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OZET

TURKIYE’ DE YAYILIS GOSTEREN DORT Thymus TURUNUN
UCUCU YAG BILESIMLERI, ANTIBAKTERIYEL VE ANTIFUNGAL
AKTIVITE OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

) Selma CELEN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi/Tez Danismani: Dog¢. Dr. Ayse Dilek AZAZ)
Balikesir, 2006

Ulkemizde Thymus cinsi (Lamiaceae) 38 tiir ile temsil edilmekte olup
endemizm oram1 % 47°dir. Tiirkiyenin farkli lokalitelerinden toplanan Thymus
cilicicus, T. canoviridis’in tiyli (I) ve tiystiz (II), 7. comptus ve T. revolutus
tiirlerinin toprak {stli kisimlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarinin
GC ve GC/MS ile kimyasal bilesenleri belirlenmistir. Timol, tiim ugucu yaglarda; 7.
canoviridis (1) % 60,44, T. canoviridis (1) % 64,79, T. cilicicus % 34,03, T. comptus
% 55,14 ve T. revolutus % 66,96 oranlarinda ana bilesen olarak belirlenmistir. Elde
edilen her bir ugucu yagin; Enterobacter aerogenes NRRL 3567, Escherichia coli
ATCC 25292, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Proteus vulgaris NRRL 123,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Serratia marcescens, Candida albicans, Alternaria brassicola, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium expansum’ a kars1 antibakteriyel ve antifungal aktivite
Ozellikleri belirlenmistir. Biitiin ugucu yaglar test bakterileri ve Candida albicans
tizerinde tiremeyi durdurucu etki gosterirken, mikrofunguslara karsi zayif antifungal
etki gosterdikleri belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Thymus sp./ ugucu yag/ GC/MS/ Antibakteriyel
aktivite/ Antifungal aktivite/ Timol.
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ABSTRACT

COMPOSITION AND THE IN VITRO ANTIBACTERIAL AND
ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF THE ESSENTIAL OILS OF FOUR Thymus
SPECIES IN TURKEY

Selma CELEN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(M. Sc. Thesis/ Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Dilek AZAZ)
Balikesir, 2006

The genus Thymus (Lamiaceae) is represented in Turkey by 38 species, the
ratio of endemism in the genus is 47 %. Aerial parts of Thymus cilicicus, T. comptus
hairy (I) and hairless (II), 7. revolutus collected from different localities of Turkey
were subjected to hydrodistillation to yield essential oils and analysed by GC and
GC/MS. Thymol was found as the main component in the oils of 7. canoviridis (1)
(60,44 %), T. canoviridis (II) (64,79 %), T. cilicicus (34,03 %), T. comptus (55,14 %)
and T revolutus (66,96 %). The antibacterial and antifungal activity of five essential
oils was evaluated against Enterobacter aerogenes NRRL 3567, Escherichia coli
ATCC 25292, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Proteus vulgaris NRRL 123,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Serratia marcescens, Candida albicans, Alternaria brassicola, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Penicillium expansum. All test bacteria and Candida albicans
were inhibited by all the essential oils. The essential oils showed weak antifungal
activity against all microfungi tested.

KEY WORDS: Thymus sp/ Essential oil/ GC/MS analysis/ Antibacterial
activity/ Antifungal activity/ Thymol
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ONSOZ

Arastirmamiza konu olan 7hymus cinsi tyeleri iilkemiz’de kekik ya da tasg
kekik olarak bilinmektedirler. Kurutulan toprak iistii kistmlar1 halk arasinda bitkisel
cay ve yemeklere aroma ve tat verici olarak kullanilmaktadir. Ayrica soguk alginligi
giderici, kan dolasimini uyarici, astim ve seker hastaliklarini iyilestirici olarak da
kullanilmaktadirlar. ~ Bizde halk arasinda Thymus tiirlerinin tedavi amach
kullanimlarindan yola ¢ikarak, bazi1 Thymus tlrlerinin antimikrobiyal 6zelliklerini
bilimsel olarak belirlemek istedik.

Calismamin baslangicindan bitimine kadar ¢ok degerli bilgi birikimlerini,
destek ve yardimlarini esirgemeyen degerli danigman hocam Sayin Dog. Dr. A. Dilek

AZAZ’ asonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemde biiyiik emegi olan, beni her zaman destekleyen degerli
aileme en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Balikesir, 2006 Selma CELEN
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1. GIRIS

Insanligin tarihine bakildiginda insanoglu gevresindeki canli cansiz her
materyalden faydalanma yoluna gitmistir. Bunlardan bir tanesi de bitkilerdir. Besin
olarak ve yakacak olarak, silah ve mesken yapiminda, boya yapiminda, siis olarak ve

hastaliklar1 tedavi amaciyla bitkilerden yararlanma yollar1 aranmistir [1,2].

Bitkilerle tedavi insanlik tarihi kadar eskidir. ilk caglardan beri insanlar
cevrelerindeki bitkileri kullanarak dertlerine sifa aramiglardir. Faydali gordiikleri
bitkileri tanimig, tanitmigs ve tekrar tedavi ettikleri hastaliklarda o bitkileri

kullanmislardir [3].

Bitkilerin tedavi amaci ile kullamislarin1 tarif eden en eski eserler
Cinlilerindir.  Chen-Nung’un “Materia Medica” adli eseri M.O. 3217 yilinda
yazilmistir. Kitapta iki yliziin lizerinde tibbi bitkiden s6z edilmektedir [4,5]. Tibbi
bitkiler konusunda en eski ve en dnemli belgelerden bir taneside Misir’da M.O. 1550
ve daha eski zamanlarda yazilmis Papyrus Ebers’dir [6]. Bunlarin yaninda bitkilerin
hastaliklara kars1 ilag olarak kullanimi, M.O. 50.000 yillarma kadar uzanmaktadir.
Hakkari’nin hemen giineyinde yer alan Sanidar Magarasi’nda ortaya ¢ikarilan
Neandertal mezarlar i¢inde bulunan ve halen bdlgede tibbi maksat i¢in kullanilan
bitki 6rnekleri, paleolitik ¢agdan beri bitkilerin bu amacla kullanildiklarin1 destekler

niteliktedir [2].

Diinyamiz 21. yiizyil i¢inde ilerlerken yalniz ila¢ degil, dogal olmayan bir¢cok
yapay lriin de yagsantimiza girmis ve girmektedir. Hatta eskiden daha seyrek goriilen
ya da bilinmeyen bir¢cok hastaligin insan yasamini tehdit etmesinin nedeni sentetik
maddelerde aranmaktadir. Bu nedenle bugiin dogal iiriinlere biiyiik bir ilgi
dogmustur [7]. Bati toplumlarinda dogal, daha az yapay katkili yiyecek tiiketmek

isteyen “Yesil” tiiketici akimi olusmustur [8].



Gelismekte olan bir¢ok iilkede niifusun biiylik bir oranmin birincil saglik
ihtiyaclarimi karsilamak i¢in geleneksel tedavi yontemlerine ve tibbi bitkilere agirlikli
olarak giivendigi ileri siiriilmektedir. Ayni1 zamanda gelismis {ilkelerde bir¢ok insan
bitkisel ilaglara, alternatif yada tamamlayici tedaviye dahil ederek donmeye basladi
[9]. “Yesil dalga”, “Yesil Ila¢” adiyla amilan ilag ve tedavide dogaya doniis akimi

tiim Avrupa ve Amerika’y1 etkisi altina almaktadir [10].

Sanayilesmis tilkelerde hastaliklardan, bozulmalardan ve zararli boceklerden;
besi hayvanlarin1 ve gidalari korumak icin geleneksel yontemlere yani bitkilere

yeniden ilgi duyuldugu goriilmektedir [11].

WHO’nun 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkiler {izerine yapilmis olan
bazi yayinlara dayanarak hazirladigi bir aragtirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan

bitkilerin toplam miktar1 20000 civarindadir [2].

Ancak G. Penso’nun yaptig1 bir arastirmaya gore Tiirkiye’de 140 kadar tibbi
bitki kaydedilmistir. Bunlar 1948 ve 1974 Tiirk kodekslerinde kayith bitkilerdendir.
Halbuki halen Tiirkiye’de tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin ¢esidi en az 500
civarindadir. Bu 6rnegin diger iilkeler i¢inde diisiiniiliirse diinyada gergekte tibbi

bitki sayisinin 100000 civarinda olmasi gerekmektedir [2].

Avrupa iilkelerinden Fransa, Isvicre ve 6zellikle Almanya’da bitkisel ilaglar:
modern tipla birlestirmek i¢in bir egilim vardir [12] Almanya’da 500 farkli bitkiden
bitkisel ilag iiretimi i¢in yararlanilmakta ve bunlarin 200 ’ii ¢ok sik kullanilmaktadir.
Halkin % 52 ’si Onemsiz hastaliklarin ilk tedavisi i¢in bitkisel ilaglar
kullanmaktadir. Romanya, Macaristan ve Bulgaristan gibi iilkelerde de bitkilerle
tedavi bir devlet politikas1 halindedir. Bu iilkelerde tibbi bitkilerin yetistirilmesi bir
gelenektir ve ilk ham drog talebi bu lilkelerce karsilanmistir. Bu amagla, Avrupa’da

tibbi bitkilerin yetistirildigi alanlar giin gectik¢e artmaktadir [13].

Uzakdogu iilkelerinde 6rnegin Japonya’da modern tibbin yaninda bitkilerle
tedaviye dayanan geleneksel Cin, Kore, Japon tedavi sistemleri yaygin bir sekilde

uygulanmaktadir. Kore’ninde bitkilerle tedavideki yerini son yillarda degisik



iilkelerde yaygin bir sekilde kullanilmaya baslayan “Ginseng” Ornegini vererek
gosterebiliriz. Hindistan yarimadasinda da modern tibbin yaninda, geleneksel tiptan
yararlanilir. Bu tilkede tibbi bitkiler “Arastirma-Gelistirme Faaliyetleri” adi1 altinda
incelenmektedir. Ozellikle antibakteriyel ilag gelistirme konusu oldukca biiyiik
onem kazanmistir [14].

Amerika’da halen ticari olarak bitkilerden elde edilen ilaglarin % 75 i,
etnobotanik bilgiler sonucunda elde edilmistir. Amerika’da regetelenmis ilaglarin
% 25 ’i dogal iirlinlerken, diger bir % 25 ’de dogal iiriinlerden hareketle tlirevlenen
maddelerden olusmaktadir. Rusya’da kullanilan ilaglarin iicte birinden fazlasi
bitkisel kokenli olup sentetik bircok ilacin ortaya atilmasina karsilik bu oran

degismemektedir [12].

WHO tanimlamasina gére “Bitkisel Ilag”, aktif icerik olarak bitkilerin toprak
alt1 ve toprak tstii kisimlarini (¢igek, kabuk, kok, meyve, tohum, yaprak gibi) ya da
baska bitkisel materyali veya bunlarin kombinasyonunu ham halde veya bitkisel
preparatlar halinde tasiyan, giiniimiiz ilag endiistrisi teknolojisinin tiim gerek ve
kurallarmma uygun olarak hazirlanmis ve etiketlenmis tibbi {iriinlerdir. Bitkisel
materyal usare, zamk, sabit veya ugucu yaglar ve bu yapida diger maddeleri kapsar.
Kimyasal olarak tanimlanmis, etken maddelerle kombine edilmis bitkisel materyal
tagiyan ve bitkiden saf olarak izole edilmis kimyasal madde igeren {irtinler bitkisel

ilag olarak kabul edilmemektedir [12].

Tiim diinyada bitkisel ilaclarla tedavi giderek artmakta ve simdiye kadar
goriilmemis poplilarite kazanmaktadir. Bitkisel ilaca ilginin yeniden canlanmasinin
baslica nedenleri, modern ilaglarin her hastaligi tedavi etme yetenegine sahip
olmamalari, ¢ok pahali oluslar1 ve birgok yan etkilerinin bulunusudur. Oyle ki bazi
sentetik ilaclarin yan etkilerini Onleyebilmek i¢in diger bazi ilaglarla birlikte
kullanilma ihtiyac1 gostermektedirler. Bunlarin yani sira bitkisel droglardan elde
edilen bazi ilag etken maddelerinin sentetik olanlardan daha ucuza ve kolaylikla elde
edilebilir olmasi, bitkisel droglarin birkag etkiye birden sahip olmalar1 sayilabilir [2,
12, 15].



Patojenlerin, yaygin olarak kullanilan bircok antibiyotige kars1 direng
gelistirmesi; arastirmacilar1 enfeksiyonlara karst yeni ve etkili antimikrobiyal

maddeler gelistirmek i¢in yoneltmistir [15, 16].

Bitkilerin biyolojik yonden aktif bir¢ok bilesik icerdigi ve bu bilesiklerin
birgogunun antimikrobiyal oOzelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Bu sebeple
mikrobiyal hastaliklarla miicadelede etkili maddelerin kaynagi olarak bitkilere

yonelme artmistir [16].

Eski caglardan beri aromatik ve tibbi bitkiler ve onlarin ekstraklarinin
antiseptik Ozellikleri kaydedilmistir. Ancak bu ozellikleri 1900’lerin baslarinda
laboratuarlarda arastirilmaya baglanmistir [11]. Son yillarda yapilan arastirmalarda,
bitkilerin sekonder metabolizma {irlinii olan wugucu yaglarin, antimikrobiyal,
antibakteriyel, antifungal, antitoksijenik, antiviral, antiparazitik, antioksidant,
antikarsinojenik ve insektisidal 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir [11, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33]. Bundan dolay1 farmakolojide,
eczacilikta, fitopatolojide, tibbi ve klinik mikrobiyolojide, koruyucu madde olarak da
gidalarda kullanilmaktadir [11, 34].

Ugucu yag terimi ilk kez 16. yiizyilda Isvegli tip reformcusu olan Paracelsus
von Hohenheim’in ilaglarin etken bilesigini  “Quinta essentia” olarak
isimlendirmesiyle ortaya g¢ikmistir [35]. Ucucu yaglar, bitkinin c¢igeklerinden,
tomurcuklarindan, yapraklarindan, dallarindan, tohumlarindan, meyvelerinden ve

kok elde edilen aromatik sivi yagdir [8, 11].

Bitkilerden ugucu yag elde edebilmek i¢in distilasyon metodu ilk kez 2000 y1l
once Misirlilar, Persler ve Hintliler tarafindan kullanilmis ve 9. yiizyillda Araplar
tarafindan gelistirilmistir [36]. Romali ve Yunanh tarihgileri ugucu yag olarak
sadece neft yagindan bahsetmislerdir [35]. 13. yiizyil baglarinda ugucu yaglar
eczacilik alaninda kullanilmaya baslanmig ve ugucu yaglarin farmakolojik etkileri,
ila¢ kodekslerinde tarif edilmistir [36]. Fakat 16. ylizyila kadar Avrupa’da yaygin
olarak kullanilmamistir [37]. Bu yiizyilda ucucu yaglarin kullanimi ve distilasyon

metotlar1 hakkinda yayinlar ¢ikmistir. Strassburg’lu iki hekim Brunschwing ve Reiff



de bazi bitkilerin ugucu yaglarindan sadece yiizeysel olarak bahsetmislerdir ve
bahsettikleri ucucu yaglar arasinda neft, ardi¢ agaci, biberiye, lavanta, karanfil,
hindistan cevizi, anason ve tar¢in bulunmaktadir. 17. ylizyilda Fransiz hekim Du
Chesne, ucucu yaglarin nasil hazirlanmasi gerektigini biliyor ve drog olarak 15 -20
farkli yag kullaniyordu [35]. 18. ylizyilin sonlarina dogru Avustralya kolonilerinde
cay agaci yagmin tibbi amag¢ i¢in kullanildigi kaydedilmis olmasina ragmen
Avustralya yerlileri tarafindan daha 6nceden de benzer amaglar i¢in bu yag

kullaniliyordu [38].

Ugucu yaglarin bakterisidal 6zellikleri, ilk kez deneysel olarak 1881’ de Dela
Croix tarafindan belirlenmistir [39]. Bununla beraber 19. ve 20. yiizyillarda ugucu

yaglarin tip alanindaki kullaniminda giderek artis gézlemlenmistir [35].

Gilintimiizde yaklasik olarak 3000 cesit ugucu yag bilinmektedir ve bunlardan
300 tanesi ticari 6neme sahiptir [40]. Avrupa’da ugucu yaglar, biiylik oranda
besinlerde, parfiimeride ve ila¢ sanayinde kullanilmaktadir [40, 41, 42]. Ucucu
yaglarin aromaterapi iceriginde % 2 oraninda yer aldigi iyi bilinmektedir [40].
Ayrica; ucucu yaglarin kimyasal kompozisyonunu olusturan bilesenlerin her biri
besinlerin  tatlandirilmasinda  kullanilmakta ve bitki materyalinden elde
edilebilmelerinin yani sira sentetik olarak da dogal yapilarina uygun olarak

laboratuvarlarda sentezlenmektedirler [43].

Ucucu yaglar ve onlarin bilesenlerinin antibakteriyel 6zelliklerinden; dis kokii
kanal tedavisinde dolgu maddesi, antiseptik, disi ve yavru domuzlarin beslenmesinde
besin destegi gibi cesitli ticari Uriinlerde yararlanilmistir [41, 44, 45, 46, 47]. Bazi
bitkisel ugucu yaglar ise gida sanayinde koruyucu madde olarak kullanilmaktadir.
Ornegin “DMC Base Natural”, Ispanya’nin Granada-Alhendin bblgesinde DOMCA
S.A. tarafindan iretilen; % 50 ’si biberiye, adagay1 ve turuncgillerin ugucu yagindan,
% 50 ’side gliserolden olusan ve besin bozulmasini 6nleyen koruyucu bir iiriindiir
[48]. Amerika’da da Bavaria Corp. Apopka, FL. tarafindan bitki ekstraklarini
karistirarak tretilen “Protecta One” ve “Protecta Two” genel olarak gilivenli besin
katkt maddesi olarak siniflandirilmaktadirlar. Bu iirtinlerin bilesimleri ise ticari

kaygilardan dolayr firmalar tarafindan aciklanmamaktadir.  Muhtemelen bu



ekstraktlar sodyum sitrat ve sodyum klorid soliisyonlarinda dagilmis halde bir ya da
daha fazla ugucu yag igeriyor olabilirler [49]. Bunlardan baska ugucu yaglarin
fizyolojik etkileri ¢ok ¢esitli ticari iiriinlerde kullanilmaktadir. Ornegin ziraat
alaninda patateslerin filizlenmesini 6nlemek amaci ile ve bocek kovucu olarak

kullanildig bilinmektedir [38, 50].

Cesitli ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlarinin rapor edildigi ¢cok sayida
yaym mevcuttur. Ornegin Bauer ve arkadaslarinin (2001), ekonomik olarak énemli
ucucu yaglarin, ana bilesenlerini anlatan bir yayinlart vardir [8]. Ugucu yaglarin
kompozisyonlarinin igerigi ise GC-MS analizleriyle belirlenebilir [51, 52, 53, 54,55,
56, 57]. Ugucu yaglar 60 ’tan fazla bilesen ihtiva edebilirler [58, 59]. Ucucu yag
kompozisyonunun % 85 ’inden fazlasini ana bilesenler olusturmaktadir. Diger
bilesenler ise sadece eser miktarlarda bulunmaktadir [36, 58]. Ucucu yaglarin,
antibakteriyel 6zellik gostermesinin baslica nedeni icerdikleri fenolik bilesiklerdir
[60]. Baz belirtiler ise minor bilesiklerin antibakteriyel aktivitede kritik role sahip
olduklarim1 ve diger bilesenlerle sinerjik etki olusturmalart miimkiin oldugunu
gosteriyor. Bu duruma adacayi, Origanum vulgare ve bazi Thymus tiirleri ile ilgili

calismalarda rastlanmistir [61, 62, 63, 64].

Bitkinin ugucu yag kompozisyonunu olusturan bilesenler; bitkinin yetistigi
cografik bolgeye ve toplama zamanlarina gore farklilik gosterirler [55, 60, 64, 65, 66,
67, 68]. Bunun nedeni kismen bazi bilesenlerin kendi onciilerinden sentezlenmesi
olarak aciklanabilir. Ornegin, Origanum ve Thymus tiirlerinde p-simen ve y-terpinen
bilesenleri karvakrol ve timol’lin 6ncli maddeleridir [55, 60, 69]. Bu dort bilesenin,
Yunanistan’in farkli cografik bdlgelerinden toplanan Origanum vulgare ugucu
yagindaki miktarlarinin toplaminin hemen hemen esit oldugu rapor edilmistir [56,
70]. Aym durum Italya’dan toplanan Thymus vulgaris’in ugucu yag kompozisyonu
i¢cin de rapor edilmistir [64]. Buna goére p-simen, y-terpinen, karvakrol ve timol’iin
biyolojik ve fonksiyonel olarak yakin iliskide oldugu ve Thymus vulgaris’deki y-
terpinen’den p-simen araciliyla timol’iin sekillendigi teorisinin desteklendigi rapor

edilmistir [70].



Bitkilerden, hasat zaman1 ya da ¢iceklenme doneminden hemen sonra elde
edilen ugucu yaglarin, genellikle gli¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir [64, 67]. Ayrica ugucu yag bilesenlerinin enantiomerlerinin farkl

biiytikliiklerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor edilmistir [71].

Ayni  bitkinin farkli  boliimlerinden elde edilen wugucu yaglarin
kompozisyonlarmin da farklilik gosterdigi saptanmistir ve 6rnek olarak Coriandrum
sativum (kignis) tohumlarindan elde edilen ucucu yag kompozisyonu ile ayn1 bitkinin
olgunlasmamis yapraklarindan elde edilen ugucu yag kompozisyonunun birbirinden

farkli oldugu gosterilmistir [57].

Bugiin dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3 ’ii ugucu
yag igcermektedir. Ucgucu yaglar daha ¢ok cigekli bitkilerde bulunmaktadir. En fazla
ucucu yag iceren familyalar ise Pinaceae, Lamiaceae (Labiatae), Apiaceae
(Umbelliferae), Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Asteraceae (Compositae),
Piperaceae, Brassicaceae, Irridaceae, Verbenaceae ve Ranunculaceae olarak
belirtilmistir. Bu familyalara dahil ugucu yag iceren pekgok tiir bulunmaktadir 4,
72]. Gilinlimiizde ticari amagcla {iretimi yapilan ugucu yag bitkilerinin sayis1 40 1
gecmektedir. Ozellikle bazi familyalar ugucu yag tasiyan tiirleri nedeni ile dnem
kazanmistir. Lamiaceae familyasinda bulunan ve bircok Avrupa iilkesinde iiretimi
yapilan Thymus tirleri, Lavandula tirleri, Mentha tiirleri ve diger bazi bitkiler

degerli ugucu yag kaynaklaridir [72].

Lamiaceae kozmopolit bir familya olup, basta Akdeniz fitocografik bdlgesi
olmak iizere yeryiiziiniin biitiin bolgelerine yayilmis, yaklasik 170 — 250 cins ve 3000
— 3500 tiir ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de ise 45 cins ve 546 ’dan fazla tiir ile
onemli familyalardandir. Familya iiyelerinin ¢ogu ucucu yag igermelerinden dolay1
farmokoloji, parfiimeri ve kozmetik sanayisi i¢in onem arz etmektedir [72, 73, 74,

75].

Thymus cinsi de Lamiaceae familyasina ait ugucu yag igeren bitkiler arasinda
olup, ¢ok sayida tiir ve tiir alt1 taksona sahiptir. Birgok tiirii Akdeniz fitocografik

bolgesinde yayilis gosterir [60]. Thymus ugucu yaglarindan gida sanayisinde cesitli



besinlerde, igceceklerde ve sekerlemelerde lezzet verici olarak bunun yaninda
antimikrobiyal  0zelliklerinden dolayr gidalarda koruyucu madde olarak
kullanilmaktadir.  Parflimeri sanayisinde ise sabun ve losyonlarda koku olarak
yararlanilmaktadir. Thymus ugucu yaglarmin antioksidant 6zelliklerinden dolay1
beslenmede destekleyici olarak da kullanilmaktadir. Ayrica Thymus ugucu yaglar
antiseptik, antibakteriyel, antifungal, antispazmodik, antitussif, ekspektoran,
analjezik ozelliklerinden dolay1 tip ve farmakoloji alanlarinda da kullanilmaktadir

[18, 60, 76, 77, 78].

Thymus cinsine ait tiirler lilkemizde kekik ya da tas kekik olarak bilinir [79,
80]. Halk arasinda daha ¢ok yemeklere aroma kazandirmak i¢in kullanilmalarinin
disinda; seker hastalig1 tedavisinde, kan dolagiminin diizenlenmesinde, safra artirici,
kurt diisiiriicli, soguk alginlig1 giderici, astim da nefes darlig1 giderici ve istah agici

olarak halk ilac1 seklinde kullanilmaktadir [2, 81, 82, 83].

Diinya genelinde Thymus cinsinin 162 taksonunun ugucu yaglar1 analiz
edilmistir. Bu caligmalar sonunda Thymus tiirlerinin ugucu yaglarinda 360 farkl
bilesen saptanmistir. Bu bilesenlerin % 75 ’i terpenlerdir. Terpenlerin ise % 43 i
monoterpenler, % 32 ’si seskiterpenlerdir. Terpenoidlerin disindaki bilesenlerin
orant diisiiktiir. GC, GC/MS gibi analitik teknikler gelistikge kimyasal analizler
kolaylasmis ve bugiin kimyasal maddelerin bilesimi % 95 oraninda

tanimlanabilmektedir [84].

Yapilan analizler sonucunda T7Thymus’larda yaklasik 270 terpen oldugu
saptanmakla birlikte bunlardan bir ya da birkaginin baskin oldugu rapor edilmistir.
Ozellikle timol, karvakrol, linalool, p-simen, geraniol, borneol en &nemli
terpenlerdir.  Bitkiler aleminde monoterpenoid fenollerin en 6nemli kaynagi ise

Thymus tiirleridir [85].

Son yillarda Thymus ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu ve/veya
biyolojik ozellikleri hakkinda bir ¢ok calisma yapilmistir. Baser ve arkadaslari
(2002) Thymus migricus Klokov et Des.-Shost ve Thymus fedtschenkoi var. handelii

(Ronniger) Jalas. tiirlerine ait bitki 6rneklerinin hidrodistilasyon ile ugucu yaglarin



elde etmisler ve GC-MS ile de ugucu yaglarin analizini yapmuslardir. 7. fedtschenkoi
var. handelii ugucu yaginin ana bilesenini linalool (% 13) olarak tesbit etmislerdir.
Dort farkli lokaliteden toplanan 7. migricus Orneklerinin ugucu yaglarinin ana
bilesenlerini iki 6rnekte karvakrol (% 36 - 37) diger iki ornekte ise timol (% 36 - 44)
olarak belirlemislerdir [79].

Kabouche ve arkadaglari (2005) Constantine (Tunus) bolgesinde yetisen
Thymus numidicus Poiret tiiriinlin bitki 6rneklerinin hidrodistilasyon yontemiyle
ucucu yagini elde etmisler ve GC-MS yontemiyle analizini yapmuslardir. Thymus

numidicus ugucu yaginin ana bilesenini timol (% 68,2) olarak belirlemislerdir [78].

2002 yilinda Hedhili ve arkadaslar1 Kobra (Tunus) bolgesinde dogal olarak
yetisen Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et. Link tiirliniin bir yillik vejetasyon
dongiisii boyunca her ay orneklerini toplamis ve bu 6rneklerin buhar distilasyonu
yontemiyle ucucu yagini elde etmislerdir. Ucucu yaglarin analizlerini de GC ve GC-
MS yontemiyle belirlemislerdir. Sonug¢ olarak ugucu yagin veriminde ¢igeklenme
doneminde (% 2 - 1,08) artis, dormansi doneminde (% 0,2) ise azalma
gozlemlemisler. Thymus capitatus ugucu yagmin bilesenlerinde de, vejetasyon
doneminin farkli safhalarinda degisiklikler gozlemislerdir. Cigeklenme doneminde
yiiksek oranda karvakrol (% 71,8) igerdigini ve p-simen’i ise karvakrolun minimum

oldugu zaman maksimimum olarak belirlemislerdir [76].

Giordani ve arkadaglar1 (2004) Thymus vulgaris L. alt1 (6) farkli kemotipi ve
Satureja montana L., Lavandula angustifolia Mill., Lavandula hybrida Reverchon,
Syzygium aromaticum L., Origanum vulgare L., Rosmarinus officinalis L. 1n ugucu
yaglarinin Candida albicans’m iiremesi lizerine etkilerini Broth diliisyon yontemi
kullanilarak arastirmiglardir. Sonucta Candida albicans’a karst en etkili ugucu yagin
ana bileseni timol (% 63,22) olan T.vulgaris’e ait oldugunu belirlemislerdir ve MIK

degeri 0,016 pL/mL olarak bulmuslardir [86].

Rasooli ve Mirmostafa tarafindan (2002) Thymus pubescens Boiss. ve T.
serpyllum L.’un cigeklenmeden 6nce ve ¢igeklenme donemi ugucu yaglarinin igerigi

ile antibakteriyel ozellikleri arastirilmistir. Alnan sonucglara gore 7. pubescens



ciceklenmeden Once ve ¢iceklenme doneminde ugucu yaginin ana bilesenini timol
(% 64,79 - 48,75), T. serpyllum tiirinde ise ¢iceklenmeden 6nce ve ciceklenme
déneminde ucucu yagin ana bilesenlerini; y- terpinen (% 21,90 - 22,69), p-simen
(% 21,22 - 20,68) ve timol (% 18,73 - 18,68) olarak belirlemislerdir. Her iki Thymus
tirinde de ¢igeklenmeden oOnce ve ¢igeklenme donemi ugucu yaglarinin
antibakteriyel aktivitelerinin farklilik gosterdigini tespit etmislerdir. 7. pubescens ve
T. serpyllum ugucu yaglariin farkli mikroorganizmalara kars1 mikrobiyal inhibisyon
zonlariin o6l¢iileri temel olarak 26 - 41 mm ve 15 - 40 mm arasinda belirlemislerdir

[18].

Baser ve arkadaglar1 (1996) T. eigii (M. Zohary et P.H. Davis) Jalas. ugucu
yaginin igerigini GC ve GC-MS yontemleriyle belirlemigler ve ana bileseninin

karvakrol (% 64,61) oldugunu rapor etmislerdir [87].

Bagc1 ve Bager (2005) Tiirkiyenin Dogu Anadolu Bolgesinden topladiklar 7.
haussknechtii Velen. ve T. kotschyanus Boiss. et Hohen var. kotschyanus
taksonlarmin ugucu yaglarin1 hidrodistilasyon ile elde etmisler ve GC-MS
yontemiyle analizini yapmisglardir. 7. haussknechtii ugucu yaginin ana bilesenini 1,8-
sineol (% 21,5), T. kotschyanus var. kotschyanus’ta ise ugucu yagin ana bilesenini

timol (% 47,5) olarak belirlemislerdir [80].

Cosentino ve arkadaslari (1999) Italya’nin Sardinya bolgesinden topladiklart
tic ve ticari olarak satilan bir Thymus Orneginden elde ettikleri ugucu yaglarin
GC/MS ile kimyasal kompozisyonlarini belirlemigler ve ayrica ugucu yaglarin
antimikrobial ozelliklerini arastirmiglardir.  Caligmalarinda Sardinya bolgesinde
topladiklar1 7. capitatus (L.) Hoff. & Link. ucucu yaginin anabileseni olarak timol
(% 29,3) ve p-simen (% 26,4)’ i ticari olarak satilan 6rnekte ise timol (% 46,1) ve a-
pinen (% 25,2)’ i anabilesen olarak rapor etmislerdir. Sardinya’nin kuzeyinden
topladiklar1 7. herba-barona Lois. ugucu yaginda ise timol (% 50,3) ve p-simen (%
27,6), Sardinya’nin merkezinden topladiklar1 7. herba-barona’da ise timol (% 46,9)
ve karvakrol (% 20,6)’ i anabilesen olarak rapor etmislerdir. Genellikle 6rneklerden
elde edilen ugucu yaglarin ayni mikroorganizmalara kars1 benzer etki gosterdigini

fakat Sardinya’nin merkezinden toplanan 7. herba-baronanin ugucu yaginin
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antimikrobiyal aktivitesi diger orneklere gore daha etkili oldugunu rapor etmislerdir.
T. herba-barona 0zellikle Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae’ya karst daha etkili

antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir [60].

Rasooli ve arkadaslar1 (2006) iran Ulusal Botanik Bahgesin’den topladiklar
T. eriocalyx (Ronniger) Jalas ve T. x-porlock 6rneklerinin ugucu yag iceriklerini GC
ve GC-MS yontemiyle belirlemisler ve ayrica ugucu yaglarin antifungal 6zelliklerini
arastirmislardir. 7. eriocalyx ugucu yaginin ana bilesenleri timol (% 63.,8) ve B-
phellandrene (% 13,3) 7. x-porlock ugucu yagmin ana bilesenlerini ise [3-
phellandrene (% 38,7) ve timol (% 31,7) olarak rapor etmislerdir. Aspergillus
niger’re  karst Orneklerin ugucu yaglarmin antifungal aktivitelerini, minimum
inhibisyon (MIK) ve minimum fungisid (MFK) konsantrasyonlarmi ugucu yaglarin
fungisidal kinetigiyle belirlemislerdir. Sonug olarak 7. eriocalyx ugucu yaginin, 7. x-
porlock’n ugucu yagma gore daha diisiik MIK/MFK degerlerine sahip oldugunu,
fakat 7. eriocalyx ugucu yaginin 7. x-porlock’ine gore fungus sporlarini daha yavas

sekilde 6ldiirdiigiinii rapor etmislerdir [77].

Baser ve arkadaslar1 (1992) Eskisehir’in Bozdag Atalantekke mevkisinden
ciceklenme doneminde toplanan 7. leucostomus var. argillaceus ugucu yaginin ana
bilesenlerini GC ve GC/MS yontemleri ile timol (% 27) ve karvakrol (% 22) olarak
rapor etmislerdir [88].

Baser ve arkadaslart (1999) Cankir1 Calli kdylinden 7. leucostomus var.
gypsaceus ve Malatya Arapkir bolgesinden topladiklart 7. pubescens var. cratericola
ucucu yaglariin bilesenlerinin kompozisyonunu GC/MS yontemiyle analiz etmisler
ve T. leucostomus var. gypsaceus ugucu yaginin ana bilesenlerini timol (% 33,2) ve
borneol (% 22,2), T. pubescens var. cratericola ugucu yaginin ana bilesenlerini de
karvakrol (% 17,5), p-simen (% 16,4) ve timol (% 10,8) oldugunu belirlemislerdir
[89].
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Tiimen ve arkadaslart (1999) T. fallax tiirinden hidrodistilasyon ile elde
ettikleri ugucu yagin igerigini GC/MS yontemiyle belirlemisler ve karvakrolun (%

68,1) ana bilesen oldugunu rapor etmislerdir [90].

Bager ve arkadaglar1 (1999) Thymus zygioides var. zygioides ugucu yaginin
GC/MS yontemiyle igerigini belirlemis ve ana bilesenlerini linalol (% 33,7) ve (E)-
nerolidol (% 12,5) oldugunu saptamislardir [91].

Bager ve arkadaslar1 (1996) Tiirkiye’nin farkli lokalitelerinden topladiklar1 7.
zygioides var. lycaonicus’un dort kemotipinin ugucu yag iceriklerini geraniol (%
68,55), karvakrol (% 48,14), a-terpinil asetat (% 36,18) ve timol (% 41,75 - % 57,18)

olarak rapor etmislerdir [92].

1.1 Ugucu Yaglarin Tanim ve Ozellikleri

Ugucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan cesitli yontemlerle elde
edilen, oda sicakliginda sivi halde olan, su buhan ile siiriiklenebilen, kolaylikla
kristallesebilen ugucu 6zellikte, kuvvetli kokulu, yagimsi karigimlardir. Birgok
bitkilerin karakteristik kokulari, icerdikleri ugucu yagdan kaynaklanmaktadir. Ugucu
yaglar agikta birakildiklarinda oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden bunlara
ucucu yag veya eterik yag denilmektedir. Ayrica su ile karigmadiklarindan ve su
yiizeyinde tabaka olugturduklarindan, “yag” ad1 ile anilirlar. Bunlarin yaninda ugucu
yaglar genellikle giizel kokulu olduklarindan ve bir de parfiim sanayiinde

kullanildiklarindan “esans” olarak da adlandirilmaktadirlar. [72].

Ugucu yag iceren bitkiler daha ¢ok sicak iklim bolgelerinde yetismektedirler.
Tropik ve subtropik bdlgelerle 1liman iklim kusaginin sicak bolgelerinde
bulunmaktadirlar. Soguk iklimlerde daha az sayida aromatik bitki bulunmaktadir.
Ulkemizi de icine alan Akdeniz Fitocografik bdlgesi ise ucucu yag tasiyan bitkiler

acisindan en zengin alanlardan birisidir [72].
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Ucucu yaglar bitkinin tiim organlarinda veya bitkinin belirli bir organinda
bazen de bir organin belirli dokularinda da bulunabilmektedir. Bitkilerin bulundugu
familyalara gore salgi tiiylerinde, salgi ceplerinde, salgi kanallarinda, salgi
hiicrelerinde ve nadiren parankima dokusu i¢inde yayilmis olarak bulunurlar. Ugucu
yagin bitkide ya dogrudan dogruya protoplazmada ya da hiicre ¢eperinin 6zel bir
tabakasinda olustugu ileri siirtilmekle birlikte glikozitlerin hidrolizi yoluyla da
meydana gelebildigi belirlenmistir [2, 93, 94]. Bir ¢ok bitki sekonder metabolitler
olan ugucu yaglar1 normal biiylime ve gelisim donemlerinde yada patojen saldirilara

kars1 veya strese tepki olarak iiretmektedirler [17].

Ugucu yaglarin bitkilerde neden olustugu tam olarak bilinmemektedir. Belki
bitkinin yararsiz metabolizma {iriinlerinin atilmasinda bir rol oynuyorlardir, yani
detoksifikasyon iiriinleridir. Bazi arastiricilara gore artik iiriin olarak kabul edilen
ucucu yaglar, koruyucu ajanlardir ve bitkinin yaralanmasi sonucu meydana gelen
recinelerin ¢oziinmesini saglarlar. Ucgucu yaglarin bocekleri kagirma yada ¢ekmek
icin olustugunu disiinenlerde vardir. Buna bagli olarak ya bitkiyi korurlar, yada

tozlagsmaya yardimci olurlar [95].

Ugucu yaglar taze iken genellikle renksiz veya agik sari renklidir. Fakat
karanfil yag1 gibi saridan kahverengiye veya papatya yagi gibi yesilden maviye kadar
degisik renkte olanlar1 da vardir. Uzun siire saklamada, 151k ve oksijenin etkisi ile
oksitlenerek bazilar1 koyulasip reginelesebilir. Bu durumda genellikle bir koku
degisimine ve yagin kalitesinin azaligina sebep olur. Bu nedenle yaglar serin bir
yerde ve 1siktan korunmak i¢in koyu renkli siselerde saklanmalidirlar [8, 10, 93, 94,
96].

Fiziksel 6zellikleri yoniinden birbirlerine genellikle benzerler ve genel olarak
kirilma indisleri yiiksektir. Optikge aktiftirler ve yaglarin polarize 15181 spesifik
olarak cevirmeleri yagi tanitmaya yarayan onemli Ozelliklerden birisidir, kirilma
indisinde polarize 15181 ¢evirmede meydana gelen degismeler, yagin safliginin
bozuldugunu gosterir. Ugucu yaglardan elde edilen bazi maddelerin dogal ya da
yapay yolla elde edildigini, maddenin polarize 15181 ¢evirmesini saptamak suretiyle

anlamak miimkiindiir. Ucucu yaglar su ile karismayan maddeler olduklar1 halde,
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kokularinin suya gegmesine yetecek oranda suda ¢oziiniirler. Petrol eteri, benzen,

eter, etanol gibi organik c¢oziiclilerde ¢oziintirler [10, 94, 96].

Ugucu yaglar kendilerine 6zel kuvvetli bir kokuya, tada ve renge sahiptirler.
Terpenlerin oksitlenmesiyle meydana gelen oksijenli tlirevler ugucu yagin kendine
0zgl kokusunu, tadini ve terapotik 6zelligini verir. Ugucu yaglarda farmakognozi
yoniinden asil 6nemli olan bilesikler oksitlenmis tiirevlerdir. Genellikle ugucu yaglar
yag asidi-gliserol esteri yapisinda olmadigindan zamanla acilasmaz. Genel olarak
ucucu yaglar sudan hafiftirler, az bir kismi sudan agirdir. Ornegin; tarcin yag,

hardal yag1 gibi [10, 94, 96].

Genellikle oda sicakliginda sividirlar fakat sivi olmayan kat1 olan yaglarda
vardir. Ugucu yaglar sabit yaglardan bazi 6zellikleri ile ayrilabilir. Ugucu yaglar, su
buharinda siiriiklenebilirler, siizge¢ kagidi lizerinde leke birakmazlar, zamanla
acilasmazlar.  Ancak 151tk ve hava karsisinda bir siire sonra oksitlenir ve
recinelesirler. Yine sulu etanolde ¢oziinebilme Ozellikleri ile ugucu yaglar sabit

yaglardan ayrilabilir [10, 94, 96].

Ugucu yaglan tanimak icin bitkisel doku kesitlerinde ve drog tozlarinda
Sudan III boyasi kullanilir. Bu boya ugucu ve sabit yaglara turuncu bir renk
vermektedir. Kesitler bir siire 1sitildiginda ya da sulu etanol ile yikandiginda yag
damlaciklar1 kaybolursa ugucu yag, kaybolmuyorsa sabit yag oldugu anlagilmaktadir

[10].
Bugiine kadar arastirilan 300 bitki familyasindan % 30 ’dan fazlasinin ugucu

yag icerdikleri anlagilmigtir. Aromatik bitkilerde ucucu yag orant % 0,01 ile % 20
arasinda degiskenlik gostermektedir [93].
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1.2 Ugucu Yaglarin Smiflandirilmasi

1.2.1 Kimyasal Bilesimlerine Gore

Ugucu yaglarin kompozisyonunu olusturan kimyasal maddeleri, terpenik
maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar ile azot ve kiikiirt tastyan

bilesikler diye dort grup altinda toplayabiliriz.

Giliniimiizde ugucu yaglarin yapisinda 2000 ’den fazla kimyasal bilesigin
bulundugu gosterilmis olup, bunlarin % 90 ’1 terpenik maddelerden olusmustur.
Yapilarinda bugiin 150 ’den fazla monoterpen, 1000 kadar seskiterpen ile diterpenler
bulunmustur. Bunlarin yaninda alkoller (benzil alkol, sinnamik alkol, sitronellol),
organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik asit), fenoller (karvakrol, kativol,
timol), ketonler (kafur, karvon, pulegon), aldehitler (benzaldehit, sinnamik aldehit,
sitral), esterler (benzil benzoat, bornil asetat, granil asetat), fenol esterleri (anetol,
0jenol, safrol), ve diger bilesikler (siilflir, nitrojen, kumarin) bulunmaktadir. Ugucu
yaglarin kendisine has kokusu ve tadi, terpenlerin oksitlenmesi ile olusan oksijenli

tiirevlerden ileri gelir [10, 11, 72, 93].

1.2.2 Aromatik Ozelliklerine Gore

Ugucu yaglar koku ve tat 6zelliklerine gore de siniflandirilabilirler. Buna

gore ugucu yaglar; “aromatika” (¢ok kokulu ve tad1 iyi olanlar), “aromatika-aroma”

(kokulu ve ac1 tadi olanlar), “aromatika-acria” (kokulu ve tadi keskin olanlar) diye

tice ayrilir [72].

1.2.3. Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore

Ugucu yaglar farmaside farmakolojik ve terapik etkilerine goére de

gruplandirilir.  Ucgucu yaglarin nervinatik (sinir yatistirict), rubefiyen (deriyi

kizartan), irritan (uyarici), ekspektoran (balgam soktiirlicii), antitussif (Okstiriigii
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kesen), antiromatizmal, ditliretik (idrar soktiiriicli), emmenagog (adet soktiiriicii),
stomasik (midevi), karminatif (gaz giderici), koleretik (safra sokiicli), antihelmintik
(solucan diistiriicii), antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik, antifungal, antioksidant

ve sedatif etkilerine gore bir gruplandirmaya tabii tutulurlar [72, 74, 80].

Ugucu yaglarin ¢cogu toksik etki gosterir. Mukozayi tahris eder, sinir sistemini
uyusturur. Toksik etki lipitlerde erimelerinden ve hiicre i¢ine girerek plazmay1 bloke

etmelerinden ileri gelir.

Ucgucu yaglarin birden fazla maddeden olustugu dikkate alinirsa, ayni ugucu
yagin degisik amaglarla kullanilmasi da dogal sayilir. Bugiin ugucu yaglar yerine,
daha ¢ok i¢indeki terpenik veya aromatik etken maddeler ilag olarak kullanilmaktadir

[96].

1.3 Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi

Bilimsel amaglar i¢in kullanilacak bitkisel materyallerin deneylerden once

kullanim sekillerine uygun yontemlerle hazirlanmalar1 gerekmektedir.

Tibbi bitkilerin drog olarak kullanilan yaprak, ¢icek, tohum, kok gibi
kisimlarin igerdigi etkili bilesikler nedeniyle hastaliklara iyi geldigi belirtilmektedir.
Bu etkili bilesikler; bitkilerde belirli hayat devrelerinde yapilmakta ve miktar1 da
belirli zamanlarda en yiiksek diizeye erismektedir.  Drogun etkili bilesikler
bakimindan, miimkiin oldugu kadar zengin olmasi istendigi i¢in, bitkisel materyaller,
drog etkili maddelerinin en yiiksek oldugu doénemlerde toplanmalidir. Bu da her

drog i¢in 6zel bir toplama, kurutma, saklama sekli ve zamani1 bulundugunu gosterir

[2].
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1.3.1 Toplama

Genellikle elle veya kiiciik aletler (makas) kullanilarak yapilmaktadir. Ayrica
elle toplama sirasinda bitkinin ertesi yil tekrar {riin vermesi i¢in kokleme
yapilmamalidir. Ugucu yaglar sicak hava ve gilineste buharlasarak
kaybolabileceginden dolayr bu bitkiler genellikle erken saatlerde toplanirlar.
Ornegin; giiller sabahleyin ve iyice agmis halde iken, karanfiller 2-3 saat giineste
bekletildikten sonra toplanir. Yapraklar bitki ¢icek agmaya basladigi zaman, cigekler
tamamen ac¢ilmadan 6nce veya tomurcuk halinde, toprak alt1 kisimlar1 bitkinin toprak
iisti kistmlar1 kuruduktan sonra, kabuklar bitki yapraklarin1 doktiikten sonra, meyve

ve tohumlar 6zel kayit yoksa olgunlastiktan sonra toplanirlar [2, 10, 12].

1.3.2 Kurutma

Toplanan bitkisel materyal, nadiren taze halde kullanilir. Bitkisel
materyallerin igerdikleri etkin maddelerin degisime ugramasi, bozulmasi veya yok
olmasini Onlemek ve her an kullanilir bir durumda muhafaza etmek igin

kurutulmalar1 gerekmektedir.

Kurutma islemi sirasinda materyal agirliginin ortalama % 75 ’lik kismini
kaybettigi icin kurutma materyalin taginmasi ve depolanmasi yoniinden de yararlidir.
Kurutma islemi icin segilecek yol, kurutulacak materyalin cinsine ve tasidig etkili
maddelerin durumuna gore yapilmalidir.  Yalniz enzimlerin en etkili oldugu
sicakligin 35 — 50 °C arasinda oldugunu diisiinerek kurutma sirasinda materyalin bu

1s1da ¢ok az bir siire kalmamasina 6zellikle dikkat edilmelidir [2].

1.3.2.1 Giineste Kurutma
Bitkisel materyal dogrudan dogruya giinese serilerek kurutulmasi yontemidir.
Cok ekonomik ve kolay bir yontem olmasina ragmen giinese dayanabilen bitkisel

materyal i¢in kullanilabilir. Cigekler i¢in bu yontem uygun degildir [2].
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1.3.2.2 Golgede Kurutma

Bitkisel materyalin {lizeri kapali ve yanlar1 acgik c¢ardak, sundurma veya
hangarlar i¢inde kurutulmasi yontemidir. Burada malzeme dogrudan glinese maruz
kalmadan, acik havada kurutulmus olur. Bitkisel materyal demetler halinde asilir
veya ince tabaka halinde yere yada kurutma raflarina serilir ve kiiflenmeyi 6nlemek
i¢in sik sik alt Uist edilir. Yaprak ve ¢icek gibi suyunu kolaylikla kaybeden materyal
bu yontem ile iy1 sekilde kurutulur [2].

1.3.3 Saklama

Kurutulmus olan bitkisel materyalin 6zelliklerini kaybetmeden, korunmasi
icin baz1 kosullara uyulmasi gerekmektedir. Saklama sirasinda rutubet, sicaklik ve
151k drogun bozulmasina sebep olan etkenlerdir. Bunun i¢in genel olarak droglarin
serin, kuru ve karanlik bir yerde saklanmasi gerekir. Drog kese kagidi, bez torba,
mukavva kutu, teneke kutu veya cam kavanoz i¢inde saklanmalidir. Plastik torbalar
droglarin muhafazas1 i¢in uygun degildir kisa siirede kiiflenmeye neden olur.
Kurutulmus olan droglar, tedavi oOzelliklerini genellikle bir yil muhafaza

edebilmektedirler. [2].

1.4 Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri
Ugucu yaglar bitkilerden, miktalarina ve bilesenlerinin 6zelliklerine bagl

olarak ve diger bir yonden de ugucu yag elde edilecek bitki kismia gore degisik

sekillerde elde edilir [72, 93]
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1.4.1 Distilasyon Yontemi

Distilasyon yoOntemi, bitki materyallerindeki biitiin ugucu maddeleri
buharlagtirma ve yogunlastirma yoluyla ayirma yontemidir. Bu ydntem ucuz ve

kolay olup ugucu yagini kolaylikla veren bitkiler i¢in uygulanir [72].

Genellikle cigekler dogrudan, yapraklar hafif ufalandiktan sonra, kok vs. ise
kiiciik parcalara aynistirildiktan sonra distile edilirler. Bitkiler ¢cok ince toz haline
getirilmemelidir. Portakal ¢igegi, giil, lavanta, anason, karanfil, nane, kekik, adacay1
gibi bitkilerde bu yontem uygulanir [72]. Ugucu yaglarin elde edilmesinde bes tip

distilasyon yonteminden faydalanilir.

1.4.1.1 Su Distilasyonu

Kuru bitki materyali distilasyon aygiti1 i¢inde sicak su ile kaynatilir. Olusan
buhar ile siiriiklenen ugucu yag sogutucuda yogunlastirilarak bir kapta toplanir.
Kapta su ve yag tabakasi ayrilir ve ugucu yag alinir. Geleneksel olarak ugucu yag
tiretiminde kullanilan imbikler ve laboratuar tipi Clevenger aygiti bu ydntem i¢in

kullanilir [72, 97].

1.4.1.2 Su ve Buhar Distilasyonu

Hem kuru hem de taze bitkisel materyale uygulanabilir. Bu metotta bitki
dogrudan dogruya sicak su ile degil, buharla temas etmektedir. Maserasyona tabi
tutulmus materyalden su buhari gecirilerek ugucu yaglar ayristirilir.  Su buhan
baska bir yerde elde edilir ve bir boru yardimiyla maseratin igine yoneltilir. Yiiksek
151 ile parcalanma olasilig1 boylece ortadan kalkmis olur. Su buhari ile siiriiklenerek

sogutucu iinitesine gelen ucucu yaglar yogunlagarak toplama kabinda birikir [72, 97].
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1.4.1.3 Buhar Distilasyonu

Daha cok taze bitki materyallerine uygulandigindan ve bu taze materyal
yeterince su tasidigindan materyal maserasyona tabi tutulmaz ve distilasyon
kazaninin 1zgarasi ilizerine konan materyalin igersinden dogrudan sicak su buhari
gecirilir. Basing ile taze bitki pargalarina yoneltilen buhar, yag damlaciklarini da

beraber siiriikleyerek toplama kabina getirir ve toplama kabinda biriktirilir [72, 97].

1.4.1.4 Kuru Distilasyon

Bazi droglar kuru kuruya isitildiklari zaman ugucu maddeler kismen
olduklar1 gibi kismen de parcalanarak distile olurlar. "Pirojenasyon" adin1 alan bu
islem Ozel celikten yapilmis imbiklerde uygulanir. Materyal odun ya da dal ise
kiiclik parcalar halinde kazanlara doldurulur ve yiiksek sicaklikta havasiz ortamda
kuru kuruya distile edilir. Distilasyon iiriinleri sogutucudan gegirilerek toplama

kabinda toplanir [10].

1.4.1.5 Hidrodifiizyon

Bitkisel dokulardaki ugucu yagin bir kismi yiizeyde bulunurken, bir
kismi da i¢ kisimlarda bulunur. Yiizeye yakin yerlerdeki ugucu yag: buhar ile
almak kolaydir. Yiizeye yakin olmayan bdlgelerdeki ugucu yag ise ancak

diflizyon isleminden sonra ylizeye ulasir.

Hidrodifiizyon islemi endiistride normal buhar distilasyonunun aksine
buharin bitkisel materyal dolu kazana iistten verilmesi ve alttan ¢ikan buharin
yogunlastirilmas1 seklinde uygulanir. Hidrodifiizyonun getirdigi birtakim
avantajlar vardir.  Ozellikle kazanin yiiklenmesi ve bosaltilmas: islemleri
diistiniildiigiinde kullanim kolayligina sahiptir. Sadece diisiik basingta 1slak buhar
kullanilir. Distilasyon siiresi kisadir, daha az buhar harcandigi i¢in daha az

masraflidir. Distilasyon siliresinin  kisa olmasindan ve riflaks olay
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gerceklesmediginden dolayr yagin bilesikleri hidrolize ugramazlar. Uretilen

yaglarin fiziksel 6zellikleri standart degerlere uygunluk gosterir [93].

1.4.2 Ekstraksiyon Yontemi

Bitkisel materyalden etken maddeleri elde etmek icin ¢oziicliler kullanilarak
uygulanan bir yontemdir. Ekstraksiyon yontemi kullanilan ¢6ziicii maddenin cinsine

gore li¢ farkl sekilde yapilabilmektedir.

1.4.2.1.0rganik Coziicii ile Ekstraksiyon

Bitkisel materyal, ugucu yagi kolaylikla ¢ozebilen benzen, hekzan, petrol
eteri, kloroform gibi kaynama noktas1 diisiik organik c¢oziiciilerle eritilir. Organik
¢Oziiciiniin algak basingta ugurulmasi ile bir miktar (sabit yag, boya maddeleri, mum
vs.) yabancit madde igeren ugucu yag elde edilir ki bu karisima konkret denir.
Konkret, dnce alkolle muamele edilir ve sonra vakum distilasyonu ile alkol ugurulur
Boylelikle absolii (absolute) adi verilen, pahali ve kullanilmast kolay bir yag elde
edilmis olur [97, 98].

1.4.2.2 Sabit Yag ile Ekstraksiyon

Ucucu yag miktarinin az oldugu ve diger distilasyon yontemlerinin uygun
olmadig1 durumlarda kullanilir. Bu yontemde bitkisel materyal bir sabit yag ile belli
bir siire temasta birakilir. Zamanla ugucu yag sabit yaga gecer. Bu islem soguk yag
veya sicak yag ile yapilmaktadir. Ozellikle parfiimeri endiistrisinde kullanilan bir

yontemdir [97, 98].

21



1.4.2.3 Sivilastirllmis Gazlarla Ekstraksiyon (SAE: Siiperkritik Akiskan
Ekstraksiyonu)

Gazlar yiiksek basing ve sicaklik altinda yani siiperkritik evre bolgesinde
bir sivi gibi ¢ozici Ozellik kazanirlar.  Bu 0zellik, basing ve sicaklik
degisimleriyle istenildigi gibi yonlendirilmektedir. Bdylece sikistirilmig gazlar,
cesitli yontemlerle bir ¢ok maddenin tasiyici materyallerden fraksiyonlarina
ayrilmasinda veya madde karisimlarinin rafinasyonunda kullanilabilmektedir.
Farkl1 polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir sliperkritik akiskan kullanimi
ile ekstrakte edilebilmektedir. Ayrica SAE hizi, stiperkritik akigskanda
molekiillerin difiizyon katsayilar1 bir sivi ortamindakinden daha fazla olmasi
nedeni ile yliksektir. Bir siiperkritik akiskan, maddenin bastirilabildigi ve bir gaz
olarak davrandigi halidir. Diger bir degisle, kritik sicakligimin yukarisina 1sitilan
ve ayni zamanda kritik basincinin yukarisina bastirilan bir gazdir.  Kritik
sicakligin yukarisinda 1sitilan gaz, yavasca artan basingla siiperkritik akiskani
olusturur. Siiperkritik ekstraksiyonda amonyak, etilen, toluen ve CO, genel olarak
amaca uygunluk gosterir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan stiperkritik akiskan
COy’dir. Ciinkii CO,, patlama tehlikesi ve toksik etkisi olmayan, bunun yani sira
olduk¢a saf ve ucuz elde edilebilen, kimyasallara ve radyoaktif maddelere karsi
kararli, polar olmayan ve orta polar organik bilesikler i¢in yiiksek ¢ézme giicii
gostermesi gibi uygun kritik 6zelliklere sahip bir gazdir. CO;’nin kritik noktas1 73
kg/cm? atm basingta, 31 °C’dir.

Bu yontem esas olarak yiiksek basingli ekstraksiyon kabi ig¢inde
sivilastirtlmis gazin kritik noktas1 yakinlarindaki sirkiilasyonu igerir. Ekstrenin
¢Oziicii gazdan ayrilmasi basincin degistirilmesi ile veya tamamen buharlastirma
ile miimkiindiir. Geri kazanilan gaz sikistirilarak yeniden kullanilabilmektedir.
Bu iiretim sisteminin kurulmasi yiiksek maliyetli oldugundan ancak pahal

tirtinlerin eldesinde kullanilmaktadir [10, 99].
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1.4.3 Mekanik Yontem (Presleme Yoluyla Ucucu Yag Elde Edilmesi)

Bazi droglardan distilasyon yontemi ile ugucu yag elde edilmek istendiginde
droglardaki u¢ucu yag bozulmaktadir. Bu nedenle bu tip droglardan mekanik
yontemle yag elde edilmektedir. Bu yolla genel olarak portakal, limon, bergamut ve
mandalina gibi turuncgil meyve kabuklarindan ugucu yag elde etmeye uygundur.
Mekanik yontemle ugucu yag elde etmek icin preslerde sikma veya benzeri cihazlar
kullanilir. Bu sekilde elde edilen usareler genel olarak berrak degildir. Bu
ekstreleri berraklastirmak i¢in; uygun bir filtreden siiziiliir santrifiij yapilarak
icindeki partikiillerden ayrilir, alkol ilave edilerek veya isitilarak bulaniklik yapan
maddeler uzaklastirilir. Bu sekilde soguk presle ucucu yag elde edilir [72, 97].

1.5 Ucucu Yagdaki Bilesiklerin Belirlenmesi

Ugucu yag kompozisyonundaki bilesenler gaz kromatografisi ile kolayca
ayrilarak taninabilir. Gaz kromatografisinde ayrim gerceklestikten sonra kiitle
spektrometresinde dedekte edilmelidir. Kiitle spektrometresi, yiiksek duyarliligi ve
tarama cabuklugu ile bir gaz kromatograftan elde edilen ¢cok az miktarda maddelerin
yapist hakkinda bilgi edinmek icin en uygun yoldur. Iki teknigin birlestirilmesi,
dogal ve sentetik organik karisimlardaki bilesenlerin yap1 analizi i¢in ¢ok uygun bir

yontem olusturur.

Ayirma islemi, yiizeyi genis kati bir destek iizerindeki hareketsiz faz ile
hareketli faz arasinda ayrilmasi istenen bilesiklerin go¢ etme hizlarinin farkl
olmasindan yararlanarak yapilir. Hareketsiz fazi iizerinde tagiyan katiya destek
katis1, hareketsiz faza durucu faz ve hareketli faza tasiyic1 gaz denir. Kromatografide
ayrilmasi istenen karigim, iizeri durucu fazla kaplanmis destek katisi ile doldurulmus
cam veya metal bir kolondan gegirilerek ayrilma gerceklestirilir. Ayrilan bilesikler
kolonun diger ucundan farkli zamanlarda ¢ikar ve uygun bir dedektor ile tespit edilip
miktar1 ile orantili olarak kaydedilir. Ayrilmanin gergeklestigi kolondan c¢ikan
akigskanin toplamina kolon efluenti, bunun hareketli faza ait kismina eluent ve

ayrilmis bilesene ait kismina eluat denir.

23



Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi’'nde kolon girisinde bulunan
enjeksiyon kisminda, ayrilacak karisim bir enjektor yardimi ile kolonun 6n kismina
verilir, burasi 1sitilmis durumdadir (en fazla 500°C’ye kadar), karisim burada hemen
buharlasir ve tasiyict gaz tiiplinden alinan tasiyict gaz yarimiyla kolona girer.
Kolonda her bilesik durucu fazdan tasiyici faza ve tasiyici fazdan durucu faza farkl
hizlarla go¢ ederek devamli tasinirlar ve boylece birbirinden ayrilarak farkl
zamanlarda kolondan ¢ikarlar. Bu kolondan ¢ikan gaz karisimindan tasiyict gaz “Jet
ayirici sistem” ile uzaklastirilir. Bu sistemle kolon gazlar jet ayiricinin ucundan
cikarken agir analit molekiilleri yiiksek momentum kazanir ve bunlarin yaklagik
%350’si karsi tiipe giderken hafif olan tasiyict gaz atomlar1 vakum tarafindan emilir.
Kolondan gaz elektron bombardimani ve kimyasal iyonlagma ile iyonlastirir ve radyo
frekans manyetik alanin da depolanir. Tutulan iyonlar daha sonra elektron ¢ogaltici
dedektore sevk edilir bu sevk kiitle/yiik oranin taranmasinin yapilabilmesi igin

kontrollii gerceklesir.
Kiitle spektrometrik detektorler genellikle iki tip sinyal goriintiisii verebilirler;
aninda sinyal goriintiileri ve bilgisayarda yeniden bi¢imlendirilmis sinyal goriintiileri.

Bu sinyal goriintiileri pikler halinde bilgisayar ekraninda gozlenebilir ve cihazdaki

bilgi bankas1 aracili ile maddeler tanimlanabilir [100, 101].

1.6 Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

Ugucu yaglarin patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitesinin
varliginin ve derecesinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir.

1.6.1 Disk Difiizyon (Kirby- Bauer) Yontemi

Antimikrobiyal ajanlarin duyarliliginin saptanmasinda giiniimiizde kullanilan

otomize ve yar1 otomize teknikler gibi modern islemlerin yerine, daha 6nce Kirby-
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Bauer teknigi kullanilmaktaydi. Bu yontem giiniimiizde yalniz aragtirma amaciyla ve

0zel amagclar i¢in kullanilmaktadir.

Bu yontemle; belirli bir miktar antimikrobiyal ajan igeren kagit diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan siispansiyonun yayildig1 agar plaklarin ylizeyine
yerlestirilir. Boylece diskteki antimikrobiyal madde besiyeri igerisine yayilir ve
bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk
cevresinde bakterilerin iiremedigi dairesel bir inhibisyon alani olugur. Bu alanin ¢ap1
Olgiilerek her antimikrobiyal madde i¢in farkli olabilen duyarlilik sinir1 degerleriyle
karsilagtirilir. Inhibisyon alanimin biiyiikliigiine gére duyarli, orta seviyede duyarli

veya direncli seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir.

1.6.2 Tiip Diliisyon Yontemi

Bir dizi tlipe esit miktarda sivi besiyeri ve belirli bir antimikrobiyal maddenin
seri halde cift kat diliisyonlar1 konur. Her tiipe test uygulanacak olan organizmanin
standart stispansiyonundan esit miktarda eklenir (yani organizmanin konsantrasyonu
sabittir, her tiipteki antimikrobiyal madde miktar1 ise degisiktir). Kontrol tiipiinde
antibiyotik bulunmaz. Siispansiyonlar 24 saat inkiibe edilir. Antimikrobiyal madde
konsantrasyonunun, inhibitér konsantrasyonunun altinda oldugu tiiplerde
stispansiyon bulaniktir. Antimikrobiyal madde konsantrasyonu inhibitor diizeye esit
veya daha yiiksek oldugu tiiplerde ise s1v1 besiyeri berraktir. Uremeyi baskilayan en
diisik madde konsantrasyonu MIK (Minimum Inhibisyon konsantrasyonu) olarak

kabul edilir.
Siv1 besiyerinde sulandirma yontemleri, tiipte uygulaniliyorsa makro (tiip

diliisyon), mikrotitrasyon plaklarinda, kii¢iik hacim kullanilarak uygulaniyorsa

mikrodiliisyon olarak adlandirilir [102, 103].
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1.7 Labiatae (Lamiaceae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Genellikle salgili ve aromatik tek veya ¢ok yillik otsular, nadiren ¢ali ve agag
formunda bitkiler. Govde ve dallar dort koseli veya degildir. Yapraklar stipulasiz,
basit, bazen pennat, daima karsilikli. Cigcek durumu brakte veya floral yapraklarin
koltugunda tasinan vertisillastrum seklindedir. Vertisilastrumlar spika, bas, rasemus
veya simoz durumlar sekline diizenlenebilir. Cigekler hermafrodit veya ginodioik
tiirlerde erkek organlar steril (islevsel olarak disi ¢icek)’dir. Brakteler yapraklara ¢cok
benzer veya belirgin sekilde farklilasmistir. Brakteoller mevcut veya eksiktir. Kaliks
genellikle 3 disli st lop ve 2 disli alt lop olmak iizere genellikle 5 lopludur, nadiren
ist ve alt lop boliinmemis ya da st lopl alt lop 4 disli, bazen kaliks aktinomorf, 5 -
20 arasinda damar bulunur. Korolla birlesik, zigomorfik ve iki dudakli, tiipsii,
genellikle iist dudak belirsiz 2 loplu, dik yada falkat, az ¢cok konkav, alt dudak 3
loplu, nadiren iist dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loplu, yada iistte 1 ve altta 4
loplu yada korolla aktinomorfiktir. Stamenler, korollaya bagli, 4 ve didiman ya da 2,
uistteki cift genellikle alttaki ciftten daha kisa, anter tekalar1 2 ya da 1 gozlii, paralel
ya da divergent, nadiren konnektiflerin uzamasi ile birbirinden ayrilmigtir. Pistil 1,
ovaryum st durumlu, 4 loplu, 2 karpelli ve oviillii, anotrop, plasentasyon bazal veya
eksenseldir. Stilus ginobazik, nadiren degil, tepede iki loplu. Meyve 4 nuksa ayrilan

(nadiren daha az) bir sizokarptir.

Angiospermae subdivisio’sunun altinc1 bilylik familyas:1 olan Labiatae’nin

Ulkemizde 45 cinsi ve 546°dan fazla tiirii bulunmaktadir [104].

1.8 Thymus Cinsinin Genel Ozellikleri

Aromatik, ¢ok yillik yastik olusturan, tabanda odunlu kiiciik ¢alimsi ya da
stirlinlicii otsu bitkiler. Govde tabanda otsu olup iistte dallanma gosterir, dallar sik
uzun, enine kesitte dort koseliden yuvarlaga kadar degisen sekillerde, her tarafi veya
karsilikli iki yiizeyi tiiylii. Yaprak ayasinin kenarlari tam, revolut yada degil, sapsiz
ya da kisa sapli, cogunlukla saptan ayanin kenarlarina dogru silli. Yapraklar,
brakteler ve kaliks sapsiz salgili (yag damlacikli), salgi renksizden koyu kirmiziya

kadar degisir. Vertisillatlar floral yapraklarla desteklenen 2 - ¢ok c¢icekli, bazen sik
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bascik durumunda ya da uzamig ayn vertisillatlarda. Brakteler yapraklara benzer ya
da farkli. Brakteoller genellikle kiigiik. Kaliks belirgin bilabiat; tiip silindirikten,
kampanulata kadar degisen sekillerde, 10 - 13 damarli, bogaz kismi sik beyaz tiiylii,
iist dudak 3 disli, tiipten genis, diiz yada yukar1 dogru kivrik, disler dudagin 1/10 -
1/2 ’ne kadar, alt dudak dar uzun 2 disli, disler subulat, siliat, yukar1 dogru kivrik.
Korolla beyaz, yada agik pembeden mora kadar degisen renklerde, tiip seklinde,
kaliksten daha uzun, list dudak emarginat +diiz, alt dudak 3 loplu. Stamenler 4,
hermafrodit ¢iceklerde korolladan disar1 ¢ikar. Anterler birbirine paralel veya

divergent tekali. Nutlet kiigiik, tiiysiiz. Bitki genellikle ginodioiktir [104].

1.9 Tiirkiye’de Yetisen Thymus Tiirleri ve Tiirkiye’de Bulundugu yerler

Ulkemizde tamami c¢ok yillik olan Thymus cinsinin 38 tiirii kayithidir.
Ulkemizde Yetisen bu tiirler asagida liste halinde verilmistir. Bunlardan endemik

olanlar (*) ile belirtilmistir [105].

*1. T. cilicicus Boiss. & Bal. (Giiney bati, Giiney Anadolu, Adalar)
*2. T. revolutus Celak. (Dogu Akdeniz)
*3. T. pulvinatus Celak (Marmara Bolgesi)
4. T. cherlerioides Vis. (Bat1 ve Giiney Anadolu)
5. T. parnassicus Halacsy (Dogu Anadolu)
6. T. leucotrichus Hal. (i¢ ve Giiney Anadolu)
*7. T. convolutus Klokov (Dogu Anadolu)
*8. T. argaeus Boiss. & Bal. (I¢ Anadolu)
*9. T. brachychilus Jalas (Giiney ve i¢ Anadolu)
*10. T. cappadocicus Boiss. (I¢ ve Dogu Anadolu)
*11. T. haussknechtii Velen. (Dogu Anadolu)
*12. T. pectinatus Fisch. & Mey. (I¢ Anadolu)
*13. T. canoviridis Jalas (Dogu Anadolu)
*14. T. spathulifolius Haussk. & Velen. (Dogu Anadolu)
15. T. eigii (M. Zohary & P.H. Davis) ( Gliney Anadolu)
16. T. syriacus Boiss. (Gaziantep)
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*17.T. cariensis Hub. — Mor. & Jalas (Gliney Bat1 Anadolu)
18. T atticus Celak. (Kuzey Bat1 Anadolu)
19. T. striatus Vahl. (Marmara Bolgesi)
*20. T. samius Ronniger & Rech. (Adalar)
21. T. zygioides Griseb. (Bati, I¢ ve Giiney Bat1 Anadolu, Adalar)
*22. T. aznavourii Velen. (Marmara Bolgesi)
23. T. roegneri C. Koch. (Kuzey Bat1 Anadolu)
24. T. comptus Friv. (Marmara Bolgesi)
25. T. fallax Fisch. & Mey. (I¢ ve Dogu Anadolu)
26. T. transcaucasicus Ronniger (Kuzey Dogu Anadolu)
27. T. kotschyanus Boiss. & Hohen. (Giiney ve Dogu Anadolu)
28. T. eriocalix (Ronniger) Jalas (Giiney Bat1 Anadolu)
*29. T. fedtschenkoi Ronniger (Dogu Anadolu)
30. T. ararati-minoris Klokov & Shost (Dogu Anadolu)
31. T. migricus Klokov & Des. — Shost. (Dogu Anadolu)
*32. T. sipyleus Boiss. (Bat1, Giiney, I¢, Giiney Bat1 ve Kuzey Dogu Anadolu)
*33. T. leucostomus Hausskn. & Velen. (i¢ ve Kuzey Anadolu)
34. T. pubescens Boiss. & Kotschy ex Celak. (Dogu Anadolu)
*35. T. bornmuelleri Velen. (Kuzey Bat1 Anadolu)
36. T. praecox Opiz (Batl, I¢, Kuzey, Kuzey Dogu ve Giiney Dogu Anadolu)
37. T. longicaulis C. Presl (Kuzey, I¢, Marmara, Kuzey Dogu, Kuzey Bat1, Bat1
ve Giiney Bat1 Anadolu)
38. T. pseudopulegioides Klokov & Des.- Shost. (Kuzey Dogu Anadolu)
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitkisel Materyal

Arastirmamizda Thymus cinsine ait farkli lokalitelerden toplanan 7. cilicicus
Boiss. & Bal, T. canoviridis Jalas tiiyli ve tiiysiiz (I ve 1), T. comptus Friv, T.
revolutus Celak’un toprak iistii kisimlart kullanilmistir.  Araziden toplanan bitki
ornekleri golgede ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruma islemi
gerceklestikten sonra bitki 6rnekleri 3 saat siireyle hidrodistilasyona tabi tutularak
ucucu yaglar izole edilmistir. Kullanilan tiirlerin herbaryum o6rnekleri Balikesir
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesinde Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda
bulunmaktadir. Calismada kullanilan 7hymus tiirlerine ait genel bilgiler ve ugucu

yag bilesenleri Tablo 3.1°de verilmistir.

2.1.1.1 Arastirmada Kullamlan Thymus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Thymous cilicicus Boiss. & Bal.

Kisa boylu, sik yastik olusturan ya da uzun, yar1 ¢alimsi bitkiler, gévde 5 - 40
cm, geriye doniik kisa tiiylii, uzun siirgiin yapraklart 5 - 12 x 0,5 -2 mm, sapsiz,
lanseolat- subulat, diiz kenarli, alt 1/3 ’i sili; yag damlaciklan seyrek, renksiz ya da
sarims1 renkte. Yanal siirgiinlerin yapraklarn sik, kiicik 2 - 4 x 0,3 — 0,5 mm,
kenarlar1 belirgin sekilde geriye kivrik, puberulent-pubessent. Cigek diizeni kapitat,
boyutlart 2,5 x 1,5 cm’ye kadar ulagsmakta. Brakte 7,5 - 10 x 3 - 5 mm, ovat, uzun
akiiminat, puberulent, orta ve 3 - 5 ¢ift yanal damarlar1 oldukc¢a belirgin, alt 1/2 ’si
silli, yag damlaciklar1 yogun. Brakteol c. 2 mm, silli. Cigekler cogunlukla sapsiz,

bazen 0,5 mm kadar sapli. Kaliks 3,5 - 5,0 mm, dudaklar + esit uzunlukta, tiipten
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uzun, ist dudagin orta disi 0,5 - 0,8 mm, iicgenimsi, diizensiz siliat. Korolla 5 - 9
mm, rengi leylaktan mora kadar degisir, bazen beyaz, dis ylizeyi seyrek, i¢ yiizeyi sik
ya da seyrek tiiylii, stillis seyrek tiiylii. Kayalik ya da tagh yerlerde 70 - 2000 m
yiikseklikte yetisir. Ciceklenme donemi Mayis ve Agustos aylar arasidir [105].

Sekil 2.1 Thymus cilicicus’un genel goriniisii (Foto B. Yildiz)

Thymus revolutus Celak.

Stiriiniicii gévdeleri kismen toprak altinda kalan ve toprak {istii kisimlari
nodyumlardan koklenebilen bitkiler, verimli govdeler 5 - 20 (-25) cm, dik ya da
stirtiniicli ve ugta yiikseltici, villoz tiiyli, tiiyler govde ¢capindan uzun. Yapraklar 8 -
13 x 0,5 - 1 (-2) mm, lineer-lanseolat, hafif falkat, nodlardan uzun (golge formlarinda
nodlar uzun) kenarlar1 kivrik, uzun ve kisa tiiylli, tabandan uca kadar silli. Yag
damlaciklar1 ¢ok, portakal renginden koyu kirmizi kadar; yanal yaprak demetleri
normal yapraklara benzer ancak daha kisa. Cigek diizeni yogun, kiiresel ya da konik
bas seklinde, 2,5 x 1,5 cm. Brakteler 7 - 12 x 3,5 - 7.5 mm, genis ovat, akiiminat,

uca dogru kenarlar1 disa kivrik, villoz, kenarlar silli, 3-5 cift belirgin damarli, sik ve
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kirmiz1 renkli yag damlacikli, olgunlukta u¢ kisimlart mor. Brakteoller kiigtik.
Kaliks 4-5 mm, pubessentten villoza kadar degisen tiiylii, dudaklar + esit, genellikle
tiipten uzun, iist dudagin orta disi 0,8 mm, silli. Korolla pembeden mora kadar. 5 - 8
mm seyrek tiiylii ve zengin yag damlacikli. Yetisme ortami kalkerli alanlar ve P.
brutia orman acikliklaridir. Deniz seviyesi-900 m yiikseklikte bulunurlar.

Ciceklenme donemi Mayis- Temmuz aylarindadir [105].

Sekil 2.2 Thymus revolutus’ un genel goriiniisii (Foto B. Yildiz)

Thymus comptus Friv.

Tabanda az odunlu, zengin dallanan bitkiler, ¢icekli govdeler 10 - 15 cm, 4
yiizeyi de patent villoz tiiylii, yanal yaprak demetleri mevcut. Yapraklar 8 - 15 x 0,5
— 2,2 mm, lanseolat, lineer-lanseolat, akut, seyrek tiiylii, tiiyler 1 mm kadar
uzunlukta, tabandan 2/3 ’{i uzun sili; yag damlaciklar sik, kahverengimsi, orta damar
belirgin; yanal damarlar daha zayif ve paralel. Cigek diizeni 5 - 10 cm’ye kadar
uzayan, internodyumlar belirgin, yaklasik 1 cm, vertisillatlar ¢cok ¢icekli. Brakteler
4 - 13 x 1.4 — 3,2 mm, internodlara esit ya da kisa, ovat-lanceolat, yanal damarlar 2 -

3 ¢ift ve belirgin. Brakteoller 4 mm’ye kadar, pediselden uzun, pungent. Kaliks (3-)
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3,5 - 5 mm, tiip dudaklara esit, damarlar belirgin, villoz-hirsut; {ist dudak, alt dislere
esit ya da uzun, st orta dis 1,2 - 1,5 mm, silli. Korolla giil kirmizisi, ¢. 6 mm.
Yetisme ortami kuru ¢ayirlar ve kumlu alanlardir. Yetisme yiiksekligi deniz seviyesi

- 200m yiikseklikte yetisir. Ciceklenme donemi Mayis ayidir [105].

Thymus canoviridis Jalas

Tabanda odunlu, yastik olusturan bitkiler, ¢igekli govdeler 2 - 5 (-20) cm, sik,
geriye doniik ya da patent puberulent, yanal yaprak demetleri cok. Yapraklar 5 - 6,5
(-10) x 1,2 - 1,4 mm, lanseolattan oblanseolata kadar, subobtusdan akuta kadar
degisir, = karnos, kisa, tek diize velutinos - tomentos, bazen alt yiizeyde uzun tiiyler
mevcut, basal siler az ve diisiicii; yag damlacig1 cok, renksiz ya da sarimsi; orta
damar belirgin, yanal damarlar 2 cift, belirgin, bazen belirsiz. Cicek diizeni sik bas
seklinde, bazen alt 1 - 2 vertisillat ayr1. Brakteler yapraklara benzer. Brakteoller 2 -
3 mm, lineer-lanceolar. Kaliks 2,5 - 3,2 (-5) mm, silindirik, pubessent, ayrica alt
tarafi hirsut, sapli salgili, tiip dudaklardan kisa, list dudak alt dislere esit, iist-orta dis
0,4 — 0,6 (-2) mm, silli. Korolla 5 mm, acik pembe. Yetisme ortamlar1 kalkerli
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alanlar, step, tasl yamaclardir. 1900 - 2500m yiikseklikte yetisirler. Ciceklenme

donemleri Temmuz - Agustos aylaridir [105].
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Sekil 2.4 Thymus canoviridis’ in genel goriiniisii (Foto B. Yildiz)

2.1.2 Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Mikroorganizmalar

ve Ozellikleri

(Calismada maya formundaki insan patojeni Candida albicans (klinik izolat),
Enterobacter aerogenes NRRL 3567, Escherchia coli ATCC 25292, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris
NRRL 123, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Serratia marcescens (klinik izolat)
bakterileri ve Alternaria brassicola, Aspergillus flavus, A. niger ve Penicillum
expansum mikrofunguslar kullanilmistir. Saprofitik mikrofunguslar Dog. Dr. Ayse
Dilek Azaz tarafindan topraktan izole edilmistir. Tiim mikroorganizma stoklar1

Balikesir Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde saklanmaktadir.

Enterobacter aerogenes: Enterobacter cinsindeki bakteriler, diiz, gram

negatif, fakiiltatif, spor olusturmayan, ¢ubuk seklindedir. Enterobacter aerogenes,
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tabiyatta ¢ok yaygin olan, toprak, su, tahillar ve ayn1 zamanda insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunan nonfekal koliform bir bakteridir. Firsat¢1 patojen 6zellik
gostererek yeni dogan ve prematiire bebeklerde, bagisiklik sistemi zayif ve
baskilanmis hastalarda, idrar yollar, iist solunum yollari, yara ve yanik
enfeksiyonlari, menenjit olmak {izere ¢esitli hastaliklar olusturur. Son zamanlarda
Enterobacter’lerin giderek artan oranlarda hastane enfeksiyonlar1 yaptiklar
bildirilmektedir. Enterobacter’ler sefolosporin  ve ampisilin’lere direngli,

karbenisilin ve sefotaksim gibi antibiyotiklere nispeten duyarlidir [106, 107]

Escherichia coli: Memelilerin ve kuslarin bagirsak konugudur. 2 - 6 pm
boyunda, 1,0 — 1,5 um eninde, diiz, uglar1 yuvarlak basil seklinde gram-negatif
bakterilerdir. Fakiiltatif anaerop olup, optimum iireme sicaklig1 37 °C’dir. Insan
normal bagirsak florasinda bulunur ve burada diger flora bakterileri ve organizma ile
bir denge halinde kaldigi siirece hastalik yapmaz. Normal sartlarda kokugma
(putrifikasyon) / mayalagma (fermantasyon) dengesinin diizenlenmesinde ve sindirim
kanalinda 6zellikle K vitamini olmak {izere bir¢ok vitaminin iiretilmesinde rol alir.
Normal bagirsak florasinda bulunan E. coli, herhangi bir nedenle baska dokulara
geeme olanagi bulduklari takdirde 6nemli enfeksiyonlarin olugsmasina neden olabilir.
E. coli’ye karst ampisilin, tetrasiklinler, kloramfenikol, sefaloporinler ve

amigoglikozitler’in degisik sekillerde etkilidir [106, 107].

Listeria monocytogenes: 1 - 2 um boyunda, tek tek, ikili veya kisa zincir
halinde, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, gram-pozitif hareketli bir basildir. Aerob ve
fakiiltatif anaerob ozelliklere sahiptir. L. monocytogenes dogada ¢ok yaygin olup,
toz, toprak, kanalizasyon, ¢iirlik bitkiler ve hayvan yemlerinden, siit iirlinleri, taze
dondurulmus kanath etleri, taze islenmis et iirlinlerinden izole edilmistir. Enfeksiyon
genellikle fekal yolla bulasir. Ozellikle ¢ig meyve ve sebze, ¢ig peynir, pastdrize
edilmemis siit ve siit lirlinleri, 1yi pismemis tavuk, balik ve kirmiz1 et tiiketimi olan
kisilerde enfeksiyona rastlanma olasilig1 yiiksektir. L. monocytogenes insanlarda
Listeriosis denilen gida kaynakli bir hastalifa neden olmaktadir. Listeriosis
menengitis, endokarditis, oldiiriicii septisemi, hamilelerde diisiik ve ensefalitis gibi

ciddi hastaliklara neden olmaktadir. Listeriozanin genelde risk grubunu yaslilar,
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bagisiklik sistemi zayif olan insanlar hamile bayanlar, anne karnindaki ve yeni

dogmus bebekler, olusturmaktadir [108, 109, 110, 111].

Proteus vulgaris: Gram-negatif, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, lireaz pozitif
ve cok hareketlidirler. Bagirsak bakterilerinin genel karakterini gosterirler. Insan
digkisinda, lagim sularinda, kokugsmus proteinli yiyeceklerde yaygin olarak
bulunurlar. Hastane ortaminda gelisen ¢esitli enfeksiyonlara neden olurlar. Agir ve
parcalanmis yaralarda bulunmalar1 hem enfeksiyonu agirlastirir hem de gazli gangren
ve tetanos etkenlerinin iiremesini kolaylagtirarak bunlarin enfeksiyonlarinin
gelismesine yol acar. Ozellikle yeni dogan bebeklerde gdbek kordonu
enfeksiyonlarindan kaynak bulan septis ve menenjit bazen epidemiler halinde
gortlebilir. Cogunlukla insanlarda idrar yollar1 enfeksiyonlarina bazen de enteritise
neden olurlar. P. vulgaris neomisin, kanamisin ve gentamisine karsi genellikle

duyarlidir [106, 107, 112].

Pseudomonas aeruginosa: Gram-negatif, katalaz pozitif, aerobik, 2 - 4 um
uzunlugunda basillerdir.  Bir veya birden fazla polar konumlu flagellar: ile
hareketlidir. Aerobik olmalar1 nedeniyle gidalarin ylizeyinde hizla iireyebilen non-
fermentatif bir bakteridir. Optimum 37 °C’de iireyebilirler. Insan ve hayvan
bagirsaginda bulunmaktadir. P. aeruginosa firsatgr patojen bir bakteri olarak;
insanlarda yaralarda, yaniklarda, idrar kanallarinda enfeksiyonlara neden olur ve
apselere, septisemiye ve menenjite neden olabilir. P. aeruginosa enfeksiyonlarinda

gentamisin etkili sekilde kullanilan bir antibiyotiktir [106, 107].

Staphylococcus aureus: Kok seklinde, gram pozitif, fakiiltatif anaerop bir
bakteridir. Ureme sicakhign optimum 37 °C’dir. S. aureus, dogada oldukca
yaygindir; toz, toprak, cevresel yiizeylerde bulunur. Insanlar ve hayvanlar baslica
konak yerleridir. S. aureus, burun mukozasinda, agiz ve nazofarink florasinda, insan
ve hayvan derisinde bulunmaktadir. Gidalarda gelistiginde, iirettigi enterotoksinlerin
sebep oldugu besin zehirlenmesine neden olmaktadirlar. Besin zehirlenmelerinin
yani sira deri-mukoza lokalizasyonlari, sepsisler ve zatiiree, osteomiyelit, artritis gibi
sistem ve organ enfeksiyonlarina sebep olurlar. S. aureus bakterilerinin gliniimiiz

i¢cin en 6nemli yonleri, kullanilmakta olan kemoterapdtik maddelerin birgoguna hizla
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dayaniklilik kazanmalart ve bu nedenle eskiye oranla enfeksiyonlarina daha sik

rastlanmasidir [106, 107, 112].

Serratia marcescens: 0,5 - 0,8 um eninde ve 0,9 — 2,0 um boyunda, hareketli,
kapstilsiiz, gram negatif ve fakiiltatif anaerobturlar. Dogada yaygin olarak toprak,
bitki ve su da bulunurlar. Insan ve hayvanlarda ise ince barsak ve iist solunum yolu
florasinda bulunan mikroorganizmalardir. Son zamanlarda gittikge artan siklikta
hastane enfeksiyonlarina neden oldugu saptanmistir. Bu mikroorganizma genellikle
immiin sistemi zayif bireylerde, genis spektrumlu antimikrobik alanlarda,
trakeostomi veya katater kullanimina bagli olarak cesitli ara¢ gereclerle hastane
enfeksiyonlarina neden olmakta ve endokardit, osteomyelit, yara, idrar ve solunum

yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir [106, 113, 114].

Candida albicans: Firsatg1 ve patojen bir tiir mayadir. 2 - 3 x 4 - 6 um
boyutlarinda oval seklindedir. Tomurcuklanarak iirerler. Candida’lar insan ve
hayvan mukozalarinda kommensal olarak bulunur.  Kandidiyasis denen bir
enfeksiyona yol agar. Enfeksiyon genital organlarda, bunun yaninda, agiz mukozasi
ve dilde, viicudun rutubetli olan bolgelerinde, deri katmanlarinin oldugu bolgelerde
goriiliir. C.albicans enfeksiyonun oldugu boélgeden kan ve lenf yoluyla yayilarak,
ulastig1 baska bolgeleri de etkisi altina alabilir. C. albicans enfeksiyonu, genellikle
direnci zayiflamis, 6zellikle hiicresel bagisiklik sistemi tahrip olmus hastalarda

goriiliir. Tedavi amaciyla nistatin ve imidazol kullanilir [106, 112, 115].

Alternaria brassicola: Koloni koyu kahverengi siyahimsi ve kadifemsidir.
Hifler dalli, onceleri seffaf, sonra kahverengimsidir. Konidiyoforlar tek veya 2-
12 ’lik gruplar halinde genellikle basit, dik diiz veya dalgali, bazen genikulat, az veya
cok silindirik, tabanda hafifce siskin, bolmeli, soluk veya orta derecede zeytinimsi
kahverengidir. Konidiler genellikle 20 konidilik zincirler halinde bazen dalli,
konidiyafor ceperindeki kiigiik deliklerden ¢ikmaktadir. Konidiler diiz g¢eperli
silindirik, genellikle uca dogru sivrilmekte veya obklavat, taban hiicresi yuvarlak
hale gelmis, gaga hemen hemen yok gibidir. Apikal hiicre az veya ¢ok dikdortgen
seklinde veya turunkat bir kozalaga benzemektedir. Konidiler 1-11 aras1 fakat
genellikle 6 ’dan az enine bolmeli veya genellikle bolmelerin oldugu yerlerde

bliziilmeler goriilmekte, soluk veya orta derecede yesilimsi renkte, diiz ¢eperli veya
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yaglilikta hafif¢e sigilli hale gelmektedir.  Alternaria brassicola Cruciferae

yapraklarinda parazit olarak bulunabilmektedir [116, 117].

Aspergillus flavus: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler 10 giinde hizla
geligerek 6 - 7 cm ¢apina ulagsmaktadir. Genellikle ince fakat siki yapili bir misel
kecesi olusturmakta, cogunlukla diiz ancak bazi irklarinda ise radial olarak oluklu ya
da beyin kivrimhidir. Cogu irklarinda bol miktarda konidi yapilar gelisir. Geng
konidi baslar1 genellikle sar1 tonlardadir fakat hizli bir bigimde parlak koyu sar1 -
yesil tonlara kaymaktadir. Koloni alt1 genellikle renksiz - pembemsi esmer renktedir.
Kondiyaforlar kalin ¢eperli, renksiz, kaba sekilde piiriizlii genellikle 1 mm kisadir.
Vesikiiller gencken uzamis, daha sonralar1 ise subgloboz veya globoz olmaktadir.
Sterigma tek veya iki seri halinde, ayni irkta tek bir vesikiilde her iki durumda
goriilebilmektedir. Cogunlukla konidiler olgunlastiklarinda globoz veya subgloboz,
belirgin sekilde piiriizlii veya diiz ¢eperli biiyiikliikleri irklar arasinda degiskendir.
Aspergillus flavus yagl tohumlarda mesela yerfistig1 ihtiva eden bir¢ok hayvan yemi
ve insan gidasinda aflatoksin denilen mikotoksini iiretmektedirler. Yiksek dozlarda
alindiginda bu toksin karacigeri tahrip eder. Diisiik dozlarda ise kanserlere sebep

olmaktadir. Aflatoksinler, bilinen en gii¢lii dogal kanserojen maddelerdir [106, 116].

Aspergillus niger: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler yavas gelismekte,
10 - 15 giinde oda sicakliginda 2,5-3,0 cm capina ulagsmaktadir. Oldukca gevsek-
kompakt beyaz-hafif sar1 bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle yiginlar
halinde toplanmis konidi yapilar1 vardir. Tipik olarak karbon siyahina yakin renkte
veya bazen koyu kahverengimsi siyah renktedir ve koloni yiizeyini dar bir kenar
hari¢ tamamen kaplamaktadir. Koloni alt1 genellikle renksiz, bazen merkezde soluk
sartdir. Konidi baglart tipik olarak biiyiik ve siyah, once globoz, daha sonra radiyat
veya yaslandiginda iki veya daha fazla gevsek - iyi belirlenmis siitun halinde
yarilmaktadir. Konidiyoforlar degisken uzunlukta, ¢ceper diiz, nispeten kalin, renksiz
ve Ozellikle list kisimda kahverengimsi tonlardadir. Vesikiiller globoz veya globoza
yakindir. Sterigmalar iki seri halindedir. Aspergillus niger sogan, sarimsak, incir ve
turunggil meyvelerinde siyah ciiriiklik etmenidir. Aspergillus niger saprofit bir
fungustur, hastalik etmeni olarak da zayif bir patojendir. Olgunlasmamis ve catlamis

meyvelerde hastalik olusturmaktadir. Portakal yada incir de hastalik yaralanmis ve
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catlamis meyvelerde goriilmektedir. Soganlarda ise hastalik yarali olanlarda hizl
gelismekte, ama bunlarda yaralanma olmadan da kabuklar altinda hastalik

gelismektedir [116, 118].

Penicillium expansum: Hifler bolmeli, dar, genellikle 2 - 3 um eninde,
renksiz veya parlak renkli, diizensiz dallanmakta ve yogun kompakt miselyum
olusturmaktadir. ~ Konidi kenarlar1 genellikle ¢ok belirgindir.  Konidiyaforlar
farklilagsmamis yiizey alt1 veya havai hiflerden gelismektedir. Saplar nispeten dar ve
ince ceperli, genellikle bir iki bdlmeli, baz tiirlerde apikal olarak siskin ancak
vesikiiller daima 10 pm’den kiigiik ¢apta, karakteristik sekilde penisillat dallanmistir
ve “penisillus” denilen yapilar gelismektedir. Fiyalidler terminal ve kompakt
vertisiller halinde, nispeten kisadir. Konidiler bazipetal olarak gelismekte, genellikle
uzun zincirler halinde, tek hiicreli, ¢ok kiiclik, kiiresel, elipsoid, priform veya
apikulat nadiren silindirik kitle halinde gri - yesil, gri - mavi veya gri nadir olarak
kahverengidir.  Penicillium expansum ekonomik 6neme sahip bir ¢ok meyvede

(elma, kiraz gibi) mavi kiif ¢liriigii etkenidir [119, 120].

2.1.3 Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Besiyerleri ve

Standartlar

Mueller Hinton Broth (Merck) (Cift Kuvvet)

Y3 (L) 4 gr
Kazein hidrolizatl. ... e 35 gr
LN PO 3gr
DS SU. .t 1000 ml

Tiplere 10’ar ml paylagtirilarak 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
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Mueller Hinton Agar (Merck)

Y3 () 4 gr
N . Pt 12 gr
Kazein hidrolizati...........oooiiiii e 17,5 gr
T T PP 1,5gr
DISHLE SU. .t 1000 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve 90 mm ¢apindaki

steril petri kaplarina 15’er ml dokiilmiistiir.

Listeria Selektive Agar Base (Oxoid)

Columbia Blood Agar Base.........cccueevuieiiiiiiieiiieiieeieee ettt 39 gr
ACSCUIINL ...ttt e et e e et e e et e e s ta e e eraaeeensaeeenraeeenreeennnes 1 gr
Ferrik ammonyum SItrat............cccuieeiiieeiiieeieeeee e e e 0,5 gr
Latyum KLOTId....cuvieiieiieiiecie ettt ettt e ens 15 gr
DISHIE SU. ..ttt 500 ml

27,75 gr Listeria Selektive Agar Base (Oxoid) besiyeri 500 ml distie su ilave
edilerek hazirlanmistir ve daha sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril
edilmisticr ve 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine Listeria Selektive
Suplement (Oxoid) katilip 90 mm ¢apindaki steril petri kaplarina 15’er ml

dokiilmiistiir.

Listeria Selektive Supplement (Oxoid)

SiKloheksSimid. .......ouoiii e 200 mg

Kolistin sUIfat. ... 10 mg
AKITIAVIN. L 2,5mg
N1 (0] 0711 F I mg
FOSTOMISIN. ...t e 5 mg
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Icerisine 5 ml % 70 ’lik etil alkol katildiktan sonra 50 °C’ ye kadar

sogutulmus steril Listeria Selektive Agar Base (Oxoid)’e ilave edilmistir.

Buffered Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid)

TTIpton SOYA DIOth.......coiiiiiiiiiiiiee e 30 gr
D o TS A1 S 2 2 S TSRS 6 gr
Potasyum dihidrojen orthofosfat...........ccoeveiieiiiiiiiiecce e 1,35 gr
Di-sodyum hidrojen orthofosfat............ccooeeiiiiiiiiiiiiiiee, 9,6 gr
DISHIE SU. ..ttt 500 ml

23,5 gr Buffered Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid) besiyerine 500 ml
distile su ilave edilip hazirlandiktan sonra igerisine Modifiye Listeria Selektive
Enrichment Supplement (Oxoid) ilave edilip, tliplere 10’ar ml paylastirilarak 121
°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Modifiye Listeria Selektive Enrichment Supplement (Oxoid)

NalIAIKSTK @STt. ...ttt 20 mg
AmIOteriCin B ... 5 mg
ACTHIAVING. ..ot 7,5 mg

Supplement 2 ml steril distile su sulandirilmistir ve Buffered Listeria

Enrichment Broth Base (Oxoid) besiyerine katilmistir.

Malt Ekstrakt Agar (Samson ve Pitt, 1985)

Malt €KStraKt tOZ. ...ttt e e 20 gr
PP oM. Lo e e 1 gr
GIUKOZ. ..o 20 gr
N PO 15 gr
DISHIE SU. .t 1000 ml
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121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve 90 mm ¢apindaki

steril petri kaplarina 15’er ml dokiilmiistiir.

Czapek Dox Agar (Merck)

Sodyum nitrat (INANO3)...oe it e riee e e e 2gr

Potasyum hidrojen fosfat (KoHPOuy).....ooovoiniiii e 1 gr
Magnezyum siilfat (MgSO4.7H20). ..o e 0,5 gr
Potasyum Kloriir (KCI).......oouiiii e 0,5 gr
Demir siilfat (FESO4). ... e 0,01 gr
SUKIOZ. ..t e e 30 gr
N . Ot 20 gr
DISHIE SU. ..ttt 1000 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve 90 mm ¢apindaki

steril petri kaplaria 15’er ml dokiilmistiir.

Sabouraud Dextrose Agar (Merck)

Bacto PePON. ..o e 10 gr
Bacto deKStroz. .......oieiii e 40 gr
N 15 gr
DISHIE SU. ..ttt e 1000 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve 90 mm ¢apindaki

steril petri kaplarina 15’er ml dokiilmiistiir.

Sabouraud Dextrose Broth (Merck)

Bacto PePLON. .. .t 10 gr
Bacto deKStrozZ. .....oueii 40 gr
DS SU. .t 1000 ml
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Tiiplere 10’ar ml paylastirilarak 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.

McFarland No:0.5 Bulaniklik Standard:

BaCly (201,175 )i e 0,5 gr
HoSO4 (0.36N) ...t 99,5 ml

BaCl, ve H,SO4 karigimi 15 ml’lik kapakl tiiplere dagitilmis, kapagi parafilm

ile sikica kapatilarak karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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2.2 Metot

2.2.1 Ugucu yaglarin Bilesenlerinin Belirlenmesi

2.2.1.1 Gaz Kromatografisi

Analiz kosullari

Sistem : HP 6890 GC

Kolon : HP-5MS (30 m x 0.25mm i.d. 0.25 um)
Dedektor . FID (Alev Iyonlasmali Dedektor)
Tasiyict gaz : Helyum (1.4ml/dk)

Split oran1 : 1:100

Sicaklik Programi : 55°C-5dk//2°C/dk//210°C-10 dk

2.2.1.2 Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi (GC/MS)
Ugucu yag i¢indeki bilesenler, gaz kromatografisi kolonundan ayrildiktan sonra
dedektor gorevi goren kiitle spektrometresinde her birinin tek tek spektrumlari

alinmustr.

Analiz kosullari

Sistem . Hewlett- Packard 5970A

Kolon : HP-5MS (%95 dimetil polisiloksan, HP-19091S-433),
(30mx 0.25um 1.d.x0.25um)

Sicaklik Programi : 55°C-5dk//2°C/dk // 210 °C -10 dk

Enjektor :  Otomatik enjektor HP 18593B

Tasiyict gaz : Helyum (1.4ml/dk)

Dedektor . HP Kiitle Secici Dedektor (Mass Selective Detector,
MSD)
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Split orani : 1/100

Elektron enerjisi : 70 eV

Kiitle Aralig : 10-400 u

Kiitiiphane: Wiley ve NBS kiitiiphane Tarama Yazilimlar

Hekzan ¢oziiciisii icine alinan 6rnekler cihaza otomatik olarak enjekte edildi
(HP 18593B). GC/MS Sicaklik programi ise 55 °C’de 5 dakika tutulup, 210 °C’ye
55 dakika da ¢ikmasi ayarlandi ve bu sicaklikta 10 dakika tutularak analiz siiresi 65

dakikada tamamlanmastir.

Analiz  sonuglar1 Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi’nin
kiitiiphanesinde (Wiley ve NBS) bulunan ugucu yaglarin verileri ile 6rneklerimizdeki
ucucu yaglarin karsilagtirilmasi ile tanimlama yapilarak degerlendirildi. Ugucu yaglar
tespit edildikten sonra pik alan yiizdeleri hesaplanarak, yilizde bilesimleri tespit
edildi.

2.2.2 Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

Ucucu Yaglarin antimikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesinde Agar Disk

Difiizyon ve Mikrobroth Diliisyon teknikleri kullanilmistir [121, 122].

2.2.2.1 Agar Disk Difiizyon Metodu

Calismada kullanilmak iizere steril petrilere 15’er ml olacak sekilde Listeria
monocytogenes i¢in Listeria Selektive Agar Base (LSA), patojen maya olan Candida
albicans i¢in Saboraud Dextrose Agar (SDA) ve diger mikroorganizmalar iginde
Mueller Hinton Agar (MHA) dokiilerek petriler diiz bir zemin {izerinde donmaya
birakilmistir. Kullanilacak mikroorganizmalardan Listeria monocytogenes, Buffered
Listeria Enrichment Broth Base (BLEB) igersinde 35 °C’de, Candida albicans,

Saboraud Dextrose Broth (SDB) icersinde 37 °C’de ve diger mikroorganizmalarda
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¢ift kuvvet Mueller Hinton Broth (MHB) igersinde 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda gelisen mikroorganizmalar bulunduklari
tiipten almarak Mc Farland No:0,5’¢ (yaklasik 10° CFU/ml) gére bulaniklik ayari
yapilmistir. Test edilecek ugucu yaglar, her birinden 4 mg olmak {izere ayri1 ayri
steril tiiplere tartilmis ve tizerlerine 2’ser ml saf Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek
tamamen ¢oOzlinmeleri, homojen bir karisim haline gelmeleri saglanmistir (stok
¢ozelti). Mc Farland No:0,5’¢ gore ayarlanan taze mikroorganizma
siispansiyonlarindan uygun besiyerlerine yayma ekim yapildi ve iizerilerine her
birine stok ¢ozeltiden 20 ul emdirilen 3 adet ve 20 pl standart kloramfenikol
(Candida albicans igin ketokonozol) emdirilen 1 adet 6 mm c¢apinda steril kagit
diskler uygun araliklarla yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petri kaplar1 her bir

mikroorganizma i¢in uygun inkiibasyon sicakliginda 24 saat inkiibe edildi.

2.2.2.2 Mikrobroth Diliisyon Metodu

Calismada kullanilan mikroorganizmalardan Listeria monocytogenes,
Buffered Listeria Enrichment Broth Base (BLEB) i¢ersinde 35 °C’de, Candida
albicans, Saboraud Dextrose Broth (SDB) igersinde 37 °C’de ve diger
mikroorganizmalarda ¢ift kuvvet Mueller Hinton Broth (MHB) igersinde 37 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisen Kkiiltiirler, Mc Farland
No: 0,5 ’e (yaklasik 10° CFU/ml) gére bulaniklik ayari yapilmistir. Test edilecek
ucucu yaglar, her birinden 4 mg olmak {izere ayr1 ayr steril tiiplerde tartilmis ve
2 ’ser ml steril saf Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenerek ¢oziilmeleri ve homojen bir
karisim haline gelmeleri saglanmistir.  Stok ¢6zelti denemeler i¢in 96 “U” tipi
kuyucuklara sahip mikrodiliisyon petrileri (96 Well Plate) kullanilmistir. Mikropipet
yardimiyla kuyucuklara 6nce 100 ’er pl steril distile su ilave edilmistir (1, 11, 12’inci
siitunlar hari¢). Daha sonra ilk siitundaki kuyucuklarin her birine hazirlanan stok
cozeltilerden 200 ’er pl konulmustur. Bu siitundan alinan 100 pl ’lik kisimlar ikinci
stituna transfer edilmis ve bu sekilde seri olarak yapilan diliisyonlar ile stok
soliisyonlarin  seyreltilmeleri  saglanmistir. Yalnizca  mikroorganizmasiz
antimikrobiyal ajanlarin seri diliisyonlarini igeren sondan bir 6nceki siitun (11 ’inci

siitun) negatif kontrol olarak kullanilmistir. Son siitun ise pozitif kontrol olarak
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bakteriler i¢in bir antibiyotik olan kloramfenikol, Candida albicans igin ise standart
antifungal madde olan ketakonazol kullanilmistir. Bu islem tiim kuyucuklara
uygulandiktan sonra mikroorganizmalarin eklenmesi islemine ge¢ilmistir. Bunun
icin 6nceden bulanikligi Mc Farland No: 0,5 ’e gore ayarlanan mikroorganizma
kiiltiirleri yarim saat 37 °C’de bekletilerek her satira bir mikroorganizma gelecek
sekilde (11 ’inci siitun hari¢) 100 ’er pl ilave edilmistir. Bu islemden sonra
mikrodiliisyon petrilerinin kapaklar1 kapatilarak uygun inkiibasyon sicakliginda 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar da iiremenin varlig:
yada yoklugunun tespit edilebilmesi amaciyla mikrodiliisyon petrileri {izerine
tetrazolium violet ¢ozeltisi plskiirtiilmiistiir. Bu islemin sonunda renklenmenin
olmas1 igin 37 °C ’de 30 dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
sonunda renklenmenin olmadigr ilk kuyucuklarin sahip oldugu konsantrasyonlar
MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) olarak degerlendirilmistir. MIK
degeri, antimikrobiyal maddenin mikroorganizmalarin {iremesini durdurmak igin

gerekli en diisiik konsantrasyon degeri olarak ifade edilebilir.

2.2.2.3 Antifungal Aktivite

Antifungal aktivite ¢alismalarn iginde agar disk difiizyon metodu
kullanilmistir. Konidi elde edebilmek amaciyla saprofitik funguslardan Aspergillus
flavus, A. niger, Penicillium expansum Czapek Dox Agar (CDA) besiyerinde ve
Alternaria brassicola Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerinde, 90 mm capinda petri
kaplar1 kullanarak 25 °C’de 7 - 10 giin siireyle gelistirilmistir. Daha sonra igne
yardimiyla gelismis kolonilerden sporlar alinarak, Czapek Dox Agar ve Malt
Ekstrakt Agar besiyeri i¢eren petri kaplarinin merkezine uygulanmistir. Her birine
stok c¢ozeltiden 20 pl emdirilen diskler, ekim yapilan noktalarin {istiine
yerlestirilmistir. Petri kaplar1 7 giin siiresince 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda, ucucu yaglarin fungus sporlarindan gelisen koloniler
lizerindeki % inhibisyon degerleri; % Inhibisyon = 100.(C-T)/C formiiliine gore
hesaplanmistir [123].

C: Kontrol petrisinde gelisen fungusun koloni ¢api,

T: Test petrisinde gelisen fungusun koloni ¢ap1
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3. BULGULAR

3.1 Ucucu Yaglarin Kimyasal Kompozisyonlari

Arastirmamizda kullandigimiz Thymus tlrlerine ait ucucu yaglarin, Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi Analizi kullanilarak belirlenen kimyasal

bilesenleri Tablo 3.1 ve ana bilesenleri de Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5” de grafikler

halinde gosterilmistir.
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Thymus canoviris (1)
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Sekil 3.1 Thymus canoviridis (I) ugucu yaginin bilesenleri
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Sekil 3.2 Thymus canoviridis (II) ugucu yaginin bilesenleri
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Sekil 3.3 Thymus cilicicus ugucu yaginin bilesenleri
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Thymus comptus
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3.2 Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lari

Arastirmamiz

sirasinda  bitki

orneklerinin toprak {stli kisimlarindan

hidrodistilasyon metoduyla elde edilen ucucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin

belirlenmesinde Disk Difiizyon, Mikrodiliisyon ve Fungal Spor Inhibisyon metotlari

kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen degerler sirasiyla Tablo 3.2, Tablo 3.3

ve Tablo 3.4’de verilmistir:

Tablo 3.2 Test Edilen Thymus Ugucu Yaglarinin Disk Diflizyon Metoduna Gore
Antimikrobiyal Aktiviteleri (mm)

Mikroorganizmalar Kaynak A B C D E Standart
Enterobacter aerogenes NRRL 3567 10 10 11 11 10 22°
Escherichia coli ATCC 25292 10 10 11 10 10 22°¢
Listeria monocytogenes ATCC 7644 9 9 9 9 8 24°
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10 10 10 11 9 23°¢
Proteus vulgaris NRRL 123 9 9 8 7 9 24
Staphylococcus aureus ATCC 6538 11 11 11 10 11 22°¢
Serratia marcescens Klinik izolat 9 9 9 7 8 24¢
Candida albicans Klinik izolat 9 8 7 6.5 7 27%

A: T. canoviridis 1
B: T. canoviridis 11
C: T. cilicicus

D: T. comptus

E: T. revolutus

€. kloramfenikol

K. ketakonazol
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Tablo 3.3 Test Edilen Thymus Ugucu Yaglarmin Mikrodiliisyon Metoduna Gore
Antimikrobiyal Aktiviteleri (MIK) (ng/ml)

Mikroorganizmalar Kaynak A B C D E Standart | DMSO
Enterobacter aerogenes NRRL 3567 250 250 125 | 125 250 - +
Escherichia coli ATCC 25292 | 250 250 250 | 250 250 £ +
Listeria monocytogenes ATCC 7644 1000 | 1000 | 500 | 500 1000 | -© +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 250 250 250 | 250 250 £ +
Proteus vulgaris NRRL 123 500 250 500 | 500 500 £ +
Staphylococcus aureus ATCC 6538 125 125 125 | 125 125 £ +
Serratia marcescens Klinik izolat 500 250 500 | 500 500 - +
Candida albicans Klinik izolat 500 500 500 | 1000 | 500 X +

A: T. canoviridis 1

B: T. canoviridis 11

C: T. cilicicus

D: T. comptus

E: T. revolutus

€. kloramfenikol

K. ketakonazol

-: bulaniklik yok (aktivite var)
+: bulaniklik var (aktivite yok)

Tablo 3.4 Test Edilen Thymus Ugucu Yaglarinin

Antifungal aktiviteleri (%

inhibisyon Degerleri)

Mikrofunguslar A B C D E Standart
Alternaria brassicola 8 6 5 0 10 78%
Aspergillus flavus 7 16 0 0 0 83,63°
Aspergillus niger 30 28 8 25 15 40%
Penicillum expansum 0 0 0 9 0 65"

A: T. canoviridis 1
B: T. canoviridis 11
C: T. cilicicus

D: T. comptus

E: T. revolutus

K . ketakonazol
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4. SONUC VE TARTISMA

Aragtirmada farkli lokalitelerden toplanan 7. canoviridis (1 ve ), T. cilicicus,
T. comptus ve T. revolutus olmak tizere dort tiire ait 5 bitki 6rnegi ile calisilmistir.
Bu oOrneklerin ugucu yaglari, bitkisel materyalin toprak {stii kisimlarindan
hidrodistilasyon ile elde edilerek GC ve GC/MS ile ugucu yaglarmin kimyasal
bilesenleri belirlenmis ve Orneklerin lokaliteleri, u¢ucu yag verimleri ve yaglarin

kimyasal bilesenleri, Tablo3.1’ de verilmistir.

Arastirmada kullanilan 7/ymus tiirlerinin ugucu yag verimlerinin % 0,33 - 1,5
arasinda degisen miktarlarda oldugu saptanmistir (Tablo 2.1). Cesitli ¢alismalarda
tilkemizde yetisen 51 Thymus taksonuna ait 181 Orne8in ugucu yag verimleri ve
bilesenleri saptanmistir. Yapilan bu caligsmalarda ugucu yag veriminin tiirlere gére %
0,01 - 3,4 arasinda degistigi rapor edilmistir. Bu 6rneklerden yag verimi % 0,01 den
az olanlar zayif; % 0,01 - % 1 arasinda olanlar orta; % 1 ’den fazla olanlar ise ugucu
yag verimi bakimindan zengin olarak simiflandirilmislardir [105]. Buna gore
calismamizda Thymus canoviridis (1 ve 1I), ve T. cilicicus’un yag verimleri sirasiyla

% 0,33, % 0,61 ve % 0,71 olarak belirlendiginden orta; 7. comptus (% 1,2) ve T.

revolutus (% 1,5)’un ise yag verimi bakimindan zengin oldugu belirlenmistir..

GC/MS sonuglarina gore; Erzincan Otlukbeli Dagi, BTC Boru hatt
cevresinden toplanan 7. canoviridis (I ve II)’nin ugucu yaglarinin bilesenleri
incelendiginde her iki 6rnegin de ana bilesenlerinin timol ve B-karyofillen oldugu
saptanmistir. 7. canoviridis I’ de timol % 60,44, B-karyofillen % 8,49; T. canoviridis
I’ de ise timol % 64,79 ve B-karyofillenin ise % 6,58 oldugu belirlenmistir. Daha
once Baser ve arkadaglari (1998) ise Caykara-Askale arasindan topladiklar1 7.
canoviridis ugucu yaginin ana bilesenlerinin karvakrol (% 29,51), geraniol (% 13,25)

ve timol (% 9,49) oldugunu rapor etmislerdir [ 124].
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Diger Ornegimiz olan 7. cilicicus ise Mugla-Kdycegiz aras1 5.km’den
toplanmis ve ucgucu yag kompozisyonu incelendiginde ana bilesenlerinin timol (%
34,03), karvakrol (% 12,11) ve terpinolen (% 8,29) oldugu belirlenmistir. Tiimen ve
arkadaslar1 (1994) igel Silifke kalesi civarindan topladiklar1 7. cilicicus ugucu
yagmin ana bilesenlerini a-pinen (% 16,74) ve 1,8 sineol (% 10,39) olarak rapor
etmislerdir [125]. Akgiil ve Ozcan (1999) ise ayn1 tiirle yaptiklar1 ¢alismada ugucu
yagin ana bilesenlerini o- terpineol (% 16,4) ve kamfor (% 9,7) olarak rapor

etmislerdir [126].

Gelibolu-Kesan aras1 38. km’ den toplanan 7. comptus Orneginde ise ana
bilesenlerin % 55,14 ile timol, % 9,84 ile p-simen ve % 7,14 ile y-terpinen oldugu
belirlenmigtir. Tiimen ve arkadaslar1 da Tekirdag ve Kirklareli’nden topladiklar1 T
comptus Orneklerinin ana bilesenlerinin sirasiyla % 36 ve % 50 oranlariyla timol

oldugunu belirlemisler [81].

Manavgat—Serik arasi, 19.km’ den toplanan 7. revolutus ugucu yaginin ana
bilesenlerinin ise % 66,96 ile timol, % 10,12 ile karvakrol ve % 8,13 ile y-terpinen
oldugu saptanmistir. Tiimen ve arkadaslar1 Antalya’dan topladiklar1 ayni tiirle
yaptiklar1 ¢alismada ise ugucu yagin ana bilesenlerini p-simen (% 39) ve borneol (%

12) olarak tespit etmislerdir [81].

Literatiir bilgileri ile karsilagtirildiginda test edilen ugucu yaglarin ana
bilesenlerinde bizim bulgularimizla paralellik olmakla birlikte bazi farkliliklarin da
oldugu goriilmektedir. Cesitli ¢calismalarda ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu
ve miktarlar {izerinde bitkilerin, genotip, kemotip, cografik orijin, ¢evre ve toprak

sartlar1 ile toplanma zamaninin etkili oldugu rapor edilmistir [127, 128, 129].

Aragtirmada kullanilan tiim bitki 6rneklerinden elde edilen ugucu yaglarin,
agar disk difiizyon ve mikrodiliisyon metotlar1 kullanilarak test mikroorganizmalari
tizerindeki antimikrobiyal etkileri de arastirilmigtir. Agar disk difiizyon metodunda,
6 mm capinda bos antibiyogram disklerine ugucu yaglarin stok soliisyonlarindan 20
ul emdirilmis ve olusan zon ¢aplart mm olarak kaydedilmistir. Calismamizda olusan

zon caplar1 kontrol olarak kullanilan kloramfenikol ve ketokonazol’e ait zonlarla
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karsilastirildiginda daha kiigiik olmasina karsin (6,5-11 mm) test mikroorganizmalari
izerinde tiim ugucu yaglarin antibakteriyel ve antikandidal etkiye sahip olduklari
saptanmistir (Tablo 3.2). Baudoux yaptig1 bir calismada kullanilan diskler
etrafindaki iiremenin olmadig1 zonun Ol¢iisii 2 - 3 mm arasinda ise ugucu yagin
bakterisidal etkisinin iyi, bu zon 3 milimetreden biiyiikse ¢ok etkili, eger liremenin
goriilmedigi alan hi¢ yoksa aktivitenin olmadigini rapor etmistir [130]. Buna gore
arastirmamizda test edilen tim ugucu yaglarin test bakterileri iizerinde cok etkili

olduklar1 s6ylenilebilinir.

Mikrodiliisyon metodu kullanarak ugucu yaglarin MiK (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) degerleri de belirlenmistir. Bu degerler Tablo 3.2° de pg/ml olarak

verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 7. comptus hari¢ tim ucucu yaglar C. albicans’1
500 pg/ml deger ile inhibe etmislerdir. Staphylococcus aureus 125 ng/ml’lik deger
ile tiim test materyalleri tarafindan inhibe edilirken, Proteus vulgaris ve Serratia
marcescens en iyi T. canoviridis (II) tarafindan 250 pg/mldeger ile inhibe edilmistir.
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa iizerinde ise tim ucgucu yaglar 250
ng/ml deger ile etkili olmuslardir. Enterobacter aerogenes lizerinde ise T.comptus
ve T. cilicicus 125 pg/ml, diger ugucu yaglar ise 250 pg/ml deger ile etkili
olmuslardir. Listeria monocytogenes’de T. comptus ve T. cilicicus tarafindan 500

ng/mldegerde inhibe edilmistir (Tablo 3.3).

Arastirmamizda elde ettigimiz antifungal aktivite calismalar1 incelendiginde
de T. canoviridis (1) ugucu yaginin Aspergillus niger’ in gelismesi lizerinde % 30’
luk inhibisyon degerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu oran tiim antifungal aktivite
sonuglar1 incelendiginde en yiiksek yiizde inhibisyon degeri olarak belirlenmistir.
Aspergillus flavus’ un gelismesi tizerine 7. canoviridis (1 ve II) sirasiyla % 7 ve % 16
oranlarinda etkili olurken diger {i¢ test materyalinin bu fungus iizerinde inhibe edici
etkilerinin olmadig1 saptanmustir. Alternaria brassicola’ nin gelismesi lizerinde 7.
revolutus % 10, T. canoviridis (1 ve II) % 8 ve % 6 ve T. cilicicus ise % 5 oranlarinda
etkili olmuslardir. 7. comptus ise ayn1 fungus iizerinde etkisiz bulunmustur (Tablo

3.4).
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Test materyallerine karst en direngli fungusun Penicillium expansum
oldugunu soyleyebiliriz. 7. comptus ugucu yagi bu fungus lizerinde % 9 ’luk
inhibisyon etkisi gosterirken diger dort Ornegin ise antifungal aktivitesi tespit

edilememistir (Tablo 3.4)

Cok sayida arastirmada Thymus ugucu yaglarmin giiclii antimikrobiyal ve

antifungal aktivite gosterdikleri rapor edilmistir [24, 60, 131, 132, 133, 134, 135].

Azaz ve arkadaglar1 Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii, T.
zygioides var. lycaonicus,. T. longicaulis subsp. longicaulis var. subisophyllus ve T.
pulvinatus tirlerinden elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel, antikandidal ve
antifungal aktivitelerini incelemisler ve Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes ve Candida
albicans kars1 ugucu yaglarin etkili oldugunu rapor etmislerdir. Antifungal aktivite
sonuglara gore de 7. zygioides var. lycaonicus ugucu yaginin Mucor hiemalis
sporlarin1 giliclii bir sekilde inhibe ettigi fakat Penicillium clavigerum ve Absidia

glauca tizerinde etkili olmadigini rapor etmislerdir [136].

Delespaul ve arkadaslar1 ¢esitli ugucu yaglarin antifungal aktivitelerini
incelemis, farkli funguslar iizerine uygulanan yaglardan oldukca iyi sonuglar
aldiklarin1 belirtmislerdir. Ozellikle Thymus vulgaris ugucu yaginin orta derecede

MIK degerine sahip oldugunu rapor etmislerdir [137].

Dorman ve Deans ucucu yag bilesenlerinin bu yaglarin antimikrobiyal
aktivite ozellikleri ve etki mekanizmalar1 {izerinde etkili oldugunu belirtmislerdir
[11].  Ayrica bircok bitki tlirlinden elde edilen ugucu yag bilesenlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi arastirmalarda gram pozitif bakterilerin
gram negatif bakterilere gore daha duyarli oldugu rapor edilmistir [55, 57, 138, 139,
140]. Bazi arastirmalarda Gram negatif bakterilerin gram pozitiflerden farkli olarak
hidrofobik bilesiklerin difiizyonunu kisitlayan bir dis zara sahip olmalari, bu
bakterilerin ugucu yaglarin antibakteriyel etkilerine kars1 daha az hassas olmalarinin
nedeni olarak gosterilmistir [17, 141]. Buna karsihik Deans ve arkadaslar

bakterilerin ugucu yaglara karsi hassasiyeti iizerinde gram reaksiyonlarinin ¢ok az
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etkili oldugunu belirtmislerdir (19, 142). Bizim arastirmamizda gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin, test edilen 7hymus ugucu yaglarina kars1 duyarliliklarinda biiytik

bir farklilik saptanmamustir.

Calismada kullandigimiz Thymus tiirleri ugucu yaglarinin GC ve GC/MS
sonuclarina gore belirlenen ana bilesenlerinin fenolik monoterpenler, monoterpen
hidrokarbonlar, oksijenik monoterpenler, aromatik hidrokarbonlar ve seskiterpenler

oldugu belirlenmistir.

Cosentino ve arkadaslar1 aromatik hidrokarbondan p-simen, monoterpen
hidrokarbonlardan a pinen ve y-terpinen, oksijenik monoterpenlerden a-terpinoel ve
linalool ve fenolik monoterpen olan timol ve karvakrol ile yaptiklari arastirmada
karvakrol ve timol’iin, denenen bilesikler igerisinde en kuvvetli antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir [60]. Genellikle yiiksek oranda timol ve
karvakrol gibi fenolik bilesikler igeren ucucu yaglarin giiclii antimikrobiyal 6zellik
gosterdigi cesitli aragtirmalarda rapor edilmistir [11, 60]. Timol ve karvakrol
birbirinin izomeridir ve aralarindaki fark hidroksil grubunun pozisyonudur [61, 70,
138] Lambert ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada timol ve karvakrol’un hiicre
membran permabilitesini arttirdiklarint tespit etmislerdir [138].  Karvakrol’un
antimikrobiyal aktivitesinin mekanizmasi {izerine bir aragtirma sonucuna gore de
karvakrol’e maruz birakilan hiicresel membranlar potasyum iyonlarma ve
protonlara karsi gecirgen hale gelmektedir. Bundan dolayr hiicresel i¢ ortamin
pH’s1 diigmekte ve membran potansiyeli dagilmaktadir.  Sonu¢ olarak ATP
sentezlenememekte ve hiicre 6liimii meydana gelmektedir [69, 143]. Benzer yapida
olan karvakrol ve timol’iin, hidroksil grubu tasidiklarindan ve yapilarinda delokalize
elektronlar bulundugundan dolay1r giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

yapilan bir arastirmada rapor edilmistir [69].

Timol’iin antimikrobial aktivitesi ile ilgili yapilan calismalarda, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens ve Candida albicans

tizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [8, 11, 60]. Bu sonuglar,
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arastirmamizda test edilen ve ana bilesenleri timol olan ugucu yaglarinin

antimikrobiyal aktivitelerini agiklamamiza yardime1 olmaktadir.

Terpenik bilesenlerin mikroorganizmalar iizerindeki etki mekanizmasi tam
olarak aydmlatilamamistir.  Bununla beraber bazi c¢alismalara gore terpenik
bilesenlerin hidrofobik 6zelliklerine dayanarak stoplazmik membrana zarar verdigi,

hiicre igerigini pihtilastirdigi ve proton pompasini bozdugu diistiniilmektedir [ 144].

Ultee ve arkadaglar1 hidrofobik yapida ve aromatik hidrokarbon bir bilesik
olan p-simen’in stoplazmik membranda genislemeye ve sismeye neden oldugunu
rapor etmislerdir [69]. Baska bir arastirmada da p-simen’in timol ve karvakrol’iin

aktivitesi iizerinde sinerjik etki yaptigini belirtilmektedir [143].

Yapilan ¢ok sayida arastirmada 1,8 sineol, p-simen, o pinen, kamfor, y-
terpinen, borneol’iin antimikrobiyal aktivite 6zelligine sahip oldugu rapor edilmistir
[8, 60, 140, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151]. Bu durum bizim c¢alismamizda
yiiksek oranda 1,8 sineol iceren tiim test materyallerinin ve y-terpinen igeren
T.comptus ve T. revolutus ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerinin sebebini

aciklamamiza katki saglamaktadir.

Mevy ve arkadaslar1 ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonunu olusturan tek
bir bilesenin bile ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisinin degisiminde rol

oynayabilecegini 6ne stirmuslerdir [144].

Cesitli ¢alismalarda, ugucu yaglarin ana bilesenlerine gore antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri rapor edilmekle birlikte minor bilesenlerin de antimikrobiyal
aktivitede kritik rol oynadiklarini ve diger bilesenlerle sinerjik veya antagonistik etki

olusturmalarinin miimkiin olabilecegi belirtilmektedir [8, 21, 61, 62, 63, 64, 152].

Bitki metaboliti olan ugucu yaglarin basta mikroorganizmalari inhibe edici
veya onlart Oldiiriicli etkileri olmak {izere tedavi konusunda dikkati ¢eken bircok
Ozelliklerinin olmasindan dolayi, bu iiriinlerden yararlanmanin bilimsel ve ekonomik

acilardan yarar saglayacag: diisiincesindeyiz. Calismamizda elde etti§imiz sonuglar
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test edilen tiim ugucu yaglarin test mikroorganizmalar tizerinde belirli Olciilerde
etkili olduklarim1 gostermistir. Dolayisiyla test edilen bu ucucu yaglarin daha ileri
boyutlarda toksikolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin arastirilmasindan sonra tip,
kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanimlarinin s6z konusu olabilecegini

kanisindayiz.
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