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OZET

ORIGANUM L. CINSi BREVIFILAMENTUM SEKSIYONU
TURLERININ FITOKIMYASAL ANALIZLERI VE
BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

YUKSEK LiSANS TEZI
HASIBE YILMAZ
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. TURGUT KILIC)
(ES DANISMAN:DR. SEMA CARIKCI)
BALIKESIR, KASIM - 2018

Bu ¢alisma, Origanum L. cinsi Brevifilamentum letsw. seksiyonu iiyeleri
Origanum acutidens (OA), Origanum brevidens (OB), Origanum haussknechtii
(OH), Origanum husnucan-baseri (OHB), Origanum leptocladum (OL) ve
Origanum rotundifolium'un (OR) ugucu yaglarinin ve bu tiirlerden hazirlanan alti
ekstraktinin  fenolik bilesenlerinin analizi, antioksidan ve antikolinesteraz
aktivitelerinin tanimlanmasi, nicelendirilmesi ve degerlendirilmesine yoneliktir.

Hidrodestilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglarin analizleri i¢in GC-
MS ve GC-FID kullanilmistir. Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitkilerden hazirlanan
metanol, kloroform ve aseton ekstrelerinin fenolik analizleri LC-MS/MS cihazi
kullanilarak ~ yapilmistir.  Tiirlerin  antioksidan aktiviteleri {i¢ yoOntemle
belirlenmistir. Bunlar; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme
Y 6ntemi, Bakir (I) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) metodu ve
3-Karoten-Linoleik Asit yontemidir. Ekstrelerinin antikolinesteraz aktivite tayini
AChHE ve BChE enzimleri kullanilarak tayin edilmistir.

Origanum cinsi Brevifilamentum seksiyonu tiirlerinden elde edilen
yaglarin analizi sonucunda toplamda 74 bilesen belirlenmis olup, bu bilesenler ise
yagin toplamda % 94,1 ile % 99,8 ini olusturmaktadir. Bilesenler kimyasal
yapilarina gore 6 sinifa ayrilmistir: hidrokarbonlar ve tiirevleri, monoterpen
hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler, seskiterpen hidrokarbonlar, oksijenli
seskiterpenler ve fenolik bilesiklerdir.

Ekstrelerin fenolik bilesen analizinde polar metanol ekstrelerinde yiiksek
miktarda fenolik bilesikler tespit edilirken aseton ve kloroform ekstrelerinde daha
az fenolik bilesik tespit edilmistir.

Antioksidan aktivite sonuglari, Brevifilamentum seksiyonu tiirlerine
uygulanan ¢ yontem ig¢inde 1iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gostermigtir.  Ozellikle Origanum acutidens hem  antioksidan hemde
antikolinesteraz aktivite sonuglarinda en iyi aktiviteye sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER:Origanum, Bravifilamentum, ucucuyag, fenolik,
antioksidan aktivite, antikolinesteraz aktivite, antimikrobiyal aktivite.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
STUDIES ON SECTION BREVIFILIMENTUM OF ORIGANUM(L.)
SPECIES
MSC THESIS
HASIBE YILMAZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR:PROF. DR. TURGUT KILIC)
(CO-SUPERVISOR:DR. SEMA CARIKCI)
BALIKESIR, NOVEMBER 2018

This study was conducted to investigate essential oils, quantificate and
evaluate phenolic compounds, antioxidant and anticholinesterase activities of the
extracts prepared from dried herba of Origanum acutidens (OA), Origanum
brevidens (OB), Origanum haussknechtii (OH), Origanum husnucan-baseri
(OHB), Origanum leptocladum (OL) and Origanum rotundifolium(OR).

GC-MS and GC-FID were used for the analysis of the essential oils
obtained from hydrodistillation method. Phenolic contents analyzes of methanol,
chloroform and acetone extracts prepared from dried and grinded plants were
performed using LC-MS / MS. Antioxidant activity of the species was
investigated by three different methods such as DPPH (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl)free radical scavenging activity, Cupric (Il) ion reducing
antioxidant capacity (CUPRAC) and p-carotene linoleic acid assays. The
anticholinesterase activity of extracts was assayed using AChE and BChE
enzymes.

The analysis of the oils obtained from the genus Origanum species
belonging to section Brevifilamentum resulted 74 components in total, which
constitute 94.1% to 99.8% of the total oil composition. Based on their chemical
structures, the components were classified as hydrocarbons and derivatives,
monoterpene  hydrocarbons,  oxygenated = monoterpenes,  sesquiterpene
hydrocarbons, oxygenated sesquiterpenes, and phenolic compounds.

Methanol extracts were found to be rich in quantity of phenolic content
while less phenolic compounds were detected in acetone and chloroform extracts.

Antioxidant activity results revealed that Breviflamentum section has good
antioxidant capacity for apllied three methods. In particular, Origanum
acutidenshas good resultboth antioxidant and anticholinesterase activity assay.

KEYWORDS: Origanum,Bravifilamentum,essential oil, phenolics, antioxidant
activity, anticholinesterase activity, antimicrobial activity.
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1. GIRIS

Bitkilerin endiistriyel kullanimlarinin yaninda tedavi amag¢hi kullanimi
binlerce yil Oncesine dayanmaktadir. Aromatik bitkiler geleneksel tipta farkl
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde sagliga yararl etkileri nedeniyle kullanilirlar.
Eski zamanlardan beri tatlandiricilik kaliteleri i¢in pisirme maddeleri olarak da

kullanilmaktadirlar [1].

Modern tibbin kurucusu sayilan ve giiniimiizde de tibbin babasi olarak kabul
edilen Hipokrates (MO 460-377) eserlerinde 236 tiir tibbi bitkiden ayrintili olarak
bahsetmistir. Hipokrates’e gore bir hekim doganin iyilestirici kudretinden
faydalanmay1 iyi bilmeli ve hastasini tedavi ederken asla ona zarar vermemeliydi.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinyanin gelismekte olan iilkelerinde insanlarin %80’

den fazlasinin halen bitkisel ilaclarla tedavi olmayi siirdiirdiigiinii rapor etmektedir

[2].

Bitkisel ilaglar, gelismis tilkelerde sadece hastaligin tedavisinde degil, saglikli
bir yasam silirdiirmek amaciyla tercih edilmektedir. Bitkisel ilaglara ilginin
artmasmnin en Onemli nedenlerinden biride ¢ok genis endikasyonlara sahip
olmalaridir. Ancak bitkisel ilaglarin, kimyasal ilaglarda oldugu gibi giivenilirlik,
etkinlik ve saflik gibi kriterleri yerine getirmesi ve bdylece insan sagligi lizerine olasi

olumsuz etkilerinin 6nlenmesi gerekmektedir [2].

Bir bitkisel ilagtan beklenen etki, kimyasal ilaglardan farkli olarak bitkinin
tasidig1 pek ¢ok biyoaktif maddeden bazen tek birisinin degil birgogunun ortak etkisi
ile ortaya ¢ikmaktadir. Etkisi kanitlanmis biyoaktif bir maddenin ilaca
dontistiiriilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu sekilde gelistirilmis modern ilaglarda,

farmakolojik giivence ve kalite standartlar1 tam olarak belirlenebilmektedir [2].

Modern ilaglarin yarisindan fazlasmin dogal iiriin kdkenli olmasi, bu
durumun giiniimiizde de etkin bir sekilde devam ettigini gostermektedir. Gelismekte
olan {ilkelerde niifusun % 80’1 saglik gereksinimlerini ilk once geleneksel tibbi

bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun yarisindan fazlasi bitkileri tedavi amagl

1



kullaniimaktadir. Gelismis {ilkelerde regete ile satilan ilaglarin yaklasik % 2’si
bitkisel kokenli kimyasallardir [3].

Ulkemizde tipta kullamlan bitki 6rneklerinin sayis1 500°e yakin oldugu
diistiniilmektedir [4]. Yapilan bir aragtirmada, dogadan toplanarak ticareti yapilan
bitki tlirlerinin sayisinin 346 oldugu ve bunlarin 98’inin ihra¢ edildigi, 24’tiniin
endemik oldugu ve endemik tiirlerin 7’sinin de halen ihrag¢ edildigi belirtilmektedir.
Ihra¢ edilip endemik tiirlere adacgayi, kekik, ¢dven ve salba Ornek verilebilir.
Dogadan toplanarak pazarlarda ticareti yapilan tiirlerin sayisinin da 170 oldugu

bilinmektedir [5].

Ulkemizde, ihrag ettigimiz, tibbi ilag yapiminda ve baharat olarak kullanilan
bitkiler kekik, defneyapragi, kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢ kabugu, mahlep,

¢emen, biberiye, meyan kokii, nane, sumak, adacay1 ve ithlamur ¢icegidir [6].

Tiirkiye’de tedavi amaciyla geleneksel olarak faydalanilan bazi 6nemli tibbi

ve aromatik bitkiler;

Kekik (Thymus L., Origanum L.) hazmi kolaylastirici, oksiiriikte, bagirsak
parazitlerinin ve gazlarinin giderilmesinde, mide agrilarinda, salgi artirici,

antioksidan, romatizma, gaz ve idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir.

Meryemanadikeni (Silyjpum marianum (L.) Gaertn.) kronik karaciger

hastaliklar1 ve siroz tedavisinde kullanilmaktadir.

Keten (Linum usitatissimum L.) kandaki seker miktarini ve kotii huylu

kolesterol diisiirmede kullanilmaktadir.

Yesil Cay (Camellia sinensis (L.) Kuntze) giiglii bir antioksidan olarak

kansere ve kalp hastaliklarina kars1 koruyucu olarak kullanilir.

Adacay1 (Salvia officinalis L.) beyin fonksiyonlarin1 gelistirir, karacigeri
temizler, sakinlestirir, stresi azaltir, hafizay1 gili¢lendirir, kan sekerini diisiiriir, diseti

iltihaplanmasinda ve gargara suyu olarak kullanilir.



Biberiye (Rosamarinus officinalis L.) viicutta yag yakiminit hizlandirir, kan
dolagimini hizlandirir, romatizma agrilarinda, antioksidan ve hafiza yenileyici olarak

kullanilir.

Nane (Mentha xpiperita L.) ve Zencefil (Zingiber officinale Roscoe) mide

agris1 ve mide bulantisina kars1 kullanilir.

1.1 Bitkinin Ozellikleri

1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) familyasi

Tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Lamiaceae veya Labiatae,
genellikle nane veya ballibaba ailesi olarak bilinen ¢igekli bitkiler ailesidir. Biitiin
yerlesim bolgelerinde ve yiiksekliklerde yetismekte, genis alanda yayilis
gostermektedir [7]. Lamiaceae familyasina ait bitkilerin en 6nemli 6zelligi, 6zel bir

koku veren aromatik bilesiklere sahip olmalaridir [8, 9, 10].

Lamiaceae (Labiatae), ozellikle iliman iklim kusaginda ve Akdeniz
tilkelerinde yer alan birg¢ok iilkede yetisebilen 200 kadar cins ve 7000’in tizerinde
tirti bulunan zengin bir familyadir. Bu bitkilerin biiyiik kism1 eski zamanlardan bu
yana halk ilac1 olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde, tipta, gida endiistrisinde,

parfiimeri ve kozmetikte kullanilan bitkilerdir [11].

Yapilan son arastirmalara gore, Tirkiye'de 46 cins ve yaklasik 600 tiir
(yaklasik 750 takson) olmak iizere Tiirkiye'nin iiclincii biiyiik ailesidir ve bunlarin

yaklasik 350'si Tiirkiye’ye endemiktir ve endemizm orani yaklasik % 44'tiir [12-16].

Lamiaceae familyas1 ekonomik ydnden biiyiik 6neme sahiptir. igerdikleri
aromatik bilesikler ve temel yaglar sayesinde parfiim ve gida sanayisi gibi ¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir [17,18]. Genellikle gidalarda lezzet wverici olarak
kullanilan, Mentha L., Origanum, Thymus cinsleri Akdeniz orjinli aromatik
bitkilerdir. Digerleri ise igerdikleri zengin temel yaglar ve aromatik bilesiklerden

dolay1 parfiim ve ilag¢ sanayisinde kullanilan bitkilerdir [19].



1.1.2 Origanum Cinsi

Tiirkiye’de geleneksel tedavi amaciyla ¢ok kullanilan ve kekik olarak bilinen
bitki, Lamiaceae tiyelerinden biri olan Origanum'dur. Kekik, Lamiaceae (Labiatae)
familyasindan degerli ugucu yag ve baharat bitkisidir. Kekik olarak bilinen ve bu
amagla kullanilan bir¢ok bitki tiirii bulunmaktadir. Ozellikle ugucu yaginda karvakrol
ve timol ucucu yag bilesenleri bulunan tiirler ‘kekik’ olarak bilinmektedir. Diinyada
en fazla Thymus (Thyme), Origanum (Oregano Marjoram), Satureja L. (Savory) ve

Thymbra L. (Black Thyme) cinslerine giren tiirler kekik olarak degerlendirilmektedir

[2].

Diinyada 50 kadar tiirii bulunan Origanum tiirleri birden fazla dik gévdesi
bulunan, ¢ok yillik otsu veya yar1 ¢alimsi bitkiler olup cicekleri salkimsi veya govde
uglarinda toplu haldedir. Genel yayilis1 ise Akdeniz Bolgesinde ve Balkanlarda
goriilmektedir [20]. Bu bitkiler, genellikle sicak iklimde, besince zengin ve kirecli
topraklarda yetismektedir. Origanum tiirleri dogadan toplanildigi gibi bir kismi da
celik ve tohumla tiretilmektedir [21].

Kekik, baharat ve bitki cayr olarak kullanilir. Kekik yagi ve kekik suyu
kurutulmus kekikten iretilmekte ve mide iilseri, diyare, kan kolesterolii, glikoz

seviyeleri ve benzeri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [22].

Origanum tiirlerinin kimyasal iceriklerini ve aktivitelerini arastirmak igin
bircok fitokimyasal calisma yapilmistir. Ozellikle ugucu yag icin yapilan calismalar,
kekik yaginin, karvakrol ve timol gibi fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugunu
gostermistir [22, 23]. Ek olarak, bu tiirlerden elde edilen 6ziitlerde Rozmarinik asit,
kafeik asit, ferulik asit, apigenin, luteolin, salvigenin ve katesin gibi fenolikler
bulunmaktadir [24-26]. Origanum tiirleri analjezik, anafrodizyak, antioksidant,
antispazmik, antiviral, antibakteriyal, gaz giderici, kalbi uyarici, terletici, sindirimi
kolaylastiric, idrar artirici, adet soktiiriicii, fungisidal, balgam soktiiriicii, miishil,

sakinlestirici, midevi, tonik, yara iyilestirici gibi bir¢ok etkiye sahiptir [27].

Bu c¢alismada, Origanum L. cinsi Brevifilamentum letsw. seksiyonu
tiyelerinin fitokimyasal analizini amaglanmis olup, calismanin kapsami tiirlerin

tasidigi ugucu yag bilesenlerinin ve tiirlerden hazirlanan ekstrelerin fenolik



bilesenlerinin analizi ve ekstrelerin antioksidan ve antikolinesteraz aktivitelerinin

tanimlanmasi, nicelendirilmesi ve degerlendirilmesine yoneliktir.

Tablo 1.1: Origanum tiirlerinin listesi.

Herbaryum

No Ad1 Lokalite

Kodu

OA T A 2895 Origanum acutidens (Hand.- Malatya: Giindiizbey ve Kozluk

Maz.) letsw. arasinda
OB TD. 4270 Origanum brgwdens Osmfinlye > Yarpuz ve
(Bornm.) Dinsm. Yaglipinar arasinda
OH T A 2824 Origanum h_aussknechtu Erzincan: Kemaliye ve Arapkir
Boiss. arasinda
Alanya ve Gokbel yaylasi

Origanum husnucan-baseri

OHB  T.D.4298 'hy an. Aytac & A.Duran

arasinda, Kusyuvasi
bolgesi,tliineller

oL TD. 4290 Origanum [eptocladum Karaman: Ermgpek ve I?a%anm
Boiss. arasinda, Gormeli kdyii
Origanum rotundifolium

OR T.D. 3943 Artvin — Ardanug yolunda

Boiss.

1.1.3 Origanum acutidens (Hand. -Mazz.) letsw.

Origanum acutidens ¢ok yillik, yar1 ¢alimsi, 50 cm’e kadar boylanabilen bitkilerdir.
Ulkemizde Dogu Karadeniz Béliimii, Erzurum-Kars Boliimii, Yukar1 Kizilirmak
Bolumi, Yukar1 Firat Bolimi, Yukar1 Murat-Van Bolimi, Hakkari Bolumiinde,
kalkerli ve kalkersiz kayalarda, yamaglar ve cagilliklarda yetigmekte olup endemik
degildir [28].



Sekil 1.1: Origanum acutidens genel goriiniis, ¢icek diizeni ve yaprak

1.1.4 Origanum brevidens (Bornm.) Dinsm.

Origanum brevidens ¢ok yillik, yar1 ¢ali seklinde, govdenin tabaninda kisa
yumusak tiiylii, yukariya dogru tiiysiiz, bazen sapsiz salgilidir. Ulkemizde Giiney
Anadolu bolgesinde (Osmaniye), Pinus nigra J.F.Arnold, Fagus sp., Quercus sp.
ormani altinda yetismektedir. Endemikdir [28].



Sekil 1.2: O. brevidens genel goriiniis ve ¢icek diizeni

1.1.5 Origanum haussknechtii Boiss.

Origanum haussknechtii ¢ok wyillik, yari ¢ali seklinde, tilkemizde Dogu
Anadolu bélgesinde (Adiyaman, Malatya, Erzincan), daglik alanlarda endemik
olarak yetismektedir [28].



Sekil 1.3: O.haussknechtii genel goriiniis ve ¢icek diizeni



1.1.6 Origanum husnucan-baseri H.Duman, Ayta¢ & A.Duran

Origanum husnucan-baseri ¢ok yillik, yar1 ¢ali seklinde, tilkemizde Akdeniz
bolgesinde (Antalya), kalkerli kayalik yerlerde ve Pinus nigra ormaninda endemik
olarakyetismektedir [28].

Sekil 1.4: O. husnucan-baseri genel goriinis, ¢icek diizeni ve yaprak



1.1.7 Origanum leptocladum Boiss.

Origanum leptocladum ¢ok yillik, yar1 ¢ali seklinde, lilkemizde Akdeniz

bolgesinde (Karaman), kalkerli yamaglarda ve kiregli tepe eteklerinde endemik

olarak yetismektedir [28].

Sekil 1.5: O.leptocladum genel goriiniis ve ¢gigek diizeni

1.1.8 Origanum rotundifolium Boiss.

Origanum rotundifolium ¢ok yillik, yar1 ¢ali seklinde, tilkemizde Dogu
Karadeniz Bolimi, Erzurum ve Kars, kalkerli ve kalkerli olmayan kayalar ve

yamaglarda yetismektedir. Endemik degildir [28].
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Sekil 1.6: Origanum rotundifolium genel goriiniis, ¢igek diizeni ve yaprak
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e} Origanum acutidens ® Origanum husnucan-baseri
© Origanum brevidens ] Origanum leptociadum

b Origanum hawssknechtii ®  Origanwm rotundifolivm

Sekil 1.7: Origanum Cinsi Brevifilamentum Seksiyonu Tiirlerinin Tiirkiye'deki dagilim

1.2 Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, bitkilerden bir¢ok metotla elde edilen oda sicakliginda sivi
halde bulunan, ¢abuk kristallesebilen, ucucu, keskin kokulu, su buhar1 destilasyonu
yontemi ile elde edilen, yagimsi karigimlardir. Ugucu yaglar kendilerine 6zel koku,
renk, tat ve gorliniimleri olan ve ugucu Ozellige sahip olan maddelerdir [29]. BitKi
metabolizmasinda, yararli bocekleri kendine ¢ekme (etkileme), zararh
mikroorganizmalara ve otgullara kars1 da onlarin istahlarini azaltarak kendini koruma

gibi ¢esitli ve 6nemli rolleri vardir [30].

Ucucu yaglar igerdikleri maddelerin 6zelliklerine gére bir¢ogu antimikrobiyel
etki gostermektedir [31]. Antiseptik, antibakteriyel, antiviral, antifungal, analjezik,
yatigtirict, anestetik [30] ozelliklerinden dolayr tipta dermatoloji, tiroloji, uyku ve

sinir bozukluklar1 gibi ¢esitli alanlarda siklikla kullanilmaktadir [32].

Ucucu yag igeren bitkiler daha ¢ok sicak iklim bdlgelerinde yetistiklerinden
dolay1r Akdeniz bolgesi bu bitkilerce en zengin bolgelerden biridir [33]. Ticari olarak
tiretilen ugucu yag bitkilerinin sayist 40’1 ge¢mektedir. Bazi familyalar ugucu yag
tastyan bitkiler nedeniyle biiyiik 6nem tasimaktadir. Labiatae familyasinda, en ¢ok
Akdeniz ve Avrupa iilkelerinde iretimi yapilan Thymus, Lavandula L., Mentha

tiirleri ugucu yag kaynagi bakimindan oldukga zengindir [34].
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Ugucu yaglar bitkinin ¢igek, yaprak, meyve, odunsu, sap ve kabuk
kisimlarinda bulunmaktadir [35]. Ugucu yaglar gidalarda aroma vermek i¢in baharat
olarak, kozmetikte parfiimlerin hammaddesi olarak, eczacilikta ilaglarin koku ve

tatlarin1 diizeltmek amaciyla kullanilmaktadir [36].

Ugucu yaglar bocekleri uzaklastirmak i¢in de kullanilir. Ugucu yaglarin
sadece bdocekleri uzaklastirmakla kalmadigi, temas veya buharla dezenfeksiyon
seklinde boceklere karst insektisit etki yaptigi ve bazi 6nemli bitkisel hastalik yapici
bakterilerin liremesine karsi etkili oldugu, ayni zamanda da bazi ugucu yaglarin
terpen ve fenollerinin bazi1 bdceklere karsit toksik etki gosterdigini belirten

arastirmalar mevcuttur [37, 38].

1.2.1 Ucucu Yaglarin Eldesi

Ugucu yaglar, ugucu yag miktar1 ve bilesenlerine gore 3 ana yontemle elde

edilebilir [39, 40]. Bu yontemler;

1. Mekanik Yontem

2. Ekstraksiyon Yontemi

a) Organik Coziicii ile Tiiketme

b) Sabit Yag ile Tiiketme

3. Destilasyon Yontemi

a) Su Destilasyonu ( Hidrodestilasyon)

b) Buhar Destilasyonu

¢) Su Buhari Destilasyonu

Bu c¢alismada yukarida belirtilen metotlardan su  destilasyonu

(hidrodestilasyon), yontemi kullanilmistir.
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1.2.1.1 Mekanik Yontem

Bazi bitkilerin tedavide kullanilan boliimlerinden (drog) destilasyon ile ugucu
yag elde yonteminde, bitkinin bazi yerlerindeki ugucu yag bozunmaktadir. Bu gibi
durumlarda bitkinin bu kismina presleme yontemi uygulanir ve bu yontemle elde
edilen bu yaglar berrak degildir. Berrak olmayan ugucu yaglari berraklastirmak igin

stizme, santrifiij, alkol ile seyreltme ve 1sitma islemleri uygulanir.

1.2.1.2 Ekstraksiyon Yontemi

1.2.1.2.1 Organik Céoziiciilerle Oziitleme

Su buhariyla bazi bitkilerin esanslari bozulabilir, bazi bitkilerde bulunan
ucucu yag miktar1 az ise destilasyon yontemiyle ekstraksiyon islemi zordur. Bu
durumlarda ekstraksiyon metodu kullanilir. Bu ekstraksiyon metodunda esansh
yapraklar, meyveler ve kokler uygun bir solventle ekstre edilirler. Kullanilacak
solvent bitkiye gore segilir. En ¢ok kullanilan solventler; benzen, benzen + aseton
karisimi ya da benzen + petrol eteri karisimidir. Ekstraksiyon sicakligi, ya normal
sicaklikta olur ya da solventin kaynama noktasina gore belirlenir. Yeni bir patente
gore ekstraksiyon solventi olarak sivi biitan kullanilmaktadir [41]. Son yillarda ise
COekstraksiyonu (siiper kritik sivi ekstraksiyonu) en popiiler ekstraksiyon bigimi
kabul edilmektedir [41]. Fakat ¢ok pahali sistemler olmasindan dolayr yaygin
degildir.

Ekstraksiyon esnasinda solvent, esansla birlikte bitkisel mumlari, pigmentleri
ve bazi hidrofobik bitkisel maddeleri de ¢dzer ve solventin destilasyonunda geriye
kalan tirtine “concrete” (konkret) denir. Konkret sivi, yar1 kat1 veya kati olabilir. Bazi
konkretlerin %50’sinden fazlasini sabit yag, mum ve degisen miktarlarda pigment
olusturur. Konkret, sicak etanol ile oziitlenir ve alkol vakum altinda uzaklastirilirsa
saf ugucu yag veya absoli elde edilir. Ekstraksiyonda kullanilacak olan solvent
inert, disiik kaynama noktali, segici bir etkiye sahip, ucuz, kolay bulunur ve su ile

karigsmayan Ozellikte olmalidir [42-45].
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1.2.1.2.2 Soguk Yag ile Oziitleme (Anfloraj)

Soguk yag ile oziitleme islemine anfloraj denmektedir. Yaglar yiiksek
absorpsiyon giicline sahiptirler ve koku maddesi tasiyan yaglarla temas
ettirildiklerinde igerigi kolayca absorplama 06zelligine sahiptirler. Bu yontemin adi
Anfloraj (Enfleurage)’dir. Bu yontem, 1750 yilinda bulunmustur [46]. Yasemin
cicegi gibi baz1 ¢igekler hasat edildikten sonra 24 saatten daha fazla siire fizyolojik
aktivitelerini devam ettirirler. Bu 06zellige sahip olan c¢igekler soguk yag ile
Oziitlenirler. Bu yontem icin segilen yag kokusuz ve uygun kivamda olmalidir.
Genellikle saflastirilmis domuz yag: ile igyagi karigimi kullanilir. Yag, kenarlar
tahta cergeve ile kaplanmis bir cam plaka iizerine yayilir ve yag ile kaplanmis bir
plaka bunun tizerine kapatilir. Taze toplanmis gi¢ekler yagin {izerine serpilir. 24 saat
bekletilir, sonra isi biten ¢igekler alinip yerlerine yenileri konur. Bu isleme yag
tamamen doyuncaya kadar devam edilir. Elde edilen bu iiriine “Pomat” adi verilir.
Pomat alkol ile Oziitlenir, 6ziit donma noktasinin altinda dondurucuda tutulur.
Alkolde ¢6ziinmiis durumdaki yag siiziiliir, alkol diisiik basingta destilasyonla
uzaklastirilir. Bu tirline “Absolii” ad1 verilir [36,42,45].

1.2.1.2.3 Sicak Yag ile Oziitleme (Maserasyon)

Sicak yag ile oziitleme islemine maserasyon denmektedir. Giil, mimazo,
akasya, portakal cigegi gibi ¢igeklerin fizyolojik aktivitesi koparma sonucu hemen
durur. Cigekler 60-70 °C sicakliktaki yaga daldirilarak &ziitlenir. I¢indeki ugucu yag
alinan ¢igeklerin lizerine tazesiyerlestirilir. Bu islem yag doyana kadar devam edilir.
Siizme isleminden sonraki Kalinti (pomat) elde edilir. Soguk yagla ekstraksiyona

benzer yolla pomattan alkol 6ziitii ve “Absolii” hazirlanir [36, 42].
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1.2.1.3 Destilasyon Yontemi

1.2.1.3.1 Su Destilasyonu ( Hidrodestilasyon)

Su destilasyonunun diger bir adida hidrodestilasyondur. Su destilasyonu
yontemi, kurutulmus ve 1slatmakla bozunmayan bitkisel materyallerden ugucu yag
elde edilmesi i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu yontemle, elde edilen ugucu yagin
yaninda aromatik suda elde edilir [33, 39, 40]. Su destilasyonu yonteminde,
eklenecek su miktar1 ugucu yagi cikarilacak bitkiyi ortecek kadar olmalidir. Su
miktar1 az olmasi halinde asir1 1sinma halinde bitki kavrulmaktadir. Sistem disaridan
isitilarak  suyun dokulara niifus etmesi saglanir ve bu sekilde kuvvetli polar
maddelerin 6nce ¢éziinmesi saglanir. Diisiik polariteye sahip maddeler ise daha sonra
distillenir. Yag tasiyan buharlar sogutucuda yogunlasarak toplama kabinda toplanir.
Toplama kabinda toplanan ugucu yaglar, sudan hafif oldugu i¢in faz olusturur ve

sonrasinda kolayca ayrilir [47].

1.2.1.3.2 Su-Buhar Destilasyonu

Sicakliga duyarli, su ile karigmayan sivilarin kendi kaynama noktalarindan
daha diisiik sicakliktaki distilasyonlari i¢in kullanilan yonteme su buhari distilasyonu
denir. Su buhar ile destilasyonda kazandan ¢ikan su buhari ig¢inde bitki ve su

bulunan bagka bir kaba aktarilir. Bulunan esans buhari ve su buhari sogutucuya

geger.

1.2.1.3.3 Buhar Destilasyonu

Bitkilerin ¢igek, kok ve yapraklarindan ugucu yag elde etmek i¢in kullanilan
yonteme buhar destilasyonu denir. Buhar destilasyonu yontemi, Ugucu yag
tiretiminde diinyada en yaygin olan az tehlikeli ve ekonomik {iretim metodlarindan
biri oldugundan en ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Buhar destilasyonu ydnteminde,

cam Kap igerisine yerlestirilen bitkiye basing yardimiyla uygulanan buhar, yag
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damlaciklarin siiriikleyerek toplama kabina getirir ve ugucu yag yogunlasarak sudan

ayrilmaktadir.

1.3 Terpenler

Terpenler, bitkilere kendilerine has koku ve tat verirler. Dogada birgok iiyesi

vardir. Ugucu yaglarin baslica maddelerini terpenler olusturmaktadir.

Terpenler, B- karoten, skualen, fitol ve steroidler gibi zincirli maddelerdir, bu

maddeler izopren denen bes karbonlu iinitelerden olusurlar. izoprenin kimyasal adi

2- metil-1,3- biitadiendir (Sekil 1.8).

Bitkilerden, kozalakli cam agaclarindan ve bazi boceklerin osmeterium
kisimlarindan elde edilebilmektedirler. Bu bilesikler gercekte “terpen” ismini

recineden elde edilen“turpentin” bilesiginden almaktadirlar [48,49].

Ucucu yaglarda C ve H bulunduran oksijensiz terpenik maddelere
hidrokarbiir denir. Dogal olarak bulunan her terpenin oksijen igeren tiirleri de (alkol,
aldehit veya keton) vardir. Bu formlar ya dallanmis zincir bi¢iminde halka yapisinda
bulunmaktadir [50]. Agik zincirli ve halkali yapida olan gesitli fonksiyonel gruplari
bulunan 20.000’ in Gizerinde terpen yapilari bulunmaktadir [51].

Terpenler iki izopren (2-metil-1,3-biitadien) molekiiliniin bag-kuyruk

kondenzasyonu reaksiyonu sonucu meydana gelmektedirler.

Bu kurala gore izopren iinitesinde bulunan 1 nolu karbon (dallanmis tarafta
bulunan) bas olarak adlandirilirken, 4 nolu karbon (dallanmanin olmadig: tarafta

bulunan) kuyruk olarak adlandirilir.

17



CHj

H,C——=C——C=——CH,

4 '; 2 J
Nt
kuyruk bas
Sekil 1.8: izopren (2-metilbiita-1,3-dien)

Mirsenin’in iki izopren iinitesinin bas — kuyruk kondenzasyonu ile olugsmasi
Sekil 1.9°da 6rnek olarak verilmistir.

kuyruk

C

) Mirsen

bas

/

Sekil 1.9: Mirsen molekiiliiniin olusumu

a-pinende benzer sekilde bas-kuyruk kondenzasyonu ile olugsmaktadir (Sekil
1.10) [51].

bas

Nz

Qﬁ/%)

kuyruk pinen

Sekil 1.10: a-pinen molekiiliiniin olusumu

Ucucu yaglarda bulunan ve oksijen icermeyen terpenik maddelere
hidrokarbiir denilmekte, ayrica oksijen iceren tiirleri de bulunup temelde alkol,
aldehit veya keton formlarindan olusmaktadirlar. Yapilar1 ise dallanmig zincir

bi¢iminde ya da siklik yap1 (halkali yap1) seklinde olabilmektedir [50].
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1.3.1 Terpenlerin Simflandirilmasi ve Biyosentezi

Terpenler ana maddeleri olan izopren iinitelerinin biyosentezi yoluyla olusup
bu birimlerin sayisina gore siniflandirilmaktadirlar. Bu tanimdan yola ¢ikarak iki
izopren linitesinin biyosentezi yoluyla olusan 10 karbonlu molekiiller monoterpenler,
15 karbonlu molekiiller seskiterpenler ve 20 karbonlu molekiiller ise diterpenler
olarak adlandirilmaktadirlar (Tablo 1.2).

Tablo 1.2: Terpenlerin stmflandirilmasi.

Izopren Sayisi Sinifi Karbon Sayis1

1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler 40
N Politerpenler (5)n

Terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki grupta incelenmektedir [52].

Ucucu terpenler; su buhari destilasyonu ile siiriiklenebilen kiicliik molekiillii

monoterpenler ve bazi seskiterpenlerdir.

Ucucu olmayan terpenler; biiyilk molekiillii seskiterpenler, diterpenler,

sesterpenler, triterpenler ve politerpenlerdir.

Ucucu yaglarin igerisinde monoterpen yapisinda olan maddelerle, bazi
seskiterpenik maddelere rastlanmaktadir. Baz1 seskiterpenler ile diterpen, triterpen ve
politerpenler ise ugucu olmayan terpenlerdir. Su buhar ile siiriiklenemedikleri i¢in
elde etme sirasinda ugucu yaga gegemezler. Diterpenler ile triterpenler ise bitkilerin
sakiz ve reginelerinden elde edilmektedir. Tetraterpenler (karotenler) ise diizenlenmis
bir gruptur ve ayirici grup olarak davranabilirler. Kauguk ise en c¢ok bilinen

politerpendir [53].
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1.3.1.1 Monoterpenler

Monoterpenler aroma verici olarak kullanilirlar ve meyvelerde bulunurlar.
Yaygin olarak kullanilan monoterpenler a-pinen ve PB-pinen’dir. En ¢ok ¢am
agaclarinda bulunurlar. Plastik sanayinde hammadde, parfiimeri sanayinde ise
baslangic maddesi olarak kullamilirlar. lag sanayinde de antispazmotik,
antibakteriyel, antifungal ve hatta antikanser 6zellikleri nedeni ile kullanilirlar [54].
Monoterpenlerden mentol nanede, limonen ise turinggillerde bulunmaktadir. Nanede
bulunan mentol, turunggillerde bulunan limonen en fazla bilinenlerdir. Limonenin

antikanserojen etkisi oldugu bilinmektedir.

Monoterpenler yapilarina gore ii¢ grupta incelenirler;

Asiklik monoterpenler: Diiz zincir halindedir ve 3 ¢ift bag tasirlar. Optikge
aktiflikleri yapilarinda tasidiklart asimetrik karbon atomundan ileri gelmektedir.
Monosiklik monoterpenler: Bir halka ve iki ¢ift bag tasirlar.

Bisiklik monoterpenler: iki halka ve bir ¢ift bag tasirlar.

1.3.1.2 Seskiterpenler

Seskiterpenler, ii¢ izopren biriminden olusan, CisHy4 molekiil formiiliine
sahip birgok farkli organizmada rastlanan biiyiik bir madde grubudur. Ozellikle
Compositae familyasinda bulunan bitkilerin icerisinde seskiterpenler aktif bilesen

olarak bulunmaktadir [55-57].

Seskiterpenler fizyolojik etkileri yoniinden incelendiginde, tasidiklari
bilesiklerdenileri gelen fitotoksik ve antibiyotik O6zellikleri oldugu goriilmiistiir.
Ornek olarak bitkilerde hormonlarin uyarici veya inhibe edici dengelerini

korumalarma yardimci olduklari sdylenebilir [58].

Seskiterpen laktonlari igerdikleri karbosiklik iskelet yapisina bagli olarak; 10
tiyeli halka germakranolidler, birbirine baglanmis iki altili halka bulunduran
O6desmanolidler ve yedi tiyeli halkaya baglh besli bir halka guayanalidler olmak tizere
tic grupta incelenir [56]. Sekil 1.11°de germakranolidler, 6desmanolidler,

guayanalidler verilmistir [56].
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A

Germakranolid Odesmanolid Guayanalid
Sekil 1.11: Baz seskiterpenler

1.3.1.2.1 Asiklik seskiterpenler

Bu gruba 6rnek olarak papatya ugucu yaginda bulunan B-farnesen ile elma ve

armut gibi meyvelerde bulunan a-farnesen verilebilir.

CH» CHs CHs

H2C
2 \)WCHg

H
Sekil 1.12: B-Farnesen

1.3.1.2.2 Monosiklik seskiterpenler

Bu gruba 6rnek olarak Eunicea mammosa da bulunan germakren A, Citrus
junos kabuk yaginda bulunan germakren B ve Kadsurajaponica kuru meyvelerinde

bulunan Germakren C verilebilir.

Sekil 1.13: Germakren
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1.3.1.2.3 Bisiklik seskiterpenler

Pogostemon patchouli’nin paguli yaginda bulunan a-guayen, B-bulnesen ve

bulnesol bu grubun baglica 6rnekleridir.

HO H

Sekil 1.14: Bulnesol

1.3.1.2.4 Trisiklik seskiterpenler

Geranium bourbon ugucu yagmnda bulunan B-burbonen ve Eupatorium

serotinum da bulunan a-kubeben bu grubun iki 6rnegidir.

Sekil 1.15: B-burbonen

1.3.1.2.5 Tetrasiklik seskiterpenler

Vetiveria zizanoides ugucu yaginda bulunan siklokopakamfenol ile
Helminthosporium sativum yaginda bulunan siklosativen ve sativen baslica

orneklerdendir.

Sekil 1.16: Sativen
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1.3.1.2.6 Azotlu heterosiklik seskiterpenler

Bu gruba 6rnek olarak Dendrobium nobile (Orchidaceae)’de bulunan dendrin

ve dendrobin verilebilir.

Sekil 1.17: Dendrin

1.3.1.3 Diterpenler

Dort izopren linitesinden olusan diterpenler en basit haliyle CyoH3z, molekiil
formiiliine sahiptirler. Esasinda bitki ve mantar orijinli bilesikler olmalarma ragmen
deniz ve bocek diinyasinda da bulunmaktadirlar [59]. Yapilarinin ¢ok ¢esitli olmasi,
bitkilerden izole edilmesi ve kompleks diterpen karisimlarinin ayrilmasi degisik

ekstraksiyon sistemleri ve ayirma yontemlerinin gelismesine yol agmustir [60].

Diterpenler, kimyasal yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

1.3.1.3.1 Asiklik diterpenler

Dogada az rastlanan diterpenler olup genellikle deniz {iriinlerinden elde
edilmektedir. Yesil algler dogrusal yapidaki asiklik diterpenler i¢in bir kaynak
olugturmaktadir [61]. Osimen, geraniol, farnesol tiirevleri ve oksepan diterpenler
bunlara ait 6rneklerdir.

CHs A2

N
HsC 7 CH,

Sekil 1.18: Osimen
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1.3.1.3.2 Monosiklik diterpenler

Dogada en c¢ok bulunan ve en &nemli monosiklik diterpen Awvitamini
(Retinol) dir.
H,C. CH, CH, CH,

\\\\OH

CH,

Sekil 1.19: Retinol

1.3.1.3.3 Bisiklik diterpenler

Labdanlar, klerodan ve neoklerodanlar olmak iizere iki gruba ayrilir.
Labdanlara 6zellikle Compositea ve Lamiaceae familyalarindaki bitkilerde yaygin
olarak rastlanmaktadir. Bunlardan forskolin Coleus forskohlil bitkisinden izole edilen
ve antihipertensif etkisi saptanmis labdan yapisinda 6nemli bir bisiklik diterpendir
[62].

Klerodanlar ve neoklerodanlar baslica Teucrium tiirleri olmak tizere, Ajuga ve
Scutellaria tiirlerinden de elde edilen ve insekt antifeedant etki gdsteren bisiklik
diterpenlerdir [63].

1.3.1.3.4 Trisiklik diterpenler

Bagslicasini abietan ve pimaran diterpenler olusturur. Fosil recineleri lizerinde
yapilan bir caligmada biiyiilk miktarda abietan yapisindaki dehidroabietik asiti
icerdigi goriilmiistiir. Boylece bu yapilar iceren bilesiklerde antibakteriyel aktivite
calismalar1 artmis ve bu aktiviteye sahip cok sayida bilesik izole edilmistir. Ozellikle
Salvia tiirleri oksijenli abietanlarin ve onlarin rearanje {iriinlerini i¢eren zengin bir

kaynak teskil etmektedirler [64].

Pimaran yapisinda trisiklik diterpen olan pimarik asit bilesigine bir¢ok bitkide
rastlanmistir. Pinaceae recineleri de pimaran ve abietan yapisinda diterpenler

bakimindan zengindir [65].
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1.3.1.3.5 Tetrasiklik diterpenler

Bu gruba pek ¢ok degisik diterpen dahildir. Cin halk tibbinda ¢ok genis bir
kullanim1 olan Rabdosia (Lamiaceae) cinsinden ¢ok sayida kauren yapisinda bilesik

izole edilmistir. Bunlara bulyanini 6rnek verebiliriz [66].

Gibberellinler bitkilerde yaygin olarak bulunan biiylimeyi stimiile eden
onemli tetrasiklik diterpenlerdir ve bitkiye koruyucu oOzellik verirler. Kalmia
angustifolia bitkisinden elde edilen grayanotoksin yapisindaki kalmanol bilesigi

kardioaktif 6zellik gostermesi nedeniyle ilgi cekmistir [61].

1.3.1.3.6 Makrosiklik diterpenler

Makrosiklik diterpenler sembran, jatrofan, dafnan, ingenan, taksan,
fuzikokan, latiran olarak yedi sinifa ayrilmislardir. Tiitiin yaprak ve ¢iceklerinden
¢ok sayida sembran yapisinda makrosiklik diterpen elde edilmistir. Euphorbia
tiirlerinden jatrofan ve ingenan yapisinda bilesikler izole edilmistir. Bu cins énemli
biyolojik aktiviteler gosteren makrosiklik diterpenler yoniinden zengin bir kaynak
olusturmaktadir. Ornegin E. kamerunica bitkisinden elde edilen ingenan yapisindaki

ingol esterlerinin sitotoksik etkileri saptanmistir [67].

Taksanlar 6nemli biyolojik aktiviteler gdsteren makrosiklik diterpenlerdir,
ozellikle Taxus tiirlerinden elde edilen makrosiklik diterpenlerin bir kismi alkaloid
yapisinda olup kuvvetli antitimor etki gostermistir. Bunlardan taksol Amerika’da
kanser tedavisinde klinikte kullanilmakta olup basarili sonug¢lar vermektedir ve bu

nedenle yar1 sentez yoluyla sentezlenmektedir [68].

O/\)Lo CAgNO
A OH &
OH i ) : 2

o ©O

Sekil 1.20: Taksol
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1.3.1.3.7 Farkh yapida diterpenler

Genelde cok yaygin olmayan ancak deniz organizmalarinda biiyiik

miktarlarda bulunan yapilardir.

1.3.1.4 Sesterpenler

Co2s yapisina sahip diterpenlerdir. Bu grubun en 6nemli iiyesi zizanin B ve

ophiyobolan’dir.

1.3.1.5 Triterpenler

Csoyapisindaki diterpenlerdir. Skualen bu grubun en énemli iiyesidir.

1.4 Fenolik Bilesikler

Fenolikler, yaygin olarak kullanilan ismi ile polifenoller, bitkilerin meyve
kisimlaria renk veren pigmentlerin dogal olarak olusmasini saglayan kimyasal
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, benzen halkasina bir ya da daha fazla hidroksil (-
OH) grubunun baglandigi aromatik bilesiklerdir. Bitkiler, metabolizmalarinda
kendilerini zararl etkilere karsi korumada rol aldig diisiiniilen ¢ok miktarda ¢esitli

fenolik bilesikler igermektedir [69].

Bitkilerde ¢ok bulunan fenolik bilesiklerin birgogunun yapist tanimlanmistir
[70]. Uzun yillardir c¢alisilan fenolik bilesiklerin antienflamatuar, antiviral,

antialerjik, antitrombotik ve antioksidan 6zellikleri nem tasimaktadir [71-73].

Fenolik bilesikler, yapilarinda bulunan fenol halkalarinin sayisina ve bu
halkalarin birbirlerine baglanma durumlarina gore simiflandirilirlar [74]. Bu temele

dayanarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki grupta incelenirler [75].
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1.4.1 Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

1.4.1.1 Flavonoid Olmayanlar (Fenolik Asitler)

Fenolik asitler, hidroksibenzoik (C6-C1 fenilmetan yapisina sahip) ve
hidroksisinamik asitler (C6-C3 fenilpropan yapisina sahip) olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Hidroksibenzoik asitler bitkisel kaynaklarda ¢ok az miktarda
bulunmaktadir. Hidroksisinamik asitler ise halkaya baglanan OH grubunun

baglandig1 yer ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler [69, 76-81].

p-OH benzoik asit, prokatesik asit, vanilik asit, gallik asit, salisilik asit,
sirinjik asit ve ellajik asitler hidroksibenzoik; kafeik asit, o-kumarik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit, klorojenik asit ve tr-sinnamik asit hidroksisinnamik asit tiirevleridir
[82-84].

Hidroksi benzoik asitler, yapilarinda bulunan hidroksi ve metoksi gruplarinin
yerleri, pozisyonlar1 ve sayilarina bagli olarak ¢esitlenmektedir. Bu grubun en 6nemli
bilesikleri vanilik asit, gallik asit, resorsilik asit, siringik asit, protokatesik asittir.
Hidroksillenmeye ve hidroksil radikallerine yiiksek tepki gdsteren monohidroksi

benzoatlar etkin hidroksil gidericilerdir.

Dihidroksi  benzoik asitlerin  tilirevlerinin  antioksidan  aktiviteleri,
hidroksillerin sekline bagli olarak, orto-, para- durumlarinda yiiksek aktivitede

olurken, meta-, para- durumunda diisiik aktivitede olmaktadir [85].

1.4.1.2 Flavonoidler

Onemli derecede antioksidan ve kelatlama &zelligine sahip olan, diisiik
molekiil agirlikli ve en yaygin bitki fenolikleri sinifina flavonoid denir. 15 karbon
atomu igeren ve iki fenil halkasi ile propan zincirinin birlesmesinden olusan
flavonoidler, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir.Yapilarindaki OH gruplari,
reaktif 6zelliklerinden dolay1 flavonoidlerin kolayliklaglikozitlenmelerine sebep olur

[86]. Flavonoidlerin temel yap1 kimyasallar1 Sekil 1.21°de verilmektedir.
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Sekil 1.21: Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari

Flavonoidler, antimikrobiyal, antiviral, antiiilserojenik, sitotoksik, mutajenik,

antienflamatuar,

antihipertansif ve 0Ozellikle antioksidan etkilerinden dolay1

aragtirmacilarin dikkatini ¢cekmektedir [87, 88].

Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;

1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler

5- Proantosiyanidinler
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1.4.1.2.1 Antosiyanidinler

Flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun baglanmasiyla
antosiyaninler  olusmaktadir.  Aglikonlar1  antosiyanidinlerdir. En  6nemli
antosiyanidinler; apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidindir. Kirmiz1 ve mor

renkli meyvelerde bol miktarda bulunmaktadir [89].

1.4.1.2.2 Flavonlar ve flavonollar

Flavonoidlerin bitkilerde sik¢a rastlanan bir sinifi flavonlardir. Yapilar1 Sekil
1.22°de verilmistir. Flavonlarin karakteristik 6zellikleri, hetero halkasinda C-2 ve C-
3 atomlar1 arasinda ¢ift bag olmasindan kaynaklanmaktadir. Flavononlarin 2,3-
dehidro tiirevleri flavonlardir. Bitkilerde hem aglikon (serbest), hem de glikozit
yapilariyla bulunurlar. Yapilan arastirmalarda bitkilerden 300 den fazla flavon

aglikon izole edilmistir.

Flavonlarin en basitleri, aromatik halkalarinda hidroksil ve/veya metoksil
bulunduranlardir. Yapilarinda sadece OH (hidroksi) veya metoksil gruplar
bulundurmalarindan dolay: bu bilesiklere oksijenli veya O-siibstitiiye flavonlar da
denir. Flavonlarin O-siibstitliye tiirevleri dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin yapilarinda bulunan, hidroksil ve metoksil gruplarinin (O-
slibstitiientlerin) sayisina gore gruplandirilmaktadirlar [90]. Apigenin ve luteolin

flavonlara ornek verilebilir.

O

(@) (b)
Sekil 1.22: Flavan (a) ve Flavon (b)

Flavonoller, C halkasinda yiikseltgenmenin en fazla oldugu flavonoid

tiriidiir. Karbonun 3 pozisyonunda OH (hidroksil) grubu igeren flavonollere 3-
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hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoidlerin en fazla bitkilerde bulunan ve yap1

¢esidi en ¢ok olan sinifi flavonollerdir.

Flavonoller, sar1 renkli, kristalsi veya amorf oOzelliklidir. Bu bilesikler
genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gore dayanikliligi azdir. Kaemferol,

quercetin ve myricetin flavonollere 6rnek verilebilir.

Sekil 1.23: Kaemferol

1.4.1.2.3 Flavanonlar

Flavanon yapisi, flavonlardan farkli olarak ortasindaki halkada ¢ifte bag

icermez ve Sekil 1.24°de flavanonun yapisi goriillmektedir [91].
OH
HO l o) O

OR O

Sekil 1.24: Flavanonun yapisi

Glikozit formundaki flavanonlar turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir.

Ornegin; greyfurtlarda aci tad1 veren naringin bir flavanon glikozittir [91].
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Sekil 1.25: Naringin

1.4.1.2.4 Katesinler

Katesinler, antioksidan 6zelligi olan, ¢ay ve bazi meyve-sebzelerde bulunan
flavonoid grublaridir. Yesil c¢ay katesinler ve katesin tiirevlerini kapsayan
flavonoidler bakimindan zengindir. Kimyasal yapilart flavan 3-ol’lerdir ve en sik
bulunanlari, (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-gallokatesin, (-)-epigallokatesindir.
Katesinler, iki asimetrik karbona ve bundan dolay1 da dort olasi izomere sahiplerdir;
C2 ve C3 atomuna bagli hidrojenler trans ise (+)-katesin ve (+)-gallokatesinden, cis

ise (-)-epikatesin ve (-)- epigallokatesin olarak bilinmektedir [92].

Sekil 1.26: Epikatesin

1.4.1.2.5 Proantosiyanidinler

Katesinlerin olusturdugu polimerik yapilara proantosiyanidinler adi verilir.
Sadece epikatesin/katesin kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/
gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir [93]. Bitkilerde yaygin
olarak bulunan proantosiyanidinlere 6rnek olarak (-)-epikatesin ve (+)-katesin

kombinasyonlarindan olusan yapilar verilebilmektedir [93,94].
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Sekil 1.27: Katesin

1.5 Antioksidanlar

Antioksidan maddeler, yiikseltgeme engelleyici, yaglarin oksidasyonunu

yavaglatan ve baska molekiillerin oksidasyonunu engelleyen molekiillerdir.

Antioksidanlar canlilarda, serbest radikal, kimyasal siiregler ve oksitlenmenin
olugsmasinda etkindir. Elektronlarin bir atom ya da molekiilden ayrilmasini saglayan
kimyasal reaksiyona oksidasyon denir. Serbest radikaller, zincir reaksiyonlari
olusturarak, hiicrenin hasarina hatta 6liimiine neden olmaktadir. Bu gibi durumlarda
antioksidanlar devreye girerek, serbest radikalleri ortadan kaldirirlar ve zincir
reaksiyonlarini sonlandirirlar. Antioksidanlar bunu yapmak i¢in kendilerini okside
ederler ve bunu indirgeyici ajanlar olan; tiyoller, askorbik asit ya da polifenoller gibi

molekiillerle yaparlar [95].

Antioksidanlar, viicut tarafindan iretildigi gibi gida yoluylada alinabilen
kimyasal maddelerdir. Digaridan gida yoluyla alinan en 6nemli antioksidanlar A, C,
E vitaminleri ve selenyum’dur. Bu antioksidanlar viicuda alindiklar1 zaman serbest
radikallerin olusumunu Onlerler. Antioksidanlar serbest radikallerin hiicreye zarar
vermesini engelleyerek yaslanmanin olumsuz etkilerini de ortadan kaldirma 6zellige

sahiptir.

Antioksidanlarm en 6nemli gorevi serbest radikallerin neden olacagi tim
hastaliklara karsi viicudu korumaktadir. Kalp rahatsizliklari, diyabet, makula
dejenerasyonu, kanser ve bulasict hastaliklara karsi koruyucu Onlem saglarlar.
Antioksidan bu hastaliklarin tedavi edilmesinde degil, bu hastaliklara yakalanmamak

icin koruyucu 6nlem olarak kullanilmalidir. Serbest radikaller ileri yaslarda ortaya
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cikacak hastaliklarin daha erken yaslarda ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu nedenden

dolay antioksidanlar yaslanmay1 geciktirici etkiye de sahiptirler [96].

1.5.1 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

15.1.1 Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitkiler tarafindan dogal olarak firetilmektedir.
Vitaminler, fenoller, glutatyonlar, flavonoidler ve karotenoidler dogal
antioksidanlara ornek verilebilir. Bu antioksidanlar bitkisel kaynakli olup serbest
radikal engelleyici, peroksit parcalayicisi, enzim inhibitorleri ve singlet ve triplet

oksijen gidericisi olarak gorev yapmaktadir [97].

Dogal antioksidan bilesikleri; sebzelerde, tohumlarda, yapraklarda,
ciceklerde, koklerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde bolca bulunmaktadir. Bu

yiizden sebze ve meyvetiiketiminin bol miktarda olmasi, hastaliklara yakalanma

riskini azaltmaktadir [98].

aliife]
I

HO

HO
OH
Sekil 1.28: C Vitamini (Askorbik asit)’in yapisi

Askorbik asit (C vitamini) (Sekil 1.28), karotenoidler, tokoferoller (Sekil
1.29) ve skualen en 6nemli dogal antioksidanlardandir [99]. Domates, ispanak,
brokoli, turunggillerde, patates gibi meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Askorbik
asit ¢ok cabuk okside oldugundan meyve ve sebzeleri pisirirken ve hazirlarken ise
yaramaz hale gelmektedir. Bu nedenden dolayr C vitamini igeren meyve ve

sebzelerin; hafif pisirilmesi, gerekebiliyorsa ¢ig yenmesi ve kesildikten sonra hemen

tiiketilmesi onerilmektedir [100].
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R1 R2 R3 Ad1

CH; CH; CH; a-Tokoferol[2,5,7,8-tetrametil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]
CH; H CH;  B-Tokoferol [2,5,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]
H CH; CH;  y-Tokoferol [2,7,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

H H CH;  &-Tokoferol [2,8-dimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

Sekil 1.29: E vitamininin kimyasal yapisi

E vitamin (Sekil 1.29), yagda ¢6ziinen ve en ¢ok hiicre zarinda bulunan bir
vitamindir. E vitamini aktivitesi gosteren 4'i tokoferol, 4'ii tokotrienol olmak iizere 8
bilesik vardir. Saglikli insanlarda genellikle E vitamini eksikligi goriilmemektedir.
Eksikligi genellikle yag absorblama problemi olan uzun siireli rahatsizliklarda ortaya

¢ikmaktadir[101].

Dogal antioksidanlar (a-tokoferol ve askorbik asit), sentetik antioksidanlardan
(BHT, TBHQ, BHA ve PG) daha diisiik aktiviteye sahip olduklarindan dolay1

besinlerin liretimlerinde ve depolanmasinda kullanilmaktadir [102, 103].

1.5.1.2 Sentetik Antioksidanlar

Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT), Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA),
Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ), Propil Gallat (PG) ve Troloks sentetik olarak
kullanilan antioksidanlardir [104]. Bu antioksidanlar genellikle yaygin olarak
kullanilir ve bazi yanetkileri vardir [105, 106]. Ayrica bazilarinin da saglik agisindan
tehlikeli olduklar1 bilinmektedir [105, 107, 108]. Ornegin BHT nin karacigerde
sitokrom P-450 sistemine hasar verdigi yiiksek dozda BHT verilen fare deneyleriyle
ispatlanmigtir. Sentetik antioksidanlarda BHT fazla alindiginda viicuttan atilmasi

zorlastigindan dolay1 yag dokusunda depolanmaktadir [109].

Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT) (Sekil 1.30); kauguk, ila¢ ve kozmetik
sanayisinde, elektrik trafo yagi, jet yakitlarinda peroksit olusumunu 6nlemek, petrol

sektoriinde ve yakitlara katki maddesi olarak kullanilir[110].
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CHg OH CHs

H3C\ C/CH3

CH3
Sekil 1.30: BHT’nin kimyasal yapisi
Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA) (Sekil 1.31), E320 gida katki maddesi ve

gida koruyucu olarak kullanilir. Ayrica gida paketleme, hayvan yemi, kauguk,

kozmetik ve petrol tiriinleri gibi alanlarda kullanilmistir [111].

OH CHs
| CH
CHj
OCH,

Sekil 1.31: BHA’nin kimyasal yapisi

Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ) (Sekil 1.32) doymamuis bitkisel yaglarda
ve hayvansal yaglarda koruyucu olarak ve depolama omriinii uzatmak i¢in kullanilir.
E319 olarak bilinmektedir. Ayrica biyodizel lnitelerinde korozyon oOnleyici olarak

kullanilmaktadir [112].

OH CHj
g
C\/ 3
CHs
OH

Sekil 1.32: TBHQ’nun kimyasal yapisi

(PG) (Sekil 1.33), kozmetik, sa¢ iriinleri, yapistiricilar ve yaglarda katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. E310 olarak bilinmektedir [113-115].
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OH

HO OH

Sekil 1.33: Propil Gallat’in kimyasal yapisi

1.5.2 Antioksidan aktivite tayin yontemleri

1.5.2.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, kararli ve uzun 6miirlii bir azot
radikalidir. Serbest elektronlardan birinin yer degistirmesi ile koyu menekse renk
olugmaktadir [116]. 517 nm’ de absorbans verir. Reaksiyonun ilerleyisi spektrometre

ile izlenmektedir.

O,N N—N

Sekil 1.34: DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin kimyasal yapisi

DPPH metodunda DPPHe radikalinin koyu mor rengi antioksidan maddeler
tarafindan indirgenerek agik pembe renge doniligmektedir. Bu reaksiyon DPPHe
radikalinin indirgenerek difenil-pikrilhidrazine doniistiigiini gostermektedir. Bu
metot temelde hidrojen veren gruplara sahip antioksidan maddelerin DPPHe
radikalinin indirgenmesine dayanmaktadir. DPPHe molekiilii 517 nm’de absorbsiyon
verirken, indirgendigi zaman 517 nm’den kayma gostererek antioksidan miktarina

bagli olarak absorbsiyonda diizenli bir azalma gostermektedir. Bir bitki 6ziitlinlin
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IC50 parametre degeri ne kadar diisiik olursa, ekstre o derecede giiclii radikal

stiplirme etkisi gosterir [117].

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH¢) radikalinin metanolik ¢ozeltisinin rengi
koyu violedir. Ortama antioksidan igerikli ekstre ilave edildiginde bu koyu renk
acilir. Bu renk acilimi spektrofotometrik olarak 517 nm de absorbanslar1 6lciilerek

tespit edilir[118].

DPPH basit, hizli, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar veren bir yontemdir.
Analizler i¢in UV-GB spektrometre cihazi kullanilmaktadir. Eger 6rnek sayisi fazla

olursa 96 kuyucuklu tabaka kullanilmaktadir [119].

1.5.2.2 Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC)
metodu ile antioksidan aktivite tayini

CUPRAC yontemi bir numunedeki Cu(Il)’nin antioksidanlar tarafindan
Cu(I)’e indirgenmesidir. Bu yontemde neokuproin’in Cu(Il) ile olusturdugu
bakir(II)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm‘de maksimum absorbans
vererek bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden
yararlanarak antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir [119].

CUPRAC yo6nteminin avantaji, 10 dk’lik bir siire gerektiren ¢ok hizli bir
yontem olmasidir. Urik asit, askorbik asit, gallik asit ve kuersetin gibi molekiiller i¢in
CUPRAC yontemi birka¢ dakikada sonuglanirken, daha kompleks molekiiller icin
30-60 dk gerekmektedir [120]. Bu yontem i¢in kullanilan ayiraglar ucuzdur ve

yontemin uygulanmasi i¢in uzmanlik gerekmemektedir.

1.5.2.3 f-Karoten-Linoleik Asit yontemi

B-Karoten-linoleik asit yonteminde, linoleik asit oksidasyonu sonucu olusan
radikallerin, B-karoten’le reaksiyona girmesiyle olusan sar1 rengin zamanla
kaybolmas1 ve bu renk kaybolmasinin spektroskopik olarak takip edilmesi esasina

dayanmaktadir. Reaksiyon bitiminde c¢ozeltide B-karotenin degisen sar1 renginin
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absorbans miktar1 490 nm’de spektrofotometrede 6lgiiliir. Reaksiyon genellikle 50 °C
civarinda baglar. Antioksidan tayininde eger antioksidan var ise rengin agilmadigi

gozlenmektedir [121, 122].

f3-karoten-lineolik asit yonteminde analiz siiresi 3 saat boyunca sar1 rengin
kaybolmasinin o6nlenmesi, fazla miktarda antioksidan oldugunu gdstermektedir.
Ortamda antioksidan miktarinin fazla olmasi ya da ortama antioksidan eklenmesi,
linoleik asitten olusan peroksit iiriinlerinin bu antioksidanlarla nétralize edilmesi /3-
karotenin karakteristik sar1 renginin korunmasini1 saglar. Bu nedenle absorbansin
yiksek olmasi antioksidan aktivitenin de yiiksek oldugunu gosterir [121]. Bu
yontemin istlinligii; hizl, basit ve duyarh bir yontem olmasidir [123]. -karotenin
renk acilimi ve bozunma hizi arasinda, en diisiik f-karoten bozunma hizinasahip
ekstrenin, en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu [117] seklinde bir iliski

vardir.

1.5.3 Antikolinesteraz Yontemi

1.5.3.1 AChE ve BChE Enzimleri

Insan viicudunda AChE (asetilkolinesteraz) ve BChE (butirilkolinesteraz)
olarak iki adet kolinesteraz enzimi bulunmaktadir [124]. Normal yetiskin beyninde
AChE enzimi BChE enzimine gore daha ¢ok bulunmaktadir [125]. Asetilkolinesteraz
enzimi uyarilabilen tiim dokularda bulunurken, butirilkolinesteraz enzimi ise merkezi
veperiferal sinir sistemi, plazma ve karacigerde bulunmaktadir [124]. Beyinde
kolinesteraz enzim aktivitesinin biiyiikk kismindan AChE enzimi sorumludur. AChE
enzimi kolinerjik iletimdeki rolii iyi olarak bilinmekte ancak BChE enzimi ile ilgili
bilgi yeterince bulunamamistir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin esas

olarak AChE enzimi tarafindan yapilmaktadir [124].

Alzheimer hastaliginda iki tedavi c¢esidi vardir. Bunlar ‘“kolinesteraz

inhibitorler” ve “N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”.
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e AChE ve BChE kolinesteraz enzimleri bellek ve disiince ile ilgili bir
norotransmitter olan asetilkolin’in par¢alanmasini 6nlemektedir [126].

e Ogrenme ve bellek fonsiyonlar1 ydniinden 6nemli olan glumat’1 diizenleyen
NMDA reseptor antagonistleri vardir [126]. Giiniimiizde Alzheimer
hastaliginin tedavisinde FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) ile onaylanmis
tek NMDA orta ve ciddi Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan

memantindir [127].

Bu c¢alisma da antikolinesteraz aktiviteleri, Ellman yontemi kullanilarak
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine karsi

belirlenmistir.

1.5.3.2 Antikolinesteraz aktivite tayin yontemleri

Antikolinesteraz aktivite tayini igin gelistirilen analiz yontemleri asagidadir.

e Michel Yontemi [128]
e Ellman Yo6ntemi [129]
e De la Huerge Yontemi [128]

1.5.4 Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri

tiirtine kars1 in vitro etkinligini tespit etmektedir [130].

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan mikroorganizmalar asagida
verilmistir.

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Candida albicans
Mycobacterium smegmatis

Escherichia coli: Comak seklinde, 1-2 um uzunlugunda ve 0,1ve 0,5 um
capinda olan gram negatif bir bakteridir. Sporsuz, hareketli ve aerobik bir bakteridir.

E. coli normal bagirsak florasinda bulunur ve burada diger bakteriler ile denge
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halinde olursa hastalik yapmaz. E. coli bakterisinin bulagmasi sonucunda karin
kramplari, siirekli ve kanli ishal, hafif ates, asir1 yorgunluk, istahsizlik ve siirekli

mide bulantis1 olmaktadir [131].

Staphylococcus aureus: Cift, kisa zincirli ve tiziim gibi salkim halinde olan
gram pozitif bir bakteridir. Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. 37 °C’de ve pH
7.4°’de irerler. S.aureus bakterisinin bulasmasi sonucunda abseler, kan c¢ibani
(carbuncle), blefarit (géz kapagi iltihabi), hordeolum (arpacik), farenjit, menenjit,

Siniizit ve besin zehirlenmesi goriilmektedir [131].

Candida albicans: Bir maya mantar tiirtidiir. C. albicans agizda ve sindirim
sisteminde yasayan canli organizmalardan biridir. Hem bagisiklik sisteminin
zayiflamasiyla hem de mantarlarin ¢ogalmasini saglayan sartlar olustugunda

C.albicans istilaci ve kiif gibi ipliksi bigimine doniisiir [131].

Mycobacterium smegmatis: Aerop, sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir. Mico
bakterinin en énemli 6zelligi yavas tiremeleri, aside kars1 direngli olmalar1 ve hiicre

duvarlarinda bol miktarda lipid igermeleridir [131].

Antibiyotik duyarlilik testleri uygulandiklar test prensiplerine gore lic gruba
ayrilabilir [132]:

1. Difiizyon Yo6ntemi: Disk difiizyon-Kirby Bauer metodu

2. Diliisyon yontemleri

e Broth (stvi) dilisyon yontemi: Makrodiliisyon ve
mikrodiliisyon

e Agar (kat1) diliisyon yontemi

3. Difilizyon & Diliisyon Yontemi: Gradient Metodu

Disk diffiizyon yontemi, antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde kullanilan
basit, pratik ve iyi standardize edilmis bir yontemdir. Bu ydntemde belirli
miktarlarda antibiyotik damlatilmis kagit diskler, test edilecek olan bakterinin yogun
bir sekilde yayildig1 kati besiyerlerine yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniip

agara dogru difiize olurken, yayilan mikroorganizma da ¢ogalmaya baslar.
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Mikroorganizmalarin besiyerinde {iretilme siiresinden sonra antibiyotigin
inhibitér konsantrasyonlarinin  saglandigr disklerin etrafinda iireme olmaz.
Mikroorganizmanin ilaca karst duyarliligi diskin etrafindaki inhibisyon zonuyla
dogru orantilidir. Diskin etrafindaki inhibisyon zonunun ¢api Olgiilerek, standart zon
tablolarma gore degerlendirmeler yapilir.  Mikroorganizmanin  kullanilan

antimikrobige kars1 duyarliligi belirlenir [133].

Diliisyon yontemleri (sivi ve agar) ile bir antimikrobiyal ajanin bir
mikroorganizmanin tiremesini geciktirmek veya 6ldiirmek i¢in gerekli olan en diisiik
konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanir. "Tip diliisyon" ve "agar dillisyon"
olmak iizere iki c¢esit diliisyon testi uygulanmaktadir. Agar diliisyon yOnteminin
prensipleri tlipdiliisyon yontemine benzerdir. Agar dilliisyon yonteminde antibiyotik
cozeltileri katibesiyeri igine konulup, antibiyotik iceren besiyeri petri plaklarina
dokiiliir. Plaklardaki antibiyotigin farkli konsantrasyonlariin etkisi bu yontemle test

edilebilmektedir [130,132].

Bu calisma da antimikrobiyal aktivite deneyleri disk difiizyon deney yontemi

kullanilarak yapilmustir.
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1 Bitkisel Materyal

Origanum L. cinsi Brevifilamentum seksiyonuna ait tiirler Balikesir
Universitesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Tuncay Dirmenci tarafindan toplanip teshis
edilmis, birer Ornekleri Balikesir Universitesi NEF Botanik Laboratuvari’na

konulmustur.

2.2 Ucucuyaglar

2.2.1 Clevenger Cihazi ile Hidrodestilasyon

Ugucu yaglarin eldesi Clevenger cihazi ile hidrodestilasyon yontemi ile
yapildi. Bu amagla 500 mL’lik reaksiyon balonuna her bir bitkiden ayri olarak 20’ser
gram tartildiktan sonra 250 mL saf su ile geri sogutucu altinda 2,5 saat reflux yapilir.
Siire sonunda Clevenger aparatinin kapiler borusunda biriken ugucu yag, pipet
yardimiyla numune sisesine alinip diklorometanda ¢6ziildiikten sonra analizi GC-MS

cthazinda yapilmistir.

2.2.2 GC/MS-MS ile Analiz

Ucgucu yag analizi, Thermo Scientific GC/MS-MS TSQ Quantum XLS cihazi
ile yapildi. Tasiyic1 gaz olarak helyum gazi kullanilmis olup, akis hiz1 1 mL/dk’dir. 1
pL 6rnek cihaza enjekte edilir. GC sicaklik program degisimi su sekildedir; 50 °C’ de
5 dk, 5 °C/dk hizla 250 °C’ de 5 dk bekleme. MS transfer hat sicakligi 230 °C, kiitle
araligr 50 - 650 m/z’dir. Analizler i¢in DB-5, 30 m, 0.25mm ID, 0.25 pm kolonu

kullanilmistir.
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2.3 Fenolik Bilesenlerin Analizi

2.3.1 Ekstrelerin hazirlanmasi

Kiigtlik pargalar haline getirilen bitki tiirleri yaklasik 3 g agirliginda tartilarak
farkli amber siselere konuldu, 100 mL metanol ¢6ziiciisii ile bir hafta siire ile masere
edildi. Coziiciisii renklenen bitki ornekleri siiziilerek ¢oziiclisii uguruldu. Ayri bir
sisede tartilan 3 g bitki Ornegi apolar ¢oziicliden polar ¢oziicliye dogru ekstre
hazirlamak icin tiiketildi. Once kloroform ile tiiketilerek C ekstresi elde edildi. Kalan
bitki 1 giin kurutulup ayni islemler sirasiyla Ac ve MeOH i¢inde yapilip ekstreler
elde edildi. Coziiciiler rotaevaporda ugurulduktan sonra metanol-1, kloroform, aseton

ve metanol-2 ekstreleri elde edildi.

Hazirlanan ekstreler ile fenolik analizi, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal

aktivite analizleri yapilmistir.

Bitki ekstrelerinden metanol ¢oziiclisii igerisinde 20.000 ppm stok ¢ozeltiler
hazirlandi. LC-MS/MS cihazinda analiz edilmek iizere 4000 ppm’e metanol ile
seyreltildi. Analiz igin viale hazirlanan i¢ standart (etanol iginde hazirlanmig 100
ppm kurkumin) eklendikten sonra LC-MS/MS cihazina enjekte edilerek analizleri

yapilmistir.

2.3.2 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fenolik bilesiklerinin ana stok ¢o6zeltisi 100 ppm olarak MeOH’ de
hazirlandi. 100 ppm lik stok ¢ozeltiden 10 ppm ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ara
stoktan farkli derisimlerde (5-2,5-1-0,5-0,25 ve 0,1 ppm) arasinda farkli derigsimlerde
cozeltiler hazirlanarak +4 °C de bekletildi. LC-MS/MS’de analiz edildi.
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2.3.3 Enstriimental Analiz ve Kromatografik Kosullar

Analizlerde Zivak Tandem Gold Triple Quadrupole kiitle spektrometresi
kullanilmistir. Kromatografi kolonu olarak, Synergy Max C18 kolon (250 x 2 mm
1.d, 5 pm partikiil biliytikliigii) kullanildi. Hareketli faz olarak igerisinde %0,05
formik asit bulunan distile su (A) ve MeOH (B) kullanildi. Pompa programi dakikada
0,25 mL akis hizinda olup, akis gradienti 0.00-1.00 dakikalarda %55 A ve %45B,
1.00-20.00 dakikalarda %100 B, 20.01-23.00 dakikalarda %55 A ve %40 B olacak
sekilde ayarlandi. Kolon sicakligi 30 °C ve injeksiyon hacmi 10 pL’dir.

2.3.4 LC-MS/MS Prosediirii

Bitkinin analizlerinde Zivak Tandem Gold Triple Quadrupole kiitle
spektrometresi cihazi kullanilmistir. CID gaz basinct 2.0 mTorr, 4000 V ESI igne
voltaji, 600V sprey koruma voltaji, 300 °C kurutma gaz sicakligi, 55 psi nebulizer
gaz basinci ve 35 psi kurutma gaz basinct olmak {izere optimum ESI parametreleri
kullanildi. Standart bilesiklerin LC-MS/MS karakteristikleri belirlenerek 6l¢iim
metodu olusturuldu. Segilen bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri Tablo 2.1’ de

verilmistir.
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Tablo 2.1: Secilen bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri.

Parcalanma Carpisma
Bilesikler Ana iyon iyonu enerjisi (V)
1 Gallik asit 168,6 124 13
2 Kaemferol 287 152,3 30
3 Salvigenin 329 295,8 15
4 Eubotriol 343 343 13
5 Penduletin 345,2 311 25
6 Kuersitrin 4719 309,9 16
7 Fumarik asit 115 71 8
8 Pirogallol 125 80 16
9 Salisilik asit 136,7 92,5 10
10 p-OH benzoik asit 136,7 92,6 12
11 vanilin 150,7 135,4 12
12 P-koumarik asit 163,2 118,7 14
13 Kafeik asit 179 135 10
14 t-ferulik asit 193 133 15
15 Sirinjik asit 196,7 181,4 12
16 izoramnetin 315 300 15
17 Kuersetagetin-3,6-dimetileter 345,1 329,5 16
18 Kilorojenik asit 353 191 14
19 Rozmarinik asit 359,2 160,5 15
20 Luteolin-7-glukozit 447 2845 14
21 Luteolin-5-glukozit 447 289,5 20
22 Ursolik asit 455,6 455,1 10
23 lzokuersetin 463,3 300 25
24 7-asetil sideroksol 385,4 325 16
25 Linearol 385 385 30
26 1-okso-salvibretol 313 295 14
27 Rutin 609 301 16
28 Liriodendrin 766 603 35
29 Siderol 369 309 18
30 Pelorganin klorit 595 271 30
31 Palargonin 271,2 121 34
32 Apigenin 269 151 22
33 Saponarin 595 415 18
34 Kurkumin* 369,3 176,9 20

* Kullanilan i¢ standart
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2.4 Antioksidan Aktivite Analizi

2.4.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi

0,1 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil

alkolde ¢oziildii.

Ornek cozeltileri farkli konsantrasyonlarda (10 pg ve 100 pg arasinda)
hazirlandi. 1 mL numuneye 4 mL DPPH ¢o6zeltisinden eklendi. 1 mL BHA (kontrol
cozeltisi) ¢cozeltisi eklendi. 30 dk oda sicakliginda inkiibasyondan yapildi. 517 nm’de
absorbanslar1 6lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesi degeri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Akontrol —Aérnek
AKontrol

DPPH Giderim Aktivitesi(% inhibisyon) = ( )xlOO

Axontro=Kontroliin absorbansi
Asmek=0Ornegin absorbansi

DPPH’1n renginin agilmasi absorbsiyonun azaldigin1 gosterir. Reaksiyon
karistminin  absorbsiyonunun diisiik olmasi serbest radikal giderim aktivitesinin
yiiksek oldugunu gosterir.

2.4.2 CUPRAC metodu ile antioksidan aktivite tayini

7.5x10° M _Neokuproin cézeltisinin_hazirlanmasi: 156.2 mg neokuproin

tartilir. 100 ml ye EtOH ile tamamlanir.

Amonyum _Asetatcozeltisinin_hazirlanmasi: 19.27 g amonyum asetat

tartilir. 250 ml ye saf su ile tamamlanir.

102 M Bakar-11-kloriir_¢ézeltisinin hazirlanmasi: 426.2 mg bakir-1l-kloriir

tartilir. 250 ml ye saf su ile tamamlanur.

Ornek (;iizeltileri:(lO'3 M olarak hazirlanacaktir.)
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Bir cam tiip icerisine bakir (II) ¢ozeltisi (102 M), neokuproin ¢dzeltisi (7.5
x10° M) ve amonyum asetat tamponundan (pH=7) sirastyla 1’er ml eklenir. Uzerine
(a) mL 6rnek ¢ozeltisi ve (1-a) ml H,O ilave edilip iyice ¢alkalanir (toplam hacim 4.1
ml). Tipler oda kosullarinda agzi kapali olarak 1/2 saat boyunca bekletilir. Bu siire
sonunda i¢inde drnek bulunmayan ¢ozeltiye karst 450 nm’de sogurum (absorbans)

degerleri Olgiiliir.

Bu yontemle Oncelikle, calisilan saf bilesigin Ol¢iimleme/ oOlgiiliilleme
(kalibrasyon) egrisini ¢izilir. Bu maddenin, dogrusal (lineer) oldugu aralik tespit
edilerek ol¢iililleme egrisinden, molar sogurum (absorplama) katsayisini (g) bulunur.
Daha sonra ilgili maddenin molar sogurum katsayisini troloksun (tralox) molar

sogurum katsayisina bolerek maddenin TEACcuprac degeri hesaplanir.

2.4.3 Lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (B-karoten-linoleik

asit yontemi)

p—Karoten c¢ozeltisinin (0,1 mM) hazirlanmasi: 0,2 mg /3-karoten tartilarak

1 mL kloroform igerisinde ¢6ziildii. Sonrasinda 200 mg Tween 40 ve 20 pg linoleik
asit eklendi. Rotaevaporator yardimiyla kloroform uguruldu. Daha sonra, ¢ozelti 50

mL oksijen gazi ile doyurulmus saf su ilave edilerek karistirildi.

Ornek cozeltileri ve pozitif kontrol olarak hazirlanan a-Toc, BHT, kersetin
cozeltileri lizerine, son konsantrasyonlart 10, 25, 50 ve 100 pg/mL olacak sekilde, 4
mL f-karoten ¢ozeltisi ilave edildi ve bekletilmeden spektrofotometre ile baslangig
absorbans degerleri 490 nm’de 6l¢iildii. Ol¢iim sirasinda kontrol 6rnegi olarak alkol
kullanildi. Daha sonra, kontrol olarak kullanilan tiipteki /f-karoten’in rengi
kayboluncaya kadar (yaklasik 120 dk) hazirlanan tiipler 50°C’de inkiibasyona
birakildi. Cozeltilerin absorbans degerleri tekrar 490 nm’de oSlgiildii. 5-karoten renk

acilim orani (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi:

In

SAES

R =

- |

In: dogal logaritma, a: baslangi¢ absorbansi, b: inkiibasyondan sonraki absorbans, t:
inkiibasyon siiresi (dk).
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Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:
AA (% lnhlblsy0n) = (Rkontrot- Rérnek)/Rkontrol) X100

Riontrol: Kontroliin renginin agilma hizi
Rérmer: Ornegin renginin agilma hizi

2.4.4 Antikolinesteraz aktivite tayini

0,1 M H,PO,” Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1,56 g NaH,PO, tartildi. 100

mL saf suda ¢6zildii.

0,1M HPO,* Cézeltisinin Hazirlanmas:: 3,556 g NaH,POy tartildi. 200 mL

saf suda ¢oziildi.

0.1 M pH=8 Tampon Coézeltisinin Hazirlanmasi: 94,7 mL HPO, ve 5,3

mL H,PO,* ¢oOzeltilerinden alindi. 100 mL saf su eklendi.

0.1 M pH=7 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 3,9 mL H,PO, ve 6,1 mL

HPO42'gézeltilerinden alindi. 10 mL saf su eklendi.

DTNB _Cozeltisinin_Hazirlanmasi: 16 mg DTNB (5,5’-Dithiobis (2-

nitrobenzoic acid) tartilip 1 mL pH=7 tampon ¢dzeltisinde ¢oziildii. 7,5 mg NaHCOs3
tartilip 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde c¢oziildii. Sonra iki ¢ozelti karistirildi.
Hazirlanan ¢ozelti karistmi, 2 mL pH=7 tampon ¢06zeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi.

Deney asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi.

Acl: 32,8 mg Acl (Asetilkolin iyodiir) tartildi. 8 mL saf su eklendi. Deney

asamasinda 8 mL pH=8 tampon ¢6zeltisi ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Bul: 4 mg Bul (Biitirilkoliniyodiir) tartildi. 8 mL saf su eklendi. Deney

asamasinda 8 mL pH=8 tampon ¢ozeltisi ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

AChE Enzimleri: 1,17 mg AChE enzimi tartildi. 5 mL pH=8 tampon

cozeltisi eklenerek ¢oziildi. Cozelti 5’e ayrildi. Her birinin konsantrasyonu 0,235
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mg/mL olan bes ¢ozelti elde edildi. 8 mL saf su eklenerek 0,02925 mg enzim igceren
125 pL’lik enzim ¢ozeltileri elde edildi. Hazirlanan ¢ozeltiye 460 pL pH:8 tampon
¢ozeltisi eklendi. Toplam hacmi 585 pL ¢ozelti 25uL’lik 23 adet siseye doldurularak
daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuya konuldu. Stok c¢ozeltiler

kullanilmadan 6nce tampon ¢ozeltisi (pH:8) ile 3mL’ye tamamlandi.

BChE Enzimleri: 1 mg BChE enzimi tartildi. 5 mL tampon ¢6zeltisi (pH=8)

eklenerek ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zeltiden kiigiik siselere 300 pL doldurularak daha
sonra kullanilmak iizere derin dondurucuya konuldu. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan

once 1800 uL tampon ¢ozeltisi (pH=8) ilave edildi.

2.4.4.1 AChE aktivite testi

Fosfat tamponu (pH=8) hazirlanarak 130 pL mikroplakadaki kuyucuklara,
bilesiklerin etanol i¢inde 0,5 mM konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisinden 10 uLb
ve asetil kolinesteraz (AChE) enzim ¢6zeltisinden herbir kuyucuga 20 pL konulur.
Bu soliisyon 25°C de 10 dakika inkiibe edilir. Bu siire sonunda 20 uLL DTNB reaktifi
ve asetilkolin iyodiir (Acl) 20 pL ilave edilir. Galanthus bitkisinden izole edilen
alkoloid tipi ilag olan Galantamin standart olarak kullanilir. Daha sonra mikroplaka
412 nm dalga boyunda ELISA okuyucuya yerlestirilerek absorbans okunur. Vmax
degerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan program (Softmax Pro Default Protocol)
yardimiyla absorbans degerleri hesaplanir. Bu sekilde aktivite gosteren bilesikler
tespit edilmis olur. Daha sonra aktivite gosteren bilesiklerin soliisyonlar1, 0,5
mM’dan 0.125 mM’a kadar seyreltilerek IC50 degerleri 6lgtim islemleri ayni sekilde

yapilarak hesaplanir.

2.4.4.2 BChE aktivite testi

Fosfat tamponu (pH=8) hazirlanarak 130 pL. mikroplakadaki kuyucuklara,
bilesiklerin etanol i¢inde 0,5 mM konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltisinden 10 pL
ve Biitirilkolinesteraz (BChE) enzim ¢6zeltisinden 20 pL konulur. Bu soliisyon 25°C
de 10 dakika inkiibe edilir. Bu siire sonunda 20 pL DTNB reaktifi ve 20 pL Bul
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(biitirilkoliniyodiir) substrat olarak her bir kuyucuga eklenir. Galanthus bitkisinden
izole edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin standart olarak kullanilir. Daha sonra
mikroplaka 412 nm dalga boyunda ELISA okuyucuya yerlestirilerek absorbans
okunur. Vmax degerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan program (Softmax Pro
Default Protocol) yardimiyla absorbans degerleri hesaplanir. Daha sonra aktivite
gosteren bilesiklerin soliisyonlari, 0,5 mM’dan 0.125 mM’a kadar seyreltilerek 1C50

degerleri 6l¢tim islemleri ayni sekilde yapilarak hesaplanir.

2.5 Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite belirleme yontemlerinden biri olan disk difiizyon
yontemi i¢gin Whatmann No:1 kagidindan 6 mm boyutunda hazirlanan diskleri steril
edildi. 24 saat inkiibasyona birakilan test mikroorganizmalart 0.5 McFarland
standardina gore hiicre sayisi 1,5x10® CFU/mL olacak sekilde ayarlandi ve 100 pL
alinarak petrilere yayma ekim yapildi. Bos disklere 10 uL ekstre emdirildi ve petride
belli noktalara yerlestirildi. Negatif kontrol olarak %100 DMSO kullanildi. Pozitif
kontrol olarak Ampisilin, Kloramfenikol ve Ofloksasin antibiyotik diskleri kullanildi.
2 saat +4 °C’de emilimin saglanmasi i¢in bekletilen petriler ardindan 24 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Petrilerde meydana gelen inhibisyon zon ¢aplar1 Olgiilerek

ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlendi.

Sekil 2.1: inhibisyon zon ¢aplar
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3. BULGULAR

3.1 Origanum cinsi Brevifilamentum Seksiyonu Bitkilerinden Elde Edilen

UcucuYagAnaliz Sonuglari

Origanum cinsi Brevifilamentum seksiyonu tiirlerinden elde edilen yaglarin
analizi sonucu toplam 74 kimyasal bilesen elde edilmis olup bunlar OA icin %98.8,
OB i¢in %99.8, OH i¢in %94.1, OHB i¢in %99.8, OL i¢in %99.0 ve OR i¢in %99.2°
sini olusturmaktadir. Bilesenler kimyasal yapilarina gore 6 smifa ayrilmistir:
hidrokarbonlar ve tiirevleri, monoterpen hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler,
seskiterpen hidrokarbonlar, oksijenli seskiterpenler ve fenolik bilesikler (Tablo 3.1)
dir.
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Tablo 3.1: Ucucu yag GC-MS analiz sonuglari.

Bilesen KI OA OB OH OHB OL OR
Hidrokarbonlar ve tiirevleri
3-metil-nonan 971 - - - - t -
1-okten-3-ol 979 - 0.4 - - 0.6 -
3-oktanol 991 - 0.4 - - 0.2 -
2-metil-dekan 1063 - 1.0 - - - -
undekan 1100 - 0.3 - - 0.2 -
menth-3-en-8-ol 1150 - - - 22.6 - -
geranil butirat 1564 - - 4.5 - - -
% Tespit - 21 45 226 1.0 -
Monoterpene hidrokarbonlar
a-tujen 930 - - - t - -
a-pinen 939 - - - 0.3 t -
kamfen 954 - - - 0.6 0.2 -
sabinen 975 - - - 0.1 - -
B-pinen 979 0.9 - - 0.1 0.1 -
2-karen 1002 1.3 - 0.9 - - -
o-fellandren 1003 - - - 0.1 - -
terpinen 1017 - - - 0.6 0.1 -
p-simen 1025 - 1.3 - 3.0 171 -
limonen 1029 0.3 - - - 0.1 -
B-fellandren 1030 - - - 0.2 - -
(Z)-B-osimen 1037 - - - - t -
T-terpinen 1048 3.4 - 1.9 - - -
(E)-B-osimen 1050 - - - 3.8 - -
y-terpinen 1060 1.4 - - 0.6 3.7 -
m-simen 1085 39.2 - 0.6 - - -
% Tespit 465 13 34 94 213 -
Oksijenli monoterpenler
Okaliptol 1031 1.9 - 2.1 - t -
cis-sabinen hidrat 1070 - - - 1.6 - -
a-terpinolen 1089 0.5 - - - 0.5 -
trans-sabinen hidrat 1098 - - - 0.4 - -
pinen hidrat 1123 - - - 1.0 - -
limonen oksit 1137 0.1 - - - - 15.3
trans-pinokarveol 1139 04 - - - - -
cis-B-terpineol 1144 0.3 - - 243 - -
kamfor 1146 - 0.1 - - 0.8 -
menton 1153 - - - 13.1 - -
trans-p-terpineol 1163 - - - 0.3 - -
borneol 1169 - 7.1 - - 16.0 -
4-terpineol 1177 - 0.5 - - 1.3 -
p-simen-8-ol 1180 - - - 1.4 - -
a-terpineol 1189 - 3.4 - - 5.5 -
dihidrokarvon 1190 04 - 1.9 - - -



Tablo3.1: (devam ediyor).

mirtenol 1196 - 0.2 - 0.3 0.3 -
linalil format 1216 4.6 - - - - -
karveol-cis 1229 - - - 0.8 - -
karvon 1243 - 9.1 - - - -
karvakrol metil eter 1245 - - - 0.6 - -
linalil asetat 1257 1.2 - - - - -
p-simen-7-ol 1287 - - - - 2.3 -
bornil asetat 1289 - - - - 1.6 -
karvakrol etil eter 1298 - - - 0.8 - -
izopulegil asetat 1335 - - - - - 19.8
karvakril asetat 1367 0.2 - - - - -
% Tespit 9.6 204 4.0 44.6 283 35.1
Seskiterpen hidrokarbonlar
a-kopaen 1377 - - - 1.2 - -
B-borbonen 1388 - - - 2.4 1.7 -
(2)-karyofilen 1409 - 1.6 - - 5.1 -
aromadendren 1437 11.8 - 23.7 84 - 15.7
a-himakalen 1451 0.2 - 12.0 - - -
o-humulen 1455 - - - 23 - -
(E)-B-farnesen 1457 - - - 2.9 - -
allo-aromadendren 1458 248 - 152 05 - 5.0
germakren-D 1485 - 0.3 - 0.6 6.6 -
T-muurolen 1480 - 0.6 - - 20.1 -
v-kadinen 1514 0.3 - - - 0.9 -
a-kadinen 1539 0.5 0.1 - - 0.4 -
% Tespit 376 26 509 183 34.8 20.7
Oksijenli seskiterpenler
bizabolen epoksit 1504 - - 33 - - 5.6
spatulenol 1572 - 0.8 - 1.6 8.5 -
karyofilen oksit 1583 - 0.6 42 - 4.0 -
viridiflorol 1593 - - - - 0.4 10.0
a-kadinol 1660 1.1 - 7.6 - 0.7 278
% Tespit 11 14 151 1.6 13.6 434
Fenolik bilesen
Timol 1290 1.2 - - t - -
Karvakrol 1299 28 721 162 33 - -
% Tespit 40 721 162 33 - -
98.8 99.8 941 99.8 99.0 99.2

Toplam (%)
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3.2 Origanum cinsi Brevifilamentum Seksiyonunun Fenolik

Bilesenlerinin Analizi

Golgede kurutularak toz haline getirilen bitkinin metanol-1 (M1), kloroform
(C), aseton (Ac) ve metanol-2 (M2) ile ekstre edilmesiyle hazirlanan ekstrelerin
fenolik bilesenleri ve miktarlart LC-MS/MS teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Fenolik bilesikler {i¢ grupta analiz edilmistir. (I) flavonoidler ve tiirevleri, (II)
kumarik asit ve tiirevleri ve (III) basit fenolikler ve digerleri. Ekstrelerin fenolik

bilesenlerinin sonuglar1 Tablo 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’de verilmistir.
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Tablo 3.2: Metanol-1 ekstresinin fenolik bilesenleri.

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR
Flavonoidler ve tiirevleri
Kaemferol 21024.29+1483.89 262.88+18.55 167.2+11.8 20.74+1.46 63.09+4.45 217.11+15.32
Kaemferol-3-rutinosit 130.74+11.82 - 2.83+0.26 - - 0.23£0.02
Salvigenin 204.12+13.89 - 0.47+0.03 - - 106.44+7.24
Penduletin 1339.08+135.75 10.42+1.06 46.2+4.68 - 6.61+0.67 0.17+0.02
izoramnetin - - - - - 10.44+0.92
Kuersetin 7.18+0.95 4.56+0.61 - - - -
g‘:::tsi‘l’zi‘egreﬁna -6- - 4.02+0.75 355.18+66.5 - - 156.31429.27
Izokuersetin 621.16+178.23 0.67£0.19 6.53+1.87 - - -
Kuersitrin - - - - - -
Luteolin 8858.06+2275.32 62.28£16 56.27+£14.45 - 6.47+1.66 83.83+£21.53
Luteolin-7-0-Glukozit 2177.974+221.64 10.27+1.04 14.17+1.44 - - 17.84+1.82
Luteolin-5-0-Glukozit 1707.99+109.89 - 35.594+2.29 - - 0.31+0.02
Apigenin 5164.75+416.06 - 68.4+5.51 - - -
Rutin 1569.63+102.81 15.53£1.02 31.29+£2.05 1.55+0.1 2.78+0.18 78.41+5.14
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Tablo 3.2:(devam ediyor).

Bilesenler OA OB OHB OL OR
Koumarik Asitler ve Tiirevleri
p-Koumarik asit 709.28+109.19 - - - - 2.40+0.37
Kafeik asit 6126.98+1212.46 174.78+34.59 190.06+37.61 45.86+9.08 44.69+8.84 191.50+£37.9
(E)-Ferulik asit 12150.65+849.07 134.55+9.4 353.19+24.68 96.42+6.74 57.56+4.02 134.96+9.43
Klorojenik asit - 11.13+1.54 - 10.45+1.45 11.55+1.6 11.81£1.64
Rozmarinik asit 102800+7882.62 - 2092.79+160.47  27.47+2.11  1556.15+119.32  3520.48+269.95
Temel Fenolikler ve digerleri
Fumarik asit 24053.6+1668.09 369.43+£25.62 165.59+11.48 37.07+2.57 126.31+£8.76 1827.03+126.7
Gallik asit - 7.00+0.49 - 7.99+0.55 5.8540.41 -
Pirogallol 657.8+43.77 50.0243.33 15.1£1.01 27.51+1.83 - 32.974£2.19
Ellagik asit - - - - - -
Vanilin - - - - - -
Siringik asit 746.23+£50.25 47.39+3.19 12.52+0.84 - - -
Salisilik asit 990.02+399.68 - 67.05+27.07 - - 18.30+7.39
Pp-OH benzoik asit - - - - - -
Toplam
191039.53 1164.93 3680.43 275.06 1881.06 6410.54

(mg/kg kuru bitki)
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Tablo 3.3: Metanol-2 ekstresinin fenolik bilesenleri.

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR

Flavonoidler ve tiirevleri

Kaemferol 253.07+17.86 162300+£11455.09 - 177.01£12.49 57.88+4.09
Kaemferol-3- . 12174.51£110024 - - ;

rutinosit

Salvigenin - 648.93+44.16 - - -
Penduletin - 4366.06+442.62 - - -
izoramnetin - 592.15+52.26 - - -
Kuersetin 2104.05+279.72 - - -
Kuersetagetin-3,6- ,, 5.4 5 767001436091 ; - 0.52+0.1
dimetileter

Izokuersetin 6.69+1.92 5749.28+1649.65 - - -
Kuersitrin 31.58+2.01 - - - -

Luteolin 95.9+24.63 79350420382.18 430.84+110.7  36.85+9.46 16.00+4.11
Luteolin-7-0- 50.18+5.11 30083.67+3061.44  207.93£21.16  6.64+0.68 2.48+0.25
Glukozit

Luteolin-5-0-

Clukozit 22.29+1.43 58400+3757.47 - - -

Apigenin 23.72+1.91 33201.13£2674.60 - - -

Rutin 26.6+1.74 14892.73+£975.44 - 6.54+0.43 4.16+0.27
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Tablo 3.3: (devam ediyor).

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR
Koumarik Asitler ve Tiirevleri

p-Koumarik asit - 323.90+64.1 4931.1+759.08 - - -

Kafeik asit 119.584+23.66 - 190450+37687.79 154.49+£30.57  125.75+24.89 118.46+23.4

(E)-Ferulik asit 422.47+£29.52 - 399000+27881.52 - 123.6148.64 92.74+6.48

Klorojenik asit 37.49+5.19 123.21+17.06  11027.18+1527.00  52.247.23 9.68+1.34 22.06+3.05

Rozmarinik asit 2494.15£191.25 - - - 2105.324161.43  2634.67+22.02

Temel Fenolikler ve digerleri

Fumarik asit

538.13+37.32

117500+8148.5

290.83+20.17

1031.18+£71.51

Gallik asit - 487.27+£33.79 - 333.56+23.13  6.24+0.43 -
Pirogallol 21.06£1.40 - 24833.91£1652.56 - 22.03+1.47 26.03+1.73
Ellagik asit - - - - - -
Vanilin - - - - - -
Siringik asit 10.9+0.73 - 19628.58+1321.70 - 9.58+0.65 -
Salisilik asit 21.43+8.65 - 106550+43015.10 - - 48.75+19.68
p-OH benzoik asit  135.99+10.80 - 32429.73£2576.46 - - 151.56+12.04
Toplam

4335.28 934.38 1386912.28 1179.02 2920.08 4206.49

(mg/kg kuru bitki)
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Tablo 3.4: Kloroform ekstresinin fenolik bilesenleri.

Bilesenler

OA

OB

OH

OHB

OL

OR

Flavonoidler ve tiirevleri

Kaemferol
Kaemferol-3-rutinosit
Salvigenin

Penduletin
izoramnetin
Kuersetin

Kuersetagetin-3,6-
dimetileter

Izokuersetin
Kuersitrin

Luteolin
Luteolin-7-0-Glukozit
Luteolin-5-0-Glukozit
Apigenin

Rutin

4.41+0.3

20.5642.08

38.82+7.27

12.06+0.82

4.80+0.49

18.42+1.3

14.6+1.48

133.114£24.92

9.64+0.78

18.16x1.24

9.43+0.96

11.06+0.75

81.83+8.3

69.84+4.75

93.35+£9.46

87.42+16.37
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Tablo 3.4: (devam ediyor).

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR
Koumarik Asitler ve Tiirevleri
p-Koumarik asit - 7.91+1.56 - - - -
Kafeik asit - - - 6.24+1.23 12.05+£2.38 -
(E)-Ferulik asit - - - - - -
Klorojenik asit - 6.83£0.95 - 10.18+1.41 7.8£1.08 -
Rozmarinik asit - 3.37+0.26 - 3.53+0.27 3.63+0.28 -
Temel Fenolikler ve digerleri
Fumarik asit - - - - - -
Gallik asit - - - - - -
Pirogallol - - - - - -
Ellagik asit - - - - - -
Vanilin - - - 4.7+0.43 6.33+0.58 -
Siringik asit - - - - - -
Salisilik asit - - - - - -
p-OH benzoik asit - - - 4.15+0.33 5.49+0.44 -
Toplam
63.79 34.97 175.77 56.39 128.19 250.61

(mg/kg kuru bitki)
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Tablo 3.5: Aseton ekstresinin fenolik bilesenleri.

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR
Flavonoidler ve tiirevleri

Kaemferol 349.4+24.66 1149.62481.14 85.38+6.03 170.9+12.06 577.63+40.77 65.64+4.63
Kaemferol-3-rutinosit 3.83+0.35 27.3242.47 - - 2.494+0.23 -
Salvigenin - - - 10.24+0.7 - 16.08+1.09
Penduletin 4.17+0.42 44.86+4.55 18.8+1.91 12.26+1.24 54.7+5.55 43.55+4 .41
izoramnetin - 71.1546.28 - 5.5+0.49 - -
Kuersetin 3.48 £0.46 79.15+£10.52 - 3.03+0.4 7.9+1.05 -
g‘s:tsi‘l’z?eg:ﬁ“'3 -6- 10.25+1.92 31.16£5.83 179.49+33.61 - - 45.53+8.53
Izokuersetin - - - - - -
Kuersitrin - - - - - -
Luteolin 134.77+34.62 329.99+84.76 22.36+5.74 58.34£14.99 129.97+33.38 10.51£2.70
Luteolin-7-0-Glukozit 4.714£0.48 31.71+3.23 - - - -
Luteolin-5-0-Glukozit - 8.84+0.57 - - - -
Apigenin 67.05+5.40 - 32.56+2.62 - - 21.19+1.71
Rutin 4.93+0.32 9.24+0.61 16.18+1.06 8.21+0.54 1.59+0.1 1.45+0.09
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Tablo 3.5: (devam ediyor).

Bilesenler OA OB OH OHB OL OR
Koumarik Asitler ve Tiirevleri
p-Koumarik asit - 96.55+19.11 - 14.53£2.24 - -
Kafeik asit 50.22+£9.94 - 65.62+12.99 59.7+11.81 32.39+6.41 21.05+4.17
(E)-Ferulik asit 25.86+1.81 - 27.69+1.94 46.92+3.28 - 9.02+0.63
Klorojenik asit - 7.16+0.99 - 8.18+1.13 6.78+0.94 -
Rozmarinik asit 574.02+44.02  1404.50+107.7 1056.84+81.04 1002.22+76.85 322.06+£24.7 78.67+6.03
Temel Fenolikler ve digerleri
Fumarik asit - - - 4.27+0.3 - -
Gallik asit - 8.78+0.61 - 12.09+0.84 5.40+0.37 -
Pirogallol - - - - - -
Ellagik asit - 9.82+0.66 - - - -
Vanilin 8.5+0.78 - - 46.38+4.24 22.33+£2.04 -
Siringik asit 9.49+ 0.64 10.88+0.73 - 18.04+1.21 1.25+0.08 -
Salisilik asit - - - - - -
p-OH benzoik asit - - - 47.05£3.74 22.83+1.81 -
Toplam
1250.68 3320.73 1504.92 1527.86 1187.32 312.69

(mg/kg kuru bitki)
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3.3 Antioksidan Aktivite Analiz Sonuglar:

Origanum cinsi  Brevifilamentum seksiyonu tiirlerinden elde edilen
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri li¢ yontemle tayin edilmistir. Bunlar DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemi, CUPRAC metodu ve 3-Karoten-
Linoleik Asit yontemidir. Bu yontemlere ait bulgular Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3” deki

grafiklerde verilmistir.
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3.3.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin sonuglari

M1 ekstraktlar:

100
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o Ml ol

PRI SE
OF VT O O &

Inhibisyon %

Tirler

B [0pg/mL ®m25pug/mL =50 ug/mL =100 pg/mL

M2 ekstraktlar:
§ 100
= o ddld i dddddl
2 0
=
=

PR IRPLYFTSE
""" O O@b@béﬂo
Tirler

®10pg/mL ®™25pug/mL =50 pug/mL m 100 pg/mL

C ekstraktlari

100
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o d_d__.llill

PR LI SE
oooo%oo@«z»%«z»éo

Inhibisyon %

Tiirler
B ]0pug/mL ®m25ug/mL =50 pg/mL ®100 pug/mL

Ac ekstraktlari

100
Sg'J‘JJllll

PR IS E
OF &7 Y O T &

Inhibisyon%

Ttrler

H10pg/mL ®m25pug/mL ™50 pg/mL ™ 100 pg/mL

Sekil 3.1: Ekstraktlarin DPPH antioksidan aktivite sonu¢ grafigi
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3.3.2 CUPRAC metodu sonuclari

CUPRAC

r
F
=
=
F
it

Tirler

EM1 EM2 mC mAC

Sekil 3.2: Ekstraktlarin Cuprac metoduna gore belirlenen aktivite sonuglar:
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3.3.3 Lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi (B-karoten-linoleik

asit yontemi) sonuclari

M1 ekstraktlar:

100
o 3l ol il N

PR L YFT S E
OF O R O R <8

Inhibisyon %

Tiirler
H]10pg/mL m25pug/mL ®m50 pg/mL ® 100 pg/mL

M2 ekstraktlari

100

o ol o ol L

PR IR YFS S
OF OV T O ORI <

Inhibisyon %

Tirler
B ]0pug/mL ®25pug/mL ®50 pg/mL ®100 pg/mL

C ekstraktlar1

100

PRIXL IS E
ooooéoo@«z»@z»éo

Inhibisyon %

Thrler
B (0ug/mL m®m25ug/mL =50 ug/mL =100 pg/mL

Ac ekstraktlari

100

S madaadliiig

PR PR YFT S
OF OV Y O ORI <

Inhibisyon %

Turler

mi0pg/mL ®W25ug/mL ®50 pug/mL ™ 100 pg/mL

Sekil 3.3: Ekstraktlarin beta karoten antioksidan aktivite sonu¢ grafigi

66



3.4 Antikolinesteraz aktivite tayini sonuglari

Origanum cinsi  Brevifilamentum seksiyonuna ait tiirlerden elde edilen
ekstrelerinin antikolinesteraz aktivite tayini i¢in AChE ve BChE enzimlerine karsi
inhibisyonlar1 Ol¢iilmiis ve sonuglar % inhibisyon degeri olarak verilmistir. Bu

yonteme ait bulgular Tablo 3.6° da verilmistir.
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Tablo 3.6: Ekstraktlarin antikolinesteraz aktivite tayini sonuclari.

Inhibisyon% (200pg/mL)

AChE BChE
M1 C Ac M2 M1 C Ac M2

OA 0 0 0 0 52.67+£0.22 50.64+£0.21 45.934+0.86 0

OB 0 33.48+1.23 23.33£0.45 5.59+0.29 14.88+0.35 35.20+0.93 49.63+0.66 0
OH 0 0 0 0 41.08+0.79 38.90+1.12 31.47+0.58 9.52+0.48

OHB 0 0 0 0 23.14+0.43 33.49+1.65 31.91+0.63 0

oL 0 0 0 0 8.44+0.16 50.93%£1.35 47.97+0.62 0

OR 0 0 0 0 23.98+0.63 36.22+0.82 37.64+0.93 0
Kontrol*  80.24+0.28 82.10+£0.51 82.10+0.51 80.24+0.28 80.78+1.22 82.05+0.48 82.05+0.48 80.78+1.22

* Kontrol olarak Galantamin kullanilmistir.
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3.5 Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Antimikrobiyal aktivite belirleme yoOntemlerinden biri olan disk diflizyon
yontemi kullanilmistir. Calisilan Origanum tiirlerinden elde edilen ugucu yaglara ait
antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.7°de verilmistir.
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Tablo 3.7: Origanum tiirlerinin ucucu yaglariin antimikrobiyal aktivite sonuclari.

Inhibisyon alam (mm)

Tiir pg/disc pl/disc C. albicans M. smegmatis S. aureus E. coli

O. brevidens - 5 162 140 63 32
O. haussknechtii 52 - 0 8 0 0
O. acutidens - 5 71 99 39 30
Ketokonazol 50 - 25 - - -
Streptomisin 100 - - 40 - R
Okzasillin 50 - - - 36 -
Gentamisin 50 - - - - 23

DMSO negatif kontrol olarak kullanilmis olup herhangi bir inhibisyon alan1 gézlenmemistir.

Ketokonazol, streptomisin, okzasillin, gentamisin pozitif kontrol olarak kullanilmstir.

(ul/disc) her diskte dogrudan kullanilan 5 pl ugucu yagr gosterir.
(ng/disc) DMSO ile seyreltilen ugucu yag miktarini gosterir.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Ucucu Yag Analiz Sonuclari

Bu calismada Origanum cinsi Brevifilamentum seksiyonuna ait (OA, OB,
OH, OHB, OL ve OR) tiirler c¢iceklenme doneminde toplanmis, golgede
kurutulduktan sonra hidrodestilasyon yontemi ile ugucu yaglari elde edilmistir. Elde
edilen yaglarin analizi sonucunda 74 bilesen belirlenmistir. Bilesenler kimyasal
yapilarmma goére 6 smifa ayrilmistir: hidrokarbonlar ve tiirevleri, monoterpen
hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler, seskiterpen hidrokarbonlar, oksijenli

seskiterpenler ve fenolik bilesiklerdir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1’ de verilen tiirlere ait ugucu yag analiz sonuglart incelendiginde
yiiksek oranli bilesenler; karvakrol (% 72.1), simen (% 39.2), a-kadinol (% 27.4),
aromadendren (% 23.7), izopulegil asetat (% 19.8), T-muurolen (%18.6) ve allo-

aromadendren (% 15.7) olarak belirlenmistir.

O. acutidens (OA), monoterpen hidrokarbonlardan zengin olup m-simen ana
bilesenidir (% 39,2). Diger bilesikler allo-aromadendren (% 24,8) ve aromadendren
(% 11,8) dir. Daha onceki ¢alismalarda OA, karvakrol tipi olarak bildirilmistir [38].
O. brevidens’ nin (OB), fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu ve ana
bilesiklerinin karvakrol (% 72,1), karvon (% 9,1) ve borneol (% 7,1) oldugu tespit
edilmistir. Karvakrol, yagm biiyiikk bolimiinii olusturur ve ugucu yagin geri kalan
kismi oksijenlenmis monoterpenikler bakimindan zengindir. O.haussknechtii (OH)
ve O. leptocladum (OL), seskiterpen hidrokarbonlar agisindan zengindir (% 35,7 ve
% 34,8). OH ve OL ugucu yagmin ana bilesikleri sirasiyla aromadendren (% 23,7) ve
t-murolenedir (% 20,1). OL igin diger ana bilesikler p-simen (% 17,1) ve borneol (%

16), OH igin carvacrol (% 16,2), allo-aromadendrene (% 15,2) olarak belirlenmistir.

Bu boliimiin diger bir iiyesi olan O. husnucan-baseri (OHB), oksijenlenmis
monoterpenlerden zengin ve ana bilesikleri cis-B-terpineol (% 24,3), ment-3-en-8-ol

(% 22,6) ve mentondur (% 13,1). Bu tiir daha 6nce monoterpenoid zengini olarak
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rapor edilmistir ve ana bilesikler borneol, a-terpineol ve trans-sabinen hidrattir. Son
olarak OR bitkisi oksijenlenmis seskiterpenoidler bakimindan zengindir. Ana bilesigi
a-kadinoldiir (% 27,8). Diger ana bilesiklerinde limonen oksit (% 15,3) ve izopiilagil
asetat (% 19,8) oldugu bulunmustur. Literatiirde O. ratundifolium (OR) ugucu yagin
monoterpenoidlerden zengin oldugu bildirilmistir. En fazla belirlenen bilesenlerin

yapilar1 Sekil 4.1’ de verilmistir.

H3C CHs
HO
CH
Karvakrol 3 Aromadendren
Simen
H,C
Allo-Aromadendren
) a-Kadinol
y-Terpinen

Sekil 4.1: Origanum cinsinde miktarca fazla belirlenen ucucu yag bilesenlerinin kimyasal
yapilari

Bu c¢alismada Origanum tiirlerinin ugucu yag bilesimlerini olusturan
bilesenler aromatik monoterpen yapisinda olup bu cinse 0zgii aromayr veren
kimyasallardir. Ozellikle karvakrol ve timol tasiyan tiirler halk arasinda yaygin
kullanima sahiptir. Karvakrol ve timol ile ilgili yapilan caligmalarda her iki
maddeninde giiclii antibakteriyal 6zellik gosterdigi, ayrica antifungal, antimikrobiyal
ve insektisidal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir [22].
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4.2 Fenolik Bilesen Analiz Sonuclar:

Golgede kurutularak toz haline getirilen Origanum tiirlerinin C, Ac ve MeOH
ile ekstre edilmesiyle hazirlanan M1, C, Ac, M2 ekstrelerinin fenolik bilesenleri ve
miktarlarinin analizi LC-MS/MS araciligiyla gergeklestirilmistir. M1 kodu dogrudan
hazirlanan metanol ekstresini, C dogrudan hazirlanan kloroform ekstresini, Ac
kloroformla tiiketildikten sonra geri kalan bitkiden hazirlanan aseton ekstresini, M2
ise asetonla tiiketildikten sonra geri kalan bitkiden elde edilen metanol ekstresini
gostermektedir. Fenolik bilesikler {ic grupta analiz edilmistir. (I) flavonoidler ve
tirevleri, (II) kumarik asit ve tlirevleri ve (III) basit fenolikler ve digerleri.
Ekstrelerin fenolik bilesenlerinin sonuglart mg/kg kuru bitki cinsinden Tablo 3.2, 3.3,
3.4 ve 3.5’de verilmistir.

Tablolar incelendiginde polar M1 ve M2 ekstrelerinde yiliksek miktarda fenolik
bilesikler tespit edilirken Ac ve C ekstrelerinde daha az fenolik bilesik tespit
edilmistir.

Metanol (M1) ekstresinin fenolik bilesen tablosu (Tablo 3.2) incelendiginde
Origanum acutidens tiirtiniin  bitki ekstresi 19 farkli bilesenle fenolik bilesik
bakimindan en zengin olmakla birlikte O. husnucan-baseri tiirii 9 farkli bilesenle en
az fenolik bilesen iceren tiir olarak tespit edilmistir. M1 ekstresinin fenolik
bilesenleri miktarca incelendiginde O. acuditens en zengin tiir olarak tespit edilirken,
bu tiri O.haussknechtii, O.rotundifolium ve O.brevidens takip etmektedir. Bu
ekstrelerde ana bilesenler kumarik asit ve tiirevleri ve basit fenoliklerden
olusmaktadir.

Metanol (M2) ekstresinin fenolik bilesen tablosu (Tablo 3.3) incelendiginde
O. haussknechtii tiiriiniin bitki ekstresi 22 farkli bilesenle en zengin tiir olarak tespit
edilirken, O. acuditens, O. rotundifolium ve O. leptocladum tiirlerinde daha az
bilesen tespit edilmistir. M2 ekstreleri arasinda miktarca en zengin tir O.
haussknechtii olarak belirlenmistir.

Kloroform (C) ekstresinin fenolik bilesen tablosu (Tablo 3.4) incelendiginde
O. leptocladum ve O. husnucan-baseri tiirlerinin bitki ekstrelerinden 7’ser bilesen ile
en fazla bilesene sahip olduklar tespit edilmistir. O. acuditens ve O. rotundifolium
tirlerinin bitki ekstrelerininde 3’er bilesen ile en az bilesene sahip olduklari tespit
edilmis olup bu ekstrelerin ¢ogunlugunun flavanoit ve tiirevlerinden olustugu

belirlenmistir.

73



Aseton (Ac) ekstrelerinin fenolik bilesen tablosu (Tablo 3.5) incelendiginde
O. brevidens tiiriinde en fazla bilesen tayin edilirken, O. haussknechtii tiiriinde 9 adet
bilesen tayin edilebilmistir. Ac ekstreleri arasinda O. brevidens miktarca da en
zengin tiir olarak belirlenmistir.

Ekstrelerin fenolik bilesen tablolarindaki en fazla bilesikler sunlardir: M1
ekstresinde: OA, OH, OL ve OR i¢in rozmarinik asit, OB i¢in fumarik asit ve OHB
i¢in (E)-ferulik asit. M2 ekstresinde: OA, OL ve OR i¢in rozmarinik asit, OB igin
galik asit, OH i¢in (E)-ferulik asit, OHB igin luteolin. Ac ekstresinde: rozmarinik asit
OA, OB, OH, OHB ve OR'nin ana bilesigi olarak bulunurken, kaempferol OL
tiirlerinin ana bilesigi olarak bulunmustur. Fenolik bilesenler bakimindan en fakir
ekstre olan C ekstresinde OA ve OH i¢in ana bilesik, kuersetagetin-3,6-dimetileter,

OB ve OHB i¢in salvigenin ve OL ve OR i¢in penduletin bulunmustur.

4.3 Biyolojik Aktivite Sonuclari

Antioksidan aktiviteleri, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, B-karoten
linoleik asit yontemi ve CUPRAC yontemiyapilarak belirlenmistir. Lipid
peroksidasyonunun ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi farkli derisimlerde
(10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin edilmistir.

Antioksidan aktivite sonuclari, ¢alisilan tiirler i¢in uygulanan ii¢ yontem

icinde iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

4.3.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde standart olarak BHT
(Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol (Vitamin E)
kullanilmistir. Ekstrelerin sonuglart Sekil 3.1’de verilmistir. Sekil incelendiginde
ozellikle 50 ve 100 pg / mL konsantrasyonlarina sahip metanol ekstreleri icin DPPH
yontemine gore yiiksek antioksidan aktivite sonuglari elde edilmistir. Diisiik fenolik
igerigi diisiintildiiglinde antioksidan aktivitenin diisiik olmas1 normaldir. Kloroform

ekstreleri en diisiik aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistir. Metanol ekstrelerinde
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OA, OB ve OH, kloroform ekstresinde OA ve OH, aseton ekstrelerinde OA, OB ve
OH yiiksek aktivite gostermektedir.

432 Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu (p-Karoten / Linoleik

Asit)Yontemi Sonuclari

B-Karoten / Linoleik Asit aktivite yonteminde standart olarak BHT,
(Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol (Vitamin E)
kullanilmistir.  Sonuglar Sekil 3.3’ de verilmistir. Bu aktivite yontemindede M2
ekstreleri en yiiksek aktiviteye sahip oldugu gériilmiistiir. Ozellikle 100 pg/mL

derisimde bu ekstreler standartlara yakin derecede inhibisyon degerine sahiptirler.

4.3.3 CUPRAC Yontemi

TEAC CUPRAC sonucu, referans olarak trolox (TR) tizerinden mmol TR g-1
olarak verilmistir. (+) kontrol olarak kurkumin bilesigi kullanilmis olup kurkumin

icin bakir indirgeme kapasitesi bu yontemle 0,9 mmol TR g-1 olarak belirlenmistir.

Ekstreler aktiviteler bakimindan incelendiginde CUPRAC yontemi igin (Sekil
3.2) OB en iyi aktiviteyi gostermistir. OB ve diger bitkilerin M2 ekstreleri standart
olarak kullanilan curcumin'den daha iyi aktiviteye sahiptir. Kloroform ekstreleri en

diisiik aktiviteye sahiptir.

4.3.4 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Anti-Alzehimer aktivitenin belirlenmesi i¢in asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri kullanilarak 200 pg/mL derisimde % inhibisyon

degerleri hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak galantamin kullanilmistir.

Ekstre sonuglart incelendiginde (Tablo 3.6) AChE enziminin sadece OB’de
diisiik inhibisyon degerine sahiptir. OH’nin M2 ekstresi haricindeki diger tiirlerde

75



BChE enzimi i¢in inhibisyon gozlemlenmemistir. OA en yiiksek BChE inhibisyonu

degerine sahiptir.

Bu tiire ait yiiksek aktivitenin, yliksek fenolik bilesik miktar1 ile baglantili
oldugu sonucuna varilabilir. C ekstraktlarinda, yiiksek miktarda kersetagetin-3,6-
dimetileter ve salvigenin bulundugu tiirler daha iyi BChE inhibisyon degerlerine
sahiptir. M1 ve Ac ekstraktlar1 orta derecede BChE enzim inhibisyon kapasitesine

sahiptir.

4.3.5 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerine
bakilmistir. Escherichia coli DSMZ1103, Staphylococcus aureus DSMZ1104,
Candida albicans DSMZ1386, Mycobacterium smegmatis ATCC14468
mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Negatif kontrol olarak DMSO, pozitif kontrol
olarakda ketokonazol, streptomisin, okzasillin, gentamisin kullanilmistir. Elde edilen

biyolojik aktivite sonuglar1 Tablo 3.7°de verilmistir.

Ozellikle O. acuditens ve O. brevidens c¢alisilan tiim mikroorganizmalara

kars1 oldukga 1yi sonuglar vermistir.

Bu c¢alismada, Origanum cinsi Brevifilamentum seksiyonuna ait dordi
endemik olan alti tiir, ugucu yag igerigi ve antimikrobiyal aktivitesi ile tiirlerden
hazirlanan metanol, kloroform ve aseton ekstrelerinin fenolik igerik, antioksidan ve
antikolinesteraz aktivitesi bakimindan incelenerek rapor edilmistir. Origanum
tiirlerinin ucgucu yag iceriklerine ait bir¢ok c¢alisma olmasina ragmen fenolik
iceriklerine dair calisma oldukga azdir. Ozellikle Brevifilamentum seksiyonu icin bu
calisma ilk c¢alisma olup ekstrelerin aktiviteleride ilk defa bu c¢alisma ile
incelenmistir. Ugucu yag sonuglarina gore Brevifilamentum seksiyonu farkl: tiptedir.
Ancak, fenolik bilesenler bakimindan incelendiginde kumarik asit ve tiirevlerinin
baskin oldugu goriilmekte olup kumarik asit zengin oldugu soOylenebilir. Bu
seksiyonun ana bileseninin rozmarinik asit oldugu belirlenmis olup, ayrica
rozmarinik asitce zengin olan ekstrelerin en iyi aktiviteye sahip oldugu

gbzlemlenmistir. Bu calisma ile halk arasinda da baharat, ¢ay, geleneksel tipta ilag
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olarak ta yaygin kullanima sahip Origanum tiiriiniin Brevifilamentum seksiyonu
fitokimyasal olarak incelenmis, elde edilen kimyasal igerik ve aktivite sonuglari

bilim diinyasinin kullanimina sunulmustur.
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