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OZET
THYMUS EKIMIT YILD. BITKISININ FITOKIMYASAL VE BIYOLOJIK
AKTIVITE OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
Kenan AL KHATIB
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2025
Danisman: Prof. Dr. Giilmira OZEK
Calismada, Thymus ekimii Yild. (Lamiaceae) bitkisi iizerinde kapsamli fitokimyasal ve
biyolojik aktivite degerlendirmeleri gergeklestirilmistir. Bitkinin toprak iistii kismindan
hidrodistilasyonla ugucu yagi (THY), sivi-sivi mikroekstraksiyonla sabit yag asitleri
(TFAME) ve vitaminleri (T-VIT), herba (THL, THP) ve kok (TRL, TRP) kisimlarindan
total ekstreleri n-hekzan ve metanol-su-asetonla maserasyon teknigi ile elde edilmistir.
Elde edilen ucucu yag, sabit yag asitleri, vitaminler, hidrofilik ve lipofilik ekstrelerin
kimyasal kompozisyonlar1 gaz, sivi ve birlesim kromatografik teknikler ile incelenmistir.
Ayrica, ekstreler iizerinde toplam fenolik ve toplam flavonoit miktar tayinleri
spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Ugucu yagin oksijenli monoterpenlerce
zengin oldugu ve major ugucu bilesikler olarak timol (%75,0) ve karvakrol (%3,9)
icerdigi saptanmistir. Toprak iistii kisminin lipofilik ekstresinde timol (%26,8),
nonakosan (%16,8), B-sitosterol (%11,6) ve oleanolik asit (%13,5) tespit edilmistir.
Polar ekstrenin yarisindan fazlasini karbonhidratlar (%56,3) olusturmus olup,
triterpenoitler ve fenolik asitler sirasiyla %10,4 ve %5,8 olarak saptanmistir. Kok apolar
ekstresinde basta B-sitosterol (%27,7), lanosterol (%6,5), sikloartenol (%6,5) olmak
tizere agirlikli olarak fitosteroller (%53,8) bulunmustur. Triterpenoitler (%22,3) ursolik
asit (%7,7), betulonik asit (%7,2) ve ursadienoik asit (%5.,9) ile temsil edilmistir.
Fenolik bilesiklerden rozmarinik asit, vanilik asit, sinarozit, luteolin, kosmosiin ve
naringenin saptanmistir. Sabit yag asitlerinden linolenik (%23,2), linoleik (%13.8),
oleik (%13,3), nonadekanoik (%29,6) ve palmitik (%11,9) asitleri saptanmistir.
Lipofilik vitaminler grubundan vitamin E ve B-karoten tespit edilmistir. Ugucu yag ve
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri fosfomolibden, DPPH, TEAC, SNAP testleri ile
degerlendirilmistir. Mikrotitre plaka teknigi kullanarak numunelerin o-glukozidaz

inhibisyonu saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Thymus ekimii, Lamiaceae, Timol, Karvakrol, Kimyasal
kompozisyon, Aktivite, Kromatografi, Tiirevlendirme
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITY
PROPERTIES OF THYMUS EKIMII YILD.
Kenan AL KHATIB
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School, July 2025
Supervisor: Prof. Dr. Giilmira OZEK

In this study, a comprehensive phytochemical and biological activity evaluation was
conducted on Thymus ekimii Yild. (Lamiaceae). The essential oil (THY) from the aerial
parts was obtained by hydrodistillation, while the fixed fatty acids (T-FAME) and
vitamins (T-VIT) were extracted using liquid-liquid microextraction. Additionally, n-
hexane and methanol-water-aceton bulk extracts from the herb (THL, THP) and root
(TRL, TRP) parts were prepared by maceration. The chemical compositions of the
obtained essential oil, fixed fatty acids, vitamins, and hydrophilic and lipophilic extracts
were analyzed using gas, liquid and convergence chromatographic techniques.
Furthermore, the total phenolic and total flavonoid contents of the extracts were
determined spectrophotometrically. The essential oil was found to be rich in oxygenated
monoterpenes, with thymol (75.0%) and carvacrol (3.9%) identified as the major
volatile components. The lipophilic extract of the aerial parts contained thymol (26.8%),
nonacosane (16.8%), B-sitosterol (11.6%), and oleanolic acid (13.5%). Carbohydrates
constituted more than half (56.3%) of the polar extract, while triterpenoids and phenolic
acids were determined to be 10.4% and 5.8%, respectively. The root apolar extract was
mostly composed of phytosterols (53.8%), including B-sitosterol (27.7%), lanosterol
(6.5%), and cycloartenol (6.5%). The triterpenoids (22.3%) wererepresented by ursolic
acid (7.7%), betulonic acid (7.2%), and ursadienoic acid (5.9%). Phenolic compounds
were represented by rosmarinic acid, vanillic acid, cynaroside, luteolin, cosmosiin, and
naringenin. Among the fatty acids, linolenic (23.2%), linoleic (13.8%), oleic (13.3%),
nonadecanoic (29.6%), and palmitic (11.9%) acids were identified. Vitamin E and B-
carotene were detected among the lipophilic vitamins. The antioxidant activities of the
essential oil and extracts were evaluated using the phosphomolybdenum, DPPH, TEAC,
and SNAP assays. An a-glucosidase inhibition effect was observed using the microtiter
plate technique.

Keywords: Thymus ekimii, Lamiaceae, Thymol, Carvacrol, Chemical composition,
Activity, Chromatography, Derivatization
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1 GIRiS VE AMAC

Binlerce yildir insanlar bitkileri, 6zellikle de tibbi bitkileri birgok farkli alanda
kullanmaya aligkindir. Sifali bitkiler, diinyanin bir¢ok {ilkesinde geleneksel tipta
binlerce yildir kullanilan en eski tedavi bigimini temsil etmektedir. Faydali etkilerine

iliskin deneysel bilgi, insan toplumlar1 arasinda yiizyillardir aktarilmistir.

Tibbi bitkiler, tedavi edici maddeler iceren veya ilag iiretiminde hammadde olarak
kullanilan bitkilerdir. Bu tanim, bilimsel olarak faydasi kanitlanmis bitkiler ile heniiz
yeterince arastirilmamis bitkiler arasindaki farki agikliga kavusturmaktadir (Sofowora

etal., 2013)

Dogal iirlinler, farmasétik bilesiklerin kaynagi olarak 6nemli bir rol oynamaktadir ve
glinlimiizde geleneksel bitkisel tiptan elde edilen ¢ok sayida modern ilag, modern
farmakolojik tedavide kullanilmaktadir (Marrelli, 2021). Bitkisel droglar bir¢ok

terapotik olarak etkili bilesik icerdiklerinden dolay1 her zaman biiyiik dnem tagimiglardir.

Tibbi bitkiler, ilag gelistirme ve sentezinde kullanilabilecek zengin bir bilesen kaynagi
olarak kabul edilir. Bunun yani sira, bu bitkiler tiim diinyada insan kiiltiirlerinin
gelisiminde kritik bir rol oynar. Bir bitki tibbi olarak tanimlandiginda, s6z konusu
bitkinin bir ila¢ veya terapotik ajan veya tibbi bir preparatin aktif bileseni olarak yararli
oldugu ima edilir. Bitkisel ilaglar, genis biyolojik ve tibbi aktiviteleri, daha yiiksek
giivenlik marjlar1 ve daha diisiik maliyetleri nedeniyle gelismis iilkelerde ve gelismekte

olan iilkelerde birincil saglik bakimi i¢in biiyiik talep gérmektedir (Mani, 2016).

Saf dogal bilesikler veya farkli bitki 6zleri uzun bir siire boyunca genis bir yelpazede
terapdtik etkiler icin incelenmistir. Ayrica, yasam tarzi ve diyet aliskanliklar1 kanser de

dahil olmak iizere bir dizi patolojinin dnlenmesinde ve tedavisinde hayati bir rol oynar.

Tibbi ve aromatik bitkiler, insan tarafindan yiizyillar boyunca bilinen ve kullanilan en
eski bitkilerden bir gruptur, ¢iinkii orta ve modern caglarda gida ve ilag olarak
kullanilirlar. Bu bitkilerin 6nemi artmis ve kullanimlar1 g¢esitlenmistir. Tibbi bitkiler
terimi, terapdtik etkileri olan farklr bitki tiirlerini igerir. Bu tibbi bitkiler, saf 6ziit veya
taze, kurutulmus veya kismen ¢ikarilmig bitkisel otlar seklinde kullanilirlarsa belirli bir
hastaligin tedavisi veya azaltilmasi i¢in kullanilabilen kimyasal bilesenler agisindan

zengin kaynaklar arasinda kabul edilir.



Lamiaceae ailesindeki bitkilerde bulunan aktif bilesiklerin dogal antibakteriyel,
antioksidan, antifungal ve antitiimor etkileri oldugu gosterilmistir ve bu da bunlarin
cesitli hastaliklarin tedavisinde sentetik {iriinlere uygulanabilir alternatifler olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle, insan sagligi {izerindeki kanitlanmig faydalar,
glinlimiizde Lamiacea ailesine ait gesitli tibbi bitki tiirlerinin ¢esitli formiilasyonlarda
giderek daha fazla kullanilmasinin ana nedenini temsil etmektedir (Cocan et al., 2018).
Lamiaceae ailesi sakinlestzirici ve rahatlatici etkiye sahip bitkilerin en 6nemli kaynagini

temsil eder (Uritu et al., 2018).

Onemli tibbi bitkilerden olan Lamiaceae bitkileri, bircok saglik sorununu tedavi eden
bircok faydaya sahiptir. Lamiaceae familyasi, diinyanin bir¢ok {ilkesinde yayilmig
350'den fazla tiir igerir ve bunlara birkacg cins, Satureja, Origanum, Corydothymus ve
Thymus dahildir. Thymus L. cinsine siradan kekik veya bahge kekigi 7. vulgaris, T.
citriodorus, T. capitellatus, T. herbabarona, T. scrpyllum, T. pseudolanuginosus
dahildir. Thymus cinsine ait tiirler, tibbi, aromatik ve besleyici 6zellikleri nedeniyle
diinyanin en 6nemli bitkilerindendir. Icerdigi bircok aktif bilesik nedeniyle geleneksel
tiptan gida endiistrisine kadar birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (S. Taher et
al., 2021).

Tiirkiye'de yetisen damarli bitkiler florasinin "Tiirkiye Bitkileri Listesi (Damarh
Bitkiler)" baslikli son kontrol listesine gore, Thymus cinsi Tiirkiye'de 38 tiir ve 64
taksonla temsil edilmektedir ve endemizm oran1 %53'tiir. Bitkiler ¢ali, kompakt veya
yayilmis seklinde gelisebilir; genellikle dip kisimlarinda odunsu doku bulunur. Bu cins
ayrica siklikla taksonomik problemler de yaratir. Thymus birgok tiirlerinin toprak istii
kismi1 tibbi 6zelliklerinden dolay1 ¢ay olarak kullanilir ve bir¢ok farmasdtik preparatin
bilesenidir. Thymus, tirtiniin morfolojik ve kimyasal Ozelliklerine dayanarak 1iyi
tanimlanmis bir cins olarak kabul edilir. Bu cinsteki yiiksek morfolojik degiskenlik,
bircok isimlendirme ve taksonomik esanlamliyla birlikte 1000'den fazla tiiriin

tanimlanmasina yol agmistir (Ozturk et al., 2022)

Thymus ekimii Y11d. bitkisi Tiirkiye florasina yeni kayit olan endemik bir tiirdiir. Bu tiir
ile ilgili yapilan kaynak taramasi sonucunda bitkinin iizerinde daha once yapilmis

fitokimyasal veya biyolojik aktivite arastirma sonuglarina rastlanmamaistir.

Bu tez calismasi kapsaminda yeni kesif edilen 7. ekimii tiiriiniin fitokimyasal profilinin

ve biyolojik aktivitesinin arastirilmasi ve incelenmesi amaclanmistir. 7. ekimii tiirlinden
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edilen ugucu yagin, sabit yag asitlerinin ve farkli polariteli c¢oziiciilerle elde edilen

ekstrelerinin fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalar1 planlanmistir. Bu caligsma

cercevesinde 7. ekimii bitkisinin iizerinde asagidaki arastirmalarin yapilmasi

hedeflenmistir:

Bitkiden ugucu yag elde edilmesi,

Elde edilen ugucu yagin GK-AID ve GK/KS teknikleri ile kimyasal igeriginin

incelenmesi,

Bitkide yag asitleri iceriginin belirlenmesi,

Bitkide lipofilik vitaminlerin UBBK teknigi ile belirlenmesi,

Bitkiden polar ve apolar ekstrelerin elde edilmesi,

Elde edilen ekstrelerin UBSK-KS teknigi ile kimyasal igeriginin belirlenmesi,
Bitki tizerinde flavonoid teshis testin gergeklestirilmesi,

Bitki {izerinde tanen teshis testin gerceklestirilmesi,

Bitki lizerinde saponin teshis testin gergeklestirilmesi,

Polar ve apolar ekstrelerde toplam fenol miktar: tayini,

Polar ve apolar ekstrelerde toplam flavonoit miktar tayini,

Ugucu yag ve ekstreler iizerinde antioksidan aktivite testlerinin

gerceklestirilmesi:

- DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini,

- Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) tayini,

- Fosfomolibden testi,

- Giimiis Nanopartikiil Bazli Polifenollerin Antioksidan Kapasite (SNPAC) testi,

Ugucu yag ve ekstreler tizerinde a-glukozidaz enzim inhibisyonu testi.

Bu calismalar kapsaminda gerceklestirilecek fitokimyasal incelemeler ve biyolojik

aktiviteleri degerlendirilmeler neticesinde 7. ekimii tiirlinlin icerigi ve farmakolojik

potansiyeli ilk kez agiklanmig olacaktir.



2 KAYNAK BILGISI
2.1 Lamiaceae Familyas1 Morfolojik Ozellikleri

Lamiaceae, 7000°den fazla tiirle temsil edilen ve neredeyse tiim diinyaya yayilmis
bliylik bir ¢icekli bitki familyasidir. Cogunlukla ot, nadiren aga¢ ve ¢ali formunda olup;
vertisillat (halkasal) dizilimde olan ve ugucu yag iceren yapraklara sahiptirler.
Ekonomik ve tibbi 6nemleri yiiksektir. Aroma verici baharat, cay ve geleneksel ilag¢
olarak tiiketilmelerinin yaninda, gida bitkisi ve siis bitkisi olarak da kullanimlari
mevcuttur (CAtak & Atalay, 2022). Lamiaceae, Tiirkiye'de takson sayisina gore {igiincii
bliylik aile ve tiir sayisina gore dordiincii biiyiik ailedir. Ailede 48 cins ve 782 takson
(603 tiir, 179 alt tiir ve ¢esit), 346 takson (271 tiir, 75 alt tiir ve ¢esit) lilkede endemiktir
(yaklasik %44) Ayrica, 23 melez tiir vardir, bunlarin 19'u endemiktir (%82). Sonuglar,
Tirkiye'nin Eski Diinya'da Lamiaceae icin cesitlilik merkezlerinden biri oldugunu
kanitlamistir. Ayrica, Tiirkiye Diinya'daki tiim Lamiaceae tiyelerinin yaklasik %10'una
sahiptir. Ulkedeki takson sayisina gére en biiyiik bes cins Stachys (118 takson), Salvia
(107 takson), Sideritis (54 takson), Phlomis (53 takson) ve Teucrium'dur (49 takson).
Takson sayisina gore, en yiiksek endemizm oranina sahip bes cins Dorystaechas (1
takson, %100), Lophantus (1 takson, %100), Sideritis (54 takson, %74), Drymosiphon
(9 takson, %67) ve Marrubium'dur (27 takson, %63). Tirkiye'de Dorystoechas ve
Pentapleura olmak tizere iki monotipik cins vardir. Tiirkiye ¢ok c¢esitli iklim ve diger
ekolojik Ozelliklere sahip li¢ fitocografik bolgenin birlestigi noktada yer almaktadir.
Tiirkiye Lamiaceae taksonlarinin fitocografik dagilimlart Akdeniz'de 293 takson
(%37,4), Iran-Turan'da 267 takson (%36,7), Avrupa-Sibirya (Cevresel) fitocografik
bolgesinde 90 takson ve Bilinmeyen veya Cok Bolgeli (%14,3) fitocografik elemanlarda
112 taksondur. Akdeniz fitocografik bolgesinde taksonlarm %61, Iran-Turan
fitocografik bolgesinde taksonlarin %50'si ve Avrupa-Sibirya (Cevresel) fitocografik
bolgesinde taksonlarin %13'ti endemiktir. Bazi endemik taksonlar iilkede yaygin olarak
dagilmistir, bu nedenle fitocografik elemanlar1 agik¢a tanimlanmamistir, bu taksonlarin
endemizm orani %13'tlir. Zamanla, Lamiaceae cinsinin tiirleri bir fitocografik bolgeden
digerine go¢ eder ve iilkedeki belirli habitatlarda uzmanlasir. Salvia, Stachys, Sideritis,
Phlomis, Teucrium, Thymus, Nepeta, Scutellaria, Origanum ve Marrubium Tirkiye'de
tiir acgisindan zengin cinslerdir. Ozellikle, Salvia, Stachys, Origanum, Marrubium,

Ballota, Lamium ve Drymosiphon'un Eski Diinya tiirlerinin ¢ogu Tirkiye'de dogal



olarak yetisir. Baslica Akdeniz havzasinda yayilmis olan, ugucu yag tastyan, bir veya
cok yillik otsu bitkiler veya calilardir. Govde 4 koseli, yapraklar basit veya parcali,
dekusat dizilisli. Cigekler yapraklarin (braktelerim) koltugunda, sik kiimeler halinde, her
nodusta vertisillastrum durumunda. Cigekler zigomort. Kaliks kalici, 5 loplu, bazen
bilabiat. Korolla 5 loplu, bilabat, bazen iist dudak eksik. Stamen 4 ve ¢ogunlukla
didinam, bazen 2. Ovaryumu tist durumlu, 2 karpelli, 4 gozlii, her goz bir oviillii. Stilus

ginobazik. Meyva 4 nuksa ayrilan bir sizokarptir (Baytop & Giinergun, 2003).
2.2 Thymus L. Cinsi Morfolojik Ozellikleri

Lamiaceae familyasina ait olan Thymus L. cinsi, kendine 6zgii morfolojik 6zellikleriyle
karakterize edilen kiiciik, aromatik, ¢ok yillik otlar veya yari calilardan olusur. Bu
cinsteki bitkiler tipik olarak odunsu bir tabana, uzun, basit veya glandiiler tiiylerle
yogun bir sekilde kapli yiikselen veya yatay govdelere sahiptir. Yapraklar genellikle
kiigiik, biitiin veya sapli ya da kisa saplidir, kenarlar1 siklikla doner ve yiizeyleri siklikla
glandiiler veya glandiiler olmayan trikom tabakasiyla kaplidir ve bu da aromatik
kalitelerine katkida bulunur. Cigek salkimi tipik olarak bir vertisillasterdir ve ¢icekler
zigomorfik ve iki dudaklidir, genellikle pembe, mor veya beyaz tonlarinda, agikca iki
dudakli bir kaliks ve tagyaprak vardir. Stamenler didinamiktir ve stil tepede iki
par¢alidir. Thymus tiirlerinin ¢ogu ginodioiktir, yani popiilasyonlar hem disi hem de
hermafrodit bireyler igerir, bu da iireme ekolojileri i¢in ¢ikarimlar igeren bir 6zelliktir.
Bu ozellikler, cinsi taksonomik olarak karmasik ama Akdeniz ve iliman Avrasya

habitatlarinda ekolojik olarak dnemli hale getirir (Giiner, 1982).

Orta damar abaksiyal ylizeyde ¢okiiktiir ve abaksiyal yilizeyde ¢ok belirgindir. Canak
yaprak yesil, genellikle mor lekeli ve boru seklindedir; ucta iistteki geriye dogru
kivrilmig ve ugta 3 loblu 2 dudak vardir, alt daha uzundur ve 2 tiiyli dise sahiptir.
Cigeklenmeden sonra, ¢anak yaprak tiipii uzun, sert tiiylerden olusan bir tagla kapatilir.
Canak yapragin yaklasik iki kat1 uzunlugunda olan ta¢ yaprak kuru halde genellikle
kahverengimsi ve hafifce iki dudaklidir. Thymus zygis'in yapragi genellikle 1,7-6,5 mm
uzunlugunda ve 0,4-1,2 mm genisligindedir; sivri veya dogrusal-mizrak seklindedir ve
kenarlar1 abaksiyal yiizeye dogru belirgin sekilde kivrilmistir. Laminanin her iki ylizeyi
de yesil veya yesilimsi gridir ve orta damar bazen mordur; kenarlar, 6zellikle tabanda,
uzun, beyaz tiiylere sahiptir. Kurutulmus cigekler 7. vulgaris tiiriinl ¢igeklerine ¢ok

benzer (EDQM, 2016)



2.3. Thymus ekimii Yild. Morfolojik Ozellikleri

T. ekimii, kii¢iik ¢ali formunda bir bitkidir. Bu tiir, kalin odunsu bir kazik kok ile kiiciik,
yogun yastiklar olusturur. Cigek acan govdeler dikdortgen, kirmizi ve kisa beyaz
tilylerle yogun bir sekilde kaplidir. Yapraklar: tam kenarli olup, genellikle diiz veya ice
kivrik kenarlidir. Yapraklar, beyaz papilloz yiizeyler ve yakut renkli yag noktalar ile
dogrusaldan dar spatulaya kadar degisir. Yaprak, canak yaprak ve tac¢ yapraklarinda
kirmizimsi-saydam salgi bezleri bulunur. Cigekleri mor, pembe, krem veya beyaz renkte
olabilir. Canak yapraklar1 belirgin sekilde iki dudaklidir ve ta¢ yapraklari da benzer
sekilde iki dudaklidir. Kaliks yaklasik 3 mm, yar1 silindirik (¢an seklinde degil), iistteki
ii¢ dis alttaki ikisinden daha kisa (esit degil). Cigek salkimi, yaprak benzeri braktelerle
kapitattir. Kaliks, diizensiz pektinat-siliat diglere sahip yari silindiriktir. Ta¢ beyaz,
yaklagik 4 mm'dir, mizrak seklinde ve noktali kirmizidir. Brakteoller pedicellerden daha
uzundur. Stamenleri dort adet olup, erselik ciceklerde c¢igek tiiptinden disa c¢ikar.
Meyveleri tiiysiiz findikgiklardir (nutlet). Genellikle gynodioecious (disi ve erselik
bireylerin birlikte bulundugu popiilasyonlar) cinsiyet sistemine sahiptir. Tirkiye,
Eskisehir, Sivrihisar'da 950-1030 m yiikseklikteki bozkir habitatlarinin  algi
yamaglarinda bulunur. Tiirlin yayilis bilgileri Sekil 2.1 sunulmustur. Tiir adi, Prof. Dr.

Tuna Ekim'in (Istanbul Universitesi) onuruna adlandirilmistir (Yildirimli, 2012).

Sekil 2.1
Thymus Ekimii Bitkisinin Tiirkiye ‘Deki Yayilisi

https://www.bizimbitkiler.org.tr/list.html



https://www.bizimbitkiler.org.tr/list.html

2.4 Thymus Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Thymus tiirleri birgok tilkede bulunur ve geleneksel olarak yaygin bir cins olarak kabul
edilir. On arastirmalar Thymus tiirlerinin 6zellikle Orta Dogu ve Balkan iilkelerinde
yerel topluluklar tarafindan yaygin olarak kullanildigin1 gostermektedir. Tablo 2.1 bu

kaynaklardan elde edilen temel bulgular1 6zetlemektedir.

Tabloda, diinyadaki 7hymus tilrlerinin ¢esitli kullanim alanlar1 ortaya konmakta; bu
tiirlerin tibbi, mutfak ve endiistriyel acidan tasidigi 6nem vurgulanmaktadir. Yapraklar,

cicekler, saplar ve tiim bitki kisimlari, s6z konusu alanlarda farkli formlarda

degerlendirilmektedir.

Tablo 2.1

Diinyadaki Thymus Tiirleri Uzerinde Etnobotanik Calismalar

Thymus tiirii

Kullanilan
kisim

Kullanim
sekli

Kullanim amaci

Kaynak

T. citriodorus
(Pers). Schreb.

Biitiin bitki,
Yapraklar

Eks., UY

Antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteye
sahip, ozellikle keci ve
koyunlar i¢in hayvan yemi,
bocek oldiiriicii ve
antimikrobiyal

(Anwar et al.,
2024)

T. capitatus
Hoffmanns. &
Link

yapraklar

Inf., Dek.

Kalp agris1 ve sindirim
sistemi, gastrointestinal
hastaliklar ve antiseptik,
kalp rahatsizliklari, sislikler,
diismeler ve hazimsizlik,
sindirim, arindirici,
balzamik, nevralji ve
antiseptik

(Bouyahya et
al., 2020)

T. daenensis
Celak

yapraklar,
cigekler

Inf., Dek.

Tonik, karminatif, sindirimi
kolaylagtirict, spazm
giderici, iltihap giderici,
balgam soktiiriicii ve soguk
algmlig1 tedavisinde
kullanilir

(Emami
Bistgani &
Sefidkon, 2019)

T. linearis
Benth.

Biitiin bitki

Eks.

Antiinflamatuar,
antihipertansif ve koroner
arter hastaliklarina karst
kardiyoprotektif

(Anwar et al.,
2024)

T. pulegioides
L.

yapraklar

Sulu eks.,
UY

Antibakteriyel aktiviteler ve
antiseptik potansiyel

(Anwar et al.,
2024)

T. schimperi
Ronniger

Biitiin bitki ve
Yapraklar

Sulu eks.

Bogmacanin balgamin
viskozitesini ve yiizey
gerilimini azaltarak etkisi,
lenf akisini azaltarak yilan
sokmalarinin sistemik
toksisitesini en aza indirir
veya ortadan kaldirir

(Anwar et al.,
2024)
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[Tablo 2.1 (Devam) Diinyadaki Thymus Tiirleri Uzerinde Etnobotanik Calismalar]

Kepek onleyici, baharat,
gogiis agrist, kolon
Dek. sorunlari, astim, ishal, kan (Ahmed, 2016)
kolesterolii, idrar sistemi
sorunlari, menopoz

Tohumlar,

T. vulgaris L. yapraklar

Toprak iistii Astim, bronsit, bogmaca,
kisimlar, farenjit, romatizmal agrilar,

T. vulgaris L. govde, Sulu eks., viicut agris1 ve siyatik, (Patil et al.,
Uy .y - g 2021)
yapraklar, oksiirtik, soguk alginligi ve
cigekler bogaz agrisi
Antioksidan, antikoagiilan,
Sulu eks antiinflamatuar aktiviteler, (Anwar et al
T. zygis Pall. Yapraklar Uy oksiirtik suruplari gibi ¢esitli 2024)

diyet ilag endiistrilerinde
antioksidan ajanlar

Eks.: ekstre; Dek.: dekoksiyon; Inf.: infiizyon; UY: ugucu yag.

Dekoksiyon, infiizyon ve ucucu yag ekstreleri gibi farkli ekstraksiyon yontemlerinde
kullanilir. Bu preparatlar, solunum rahatsizliklari, sindirim sorunlari, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve iltihaplanma igin geleneksel tedavilerden kozmetik, hayvan yemi ve
antimikrobiyal tedavilerdeki uygulamalara kadar genis bir yelpazede amaca hizmet eder.
Bulgular, bitkinin ¢ok islevli dogasini, 6zellikle antioksidan, antibakteriyel ve antiseptik
ozelliklerini vurgulayarak onu hem geleneksel tipta hem de modern ilag endiistrilerinde
degerli bir kaynak haline getirir.

Bitkisel iirlinlerin kullanimi Tiirkiye'de halk arasinda yaygindir. Sentetik ilaglar
genellikle pahalidir, yan etkilere sahiptir ve hatta bazilar1 toksik olabilir, bu da
insanlarin geleneksel tibbi bitkileri kullanmaya devam etmesine neden olur. Ek olarak,

bu ilaglar1 elde etmek i¢in doktor regetesi gerekir.

Literatiir taramasi sirasinda Thymus tirleriyle ilgili ¢cok sayida rapor belirlendi.
Etnobotanik ¢alismalarda, Origanum, Thymus, Coriodothymus ve Satureja genellikle
(kekik) olarak adlandirilir ve halk tarafindan yaygin olarak kullanilir. Bu nedenle, bu
calisma Ozellikle Thymus tirleriyle ilgili kayitlara odaklanmistir. Thymus tiirleri

hakkinda elde edilen etnobotanik veriler asagidaki Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tabloda, halk arasinda yaygin olarak "kekik" olarak bilinen Tiirkiye'deki Thymus
tirlerinin ¢esitli geleneksel kullanimlarin1 vurgulamaktadir. Bu bitkileri tibbi amaglar
icin hazirlamak i¢in ¢esitli inflizyon ve dekoksiyon yontemleri kullanilmaktadir.
Kaydedilen kullanimlar, 7hymus tiirlerinin solunum rahatsizliklar1 (6rnegin Oksiirtik,

bronsit, astim, soguk alginlig1 ve grip), gastrointestinal bozukluklar (6rnegin hazimsizlik,



mide agrisi, mide bulantisi), kardiyovaskiiler sorunlar (6rnegin hipertansiyon) ve
inflamatuar durumlar (6rnegin sirt agrisi, artrit) dahil olmak {izere cok cesitli
rahatsizliklarin tedavisinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Ek olarak, bazi
tirler potansiyel kanser oOnleyici, solucan ilaci ve bagisiklik giiclendirici 6zellikleri

nedeniyle degerlidir. Bu bulgular, Thymus'un geleneksel tiptaki 6nemini ve daha fazla

farmakolojik arastirma i¢in potansiyelini vurgulamaktadir.

Tablo 2.2

Tiirkiye ’deki Thymus Tiirleri Uzerinde Etnobotanik Calismalar

Halk Kullanim
Bitki tiirii arasindaki ueklil Kullanim amaci Kaynak
adi i
Limon
kekigi,
T. cilicicus Boiss. & Kilig inf Mide agrisi, sakinlestirici, dis | (Gurdal &
Bal. kekigi, ’ agrisi Kultur, 2013)
Peynir
kekigi
Sirt agrisi, hipertansiyon, anti
T. fallax Fisch. & . . inflamatuar, kanser, enteralji, (Altundag &
Mey Sk B, Dek B nifii, diyabet, S0k Ozturk, 2011)
alginlig1, karin rahatsizliklar
T. haussknechtii . o (Altundag &
Velen. Kelkik Dek. Oksiiriik Ozturk, 2011)
T. kotschyanus Boiss Sirt agrisi, hipertansiyon, anti-
& Hohen. Kekik, inf. Dek srel?;rirsttar’ kanser, enteralji, (Altundag &
subsp. glabrescens Catri ” ’ ) 8% - Ozturk, 2011)
Boiss diyabet, soguk alginlig1, karin
) rahatsizliklari
Sirt agrisi, hipertansiyon,
o enteralji,
T migricus Klokov Kekik Inf. anti-enflamatuar, kanser, (Altundag &
& Des.Shost. . 9 N Ozturk, 2011)
vermifuge, soguk, bobrek
taslar
Grip, soguk alginligi, bronsit,
g 1 bagisiklik
T. nummulariifolius Kekik Inf., Dek. | sistemi giiclendirici, (Karakosc,
Loisel. . 2022)
kolesterol, mide
rahatsizlig1, uykusuzluk
T. praecox Opiz. Hipertansiyon,
subsp. grossheimii Kekik inf enteralji, anti-inflamatuar, (Altundag &
Ronniger) Jalas var. ’ kanser, vermifiij, soguk Ozturk, 2011
g J, SOZ
grossheimii alginlig
Grip, soguk alginlig,
T. praecox Oksiiriik, hazimsizlik, astim,
Opiz subsp. Yayla . S . (Karakose,
L e Inf., Dek. | uykusuzluk, dis agrisi, mide
grossheimii kekigi Lo 2022)
(Ronniger) Jalas bulantisi, bronsit, mide
& rahatsizlig, tonik




[Tablo 2.2 (Devam) Tiirkiye 'deki Thymus Tiirleri Uzerinde Etnobotanik Calismalar]

T. sipyleus Boiss. . - .
subsp. rosulans Catri inf., Dek. Diyabet, soguk algmligi, karin | (Altundag &
rahatsizliklar Ozturk, 2011)
(Barbar) Jalas
. . . Istah uyaric1, karaciger
T. sipyleus Boiss. Kekik Dek. siiclendirici (Ulcay, 2024)
Sirt agrisi, hipertansiyon,
T. transcaucasicus . . enteralji, (Altundag &
Ronniger Kekik Inf. anti-inflamatuar, kanser, Ozturk, 2011)
vermifuge
. Gastrointestinal hastaliklar, .
T. zygioides Griseb Yabani Inf, solunum yolu hastaliklari (Sargin et al.,
’ kekik ’ orip ’ 2013)

Inf: infiizyon; Dek.: dekoksiyon

Thymus tiirleri yaygin olarak kullanilir ve ¢ok sayida bilimsel ¢alisma biyolojik
aktivitelerini gostermistir. Literatiirde 7hymus  tiirleri Oncelikle antimikrobiyal,
antioksidan, antiviral, anti-inflamatuar ve antikanser aktivitelerle iliskilendirilmistir.

Tablo 2.3’te bu bulgularm bir 6zeti verilmistir.
Tablo 2.3.

Thymus tiirleriyle yapilmis biyolojik aktivite ¢calismalari

Thymus tiirii Calisilan Kisim Kullanim sekli Kaynak
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE
T. longicaulis subsp. .
longicaulis var. Toprak iistii kisimlar [0)' (Ayse Dilek Azaza et
; al., 2004)
subisophyllus
o Toprak iistli kisimlar, .
T. mastichina Sm. (L.) L. cicekleri ve yapraklari UY, Eks. (Rodrigues et al., 2020)
. * - (Ayse Dilek Azaza et
T. pulvinatus Celak Toprak tstii kisimlar [0)' al., 2004)
T. zygioides var. .
Iycaonicus (Celak) Toprak tstii kisimlar [0)' (Ayse Dilek Azaza et
. al., 2004)
Ronniger
ANTIOKSIDAN AKTIVITE
T. algeriensis Boiss. & . : (Milos Nikoli¢ &
Reut. Toprak iistii kisimlar Inf., Dek., UY Calhelha, 2013)
T. caespititius Brot. Toprak iistii kisimlar [0)' (Miguel et al., 2004)
T. camphoratus - .
Hoffmanns. Toprak iistii kisimlar Uy (Miguel et al., 2004)
T. mastichina Sm. Toprak tstii kisimlar Uy (Miguel et al., 2004)
- ; (Milos Nikoli¢ &
T. serpyllum L. Toprak iistii kisimlar Inf., Dek., UY Calhelha, 2013)
Yapraklar Etanol eks. (Rachid, 2013)
T. vulgaris L. o - (Milog Nikoli¢ &
Toprak tstii kisimlar Inf., Dek., UY Calhelha, 2013)
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[Tablo 2.3. (Devam) Thymus tirleriyle yapilmuis biyolojik aktivite calismalart]

ANTIVIRAL AKTIVITE
]{.Oii?SueTmularllfollus Toprak iistii kisimlar Kloroform eks. (Ersan Bektas1, 2016,)
ANTIKANSER AKTIVITE
T. daenensis Celak. Biitiin bitki Methanol eks. (Barmoudeh et al., 2022)
Yapraklar [0)' (Doghish et al., 2023)
T. vulgaris L. —
Biitiin bitki Uy (Kubatka et al., 2019)
ANTIDIYABETIK AKTIVITE
T. schimperi Ronniger Yapraklar Methanol eks. (Rupasinghe, 2019)
T. serpyllum L. Yapraklar ve ¢gigekler Sulu eks. (Azhar et al., 2022)
T. vulgaris L. Yapraklar Methanol eks. (Rupasinghe, 2019)
ANTI -INFLAMATUAR AKTIVITE
geizligerlenszs Bongik Biitiin bitki Methanol eks. (Afonso et al., 2020)
T o Dietil eter,
- CampRoratus Biitiin bitki etil asetat ve (Afonso et al., 2020)
Hoffmanns. .
n-biitanol eks.
Dietil eter, etil
T. carnosus Boiss. Biitiin bitki asetat ve (Afonso et al., 2020)
n-biitanol eks.
1{' efli)tntaneszz BelEv&. Biitiin bitki Methanol eks. (Afonso et al., 2020)
Dietil eter,
T. mastichina Sm. Biitiin bitki etil asetat ve (Afonso et al., 2020)

n-butanol eks.

Eks.: ekstre; Dek.: dekoksiyon; Inf.: infuzyon; UY: ugucu yag.

Cogu calisma Thymus tiirlerinin toprak istii kisimlarina ve yapraklarma odaklanmistir
ve en yaygin kullanilan formlar ugucu yaglar ve alkol ekstreleri
antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, antikanser, antidiyabetik ve anti-inflamatuar

ozellikler de dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle olduk¢a degerlidir.

Fitokimyasal ¢aligsmalar Thymus tiirlerinde genis bir biyolojik aktivite yelpazesi ortaya
koymustur. Bu aktivitelerden sorumlu bilesikler ilgi konusu olmustur ve literatiir ¢esitli

biyoaktif bilesiklerin varligin1 géstermektedir. Bu bilgiler Tablo 2.4’te madde bazinda

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.4.

Thymus Tiirlerinde Bulunan Fitokimyasallar

Bilesik Thymus tiirii Kaynak
FLAVONOITLER
Apigenin T. vulgaris (Blanka Szilvassya, 2013)
Luteolin T. vulgaris (Blanka Szilvassya, 2013)
Diosmetin T. macedonicus (Svetlana Kulevanoval, 2002)
Kriseriol T. macedonicus (Svetlana Kulevanoval, 2002)
Timonin T. vulgaris (Van den Broucke, 1982)
Kirsilineol T. vulgaris (Van den Broucke, 1982)

Hispidulin-7-O-glukosit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Nepetin-7-O-glukosit (Nepitrin)

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Sukutellarein T. mastichina (Perez-Magarino et al., 2024)
Bilesik Thymus tiirii Kaynak
FENOLIK ASITLER
Gallik asit T. daenensis, T. vulgaris (Danial Sarfaraz1, 2021)

Klorojenik asit

T. carmanicus,

T. transcaspicus

(Danial Sarfarazl, 2021)

Ferulik asit

T. kotschyanus,
T. vulgaris

(Danial Sarfarazl, 2021)

Sinnamik asit

T. daenensis, T. vulgaris

(Danial Sarfarazl, 2021)

Klorojenik asit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Kriptoklorojenik asit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Rozmarinik asit-3-O-glukozit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Kumarik asit-O-glukozit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024)

Kafeik asit

T. mastichina

(Perez-Magarino et al., 2024ujhb9)

TERPENIiK TUREVLER (MONO-, SESKi-, DI VE TRITERPENLER)

B-Pinen T. vulgaris (Mahdavi et al., 2020)
y-Terpinen T. vulgaris (Mahdavi et al., 2020)
Germakren D T. vulgaris (Mahdavi et al., 2020)
B-Karyofillen T. vulgaris (Mahdavi et al., 2020)
1,8-Sineol T. albicans (Trindade et al., 2018)
Limonen T. albicans (Trindade et al., 2018)
Linalol T. albicans (Trindade et al., 2018)
Karvakrol T. caespititius (Trindade et al., 2018)
Sabinen T. caespititius (Trindade et al., 2018)
a-Terpineol T. caespititius (Trindade et al., 2018)
Timol T. caespititius (Trindade et al., 2018)
p-Simen T daenensis (Tohidi, Rahimmalek, Arzani, &

Trindade, 2020)
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Yukaridaki tabloda (2.4) farkli Thymus tiirleri arasinda flavonoidlerin, fenolik asitlerin
ve terpenik tiirevlerin dagilimini gosterilmektedir. Veriler, Thymus vulgaris'in 6zellikle
apigenin, luteolin, timonin, sirsilineol gibi flavonoidler ve gallik asit ve ferulik asit gibi
fenolik asitler olmak iizere ¢ok ¢esitli fitokimyasallar icerdigini gostermektedir. Benzer
sekilde, T. mastichina, flavonoid glikozitlerin (hispidulin-7-O-glukozit, nepetin-7-O-
glukozit, skutellarein) ve klorojenik asit, kriptoklorojenik asit ve kafeik asit gibi ¢esitli
fenolik asitlerin zengin bir bilesimini sergilemektedir.

Terpenik tiirevler arasinda 7. wvulgaris, PB-pinen, y-terpinen, germakren D ve [-
karyofillen gibi 6nemli bilesikler igerirken, 7. albicans 1,8-sineol, limonen ve linalol
varligiyla ayirt edilir. Ek olarak, 7. caespititius karvakrol, sabinen, a-terpineol ve timol
ile 6ne ¢ikarken, 7. daenensis p-simen igerir.

Bu bilesiklerin farkli 7hymus tiirlerinde bulunmasi, her tiiriin farkli kimyasal 6zelliklere
sahip oldugunu ve ¢esitli endiistrilerde farkli alanlarda kullanilabilecegini
gostermektedir.

Flavonoidlerin ve fenolik asitlerin Yiiksek diizeyde bulunmasi, bu bitkilerin antioksidan
potansiyelini vurgularken, terpenik tiirevlerin ¢esitliligi ugucu yaglarda ve dogal {iriin
formiilasyonlarinda olasi kullanimlar1 gostermektedir. Bu bulgular, Thymus tiirlerinin
biyoaktif bilesiklerin bir kaynagi olarak onemini vurgulamakta ve belirli islevsel ve

farmakolojik 6zelliklerinin daha fazla arastirilmasini gerektirmektedir.

Thymus tiirleri lizerinde ylriitiilen ugucu yag analizleri, s6z konusu bitkilerin ¢esitli
biyolojik etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu aktivitelerden sorumlu bilesikler
bilimsel agidan ilgi ¢cekmis olup, literatiirde cesitli biyoaktif ucucu bilesiklerin varlig

bildirilmistir. Tablo 2.5’te ucucu yag bilesikleri ve yiizdelik oranlar1 6zetlenmistir.

Tablo 2.5

Thymus Tiirlerinde Bulunan Ugucu Bilesikleri

TUR Ucucu bilesik (%) Kaynak
Karvakrol (49.33-80.40),
T. algeriensis Boiss. & Reut. | p-Simen (2.61-4.98), (El Yaagoubi et al., 2021)

Timol (0.83-3.39)

a-Terpinen (42.23),
T. bleicherianus Pomel. Timol (23.95), (El Yaagoubi et al., 2021)
B-Osimen (8.29)
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[Tablo 2.5 (Devam) Thymus Tiirlerinde Bulunan Ugucu Bilesikleri]

TUR

Ucucu bilesik (%)

Kaynak

T. carmanicus Jalas.

Karvakrol (93.4),

(Tohidi, Rahimmalek, Arzani,

T. daenensis Celak.

Timol (40.8) & Sabzalian, 2020)
Timol (80.4),
Geraniol (66.8), (Tohidi, Rahimmalek, Arzani,

Karvakrol (76.8),
a-Terpineol (13.18)

& Sabzalian, 2020)

Timol (51.3),
p-Simen (2.7-7.6)

(Amiri, 2012)

T. daenensis subsp. lancifolius

Timol (73.9),
Karvakrol (6.7)

(Amiri, 2012)

T. eriocalyx (Ronniger) Jalas

Geraniol (2.3-50.5),
Linalol (7.3-60.4),
Timol (66.34)

(Tohidi, Rahimmalek, Arzani,
& Sabzalian, 2020)

Timol (66.3),
1-Borneol (10.5)

(Amiri, 2012)

T. fallax Fisch. & C.A. Mey

Timol (61.14),
Karvakrol (41.84)

(Tohidi, Rahimmalek, Arzani,
& Sabzalian, 2020)

T. fedtschenkoi Ronniger

Linalol (83.1),
Karvakrol (69.04),
Timol (31.8)

(Tohidi, Rahimmalek, Arzani,
& Sabzalian, 2020)

T. kotschyanus Boiss. &
Hohen.

Karvakrol (35.1),
Timol (26.6),

(Amiri, 2012)

Karvakrol (40.7-61.2),

Timol (7.5-26.9)

(Amiri, 2012)

T. riatarum Humbert & Maire

Borneol (41.67),
Terpinen-4-ol (8.65),

trans-Karyofillen (7.59)

(El Yaagoubi et al., 2021)

T. vulgaris L.

Kafur (38.54),
Kamfen (17.19),
a-Pinen (9.35),
1,8-Sineol (5.44),
Borneol (4.91)

(El Yaagoubi et al., 2021)

Tablo 2.5 ana bilesikleri ve konsantrasyonlarinda onemli farkliliklar gosteren farkli
Thymus tirlerinin ucucu yag bilesimlerini gostermektedir. Timol ve karvakrol, T.
daenensis, T. carmanicus ve T. fallax gibi tiirlerde yliksek yiizdelerle en sik bulunan

bilesenlerdir. Bu bilesikler gii¢lii antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleriyle bilinir.

T. fedtschenkoi ve T. eriocalyx'teki linalol ile T. daenensis ve T. eriocalyx'teki geraniol
gibi diger onemli bilesikler, potansiyel aromatik ve terapdtik kullanimlart 6nermektedir.
Ek olarak, T. vulgaris, genellikle solunum faydalariyla iliskilendirilen kafur, kamfen ve

a-pinen i¢eren benzersiz bir profille 6ne ¢ikmaktadir.

Thymus tirleri arasindaki ugucu yaglarin degisen bilesimi, tip, kozmetik ve gida
endistrileri dahil olmak tizere ¢esitli potansiyel uygulamalarini vurgulamaktadir. Bu

bulgular Thymus tiirlerinin biyoaktif ucucu yaglarin degerli kaynaklar1 olarak dnemini
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pekistirmekte ve bu tiirlerin 6zel faydalari ve kullanimlari konusunda daha fazla

arastirma yapilmasini hakli ¢ikarmaktadir.
2.5 Thymus Tiirlerinin Tibbi ve Ekonomik Onemi

Thymus cinsi, benzersiz tibbi ve ekonomik degerleri icin diinya ¢apinda yetistirilen
cesitli tibbi ve aromatik tiirleri igerir. Gelencksel olarak mutfakta baharat olarak
kullanilmasinin yani sira, Thymus tiirleri antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiviral,
antitiimor, antiinflamatuar, antikanser ve antihipertansif 6zellikler gibi cesitli biyolojik
etkileriyle iyi bilinir. Bu nedenle, ates, soguk alginligi ve sindirim ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar. Thymus bitkilerinin farmasdtik 6nemi, dogal
terpenoid fenol tiirevleri (p-simen, karvakrol, timol, geraniol), flavonoidler, alkaloidler
ve fenolik asitler gibi yiiksek biyoaktif bilesen seviyelerine baglidir. Bu inceleme, bazi
onemli Thymus tiirlerinin fitokimyasallarini, biyolojik 06zelliklerini, fonksiyonel
gidalarini ve nutrasotik niteliklerini inceler ve 6zellikle nutrasdtik ilag endiistrilerindeki
potansiyel kullanimlarma odaklanir. Ayrica, inceleme, Thymus tiirlerinin temel
fitokimyasallarmin biyolojik etki mekanizmalarina dair kapsamli bir degerlendirme
sunmasi, bu bitkilerin dogal ilag gelistirme siirecindeki potansiyellerini ortaya

koymaktadir. (Anwar et al., 2024).

Thymus cinsi, zengin ugucu yag igerigi ve yaygin uygulamalari nedeniyle 6nemli tibbi,
ticari ve ekonomik degere sahiptir. Avrupa Farmakopesinde “Thymi herba” adli
monograf 7. vulgaris L. ve T. zygis L. kurutulmus tam yaprak ve ¢igek kisimlarinin
karisimi igin gelistirilmistir (HealthCare (EDQM), 2023). Ayrica, ayni tiirlerin ¢igekli
toprak {istlinden elde edilen timol tipi ugucu yag i¢in “Thymi typo thymolo
aetheroleum” adli monografi da mevcuttur (HealthCare (EDQM), 2023). Ozellikle timol
ve karvakrol igeren kekik ugucu yaglari, antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan
ozellikleri nedeniyle ilaglarda yaygim olarak kullanilmaktadir (Brian M. Lawrence,
2002). Tibbi kullaniminin 6tesinde kekik, aromatik ve koruyucu niteliklerinin onu son
derece degerli kildig1 gida ve kozmetik endiistrilerinde dnemli bir bilesendir. Tiirkiye'de
kekik, hem i¢ kullanima hem de ihracat pazarlarina énemli Olciide katkida bulunan
ckonomik acidan en 6nemli tibbi ve aromatik bitkilerden biridir. Ulkemiz, Denizli,
Isparta ve Afyon gibi bolgelerde kapsamli ekimi ile yerel ekonomileri ve kirsal

kalkinmay1 destekleyen 6nde gelen kiiresel {ireticiler arasindadir (Pakdemirli, 2020).
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Dogal ve organik {iriinlere yonelik artan kiiresel talep, Thymus tiirlerinin ticari
potansiyelini daha da artirarak onlar1 siirdiiriilebilir tarim ve bitkisel tipta 6énemli bir
kaynak haline getirmistir. Ulke, ¢esitli yerel bitki tiirleri ve biiyiik dlgekli ekim ve
ihracat1 destekleyen elverisli ekolojik kosullar ile bu sektdrde biiylik bir potansiyele
sahiptir (Ersin Yiicel a, 2019). Dogal ve organik firiinlere olan artan ilgi, Thymus
tiirlerinin ticari potansiyelini daha da artirarak onlar siirdiiriilebilir tarim ve bitkisel

tipta dnemli bir kaynak haline getirmektedir.
2.6 Antioksidan Aktivite Cahismalarin Onemi
2.6.1 Oksidatif stres ve kronik hastaliklara karsi1 koruma

Serbest radikaller antioksidanlar tarafindan sondiiriiliir, bdylece kanser, kardiyovaskiiler
hastalik ve norodejeneratif bozukluklar gibi kronik hastaliklara yol acan oksidatif stres
onlenir. Antioksidan aktivitenin incelenmesi, bu tiir riskleri Onleyebilen bilesiklerin

tespitinde faydalidir.

Viicudumuz siirekli olarak serbest radikaller adi verilen zararli molekiillere maruz
kalmaktadir. Serbest radikaller, normal metabolik fonksiyonlarin bir yan {irlinii olan,
ancak ayni1 zamanda kirlilik, UV radyasyonu ve sagliksiz beslenme gibi dis etkenlerden
de kaynaklanan dengesiz molekiillerdir. Serbest radikallerin fazlaligi, hiicreleri,
proteinleri ve hatta DNA'y1 yok eden oksidatif strese neden olur. Yavas yavas, hasar
kanser, kalp hastaligi, diyabet ve Alzheimer gibi nérodejeneratif bozukluklar gibi ¢cok

zararli hastaliklara yol agar.

Antioksidanlar burada devreye girer. Antioksidanlar, serbest radikalleri sondiiriir ve bu
da neden olduklar1 hasar1 durdurur veya yavaslatir. Antioksidan aktivite ¢aligsmalari
onemlidir ¢iinkii hangi sentetik veya dogal bilesiklerin bize oksidatif strese karsi
maksimum koruma saglayabilecegini belirlememizi saglar. Bilim insanlar1 meyveler,
yesil ¢ay ve bitter ¢ikolata gibi yiyeceklerdeki antioksidanlara ve ayrica tibbi bitkilere
ve ilaglara odaklaniyor. Bu bilesiklerin nasil ¢alistigini anlayarak hastalik 6nlemeyi ve

genel saglig1 gelistirebiliriz.

Kisa cevap: Antioksidan aktivite arastirmast kimya degildir; sagligimizi nasil
koruyacagimizi ve yasam kalitemizi nasil uzatacagimizi 6grenmektir (Lobo et al.,

2010).
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2.6.2 Antioksidanlarin Onemi

Antioksidanlar, viicudumuzu ¢esitli hastaliklarla baglantili oksidatif stresten korumada
kritik bir rol oynar. Serbest radikaller (normal metabolizma ve kirlilik ve radyasyon gibi
cevresel kaynaklar tarafindan olusturulan dengesiz molekiiller) hiicrelere, proteinlere ve
DNA'ya zarar verebilir. Bu tiir hasarlar kanser, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve

norodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklara katkida bulunur.

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisizlestirerek bu tiir zararl etkileri ortadan kaldirir
ve boylece hiicresel hasar1 Onler veya azaltir. Makale, enzimatik antioksidanlar
(stiperoksit dismutaz ve katalaz) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (C vitamini, E
vitamini ve bitki kokenli flavonoidler) dahil olmak iizere farkli antioksidan siniflarina
odaklanmaktadir. Bu tiir molekiiller, serbest radikaller ile viicudun savunma sistemi
arasindaki dengeyi koruyarak yasa bagli bozukluklarin ve kronik hastaliklarin olasiligini

azaltir.

Hastaliklarin 6nlenmesi ve sagligin tesviki i¢in yeni terapdtik ajanlarin, fonksiyonel
gidalarin ve ilaclarin tasarimina yonelik antioksidan aktivitenin farkina varilmasi
onemlidir. Makalede, insan sagligi acisindan en yararli antioksidan kaynaklarinin
belirlenmesi ve iyilestirilmesine yonelik devam eden aragtirma cabalarina davet

edilmektedir (Lobo et al., 2010).
2.6.3 Antioksidan aktivite tayinleri

Antioksidan aktivite Ol¢limii, bir bilesigin serbest radikalleri etkisiz hale getirme ve
oksidatif hasar1 6nleme yetenegini 6l¢me siirecidir. DPPH, ABTS ve FRAP gibi ¢esitli

analizler, gida, bitki ve ilaglardaki antioksidan potansiyeli 6l¢mek i¢in kullanilir.
Kullanilan testler :
e Fosfomolibden Testi
e 2.2-Difenil-1-pikrilhidrazil Radikal Temizleme Kapasite Tayini (DPPH)
e Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi Tayini (TEAC)

e Gilimiis Nanopartikiiller Antioksidan Tayini
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2.6.3.1 Fosfomolibden testi

Fosfomolibden testi, bitki ekstrelerinin ve biyolojik Orneklerin toplam antioksidan
kapasitesini (TAK) degerlendirmek icin kullanilan bir spektrofotometrik yOntemdir.
Prieto ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bu yontem, asidik kosullar altinda
Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesine dayanir ve 695 nm'de maksimum absorbansla
yesilimsi-mavi bir fosfomolibden kompleksi olusturur. Bu metod baslangigta bitki
tohumlarindaki E- vitamini miktarin1 belirlemek icin gelistirilmistir. Basit ve hassas bir
teknik olarak tanimlanmistir (Pilar Prieto, 1999). Fosfomolibden yontemi, yesil fosfat
Mo(V) kompleksinin olusumunun 06zelliginden yararlanarak antioksidan aktiviteyi
degerlendirme yontemidir. Burada Mo(VI) asidik ortamda numunedeki bilesikler
tarafindan Mo(V)'e indirgenir: yesilimsi mavi renk, amonyum molibdat’in asidik
ortamda Keggin iyonu olarak bilinen bir okside indirgenmesinden kaynaklanir. Olusan
Keggin iyonu daha sonra bir antioksidan varliginda indirgenir (Choi et al., 2023).
Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesine neden olan bir elektron transferi (ET) veya
hidrojen atomu transferi (HAT) mekanizmasini takip eder. Yesil-mavi kompleksin
absorbanst 695 nm'de okunabilir. Kimyasal tepkimenin semasi Sekil 2.3’te
gosterilmigtir. Fosfomolibden reaktifi, siilfiirik asidin, sodyum fosfatin ve amonyum
molibdatin karigtirllmasiyla hazirlanir. Sonuglar % inhibisyonu veya standart bir

bilesigin esdegeri olarak hesaplanir.

Sekil 2.3

Fosfomolimden Reaktifi ve Antioksidan Bilesigin Tepkimesi (Bibi Sadeer et al., 2020)

PO +12M00,> + 27H* ——  H3PO4(MoOy);, +12H,0

3 ;
H3PM°12VIO4Q + ArOH — IH4PM08VIM0V040 I &% [AI'OH I

O +
I ArOH  [AroH |
Mo | po, IH4PM08V'M0VO4O o
/ \\ +4e
o OJ12
sari renkli Keggin iyonu yesilimtrak-mavi renk

Kaynaklarda, DPPH ve ABTS (yada TEAC) metotlarinin flavonoidler ve fenoller gibi

antioksidanlarin tespiti i¢in ¢ok uygun oldugu, fosfomolibden’in ise genellikle askorbik
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asit, a-tokoferol, karotenoidler ve baz1i fenolikler gibi antioksidanlari
degerlendirebildigi rapor edilmistir (Pilar Prieto, 1999). Bu, fosfomolibden analizinde
anlaml1 bir toplam antioksidan kapasitenin yiiksek polifenolik igerigin yansitmamasinin

nedenini agiklayabilir.
2.6.3.2 2,2- DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivite

DPPH testi, kararli DPPH" radikalinin indirgenmesine dayali antioksidan kapasitesini
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu reaksiyon, 515 nm'de
spektrofotometrik olarak olgiilebilen bir renk degisimine yol acar (Sekil 2.4). Renk
degisiminin derecesi, genellikle ICso degeri olarak ifade edilen bir numunenin
antioksidan potansiyelini gosterir. Basitligi, hizli yiiriitiilmesi ve tekrarlanabilirligi
nedeniyle DPPH testi, c¢esitli bilesiklerin serbest radikal siipiirme yetenegini

degerlendirmek i¢in degerli bir aragtir.

Sekil 2.4

2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Reaksiyon Mekanizmasi (Bibi Sadeer et al., 2020)

NO> NO;
ArOH Ard + H

N H
05N N—N OyN N—N

NO» NO;

Koyu mor Sari
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin

(DPPH) (DPPH-H)

Bu test, potansiyel saglik yararlarini belirlemek i¢in bitki ekstrelerinin, gida iirlinlerinin
ve ilaclarin analizinde yaygin olarak uygulanir. DPPH testi, antioksidan aktivitenin hizli
ve giivenilir bir tahminini saglayarak, dogal antioksidanlar ve bunlarin tip, beslenme ve
kozmetikteki uygulamalar1 {izerine yapilan arastirmalarda dnemli bir rol oynar (Huang,

2005).
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2.6.3.3 Trolox’a egdeger antioksidan kapasitesi tayini (TEAC)

Trolox’a Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC) testi, bilesiklerin antioksidan
kapasitesini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. 11k olarak 1993 yilinda
Miller ve Rice-Evans tarafindan tanitilmis ve daha sonra gelistirilmistir. Test,
azobistiyosulfonik asidin (ABTS)'nin potasyum persiilfatla reaksiyona girmesiyle
olusan ABTS"" radikalinin indirgenmesine dayanir ve koyu mavi bir ¢ozelti tiretir (Sekil
2.5). Bu ¢ozelti seyreltilir ve test numuneyle karigtirilarak 734 nm'deki absorbans
degisimi Olciiliir. Antioksidan kapasite, bir E vitamini analogu olan 1 mM Troloks ile
ayni absorbans degisimini liretmek icin gereken konsantrasyon olarak ifade edilir.
TEAC testi, cesitli bilesiklerin ve gida numunelerinin antioksidan potansiyelini

degerlendirmek i¢in aragtirmalarda yaygin olarak kullanilir (Huang, 2005).

Sekil 2.5

2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) Reaksiyon Mekanizmast (Bibi Sadeer et al., 2020)
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L= I s (L=<
HO5S S>= " - / \ — . .
- =

ABTS ArO +H' ArOH ABTS **
acik mavi mavi-yesil

2.6.3.4 Giimiis nanopargacik antioksidan kapasite tayini (SNPAC)

R. Apak ve ekibi tarafindan gelistirilen SNPAC testi (Ozyurek et al., 2012), sodyum
sitratla stabilize edilmis giimiis ¢ekirdeklerin varliginda polifenoller (flavonoidler, basit
fenolik ve hidroksisinnamik asitler) tarafindan Ag* iyonlarinin indirgenmesine dayanan
hassas bir kolorimetrik yontemdir. Bu test’te kararli slispansiyonun rengi, trisodyum
sitrat, giimiis nitrat ve glimiis cekirdeklerinin konsantrasyonu degistirilerek kontrol
edilmektedir. Trisodyum sitrat ve gilimils ¢ekirdeklerinin varliginda polifenoller
tarafindan Ag™nin kiiresel giimiis nanopartikiillere (SNP'ler) indirgenmesi, 423 nm'de
SNP'lerin ¢ok yogun bir ylizey plazmon rezonansi (SPR) emilim bandi tiretmektedir.
SNP'ler sentezlendiginde, SPR fenomeni belirgindir. Bu nedenle, metalik
nanopartikiiller (NP'ler), spektrumun goriiniir bdlgesinde tespit edilebilen yogun renk
gibi ilging Ozelliklere sahiptir. SNP'lerin plazmon absorbansi, polifenollerin kantitatif

spektrofotometrik tespitine olanak tanir. Bu yontem, standard polifenolik bilesiklerin
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genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit vermektedir (Bedlovicova et al.,
2020). SNPAC yonteminde, nispeten monodispers ¢ekirdek pargaciklar, Ag*
iyonlarinin trisodium sitratla indirgenmesiyle hazirlanir, ¢iinkii sitrat kaplamasiyla elde
edilen kiigiik boyutlu SNP dagilimin1 igeren iyilestirilmis monodispersite,
cekirdeklesmeye gore biiylimenin baskin olmasini saglayabilir ve bu da sonraki toplam
antioksidan aktivite belirlemelerinin hassasiyetini etkileyebilir. SNPAC yonteminin ilk
basamagi, AgNOs'in trisodyum sitrat ile kimyasal indirgenmesiyle kiigiik boyutlu
kiiresel SNP'lerin (ortalama c¢ap ~66 nm) olusumunu igerir ve muhtemelen
dikarboksiaseton tretilir (Sekil 2.6). Trisodyum sitratin zayif bir indirgeyici ve Ag*

stabilizasyon ajani olarak etki ederek Ag ¢ekirdekleri tiretmektedir.
Sekil 2.6

Trisodyum Sitratin Dikarboksiasetona Doniisiimii (Bedlovicova et al., 2020)

H,C——COONa H,C— COONa
I
2Ag* + HO—C—COONa —— 2Ag° + C=O0O + Na* +H" +CO,
H,C——COONa H,C—COONa
Trisodyum sitrat Dikarboksiaseton

Bu islemin ikinci asamasinda, c¢ekirdek-kabuk SNP'leri olusturmak igin gilimiis
cekirdeklerdeki Ag" iyonlarinin indirgenmesi i¢in ikincil indirgeyici olarak polifenoller
eklenir. Polifenoller ve/veya antioksidan vitaminler ve Ag" iyonlari, c¢ekirdek
parcaciklarinin yiizeyine yayilarak elektron transferini miimkiin kilar ve ¢ekirdeklerde
daha fazla Ag atomunun birikmesine neden olur ve son ¢ekirdek-kabuk SNP yapilari
karakteristtk SPR emilimini sergiler. Ag-cekirdek c¢ozeltisine polifenol bilesikleri
eklendiginde, 423 nm'de keskin bir plazmon emilim bandi ortaya c¢ikar ve bu

AgNP'lerin olusumunu gosterir.
Polifenollerin reaktif Ar—OH gruplari karsilik gelen kinonlara kadar oksitlenirken, Ag*

iyonlar1 koyu renkli AgNP'lere indirgenir (¢ekirdek-kabuk olusumu) (Sekil 2.7).
Fizyolojik olarak ©Onemli antioksidanlar i¢in standart potansiyel, 0 =02-0,6 V,
0 (), =0,8 V. SNPAC yonteminde tiim fenolik —~OH siibstitiientlerin karsilik gelen

kinonlara indirgenmedigi ve bu indirgemenin verimliliginin fenolik —OH gruplarinin
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sayisina ve pozisyonuna ve polifenolik molekiiliin genel konjugasyon seviyesine bagl

oldugu belirtilmelidir (Bedlovicova et al., 2020).

Sekil 2.7

Giimiis Iyonlarinin Fenolik Bilesik Etkisi ile Indirgenmesi

( 4
OH Of\o A
Ag g Ag
HO - -
nAg'NOy buylme < 2 g
Trisodyum sitrat fd 0 Ag® A9
OH 0 g* stabil "
cekirdek

Askorbik asidin (standart antioksidan bilesik) kalibrasyon egrisi absorbansa kars1 molar
konsantrasyon olarak olusturulur. Bununla birlikte, standart madde olarak troloks,
klorojenik asit de kullanilabilir. Her antioksidan i¢in SNPAC yonteminin molar
absorptivitesi (g), ilgili kalibrasyon ¢izgisinin egiminden bulunur. Test edilen
numunelerin total antioksidan kapasite degerleri, SNPAC testinin ayni kosullart altinda

Olciilen € antioksidaninin askorbik aside oranini temsil eder.

2.6.3.5 Toplam fenol miktar tayini

Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile toplam fenol testi, ¢esitli numunelerdeki fenolik
bilesiklerin miktarin 6lgmek icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Baslangigta
protein analizi i¢in gelistirilen yontem, daha sonra Singleton ve arkadaslar1 tarafindan
saraptaki toplam fenolleri 6lgmek icin uyarlandi ve o zamandan beri antioksidan
aragtirmalarinda genis uygulamalar buldu (Singleton & Rossi, 1965). FCR, sodyum
tungstat, sodyum molibdat, hidroklorik asit, fosforik asit ve lityum siilfat birlestirilerek
yogun sar1 bir ¢ozelti olusturularak hazirlanir. Bazik kosullar altinda (pH ~10), fenolik
bilesikler reaktife elektron bagislayarak molibdeni (Mo®") Mo*'ye indirger ve mavi

renkli komplekslerin olusumuyla sonuclanir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8

COOH [ coo -2 cCoor
+ Na;CO, +0
(pH =10)
HO OH R: R R: R3
H L. 2 . 2
fenolik ve diger fenolat tipi maddeler oksitlenmis fenolikler.

reduikleyici maddeler Ry; Ry Rz =OH veya O

e (fenoliklerden ve diger redukleyici maddelertgn)

Mo(V1) + » Mo(V)
+ Na;CO; (pH =10)
Folin-Clocalteu Reaktifi Folin-Clocalteu Reaktifi
(oksidan) {reduklenmis)

Folin—Ciocalteu (F-C) Testi

Mavi rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak ol¢iiliir ve numunedeki toplam fenolik
icerikle iligkilendirilir. Basitligi, tekrarlanabilirligi ve etkinligi nedeniyle FCR testi,
fenolik antioksidanlar1 degerlendirmek icin gida, icecek ve biyolojik arastirmalarda

yaygin olarak kullanilir (Huang, 2005), (Bibi Sadeer et al., 2020).
2.6.3.6 Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam Flavonoid miktar tayini (TFC) testi, bitki ekstrelerinde bulunan flavonoid
bilesiklerin miktarini 6lgmek i¢in kullanilan bir spektrofotometrik yontemdir (Shraim et
al., 2021). Flavonoidler, giiclii antioksidan ozelliklere sahip Onemli bitki sekonder
metabolitler grubudur. Bu testte, flavonoitlerin aliiminyum kloriir (AlICls) reaktifi ile
olusturdugu kompleksin miktar1 kolorimetrik yontem ile Olciiliir. Flavonoidler, asidik
kosullar altinda aliiminyum iyonlariyla kararli kompleksler olusturarak, yogunlugu bir
spektrofotometre kullanilarak 415 nm'de oOlgiilen sar1 bir renk iiretir (Sekil 2.9).
Flavonoid igerigi, genellikle kersetin veya rutin esdegerleri (mg QE/g veya mg RE/g)

olan standart bir referans bilesigi cinsinden ifade edilir.
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Sekil 2.9.

Flavonoidlerin AICI3 Reaktifi ile Tepkime Mekanizmasi

2.6.4 Antidiyabetik arastirmalarin 6nemi

Diyabet, milyonlarca insan1 etkileyen ve kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek yetmezligi
ve noropati gibi ciddi komplikasyon riskini artiran yaygin bir kiiresel saglik sorunu
haline gelmistir (Federation, 2024). Diyabetin artan yayginlifiyla birlikte, etkili
tedaviler iizerine yapilan arastirmalar her zamankinden daha Onemli hale gelmistir.
Sentetik ilaglar genellikle kan sekeri seviyelerini yonetmek i¢in kullanilsa da, genellikle
yan etkilere ve uzun vadeli saglik risklerine sahiptirler. Bu, daha giivenli ve potansiyel
olarak daha etkili alternatifler sunan dogal ve bitkisel ilaglara olan ilginin artmasina yol
acmistir. Tibbi bitkiler ve biyoaktif bilesikleri, daha az yan etkiyle glikoz
metabolizmasin1 diizenlemeye yardimci olabildikleri i¢in antidiyabetik o6zellikleri
acisindan yaygin olarak incelenmistir. Bitki Ozlerinin antidiyabetik potansiyelini
degerlendirmek i¢in genellikle a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon analizleri de dahil
olmak tizere cesitli biyokimyasal analizler kullanilir. Bu enzimler karbonhidrat
sindiriminde onemli roller oynar ve inhibisyonlar1 glikoz emilimini yavaslatmaya
yardimc1 olarak daha iyi kan sekeri kontroliine yol acabilir. Arastirmalarda, bu analizler
aracilifiyla dogal bilesikleri inceleyerek diyabet yonetimi icin daha gilivenli ve daha
stirdiiriilebilir ¢ozlimler saglayabilecek yeni bitki bazli tedavileri belirlenebilir (Kazeem

etal., 2013).

2.6.4.1 a-Glukozidaz inhibisyon analizi
a-Glukozidaz inhibisyon testi, dogal bilesiklerin yemek sonrasi kan sekeri seviyelerini

diizenleme yetenegini degerlendirmek icin kullanilan bir biyokimyasal yontemdir
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(Palanisamy et al.,, 2011). o-Glukozidaz, karmasik karbonhidratlar1 glikoza
par¢alamaktan sorumlu olan ve kan dolasimina emilimini kolaylastiran ince
bagirsaktaki bir enzimdir. Bu enzimi inhibe etmek, glikoz salinimini yavaslatir ve

diyabetin yonetilmesine yardime1 olur.

Bu testte, enzim bitki Ozleriyle inkiibe edilir ve aktivitesi, p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosid (pNPG) gibi sentetik bir substrat kullanilarak olciiliir. a-Glukozidaz
pNPG'yi hidrolize ettiginde, 405 nm'de spektrofotometrik olarak oSlgtilebilen sar1 bir
renk iireten p-nitrofenol meydana gelir (Sekil 2.10). Renk yogunlugundaki azalma,

akarboz gibi standart bir inhibitorle karsilagtirilan enzim inhibisyon yiizdesini gosterir.

Kaynak taramasi, belirli bitki ekstrelerinin 6nemli a-glukozidaz inhibitor aktivitesi
gosterdigini ve bunlarin sentetik antidiyabetik ilaglara dogal alternatifler olarak
potansiyellerini gosterdigini gostermistir. Bu analiz, tibbi bitkileri glikoz diisiirticii
ozellikler agisindan taramak i¢in diyabet aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilir

(Kazeem et al., 2013).

Sekil 2.10

p-Nitrofenil-a-D-Glukopiranosid (pNPG) 'in Hidrolizi

CH,OH CH,OH
OH e + a-Glukozidaz 0
NO, ———— OH * Ho NO,
OH 0 OH L.
OH OH _
p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid a-D-glukoz p-nitrofenol
(renksiz) Amax— 405 nm (sari)
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3 MATERYAL VE METOT
3.1 Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda yapilan deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciilere

iligkin bilgiler Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.
Tablo 3.1

Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler

Kimyasal Madde

Kimyasal Formiil

Menszei

o-Glukezidaz
(Saccharomyces cerevisiae)
ABTS 2.2-Azino-bis (3 etil

Tip 1 liyofilize toz = 10 dnite/'mg
protein

Sigma

benztivazolin-6 silfonik asit St Spma-a, Almanya
Akarboz Ca:HalNOhe Sigma-ald, Fransa
Aldminyum klordr AlCL Mhlerck, Almanya
Amonyum melibdat tetrahidrat {NHa)slLor0ze 4H20 Merck, Darmstadt
Asetik asit CH=COO0OH Sigma-Ald, Almanya
Askorbilk asit CeHeOs Sigma-Ald, Almanya
Baku(IT) Kloriir {CuClz) Sigma-Ald, Almanya
Coéziniir nigasta {C:sHwOs)n Sigma-Ald, ingiltere
Dimetil silfoksit (DMSO) C:He08 Sigma-Ald, Almanya
1-Drifenil-2-pikrithidrazil (DPPH) CuzHazN:0e Sigma-Ald, ABD
{fg&;;;obis-(}ﬂiunbeuznik asit)] €N Os8a Sigma-Ald, ABD
Etanol C:H:0H Sigma-Ald, Almanya
Etil asetat C4HEO2 {Sigma-Ald., Fransa)

Folin-Ciocaltew reaktifi (FCR)

(HzPMo:aOed)- (HzPWiz20:a)

Sigma-Ald, Isvipre

Formik asit HCOOH Sigma-Ald, Fransa
Gallik asit CrHsOs Sigma-Ald, cin
Hidroldorik asit Hel Sigma-Ald, Almanya
Tyot I Sigma-Ald, Fransa
Kerszetin Cu:HuwO- Sigma-Ald, Fransa
Kloroform CHCL: Sigma-Ald, Polonya
Magnezyum, metalik Mg Merck, Almanya
hetanol CH=0H Sigma-Ald, Almanya
#n-Hekzan CeHaa Sigma-Ald, Almanya

phosphate buffered Saline (PBS)
Potasyum iyodir

Potasyum persilfat

NaCl, KECL Na:HPOs, KH:PO4)
KEI
K=2820s
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[Tablo 3.1 (Devam) Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler]

Kimyasal Madde Kimyasal Formiil Mengei
Rutin Ca:Hz000s Merck, Almanya
Sodyum fosfat tribazilk Na:POs4 Sigma-Ald, Franza
Sodyum citrate tribazik dihidrat CeH:Na:0--2H:0 Systern, Almanya
Sodyum karbonat NaxC0: Sigma-Ald, Fransa
Salfiril asit H:=50. Sigma-Ald, Almanya
Tip 1 ultra saf su H:0 gﬁ;ﬁiimr

Trolox (6-hydroxy-2.3.7.8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) GLALTIHM (Bigma- Akt Almany)
Toluen CeHSCH2 (Sigma-Ald, Franza)
Tween-20 C26H3I0010 (Merck, Almanya)

3.2 Cihaz ve Apareyler
Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve gerecler asagidaki Tablo 3.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2

Arastirma Calismalarinda Kullanilan Cihaz ve Gereglerin Bilgileri

Cihaz Cihaz bilgileri
Clevenger apareyi IdamCam_EPF ye uygun
Callcalayics GFL (Burgwedel, Almanya)
GE/AID Agilent 6890 (SEM Ltd, Istanbul, Tiirkiye)
GE/MED sistemi, Agilent 3075 USA: SEM Lid., Istanbul, Tiirkiye
TUBEEK USA-Waters; LiKrom A S, Istanbul, Tiirkiye
SK-ESI-KS/KS Shimadzu, Nexera
Hasszas Terazi Metler Toledo, NewClassic M3
Liyofilizatdr (Freeze Dryer) Labeconco Freezone 6 Plus
Manyetik kariztirics IEO K5260 pH Metre, WTW series, InoLab, pH720
pH Metre WTW series, InoLab, pH7T20
Eotavapor sistems: Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital
Santrifiy Eppendorf, 3804
Ultragenik su banyosu Elma, 5100H
3.3 Bitkisel Mateyal

Thymus ekimii, Bitki 6rnegi ¢iceklenme doneminde 2023 yili Haziran ayinda Caykoz,
26600 Sivrihisar/Eskigehir bolgesinde (39°18'40.0"N 31°39'55.9"E) toplanmustir.

Bitkinin toplanmasi ve teshisi Dr. O. Koray Yaylaci (Anadolu Universitesi, Farmasétik
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Botanik ABD) tarafindan gerceklestirilmistir. Taze bitki drnekleri gdlgeli ve havadar bir

ortamda kurutulmustur (Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1

Cigeklenme Doneminde Thymus ekimii Bitkisi
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3.4 Thymus ekimii Bitkisinde Baz1 Metabolitlere Yonelik Teshis Reaksiyonlar

3.4.1 Flavon glikozitlerin teshisi

Bitkilerde yaygin olarak bulunan flavonoitler, fenolik bilesikler sinifina ait dogal
iriinlerdir. Bu bilesiklerin varliginin belirlenmesi amaciyla ¢esitli kalitatif tanimlama
testleri kullanilmaktadir. Flavonoitlerin teshisinde kullanilan klasik yontemler,
yapilarindaki fenolik hidroksil gruplari, konjuge c¢ift bag sistemleri ve karbonil
gruplarinin belirli reaktiflerle verdikleri karakteristik renk degisimlerine veya floresans

ozelliklerine dayanmaktadir.

Shibata Reaksiyonu: Flavonoidler hidrojen etkisi (metalik Mg ve HCI tepkimesi sonucu
olusan) ile rediiklenir ve pembe-kirmizi veya turuncu renkli antosiyanidin verirler (Sekil
3.1). Flavon varliginda turuncu kirmizi, flavonol varliginda kiraz kirmizisi, flavanon
varliginda menekse kirmizisi renk meydana gelir. Kalkon ve izoflavonlar bu reaksiyonu

vermezler.

Deneyde, ogiitiilmiis 7. ekimii herbasi lizerine 10 mL CH3OH eklenerek 5 dk. su
banyosunda (65°C) bekletilmistir. Stiziintiiniin 2 mL’si {izerine 1 mL derisik HCI ve
4-5 tane metalik Mg eklenmistir. Drogda bulunan flavon tlirevlerine bagli olarak

pembe renk meydana gelmistir.

Sekil. 3.1

Shibata Tepkimesi Mekanizmasi

Mg + 2HCI—3 Mol + Hy

Kersetin

3.4.2 Saponin glikozitlerin teshisi

Deneyde, 6giitiilmiis 7. ekimii herbasi lizerine SmL seyreltik H2SO4 (% 3) eklenerek 3

dk. su banyosunda hidroliz edilmistir. Siiziintiiniin {izerine 5 mL kloroform eklenerek
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dikkatlice calkalanarak sivi-sivi ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Kloroformlu

kisim pastor pipetle iki deney tiipiine dagitilmistir.

Salkowski reaksiyonu: Kloroformlu ekstre {izerine tiipiin cidarindan 2-3 damla derisik
H>SO4 eklenerek tabakalandirma yapilmistir. Sar1 renkli bir halka olusumu
gozlemlenmistir. Daha sonra ¢alkalamakla kloroform tabakasi kan kirmizisi renk

almustir.

Liebermann-Burchard testi: Kloroformlu ekstre porselen kapsiil i¢ine alinarak su
banyosu iizerinde kurutulmustur. Kuru bakiye lizerine 1 mL glasiyel asetik asit
eklenerek ¢ozllmiistiir. Cozelti deney tiipline aktarildi, tiiplin cidarindan 2-3 damla
derisik H2SO4 eklenerck tabakalandirma yapilmustir. 1ki tabakanm temas yiizeyinde

renk degisimi gozlemlenmistir.

Salkowski reaksiyonunda, derisik H>SOs etkisi ile steroidal ¢ekirdek bir H>O
molekiiliinii kaybeder. Dehidratasyon sonucunda molekiil yapisinda ikinci ¢ifte bag

yer alir. Sonug olarak kirmizi renkli markir madde kolesterilen olusur (Sekil 3.2).

Sekil 3.2.

Salkowski Tepkimesinin Mekanizmast

HO

Liebermann-Burchard testinde, hidroksi gruplar1 ve steroidler iceren doymamis
triterpenler pozitif sonug verirler. Derisik H2SO4 ve glasyel asetik asit etkisiyle iki
H>O molekiiliiniin kaybinin ardindan, iki triterpen molekiilii birleserek bir dimer

molekiiliinii olustururlar. Dimerin yapisinda konjuge polien sistemi yer alir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3

Liebermann-Burchard Tepkimesinin Mekanizmasi

+ HyS0, + CHy,COOH

ga 0

Tetradien katyon
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3.4.3 Tanenlerin tammmlanmasina yonelik teshis reaksiyonu

Fenolik bilesenler yapisinda aromatik halkanin karbon atomlari ile birlesmis bir veya
birka¢ adet -OH grubu bulunduran dogal maddelerdir. Fenolik —OH grubu sayis1 bir ise

bu madde fenol, iki ve daha fazla ise polifenol olarak adlandirilir.

Tanenler, bitkilerden elde edilen, C, H, O tasiyan, polifenolik maddelerdir. Deriyi
tabakalama 0zeligine sahiptirler. Bitkilerde ¢ogu glikozitler halinde bulunurlar. Gergek
tanenlerin ¢ogu yiiksek molekiil agirlikli maddelerdir, ve Goldbeater membran testinde
proteini ¢oktiirerek pozitif sonug verirler. Psddotanenlerin molekiil agirliklar1 diistik ve
Goldbeater membran testinde proteini ¢oktliirmezler. Gergek tanenlerin iki grubu bilinir,
hidroliz olabilenler ve kondanse/katesik tanenler. Hidroliz olabilen tanenler asit etkisi
ile hidrolize olur, FeCl; ile mavi-mor renk verirler. Yapisal olarak, birkag fenolik asidin
bir glikoz molekiiliine ester bagi ile baglanmast ile olusurlar. Iki alt grubu bilinir, gallik
tanen ve ellagitanenler. Gallik tanenlerde fenolik asit olarak gallik ve digallik asitler
bulunur. Ellagitanenlerde ise, fenolik asit olarak elajik asit bulunur. Kondanse tanenler,
katesinin kondensasyon diirlinleridir, asit veya enzim etkisi ile hidroliz olmazlar ve

flobafene doniisiirler, kuru distilasyon ile pirokatesol verirler.

Deneyde, ogiitilmiis 7. ekimii herbasi lizerine 20 mL kaynar su eklenerek 5 dk su

banyosu iizerinde bekletilmistir. Hazirlanan infilizyon ii¢ tiipe paylastirilmistir:
Infiizyon iizerine 1 mL tuzlu jelatin ¢dzeltisi eklenmistir.

Inflizyon iizerine seyreltik FeCls (%5) ¢ozeltisinden 1-2 damla eklenmistir.
Infiizyon iizerine Stiasny reaktifi 1-2 damla eklenmistir.

3.4.4 Karbonhidratlarin tanimlanmasina yonelik teshis reaksiyonlari

Karbonhidratlar, canli organizmada en ¢ok bulunan primer metabolitler grubuna ait
kompleks biyomolekiillerdir. Genel formulu Cx(H20)y seklinde yazilir. Karbonhidrat
kimyas: alkoller ve karbonillere (aldehit ve keton) benzemektedir. Bazi
karbonhidratlarin yapisinda heteroatomlar da bulunur: N, S ve F. Karbonhidratlar,
polihidroksi aldehitler veya ketonlar ve onlarin tiirevleri olarak tanimlanir.
Karbonhidratlarin  kimyasal 06zelliklerini agiklayan teshis reaksiyonlarin ¢ogu

bilesiklerin rediikleyici (indirgeyici) 6zelliklerine dayalidir.
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Molisch Testi: derisik HoSOg4 etkisi ile karbonhidrat molekiilii dehidratasyona ugrar ve
hidroksimetil furfural olusur. a-Naftol, hidroksimetil furfural ile mor renkli
kondensasyon f{iriinii verir (Sekil 3.4). Mono- ve polisakkaritler ve glikoproteinler bu

testte pozitif sonug verirler.

Sekil 3.4

Molish Testi Mekanizmast

CO

/4
1c-
H-2C—OH
3
HO—C—H
4l H,S0, derisik O + OH
H—C—OH —————» HOH c
5? © ’ T’ > HORC a-Naftol 2
H—C—OH N
ol dehltratasyon Hidroksimetil furfural ) |
CH,OH mor renkli —
D-Glukoz kondensasyon

drind OH

T. ekimii herbasi ufaltilarak tiipiin i¢ine konmustur, tizerine % 3’lik HCI (25 mL) ilave
edilerek bek alevi iizerinde kaynatilmistir. Siiziintiiye 5 mL % 10’luk Pb(Ac), ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Cozelti siizilmiistiir. Stiziintiiye doymus NaxHPO4 ¢6zeltisinden damla
damla ilave edilerek kursunun fazlasi ¢oktiiriilmistiir, stiziilmiistiir. Hazirlanmis test
¢ozeltisine a-naftoliin alkollii % 15°1ik ¢ozeltisinden 2 damla ilave edilmistir. Uzerine

derisik H,SO4 tabaka olusturacak sekilde ilave edilmistir.

Fehling Testi: rediikleyici (indirgeyici) sekerlerin tespiti igin spesifik ve ¢ok hassas bir
testtir. Fehling reaktifinde bulunan Cu?* sekerin etkisi ile Cu" kadar rediiklenir.
Tepkime sonucunda tugla kirmizist renginde CuzO ¢okelegi olusur (Sekil 3.5). T. ekimii
test ¢ozeltisi lizerine Fehling A ve Fehling B reaktifleri ilave edilip su banyosunda 1sitilmastir.

Kirmizi renkli Cu20’in ¢okmesi numunede indirgen seker bulundugunu gosterir.
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Sekil 3.5
Fehling Testi Mekanizmasi

CuSQy4 + NaOH — Cu(OH), + Na;SO;4

OH-CH—COONa
1
*OH-CH—COOK

o _0
107 1cZ
?\H , I\OH
2
H=g= O-CH-COONa M ¢~
3l cul_ 1 3|
HO—C—H O-CH-COOK HO—(IZ—H +Cu20¢
4l 4
H—?—OH H—(I:_OH kirmizi renkli cokelek
H—C—OH H—C—OH
6 I 6
CHOH CH,OH
D-Glukoz Glukonik asit

3.4.5 Alkaloitlerin tammlanmasina yonelik teshis reaksiyonlari

Alkaloitler, bitkilerden, bazi1 deniz canlilarindan, fungus ve mikroorganizmalardan elde
edilen, yapilarinda C, H, O ve N tasiyan, kuvvetli fizyolojik etkiye sahip, bazik
karakterli maddelerdir. Alkaloitlerin kimyasal oOzellikleri yapilarindaki azotun baz
karakterli olmasi ile baglantilidir. Bilesiklerin teshisi i¢in kullanilan reaksiyonlar
cogunlukla azot lizerinden gerceklesir. Test reaktiflerin ¢cogunda agir metallerin tuzlari
mevcuttur. Tepkimenin mekanizmasi reaktifte bulunan agir metalin ve alkaloitin azotu
arasinda bagin olusup suda ¢oziinmeyen komplekslerin meydana gelmesine dayalidir

(Tablo 3.3). Ayrica, alkaloitler proteinlerle ¢okelti verebilirler.
Tablo 3.3

Alkaloid Teshisi igcin Kullanilan Reaktifler

Genel alkaloit reaktifi Reaktif bilesimi
Bouchardatreaktifi I, +KI+ HCI seyreltik
Dragendorf reaktifi Bi(NO3); +KI + tartarik asit
Hager reaktifi Doymus pikrik asit
Mayer Reaktifi Hgl> +KI
Wagner Reaktifi L +KI
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T. ekimii herbas1 ufaltilarak tiiplin i¢ine konmustur, {izerine 5 mL H>SO4 (% 3'lik)
eklenmistir ve su banyosunda 10 dk isitilmistir. Siiziintii dort deney tiiplerine
paylastirilmistir. Her bir tiipe farkli alkaloit reaktifi ¢okelti gozleninceye kadar damla

damla eklenmistir.
3.5. Ucucu Yag Eldesi

Kurutulmus bitkinin toprak {istii kisimlar1 (30 g, odunlagmis saplar1 hari¢) uygun boyuta
getirildikten sonra Avrupa Farmakopesine uygun Clevenger apareyinde 3 saat boyunca
hidrodistilasyon islemine tabi tutularak ugucu yagi (TUY) elde edilmistir (Gorsel 3.2).
Distilasyon sonunda elde edilen TUY verimi kuru bitki baz lizerinden hesaplanmistir
(a/a). TUY numunesi diger ¢alismalarda kullanilincaya kadar amber vial iginde +4°C’de

buz dolabinda muhafaza edilmistir.

Gorsel 3.2

T. ekimii Toprakiistii Kismindan Clevenger Apareyinde Hidrodistilasyon ile Ugucu Yag Eldesi

3.6 Sabit Yag Asitlerinin Ekstraksiyonu

Sabit yag asitlerinin ekstraksiyonu i¢in Fatty Acid Extraction Kit kullanilmis ve
ekstraksiyon iglemi, kit {ireticisinin 6nerdigi protokol dogrultusunda gercgeklestirilmistir

(Moller et al., 2019), Bitkinin toprakiistii kismindan elde edilen toplam lipitleri i¢eren
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ekstre, kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) kartusundan geg¢irilmis olup, bu isleme ait Gorsel
3.3’te sunulmustur. Elde edilen sabit yag asitleri analiz etmek lizere transesterifikasyon
islemine tabi tutulmustur. Bu amacla elde edilen lipid ekstresinden 200 pL alinarak azot
gazi altinda kurutulduktan sonra {izerine 1 mL boron trifloriir (BFs) reaktifi ve 0.3 mL
n-hekzan ilave edilmistir. Karisim, kum banyosunda 95°C’de 1 saat 1sitilmistir (Gorsel
3.3). Islem sonras1 karisima 1 mL saf su ve 1 mL n-hekzan eklenerek vorteks cihazinda
karistirilmis, faz ayriminin ardindan organik faz (iist faz) pastor pipetle toplanmigtir. Bu
faz, azot gaz1 altinda yogunlastirilmis ve elde edilen sabit yag asitleri metil esterleri

(FAME) gaz kromatografik analizi 6ncesi amber vialde +4°C'de muhafaza edilmistir.

Gorsel 3.3.

T. ekimii Bitkisinin Sabit Yag Asitleri Ekstraksiyonu ve Transesterifikasyonu

3.7 Ekstrelerin Elde Edilmesi

Bitkisel materyalden biyoaktif bilesikleri elde etmek i¢in farkli polaritedeki ¢oziiciiler
ile dort ekstre (Herba Lipofilik: THL, Herba Polar: THP, Kok Lipofilik: TRL ve Kok
Polar: TRP) elde edilmistir. Bu amagcla, kurutulmus bitki toprak iistii (Herba) ve kok
(Root) kisimlar1 (THP/TRP i¢in 25.0 g ve THL/TRL igin 46.0 g, odunlagmig saplari
hari¢) uygun boyuta getirildikten sonra Once n-hekzan ile oda sicakliginda (20°C)

maserasyona tabi tutulmustur (24 saat x3). Ekstraksiyonun daha verimli olmasi amagla
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calkalama (110 rpm) islemi de uygulanmistir. Siire sonunda n-hekzanli ekstreler (1 L)
filtre edilmistir (Whatman kagidi filtresi) (Wirtu, 2024). Benzer sekilde bitkisel
materyal ornekleri daha sonra saf su, metanol ve aseton (30:30:30 v/v) karisimindan
olusan polar ¢oziicli sistemi kullanilarak maserasyona tabi tutulmustur. Maserasyon
isleminden sonra polar ekstreler filtre edilmistir (Cerda, 2013). Elde edilen ekstrelerden
THL/TRL ve THP/TRP’nin c¢oziiciileri doner buharlastiricida diisiik basing altinda
uzaklastirilmistir (Gorsel 3.4).

Gorsel 3.4.

Ekstrelerdeki Coziiciilerin Rotavaporla Uzaklastirilmasi

Organik ¢oziicii uzaklastirildiktan sonra ekstreler donduruldu ve i¢inde kalan sulu kisim
liyofilizatdrde kurutulmustur. Elde edilen ekstrelerin verim degerleri kuru bitki baz
izerinden hesaplanmis olup Tablo 3.3.’de sunulmustur. Kurutulmus ekstreler amber vial

icinde +4°C’de buz dolabinda muhafaza edilmistir.
3.8 Lipofilik Vitaminler Ekstraksiyonu

Thymus ekimii bitkisinden lipofilik vitaminlerin ekstraksiyonu sivi-sivi ekstraksiyonu
yontemi ile gergeklestirilmistir (Qi et al., 2016). Deneyde, 2.0 g toprakiistii kismi
tartilarak santrifiij tlipine alinarak iizerine 5.0 mL etanol, 1.0 mL %50 potasyum
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hidroksit ¢ozeltisi ve 1.0 mL %10 askorbik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim 1 dk
boyunca homojenize (10000 rpm) edildikten sonra sicak su banyosunda 30 dk siireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra karisim buzlu suda sogutulmus ve iizerine 10 mL dietil
eter ilave edilerek 60 saniye boyunca vorteks ile karistirtlmistir. Karisim bir ayirma
hunisine aktarilarak faz ayrimi gergeklestikten sonra eterli faz baska ayirma hunisine
alinmistir. Sivi-siv1 ekstraksiyon islemi 3 kez tekrarlanmistir. Eterli fazlar birlestirilmis
ve alkali kalintis1 kalmayacak sekilde deiyonize su ile yikanmistir (pH kontrolii
yapilarak). Elde edilen eterli ekstreden ¢oziicii diisik basing altinda doner
buharlastiricida uzaklastirilmigtir. Kuru kalinti uygun miktar izopropanol iginde
¢cozilmiis ve 0,22 pm gozenek ¢apina sahip naylon enjektor filtresi ile siiziilerek UBBK

teknigi ile analiz i¢in hazirlanmistir.

Genel olarak 7. ekimii bitkisinden cesitli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen
ekstrelerin tipleri ve kullanilan yontem bilgileri Tablo 3.4’de Ozetlenmistir. Bu
orneklerin lizerinde daha sonra fitokimyasal profil incelemesi, antioksidan aktivite ve

enzim inhibisyonu testleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4

T. ekimii Bitkisinden Elde Edilen Ekstreler ve Verim Bilgileri

Kod Ekstre tipi Yontem
THL T. ekimii herba lipofilik ekstre Maserasyon
THP T. ekimii herba polar ekstre Maserasyon
TRL T. ekimii radix lipofilik ekstre Maserasyon
TRP T. ekimii radix polar ekstre Maserasyon
THY T. ekimii herba ugucu yag1 Hidrodistilasyon
T-FAME T. ekimii herba sabit yag asitleri metil esterleri eksst;:lfll;ssil}\//(l)nu
T-VIT T. ekimii herba lipofilik vitaminler eksgl‘(':i‘;énu
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3.9 Ucucu Bilesenlerin Gaz Kromatografik Analizi
3.9.1 Ugucu yag ve sabit yag asitleri analizi

Ucucu bilesenlerin analizi icin GK-AID ve GK-KS sistemlerinden faydalanilmistir
(Gorsel 3.5). Ugucu yag ornegi gaz kromatografik analizi i¢in n-hekzan iginde (%10,
v/v) ¢oziilerek hazirlanmistir. Ugucu bilesiklerin ayirimi i¢in HP-Innowax FSC kolonu
(60 m x 0.25 mm, 0.25 pum film kalinhig, Agilent, Walt & Jennings Scientific,
Wilmington, DE, USA) kullanilmistir. Tasiyic1 gaz olarak helyum gazi (0,8 mL/dk)
kullanilmistir. Sicaklik programi su sekilde olusturulmustur: firmm 60°C’de 10 dakika
kaldiktan sonra 220°C’ye dakikada 4°C ile ¢ikip, 220°C’de 10 dakika kalip, daha sonra
240°C’ye dakikada 1°C ile ¢ikmak iizere programlanmistir. Split oran1 40:1 olarak
secilmistir. Alev iyonlasma detektorii ve enjeksiyon bolimi 250°C’de tutulmustur.
Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle aralig1 35-450 m/z se¢ilmistir (Schepetkin et al., 2022).
Maddelerin  kantitatif analizi i¢in alev iyonlagsma dedektérii ile olusturulan

kromatogramlardaki pik alanlarina gére hesaplanmistir.

Maddelerin tanimlanmasi i¢in kiitle spektrumlari, alikonma zamani (Retention time) ve
RRI (relatif tutunma indisi) degerleri standart bilesiklere ve literatiir bilgilerine paralel
olarak degerlendirilmistir. Bilesiklerin spektrum taramasinda ¢esitli kiitliphanelere bas
vurulmustur: Wiley GC/MS Library (Wiley, New York, NY, USA), MassFinder
software 4.0 (Dr. Hochmuth Scientific Consulting, Hamburg) (Joulain et al., 2001),
Adams Library (Adams, 2005) ve Baser Library of Essential Oil Constituents (Hiisnii &
Temel, 2012). Madde miktarlarin belirlenmesinde alev iyonlasma dedektériinden (AID)

elde edilen piklerin ylizde alanlar1 normalizasyon islemi uygulanmadan kullanilmistir.
3.9.2 Silil tiirevlerinin analizi

Thymus ekimii bitkisinden elde edilen ekstrelerin sililleme islemi sonucunda elde edilen
silil-tiirevleri gaz kromatografik analizine dogrudan tabi tutulmustur. Polar ve apolar
ekstrelerden elde edilen silil tlirevi bilesenlerin analizi i¢cin Agilent 7890A GK sistemi
ile 5975C Inert MSD with Triple-Axis dedektdr’den olusan kromatografik sistem
kullanilmistir. Kromatografik ayrim i¢in HP-5 FSC kolonu (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm
film kalinlig1, Agilent, Walt &Jennings Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilmistir.
Tastyic1 gaz olarak helyum kullanilmistir. Gaz akis hiz1 0,8 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Firin sicakligi gradient sicaklik programi su sekilde olusturulmustur: dakikada 3°C
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artisla 100°C'den 320°C'ye yiikselmis ve 16,67 dk boyunca bu sicaklikta tutulmustur.
Ornek enjeksiyonunda split uygulanmamistir. Enjeksiyon portu sicakligi 250°C'de, AID
dedektor sicakligt 300°C’de tutulmustur. Kolonda ayirilan her bir bilesigin kiitle
spektrumlart 70 eV ve 35-1050 m/z kiitle araliginda alinmustir.

Maddelerin tanimlanmast i¢in kiitle spektrumlari, alikonma zamani (Retention time) ve
RRI (relatif tutunma indisi) degerleri standart bilesiklere ve literatiir bilgilerine paralel
olarak degerlendirilmistir. Bilesiklerin spektrum taramasinda ¢esitli kiitiiphanelere bas
vurulmustur: Wiley GC/MS Library (Wiley, New York, NY, USA), ve standart
maddelerin silil tiirevleri icin olusturulan “Ozek Silil Tiirev Kiitiiphanesi”. Madde
miktarlarinin belirlenmesinde alev iyonlasma dedektériinden (AID) elde edilen piklerin

ylizde alanlar1 normalizasyon islemi uygulanmadan kullanilmistir.

Gorsel 3.5

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi Sistemi

3.10 Sivi Kromatografisi Analizi (UYBSK)

Thymus ekimii polar ekstresinin fenolik bilesikler agisindan kimyasal bilesimi UYBSK
teknigi ile incelenmistir. Bu amacla kurutulmus polar ekstresinin 10 mg/mL olarak
metanol i¢inde ¢dzeltisi hazirlanmis ve sivi kromatografisi analizine tabi tutulmustur.

Ekstre bileseninin kantitatif degerlendirmesini gerceklestirmek icin bir ultra yiiksek
basarimli sivi kromatografisi (UYBSK) ve kiitle spektrometresi ile birlestirilmis bir
tandem sistem (Shimadzu-Nexera) kullanilmistir. Ters fazli UYBSK, bir otomatik
ornekleyici (SIL-30AC modeli), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp modeli), ikili pompalar
(LC-30AD modeli) ve bir gaz giderici (DGU-20A3R modeli) ile donatilmistir.
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Kromatografik kosullar, numunedeki bilesikler i¢cin optimum ayirmay1 elde etmek ve
baskilama etkilerinin iistesinden gelmek i¢in optimize edilmistir. Kromatografik ayirim,
ters fazli bir EC-Cig model (150 x 2,1 mm, 2,7 um) analitik kolonda (Agilent Poroshell
120) gerceklestirilmistir. Kolon sicakligit 40 °C'ye ayarlanmistir. Eliisyon gradyant,
hareketli faz A (su + 5 mM amonyum format + %0,1 formik asit) ve hareketli faz B'den
(metanol + 5 mM amonyum format + % 0,1 formik asit) olusturulmustur. Gradyen
elisyon programi su sekilde olusturulmustur: % 20-100 B (0-25 dk), %100 B (25-35
dk), %20 B (35-45 dk). Ayrica, ¢oziicii akis hizi ve enjeksiyon hacmi sirastyla 0,5
mL/dk ve 5 pL olarak uygulanmistir.

Kiitle spektrometrik inceleme, hem negatif hem de pozitif iyonizasyon modlarinda
caligan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmis bir SKKS-8040
tandem kiitle spektrometresi (Shimadzu model) kullanilarak gergeklestirilmistir. SK-
ESI-KS/KS verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) tarafindan elde edilmistir ve
islenmistir. Fitokimyasallarin kantitatif tespiti i¢in ¢oklu reaksiyon izleme (multiple
reaction monitoring, MRM) modu kullanilmigtir. MRM metodu, belirtilen 6nciil
fitokimyasal-par¢a iyon gegislerinin taranmasina dayali olarak fitokimyasal bilesikleri
secici bir sekilde tespit etmek ve niceliksek olarak 6lgmek tizere optimize edilmistir.
Carpisma enerjileri (collision energies, CE), istenen iirlin iyonlarinin optimum
par¢alanmasini ve maksimum iletimini saglamak i¢in optimize edilmistir. MS ¢alisma
kosullart su sekilde uygulanmistir: kurutma gazi (N2) akisi, 15 L/dak; nebulizasyon gazi
(N») akisi, 3 L/dak; DL sicakligi, 250°C; 1s1 blogu sicakligi 400°C ve arayiiz sicakligi
350°C.

Polar ekstrelerin analizi i¢in yliksek ¢Ozlintlirlikli kiitle spektrometrisi  sivi
kromatografisi (SK-YRKS) teknigi kullanilmistir. Sivi kromatografisi analiz sartlar1 su
sekilde uygulanmistir (Tablo 3.5):

Hareketli Faz A : %1 Formik asit - H,O
Hareketli Faz B : %1 Formik asit - MeOH
Akis Hizi : 0,35 mL/dk

Hareketsiz faz /Kolon : Troyasil Cig HS- 150 X 3 mm 3.5 pm
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Tablo 3.5

SK-YRKS Analizlerinde Uygulanan Mobil Faz Gradyen Programi

Zaman, dk Akis hizi, mL/dk % B
0,00 0,35 50
1,00 0,35 50
3,00 0,35 100
6,00 0,35 100
7,00 0,35 50
15,00 0,35 50

Kiitle Spektrometrenin sartlart :

Sistem : Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE

Iyon Kaynag1 : ESI

Kiitle Tarama Araligi  : 100-900 m/z
Koruyucu gaz orani 145
Yardimci gaz orani 110

Sprey voltaji (kV) :3.80

Kapiler sicakligi (°C) : 320

Yardimcei gaz 1sitict sicakligi (°C): 320

S-lens RF level :50.0

Tanimlamalar : ILMER Kiitiiphanesi

3.11 Ultra Basarim Birlesim Kromatografisi (UBBK) Analizi

Bitkinin herba kisimlarinda yagda ¢oziinen vitaminlerin (Vit K2, Vit E, Vit E-asetat, Vit
A-palmitat ve B-karoten) profili Ultra Basarim Birlesim Kromatografisi (UBBK) ile
Foto Diyot Dizisi (FDD) dedektor sistemi kullanilarak arastirilmistir. Vitamin analizi
icin Boliim 3.7°de agiklanmig yontem ile elde edilen ekstre vitamin profili agisindan

arastirtlmistir.

Bu amagla, hazirlanan numune ve standartlar MTBE icerisinde uygun derisimlerde
cozlindiiriilmiistiir. Standart vitaminlerin diliisyonlar1 ayrica kalibrasyon egrisini
olusturmak iizere MTBE ile seyreltilerek hazirlanmistir. Cozeltiler numune
yoneticisinde 10° C'de tutulmus ve analiz i¢in 1 pL sisteme enjekte edilmistir.
InertSustainSwift Cis (100 mm % 3 mm X 1.9 pm) kolon sicaklig1 30°C’de tutulmustur.
Geri basing 2500 psi’a ayarlanmustir. Mobil faz olarak siiperkritik akiskan CO2 (A) -
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Asetonitril (B) 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Analiz c¢alismasinda uygulanan
gradyen program Tablo 3.6’da agiklanmustir.

Tablo 3.6

UBBK-FDD Sistemi ile Vitamin Analizi Gradyen Programi

Siire, dk CO; (A), % Asetonitril (B), %
0,00 98 2
2,00 98 2
2,50 80 20
3,50 80 20
3,75 98 2

3.12 Biyolojik Aktivite Calismalar:
3.12.1 Antioksidan aktivite testleri
3.12.1.1 Fosfomolibden antioksidan aktivite testi

Fosfomolibden antioksidan aktivite (PMA) testi Prieto ve ark. (1999) tarafindan
uygulanmis prosediire gore gerceklestirilmistir. Deneyde, 96-kuyucuklu mikroplak
kuyucuguna 25 pL. numune ve 250 puL fosfomolibden reaktifi ¢ozeltileri karistirilmistir.
Karisim 30 dak inkiibasyona tabi tutulmustur (70°C). Siire sonunda absorbans degerleri

695 nm’de kaydedilmistir. Standart madde olarak askorbik asit kullanilmistir.

Reaktifler:

a) Siilfiirik asit ¢ozeltisi: 50 mL 0,6 M,

b) Sodyum fosfat ¢ozeltisi: 50 mL 28 mM,

¢) Amonyum molibdat ¢ozeltisi: 50 mL 4 mM

d) Askorbik asit ¢ozeltileri: 0,5- 0,01 mg/mL araliginda hazirlanmstir.

(Cozeltiler saf saf su (Arium pro VF, Sartorius Stedim Biotech) i¢inde hazirlanmistir.
3.12.1.2. Giimiis NanoParcacik Antioksidan Kapasite testi (SNPAC)

Baslangi¢ glimiis nanopartikiiller (SNP'ler), SNP ylizeyine kaplanmis trisodyum sitratin
bir stabilizator olarak kullanilan kimyasal indirgeme yontemi ile hazirlanmistir. Bu
yontemde, 50,0 mL 1,0 mM AgNOs; ¢ozeltisi 10 dk boyunca kaynama noktasina kadar

isitillmistir. Cozeltiye 5,0 mL % 1,0'lik trisodyum sitrat damla damla ilave edilmistir.
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Islem sirasinda ¢ozelti kuvvetlice karistirilmistir. Cozelti, renk degisimi soluk sari
olarak belirginlesene kadar 1sitilmistir. Bu sekilde hazirlanmis “baslangic SNP ¢ozeltisi”

daha sonra karistirilarak oda sicakligina kadar sogutulmustur.

Deneyde, SNPAC test reaksiyon karigimi, 200 ml baslangic SNP ¢o6zeltisi, 40 ml
numune (test Ornek /standart antioksidan) cozeltisi ve 40 mL saf su i¢ermistir.
Reaksiyon karisgimlar1 25°C'de 30 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon sirasinda kolloidal
¢ozeltinin rengi kademeli olarak degisti ve bu da Ag” "nin azaldigini ve ¢ekirdek-kabuk

yapisinin olustugunu gdstermistir.

Reaktif koriinlin (Ao) absorbansi antioksidanlarin varliginda artmistir, absorbans artisi
(AA) antioksidan konsantrasyonuyla orantilidir. Antioksidanlarin neden oldugu
absorbans artisi (AA), 30 dakikanin sonunda reaktif blankina karsi1 423 nm'de
kaydedilmistir. Absorbans artis1 test maddelerin SNPAC reaktivitesini yansitmaktadir.
Grafikte absorbans degerleri antioksidan konsantrasyonuna karsi ¢izilmistir. Askorbik
asit bir standart antioksidan olarak kullanilmistir. Uc¢ deney sonuglarin iizerinden
hesaplama sonucunda numunelerin Askorbik Asite Esdeger Antioksidan Kapasite

degerleri (AEAC, mM) hesaplanmustir.
Reaktiflerin Hazirlanmast:

a) Glmiis nitrat ¢ozeltisi: 50 mL 1,.0 mM,
b) Trisodyum sitrat ¢ozeltisi: 5,0 mL 1,0 % (w/v),
c) Askorbik asit ¢cozeltileri: 0,560 - 0,005 mM araliginda hazirlanmigtir

3.12.1.3 Serbest radikal siipiiriicii etki (DPPH testi)

Thymus ekimii’ye ait ugucu yag ve ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri, in-vitro
kosullarda spektrofotometrik DPPH yontemi ile belirlenmistir. Bu amacla, taze
hazirlanmig 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ¢6zeltisi kullanilmistir (Krishnaiah et al.,
2011).

Deney sirasinda, her bir numuneden (ugucu yag, ekstre veya standart antioksidan) 100
pL, 8 kanalli pipet (Eppendorf Plus) yardimiyla 96 kuyucuklu mikroplak kuyucuklaria
aktarilmigtir. Ardindan her kuyucuga 100 pL DPPH ¢o6zeltisi ilave edilmistir. Deneyde,
konsantrasyon bagimli etkinin degerlendirilmesi amaciyla diliisyon teknigi

uygulanmistir. Standart antioksidan olarak gallik asit (GA) ¢ozeltisi kullanilmigtir.
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Hazirlanan karigimlar oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, 517 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu ile
absorbans degerleri ol¢lilmiistiir. Numunelerin DPPH radikali siiptiriicii etkileri ytlizde
inhibisyon olarak hesaplanmistir. %50°nin {izerinde inhibisyon gdsteren numuneler i¢in

ICso degerleri SigmaPlot yazilimi kullanilarak hesaplanmustir.
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

a) DPPH c¢ozeltisi: 2 mg DPPH tartilarak 25 mL metanol icinde ¢oziilmiis ve

karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

b) Gallik asit ¢ozeltisi: Metanol i¢inde 0.1 mg/mL derisiminde hazirlanmistir.

3.12.1.4 Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) degerlendirmesi

Elde edilen T. ekimii ekstrelerinin Troloks esdeger antioksidan kapasiteleri (TEAC),
literatiirde daha Once rapor edilen yontem esas alinarak belirlenmistir (Re et al., 1999).
Deney oncesinde ABTS"e radikali taze olarak hazirlanmistir. Bu amagla, ABTS (2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiyazol-6-siilfonik asit)) ve potasyum persiilfat, sulu ortamda
karigtirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 16 saat bekletilmistir. Siire sonunda olusan
ABTS*e ¢ozeltisi, absolii etanol ile seyreltilerek ol¢iimde kullanilacak aktif ¢ozelti elde

edilmistir.

Deney sirasinda, 96 derin kuyucuklu plak iizerindeki her bir kuyucuga 10 pL numune
(ugucu yag, ekstre veya standart Troloks ¢ozeltisi) ve ardindan 990 pLL ABTS ¢ozeltisi

eklenmistir. Karisimlar, oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, 12 kanalli otomatik pipetdr (Eppendorf) kullanilarak her
kuyucuktan 300 pL alinarak 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarilmis ve 734 nm dalga

boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Troloks icin kalibrasyon egrisi olusturulmus ve elde edilen dogrusal denklem (3.1)
yardimiyla, numunelerin gosterdigi Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC)

degerleri hesaplanmistir:
% Inh=[ - / 1% 100 3.1

Burada, AbsSkontrol V€ AbSnumune kontrol ve numunelerin 734 nm’de Olgiilen absorbans

degerleridir.
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Reaktiflerin Hazirlanmas:

a) ABTS Reaktifi: 36 mg (7 mM) ABTS ve 6,6 mg (2,5 mM) potasyum persiilfat
(K2S20s) ayr1 ayri tartilarak 10 mL saf suda ¢ozilmiistiir. Elde edilen bu
karigimin aktif hale gelebilmesi i¢in oda sicakliginda, karanlikta 16 saat
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, olusan ABTS"e stok ¢dzeltisinden 1
mL alinarak, spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda absorbans degeri
0.700-0.800 araligina ulasana kadar absolii etanol ile seyreltilmistir.

b) Troloks ¢ozeltisi: Standart egri olusturmak amaciyla Troloks ¢ozeltileri absolil
etanol iginde sirasiyla 3,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 mM derisimlerde

hazirlanmistir.

3.12.2 Antidiabetik aktivite testi

3.12.2.1 a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Analizi

a-Glukozidaz enziminin inhibisyonuna yonelik degerlendirme, Sancheti ve ark. (2010)
tarafindan bildirilen yOnteme dayanarak, bazi mindr modifikasyonlarla beraber
uygulanmistir. Deneysel reaksiyon karisimi asagidaki bilesenleri icermistir: 60 pL
hacminde 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.0), 25 pL miktarinda 0.5 mM 4-nitrofenil-a-D-
glukopiranozit (substrat), 60 pl test numunesi (farklt konsantrasyonlarda hazirlanmis),
25 pl o-glukozidaz enzim ¢ozeltisi (0.2 U/mL). Hazirlanan bu karisim, 37°C’de 30
dakika siireyle inkiibe edilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla karistma 100
puL’lik 0.2 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Enzimatik hidroliz sonucunda
aciga cikan p-nitrofenol miktari, 410 nm dalga boyunda bir mikroplaka okuyucu
araciligryla olgiilmiistiir. Her bir 6rnek icin, numunenin renginden kaynaklanan arka
plan absorbansini diizeltmek amaciyla, enzim yerine tampon ¢ozelti igeren bireysel kor
(blank) deneyler hazirlanmistir. Ayrica kontrol grubu i¢in, numune yerine metanol (%
10 DMSO) kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise a-glukozidaz standart inhibitorii
olan akarboz kullanilmistir. Akarbozun farkli konsantrasyonlarina karsilik gene yiizde
inhibisyon degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon
denklemi kullanilarak numunelerin inhibisyon degerleri mg/mL akarboza esdeger olarak
hesaplanmistir. Deneyler l¢li tekrarlarla gergeklestirilmis olup, elde edilen veriler

asagidaki denklem kullanilarak (3.2) enzim inhibisyon yiizdesi hesaplanmigtir:
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% Inhibisyon = [ — (———)| x100 (3.2)

Reaktiflerin Hazirlanmasi:

a) 4-Nitrofenil-a-D-glukopiranozit: 0.5 mM
b) o-glukozidaz enzim ¢ozeltisi: 0.2 U/mL
¢) Sodyum karbonat ¢ozeltisi0.2 M

d) Akarboz ¢ozeltisi: 1 mg/mL

3.13 Spektrofotometrik Miktar Tayinleri
3.13.1 Toplam fenol miktar tayini

Thymus ekimii ekstrelerindeki toplam fenolik bilesik miktari, Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak yapilan spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir (Singleton et al.,
1999). Elde edilen sonuglar, mg gallik asit esdegeri (mg GAE) cinsinden hesaplanmaistir.
Deneyde, her bir kuyucuga sirastyla: 20 uL numune (ekstre veya gallik asit standarti),
1560 puL saf su, 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi, 300 puL %7 sodyum karbonat (Na.COs)
cozeltisi. 12 kanalli otomatik pipetdr (Eppendorf) kullanilarak 96 derin kuyucuklu plak
kuyucuklarina aktarilmigtir. Karisim, karanlik ortamda oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, her kuyucuktan 300 pL alinarak 96
kuyucuklu mikroplaka aktarilmis ve 760 nm dalga boyunda absorbans Ol¢timleri
gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerlerine gore, gallik asit standard egrisi

tizerinden numunelerin toplam fenol miktarlar1 hesaplanmistir.
Reaktiflerin Hazirlanmas:

a) QGallik asit ¢ozeltisi: 1 mg/mL derisiminde gallik asit ¢ozeltisi, metanol
icerisinde hazirlanmis ve bu stok ¢dzeltiden sirastyla 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 ve 0.1

mg/mL derisimlerinde diliisyonlar yapilarak standart egri olusturulmustur.

b) Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 20 mg sodyum karbonat, tartilarak 100 mL saf suda

¢oziilmiis ve homojen hale getirilerek analizlerde kullanilmistir.
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3.13.2 Toplam flavonoid miktar tayini

Thymus ekimii ekstrelerindeki toplam flavonoit miktari, aliminyum kloriir (AlCL)
reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir. Sonuglar, mg kersetin

esdegeri (mg KE) cinsinden ifade edilmistir (Kosar et al., 2008).

Analiz siirecinde, her bir kuyucuga sirasiyla: 80 pL numune (ekstre veya kersetin
standart1), 80 pL AICls ¢ozeltisi, 1840 pL absolii etanol. 12 kanalli otomatik pipetor
(Eppendorf) yardimiyla 96 derin kuyucuklu plaka eklenmistir. Kontrol (blank)
numuneleri i¢in AICls yerine 10 pL %99,8 asetik asit eklenmistir. Karisimlar iyice
homojenize edildikten sonra, karanlik ortamda oda sicakliginda 40 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda, her karisimdan 300 pL alinarak 96 kuyucuklu mikroplaka
aktarilmis ve 415 nm dalga boyunda absorbans oOlgiimleri gergeklestirilmistir. Elde
edilen absorbans verileri kullanilarak olusturulan kersetin kalibrasyon egrisi {iizerinden,

T. ekimii ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlart hesaplanmistir.
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

a) Aliminyum kloriir ¢ozeltisi: 2 g AlICls, tartilarak 100 mL distile suda
¢Ozulmiistiir.
b) Asetik asit ¢ozeltisi: 15 mL %99,8’lik asetik asit, iizerine distile su eklenerek

100 mL’ye tamamlanmistir.

c) Kersetin ¢ozeltisi: 1 mg/mL derisiminde kersetin ¢ozeltisi metanol iginde
hazirlanmis, ardindan 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL konsantrasyonlarina

seyreltilerek standart egri i¢in kullanilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Thymus ekimii Bitkisinde Bazi1 Metabolitlere Yonelik Teshis Reaksiyonlarin

Sonuclar

T. ekimii bitkisinde bazi metabolitlere yonelik gerceklestirilen test reaksiyonlarin

sonuglar1 Tablo 4.1°de agiklanmuistir.

Tablo 4.1

T. ekimi Bitkisine Uygulalan Teshis Reaksiyonlarin Sonuglar

Teshis reaksiyon

Tepkime Sonucu

Shibata reaksiyonu

Pembe renk

FeCls testi

Mor-esmer yesil ¢okelek

Stasny reaktifi ile test

Bej renkli ¢okelti

Liebermann-Burchard testi

Yesilimsi renk

Salkowski reaksiyonu

Sari-kirmizi renk

Molish testi

Mor halka

Fehling tetsi

tugla kirmizisi renginde ¢okelek

Bouchardat reaktifi

Dragendorf reaktifi

Hager reaktifi

Mayer Reaktifi

Wagner Reaktifi

Uygulanan test reaksiyonlarinin sonuglari, daha anlasilir olmas1 amaciyla gorsel olarak

sunulmustur

Gorsel 4.1

T. ekimi Bitkisine Uygulalan Fitokimyasal Teshis Reaksiyonlarin Sonuglar
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4.2 Ucucu Yag Verimi

Distilasyon islemi sonucunda, sar1 renkte ve keskin aromaya sahip ugucu yag elde
edilmistir. Ucucu yag veriminin hesaplanmasinda, bitki materyalinin nem orani1 daha
onceden belirlenmis olup (Voliimetrik yontemle), bu deger dikkate alinarak verim

hesaplamalar1 gergeklestirilmistir.
4.3 Ekstrelerin Verimi

T. ekimi bitkisine ait ekstreler kurutularak sabit agirliga ulastirilmis ve elde edilen ekstre

verimleri tablo 4.2 ‘de ayrintili sekilde sunulmustur.

Tablo 4.2

T. ekimii Bitkisinden Elde Edilen Ekstreler ve Verim Bilgileri

Kod Ekstre tipi Verim, %
THL T. ekimii herba lipofilik ekstre 3,50
THP T. ekimii herba polar ekstre 22,40
TRL T. ekimii radix lipofilik ekstre 1,80
TRP T. ekimii radix polar ekstre 4,20
THY T. ekimii herba ugucu yagi 0,32
T-FAME T. ekimii herba sabit yag asitleri metil esterleri -
T-VIT T. ekimii herba lipofilik vitamin ekstresi -

4.4 Thymus ekimii Ucucu Yag Gaz Kromatografisi Analiz Sonuclar:

Elde edilen ugucu yagin analizi, gaz kromatografi (GK) yontemi kullanilarak, Innovax
Polar kolon ile gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen bilesiklerin siralamasi,
RRI (Relative Retention Index) degerlerine gore yapilmis ve her bir bilesigin yiizdesi,
AID dedektérii ile elde edilen sinyallere dayanarak hesaplanmistir (Tablo 4.3). Ugucu
yag icerisindeki bilesiklerin kromatografik ayrimi Sekil 4.1°de gorsel olarak
sunulmustur. Ayrica, tespit edilen bilesikler kimyasal gruplarina gore siniflandirilmis ve
bu smiflandirmanin detaylar1 Tablo 4.4’de bilesik gruplarinin dagilimi seklinde

gosterilmistir.
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Tablo 4.3

T. ekimi Ugucu Yag Kimyasal Bilesimi

No RRI Bilesik % Bilesik Simifi
1 1014 | Trisiklen e Monoterpen hidrokarbon
2 1032 | a-Pinen 0,6 Monoterpen hidrokarbon
3 1035 | o-Tujon 0,7 Monoterpen hidrokarbon
4 1076 | Kamfen 0,9 Monoterpen hidrokarbon
5 1118 | B-Pinen 0,1 Monoterpen hidrokarbon
6 1132 | Sabinen e Monoterpen hidrokarbon
7 1159 | 8-3-Karen 0,1 Monoterpen hidrokarbon
8 1174 | Mirsen 1,0 Monoterpen hidrokarbon
9 1176 | a-Fellandren 0,1 Monoterpen hidrokarbon
10 1188 | a-Terpinen 0,6 Monoterpen hidrokarbon
11 1203 | Limonen 0,2 Monoterpen hidrokarbon
12 1213 | 1,8-Sineol 0,2 Monoterpen hidrokarbon
13 1218 | B-Fellandren 0,2 Monoterpen hidrokarbon
14 1221 | o-Metiletil benzen e Monoterpen hidrokarbon
15 1255 | y-Terpinen 2,2 Monoterpen hidrokarbon
16 1266 | (E)-B-Osimen € Monoterpen hidrokarbon
17 1266 | 3-Oktanon e Alifatik keton
18 1280 | p-Simen 3,3 Monoterpen hidrokarbon
19 1290 | Terpinolen 0,1 Monoterpen hidrokarbon

20 1295 | p-Metiletil benzen e Benzen tiirevi

21 1367 | 3-Nonanon e Alifatik keton

22 1391 | (Z2)-3-Hekzenol e Yag alkolii

23 1393 | 3-Oktanol e Yag alkolii

24 1452 | a-p-Dimetilstiren e Monoterpen hidrokarbon

25 1452 | 1-Okten-3-ol 0,1 Yag alkolii

26 1474 | trans-Sabinen hidrat 0,8 Oksijenli monoterpen

27 1496 | 3-Nonanol e Yag alkolii

28 1497 | a-Kopaen e Seskiterpen hidrokarbon

29 1528 | o-Burbonen e Seskiterpen hidrokarbon

30 1532 | Kafur 0,1 Oksijenli monoterpen

31 1553 | Linalol 0,1 Oksijenli monoterpen

32 1554 | 1-Nonen-3-ol 0,1 Yag alkolii

33 1556 | cis-Sabinen hidrat 0,3 Oksijenli monoterpen

34 1571 | trans-p-Ment-2-en-1-o0l e Oksijenli monoterpen

35 1589 | B-Ylangen e Seskiterpen hidrokarbon

36 1590 | Bornil asetat 0,1 Oksijenli monoterpen

37 1611 | Terpinen-4-ol 1,1 Oksijenli monoterpen

38 1612 | B-Karyofillen 1,2 Seskiterpen hidrokarbon
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[Tablo 4.3 (Devam) T. ekimi Ugucu Yag Kimyasal Bilesimi]

No RRI Bilesik % Bilesik Simifi
39 1624 | trans-Dihidrokarvon 0,1 Oksijenli monoterpen
40 1638 | cis-p-Ment-2-en-1-ol e Oksijenli monoterpen
41 1645 | cis-1zodihidrokarvon e Oksijenli monoterpen
42 1664 | Nonanol e Yag alkolii

43 1670 | trans-Pinokarveol e Oksijenli monoterpen
44 1679 | Ipsdienol e Oksijenli monoterpen
45 1683 | trans-Verbenol 0,1 Oksijenli monoterpen
46 1687 | o-Humulen 0,1 Seskiterpen hidrokarbon
47 1704 | y-Muurolen 0,1 Seskiterpen hidrokarbon
48 1719 | Borneol 33 Oksijenli monoterpen
49 1726 | Germakren D e Seskiterpen hidrokarbon
50 1737 | Karvenon e Oksijenli monoterpen
51 1741 | B-Bisabolen 0,9 Seskiterpen hidrokarbon
52 1751 | Karvon e Oksijenli monoterpen
53 1773 | 3-Kadinen 0,1 Seskiterpen hidrokarbon
54 1776 | y-Kadinen 0,1 Oksijenli monoterpen
55 1783 | B-Seskifellandren € Seskiterpen hidrokarbon
56 1798 | Metil salisilat e Seskiterpen hidrokarbon
57 1853 | cis-Kalamenen e Seskiterpen hidrokarbon
58 1867 | Timol asetat 0,8 Monoterpen ester

59 1890 | Karvakril asetat 0,1 Seskiterpen hidrokarbon
60 1900 | epi-Kubebol e Oksijenli seskiterpen

61 1925 | Mirsen-8-ol e Oksijenli monoterpen
62 1957 | Kubebol e Oksijenli seskiterpen

63 2001 | izokaryofillen oksit e Oksijenli seskiterpen

64 2008 | Karyofillen oksit 0,1 Oksijenli seskiterpen

65 2008 | 8,9-Dehidrotimol 0,1 Oksijenli seskiterpen

66 2081 | 1,10-di-epi-Kubenol e Oksijenli seskiterpen

67 2096 | Elemol e Oksijenli seskiterpen

68 2113 | Kumin alkol e Oksijenli monoterpen
69 2187 | T-kadinol e Oksijenli seskiterpen

70 2198 | Timol 75 Oksijenli seskiterpen

71 2221 | izokarvakrol 0,1 Oksijenli monoterpen
72 2239 | Karvakrol 3.9 Oksijenli monoterpen
73 2250 | a-Odesmol 0,1 Oksijenli seskiterpen

74 2257 | B-Odesmol e Oksijenli seskiterpen

75 2324 | Karyofilladienol 11 e Oksijenli seskiterpen

76 2622 | Fitol e Diterpen
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[Tablo 4.3 (Devam) T. ekimi Ugucu Yag Kimyasal Bilesimi]

No RRI Bilesik % Bilesik Simifi
77 2900 | Nonakosan e Alkan
78 2931 | Hekzadekanoik asit 0,1 Yag asidi
Toplam 99,3
e: eser miktar
Sekil 4.1
T. ekimii Ug¢ucu Yag Bilesiklerinin Kromatografik Ayirimi
- 70
T2
3738
58
_l....l. I P L S
Tablo 4.4
T. ekimii Ugucu Yagindaki Bilesiklerin Simif Dagilimi
Bilesik Sayisi Bilesik Sinifi %
18 Monoterpen hidrokarbonlar 10,3
24 Oksijenli monoterpenler 86,0
12 Seskiterpen hidrokarbonlar 2,5
10 Oksijenli seskiterpenler 0,2
1 Yag asitleri 0,1
1 Diterpenler eser
6 Yag alkolleri 0,2
1 Esterler 0,1
5 Digerleri 0,1

Elde edilen T. ekimii polar ve apolar ekstrelerin kimyasal kompozisyonlar1 gaz
kromatografik teknikle incelemek iizere sililleme islemine tabi tutulmustur. Elde edilen
silil tiirevleri uygun derisimde GK-AID/MS sistemine enjekte edilmistir. Ekstrelerdeki
bilesiklerin kromatografik ayirimi apolar HP-5 kolonda gergeklestirilmistir. Tablo 4.5,
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de ekstrelerde tespit edilen bilesikler kolondan ¢ikis sirasina
gore listelenmistir. Tabloda bilesiklerin RRI degerleri ve yiizde degerleri belirtilmistir.

Yiizde degerleri AID dedektdrii ile elde edilen sinyallere dayanarak saptanmustir.
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Tablo 4.5

T. ekimii Toprakiisiitii Apolar Ekstresi Sililleme Sonucu

No |RRI Bilesik % Bilesik Simifi
1 | 1316 | Timol - TMS 26,8 | Oksijenli monoterpen
2 | 1843 | Neofitadien 0,4 | Seskiterpen
3 | 2700 | Heptakosan 0,7 | Alkan
4 | 2800 | Oktakosan 0,5 | Alkan
5 | 2828 | 10-Demetilskualen* 2,0 | Triterpenoit
6 |2900 | Nonakosan 16,8 | Alkan
7 | 3000 | Triakontan 1,3 | Alkan
8 | 3100 | Hentriakontan 9,7 | Alkan
9 [3159 | a-Tokoferol - TMS 4,7 | Vitamin
10 | 3200 | Dotriakontan 0,9 |Alkan
11 | 3275 | Kampesterol - TMS 1,0 |Fitosterol
12 | 3300 | Tritriakontan 6,0 | Alkan
13 | 3368 | B-Sitosterol - TMS 11,6 | Fitosterol
14 | 3602 | Oleanolik asit - 2TMS 13,5 | Triterpenoit

Toplam | 95,9
Tt Bilesik Simifi %
Sayis1
1 Monoterpenler 26,8
1 Seskiterpenler 0,4
2 Fitosteroller 35,9
7 Alkanlar 27,2
1 Yagda ¢6ziinen vitaminler 4,7
2 Triterpenoitler 15,5
* Wiley-NIST spektrum benzerligi
Tablo 4.6
T. ekimii Toprakiisiitii Polar Ekstresi Sililleme Sonucu

No | RRI Bilesik % Bilesik Sinifi
1 | 1316 | Timol-TMS 0,5 | Monoterpenoit
2 1506 | Malik asit-3TMS 1,6 | B-Hidroksi asitleri
3 | 1843 | a-Fruktofuranoz - 5TMS (izomer 1) 2,8 | Karbohidrat
4 | 1852 | B-D-Fruktofuranoz - STMS (izomer 2) 0,5 |Karbohidrat
5 | 1898 | Kuinik asit - 5STMS 5,9 | Siklohekzankarboksilik asit

53




[Tablo 4.6 (Devam) T. ekimii Toprakiisiitii Polar Ekstresi Sililleme Sonucu)

No | RRI Bilesik % Bilesik Sinifi
6 | 1929 | a-Glukopiranoz - STMS 4,3 |Karbohidrat
7 | 1939 | B-Galaktopiranoz - STMS 0,3 |Karbohidrat
8 | 1971 | Mannitol - 6 TMS 0,4 |Karbohidrat
9 |2023 | B-Glukopiranoz - STMS 6,8 |Karbohidrat
10 | 2113 | Metoksisiklohekzan pentol - 5STMS (izomer 3) 0,3 |Karbohidrat
11 | 2127 | myo-inositol - 6TMS 5,9 |Karbohidrat
12 | 2151 | (E)-Kafeik asit - 3TMS 0,8 |Fenolik asit
13 | 2714 | Sukroz - STMS 26,3 | Karbohidrat
14 | 2817 | Trehaloz - STMS 0,6 |Karbohidrat
15 |2948 | izomaltoz - STMS (izomer 1) 0,8 |Karbohidrat
16 | 3383 |Rafinoz— 11TMS 7,3 | Karbohidrat
17 | 3469 | Rozmarinik asit - 5STMS 5,0 | Fenolik asit
18 | 3602 | Oleanolik asit - 2TMS 6,3 | Triterpenoit
19 | 3643 | Triterpenik asit - TMS tiirevi 4,1 | Triterpenoit

Toplam | 69,6

DIED1S Bilesik Simifi %

Sayisi
1 Monoterpenoitler 0,5
2 Karbokslik asitler 7,5
12 Karbohidratlar 56,3
2 Fenolik asitler 5.8
2 Triterpenoitler 10,4

Tablo 4.7
T. ekimii Kok Apolar Ekstresi Sililleme Sonucu
No | RRI Bilesik % Bilesik Sinifi

1 1316 | Timol - TMS 1,2 | Monoterpen

2 2646 | Dokosanoik (=Behenik ) asit-TMS 1,5 | Yag asitleri

3 2900 | Nonakosan 2,0 | Alkan

4 2953 | 1-Hekzakosanol (=Seril alkol) - TMS 0,4 | Yagl alkol

5 3100 | Hentriakontan 1,4 | Alkan

6 | 3275 | Kampesterol - TMS 2,1 | Fitosterol

7 | 3305 | Stigmasterol - TMS 2,8 | Fitosterol

8 | 3368 | B-Sitosterol - TMS 27,7 | Fitosterol

9 | 3378 | Stigmastanol - TMS 5,0 | Fitosterol
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[Tablo 4.7 (Devam) T. ekimii Kok Apolar Ekstresi Sililleme Sonucu]

No | RRI | Bilesik % Bilesik Sinifi
10 | 3378 | Lanosterol - TMS 6,5 | Fitosterol

11 | 3431 | Sikloartenol - TMS 6,5 | Fitosterol

12 | 3469 | Sitostenon 3,2 | Fitosterol

1313602 | Oleanolik asit - 2TMS 1,5 | Triterpenoit

14 | 3624 | Ursadienoik asit TMS tiirevi 5,9 | Triterpenoit

15 | 3647 | Ursolik asit - 2TMS 7,7 | Triterpenoit

16 | 3680 | Betulonik asit - 2TMS 7,2 | Triterpenoit

Toplam | 82,6

Bilesik

S Bilesik Simifi %
1 Monoterpenler 1,2
1 Yag asitleri 1,5
2 Alkanlar 3.4
1 Yag alkolleri 0,4
7 Fitosteroller 53,8
4 Triterpenoitler 22,3

4.5 Sabit Yag Analiz Sonuglari

T. ekimii herbasinda elde edilen sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu gaz
kromatografik teknikle incelenmek {izere metilleme islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen metil esterleri uygun derisimde GK-AID/MS sistemine enjekte edilmistir.
Ekstrelerdeki  bilesiklerin ~ kromatografik ayirimi  polar Innowax  kolonda
gerceklestirilmistir. Tablo 4.8’de tespit edilen sabit yag asitleri metil esterleri kolondan
cikig sirasma gore listelenmistir. Tabloda bilesiklerin RRI degerleri ve yiizde degerleri
belirtilmistir. Yiizde degerleri AID dedektorii ile elde edilen sinyallere dayanarak

saptanmistir. Sekil 4.2°de sabit yag asit esterlerin kromatografik ayirimi gosterilmistir.

Sekil 4.2

T. ekimii Sabit Yag Asitlerinin Kromatografik Aywimi
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Tablo 4.8
T. ekimii Sabit Yag Asitleri Kimyasal Kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 2223 Hekzadekanoik asit metil ester [=Metil palmitat]; (16:0) 11,9
2 12247 | Metil pentadesenoat 2,1
3 2436 Metil stearat [= Metil oktadekanoat]; (18:0) 3,9
4 2468 Metil oleat [= Metil-(Z)-9-Oktadesenoat]; (18:1); ®-9 13,3
5 2469 Metil elaidat [= Metil-(E)-9-Oktadesenoat]; (18:1); ©-9 2,2
6 2509 Metil linoleat [=(Z,Z)-9, 12-Metil oktadekadienoat]; (18:2); ®-6 13,8
7 2542 | Metil nonadekanoat; (19:0) 29,6
3 |2572 Métil lin.olenat [= Metil-(Z,Z,7)-9,12,15-Oktadekatrienoat, a-Linolenik 232

asit metil ester]; (18:3); -3
Toplam 100,0

4.6 T. ekimii Polar Ekstrenin S1vi1 Kromatografisi Analiz Sonug¢lar:

T. ekimii herbasi polar ekstresi s1v1 kromatogafisi teknik ile fenolik bilesiklerin taramasi
gergeklestirilmistir. Bu amagla, kuru ekstre metanolde uygun derisimde ¢oziilerek HR-
UBSK-KS sistemine enjekte edilmistir. Bilesikler kiitle spektrumlar1 ve gelis yerleri
standart fenolik bilesikler ile karsilastirilarak teshis edilmistir. Standart fenoliklerin
kalibrasyon  egrileri  kullanilarak  numunedeki  bilesiklerin ~ miktar  tayini
gergeklestirilmistir. Elli alti1 adet fenolik asit ve flavonoit standart bilesiklerin
kromatografik ayirimi Sekil 4.3’de sunulmustur. Tablo 4.9°de tespit edilen fenolik
bilesikler kolondan ¢ikis sirasina gore listelenmistir. Bilesik miktar degerleri mg/gexu
olarak saptanmistir. SK-KS/KS ydntemine ait analitik yontem dogrulama parametreleri

Tablo 4.10°da verilmisgtir.

Sekil 4.3

Standart Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Ayirumi

923245 56
8,00 53

= 21.22
6,00

-] 49 54

E 48 50 55

E 32
4,00
004 33

E 34

] 8 - 3s 42
- s 17 b - 36 43 45 46 |5

E 23 10, 20 52 A 47

4 . 1# 5~67 121314 %2 1819 232455 3031 8 o) 41 ﬂ 52
deiod m N ﬂlmﬂ i A a R I

— — — —— - — —— == :
5 10 15 20 25 30 35 40 45

min

56



Tablo 4.9

T. ekimii Polar Ekstresinin Fenolik Bilesiklerinin Kimyasal Bilegimi

No Bilesik mg/extr
1 | Kuinik asit 33,876
2 | Fumarik asit 0,831
3 | Akonitik asit T.E.
4 | Gallik asit T.E.
5 | Epigallokatesin T.E.
6 | Protokatesik asit 1,316
7 | Katesin T.E.
8 | Gentisik asit 0,243
9 |Klorojenik asit 1,765
10 | Protokatesik aldehit 1,460
11 | Tannik asit 0,043
12 | Epigallokatesin gallat T.E.
13 | Sinarin T.E.
14 | 4-OH Benzoik asit T.E.
15 | Epikatesin T.E.
16 | Vanilik asit 8,344
17 | Kafeik asit 2,712
18 | Sirinjik asit T.E.
19 | Vanilin 0,096
20 | Sirinjik aldehit T.E.
21 | Daidzin T.E.
22 | Epikatesin gallat T.E.
23 | Piseid T.E.
24 | p-Kumarik asit 0,119
25 | Ferulik asit-D3-ISh N.A.
26 | Ferulik asit 0,430
27 | Sinapik asit 1,171
28 | Kumarin T.E.
29 | Salisilik asit 0,273
30 | Sinarozit 18,293
31 |Mikelianin T.E.
32 | Rutin-D3-IS LS.
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[Tablo 4.9 (Devam) 7. ekimii Polar Ekstresinin Fenolik Bilesiklerinin Kimyasal Bilesimi)

No Bilesik mg/gextr
33 | Rutin 1,062
34 | Izokersitrin 0,978
35 | Hesperidin 0,489
36 | o-Kumarik asit T.E.
37 | Genistin T.E.
38 | Rozmarinik asit 19,299
39 | Elajik asit T.E.
40 | Kosmosiin 4,083
41 | Kersitrin 1,205
42 | Astragalin 0,096
43 | Nikotiflorin 0,102
44 | Fisetin T.E.
45 | Daidzein T.E.
46 | Kersetin-D3-IS LS.
47 | Kersetin 0,021
48 | Naringenin 3,645
49 | Hesperetin T.E.
50 | Luteolin 4,672
51 | Genistein T.E.
52 | Kemferol 0,007
53 | Apigenin 0,568
54 | Amentoflavon T.E.
55 | Krisin 0,003
56 | Akasetin T.E.

T.E.: Tespit edilemedi; I.S.: I¢ standart
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Tablo 4.10

SK-KS/KS Yontemine Ait Analitik Yontem Dogrulama Parametreleri

i Ao = | M [ (| e, ey P R Lineertik | zopigp | Cerikmenm©H | | ¢,
(mz) mode Interday | Intraday |  (mg/L) WelY | fpterdsy | Intraday No
1| Kuindk asit 30 | 1908 930 Mez | y=—00129989+297989 | 0996 | 0,69 0,51 0,1-5 257335 | 10011 | 10083 | 00372 | 1
¥ | sk 19 | 1152 109 Mez | 3—008178624103467= | 0995 | 105 10 150 | 135711679 | 09963 | 10016 | ooos1 | 1
3 | Msomiik st 40 | 1728 | 1290 | e |1=070145304329994. | 0971 | 207 0,93 015 1647314 | 09968 | 10068 | 0.0247 | 1
4 | Callk asit 44 | 1688 79.0 Moz | 1=0,0547697+208152 0999 | 160 0,31 0,15 132170 | 10010 | 09947 | ooz | 1
5 | Epigallokatesin 67 | 3048 | 290 | Nem [Fo o ieiiog. | 0998 | 122 0,73 150 | 23752659 | 09969 | 1ood0 | oo1s4 | 3
& | Drokolaiusdindit 68 | 1528 | 1080 | Ne= | 3=0211373+128622x 0957 | 143 0.7 0,1-5 219486 | 09972 | 10085 | 00350 | 1
O 74 | 28 | 2031 Moz | 3=0,00370053+0.431360: | 0999 | 2,14 108 02-10 | 550780 | 10024 | 10045 | 00221 | 3
8 | Coontisik anit 83 | 1528 | 1080 | Nez |,=00238983+1214%4» | 0997 | L8l 122 0,15 185282 | 0993 | L0077 | 00167 | 1
o | Klorjenik asit g4 | 3530 350 Moz | 3=0,289985+36,3926x 0885 | 215 152 0.1-5 15,1176 | 10000 | 10023 | 00213 | 1
10 | Protokatesik aldehit | 85 | 1372 92,0 Moz | 3=0.257085425 4657 0996 | 208 0,37 015 154222 | 10002 | 09988 | 0.0396 | 1
1 | Tl 91 | 1828 78,0 Moz | 3=0,0126307-+26,9263 0999 | 240 116 | 00525 | 153227 | 09970 | 09950 | 00190 | 1
12 E;]'“E:”"h‘m 94 | 4570 | 3051 Nez | 3=00380744+161233= | 0999 | 130 0,63 02-10 | 610860 | 0ses1 | 1oo7e | oom7 | 3
13 E{DMM ag | s150 1910 Neg | j—=001640444166535% | 0990 | 242 148 015 5894 | 09983 | 09997 | 0006 | 1
14 | 4-OHBenmoikasit | 105 | 1372 65.0 Neg | 3=00240747+5,06492« | 0999 | 12 0,97 0210 | 684ms1 | 10032 | Looes | 00237 | 1
15 | Epikatesin 116 | 2890 | 2030 | Me= | 3=00172078+00833424~ | 0996 | 147 0,62 150 | 13961616 | 10013 | 10012 | oo221 | 3
16 | Vanilik asit 118 | 1668 | 1080 | Nez | 3=0048018340.779564= | 0999 | 182 0.7 150 | 14191649 | 10022 | 09998 | 00145 | 1
17 | Kafeik asit 121 | 1790 | 1340 | Nez | 3=0120319+854610x 0999 | 111 125 | 00523 7795 | 10015 | 10042 | 00152 | 1
18 | Sirinjik asit 126 | 1968 | 1665 | Mez |=00458799+066348~ | 0998 | 118 105 150 8231045 | 1,0006 | 10072 | oo129 | 1
19 | Vanilin 135 | 1531 1250 Poz | 3=0,00185898+20,7382x | 0996 | 110 0,25 0,15 245504 | 10009 | 09967 | 00122 | 1




[Tablo 4.10 (Devam) SK-KS/KS Yontemine Ait Analitik Yontem Dogrulama Parametreleri]

. . e f . . . RSDY% Lineerlik | ;- Ceri knzamam (%)
[ Analitler ET 20 F.L (m/z) Egithike r arahgy L=
(mz) mode Interdzy | Intradzy |  (mel) (ngL. Foterday | obcadas

20 Sirinjik aldehit 146 | 1810 1511 Nez | y=00128684+790153 | 0999 | 251 077 0.4-20 197280 | 10001 | 09964 | 0.0215

1 Daidzin 152 | 4171 199.0 Poz | 3=9.45747+152,338 099 | 225 1,32 0.05-2.3 1095 | 09ess | 10017 | oo202 | 2
» Fpikatesinzallat | 15,5 | 4410 | 2890 Neg | 7=00142216+106768= | 0997 | 163 128 0,15 195285 | 09984 | 09946 | 00229 | 3
3 Pisait 172 | 3910 | 1351069 | Poz | =0007725254254181x | 0999 | 194 116 | 00525 | 138178 | 10042 | 09979 | 00199

M | pKumark asit 178 | 1630 93,0 Neg | y=0,0249034+18 5180« 0999 | 19 143 0,13 359349 | 10049 | 10001 | 0.0194

15 Ferulik asit-D3-IS* | 188 | 1962 1521 Neg | NA NA | Ma | ma NA NA, NaA, | wa | o010

26 Feriilik 2 188 | 1928 149,0 Neg | y=0,0735254+1 34476 | 0999 | 144 0.53 150 118156 | 09951 | 09976 | 0.0181

7 ik kit 189 | 222, 1830 Meg | 3=00929932+0.836324= | 0999 | 145 052 02-10 | 652823 | 10031 | 10037 | 00317

18 " 209 | 1469 103.1 Por | y=0,0633397+136,508 x 0999 | 211 154 | 00525 | 21422473 | 09950 | 09958 | 0.03:3

19 Balisilik il g | 1372 65.0 Neg | 3=0,239287+153 659 0999 | 148 118 | 00523 6083 | 09950 | 0999 | 00158

30 Biswewit 237 | 470 | 2m40 Neg | 3=0,280246+6,13360> 0997 | 136 112 | 00525 | 121160 | 10072 | 10002 | 0036 | 2
11 Mikelianin 11 | 4770 1509 Nez | 3=000991585+5,50334» | 0999 | 131 095 0,15 106147 | 09934 | o0s99ss | 00220 | 2
2 Rutin-D3I8* 2155 | 6122 304,1 Neg | NA NA | Ma | Ma NA NA NA | wa | ma | 2
3 Rutin 156 | 6088 | 010 Nez | y=00771507+2,89868 | 0999 | 138 1,09 0,15 15,727 | 09977 | 10033 | oom7| 2
4 Takwsatrin 156 | 4630 | 2710 Neg | 3=0111120+4,10546 ~ 0998 | 213 0,78 0,15 877135 | 10057 | 0963 | o220 | 2
35 Heajiacdin 158 | 6112 | 4490 Pozr | 3=0,139055+13.2785x 0999 | 184 1,35 0,15 1900260 | 09967 | 10043 | 00335 | 2
16 o Rk i 26,1 | 1628 93,0 Neg | 7=0,008371934+112147= | 0999 | 211 146 0,15 318404 | 10044 | 05986 | 0.0147

7 Gesiistie 263 | 4310 | 2390 Neg | y=1,65808+7,57459: 091 | 201 128 0,13 149217 | 10062 | 10047 | 00083 | 2
38 Boammimkaet' | 266 | 3599 1970 Neg | y=00117238+8,04377= | 0999 | 124 0.36 0,15 162212 | 1005 | 10002 | o.o0130

39 Blzjile st 76 | 3010 | 2840 Nez | 3=0,00877034+0,663741x | 0999 | 157 123 0420 | 569710 | 10005 | 1loode | 00364

40 Eoamosiin 182 | 4310 | 2690 Neg | 3=0,708662+8 62498 » 0998 | 163 1,30 0,13 6392 | 09940 | 09973 | 0.0083 | 2
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[Tablo 4.10 (Devam) SK-KS/KS Yontemine Ait Analitik Yontem Dogrulama Parametreleri]

No Analitler R | ML | FI may | Tom Esithik . e L:E-_l;lk LopiLog | Cerilmzmm®h) | - e

(mz) made Tokeodie: | Toicaby)|| et MelY | Lerday | Dntraday No
= 208 | 4470 | 3010 | MNes | =0001532744320363« | 0999 | 224 116 0,15 4864 | 09960 | 09978 | oozes | 2
42 | Actragiin 304 | 4470 | 2550 | Nex | ;=0008253334351189x | 0999 | 208 172 0,13 6682 | 0998 | 09957 | oonis | 2
47 | Mikofiflorin 306 | 5929 | 25500840 | Nex | ;=0004993334262351% | 0999 | 148 123 | 00525 | 118167 | 09954 | 1ooss | oowes | 2
44 | Fisetin 306 | 2850 | 1630 | Nex | j=003657054800472« | 0999 | 17 119 0,15 101127 | ogsso | rooa2 | oczm | 3
45 | et 240 | 2530 | 230 | Nex | ;=00320252:622004x | 0999 | 218 173 0,13 og116 | 09926 | 09963 | oozvo | 3
46 | KersetinD3IS* | 356 | 3040 | 2759 | Neg | NA NA | NA | NA NA NA NA | NA | ma | 3
47 | Beari 357 | 3010 | 279 | Nex | y=+0005973424339417x | 0999 | 189 138 0,13 155190 | 09967 | 099m | 00175 | 3
48 | Masimganin 359 | 2709 | 1190 | Nex | »=000393403+146424x | 0999 | 234 165 0,15 1639 | 10062 | o020 | oossz | 3
49 | Hesparetin 367 | 3010 | 13602860 | Nz | y=+00442350+6,07160x | 0999 | 247 | 213 0,15 7191 | ogees | 09963 | 0031 | 3
S0 | Luteolin 367 | 2888 | 15101750 | Nz | 3=005417234307422« | 0999 | 167 12 00525 | 2641 | 09952 | 1ooze |oomia| 3
| e 369 | 2690 | 1350 | Ne |;=0005075014121933. | 0000 | 148 118 | 00525 | 3753 | 10069 | voon2 | ogmar| 3
ol [ 379 | 2850 | 2390 | Nes | =0004595572313754x | 0999 | 149 126 | 00525 | 102154 | 09992 | 090 | oo212 | 3
2 | K 387 | 2688 | 15101490 | Neg | ;=0,119018:34 8730~ 098 | 117 | 096 | 00525 1320 | o0998s | 10003 | ooume | 3
G | R 397 | sar0 | 4170 | Me= | 1=0.727280+333658x 0992 | 133 112 | 00523 2851 | 09901 | 10044 | oozs0 | 3
35 | e 105 | 2528 | 1450190 | Nex | ;=00777300s188872x | 0999 | 146 121 | 00523 1528 | 09922 | 10050 | oosaz| 3
55 | Ak 07 | 2830 | 290 | Nex | =0559818+163 062 0907 | 167 128 0,02-1 1525 | 09940 | 1oom1 | ooses | 3

*R.T.: Alikonma zamani, "MI (m/z): Analiz edilen standart bilesiklere ait molekiiler iyonlar (m/z), °FI (m/z): Ilgili bilesiklerin par¢alanma iyonlari, %>: Kalibrasyon egrisi
dogrulugunu ifade eden belirleme katsayisi, °RSD: Relatif standart sapma orani, TLOD/LOQ (ug/L): Tespit sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ); analitin giivenilir sekilde
algilanabildigi ve kantitatif olarak 6lgiilebildigi en diisiik konsantrasyon diizeyleri- €U (%): %95 giiven diizeyinde hesaplanan relatif belirsizlik degeri (k = 2), "IS: I¢
standart, ‘Gr. No: I¢ standartlarin gruplanmasini ifade eder; her numara, belirli bir fenolik bilesikle eslesen i¢ standardi temsil etmektedir, N.A.: isleme almmamustir.
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4.7 T. ekimii Yagda Coziinen Vitaminlerin Analiz Sonuglar:

T. ekimii toprak tistii kismindan yagda ¢dzlinen vitamin bilesikleri sivi-sivi ekstraksiyon
yontemle elde edilerek daha sonra UBBK teknigi ile kimyasal kompozisyonu
incelenmistir. Ekstredeki bilesiklerin UV spektrumlar1 ve gelis yerleri standart vitamin
bilesikler ile karsilastirilarak teshis edilmistir. Standart vitamin bilesiklerin kalibrasyon
egrileri kullanilarak numunedeki bilesiklerin miktar tayini gergeklestirilmistir. Dort adet
vitamin ve bir provitamin (p-karoten) standart bilesiklerin kromatografik ayirimi Sekil
4.4’de sunulmustur. Standart bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 karsiligima UBBK-
FDD dedektor ile elde edilen alan degerleri Tablo 4.11°de verilmistir. Sekil 4.5°de
standart vitaminler i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri, denklemleri ve r?> degerleri
gosterilmistir. Bilesiklere ait UV spektrumlar1 Sekil 4.6’da gdsterilmistir. Tablo 4.11°de
tespit edilen vitaminler ve miktarlar1 verilmistir. Bilesik miktar degerleri mg vit/100

Mmgekstre Olarak saptanmigtir.

Sekil 4.4
Yagda Céziinen Vitamin Bilesiklerin Kromatografik Ayrimi (UBBK-FDD Analizi)

0.601
0.501
0.40]
2 0.30]
0.20]

0.107

0.00

000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Minutes

Tablo 4.11

Standart Vitamin Bilesiklerin Alan Degerleri (UBBK-FDD Analizi)

Vit E asetat Vit K2 E vitamin Vit A palmitat B-Karoten
Konsantrasyon, 282 nm 246 nm 294 nm 319 nm 440 nm
mg/mL RT 1,30 dk RT 1,49dk | RT 1,75 dk RT 2,37 dk RT 4,26 dk
Alan degerleri
0,10 14694 170424 20034 117706 21000
0,25 34834 435261 49927 292546 56613
0,50 75509 896498 106586 605729 133606




Sekil 4.5
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VitE asetat

80000 | y=153126x-1706.6 ®
i—og976| 0 | 000 | e
SO0 o I I
40000 | o
20000 =
0
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
VitK2
1000000 |y =2E+06x - 14435 3
800000 R2=0.9999 e
600000 e
400000 e L
200000 o
0
0 0.1 02 03 0.4 0.5 0.6
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800000
y = 1E+06x - 7967.3
600000 R2=09996 ®
400000 | et
-
200000 |t
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0
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
VitE
150000
y=217427x - 27552
100000 R?=09989 .. o
50000 e o
g
0
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
B-Karoten
150000 | y=284215x - 10121 p
R2=09957 e
100000 e
50000 | e s
-
0
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6

Yagda Coziinen Vitamin Standart Bilesiklerin Kalibrasyon Egrileri (UBBK -FDD Analizi)
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Sekil 4.6
Yagda Coziinen Standart Vitamin Bilesiklerin Spektrumlart (UBBK-FDD Analizi)

1.295 Peak 1
0407

0.201 \
\ /283.1 531.4

0.00+ B

AU

1.490 Peak 2
246.3

0.60
0.407

AU

0.207 323.6
0.00

1738 Peak 3
020,

0.107 \\

295.0
0,001 \\ N\ 3713 41844353 477.8  509.4 535.1 557.0

2.362 Peak 4

AU

0.20

0.107

AU

470.5482.7 508.2522.8539.9 563.1

0.00

4.230 Peak 5
0.04] 4377 463.2
! \\

S

AU

0.02 S

268.8 -
10 ===~ 566.8 5974

0Ot
220,00 240.00260.00 280,00 300.00 320,00 34000 360.00 380.00 400.00 420,00 440,00 460.00480.00 500,00 520.00 540,00 560.00 580.00 600.00
nm

T. ekimii ekstresindeki vitamin bilesiklerin C18 kolondaki kromatografik ayirimi ve
FDD dedektorii ile alinan UV spektrumlart Sekil 4.7°de gosterilmistir. Ekstrede teshis

edilen vitamin bilesiklerin miktarlar1 Tablo 4.12°de agiklanmaistir.
Tablo 4.12

T. ekimii Yagda Coziinen Vitaminlerin UBBK-FDD Analiz Sonuglari

Miktar,
Vit E asetat Vit K2 Vitamin E Vit A palmitat | p-Karoten
l’l’lgvit/ 100 MGekstre

T. ekimii ekstresi T.E. T.E. 0.97 T.E. 4.64

T.E.: Tespit edilemedi
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Sekil 4.7

T. ekimii Toprak Ustii Kismimin UBBK-FDD Analiz Kromatogrami

0.124

0.10

Minutes

4.8 Biyolojik aktivite sonuclari

Bu béliimde 7. ekimi bitkisinden elde edilen ugucu yag, polar ve apolar ekstrelere
uygulanan antioksidan ve antidiabetik aktivite testlerinin sonuglart agiklanmistir.
Numunelerin antioksidan potansiyeli dort farkli model sistemleri sartlar1 altinda
degerlendirilmistir: asitli ortamda fosfomolibden reaktifine karsi, zayif bazik ortamda
giimiis nanoparcaciklara karsi, serbest DPPH ve ABTS katyon radikallerine kars1 test

edilmigtir.
4.8.1 Fosfomolibden Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclari

Bu deneyde T. ekimii numuneleri asitli ortamda fosfomolibden reaktifi ile tepkimeye
girerek antioksidan etki gostermektedir. Degerlendirme sonuclar1 spektrofotometrik
olarak oOlclilmiistiir. Aktivite degerleri askorbik aside esdeger olarak hesaplanmistir.
Kalibrasyon egrisi 0,01-0,5 mg/mL araligindaki derisimler iizerinden ¢izilmistir (Sekil
4.8). Numunelerin fosfomolibden antioksidan aktivite degerleri denklem (y =
1,2763xX-0,0125, r* = 0,9977) kullanilarak hesaplandi ve milligram ekstre basina
askorbik asit esdegeri (AAE) olarak ifade edilmistir (Tablo 4.13).
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Sekil 4.8
Askorbik Asidin Kalibrasyon Egrisi (PMA Testi)

Askorbik asit
0.8
y=1,2763x - 0,0125

06 2=0,9977 &
bt
<
2
e
g 02
=

0 T T T T T 1
0.1 02 0.3 0.4 0.5 0.6
-0.2
Konsantrasyon, mg/mL
Tablo 4.13

T. ekimii Fosfomolibden Antioksidan Aktivitesi

Fosfomolibden Antioksidan AKktivite,
Kod

mg AAE/mL +std spm
THL 0,110+0,016
THP 0,109+0,010
TRL 0,088+0,010
TRP 0,122+0,010
THY 0,054+0,000

AAE: askorbik aside esdeger

4.8.2 Giimiis NanoParcaciklar Antioksidan Kapasite Tayini Sonuclar:

Bu deneyde T. ekimii numuneleri hafif alkali ortamda Ag nanopartikiillerle tepkimeye

girerek Ag+ iyonlarini rediikler ve karsiliginda antioksidan bilesikler oksitlenmektedir.

Degerlendirme sonuglar1 spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Aktivite degerleri
askorbik aside esdeger olarak hesaplanmigtir. Kalibrasyon egrisi askorbik asidin 0,0-0,6
mM araligindaki derisimler iizerinden ¢izilmistir (Sekil 4.9). Numunelerin antioksidan
aktivite degerleri denklem (y=2,3876xX-0,0159, r> = 0,9934) kullanilarak hesaplanmis
ve mM askorbik asit esdegeri (AAE) olarak ifade edilmistir (Tablo 4.14).
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Sekil 4.9

Askorbik Asidin Kalibrasyon Egrisi

Askorbik asit
1.6 ¥=2,3876X F 0,0159
14 17=0,9934
i /_
E 1
= 0.8
Z 06 =
4 0d Y
0'2¢o~’”/
0 T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Konsantrasyon, mM
Tablo 4.14
Thymus ekimii Giimiis NanoPar¢aciklar Antioksidan Aktivitesi
SNAP,
Kod mg AAE/mL £std spm
THL 0,069+0,006
THP 0,665+0,018
TRL NA
TRP 0,561+0,010
THY 0,018+0,000

AAE: askorbik aside esdeger

Mikroplaka kuyucuklarindaki renk degisimi test edilen numunelerin rediikleyici etkisini

gostermektedir (Gorsel 4.2).

Gorsel 4.2

Giimiis Nanopargaciklarin ve Test Numunelerin Renk Degigimi
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4.8.3 Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Sonuclar1 (DPPH testi)

T. ekimii numunelerinin serbest DPPH radikallerine karsi radikal siipiiriicii etkileri
spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Deney sonuglari gallik asitin aktivitesi ile

karsilastirilmistir. Aktivite sonuglar1 ICso mg/mL olarak saptanmistir (Tablo 4.15)

Tablo 4.15
T. ekimii Serbest DPPH Radikallerine Karst Radikal Siipiiriicii Etkisi
Kod 1Cso, mzc];)/rl;llilistd spm
THL 1,53+0,04
THP 0,047+0,000
TRL NA
TRP 0,054+0,000
THY 0,695+0,000
GA 0,002+0,000

GA: Gallik asit

Mikroplaka kuyucuklarindaki renk degisimi test edilen numunelerin radikal stipiiriicti

etkisini gostermektedir (Gorsel 4.3).

Gorsel 4.3

T. ekimii Ugucu Yag ve Ekstrelerinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Etkisi

Numunelerin ICso degerleri yiizde inhibisyon verileri kullanilarak Sigma Plot programi

ile hesaplanmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10

T. ekimii Ekstreler Ve Ucucu Yag I¢in Elde Inhibisyon Egrileri (DPPH tetsi)

inhibisyon, %

1,00 10,00 100,00
Konsantrasyon, mg/mL

Konsantrasyon, mg/mL
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4.8.4 Troloksa Esdeger Antioksidan Kapasite Testi Sonuclari

Bu deneyde 7. ekimii numuneleri absolii etanol ortaminda ABTS katyon iyonlarla
tepkimeye girerek ABTS’yi rediikler. Degerlendirme sonuglar1 spektrofotometrik olarak
Olciilmistiir. Aktivite degerleri Troloksa esdeger olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon
egrisi Troloks’un 0,0-3,0 mM araligindaki derisimler tizerinden ¢izilmistir (Sekil 4.11).
Numunelerin antioksidan aktivite degerleri denklem (y = 23,179xX-10,724, r2 = 0,9961)
kullanilarak hesaplanmistir ve mM troloks esdegeri olarak ifade edilmistir (Tablo 4.16).
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Sekil 4.11

Troloks Kalibrasyon Egrisi

Troloks
y=23,179x + 10,724

80.000 2=0;9961

60.000 /
40.000

20.000 —7/

100.000

BN

0.000 T T T 1
0.000 1.000 2.000 3.000 4.000
Konsantrasyon, mM

Tablo 4.16

T. ekimii Troloksa Esdeger Antioksidan Kapasitesi
Kod M s spm
THL 0,626+0,004
THP 2,906+0,063
TRL 0,485+0,046
TRP 2,955+0,068
THY 2,754+0,217

Mikroplaka kuyucuklarindaki renk degisimi test edilen numunelerin serbest radikal

stiptiriicii etkisini gostermektedir (Gorsel 4.4).
Gorsel 4.4

T. ekimii Ugucu Yag Ve Ekstrelerinin ABTS Katyon Radikal Siipiiriicii Etkisi
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4.8.5 Toplam Fenol Miktari

Tez kapsaminda 7. ekimi polar ve apolar ekstrelerinin toplam fenolik madde igerikleri
Folin-Ciocalteu reaktifi ile kolorimetrik yontemle tayin edilmistir. Miktar tayini i¢in
gallik asit 0-1,0 mg/mL derisimler arasinda test edilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir
(Sekil 4.12). Kalibrasyon egrisi kullanilarak test edilen numunelerin toplam fenolik
icerigi hesaplanmistir. Sonuglar gallik aside esdeger olarak ifade edilmistir (Tablo 4.17).
T. ekimii ekstrelerinin Folin-Ciocalteu reaktifiyle gosterdigi renk degisimi Gorsel 4.5°de

gosterilmistir.

Sekil 4.12

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Gallik Asit
0.800 y=-0,;647x+0,0799

0.500
/
0300 o

Absorbans
o
i
{ -
o

T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12

Konsantrasyon, mg/mL

Tablo 4.17
T. ekimii Toplam Fenol Miktar:

Kod Toplam Fenol Miktari,
mgGAE/mL +£std spm

THL 0,297+0,032

THP 1,193+0,108

TRL 0,150+0,015

TRP 1,208+0,046

THY ND

ND: xxxxxx
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Gorsel 4.5

T. ekimii Ekstrelerinin Folin-Ciocalteu Reaktifiyle Gosterdigi Renk Degisimi

4.8.6 Toplam Flavonoit Miktari

Bu calismada, 7. ekimi ait farkli ekstreler toplam flavonoit igerikleri aluminum kloriir
kompleksi olusturmaya dayali kolorimetrik yontem kullanilarak kantitatif olarak
belirlenmistir (Gorsel 4.6). Miktar tayini i¢in kersetin 0-1,0 mg/mL derisimler arasinda
test edilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.14). Kalibrasyon egrisi kullanilarak
test edilen numunelerin toplam flavonoit igerigi hesaplanmistir. Sonuglar kersetine

esdeger olarak ifade edilmistir (Tablo 4.18).

Sekil 4.14

Kersetin Kalibrasyon Egrisi

Kersetin

0.8 —y="0;9376x+0,0104
12=0,9993 /

2
=)

Absorbans
=
»~

=
o o

0.8 1

=
e
o

0.4 i
Konsantrasyon, (I)n?g/mL
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Tablo 4.18
T. ekimii Toplam Flavonoit Miktari

Toplam Flavonoit Miktari,

Kod mgKE/mL +std spm
THL 0,088+0,002
THP 0,395+0,008
TRL eser

TRP 0,099+0,006
THY ND

KE: kersetine esdeger

ND: xxxxx
Gorsel 4.6

T. ekimii Ekstrelerinin AICl; Reaktifi ile Gosterdigi Renk Degisimi

4.8.7 a-Glikozidaz Inhibisyon Test Sonuclar

T. ekimii den elde edilen ekstre ve ugucu yagin antidiabetik potansiyelin
degerlendirmesi i¢in numuneler Saccharomyces cerevisiae type 1 kaynakli a-glukozidaz
enzimine kas1 test edilmistir. Deney in vitro sartlarda mikrotiter yontemle yapilmistir.
Inhibisyon etkisi spektrofotometrik olarak &lciilmiistiir. Sekil 4.16’de akarboz
kalibrasyon egrisi, denklemi ve r* degeri gosterilmistir. Numunelerin o-glukozidaz
inhibisyon degerleri akarboza esdeger mg /mL olarak saptanarak Tablo 4.19’de

sunulmustur.
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Sekil 4.16

Akarboz Kalibrasyon Egrisi

80.00

Akarboz

N
=
=3
S

y = 54,405x + 15,159

r2=0,9934 /

/

Inhibisyon, %
5
g

20.00 1K J

0.00

Tablo 4.19

0.2 0.4 0.6 0.8
Konsantrasyon, mg/mL

T. ekimii a-Glukozidaz Inhibisyon Test Sonuglart

Kod Toplam Flavonoit Miktari,
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5 TARTISMA
5.1 T. ekimii Ucucu Yagindaki Bilesiklerin Sinif Dagilimi

T. ekimii ugucu yaginda en yiksek bolluk orami yaklasik %80 ile oksijenli
monoterpenler grubuna aittir. Bu bilesik grubu, bitkinin biyolojik aktivitesine dnemli
katkilar saglamasiyla dikkat ¢cekmektedir. Monoterpen hidrokarbonlar yaklagik %10°luk
bir oranda bulunurken, seskiterpen hidrokarbonlar (%5) ve oksijenli seskiterpenler (%3)
daha diisiik oranlarda tespit edilmistir. Yag asitleri, diterpenler, yag alkolleri, esterler ve
diger bilesikler ise daha sinirli sayida ve diisiik bolluk oranlariyla temsil edilmektedir.
Bu veriler, T. ekimii ugucu yaginin kimyasal yapisinda oksijenli monoterpenlerin baskin

siif oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1

T. ekimii Ugucu Yagindaki Bilesiklerin Sinif Dagilimi
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Gaz kromatografi analizi sonucunda 7. ekimii ugucu yaginda en baskin bilesigin %75
oraninda timol oldugu belirlenmistir. Bu bilesigi, dnemli bir fenolik monoterpen olan
karvakrol %3,9 oraniyla takip etmektedir. Ayrica, yapida anlamli miktarda bulunan p-
simen (%3,3) ve borneol (%3,3) gibi bilesikler de dikkat ¢ekmektedir. Diger taraftan,
ucucu yagda daha diisiik oranlarda yer alan linalol, kafur, 1,8-sineol, terpinen-4-ol gibi
oksijenli monoterpenler ve B-karyofillen (%1,2) gibi seskiterpen hidrokarbon da

kompozisyonun tamamlayici bilesikleri arasinda yer almaktadir. 1z miktarda tespit
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edilen a-humulen, d-kadinen, izokaryofillen oksit, karvakril asetat ve fitol gibi bilesikler
ise kimyasal ¢esitliligin gdstergesi olarak degerlendirilmektedir. Genel olarak, 7. ekimii
ucucu yagi, yiiksek oranda fenolik yapi igeren oksijenli monoterpenlerle karakterize
olmus, bu durum bitkinin potansiyel biyolojik aktiviteleri agisindan dikkat cekici

bulunmustur.

Bu ¢alismada elde edilen 7. ekimii ugucu yag kompozisyonu, timol (%75) ve karvakrol
(%3.9) agisindan dikkat ¢ceken bir profil sunmustur. Bu bilesiklerin diizeyi, daha 6nce
farkli Thymus tirleri {izerinde yiiriitilen c¢alismalarla karsilastirildiginda hem
benzerlikler hem de belirgin farkliliklar géstermektedir.

Omegin, T. carmanicus tiiriinde karvakrol oran1 %70,4 ile oldukca yiiksekken, timol
icerigi %13,1 olarak rapor edilmistir (Javidnia & Shafaghat, 2003). 7. daenensis
orneklerinde ise timol (%33,9—-70,3) ve karvakrol (%4,0-24,8) birlikte yiiksek oranlarda
tespit edilmistir (Rustaiyan & Masoudi, 2000). Bu tiir, 7. ekimii'deki dagilimdan daha

dengeli ve zengin bir fenolik yap1 sergilemektedir.

Bununla birlikte, 7. eriocalyx ve T. fedtschenkoi gibi tiirlerde geraniol ve linalol gibi
oksijenli monoterpenlerin baskinligi, T. ekimii'deki fenolik yap1 agirligina gore farklilik
gostermektedir. Ayrica 7. vulgaris gibi tlirlerde kamfen (%17,19) ve kafur (%38,54)
gibi monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli monoterpenler daha 6n plandayken, T.
ekimii'de bu bilesikler yalnizca eser diizeyde bulunmustur (Kucukbay & Kuyumcu,

2010).

Tiim bu karsilastirmalar neticesinde, 7. ekimii'nin ugucu yag profili, 6zellikle timol
acisindan bazi tiirlerle ortlismekle birlikte, karvakrol diizeyindeki relatif diistikliikk ve
borneol, p-simen gibi mindr bilesiklerin varligiyla kendine 6zgili bir kimyasal bilesim
ortaya koymaktadir. Bu durum, tiiriin fitokimyasal acidan farklilasan bir yap1
sergiledigini ve biyolojik aktivite potansiyelinin 6zgiin olabilecegini diisiindiirmektedir.
5.2 T. ekimii Sabit Yag Asitleri

Yapilan analizler sonucunda 7. ekimii tiiriine ait sabit yag fraksiyonunda toplam sekiz
yag asidi tanimlanmistir. Bu bilesikler arasinda en yiiksek oranda tespit edilen yag
asidi, %29,6 ile nonadekanoik asit (C19:0) olmustur. Bu asit, 6rneklerdeki baskin

doymus yag asidi olarak one ¢ikmaktadir. Nonadekanoik asidi takiben, coklu doymamis

yag asitlerinden a-linolenik asit (C18:3, »-3) %23,2 ve linoleik asit (C18:2, ®-6) %13,8
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oranlarinda saptanmigtir. Bunun yani sira, tekli doymamis yag asitlerinden oleik asit

(C18:1, ®-9) %13,3 oraninda belirlenmistir.

Doymus yag asitlerinden palmitik asit (C16:0) %11,9 ve stearik asit (C18:0) ise %3,9
oranlarinda bulunmustur. Daha diisiik oranlarda tespit edilen bilesikler arasinda elaidik

asit (C18:1 trans, ®-9) %2,2 ve pentadesenoik asit (C15:1) %2,1 ile yer almaktadir.

Bu bulgular, T. ekimii bitkisinin sabit yag bilesiminin hem doymus hem de doymamis
uzun zincirli yag asitleri acisindan zengin bir profile sahip oldugunu gostermektedir.
Ozellikle nonadekanoik, linoleik ve a-linolenik asitlerin yiiksek oranlarda bulunmast,
bu tiiriin biyolojik ve fonksiyonel 6zellikler bakimindan dikkate deger bir potansiyel

tagidigini ortaya koymaktadir.

Literatiirde Thymus tiirlerine ait sabit yag asitleri profiline iliskin ¢alismalarin son
derece sinirli oldugu dikkate alindiginda, bu calismada elde edilen veriler 6nemli bir
bilgi boslugunu doldurmakta ve tiiriin kimyasal karakterizasyonuna yonelik ilk
sistematik bulgulardan biri olma 6zelligini tagimaktadir. Bu c¢alismada 7. ekimii sabit

yag asitleri profili ilk kez sunulmustur.
5.3 T. ekimii Toprak Ustii Ekstreleri Sililleme

T. ekimii toprak lstii apolar ekstresinde sililleme sonrasi elde edilen bilesiklerin bolluk
dagilimi incelendiginde, en yiiksek bolluk oranina %30 ile fitosteroller sahiptir (Sekil
5.2). Bunu %20 orantyla alkanlar ve %20’ye yakin oranla monoterpenler takip
etmektedir. Yagda ¢oziinebilen bilesikler yaklasik %10’luk bir bolluk gosterirken,
triterpenoidler %3, seskiterpenler ise yaklasik %2 oraninda tespit edilmistir. Bu dagilim,
apolar ekstrenin oOzellikle fitosteroller ve alkanlar bakimindan zengin bir bilesik
profiline sahip oldugunu ortaya koymakta; bu gruplarin farmakolojik ve endiistriyel

acidan tasidigi potansiyeli vurgulamaktadir.
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Sekil 5.2

T. ekimii Toprak Ustii Apolar Ekstresi Sililleme Sonucu
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Apolar karakterdeki ekstrenin sililleme islemi sonras1 gerceklestirilen GK-AID/KS
analizleri sonucunda 7. ekimii bitkisinin toprak iistii kisimlarinda toplamda 14 farkl
bilesik tanimlanmistir. Bu bilesikler kimyasal siniflarina gore incelendiginde, alkanlar
grubuna ait 7 farkli bilesigin (6rnegin: nonakosan, hentriakontan, tritriakontan vb.)
bulundugu ve bu grubun toplam bilesik yiizdesinin yaklasik %27,2'lik bir orana sahip
oldugu belirlenmistir. Bu durum, 7. ekimii'nin apolar ekstraktinda alkanlar grubunun
onemli bir yer tuttugunu gostermektedir.

Calismada fitosteroller sinifina ait iki temel bilesik, yani B-sitosterol (%11,6) ve
kampesterol (%1,0) saptanmis olup, bu grubun toplam orani %35,9 olarak tespit
edilmistir. Bu sonug, 7. ekimii apolar ekstresinin Ozellikle fitosteroller bakimindan
zengin bir profil sergiledigini ortaya koymaktadir.

Triterpenoitler grubunda ise oleanolik asit (%13,5) ve 10-demetilskualen (%2,0) olmak
tizere iki Onemli bilesik tanimlanmis ve bu grup toplamda %15,5 oranla temsil
edilmistir. Bu bulgu, 7. ekimii'nin triterpenoit tiirevlerini de anlaml diizeyde igerdigini
gostermektedir.

Ek olarak, ekstrede monoterpen sinifinda yer alan timol bilesigi %26,8 gibi yiiksek bir
oranla tanimlanmis olup, bu durum ucucu bilesiklerinde apolar fazda da varligim
korudugunu gostermektedir. Ayrica, yagda ¢Oziinebilen vitaminler grubunda o-
tokoferol (%4,7) bilesigi de saptanarak ekstrenin antioksidan potansiyeline katkida

bulunabilecek nitelikte oldugu diistiniilmektedir.

79



Bu sonugclar, literatiirde Thymus tiirlerine ait apolar ekstrelerin sililleme sonrasi
kimyasal igerigine yonelik yapilan caligmalardaki verilerin son derece sinirli olmasi
nedeniyle 6nem arz etmektedir. Sunulan veriler, 7. ekimi tiiri {izerine yapilan ilk
kapsamli karakterizasyon calismalar1 arasinda yer almakta olup, gelecekte yapilacak
biyolojik aktivite arastirmalari i¢cin degerli bir temel olusturma potansiyeline sahiptir.

T. ekimii toprak istii polar ekstresine ait sililleme analizinde, en yiiksek bolluk oranina
yaklastk %50 ile karbonhidratlar sahiptir. Bu grubu sirasiyla %8 oraniyla
triterpenoidler, %5 ile karboksilik asitler ve %3 ile fenolik asitler takip etmektedir.
Monoterpenler ise yalnizca %1 oraninda tespit edilmistir. Bu dagilim, polar ekstrenin
ozellikle karbonhidratlar ve triterpenoidler agisindan zengin oldugunu, fenolik bilesikler
yoniinden ise daha sinirli ancak dikkat ¢ekici bir bilesik profiline sahip oldugunu ortaya

koymaktadir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3

T. ekimii Toprakiisiitii Polar Ekstresi Sililleme Sonucu
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Bu c¢alismada, 7. ekimii bitkisinin toprak tistii kisimlarina ait polar ekstrenin tizerinde
yapilan sililleme islemi sonrasinda gergeklestirilen GK-KS/AID analizleri sonucunda
toplamda 19 farkli bilesik tespit edilmistir. Bu bilesikler, kimyasal yapilarina gore
siniflandirilmis ve oranlar1 hesaplanmastir.

Analiz sonuglarina gore, ekstre iceriginde 12 adet karbohidrat en yiiksek orani (%56,3)
olusturmaktadir. Bu sinif iginde major olarak sukroz (%26,3), B-glukopiranoz (%6,8),
rafinoz (%7,3), myo-inositol (%5,9) ve minor olarak o-glukopiranoz (%4,3) gibi
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bilesiklerin 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. Bu durum, 7. ekimii polar ekstresinin
¢Oziiniir sekerler agisindan olduk¢a zengin oldugunu gostermektedir.

Triterpenoitler grubunda ise oleanolik asit (%6,3) ve triterpenik asit (%4,1) olmak iizere
toplam %10,4 oraninda iki bilesik saptanmistir. Bu bilesikler farmakolojik olarak ¢esitli
biyolojik aktivitelerle iligskilendirilen 6nemli sekonder metabolitlerdir.

Diger 6nemli husus olarak, ekstre igerisinde rozmarinik asit (%5,0) ve kafeik asit (%0,8)
olmak iizere toplam %5,8 oraninda fenolik asitler tespit edilmistir. Bu sinif, bitkisel
antioksidan aktiviteyle iligkilendirilen bilesikleri icermesi bakimindan Onem
tasimaktadir.

Karboksilik asitler sinifi da dikkate deger bir oranda (%7,5) bulunmustur ve bu gruba
ait olarak malik asit (%1,6) ile kuinik asit (%5,9) tanimlanmistir. Ayrica, diisiik oranda
da olsa timol (%0,5) gibi bir monoterpenoit bilesigin varlig1 da kaydedilmistir.

Sonug olarak, 7. ekimii polar ekstresi basta karbohidratlar olmak iizere triterpenoitler,
fenolik asitler ve karboksilik asitler gibi birgok farkli bilesik sinifini icermekte olup,
kimyasal ¢esitliligi yiiksek bir profil ortaya koymaktadir. Literatiirde 7. ekimii’nin polar
ekstraktina yonelik detayli calismalara rastlanmamasi nedeniyle, bu bulgular tiiriin

kimyasal bilesim a¢isindan degerlendirilmesinde 6zgiin ve 6nemli katkilar sunmaktadir.

5.4 T. ekimii Kok Ekstresi Sililleme

T. ekimii kok ekstresinin sililleme analizine ait bolluk yiizdelerine gore olusturulan
grafik incelendiginde, en yiiksek bolluk orani yaklasik %50 ile fitosterollere aittir.
Fitosterolleri, yaklasik %18 oranla triterpenoidler takip etmektedir. Bu iki grup,
ekstrenin kimyasal yapisinda baskin bilesenler olarak one ¢ikmaktadir. Alkanlar (%3),
yag asitleri (%2), yag alkolleri (%1) ve monoterpenler (%1) ise daha diisiik bolluk
ylizdeleriyle temsil edilmistir. Bu sonuclar, 7. ekimii kok ekstresinin 6zellikle fitosterol
ve triterpenoidler agisindan zengin oldugunu ve bu bilesiklerin potansiyel biyolojik

etkiler agisindan 6nemli rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4

T. ekimii Kok Ekstresi Sililleme Sonucu
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Calisma kapsaminda, 7. ekimii bitkisinin kok kismindan elde edilen apolar 6zellikteki

ekstre, sililleme islemi sonrast GK-KS/AID yéntemiyle incelenmis ve toplamda 16

farkl bilesik tanimlanmistir. Tanimlanan bilesikler, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine

gore siniflandirilmis olup, her bir grubun 6rnek i¢indeki dagilim yiizdesi hesaplanmistir.

Bilesik profiline bakildiginda, ekstre igerisinde en baskin grubun fitosteroller (%53,8)

oldugu goriilmiistiir. Bu grubun en yiiksek oranda bulunan bilesigi B-sitosterol (%27,7)

olup, bunu lanosterol ve sikloartenol gibi diger sterol tiirevleri (%6,5’er oraninda) takip

etmektedir. Bunun yani sira, stigmastanol (%35,0), sitostenon (%3,2), stigmasterol (%2,8)
ve kampesterol (%2,1) gibi diger fitosteroller de dikkate deger oranlarda saptanmistir.

Bu durum, T. ekimii kok ekstresinin fitosteroller bakimindan oldukg¢a zengin bir kaynak
olabilecegini ortaya koymaktadir.

Ekstrenin 6nemli bir diger bilesik grubunu ise triterpenoitler (%22,3) olusturmaktadir.

Bu sinifta 6zellikle ursolik asit (%7,7) ve betulonik asit (%7,2) gibi farmakolojik olarak
ilgi goren bilesiklerin yiiksek oranlarda bulundugu gézlemlenmistir. Ayrica, ursadienoik
asit (%5,9) ve oleanolik asit (%1,5) de bu grupta yer almaktadir. Bu sonuglar, bitkinin
kok yapisinda seskiterpen ve triterpen tiirevlerinin biyoaktif potansiyel tasidigini
diistindiirmektedir.

Ayrica analizde; alkanlar (%3.,4) grubundan nonakosan (%2,0) ve hentriakontan (%1,4);

yag asitleri (%1,5) grubundan dokosanoik asit; yag alkoller (%0,4) sinifindan ise 1-
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hekzakosanol belirlenmistir. Ek olarak, diisiik diizeyde timol (%]1,2) varlig1 da tespit
edilerek monoterpen yapili bilesiklerin de ekstrede izlenebilir diizeyde bulundugu
gosterilmistir.

Elde edilen bu sonuclar, literatiirde Thymus tiirlerine yonelik kok kaynakli apolar
ekstrenin analizlerinin oldukca sinirli olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Tanimlanan
bilesiklerin hem kimyasal cesitlilik hem de potansiyel biyolojik aktivite agisindan
dikkate deger oldugu degerlendirilmektedir. Bu yoniiyle ¢alisma, 7. ekimii tiriine dair

0zglin veriler saglayarak bilimsel bilgi birikimine katki sunmaktadir.

5.5 T. ekimii Polar Ekstresinin Fenolik Bilesiklerinin Kimyasal Bilesimi

Bu calismada, 7. ekimii tiiriinlin toprak iistii kisimlarindan elde edilen polar karakterli
ekstraktinin fenolik bilesimi, hassas sivi kromatografisi (SK) yontemi kullanilarak
detayl1 bicimde incelenmistir. Analiz sonucunda toplam 48 farkli fenolik ve flavonoid
karakterli bilesik tanimlanmig olup, bunlarin ¢ogunlugu izlenebilir diizeyde saptanmus,
bazilari ise eser (T.E.) miktarda tespit edilmistir.

Elde edilen verilere gore, ekstre icerisinde en yiiksek oranda bulunan fenolik bilesik
rozmarinik asit (19,299 mg/gexr) olup, bu bilesigi sirasiyla vanilik asit (8,344 mg/gex)
ve kafeik asit (2,712 mg/gexr) takip etmektedir. Bu ii¢ bilesik, drnek iginde en baskin
fenolik yapidaki maddeler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Diger taraftan, klorojenik asit (1,765
mg/gexr), protokatesik asit (1,316 mg/gexr) ve sinapik asit (1,171 mg/gexs) gibi diger
onemli fenolik asitler de anlamli oranlarda saptanmistir. Bununla birlikte, fenolik
bilesiklerin yaninda sik¢a yer alan kuinik asit (33,876 mg/gexr) de yiiksek miktarda
saptanmigtir.

Flavonoid bilesikler acisindan degerlendirildiginde, drnekte 6zellikle sinarozit (18,293
mg/gexr), luteolin (4,672 mg/gextr), kosmosiin (4,083 mg/gexr) ve naringenin (3,645
mg/gexr) maddeleri dikkat ¢cekmektedir. Bu bilesikler, bitkinin flavonoid bakimindan
zengin oldugunu gostermektedir. Ayrica, kersitrin (1,205 mg/gexs), rutin (1,062 mg/gexir)
ve izokersitrin (0,978 mg/gextr) gibi glikozit tiirevi flavonoidler de belirgin diizeylerde
tespit edilmistir.

Bunun yaninda, 6rnek i¢inde eser miktarda bulunan ya da sadece iz olarak saptanabilen
bilesikler de dikkate degerdir. Ornegin, genistein, apigenin, kaempferol, kafeik aldehit,

epikatesin gallat, epigallokatesin gallat, fisetin, amentoflavon, kumarin ve benzeri
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bilesikler ¢ok diisiik seviyelerde veya iz miktarda saptanmistir. Bu maddeler, biyolojik
aktivite acisindan anlamli potansiyele sahip olmalarina karsin, bu tiirlin polar
ekstraktinda daha az yogunlukta bulunmustur.

Yapilan analizler 1s5181nda, 7. ekimii polar ekstraktinin hem fenolik bilesikler (6zellikle
kuinik asit, rozmarinik asit, vanilik asit) hem de flavonoid tiirevleri (6zellikle sinarozit,
luteolin, kosmosiin, naringenin) acisindan zengin bir kimyasal profile sahip oldugu
anlagilmaktadir. Bu kimyasal cesitlilik, bitkinin olas1 antioksidan, antienflamatuvar,
antikanserojenik ve ndroprotektif etkiler acisindan potansiyel tasidigini gostermektedir.
Ozellikle fenolik bilesiklerin serbest radikallerle savasma kapasitesi ve flavonoidlerin
hiicresel diizeyde koruyucu aktiviteleri géz oniinde bulunduruldugunda, 7. ekimii
tiirtiniin bu igerikleri bakimindan degerli bir dogal kaynak olabilecegi diigiiniilmektedir.
Bu baglamda, elde edilen bulgular, literatiirde bu tiir {izerine yapilan ¢alismalarin siirl
sayida olmasi nedeniyle 6zgiinliik arz etmektedir. Bu ¢alisma, 7. ekimii’nin fitokimyasal

bilesimi hakkinda bilimsel literatiire katki saglayan yeni ve dnemli veriler sunmaktadir.

5.6 T. ekimii Yagda Coziinen Vitaminlerin Analiz Sonuclar:

Bu calismada, 7. ekimii bitkisinin orneklerinde yagda c¢oziinebilen vitaminlerin
kimyasal bilesimi belirlenmistir. Literatiir tarandiginda, Thymus cinsine ait baz tiirlerde
ucucu yag ve fenolik icerikler iizerine ¢alismalar yapilmis olsa da, yagda ¢oziinebilen
vitaminlerin analiziyle ilgili herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu durum,
calismanin literatiirdeki onemli bir boslugu doldurdugunu ve ozgiinliik tasidigini
gostermektedir.

Analizlerde Ultra Performansh Stiperkritik Akiskan Kromatografisi (UPC?) yontemi
kullanilmistir. Bu yontem, geleneksel tekniklerden olan YBSK ve GK-KS'e kiyasla
bircok avantaja sahiptir. Oncelikle, analiz siiresi oldukca kisadir ve diisiik miktarlardaki
orneklerle giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica bu teknik, bilesenlerin ayrim
giici acgisindan oldukca yiiksek hassasiyet sunmakta, bu da karmagik bitki
ekstraktlarinda bile diisiik konsantrasyondaki vitaminlerin dahi tespit edilebilmesini
saglamaktadir.

Bu baglamda, 7. ekimii tiiriinlin bitki materyalinde yagda ¢oziinebilen cesitli vitamin
bilesikleri basarili bir sekilde tanimlanmistir. Bu sonuglar, yalnizca bu tiiriin degil,
Thymus cinsine ait diger tiirlerin de potansiyel farmakolojik degerlerini ortaya koymak

acisindan onemli bir veri seti sunmaktadir.
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Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda kullanilan ileri diizey ayirma teknolojisi olan UBBK
yontemi sayesinde 7. ekimii bitkisinin daha Once arastirllmamis kimyasal bilesikleri
tanimlanmis, bu da tezin bilimsel 6zgilinliigliinii ve katki degerini 6nemli Olgilide

artirmistir.

5.7 T. ekimii Polar Ekstresi SK-KS Sivi Kromatografisi Analiz Sonuclari

T. ekimii’nin polar ekstrakti iizerinde gergeklestirilen SK-KS sivi kromatografi
analizleri sonucunda hem fenolik asitler hem de flavonoitler agisindan olduk¢a zengin
bir profil ortaya konmustur. Elde edilen kromatogram verilerine gore, kuinik asit (RT:
3,0), vanilik asit (RT: 11,8) ve rozmarinik asit (RT: 26,6) gibi fenolik bilesiklerin
belirgin sekilde bulundugu goriilmektedir (Sekil 5.5). Bu bilesiklerin her biri bilinen
antioksidan, antienflamatuar ve potansiyel antikanser etkileri ile farmakolojik ac¢idan

degerli olduklar1 kabul edilmektedir.

Sekil 5.5

T. ekimii Polar Ekstresi Bilesiklerin SK-KS teknigi ile Kromatografik Aywrimi
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Ayrica flavonoit bilesenleri arasinda sinarozit (RT: 23,7), luteolin (RT: 36,7) ve
kosmosiin (RT: 28,2) major maddeler olarak dikkat ¢cekmistir. Bu flavonoitlerin hiicre
koruyucu etkilerinin yani sira, serbest radikallere karsi savunmada ve enzimatik
yollardaki diizenleyici rollerinde 6nemli olduklar1 bilinmektedir.

Ozellikle RT degerleri 20,0 ile 40,0 arasinda yer alan maddelerin yogunlugu, ekstraktin

kompleks yapisin1 yansitmakta ve bitkinin biyolojik potansiyelini desteklemektedir.

&5



Naringenin, apigenin, kersetin, rutin, genistein, daidzein gibi ¢ok sayida flavonoid
bilesigin saptanmis olmasi, 7. ekimii’nin bu bilesikler acisindan kayda deger bir kaynak
olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, bu analiz ¢alismas1 7. ekimii bitkisinin fitokimyasal yapisinin hem nicel
hem de nitel acidan zenginligini ortaya koymakta, ozellikle fenolik ve flavonoit
icerikleri bakimindan dikkat ¢ekici bir ¢esitlilik sundugunu kanitlamaktadir. Bu durum,

bitkinin potansiyel terap6tik kullanimlart agisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir.

5.8 Biyolojik Aktivite Arastirmalari

5.8.1 Antioksidan aktivite potansiyeli

5.8.1.1 Fosfomolibden antioksidan aktivite testi

Sonuglara gore en yiiksek antioksidan aktivite, kok polar ekstresinde (TRP) dl¢iilmiistiir.
Bu, kok kisminda suda ¢oziinebilen antioksidan maddelerin yiiksek oranda
bulundugunu gostermektedir. En diisiik aktivite ise ugucu yagda (THY) tespit edilmistir.
Toprak tistii kismindan elde edilen hem polar (THP) hem de lipofilik (THL) ekstraktlar
ise benzer degerlere sahiptir. Kok lipofilik ekstresi (TRL) orta seviyede bir aktivite
gostermistir.

Bu veriler, T. ekimii bitkisinin 6zellikle kok polar fraksiyonunun antioksidan bilesikler
acisindan zengin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgu, bitkinin bu kisminin saglikla

ilgili biyolojik etkileri bakimindan 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

5.8.1.2 Giimiis NanoParcaciklar Antioksidan Kapasite Testi

T. ekimii’nin giimiis nanoparcacik (SNAP) formundaki antioksidan aktivite analizleri
sonucunda, en yiiksek etki herba polar (THP) fraksiyonunda gozlenmistir. Bu
fraksiyonu kok polar (TRP) fraksiyonu takip etmistir. Buna karsin, herba lipofilik (THL)
ve ucucu yag (THY) fraksiyonlar1 olduk¢a diisiik seviyede antioksidan aktivite
gostermistir. Kok lipofilik (TRL) fraksiyonuna ait 6l¢iim ise gerceklestirilememistir.

Bu sonuglar, SNAP formundaki 7. ekimii’nin 6zellikle polar fraksiyonlarinda giiglii
antioksidan potansiyel tasidigini ortaya koymaktadir. Bu o6zellik, bitkinin biyolojik
olarak aktif formlarinin gelistirilmesinde degerlendirilebilecek Onemli bir avantaj

sunmaktadir.

5.8.1.3 Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Testi (DPPH testi)
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Serbest radikal siipiiriicii etkiyi degerlendirmek amaciyla yapilan DPPH testi
sonuclarina gore, en giiglii antioksidan etki 7. ekimii herba polar (THP) fraksiyonunda
gozlemlenmistir. Bunu kok polar (TRP) fraksiyonu takip etmistir. Ugucu yag (THY) ve
herba lipofilik (THL) fraksiyonlar1 ise daha zayif diizeyde etki goOstermistir. Kok
lipofilik (TRL) fraksiyonuna iligskin sonug elde edilememistir.

Kontrol madde olarak kullanilan gallik asit (GA), beklendigi iizere c¢ok giiglii
antioksidan aktivite gostermistir. Elde edilen bulgular, 7. ekimii bitkisinin ozellikle
polar fraksiyonlarinda dikkat c¢ekici antioksidan potansiyel tasidigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, bitkinin farmakolojik acidan degerlendirilmesi acisindan

Onemli bir katkidir.

5.8.1.4 Troloksa Egdeger Antioksidan Kapasite Testi

Troloksa esdeger antioksidan kapasitesini degerlendirmek amaciyla yapilan analizlerde,
T. ekimii herba polar (THP) ve kdk polar (TRP) fraksiyonlarinin belirgin sekilde yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ugucu yag (THY) fraksiyonu da bu
iki fraksiyonu takiben giiclii bir etki sergilemistir. Buna karsin herba lipofilik (THL) ve
kok lipofilik (TRL) fraksiyonlarinin antioksidan kapasiteleri daha diisiik diizeyde
kalmistir.

Elde edilen veriler, T. ekimii bitkisinin &zellikle polar fraksiyonlarmmin antioksidan
potansiyel agisindan zengin oldugunu gdstermektedir. Bu sonuglar, bitkinin biyolojik

aktiviteleri bakimindan degerlendirilmesinde 6nemli bir dayanak olusturmaktadir.

5.8.2 Spektrofotometrik Miktar Tayinleri
5.8.2.1 Toplam Fenol Miktar

Tez kapsaminda T. ekimi polar ve apolar ekstrelerin toplam fenol madde igerikleri
Folin-Ciocalteu reaktifi ile kolorimetrik yontemle tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar
her ekstrenin fenolik madde zenginligine iliskin karsilastirmali bir degerlendirme

yapilmasina olanak saglamistir.

Toplam fenol icerigi acisindan yapilan degerlendirmede, 7. ekimii bitkisinin polar
fraksiyonlar1 olan herba polar (THP) ve kok polar (TRP) en yiiksek fenolik bilesik

seviyelerine sahip fraksiyonlar olarak ©6ne c¢ikmigtir. Bu fraksiyonlari, daha diisiik
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diizeyde fenol iceren herba lipofilik (THL) ve kok lipofilik (TRL) fraksiyonlar1 takip
etmistir. Ugucu yag fraksiyonunda (THY) ise fenolik bilesik tespiti yapilamamustir.

Bu sonuglar, 7. ekimii bitkisinin 6zellikle polar fraksiyonlarinin fenolik bilesikler
yonlinden zengin oldugunu ve bu yoOniiyle antioksidan potansiyel tasidigini

gostermektedir.

5.8.2.2 Toplam Flavonoit Miktar

Elde edilen veriler tiiriin flavonoit yoniinden zenginligini ortaya koymakta olup
biyolojik etkinsigi ile iliskili potansiyel bilesen dagiliminin yorumlanmasina bir 6n
degerlendirme niteligindedir.

Toplam flavonoit icerigi bakimindan yapilan analizde, 7. ekimii bitkisinin herba polar
(THP) fraksiyonu en yiiksek flavonoit diizeyine sahip olarak belirlenmistir. Kok polar
(TRP) ve herba lipofilik (THL) fraksiyonlarinda ise daha diisiik diizeylerde flavonoit
tespiti yapilmustir. Kok lipofilik fraksiyonda (TRL) eser miktarda flavonoit bulunurken,
ucucu yag fraksiyonunda (THY) flavonoit igerigi tespit edilememistir.

Bu bulgular, T. ekimii bitkisinin 6zellikle herba polar fraksiyonunun flavonoit bilesikler
acisindan zengin oldugunu gdstermekte ve bu fraksiyonun potansiyel biyolojik

aktiviteler bakimindan 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.
5.8.3 Antidiyabetik aktivite potansiyeli
5.8.3.1 a-Glikozidaz Inhibisyon Test

T. ekimii bitkisine ait farkli fraksiyonlar {izerinde yapilan a-glukozidaz inhibisyon testi
sonuclarina gore, ugucu yag (THY) en yiiksek inhibisyon etkisini gostermistir. Polar
kok ekstresi (TRP), herba polar (THP) ve kok lipofilik (TRL) ekstreleri de benzer
sekilde belirli diizeyde inhibitor etkisini sergilemistir. Herba lipofilik ekstresinin (THL)

etkisi ise digerlerine kiyasla daha diistiktiir.

Bu sonuglar, 7. ekimii bitkisinin 6zellikle ugucu yag ve kok polar ekstresi araciligiyla a-
glukozidaz enzimi {izerinde anlamli bir inhibisyon etkisi olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla, bu calisma 7. ekimii’nin antidiyabetik potansiyel tagidigini ve
bu etkinin orta diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu yoniiyle bitki, dogal antidiyabetik

ajanlara yonelik calismalarda dikkate deger bir kaynak olarak degerlendirilebilir.
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6 SONUC

1.

T. ekimii’nin ugucu yag1 arastirilmis, baslica bilesenlerin timol ve karvakrol oldugu
tespit edilmisgtir.

Sabit yag bilesenleri incelenmis, en yiiksek oranlarda bulunan yag asitleri arasinda
nonadekanoik asit (%29,6), a-linolenik asit (%23,2), linoleik asit (%13,8) ve oleik
asit (%13,3) yer almistir.

. Yagda c¢Oziinen vitamin analizleri gerceklestirilmis, numunede o-tokoferol (E

vitamini) ve P-karoten tespit edilmistir. Literatiirde bu vitaminler daha Once
herhangi bir Thymus tiiriinde bu yontemle ¢alisilmamaistir.

Apolar ekstrenin sililleme sonrasi bilesen analizinde, baslica bilesikler olarak -
sitosterol, ursolik asit ve oleanolik asit belirlenmistir.

Polar ekstrenin sililleme sonrasi bilesenlerinde ise kuinik asit, sukroz ve oleanolik
asit dikkat ¢ceken maddeler olmustur.

SK-KS analizleri sonucu fenolik bilesiklerden vanilik asit ve rozmarinik asit;
flavonoitlerden ise sinarozit, luteolin ve kosmosiin, , major bilesikler olarak
tanimlanmistir. Kuinik asit de yiiksek miktarda saptanmustir.

Antioksidan aktivite testleri sonucunda, ozellikle kok polar (TRP) ekstresi yiiksek
diizeyde aktivite gostermistir. En diisiik aktivite ise ugucu yag (THY) Orneginde
gozlenmistir.

Antidiyabetik aktivite Olglimlerinde, orta diizeyde bir inhibisyon etkisi tespit

edilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada 7. ekimii bitkisi lizerine ilk defa kapsamli fitokimyasal

analizler gerceklestirilmis; ucucu yag, sabit yag, vitamin igerigi, polar ve apolar

fraksiyonlardaki bilesenler detayli sekilde incelenmistir. Ayni zamanda bitkinin

antioksidan ve antidiyabetik aktiviteleri de ilk kez degerlendirilmistir. Elde edilen

veriler, T. ekimii’nin insan saglig1 agisindan biyolojik olarak degerli bilesikler igerdigini

ve tibbi bitki potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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