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OZET
LAMIUM PURPUREUM L. VAR. PURPUREUM TURUNUN FARKLI
EKSTRELERININ ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERININ INCELENMESI VE AKTIVITEDE ROL OYNAYAN
FENOLIKLERIN BELIRLENMESI

) Esra SOLMAZ
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi/Tez Danismani: Yrd.Dog¢.Dr. Tiilin ASKUN)
Balikesir, 2009

Tirkge adi ‘Balicak’ olarak bilinen Lamiaceae familyasina dahil Lamium
purpureum var. purpureum bitki tiirii, yaklasik 20 cm uzunlugunda, karsilikli petiolat
yapraklara sahip, ¢igek durumu: sik vertisillat ve pembemsi, brakte tipik olarak koyu
mor ¢izgi igeren otsu bir bitkidir. Halk arasinda bagirsak hareketlendirici ve
kuvvetlendirici ilag olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda L. purpueum var. purpureum bitkisine ait metanol, etanol ve
petrol eter ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemi ile incelendi ve minimum bakterisit/fungisit konsantrasyonu belirlendi.
Antimikrobiyal aktivite sonucunda, bitki metanol ekstresinin en iyi inhibisyonu B.
cereus (1,56 mg/mL) tizerine ve en iyi fungisit etkiyi F. proliferatum tizerine (12,5
mg/mL) gosterdigi, bitki etanol ekstresinin B. cereus iizerine diigiik konsantrasyonda
etkili (1,56 mg/mL) ve 12,5mg/mL konsantrasyon degerinde P. aeuroginosa iizerine
bakterisit etkili oldugu, petrol eter ekstresinin ise B. cereus, S. aureus, K. pneumonia, A.
niger ve F. proliferatum tizerine ayn1 konsantrasyon degerinde inhibisyon gosterdigi
(6,25 mg/mL) ve 12,5 mg/mL konsantrasyon degeriyle E. coli iizerine bakterisit ve F.
proliferatum {izerine fungisit etki gosterdigi bulundu. Ug ekstreninde 380 pg/mL
konsantrasyon degerinde antitiiberkiiloz aktivite gostermis oldugu tespit edildi.

Antibakteriyal aktivitede Staphylococcus aureus (ATCC6538P), Klebsiella
pneumonia (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeuroginosa
(ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897) ve Bacillus cereus (CCM 99),
antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) suslar1 ve antifungal
aktivitede Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus Link (TA 41-17),
Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534), Fusarium proliferatum (Matsushima)
Nirenberg (TA 18-2) ve bir maya Candida albicans (ATCC 10239) kullanildi.

Antioksidan aktivite DPPH metodu kullanilarak yapildi ve ICsy degerleri
metanol, etanol ve petrol eter ekstreleri i¢in sirasiyla 111,2+0,2; 148+0,4; 346,25+0,3
ng/mL oldugu tespit edildi. Total fenol miktar1 Folin-Ciocaltaeu metoduyla incelenmis
olup, metanol ekstresinin en yiiksek total fenol miktarina sahip oldugu belirlendi (162,8
mgGA/gr).  Aliminyum Kloriir (AlICl3) Kolorimetrik Methodu kullanilarak etanol
ektresinin 32,32 mgCatachol/gr total flavonoid miktar1 ile en yiiksek konsantrasyonda
flavonoid igerdigi tespit edildi. HPLC analizi sonucunda etanol, metanol ve petrol eter
ekstrelerinde bulunan fenolik bilesikler tespit edildi ve elde ettigimiz sonuglarla
tartigildi.

Anahtar kelimeler: Lamium purpureum var. purpureum, antimikrobiyal
aktivite, antioksidan aktivite



ABSTRACT
DETERMINING ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
PHENOLIC COMPOUNDS OF DIFFERENT SOLVENT EXTRACTS OF
LAMIUM PURPUREUM L. VAR. PURPUREUM
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Department of Biology
(MSc Thesis/Supervisor : Assis.Prof.Dr. Tiilin ASKUN)
Balikesir, 2009

L. purpureum var. purpureum L. (purple dead-nettle) is a herbaceous plant, about
20 cm long, with opposite petiolated leaves, the inflorescence is a dense verticillaster of
pinkish flowers; the bracts typically show a dark purple stripe. In local folk medicine, it
is used as tonics and for the treatment of constipation.

In our study, we determined antimicrobial activity of methanol, ethanol and
petrolium ether extracts of L. purpureum var. purpureum by using methods to determine
MIC and MBC/MFC values against microorganisms. Results of antimicrobial activity,
methanolic extract exhibited effective inhibition against B. cereus (1,56 mg/mL) and
strong fungicide activity against F. proliferatum (12,5 mg/mL), ethanolic extract showed
inhibition against B. cereus (1,56 mg/mL) and bactericidal effect against P. aeuroginosa
significantly, in case petrolium ether extract showed moderate antibacterial activity
against B. cereus, S. aureus, K. pneumonia, A. niger and F. proliferatum (6,25 mg/mL),
showed bactericidal effect against E. coli and fungicide effect on F. proliferatum. All
extracts showed antimycobacterial activity at 380 ug/mL concentration.

Staphylococcus aureus (ATTC6538P), Klebsiella pneumonia (CCM 2318),
Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 27853), Proteus
vulgaris (ATCC 6897) and Bacillus cereus (CCM 99) for antibacterial activity;
Mycobacterium tuberculosis (H37Ra) for antimycobacterial activity and for antifungal
activity Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus Link (TA 41-17),
Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534), Fusarium proliferatum (Matsushima)
Nirenberg (TA 18-2) and a yeast Candida albicans (ATCC 10239) species were used.

Free radical scavenging activity was evaluated using DPPH (2-2 diphenyl-1-
picryl hydrazil) free radical. Methonolic extract of L. purpureum var. purpureum
exhibited antioxidant activity significantly. The total phenolic content was determined
by using the Folin-Ciocalteu assay. Also the content of total flavonoids was measured
spectrophotometrically by using the AICI; colorimetric assay. Methanolic extract of our
plant showed the highest total phenolic content (162,8 mgGA/gr). The greatest total
flavonoid content was revealed in ethanolic extract (32,32 mgCAT/gr). We determined
phenolic compounds of each extracts (methanolic, ethanolic and petrolium ether) with
HPLC analyze and disscussed with our experimental conclusion.

Key words: Lamium purpureum var. purpureum, antimicrobial activity,
antioxidant activity
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1. GIRIS
1.1 Lamiaceae Familyasi
1.1.1. Tamim

Cogunlukla ot ve ¢ali formunda olup cok az1 aga¢ formunda, tek yillik veya

cok yillik aromatik bitkilerdir [1].

Govde kismi ve dallarmin genellikle dort koseli oldugu goriliir. Yaprak
dizilisi siklikla karsilikli, nadiren sarmal ve alternat, cicek diizenlenmesi ise
cogunlukla birlesik, nadir olarak tek ya da aksiller seklindedir. Cigekleri, tasiyici
yapraklarin koltugundan ¢ikan sik kiimeler halindedir. Canak yapraklari dilimli, ta¢
yapraklar1 5, fakat iki ta¢ yapragin (petal) birlesmesi ile 4 dilimli ¢ogunlukla 2
dudaklidir. Ust dudak migfer seklinde 2 ta¢ yapraktan, alt dudak ise loplu 3 tag

yapraktan olusur. Erkek organlari, uzunluklar farkli iki ¢ift meydana getirirler [1].

Oldukga genis olan Lamiaceae familyasi, diinyanin her tarafinda bulunan,
cogunlukla Kuzey-bat1 Asya ve Akdeniz bolgesine yayilmis, yaklasik 220 cinsi ve
3500 tiiri biinyesinde barindirir. Tiirkiye’de 38 cins, 400 tiirii yetisir ve bu tiirlerin
240’1 endemiktir [2]. Cigeklerinin alt dudak ve iist dudak seklinde birlesmesinden
dolay1 De Jussieu tarafindan ‘Labiatae’ olarak adlandirilmis ve 1836 yilinda Lindley

tarafindan Lamiaceae olarak degistirilmistir [3].



1.2 Lamium L. Cinsi
1.2.1 Tanim

Tek yillik ve c¢ok yillik otsu bitkileri igeren genis bir cins grubudur.
Diinyada Avrupa, Asya ve Afrika Kitalarina yayilmis 40 tiirii bulunmaktadir [4].
Tiirkiye florasinda 30 tiir ile temsil edilmektedir. Cogunlukla Bati ve Gliney

Anadolu’da yaygindir. Bunun yaninda diger bolgelerde de rastlanmaktadir [5].

Yapraklar ovattan reniforma, yaprak kenarlar1 krenattan dentata kadar degisen
sekillerde. Brakteoller mevcut, kaliks tliplinden genellikle daha kisa veya esit
uzunlukta. Kaliks tiipsii yada ¢an seklinde, 5 damarli; genellikle 5 esit dise sahip;

nadiren 3’1 uzun, 2’si kisa disli.

Korolla mor, agik mor, pembe, krem veya beyaz, 2 dudakli; tiip i¢ tarafta
halka seklinde tiiylii veya tiiysiiz, genellikle bogazda seyrelmis; list dudak migferli,
tamdan ikiye ayrilmis sekilde degisken sekillerde; alt dudak 3 loblu, yandaki loblar
genellikle kiigiilmiis, bazen kiigiik ekler tagir. Orta lob daha biiyiik, emarginat, altta
kisa bir sap seklinde daralms, kiiciik oymali veya tam, genellikle gbze ¢arpan renkte
leke ve izlere sahip.

Stamenler 4 adet, alttaki ¢ift iisttekinden daha uzun. Anter tekalar1 dikey-
yatik ve tiiylii. Stilus ikiye yarik. Meyveler 3 yiizli, dar agili, genellikle tepede az
veya c¢ok trunkat, diiz, sigilli veya kurtsu kabarcikli [5].



1.2.2 Tiirkiye’de yetisen Lamium tiirleri

Lamium lycium Boiss.
Lamium cariense R. Mill
Lamium pisidicum R. Mill
Lamium tenuiflorum Fisch&Mey.
Lamium garganicum L.
subsp. striatum (Sm.) Hayek
subsp. reniforme (Montbret&Aucher ex Bentham)
subsp. nepetifolium (Boiss.)
subsp. laevigatum Arcangeli
subsp. rectum (Scheng)
subsp. lasioclades (Staph)
subsp. pulchrum R. Mill
Lamium veronicifolium Bentham
Lamium microphyllum Boiss.
Lamium cymbaleriifolium Boiss.
Lamium sandrasicum P. H. Davis
Lamium armenum Boiss.
subsp. armenum
subsp. sintenisii R. Mill
Lamium eriocephalum Bentham
Lamium amplexicaule L.
Lamium macrodon Boiss.&Huet
Lamium aleppicum Boiss.&Hausskn.
Lamium ehrenbergii Boiss.&Reuter
Lamium purpureum L.
var. purpureum
var. aznavourii Gand. ex Aznav.
Lamium maculatum L.
var. villosifolium R. Mill
Lamium gundelsheimeri C. Koch
Lamium truncatum Boiss.
Lamium album L.
Lamium cirinitum Montbreth&Aucher ex Bentham



Lamium leucolophum Hausskn. ex R. Mill
Lamium tomentosum Wild.
var. tomentosum Syn: L. vestitum Bentham
var. filicaule (Boiss. ex Bentham) Boiss.
var. hakkiarense (Nab.) R. Mill

var. alpestre (Trautv.) N. Popova Syn.: L. alpestre
Trautv.

Lamium sulfureum Hausskn.&Sint. ex R. Mill

Lamium moschatum Miller
var. moschatum Syn.: L. calycinum d’Uvr.
var. rhodium (Gand.) R. Mill
var. micranthum Boiss

Lamium galactophyllum Boiss.&Reuter

Lamium ponticum Boiss.&Bal. ex Boiss. [6].

1.2.3 Lamium Cinsinin Kimyasal Bilesenleri

1967’den bu yana Lamium tiirlerinin iceriginde bulunan bilesikler izole
edilerek etnobotanikal ve farmakolojikal Ozellikleri ¢alisilmaktadir. Biitiin bu
caligmalarin ~ sonucunda  Lamium  tiirlerinin  iridoidler,  sekoiridoidler,
fenilpropanoidler, flavonoidler, antosiyaninler, fitoekidsteroidler, betainler,
benzoksazinoidler, terpenler ve megastigmen bilesiklerinin yani sira az da olsa ugucu

yaglarini igerdigi bildirilmektedir [4].

Lamium tiirleri ¢ok az ugucu yagi tasiyan Lamiaceae familyas: iiyeleridir.
Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda bu tiirlerin toprak isti kisimlarimin ve

cigeklerinin ugucu yag verimleri % 0,01-0,31 arasinda degismektedir [4]

Lamium cinsinin kimyasal icerigi incelendiginde germacrene D bilesiginin
temel bilesen olarak one ¢iktigi goriilmektedir. Bunun yaninda trans-chrisanthenil
asetat, B-pinene, a-pinene, (Z)-ocimene, metil salisilat, B-karyofillen, sabinene ve a-

humulene bu cinste bulunan diger 6nemli bilesenlerdir [7,8].



Beyaz ballibaba olarak bilinen Lamium album tiiriiniin flavanoidleri,
terpenlerleri ve iridoid glikozitleri igerdigi yapilan ¢alismalar sonucunda

bulunmustur.

Sarker ve arkadaslari ¢alismalarinda bu bitki tiiriniin C-13 glikozitlerini
bulundurdugunu tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda Yyapraklarinin metanol ekstresi
kromatografisi sonucunda bitki tiiriiniin glukopranosiloksi-5-megastigmen-4-one
glikozitini igerdigi bulunmustur [9]. Yapilan bagka bir c¢alismada bu bitki tiirii
ciceklerinin yeni bir fenilpraponoid olan lamalbosid ve bilinen acteosit, p-
coumaroylglukosit, etilirosit, 5-caffeoylquinik asit (klorojenik asit), rutosit, quersetin

ve kaempferol 3-O-glukozit bilesiklerini igerdigi tespit edilmistir [10].

L. purpureum ve L. garganicum ugucu yaglarinin temel bilesenlerinin
incelendigi bir ¢alisma sonucunda L. purpureum tiiriiniin 1-Octen-3-ol, fenetilalkol,
om- ve p-cresoller, guajakol ve eugenol temel bilesenlerini igerdigi, L. garganicum
ugucu yaginin ise 1,8-sineol (% 47.55 toplam ugucular ),citronelal (% 25.12) ve

isoeugenol (% 11.81) bilesenlerini igerdigi tespit edilmistir [7].

L. bifidum tiirtiniin ugucu yagi bilesenlerinin belirlenmesi amaci ile yapilan
bir ¢alismada % 91,4 terpen hidrokarbonlar, % 60,1’ nin seskuterpenler, % 31,4’ niin
ise monotorepenlerden olustugu belirlenmistir [8]. L. amplexicaule, L. purpureum ve
L. garganicum etanol ekstrelerinin kimyasal iceriginin incelendigi bir ¢alismada
Lamium tiirleri i¢in yeni olan 4 farkli iridoid bileseni bulunmustur [11]. Yalgin ve
grubunun yaptig1 benzer bir ¢alismada Lamium eriocephalum subsp. eriocephalum,
L. garganicum subsp. pulchrum, L. garganicum subsp. laevigatum ve L. purpureum
var. purpureum tiirlerinin biitanol ekstrelerinin iridoid bilesenleri incelenmis ve
HPLC-ESI/MS sonucunda L. garganicum subsp. laevigatum tiiriiniin iridoidlerce en

zengin tiir oldugu tespit edilmistir [12].

L. maculatum bitki tiirlinlin kimyasal bilesenlerinin incelendigi bir ¢aligma
sonucunda 20-hydroksi ekidzon, acteoside, 3,7-dihydroxyquercetin, rutin gibi

flavonoidler ve sterolleri igerdigi bulunmustur [13].



L. amplexicaule tiiriiniin % 52.6 oraninda terpen hidrokarbanlari, % 10.3
monoterpenler, % 42.3 sesquterpenleri igerdigi tespit edilmistir. Bu tiirde diger

Lamium tiirlerinde olmayan transcrisantenil asetat yiiksek miktarda bulunmaktadir

[8].

1.2.4. Lamium Cinsinin Kullanim Alanlar:

Genel olarak bu cins bitkileri gosterdikleri farmakolojik ve ¢esitli fizyolojik
ozelliklerinden dolay1 travma, catlaklar, felg, hipertansiyon rahatsizliklarinin yaninda
menoraji ve rahim i¢i kanamalar1 gibi kadin hastaliklarinin tedavisinde de
kullanilmaktadir [4]. ilag dzelliklerinin yan1 sira bu bitki tiirleri yemeklerde katki
maddesi olarak tiiketilmektedirler. Ornegin Japonya’da Lamium amplexicaule tiirii

genellikle piring ile tiiketilen bir bitki tiiriidiir [8].

Bazi Lamium tiirleri antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar,

antiproliferatif ve antispazmatik 6zelliklere sahiptirler [14].

Cinsin en fazla kullanilan tirii olan L. album c¢igekleri, kuvvetlendirici, kan
durdurucu, kas gevsetici, antiproliferatif ve antiinflamatuar 6zellikleri ile bilinir [11].
Astrenjan (kan durdurucu) 6zelliginden dolayr kadinlarin menstrual dongi
zamanlarinda asir1 kanama durumlarinda, uterus kanamalarinda, vajinal ve servikal
iltihapl akinti durumlarinda tedavi edici olarak kullanilir ve bu 6zellikleriyle kadin

hastaliklarinin iyilestirilmesinde olduk¢a 6nemli olan bitki tiiriidiir [15].

Anadolu’da bu cinse ait Lamium album, L. maculatum ve L. purpureum
tirleri romatizmal agrilarin  dindirilmesi  ve  kabizligin  giderilmesinde
kullanilmaktadir. ~ Ayrica Tirkiye florasinda bulunan L. eriocephalum subsp.
eriocephalum, L. garganicum subsp. laevigatum, L. garganicum subsp. pulchrum
ve L. purpureum var. purpureum tiirlerinin antiinflamatuar, antioksidan ve

antimikrobiyal etkilerinin varligi tespit edilmistir [16].

Lamium maculatum tiiriniin toprak istii kisimlar1 Cin’de ¢esitli yaralarin
tyilestirilmesi, paralizi (felg) ve travma hastaliklarin1 tedavi edilmesi amaciyla

kullanilmaktadir [13].



L. garganicum subsp. laevigatum ugucu yaginin gram pozitif ve gram negatif
bakterilere kars1 bakteriyostatik etkili oldugu bulunmustur. L. eriocephalum subsp.
eriocephalum tiirtiniin antiinflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri

oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir [17].

Mathowski ve arkadaslar1 (2006), baz1 Lamiaceae tiirlerinin antioksidan ve
radikal stiptiriicii aktiviteleri incelemisler ve bu tiirler i¢erisinde bulunan L. album ve
L. purpureum bitki tiirlerinin ¢iceklerinde bulunan flavonoidler gibi fenolik

bilesiklerin antioksidan aktivitelerinde 6nemli rol oynadiklar1 kanisina varmiglardir
[16].

Lamium amplexicaule bitki tiiriiniin kabizliklig1 giderici, uyarici, terletici,

romatizma ve grip rahatsizliklarini tedavi edici olarak kullanildig1 bilinmektedir [18].

Dulger ve arkadaglari, Lamium tenuiflorum etanol ekstresini Candida ve
Cryptococcus tiirlerine karsi antifungal aktivitesini ¢alismislar ve sonucunda MIC
degerlerini 3.12-25 mg/mL konsantrasyon araliginda bulmuslardir. Biitiin ekstrelerin

Candida’ya kars1 daha etkili oldugunu tespit etmislerdir [19].

1.3 Lamium purpureum L.
1.3.1 Halk Arasinda isimlendirme

Lamium tiirleri Tirkiye’nin her tarafina yayilmis ve olduk¢a genis kullanima
sahip tibbi bitkilerdendir. L. purpureum halk arasinda kirmizi ballibaba, ballibaba,

balicak ve emzik gibi isimlerle anilmaktadir.

1.3.2 Yabanci Dillerdeki Adlar:

Mor ballibaba, Mor 1sirgan otu ve Henbit isimleriyle bilinir.



1.3.3 Tiir Ozellikleri

Tek yillik, gévde boyu 4-35 cm, yapraklar genellikle ovat, ovat-reniform ya
da suborbikular, (3-)5-25 x3-20 mm, obtiis, kordattan trunkata, krenat veya double
krenat, pubescent- piloz; petolt (3-)10-25(-40) mm. Brakte yapraklara benzer,
vertisillatlar (1-)2-3(-6), (4)6(-10)- ¢igekli, az uzaklikta, iist liste veya sikisik. Kaliks
(4-)6-8(-10) mm; tip (2-)3-4(-5) mm, glabroustan puberulente; disler (2-)3-4(-5)

mm, piléz veya plumoz, bazen aristat.

Korolla morumsu pembemsi, beyazimsi tiip, nadiren hepsi beyaz, 10-22 mm;
tiip 6,5- 16 mm, diiz ya da taban1 genukulat. Ust dudak (2,5)4,5-6,5 mm, tamamu, alt
dudak yan loblar 0,2-0,5 mm dislere indirgenir. Meyveleri 1,9-2,5x1,0-1,5 mm,

beyaz noktacikli, zeytin kahverengindedir.
Lamium purpureum iki varyeteye ayrilir.
1. Kaliks disleri (2-)3-4(-5) mm, aristat ve pulumoz degil.
var. purpureum
2. Kaliks disleri 4-7 mm, aristat ve pulumoz

var. aznavourii [6]

1.3.4 Yayihs Ve Habitat

30-1700 metre aras1 yiikseltilerde, Kirklareli, Edirne, Canakkale, Istanbul,
Bolu, Sakarya, Kastamonu, Zonguldak, Amasya, Manisa, Samsun, Tokat, Trabzon,

Eskisehir illerinde yayilis gosterir.

Mese ve ¢am ormanlari, egimli araziler, ¢cakilli nehir kiyilarinda, bos araziler

gibi habitatlarda yetisirler [6].



1.3.5 Kimyasal I¢erigi

Bu bitki tlirtiniin ugucu yaglart % 43.7 terpen ve % 47.1 sesquterpen
hidrokarbonlarindan olusur. ~ Terpen alkolleri (linalool and 4-terpineol), non-terpen
alkoller ve ketonlar eser miktarda bulunur.  Non-terpen aldehitler bu tiirlerde %
4,1’lere kadar ¢ikarken Lamium cinsine ait diger tiirlerde ¢ok az miktarlarda
bulunurlar (% 0,8-1,5). Ayni zamanda bu bitki tiiriiniin 6,8 ve 5,6,8 pozisyonlarinda
hidroksillenmis lamiol, deoxylamiol, lamioside iridoid bilesiklerini icerdigi tespit

edilmistir [14].

L. purpureum tohum yagmin %16 oraninda octadeca-5,6-trans-16-trienoic

asit (lamenallenik asit) igerdigi bulunmustur [20].

L. purpureum ugucu yaginin germacrene (% 35,4), p-pinene (% 26,8), ve a-

pinene (% 13,4) bilesenlerini i¢erdigi tespit edilmistir.

1.3.6 Kullanim Alanlari

Lamium purpureum bitkisi Anadolu’da bagirsak hareketlendirici ve
kuvvetlendirici ilag olarak kullanilmaktadir [21]. Aymi zamanda prostat tedavisi
icinde tiiketilmektedir [22].



1.4 Lamium purpureum L. var. purpureum L.

Sekil 1.1 Lamium purpureum var. purpureum

Lamium purpureum var. purpureum antiinflamatuar ve antinoseptik
Ozelliklere sahiptir. Bu bitki tiiriiniin biitanol ekstresi ile yapilan antiinflamatuar
aktivite caligmalari sonucunda %21.5 (p < 0.05) degerinde inhibisyon gosterdigi
bulunmustur. 200 mg/kg dozda gastrik zarar vermeden farelerde yiiksek
antinflamatuar ve antinoseptik 06zellik gostermis oldugu bulunmustur ve bu

aktiviteleri igeriginde bulunan iridoid ve fenolik bilesiklere baglanmistir [17].

L. purpureum var. purpureum ile yapilan baska bir calismada, metanol,
diklorometanol, n-butanol ve su ekstreleri hazirlanarak bu ekstrelerin antimikrobiyal
ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Antimikrobiyal aktivitesi iki Gram pozitif
bakteri (Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis), iki Gram negatif bakteri
(Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) ve 3 tane mayaya (Candida albicans,
C. kruse ve C. parapsilosis) kars1 denenmis olup mayalara bakterilerden daha iyi

etki gosterdigi bulunmustur [21].
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Calismamizda, Lamium purpureum L. var. purpureum L. tiirliniin metanol,
etanol ve petrol eter ekstrelerinin antibakteriyal, antifungal, antittiiberkiiloz ve
antioksidan aktivitelerini igeriginde bulunan fenolik bilesiklerle inceledik.  Bu bitki
tiirliniin ugucu yag1 bilesenleri verildigi halde metanol, etanol ve petrol eter
ekstrelerinin fenolik bilesenleri konusunda bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bunun
disinda bitkinin sadece metanol ekstresi c¢esitli mayalara ve bakterilere karsi
calisilmig, etanol ve petrol eter ekstrelerinin kiiflere, Candida albicans mayasina ve
diger bakterilere nasil etki gosterdigi konusunda makale bulunamamistir. En
onemlisi de antimikobakteriyal aktivitesi hi¢ bilinmemekte olup bu konuda
calismamiz, ¢agimizin hastaligr olan tiiberkiiloz sorununa karsi yeni ilag arayislarina
katkida bulunmaktadir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda bitkinin yalnizca
metanol ektresinin antioksidan aktivitesi DPPH metoduyla incelenmesine ragmen
etanol ve petrol eter ekstrelerinin antioksidan aktivitesi hakkinda ¢aligma
bulunmamaktadir. Biz DPPH metodunun yani sira metanol, etanol ve petrol eter
ekstrelerindeki total fenol ve total flavonoid miktarlarini belirleyerek bitki tiiriiniin

bilinmeyen 6zelliklerini agiklamaya calistik.

Calismamizin amaclarindan bir tanesi her gegen giin antibiyotiklere karsi
direng goOsteren patojen bakterilere karsi etkili maddelerin kesfini saglamaktir.
Mikrobiyal aktivite, besinlerin bozulmasi ve besin degerlerini kaybetmesine neden
olan birincil etkendir. Patojenik ve besinlerin bozulmasina sebep olan
mikroorganizmalarin artmasi besin kaynakli hastaliklarin ¢ogalmasina olanak verir.
Staphylococcus aureus ve E. coli tiirleri, besin zehirlenmelerinden ve kalp, akciger,
kemik iligi, idrar yollari iltihaplarindan sorumlu olan bakteri tiirlerindendir [23].
Hem besinlerin korunmasi hem de gesitli rahatsizliklara etkili ¢6ziim olmasi
acisindan dogal antimikrobiyallerin gelistirilmesi biiyilk 6nem arzetmektedir. Bu
caligmalarim ayn1 zamanda mikotoksin ve aflatoksin fiireten funguslar iizerine
yapilmasi da ayr1 bir 6nem arzetmektedir. Ciinkii aflatoksin tireten Aspergillus

tiirleri de hem ekonomik zarara hemde ¢esitli hastaliklara neden olurlar.

Antioksidan aktivite ¢alismamizin amaci ise serbest radikallerin
indirgenmesini saglayan dogal antioksidanlarin kesfedilmesi acisindan biiyiikk 6nem

arz etmektedir.
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L. purpureum var. purpurem bitki tiiriiniin antitiiberkiiloz aktivitesini
calisarak, cagimizin rahatsizligi olan Tiiberkiilloz mikrobuna karsi bulunmaya

calisilan yeni tedavi yontemlerine katkida bulunmay1 amagladik.
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2. ARACLAR VE YONTEMLER
2.1 Bitki Orneginin Hazirlamis

Balikesir ilinden toplanan Lamium purpureum var. purpureum L. bitki tiiri
oda kosullarinda 1s1k almayan alanda 20-25 giin bekletilerek kurutuldu (Sekil 2.1).
Bitki tiiriiniin identifikasyonu Prof. Dr. Giilendam TUMEN ve Prof. Dr. Bayram
Yildiz tarafindan yapildi.  Bitkimiz biyoloji béliimii Balikesir Universitesi
herbaryumunda bulunmaktadir.  Cizelge 2.1’de bitkinin toplandigi yer, zaman,

yiikseklik bilgileri ve herbaryum numarasi verilmistir.

Cizelge 2.1 Lamium purpureum var. purpureum bitki tiirline ait bilgiler

Bitkinin Toplandif yer Tarih Herbaryum Yitkseklik(m)
adi numarasi
Lamium
purpureum Toygar
var. Mahallesi/BALIKESIR | 220309 | FS1510 150
purpureum
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Sekil 2.1 Bitki 6rneginin kurutulma asamasi

2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanisi

Bitki iyice kurutulduktan sonra belli bir miktar tartilarak yaklagik 20 giin
boyunca ¢dziicii icerisinde bekletildi (Sekil 2.2).

-0

Sekil.2.2 Bitkinin gesitli ¢oziiciiler igcerisinde bekletilmesi
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20 giinliik bekleme siirecinin ardindan vakumlu déner buharlastiric1 (rotary
evoporatdr) cihazi kullanilarak ekstre alim islemi gergeklestirildi (Sekil 2.3).
Cihazin sicaklig: biitlin ¢oziiciilerin kaynama noktasi sicakligina bagli olarak farkli
derecelere ayarlandi.  Cizelge 2.2°de, kullanilan bitki, ¢oziicii ve elde ettigimiz

ekstre miktari, cihazin sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresi bilgileri verilmistir.

Elde edilen ekstrede kalan ¢oziiciiniin uzaklagtirilarak konsantre hale
gelmesini saglamak icin 40°C kurutma dolabinda 2-3 giin boyunca bekletildi.
Konsantre hale gelmis ekstreden 0.5 gr tartilarak 5 mL % 5’lik DMSO
(dimetilstilfoksit) i¢erisinde ¢6ziildii. Bu stoktan 2 mL alinip 0.22 pL’lik membran
filtreden gegcirilerek steril stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen stok ¢6zelti hemen ya
da daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de buzdolabinda saklanda.

Sekil 2.3 Donerli Buharlastirict
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Cizelge 2.2 Ekstraksiyon islemine ait bilgiler

Corten | R e | Sk | SO
(@) (mL) c) (saat) (@)
Petrol 65 750 55 4 1,4
eter
Metanol 186 1000 55 4 25
Etanol 160 1000 75 7 2,9

2.3 Kullanilan Mikrorganizmalar

Staphylococcus aureus (ATTC6538P), Klebsiella pneumonia (CCM 2318),
Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 27853), Proteus
vulgaris (ATCC 6897) ve Bacillus cereus (CCM 99) bakterileri kullanildi.  Bitki
ekstreleri antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis (H37Ra)’a karsi
denendi.

Antifungal aktivitede kullanilan flamentli funguslar Aspergillus niger van
Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K.
Wilh. (MUCL 39534) ve Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-
2)’dur ve ayn1 zamanda Candida albicans (ATCC 10239) mayasit da antifungal
aktivitede kullanildi.
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Sekil 2.4 Malt agar iizerinde Fusarium proliferatum 3 nokta ekimi

2.4 Kullanilan Besiyerleri
2.4.1 Antibakteriyal ve Antifungal Aktivitede Kullamilan Besiyerleri

Ticari olarak satin alinan hazir toz besiyerlerinden Cizelge 2.3’te verilen
miktarlarda tartim alinarak 1 L distile suda ¢oziildiikten sonra manyetik 1siticida

berraklasincaya kadar kaynatildi.

Agar igeren besiyerleri petri ve tiipte olmak iizere 2 tipte hazirlandi.
Kaynatilma isleminden sonra petride besiyeri hazirlamak icin Oncelikle 15dk
121°C’de sterilizasyon iglemi yapildi ve beg alevi yaninda besiyeri 10 mL olacak

sekilde petri plaklarina paylastirildi.

Tiiplerde yatik agar hazirlamak igin ise besiyeri tliplere 6 mL olacak sekilde
paylastirildiktan sonra otoklavlanma islemi gerceklestirildi. Sterilizasyon
isleminden sonra tiipler yatik olarak yerlestirilerek donmasi saglandi. Petri ve yatik

besiyerleri daha sonra kullanilmak tizere +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Broth besiyerleri kaynatilma isleminden sonra 1,5 atm basing altinda 15 dk
121 °C’de steril edilerek tiiplere paylastirildi. Daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de
buzdolabinda saklandi.
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Cizelge 2.3 Antibakteriyal ve Antifungal Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

Kullamlan | Distile su
Besiyeri Marka | miktar miktari pH Kullandigimiz alan
(gr) (1) -
Nutrient An?lpakterlyal
Fluka 8 1 6.8+0.2 | aktivitede MIC

broth .
belirleme
Antibakteriyal

Nutrient akt@vitede MBK deg_eri

agar Fluka 28 1 6.8+0.2 bgllrleme ve disk
difiizyon yontemi, yatik
agar kiiltiire alma iglemi

Sabouraud . .
Antifungal  aktivitede

dekstroz Merck 30 1 5.6£0.2 MIC belgirleme

broth

Sabouraud Antifungal  aktivitede

dektroz Merck 65 1 5.6£0.2 MFK belirleme ve disk

agar diflizyon yontemi

Malt Antifungal  aktivitede

ekstrakt Merck 60 1 7.6+0.2 | yatitk agarda kiiflerin

agar kiiltiire alinmas1

Patates Antifungal aktivite’de

dekstroz Merck 39 1 5.6+£0.27 | MFK belirleme ve disk

agar diflizyon yontemi

2.4.2 Antitiiberkiiloz Aktivitede Kullamilan Besiyeri

2.4.2.1 Middlebrook 7H9 Broth Base

Antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis kiiltiirii ve pasaji igin

kullanilan 6zel besiyeridir.

icerisinde oksijene duyarli floresans sensorleri yer almaktadir.

MGIT tiiplerin dip kismima gomiilii olan silikon

Ortamda bakteri

tiremeden 6nce bulunan oksijen varlig floresans1 gormemizi engeller. Ancak bakteri

tiredikten sonra ortamdaki oksijenin azalmasi nedeniyle UV 1s1ginda (Wood’un

lambas1) 365 nm’de floresansin gozlemlenmesine imkan saglar. Bdylelikle iiremenin

olup olmadig1 kontrol edilir.
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2.5 Serum Fizyolojik Hazirlanisi

4 gr NaCl, 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra falcon tiiplere
paylastirilarak 20 dk 121°C’de steril edildi. Inokulum siispansiyonunun hazirlanist

isleminde kullanildu.

2.6 inokulum Siispansiyonunun Hazirlamis1

Antibakteriyal aktivitede bakteri siispansiyonlari serum fizyolojik ile
MacFarland 0,5 standardina gére hazirlandi. Ayn1 zamanda spektrofotometre ile 600

nm’de 0,5 absorbans degeri okunarak dogrulugu teyit edildi.

Antifungal aktivitede fungus inokulumu 450 nm’de 0,6 absorbans degeri

okunarak ayarlandi.

Antitiiberkiiloz aktivite i¢in Becton ve Dickinson iiretici firmasinin
tavsiyelerine uyularak inokulum hem katt hem de sivi BACTEC MGIT pozitif
tiiplerden prosediire gore hazirlandi.  Sivi kiiltiirden inokulum hazirlanirken
BACTEC MGIT tiiplerinin okunup pozitif ¢ikmasindan sonraki giin 1. giin olarak
kabul edildi. Giin 1 ve giin 2 hemen inokulum olarak kullanilabilirken Giin-3,4 ve 5
kiiltiirlerden 1 ml almip 4 ml serum fizyolojik ile sulandirilarak inokulum

siispansiyonu hazirlandi.

Kat1 kiiltiirden inokulum hazirlanirken Middlebrook 7H9’da siispanse edilen
ornek vortekslendikten sonra kati1 parcaciklarin ¢okmesi beklenerek iistte kalan siiper
natant kismi steril tlipe aktarildi ve MacFarland 0,5 oluncaya dek gozle ayarlama
yapildi. Daha sonra 1 ml alinip 4 ml serum fizyolojik ile sulandirilarak inokulum

stispansiyonu hazirlandi.
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2.7  Ledanitrotetrazolium  violet  (INT);2-(4-lodophenyl)-3-  (4-

nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium kloriir Cézeltisinin Hazirlanmasi

Bakteri tiremesini kontrol amagli olarak Fluka marka Ledanitrotetrazolium
violet iireme indikatorii kullanildi. 0,04 gr Ledanitrotetrazolum violet tartilarak 5

mL steril distile su i¢erisinde ¢6ziilerek hazirlandi.

2.8 Antibakteriyal ve Antifungal Aktivite
2.8.1 Disk Difiizyon Yontemi

Bu yoOntem ekstrenin mikroorganizma {izerine hangi konsantrasyonlar

arasinda etkili oldugunu bulmak amaciyla uygulandi.

24-48 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden inokulum siispansiyonu
hazirlandiktan sonra Niitrient Agar besiyeri bulunan petri plaklar1 {izerine 100 pl
siispansiyon, ekiivyon c¢ubuk yardimiyla yayildi.  Petri lizerine steril diskler
yerlestirilip, disklere 15ul 100 mg/ml ve 50 mg/ml konsantrasyonlarinda bitki
ekstresi emdirildi. Bu sekilde hazirlanmis petri plaklart 37°C’de 24 saat

inkiibasyona tabi tutuldu.

7-14 giinliik taze fungus kiiltlirleri kullanilarak inokulum hazirlandi.  Aym
bakterilerde oldugu gibi inokulum Sabouraud Dekstroz Agar iceren petri plaklarina
ekiivyon cubuk yardimiyla yayildi. Uzerine ekstre emdirilmis diskler
yerlestirildikten sonra 72-96 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Kontrol grubu olarak
bakteriler i¢in sulphamethoxazole trimethoprim ve kiifler i¢in amphotericin B
antibiyotigini igeren diskler kullanildi. Disk c¢evresinde bakteri veya kiif
liremesininin olmadigi bolge inhibisyon zonu olarak adlandirilir. Inkiibasyon
sonrasinda disk capida dahil olmak {izere zon ¢ap1 dlgiilerek mm cinsinden sonuglar

verildi [24].
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2.8.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MIC)

Bakteriler ve maya, yatik Nutrient agarda 24 saat 37°C’de funguslar ise yatik
Malt agarda 72-96 saat 28°C’de inkiibasyona tabii tutularak yetistirildiler.

Taze kiiltiirlerle inokulum siispansiyonu hazirlandi ve her bir mikroorganizma
icin well-plate tizerinde cift seri olarak galisildi.  Kiifler i¢in Sabouraud Dekstroz

Broth, bakteriler i¢in Nutrient Broth kullanildi.

Biitiin kuyucuklara 100 pl besiyeri konulduktan sonra birinci kuyucuga 100
ul ekstre konuldu ve 6. kuyucuga kadar bir 6nceki kuyucukta 100 pl ekstre ¢ozeltisi

alinarak seri sekilde seyreltme iglemi yapildi.

Seyreltme islemi bittiginde kuyucuklardaki son ekstre konsantrasyonu 50, 25,
12,5, 6.25, 3,12 ve 1,56 mg/mL’lik olacak sekilde hazirlanmis oldu.  Seyreltme
isleminden sonra negatif kontrol hari¢ biitin kuyucuklara 10 pl inokulum
siispansiyonu asiland1. Icerisinde bitki ekstresi, besiyeri ve inokulum siispansiyonu
bulunan 96-well plateler, bakteriler igin 37°C’de 24 saat, funguslar i¢in 28°C’de 72-
96 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresinden sonra, iiremenin
gerceklestigi konsantrasyondan yiiksek olan bir dnceki konsantrasyon MIC degeri
olarak alind1 [24,25].

Bakterilerde MIC degerini saptamada Ledanitrotetrazolium violet (INT); 2-
(4-lodophenyl)-3-  (4-nitrophenyl-5-phenyl-2H-tetrazolium  chloride,  {ireme
indikatorii  olarak kullanildi. Bu amagla well plate ¢ukurlarma 15 pL
Ledanitrotetrazolium violet ¢ozeltisi konuldu ve 3-4 saat etiivde 37°C de bekletildi.
Bekleme sonrasinda iiremenin oldugu cukurcuklar pembe renge boyandi.
Boyanmanin goriildiigii ilk g¢ukurcuktan bir Onceki ¢ukurcukta bulunan ekstre
konsantrasyonu MIC degeri olarak alindi. Boylece minimum inhibisyon

konsantrasyonu tespit edildi.
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2.8.3 Minimum Bakterisit ve Fungisit Konsantrasyonunu Belirleme
(MBK VE MFK)

MIC degeri mikroorganizmalarin statik aktivitesini yani mikroorganizmalarin
tiremesini durduran konsantrasyon degerini belirtirken, bakterisit ve fungisit terimleri

mikroorganizmalar1 6ldiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilir.

Bu yontemde tiremenin olmadigi well plate ¢ukurcuklarindan 20 pl alinarak
kiifler i¢cin Sabouraud Dekstroz Agar igeren petri plaklarin {izerine, bakteriler i¢in
Nutrient Agar lizerine ekim yapildi. Yukarida belirtilen kosullarda inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra tiremenin gerceklesmedigi konsantrasyon degeri bakterilerde MBK

degeri ve funguslarda MFK degeri olarak bulundu [24].

2.9 Antitiiberkiiloz (Antimikobakteriyal) Aktivite

Bu yontemde, MGIT (Becton Dickinson) igerisinde modifiye edilmis 4 ml
Middlebrook 7H9 Broth Base kullanildi.  Besiyeri igerisine 500 nL. OADC (oleik
asit, albumin, dekstroz, katalaz) ve icerigi olduk¢a zengin olan besiyerinin,
kontaminasyona ag¢ik olmasi sebebiyle 100 puL panta antibiyotigi eklendi. 96 well-
plate kullamldi. 1lk kuyucuga 175 uL, diger kuyucuklara 100 pL besiyeri konuldu.
Ekstreden ilk kuyucuga 25 puL konularak ilk kuyucugun konsantrasyonu 12,5 mg/mL
olarak ayarlandi ve daha sonra % 50 seyreltilerek kuyucuklarin konsantrasyonlari
12,5, 6,25, 3,12, 1,52, 0,76, 0,38, 0,19, 0,09 ve 0,05 mg/mL olarak hazirlandi.
Ekstreler Mycobacterium tuberculosis H37Ra susuna kars: test edildi. Inokulumdan
negatif kontrol hari¢ her kuyucuga 10 pL ekildi. 3 seri olarak ¢alisild1 ve 37°C’de 6
giin boyunca inkiibasyona birakildi [26].

MIC sonuglari belirlemek ic¢in ‘Alamar Blue’ isimli kimyasaldan her bir
cukurcuga 15uL konularak bir giin boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siirecten
sonra iireme olmayan c¢ukurcuklar mavi renkte kalirken, iiremenin gergeklestigi

cukurcuklar pembe rengini aldu.
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Bakteri ve funguslarda oldugu gibi tiremenin oldugu gukurcuktan bir 6nceki
cukur konsantrasyonu MIC degeri olarak belirlendi. Uremenin gerceklesmedigi
cukurlardan 15 pl almarak 100 pl taze besiyeri igeren ¢ukurlara alindi ve tekrar
inkiibasyona birakildi. 1 gilin sonrasinda MBK degeri, iiremenin gerceklesmedigi

konsantrasyon degeri olarak tespit edildi.

2.10 Antioksidan aktivite
2.10.1 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) Methodu

DPPH c¢o6zeltisinin ekstreyle karismasindan sonra diisen absorbans degeri,
ekstrenin antioksidan aktivitesinin oldugunu gosterir. Belirledigimiz ICsq (inhibisyon
konsantrasyonu) degeri, DPPH ¢ozeltisinin absorbansim1i % 50  diisiiren

konsantrasyon degeridir.

0,003 gr ekstre orneginden tartilip 3 mL metanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL
konsantrasyonda stok c¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 100, 200 pg/mL

konsantrayonlarinda standart diliisyonlar1 hazirlandi.

1,5x10°M’lik DPPH ¢ézeltisi, 0,0006 gr 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil’in 10

mL metanolde ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Lamium purpureum var. purpureum bitki tiiriniin etanol, metanol ve
petroleter ekstrelerinden hazirlanmis diliisyonlardan 1,5 mL almip 0,5 mL DPPH
cozeltisi ile karistirildi. Bu karigimlar 30 dakika karanlik bir odada inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra 517 nm’de absorbans degerleri UV-vis spektrofotometre ile

metanole kars1 okundu. Kontrol grubu olarak DPPH ¢ozeltisi kullanildi [27].
% inhibisyon degeri asagidaki formiille hesaplandi.
% DPPH INHIBISYON DEGERI= [CA — EA]/CA x 100 (2.1)
CA: Kontrol absorbansi

EA: Ekstrenin absorbansi
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2.10.2 Total fenol Miktar Tayini
2.10.2.1 Folin-Ciocaltaeu Yontemi

Ekstrelerin hazirlanisi: Total fenol yonteminde kullanilmak iizere bitki
ekstrelerinden 0,01 gr tartilarak 2 mL saf su igerisinde ¢6ziildii(5mg/mL). Bu stok

cozeltiden 1 mg/mL’lik diliisyonu hazirlandi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanisi: 20 gr Na,COj3 tartilarak 100 mL

distile su icerisinde ¢Oziildii.

Gallik asit ¢ozeltilerinin hazirlanisi: 0,25 gr gallik asit % 10’luk etanol
icerisinde ¢oziildii. Kalibrasyon egrisi olusturmak iizere 0, 50, 100, 150, 250, 500

mg/L’lik konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirlanda.

Olgiim iglemi: 20 uL bitki ekstresi veya gallik asit, 1.58 mL distile su ve 100
uL Folin-Ciocaltaeu c¢ozeltisi ile karistirildi ve 2 dk sonunda 300 pL. sodyum
karbonat c¢ozeltisinden konulup 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Bekletildikten sonra 765 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii ve total fenol miktarlari

esdeger gallik asit miktar1 olarak verildi [28].

2.10.3 Total Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi
2.10.3.1 Aliiminyum Kloriir(AICl3) Kolorimetrik Methodu
Bu methodta referans flavonoid olarak katakol kullanildi.

Katakhol ¢ozeltilerinin hazirlanisi: 0,0125 gr katakol 25 mL %80 etil alkolde
coziilerek 500mg/L konsantrasyonda stok c¢ozelti elde edildi. Bu stok c¢ozeltiden
kalibrasyon egrisi olusturulmak {iizere 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/L’lik diliisyonlar1

hazirlandi.

Bitki ekstrelerinin hazirlanisi: Metanol, etanol ve petrol eter ekstrelerinin her
birinden 0,005gr tartilarak 2 mL % 80 etil alkolde c¢oziildii. 2500 mg/L’lik
konsantrasyonda olan stok ¢ozeltiden 1250 mg/L ve 500 mg/L konsantrasyon

degerinde seyreltmeler hazirlandi.
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500 uL ekstre yada katakol ¢ozeltisi, 2 mL distile su ve 150 puL % 5’lik
NaNQ;j ile iyice karistirildi. 5 dakika bekledikten sonra karigim igerisine 150 pL %
10’luk AlClzeklendi. 6. dakikada 1 mL 1M NaOH eklendikten sonra 2,2 mL su ile
¢ozelti 5 ml’ye tamamlandi ve 510 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile 6l¢tim alindu.
Kor cozelti igerisine ekstre yada referans ¢ozelti yerine ayni miktarda distile su

konuldu. Sonuglar esdeger katakol miktar1 olarak verildi [29].

2.11. HPLC Analizi (High Pressure Liquid Chromatography)

Yiiksek basingli sivi kramotografisi ya da yiiksek performansli sivi
kramotografisi olarak ifade edilir. Kolon kromatografi ¢esitlerinden bir tanesidir.
Siklikla biyokimya ve analitik kimya alanlarinda ayirma, tanimlama ve bilesenlerin
miktarimni belirleme gibi amaglarla kullanilmaktadir. Kolon kromatografisi durgun
faz yani paketlenmis materyal, ¢6zgen olarak ifade edilen hareketli faz, hareketli
faz1 kolona tasiyan pompa ve molekiillerin tutulma zamanini gdsteren dedektor
kisimlarindan olusur. Bitki ekstrelerinin fenolik bilesenlerini tayin etme amacl bu

yontem kullanilir.

Shimadzu marka HPLC cihaz1 kullanildi.  Cihaz ile ilgili 6zellikler asagida

verilmistir.
Dedektor: DAD dedektor (Amax=278)
Auto sampler: SIL-10AD vp
System controller: SCL-10Avp
Pump: LC-10ADvp
Degasser: DGU- 14A
Column oven: CTO-10Avp
Kolon : Agilent Eclipse XDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron
Mobil faz : A: %3 asetik asit, B: Metanol

Akis Hizi : 0.8 mL / dakika
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Kolon sicaklig: : 30°C
Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre

Numunelerden 0,5 mg tartilip 1 mL metanolde ¢oziilerek cihaza verildi.

F'umpsl CTU-1MVDI SCLA D.t’-‘n.vpl Status Log  Time Frogram |

f# Time hodule Event W alue Comment
1 J=.00 Purpz * |EB.Conc hd 7
2 |20.00 Purpz B.Conc 28
3 |28.00 Purpz B.Conc 25
4 |35.00 Purpz B.Conc 30
5 [45.00 Purpz B.Conc 33
E |E0.00 Purpz B.Conc 33
7 |62.00 Purpz B.Conc 42
8 |70.00 Purpz B.Conc a0
9 |75.00 Purpz B.Conc a0
10 |80.00 Purpz B.Conc 100
11

2.12 Kullanilan Cihazlar

Ekstrelerin 0zellikle antitiiberkiiloz aktivite c¢alismalart ve antibakteriyal

caligmalar1 kapsaminda Bilser marka W-lamp hepafiltreli laminaflow kullanildu.

Antioksidan galigmalar sirasinda UVWIN 5.0 UV-VIS spektrofotometre ve

kuartz kiivetler kullanilda.

Bakterilerin uygun temperatiirlerde inkiibasyonu i¢in Elektro-Mag marka etiiv
kullanildi.

Cesitli ekstrelerin ve yikanan malzemelerin kurutulmasi amacli KD 280 Niive

marka kurutma dolabi kullanildi.
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3. BULGULAR
3.1 Antibakteriyal ve Antifungal Aktivite Bulgular:
3.1.1 Disk Difiizyon Yontemi Bulgular:

Bu yontemde 6 mm ¢apa sahip diskler kullanildi.  Bakteriler igin kontrol
grubu olarak sulphamethoxazole trimethoprim antibiyotigi iceren diskler

kullanilirken, kiifler i¢in amphotericin B antibiyotigi kullanildu.

100 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasyonlarinda olan bitki ekstreleri disklere
emdirilerek bakteri ve kiiflere karsi denendi. Inkiibasyon siiresinden sonra
inhibisyon zon ¢aplar1 6lciildii ve sonuglar metanol ekstresi i¢in ¢izelge 3.1°de,

etanol ekstresi i¢in ¢izelge 3.2°de, petrol eter ektresi i¢in 3.3’te mm cinsinden verildi.
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Cizelge 3.1 L. purpureum var. purpureum metanol ekstresinin disk difiizyon

metodu sonuglari

L. purpureum var. Disk Difiizyon zon ¢aplari(mm)
purpureum m_etanol
elotres! 1,5mg/disk mgfﬁsk (25mg/di§<)
Proteus vulgaris - - 40+0
Bacillus cereus 11,5+0,6 8+0,8 -
Staphylococcus aureus 9,75+0,9 - 3540
Pseudomas aeuroginosa - - -
Klebsiella pneumonia 9,75+0,5 - 3540
Esherichia coli - - 30+0

Candida albicans - - -

Aspergillus niger - - 11+0,8
Aspergillus flavus - - 100
Aspergillus ochraceus - - 14.5+1,7
Fusarium proliferatum - - 9.25+0,9

Cizelge 3.2 L. purpureum var. purpureum etanol ekstresi disk difiizyon metodu

sonugclari

L. purpureum

var. purpureum etanol Disk difiizyon zon ¢aplar: (mm)

ekstresi 1.5mg/disk | 0.75mg/disk | K(25mg/disk)
Proteus vulgaris 7+0 - 40+0
Bacillus cereus 10,3+1,3 - -
Staphylococcus aureus - - 3540
Pseudomas aeuroginosa 11,5+1,3 - -
Klebsiella pneumonia 13£1,2 - 35+0
Esherichia coli - - 30+0
Candida albicans 7,75+0,9 - -
Aspergillus niger - - 11+0,8
Aspergillus flavus - - 100
Aspergillus ochraceus - - 14,5+1,7
Fusarium proliferatum 11+0 - 9,25+0,9
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Cizelge 3.3 L. purpureum var. purpureum petroleter ekstresi disk difiizyon

metodu sonuglari

pul_fp?Jli(reﬂlrer\’e;eTrz)/?eié . Disk difiizyon zon ¢aplari(mm)
ekstresi 1,5mg/disk | 0,75mg/disk | K(25mg/disk)
Proteus vulgaris 15,25+4,35 - 40+0
Bacillus cereus 14,75+3,86 10,25+0,5 -
Staphylococcus aureus 8,0+0,81 - 35+0
Pseudomas aeuroginosa 8,25+0,5 - -
Klebsiella pneumonia 9,75+0,5 - 3540
Esherichia coli 9,0+0 - 30+0
Candida albicans - - -
Aspergillus niger - - 11+0,8
Aspergillus flavus - - 10+0
Aspergillus ochraceus - - 14,5£1,7
Fusarium proliferatum - - 9,254+0,9

3.1.2 MIC ve MBK/MFK Bulgulari

Minimum inhibisyon konsantrasyon degeri olarak ifade edilen MIC, bitki
metanol, etanol ve petrol eter ekstrelerinin, mikrorganizmalarin {iremesini inhibe
eden konsantrasyon degeri olarak, MBK ve MFK degerleri ise bakterisit
konsantrasyon degeri olarak mg/mL cinsinden sirasiyla c¢izelge 3.4; 3.5 ve 3.6’da

verildi.
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Cizelge 3.4 L. purpureum var. purpureum metanol ekstresinin MIC ve

MBK/MFK degerleri
L. purpureum var.
purpureum metanol MIC(mg/mL) | MBK/MFK(mg/mL)
ekstresi
Proteus vulgaris 50 >50
Bacillus cereus 1,56 >50
Staphylococcus aureus 25 >50
Pseudomas aeuroginosa 25 50
Klebsiella pneumonia 25 >50
Esherichia coli 25 50
Candida albicans 50 >50
Aspergillus niger 12,5 25
Aspergillus flavus 25 >50
Aspergillus ochraceus 12,5 50
Fusarium proliferatum 12,5 12,5

Cizelge 3.5 L. purpureum var. purpureum etanol ekstresinin MIC ve MBK/ MFK degerleri

L. purpureum var.
pu?purr)eum e_tanol MIC(mg/mL) NEE]IQ(/IME)K
ekstresi
Proteus vulgaris 6,25 >50
Bacillus cereus 1,56 >50
Staphylococcus aureus 25 >50
Pseudomas aeuroginosa 12,5 12,5
Klebsiella pneumonia 25 >50
Esherichia coli 25 >50
Candida albicans 12,5 >50
Aspergillus niger 25 25
Aspergillus flavus 25 >50
Aspergillus ochrceus 25 25
Fusarium proliferatum 25 50
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Cizelge 3.6 L. purpureum var. purpureum petrol eter ekstresinin MIC ve

MBK/MFK degerleri
FL)ﬁrpuE:Jr%ureu&trol\ézerli MIC(mg/mL) MBK/MFK
ekstresi (mg/mL)
Proteus vulgaris 12,5 >50
Bacillus cereus 6,25 >50
Staphylococcus aureus 6,25 25
Pseudomas aeuroginosa | 12.5 25
Klebsiella pneumonia 6,25 >50
Esherichia coli 12,5 12,5
Candida albicans 12,5 25
Aspergillus niger 6,25 50
Aspergillus flavus 12,5 25
Aspergillus ochraceus 12,5 50
Fusarium proliferatum 6,25 12,5
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Sekil 3.1 L. purpureum var. purpureum ekstrelerinin MIC sonuglarina ait fotograflar (P.E: petrol eter ekstresi, M.E.: metanol ekstresi, E.E.: etanol
ekstresi, B.C.:Bacillus cereus, C.A.:Candida albicans, P.A.: Pseudomonas aeuroginosa, P.V.: Proteus vulgaris, K.P.: Klebsiella pneumonia, S.A.:

Staphlococcus aureus, E.C.:Esherichia coli), (Konsantrasyon araligi 50-1,56 mg/mL)
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Sekil 3.2 Etanol ekstresinin disk difiizyon sonuglarina ait fotograflar 1) B. cereus 2) C. albicans 3) E. coli 4) S. aureus
(Kontrol grubu: 25mg/disk Sulphamethoxazole trimethoprim-S.T.)
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Sekil 3.3 Metanol ekstresinin disk difiizyon sonuglarina ait fotograflar 1) B. cereu, 2) E. coli 3) K. pneumonia 4) A. niger
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Sekil 3.4 Petrol eter ekstresinin disk difiizyon sonuglarina ait fotograflar 1) B. cereus 2) K. pneumonia 3) E.coli 4) P. vulgaris 5) S. aureus

6) P. aeuroginosa
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_A_I 125/625/312/156/078/039/019/009/005 - +

1213104334

joubniap/jouniy

Sekil. 3.5 Antitiiberkiiloz aktivite MIC sonuglarina ait fotograflar (Etanol: 0,39 mg/ml, Metanol: 0,39 mg/ml, Petroleter: 0,39 mg/ml)

125 625 312 156 0,78 039/ 125 625 312 156 0,78 0,39

‘A'd/-AN/TT

Sekil 3.6 Antitiiberkiiloz aktivite MBK sonuglarina ait fotograflar (E.E.: etanol ekstresi 0,39 mg/ml, M.E.: metanol ekstresi 0,39 mg/ml, P.E.: petrol eter
ekstresi 0,39 mg/ml)
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3.2 Antitiiberkiiloz Aktivite Bulgular1

L. purpureum var. purpureum metanol, etanol ve petrol eter ekstreleri
Mycobacterium tuberculosis H37Ra susuna karsi denenmis ve sonuglar pg/mL

cinsinden ¢izelge 3.7’de verildi.

Cizelge 3.7 L. purpureum var. purpureum bitki ekstrelerinin antitiiberkiiloz aktivite

sonuclari
L. purpureum var. purpureum MIC(pg/mL) MBK(pg/mL)
ekstreleri
Metanol 390 390
Etanol 390 390
Petrol eter 390 390

3.3 Antioksidan aktivite Bulgular

3.3.1 DPPH Yontemi

1,5x10°M’lik DPPH ¢ozeltisi ve ekstrelerle hazirlanan karisimlar: 30 dakika
karanlik odada inkiibasyona tabi tuttuk. Inkiibasyon siirecinden sonra karigimlarin
UV-Vis spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.
DPPH absorbansini % 50 diisiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilen ekstrelere

ait 1Csg ve % inhibisyon degerleri sirasiyla ¢izelge 3.8 ve 3.9’da verildi.

Cizelge 3.8 L. purpureum var. purpureum metanol, etanol ve petrol eter

ekstrelerinin 1Cs, degerleri

L. purpureum var. 1Cs0(ng/mL)
purpureum
Metanol 111,2+0,2
Etanol 148+0,4
Petrol eter 346,25+0,3
Askorbik asit 8,9+0,1
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Cizelge 3.9 L. purpureum var. purpureum bitki ekstrelerinin %inhibisyon degerleri

L Etanol Metanol Petroleter
Konsantrasyon | Askorbik asit ekstresi ekstresi ekstresi
or it
(ng/mL) | (%Inhibisyon) | o innibisyon) | (Yinhibisyon) | (%inhibisyon)
25 62,35 20,52 4,98 531
50 97,01 35,86 13,75 11,56
100 97,21 59,26 56,57 16,72
200 96,91 72,71 90,14 54,37
3.3.2 Total Fenol Yontemi Bulgular:
Bu yontemde referans fenolik madde olarak gallik asit kullanildi. Gallik asit

cinsinden ¢izelge 3.10°da verildi.

spektrofotometrede 765 nm’de OSlgiimler alindi.

%10’luk etanolde ¢oziilerek cesitli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edildi ve UV
Olusturulan kalibrasyon egrisi

tizerinden ekstrelerin total fenol miktarlar1 gram ekstrede esdeger gallik asit miktar

absorbans
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gallik asit kalibrasyon grafigi

y=0.,001x+ 0,004
R*=0,990
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Sekil 3.7 Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.10 L. purpureum var. purpureum bitki ekstrelerinin total fenol miktarlar

Lamium purpureum var. Total fenol miktarlar
purpureum (1gr/L ekstrede gallik asit)
Metanol ekstresi 162,8
Etanol ekstresi 110,8

Petrol eter ekstresi -

3.3.3 Total Flavonoid Yontemi Bulgular:

Bu yontemde referans flavonoid olarak katakol kullanildi. Katakol, %80
etanolde ¢oziilerek 20, 40, 60, 80, 100 mg/L konsantrasyonlarda diliisyonlar: elde
edildi. Diliisyonlarin  UV-Vis spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunarak Sekil3.8’de verilen kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 gram ektrede esdeger katakol miktar1 olarak

cizelge 3.11°de verildi.

Catachol kalibrasyon grafidi

506 1 (] -
o y=0,007x +0,004
©05 1 R2=0,996

502 1
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Sekil 3.8 Katakol kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.11 L.purpureum var. purpureum ekstrelerinin total flavonoid miktarlar

Bitki Gram ekstrede bulunan esdeger mg katakol
ekstreleri miktari
Metanol 25,17
Etanol 32,32
Petrol eter -

3.4 HPLC Bulgulan

Cizelge 3.12 Metanol, etanol ve petrol eter ekstresinde bulunan fenolik maddeler

Metanol Etanol Petroleter

NO | Numuneler(ng/gram) | ekstresi Ekstresi | Ekstresi
(ng/gram) | (ng/gram) | (ng/gram)

1 Gallic Acid - - -

2 Catechin 49,3 81,4 -

3 chlorogenic acid 5361,1 3567,3 -

4 caffeic acid - 52,7 -

5 Epicatechin - - -

6 Syringic 19,2 27,3 -

7 p-coumaric acid 4,0 10,9 -

8 ferulic acid 2,4 9,8 -

9 Rutin 1972,7 3265,6 -

10 | Resveratrol - - -

11 | Hesperidin 120,0 64,6 18,0

12 | apigenin-7-glucoside

13 | rosmarinic acid

14 | Eriodictyol

15 | Quercetin

16 | Naringenin

17 | Luteolin

18 | Apigenin
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4. SONUC VE TARTISMA
Calismamiz kapsaminda Lamium purpureum var. purpureum bitki tiirtiniin
metanol, etanol ve petrol eter ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri

incelendi.

Disk difiizyon metodu sonuglari incelendiginde etanol ekstresi sirasiyla K.
pneumonia (13£1.2 mm), P. aeuroginosa (11,5+1,3 mm), B. cereus (10,3+1,3 mm),
C. albicans (7,75+0,9 mm), ve P. vulgaris (7+0 mm) mikroorganizmalari tizerinde
inhibisyon zonu olustururken, kiiflerin i¢inde ise sadece F. proliferatum {izerinde
zon olusturmus (11+0 mm). Etanol ekstresine tezat olarak petrol eter ekstresi P.
vulgaris tizerinde iki kati biyiikliiginde (15,25+4,35 mm) inhibisyon zonu
olusturmus ayrica S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi da etki gostermistir
(80,81 mm, 90 mm). B. cereus bakterisine 3 eckstre de farkli biiyiikliikte
inhibisyon  zonu olusturmustur  (Metanol ekstresi:11,5£0,6 mm, Etanol

ekstresi:10,3+1,3 mm, Petrol eter ekstresi:14,75+3,86 mm).

Sekil 4.1°de etanol, metanol ve petrol eter ekstrelerinin ve kontrol grubunun
disk difiizyon sonuglar1 sematize edilerek verilmistir. Kontrol olarak kullanilan
amphotericin B antibiyotigi ile karsilastirildiginda etanol ekstresinin F.

proliferatum’a karsi daha biiyiik ¢apta inhibisyon zonu olusturdugu bulunmustur.
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Sekil 4.1 Disk diflizyon metodu sonuglar1 karsilastirilmasi

MIC degerinin, mikroorganizma iiremesini inhibe eden, MBK ve MFK
degerlerinin ise bakteri ve funguslarin Oliimiinii saglayan konsantrasyon degeri
olarak ifade edildigini yukarida sdylemistik. Metanol, etanol ve petrol eter
ekstrelerinin her bir mikroorganizmaya karsi gosterdigi MIC degerleri birbiri
arasinda karsilastirilarak sekil 4.2°de verilmistir.  Etanol ve metanol ekstreleri B.
cereus bakterisine en diisilk konsantrasyon degerinde (1,56 mg/mL) inhibisyon
gosterirken bu bakteriye karsi gerekli olan bakterisit konsantrasyon degeri 3 ekstre
ile de saglanamamistir (>50 mg/mL). Bacillus cereus ozelliklerini inceleyen bir
makalede bu bakterinin sporlarinin olduk¢a kuvvetli oldugu hatta 1s1l isleme bile
dayanikli oldugu belirtilmistir [30]

Petrol eter ekstresi 6,25 mg/mL konsantrasyon degeriyle B. cereus, S.

aureus ve K. pneumonia bakterilerine karsi inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2 Metanol, etanol ve petrol eter ekstrelerinin MIC degerlerinin

karsilastirilmast

Metanol ve etanol ekstreleri S. aureus, K. pneumonia, E. coli ve A. flavus
izerine (25 mg/mL), petrol eter ve etanol ekstreleri ise P. aeuroginosa ve C.
albicans mikroorganizmalari {izerine ayni konsantrasyon degerinde (12,5 mg/mL)
inhibisyon gostermislerdir. Metanol ekstresi ile petrol ekstresinin ayni inhibisyon

degeri gosterdigi mikroorganizma ise A. ochraceus’tur (12,5 mg/mL).

Metanol ekstresi iyi bir bakterisit etki gostermedigi halde en iyi fungisit etkiyi
ise 12,5 mg/mL konsantrasyon degeri ile F. proliferatum iizerine gostermistir.
Etanol ekstresinin P. aeuroginosa lizerine 12,5 mg/mL konsantrasyon degerinde
bakterisit etkili oldugu bulunmustur. Petrol eter ekstresi ayni konsantrasyon
degeriyle C. albicans lizerine bakterisit etkilidir (12,5 mg/mL). Sekil 4.3’te MBK

ve MFK sonuglar1 karsilastirilmali olarak verilmistir.
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Sekil 4.3 Metanol, etanol ve petrol eter ekstrelerinin MBK ve MFK

degerlerinin karsilastirilmasi

Lamium purpureum var. purpureum diklorometan, n-butanol, su ve metanol
ekstreleriyle yapilan bir calisma sonucunda ve en iyi mikrobiyal aktiviteyi
diklorometan ektresinin sergiledigi bulunmustur [21].  Mikrodiliisyon metodunu
kullanarak Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. krusei ve C. parapsilosis
mikroorganizmalarina karsi yapilan bu ¢alisma kapsaminda metanol ekstresinin C.
albicans mayasina daha iyi etki gosterdigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizdan
farkli inhibisyon degerleri bulunmasi hem inokulum siispansiyonunun hazirlanisi

hemde ekstrenin suda ¢6ziilmesi gibi farkliliklardan kaynaklanabilecegi sOylenebilir.

Cizelge 3.12°de verilen fenolik madde analiz sonuclar1 incelendiginde
metanol ekstresinin catechin (49,3 pg/gram), chlorogenic asit (5361,1 ng/gram),
syringic (19,2), p-coumaric acid (4,0 pg/gram), ferulic acid (2,4 pg/gram), rutin
(1972,7 pg/gram) ve hesperidin (120,9 pg/gram); etanol ekstresinin catechin (81,4
ug/gram), chlorogenic acid (3567,3 pg/gram), caffeic acid (52,7 pg/gram), syringic
(27,3 ng/gram), p-coumaric acid (10,9 ug/gram), ferulic acid (9,8 pg/gram), rutin
(3265,6 pg/gram) ve hesperidin (64,6 pg/gram); Petrol eter ekstresinin ise sadece
hesperidin (18,0 ng/gram) bilesigini icerdigi bulunmustur.
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Cesitli fenolik maddelerin (p-hydroxy benzoic, vanillic, caffeic, protocatechuic,
syringic, p-coumaric asit, oleuropein ve quercetin) antimikrobiyal aktvitelerinin
incelenmis oldugu bir makalede caffeic ve protocatechuic asitlerinin (0,3 mg/ml) E.
coli ve K. pneumoniae bakterilerine; syringic acid (0,5 mg/ml) B. cereus bakterisine;
oleuropein, p-hydroxy benzoic, vanillic ve p-coumaric asitlerinin (0,4 mg/ml) K.
pneumonia ve B. cereus bakterilerine karst tireme inhibisyonu gosterdigi
bulunmustur. Calismamiz bu makale sonuglari ile kiyaslandiginda etanol ve metanol
ekstrelerinin B. cereus bakterisi {izerine etkisinin bu kadar biiyiikk olmasi (1,56

mg/mL), i¢eriginde bulunan syringic asit ve p-coumeric asitlerine baglanabilir [31].

Antimikobakteriyal aktivite konusunda hicbir c¢aligma bulunmayan L.
purpureum var. purpureum bitki tiiriiniin oldukca iyi diizeyde antitiiberkiiloz aktivite
gosterdigi ¢alismamiz sonucunda bulundu. Biitiin ekstrelerde ortak olarak bulunan
hesperidin flavonoidinin bu aktivitede bir rolii oldugu sdylenebilir. Ciinkii metanol,
etanol ve petrol eter ekstrelerinin MIC ve MBK degeri esit olup 390 pg/mL’dir.
Ayni1 zamanda Lamiaceae familyasina dahil olan Origanum munitiflorum (Siitgiiler
kekigi) ve Tymbra spicata L. var. spicata (Karakekik) bitki tiirleri ile yapilan
antimikobakteriyal aktivite ¢aligsmalar1 timit verici olmustur. Bu ¢alisma sonucunda
Tymbra spicata L. var. spicata (Karakekik) bitki tiiriiniin diger bitkiye oranla daha
Iyi aktivite gosterdigini bulmuslardir. Bu bulgularin1 Tymbra spicata L. var. spicata

(Karakekik) bitkisinin rosmarinik asitce daha zengin olduguna baglamislardir [32].

Antioksidan calismalar1 DPPH, total fenol miktar tayini ve total flavonoid

miktar tayini metodlar1 kullanilarak ¢alisildi.

DPPH metoduyla yapilan ¢aligma sonucunda metanol ekstresinin en diisiik
ICso konsantrasyon degerine sahip oldugu bulundu. Ekstrelere ait 1Csy degerleri
cizelge 3.8°de verilmistir. Metanol, etanol, petrol eter ekstreleri ve askorbik asit %
inhibisyon degerleri sekil 4.4’te karsilastirllmis ve 200 pg/mL konsantrasyon
degerinde metanol ekstresinin askorbik asite yakin degerde % inhibisyon gdstermis

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.4 % inhibisyon degerleri karsilastirilmasi

Yapilan total fenol yontemi sonucu DPPH yontemi sonuglarini
dogrulamaktadir. Gallik asit referans madde olarak kullanilmis olup sonuglar gr/L
ekstrede mg gallik asit miktar1 olarak verilmistir. En yiiksek fenol miktar1i metanol
ekstresinde bulunmustur (162,8 mgGA/gr). Petrol eter ekstresinde ise tespit
edilemeyecek kadar az miktarda fenolik madde bulunmaktadir.  Bu yiizdende
antioksidan aktivitesi de yok denecek kadar azdir. Bu sonuglar yorumlandiginda

fenolik maddelerin antioksidan aktivitede ¢ok fazla 6nem arzettigi sdylenebilir.

Flavonoidler, fenolik hidroksil gruplart ile C6-C3-C6 yapisim1 barindiran
4000’den fazla tipi olan bilesiklerdir. Flavonoidler chalconelar, flavonlar,
flavononelar, flavanollar ve flovanollar olarak gruplandirilar.  Bitkilerde bulunan
ikinicil fenoller olarak ifade edilen flavonoidler, selatlama ve antioksidan 6zellikleri
ile bilinirler. Total flavonoid miktarinin antioksidan aktivite ile bir iligkisi oldugu
bu makalelere dayanilarak soylenebilir [33]. Total flavonoid yontemini antioksidan
caligmalarimizi desteklemek amacli ¢alismalarimiza dahil ettik. Calismamizin
sonucunda petrol eter ektresinin hem flavonoidce hem de fenolik maddelerce
oldukga fakir oldugunu ve etanol ekstresinin metanol ekstresinden daha fazla
flavonoid igerdigini gozlemledik (32,32 mgCAT/gr). Metanol ekstresinin etanol
ekstresinden daha iyi antioksidan aktiviteye sahip olmasi, antioksidan aktivitede

fenollerin flavonoidlerden daha 6nemli oldugunu sdyleyebiliriz.
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Fenolik madde analizi sonuglarimiz antioksidan aktivite g¢aligmalarimizi
dogrulamaktadir. Fenolik maddece fakir oldugu gozlemlenen petrol eter ektresinin
serbest radikalleri siipiirme aktivitesi hi¢ yok denecek kadar azdir. Buna tezat olarak
petrol eter ektresinin antimikrobiyal aktivitesinin metanol ve etanol ekstrelerinden
daha iyi diizeyde oldugu bulunmustur. Bu sonugtan fenollerin antibakteriyal
aktivitede pekte onemli rolii olmadig1 sOylenebilir. Ancak daha 6nce yapilan bir
calisma sonucunda, fenollerce zengin oldugu bilinen taze c¢ay yapraklar, fenol
miktar1 az olan yesil ¢ay yapraklarindan daha iyi antibakteriyal aktivite gosterdigi ve
antibakteriyal aktivitenin fenol miktariyla baglantili olabilecegi sdylenmistir. Bizim
calismamizin sonucu buna tezat olusturmaktadir. Bununla beraber yapilan bagka bir
caligmada Polygonum cognatum Meissn eter ekstresinin az fenolik madde igerdigi
halde daha fazla fenolik madde iceren su ektresinden daha iyi antibakteriyal aktivite
gosterdigi bulunmustur. Bunun sebebi olarak eter ekstresinin antibakteriyal aktivite
gosteren fenolik maddeler disinda bazi baska bilesikleri biinyesinde bulundurdugu
sOylenmistir. Caylarda bulunan fenolik maddelerin antibakteriyal aktivitesinin bu
kadar 1iyi olmasi ise bu maddelerin bakteri yiizeyinde bulunan proteinlerle

interaksiyona girmesi 6zelligine baglanmistir [34].

Ozetle ¢alismamiz sonucunda, petrol eter ekstresinin iceriginde
antimikrobiyal aktivitesinin iyi olmasini saglayan fenolik maddeler disinda bazi
baska maddeler bulundugunu, metanol ve etanol ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin yliksek olmasi sebebiyle fenollerin antioksidan aktivitede degerli
oldugunu ve B. cereus, K. pneumonia ve E. coli bakterilerine karsi bulunan yiiksek
antimikrobiyal aktivitenin p-coumaric asit ve syringic fenolik bilesikleriyle baglantili

oldugunu soyleyebiliriz.
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6. EKLER
EK-A LAMIUM PURPUREUM VAR. PURPUREUM BITKI EKSTRELERINE AIT HPLC KRAMOTOGRAMLARI
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Sekil A.1 Standart kromatogrami: 1: Gallic acid 2: catechin 3: chlorogenic acid 4: caffeic acid 5: epicatechin 6: syringic 7: p-coumaric acid 8: ferulic acid

9: rutin 10: resveratrol 11: hesperidin 12: apigenin-7-glucoside 13: rosmarinic acid 14: eriodictyol 15: quercetin 16: naringenin 17: luteolin 18: apigenin
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Sekil A.2 L.purpureum var. purpureum Metanol Ekstresi HPLC Kromatogrami
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Sekil A.3 L.purpureum var. purpureum Etanol Ekstresi HPLC Kromotogrami
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