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OZET

CALAMINTHA NEPETA (L.) SAVLSUBSP. GLANDULOSA (REQ.) P. W. BALL
TURUNUN PETROL ETERi, ETANOL VE METANOL EKSTRELERININ
ANTIBAKTERIYEL, ANTIFUNGAL VE ANTIOKSIDAN AKTIiVITESININ

BELIRLENMESI

DIiDEM KARAARSLAN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Do¢.Dr.Tiilin ASKUN)
Balikesir, 2010

Lamiaceae familyasi, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetisen ve,
200 kadar cins ve 3000’ in {izerinde tiri bulunan zengin bir familyadir
Calismamizda Balikesir Susurluk il¢esinden toplanan Lamiaceae familyasina ait olan
‘Glizel Nane’ olarak bilinen Calamintha nepeta subsp. glandulosa bitkisine ait
metanol, etanol ve petrol eteri ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
belirlendi. HPLC analizi ile fenolik madde igerigi belirlendi.

Calismamizda Calamintha nepeta subsp. glandulosa bitkisine ait metanol,
etanol ve petrol eteri ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon ve
mikrodiliisyon yontemi ile incelendi ve minimum bakterisit/fungisit konsantrasyonu
belirlendi.  Antimikrobiyal aktivite sonucunda, bitki metanol ekstresi sadece
Escherichia coli iizerinde bakterisit etki gosterdi (12.5 mg/mL). Aspergillus
ochraceus ve Fusarium proliferatum lizerinde 12.5 mg/mL konsantrasyon degerinde
fungisit etki gosterdi. Etanol ekstresi Proteus vulgaris lizerinde bakterisit etki
gosterirken, F. proliferatum lizerinde (1.6 mg/mL) fungisit etki gosterdi. Petrol eteri
ekstresi P. vulgaris ve E. coli iizerinde 12.5 mg/mL konsantrasyon degerinde
bakterisit etki gosterdi. F. proferilatum iizerinde 1.6 mg/mL ve A. ochraceus
tizerinde 6.3 mg/mL konsantrasyon degerinde fungisit etki gosterdi.

Antimikrobiyal aktivitede Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Klebsiella
pneumonia (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897), Bacillus cereus (CCM 99),
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 maya olan Candida albicans (ATCC 10239)
kullanildi.

Antioksidan aktivite DPPH metodu kullanilarak yapildi ve IC50 degerleri
metanol, etanol ve petrol eter ekstreleri i¢in sirasiyla 4.78+0.2, 10.19+0.1, 63.5+1.25
pg/mL oldugu tespit edildi. Total fenol miktar1 Folin-Ciocaltacu metoduyla
incelenmis olup, etanol ekstresinin en yiiksek total fenol miktarina sahip oldugu
belirlendi (187.33 mgGA/gr). Aliiminyum Kloriir (AICI3) Kolorimetrik Metodu
kullanilarak metanol ektresinin 21.7 mgkatakol/gr total flavonoid miktar1 ile en
yiiksek konsantrasyonda flavonoid igerdigi tespit edildi. HPLC analizi sonucunda
bitkinin ekstrelerinde bulunan fenolik bilesikler tespit edildi ve elde ettigimiz
sonugclarla tartisildu.

Anahtar Kkelimeler: Calamintha nepeta subsp. glandulosa, Lamiaceae
antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite



ABSTRACT

DETERMINING THE ANTIBACTERIAL, ANTIFUNGAL AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES OF THE PETROLEUM ETHER, ETHANOL AND METHANOL
EXTRACTS OF CALAMINTHA NEPETA (L.) SAVI.SUBSP. GLANDULOSA (REQ.) P.
W. BALL

Didem KARAARSLAN
Balikesir University, Institute of Science

Department of Biology

(MSc Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Tiilin ASKUN)
Balikesir, 2010

Lamiaceae is a rich family which grows naturally especially in Mediterranean
countries and which has approximately 200 kinds and over 3000 species. In our study, the
antimicrobial and antioxidant activities of the methanol, ethanol and petroleum ether extracts
of Calamintha nepeta subsp. glandulosa — a plant that is known as ‘Nice Mint’ and collected
in Susurluk county of Balikesir Province — have been determined.

In our study, the antimicrobial activities of the methanol, ethanol and petroleum ether
extracts of Calamintha nepeta subsp. glandulosa were examined using the disc diffusion and
microdilution methods, and a minimum bactericide/fungicide concentration was determined.
As a result of its antimicrobial activity, the methanol extract of the plant had a bactericide
effect only on Escherichia coli (12.5 mg/mL). It had a fungicide effect on Aspergillus
ochraceus and Fusarium proliferatum with a concentration of 12.5 mg/mL. The ethanol
extract had a bactericide effect on Proteus vulgaris, whereas it had a fungicide effect on F.
proliferatum (1.6 mg/mL). While the petroleum ether extract had a bactericide effect on P.
vulgaris and E. coli with a concentration of 12.5 mg/mL, it had a fungicide effect on F.
proferilatum with a concentration of 1.6 mg/mL and on 4. ochraceus with a concentration of
6.3 mg/mL.

For the antimicrobial activity, Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Klebsiella
pneumonia (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897), Bacillus cereus (CCM 99), 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 Candida
albicans (ATCC 10239), which is a yeast, were used.

The antioxidant activity was carried out using the DPPH method and the IC50 values
of the methanol, ethanol and petroleum ether extracts were found to be 4.78+0.2, 10.1940.1,
63.5+1.25 pg/mL respectively. The amount of total phenol was examined using the Folin-
Ciocaltaeu method and it was found that the ethanol extract had the highest amount of total
phenol (187.33 mgGA/gr). Using the Aluminium Chloride (AICI3) Colorimetric Method, it
was determined that the methanol extract contained the highest concentration of flavonoid
(21.7 mgCatachol/gr). By means of HPLC analysis, phenolic compounds were determined in
the extracts of the plant and the results were discussed.

Keywords: Calamintha nepeta subsp. glandulosa, Lamiaceae, antimicrobial activity,
antioxidant activity
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1.GIRiS

1.1 Lamiaceae Familyasi

1.1.1 Genel Ozellikleri

Tiirkiye Lamiaceae familyasinin 6nemli bir gen merkezi konumunda olup, bu
familyaya ait 45 cins, 546 tiir ve diger alt birimlerle birlikte toplam 731 takson ile
temsil edilir. Ulkemizdeki endemizm oran1 %44.2 olan bu familya, Tiirkiye’ nin en

zengin liglincl familyas1 konumundadir [1, 2].

Familyanin karakteristik 6zelliklerinden bazilari; govde dort koseli, yapraklar
¢ogu zaman basit, bazen parcali ve dekussat dizilislidir; cicekler her nodusta
vertisillat durumundadir, zigomorf ve bilabiattir. Ugucu yaglari; sap1 tek, basi sekiz
hiicreli pul seklindeki Labiatae tipi salgi tiiylerindedir. Cigeklerde kaliks bes loblu,
kalic1 bazen bilabiat; korolla bilabiat, {ist dudak bazen eksiktir. Stamenler genellikle
dort tane olup ¢ogu zaman didinamdir, bazen de iki stamen bulunur. Ovaryum iki
karpelden meydana gelmis dort gozlii ve iist durumludur, her gézde bir oviil bulunur;

stilus ginobaziktir, meyve dort nukstan meydana gelen bir sizokarptir [3].

Ciceklerinin alt dudak ve ist dudak seklinde birlesmesinden dolayr De
Jussieu tarafindan ‘Labiatae’ olarak adlandirilmis ve 1836 yilinda Lindley tarafindan

Lamiaceae olarak degistirilmistir [4].



1.1.2 Kullanim Alanlari

Lamiaceae familyasi baharat, halk ilac1 ve koku kaynag1 olarak kullanilan pek

cok aromatik bitkiyi iceren bir familyadir [5].

Tiirkiye florasinda yetisen Ozellikle Lamiaceae familyasinin pek ¢ok iiyesi
(kekik, mercankdsk, sater, karabas otu, adacay1, yayla ¢ay1, nane, ogul otu, feslegen,
biberiye, lavanta gibi) koku, tat, baharat, ilag, icecek gibi pek c¢ok alanda yaygin
sekilde degerlendirilmektedir [6].

1.2 Calamintha Mill. Cinsi

1.2.1 Genel ozellikleri

Tiirkiye Florasi’ nda Calamintha Mill. (Lamiaceae) cinsi 6° s1 endemik olmak
lizere 9 tiir ve 13 takson ile temsil edilmektedir [7]. Anadolu’da yetisen Calamintha

genusu 8 tiir ve 6 alttiir icerir [8].

Calamintha tirlerinin ¢ogunlugunun taksonomisi, diger benzer Acinos,
Clinopodium, Micromeria, and Satureja tiirlerinde oldugu gibi hala yeterince
aciklanmamistir. Kitic ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢calismadaki amag sabit
taksonomik karakterleri belirlemek ve bu taksalar arasindaki kemotaksonomik

farkliliklar1 ortaya koymaktir [9].

Linnaean bitki smiflandirma projesiyle birlikte bazi tanisal benzerlikler
bulunan tiirler ayirt edilmeye c¢alisilmigtir ve bunlardan biri olan Calamintha nepeta’

min 2 alt tiirlind ayirt etmenin zor oldugu bilinen bir gergektir [10].

Calamintha nepeta subsp. glandulosa’ nin sinonimleri Melissa calamintha L.,
Calamintha officinalis Moench, Thymus glandulosus Req., Calamintha subnuda
Host, Calamintha glandulosa (Req.) Bentham, C. Byzantina, C.spruneri Boiss’ dir.



1. Verticillatlar gevsek, sap¢ik 6-13 mm; yapraklar 11-30 (-43) x 7-20 (-25)
mm genellikle her bir taraftan 5-9 testere dislidir.

subsp. nepeta

1. Verticillatlar yogun, sap¢ik 0.5 (-6) mm; yapraklar 8-18 x 8 16 mm, her bir

tarafina 5 dis kadar olmak {izere tamami ya da zayifca kenar1 dis distir.

subsp. glandulosa [11]

1.2.2 Morfolojik Ozellikleri

Cok yillik bitkiler, basit ortii tiiylii, salgi tiylii veya degil. Yapraklar sapli,
eliptikten ovata yada orbikulara dogru, nadiren triangular, kenarlar1 krenattan serrata
kadar veya tam, diiz, pennat damarli. Vertisillastrum, floral yapraklarin veya
braktelerin koltugunda, yogun veya gevsek kimoz az veya cok cicekli, genellikle
sapli. Brakteoller dar, kisa. Kaliks bilabiat, tiip diiz, torbal1 degil, salgi ve ortii tiiylii,
11-13 damarli, bogaz tiyll, alt digler st dislerden uzun, daima silli. Korolla
menekseden pembeye kadar, iist dudak emarginat, alt dudak 3-loplu. Stamenler 4,
alttaki cift tistteki ¢iftten uzun, anterler iist dudagin altinda yer alir, tekalar genellikle
divergent. Stillus dallar1 esit degil ve ince. Nutletler genisce ovoidden suborbikulara

kadar, tiiysliz. Ginodioik veya degildir [11].



1.2.3 Kimyasal I¢erigi

Sarer ve Pancani (1998) tarafindan Tiirkiye’nin kuzeyinde yetisen C.nepeta
(L.) Savi ssp. glandulosa’ nin ugucu yagi calisgilmistir. Yagin 25 igerigi ve total
miktarinin %94’ GC tarafindan tanimlanmistir. Temel bilesenlerin % 40.5 pulegon

ve % 23.6° s1 mentondur [8].

Akdeniz bolgesinden toplanan Satureja montana, Rosmarinus officinalis,
Thymus vulgaris ve Calamintha nepeta’ dan elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal
analizleri ve toksik etki miktarlar1 test edilmis, dort bitkiden elde edilen yagin
biyotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bitkiler icinde en fazla biyotoksik etki
Calamintha ve Thymus > da gozlenmistir [12].

Ucucu yag igeriklerine gore yapilan smiflandirmalarda; Lavandula,
Origanum, Satureja ve Thymbra tirleri yiiksek diizeyde (%2’ den fazla), Acinos,
Calamintha, Cyclotrichium, Mentha, Nepeta, Rosmarinus, Salvia ve Thymus tlrleri
orta diizeyde (%0.5-2.0), Ajuga, Ballota, Clinopodium, Lamium, Marrubium,
Melissa, Micromeria, Phlomis, Scutelleria, Sideritis, Stachys ve Teucrium tirleri

diistik diizeyde (%0.5’den az) ugucu yag igerenler grubunda siniflandirilmistir [4].

Souleles ve arkadaslar1 (1987) yaptiklar1 calismada Lamiaceae familyasindaki
monoterpen ve ketonlarin biyogenetik aragtirmalarina gore, yagin temel bilesigi olan
pulegone, menthon, izomenthon ve piperitonun varligina dair bulgulari, C. nepeta
ornegindeki terpenlerin biyogenesinin pulegone yolunu takip ettigini gostermislerdir

[13].

Kitic ve arkadaslarinin (2002) yaptiklar1 ¢alismada Calamintha nepeta (L.)
Savi ssp. glandulosa (Req.) P. W. Ball tiiriiniin hidrodistilasyondan elde edilen yag,
GC ve GC/MS ile analiz edilmis ve 36 bilesen tanimlamislardir. Yagin ana
bilesenleri olarak pulegone (%37.5), menthone (%17.6), piperitetone (%15.0) ve
piperitone (%10.2) bulmuslardir. Yagin Aspergillus niger, Eschericha coli ve



Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis ve Pseudomonas

aeruginosa’ ya kars1 antimikrobiyal etkinligi belirlenmistir [14].

Calamintha nepeta’ nin ugucu yagimin kimyasal igerigi ve antimikrobiyal
aktivitesi Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Salmonella veneziana,
Salmonella paratyphi B, Salmonella typhimurium, Fusarium monoliforme, Botrytis
cinerea, Aspergillus niger ve Pyricula oryzae’ e karsi ¢alistlmistir. Ustelik yagin
temel icerikleri (limonen, pulegon, mentol) ayni mikroorganizmalara karsi test
edilmistir. Sadece pulegonun 6zellikle Salmonella tirlerine karsi antimikrobiyal
aktivite gostermistir [15]. Calamintha nepeta yaklasik olarak pulegone ve diger

ketonlar1 igeren yaklasik olarak % 0.35 oraninda ugucu yag icerir [16].

Calamintha glandulosa’ nin yapraklarindan asetilenmis yeni bir flavon;
acacetin 7-O-[6""-O-acetylglucosyl (1"—'"2")] rhamnosyl (1""—6") glucoside ve daha
once bilinen acacetin 7-O-rhamnosyl (1""—6") glucoside bilesimiyle beraber izole

edilmistir..

Micromeria’ nin tim tiirleri ile C. glandulosa ¢alisilmis ve hepsinde acacetin 7-
O-[6""-O-acetylglucosyl (1"—6")] glucoside ve acacetin 7-O-rhamnosyl(1"—6")
glucoside ayni iki bilesik bulunmustur [17].

Anadolu’ da yetisen 5 farkli lokaliteden toplanan Calamintha nepeta’ nin
ucucu yaglart Alan ve arkadaglari tarafindan (2010) c¢alisilmis ve ana bilesikler
pulegone, menthone, caryophyllene oxide, trans-piperitone oxide, menthol, trans-

piperitone oxide, limonene, piperitenone oxide, oxide olarak bulunmustur [18].



1.2.4 Kullanim Alanlar

Calamintha tirlerinin yapraklari, ¢icekleri ve dallar1 bitki caylarinda ve
geleneksel ilaclarda, genel olarak uyarici, antiseptik ve antispazmatik olarak
kullanilmaktadir [19-20]. Tiirkiye’ de ve bazi lilkelerde Calamintha tiirleri bitki ¢ay1
olarak kullanilmaktadir [21-23].

Calamintha nepeta tiptaki kullanimiyla harekete gegirici tonik, antiseptik ve

antispazmodik olarak bilinir [24-25].

Calamintha, tenyalar1 bagirsak kurtlarini oldiirebilmektedir. Diizgiin sekilde
dogranmig yapraklar embriyoyu Oldiirmekte, mensturasyonu diizenlemektedir.
Sarapla pisirildiginde ve sarma olarak uygulandiginda koyu renkli yara izlerini

beyaza doniistiiriir. Yilan 1siriklarinda igten ve distan yardimci olur.

Leonti ve arkadaslarinin (2008) Sicilya’ daki etnobotanik aragtirmalari
Calamintha nepeta Savi’ nin bagirsak parazitlerine, ilag olarak zehirli hayvanlarin

wsiriklarina karsi ve dogum sancisini tetiklemekte kullanildigini gostermistir [26].

Yeni veya nadir kullamimlar1 arasinda, Calamintha nepeta’ nin bdcek
siriklart i¢in (antiemflamatuar ugucu yag) ve Cichorium intybus’ un (seskiterpen
lakton) hipertansiyon i¢in ditliretik ajan olarak kullanimi belirtilmistir. Ayni zamanda
Petroselinum crispum’ da sivilcelere karsi tedavide ¢oziicli etmen olarak kullanimi

bildirilmistir [27].

Guarrera (2003) yaptig1 calismada, halk arasinda iyi bir antihelmintik olarak
diistintilen Calamintha nepeta and A. sativum’ un, belkide bu 6zelliginden dolay1 pek

cok yemek tarifinde bulundugunu bildirmistir [28].

Thymus, Origanum, Satureja ve Thymbra gibi genuslar halk arasinda kekik
olarak degerlendirilir. Bunun yaninda Calamintha, Cyclotrichum, Micromeria ve

Teucrium cinslerinin bazilarindan da kekik olarak faydalanilmaktadir [6].
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Calamintha Mill. genusunun bazi tiirleri geleneksel olarak nanenin yerine,

mide toniklerinde, antiseptiklerde ve balgam soktiiriicii olarak kullanilmistir [29].

Matt ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar ¢alismada Calamintha nepeta’ y1
kaynatip suyunu i¢gmenin gut ve cilt hastaliklarina kargi kullanmayi 6nerdi. Bel

agrilarina kars1 da yapraklarinin haricen uygulanmasini tavsiye etmiglerdir [16].

Calamintha nepeta (L.)’ nin toprak tustli kisimlari halk arasinda bdcek
sokmasinin deri iizerinde yaptig1 kizarikliklarin yok edilmesinde ve veterinerlikte
hindi ve tavuklarin bagirsak parazitlerine karsi korunmasinda sarimsak ile birlikte

kullanilmistir [30].

Calamintha nepeta (L.)’ nin yapraklart tadlandirict olarak omletlerde,
enginarli, salyangozlu yemeklerde, salatalarda ve ekmek, zeytinyagr gibi
malzemelerde aromalandirma i¢in kullanilir. Ayrica uyarici, antiseptik, sindirime

yardimci, safra soktiiriicli olarak tedavi edici kullanimi1 da kaydedilmistir [31].

1.2.5 Yoresel Adlan

Calamintha tiirleri yoresel olarak ‘Giizel nane, Dag nanesi, Misk otu, Dag
misk otu, Yabani ogul otu’’ isimlendirilir [21-23].

Calamintha cinsine bazi kaynaklarda ¢igeklerinin iri ve nane gibi
kokmasindan dolay1 “Iri cicekli giizel nane” ya da “Tiirkiye Melissa’ s1, Tiirk otu,

Kediotumsu giizel nane” olarak da bilinmektedir [32].

1.2.6 Yabanci Dillerdeki Adlar

Calamintha nepeta  Avrupa’nin  degisik bolgelerinde  ‘Calamithra,

Calamithros, Phliscouni, Agrioriganum’ olarak bilinen Labiate familyasindan bir



bitkidir [33]. Lesser Calamint olarak da adlandirilir. Calamintha nepeta (L.) italya’

da Mentuccia olarak isimlendirilir [30].

1.3 Calamintha nepeta (L.) Savi subsp. glandulosa

1.3.1 Morfolojik Ozellikleri

Govde 20-75 cm, tabandan itibaren dikleserek yiikselir. Siklikla seyrekten
yoguna dogru diiz uzun tiiyli yada kivrik ve kisa tiiyliidiir. Yapraklar ovat, tam
yada kenarlar1 zayifca oymali-her bir kenarda 5’ e kadar dis igerir. 8-18 x 8-16 mm,
salgi tliylii, hemen hemen uzun ve kisa diiz tliylii yada kivrik kisa tiiylii, pennat
damarhdir. Vertisillatlar yogun, (2-)5-15 ¢igeklidir. Pedunkul 0.5(6) mm, sekonder
dallar 0-9 mm. Brakte subulat, 1.5-4 mm. Kaliks 3.5-5.5 mm, salg1 tiiylii hemen
hemen kivrik, seyrek olarak kisa ve uzun tiiyli, 13 damarhdir. Kaliks tliyleri
bogazda seyrek ve tagmistir. Korolla acik mordan pembe renklere dogru, 6.5-12

mm. Cigekler ginodioiktir.

1. Verticillatlar gevsek, sapg¢ik 6-13 mm; yapraklar 11-30 (-43) x 7-20 (-25)
mm genellikle her bir taraftan 5-9 testere dislidir.

subsp. nepeta

1. Verticillatlar yogun, sap¢ik 0.5 (-6) mm; yapraklar 8-18 x 8 16 mm, her bir
tarafina 5 dis kadar olmak lizere tamami ya da zayifca kenar1 dis distir.

subsp. glandulosa [11]



1.3.2 Calamintha nepeta subsp. glandulosa’ nin Sistematikteki Yeri

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass: Asteridae

Order: Lamiales

Family: Lamiaceae

Genus: Calamintha Mill.

Species: Calamintha nepeta (L.) Savi

Subspecies: Calamintha nepeta (L.)Savi subsp. glandulosa (Reg.) P.W.Ball

1.3.3 Tiiriin Tiirkiye’deki Yayilisi
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Sekil 1.1 Calamintha nepeta subsp. glandulosa’ nin yayihsi



Tiirkiye’ nin kuzeyi, Batt Anadolu ve Marmara Adas1’ nda yayilis gosterir.
Genellikle kayin - kestane ormanlar1, kumlu ve kayalik kiregtasi yamaglar, tarla ve

nehir kenarlar1 arasindaki habitatlari tercih eder [34].

1.3.4 Tiir ile Tlgili Biyolojik Aktivite Cahsmalari

Sekil 1.2 Calamintha nepeta subsp. glandulosa

Calamintha nepeta (L.) Savi ssp. glandulosa (Req.) P. W. Ball tiiriiniin ugucu
yagt ile yapilan calismada Aspergillus niger, Eschericha coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis ve Pseudomonas aeruginosa’ ya

kars1 antimikrobiyal etkinligi belirlenmistir [ 14].
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Calismamizda Calamintha nepeta (L.) Savi ssp. glandulosa (Req.) P. W. Ball
tiiriiniin metanol, etanol ve petrol eteri ekstrelerinin antimikrobiyal, antioksidan
aktivitelerini ve HPLC analizi ile i¢eriginde bulunan fenolik bilesikleri inceledik. Bu
bitkinin Tirkiye’ de yetisen lokalitelerinden ugucu yagi ile ilgili calisma
bulunmasina ragmen toprak istii kisimlarinin metanol, etanol ve petrol eteri
ekstreleri ile ilgili simdiye kadar herhangi bir calismaya rastlanmadi. Biyolojik
aktivite ve antioksidan aktivite ile ilgili de calisma bulunamadi. Calismamizda
antioksidan aktivite caligmalarini DPPH metodunun yani sira bitki ekstrelerindeki
total fenol ve total flavonoid miktarlarin1 belirleyerek bitki tiliriiniin bilinmeyen
ozelliklerini belirlemeye c¢alistik. Bitkimiz ile ilgili literatiirde ¢ok fazla ¢alisma

bulunmamasi ¢calismamiz1 6zgiin kilmaktadir.

Diinya’ da giderek 6nemi daha da artan bitkisel ila¢ kullanimi, iilkemizdeki
bitki tiirlerinin zenginliginin genis olmasi acisindan bizleri ¢ok ilgilendirmektedir.

Bu acidan iilkemizde de bitkilerle yapilan ¢alismalar giderek artmistir.

Antibakteriyel etkiye sahip olan bitkiler, yaygin olarak kullanilan
anibiyotiklere kars1 direng gelistiren bakteri tiirlerini kontrol altina alabilme
yetenegine sahiptirler. Bu durumda bitkiler tedavi edici etkilerinin yani sira yeni
antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi i¢in yapilan arastirmalara da model olarak

kullanilabilirler.

Mikrobiyal aktivite besinlerin bozulmasi ve besin degerlerini kaybetmesine
neden olan birincil etkendir Staphylococcus aureus ve E. coli tiirleri, besin
zehirlenmelerinden ve kalp, akciger, kemik iligi, idrar yollar1 iltihaplarindan sorumlu
olan bakteri tiirlerindendir [35]. Besinlerin bozulmasini 6nlemede ve enfeksiyonel

hastaliklara ¢6ziim olmasi i¢in dogal antimikrobiyallarin kesfi nemlidir.

Calismamizin amagclarindan biri de gilinlimiizde yanlis antibiyotik kullanimi
sonucu ortaya ¢ikan antibiyotik direncine karst yeni ajanlarin varligini tespit
etmektir. Mikroorganizmalar mikrobiyal aktiviteleri sonucunda bir¢cok hastaligin

sebebi olmaktadir. Caligmalarin mikotoksin ve aflatoksin iireten funguslar iizerine
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yapilmasida dnemlidir. Ciinkii aflatoksin lireten Aspergillus tiirleri de hem ekonomik

olarak zararli hemde ¢esitli hastaliklara neden olmaktadirlar.

Antioksidan molekiiller, giliniimiizde olusan bir¢ok rahatsizliga sebebiyet
veren ajanlar olan genel reaktif oksijen tiirlerini inaktive ederler [36]. Serbest
radikaller antioksidan savunmay1 asarlar ise ateroskleroz, kalp hastaliklari, kanser,
serebrovaskiiler hastaliklar, ndrodejenaratif hastaliklar, amfizem, bronsit ve karaciger
hastaliklar1 gibi yaslanmayla baslayan dejeneratif bozukluklarin da yer aldigi
patolojik durumlara daha siklikla rastlanilmaktadir [37,38]. Bu yiizden serbest
radikallerin indirgenmesini saglayan dogal antioksidanlarin kesfedilmesi agisindan
biiylik 6nem arz etmektedir. Antioksidan aktivite ¢alismamiz dogal antioksidanlarin

kesfedilmesi acisindan dnem arz etmektedir.
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2.ARACLAR VE YONTEMLER

2.1 Bitki Orneginin Hazirlanisi

Calamintha nepeta subsp. glandulosa 2008 yilinda Balikesir, Susurluk’ tan
toplandi. Oda sicakliginda 151k almayan ortamda 25 - 30 giin bekletilerek kurutuldu.
Bitkinin teshisi Prof. Dr. Giilendam TUMEN ve Dog. Dr. Fatih SATIL tarafindan
yapildi.  Tiir 6rnegi Balikesir Universitesi Biyoloji béliimii herbaryumunda

bulunmaktadir. Cizelge 2.1° de bitkiye ait veri tablosu yer almaktadir.

Cizelge 2.1 Calamintha nepeta subsp. glandulosa’ ya ait bilgiler

Herbaryum | Yiikseklik
Bitkinin ad1 | Toplandig: yer Tarih
numarasi (m)

Calamintha Balikesir-Susurluk

nepeta subsp. (Yildiz Koyii, | 09.11.2008 FS1508 150m

glandulosa Tepeler)
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2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanisi

Bitkinin kurutulmasindan sonra belli bir miktarda tartilarak yaklasik 15 - 20
giin boyunca ¢oziicii igerisinde bekletildi. Bekleme siirecinin ardindan vakumlu
doner buharlagtirici (rotary evoporator) cihazi kullanilarak ekstre alim islemi

gerceklestirildi (Sekil 2.1).

Cihazin sicaklig1 tiim ¢oziiciilerin kaynama noktasi sicakligina bagli olarak
farkl1 derecelere ayarlandi. Cizelge 2.2” de ¢oziicii ve elde ettigimiz cihazin sicakligi
ve ekstraksiyon siiresi bilgileri verildi. Elde edilen ekstrede kalan ¢oziicliniin
uzaklastirilarak konsantre hale gelmesini saglamak i¢in oda sicakliginda, 151k

gormeyen ortamda 4-5 giin boyunca bekletildi.

Konsantre hale gelmis ekstreden 0.5 gr tartilarak 5 mL % 5’ lik DMSO
(dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢oziildii. Bu stoktan 2 mL alinip 0.22 pL’ lik membran
filtreden gecirilerek steril stok ¢ozelti elde edildi. Stok ¢dzelti ve ekstre -20°C’ de
buzdolabinda sakland.

Sekil 2.1 Donerli Buharlastirici
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Cizelge 2.2 Ekstraksiyon iglemine ait bilgiler

. Coziicii Ekstraksiyon
Coziict Bitki . Sicaklik ]
miktar stiresi
miktar1 (°C)
(mL) (saat)
(gr)
Petrol
) 68 750 40 4
eterl
Metanol 68 1000 40 4
Etanol 68 1000 40 7

2.3 Kullanilan Mikroorganizmalar

Gram (+) bakterilerden olan Staphylococcus aureus (ATTC6538P), Bacillus
cereus (CCM 99) ve gram (-) bakterilerden Klebsiella pneumonia (CCM 2318),
Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus
vulgaris (ATCC 6897) kullanildi. Ayni zamanda Candida albicans (ATCC 10239)

mayasi kullanildi.

Antifungal aktivitede kullanilan filamentli 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)’dir.
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2.4 Kullanilan besiyerleri

2.4.1 Antimikrobiyal Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

Ticari olarak satin alinan hazir toz besiyerlerinden tartim alinarak distile suda

coziildiikten sonra manyetik 1siticida berraklasincaya kadar beklendi.

Besiyeri hazirlarken 200 ml distile su i¢in Nutrient Agar (5.6 gr), Nutrient
Broth (1.6 gr), Sabouraud Dekstroz Agar (9.4 gr), Sabouraud Dekstroz Broth (6 gr),
Patates Dekstroz Agar (7.8 gr), Malt Agar (9.6 gr) olmak tizere tartild1.

Agar igeren besiyerleri 1sitilarak agar1 tamamen eritildi. Petri ve tiipte olmak
tizere 2 sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri 15 dk 121 °C’ de otoklavda
sterilizasyon edildikten sonra bek alevi yaninda petrilere 15 - 20 mL olacak sekilde

dokiildii.

Tiiplerde yatik agar hazirlamak ig¢in ise agari tamamen eritilen besiyeri
tiiplere 6 mL olacak sekilde paylastirildiktan sonra otoklavlanarak 15 dk 121 °C’ de
steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra tiipler yatik olarak birakilarak donmasi
saglandi.  Petri ve yatik besiyerleri daha sonra kullanilmak tiizere +4 °C’ de

buzdolabinda saklandi.

Broth besiyerleri de manyetik 1siticida karistirilarak hazirlandiktan sonra 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 Antimikrobiyal Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Marka | pH Kullandigimiz alan
Nutrient Difeo 6.840.2 An‘.ubakterl}.fel aktivitede MIK degerininin
broth belirlenmesi
Nutrient Antibakteriyel aktivitede MBK degerinin
aua:len Fluka 6.8+£0.2 belirlenmesi, disk difiizyon yontemi ve
g yatik agar kiiltiire alma iglemi
Sabouraud .
Antifi 1 aktivi MIK gerini
dekstroz Merck 5,640 nFl unga . aktivitede degerinin
belirlenmesi
broth
Sabouraud
Antifi 1 aktivi MFK gerini
dektroz Merck | sz | ‘nifungal aktivitede ~MEK — degerinin
belirlenmesi ve disk difiizyon yontemi
agar
Malt
Antifi 1 aktivi k kiifleri
ekstrakt Merck 7 6402 "ntluunga aktivitede yatik agarda kiiflerin
kiiltiire alinmas1
agar
Patates . .. o ..
dekstroz Merck 564007 An‘.ufungal. aktl’vneC?e“ MFK degerlmn
agar belirlenmesi ve disk difiizyon yontemi

2.5 Serum Fizyolojik Hazirlanis

0.9 gr NaCl, 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra falcon tiiplerine

paylastirilarak 20 dk 121 °C’ de steril edildi.

inokulum siispansiyonunun hazirlanisi isleminde kullanildi.

2.6 inokulum Siispansiyonunun Hazirlanisi

Antibakteriyel aktivite ¢alismasinda bakteri siispansiyonlart serum fizyolojik

ile MacFarland 0.5 standardina gore hazirlandi. Ayni 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 dogrulugu teyit edildi.
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2.7 Metabolizma Indikatorii Cozeltisinin Hazirlams

Antibakteriyel ¢caligmamizda bakteri iiremesini kontrol amagl olarak Fluka
marka Ledanitrotetrazolium violet (INT); 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
phenyl-2H-tetrazolium kloriir metabolizma indikatérii  kullanildi. 0.04 gr
Ledanitrotetrazolum violet tartilarak 10 ml steril distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi. Stogun kontamine olmamasi i¢in 2 ml ependorfa aktarilarak calisildu.

Cozelti +4 °C’ de 151k almayan ortamda saklandi.

2.8 Antimikrobiyal Aktivite

2.8.1 Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi ekstrenin mikroorganizma {izerinde kalitatif olarak

etkili olup olmadigini bulmak amaciyla uygulandi.

Inokulum siispansiyonu 24 — 48 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden hazirland.
Nutrient Agar besiyeri bulunan petri plaklar1 {izerine ekiivyon ¢ubuk ile yayild.
Petri {izerine steril diskler yerlestirilip, disklere 15 pl 100 mg/ml ve 50 mg/ml
konsantrasyonlarinda bitki ekstresi emdirildi. Bu sekilde hazirlanmis petri plaklari

37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi.

Inokulum 7 — 14 ginliik taze fungus kiiltiirleri kullanilarak hazirland.
Bakterilerde oldugu gibi inokulum Sabouraud Dekstroz Agar igeren petri plaklarina
ekiivyon g¢ubuk yardimiyla yayildi. Uzerine 15 pl ekstre emdirilmis diskler
yerlestirildikten sonra 72 - 96 saat inkiibasyona tabi tutuldu.

Kontrol grubu olarak bakteriler i¢in sulphamethoxazole trimethoprim ve
kiifler i¢cin amphotericin B antibiyotigini igeren diskler kullanildi. Disk g¢evresinde
bakteri veya kiif iiremesininin olmadigi bolge inhibisyon zonu olarak adlandirilir.
Inkiibasyon sonrasinda disk capida dahil olmak iizere zon ¢api odlgiilerek mm

cinsinden sonugclar verildi [39].
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2.8.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MIK)

Bakteriler ve maya, yatik Nutrient agarda 24 saat 37 °C’ de funguslar ise

yatik Malt agarda 72 - 96 saat 28 °C’ de inkiibasyona birakilarak yetistirildiler.

Yirmidort saatlik taze kiiltiirlerle inokulum siispansiyonu hazirlandi ve her bir
mikroorganizma icin well-plate iizerinde {li¢ seri olarak calisildi. Kiifler i¢in

Sabouraud Dekstroz Broth, bakteriler i¢in Nutrient Broth kullanildi.

Ik kuyucuga 175 ul besiyeri, diger kuyucuklara 100 pl besiyeri konuldu.
Daha sonra ilk kuyucuga 25 pl ekstre konuldu ve altinc1 kuyucuga kadar bir 6nceki
kuyucuktan 100 pl ekstre ¢ozeltisi alinarak seri sekilde seyreltme islemi yapildi.
Seyreltme islemi bittiginde kuyucuklardaki son ekstre konsantrasyonu 12.5, 6.3, 3.1,
1.6, 0.8 ve 0.4 mg/mL' lik oldu.

Seyreltme isleminden sonra negatif kontrol disinda biitiin kuyucuklara 10 pl
inokulum siispansiyonu asilandi. Icerisinde bitki ekstresi, besiyeri ve inokulum
siispansiyonu bulunan 96’ lik well-plateler, bakteriler icin 37 °C’ de 24 saat,
funguslar i¢in 28 °C” de 72 - 96 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinden
sonra, Uremenin oldugu konsantrasyondan yiiksek olan bir 6nceki konsantrasyon

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri olarak alind1 [39,40].

Bakterilerde MIK degerini saptamada Ledanitrotetrazolium violet,
metabolizma indikatorii olarak kullanildi. Bu amagla well plate ¢ukurlarina 15 pL
Ledanitrotetrazolium violet ¢ozeltisi konuldu ve 3-4 saat etiivde 37 °C’ de bekletildi.
Bekleme sonrasinda iiremenin oldugu c¢ukurcuklar pembe renge boyandi.
Boyanmanin goriildiigii ilk c¢ukurcuktan bir Onceki cukurcukta bulunan ekstre
konsantrasyonu MIK degeri olarak alindi. Boylece minimum inhibisyon

konsantrasyonu tespit edildi.
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2.8.3 Minimum Bakterisit Konsantrasyonu (MBK) ve Minimum Fungisit

Konsantrasyonunu Belirleme (MFK)

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

mikroorganizmalar1 6ldiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilir.

Bu yontemde iiremenin olmadig1 well plate ¢ukurcuklarindan 20 pl alinarak
bakteriler i¢in Nutrient Agar tizerine, kiifler i¢in Sabouraud Dekstroz Agar iceren
petri plaklarin iizerine ekim yapildi. Inkiibasyona birakildiktan sonra iiremenin
gerceklesmedigi  konsantrasyon  degeri  bakterilerde  minimum  bakterisit
konsantrasyonu (MBK) degeri ve funguslarda minimum fungisit konsantrasyonu

(MFK) degeri olarak bulundu [39].

2.9 Antioksidan aktivite

2.9.1 DPPH Metodu

DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazil) ¢ozeltisinin ekstreyle karigsmasindan
sonra diisen absorbans degeri, ekstrenin antioksidan aktivitesinin oldugunu gosterir.
Belirledigimiz ICsy (inhibisyon konsantrasyonu) degeri, DPPH ¢dzeltisinin

absorbansini % 50 diisiiren konsantrasyon degeridir.
Ekstre 6rneginden (0.003 gr) tartilip 3 mL metanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 100, 200 pg/mL

konsantrayonlarda standart diliisyonlar hazirlandi.

DPPH ¢ozeltisi (1.5x10°M), 0.0006 gr 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazil’in 10

mL metanolde ¢ozlilmesiyle hazirlandi.
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Calamintha nepeta subsp.glandulosa bitki tlirliniin metanol, etanol, ve petrol
eteri ekstrelerinden hazirlanmis diliisyonlarindan 1.5 mL alinip 0.5 mL DPPH
cozeltisi ile karistirildi. Bu karisimlar 30 dakika karanlik bir odada inkiibasyona
birakildiktan sonra 517 nm’ de absorbans degerleri UV - vis spektrofotometre ile

metanole karst okundu. Kontrol grubu olarak DPPH ¢6zeltisi kullanildi [41].
% inhibisyon degeri asagidaki formiille hesaplandi.
% DPPH INHIBISYON DEGERI= [CA — EA]/CA x 100
CA: Kontrol absorbansi

EA: Ekstrenin absorbansi

2.9.2 Total Fenol Miktar Tayini

2.9.2.1 Folin-Ciocaltaeu Yontemi

Ekstrelerin hazirlamisi: Total fenol yonteminde kullanilmak {izere bitki
ekstrelerinden 0.01 gr tartilarak 2 mL saf su igerisinde ¢oziildi (Smg/mL). Bu stok

cozeltiden 1 mg/mL’ lik diliisyonu hazirlandi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlamisi: 2 gr Na,COs tartilarak (%2’ lik)

100 mL distile su i¢erisinde ¢oziildii.

Gallik asit ¢ozeltisinin hazirlamisi: 0.25 gr gallik asit %10’ luk etanol 10 ml
icerisinde ¢oziildli. Kalibrasyon egrisi olusturmak tizere 0, 50, 100, 150, 250, 500

mg/mL’ lik konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirlandi.
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Olciim islemi: 20 pL bitki ekstresi ve gallik asit, 1.58 mL distile su ve 100
uL Folin-Ciocaltaeu ¢ozeltisi ile karigtirildi. 2 dk sonunda 300 pL sodyum karbonat
cozeltisinden eklenip 2 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. Bekletildikten
sonra absorbans degerleri 765 nm’ de 6l¢iildii ve total fenol miktarlar1 esdeger gallik

asit miktar1 olarak verildi [42].

2.9.3 Total Flavonoid Miktarmin Belirlenmesi

2.9.3.1 Aliiminyum Kloriir (AICl;) Kolorimetrik Metodu

Aliiminyum Kloriir Kalorimetrik Metodunda referans flavonoid olarak

katakol kullanildi.

Katakol cozeltilerinin hazirlamisi: 25 mL %80 etil alkolde 0.0125 gr
katakol coziilerek 500 mg/mL konsantrasyonda stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok
¢ozeltiden kalibrasyon egrisi olusturulmak tizere 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/mL’ lik

diliisyonlar1 hazirlandi.

Bitki ekstrelerinin hazirlanisi: Metanol, etanol ve petrol eteri ekstrelerinin
her birinden 0.025 tartilarak 10 mL % 80 etil alkolde ¢oziilerek 2500 mg/mL’ lik
stok ¢oOzelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1250 mg/mL ve 500 mg/mL’ lik

konsantrasyon degerinde seyreltmeler hazirlandi.

500 pL ekstre ve katakol ¢ozeltisi, 2 mL distile su ve 150 pL % 5’ lik NaNOs
ile iyice karigtirildi. 5 dakika bekledikten sonra karisim igerisine 150 pL %10 luk
AlCl; eklendi. Altinc1 dakikada 1 mL 1M NaOH eklendikten sonra 1.2 mL su ile
cozelti 5 mL’ ye tamamlandi. UV-Vis spektrofotometre ile 510 nm’ de 6l¢iim alindi.
Kor cozelti igerisine ekstre yada referans ¢ozelti yerine ayni miktarda distile su

konuldu. Sonuglar esdeger katakol miktar1 olarak verildi [43].
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2.10 HPLC Analizi (Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi)

Kolon kromatografi ¢esitlerinden bir tanesi olan HPLC; yiiksek basingli sivi
kromatografisi ya da yiliksek performansli sivi kramotografisi olarak ifade edilir.
Siklikla biyokimya ve analitik kimya alanlarinda ayirma, tanimlama ve bilesenlerin
miktarini belirleme gibi amaglarla kullanilmaktadir. Kolon kromatografisi durgun
faz yani paketlenmis materyal, ¢c6zgen olarak ifade edilen hareketli faz, hareketli faz1
kolona tasiyan pompa ve molekiillerin tutulma zamanmi gosteren dedektor
kisimlarindan olusur. Bitki ekstrelerinin fenolik bilesenlerini tayin etme amagli bu

yontem kullanilir.

2.10.1 Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihaz ile ilgili 6zellikler

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 EclipseXDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron
Mobil faz: A: %3 asetik asit, B: Metanol
Akis Hizi: 0.8 mL / dakika

Kolon sicakligt: 30 °C

Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre
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Gradient programi

F'umpsl CTOA El.-'i‘-.vpl SCL-104wp | Status Log  Time Prograrn

ft Time M odule Ewent Y alue Corment
1 |00 Pumpz * |B.Conc hd 7
2 |20.00 Pumpz B.Conc 28
3 |Z23.00 Purmpz B.Conc 20
4 |35.00 Pumpz B.Conc 30
5 |45.00 Pumpz B.Conc 33
B |G0.00 Purmips B.Conc 33
¢ |B2.00 Pumpz B.Conc 42
g |70.00 Pumpz B.Conc a0
9 |75.00 Purnipz B.Conc 20
10 (2000 Pumpz B.Conc 100
11

Numunelerden 10 mg tartilip 1 mL metanolde ¢oziilerek 20 pL HPLC’ ye
enjekte edildi.

2.11 Kullanilan Cihazlar

Ekstrelerin antibakteriyel ¢alismalar1 kapsaminda Bilser marka W-lamp
hepafiltreli laminaflow kullanildi. Antioksidan ¢alismalar sirasinda UVWIN 5.0
UV-VIS spektrofotometre ve kuartz kiivetler kullanildi. Bakterilerin uygun
sicakliklarda inkiibasyonu icin Elektro-Mag marka etiiv kullanildi.

Cesitli ekstrelerin ve yikanan malzemelerin kurutulmasi amaglit KD 280 Niive

marka kurutma dolabi1 kullanildi.  Cozeltilerin ve inokulumlarin homojen

karigsmasinda Elektro-Mag marka vortex kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

3.1.1 Disk Difiizyon Yontemi Bulgular:

Bu yontemde 6 mm capa sahip diskler kullanildi. Bakteriler i¢in kontrol
grubu olarak sulphamethoxazole trimethoprim antibiyotigi igeren diskler

kullanilirken, kiifler icin amphotericin B antibiyotigi kullanildi.

100 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasyonlarinda olan bitki ekstreleri disklere
emdirilerek cesitli bakteri ve kiiflere karsi denendi. Inkiibasyon siiresinden sonra
inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iildii ve sonuglar metanol ekstresi i¢in ¢izelge 3.1° de,
etanol ekstresi i¢in ¢izelge 3.2° de, petrol eteri ektresi igin ¢izelge 3.3’ te mm

cinsinden verildi.
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Cizelge 3.1 Calamintha nepeta subsp. glandulosa metanol ekstresinin disk

difiizyon metodu sonuglari

Calamintha nepeta
subsp. glandulosa

Disk difiizyon zon ¢aplari(mm)

i Standart ilag
metanol ekstresi 1.5mg/disk | 0.75mg/disk
(25pg/mL)
Proteus vulgaris 7.75+0.95 - 43.75+1.70
Bacillus cereus 10.5+1.29 9.5+0.57 -
Staphylococcus aureus 6.75+0.5 - 44.75+1.25
Pseudomas aeruginosa | 12.5+1.91 11+0.81 -
Klebsiella pneumonia 7.5+1.29 - 30.5+1.59
Esherichia coli 10.5+0.57 - 39+0.81
Candida albicans 6.5+0.57 - -
Aspergillus ochraceus 6.5+0.57 - 10+0.81
Aspergillus niger - - 12.25+0.5
Aspergill flavus - - 16+0.81
Fusarium proliferatum 6.75+0.5 - 10.5+0.57

Cizelge 3.2 Calamintha nepeta subsp. glandulosa etanol ekstresinin disk

difiizyon metodu sonuglar1

Calamintha nepeta subsp.
glandulosa

Disk difiizyon zon ¢aplari(mm)

etanol ekstresi 1.5mg/mL | 0.75mg/mL Sg;lsg/l‘;i[l‘i)lﬁf
Proteus vulgaris 10.5+1.29 9+0 43.75+2.06
Bacillus cereus 8.75+0.95 7.25+1.25 -
Staphylococcus aureus - - 46+1.15
Pseudomas aeruginosa 10.5+£0.57 9.75+0.95 -
Klebsiella pneumonia - - 30.25+1.25
Esherichia coli 24.18+0.5 6.25+0.5 38.5£1.29
Candida albicans 7+0.81 6.5+0.5 -
Aspergillus ochraceus 7.75+1.25 6.5+£0.57 12.25+1.89
Aspergillus niger 6.75+0.5 - 12.25+0.5
Aspergillus flavus - - 17+1.41
Fusarium proliferatum 9.5+0.57 7.5+0.57 9.75+0.5
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Cizelge 3.3 Calamintha nepeta subsp. glandulosa petrol eteri ekstresinin disk

difiizyon metodu sonuglari

Calamintha nepeta Disk difiizyon zon ¢aplari(mm)
subsp. glandulosa
petrol eteri ekstresi 1.5mg/mL | 0.75mg/mL Sg;lsg/l‘l:lii??
Proteus vulgaris 9.5+0.57 7.25+0.5 43.5+1.29
Bacillus cereus 7.5+0.57 6.5+0.57 -
Staphylococcus aureus 7.25+0.5 - 30.25+0.5
Pseudomas aeruginosa 8+0.81 7.25+0.95 -
Klebsiella pneumonia 9+1.25 8.25+0.95 254+0.95
Esherichia coli 8+0.81 5.25+0.5 30.5+1
Candida albicans 17.5+1.29 9+1.41 -
Aspergillus ochraceus 9.5+0.57 - 12.5+0.57
Aspergillus niger - - 12.75+0.5
Aspergillus flavus 6.75+0.95 - 14.75+0.95
Fusarium proliferatum 9+1.82 7.5£0.57 9.5+0.57

3.1.2 MiK ve MBK/MFK Bulgular1

Minimum inhibisyon konsantrasyon degeri olarak ifade edilen MIK, metanol,
etanol ve petrol eteri ekstrelerinin, mikroorganizmalarin {iremesini inhibe eden
konsantrasyon degeri olarak, MBK ve MFK konsantrasyon degeri olarak mg/mL

cinsinden sirasiyla gizelge 3.4, 3.5 ve 3.6’da verildi.
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Cizelge 3.4 Calamintha nepeta subsp. glandulosa metanol ekstresinin

MIK ve MBK/MFK degerleri

Calamintha nepeta subsp. glandulosa Metanol
MiK(mg/ml) | MBK/MFK(mg/ml)

Proteus vulgaris 12.5 >12.5
Klebsiella pneumonia >12.5 >12.5
Bacillus cereus 12.5 >12.5
Pseudomonas aeruginosa >12.5 >12.5
Escherichia coli 12.5 12.5
Staphylococcus aureus 12.5 >12.5
Candida albicans >12.5 >12.5
Aspergillus ochraceus 12.5 12.5
Aspergillus niger 12.5 >12.5
Aspergillus flavus 12.5 >12.5
Fusarium proliferatum 12.5 12.5

Cizelge 3.5 Calamintha nepeta subsp. glandulosa etanol ekstresinin MIK ve

MBK/MFK degerleri
Calamintha nepeta subsp. glandulosa Etanol
MiK(mg/ml) | MBK/MFK(mg/ml)

Proteus vulgaris 6.3 12.5
Klebsiella pneumonia >12.5 >12.5
Bacillus cereus 12.5 >12.5
Pseudomonas aeruginosa >12.5 >12.5
Escherichia coli 12.5 >12.5
Staphylococcus aureus 12.5 >12.5
Candida albicans >12.5 >12.5
Aspergillus ochraceus 3,1 6.3
Aspergillus niger 3,1 >12.5
Aspergillus flavus 3.1 >12.5
Fusarium proliferatum 1.6 1.6
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Cizelge 3.6 Calamintha nepeta subsp. glandulosa petrol eteri ekstresinin

MIK ve MBK/MFK degerleri

Calamintha nepeta subsp. glandulosa

Petrol Eteri

MiK(mg/ml) | MBK/MFK(mg/ml)

Proteus vulgaris 3.1 12.5
Klebsiella pneumonia 12.5 >12.5
Bacillus cereus 12.5 >12.5
Pseudomonas aeruginosa 12.5 >12.5
Escherichia coli 12.5 12.5
Staphylococcus aureus 12.5 >12.5
Candida albicans 12.5 >12.5
Aspergillus ochraceus 1.6 6.3

Aspergillus niger 1.6 >12.5
Aspergillus flavus 6.3 >12.5
Fusarium proliferatum 1.6 1.6
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.6 (L 0.4

Metanol € nepefe subsp. glomdulosa Mctansl O mepete sishap. gloadikosn

Sekil 3.1 C. nepeta subsp. glandulosa metanol ekstresinin MiK
sonuglarina ait fotograflar (B.C.: Bacillus cereus, P.A.: Pseudomonas aeruginosa,
P.V.: Proteus vulgaris, K.P.: Klebsiella pneumonia, S.A.: Staphlococcus aureus,
E.C.: Esherichia coli, C.A.: Candida albicans), (Konsantrasyon 12.5-0.4 mg/mL)

Elamul €. mepere subsp, glordalos

Sekil 3.2 C. nepeta subsp. glandulosa etanol ekstresinin MiKsonuglarima ait
fotograflar
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Sekil 3.3 C. nepeta subsp. glandulosa petrol eteri ekstresinin MIK
sonuglarina ait fotograflar

12.5 6.3 3.0 1.6 & k4

Wletanul ¢, nepsn auhspe glawdridocg Elumal o, pepatasubsp. glordneda

Sekil 3.4 C.nepeta subsp. glandulosa metanol ve etanol ekstresinin MIK
sonuglarina ait fotograflar (A.O.: Aspergillus ochraceus ,A.N.: Aspergillus niger,
A.F.: Aspergillus flavus, F.P.: Fusarium proliferatum)(Konsantrasyon 12.5-0.4

mg/mL)
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Sekil 3.5 C. nepeta subsp. glandulosa metanol ektresinin disk difiizyon sonuglari

1)B. cereus 2) P. aeruginosa

Sekil 3.6 C. nepeta subsp. glandulosa etanol ektresinin disk difiizyon sonuglari

1) B. cereus 2) K. pneumonia 3) P. aeruginosa
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Sekil 3.7 C. nepeta subsp. glandulosa petrol eteri ektresinin disk diflizyon sonuglar
1) B. cereus 2) E. coli 3) K. pneumonia 4) P. aeruginosa 5) P. vulgaris

Sekil 3.8 C. nepeta subsp. glandulosa etanol ektresinin kiif 6rneklerinde disk

difiizyon sonuglar1 1)4. niger 2) A. flavus
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3.2 Antioksidan Aktivite Bulgular

3.2.1 DPPH Yontemi Bulgular:

DPPH ¢ozeltisi (1,5x10°M) ve ekstrelerle hazirlanan karisimlar 30 dakika

ait ICso ve % inhibisyon degerleri sirasiyla ¢izelge 3.7 ve 3.8’de verildi.

karanlik odada inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siirecinden sonra karisimlarimn
UV-Vis spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

DPPH absorbansini % 50 diisiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilen ekstrelere

Cizelge 3.7 Calamintha nepeta subsp. glandulosa bitki ekstrelerinin ve

askorbik asitin ICs degerleri

Calamintha nepeta subsp. glandulosa | 1Csy(ng/mL)
Metanol 4.78+0.2
Etanol 10.19+0.1
Petrol eter 63.5+1.25
Askorbik asit 8.9+0.1

Cizelge 3.8 Calamintha nepeta subsp. glandulosa bitki ekstrelerinin ve

askorbik asitin % inhibisyon degerleri

Metanol Etanol Petrol eteri
Konsantrasyon | Askorbik asit
ekstresi ekstresi ekstresi
(ng/mL) (%inhibisyon)
(%inhibisyon) | (%inhibisyon) | (%inhibisyon)
25 62.35 61.95 55.37 44.52
50 97.01 66.33 73.80 51.79
100 97.21 94.82 95.31 46.41
200 96.91 94.52 94.42 61.05
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3.2.2 Total Fenol Yontemi Bulgular:

Bu yontemde referans fenolik madde olarak gallik asit kullanildi. Gallik asit
%10’ luk etanolde ¢oziilerek ¢esitli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edildi ve UV-
Vis spektrofotometrede 765 nm’ de Olgiildii.  Olusturulan kalibrasyon egrisi
tizerinden ekstrelerin total fenol miktarlar1 gram ekstrede esdeger gallik asit miktari

cinsinden ¢izelge 3.9’ da verildi.

gallik asit kalibrasyon grafigi
0,6 -
05 - y=0,001x + 0,004
' R?= 0,990
w 0.4
=
[
203
[=]
w
|02 ¢
0,1
D T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
konsantrasyon

Sekil 3.9 Gallik asit kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.9 Calamintha nepeta subsp.glandulosa bitki ekstrelerinin total fenol

miktarlari
Calamintha nepeta Total fenol miktarlari
subsp.glandulosa (1gr/L ekstrede gallik asit)
Metanol ekstresi 178.66
Etanol ekstresi 187.33
Petrol eteri ekstresi -
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3.2.3 Total Flavonoid Yontemi Bulgular:

Bu yontemde referans flavonoid olarak katakol kullanildi. Katakol, %80
etanolde ¢oziilerek 20, 40, 60, 80, 100 mg/L konsantrasyonlarda diliisyonlar1 elde
edildi.  Diliisyonlarin UV-Vis spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunarak S$ekil 3.10° da verilen kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 gram ektrede esdeger katakol miktar1 olarak

cizelge 3.11°de verildi.

0,045 - y = 0,0004x + 0,0013

2 =
004 ] 0,9928

0,035 -
0,03 -
0,025 -

0,02 -

absorbans degerleri

0,015 -

0,01 +

0,005 -

0 .

0 20 40 60 80 100 120
konsantrasyon degerleri

Sekil 3.10 Katakol kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.10 Calamintha nepeta subsp. glandulosa ekstrelerinin total

flavonoid miktarlari

Bitki Gram ekstrede bulunan esdeger mg katakol
ekstreleri miktar
Metanol 21.7
Etanol 18.7
Petrol eteri -
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3.3 HPLC Bulgulan

Cizelge 3.11 Metanol, etanol ve petrol eteri ekstresinde bulunan fenolik

maddeler
Metanol Etanol Petrol eteri
NO Numuneler (ng/gram) ekstresi ekstresi ekstresi
(ng/gram) | (pg/gram) | (ng/gram)
1 Gallic Acid 70.9 134.8 *
2 Catechin * * *
3 Chlorogenic acid 1271.6 1080.6 *
4 Caffeic acid 599.7 204.9 *
5 Epicatechin * * *
6 Syringic acid * 378.4 *
7 P-coumaric acid * 80.7 *
8 Ferulic acid * * *
9 Rutin * * *
10 | Hesperidin * * *
11 | Apigenin-7-glucoside 1006.4 849.6 *
12 | Rosmarinic acid 7689.7 5146.2 *
13 | Quercetin * * *
14 | Naringenin * * *
15 | Luteolin 579.1 1032.9 *
16 | Apigenin * * *
17 | Acecetin * * *
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4. SONUC VE TARTISMA

Calismamizda Calamintha nepeta subsp. glandulosa bitki tiiriiniin metanol,
etanol ve petrol eteri ekstrelerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ve

HPLC sonuglar1 incelendi.

Disk difiizyon metodu sonuglari incelendiginde metanol ve petrol eteri
ekstresi tiim bakteriler iizerinde inhibisyon zonu olustururken, etanol ekstresi P.
vulgaris (10.5+£1.29 mm), B. cereus (8.75+0.95 mm), P. aeruginosa (7£0.81 mm), E.
coli (24.18+£0.5 mm) zon olusturdu. S. aureus ve K. pneumonia lizerinde inhibisyon
zonu olusturmadi.  Kiiflerden 4. flavus iizerinde sadece petrol eteri ekstresi
inhibisyon zonu olusturdu (6.75+0.95 mm). A. niger lizerinde ise yalnizca etanol
ekstresi inhibisyon zonu olusturdu (6.75+0.5 mm). A. ochraceus ve F. proliferatum

lizerine ise {i¢ ekstrede inhibisyon zonu olusturdu.

Etanol ekstresi E. coli lizerinde metanol ekstresine oranla iki kat, petrol eteri
ekstresine oranla ise ii¢ kat daha fazla inhibisyon zonu olusturdu ( etanol ekstresi:

24.18+0.5 mm, metanol ekstresi: 10.5+£0.57 mm, petrol eteri ekstresi: 8+0.81 mm).

Candida albicans mayas1 ise metanol ekstresinde 6.5+£0.57 mm, etanol
ekstresinde 7+0.81 mm, petrol eteri ekstresinde ise 17.54£1.29 mm c¢apinda

inhibisyon zonu olusturdu. En etkili sonug petrol eteri ekstresinde goriildii.
Mikrodiliisyon metodu sonuglari incelendiginde metanol ekstresinde E. coli
lizerinde bakterisit etki gosterdi (MBK: 12.5 mg/mL). 4. ochraseus ve F.

proliferatum iizerinde fungisit (MFK: 12.5 mg/mL) etki gosterdi.

Etanol ekstresi P. vulgaris lizerinde bakterisit etki gosterdi (MBK:12.5
mg/mL). F. proliferatum iizerinde fungisit (MFK:1.6 mg/mL) etki gosterdi.
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Petrol eteri ekstresi P. vulgaris ve E. coli lizerinde bakterisit etki gdsterdi
(MBK: 12.5 mg/mL). F. proferilatum tizerinde 1.6 mg/mL ve A. ochraceus lizerinde
6.3 mg/mL konsantrasyon degerinde fungisit etki gosterdi. Candida albicans
metanol, etanol ve petrol ekstrelerinde en iyi sonucu petrol eteri ekstresinde 12.5

mg/mL konsantrasyon degerinde inhibisyon gosterdi.

Cizelge 3.12°de verilen fenolik madde analiz sonuclar1 incelendiginde
metanol ekstresinin chlorogenic asit (1271.6 pg/gram), apigenin-7glucoside (1006.4
ug/gram), rosmarinic acid (7689.7 pg/gram), luteolin (579.1 pg/gram), gallik asit
(70.9 pg/gram), caffeic acid (599.7 pg/gram), etanol ekstresinin chlorogenic acid
(1080.6 pg/gram), caffeic acid (204.9 pg/gram), syringic (378.4 pg/gram), p-
coumaric acid (80.7 pg/gram), gallic acid (134.8 pg/gram), apigenin-7glucoside
(849.6 ng/gram), rosmarinic acid (5146.2 pg/gram), luteolin (1032.9 ng/gram),

petrol eteri ekstresinde ise ¢alisilan standartlardan hicbiri bulunamadi.

Antioksidan ¢aligmalar1 DPPH, total fenol miktar tayini ve total flavonoid
miktar tayini metodlar1 kullanilarak ¢alisildi. DPPH yontemi, kararli serbest radikal
2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH.)’in elektron veya hidrojen atomlar1 veren
antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi
(temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin ac¢ilmasinin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi temeline dayanir [44].

DPPH metoduyla yaptigimiz ¢alisma sonucunda metanol ekstresinin en diisiik
ICso degerine sahip oldugu belirlendi. Metanol ekstresinin kontrol grubu olan
askorbik asitten (8,9+0,1 ng/mL) daha diisiik degerde (4.78+0.2 ng/mL) 1Cs, degeri
gostermis oldugu bulundu. Etanol ekstresi de askorbik aside yakin degerde ICs
degeri gosterdi (10,19+0,1 pg/mL). Bunun sonucunda ¢alismamizda metanol ve
etanol ekstresinin serbest radikal siipiiriicii etkisinin yiiksek oldugu goriildii. Petrol
eteri ekstresinde ise 63,5+1,25 pg/mL konsantrasyonda 1Csy degeri goriildii. Boylece
petrol eteri ekstresinin serbest radikal siipiiriicli etkisinin daha diigiik oldugu saptandi.

Ekstrelere ait ICso degerleri ¢izelge 3.7 de verildi.
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Metanol, etanol, petrol eteri ekstreleri ve askorbik asit % inhibisyon degerleri
karsilastirildiginda 200 pg/mL konsantrasyonda en iyi deger metanol ekstresinde
goriildii. Etanol ekstresi de askorbik aside yakin degerler verdi. Ancak petrol eteri
ekstresi askorbik asitten tiim konsantrasyonlarda daha diisiik %inhibisyon gosterdi.

Buna bagli olarak petrol eteri ekstresinde anti-radikalik aktivite saptanamadi.

Calamintha incana ile yapilan bir ¢calismada DPPH methodu kullanilmis
metanol ekstresinin ICsy degeri 23.1 + 1.1 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bu sonug
bizim sonucumuzla kiyaslandiginda C. nepeta subsp. glandulosa bitkisinde daha
diisiik ICsyp degeri bulundu. Oziitlerin serbest radikal giderim aktivitesinin, 0ziit
icerisindeki antioksidan bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bu bilesenlerin
yapisal konformasyonuna bagli oldugu bilinmektedir [45-46]. 517 nm de dalga boyu
maksimuma sahip olan DPPH. serbest radikali, kararli diamagnetik bir molekiil
olabilmek i¢in antioksidan molekiillerden bir elektron yada hidrojen radikalini

kolaylikla alabilmektedir [47].

Fenoller hidroksil gruplari bulundurduklarindan, serbest radikalleri yok etme
yetenekleri nedeniyle ¢ok Onemli bitki bilesenleridir [48]. Ayni zamanda fenolik
bilesikler dogrudan dogruya antioksidan aktiviteye katkida bulunabilirler [49].
Polifenolik bilesikler, potansiyel bir antioksidan oldugu i¢in antioksidan aktivite

belirlemede, toplam fenolik madde miktarlarinin bilinmesi 6nemlidir.

Total fenol yontemi sonuglarinda gallik asit referans madde olarak kullanilip
sonuclar gr/L. ekstrede mg gallik asit esdeger miktar1 olarak verildi. Ekstreler
kiyaslandiginda etanol ekstresi fenol bakimindan diger ekstrelerden daha zengindir
(187.33 mgGA/gr). Metanol ekstresinde 178.66 mgGA/gr miktarinda fenol icerdigi
belirlendi. Petrol eteri ekstresinde tespit edilemeyecek kadar az miktarda fenolik

madde bulunmaktadir.
Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve

siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger

antioksidanlar ile etkilesime girerek, ve siiperoksit anyonlari, lipid peroksil
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radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak
gostermektedirler [S0-51].

Yaptigimiz total flavonoid yontemi sonuglari DPPH yontemi sonuglarini
dogrulamaktadir.  Metanol ekstresinin en yiiksek degerde flavonoid icerdigi
belirlendi ve gram ekstrede bulunan esdeger katakol miktar1 21.7 mg olarak
belirlendi. Etanol ekstresinde 18.7 mgCAT/gr , petrol eterinde ise 9.7 mgCAT/gr
olarak belirlendi. Sonug¢ olarak petrol eteri ekstresi flavonoid agisindan diger

ekstrelere gore daha fakirdir.

Kalamouni ve arkadaglarinin (2009) yaptig1 bir calismada Calamintha
grandiflora tiirlinlin ugucu yaglarini disk diflizyon metodu ile denemisler en iyi zon
capint Bacillus subtilis ve Bacillus cereus lizerinde tespit etmislerdir. Bu sonuglar
bizim c¢alismamiz ile kiyaslandiginda kullandigimiz test mikroorganizmalarindan B.

cereus lizerinde yaklasik ayn1 degerlerde zon cap1 verdigi goriildii [52].

Diilger ve ark. (1999), cesitli bitki yaglarinin ve ekstrelerinin antimikrobiyal
etkilerinin farklt oldugunu gostermektedir.  Bitkinin sahip oldugu kimyasal
kompozisyonundan, kullanilan mikroorganizma tiiriinden, bitki ekstraksiyonu
yapiliyorsa ekstraksiyonda kullanilan maddeden ve yontemdeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi belirtmislerdir [53] Mikroorganizmalarin ¢esitli kemoterapotik
maddelere karsi duyarliliklarinin sustan susa bile farklilik gésterdigi uzun zamandan

beri bilinmektedir [54].

Askun ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada Lamiaceae familyasina dahil olan
Origanum munitiflorum (sttciiler kekigi) ve Tymbra spicata L. var. spicata
(Karakekik) bitki tiirleri ile yapilan antimikobakteriyal aktivite ¢alismalarinda elde
edilen yiiksek aktivite sonuclarini bitkilerin igerisinde bulunan rosmarinik asitin
zengin olmasina baglamislardir [55]. Bitkimizde goriilen yliksek antioksidan ve

antimikrobiyal aktivitede igeriginde bulunan rosmarinik asitle iligskilendirilebilir.
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Calismamiz sonucunda farkli ¢ozgenlerle yapilan ekstrelerde farkli sonuglara
rastladik. Bitkimiz iizerinde metanol, etanol ve petrol eteri ekstreleri ile ilgili
biyolojik aktivite ve antioksidan aktivite c¢alismalarima rastlanmadigindan
calismamizin literatiire katkida bulunacaktir. HPLC sonugclar ile igerigindeki fenolik
maddeler tespit edildi. Bitkinin metanol ve etanol ekstrelerinde antioksidan aktivite
yiikksek degerler vermistir. Bu yiizden bitkimizin antioksidan aktivite acisindan
zengin oldugu belirlendi. Petrol eteri ekstresinde de antimikrobiyal etki diger

ekstrelere gore daha yiiksek bulundu.
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Sekil A.1 HPLC Standart kromatogrami
Standart kromatogram

Standartlar: 1; Gallic acid, 2; catechin, 3; chlorogenic acid, 4; caffeic acid, 5;
epicatechin, 6; syringic acid, 7; p-coumaric acid, 8; ferulic acid, 9; rutin, 10;
hesperidin, 11; apigenin-7-glucoside, 12; rosmarinic acid, 13; quercetin, 14;
naringenin, 15; luteolin, 16; apigenin, 17; acecetin
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Sekil A.3 Calamintha nepeta subsp. glandulosa etanol ekstresi HPLC Kromatogrami
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