., varligr (Sekil 1) ve miktarlar1 arastirilmis, elde
2015). Calismamizda elde edilen antioksidan edilen bulgular Tablo 2’de verilmistir. Bu verilere
aktivite degerlerinin literatiir verileriyle uyumlu gore  arastirilan  ekstre  bilesiminde  bu
oldugu goriilmektedir. Kullanilan bitkinin yetistigi bilesenlerden protokatekuik asit, klorojenik asit,
toprak iceriginin, bitkinin toplandigr bdlgenin vanilin, sinapik asit ve benzoik asit bulunmustur
iklimsel 6zelliklerinin, kullanilan ¢6ziicii tliriiniin (Sekil 2).

Tablo 1. Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare ekstresinin antioksidan aktivitesi

Test bilesikleri TPC FRAP’ DPPH?®
Ekstre 27.9+0.4 1556 +3 0.114 £ 0.0004
BHT 0.009 £ 0.0001

'Total fenolik igerigi (TPC) degeri ( mg gallik asid esdegeri/gram), “FRAP degeri (uM troloks esdegeri/gram), DPPH
ICs degeri (mg/mL).

Tablo 2. Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare ektresinde bulunan fenolik bilesikler

Bilesik Alikonma zamani Alan Konsantrasyon (mg/L)
Gallik asit - - -

Protokatekuik asit 10.457 23114 0.918

Protokatekul aldehit - - -

p-hidroksi benzoik asit - - -

Klorogenik asit 17.089 15104 1.508

Vanilik asit - - -

Kafeik asit - - -
Vanilin 23.944 61602 1.323
Siringaldehit - -
10  p-kumarik asit - - -

11 Ferulik asit - - -

12 Sinapik asit 32.410 87663 6.726

O©CoO~NO O WNPE

13 Benzoik asit 34.416 198778 32.079

Sarikurkcu vd. (2015)’nin yaptigir ¢alismada C. fenolik  igeriginin  yiiksek ¢ikmast  cesitli

vulgare’nin metanol ekstresinde protokatekuik hastaliklarin tedavisinde bu bitkinin ilag ham-

asit, (+)-katesin, p-hidroksi benzoik asit, maddeleri kaynag1 olusumuna katkisi bakimindan

klorojenik asit, kafeik asit, (—)-epikatesin, ferulik o6nem arz etmektedir.

asit, benzoik asit, rutin, rosmarinik asit, apigenin

tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin  gelismesini  durdurabilen
veya onlar1 oldiirebilecek ajanlara antimikrobiyal

Fenolik bilesikler antioksidan etkili olduklarindan maddeler adi verilmektedir. Son yillarda,

bitkisel agirlikli beslenme ile bu bilesiklerin alim1 antibiyotik direncine sahip mikroorganizmalarin

viicutta radikal olusumunu azaltarak kanser, giderek artis gostermesi ile bu mikroplarin neden

damar hastaliklar1 gibi hastaliklarin  riskini oldugu enfeksiyonlarin tedavisini zorlasmaktadir.

diisirmektedirler. (Halliwell, 2007). Bitkinin
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Sekil 1. Standart RP-HPLC kromatogrami. Pikler: (1) gallik asit, (2) protokatekuik asit, (3)
protokatekul aldehid, (4) p-hidroksi benzoik asit, (5) klorogenik asit, (6) vanilik asit, (7) kafeik asit,
(8) vanilin, (9) siringaldehid, (10) ) p-kumarik asit, (11) ferulik asit, (12) sinapik asit, (13) benzoik
asit.
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Sekil 2. Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare HPLC kromatogrami. Pikler: (2) protokatekuik
asit, (5) klorogenik asit, (8) vanilin, (12) sinapik asit, (13) benzoik asit.

antibiyotiklere direng gelistiren vulgare L. subsp. vulgare’nin antimikrobiyal
bakterilerin varligi, ilag direncliligini aktivitesi incelendi. Calisilan mikroorganizmalar
artirmaktadir. Bu nedenler gbz oniine alindiginda, arasinda bu bitkinin, en iyi etkisinin akciger
ilaglara  alternatif  olarak  tibbi  bitkilerin enfeksiyonu etkenleri olabilen grubu temsil eden

kullanilmasina ihtiyag da artmaktadir (Yarnell ve
Abascal, 2004). Bu amagla, ¢aligmamizda C.
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Y. pseudotuberculosis (ATCC 911) fizerinde
oldugu belirlendi (Tablo 3). Ayrica, S. aureus, B.
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cereus ve M. smegmatis tizerinde de etki g6zlendi.
Clinopodium cinsinin baska bir tiirii olan C.
bolivianum bitkisi ile Mohanty vd. (2017) E. coli
lizerinde yapmis oldugu bir calismada bitkinin
bakterinin yayilmasini engelledigi fakat {iremesini
inhibe etmedigini bildirmislerdir.

Sa¢ rengini saglayan faktorlerden biri olan
melaninin gorevi, deriyi UV 1sinlarindan korumak
ve reaktif oksijen tiirlerini gidermektir. Tirozinaz
enzimi, L-tirozinin monofenolaz ile
hidroksilasyonunu ve L-dopanin difenolaz ile o-
dopakinona  oksidasyonunu  katalizlemektedir
(Chan wvd., 2008). Tirozinaz, viicutta melanin
sentezinin asirt olmasindan kaynaklanan cilt
lekesi gibi hiperpigmentasyon ve sentezinin
yeterli olmamasindan kaynakli hipopigmentasyon
problemlerinde rol oynayan bir enzimdir. Bu
enzimi inhibe eden ajanlar hiperpigmentasyon ve
aktive eden ajanlar ise hipopigmentasyon

problemlerinin tedavisinde kullanilabilir
(Gholamhoseinian ve ZohreRazmi, 2012). C.
vulgare’nin aseton ekstresinde tirozinaz inhibitor
aktivitesinin  1.85 + 0.40 mg galantamin
esdegeri/g ekstre olarak bulundugu belirtilirken
metanol ektresinde hicbir aktivitenin olmadigt
belirtilmistir  (Sarikurkcu vd., 2015). Bizim
calismamizda ise Sarikurkcu’nun calismasiyla
uyumlu olarak C. vulgare L. subsp. vulgare
metanol ekstresinde 1Csy degeri (>1000 pg/mL)
standart olarak kullanilan kojik aside (63.095
pg/mL) gore oldukea yiiksek bulunmustur.

Bu c¢alisma sonucunda elde edilen verilere
bakildiginda C. vulgare L. subsp. vulgare metanol
ekstresinin iyi bir antioksidan ve antimikrobiyal
kaynagi oldugu ve faydali fenolik bilesime sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle c¢aligilan tiir
dogal antioksidanlarin ve antimikrobiyallerin
onemli bir kaynag1 olarak diisiiniilebilir.

Tablo 3. Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi (50 pL)

Mikroorganizmalar ve inhibisyon ¢ap1 (mm)

Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc
Ekstre - 12 - 6 - 8 6 - -
Ampisilin 10 10 18 10 35 15 - - -
Streptomisin 35
Flukonazol - - - - - - - 25 25

Ec: E. coli, Yp: Y. pseudotuberculosis, Pa: P. aeruginosa, Sa: S. aureus, Ef: E. faecalis, Bc: B. cereus, Ms: M.
smegmatis, Ca: C. albicans, Sc: S. cerevisiae, (-): aktivite yok.
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