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OZET

ORIGANUM L. CINSi AMARACUS VE ANATOLICON
SEKSIYONU TURLERININ FITOKIMYASAL ANALIZLERI
VE BIYOLOJIK AKTiVITE CALISMALARI

YUKSEK LiSANS TEZIi
MERVE ONCU
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. TURGUT KILIC)
(ES DANISMAN:DR. ZULEYHA OZER)
BALIKESIR, EYLUL - 2018

Bu c¢alismada Origanum L. cinsi Amaracus (Gled.) Benth. (Origanum
boissieri letsw, O. saccatum P.H.Davis, O. solymicum P.H.Davis, O. ayliniae
Dirmenci & Yazici) ve Anatolicon Benth. seksiyonu tiirlerinin (O. sipyleum L., O.
hypericifolium O.Schwarz & P.H.Davis) fitokimyasal analizleri yapilmis ve
biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Oncelikle bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin bilesenleri GC-MS ile analiz edilmis, sirasiyla, 27, 27, 31, 16, 32 ve 24
farkli bilesen tespit edilmistir. Ana bilesenler olarak; O.boissieri, O. ayliniae, O.
hypericifolium tiirlerinde; karvakrol (% 30.1, % 53.7, % 68.8), O. saccatum, O.
solymicum tiirlerinde; p-simen (% 37.9 ve % 29.6), O. sipyleum tiiriinde ise;y-
terpinen (% 28.7) belirlenmistir.

Bitkilerden hazirlanan koloroform, aseton ve metanol ekstrelerinin
sekonder bilesenleri LC-MS/MS ile tanimlanmigtir. Ekstrelerde 6zellikle yiliksek
oranda rosmarinik asit ve penduletin tespit edildi.

Ayn1 zamanda ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, DPPH Serbest Radikal
Giderim Aktivitesi, Lipid Peroksidasyonu Inhibisyonu (4-Karoten-Linoleik Asit
Yéntemi) ve CUPRAC (Cu (II) Iyonu indirgeyici antioksidan kapasite)
yontemleri ile belirlenmistir. Antikolinesteraz Aktivite Tayini Ellman Yontemi
kullanilarak Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine
kars1 yapilmastir.

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ¢alismalar1 sonunda Kloroform
ekstreleri oldukca zayif inhibisyon etkisi gosteririken aseton ekstrelerin de ise
zayiftan-orta dereceye inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Antioksidan aktivite deneyleri sonucunda bu tiirlerin antioksidan kapasitesi
degerlendirildiginde; o6zellikle halk arasinda kullanilan O. ayliniae tiiriiniin
antioksidan kapasitesinin oldukga iyi oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Origanum, Amaracus, Anatolicon, fitokimyasal
analiz.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
STUDIES ON SECTION AMARACUS AND ANATOLICON OF
ORIGANUM L. SPECIES
MSC THESIS
MERVE ONCU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR:PROF. DR. TURGUT KILIC)
(CO-SUPERVISOR:DR. ZULEYHA OZER)
BALIKESIR, SEPTEMBER 2018

In this study, the genus Origanum L., Amaracus (Gled.) Benth. (Origanum
boissieri letsw, O. saccatum P.H.Davis, O. solymicum P.H.Davis, O. ayliniae
Dirmenci & Yazic1) and Anatolicon section species (O. sipyleum L., O.
hypericifolium O.Schwarz & P.H.Davis) phytochemical analyzes and their
biological activities were examined. First, components of essential oils obtained
from plants were analyzed by GC-MS and 27, 27, 31, 16, 32 and 24 different
components were detected. As main components; O. boissieri, O. ayliniae, O.
hypericifolium species; carvacrol (30.1 %, 53.7 %, 68.8 %), O. saccatum, O.
solymicum species; p-cymene (37.9 % and 29.6 %), and O. sipyleum species; y-
terpinene (28.7 %) has been identified.

The secondary components of the chloroform, acetone and methanol

extracts prepared from the plants were identified by LC-MS / MS. Especially in
the extracts, rosmarinic acid and penduletin were detected at high altitudes.
At the same time, antioxidant activities of extracts were determined by DPPH
Free Radical Extraction Activation, Lipid Peroxidation Inhibition (B-Carotene-
Linoleic Acid Method) and CUPRAC (Cu (Il) lon Reductive Antioxidant
Capacity) methods. The anticholinesterase activity assay was performed against
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes using the
Ellman Method.

Studies of DPPH free radical scavenging activity have shown that
chloroform extracts exhibit a very weak inhibition effect while acetone extracts
have weak- to moderate inhibition values. When the antioxidant capacity of these
species is evaluated as antioxidant activity tests, it has been determined that the
antioxidant capacity of the species of O. ayliniae, which is used especially among
the people, is quite good.

KEYWORDS: Origanum, Amaracus, Anatolicon, Phytochemical analysis.
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1. GIRIS

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki Labiatae familyasi genel olarak ugucu yag, fenolik
bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler, asetofenon bilesikleri), diterpen ve triterpenlerin yani

sira alkaloid tiirii bilesenleri igerirler [1].

Origanum L. (Lamiaceae) tiirlerinde yapilmis olan fitokimyasal ¢alismalar 6zellikle
ucucu olan sekonder metabolitleri lizerine yogunlagmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu
tiirlerin ugucu yaglarinin 6zellikle karvakrol ve timol gibi fenolik bilesenlerce zengin oldugu,
ayrica y-terpinen, p-simen, linalool, terpinen-4-ol ve sabinen hidrat gibi bilesenlerin de fazla

miktar da bulunan diger bilesenler oldugu belirlenmistir [2-4].

Bu tiirlerin tasidigi ucucu olmayan sekonder bilesenlerle ilgili ¢alismalarda ursolik
asit, rozmarinik asit, kafeik asit, ferulik asit, apigenin, luteolin, salvigenin ve katesin ana
bilesen olarak belirlenmistir [5]. Ayrica bu tiire ait ekstrelerin antioksidan, antimikrobiyal,
antifungal, antispazmodik, antitiiméral, analjezik, antimutajenik, anjiojenik, antiparasitik,
antiplatelet, antielastas etkileri tasidig1 rapor edilmistir [6]. Origanum tiirleri fenol bilesikleri
bakimindan zengin olmalarindan dolay1r tipta, antibakteriyal, antimikrobiyal, solucan
diisiiriicli, spazm giderici, oksiiriik kesici, romatizma agrilarina karsi, dis hekimliginde, ayrica
yemeklerde baharat olarak, parfiimeri sanayinde, antioksiadatif etkisinden dolay1
konservecilik basta olmak {izere gida sanayinde yaygin kullanim alanma sahiptir [7].
Origanum tiirlerinin biiylik cogunlugunda ana bilesigi karvakrol adli bir monoterpendir ve bu
yag kuvvetli antiseptiktir [8]. Ornegin, O. minutiflorum P.H.Davis’ un karvakrol orami
%90’lar civarindadir. Yine bu tiiriin gram (+) ve gram (-) bakteriler lizerinde antimikrobiyal
etkileri ile antifungal (Candida albicans ve C. tropicalis) etkileri aragtirilmis ve kuvvetli
antibakteriyal ve antifungal etki gdstermistir [9]. Ulkemizde yetisen Origanum tiirlerinin
cogunlugu ugucu yag bilesenleri bakimindan c¢alisilmistir [10-13]. Ugucu yag ana bilesenleri
karvakrol, p-simen,borneol, linalool, germakren ve p-karyofillen’ dir [11]. Ancak,
antimikrobiyal ve antifungal ve antioksidan aktivite bakimindan bu tiirlerin biiyiik bir kismi1
calistimamistir. Antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan aktviteleri belirlenen sadece 5

tirdiir [14].



Tibbi ve aromatik bitkilerin antiseptik 6zellikleri ¢ok eski yillardan beri bilinmesine
ragmen, ancak 1900°1i yillarin baginda laboratuvarlarda fitokimyasal 6zellikleri arastirilmaya
baslamistir. Bitkilerin govde, yaprak, tohum ve koklerinden bir¢ok mikroorganizmanin
bliylimesini durdurabilecek maddeler izole edilmistir. Antik ¢aglardan bu yana, insanoglu bazi
yaygin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bitkileri kullanmistir. Halk arasinda yaban
mersini (Myrtus communis L.) tiriner sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde, ogulotu (Melissa
officinalis L.), sarimsak (Allium sativum L.) ve ¢ay agac1 (Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche) Chell )gibi tiirler genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilmaktadirlar.
Pek ¢ok bitkisel 6ziit; solunum, {iriner ve gastrointestinal sistemlerdeki bulagici patojenlerin
tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Antimikrobiyal etki gosteren kimyasallar
genel olarak alkaloid, flavonoid, isoflavonoidler, taninler, kumarinler, terpenler,
fenilpropenler ve organik asitlerdir. Antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalar
mikroorganizmalarin hedef bolgeleri ve bakteri hiicre yapilar ile iligkilidir. Bakteriler hiicre

duvari yapilarina gore gram pozitif ve gram negatif olmak iizere 2 grupta incelenir [15].

Ulkemizde, Labiatae tiirlerinin bir kism1 (Coridothymus Rchb.f., Satureja L., Thymbra
L., Thymus L. gibi) ile birlikte Origanum tiirlerinin birgogunun “kekik” adi altinda ticareti
yapilmaktadir. Bugiin kekik adi altinda ticareti yapilan tiirlerin toplam miktar1 11 000 tondan
fazladir [8]. Bu miktar ile Tiirkiye diinya kekik ticaretinin %70’ini ger¢eklestirmektedir [16].
Ticareti yapilan tiim bu tiirler “karvakrol” yoniinden zengindirler. Ticareti yapilan Origanum
tiirleri sdyle siralanabilir; Origanum onites L. (Izmir kekigi, Bilyali kekik), O. vulgare L.
subsp. hirtum A.Terracc. (Istanbul kekikigi, karakekik), O. majarona L. (Beyaz kekik, Alanya
beyazi), O. minutiflorum (Yayla kekigi, Cingilli kekik), O. vogelii Greuter & Burdet (Sinek
kanadi) O. syriacum L. subsp. bevanii (Holmes) Greuter & Burdet (Tarsus kekigi, Tarsus
beyazi)’dir. Kekik ticareti igerisinde Origanum tiirlerinin yeri oldukga biiyiiktiir (7200 ton).
Bunun 6nemli bir kism1 dogadan toplanirken (4900 ton), bir kismida kiiltlir formlarindan elde
edilmektedir (2300 ton) [8]. Son yillarda kiiltiir alanlar1 hizla artarak 25000 dekara kadar
ulagmigtir.  Tiirlerin  ticari degeri genel olarak baharat olarak kullanimindan
kaynaklanmaktadir. Baharat olarak kullaniminin yam sira, kekik yagi, kekik suyu ve cay
olarak da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kekik ticaretinin 6nemli bir kism1 AB iilkeleri
ve ABD’ye yapilmaktadir. Bu ticaretin (baharat, kekik suyu, kekik yagi) yillik degeri 20

milyon dolar civarindadir. Bu degere en fazla katkiyr Origanum tiirleri saglamaktadir.

Tiirkiye, Avrupa, Asya ve Afrika kitalarinin kesisme noktasinda ve iki kitada

topraklar1 bulunan nadir iilkelerden biridir. Bu cografik 6zellik, beraberinde iklimsel cesitliligi

10



getirmekte ve iklimsel gesitligilin dogal sonucu olarak canli ¢esitliliginin zengin olmasina
neden olmaktadir. Ayrica Tirkiye, cografik 6zellignin bir yansimasi olarak ii¢ farkli
fitocografik bolgenin kesistigi bir konumdadir. Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilar1 Avrupa-
Sibirya, Giiney Marmara, K1y1 Ege ve Akdeniz bolgesi Akdeniz ve i¢ Ege, I¢ Anadolu, Dogu
ve Giineydogu Anadolu Iran-Turan fitocografya bdlgelerinin etkisi altindadir. Bu 6zellikler,
tir ¢esitliliginin ve iilkeye Ozgii tir sayisnin, bir kitanin sahip olabilecegi kadar tiir
cesitliligine sahip olmasini saglamistir. Tiirkiye 10000 civarinda (yaklasik 12000 takson) bitki
tiiri sayisiyla, kendisinden 15 kat daha bliylik Avrupa kitasiyla neredeyse aymi sayida
(yaklagik 12000 tiir) tiir sayisina sahiptir. Son olarak hazirlanan Tiirkiye Florasinagore, 167
familya, 1320 cinse ait 9996 tiir, ve toplamda 11707 adet takson yayilig gostermektedir [17].
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1.1 Bitkinin Ozellikleri

1.1.1 Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Lamiaceae familyas1 diinya genelinde 236 cins ve 7200 tiire sahiptir. Lamiaceae
familyas1 hos kokularindan, giizel goriintiilerinden ve tibbi faydalarindan dolay1 insanlar
tarafindan yaygin kullanilmaktadir. Bu familyanin iiyeleri ¢ogunlukla ¢ay olarak tiikketilmekte
olup, ayrica icerdikleri kuvvetli aromatik bilesikler nedeniyle alternatif tipta, ilag

endiistrisinde ve kozmetikte bolca kullanilmaktadir [18,19].

Ulkemizde en fazla tiir igeren familya siralamasi1 zaman zaman degisse de, genellikle
ilk ti¢ sira soyledir. Asteraceae (Papatyagiller) 1311, Fabaceae (Baklagiller) 1059, Lamiaceae
603 adet tiir sayisiyla iilkemizde en c¢ok tiir igeren familyalardir. Yine en fazla endemik tiir

iceren familyalar siralamasinda bu {i¢ familya ilk ii¢ siray1 paylagmaktadir.

Familya ile ilgili yapilan en son ve en kapsamli siniflandirmalara gore [17,18].
Lamiaceae 7 alt familyaya ayrilmigtir: Symphorematoideae Briquet, Viticoideae Briquet,
Ajugoideae  Kosteletzky, Prostantheroideae  Luersson, Nepetoideae  Kosteletzky,
Scutellarioideae Caruel ve Lamioideae Harley. Origanum cinsi Nepetoideae alt familyasi

igerisinde Mentheae oymagi ve Menthinae alt oymagi igerisinde yer almaktadir [17,18].
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1.1.2 Origanum L. Cinsi

Origanum ismi Yunanca’dan gelir ve dag siisii (oros=da, ganos=siis) anlamindadir.
Origanum cinsi Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasindandir. Bu familyada 46 cins 603 tiir
(782 takson) bulunmaktadir. Taksonlarin 346°s1 endemiktir ve endemizm orani % 44’tiir [20-

23].

Labiatae familyasina ait Origanum tiirleri genelde kiregli topraklarda, sicak ve kurak
iklimlerde iyi yetisirler. Bu tiirler dogal yollarla dogadan toplanirlarken bazilarinin ise

tohumla tiretimi yapilmaktadir [24].

Origanum tiirlerinin en biiyiik ortak 6zellikleri fazlasiyla ugucu yag igermeleri ve bu
yagin ana bilesenlerinin karvakrol ve timol olusudur. Bu bilesenler kekige kendine has
kokusunu vermektedir. Karvakrol bir monoterpendir ve kuvvetli bir antiseptiktir. Ciltten
kolayca emilir, hiicre zarim1 kolayca gecer ve yaralari iyilestirir. Ayrica karvakrol giiclii bir

agr1 kesicidir. Halk arasinda kekik yag1 agrili bolgelere siiriilerek kullanilir [22, 23].

Origanum tiirleri fenol bilesikleri ac¢isindan zengindirler. Alternatif tipta,
antibakteriyal, antimikrobiyal, solucan diisiiriicii, balgam soktiiriicii, spazm giderici, oksiiriik
kesici ve romatizma agrilarina karst kullanilirlar. Ayrica yemeklerde baharat olarak,
icerdikleri ugucu yag sayesinde parfiimeri sanayinde, antioksidatif etkisinden dolayr da gida

sanayinde sik¢a kullanilirlar [25-28].

Tiirkiye Florasi ve sonrasinda, 24 tiir (27 takson) ve 5 hibrit takson kayithidir. Bu
calisma sonucunda, Ege adalarinda yayilis gosteren O. calcaratum Juss. ve O. symes
CalstromTirkiye’den bulunamamistir. O. munzurense Sorger & Kit Tan tiirii ise hibrit bir
takson olarak yeniden diizenlenmistir. Tirkiye’deki hibrit taksonlara 6 yeni hibrit takson ilave
edilmistir. Sonug¢ olarak, tiir sayis1 21 (24 takson) ve hibrit sayisi da 12 olarak tespit
edilmistir. 21 tiiriin 10’u endemik, 12 hibrit taksonun ise 10’u endemiktir. Tiirkiye’de hibritler
ile beraber Origanum cinsine dahil toplam takson sayist 36, endemik takson sayisi ise 22’dir.
Endemizm oran1 61°dir [20-23].

Tirkiye’de yayilis gosteren Origanum cinsi tiirlerinin seksiyonlara gore dagilimu,

seksiyon ve tiir ayirim anahtari asagidaki gibidir.
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Sect. Amaracus

O. ayliniae

O. boissieri

O. saccatum

O. solymicum

Sect. Anatolicon

O. hypericifolium

O. sipyleum

Sect. Chilocalyx (Brig.) letsw.
O. bilgeri P.H.Davis

O. vogelii

O. minutiflorum

Sect. Origanum

O. vulgare

Sect. Brevifilamentum letsw.
O. rotundifolium Boiss.

O. acutidens (Hand.-Mazz.) letsw.
O. haussknechtii Boiss.

O. brevidens (Bornm.) Dinsm.
O. leptocladum Boiss.

O. husnucan-baseri H.Duman, Ayta¢ & A.Duran
Sect. Longitubus letsw.

O. amanum Post.

Sect. Majorana (Mill.) Benth.
O. majorana

O. onites

O. syriacum

Sect. Prolaticorolla letsw.

O. laevigatum Boiss.

Bu ¢alismada Origanum cinsi Amaracus ve Anatolicon seksiyonu tiirlerinin ugucu yag

ve fenolik bilesiklerinin belirlenmesi ile biyolojik aktivitelerinin incelenmesi amaglanmaistir.
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1.1.3 Origanum boissieri letsw

O. boissieri iilkemizde Giiney Dogu Anadolu bolgesinde (igel), 1500-2500 m
yiikseklikte, ¢ok yillik ve yarigali seklinde, golgeli kayalarda endemik olarak yetismektedir
[24].

Sekil 1. 1: Origanum boissieri tiiriine ait fotograflar.

1.1.4 Origanum saccatum P.H.Davis

O. saccatum iilkemizde Akdeniz bolgesinde (Antalya, Isparta), 0-2000 m yiikseklikte,
cok yillik ve yarigali seklinde, kalkerli kayalar ve yamaglarda, bazen de Pinus korulugunda

endemik olarak yetismektedir [24].

Sekil 1. 2: Origanum saccatum tiiriine ait fotograflar.

15



1.1.5 Origanum solymicum P.H.Davis

O. solymicum iilkemizde Akdeniz bolgesinde (Antalya), 60-1000 m yiikseklikte, ¢ok
yillik ve yarigali seklinde, kalkerli kaya ve yamaglarda, bazen de Pinus sp. ormani altinda

endemik olarak yetismektedir [24].

Sekil 1. 3: Origanum solymicum tiiriine ait fotograflar.

1.1.6 Origanum sipyleum L.

O. sipyleum iilkemizde Marmara, Karadeniz, Ege, I¢ Anadolu ve Akdeniz Bolgesinde
(Cankir1, Karabiik, Kastamonu, Afyonkarahisar, Antalya, Aydin, Bilecik, Denizli, Eskisehir,
Isparta, Konya, Kiitahya, Manisa, Mugla, Usak), 100-1500 m yiikseklikte, ¢cok yillik ve
yarigali seklinde, kalkerli kayalar ve yamaglarda, Pinus korulugunda, mese makisi bozkirinda

yetismektedir [24].

Sekil 1. 4: Origanum sipyleum tiiriine ait fotograflar.
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1.1.7 Origanum hypericifolium O.Schwarz & P.H.Davis

O. hypericifolium iilkemizde Akdeniz ve Ege bolgesinde (Denizli, Mugla), 1300-2000
m yiikseklikte, ¢ok yillik ve yaricali seklinde, kalkerli ve serpantin kayalar ve yamaclarda,

bazen de Pinus nigra ormanlarinda endemik olarak yetismektedir [24].

Sekil 1. 5: Origanum hypericifolium tiiriine ait fotograflar.

1.1.8 Origanum ayliniae Dirmenci & Yazici

O. ayliniae iilkemizde endemik ve dar yayilighdir. Dilek yarimadast Milli parki
siurlari igerisinden tespit edilmistir. Tiiriin ikinci bir lokasyonu, Dilek yarimadasinin devami
olan Odemis-Priene harabelerinin iizeridir. Ancak, bu lokasyondan érnek toplanamanustir.

Bilinen tek lokasyonda kalker kaya catlaklarinda yetisen yari ¢alims1 bir tiirdiir [29].
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1.2 Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar, bitkilerin kok, govde, yaprak, meyve, kabuk ve ¢icek gibi organlarindan
cesitli yontemlerle elde edilen, kuvvetli ve hos kokulu, kolayca kristallesebilen, oda
sicakliginda sivi halde bulunan, genellikle renksiz veya acik sar1 renginde olan karisimlardir.
Ugucu yaglar bitkiye kendine has kokusunu ve lezzetini veren ¢ok sayida bilesikten olusurlar
[30-32]. Bu yaglar bitkinin tiirline, bagli oldugu familyaya gore salgi tiiyli, salgi cebi, salgi

kanal1 veya salg1 hiicrelerinde bulunabilirler [33].

Ugucu yaglar bitki kimyasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bulundugu bitkiyi dis
etkenlere karsi korur. Bitkinin 6nemli hormonlari ugucu yaginda bulunur ve bu yaglar

bitkideki bilgi akisini saglar [34].

Biitiin ugucu yaglarin saklama kosullart 6nemlidir. Depolama siiresince hava, 1s1 ve
15182 uzun sire maruz kaldiklarinda genellikle oksidasyona, polimerizasyona ve
hidrolizasyona ugrarlar. Bu yiizden hava gecirmez, koyu renkli cam ya da aliiminyum
kaplarda agzin1 sikica kapatarak hatta azot altinda soguk ve karanlik yerlerde muhafaza

edilmelidir [35].

Ucucu yaglarin bilesimleri ve miktar1 baharatin yetistigi bolge cografyasina, cinsine,

iiretim sekline bagl olarak degisiklik gosterir [1].

Ucgucu yaglar bitkilerin aroma maddeleridir ve uzun yillardir farkli amaglar i¢in bircok
alanda kullanilmaktadir. Kullanim alanlarinin basinda ilag, kozmetik, gida sanayi, agiz bakim
iriinleri, parfiimeri, boyacilik, aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir [36]. Oda sicakliginda
bile buharlasabildikleri i¢in ugucu yag adini, parfiimeride kullanilmalariyla da esansiyel yag

adini alabilmektedirler [36].

Uzun yillardir halk arasinda tedavi amacli kullanilan bitkiler bilimsel bir
degerlendirmeden gecirilerek fitoterapi adi altinda yeni bir bilim dali haline getirilmistir. Bu

yeni bilim dali her gecen giin daha fazla 6nem kazanmaktadir [37].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verileri gelismekte olan iilkedeki insanlarin %80’nin bu

terapi yontemlerini kullanarak tedavi oldugu gostermektedir [38].
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1.3 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, benzen halkasina bir ya da daha fazla hidroksil (OH) grubunun
baglandig1 aromatik bilesiklerdir. Bitkiler biinyelerinde, ikincil metabolit olarak adlandirilan
ve kendilerini zararlilara karsi korumada rol aldigi diisliniilen ¢ok sayida fenolik bilesik
icermektedirler [39]. Bitkilerde olduk¢a fazla bulunan fenolik bilesiklerin bircogunun yapisi
tanimlanmistir [40]. Bu bilesikler meyve ve sebzelerde renk ve tat unsuruna etki eden 6nemli

bir bilesik grublaridir [41].

Canlilar, metabolizma isleyisi sonucu iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS: Reactive
Oxygen Species) tarafindan siirekli olarak oksidatif strese maruz kalmaktadir. Bu da
hiicrelerde bulunan DNA, lipit, protein gibi molekiilleri zarara ugratip bir¢ok hastaliga
sebebiyet vermektedir [42]. Meyve ve sebzelerde bulunan fenolik bilesikler bu molekiillerin

peroksidasyonunu inhibe ettikleri igin antioksidan olarak kullanilirlar [43].

1.3.1 Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

1.3.1.1 Flavonoid Olmayanlar (Fenolik Asitler)

Fenolik asitler, hidroksibenzoik (C6-C1 fenilmetan yapisina sahip) ve hidroksisinamik
asitler (C6-C3 fenilpropan yapisina sahip) olmak {izere iki gruba ayrilmaktadirlar.
Hidroksibenzoik asitler bitkisel kaynaklarda ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Hidroksisinamik
asitler ise halkaya baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkl 6zellik gosterirler

[42 - 44].

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 [45-47].

Hidroksi benzoik asitler, yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerleri,
pozisyonlar1 ve sayilarina bagl olarak c¢esitlenmektedir. Bu grubun en 6nemli bilesikleri
vanilik asit, gallik asit, resorsilik asit, siringik asit, protokatesik asittir. Hidroksillenmeye ve
hidroksil radikallerine yiiksek tepki gosteren monohidroksi benzoatlar etkin hidroksil

gidericilerdir.
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Dihidroksi benzoik asitlerin tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri, hidroksillerin sekline
bagli olarak, orto-, para- durumlarinda yiiksek aktivitede olurken, meta-, para- durumunda
diisiik aktivitede olmaktadir [48].

1.3.1.2 Flavonoidler

Flavonoidler, onemli antioksidan ve kelatlama 0&zelligine sahip, diisiik molekiil
agirlikli ve en yaygin bitki fenolikleri sinifidir. Karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan
zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren flavonoidler, difenilpropan (C6-
C3-C6) yapisindadir. Yapilarindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 flavonoidlerin
kolaylikla glikozitlenmelerine sebep olur [49]. Flavonoidlerin temel yap1 kimyasallar1 Sekil

1.7’ de verilmektedir.

Flavonoidler, antimikrobiyal, antiviral, antiiilserojenik, sitotoksik, mutajenik,
antienflamatuar, antihipertansif ve 6zellikle antioksidan etkilerinden dolayr arastirmacilarin

dikkatini ¢cekmektedir [50, 51].

Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;
1- Antosiyanidinler
2- Flavonlar ve flavonollar
3- Flavanonlar
4- Katesinler

5- Proantosiyanidinler
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Sekil 1. 7: Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari.

1.3.1.2.1 Antosiyanidinler

Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun
baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar1 antosiyanidinlerdir. En Onemlileri; apigenidin,
siyanidin, malvidin ve delfinidindir. Renkli meyvelerde ozellikle kirmizi ve mor renkli

meyvelerde bol miktarda bulunur [52].

1.3.1.2.2 Flavonlar ve Flavonollar

Flavonoidlerin bitkilerde sikc¢a rastlanan bir sinifi flavonlardir. Cekirdek iskeletleri
Sekil 1.8’de verilmistir. Bu bilesiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3 atomlar1 arasinda g¢ift

bagin bulunmasi karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-dehidro tiirevleridir. Bitkilerde
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hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Giiniimiiz de bitkilerden 300’{in

tizerinde flavon aglikon izole edilmistir.

Flavonlarin basit tliyeleri, aromatik halkalarda hidroksil ve/veya metoksil gruplar
iceren tiirevleridir. Yapilarinda yalniz oksijen fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil gruplari)
icermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya O-siibstitiiye flavonlar da denir.
Flavonlarin O-siibstitiiye tlirevleri dogada yaygindir. Flavonlar yapilarinda bulunan, O-
stibstitiientlerin (hidroksil ve metoksil gruplarinin) sayisina bagl olarak gruplandirilabilirler

[53]. Apigenin ve luteolin flavonlara 6rnek verilebilir.

(a) (b)
Sekil 1. 8: Flavan (a) ve Flavon (b) yapilari.

Flavonoller, C halkasinin en fazla yikseltgendigi flavonoid smifidir. C-3
pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzo-y-piran ¢ekirdegi igerdiklerinden dolayi,
flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin bitkilerde en ¢ok

rastlanan ve yapi ¢esidi en fazla olan sinifidir.

Flavonoller, kristalsi veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi agik sar1 veya sari
renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gore daha dayaniksizdirlar.

Kaempferol, quercetin ve myricetin flavonollere 6rnek olarak verilebilir.

1.3.1.2.3 Flavanonlar

Flavanon yapisi, flavonlardan farkli olarak ortasindaki halkada ¢ifte bag icermez ve

Sekil 1. 9’da flavanonun yapisigoriilmektedir [54].
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Sekil 1. 9: Flavanonun yapisi.

Glikozit formundaki flavanonlar turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir. Ornegin;

greyfurtlarda aci tad1 veren naringin bir flavanon glikozittir [54].

1.3.1.2.4 Katesinler

Katesinler, ¢ay ve bazi meyve-sebzelerde bulunan antioksidan etkili falvonoid
grubudur. Yesil ¢ay katesinler ve katesin tiirevlerini kapsayan flavonoidler bakimindan
zengindir. Kimyasal yapilar1 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 (-)- epigallokatesinden soz
edilmektedir [55].

1.3.1.2.5 Proantosiyanidinler

Katesinlerin olusturdugu polimerik yapilara proantosiyanidinler adi verilir. Sadece
epikatesin/katesin  kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/gallokatesin
kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir [41]. Bitkilerde yaygin olarak bulunan

proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan yapilardir [39].
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1 Kimyasal Calismalar

2.1.1 Bitkisel Materyal

Kimyasal ¢aligmalar icin bitki 6rneklerinin toprak {istii kistmlari dogadan taze olarak
tarafimizdan toplanmis ve Prof. Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan teshis edilmistir.

Bitkilerin birer 6rnekleri Balikesir Universitesi Herbaryumunda saklanmaktadir.

Tablo 2. 1: Origanum tiirlerinin listesi.

Herbaryum

Tir Ad1 Lokalite
No

Mersin : Tarsus, Camliyayla -

TD 4285 Origanum boissieri Saimdibi aras 15. km

Alanya, Gokbel - Cokelek yayla

TD 4296 Origanum saccatum
aras1 8. km

Antalya : Kemer, Kesme bogazi,

TD 4302 Origanum solymicum P brutia alti, kalkerli kaya

TD 4435 Origanum ayliniae Dilek yarimadas1 Milli parki

Denizli, Serinhisar - Denizli aras1 5.

TD 4308 Origanum sipyleum Km

Denizli : Honaz, Honaz Dag1, kuzey
TD 4315 Origanum hypericifolium yamag, Arpacik yayla yolu, P.nigra
alti, yamagclar

2.1.2 Kimyasal Materyal

Bitkilerden ekstre hazirlamak i¢in Kloroform (CHCls) (Merck), Aseton ((CH3),CO)
(Merck) ve Metanol (CH3OH) (Merck) kullanildi.
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LC-MS/MS analizinde standart olarak; Fumarik asit (%99, Sigma-Aldrich ), pirogallol
(%98, Sigma-Aldrich), rutin (%94, Sigma-Aldrich), klorojenik asit (%95, Sigma-Aldrich),
gallik asit (%99, Merck), p-hidroksibenzoik asit (99 %, Merck), siringik asit (%95, Sigma-
Aldrich), t-ferulik asit (%99, Sigma-Aldrich), kafeik asit (%98, Sigma-Aldrich), pelorganin
Klorit (%98, Sigma-Aldrich), kuersitrin (%97, Sigma-Aldrich ), salisilik asit (%99, Sigma-
Aldrich), p-kumarik asit (%98, Sigma-Aldrich), luteolin-7-O-glikozit (%99, AppliChem),
rosmarinik asit (%96, Sigma-Aldrich), pirogallol (%98, Sigma-Aldrich), apigenin (%95,
Sigma-Aldrich), kamferol (%96, Sigma-Aldrich), luteolin (98 %, Sigma-Aldrich), herniarin
(98%, Sigma-Aldrich), kuersetin (98 %, Sigma-Aldrich)ve isorhamnetin (%98, Genay-

France) kullanildi.

2.1.3 Ucucu Yaglarin Eldesi

Ucucu yaglarin eldesi i¢in su buhar1 destilasyonu yontemi kullanilmistir. Destilasyon
yontemi; kurutulmus ve islatmakla bozunmayan bitkisel materyallerden ugucu yag elde
edilmesi igin uygulanan bir yontemdir. Bu yontemle, elde edilen ugucu yagin yaninda
aromatik suda elde edilir. Su destilasyonu yonteminde, eklenecek su miktar1 ugucu yagi
cikarilacak bitkiyi ortecek kadar olmalidir. Sistem disaridan isitilarak suyun dokulara niifus
etmesi saglanir ve bu sekilde kuvvetli polar maddelerin 6nce ¢dziinmesi saglanir. Diisiik
polariteye sahip maddeler ise daha sonra distillenir. Yag tasiyan buharlar sogutucudaki soguk
suyun etkisiyle tekrar yogunlasarak toplama kabinda toplanir. Toplama kabinda toplanan

ucucu yaglar, sudan hafif oldugu i¢in faz olusturur ve sonrasinda kolayca ayrilir [56].

Bu calismada ugucu yag analizinde kullanilmak iizere bitkilerdeki ugucu yaglar
klevenger aparati ile elde edildi. Bu amagla yaklagik 100 gram kadar bitki 2 litrelik bir
balonda hidrodestilasyona tabi tutuldu. Destilasyon sonunda elde edilen ugucu yag alind1 ve

analiz siiresine kadar +4 °C’ de muhafaza edildi.

2.1.4 GC-MS Kosullari

GC/MS olgiimleri, Thermo-Electron TSQ GC-MS/MS model gaz kromotografisinde

gergeklestirilmistir. Polar olmayan phenomenex DBS silika kolonda (30 mx0.25 mm ve
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0.25um film kalinliginda), ImL/min hizinda (20 psi) helyum gazi kullanilmistir. GC firin
sicakligl, 10 dakika i¢in 50 °C’de tutulmus ve 250 °C’ye 5 °C/min hizinda ¢ikmasi icin
programlanmustir. Sonra 250 °C’de 15 dakika sabit tutulmustur. Ayrilma oram 1:20 olarak
ayarlanmustir. Injeksiyon hacmi, 0.1pL idi. EI/MS 6l¢iimii, 70 eV iyonizasyon enerjisinde
yapilmistir. Kiitle araligi, 35-650 amu m/z idi. Kovats indeksinin hesabinda referans noktasi
olarak alkanlar kullanilmistir. Incelenen maddelerin, tutulma zamanlarmma gore,
karakterizasyonu yapilmis ve elde edilen bu veriler literatiirdeki (NICS ve Wiley) 6rneklerin

verileri ile karsilastirilmistir.

2.1.5 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Fenolik bilesenlerin analizi i¢in; ¢iceklenme zamaninda toplanan bitkilerin govde
kisimlar1 goélgede kurutulup kiigiik parcalara ogiitiildii. 100 gram o6giitiilmiis bitki 6nce 2L
Kloroform (C) c¢oziiciisiinde 15 giin masere edildikten sonra siiziiliip kuruluga kadar
evaparator yardimiyla ¢oziiclisii buharlagtirilmistir. Kalan bitki asetona koyularak
maseresyona devam edilmis, 15 gilin sonra ayni islemler tekrarlanmistir. Aseton (Ac)
ekstresinden kalan bitki son olarak Metanol (M) ile muamele edilmis ve kuru ekstre elde
edilene kadar c¢oziiciisii buharlastirnlmistir. Elde edilen ekstreler C, Ac ve M2 olarak
kodlanmistir. Ayrica 100 gramlik bitki dogrudan metanole konularak M1 ekstresi elde
edilmistir. Elde edilen ekstreler LC-MS/MS yardimi ile analiz edilmistir [56].

2.1.6 LC-MS/MS Analizi

Kromotografi kosullar1 asagida belirtilmistir;

Cihaz: Zivak® HPLC ve Zivak® Tandem Gold Triple quadrupole (Istanbul, Turkey) kiitle

spektrometresi
Kolon: Synergy Max C18 kolon (250 x 2 mm ID., 5 um tanecik biiytikligii)
Mobil faz: Su (A, 0.1 % formik asit), metanol (B, 0.1 % formik asit)

Kademeli eliisyon: 0-1.00 dakika 55 % A ve 45 % B, 1.01-20.00 dakika 100 % B ve son
olarak 20.01-23.00 55 % A ve 45 % B.
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Akis hizi: 0.25 mL/dakika
Kolon sicakligi: 30 °C
Enjeksiyon hacmi: 10 pL.

ESI parametreleri:

Gaz basinct: 2.40 m Torr CID
Enjektor voltaji: 5.000.00 V
Koruma voltaji: 600.00 V

Gaz sicakligr: 300.00°C

API sicakligi: 50.00 °c
Nebullizer gaz basinci: 55 psi
Kurutucu gaz basinci: 40.00 psi
Parametreler Tablo 2. 2° deverilmistir.

LC- MS/MS ile analiz igin standart ¢ozeltiler metanol icersinde sirasiyla 10 mg/L, 5 mg/L ve
0.1 mg/L olacak seklinde hazirlanmistir. Kullanilan metanol Merck (Darmstadt, Germany)
den temin edilmistir. Kurkimin ¢ozeltisi 100 mg/L hazirlanmis olup deneylerin her birinde 50

uL kullanilmistir.
Ornek ¢ozeltileri ise asagida anlatildigi gibi hazirlanmustir.

50 mg ekstre 5 ml etanol-su karisiminda (50:50 v/v) ¢oziildii. Karigim 1 saat geri sogutucu
altinda kaynatildi. Daha sonra iizerine 50 puL kurkumin ilave edildi, metanol ile seyreltildi.
Elde edilen son ¢ozeltiden 1 ml alinarak kapakli vial otomatik numune siselerine konuldu ve
10 pL ¢ozelti LC ye enjekte edildi. Otomatik numune sigelerindeki ornekler deney boyunca
15 °C de tutuldu.

Bilesiklerin validasyonu i¢in kurkumin i¢ standart olarak kullanilmistir. Validasyon
parametreleri dogrusallik, tekrar edilebilirlik, belirleme limiti (BL) kuantifikasyon limiti (KL)

olarak belirlendi.
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Her bir bilesik i¢in yontemin dogrusalligi standart ¢ozeltinin analizi ile belirlenmistir.
Her bilesigin dogrusallik araliklart verilmistir. Korelasyon katsayisi r’>0.99 olarak
bulunmustur. Ayrica rapor edilen bilesikler i¢in Lineer regrasyon esitligi x derisim, y ise pik

alani gostermek tizere Tablo 2. 3’de belirtilmistir.

Yontemin dogrulugu her bilesigin {i¢ derisimi i¢in tekrarlanmasiyla degerlendirilmis

ve iyi bir kesinlik ve sonuglar gereksiz tekrardan kaginilarak saglanmistir.

Yukaridaki bilesikler i¢in LC-MS/MS metodunda BL ve KL 0.5-50 mg/L olarak
hesaplanmistir. BL degerini standart sapmadan 3 kat daha biiyiikken, KL degerinin ise 10 kat
biiyiik oldugu goriilmiistiir.

Lineer araliktaki her bir analitin ve rapor edilen metodun derisimi kalibrasyon egrisi
ile bulunmustur. Son olarak, hesaplanan derisim asagidaki esitlikle mg/kg ham 6rnek olarak

cevrilmistir.

28



Tablo 2. 2: LC-MS/MS cihaz parametreleri.

Parcalanma Carpisma
Bilesik Ana iyon iyonu enerjisi (V)
1 Gallik asit 168,6 124 13
2 Kaempferol 287 152,3 30
3 Salvigenin 329 295,8 15
4 Penduletin 345,2 311 25
5 Fumarik asit 115 71 8
6 p-OH benzoik asit 136,7 92,6 12
7 Vanilin 150,7 135,4 12
8 p-Kumarik asit 163,2 118,7 14
9 Kaffeik asit 179 135 10
10 t-Ferulik asit 193 133 15
11 Sirinjik asit 196,7 181,4 12
12 Luteolin 285 132 30
13 Kuersetin 301 178,5 16
14 Ellajik asit 301 228,3 25
15 Isoramnetin 315 300 15
16 Kuersetagetin-3,6-dimetileter 345,1 329,5 16
17 Klorojenik asit 353 191 14
18 Rozmarinik asit 359,2 160,5 15
19 Luteolin-7-O-Glukozid 447 284,5 14
20 Luteolin-5-O-Glukozid 447 289,5 20
21 Kaempferol-3-O-rutinosit 593 2844 18
22 Rutin 609 301 16
23 Kuersitrin 471,9 309,9 16
24 Kurkumin* 369,3 176,9 20
* [¢ standart olarakkullanilmistir.
Co¥W oo
Miktar (mghkg) = ————— »1000
(IR

Ca: Analit derisimi (mg/ L)

Vson: Analizden Onceki son seyreltik hacim (L)
m: Ekstrat miktar1 (g)

Vii: Tk 6rnek hacmi (L)

LC-MS / MS metodunun kuantifikasyon belirsizligi ve kaynaklarinin degerlendirilmesi i¢in
EURACHEM/CITAC kilavuzu kullanilmistir [56, 57].
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Tablo 2. 3: LC-MS/MS yontemi validasyon parametreleri.

- Lineer Regresyon 2 BL KL | RSD
Bilesikler esidikeri | K| (mgiL)| marL)| (%)
1 | Gallik asit y=0,0569x+0,0177 | 0,9912 | 0,002 | 0,008 | 4,85
2 | Kaempferol y=0,0230x+0,0116 | 0,9841 | 0,002 | 0,008 | 547
3 [ Salvigenin y=0,0355x+0,8620 | 0,9912 | 0,036 | 0,119 | 5021
4 | Penduletin y=0,1630x+0,0262 | 0,9965 | 0,089 | 0,297 | 9,47
5 | Fumarik asit y=0,0569x+0,0177 | 0,9912 | 0,003 | 0,01 | 5,44
6 | p-OH benzoik asit y=0,1230x+0,0280 | 0,9939 | 0,002 | 0,007 | 4,78
7 [ Vanilin y=0,0982x+0,0158 | 0,9982 | 0,019 | 0,064 | 657
8 | p-Kumarik asit y=0,2670x+0,1810 | 0,9774 | 0,006 | 0,021 | 6,39
9 | Kaffeik asit y=0,3300x+0,0036 | 0,9924 | 0,028 | 0,093 | 8,04
10 | t-Ferulik asit y=0,0655x+0,0266 | 0,9925 | 0,047 | 0,158 | 521
11 | Sirinjik asit y=0,0305x+0,0079 | 0,9973 | 0,022 | 0,073 | 8,39
12 | Luteolin y=0,2120x+0,0699 | 0,9937 | 0,062 | 0,207 | 0,16
13 | Kuersetin y=0,1150x+0,0078 | 0,9938 | 0,001 | 0,002 | 0,11
14 | Ellajik asit y=0,0244x+0,0048 | 0,9951 | 0,02 | 0,068 | 0,11
15 | 1soramnetin y=0,0739x+0,5100 | 0,9608 | 0,088 | 0,294 | 3,67
16 | Kuersetagetin-3,6- y=0,0181x+0,0202 | 0,9924 | 0,022 | 0,074 | 0,1
dimetileter
17 | Klorojenik asit y=0,2620x+0,0674 | 0,9980 | 0,445 | 1,483 | 5,5
18 | Rozmarinik asit y=0,1960x+0,0043 | 0,9982 | 0,022 | 0,072 | 3,73
19 | Luteolin-7-O-glukozid | y=0,1350x+0,0246 | 0,9957 | 0,022 | 0,072 | 8,56
20 | Luteolin-5-O-glukozid | y=0,2300x+0,0413 | 0,9926 | 0,01 | 0,034 | 1,12
21 | Kaempferol-3-O- y=0,1080x+0,0135 | 0,9977 | 0,014 | 0,045 | 815
rutinosit
22 |Rutin y=0,0232x+0,0008 | 0,9969 | 0,01 | 0,034 | 7,9
23 | Kuersitrin y=0,0290x+0,0058 | 0,9918 | 0,001 | 0,002 | 4,28
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Sekil 2. 1: Kullanilan baz1 standartlarin LC-MS/MS kromotogram (Flavanoit ve tiirevleri) (2.5

mg/L).
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Sekil 2. 2: Kullanilan bazi standartlarin LC-MS/MS kromotogram (Fenolikler ve digerleri) (2.5
mg/L).
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2.2 Biyolojik Aktivite Calismalar:

2.2.1 Biyolojik Aktivite Testlerinde Kullanilan Deneysel Yontemler

2.2.1.1 Antioksidan Aktivite Yontemleri

2.2.1.1.1 DPPH (Difenil-1-pikrihidrazil) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi

DPPH radikal giderim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle derisimi 0.1 mM
olacak sekilde metanol igerisinde hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 4 ml, 1 ml 6rnek ¢ozeltisine
eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6lgiildii.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

A kontrol — A ornek

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon) = pym— x 100

Asontrol: Kontroliin Absorbansi
Asmek: Ornegin Absorbansi

DPPH’1n rengi acildig1 i¢in absorbsiyonda azalma olur. Reaksiyon karisgiminin diistik

absorbsiyon gostermesi serbest radikal giderim aktivitesinin yiiksek oldugunu belirtir [56, 57].

2.2.1.1.2 CUPRAC (Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

1 mM DMF, 10 mM CuCl,, 7,5 mM Neocuproine, 1 M NH4CH3COO (pH 7,0)
cozeltileri ve distile su 1:1:1:0,6 oranlarinda karigtirilip etanol igindeki 25 ul bilesik
cozeltisiyle (seyreltme orani 1:20) plakalara koyuldu. 30 dk bekletilip 450 nm’de Beckman
Coulter DTX 880 Multimode Detection System’e karsi dl¢iildii. TEAC CUPRAC sonucu,
referans olarak trolox (TR) iizerinden mmol TR g™ olarak verilmistir. Etanol negatif,
kurkumin ise pozitif kontrol olarak kullanildi. Kurkuminin TEACcyprac degeri 0,9 mmol TR
g'1 olarak hesaplandi.Bilesikleri TEACcuprac degerleri referanslar kullanilarak hesaplandi

[56, 57].
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TEAC (mmol TR g™) = (Absorbans/ erg) (205/25) (20/1) (2/0,02).
Burada absorbans erg = 16700 (Apak vd. 2008),

(205); toplam reaksiyon hacmi

(25); reaksiyona katilan bilesiklerin hacmi

(20/1); seyreltme faktorii

(2); bitki ekstrelerindeki ¢ozelti hacmi (ml)

(0.02); bitki ekstre miktar1 (g)

(2/0,02); yerine kullanilan katsay1

2.2.1.1.3 p-Karoten Linoleik Asit Yontemi

1 ml kloroform igerisinde bulunan 0.5 mg f-karotene 25 pL linoleik asit ve 200 mg
Tween 40 emiilgator karisimi eklendi. Kloroform vakum altinda buharlastirildiktan sonra
oksijenle doyurulmus 100 ml su ile kuvvetli bir sekilde calkalanmasiyla elde edilen
karistmdan 4000 pL farkli konsantrasyonlarda ornek c¢ozeltisi iceren tiiplere koyuldu.
Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre kullanilarak baslangi¢
absorbanslart 470 nm’de o6l¢iildii. Tiipler 50°C’de inkiibasyona birakildi ve kontrol olarak
kullanilan tiipteki p-karotenin rengi kayboluncaya kadar (yaklasik 120 dk) inkiibasyona
devam edildi. BHT ve a-tokoferol standart olarak kullanildi. Absorbans yine 470 nm’de
ol¢iildii. p-karoten renk acilim orani (R), asagidaki esitlige gore hesaplandi [56, 57]

R=In (a/b) / t

In= Dogal logaritma

a: Baslangi¢ absorbansi

b: 120 dk sonraki absorbans

t: Inkiibasyon Siiresi (dk)
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Antioksidan aktivite (AA) asagidaki esitlige gore hesaplandi:

Burada:
AA: Antioksidant aktivite

Riontrol : Kontroliin Renginin A¢ilma Hizi

Rémek : Omegin Renginin A¢ilma Hizi

2.2.1.1.4 Antikolinesteraz Aktivite Yontemi

Asetil- ve biitiril kolinesterazin inhibitor aktiviteleri Ellman, Courtney, Andres ve
Featherston tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yontemle ol¢iildii [58]. Antikolinesteraz
aktivitesinin DTNB metoduyla 6l¢iildiigii deneyde asetilkolin iyodiir ve biitirilkolin iyodiir
reaksiyonda substrat olarak kullanildi. 100 ve 50 mikrolitre 100 mM (ph 8.0) sodyum fosfat
tamponu AChE ya da BChE ile karistirilip 15 dk 25°C inkiibe edilip 0.5 mM DTNB eklendi.
Reaksiyon asetiltiyokolin iyodiir (0.71 mM) ya da biitiriltiyokolin kloriir (0.2 mM) ilavesiyle
baslatild1. Sirasiyla asetilkolin iyodiir veya biitirilkolin iyodiiriin enzimatik hidrolizi ile agiga
cikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu olusan sart renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonu 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi. Kontrol olarak
metanol kullanildi. Standart olarak Sekil 2.3’de agik yapisi gosterilen, Galanthus bitkisinden
izole edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanild1 [56, 57]

Sekil 2. 3: Galantamin.
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Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

Akontrol - Aérnek % 100

%inhibisyon = A
kontrol

A: Absorbans

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplandi:
[(E-S)/ E] x 100
E; test ornekleri olmayan enzim aktivasyonu

S; test ornekleri olan enzim aktivasyonu
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3. BULGULAR

3.1 Ucucu Yag Bilesen Sonuclari

Tablo 3. 1: Amaracus ve Anatolican seksiyonlarinin ug¢ucu yag bilesenleri.

Amaracus Anatolican

Bilesikler KI* | OB |OSP | OSH | OA | OSL | OH
Hidrokarbon ve tiirevleri
3-metil nonan 971 - 0,1 3,6 - 0,6 t
1-okten-3-ol 979 1,4 0,5 - 0,4 1.4
3-oktanol 991 - 0,1 0,2 - 0,1 0,1
2-metil dekan 1063 - 0,5 - 0,2 0,6

% aydinlatilan - 1,6 4.8 - 1,3 2,1
Monoterpen hidrokarbonlar
a-thujen 930 - - 0,4 - 0,7 -
a-pinen 939 - 0,1 1,5 - 0,3 -
camphen 954 0,3 - 1,1 - t -
sabinen 975 - - 0,5 - - -
B-pinen 979 - 0,2 0,6 - 3,3 -
a-fellandren 1003 - t 0,1 - 0,1 -
a-terpinen 1017 - 0,4 1,2 - 1,6 t
p-simen 1025 | 29,8 | 379 | 296 | 139 | 216 | 1,6
limonen 1029 - 0,1 0,6 - 0,5 t
(E)-B-osimen 1050 1,7 - - 1,7 0,4 -
y-terpinen 1060 | 0,2 | 125 | 12,7 - 28,7 | 13

% aydinlatilan 320 | 51,2 | 48,3 | 15,6 | 57,2 | 2,9
Oksijenlenmis monoterpenler
sabinenhidrat-cis 1070 0,1 - - 0,8 - -
a-terpinol 1089 - - 0,3 - 0,1 0,1
undekan 1100 - - 8,0 - 0,3 0,1
pinen hidrat 1123 | 0,6 - - - - -
1-terpineol 1134 | 0,9 - - - - -
cis-p-terpineol 1144 | 10,2 - - - - -
kamfor 1146 6,4 - 0,2 0,5 - -
menth-3-en-8-ol 1150 2,6 - - - - -
menton 1153 0,4 - - 0,1 - -
trans-pB-terpineol 1163 | 0,5 - - 0,1 - -
borneol 1169 - 1,8 9,0 - 1,8 9,2
4-terpineol 1177 2,2 0,8 - 0,6 1,3
a-terpineol 1189 54 1,2 - 0,3 1,0
mirtenal 1196 - 0,3 0,2 - - 0,1
karveol-cis 1229 - - - 0,7 - -
karvon 1243 1,8 - - 2,5 -




Tablo 3. 1: Devam

karvakrol methileter 1245 2,6 - - 14,4 - -
bornil asetat 1289 0,2 0,3 - - -
cimen-7-ol 1291 2,6 - - - 0,3
terpinen-7-al 1291 | 0,6 - - - - -
karvakrol, ethileter 1298 0,6 - - - - -
d-elemen 1338 2,1 - - 3,1 - -
a-kubebene 1351 0,2 - - - - -
a-ylangen 1375 - - - 0,2 - -
% aydinlatilan 278 | 143 | 20,0 | 199 | 56 | 121
Seskiterpen hidrokarbonlar
a-kopaen 1377 - - - - 1,1 -
B-burbonen 1388 | 0,4 - - - - 0,2
B-elemene 1391 - 0,2 - - - -
(Z)-karyofillen 1409 - 4,3 3,9 - 2,5 5,4
a-gurjunen 1410 - 0,1 - - - -
aromadendren 1441 2,0 - - 5,6 - -
a-humulen 1455 | 0,2 0,7 0,3 - 0,3 0,3
E-B-farnesen 1457 0,2 0,1 - - - -
allo-aromadendren 1460 1,0 - - 2,1 - -
T-muurolen 1480 - - 1,3 - 1,9 2,4
germakren-D 1485 - - 1,3 - 4,0 0,4
a-kadinen 1539 - - 0,1 - 0,8 0,2
% aydinlatilan 3,8 5,4 6,9 77 | 10,6 | 8,9
Oksijenlenmis seskiterpenler
spatulenol 1578 | 34 - 1,3 25 | 18 1,2
karyofillen oksit 1583 0,1 3,0 2,1 0,1 0,5 1,7
a-kadinol 1654 0,3 - - - - -
ledol 1590 - 0,2 - - - 0,1
viridiflorol 1593 - - - - 0,2 t
a-kadinol 1660 - 0,1 - - - 0,1
valeranon 1675 - 0,3 0,2 - 0,2 0,1
a-bisabolol 1686 - 0,1 t - 0,2 -
% aydinlatilan 3,8 3,7 3,6 2,6 2,9 3,2
Fenolik bilesenler
timol 1290 2,5 - - - - -
karvakrol 1299 | 30,1 | 21,6 | 15,2 | 53,7 | 21,2 | 68,8
% aydinlatilan 326 | 216 | 152 | 53,7 | 21,2 | 68,8
Toplam (%) 100,0 | 97,8 | 98,8 | 99,5 | 98,8 | 98,0

* Kolonda alikonma siireleri.
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3.2 Fenolik Bilesen Analiz Sonuclar:

Tablo 3. 2 : O. boissieri tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuclari.

Bilesikler \ M1 \ C \ Ac \ M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 7,91+0,56 - 49,68+3,51 56,5+3,99
Kamferol-3-rutinosit - - - -
Salvigenin - 25,28+1,72 - -
Penduletin 22,1142,24 62,73+6,36 17,15+1,74 -
Kuersetin - - 27,84+3,7 8,95+1,19
Kuersetagetin-3,6- 1433£2,68 | 3553£6,65 | 16,74+3,14 :
dimetileter
Luteolin - - 2,65+0,68 5,55+1,42
Rutin 2,54+0,17 - 1,49+0,1 6,22+0,41
Kumarik asit ve tiirevleri
Kafeikasit 71,62+14,17 9,27+1,83 46,78+9,26 218,59+43,26
t-Ferulikasit 70,18+4,9 - - 182,95+12,78
Klorojenikasit 13,09+1,81 6,8+0,94 6,91+0,96 10,83=+1,5
Rozmarinikasit 1358,25+104,15 | 3,72+0,29 | 403.00+30,9 | 2085,33+159,9
Basit fenolikler ve digerleri
Fumarikasit 34,58+2,4 - 27,09+1,88 218,87+15,18
Gallikasit 5,67+£0,39 - 6,05+0,42 -
Pirogallol - - - 20,23+1,35
Sirinjik asit 25,19+1,7 - - 222,3+14,97
Ellajik asit - - 7,91+0,53 -
Toplam 162547 145,16 613,29 3036,32

(mg/kg kuru bitki)
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Tablo 3. 3: O. saccatum tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuclari.

Bilesikler | M1 | C | Ac | M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 119,09+8,41 15,58+1,1 1307,04+92,25 99,48+7,02
Kamferol-3-rutinosit - - 21,73+1,96 -
Salvigenin 104,83+7.13 240’2?16’ 173.9+11,83 i
Penduletin 169,52+17,19 418’7;42’4 378,86+38,41 14,37+1,46
Izoramnetin 41,59+3,67 85,98+7,59 105,85+£9,34 -
Kuersetin 13,47+1,79 - 281,61+37,44 4,66+0,62
Kuersetagetin-3,6- 52,54:9.84 | H2OEIT6 1 g1 9051534 | 5,1620,97
dimetileter 5
izokuersetin - - - -
Kuersitrin - - - -
Luteolin 12,274£3,15 - 337,74+86,75 16,09+4,13
Luteolin-7-O-glukozit - - 1,7+0,17 4,27+0,43
Rutin 15,02+0,98 - 114,44+7,5 142,224+9,32
Kumarik asit ve tiirevleri
p-Kumarikasit - - 5,97+0,92 -
Kafeikasit 78,98+15,63 8,41+1,66 77,79+15,39 122,23+24,19
t-Ferulikasit 158,83+11,1 - 2,82+0,2 210,18+14,69
Klorojenikasit 123,39+17,09 | 7,78+1,08 - 224.61+31,1
Rozmarinikasit 1462,53+112, 4,16+0,32 | 1295,34+99,33 | 2421,83+185,7

15

Basit fenolikler ve digerleri

Fumarikasit 189,08+13,11 - 4,08+0,28 268,38+18,61
Gallikasit 7,24+0,5 - 7,54+0,52 7,02+0,49
Pirogallol 29,95+1,99 - - 17,23£1,15
Toplam(mg/kg kuru bitki) 2578,33 875,49 4092,48 3557,73
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Tablo 3. 4: O. solymicum tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuclari.

Bilesikler | M1 | C | Ac | M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 65,44+4,62 - 420,71+£29,69 | 685,87+48,41
Kamferol-3-rutinosit - - 3,66+0,33 -
Salvigenin 16,64+1,13 17,03£1,16 45,26+3,08 -
Penduletin 3,5+0,36 9,94+1,01 15,53+1,57 -
Izoramnetin - - 10,79+0,95 -
Kuersetin 12,59+1,67 - 173,82+23,11 -
Kuersetagetin-3,6- 1,63+0,3 . 14,63+2,74 .
dimetileter
Izokuersetin - - 1,91+0,55 -
Luteolin 5,02+1,29 - 94,86+24,37 -
Luteolin-7-O-glukozit 9,6+0,98 - 7,19+0,73 -
Rutin 10,35+0,68 - 2,21+0,14 -
Kumarik asit ve tiirevleri
Kafeikasit 99,45+19,68 5,95+1,18 73,4+14,53 -
t-Ferulikasit 143,73+10,04 - 3,28+0,23 -
Klorojenikasit 70,07+£9,7 6,79+0,94 7,45+1,03 437,23+60,55
Rozmarinikasit 2020’0;[154’8 4,7+0,36 967,42+74,18 -
Basit fenolikler ve digerleri
Fumarikasit 201,59+13,98 - - -
Gallikasit 7,79+0,54 - 7,95+0,55 1046,31+72,56
Pirogallol 31,21£2,08 - - -
Toplam(mg/kg kuru 2698,62 44,41 1850,07 2169,41

bitki)
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Tablo 3. 5: O. ayliniae tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuglari.:

Bilesikler | M1 | C | Ac | M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 14,9+1,05 - 10,59+0,75 8,56+0,6
Salvigenin 97,06+£6,61 398,51+27,12 | 246,39+16,77 158,31+10,77
Penduletin 103,77£10,52 | 206,54+£20,94 | 403,86+40,94 | 239,61+24,29
Izoramnetin - 56,37+4,11
Kuersetin - 10,25+1,02 - -
Kuersetagetin-3,6-
dimetileter ] 26,33£322 1 58 3618 59 ]
Izokuersetin - - - -
Luteolin - - 3,58+0,15 -
Apigenin - - 10,38+0,89 -
Palargonin 50,65+5,15 88,59+9,02 53,6+5,45
Kumarik asit ve tiirevleri
t-Ferulikasit 187,43+13,1 - - 99,69+6,97
Klorojenikasit 166,29+23,03 - - 50,17+6,95
Rozmarinikasit - - - -
Basit fenolikler ve digerleri
Gallikasit - - - 5,67+0,39
Pirogallol 690,73+45,96 - - -
Toplam(mg/kg kuru 1310.83 698.00 821.75 615.61

bitki)
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Tablo 3. 6: O. sipyleum tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuclar.

Bilesikler M1 C | Ac M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 150,61+10,63 - 646,58+45,64 114,06+8,05
Kamferol-3-rutinosit - - 2,51+0,23 -
Salvigenin 47,36+3,22 18,79+1,28 - -
Penduletin - 12,48+1,27 20,33+2,06 -
Kuersitrin 22,91+1,46 - - 24,41£1,56
Luteolin 19,74+5,07 - 180,73+46,42 30,23+7,76
Luteolin-7-O-glukozit 21,63+2,2 - 6,68+0,68 62,88+6,4
Luteolin-5-O-glukozit 134,15+8,63 - - 36,92+2,38
Rutin 1,79+0,12 - 2.00+0,13 -
Kumarik asit ve tiirevleri
p-Kumarikasit - - 4,84+0,74 -
Kafeikasit 112,33+22.23 | 5,71+1,13 100,8+19,95 | 135,21+26,76
t-Ferulikasit 130,43+9,11 - 8,56+0,6 136,57+9,54
Klorojenikasit 11,12+1,54 8.00+1,11 - 9,23+1,28
Rozmarinikasit i 3,62:028 | 1760,77+135,01 2495%;[191’
Basit fenolikler ve digerleri
Fumarikasit 216,91+15,04 - 59,91+4,15 216,14+14,99
Gallikasit 5,15+0,36 - 7,4240,51 5,12+0,36
Pirogallol 12,71+0,85 - - 13,62+0,91
Vanilin - - 7,87+0,72 -
Toplam(mg/kg kuru 886.84 48.60 2809.00 3044.62

bitki)

44




Tablo 3. 7: O. hypericifolium tiiriiniin fenolik bilesiklerinin analiz sonuclari.

Bilesikler | M1 | C | Ac | M2
Flavonoit ve tiirevleri
Kamferol 208,75+14,73 - 648,93+45,8 -
Kamferol-3-rutinosit - - 8,3+0,75 -
Salvigenin 29,11+1,98 - - -
Penduletin 273,75€27,75 | 57,094£5,79 | 478,88+48,55 -
Kuersetin 11,88+1,58 - 135,46+18,01 -
Kuersetagetin-3,6- 3,1940,6 : 5,63+1,05 :
dimetileter
Luteolin 40,26+10,34 - 185,34+47,61 -
Rutin 5,28+0,35 - 2,33+0,15 -
Kumarik asit ve tiirevleri
p-Kumarikasit - - - -
Kafeikasit 79,36£15,71 8,83+1,75 27,845,5 -
t-Ferulikasit 123,15+8,61 - - -
Klorojenikasit 15,79+2,19 6,94+0,96 6,84+0,95 -
Rozmarinikasit - 7,51+0,58 | 175,84+13,48 -
Basit fenolikler ve digerleri
Fumarikasit 258,25+17,91 - - -
Gallikasit 5,81£0.4 - 5,1+0,35 -
Pirogallol 27,5+1,83 - - -
Ellajik asit - - 14,37+0,96 -
Toplam(mg/kg kuru 1082,08 80,37 1694,82

bitki)

3.3 Biyolojik Aktivite Analiz Sonug¢lar1

3.3.1 Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclar:

3.3.1.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonugclari

Bitkilerin her birinden elde edilen dort ekstrat icin DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100 pg/mL) tayin edildi. Standart olarak BHT
(Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol (Vitamin E) kullanildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak Tablo 3.8’de

verilmistir.
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Tablo 3. 8: Origanum tiirlerinin DPPH radikal siipiirme aktivitesi sonugclari.

DPPH (% Inhibisyon)

O. boissieri 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 1,59+0,35 7,09+0,74 13,83+0,67 28,47+0,60
Kloroform 2,42+0,42 4,94+0,17 9,49+0,41 18,28+0,03
Aseton 5,58+0,28 15,5540,36  30,6240,06  57,43%0,67
Metanol-2 17,54+0,35 41,07+0,77 76,66+0,25 85,34+0,16
O. saccatum 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 10,27+0,31 36,15+1,02 78,02+1,03 84,36+0,18
Kloroform 4,11+0,17 14,44+0,43 29,48+0,67 54,78+0,29
Aseton 9,52+0,81 27,36+0,59 54,67+0,26 82,50+0,90
O. solymicum 10 pg/mL 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 14,91+0,93 48,38+1,07 76,51£1,52 85,21+0,40
Kloroform 2,95+0,72 7,55+0,91 21,82+1,07 31,56+0,12
Aseton 11,25+0,29 28,32+1,23 58,01£1,19 83,37+0,23
Metanol-2 40,33+1,48 83,18+0,03 84,75+£0,44 85,89+0,14
O. ayliniae 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 83,45+0,18  80.29+0,51  74,18+0,53  69,610,60
Kloroform 9,60+0,30 29,85+2,21 63,14£2,40  82,31+0,51
Aseton 16,12+0,77 35,0742,36  66,74+0,53  80,61+0,86
Metanol-2 81,48+2.18  81,07£0,17  78,81+0.62  74,80+0,52
O. sipyleum 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 27,15+1,21 63,07£1,07 83,80+0,28 86,10+0,23
Kloroform 0,35+0,07 1,95+0,37 2,40+0,49 2,95+0,86
Aseton 7,96+0,35 27,90+0,32 58,44+1,52 81,70+£1,43
Metanol-2 21,45+1,00 65,98+0,54 84,03+0,29 86,07+0,15
O. hypericifolium 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 14,93+0,66 40,78+0,83 78,67+0,97 84,19+0,13
Kloroform 0,94+0,04 3,97+0,37 5,37+0,70 13,13+0,63
Aseton 8,11+0,79 31,92+1,32 64,32+1,50 83,69+0,15
Metanol-2 17,15+0,66 38,07+1,22 74,58+1,11 84,53+0,43
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3.3.1.2 Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu (#-Karoten/Linoleik Asit)Yontemi

Sonuclan

Bitkilerden hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri f-karoten renk agilim
yontemine gore dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi. Aktivite
karsilastirmalarinda standart olarak BHT, (Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol)

,a-tokoferol (Vitamin E) ve kurkumin kullanildi. Sonuglar Tablo 3. 9° da verilmistir.
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Tablo 3. 9: Origanum tiirlerinin -Karoten-Linoleik asit antioksidan aktivitesi sonugclari.

(% Inhibisyon)

O. boissieri 10 pg/mL 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 25,18+0,97 46,36+£0,59  60,06+0,51  68,61+0,64

Kloroform 2,06+0,44 11,37+0,64 18,03+0,37 21,83+0,96

Aseton 12,89+0,47 45,58+0,75 56,03+0,59 65,09+0,28

Metanol-2 53,48+0,13 60,72+0,22 67,01+0,97 76,01+0,94

O. saccatum 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 65,43+0,84 71,08+0,43 72,85+0,93 75,99+0,55

Kloroform 1,11+0,92 10,17+0,70 16,43+0,54 27,16+0,46

Aseton 40354099  64,18+£0,58  66,60+0,37  78,80+0,53

Metanol-2 53,1040.96  62.35£0,47  70,7240,14  79,49+0,77

O. solymicum 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 68,06+0,30 72,28+0,54 76,76+0,04 82,14+0,77

Kloroform 14,64+0,24 18,07+0,14 23,28+0,15 25,79+0,28

Aseton 68,85+0,39 72,45+0,42 74,55+0,14 87,34+0,91

Metanol-2 73,23+0,15 76,47+0,28 79,32+0,88 82,64+0,39

O. ayliniae 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 85,56+3,02 87,91+1,57 72,57+0,83 84,63+4,66

Kloroform 41,54+0,73 74,32+2,02 92,53+3,65 93,20+0,69

Aseton 71,51+3,03 75,47+2,95 85,82+1,99 88,40+,0,63

Metanol-2 74,83+2,83 82,78+5,58 86,92+1,41 90,22+2,94

O. sipyleum 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 51,29+0,78 61,47+0,29 65,85+0,27 69,75+0,77

Kloroform 4,40+0,89 19,34+0,56  24,82+0,09  26,78+0,35

Aseton 19,98+0,13 48,50+0,04 60,40+0,30 72,92+0,27

Metanol-2 60,80+0,07 64,68+0,76  70,56+0,58  74,79+0,98

O. hypericifolium 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Metanol-1 70,86+0,89 75,06+0,83 76,94+0,58 79,96+0,08

Kloroform 9,48+0,09 19,71+0,45 25,17+0,28 29,96+0,04

Aseton 43,08+0,09 48,33+0,38 55,28+0,51 69,54+0,84

Metanol-2 69,44+0,50 73,61+0,70 76,06+0,17 82,96+0,82

Standartlar 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
BHA 93,84+0,38 95,86+0,33 97,54+0,11 98,90+0,69

BHT 90,70+0,37 94,78+0,31  96,38+0,32  97,37+0,16

a-Tokoferol 64,38+0,29 77,47+0,91 81,60+0,25 92,21+0,13

Kurkumin 54,11+6,81 81,16+0,92 97,07+2,50 95,09+1,26
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3.3.1.1 CUPRAC Yontemi

TEAC CUPRAC sonucu, referans olarak trolox (TR) iizerinden mmol TR g™ olarak
verilmistir. (+) denetim olarak Kurkumin bilesigi kullanilmis olup kurkumin i¢in bakir

indirgeme kapasitesi bu yontemle 0,9 mmol TR g'1 olarak belirlenmistir.

Tablo 3. 10: Origanum tiirlerinin CUPRAC aktivitesi sonuclari.

TEAC cuprac (mmol TR g-l)
Metanol-1 Kloroform Aseton Metanol-2
O. boissieri 0,345+0,017 0,373+0,037  0,506+0,047  1,068+0,224
O. saccatum 1,121+0,139 0,651+0,058  1,045+0,137 1,500+0,348
O. solymicum 1,269+0,241 0,398+0,032  1,143+0,159  1,875+0,400
O. ayliniae 2,740+0,120 1,270+0,08 1,590+0,220  2,620+0,220
O. sipyleum 1,580-+0,240 0,108+0,010 0,883+0,054  1,369+0,298
O. hypericifolium  1,603+0,150 0,203+£0,031  1,429+0,036  1,191+0,206
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3.3.1.4 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Anti-Alzehimer aktivitesinin belirlenmesi igin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri kullanilarak 200 xg/mL

derisimde % inhibisyon degerleri hesaplanmstir.

Tablo 3. 11: Origanum tiirlerinin asetilkolinesteraz aktivite sonuclari.

AChE % Inhibisyon (200pg/mL)

BChE % inhibisyon (200pg/mL)

M1 C Ac M2 M1 C Ac M2
O. boissieri 0 0 0 0 28,96+0,65 46,69+0,63 31,14+0,58 O
O. saccatum 0 0 0 0 31,46+1,10 37,39+1,20 59,42+0,25 0
O.solymicum 0 0 0 0 3,00+0,50 49,35+0,82 48,76+0,86 8,55+0,40
O. sipyleum 0 0 0 0 37,34+0,37 35,59+0,38 21,09+0,21 O
O. hypericifolium 51,3242,69 0 49,81+0,53 0 54,91+0,85 33,79+0,86 62,08+0,55 0
Galantamin 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
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4. SONUC VE ONERILER

4.1 Ucucu Yag Analiz Sonuclari

Tablo 3.1’ de verilen Origanum cinsi Amaracus seksiyonu tiirlerinin ugucu
yag analiz sonuglart incelendiginde yiiksek oranli bilesen olarak karvakrol (% 53.7),

simen (% 37.9) ve karvakrol metil eter (% 14.4) bilesenleri belirlenmistir.

Tablo 3.1’ de verilen Origanum cinsi Anatolicon seksiyonu tiirlerinin ugucu
yag analiz sonuglar1 incelendiginde yiiksek oranli bilesen olarak karvakrol (% 68.8),

y-terpinen (% 28.7), simen (% 21.6) ve karyofilen-(Z) (% 5.4) belirlenmistir.
Yeni tir O. ayliniae’nin ugucu yag bilesenleri incelendiginde karvakrol
kemotip oldugu goriilmiis olup en fazla bulunan bilesenler karvakrol (% 53.7),

karvakrol metil eter (% 14.4) ve p-simen (% 13.9) olarak belirlenmistir.

En fazla belirlenen bilesenlerin yapilart Sekil 4.1° de verilmistir.

H3C CH;
HO
CHs;
Karvakrol Simen ¥-Terpinen

Sekil 4. 1: Origanum cinsinde miktarca fazla belirlenen ucucu yag bilesenlerinin
kimyasal yapilar1.

Tez kapsaminda c¢alisdigimiz Origanum tiirlerinin ugucu yag bilesenleri
aromatik monoterpen yapisinda olup bu cinse 6zgii aromay1 veren kimyasallardir.
Ozellikle karvakrol ve timol tasiyan tiirler halk arasinda yaygm olarak

kullanilmaktadirlar. Karvakrol ve timol ile ilgili yapilan calismalarda her iki

o1



madeninde giiclii antibakteriyal 6zellik gosterdigi, ayrica antifungal, antimikrobiyal

ve insektisidal aktivitelerle sahip oldugu bildirilmistir [59,60].

4.2 Fenolik Bilesen Analiz Sonuclari

Origanum tiirlerinin Sekonder bilesiklerini belirlemek amaciyla yapilan

calismalarda Tablo. 3.2 — Tablo. 3.7’ da verilen sonuglar elde edilmistir.

Tablolarda M1 kodu proje kapsaminda c¢alisilan Origanum tiirlerinden
dogrudan hazirlanan metanol ekstresini, C dogrudan hazirlanan klororform
ekstresini, Ac kloroformla tiiketildikten sonra geri kalan bitkiden hazirlanan aseton
ekstresini, M2 ise asetonla tiiketildikten sonra geri kalan bitkiden elde edilen metanol

ekstresini ifade etmektedir. Sonuglar mg/ kg kuru bitki cinsinden verilmistir.

Tablolar incelendiginde polar olmayan kloroform ekstrelerinde beklendigi
gibi daha az fenolik bilesik tespit edilirken polar metanol ekstrelerinde yiiksek
miktarda fenolik bilesikler tespit edilmistir. Toplamda 25 farkli bilesen tespit
dilebilmistir.

Metanol (M1) ekstrelerinde en fazla 17 farkli sekonder bilesik belirlenmistir.
Metanol ekstreleri incelendiginde Origanum saccatum tiiriiniin ve O. solymicum
tiirliniin bitki ekstreleri 15 farkli bilesenle sekonder bilesik bakimindan en zengin
olmakla birlikte O. ayliniae tiiri 7 farkli bilesenle en az sekonder bilesen igeren tiir
olarak tespit edilmistir. Bu ekstrelerde ana bilesenler fumarik asit ve kamferol

fenoliklerden olusmaktadir.

Kloroform (C) ekstrelerinden en fazla bilesen O. saccatum tiiriinde
belirlenmistir. Bu ekstre 8 farkli bilesen igerdigi tespit edilmistir. O. hypericifolium

tiiriinde ise sadece 4 adet bilesen tayin edilebilmistir.

Aseton (Ac) ekstrelerinden O. saccatum ve O. solymicum tiirlerinde 16 adet
bilesen tespit edilirken O. ayliniae tiiriinde sadece 7 adet bilesen tayin edilebilmistir.

Bu ekstrelerde ana bilesenler rozmarinik asit ve kamferol fenoliklerden olusmaktadir.

Metanol (M2) ekstrelerinden O. saccatum tiirtinde en fazla 14 farkli bilesen

tayin edilmisken O. solymicum tiirlerinde sadece 3 adet bilesen tayin edilebilmistir.
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M2 ekstreleri arasinda miktarca en zengin bilesen olarak rozmarinik asit

belirlenmistir.

i 4/3_

HO HO

\”/\/\OH \ COOH
o}

Fumarik asit Kafeik asit
OH OH
(@] COOH
o | HO o
x o OH O |
OH
HO OH O
Rosmarinik asit Kamferol

Sekil 4. 2: Origanum tiirlerindentamimlanan kumarik asit, tiirevleri ve diger
bilesiklerin kimyasal yapilari.

4.3 Biyolojik Aktivite Sonuclari

4.3.1 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

Bitkilerin her birinden elde edilen dort ekstrat icin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100 ug/mL) tayin edildi. Standart
olarak BHT (Biitilhidroksitoluen), BHA (Biitilhidroksianisol) ve a-tokoferol
(Vitamin E) kullanildi.

Ekstrelerin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi % inhibisyon olarak
Tablo 3. 8’ de verilmistir.

Bu tablo incelendiginde DPPH radikalini % inhibe etme orani en iyi olan
tirler O. sipyleum ve O. hypericifolium tiirlerinin 6zellikle M2 ekstreleri iyi
inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Diger tiirler i¢in fenolik
bilesenlerce zengin olan her iki metanol ekstresininde olduk¢a iyi inhibisyon

degerleri verdigi goriilmiistiir.
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Kloroform ekstreleri oldukca zayif inhibisyon etkisi gosteririken aseton
ekstrelerin de ise zayiftan-orta dereceye inhibisyon degerlerine sahip oldugu

gorilmistiir.

4.3.2 Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu (f-Karoten / Linoleik

Asit)Yontemi Sonuclar:

Bitkileriden hazirlanan ekstrelerin toplam antioksidan aktiviteleri S-karoten
renk ac¢ilim yontemine gore dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100 pg/mL) yapildi.
Aktivite karsilastirmalarinda standart olarak BHT, (Biitilhidroksitoluen), BHA
(Biitilhidroksianisol), a-tokoferol (Vitamin E) ve kurkumin kullanildi. Sonuglar

Tablo 3. 9’ da verilmistir.

O. ayliniae ve O. hypericifolium tiirleri en iyi inhibisyon degerlerine sahipken
bu tiirleri O. saccatum tiirii takip etmektedir. DPPH sonuglarina benzer sekilde M2
ekstreleri aymi tiiriin ekstreleri icinde en aktif ekstre olarak belirlenmistir. 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) iizerinden mmol TR g™
olarak verilmistir. (+) denetim olarak Kurkumin bilesigi kullanilmis olup kurkumin

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

CUPRAC sonuglarima gore O. ayliniae oldukca iyi degerlere sahipken bunu
O. hypericifolium ekstresi takip etmektedir. Tablo 3.10’da goriildiigi gibi 6zellikle
O. ayliniae tiiriiniin M1 ekstreleri standart olarak kullanilan kurkuminden daha

yiiksek degerleri sahiptir (2.740 mmol TR g™).
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Antioksidan aktivite deneyleri sonucunda bu tiirlerin antioksidan kapasitesi
degerlendirildiginde; oOzellikle halk arasinda kullanilan O. ayliniae tiirliniin
antioksidan kapasitesinin oldukga iyi oldugu belirlenmistir. Aktif bulunan ekstrelerde
belirlenen ana bilesenler flavonoitler ve tlirevleridir. Flavonoitlerin gii¢lii antioksidan
Ozelliklere sahip oldugu yapilan c¢alismalarla belirlenmis olup hiicresel hasari

Onleyip, onararak yaslanmayla miicadele ettigi rapor edilmistir [61,62].

Bu calisma sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda bu tiirlerin gii¢lii bir

antioksidan kaynag1 oldugu sdylenebilir.

4.3.4 Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

Anti-Alzehimer aktivitenin belirlenmesi igin asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) enzimleri kullanilarak 200 ug/mL derisimde % inhibisyon

degerleri hesaplanmustir.

Ekstrelerin  ¢ogunlugu AChE enzimini inhibe etmezken sadece O.
hypericifolium tiirtintin M1 ve Ac ekstreleri inhibisyon degeri gostermistir. BChE
enzimini ise aktivitesine bakilan tiirlerin hepsinin inhibe ettigi goézlenmistir.
Antioksidan giicii olduk¢a zay1f olan kloroform ekstrelerinin antikolinesteraz aktivite
bakimindan metanol ekstrelerine gore daha iyi sonuglara sahip oldugu goriilmiistiir.
Bunun nedeninin bu ekstrelerin daha c¢ok flavanoit ve tiirevleri i¢cermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalar flavanoitlerin antikolinesteraz

aktivitelerinin iyi oldugunu gostermistir [63].
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