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OZET

Bu tez; iilkemizde 38 tiir ile temsil edilen 7hymus (Lamiaceae) cinsine ait Thymus
pseudopulegioides Klokov&Des-Shost, Thymus transcaucasicus Ronniger ve Thymus
praecox Opiz subsp. grossheimii (Ronniger) Jalas var. grossheimii bitkilerinden elde edilen
hekzan, kloroform ve su Oziitleriyle ugucu yaglarinin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve
antiviral aktivitelerini caligmak lizere tasarland1.

Ucucu yaglann kimyasal icerikleri Gaz Kromotografisi (GK) ve Kiitle Spektrometrisi
(GK-KS) analizleri ile belirlendi. Timol tiim ucucu yaglarda; T. pseudopulegioides %58, T.
transcaucasicus %S5 ve T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii %29,4 oranlarinda
ana bilesenler olarak belirlendi.

Antioksidan aktviteler, 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) ve PB-karoten renk acilim
testi- spektrofotometrik yontem adh iki tamamlayict test sistemi ile belirlendi. DPPH
yonteminde tiim su Oziitleri yliksek oranda radikal temizleyici etki gosterdi. En yiiksek
aktivite 7. pseudopulegioides ugucu yagmnda (ICs0:2,3 pg/ml) gozlendi. P-karoten
yonteminde hekzan ve kloroform oziitleri yiiksek aktivite gosterdi. En yiiksek aktivite
%79,95’1ik inhibisyon degeriyle T. pseudopulegioides’in kloroform oziitiinde gozlendi.

Antibakteriyal, antikandidal ve antifungal disk diftizyon, mikrowell diliisyon yontemi
ve MIK agar diliisyon yontemi ile belirlendi ve test mikroorganizmalar1 olarak 9 bakteri, 1
maya ve 3 mantar susu kullanildi. Bu ti¢c 7hymus tiiriinden elde edilen kloroform, hekzan ve
su oOziitlerinde antimikrobiyal aktivite gozlenmedi. 7. pseudopulegioides ve T.
transcaucasicus ugucu yaglarmin, P. aeruginosa mikroorganizmasit hari¢ diger
mikroorganizmalar iizerinde etkili antimikrobiyal aktivitesinin oldugu tespit edildi. Bu ucucu
yaglann etkili antibakteriyal ve antikandidal aktivitelerinin yaninda ¢ok giiclii antifungal
aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

Bu Thymus tiirlerinden elde edilen hekzan, kloroform ve su oziitleri, anti-HSV ve

Anti-Influenza A aktivite yoniinden ‘etkisiz’ bulunmuslardir.

Anahtar Kelimeler: Thymus pseudopulegioides, Thymus transcaucasicus, Thymus praecox
subsp. grossheimii var. grossheimii, antimikrobiyal aktivite,
antioksidan, antiviral, u¢ucu yag, GC-MS, GC-FID.
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SUMMARY

Investigation of Biological Activities of Extracts and Essential Oils Obtained from
Three Thymus L. Species

This thesis was desinged to carry out the in vitro antioxidant, antimicrobial and
antiviral of hexane, chloroform, water extracts and essential oils of 7. pseudopulegioides
Klokov&Des-Shost, T. transcaucasicus Ronniger and T. praecox Opiz subsp. grossheimii
(Ronniger) Jalas var. grossheimii, all members of genus 7hymus L. (Lamiaceae) that is
represented by 38 species, in the Turkish flora.

The chemical composition of essential oils were determined by employing Gas
Chromatography (GC), Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GS-MS) analyses.
Thymol was found as the main components in the oils of 7. pseudopulegioides 58%, T.
transcaucasicus 55% ve T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii 29,4%.

The oils, hexane and water and chloroform subfractions of methanol extract obtained
from each plant sample were screened for their possible antioxidant activities by two
complementary test systems, namely 2,2- Diphenylpikrylhydrazyl (DPPH) free radical
scavenging and B-Carotene color bleaching test — spectrophotometric methods. In 2,2-
DPPH, all polar extracts acted as radical scavengers on high proportions. The highest free
radical scavenging activity was observed in the essential oil of 7. pseudopulegioides (I1Cso:
2,3 pg/ml). In B-Carotene color bleaching test — spectrophotometric method, hexane and
chloroform extracts have high activity. The highest activity was observed in the chloroform
extract of 7. pseudopulegioides, with 79,95 % inhibition rate.

Antibacterial, anticandidal, antifungal activities of all extracts and essential oils were
determined by using disc diffusion, microwell dilution and MIC agar dilution methods, and
employing 9 bacteria, 1 yeast and 3 fungi as test microorganisms. No activity was found in
the hexane, chloroform and water extracts. Essential oils of 7. pseudopulegioides and T.
transcaucasicus showed effective antimicrobial activity against all test microorganisms
except for P. aeruginosa. In addition to antibacterial and antifungal activities, these essential
oils have very high antifungal activity.

All extracts, on the other hand, were found to be “ineffective” against HSV and

Influenza A viruses.

Key Words:  Thymus pseudopulegioides, Thymus transcaucasicus, Thymus praecox Opiz
subsp. grossheimii (Ronniger) Jalas var. grossheimii, antimicrobial activity,
antioxidant activity, antiviral activity, essential oil, GC-MS, FC-FID
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Yeryliziinde tiim tiiketiciler yasamlarint siirdiirebilmek ic¢in ihtiya¢c duyduklari
karbonhidrat, yag ve proteinler gibi temel besinleri bitkilerden karsilarlar. Primer
metabolitler olarak tanimlanan bu bilesikler canhlarda enerjinin agiga cikarilmasi,
kullanimi, nakli ve doniisiimii, sindirim, kalitsal materyalin aktarilmasi ve ifadelenmesi
gibi yasamsal siireclerde islev goriirler. Bu 6nemli bilesiklerin disinda odun, seliiloz, zamk
ve lastik gibi baz1 yararli maddeler de bitkilerden elde edilir (Harborne, 1984).

Besin ve enerji saglama gibi yasamsal degerler tasimalarmin yanmi sira yiiksek
bitkiler, basta ila¢ sanayi olmak iizere kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele
alanlarinda yararlanilan dogal iiriinleri iiretirler. Yasamsal olarak onem tasimamakla
birlikte iiretildigi bitkilere bir takim uyumsal degerler ya da avantajlar saglayan bu
bilesiklere ise “‘sekonder metabolitler” adi verilir (S6kmen ve Giirel, 2001). Bitkiler bu
baglamda tam anlamiyla canl1 “organik kimya fabrikalaridir”. Bilhassa bitkilerin iirettikleri
bu c¢ok amaclh bilesikler insanoglunun ilgisini ¢ekmis, sonugta fifokimya disiplini
dogmustur (Hamburger ve Hostetmann, 1991).

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda c¢ok cesitli diismanlarla kusatilmis durumdadir.
Bitkilerin, diigmanlarindan kagmak i¢in yer degistirmeleri s6z konusu olmadigma gore,
birtakim ©6zel savunma mekanizmalari gelistirmek zorundadirlar. Bunlardan birisi de
iirettikleri ©zel kimyasallardir. Insanoglu ise, bu o6zellikten faydalanarak, tarihin ilk
yillarindan giiniimiize kadar ¢ok sayida bitkiyi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanmistir.
Bu yaklasim etnofarmakoloji ad1 verilen bir disiplinin olusmasina yol agmistir. (lit)

Arkeolojik kazilardan elde edilen kalinti ve bulgular, bitkilerin ila¢ olarak
kullaniminin antik caglara kadar uzandigini gostermektedir. Bugiinkii Irak sinirlar:
icerisinde 60.000 y1l 6nce yasamis olan Neanderthallerin, bugiin diinyanin bircok yerinde
tedavi edici olarak kullanilan giilhatmi bitkisini kullandiklarina dair kanitlar bulunmugtur
(Cowan, 1999). Anadolu’da ise bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi yiizyillar 6ncesine,
hatta Hitit uygarliindan da oncesine dayanir (Baser, 2000). Bu konuyla ilgili Sanidar
magarasindaki (Hakkari) yontma tas donemine ait mezarlarda bulunan bitki tiirleri bunun

kanitlarindan  biridir. Tarih ©Oncesi donemin yam swa Asur, Siimer ve Akad



medeniyetlerinde de bitkiler tedavi amaciyla kullanilmistir. Adamotu, banotu, hashas,
kekik, nane, nar kabugu ve safran gibi 250 kadar bitkinin bu donemde kullanildig
bilinmektedir (Baytop, 1999).

Anadolu’da tarih boyunca bitkilerin yaygm kullaniminin nedeni siiphesiz ki bu
bolgenin sahip oldugu fitocografik oOzelliklerin bir sonucudur. Cesitli iklim tiplerinin
etkisinde bulunmasi ve sahip oldugu cografik konum, Anadolu’daki flora cesitliliginin
olusumunda en 6nemli etkenlerdir (Baser, 2000). 11.000’in iizerindeki bitki tiiriiyle zengin
bir floraya sahip olan Anadolu’da yaklagik 3000 adet endemik bitki tiirli bulunmaktadir
(Coskun ve Ozkan, 2005). Endemik oranmnin Avrupa’ya kiyasla cok daha fazla olmasi
Anadolu’nun ekolojik 6nemi ve flora zenginliginin bir gostergesidir. (lit)

Insanoglunun cesitli hastaliklarin tedavisinde bitkilerden yararlanma bicimi etken
madde’den ziyade, bitkinin kendisine ya da cesitli yollarla elde edilen oziitlerine dayanir.
Boyle bir bitkisel tedavi holistik’tir. Giiniimiizde de, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
niifusun %80’1 saglik gereksinimlerini ilk etapta tibbi bitkilerden saglamaktadirlar. Diinya
niifusunun %80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadig1 diisiiniiliirse, toplam diinya
niifusunun %64’ bitkileri tedavi amach olarak kullanmaktadir (Fransworth, 1990). Diger
taraftan gelismis iilkelerde recete ile satilan ilaclarin yaklasik %?25’1 bitkisel kokenli
ilaglardir (Principe, 1989). Bitkilerden izole edilen ve tiim diinyada ilag ham maddesi
olarak kullamlan 119 bilesikten soz edilmektedir. Bitkiler, bu nedenle, ila¢ endiistrinin AR-
GE programlarinda ciddi bir dneme sahiptir (Nair vd., 2005).

Oziitlerden hazirlanan merhemlerin mikrop 6ldiiriicii ve yara iyilestirici etkisi,
bitkilerin tedavi edici 6zellikleri bakimindan akla gelen en 6nemli ve tarihi bir iglevleridir.
Oyle ki; savasta yaralanan Roma askerlerinin tedavisi icin Latince salveo (iyilestirmek,
kurtarmak), Salvia (adagay1) cinsine verilmistir. Ayn1 durum Troya savasinda yaralanan
Asil ve askerlerinin tedavisi i¢in kullnulan Achillea (civanpercemi) tiirleri icin de
gecerlidir (Konemann, 1999 ve Lis-Balchin, 2006).

Yara iyilestirici ve mikrop Oldiiriicii aktivite, biiyiik Olciide, kokulu (aromatik)
bitkilere dayanir. Bu 0zellik aromaterapi adi verilen tedavinin onemli bir boliimiinii
olusturur. Aromaterapi ¢ok cesitli bedensel ve ruhsal hastaliklarin tedavisi icin kullanilan
tarihi yontemler biitiiniidiir ve bu amacla ucucu yag iceren bitkilerden yararlanilir.

Ucucu, aromatik yada eterik yag “oda sicakliginda sivi, bazen donabilen,
buharlastiginda damlatildig1 kagit iizerinde leke birakan ve bitkilerden su buhar1 veya su

distilasyonu ile elde edilen, kokulu karigim” olarak tanimlanabilir (Tanker, vd., 1990). Ik



kez Isvegli Paracelcius von Hohhenheim tarafindan “Quintia essentia” olarak
adlandmilimistir (Guenther, 1948). Ancak ucucu yagin elde edilmesinde kullanilan
distilasyon yontemi yaklastk 2000 yil Oncesinde, Misirlilar ve Persler ve Hintliler
tarafindan kullamlmistir (Bauer, 2001). Avrupada distilasyon yontemlerinin gelistirilmesi
ise Paracelcius’un ucgucu yag tanimiyla baslar (Guenther, 1948).

Cicekli bitkilerin bulundugu bazi familyalarda cok sayida tiiriin ugucu yag icerdigi iyi
bilinmektedir. Bu familyalar arasinda ballibabagiller olarak bilinen Lamiaceae (Labiatae)
tiirleri; Mentha L. (nane), Lavandula L. (lavanta), Thymus L. (kekik) Origanum Tourn. ex
L. (kekik, mercankodsk vb.), Salvia L.(adagay1), Sideritis L. (dag c¢ay1), Rozmarinus
L.(biberiye), Melisa L.(ogulotu), Ocimum L. (fesle§en, reyhan) gibi cinslerde
sintfflandiridmistir.  Bu  bitkilerin  ugucu yaglar1 ekonomik a¢idan ¢ok degerlidir
(Bayramoglu, vd., 2009). Ucucu yaglar parfim ve kozmetik, gida, mesrubat ve ilag
sanayinde ham madde olarak degerlendirilmektedir (Hammer, 1999; Zeybek, vd., 2002).
Gliniimiizde ugucu yaglarin ana etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi hem
bilimsel hem de ekonomik ydnden ©nem tagimaktadir. Ucucu yag ve bilesenlerinin
farmakolojik o6zellikleri incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanilabilme
olanaklan giincelligini korumaktadir (Kirbag ve Bagci1, 2000).

Lamiaceae tiirlerinin trettigi “terpen” smifina giren kimyasallar bu bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin ana bilesenidir. Ancak bu bitkilerin iirettigi ekonomik acidan degerli
bilesikler ugucu terpenlerle smirh degildir. Ugucu olmayan diterpenler; karnosik asit,
karnozol ve tiirevlerinin giiclii antioksidatif aktivite gosterdigi ve bu familyadan
Rosmarinus oficinalis L. (biberiye) bitkisinde bol miktarda bulundugu bildirilmistir
(Frankel vd, 1996). Bu bitkinin ekstreleri, gida iiriinlerinin muhafazasi amaciyla kullanilir.
Ayrica, ¢esitli kanser tiirlerini ve 16semi’yi 6nledigi gosterilmistir (Ho vd., 2000).

Fenolik bilesikler adi verilen kimyasallar da bu bitkilerin iirettigi ve esasen patojen,
bocek ve herbivor saldirilarina kars1 savunma amacl iiretilen iiriinlerdir (Taiz ve Zeiger,
2002). Bu grupta ozellikle rozmarinik asit Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt
familyas: iiyelerinde goriiliir (Litvinenko, vd., 1975). Bu kimyasalin anti-inflamatuar,
antimutajenik, antimikrobiyal, antioksidan ve antiviral aktivite gosterdigi rapor edilmistir
(Parnham ve Kesselring, 1985; Exarchou, vd., 2002; Giilliice, vd., 2003). Rozmarinik
asit’in gida sektoriinde dogal antioksidan olarak kullanilma ve gidalarin muhafazasi

saglanmaktadir (Bager, 2004). Labiatik asit ve diger fenolik asitler, flavonoidler ve



polifenoller, Lamiaceae tiirlerinde siklikla rastlanan nutrasotik ve biyoaktif kimyasallardir

(Exarchou vd., 2002; Mastelic ve Jerkovic, 2003).

1.2. Thymus L. Tirleri Hakkinda Genel Bilgiler

1.2.1. Taksonomideki Yeri, Botanik Ozellikleri ve Etimolojisi

Thymus, yaklagik 220 cinsi barindiran Lamiaceae familyasi i¢inde tiir sayillan goz
Oniine alindiginda en onemli sekiz cinsten biridir. Ancak bu say1 taksonomik bakis acisina
gore degisebilir. Diinya genelinde bir kaynaga gore 300’ den fazla (Konemann, 1999),
diger bir kaynaga gore ise 215 tiir (Morales, 2002) Thymus cinsi altinda smiflandirilmistir.
Thymus tirleri bu familyamn tipik ©zelliklerini yansitirlar, kozmopolittirler ve tipik
Akdeniz elemanlandirlar (Se¢gmen vd., 2000). Ucucu yag igerikleri bakimindan zengin
onemli tiirler ihtiva etmekle beraber, tiim tiirlerin kayda deger ucucu yag icerdikleri
sOylenemez. Her dem yesil, otsu ve/veya calimsi formdadirlar ve Giiney Akdeniz ve
Asya’nin tipik bitkileridir. Ayrica Kuzey Afrika’da da yayilis gosterirler (K&nemann,
1999).

Aromatik, cok yillik yastik olusturan, tabanda odunlu kiigiik ¢alimsi ya da siirtiniicti
otsu bitkiler. Govde tabanda otsu olup iistte dallanma gosterir, dallar sik uzun, enine kesitte
dort koseliden yuvarlaga kadar degisen sekillerde, her tarafi veya karsilikli iki yiizeyi
tiylii. Yaprak ayasmin kenarlart tam, revolut ya da degil, sapsiz ya da kisa sapli,
cogunlukla saptan ayanin kenarlarina dogru silli. Yapraklar, brakteler ve kaliks sapsiz
salgil1 (yag damlacikli), salgi renksizden koyu kirmiziya kadar degisir. Vertisillatlar floral
yapraklarla desteklenen 2 - ¢ok cicekli, bazen sik bascik durumunda ya da uzamis ayri
vertisillatlarda. Brakteler yapraklara benzer ya da farkli. Brakteoller genellikle kiiciik.
Kaliks belirgin bilabiat; tiip silindirikten, kampanulata kadar degisen sekillerde, 10 - 13
damarl;, bogaz kismi sik beyaz tiiyll, list dudak 3 disli, tiipten genis, diiz ya da yukari
dogru kivrik, disler dudagin 1/10 - 1/2 *ne kadar, alt dudak dar uzun 2 disli, disler subulat,
siliat, yukan dogru kivrik. Korolla beyaz, ya da acik pembeden mora kadar degisen
renklerde, tiip seklinde, kaliksten daha uzun, iist dudak emarginat +diiz, alt dudak 3 loplu.
Stamenler 4, hermafrodit ¢iceklerde korolladan digar c¢ikar. Anterler birbirine paralel veya

divergent tekah. Nutlet kiiciik, tiiysiiz. Bitki genellikle ginodioiktir (Davis, P.H., 1982)



Thymus isminin etimolojisi hakkinda da cesitli rivayetler mevcuttur. Buna gore
Latince Thymus eski Yunanda thyo (parfiim, koku, buhur) anlamina gelmektedir. Diger bir
etimolojik yaklasimda ise thymos (cesaret, giic, zindelik) kelimesinden koken aldigi

varsayllmaktadir (Morales, 2002).

1.2.2. Tiirkiye Florasinda Thymus L. Tiirleri ve Kullanim Alanlari

Avrupa’da yaygin olan Thymus Tiirkiye’de 20’si endemik 38 tiir ve 64 takson ile
temsil edilir (Davis, 1988). Avrupa iilkelerinde tibbi amacli kullanilan Thymus vulgaris
Tiirkiye’de dogal olarak yetismemektedir (Cubukcu, vd., 2002).

Ulkemizde Thymus tiirleri halk arasinda genelde ‘“kekik” olarak bilinir. Osmanli
donemi kitaplarinda ise sater-i berri (kara zahteri) olarak bahsedilir. Baz1 tiirler baharat ve
cay olarak degerlendirilmektedir (Baytop, 1997). Kekik baharat olarak daha ¢ok et, ¢corba
ve soslarda kullanilir. Van cevresinde bazi tiirler taze olarak “otlu peynir’de kullanilir.
Kisa boylu olmalan ve az ucucu yag icermeleri nedeniyle, yabani tiirleri piyasada yaygin
olarak bulunmaz (Akgiil, 1993). Bununla beraber iilkemizde halk arasmda Origanum,
Thymus, Thymbra ve Satureja cinsine ait tiirler kekik olarak bilinir ve isimlendirilir.
Baharatcilarda kekik adi altinda genellikle Origanum (mercankosk) tiirleri satilmaktadir.
Kekik iilkemizin onemli bitkisel ihra¢ kalemi olmakla beraber, ihracati yapilan kekigin ¢cok
biiyiik bir boliimii Origanum L. cinsine ait tiirlerdir. Izmir kekigi (Origanum onites L.)
ihracata konu olan ve en ¢ok talep edilen kekik tiiriidiir. (Sar1 ve Oguz, 2002 ).

Ulkemizde yetisen Thymus tiirleri asagida liste halinde verilmistir. Bunlardan
endemik olanlar (*) ile belirtilmistir (Y1ildiz vd., 2004).

*1. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. (Giiney bat1, Giiney Anadolu, Adalar)
*2. T. revolutus Celak (Dogu Akdeniz)

*3. T. pulvinatus Celak (Marmara Bolgesi)

4. T. cherlerioides Vis. (Bat1 ve Giiney Anadolu)

5. T. parnassicus Halacsy. (Dogu Anadolu)

6. T. leucotrichus Hal. (i¢ ve Giiney Anadolu)

*7. T. convolutus Klokov. (Dogu Anadolu)

*8. T. argaeus Boiss. & Bal. (Ic Anadolu)

*9. T. brachychilus Jalas (Giiney ve I¢ Anadolu)

*10. T. cappadocicus Boiss. (Ic ve Dogu Anadolu)



*11. T. haussknechtii Velen. (Dogu Anadolu)

*12. T. pectinatus Fisch. & Mey. (I¢c Anadolu)

*13. T. canoviridis Jalas (Dogu Anadolu)

*14. T. spathulifolius Haussk. & Velen. (Dogu Anadolu)

15. T. eigii (M. Zohary & P.H. Davis) ( Giiney Anadolu)

16. T. syriacus Boiss. (Gaziantep)

*17.T. cariensis Hub. — Mor. & Jalas (Giiney Bat1 Anadolu)

18. T. atticus Celak. (Kuzey Bat1 Anadolu)

19. T. striatus Vahl. (Marmara Bolgesi)

*20. T. samius Ronniger & Rech. (Adalar)

21. T. zygioides Griseb. (Bat1, I¢ ve Giiney Bat1 Anadolu, Adalar)

*22. T. aznavourii Velen. (Marmara Bolgesi)

23. T. roegneri C. Koch. (Kuzey Bat1 Anadolu)

24. T. comptus Friv. (Marmara Bolgesi)

25. T. fallax Fisch. & Mey. (I¢ ve Dogu Anadolu)

26. T. transcaucasicus Ronniger (Kuzey Dogu Anadolu)

27. T. kotschyanus Boiss. & Hohen. (Giiney ve Dogu Anadolu)

28. T. eriocalix (Ronniger) Jalas (Giiney Bat1 Anadolu)

*29. T. fedtschenkoi Ronniger (Dogu Anadolu)

30. T. ararati-minoris Klokov & Shost (Dogu Anadolu)

31. T. migricus Klokov & Des. — Shost. (Dogu Anadolu)

*32. T. sipyleus Boiss. (Bat1, Giiney, I¢, Giiney Bat1 ve Kuzey Dogu Anadolu)

*33. T. leucostomus Hausskn. & Velen. (i¢ ve Kuzey Anadolu)

34. T. pubescens Boiss. & Kotschy ex Celak. (Dogu Anadolu)

*35. T. bornmuelleri Velen. (Kuzey Bat1 Anadolu)

36. T. praecox Opiz (Bat1, i¢, Kuzey, Kuzey Dogu ve Giiney Dogu Anadolu)

37. T. longicaulis C. Presl (Kuzey, I¢, Marmara, Kuzey Dogu, Kuzey Bat1, Bat1
ve Giiney Bat1 Anadolu)

38. T. pseudopulegioides Klokov & Des.- Shost. (Kuzey Dogu Anadolu)



1.2.3. Thymus L. Tiirlerinin Sekonder Metabolitleri

Familyanin ¢ogu mensubunda oldugu gibi, Thymus tiirleri de iki farkli smifta
degerlendirilen sekonder iiriinler iiretirler. Bunlar ugucu (esansiyel) yaglar ve fenolik
bilesiklerdir (polifenoller, 6zellikle flavonoidler). Hem ugucu yaglar hem de flavonoidler
bu bitkilerde gozlenen cesitli farmakolojik aktivitelerin esas sorumlusudurlar (Simeon de
Bouchberg, vd., 1976, Van den Broucke, 1983).

Parfiimeri ve kozmetik sektorlerinde biiyiik talep goren ucucu yaglar bitkinin salg1
tilylerinde depolanir. Cok sayida Thymus tiiriiniin ugucu yag profilleri ¢alisilmis ve dolayisi
ile ¢cok sayida makale literatiirde yer almistir. 2002 yil1 sonuna kadar ucucu yaglarinin
profilleri ortaya ¢ikarilmis 270 Thymus tiiriinden bahsedilmektedir (Stahl-Biskup, 2002).
Bu derlemeye gore, Thymus tiirlerinin elde edilen ucucu yaglarda saptanan terpenoid ugucu
bilesikler biiyiik 6l¢iide monoterpenlerdir. Seskiterpenler de ugucu yaglarda genellikle
mevcut olmakla beraber, miktarlann %10’u gegmemektedir. Timol ve karvakrol hem degeri
hem de miktar1 bakimindan en c¢arpict fenolik terpenlerdir (Stahl-Biskup, 2002). Bazi
Lamiaceae tiirlerinin (Origanum L., Satureja L. tiirleri) ugucu yaglarinda da timol ve
karvakrol bulunmasina ragmen 7hymus tiirlerinin bu bilesikler bakimindan kaynak bitki
oldugu soylenebilir. Yine ugucu yaglarda iki monoterpen hidrokarbon; para simen (p-
simen) ve gama-terpinen (y-terpinen) timol ve karvakrolden ayri diigiiniilmemektedir. Zira
y-terpinen aromatik monoterpenlerin baslangic materyalidir ve sonrasinda anahtar ara iiriin
p-simen olusur. Timol ise bu yolda son iiriindiir. Ozetle bu dért monoterpenin biyogenetik
yollarda birbirleriyle iliskili oldugu ve Thymus ucucu yaglarinin ana bilesenleri oldugu
sOylenebilir (Kokkini vd., 1997). Ancak bu genellemeye uymayan ucgucu yaglar da
goriilebilir (Tablo 1). Tiirkiye florasinda yabani olarak yetisen bazi Thymus tiirlerinin

ucucu yaglarinda bulunan ana bilesenler Tablo 1 de verilmistir.



Tablo 1. Tiirkiye Florasindaki Baz1 Thymus L. Tiirlerinin Ugucu Yaglarinda Bulunan Ana

Bilesenler

Kaynak Bitki

Ucucu Yagin Ana Bilesenleri

Kaynak

T. argaeus Boiss. ve
Bal.

Linalool %26.6, Linalil asetat %19.5,
Borneol %15.0, Geraniol, Nerol

Sezik ve Basaran, 1986

T. aznavourii Velen.

Germakren D 22.8%, (E)-f-Farnesen
16.1%, o.-Pinen 11.1%,
f-Karyofillen, Limonen

Timen vd., 1998

T. canoviridis Jalas

Karvakrol %29.5, Geraniol %13.3,
Timol, p-Karyopfillen, Geranil asetat

Baser vd., 1998

T. fallax Fisch. ve Mey.

Karvakrol %68.1, Timol, p-Simen, /-
Karyofillen, y-Terpinen

Tiimen vd., 1999

T. eigii M. Zohary ve
P.H. Davis

Timol %30.6, Karvakrol
%726.1 ve p-Simen %13.0

Tepe vd., 2004

Thymus sipyleus subsp.
sipyleus var. sipyleus

Borneol %11.2, a-Muurolol
9%9.2, B-Karyofillen %7.6, Geranial
%71.3 ve Neral %5.4.

Tepe vd., 2005

Thymus sipyleus subsp.
sipyleus var. rosulans

Karvakrol %58.1, Timol %20.5, p-
Simen %4.1 ve y-Terpinen
%4.4.

Tepe vd., 2005

Thymus pectinatus . .
. Timol %49.8, y-Terpinen %16.1, p- —
Flsch. ve Mey. var. Simen %14.8, Karvakrol % 3.7 Vardar-Unlii vd., 2003
pectinatus
Thymus spathulifolius Timol %36.5, Karvakrol %298, p- Sokmen vd., 2004

Simen %10.0 ve c-Terpinen %6.3

T praecox Opiz subsp.
grossheimii (Ronn.)

Jalas var. grossheimii !

Timol %?26.6, p-Simen %24.9, a-Pinen,
a-Terpinil asetat, f-Karyofillen

Baser vd., 1996

Thymus praecox subsp.  Timol %47.45, y-Terpinen %8.7, p-
caucasicus var. Simen %8.30, Terpinil asetat %4.88 ve  Sekeroglu vd., 2007
caucasicus Karvakrol %4.60
Timol %50.1, Karvakrol %10.7, p-
T. pseudopulegioides Simen %10.7, y-Terpinen, Karvakrol ve

Klokov et Des.-Shost. !

Linalool %?21.6, a-Terpinil asetat
%16.7, Geraniol %11.2,

Baser vd., 1999

T. transcaucasicus
1
Ronn.

Timol %36.6, p-Simen %15.7,
Karvakrol, y-Terpinen, Borneol

Kasumov ve
Gavrenkova, 1985

' Bu calismada ucucu yag icerikleri arastirilan Thymus tiirleri ile ilgili daha once yapilmis
olan ¢alismalardan elde edilen verilerdir.

Dogal fenolik bilesiklerin iki ana grubunu olusturan flavonoidler ve polifenollere

Thymus tiirlerinde de rastlanir. Yukarida da bahsi gectigi gibi, bu bilesikler Thymus

oziitlerinde  goriilen

biyolojik-farmakolojik  aktivitelerden

sorumludur.  Ancak

flavonoidlerin bir baska islevi kemotaksonomik isaretler olmalaridir. Nitekim baz1 Thymus



tirleri yapilarmda luteolin ve 6-hidroksi luteolin bulundurmalarma gore ayirt edilmisler ve
adlandirdmiglardir (Harborne ve Williams, 1971). Thymus tiirlerinde aglikon yani seker
grubu icermeyen cok sayida flavonoid tammlanmustir, baslica fenolik asitleri iceren
polifenoller ise nispeten azdir. Aglikon flavonoidler arasinda en fazla bulunanlar luteonin,
apigenin ve skutellarein’dir. Kamferol ve kuersetin ise bu tiirlerde tespit edilen
flavonollerdir. Thymus L. tiirlerinden 9 farkl1 fenolik asit rapor edilmistir. Bunlar icerisinde
en yaygin bulunanlar kafeik asit ve rozmarinik asittir (Vila, 2002).

Bu calismada degerlendirilen ii¢ 7/ymus tiiriinden birisi olan 7. praecox Opiz bitkisi
ile yapilan ¢aligmalarda fenolik bilesikler olarak apigenin ve 6-hidroksi luteonin (Adzet ve
Martinez, 1981), sirsilineol ve tiirevleri, luteolin, timozin ve timolin (Hernandez vd., 1987)
tirettigi rapor edilmistir. Diger tiir 7. transcaussicus Ronniger’in fenolikleri ise apigenin,
luteolin ve skutallarein’di  (Simonyan ve Litvinenko, 1971). Literatiir c¢alismas1
dogrultusunda, bu calismada degerlendirilen diger tiir, 7. pseudopulegioides hakkinda
herhangi bilgiye ulagilmamistir.

1.3. Thymus L. Tiirlerinden Elde Edilen Oziit ve Ucucu Yaglarmm Tibbi ve
Biyolojik Aktiviteleri

Thymus tiirlerinin tibbi ve biyolojik olarak kullanimlar1 diinya ¢apinda bilinen ve eski
tarthlere kadar uzanan bir olgudur. Son zamanlardaki gelismeler, yani in vitro farmakoloji
aktivite deneyleri ve birka¢ klinik test, bu bitkileri “geleneksel” halk ilaci olmaktan
cikarmig, rasyonel bir ilaca doniistiirmiistiir (Zarzuelo ve Crespo, 2002). Ancak bu
baglamda bu bitkilerden elde edilen etken madde(ler)den ziyade, karigimlar: “tamamlayici
tip” olarak degerlendirilmekte ve bu durum iilkeden iilkeye degismektedir. Ornegin,
Almanya’da bu tiir sifal1 bitkilerin statiisiinii belirlemek amaciyla Saglik Bakanligr 1998
yilinda bir komisyon toplamis ve sonug olarak yayimnladiklari monografta, Thymus vulgaris
dahil, 300 bitkinin nerede ve nasil kullamlacaklarina dair bilgiler verilmistir. Monograf
Alman Federal Gazetesinde yayinlanmistir (Zarzuelo ve Crespo, 2002). Bunu Amerikan
Gida ve llag dairesi (Food and Drugs Administration, FDA) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) izlemistir.

Thymus tiirlerinin en 6nemli, belirgin ve tarihi biyolojik aktivitesi, icerdigi ugucu
yaglanindan gelmektedir. Ugucu yaglarin en cok calisilan o6zellikleri ise antibakterial

etkileridir. Bir Thymus tiri (tir ad1 verilmemistir) “buharinin” antraks basili (Bacillus



10

anthracis) tizerindeki “oldiiriicii” etkisi bundan yaklasik 139 yil 6nce ilk kez Chamberlain
tarafindan (1887) gozlenmistir. Dolayis1 ile tiim aromatik bitkilerin mikrop oldiiriicii
(antimikrobiyal) etkilerinin c¢ikis yeri de Thymus bitkileridir. Literatiirde bu bitkilerin
ucucu yaglannin antibakteriyal etkileri iizerine cok sayida makale mevcuttur. Sadece son
30 yilda Thymus bitkilerinin antibakterial/antimikrobiyal etkileri iizerine 300’e yakin
literatiire ulasilabilir. Ancak bu etki daha ¢ok Gram-pozitif bakteriler iizerinedir (Zarzuelo
ve Crespo, 2002). Yine genel bir yaklagim olarak ucucu yaglarda bulunan bilesigin tiiriine,
enantiyomerik Ozelliklerine gore aktivitelerde farkliliklar goriilmektedir (Marino vd.,,
1999; Lis-balchin, vd., 1999). Buna gore coktan aza dogru aktivite siralamasi timol
>karvakrol>a-terpineol>terpinen-4-ol seklindedir (Dorman ve Deans, 2000). Ugucu yagin
bu bilesenleri de mevsimsel, iklimsel ve bolgesel degisikliklere gore degiskenlik
gosterdiginden, bitkinin hasat zamani da 6nem kazanmaktadir. Bitkilerden, hasat zamani
ya da ciceklenme doneminden hemen sonra elde edilen ugucu yaglarin, genellikle giiclii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Moldao-martins vd., 1999).

Ucucu yaglann ozellikle gidalarda bozunma ve zehirlenmelere yol acan bakterilere
kars1 antibakterial aktivite gostermesi, besinlerin uzun siire saklanmasi, raf Omriiniin
uzatilmas1 bakimindan biiyiik 6nem tasir. Bu baglamda Thymus vulgaris L. ugucu yaginin
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes
gibi gidalarda tasman bakterilere karsi aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Smithpalmer,
vd., 1998).

Fungal hastaliklara karst Ozellikle ugucu yaglann taramalarmin yapildigi
arastirmalarda da oncelikle Thymus tiirlerinden yararlanilmistir (Roussel vd., 1973).
Ayrica, T. vulgaris ugucu yagiyla baglatilan bu siirecte 6zellikle gidalarda bozunmaya yol
acan mayalara ve Aspergillus tiirlerine, ¢esitli dermatofitlere (Janssen, vd., 1988) ve
Fusarium solani gibi bitki patojenlerine karst (Zambonelli vd., 1996) diger Thymus ugucu
yaglarninin etkileri arastirild1 ve pozitif sonuclar elde edildi. Antifungal aktivitede de timol
ve karvakrol’iin esas etken bilesikler oldugu gosterilmistir (Agarwal ve Mathela, 1979).

Thymus tirleri ucucu yaglannin antiviral aktivite gosterdigine dair bir bulguya
ratlanmamustir. Ancak bu Oziitlerin antiviral aktivite gOsterebilecegine dair bazi bulgular
mevcuttur. Thymus serpyllum L. 6ziitiiniin Newcastle hastaligi virusuna karsi aktivite
gostermesi bu hususta ilk bulgudur. Aktivitenin, taninlerin ve bu bilesiklerin 6nciillerinin

bulundugu polifenol fraksiyonunda oldugu rapor edildi (Herman ve Kucera, 1967).
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Insan viicudunun metabolik faaliyetler sonucu siirekli serbest radikaller, yani
“zararl’” oksijen tiirleri, iirettigi ve bu iiriinlerin bir dizi antioksidan savunma mekanizmasi
ile bertaraf edildigi gercegi 1970‘lerde ortaya c¢ikaridmistir. Kanser, dolagim bozukluklari,
yaslanma gibi olumsuz etkileri olan serbest radikallerin olusumunu 6nleyecek veya ortadan
kaldiracak dogal veya sentetik iiriinler arayisina gidilmistir (Zarzuelo ve Crespo, 2002). Bu
konudaki ilk literatiir bilgilerinde “fenolik™ igerigi olan bitkisel Oziitlerin gii¢lii radikal
stipliricti etki gosterdigi rapor edilmistir (Alscher ve Hess, 1993). Thymus vulgaris
Oziitiinlin de giiclii radikal “siipiiriicii” oldugu diger bir calismada gosterilmistir (Chung,
vd., 1997). Giiniimiizde aromatik bitkilerin ugucu yaglar1 ve Oziitlerinin antioksidan
aktiviteleri ile ilgili cok sayida arastirmanin gerceklestirildigi soylenebilir. Sadece Thymus
tiirleri degerlendirildiginde SCI, SCI-EXPANDED dergilerde yayinlanmis makale sayis1
200’u gecmektedir (Al-Fatimi vd., 2010; Viuda-Marcos vd., 2010; Amarowicz vd., 2009;
Tepe vd., 2004a; Tepe vd., 2004b; Sokmen vd., 2004). Bu makalelere her gecen giin
yenileri eklenmektedir.

Aromatik bitkilerin bocek Oldiiriicii (insektisidal), caydirict (deterrant) ve
uzaklastirici etkileri de rapor edilmistir. Bu hususta en meshur bitkiler de yine Lamiaceae
familyas: iiyeleridir (Regnaultroger ve Hamraoui, 1997). Ornegin, Culex quingefascitus
(Dpitera: Culicidae) larvalanina karsi 22 aromatik bitkiden elde edilen ucucu yaglar
denemis ve en etkin larvisidal etki Thymus vulgaris, Satureja hortensis ve Thymus

satureoides’den elde edilmistir (Pavela, 2009).

1.4. Konuya Yaklasim

Giiniimiiz diinyasinda saglikli yasam siirdiirebilmek icin olabildigince dogal
triinlerin kullanilmasi adeta bir slogan haline gelmistir. Giinlilk yasamda karsilasilan
“organik”, “dogal” tamimlar1 insanoglunun tabi kaynaklara doniisiinii simgeler. Zira
yaklasitk 60 yil Oncesinden baslayan “sentetik” iiriinlerin potansiyel zararli etkileri son
yillarda giderek artan tartisma konularinin baginda gelmektedir.

Bitkilerden farkli amaclarla yararlanma bicimi insanoglunun tarihi kadar eskidir.
Mikrop oldiiriici  ve  dezenfektan olarak  kullanilan, ancak insanoglunun,
mikroorganizmalarin  kesfine kadar, farkina varamadiklar1 bir¢cok bitki tiiriinden
bahsedilebilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi baz1 bitkilerin Latince ikili adlandirmalarinda

ya cins ya da tiir isimleri tedavi edici Ozelliklerinden, mitolojik ge¢mislerinden dolay1
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verilmistir (Konemann, 1999; Liz-Balchin, 2006). Yeryiiziinde 250.000 ila 750.000 bitki
tiriiniin oldugu genel kabul gormektedir (Borris, 1996). Ancak bu bitkilerin sadece %1-
10’u insan ve hayvanlar i¢in besin kaynagidir (Moerman, 1996). Cok daha fazlasindan ise
tibbi (tedavi edici) olarak yararlamlir. Hatta M.O. 5. yiizy1lda yasamis Hipokrat 400’e
yakin t1bbi bitkiden bahsetmistir (Cowan, 1999).

Binlerce y1l mikrop oldiiriicii, dezenfektan veya yara iyilestirici olarak kullanilan ve
cesitli bitkilerden elde edilen 6ziit ve ugucu yaglar 2. Diinya Savasi yillanndan sonra
onemlerini yitirmiglerdir. Zira bu yillarda tanitilan fungal antibiyotikler, sonrasinda yari-
sentetik ve sentetik Urilinlerin mikroorganizmalara karst c¢ok daha etkili oldugu
bulunmustur. Ancak son 10 yillik siirecte bakterilerde meydana gelen antibiyotik direnci
biiyiik bir sorun olusturmustur. Ozellikle piyasaya siiriilen her ii¢ antibiyotikten ikisinin bu
nedenle 6mrii kisa olmaktadir. Dolayis1 ile mikrobiyologlarin bitkisel 6ziit ve ugucu yaglar
bu hususta tercih etmelerinin ilk sebebi mikrooganizmalarin dogal iiriinlere direnc
gelistirememesidir. Simdiden ¢ok sayida bitkisel iiriin klinik testlerden ge¢cmistir. Bitkisel
kokenli dogal antibiyotiklere (6ziit ve ucucu yaglar, karigimlara) yonelik tercihin ikinci
nedenti ise giinlimiizde kullanilmakta olan antibiyotiklerin, 6zellikle sentetik olanlarin, agir1
ve yanlis kullanimlar1 sonucu ortaya ¢ikan yan etkileridir. Sonugta, bitkisel kokenli tedavi
artitk tamamlayic1 tibbin bir pargasi haline gelmis olup, patentli tiriinler halinde eczanelerde
satisa sunulmaktadir (Cowan, 1999).

Besin zehirlenmelerine yol acan ve gidalarda tasinan patojenik mikroorganizmalarin
sebebiyet verdigi hastaliklar da tiim diinyanm baslica sorunlarindan biridir (Mead, vd.,
1999). Ayrica mikroorganizmalardan kaynakli besin bozulmalar1 ve besin iiriinlerinin bu
nedenle raf Omiirlerinin kisalmasi gida sanayinin 6nemli bir sorunudur. Bugiine kadar
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes
ve Campylobacter jejuni, Candida spp., Zygosaccharomyces spp., Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Rhizopus spp., ve Penicillium spp. gibi patojenik mikroorganizmalarin
besin kaynakl hastaliklara ve besin bozulmalarina yol agtig1 rapor edimistir (Betts, Linton,
ve Betteridge, 1999; Deak ve Beuchat, 1996). Bu nedenle mikroorganizmlarin besinlerde
biiylimesini engellemek iizere ©zellikle kimyasal koruyucular kullanilir. Son yillarda
tilkketicilerin sentetik kimyasallar {izerindeki olumsuz diisnceleri, iiretici firmalan “dogal”
koruyuculara yoneltmistir (Alzoreky ve Nakahara, 2003; Hsieh, Mau ve Huang, 2001).
Sonug¢ olarak bitkisel kokenli ucucu yaglarin gerek antibiyotik ve gerekse besinlerde

bakteri ve funguslara kars1 dogal koruyucu olarak kullanilmasi bazinda cok sayida
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arastirma literatiirde yerini almigtir (S0kmen vd., 2004; Tepe vd., 2004a; Tepe vd., 2004b;
Alzoreky & Nakahara, 2003).

Antiviral ve antifungal ajanlarm yani sira, viruslara kars1 da giivenli ve etkili bitkisel
kaynaklar da onemini artirmustir. Diinya genelinde artan Edinilmis bagisiklik eksikligi
sendromu (AIDS) hastaliginin dniine gecilmesi i¢in Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 1990’11
yillarin basindan itibaren diinya genelinde ¢ok sayida bitkisel oziitiin kullanildig1 bir
“tarama-screening” sireci baslatmistir (Cowan, 1999). Antiviral aktivite ile ilgili ¢ok
sayida literatiir bilgisine ulagilabilir (Orn. Arouma vd., 1996; Lin vd., 2002; Serkedjieva
ve Hay, 1988; Sokmen vd., 2005).

Bitkisel 0ziit ve ucucu yaglarin antioksidan aktiviteleri de ¢ok ©nemlidir. Zira
hiicresel metabolik faaliyetler siirekli zararli serbest radikaller iiretir ve bu radikalleri
bertaraf edecek hiicresel mekanizmalar mevcuttur. Ancak bu savunma mekanizmasinin da
bir kapasitesi vardir. Kapasite asildiginda oksidatif stres aciga ¢ikar. Nihayetinde serbest
radikaller reaktif oksijen tiirevleridir ve lipid peroksidasyonu, DNA hasari, protein ve
karbonhidratlanin oksidasyonuna yol acgacak hiicresel yaslanma, kanser, inflamasyon,
romatoid artrit’e yol agmakta ve hatta hiicre 6liimii gerceklesmektedir (Mantle ve ark.,
1998; Eryimaz, 2001). Dolayist ile dis kaynakli antioksidanlarla bu savunma
mekanizmasini giiclendirme geregi duyulur. Antioksidanlar etkilerini dort yolla gosterirler.
Bunlar;

a. Sipiriicii/temizleyici (Scavenging) etki gosterenler: Yeni radikal olusumunu
engellerler ve olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Ornek olarak,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GP,) gibi enzimleri ve metal
baglayici bazi proteinleri verilebilir,

b. Giderici (Quencher) etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak,
vitaminler (Vit A-beta karoten, Vit C-askorbat, Vit E-alfa tokoferol), flavonoidler,
mannitol ve antosiyuanidinler verilebilir.

c. Zincir kirict (Chain breking) etki gosretenler: Zincirleme olarak devam eden
tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak bazi
vitaminler, lirik asit, bilirubin ve albumin gosterilmektedir.

d. Tamir edici (Repair) etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri, metionin

stilfoksid rediiktaz sayilabilir.
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Antioksidanlar maddeler serbest radikallerin neden oldugu bu zararli etkilere karsi
oksidasyonun c¢esitli asamalarinda, yukarida Ozetlenen mekanizmalar yoluyla koruyucu
ozellik gosterirler.

Antioksidanlarin saglik acisindan deger ve dnemlerinin yani sira yukarida deginilen
besinlerde koruyuculuk 6zelligi de gida sektorii i¢in ¢ok onemlidir. Yukanida belirtildigi
gibi, gidalarda bulunan mikroorganizmalarin besinlerde bozulmaya yol a¢cmalarmnin en
onemli nedeni oksidatif aktiviteleridir. Bunun Oniine gecmek i¢in giiniimiizde besin
sektoriinde, biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil
gallat (PG) gibi sentetik antioksidanlar kullanilir. Ancak bu maddelerin kararsiz dogalan,
ucucu oOzellikleri ve parcalanmalar1 sonucu olusan bozunma iiriinlerinin mutajenik,
teratojenik ve karsinojenik etkileri olduguna dair bilgiler rapor edilmistir (Koleva ve ark.,
2002). Ornegin bu kimyasallarin akcigerde hasara, karacigerde nekroz ve kanamaya bagl
Olimlere neden oldugu bildirilmistir (Candan ve Sokmen, 2004). Bu kisitlayici
nedenlerden dolayr sentetik antioksidan ajanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan
maddeler ile ilgili arastirmalarda bitkiler cok 6nem kazanmistir. Sonugcta bitkisel 6ziit ve
ucucu yaglarin antioksidan etkileri hakkinda arastirmalar biiyiik ivme kazanis ve Thymus
tirlerinin ugucu yag ve Oziitleri dahil konu ile ilgili ¢ok sayida makale literatiirde yerini
almistir (Al-Fatimi vd., 2010; Babovi vd., 2010; Viuda-Martos vd., 2010; S6kmen vd.,
2004; Tepe vd., 2004a; Tepe vd., 2004b; Eryillmaz, 2001; Harput vd., 2006).

Bitkisel kokenli antioksidanlar genellikle fenolikler sinifinda toplanir ve bu
kimyasallarin antioksidan etkileri redoks ozelliklerine dayanir. Bu yiizden indirgeyici
ajanlar, hidrojen vericiler, tekli oksijen Onleyiciler ve metal kelasyonu yapicilar olarak etki
ederler. Bitki fenolikleri, fenolik asitler, fenil propanoitler, monoterpenik fenoller,

flavonoitler, tanenler, vs. gibi maddelerdir (Baser, 2004).
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1.5. Tezin Amaci

Bu calismanin amaci Lamiaceae familyasina mensup Thymus pseudopulegioides
Klokov&Des-Shost., Thymus transcaucasicus Ronniger. ve Thymus praecox Opiz subsp.
grossheimii (Ronniger) Jalas var. grossheimii bitkilerinden elde edilen 6ziitlerin ve ugucu
yaglarnin antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral aktivitelerinin arastirilmasidir. Dogada
yetisen bu bitkilerin 6zelliklerinin ve nasil degerlendirilebileceginin bilinmesi insanoglu
icin ¢cok onemlidir. Bu ozellikleri ve diger etkilerinden dolayr bu bitkilerin kullantm
amaglar1 ve kullanim sekillerine olan ilgi artmistir. Ilginin artmasi, buna bagh olarak da
aragtirmalarin artmasina, c¢alisma kapsaminda yer alan bitkilerde dahil olmak iizere
bitkilerin hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmasina neden olmustur.

Arastirma kapsaminda calisilan bitkilerden elde edilen hekzan, kloroform ve su
oziitleriyle ucucu yaglannin antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral etkilerine iligkin
herhangi bir rapora rastlanmamistir. Bu nedenle adi gecen bitkilerle ilgili veri ve sonuglar
orijinal deger tagimaktadir. Calisma sonucunda elde edilen veri ve sonuclarin ileride

yapilacak olan ¢aligmalara temel olusturacagi kanaatindeyiz.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Teshisi

Arastirmamizda Dogu Karadeniz bolgesinde dogal olarak yetisen Thymus L. cinsine
ait Thymus praecox Opiz subsp. grossheimii (Ronniger) Jalas var. grossheimii, Thymus
transcaucasicus Ronniger ve Thymus pseudopulegioides Klokov&Des-Shost. bitkilerinin
toprak ustii kistmlar1 kullanilmistir. Tez kapsaminda calisilacak olan bitkilerin lokaliteleri
ve toplanma zamanlari sirasiyla; A8 Rize: Anzer, 1200m, Haziran 2009, 40° 33' 04.4" E,
40° 39' 29.8" N; A8 Bayburt: Soganli Dag1, 1500m, Temmuz 2009, 40° 14' 0.09" E, 40° 32!
50.8" N; A8 Bayburt: Soganli Dagi, 1700m, Temmuz 2009, 40° 14' 42.16" E, 40° 33!
11.36" N. olarak belirlendi. Toplanan bitkilerin teshisi Artvin Coruh Universitesi Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Ozgiir EMINAGAOGLU ve Ars. Gor. Mehmet DEMIRALAY tarafindan
“Flora of Turkey and the Aegean Islands (Davis, P. H., 1965-1988).” adh eserden

yararlanilarak yapilmistir.
2.2. Test Mikroorganizmalari

Calisma kapsamindaki antimikrobiyal aktivite deneylerinde 9 adet bakteri ve 4 adet

fungus olmak iizere toplam 13 adet mikroorganizma kullanilmistir (Tablo 2 ve 3).
2.2.1. Bakteri Suslan

Aktivite deneylerinde kullanilan mikroorganizmalar Atatiirk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji laboratuarindan temin

edilmistir.



Tablo 2. Bakteri Suslar1 ve Ozellikleri
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o Morfolojik Gram o
Bakterinin Adi Sus Numarasi .. Deney Besiyeri
Goriiniim Ozelligi
MHA?*
Acinetobacter baumanii A8 Kokobasil =) b
NB
) MHA
Bacillus subtilis A57 Basil (=)
NB
MHA
Enterobacter cloacae A296 Kok (=)
NB
MHA
Enterococcus faecalis ATCC-29122 Kok (+) NEB
_ MHA
Escherichia coli Al Basil (-)
NB
MHA
Proteus vulgaris KUKEM1329 Basil ) NEB
MHA
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Basil )
NB
MHA
Staphylococcus aureus ATCC-29213 Kok +) NB
MHA
Streptococcus pyogenes KUKEM-676 Kok (+) NB
* Mueller Hinton Agar
® Nutrient Broth

Escherichia coli; Belirli kosullar altinda insan ve hayvanlar i¢in patojen olup, gerek

yangi, gerekse siirgiin seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina etken olur.

Aslinda memelilerin ve kuslarin bagirsak florasi konugudur. Normal insan bagirsak

florasinda bulunur ve burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir denge altinda

kaldig siirece hastalik yapmaz. Bagirsak kanali disma ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ve

cesitli klinik tablolara yol agmalan sik goriilen durumlardir. Ozellikle idrar yollari, safra

kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve menenjlere ulasan E. coli bakterileri énemli

hastaliklara yol acar (Bilgehan, 2000).
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Staphylococcus aureus; Insan ve diger sicakkanli hayvanlarda enfeksiyonlara neden
olurlar. Deride apseler, fronkiil (sivilce), sikozis (sakal-kil kokleri yangist), kan ¢ibani,
hidroadenit (ter bezi yangist), arpacik, deri dokiintiileri gibi hastaliklar meydana getirirler.
Pasta, siit, krema, et ve benzeri karbonhidrat ve proteinli besin maddeleri icerisinde
treyerek yaptiklar1 enterotoksinlerin agiz yolu ile alinmasi sonucunda da besin
zehirlenmeleri ve enteritlere yol acarlar (Bilgehan, 2000).

Acinetobacter  baumani: Dogada ve hastane ortammda Pseudomonas
aureginosa’dan sonra ikinci siklikla izole edilen nonfermentatif bir bakteridir ve hem
nemli hem kuru yiizeylerde uzun siire canl kalabilir, besin maddeleri ve saglikli insan
derisinde bulunabilir. Ayrica sindirim siteminde koloni olusturabilir. Saglikli kisilerde non-
patojen olmasina ragmen immiin sistemi zayiflamig kisilerde infeksiyon etkeni
olabilmektedir (Bilgehan, 2000).

Bacillus subtilis: Oksijenli solunum yapan ya da gegici oksijenli solunum yapan, 20-
30 °C’de cogalabilen bir bakteridir. Su, toprak, toz gibi temel alanlara yerletiklerinden
besin maddelerine kolaylikla bulasabilirler. Ozellikle siitte cogaldiklar1 zaman kazeini
parcalayarak zehirli maddeler aciga cikarirlar. Diger besin maddelerinde iiredikleri zaman
toksin olustururlar (Bilgehan, 2000).

Enterobacter cloacae: Gram negative, fakiiltatif anaerob bir bakteridir. Ureme ve
solunum sistemlerinde enfeksiyona neden olur. Ellerin yikanmamasi durumunda kisilere
kolaylkla bulagabilir (Bilgehan, 2000).

Enterococcus faecalis: Gram pozitif kok bakterilerdendir. Zayif  hijyen, iyi
islenmemis gida, capraz bulasma baslica enfeksiyon nedenleridir. Ishal, karin kramplari,
bulanti, kusma, ates, iislime ve bag donmesine neden olur (Bilgehan, 2000).

Proteus vulgaris: Bagirsak florasinda bulunur. Idrar yolu enfeksiyonlan,
bakteriyemi, abdominal enfeksiyonlar ve yara enfeksiyonlar1 yaparlar. Ayrica tas
olusumundan da sorumlu tutulurlar (Bilgehan, 2000).

Pseudomonas  aeruginosa: Cogu toprak ve suda bulunur. Glikozu oksidasyon
yoluyla pargalayan fakat fermentasyon yapmayan bakterilerdir. Bagisiklik yetersizligi olan
hastalarda solunum ve idrar yollarinin, yaniklarin ve agik yaralann firsat¢t patojenidir.
Aym zamanda kanda da enfeksiyon yapabilir. Hastane kaynakli enfeksiyonlarin coguna bu
bakteri neden olmaktadir (Bilgehan, 2000).

Streptococcus pyogenes: Gram pozitif, kok bakterilerdendir. Oksijenli solunum

yapar, hareketsizdir, spor liretmez. Normalde insan florasinda bogaz ve burunda bulunur.
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Sayis1 arttiginda farenjite neden olur. Deri enfeksiyonlarina da neden olur (Bilgehan,

2000).

2.2.2. Mantar Suslari

Antifungal aktivite deneylerinde kullanilan mantarlar Atatiirk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuarindan temin

edilmistir.

Tablo 3. Mantar Suslar1 ve Ozellikleri

Mantarin Adi Sus Numaras1 ~ Morfolojisi Deney Besiyeri
SDA®
Candida albicans  A117 Maya b
SDB
Aspergillus sp. - Kiuf PDA®
Fusarium sp. - Kiif PDA
Rhizopus sp. - Kiif PDA

* Sabouraud Dextrose Agar
® Sabouraud Dextrose Broth
¢ Potato Dextrose Agar

Candida albicans, Firsat¢l ve patojen bir mayadir. 2-3 x 4-6 pm boyutlarinda oval
seklindedir. Tomurcuklanarak iirerler. Candida’lar insan ve hayvan mukozalarinda
kommensal olarak bulunur. Kandidiyasis denen bir enfeksiyona yol agar. Enfeksiyon
genital organlarda, bunun yamnda, agiz mukozast ve dilde, viicudun nemli olan
bolgelerinde, deri katmanlarinin oldugu bolgelerde goriiliir. C. albicans enfeksiyonun
oldugu bolgeden kan ve lenf yoluyla yayilarak, ulastigi baska bolgeleri de etkisi altina
alabilir. C .albicans enfeksiyonu, genellikle direnci zayiflamis, Ozellikle hiicresel
bagisiklik sistemi tahrip olmus hastalarda goriiliir. Tedavi amaciyla nistatin ve imidazol
kullanilir (Bilgehan, 2000).

Aspergillus sp.; Diinya lizerinde genis bir yayilis gosteren kiiflerdir. Oksijen
bakimmdan zengin ortamlarda kolaylikla c¢ogalabilirler. Genellikle monosakkarid,

polisakkarid gibi karbon bakimindan zengin substratlar iizerinde cogalirlar. Besin zinciri
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yoluyla insalara bulasabilir ve enfeksiyona yol acabilir. Insanlarda dis kulak
enfeksiyonlari, deri lezyonlar1 ve iilsere yol agcar. Hem toksik hem kanserojen olan
aflatoksin iiretirler (Bilgehan, 2000).

Fusarium sp.; Filamentli mantarlarin genis bir cinsidir. Toprakta genis bir yayilis
gosterirler ve bitkilerle iliski icindedirler. Tahillarda kontaminasyona yol acarlar ve
mikotoksinleri liretirler ve besin zinciri yoluyla hayvan ve insalara ulasarak enfeksiyonlara
yol acgarlar. En 6nemli toksinleri fumonisinler ve trichothecenelerdir. Bagisiklik sistemi
kuvvetli olan insanlarin tirnak ve kornealarinda enfeksiyona neden olurlar. Bagisiklik
sistemi zayiflamis insanlarda ise ndtropeniye neden olabilir ve biitiin viicuda yayilarak kan
dolagimini olumsuz yonde etkiler (Bilgehan, 2000).

Rhizopus sp; Olgun meyve ve sebzelerde parazit olarak bulunurlar. Insanlarda ciddi
hastaliklara neden olurlar. Cok hizh cogalirlar ve yiiksek sicakliklarda yasayabilirler.
Bazilan bitkilerde patojen olarak bulunurlar (Bilgehan, 2000).

2.3. Bitkilerin Kurutulmasi ve Oziitleme Islemleri

Araziden toplanan bitkilerin toprak iistii kistmlart golge ve iyi havalandirilan
ortamda kurutuldu. Kurutulan bitkilerin ¢icek ve yapraklart ayrildi ve karistm halinde
ogiitiiciiyle ( ARCELIK Auto Valso) toz haline getirildi. Toz halindeki bitkisel materyaller
asagida ayrintih olarak anlatilan ugucu yag cikarma ve oziitleme islemlerine tabi tutuldu.

Caligsma kapsaminda tiim deneysel ¢alismalar ii¢ tekrarh olarak gerceklestirilmistir.

2.3.1. Su Distilasyonu Yontemiyle Ucucu Yaglarin Hazirlanmasi

Clevenger aparatinda (British Type-lldan/ANKARA) 4 saat su distilasyonu
sonucunda bitkilerin ugucu yaglan elde edildi (Moldao-Martins vd., 1999). Ucucu yaglara

susuz sodyum siilfat eklendi, filtre edildi ve aktivite caligmalann yapilincaya kadar

buzdolabinda, karanlikta ve + 4 °C’de saklandi.
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2.3.2.0ziitlerin Hazirlanmasi

Kurutulan ve toz haline getirilen bitkisel materyallerin Oziitleri, tam otomatik
Soxtherm Manager cihazinda (Gerhardt Soxtherm Manager SX PC) bitkisel materyalin iki
farkl coziiciiyle (hekzan ve metanol) muamelesiyle elde edildi. Toz materyalden S’er gr
tartilarak ekstraksiyon kartuslarina yerlestirildi. Hazirlanan kartuslar icinde ¢oziicii olarak
100 ml hekzan bulunan ekstraksiyon beherlerine yerlestirildi. Hekzan ile Oziitleme
(ekstraksiyon) i¢in en uygun degerler bilgisayar yardimiyla programdan secilerek oziitleme
islemi baslatildi. Hekzan ile Oziitleme yaparken programa girilen degerler Tablo 4’te
verilmistir.

Hekzan ile muamele edilen materyal daha sonra metanol ile oziitleme icin kullanild.
140 ml metanol konulan ve bos agirhigi Olciilen ekstraksiyon beherlerine bu Ornekler
yerlestirildi. Uygun degerler programdan secilerek metanol ile 6ziitleme islemi baglatildi.
Oziitleme islemi bittikten sonra ekstraksiyon beherinde kalan metanol ugurulup elde edilen
oziit miktan hesaplandi. Metanol ile 6ziitleme islemi i¢in programa girilen uygun degerler
Tablo 4’te verilmistir.

Metanol ekstarksiyonuyla elde edilen 6ziitler daha sonra 1:1 oraninda kloroform ve
su ile muamele edildi ve suda ¢oziinen kisim ve kloroformda ¢oziinen kistm olmak iizere
iki farkh faz elde edildi. Kloroform ve su fazi ayrma hunisiyle bos agirliklan 6lgiilen
beherlere alinarak birbirinden ayrildi. Su faz1 -80°C’de donduruldu ve daha sonra
liyofilizatorde (CHRIST ALPHA 1-2 LD plus - ALMANYA) suyu uzaklastirildi.
Kloroform faz1 ise oda sicakliginda biraklilarak kloroformu tamamen ucuruldu. Son olarak

beherlerin agiliklan ol¢iilerek su ve kloroform fazlarinin 6ziit verimleri hesaplandi.
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Tablo 4. Tam otomatik soxtherm cihazinda yapilan Oziitleme islemlerinde programa
girilen ekstraksiyon parametreleri

PARAMETRELER HEKZAN METANOL
T- Smiflandirma 200 °C 200 °C
Eksraksiyon Sicaklig1 120 °C 140 °C
Azaltma Aralig1 1 dk. 30 s. 1 dk. 30 s.
Azaltma Siddeti 3s 4s.

Sicak Ekstraksiyon 0 sa. 30 dk. 2 sa. 30 dk.
Evaporasyon A Oxinterval 8xinterval
Ekstraksiyon Zamani 0 sa. 40 dk. 2 sa. 30 dk.
Evaporasyon B 3xinterval Sxinterval
Evaporasyon C 10 dk. 10 dk.
Program Uzunlugu 1 sa. 43 dk. 5 sa. 25 dk.

2.4. Antioksidan Aktivite Testleri

Bitki oziitleri gibi pek c¢ok kompleks icerigin antioksidan aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Bu ¢esitli yontemlerden sadece bir
tanesini uygulayarak Oziitiin veya kompleks karisimin olasi antioksidan aktivitesini
belirlemek miimkiin degildir. Ciinkii sadece bir yontem antioksidan aktivite gosteren bir
maddenin tiim olas1 etki mekanizmalarini belirlemek i¢in yeterli degildir. Bu dogrultuda
bitkilerden elde edilen Oziitlerin ve ucgucu yaglarin antioksidan aktiviteleri iki
komplementer yontem olan DPPH (2,2-Difenilpikrilhidrazil) ve p-Karoten Renk Acilimi

Yontemi — Spektrofotometrik Yontem ile belirlendi.

2.4.1. Bitki Oziitlerinin ve Ucucu Yaglarmin Antioksidan Aktivite Deneyleri
Icin Hazirlanmasi

2.4.1.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Yontemi Icin

Elde edilen metanol, su ve hekzan oziitlerinden igerigi 30pg/ml olacak sekilde stoklar

hazirlandi. Ucgucu yaglar ise ya dogrudan ya da aktivitesine bagli olarak c¢oziicii ile
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seyreltilerek kullamldi. DPPH testi icin hazirlanan stoklarda ¢oziicii olarak metanol

kullanildi.

2.4.1.2. p-Karoten Yontemi i¢in

Elde edilen metanol, su ve hekzan oziitlerinden ve ucucu yaglardan igerigi 2ug/ml
olacak sekilde stoklar hazirlandi. B-karoten yoOntemi ic¢in hazirlanan stoklarda c¢oziicii

olarak etanol kullanildi.

2.4.2. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Y 6ntemi

Hazirlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan yOntem
izlenerek yapilmistir (Cuendet vd., 1997; Kirby ve Schmidt, 1997, Burits ve Bucar, 2000;
Burits, ve ark. 2001).

Bu test yontemi, kararl serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH")’in elektron
veya hidrojen atomlarnn veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar
tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin ag¢ilmasinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayamr. Yani, materyal ne kadar giiclii
antioksidan ozellige sahipse metanolik DPPH c¢ozeltisinin rengini o kadar cok agmasi
beklenir. Bu yontemde test edilecek olan oziitlerin, cesitli derisimlerde hazirlanan 50
pL’lik metanol i¢cinde hazirlanan ¢ozeltisi %0.004’liik (a/h) DPPH ¢ozeltisinin 5 mL’si ile
kanigtirithr. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyon sonrasinda, Orneklerin absorbansi 517
nm’de olciildii. Oziitlerin absorbans degeri bos kontrole (50 pL metanol) Kkarsi
degerlendirildi. Her bir 6ziitiin ve bos kontrol testlerinin absorbans degerleri kullanilarak

Oziit % inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplandi (Bucar ve Burits, 2000).

. Akontrol _ At')mek
% Inhibisyon = x 100

Akontrol




24

Elde edilen % inhibisyon degerleri 6ziit derisimlerine kars1 grafige gecirilerek her bir
oziitin %50 renk ac¢ilimini saglayan derisimleri %50 inhibisyon (ICsy) degeri olarak
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit kullanildi. Aktivite belirlenen
oziitlerin igeriklerine uygun saf maddelerle aym testler tekrarlanarak aktiviteden sorumlu

bilesenler belirlenmeye c¢alisildi.

2.4.3. B-Karoten Renk A¢ilimi1 Yontemi — Spektrofotometrik Yontem

Gorsel olarak  degerlendirilen  Oziitler daha anlamli  olmast  yOniinden
spektrofotometrik olarak da calisild1. Biitiin 6ziitler ve pozitif kontrol BHT cozeltileri 2 g/L
olacak sekilde etanolde c¢oziilerek test Ornekleri hazirlandi. Spektrofotometride
kullanilacak olan B-karoten-linoleik asit karisimi su sekilde hazirlandi: 0,5 mg B-karoten
ImL kloroformda c¢oziildii. 25 pL linoleik asit, 200 mg Tween 80 ile emisyon haline
getirilerek B-karoten ¢ozeltisine eklendi. Karigim iyice ¢alkalandiktan sonra evaporatdrde
50 °C’de kuvvetli vakum uygulanarak kloroformu uguruldu. Karigim iizerine, linoleik
asitin oksidasyonunu saglayacak olan onceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmus
(akis hiz1 100 mL dak™") distile sudan 100 mL eklendi ve 1 dakika boyunca hizli bir sekilde
karigtirildi. Bu islem sonunda berrak, sari renkli B-karoten-linoleik asit test karigimi elde
edildi. Bu kanigimdan 250 pL’lik kistmlar, ¢coklu otomatik okuyucu tabaklarma (mikrotiter
plate) alindi. Her bir 6ziit ve kontrol i¢in li¢ tekrarli seriler hazirlandi. 35 pL’lik test
cozeltileri, ilgili serilere ilave edildi. Ayni miktar etanol kontrol serisine uygulandi. Daha
sonra, coklu tabaklar agizlar1 kapatilarak oda sicakliginda, karanlikta bekletildi ve belli
zaman arahklarinda hazirlanan serilerin absorbansi Mikrotiter okuyucuda (Bio-Kinetics
EL312) 490 nm’de olciildii. Yine BHT nin ve oziitlerin absorbans degeri (ii¢ tekrarmn
ortalamasi) karsilastirilarak bagil antioksidan aktivite (BAA) degerleri asagidaki
esitliklerden hesaplandi.

Oziitiin Absorbansi

BAA =
BHT’ nin Absorbansi
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2.5. Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

2.5.1. Bitki Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivite Testleri i¢cin Hazirlanmasi

Cesitli yontemlerle hazirlamp buzdolabinda bekletilen oziitler dimetilsiilfoksit

(DMSO) icinde 30ug/ml olacak sekilde seyreltilerek, ugucu yaglar ise dogrudan kullanild.

2.5.2. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

2.5.2.1. Disk Difiizyon Y 6ntemi

Petri plaklarindaki standart besiyerlerine (nutrient agar, sabouraud dextrose agar ve
potato dextrose agar) test mikroorganizmalar1 ekildi ve sonra her birinde 300 pg oziit
iceren (10 pl 0ziit4DMSO c¢ozeltisi) 6 mm capindaki standart diskler agar iizerine
yerlestirildi. Bakteriler ve maya 24 saat, mantarlar 72 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu
islemin ardindan petri plaklarinda goézlemlenen inhibisyon zon caplari (mm) kaydedildi

(Sahin vd., 2004).

2.5.2.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Saptanmasi

2.5.2.2.1. Mikrowell Diliisyon Yontemi

Disk diftizyon yontemi ile oOziitlere hassasiyeti belirlenen mikroorganizmalara
(bakteriler ve maya) uygulandi. 12 saat siv1 kiiltiirlerde yetistirilen mikroorganizmalar 0,5
McFarland standart tiirbiditeye ayarlandi. Oziitler %10’luk dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde konsantrasyonu 500 pg/ml olacak sekilde ayarlandi. 96 kuyucuk (well) iceren
pleytlerin her bir kuyucuguna 95 pul sivi besiyeri ve tiirbiditesi ayarlanmig
mikroorganizmalardan Sul eklendi. Daha sonra ilk kuyucuga konsantrasyonu 500 pg/ml
olacak sekilde ayarlanan Oziitler ve/veya ucucu yaglardan 100 pl eklendi ve pipetleme
islemiyle karistirildi. Daha sonra ilk kuyucuktan ikinci kuyucuga 100 ul, 2’den 3’e ve bu
islem 7. Kuyucuga kadar 100’er pl alinarak devam ettirildi. Boylece ilk kuyucuktan
itibaren 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5ug/ml, 31,25g/ml, 15,625 pg/ml ve son olarak altinci
kuyucukta 7,8125 pg/ml olacak sekilde diliisyon kullanilmis oldu. 7. kuyucuga 195 pl s1ivi
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besiyeri ve tiirbiditesi ayarlanmis mikroorganizmalardan 5 pl eklendi. Pleytin siitunundaki
8. ve son kuyucuk ise pozitif kontrol olarak kullamldi. Pleyt 300 rpm’de 20 saniye kadar
karistirildiktan sonra 24 saat uygun sicaklikta inkiibe edildi (Giilliice vd., 2003).

2.5.2.2.2. MiK Agar Diliisyon Yontemi

Antimikrobiyal ¢alismada kullamlan mantarlarm MIK degerlerinin saptanmasi igin
agar diliisyon yontemi kullanilmistir. Oziitler % 0,5 Tween 20 iceren steril potato dextrose
agara aseptik kosullarda, konsantrasyonu 7,8-500 pg/ml olacak sekilde eklendi. Ugucu yag
veya Oziit eklenen besiyerleri hemen vortekslendi. Bu islemlerden sonra katilasan petri
plaklarma 5ul (10* spor/ml) mantar ilave edilerek 37 °C’de 72 saat inkiibe edildi. Daha
sonra gelismenin olmadi@ en diisiik konsantrasyon kaydedildi (Sahin vd., 2004).

2.6. GK-KS Analizi

Bu ¢alisma icin izlenen GK, GK-MS veya GK-AID analizleri icin izlenen yontemler;

2.6.1. Gaz Kromatografisi (GK) ile Yapilan Analizler.

Bir AID detektor ve bir HP-5MS kapiller kolon ile donaniml1 (30 m x 0.25 mm, film
kalinlig1 0.25 pm) Hewlett Packard 5890 II GK kullanild1. Enjektor ve detektor sicakliklar:

sirastyla 20 °C ve 290 °C’ye ayarlandi. Kolon sicaklig1 kademeli olarak 50 °C den 240 °C’
ye 3 °C/dk’lik bir hizla artirildi. Tastyict gaz olarak helyum kullanildi. Helyumun akis

oran1 mL/dk’ya ayarlandi. Aseton ile 1/100 oraninda seyreltilen drneklerden 1.0 pL enjekte

edildi.

2.6.2. Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrik (GK/KS) Analiz.

Ucucu yaglarin GK-KS analizi, 70 eV’de EI modunda calisan bir Hewlett Packard 5972
MSD ile donanimh Hewlett Packard 5890 II GK cihazinda yapildi. Kolon olarak non-polar
Rtx-5MS kapiller kolon kullanild1 (boyutlar; 30 m x 0.25 mm, film kalnlig1; 0.25 pum).
Kolon sicakligi dakikada 3 °C artan bir otomatik programui ile 60 °C’den 250 °C’ye
cikarildi. Enjektor ve MS transfer hatt1 sicakliklan sirastyla 220 °C ve 290 °C’ye ayarlandh.
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Tas1tyic1 gaz olarak helyum kullanildi ve gaz basinci 2.5 psi’ye ayarlandi. Asetonda 1/100
oraninda seyreltilen ornekler (v/v) 1.0 puLL hacminde ve splitless modunda enjekte edildi.

Orneklerin deneysel olarak adlandirilmalan icin goreceli alikonma endeskleri ve kiitle
spektrumlan ile GK/KS sisteminde bulunan NIST 98, Wiley 275 kiitiiphane verileri ve
ayrica daha once yayinlanmus literatiir verileri karsilastirildi. Orneklerin goreceli yiizde
oranlant elektronik olarak alan yiizde verilerinden hesaplandi. Kovats Endekslerin

hesaplanmasi i¢in her 6rnege n-oktan ve n-eikozan eklendi (Adams, 2007).

2.7. Antiviral Aktivite Testleri

2.7.1. Hiicresel Toksisite Test Sistemi

Antiviral test sistemlerinde kullanilan hiicreler iizerine test maddelerinin toksik etkisi
Vero ve MDCK hiicreleri kullamlarak degerlendirildi. Bu maksatla 96-kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarina % 10 Fetal Dana Serumu (FBS), penisilin/streptomisin iceren Minimum
Essential Medium (MEM) besi yerinde (MEM %10 FBS) hazirlanan hiicreler
5X10°/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra MEM %10 FBS icerisinde 200, 100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ve 1.56 pg/ml yogunluklarda ikiser kat sulandirilarak hazirlanan
test maddelerinin her bir yogunlugundan iicer kuyucuga (0.1 ml/kuyucuk) ilave edildi.
Hiicreler son yogunluklar1 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ve 0.78 ug/ml olan test
maddesi varliginda 72 saat siire ile 37° C, %5 CO, ve nemli ortamda iiremeye birakild1.
Test maddesi icermeyen kontrol kuyucuklarini da iceren kiiltiir kaplar1 inkiibasyon siire
sonunda hiicre iireme yogunlugunu belirlemek i¢in kristal viole ile boyandi. Bu maksatla
once kuyucuk icerigi atildi ve hiicreler 2 kez fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) ile
yikandiktan sonra hiicreler % 1 glutaraldehit ile sabitlendi. PBS ile tekrar yikandiktan
sonra kuyucuklara % 0.02 lik kristal viole boyasindan 0.1 ml eklendi. Kiiltiir kaplan 30
dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra cesme suyu ile 3 kez yikanarak kurumaya
brrakildi. Hiicreler tarafindan tutulan boya daha sonra % 70 alkol ile ¢oziindiiriiliip renk
yogunlugu Versamax Microplate Reader (Molecular Devices, USA) cihazinda 570 nm
dalga boyunda ol¢iildii. % 50 sitotoksite olusturan test madde konsantrasyonu (cell
cytotoxicity50, CCso) GraphPad yazilim programi kullanilarak dogrusal olmayan doz-yanit

egrisi (non-lineer dose-response curve) ile hesaplandi.
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2.7.2. Antiviral Aktivite Test Sistemi
2.7.2.1. Viruslar

Bu calismada Herpes Simplex Virus Tip (HSV-1) wal susu ve Influenza A (HIN1)
virusu (Domuz Gribi Pandemisi sirasinda izole edilen saha susu olan A/Trabzon/01/2009:
Gen Bankasi Accession No: GU991379) kullanilmigtir.  HSV-1 Vero (Green Monkey
Kidney Cells) Influenza A ise MDCK (Madin Darby Canine Kidney) hiicre kiiltiiriinde
yiiksek titrelerde ¢ogaltilarak -80 C de stok olarak saklanmistir.

2.7.2.2. Antiviral Test Sisteminde Kullanilan Hiicreler

Vero ve MDCK hiicreleri, Vircell Laboratories, Inc. Ispanya’dan temin edilmistir.
Kiiltiirler, 36-37° C’de, %5 COa ve nemli bir ortamda pasajlanarak master stok olarak
saklanmis; T75 hiicre kiiltir kaplarinda % 10 Fetal Dana Serumu (FBS),
penisilin/streptomisin iceren Minimum Essential Medium (MEM) besi yeri kullanilarak
cogaltlmistir.  Antiviral etkinlik testleri i¢in hiicreler 96 kuyucuklu pleytlere ekilerek

kullanilmistir.

2.7.2.3. Test Maddesinin Hazirlanmasi

Test maddelerinin antiviral aktivitelerinin HSV-1 icin test ortam1 % 2 FBS iceren
MEM, Influenza A i¢in ise 0.1 % albumin, 1 pg/ml TPCK-tripsin ve penisilin, streptomisin
ve fungizon antibiyotiklerini iceren MEM kullanarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 ve

0.78 pg/ml yogunluklarda 2 kat sulandirilarak test edilmislerdir.
2.7.2.4. Sitopatik Etki Azaltma Testi

Ozet olarak, 24 saat 6nceden Vero veya MDCK hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplanna ekildi. Kuyucuklarda % 80-90 oraninda hiicre iiremesi gerceklesen hiicreler

‘hiicre kiiltiir enfektivite doz 50’si (tissue culture infectivity dose 50; TCIDso) HSV-1 icin
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1X10°, Influenza A’ i¢in 8 X1 07/ml olan stok siispansiyonlardan hazirlanan 100 TCIDs,
miktarinda virus ile 37 °C de 1 saat enfekte edildi. Inkiibasyon sonunda 2 iki kat
yogunlukta (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 ve 1.56 ug/ml) hazirlanan test
maddelerinden her bir yogunluk i¢in 3 kuyucuk olacak sekilde virus ile enfekte edilen
hiicreler tizerine eklendi. Test maddesi ve virus icermeyen hiicreler ile enfekte fakat test
maddesi icermeyen hiicreler sirasi ile ‘hiicre kontrol ve ‘virus kontrol’ kuyucuklar olarak
kullanildi. Kiiltiir kaplan anti-HSV-1 testi icin 72 saat, anti-Influenza A testi i¢in 48 saat
siire ile 37° C, % 5 CO2 ortaminda inkiibe edildi. 1nki'1basyon siireleri sonunda HSV-1
icin invert mikroskop altinda viral sitopatik etki (cpe), Influenza A {iremesi ise
kuyucuklardan alinan 6rneklerle yapilan Hemaglutinasyon testi (HA) ile degerlendirildi.
CPE inhibisyon verileri % 50 etkin (viral CPE-inhibisyon ) konsantrasyon (ECs,), % 50
hiicre toksisitesi (cell cytotoxicity) konsantrasyon (CCsy) doz-yanit egrisinde GraphPad

yazilim programi, selektivite indeksi (SI) ise CCso/ECso sonucu olarak verildi.



3. BULGULAR

3.1. Oziit ve Ucucu Yag Verimleri

Materyal ve Metod kisminda ayritili olarak verilen yontemleri ile 7. praecox subsp.
grossheimii var. grossheimii, T. transcaucasicus ve T. pseudopulegioides’den cesitli
oziitler ve ucucu yaglar edildi. Tim 6ziit ve ugucu yaglara ait verimler Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 5. T. praecox, T. transcaucasicus ve T. pseudopulegioides Tiirlerinden Elde Edilen
Oziitlerin ve Ucucu Yaglarm Verimi

Hekzan
Metanol oziitleri siitleri Ucucu yag
Kloroform fazi Su fazi

(%) (%) (%) (%)
T. praecox subsp.
grossheimii var. 4,66 £ 0,55 11,85 £ 1,0 2,86 0,17 0,49 £0,04
grossheimii
T. transcaucasicus 4,29 +0,41 10,03 £ 0,87 3,12+0,21 0,8 £0,06
T. pseudopulegioides 2,43 +£0,17 11,63 +£1,06 2,4 +0,17 0.98 +0,09

Oziit ve ucucu yaglarn biyolojik aktiviteleri, ayr1 basliklar halinde asagida

verilmistir.
3.2. Antioksidan Aktivite Testleri
3.2.1. DPPH Yontemi
Yapilan calismalar boliimiinde ayrintilariyla anlatilan yontem izlenerek (Boliim 2);

kararh DPPH radikalinin 7. praecox, T. transcaucasicus ve T. pseudopulegioides

bitkilerinden elde edilen hekzan, ve metanol 6ziitlerinin iki alt fraksiyonu (buradan itibaren
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kloroform ve su 0ziitii olarak bahsedilecektir) hazirlanan ve ucucu yaglannmn varligindaki
davranigi1 incelendi. Stoklar1 hazirlanan orneklerin ardisik seyreltme yoluyla elde edilen

farkli derisimlerinin %0,004’lik DPPH c¢ozeltisinde renk agma kapasiteleri % inhibisyon

olarak belirlendi.
Calisilan bitkilerin hekzan oziitlerinde ve Thymus praecox subsp. grossheimii var.

grossheimii bitkisinin ugucu yaginda aktivite gozlenmedi. Her ii¢c bitkinin bu yontemde

aktivite gosteren kloroform oOziitlerinin derisimlerine karst % inhibisyon degerleri Sekil 1,

2 ve 3’ de verilmistir.

T. praecox subsp. grossheimii var.
80 grossheimii

% inhibisyon

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Derisim mg/ml

Sekil 1. DPPH Yonteminde T. praecox’ un Kloroform Oziitii Derisimine Kars1 %
Inhibisyon Degerleri
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T. transcaucasicus

80

% iinhibisyon

0 0,5 1 1,5

Derisim mg/ml

Sekil 2. DPPH Yonteminde 7. trancaucasicus’un Kloroform Oziitii Derisimine Kars1
% Inhibisyon De gerleri

T. pseudopulegioides
80

% inhibisyon

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Derisim mg/ml

Sekil 3. DPPH Yonteminde T. pseudopulegioides’in Kloroform Oziitii Derisimine
Kars1 % Inhibisyon De gerleri
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Her ii¢ bitkiden elde edilen su fazi oziitleri de aktivite gostermis ve her bir Oziit

derigimine kars1 % inhibisyon degerleri Sekil 4,5 ve 6’ da verilmistir.

T. praecox subsp. grossheimii var.
grossheimii

% inhibisyon

0 0,02 0,04 006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18

Derisim mg/ml

Sekil 4. DPPH Yonteminde 7. praecox’un Su Oziitii Derisimine Karsi %Inhibisyon
De gerleri

T. transcaucasicus

% inhibisyon

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Derisim mg/ml

Sekil 5. DPPH Yonteminde 7. trancaucasicus’un Su Oziitii Derisimine Kars
%Inhibisyon Degerleri
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T. pseudopulegioides

100

*
4

% inhibisyon

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Derisimmg/ml

Sekil 6. DPPH Yonteminde 7. pseudopulegioides’in Su Oziitii Derisimine Karsi
%Inhibisyon Degerleri

Bu yontemde aktivite gosteren iki ucucu yagin her birinin derisimine karst %

inhibisyon degerleri Sekil 7 ve 8’ de verilmistir.

T. transcaucasicus

80

% inhibisyon

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Derisim mg/ml

Sekil 7. DPPH Yonteminde 7. trancaucasicus’un Ugucu Yag Derisimine Karsi
%Inhibisyon Degerleri
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T. pseudopulegioides

80

% inhibisyon

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Derisim mg/ml

Sekil 8. DPPH Yonteminde 7. pseudopulegioides’un Ugucu Yag Derisimine Kars1
% Inhibisyon De gerleri

Grafiklerden de goriilecedi gibi, caligilan bitkilerin su oziitleri (metanol-polar faz) ve
ucucu yaglarinin serbest radikal temizleme yetenekleri, kloroform o6ziitlerine (metanol-
nonpolar faz) gore daha yiiksektir. Sekil 1, 2 ve 3’te verilen grafiklerden bitkilerin bu
yontemde en zayif aktivite gosteren kloroform fazlarinin 1Cso degerleri hesaplandi. Buna
gore; T. praecox’ dan elde edilen kloroform fazinin ICsy degeri 1700 pg/ml olup, bunu
T.transcaucasicus (ICsy :603ug/ml) ve T. pseudopulegioides’in kloroform fazlari (ICs:
515 pg/ml) izlemektedir. Cahsilan ii¢ bitkinin kloroform fazlarmin ICso degerleri esas

alinarak hazirlanan karsilastirmali grafik Sekil 9°da verilmistir.
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Kloroform Oziitii

m Kloroform Oziitii

Sekil 9. U¢ Thymus Tiiriiniin Metanol Oziitii Kloroform Fazlarmin DPPH
Yontemiyle Radikal Siipiiriicii Etkilerinin Karsilastiriimasi.

DPPH testlerinde giiclii aktivite gosteren su fazlarinin Sekil 4, 5 ve 6’da verilen
grafikten ICso degerleri hesapland1. Buna gore, 7. pseudopulegioides su fazinin ICso degeri
60ug/ml, 7. transcaucasicus’un 81pg/ml, T. praecox un ise 85 pg/ml’ dir. Calisilan ii¢
bitkinin su fazlannmn 1Csy degerleri esas alinarak hazirlanan karsilastirmali grafik Sekil

10’da verilmistir.

Su Oziitii

90 -~
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

m Su Ozt

T.pseudopulegioides T.transcaucasicus T.praecox
subsp.grossheimii
var. grossheimii

Sekil 10. Ug Thymus Tiiriiniin Metanol Oziitii Su Fazlarinn DPPH Yontemiyle
Radikal Siipiiriicti Etkilerinin Kargilagtirilmast.
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Son olarak ucucu yaglarimn DPPH testlerinden elde edilen verileri degerlendirildi.
Yukanda da bahsedildigi gibi 7. praecox ugucu yagi aktivite gostermedi. Diger iki tiire ait
ucucu yaglarnin ICso degerleri grafiklerden (Sekil 7 ve 8) hesaplandi. Buna gore, T.
pseudopulegioides’in ugucu yagi en yiiksek aktiviteye sahiptir (ICso 2,3 pg/ml). T.
transcaucasicus’un ugucu yagl ise yine yiiksek aktivite gostermistir (ICso 20 pg/ml).
Karsilastirma amaciyla, her iki ucucu yagin 1Cs, degerlerinden elde edilen grafik Sekil 11°

de verilmistir.

Ugucu Yag

25

20 A

10 - m Ucucu Yag

o | IEE

T.pseudopulegioides T.transcaucasicus

Sekil 11. Aktivite Gosteren Ugucu Yaglarin DPPH Yontemiyle Radikal Siipiiriicii
Etkilerinin Karsilastirilmasi.

ICso degerinin diisiik olmasi aktivitenin yiiksek oldugunu gosterir. Buna gore en

yiiksek radikal siipiiriicii etki 2,3 pg/ml ile 7. pseudopulegioides’in ugucu yagia aittir.

3.2.2. B-Karoten Renk A¢ilim Testi-Spektrofotometrik Yontem

Antioksidan aktivitesinde uygulanan diger bir test yontemi de B-karoten renk acilimi-
spektrofotometrik yontemidir. Bu yontemde B-karoten’in karakteristik sar1 renginin belli
bir periyotta korunumu esas alindi. 24 saatlik zaman siiresinde Ol¢iilen absorbans degerleri
BHT nin absorbansina karsi degerlendirildi, % inhibisyon de gerleri hesaplandi ve % BAA
degerleri rapor edildi. Sonuglar Sekil 12, 13 ve 14°de verildi.
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T. transcaucasicus, T. pseudopulegioides ve T. praecox bitkilerinin elde edilis
sirasina gore Oncelikle hekzan oziitleri degerlendirildi ve sonuclar Sekil 12°de grafik
halinde sunuldu. Bu 6ziitler degerlendirildiginde en yiiksek aktivite %72,32 ‘lik inhibisyon
degeriyle T. transcaucasicus ve % 72,11’lik inhibisyon degeriyle 7. pseudopulegioides
hekzan oziitlerine aittir. % 54,83’liikk inhibisyon degeriyle 7. praecox subsp. grossheimii

grossheimii var. grossheimii hekzan 6ziitiiniin daha zayif aktiviteye sahip oldugu gozlendi.

|
- H
|

T. transcaucasicus

T.pseudopulegioides

T.praecox subsp.grossheimii ® Hekzan Oziitii

var.grossheimii

Kontrol

0 20 40 60 80 100 120

% BAA

Sekil 12. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox Bitkilerinden Elde
Edilen Hekzan Oziitlerinin % BAA De gerleri

BHT
T.pseudopulegioides

T. transcaucasicus

‘ ® Kloroform Oziitii

T.praecox subsp.grossheimii _

var.grossheimii ‘

Kontrol

0 20 40 60 80 100 120

% BAA

Sekil 13. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox Bitkilerinden
Elde Edilen Kloroform Oziitlerinin % BAA Degerleri



Sekil 13’te 7. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox bitkilerinin
aktiflik sirasma gore swalanmig kloroform fazlar1 degerlendirildiginde %79,45 ‘lik
inhibisyon degeriyle 7. pseudopulegioides ve % 70,92°lik inhibisyon degerine T.
transcaucasicus’un kloroform fazlarinm yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. %
57,58’lik inhibisyon degeriyle T. praecox burada da daha zayif bir aktivite gostermistir.

T. praecox, T. pseudopulegioides ve T. transcaucasicus bitkilerinin metanol
oziitlerinden kistmlandirmayla elde edilmis su fazlar1 degerlendirildiginde daha farkli
bulgulara rastlanmistir (Sekil 14). Bu na gore, su fazlari i¢cinde en yiiksek onleyici etki
%70,75 ‘lik inhibisyon degeriyle 7. praecox su Oziitiiniin en yliksek aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir. 7. pseudopulegioides ve T. transcaucasicus’un su fazlari,
kontrolden de diisiikk, aktiviteye sahiptir (inhibisyon degerleri, sirastyla, % 32,26 ve
%37,54 dir).

BHT

T.praecox subsp.grossheimii
var.grossheimii

Kontrol

m Su Oziiti
T.pseudopulegioides

T. transcaucasicus

1|||f

o

20 40 60 80 100 120

% BAA

Sekil 14. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox Bitkilerinden
Elde Edilen Su Oziitlerinin % BAA Degerleri
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or7

T.pseudopulegioides '

T.transcaucasicus [ NN ‘
|

T.praecox subsp.grossheimii B Ugucu Yag

var.grossheimii

Kontrol

20 40 60 80 100 120

o 4

%BAA

Sekil 15. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox Bitkilerinden
Elde Edilen ucucu yaglarinin % BAA Degerleri

Sekil 15°te T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox bitkilerinin
aktiflik swrasina gore siralanmis ucucu yaglan degerlendirildiginde, %49,07lik inhibisyon
degeriyle T. pseudopulegioides’in en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. 7.
transcaucasicus ugucu yaginin % 44,94 ve T. praecox un ise %34,02’lik inhibisyon degeri

verdigi hesaplanmistir.

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Orneklerin antimikrobiyal (antibakteriyal, antikandidal ve antifungal) aktivitelerinin
kalitatif olarak belirlenmesi i¢in Oncelikle Yapilan Caligsmalar (Boliim 2) kisminda yer
verilen disk difiizyon yontemi uygulandi. Ug bitkiden elde edilen hekzan ve metanol
Oziitlerinin su fazlarinda aktiviteye rastlanmadi. Kloroform fazlarinin bazi test
mikroorganizmalarina (Acinetobacter baumanii ve Bacillus subtilis) karst 8 mm den kii¢iik
zon caplart olusturdugu gozlendi. Ancak, mikrokuyucuk (microwell) dilusyon yontemi
uygulandiginda, herhangi bir Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) degeri elde
edilemedi. Sonucta antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklar1 sonucuna varild.

Pseudomonas aureginosa bakterisi ile ilgili bulgular hari¢, Thymus tiirlerinden elde
edilen ucucu yaglarin (ozellikle 7. pseudopulegioides ve T. transcaucasicus) giiclii

antibakteriyal ve antifungal aktivite gosterdigi gozlendi. Antibakteriyal aktivite test
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sonucglann Tablo 6 ve antikandidal-antifungal aktivite test sonuclart ise Tablo 7° de
verilmistir. Antimikrobiyal testler {i¢ farkl bitki tiiriiyle gerceklestirildiginden, her bir bitki
tiriinden elde edilen sonuglar ayn degerlendirildi.

T. pseudopulegioides ucucu yagmin denendigi disk difiizyon testlerinde,
Pseudomonas aureginosa hari¢, 12-3 ila 42 mm arasinda degisen zon c¢aplar1 Ol¢iildii.
Boylelikle anilan mikroorganizma harig, tiim bakterilerin bu bitkinin ugucu yagina hassas
oldugu anlasild1 ve mikrokuyucuk yontemiyle her mikroorganizmaya kars1 MiK degerleri
bulundu. Sonucta, bilhassa 4. baumanii ve P. vulgaris’in en hassas bakteriler oldugu
goriildii (MIK degerleri sirasiyla, 12,5-25 ug/ml). 50 ug/ml MIK degeri ile B. subtilis ve S.
aureus’ un da soz konusu ucucu yaga karsi hassas olduklart bulundu. Test bakterileri
arasinda Str. pyogenes ve E.coli daha direngli bakterilerdir (MiK: 400 pg/ml).

Disk difiizyon yonteminde, 7. pseudopulegioides ugucu yagi test funguslarina karsi
yaklastk 50 mm.’lik capinda biiyliik zonlar meydana getirdi. Akabinde, agar dilusyon
yontemine bagvuruludu ve sonucta, Rhizopus sp., Aspergillus sp. ve Fusarium sp. Karsi
giiclii aktivite gozlendi (MIK: 3,125 ug/ml). Ayrica ucucu yagin yiiksek antikandidal
aktiviteye sahip oldugu saptandi. Candida albicans tizerinde 28 mm’lik zon cap1 gozlendi
ve 50 ug/ml MIK degerine ulasildi.

T. transcaucasicus bitkisinin ugucu yag1 da Pseudomonas aerugionsa hari¢ diger test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye goOstermistir. Disk difiizyon
yonteminde test mikroorganizmalarina gore degisen 16.2 ile 32.3 mm arasinda degisen zon
caplari saptandi. Bu 6rnege karsi da en hassas bakterilerin, 12,5 pg/ml MIK degeri ile B.
subtilis ve Acinetobacter baumanii oldugu gozlendi (Tablo 6). 25-400 pug/ml arasinda
degisen MIK degerleri ile ucucu yagmn diger mikroorganizmalara karst da etkili oldugu
goriildii (Tablo 6 ).

T. transcaucasicus ugucu yaginin da antifungal aktivite gosterdigini disk difiizyon
testleri ortaya koymustur. Buradaki testlerde ii¢ test fungusuna karst 20 mm (4spergillus
sp.) ve 40 mm (Fusarium sp. ve Rhizopus sp.) zon caplar1 olgiildii. MiK agar diliisyon
yontemi sonucunda ise 6,25 pg/ml MiK degerleri elde edildi.

Bu bitkiden elde edilen ucucu yagin, test edilen tiim ucucu yaglar i¢inde en yiiksek
ve giiclii antikandidal aktiye sahip oldugu bulundu. 32 mm’lik zon ¢ap1 goriildii ve 25
ug/ml MiK degerine ulasildi.

T.praecox ugucu yaginin ise test edilen ucucu yaglar i¢inde en zayif antimikrobiyal

aktivite gosteren ornek oldugu gozlendi. Zira, test edilen 13 mikroorganizmadan sadece
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Bacillus subtilis (10 mm’lik zon ¢ap1 ve 2000 pg/ml MIK degeri), A. Baumanii (16.2
mm’lik zon ¢apr ve 1000ug/ml MIK degeri), Candida albicans (8 mm’lik zon cap1 ve
2000 ug/ml MIK degeri), Fusarium sp. (18 mm’lik zon ¢ap1 ve 1000 ug/ml MIK degeri)
ve Rhizopus sp. (18 mm’lik zon cap1 ve 500 pg/ml MIK degeri) mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriildii.

Tablo 6. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus, T. praecox Ucgucu Yaglarinin
Antibakteriyel Aktiviteleri

Bakteriler/ T

Kaynak ) dopulecioid T. transcaucasicus T. praecox Kontrol®
bitkiler pseudopulegioides

DD" MiK¢ DD’ MIK DD MiK DD

A. baumanii 283+1.0 25 30.3+2.0 12,5 16.2+1.5 1000.00 18(NET)
B. subtilis 28.0+£0.0 50 32.3+£0.7 12,5 10.5+£0.5 2000.00  20(NET)
E. cloacae 225+£1.0 100 18.0+£0.0 200 8.0£0.0 - 14(NET)
E. faecalis 16.3 £0.7 200 185+0.5 200 102 +£0.5 - 12(NET)
E. coli 14.0+£0.0 400 162 +£1.0 400 - - 18(NET)
P. vulgaris 42.0+1.0 12,5 24.0+2.0 25 8.0+0.0 - 20(NET)
Ps. aeruginosa - - - - - 22(NET)
St. aureus 26.0+£0.0 50 14.0+£0.3 200 8.0+0.0 - 16(NET)
Str. pyogenes 123+1.7 400 14.0+£0.0 200 - - 10(NET)

‘DD=0FX=0floxacin (10ug/disk); SCF=sulbactam (30ug)+cefoperazona (75ug) (105
ug/disk) ve NET=Netilmicin, (30ug/disk) pozitif referans standart antibiyotik
diskleri olarak kullanild1 (Oxoid);

®300u g/disk = &ziitiin olusturdugu inhibisyon zonu ¢apt (mm)

‘ Minimal Inhibitor Derisimi (ug/ml)
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Tablo 7. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus, T. praecox Ugucu Yaglarinin
Antifungal Aktiviteleri

Mantarlar/ T. pseudopulegioides T. transcaucasicus T. praecox Kontrol®
Kaynak DD* MIK® DD* MIK  DD* MIK

bitkiler

C. albicans 282+19 50 320+£1.0 25 8.0+0.0 2000  -(NET)
Aspergillus sp. 485+15 3,125 200+£0.5 100 - - -(NET)

Fusarium sp. 48.7+£2.0 3,125 40.0£0.0 6,25 187+1.0 1000 -(NET)
Rhizopus sp. 50.7+£22 3,125 40.0£23 6,25 185+23 500.00 -(NET)

DD=0FX= Ofloxacin (10ug/disc); SCF= sulbactam (30ug)+cefoperazona (75ug) (105
ng/disk) ve NET= Netilmicin, (30pg/disk) pozitif referans standart antibiyotik
diskleri olarak kullanild1 (Oxoid);

® Minimal Inhibitor Derisimi (ug/ml)

3.4. Ucucu Yaglarm Kimyasal icerikleri

Tez kapsaminda degerlendirilen iic Thymus tiirii; 7. praecox subsp. grossheimii var.
grossheimii, T. transcaucasicus ve T. pseudopulegioides’in ugucu yaglar toprak istii
kisimlarindan, Bolim 2’de verilen yontemle elde edildi. Bu ii¢ bitkiye ait ugucu yaglarin
verimleri sirasiyla % 049, % 0.80 ve % 0.98 olarak hesapland1 (Bkz. Boliim 3, Tablo 5).

Ucucu yag profilleri Gaz Kromatografisi (GK), Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GK-KS) ve Gaz Kromatografisi-Alev Iyonlasma Detektorii (GK-AID)
teknikleri (Bkz. Boliim 2) ile saptandi.

T. praecox ugucu yag 6rneginin GK-KS analizleri sonucunda toplam 33 pik saptandi.
Bu piklerin ugucu yagm % 99.0’unu olusturan 33 bilesene ait oldugu goriildii (Tablo 8).
Ucucu yagm ana bilesenlerinin sirasiyla timol (%29.4), karvakrol (%13.8), y-Terpinen
(%13.1) ve p-simen (%11.7) oldugu sonucuna varildi ve Sekil 16’da grafik halinde

sunuldu.
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Tablo 8. T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii Bitkisinin Toprak Ustii
Kisimlarindan Elde Edilen Ucgucu Yagm Kimyasal Bilesenleri

Pik No K.L.* Bilesen %
1. 886 a-Tuyen 0.9
9. 984 o-Pinen 5.7
3. 909 Kamfen 0.1
4. 933 1-Okten-3-ol 5.0
5. 940 3-Oktanon 0.8
6. 944 [-Mirsen 2.5
7. 950 3-Oktanol 2.0
8. 960 o-Fellandrene 0.2
9. 971 o-Terpinen 3.2
10. 980 p-Simen 11.7
11. 1004 (E)-p-Osimen 0.1
12. 1016 y-Terpinen 13.1
13. 1030 cis-Sabinen hidrat 0.5
14. 1052 Terpinolen iz
15. 1063 Linalool 0.8
16. 1146 Borneol 0.4
17. 1157 Terpinen-4-ol 5.0
18. 1174 a-Terpineol 0.1
19. 1222 Timol metil eter 0.2
20. 1234 Karvakrol metil eter 0.9
21. 1292 Timol 294
22, 1313 Karvakrol 13.8
23. 1367 Timol asetat 0.1
24. 1445 f-Karyofillen 1.1
25. 1467 Aromadendren 0.1
26. 1507 7-Muurolen iz
7. 1514 D-Germakren iz
8. 1529 Viridifloren + Bisiklogermakren 0.4
20. 1539 f/-Bisabolen 0.2
30. 1557 J-Kadinen 0.1
31. 1574 a-Bisabolen 0.4
32, 1618 Spathulenol 0.2
1626 Karyofillen oksit iz
Toplam 99.0

" K.IL: Kovats Indeks, n-oktan ve n- eikosan referans alinarak ve Rtx-5MS non-
polar kolon kullanilarak elde edildi.
€ iz miktarda: %0,07’den diisiik degerler.
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T. pseudopulogioides ugucu yag orneginde ise 34 pik saptandi ve bu piklerin 34
bilesene ait oldugu ve ugucu yagin %98,5’ini temsil ettigi saptandi (Tablo 9 ). Bu ugucu
yagm ana bilesenleri; timol (%58), y-Terpinen (%10), p-simen (%38,5) ve karvakrol metil
eter (%2,9) oldugu belirlendi (Sekil 17).

Tablo 9. T. pseudopulegioides Bitkisinin Toprak Ustii Kisimlarindan Elde Edilen
Ucucu Yagm Kimyasal Bilesenleri

Pik No K.L Bilesen %
1. 886 o-Tuyen 0.6
2. 984 o-Pinen 2.3
3. 933 1-Okten-3-ol 1.0
4, 940 3-Oktanon 0.4
5. 944 [-Mirsen 1.2
6. 950 3-Oktanol 0.3
7. 960 o-Fellandren 1.2
8. 980 p-Simen 8.5
9. 1016  p-Terpinen 10.0
10. 1031 cis-sabinen hidrat 0.1
11. 1052  Terpinolen iz*
12. 1062  Linalool 1.3
13. 1146 Borneol 0.2
14. 1157  Terpinen-4-ol 0.3
15. 1174  oa-Terpineol iz
16. 1222 Timol metil eter 1.9
17. 1234 Karvakrol metil eter 2.9
18. 1291 Timol 58.0
19. 1313 Karvakrol 2.7
20. 1367  Timol asetat iz
21. 1406  p-Burbonen iz
22. 1445  p-Karyofillen 2.0
23. 1456  p-Copaen Iz
24. 1467 Aromadendren 0.2
25. 1484  a-Karyofillen iz
26. 1507  y-Murolen 0.3
27. 1514  D-Germakren 0.1
78 1527 Viridifloren + bisiklogermakren + 0.6
o-Muurolen (¢akisma)
29. 1539  p-Bisabolen 1.2
30. 1549  y-Kadinen 0.2
31. 1557 6-Kadinen 04
32. 1574 o-Bisabolen 0.2
33. 1618 Spatulenol 0.4
34, 1625 Karyofillen oksit 0.2
Toplam 98.5

" K.L: Kovats Indeks, n-oktan ve n- eikosan referans alinarak ve Rtx-5MS non-
polar kolon kullanilarak elde edildi.
€ {7 miktarda: 90,07’ den diistik degerler.



46

Calisma kapsamindaki son tiir, 7. transcaucasicus ugucu yaginin 30 bilesen icerdigi
ve bu bilesenlerin ugucu yagin %98.6’sin1 temsil ettigi saptandi (Tablo 10). Ugucu yagmn
ana bilesenlerinin; timol (%55), karvakrol (,%19,7), y-Terpinen (%6,7) ve p-simen (%S5.5)
oldugu belirlendi (Sekil 18).

Tablo 10. T. transcaucasicus Bitkisinin Toprak Ustii Kisimlarindan Elde Edilen
Ucucu Yagm Kimyasal Bilesenleri

Pik No. K.L.* Bilesen %
1. 886 a-Tuyen 0.5
2. 984 o-Pinen 0.9
3. 933 1-Okten-3-ol 1.0
4. 940 3-Oktanon 0.3
5. 944 [-Mirsen 0.7
6. 950 3-Oktanol 04
7. 960 o-Fellandren 0.1
8. 971 a-Terpinen 1.1
9. 980 p-Simen 5.5
10. 1016 y-Terpinen 6.7
11. 1031 cis-Sabinen hidrat 0.2
12. 1062 Linalool 0.3
13. 1146 Borneol 0.3
14. 1157 Terpinen-4-ol 0.9
15. 1222 Timol metil eter 0.1
16. 1234 Karvakrol metil eter 0.5
17. 1291 Timol 55.0
18. 1313 Karvakrol 19.7
19. 1445 p-Karyofillen 1.5
20. 1467 Aromadendren 0.3
21. 1484 a-Karyofillen Iz
22. 1507 »-Muurolen 0.1
23. 1514 D-Germakren Iz
24, 1529 Viridifloren 0.5
25. 1539 [-Bisabolen 0.3
26. 1549 »-Kadinen 0.1
217. 1557 o-Kadinen 0.2
28. 1574 o-Bisabolen 0.6
29. 1618 Spathulenol 0.6
30. 1625 Karyofillen oksit 0.2
Toplam 98.6

* K.I: Kovats Indeks, n-oktan ve n- eikosan referans aliarak ve Rtx-5MS non-
polar kolon kullanilarak elde edildi.
€ iz miktarda: %0,07"den diisiik de gerler.
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Sekil 16. T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii Bitkisinin Toprak
Ustii Kistmlarmdan Elde Edilen Ugucu Yagin Ana Bilesenleri
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Sekil 18. T. transcaucasicus Bitkisinin Toprak Ustii Kisimlarindan Elde
Edilen Ugucu Yagm Ana Bilesenleri

3.5. Antiviral Aktivite Testleri

3.5.1. Hiicresel Toksisite Etki

Bu calismada T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox subsp.
grossheimii var. grossheimii bitkilerinden elde edilen hekzan, kloroform ve su oziitlerinin
hiicre iiremesi iizerine etkileri arastirilmistir ve elde edilen sonuclar Tablo 11° de
verilmigtir. Bu bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin hiicre tiremesi {iizerine etkileri

calistilmamustir.
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Tablo 11. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus, T. praecox Bitkilerinden Elde
Edilen Hekzan, Kloroform ve Su Oziitlerinin Hiicre Uremesi Uzerine

Etkileri
CCsodegerleri (ug/ml)
Test Maddesi . 5
Vero Hiicresi MDCK hiicresi
Hekzan 75,34 75,31
T. pseudopulegioides | Kloroform | 72,95 32,92
Su > 100 > 100
Hekzan > 100 66,64
T. transcaucasicus Kloroform | 48,73 66,26
Su > 100 > 100
Hekzan 66,17 64,86
T. praecox subsp.
grossheimii var. Kloroform | 65,1 41,19
grossheimii Su S 100 > 100

" Green Monkey Kidney Cells

* Madin Darby Canine Kidney

Bitkilerin hekzan, kloroform ve su 6ziitlerinin Vero ve MDCK hiicrelerinin tiremeleri
tizerindeki etkilerine bakildiginda (Tablo 11), su oziitlerinin toksisitesinin diger Oziitlere
gore daha diisiik oldugu gozlendi (CCsp>100 pg/ml). En yiiksek toksisiteye sahip oziitiin 7.
pseudopulegioides’e ait kloroform 0ziitii oldugu tespit edildi (CCso: 32,92 pg/ml).

3.5.2. Sitopatik Etki Azaltma Testi

Bu calismada 7. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox subsp.
grossheimii var. grossheimii bitkilerinden elde edilen hekzan, kloroform ve su 0ziitlerinin
antiviral etkileri arastirilmistir ve elde edilen sonuglar Tablo 12°de verilmistir. Bu

bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin antiviral etkileri caligiimamistir.
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Tablo 12. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus, T. praecox Bitkilerinden Elde Edilen
Hekzan, Kloroform ve Su Oziitlerinin Antiviral Etkileri

Anti-HSV aktivite

Anti-Influenza A aktivite

Test Maddesi
EC;s ST ECs ST
(ng/ml) (ng/ml)
Hekzan | > 100 <1 38.2 1.9
T. pseudopulegioides | Kloroform | > 100 <1 > 100 <1
Su > 100 <1 50.0 2
Hekzan | > 100 <1 28.13 2.3
T. transcaucasicus Kloroform | > 100 <1 > 100 <1
Su > 100 <1 > 100 <1
Hekzan | > 100 <1 24.54 25
T. praecox subsp.
grossheimii var. Kloroform | > 100 <1 > 100 <1
grossheimii Su > 100 <1 > 100 <1

Tablo 12’ye gore, bitkilere ait hekzan, kloroform ve su Oziitlerinin HSV viriisii

tizerinde antiviral etkilerinin olmadig tespit edildi (ECso>100 pg/ml). Bunun yamnda, bu

oziitlerin bazilarmin (tiim bitkilerin hekzan oziitleri ve 7. pseudopulegioides’in kloroform

oziitiinde) Influenza viriisii iizerinde antiviral etkiye sahip oldugu goriildii.




4. TARTISMA

Bu tez calismasinda Dogu Karadeniz Bolgesinin farkli lokalitelerinden toplanan, ii¢
Thymus tiriiniin, 7. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox subsp.
grossheimii var. grossheimii olmak iizere hekzan, kloroform ve su oOziitleriyle ucucu
yaglannm bazi1 biyolojik aktiviteleri arastirildi. Ucucu yaglari, bitkilerin toprak iistii
kisimlarindan su distilasyonu yoluyla elde edildi ve GC ve GC-MS yontemiyle kimyasal
bilesenleri belirlendi (Tablo 8, 9 ve 10). Yine calisilan bitki Orneklerinin toprak ustii
kisimlarmin farkli ¢oziiciilerle (Hekzan, Metanol) muamele edilerek hekzan, su ve
kloroform oziitleri elde edildi (Tablo 4). Calisilan bitkilerden elde edilen 6ziit ve ucucu yag
verimleri Tablo 5°te verildi. Elde edilen bu oziitlerin ve ucucu yaglarmn antioksidan,
antimikrobiyal ve antiviral aktiviteleri arastirildi.

Tiim Orneklerin biyolojik aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde ugucu yaglarin daha
etkili oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bu boliimde oncelikle calisma kapsamindaki

bitkilerden elde edilen ucucu yaglann 6zellikleri tartisilacaktir.

4.1. Ugucu Yaglarmm Kimyasal Bilesenleri

Ucucu yaglar bitkilerin otsu kisimlarindan ve genellikle toprak istii kisimlarindan
elde edilir. Bunun i¢in genellikle su veya buhar distilasyonuna basvurulur. Bitki tiirline
bakilmaksizin elde edilen ugucu yagda ¢ok sayida kimyasal bilesik bulunur. Bu bilesikler;
terpenler (mono-, seski- ve az da olsa di-terpenler), alifatik hidrokarbonlar, asitler, alkoller,
aldehitler ve laktonlar basliklan altinda simiflandirilirlar. Bu bilesiklerin karisimindan
olusan ugucu yaglara gecmiste bitkilerin “toksik™ atik iiriinleri oldugu ve bitkileri i¢in hig
bir pratik degeri olmadig1 diisiiniiliiyordu. Oysa bu kimyasallarin bocek uzaklastirict ve
mikrop Oldiiriicii etkileri ile bitkilerin vazge¢ilmez unsurlart oldugu giiniimiizde 1yi bilinen
bir gercektir. Bunun yam sira ugucu yaglarin allelopatik etki gosterdigi, yapraklardan su
kaybmm1 Onledigi ve boceklerle tozlasan bitkiler icin cezbedici Ozellikleri de ortaya
konmustur (Stahl-Biskop, 2002).

Halk arasinda “kekik” olarak bilinen Lamiaceae (Labiatae) familyasina ait 7hymus,
Origanum ve Satureja tirleri lilkemizin en ©6nemli aromatik bitkileridir. Bu bitkiler

arasinda Origanum tiirleri, Ozellikle daha yiiksek ucucu yag verimleriyle, bitkisel ham
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madde olarak iilkemizin baglica ihra¢ iriiniidiir. Burada anilan aromatik bitkiler ilag,
parfiimeri, kozmetik, deterjan, tatlandirici, aromatik yag sanayinde ve ayrica baharat olarak
kullanilmaktadir (Mulas, 2006).

Thymus tiirlerinde daha az ucucu yag verimi oldugundan ihra¢ iiriinii olmaktan
ziyade, lilkemizin ¢esitli yorelerinde baharat ve ¢ay olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1997).
Arastirma kapsaminda degerlendirilen 7. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii, T.
transcaucasicus ve T. pseudopulegioides tiirlerinin ucucu yag verimi de buna paralel
olarak (% 1.0 v/w) den azdir (sirasiyla % 0.49, % 0.80 ve % 0.98, v/w). Tiirkiye florasinda
degisik bolgelerden, lokalitelerden toplanan Thymus tiirlerinin ucucu yag verimleri de
degiskenlik gostermektedir. Ucucu yag verimleri % 0.01°den % 3.4’ e kadar degiskenlik
arzetmektedir. Ucucu yag verimi % 0.01 civarinda olanlar zayif, % 0.01 ila 1.0 olanlar
orta, % 1.0 den biiyiik onlalar ise zengin olarak siniflandirilmistir (Yildiz, 2004). Bu kritere
gore bu arastirmanin konusu bitkilerin ugucu yaglart verim bakimindan “orta derecede
zengin” olarak kabul gorebilir.

Burada bahsedilen ilk tiir, 7. praecox, ciceklenme doneminin hemen basinda
toplanmistir ve toplanan populasyonlarda cicekli bitki sayisi ¢cok azdir. Diger Thymus
tiirlerine gore daha az ugucu yag icermesi, ugucu yag bilesenlerinin farkli olmasi ve buna
bagl olarak biyolojik aktivitede gozlenen ve asagida degerlendirilen s6z konusu biyolojik
aktivitelerin bu bitkide giiclii olmamasinin nedeni bu faktore dayandirilabilir.

Thymus tiirlerine ait ucucu yaglannn GK, GK-KS analizleri monoterpenlerin
zenginligine isaret etmektedir. Genellikle ucucu yaglarin % 90’1t monoterpenlerden
ibarettir. Daha az siklikta seskiterpenlere de rastlanir. Bilinen tiim monoterpenler farkli
tiirlerde saptanmistir (Stahl-Biskop, 2002). Fenolik monoterpenler, timol ve karvakrol, bu
tiirlerin ucucu yaglarinda en bol bulunan bilesenlerdir. Ancak bu bilesenlerin her Thymus
ucucu yaginda bulunacagi anlamma gelmez. Timol ve karvakrol iceren ugucu yaglarda p-
simen ve y-terpinen de mutlaka yer alir. Zira amilan bu monoterpenlerin tiimii biyogenetik
olarak birbirleriyle ¢ok yakm iliskilidir. Ayrica bu tip ucucu yaglara fenolik karekterli
demek de yanls olmaz (Stahl-Biskop, 2002).

Arastirma kapsaminda yer alan bitkilerin ucgucu yaglar1 da bu niteliktedir. Bu
kapsamda calisilan ilk tiir 7. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii’un ucucu
yaglarninin bilesenleri sirasiyla timol (%29.4), karvakrol (%13.8), y-Terpinen (%13.1) ve p-
simen’ dir (%11.7). Bu tiirle yapilan onceki ¢aligmada, balaban Kdyii-Hamsikdy-Trabzon

civanindan toplanan Orneklerden % 0.67 ucucu yag verimi elde edilmis, ucucu yag
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iceriginin ana bileseninin timol oldugu saptanmistir (% 26.6). Bunu p-simen (% 24.9)
izlemistir. o-pinen, terpinil asetat ve f-karyofillen az miktarda bulunmustur (Baser, vd.,
1996). Esas icerik bakimindan uyum gostermekle beraber, 6nceki ¢aligmada karvakrole
rastlanmamasi, p-simen’nin ikinci ana bilesen olmasi ve terpinil asetat varligi ile burada
sunulan bulgulara gore farklilik gdstermektedir.

T. praecox’un bir diger alt tiirii olan ve halk arasinda “Anzer cay’1” T.praecox subsp.
caucasicus var. caucasicus ucucu yaglari ile yapilan bir ¢calismada ana bilesenlerin timol
(%47.45), y -terpinen (%8.73), p-simen (%8.30), terpinil asetat (%4.88) ve karvakrol
(4.66%) oldugu rapor edilmistir (Sekeroglu, vd., 2007).

Arastirma kapsamindaki diger tiir 7. pseudopulogioides ugucu yaginda ana bilesenler
olarak timol (%58), y-Terpinen (%10), p-simen (%38.,5) ve karvakrol metil eter (%2,9)
saptandi. Bu bitkinin ucucu yag ile ilgili tek veri olan makalede farkli lokalitelerden
toplanmug bitkilerde ii¢ farkli kemotip gozlenmistir. Soganl1 dagindan toplanan ve ugucu
yag verimi % 1.06 (v/w) olan Ornek timol kemotipi gostermistir. Ugucu yagda %23.1
timol, % 20.1 linalool, ve az miktarlarda y-terpinen, p-simen, karvakrol bulunmustur.
Bayburt-Caykara arasindan toplanan ikinci ornek de timol kemotipi olup, % 50.1 timol, %
10.7 karvakrol, % 10.7 p-simen, az miktarda, y-terpinen, metil karvakrol icerdigi rapor
edilmistir. Son Ornek ise (linolool kemotipinde) ise % 21.6 linalool, % 16.7 terpinil asetat,
9% 11.2 geraniol ve az miktarlarda p-simen ve timol icermektedir (Baser, vd., 1999).
Dolayis1 ile bu ¢alismada degerlendirilen 7. pseudopulogioides 6rneginin ugucu yagi timol
kemotipindedir ve Onceki ¢alismalarla paralellik arz etmektedir.

Thymus transcaucasicus ugucu yag icerigi de benzer sekilde timol agirliklidir (%55
timol, %19,7 karvakrol, %6,7 y-terpinen ve %35,5 p-simen). Literatiirde bitkinin ugucu yagi
ile ilgili nispeten eski arastirmalara rastlanmistir. Bu arastrmalardan birinde
Ermenistan’dan toplanan Orneklerde yagm ana bilesenleri olarak % 33.6 timol, % 12.8
linalool, % 11.7 karvakrol, daha az oranlarda terpinolen, y-terpinen ve [B-karyofillen’e
rastlanmistir (Kasimov, 1988). Arastiricinin ayni bitki ile yaptig1 daha onceki ¢aligmalarina
bakildiginda bu bitki tiiriiniin de kemotiplerinden bahsedilebilir (Stahl-Biskop, 2002). T.
transcaucasicus bitkinin ucucu yaginin da timol kemotipine sahip oldugu sonucuna
varlmistir.

Literatiirlerden elde edilen bilgiler degerlendirildiginde, ayn1 tiire ait ugucu yaglarin
iceriginin az-¢ok farkliik gosterdigi goriilmektedir. Aym bitki tiiriinden elde edilen ugucu

yaglarda kimyasal kompozisyon yoniinden farkliliklarin bulunmasi iki ana sebebe dayanir.
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Birinci sebep bitkinin genetik yapisindan kaynaklanir. Buna gore Thymus tiirleri
irettikleri ucucu yaglar bakimindan genetik polimorfizm gosterirler. Sonucta farkl
kemotipler ortaya ¢ikar. Ugucu yaglarin baskin bilesenlerinin epistatik kalitim gosterdigi
rapor edilmistir. Bu bulgulardan hareketle 7hymus tiirleri ugucu yaginda alti farkli
kemotipten soz edilebilir. Bunlar geraniol (G), a-terpineol (A), #r-sabinen hidrat ya da
tuyanol-4 (U), linalool (L), karvakrol (C) ve timoldiir (T) (Thompson, 2002).

Aynt tiirlin ugucu yaglanndaki kompoziyon farklilig tizerindeki ikinci etken yagin
elde edilis yontemine (buhar distilasyonu, su distilasyonu, distilasyon cihazinin tipi, ugucu
bitkisel materyale) ve cevresel etmenlerin degisimine (yiikseklik, sicaklik, toprak yapisi,
nem, toplama zamani v.b.) baglanabilmektedir (Perry vd., 1999; Karaman vd., 2001).

Ayrica  Thymus ugucu  yaglarinin  kemotaksonomik  isaretler  olarak
degerlendirilemecegi ve morfolojik benzerlik gosteren tiirlerin farkli ugucu yag
kompozisyonlarina sahip oldugu rapor edilmistir. Ayni1 arastirmada numerik taksonomi
sonuglari ile gosterilen dendogramda, 7. praecox ile T. pseudopulegioides’in bu cins iginde

uzak akraba olduklar 6ne siiriilmiistiir (Ak¢in, 2006).

4.2. Antioksidan Aktivite

Orneklerin antioksidan aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar Boliim 2’de agiklanan DPPH
(2,2-difenilpikrilhidrazil) ve B-Karoten renk acilimi yontemleri izlenerek gerceklestirildi.

DPPH testlerinde hekzan oziitlerinin ve 7. praecox subsp. grossheimii  var.
grossheimii ucucu yagmin siipiiriicii etkilerinin olmadig1 tespit edildi. Aktivite gosteren
oziitlerin % inhibisyon degerlerinden yararlanilarak ICso degerleri Sekil 9, 10 ve 11°de
verildi. En diisiik derisimde ICso degerini saglayan ornegin en yiiksek aktivite gosterdigi
olgusundan hareketle; 7. pseudopulegioides ve T .transcaucasicus’dan elde edilen ugucu
yaglarin en yiiksek aktivite gosterdigi sonucuna varildi (sirasiyla; ICso: 2,3 pg/ml ve ICso
20pg/ml). Ancak diger tir 7. praecox ugucu yag Orneginde herhangi bir aktivite
gozlenmedi.

Lamiaceae familyas: iiyelerinin baharat olarak yararlanilan ¢ok sayida tiiriiniin ugcucu
yaglarinda serbest radikal giderici etkileri rapor edilmistir. Bu hususta biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), adacay1 (Salvia officinalis L.), kekik (Origanum spp. ve
Thymus spp.) bitkilerine dair ayrintili bir derleme literatiirde mevcuttur (Yanishlieva,

2006).
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Genel bir degerlendirme yapildiginda ugucu yaglardaki fenolik tabiatta
monoterpenlerin gii¢lii radikal temizleyici aktivite gosterdigi sOylenebilir (Barrata, vd.,
1998). Basta timol ve karvakrol olmak iizere oksijenlenmis monoterpenlerin bu etkiden
sorumlu oldugu rapor edilmistir (Aeschbach, 1994). Timol ve karvakrolun test edildigi
benzer bir calismada, her iki bilesigin DPPH testlerinde giiclii aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Tepe vd. 2005). Ancak ayni makalede basta a- ve y-terpinen ile terpinolen
olmak iizere diger monoterpen hidrokarbonlarin da bu aktivitede g6z Oniinde
bulundurulmas: gerektigi vurgulanmistir. (Tepe vd., 2005). Ancak monoterpen
hidrokarbonlar, oksijenlenmis olanlar kadar giiclii degildir. Aktivitede goriilen bu davranis,
molekiillerin aktive edilmis metilen gruplarnin varligir ile aciklanabilir (Ruberto ve
Barrata, 2000).

Calisilan  Thymus tiriiniin ucucu yaglar1 i¢in de ayni durum gegerlidir. 7.
pseudopulegioides ve T. transcaucasicus ugucu yaglarinda timol miktan oldukca yiiksektir
(% 58 ve % 55). Karvakrol miktar ise swrasiyla % 2.7 ve % 19.7. Ancak, burada anilan ilk
tiirde daha yiiksek radikal siipiiriicii etki (ICso: 2,3 pg/ml) tek basma bu bilesiklerin varlig
ile aciklanamaz. Dolayis1 ile diger bilesiklerin varligi veya miktarlar1 da aktiviteyi artirici
veya azaltic1 etkide bulunabilir. Ornegin burada amlan ilk tiirde diger ana bilesenler p-
simen ve y-terpinen miktarlar1 sirasiyla, % 8.5 ve % % 10 iken, T. transcaucasicus ugucu
yaglarinda bu bilesenler sirasiyla, % 5.5 ve % 6.7 dir. Buradaki bulgulardan hareketle artan
monoterpen hidrokarbon miktari, bir dlciide radikal siipiiriicii etkiyi artirmaktadir ve daha
onceki literatiir bulgulanyla uyum i¢indedir (Ruberto ve Barrata, 2000, Tepe vd., 2005).
Benzer durum aktivite tespit edilemeyen 7. praecox ugucu yagi icin de gecerlidir.

DPPH yontemi ile radikal siipiiriicii etkileri degerlendirilen diger ornekler arasinda
metanol oziitii polar fazlar da (su fazlar) yiiksek aktivite gostermistir. Bir Thymus tiirii, 7.
eigii ile yapilan caliyjmada da benzer Oziitleme yontemi kullanilmis, hekzan ve su
oziitlerinin gallik asit esdegeri fenolik miktarlar1 swasiyla 110,0 ve 165 pg/mg olarak
hesaplanmistir. Radikal siiptiriicii etkinin hekzan fazmda ytiksek olmas1 beklenirken (ICso
144,60 pg/ml), su fazinin ¢cok daha giiclii aktivite gosterdigi (ICsy 16.80png/ml ) rapor
edilmistir. Bu arastirmada da yorumlandigi gibi, fenolik icerigin tek basma yeterli
olmadig, radikal siipiiriicti etkide polar (suda ¢oziinen) fenoliklerin ¢cok daha etkili oldugu
sonucuna vantlmistir (Tepe vd., 2004). Polar tabiath fenolik bilesiklerin serbest radikaller
tizerinde giiclii siipiiriicii etkileri cesitli makalelerde vurgulanmistir (Komali vd., 1999;

Moller vd., 1999; Vardar-Unlii, 2002; Sokmen vd., 2004). Ozellikle 7. vulgaris’® te ilk kez
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gosterilen polifenollerin, rozmarinik asitin ve metoksillenmis flavonoidlerin varligi bu tip
oziitlerde giiclii antioksidatif etkinin sorumlusu oldugu rapor edilmistir (Adzet vd., 1988;
Lu ve Foo, 2001; S6kmen vd., 2004).

DPPH yontemiyle yapilan test sonuglarina gore calisma kapsamindaki bitkilerin
antioksidan ozellikleri kiyaslandiginda;

DPPH yoOntemi sonucunda metanol oziitli kloroform kismi da radikal siipiiriicii
aktivite gostermis olsa da, ugucu yag ve su fazlari kadar giiclii degildir. Hekzan 6ziitlerinde
goriilmeyen aktivite ile birlikte degerlendirildiginde polar olmayan 6ziit ya da
fraksiyonlann radikal siipiiriicii etkilerinin ya hi¢ olmadig1 ya da daha zayif oldugu sonucu
ortaya cikmaktadir. Baz1 Origanum ve Thymus tiirleri ile yapilan 6nceki calismalar da bu
bulguyu desteklemektedir (Unlii vd., 2002; Sokmen vd., 2004; Tepe vd., 2004a; Tepe vd.,
2004b).

Diger taraftan, lipid oksidasyonun o©nlenme derecesini gostermede onemli bir
gosterge olan B-karoten renk acilim testi-spektrofotometrik yonteminde non-polar (hekzan
ve kloroform) oziitleri (fazlart), ugucu yag ve su Orneklerine gore daha yiiksek aktivite
gostermistir. Calisilan bitki oziitlerinde en yiiksek aktivite %79,45°1ik inhibisyon degeriyle
T. pseudopulegioides’in kloroform Oziitiine, en diisiik aktivite ise %34,02’lik inhibisyon
degeri ile 7. praecox ucucu yaginda tespit edilmistir. Ancak burada hekzan ve kloroform
oziitlerinin sar1-yesil renklerinin girisim yapma olasiligmin da goz ardi edilmemesi gerekir.
Besinlerde bozunmaya, dolayisi ile ciddi kayiplara yol acan lipid oksidasyonu gida
sektoriiniin ciddi bir sorunudur. Besinlerde kaliteyi ve giivenligi bozmadan, ikincil olarak
ortaya cikabilecek toksik yan iiriinlerin olusumuna sebebiyet vermeden giivenilir, saglkl1
ve dogal koruyuculara gerek duyulmaktadir. Bu caliyjmadan da anlasilacag iizere,
arastirma kapsamindaki Thymus tiirlerinin lipofilik karakterdeki oziitlerinde goriinen
oksidasyonu engelleyici Ozellik besin sektorii i¢in bu bitkileri giiclii adaylar haline
getirmistir.

Literatiirde diger Thymus tiirlerinin antioksidan Ozellikleriyle ilgili bircok calisma
mevcuttur. Ancak, calisma kapsaminda degerlendirilen 7hymus tiirlerinin antioksidan
aktivitelerine dair herhangi bir literatiir verisine ulagilamamaistir. Dolayisi ile bu ¢caligmadan
elde edilen antioksidan aktivite sonuclara dair verilerin yeni ve literatiire kazandirilabilir

nitelikte oldugu soylenebilir.
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4.3. Antimikrobiyal Aktivite

Calismanmin bu kisminda, bitkilerden elde edilen 6ziit ve ucucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde Yapilan ¢alismalar kisminda ayrintilariyla
anlatilan yollar izlendi. Orneklerle ilgili, antimikrobiyal (antibakteriyal, antikandidal,
antifungal) aktivitenin belirlenmesinde ilk olarak nitel bir test (agar kuyucuk difiizyon, disk
difiizyon testleri) uygulanir. Bu calismada da 6ziit ve ucucu yaglar icin disk difiizyon
yontemi uygulanarak, orneklerin antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda kabaca bilgi elde
edilir. Elde edilen bu verilerin nicel olarak hesaplanmasi ve antibiyotiklerle
karsilastirilabilmesi icin ilk basamakta aktivite gdsteren 0ziit ve ugucu yaglarin minimum
inhibe edici derisimi (MIK) hesaplanir. Bunun icin 6ziit ve ugucu yaglara mikrowell
diliisyon yontemi ya da agar diliisyon yontemi uygulamr. ik yontem bakterilere ve
Candida albicans’a, ikinci yontem ise mantarlara uygulanir. Bu calismada disk difiizyon
yonteminde aktivite gosteren ucucu yaglanin MIK de gerleri hesaplandi.

Literatiirde calisma kapsamindaki {i¢c 7hymus tiiriiniin antimikrobiyal (antibakteriyal,
antikandidal, antifungal) aktiviteleriyle ilgili verilere rastlanmamistir. Ancak diger Thymus
tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleriyle ilgili bircok ¢alisma mevcuttur. Ornegin, Marino
ve arkadagslar1 (1999) Thymus vulgaris bitkisinin ucucu yagmin antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislar ve bu yagin calisildig biitiin bakterilerde, 6zellikle Gram pozitif bakteriler
tizerinde yiiksek bakteriyostatik etkiye sahip olduklarmi tespit etmiglerdir. Sekeroglu ve
arkadaglar1 (2007) T. praecox subsp. caucasicus var. caucasicus bitkisinin ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesini arastirmis ve bu ugucu yagin Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, E. coli ve Candida albicans mikroorganizmalarma kars1 giiglii antibakteriyal
etkiye sahip olduklanni tespit etmislerdir. Diger bir calismada 7. algeriensis ve T. ciliatus
bitkilerinin ugucu yaglarmin antibakteriyal aktiviteleri arastirilmis ve 7. ciliatus ugucu
yagmin giiclii antibakteriyal ve antifungal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu iki
tiiriin antibakteriyal etkisi arasindaki farkinda T.ciliata ugucu yagindaki timol miktarinin
fazlaligindan kaynaklandigini rapor etmislerdir ( Amarti, vd., 2010).

Bulgular kisminda sunulan veriler degerlendirildiginde calisilan 7hymus tiirlerinin
non-polar (hekzan ve kloroform) oziitlerinin ve polar (su) Oziitlerinin antimikrobiyal
aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Antimikrobiyal ajanlarin hiicre iginde aktivite
gosterebilmeleri i¢in hiicre icine alinmalar gerektigi bilinmektedir. Hiicre zarmin yapisi

dikkate alindiginda, yagda ¢6ziiniin bilesikler zardan daha kolay gecebilecek ve hiicre i¢ine
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alinmalar1 daha kolay olacaktir (Ozban, 1994). Ucucu yaglarn ve bu yaglarin monoterpen
iceriklerinin mikroorganizma membran yapisi iizerindeki etki mekanizmasini aydinlatmak
icin yapilan arastirmalar, yaglarin lipofilik karakterlerinden dolay: hiicre membranlarindan
kolaylikla gegebildigini ve membrana bagli enzimleri inhibe ettigini ortaya koymustur
(Andrews, vd., 1980; Uribe, vd., 1985).

Calisma kapsamindaki ucucu yaglarm antimikrobiyal testlerinden elde edilen
veriler incelendiginde (Boliim 3), 7. pseudopulegioides ugucu yagmimn mikroorganizmalara
kars1 daha etkili oldugu ve Pseudomanas aeruginosa haricinde biitiin mikroorganizmalarin
bu ucucu yaga karst duyarh oldugu goriilmektedir. 7. transcaucasicus ugucu yagida T.
pseudopulegioides’in ugucu yag1 gibi P. aeruginosa haricindeki tiim mikroorganizmalara
kars1 aktivite gostermistir fakat bu aktivite daha diisiiktiir. 7. praecox ucucu yagi ise en
zayif aktiviteyi gostermistir. 7. pseudopulegioides ugucu yagi tiim test mantarlarina karsi
(Aspergillus, Fusarium, Rhizopus) c¢ok giiclii antifungal aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. (MIK:3,125 pg/ml). Bu ucucu yag en giiclii antibakteriyal aktiviteyi P.
vulgaris’e (gram-negatif) karsi gostermistir. (MIK:12,5 pug/ml). Gram-pozitif bakterilerde
de duyarlilik gozlenmis ve bu oOziitlere en duyarli bakterinin S. aureus oldugu tespit
edilmistir.

Ucucu  yaglarmin  GK-KS ve GK-AID analizleri yoluyla kimyasal
kompozisyonlarinin saptanmas1 sonucu aktivite ile aktiviteden sorumlu olas1 bilesikler
arasinda baglanti kurulabilir. Zira ucucu yaglann bilesenleri, 0zellikle antimikrobiyal
aktivitenin dogas1 iizerinde belirleyicidir. Bu baglamda timol, karvakrol, sineol gibi
terpenlerin bulunmast ve miktarlar1 antimikrobiyal aktivitede birincil derecede
belirleyicidir (S6kmen, 2004). Sivropoulou ve arkadaslarinin (1996) yaptiklan ¢alismada
ucucu yagin icerdigi % vy-terpinen ve p-simen miktarinin antimikrobiyal aktiviteye
herhangi bir katkismin bulunmadigini, bunun yaninda bu bilesiklerin biyosentetik iiriinleri
olan karvakrol ve timol bilesiklerinin P.aeruginosa hari¢ tim mikroorganizmalar {izerinde
etkili olduklanni rapor etmislerdir. Bunun yaninda timol’iin antimikrobiyal aktivitesiyle
ilgili yapilan ¢calismalarda, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. vulgaris, E. aerogenes ve
Candida albicans mikroorganizmalan {izerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir ( Burt, S., 2004; Dorman ve Deans 2000; Cosentina vd., 1999). Bu sonuglar,
aragtirmanuzda test edilen ve ana bileseni timol olan ucucu yaglarin antimikrobiyal
aktivitesini agciklamamiza yardimci olacaktir. Calismamiz kapsaminda aktivitesi arastirilan

ucucu yaglardan 7. pseudopulegioides ve T. transcaucasicus bitkilerinin ucucu yaglar P.
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aeruginosa hari¢ diger test mikroorganizmalar1 lizerinde etkili olmustur. Bu sonuglar
yukarida verilen bulgularla, antimikrobiyal aktivite yoniinden benzerlik gostermektedir.

Amarti vd. (2010) antimikrobiyal aktivitenin yliksek olmasini timol miktarinin fazla
olmasina baglamislardir. Buna gore 7. pseudopulegioides ugucu yaginin antimikrobiyal
aktivitesinin yiiksek olmasinin nedeni, ucucu yag icerigine bakildiginda (Tablo 9) timol
miktarinin (%58) diger bitkilerinden daha fazla olmasidir. Yine 7. praecox ugucu yaginin
aktivtesinin diisiik olmasi, ugucu yagin icerdigi timol miktarinin diisiik olmasina
baglanabilir.

Bircok bitki tiirtinden elde edilen ucucu yag bilesenlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin incelendigi arastirmalarda gram-pozitif bakterilerin gram-negatiflere gore
ucucu yaglarla etkilesimleri bakimindan daha duyarli olduklar1 rapor edilmistir (Juliano,
vd., 2000; Delaquis, vd., 2002; Lambert, vd., 2001; Smith-Palmer, vd., 2001). Bazi
arastirmalarda gram-negatif bakterilerin gram-pozitiflerden farkli olark hidrofobik
bilesiklerin difiizyonunu kisitlayan bir dig zara sahip olmalari, bu bakterilerin ugucu
yaglarin antibakteriyal etkilerine kars1 daha az duyarli olmalarinin nedeni olarak
gosterilmistir (Skocbusic, vd., 2006). Buna karsilik Deans ve arkadaglan bakterilerin ugucu
yaglara karst hassasiyeti iizerinde gram reaksiyonlarmmn c¢ok az etkili oldugunu
belirtmislerdir (Deans ve Ritchie, 1987; Deans, vd., 1995). Bizim caligmamizda gram-
negatif bakterilerin gram-pozitif bakterilere gore, test edilen ucucu yaglarin aktivitelerine
kars1 daha duyarl oldugu tespit edilmistir.

Delespaul ve arkadaslar1 (2000) cesitli ugucu yaglarin antifungal aktivitelerini
incelemis, farkli funguslar iizerine uygulanan ugucu yaglardan oldukca iyi sonuclar elde
ettiklerini belirtmislerdir. Ozellikle 7. vulgaris ucucu yagmin orta derecede MIK degerine
sahip oldugunu rapor etmislerdir (Lambert, vd., 2001). Bizim calismamizda elde ettigimiz
sonuglar ile Delespaul ve arkadaslannin yaptiklan calismalardan elde ettikleri sonuclar
paralellik gostermemektedir. Aktivitelerini arastirdigimz iic Thymus tiriinden 7.
pseudopulegioides ve T. transcaucasicus’un ugucu yaglari, tiim test funguslarina kars1 ¢ok
giiclii antifungal aktivite gostermislerdir (MIK: 3,125-6,25 pg/ml). Yalmzca T.
transcaucasicus ugucu yag1r Aspergillus sp. fungusuna karst orta derecede antifungal
aktivite gostermistir (MIK: 100 ug/ml).

Bu calismadan elde edilen bulgularla yukarida verilen arastirmacilara ait veriler
kiyaslandiginda, genel anlamda bir paralellik oldugu goriilmektedir. Bu da burada sunulan

verilerin onceki calismalar destekler nitelikte oldugunu gostermektedir. Ancak 6zellikle
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antifungal aktiviteler karsilastirildiginda, onceki calismalarda elde edilen verilere gore bu
caligmadan elde ettigimiz sonuglarin farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu ¢alismaya gore
ozellikle T. pseudupulegioides ve T. transcaucasicus ugucu yaglari ¢ok yiiksek antifungal
aktivite gostermistir. Bunun yaninda giiclii antimikrobiyal ve antikandidal aktiviteleri de

gozlenmistir fakat onceki verilerle ¢cok biiyiik bir farklilik goze ¢carpmamaktadir.

4.4. Antiviral Aktivite

Calismamin bu kisminda, bitkilerden elde edilen oziitlerin antiviral aktivitelerinin
belirlenmesinde Yapilan Caligmalar kisminda ayrmtilariyla anlatilan yollar izlendi.
Antiviral etkileri belirlenen 6ziitlerin, hiicrelerin iiremesi tizerindeki etkileri (toksisitesi) de
arastinldi selektivite indeksleri (SI) hesaplandi (Tablo11 ve 12).

Antiviral aktiviteleri arastirilan Thymus tiirlerine ait oziitlerin HSV’ye karsi aktivite
gostermedi8i tespit edilmistir. Buna karsin, Influenza viriisiine karsi bazi Oziitlerin
(ozellikle hekzan oziitlerinin) aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Fakat aktivite gosteren
Oziitlerin hiicre iiremesi lizerindeki etkilerine (Tablo 11) bakildiginda, toksisitelerinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu demektir ki, oziitler viriisleri oldiiriirken hiicreler iizerinde
de toksik etki gostermekte ve hiicrelerin Oliimiine neden olmaktadirlar. Bu Ozellikleri
oziitlerin antitiimoral ajan olarak kullanilmasma olanak saglamaktadir. Ancak, Ulusal
Kanser Enstitiisii (American National Cancer Institute)’ne gore, CCso degeri 30 pug/ml’den
kiiciik ise oziit etkili antitiimoral ve SI degeri 10 pg/ml’den diisiik ise 0ziit etkisiz antiviral
aktiviteye sahiptir. Verilen bu bilgilerle, ¢alisilan 6ziitlerin CCsy ve SI degerleri (Tablo 11
ve 12) karsilastirildiginda, Oziitlerin antitimoral ve antiviral aktivite gostermedigi
goriilmektedir.

Elde edilen verilere gore en yiiksek SI degeri 7. praecox’un hekzan Oziitiinde
Influenza viriisiine kars1 gozlendi (2,5). Bu oOziitiin 24,54 pg/ml’si ortamdaki viriis
miktarmnin yansin oldiirmektedir. Bu degerin iki kat1 da (49,08 pg/ml) ortamdaki biitiin
viriisleri oldiirebilecek 6ziit miktar1 olarak kabul edilir. Bu deger oziitiin yiiksek antiviral
aktivitesi oldugunu gostersede, MDCK hiicreleri iizerindeki hiicresel sitotoksisitesine
bakildiginda, hiicrelerin %350’sini 6ldiiren miktarm (55,74 pg/ml) virlislerin tamamini
oldiiren miktara cok yakin oldugu goriilmektedir. Buradan da anlagilacag gibi kullanilan

hekzan oziitii viriislerin tamamimi yok ederken, hiicrelere de ciddi zarar vermekte ve
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yaklasik %50’sinin 6liimiine yol agmaktadir. Bu sonuglara gore, oziitlerin yiiksek antiviral
aktivite gostermeleri, ciddi miktarda hiicre 6liimlerinin bir sonucu olarak goriilebilir.
Arastirma kapsaminda ¢alisilan Thymus tiirlerinin Oziitlerinin ve ugucu yaglarinin
antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral aktivitelerine dair herhangi bir rapora
rastlanmamistir. Bu bitkilerin ugucu yaglarmin kimyasal bilesenleri ile ilgili literatiirde
kisith  bilgiler mevcuttur (Baser, vd., 1996; Baser, vd., 1999a; Kasumov ve
Gavrenkova,1985). Bu nedenle adi gecen bitkilere ait ucucu yaglarin ve Oziitlerin;
antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral aktiviteleri Olciilmiistiir. Secilen bitkilerle ilgili
literatiir yoklugu ve bitkilerin iiyesi oldugu familyanin tibbi degerlerinin bilinmesi,
konunun orijinalligi yoniinden oldukc¢a timit vericidir. Ugucu yaglann kimyasal analizleri

ile ilgili veriler ise konu hakkindaki kisith ve nispeten eski bilgilere ek bilgi niteligindedir.



5. SONUCLAR

Bitkilerin 6ziit ve ucucu yag verimleri
. Tez kapsaminda degerlendirilen ii¢ 7hymus tiiriiniin toprak {istii kistmlarindan metanol
oziitlemesiyle elde edilen kloroform fazi 6ziit verimlerinin %2,43 ile %4,66, su faz1 6ziit
verimlerinin ise %10,03 ile %11,85 arasinda oldugu belirlendi. Bu bitkilerin hekzan
oziitli verimleri ise %2,4 ile %3,12 arasinda degigsmektedir. Bitkilerin ¢icek ve yaprak
kisimlarindan su distilasyonu yontemiyle elde edilen ucucu yag verimleri %0,49-0,98
arasinda tespit edilmistir.

Antioksidan aktivite sonuglari
. DPPH yontemiyle calisilan tiim su Oziitleri yiiksek oranda serbest radikal temizleme
ozelligine sahiptir ve en yliksek aktivitenin 7. pseudopulegioides bitkisinden elde edilen
su Oziitiinde sahip oldugu gozlendi. DPPH yonteminde en yiiksek radikal siipiiriicti
etkiye 7. pseudopulegioides’in ucucu yag sahiptir. Bitkilerin kloroform oziitlerinde
diisiik aktivite gozlenirken, hekzan 6ziitlerinde aktivite ve 7. praecox subsp. grossheimii
var. grossheimii ugucu yaginda aktivite gozlenmedi.
. B-karoten renk acilimi-spektrofotometrik yontemi ile calisilan bitki 6ziitlerinde %BAA
degerleri hesaplandi ve pozitif standart BHT ile karsilastirildi. Hekzan ve kloroform
oziitlerinde yiiksek aktivite gozlendi. Buna gore biitiin Oziitler icerisinde en yiiksek
aktivite 7. pseudopulegioides bitkisinden elde edilen kloroform oziitiinde gozlendi. Su
oOziitleri ve ugucu yaglarin aktivitesinin diisiik oldugu saptanda.

Antimikrobiyal aktivite sonuglari
. Bitkilerden elde edilen kloroform, su ve hekzan oOziitleri test mikroorganizmalari
tizerinde herhangi bir aktivite gostermedi. Ucgucu yaglarin test mikroorganizmalar
tizerinde etkili aktivitelerinin oldugu tespit edildi.

T. pseudopulegioides ve T. transcaucasicus bitkilerinin ucgucu yaglari, test
mikroorganizmalarmdan P.aeruginosa hari¢ diger tiim mikroorganizmalar iizerinde
etkili antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu ucucu yaglara karsit en duyarli
mikroorganizmalar Fusarium sp., Rhizopus sp. ve Aspergillus sp. mantarlaridir. T.
praecox subsp. grossheimii var. grossheimii ugucu yagi 13 test mikroorganizmanin
sadece 5’1 lizerinde zayif aktivite gosterdi (4. baumanii, B. subtilis, C. albicans,

Fusarium sp, Rhizopus sp.).
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3. T. pseudopulegioides ugucu yagi Aspergillus sp, Rhizopus sp. ve Fusarium sp.’ye ¢ok
giiclii antifungal aktivite gostermistir.

4. T. transcaucasicus ugucu yagi yiiksek antikandidal ve antifungal aktiviteye sahiptir. 7.
praecox subsp. grossheimii var. grossheimii ucucu yaginin zayif antikandidal ve
antifungal aktivitesi vardir. Bu ugucu yag, Aspergillus sp. test mikroorganizmasina karsi
aktivite gostermemistir.

Ucucu yaglarin kimyasal igerik sonuglari

1. T. pseudopulegioides ugucu yagmin kimyasal bilesenleri %98,5 oraninda tanimlandi.
Buna gore bu ucucu yagin ana bilesenleri; timol, y-Terpinen, p-simen ve karvakrol metil
eter’dir.

2. T. transcaucasicus ugucu yaginin kimyasal bilesenleri %98,6 oraninda tanimlandi. Buna
gore ugcucu yagin ana bilesenleri; timol, karvakrol, y-terpinen ve p-simen’dir.

3. T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii ugucu yagmin kimyasal bilesenleri %99
oraninda tanimlandi. Buna gore ugucu yagin ana bilesenleri; timol, karvakrol, y-terpinen

ve p-simen’dir.

Antiviral test sonuclar1
1. T. pseudopulegioides, T. transcaucasicus ve T. praecox subsp. grossheimii var.
grossheimii bitkilerinden elde edilen hekzan, kloroform ve su 6ziitlerinin anti-HSV ve
Anti-Influenza A aktivite yoniinden ‘olumsuz’ bulunmuslardir. Bu bitkilerin ugucu

yaglar1 calisilmamistir.



6. ONERILER

Halk arasinda cok eski devirlerden beri tedavi amaciyla kullanilan, bugiin yapilan
calismalarla aydinliga kavusturulmus, tat ve koku endiistrisinde, gida sanayinde, parfiimeri
ve kozmetik sanayi dallarinda ve bunlarla beraber farkh etkilere sahip olduklarindan
tedavide ve ilag¢ endiistrisinde de kullanilmaktadirlar.

Bitkisel iiriinler gidalarin bozulmaya kars1 korunmasinda, enfeksiyon hastaliklarm
tedavi edilmesinde veya Onlenmesinde alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bitkilerle
yapilan antimikrobiyal aktivite ¢caligmalarinda bitkilerin ¢esitli organik coziiciilerdeki oziit
ve ugucu yaglari antimikrobiyal aktivite caligmalarinda kullanilmaktadir. Bitkisel 0ziit
ve/veya ugucu yaglann antimikrobiyal aktiviteleri de ozellikle ilag ham maddesi ve
kozmetik sektorlerinde biiylik 6nem tagir.

Antioksidan aktivite testlerinde DPPH yontemi bitki oziitlerinin serbest radikal
temizleme etkinliginin bir Ol¢giisii iken B-karoten yontemi oksidasyonu inhibe etme
yetenegini gosterir. Son caligmalar, oksidatif yikima karsi savunmada ve kanser, damar
tikaniklig1 gibi farkli insan hastaliklarinda ve yaslanma siirecinde korunmada bitkilerin
antioksidan ozelliklerinin de etkin olacaginit gostermektedir. Ayni1 zamanda bu bitkilerde
belirlenen lipit oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienlerin engellenmesi yiyecek
endiistrisinde koruyucu olarak kullanimina olanak saglar. Sunu da unutmamak gerekir ki
antioksidanlarin yetersizligi gibi fazlah@ da organizmada hasara sebebiyet verebilir. Bu
nedenle gerekli olan derisimlerin belirlenmesi 6nem tagmmaktadir.

1- Bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin giiglii antimikrobiyal 6zellige sahip olmasi,
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi dogal antibiyotik olarak
kullanilmasma olanak saglamaktadir. Ornegin, giiclii antifungal aktiviteye sahip oldugu
tespit edilen 7. pseudopulegioides ugucu yag, Aspergillus, Rhizopus ve Fusarium
mantarlarinin sebep oldugu hastaliklara karsi sentetik antibiyotiklerin yerine kullanilabilir.
Ayrica meyve, sebze ve diger yiyecekler iizerinde bu mikroorganizmalarm kontaminasyon
olusturmasi engellenebilir.

2- Tiim bu calismalarin 151gmnda ve elde ettigimiz verilerin sonucunda, 6rnekleme
yaptigimiz bitkilerin; antioksidan aktivite ve antimikrobiyal etki yoniinden anlamh bir
degere sahip oldugu ve ileride daha detayli tibbi arastirmalara kaynak olabilecegi

sOylenebilir. Ciinkii aragtirmalar gostermektedir ki, hem giin gectikce direngli hale gelen
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bakterilerle yasamak zorunda olmak, hem de siirekli sagliksiz hale gelen yasam tarzi,
bitkilere olan ihtiyacimizi daha da anlamli hale getirmektedir. Belki ileride bitkilerin bize
sundugu yararlara, bu tiir antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral etkilerinin eklenmesi de

olasilik dahilindedir.
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