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OZET

Origanum sipyleum’un UCUCU YAGI VE LiPIDLERININ
KAREKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ
INCELENMESI

Silan AYDEMIR

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Mehmet Emin DURU

Ocak 2019, 88 sayfa

Bu tez calismasinda, Origanum sipyleum’un toprak istii kisimlarindan sirasiyla
hekzan, diklorometan, aseton, metanol ve su ile ekstraksiyonlar1 yapildi. Ayrica,
bitkinin toprakiistii kismmdan ugucu yag1 elde edildi. Ttiim ekstrelerin ve ugucu yagin
antioksidan, antikolinesteraz, iireaz ve tirozinaz enzim inhibisyon aktiviteleri
arastirildi.  Ugucu yagin ve ugucu tiireve doniistiiriilen hekzan ekstresinin bilesenleri
GC ve GC/MS ile kalitatif ve kantitatif olarak belirlendi. Tiim ekstrelerin ve ugucu
yagm antioksidan aktiviteleri P-karoten renk acilimi yontemi, DPPH radikal
giderimi, ABTS" katyon radikal giderimi ve CUPRAC indirgeme giicii aktivitesi ile
belirlendi. Bu yontemlere gore; metanol ve aseton ekstrelerinin diger ekstreler ve
ucucu yaga gore, en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Ugucu
yagda ise en yiiksek inhibisyon, B-karoten renk agilimi yonteminde (%63,85)
hesaplandi. Asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibisyon aktivite testinde en yiiksek
aktiviteyi diklormetan ekstresi gosterirken (%61,67), Biitirilkolinesteraz (BChE)
enzim ihibisyon testinde ise bitkinin ugucu yag1 (%60,95) gosterdi. Ureaz ve
tirozinaz enzim inhibisyon aktivitelerinde ise, en yiiksek aktivite metanol ekstresinde
(sirayla, %72,29 ve %68,32) goriildii. Gaz kromatografisi ve gaz kromatografisi-
kiitle spektroskopisiyle yaptigimiz ¢alismalarda ugucu yagda 26 bilesen tespit edildi.
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Belirlenen bilesenlerin tamami karakterize edildi. Buna gore, B-karyofilen (%22,7),
y-terpinen (%18,3) ve PB-kubeben (%17,1) bilesenlerinin major bilesen oldugu
belirlendi. Hekzan ekstresinde ise palmitik asit (%48,20), heptakosanol (%9,10), cis-
oleik asit (%8,90) ve sinnamik asit (%8,65) bilesenlerinin major oldugu belirlendi.
Bitkinin antioksidan aktivitesi yiiksek olan metanol ve aseton ekstrelerinin fenolik
bilesenleri HPLC-DAD sistemi ile arastirildi.  Buna goére aseton ekstresinde
protokatesik asit major bilesen olarak bulunurken hem metanol hem de aseton

ekstresinde katesin hidrat ortak bulunan flavonoid yapili bilesik oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler:  Origanum sipyleum, Antioksidan Aktivite,

Antikolinesteraz, Ureaz, Triozinaz, Fenolik Bilesik
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Silan AYDEMIR

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Emin DURU

January 2019, 88 pages

In this thesis, the aerial part of Origanum sipyleum was extracted from hexan,
dicloromethane, acetone, methanol and water. Respectively essential oil was
obtained from aerial part of Origanum sipyleum. Antioxidant, anticholinesterase,
urease and tyrosinase enzyme inhibition activities were investigated from all of
extracts and essential oil. The components of the essential oil and the hexane extract
were determined qualitatively and quantitatively by GC and GC / MS. Antioxidant
activities of all extracts and essential oil were determined by B-carotene bleaching
methods, DPPH free radical scavenging, ABTS" cation radical scavenging and
CUPRAC reducing power. According to these methods; acetone and methanol
extracts of O.sipyleum were exhibited the highest antioxidant activity. In essential
oil, the highest inhibition was calculated in the B-carotene bleaching methods
(63,85%). The highest activity of acetylcholinesterase (AChE) enzyme inhibition
activity test were showed the dichloromethane extract (61.67%), and for the highest
activity of butyrylcholinesterase (BChE) enzyme inhibition activity test were showed
the plant's essential oil (60.95%). In the urease and tyrosinase enzyme inhibition
activities, the highest activity was obtained in methanol extract (72.29% and 68.32%

respectively). In our studies 26 components were detected in essential oil by gas
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chromatography and gas chromatography-mass spectroscopy. And all of the
identified compounds were characterized. Acording to that, p- caryophyllene
(22,7%), vy-Terpinene (18,3%) and B-Cubebene (17,1%) compounds were
determined as major compounds. And for the hexane extract, palmitic acid (48,20%),
heptanecosanol (9,10%), cis-oleic acid (8,90%) ve cinnamic acid (8,65%)
compounds were seen as major compounds. By the HPLC-DAD system, acetone and
methanol extracts phenolic compounds, which has high antioxidant activity of plant,
were determined. And so for the acetone extract protocatechuic acid was determined
as major compound. Catechin hydrate was detected as flavonoid compund from both
of extract.

Keywords: Origanum sipyleum, Essential Oil, Antioxidant Activity,

Anticholinesterase, Phenolic Compounds
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler; gida, ilag, kozmetik ve baharat gibi bir¢ok kullanim
amaglar1 olan ve insanlik tarihinin baglangicindan itibaren benzeri amagclarla kullanila
gelmistir. Bitkilerin insanlik tarihinin ilk zamanlarindan bu yana, geleneksel olarak
tedavide kullanilmis olmasindan dolayi, bilim insanlarinin ¢esitli hastaliklarin tedavisi
icin arastirma g¢alismalarina bitkiler konu olmustur. Bitkilerle tedavi konusunda ilk
kayitlara M.O. 5000’lerde Mezopotamya uygarliginda rastlanmis olup, 250 bitkisel
drogun tedavide kullanildig: tespit edilmistir (Demirezer, 2010). Kimya biliminin 18.
yiizyildan sonra gelismesi, bitkilerle tedavi yontemleri yerine saf bilesik, sentetik veya
yar1 sentetik ilag hammaddelerinin kullanimini 6n plana ¢ikarmistir. Modern ilaglarin
istenmeyen yan etkilere sahip olmasi son yillarda dogal kaynaklardan elde edilen

ilaclarin tercih edilmesine sebep olmustur (Baytop, 1984).

Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ne gore geleneksel tip; fiziksel ve ruhsal hastaliklardan
korunma, bunlara tan1 koyma, iyilestirme veya tedavi etmenin yaninda saglikli yasam
standardinin arttirlmasinda kullanilan, farkli kiiltiirlere 6zgii teori, inang ve tecriibelere
dayali izahi yapilabilen veya yapilamayan bilgi, beceri ve uygulamalarin biitiinii
olarak tanimlamaktadir (Anonim, 2017). Gelismekte olan iilkeler basta olmak {izere
diinyanin birgok yerinde bitkilerle tedavi; geleneksel tedavi, tamamlayici tedavi, dogal
tedavi gibi farkli yaklasimlarla ¢esitli hastaliklar1 tedavisinde uygulanmaktadir.
Gintimiizde de bitkiler, ilag hammaddesi veya yardimci maddesi olarak
kullanilmaktadir. Diinya tizerinde 500.000 civarinda bitki tiirliniin oldugu tahmin
edilmekte olup bunlarin yaklasik %10’u hem insanlar hem de hayvanlar tarafindan
yiyecek olarak kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalara gore, Diinyanin sahip oldugu
bitkisel kaynagin ¢ok daha biiyilk bir kisminin tibbi amaglar icin kullanilmasi
miimkiindiir (Moerman, 1996). Diinya Saghk Orgiiti (WHO), diinyada yaklasik 4
milyar insanin saglik sorunlarini oncelikle bitkisel droglarla gidermeye ¢alistiklarini
bildirmektedir. Sézkonusu bu say1 diinya niifusunun %80’ine tekabiil etmektedir.
Buna ilaveten, gelismis iilkelerde regeteli ilaglarin yaklasik %25’ini bitkisel kokenli
etken maddeler olusturmaktadir (Farnsworth, 1990). Giinlimiizde, eczanelerde
pazarlanan ilaglarm % 50°sinden fazlasinin dogal {irin kokenli olmasi, bu durumun
giiniimiizde de etkin bir sekilde devam ettigini gostermektedir. (Babaoglu, 2002).

Tibbi ve aromatik bitkilerden sadece tedavi amacl kullanilmasinin yani sira baharat,



eczacilik, gida, parfiimeri-kozmetik, insektisit ve bitkisel boya olarak da
faydalinilmaktadir. Ulkemizde 1000°den fazla bitki tiirii bu amaglar icin kullanildig
bilimektedir (Giirbiiz vd., 2011).

Tiirkiye cografi konumu, iklim ve bitki ¢esitliligi sayesinde biyogesitlilik bakiminda
diinyanin en zengin {iilkelerinden birisi olup, bu zenginlik beraberinde endemik
bitkilerin cesitliligini de getirmektedir (Baytop, 1999). Ulkemizde 12000 civarinda
farkl1 bitki tiiri varken, Avrupa Kitasi’nda ise bu rakam 13000 adettir. Bu bitkilerin
346 tiiriiniin iilkemizde ticareti yapilirken, 112 tiir ise ihra¢ edilmektedir. ihraci
yapilan bu tiirlerin 24’ii de endemik bitki oldugu bilinmektedir (Ozhatay vd., 1997;
Yayli vd., 2005). Gelismis iilkelerdeki bitkisel ilag, gida ve katki maddeleri, kozmetik
ve parfiimeri sanayilerinde kullanilan birgok bitkinin tilkemizde dogal olarak yetismesi
veya endemik olarak floramizda bulunmasi, iilkemizin bu konudaki énemini daha da
arttirmaktadir. Ulkemizde tibbi ve aromatik bitkiler cogunlukla Ege, Akdeniz,
Marmara, Dogu Karadeniz ve Gilineydogu Anadolu Bolgeleri’nden toplanmaktadir
(Bayram vd., 2010). Diinya iizerinde yetisen ¢igekli bitkinin etken madde bakimindan
cok azinin arastirtlmis oldugu goz Oniine alinirsa, iilkemizde calisilmayr bekleyen

bircok bitkinin oldugunu sdyleyebiliriz (Baytop, 1984; lisulu, 1992).

Tiirkiye Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi, Lamiaceae familyasi tiirleri bakimindan
oldukg¢a zengin olup, bu familyanin tilkemizde 49 cins ve 629 tiirii dogal olarak yayilis
gostermektedir. Bunun yanisira, lilkemizde Lamiaceae familyasinin 360 endemik
taksonu bulunmaktadir. Bunlardan tilkemiz i¢in 6nemli cinsler; Salvia, Sideritis,
Origanum, Lamium, Thymus, Mentha, Marrubium’dur. Tiirkiye’de “kekik” olarak
tanimlanan Lamiaceae familyasina ait pek c¢ok aromatik bitki tiirii bulunmasina
ragmen, Ozellikle ugucu yaginda karvakrol ve timol tasiyan tiirler ‘‘kekik’’ olarak
kabul edilmektedir. Bu tiirler arasinda Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve
Coridothymus cinsleri iilkemiz florasindaki yayiligi, halk arasindaki kullanimlart ve
tilkemiz ekonomisine sagladigi katma degeri bakimindan biiyiik 6neme sahiptir
(Baydar, 2007). Bu cinsler igerisinden en dnemlilerinden birisi de Origanum olup, bu
cinsin tilkemizde 23 tiirii ve 27 taksonu dogal olarak yetismektedir. Origanum cinsin
diinyada 41 tiirii ve 52 taksonu bulunmaktadir (Oflaz vd., 2002; Davis, 1982; Giiner
vd., 2000). Origanum tiirleri iilkemizde ¢ogunlukla Ege, Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinde yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de bulunan Origanum tiirlerinin
16 tanesi endemiktir (Davis, 1982; Giirbiiz vd., 2011; Anonim, 2011). Ulkemizde,
ozellikle O. minutiflorum, O. onites ve O. vulgare ssp. vulgare tiirlerinin ticari 6nemi

yiiksek olup ihracaati yapilmaktadir (Acibuca ve Budak, 2018).
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Tiirkiye ve Yunanistan Origanum cinsinin en yaygin sekilde yayildigr bolgeler
oldugundan, bu tiirler iizerine yapilan bilimsel arastirmalarin gogu, Tiirkiye ve
Yunanistan'daki bilim insanlar1 tarafindan yapilmistir. Bu giline kadar, Origanum
tirlerinin ugucu yaglarinin kimyasal icerikleri ve baz1 biyolojik aktiviteleri
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bunun yani sira son zamanlarda bu cinse ait bazi
tiirlerden elde edilen ekstrelerin kimyasal icerigi ve biyolojik aktiviteleri lizerine de
bilim insanlariin ilgisinin arttig1 goriillmektedir (Tepe vd., 2016; Abdel-Massih vd.,
2010; El Babili vd., 2011; Kaurinovic, vd., 2011; Spiridon vd., 2011; Oflaz vd., 2002;
Diindar, vd., 2008; Erdogan vd., 2011; Cosgun vd., 2008; Azizi vd., 2009; Azcan vd.,
2004; Lemhandr1 vd., 2004; Baser,2002; Kiirsad vd., 2001; Bejaou vd., 2013).

1.1. Kaynak Ozetleri

1.1.1. Botanik bilgiler
1.1.1.1. Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Lamiaceae familyas:t Kuzey ve Giliney yarim kiirenin iliman ve sicak bolgelerinde,
cogunlugu Akdeniz havzasinda yetisen, 3200 tiir ve 220 kadar cinse sahiptir.
Ulkemizde ise 46 cinsi, 758 taksas1 ve 275 tiirii dogal olarak yayilis gdstermektedir
(Oflaz vd., 2002; Davis, 1982; Giiner vd., 2000; Sadikoglu, 2008; Sar1 vd., 2002;
Baser vd., 1994).

Tiirkiye'de "kekik" olarak bilinen ve bu amagla kullanilan Lamiaceae familyasindan
pek c¢ok aromatik bitki tiirii bulunmaktadir. Ancak timol/karvakrol tipi ucucu yag
iceren tiirler "kekik" olarak kabul edilmektedir. Karvakrol ve timol igerigi kekikte
fiyat1 belirleyen parametrelerdir. Bu tiirler arasinda ozellikle Thymus (57 takson),
Origanum (31 takson), Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve Coridothymus (1
takson) cinsleri hem yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiylik 6nem tagimaktadir

(Tekin, 2013; Baytop, 1984; Sar1 vd., 2002; Baser vd., 1994; Baser, 2002).

Lamiaceae familyas1 bitkileri halk arasinda daha ¢ok tibbi amagla kullanimi disinda

slis bitkisi olarak da kullanilmaktadir. Bu familyaya ait baz tiirler ihra¢ edilmektedir

(Baytop, 1999; Baser vd., 1994; Sar1 vd., 2002).



1.1.1.2. Origanum cinsi

Dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren Origanum cinsinin Tirkiye’de 24 tiire baglh
33 takson yetismekte olup ve bunlardan 21’1 sadece iilkemize endemiktir. Endemizm
orani ise %66,7’dir (Davis, 1982; Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira, 1998; Giirbiiz
vd., 2011; Anonim, 2011; Sadikoglu, 2005).

Origanum cinsine ait ¢ok sayida tiir, tasidigr ugucu ve aromatik yaglar ve benzeri
sekonder metabolitler nedeniyle c¢esitli alanlarda ekonomik 6neme sahip bitkilerdir.
Ayrica, solunum sistemi uyaricisi, yara ve gastrit iilser tedavisi, karin agrisi, soguk
alginligl, antiromatizmal etki, bas agrisi, kanser ve tiimor tedavisi gibi bir¢ok tibbi
ozellikleri nedeni ile ilgi duyulan bitkilerdir (Baytop, 1999; Baser vd., 1994; Socorro
vd., 1998; Baser, 2002; Tabata vd., 1988; Boydag 1996; Tekin 2013).

Origanum cinsinin tiirlerinde yapilan g¢alismalar genellikle ugucu yag iizerinden
kimyasal bilesenleri bulmaya yonelikliktir ve ugucu yag bilesenlerinde genellikle
karvakrol, timol ve y- terpinen major bilesiklerdir (Bernath; 1996, Alves-Pereira ve
Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd. 1998; Baser, 2002; Baser vd., 1992; Baser vd.,
1994; Cakir, 2011)

1.1.1.3. Origanum sipyleum L.

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Origanum tiirlerinden Bat1 Anadolu endemigi olarak
tanimlanan, yayilisinin Konya’ya kadar olabildigi belirtilen Origanum sipyleum
L.’dur. Yerel isimleri “Mercankosk™, “glivey otu”, “tahtaci otu”, “bayir gayr” olup
“spil kekigi” olarak da bilinmektedir (Tanker vd., 1998). Bu bitkiye spil kekigi
denmesinin sebebi Manisa iline bagli Spil Dagi’nda ilk olarak tanimlanmasindandir

(Davis vd., 1988).

O. sipyleum L. 80 cm’ye kadar boylanabilen yari ¢ali, bazal kisimlar tiyli, diger
kisimlar tiiysliz, govde basina 35 cm olabilen 26 dal ¢ifti barindiran bir toprak tistii

morfolojiye sahiptir (Davis vd., 1988).

Bitkinin yasam siiresi uygun iklim kosullar1 altinda 3-4 yildir ve yetistigi donemler
Nisan-Mayis ile Ekim aylari arasindadir. Vejetatif kisimlar1 geleneksel olarak gida
katk1 maddesi, baharat ve bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir (Ozgcelik, 2000; Ozkan
vd., 2007). Diger origanum tiirlerinde oldugu gibi, O. sipyleum’dan elde edilen ¢esitli
ekstrelerin ve ucucu yaglarin igeriginde bulunan etken maddelerin antifungal ve

antibakteriyel etkileri sebebi ile tibbi 6neme de sahiptir (Loizzo vd., 2009; Paster vd.,

4



1993; Tiimen vd., 1995; Zheng vd., 2009; Ozkan vd., 2010; Vokou vd., 1993;
Nakiboglu vd., 2007; Ozkan vd., 2007).

1.1.2. Origanum sipyleum L. iizerine yapilan ¢cahsmalar

Literatiir incelendiginde; Origanum sipyleum tiiriiniin ugucu yaglart ve bitkinin
antimikrobiyal etkileri basta olmak iizere gesitli biyolojik etkileri {izerine arastirmalar
yapildig1 anlasilmaktadir. Ulkemizde yetisen O. sipyleum’un ugucu yag iizerine ilk
arastirmada, bitkinin toprak tstii %0,1-1,7 verimle ugucu yag elde edilmistir. Ugucu
yagda 48 bilesen belirlenmis olup, bunlardan y-terpinen (%10,80-26,60), p-simen
(%3,76-36,60), timol metileter (%19.90), karvakrol metileter (iz diizeyde % 0,41-
10,20), timol (%0,23-7,30) ve karvakrol (%0,82-12,20) major bilesenler olarak
belirlenmistir (Baser vd., 1992). Baser (2002), cesitli bolgelerde yetisen O.
sipyleum’un ugucu yaginin ana bilesenleri iizerine yaptigi calismada Orneklerin
dordiinde p-simen (% 28-40), dordiinde y-terpinen (% 23-34), ikisinde B- karyofilen
(% 17-22), birinde mirsen (% 37), birinde timol metileter (% 20) major bilesen oldugu
tespit etmistir. Ayrica 12 Ornekte timol iz diizeyi ile %16’ya varan oranlarda
bulundugu, karvakroliin ise yine 12 ornekte %1 ile %12 oraninda degistigi tespit
etmistir (Baser, 2002).

Origanum sipyleum L.’nin farkli popiilasyonlarinda genetik varyasyonun molekiiler
diizeyde tespit edilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada 9 farkli popiilasyon 10 RAPD
primeri ile taranmig ve elde edilen 84 lokustan 78’inin polimorfik oldugu tespit
edilmistir. Cografik mesafe olarak birbirine yakin olan popiilasyonlarin genetik
benzerlik acisindan birbirlerine yakin olduklart gézlenmistir. Genetik iliski
dendograminin 3 ana kola ayrildig1 ve her bir ana kolun bir fitocografik bolgeyi temsil

ettigi saptanmustir (Kalender, 2006).

Origanum tiirleri ugucu yaglarmin, antioksidan, antibakteriyel, antifungal, diaporetik,
karminativ, antispazmodik ve analjezik aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir
(Sahin vd., 2004; Faleiro vd., 2005; Souza vd., 2007; Sarag vd., 2009; Coelho da Costa
vd., 2009; Tommasi vd., 2009). Origanum ugucu yaglarinin antimikrobiyal potansiyeli
0zel bir 6neme sahiptir. Son yillarda, ¢ok sayida arastirma, birkag Origanum tiiriinden
ucucu yaglarin gesitli bakteri suslar1 paneline karsi etkinligini ortaya koyan ¢alismalar
yapmislardir (Dadalioglu ve Evrendilek, 2004; Baydar vd., 2004; Vardar-Unlii vd.,
2007; Bouhdid vd., 2008; Falco vd., 2013). Ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesinin

major bilesik olan karvakroldan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Baser, 2008)
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Vaziran vd. (2015), tarafindan iran’da dogal olarak yetisen Origanum vulgare subsp.
vulgare ugucu yagmn kimyasal bileseni ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Bu
calismada bitkinin ugucu yaginda; timol (% 37,13), y-terpinen (% 9,67), karvakrol (%
9,57), karvakrol metil eter (6.88), cis-albisabolen (% 6,80), dkaliptol (% 6,80) ve p-
simen (% 3,58) ana bilesen olarak belirlenmistir. Bitkinin ugucu yagi, ¢ok giiclii
radikal giderimine (DPPH yonteminde IC50 = 2,5 ug / mL) sahip olugu rapor
edilmistir. Tirkiyede yetisen Origanum vulgare ssp. Hirtum ucucu yagimin kimyasal
bilesimleri ve antimikrobiyal aktiviteleri Ozkan vd. (2017) tarafindan arastirilmstir.
Buna gore ugucu yagda, Karvakrol (% 63,97), p-simen (% 12,63) ve linalol (% 3,67),
ana bilesen olarak rapor edilmistir. Ayrica, ugucu yagin gida endiistrisinde zararl

mikroorganizmalara karsi koruyucu olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Origanum sipyleum L.’nin organik asit i¢erigi yoniinden yapilan bir ¢alismada bitkinin
govde, yaprak ve cicekleri diger kisimlardan ayrilarak kurutulup toz haline
getirilmistir. Serbest ve kombine organik asitleri ekstrakte etmek igin ayr1 ayri sulu
infiizyon, alkali hidroliz ve asit hidrolizi yontemleri ile {i¢ farkli ekstre hazirlanmistir.
Her bir ekstre sirasiyla petrol eteri, kloroform, dietil eter ve etil asetat ile
fraksiyonlandirilip, bir total organik asit ekstresi elde edilmistir. Bu dort farkli ¢oziicii
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerden organik asitler preparatif ince tabaka
kromatografisiyle teshis edilmis ve sonugta, Origanum sipyleum L.’nin gévde, yaprak
ve ¢iceklerinden elde edilen doku ekstrelerinde p-kumarik asit, vanilik asit, p-hidroksi
benzoik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinnamik asitin varlig: tespit edilmistir (Ergiin,
1996).

Anadolu’da dogal olarak yayilis gosteren Origanum syriacum L.'nin toprakiistii
kismindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesenlerinde y-terpinen (% 26,7), timol
(% 26,6) ve karvakrol (% 22,9) ana bilesen oldugu belirmistir. Ugucu yag, fumigasyon
yontemi kullanilarak yetiskin Sitophilus oryzae (L.) (Coleoptera: Curculionidae) ve
Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrychidae) 've karst bocek oldiirticii
aktivite si de arastirilmigtir. O. syriacum ugucu yagmmin R. dominica erigkinleri
iizerinde, kayda deger diizeyde fumigant etkisini belirlenmistir. Yapilan arastirmada,
O. syriacum'un ugucu yaginin dogal bir bocek ilact olma potansiyeli oldugu rapor
edilmistir (Karan vd., 2018).

Origanum sipyleum L. ve Sideritis sipylea Boiss ile antioksidan kapasitesi

karsilastirilmak istenen bir c¢aligmada su, etanol, metanol, aseton gibi farkli

¢oziiciilerle ekstreler hazirlanmistir. Sideritis sipylea ve Origanum sipyleum L.'nin en

yiiksek toplam fenolik icerigi metanol ve aseton ekstrelerinde sirasiyla 0,089 + 0,007
6



ve 0,156 + 0,014 | g gallik asit / | g ekstre olarak tespit edilmistir. Hidroksil radikal
temizleme de ise en iyi 1Csq degerleri Sideritis sipylea metanol ekstresi 1,1 | g/ ml ve
Origanum sipyleum L. aseton ekstresi 3,6 | g / ml olarak belirlenmistir. DPPH igin ise
ICso degeri Sideritis sipylea metanol ektresi 0,05 mg / ml ve Origanum sipyleum L.’in
etanol ektresi 0,09 mg/ml olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak Sideritis sipylea ile
Origanum sipyleum L. karsilastirildiginda genellikle antioksidan kapasite agisindan

Origanum sipyleum L. daha aktif bitki oldugu tespit edilmistir (Nakiboglu vd., 2007)

Origanum sipyleum L.’nin in vitro mikrogogaltimi ve mikrobitkilerde ugucu yag
igeriginin arastirilmasi iizerine yapilan bir ¢alismada fidelerden elde edilen eksplantlar
kullanilarak bir mikrogogaltim protokolii gelistirilmistir. Dogal ve mikro ¢ogaltilmis
O.sipyleum L. su buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yaglarin analizi GC/MS
vasitasiyla gergeklestirilmistir. On sekiz bilesen karakterize edilmis ve dogal bitkilerin
ana bileseninin a-kadinol (%23,41), mikro ¢ogaltilmis bitkilerin ana bileseninin timol
(%48,55) ve o-kadinol (%11,46) ve dogal bitkilerin ¢iceklerinin ana bileseninin
germacrene-D oldugu belirlenmis (Cakir, 2011).

Tiirkiye'ye endemik bir tiir olan Origanum sipyleum L. (Lamiaceae) 'nin dogal yetisen
ve mikro-gogaltilmis formlarinin  ugucu yaglarinin kimyasal bilesenleri ve
antimikrobiyal aktiviteleri Akgam-Oluk vd. (2013), tarafindan karsilagtirildi. Dogal
yetisen bu tiiriin ugucu yaginda a-cadinol (% 23,41) ve germakren D (% 20,13) ana
bilesen olarak bulunurken, kiiltiire alinmig tiirde thropol (% 48,55) ve a-kadinol (%
11,46) ana bilesenler oldugu belirlenmistir. Dogal olarak yetisen O. sipyleum'un ugucu
yagmin antimikrobiyal aktivitesinin mikro-gogaltilmig bitkinin ugucu yagina kiyasla

daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Ak¢am-Oluk vd., 2013).

Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm ve Origanum sipyleum
L.’nin ugucu yag oranlari ve bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
calismada ugucu yag oranlart S. libanotica subsp. linearis’de % 0,18 ve O. sipyleum
L.’de ise % 0,16 olarak bulunmustur. Gaz kromatografisi sonuglarina gére en etkili
bilesenler S. libanotica subsp. linearis’de a-bisabolol (%30,85), PB-fellandiren
(%25,29) ve germakren D (%8,68); O. sipyleum L. de y-terpinen (%45,46), p-simen
(%24,29) ve karyofilen (%9,74) olarak tespit edilmistir (Erbas ve Fakir, 2012).

Denizli bolgesinde dogal olarak yetisen O. sipyleum'un bazi ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri ve fenolik bilesikleri arastinnlmistir. Bitkiden elde edilen etanol ekstesinin
fenolik bilesenleri arastirtlmis olup, ekstrede kafeik asit, epikatesin ve 2,5-
dihidroksibenzoik bulundugu rapor edilmistir (Kaska, 2018).



Anadolu’da yetisen Origanum majorana, O. onites, O. hypericifolium, and O.
sipyleum tiirlerinin ugucu yag bilesimi, toplam fenolik igerigi, antioksidan ve
antibiyofilm aktiviteleri karsilastirmali olarak arastirilmistir. Bu tiirlerin ugucu
yaglarinda p-simen, linalool ve timol ana bilesen oldugu, bitkilerde toplam fenolik
bilesik miktarinin 3,81-47,54 mg GAE /g ekstrakti arasinda degistigi rapor edilmistir.
Buna ilaveten bu tiirlerin radikal giderim aktivitesinin de yiiksek oldugu, 50 mg / ml'de
O. majorana ugucu yagma gore M. luteus NRRL-B 1013'e gore maksimum

antibiyofilm etkinligi % 92,24 oldugu raporda belirtilmistir (Semiz vd., 2018).

Yapilan bir bagka calismada Origanum sipyleum’un metanol ekstresinde fenolik
bilesen, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ve antimikrobiyal aktivite
arastirtlmistir. 100 g Origanum sipyleum’da sirasiyla, apigenin (6,81+1,95 mg), kafeik
asit (3,94+1,65 mg), karvakrol (6,78+1,53 mg), hesperidin (6,71+1,01 mg), naringenin
(4,95+3,30 mg), rosmarinik asit (870,22+82,66 mg), rutin (19,47+1,77 mg) ve vitexin
(1017,33+93,06 mg) ana fenolik bilesik oldugu belirlenmistir (Ozkan vd., 2007).

1.1.3. Ugucu Yaglar

Ugucu yag; oda sicakliginda sivi olan, kuvvetli bir kokuya sahip, genellikle renksiz
veya agik sar1 renkte olan, bitkinin karakteristik kokusunu ve lezzetini veren, ¢ok
sayida bilesikten olusan, su ile siiriiklenebilen yagimsi karigimlardir. Ugucu yagdaki
bu karisimlar; oksijenli terpenoid tiirevleri, benzoid yapidaki bilesenler, azot veya
kiikiirt igeren ve genel olarak terpenlerdir (Duru, 1993; Adams, 2004; Bayrak, 2006;
Calikoglu vd., 2006; Evren ve Tekgiiler 2011; Yayli, 2013; Kaya ve Ergoniil 2015).
Ugucu yaglar ‘Eterik yaglar’ ya da “Aromatik yaglar” yaygimn adiyla bilinmekte olup
oda kosullarinda sivi halde bulunur ve kolayca kristallesebilirler. Ugucu yaglar keskin
kokuludur ve su buhar ile siiriiklenebilirler (Duru, 1993; Ceylan, 1996; Tel, 2010).
Ugucu yaglar bitkileirn farkli droglarinda bulunabilirler. Pinus tiirleri ve bazi
Umbelliferae tiirlerinde bitkinin hemen hemen her drogunda bulunmaktadir. Giil’tin
ta¢ yapraklarinda bulunan ugucu yag karanfil de ise ¢igek tomurcugunda bulmaktadir
(Tanker vd., 1990). Turung, rezene ve yaban kerevizi gibi bitkilerde birden fazla
drogta ugucu yag bulunmaktadir (Akgitl, 1993). Ugucu yaglari sabit yaglardan ayiran
en Onemli Ozellik,u¢ucu yaglar su buhari ile siiriiklenip siizge¢ kagidinda leke
birakmazlarken, sabit yaglar ise su buhar ile siiriklenmez ve siizge¢ kagidinda leke

birakirlar (Tanker vd., 1990; Duru, 1993).



Ugucu yaglarin kimyasal igeriginde ¢ok farkli bilesenler bulunmaktadir. Bu nedenle,
biyolojik aktiviteleri bakimindan da farklilik gostermektedir. Tasidiklar1 etken
maddenin oOzelligine baglh olarak degisiklik gosteren pek c¢ok ugucu yagn,
antimikrobiyal, antioksidan ve insektisidal aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir
(Duru, 1993, Bagc1 ve Digrak, 1997; Tel, 2010). Ugucu yag tasiyan droglarin bir
kismi, halk arasinda tedavi amacli ¢esitli hastaliklara karsi kullanilirken bir kismi ise
eczacilikta ham drog olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1997; Adams, 1989).
Glinlimiizde, ugucu yaglarin biiyiik bir kismi parfiimeride kullanilirken, biiylik bir

kismi da gida endiistrisinde aroma verici olarak kullanilmaktadir (Tanker, 1990).

Ucgucu yaglarin bitkilerde biyolojik bir olaya katilmadigi ancak, yaralanma gibi
durumlarda bitkiyi dis etkilere kars1 korudugu, bazi boceklere karsi cezbedici 6zelligi
gosterirken bazilarina kars1 da kovucu ozellik gosterdigi bu nedenle tozlasmaya da

katkida bulundugu disiiniilmektedir (Tyler vd., 1988; Ewans, 1989).

Tim ugucu yaglar depolama boyunca, uzun siire hava, 151k ve 1stya maruz
kaldiklarinda ¢ogunlukla oksidasyona, polimerizasyona ve hidrolizasyona ugrarlar.
Ugucu yaglar azot gazi altinda, serin ve karanlik kosullarda saklanmalidir (Kaya ve
Ergoniil, 2015; Yaman ve Kulesan, 2016).

1.1.3.1. Ugucu yaglarin elde edilmesi

Bitkilerin kok govde, yaprak, meyve, kabuk ve ¢igek kisimlarindan; bitkinin ugucu
yag miktarina, cinsine bagl olarak farkli yontemlerle ugucu yaglar elde edilmektedir
(Bayrak, 2006; Toroglu ve Cenet, 2006; Coelho vd., 2012; Kaya ve Ergoniil, 2015).
Bu yontemler kisaca klasik ve gelismis ekstraksiyon yontemleri olmak iizere iki ana
baglik altinda asagida verilmektedir (Bayrak, 2006; Toroglu ve Cenet, 2006; Baser,
2010; Yayl, 2013; Kaya ve Ergoniil, 2015; Yaman ve Kulesan, 2016).

% Klasik Yontemler
Destilasyon Y 6ntemi
Ekstraksiyon Yo6ntemi
Tiiketme Y 6ntemi

% Modern Ydntemler

Basingla Ekstraksiyon

Mikrodalga Destekli Solvent Ekstraksiyonu



Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Ultrason Destekli Ekstraksiyon

1.1.4. Sekonder metabolitler

Bitkilerde kimyasal bilesenler genellikle, primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Sekonder metabolitler, primer metabolitlerden biyosentetik yolla
uretilmektedir (Oskay ve Oskay 2009).

Ik kez 19. yiizyilda bitkilerden baz1 yap: ve fonksiyonlar1 belirlenen sekonder
metabolitlerden giiniimiizde fenolik bilesikler, alkaloidler ve terpenoidler en ¢ok ilgi
duyulan bilesiklerdir (Oskay ve Oskay 2009). Biyosentez yolu ile sekonder

metabolitlerin olusumu Sekil 1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Sekonder metabolitlerin olusumu

Origanum tiirleri iizerine yapilan bilimsel ¢alismalarda, sekonder bilesikler olarak,
cogunlugu terpen tiirevleri olmak tizere, fenolik bilesikler ve flavonitler elde edilmistir
(Bernath, 1996; Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd., 1998; Cakir,

2011; Ergiin, 1996).

1.1.4.1. Terpenler

Terpenler yaygin olarak dogada bulunan genis bir dogal bilesik sinifidir (Thomson,
1993). Terpenler hidrokarbon igeren terpenler oldugu kadar, oksijen igeren terpenler
de ¢ok yaygindir. Oksijen tasiyan terpenler terpenoitler olarak da adlandirilirlar.
Bugiin yaklasik 20.000°den fazla terpen yapisi bilinmektedir (Topgu, 2001; Culhaoglu,

2011).
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Sekil 1.2. Terpenlerin biyosentezi

A%-IPP

Fernasil — PP(C15)

A

1.1.4.2. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, bir aromatik halkada bir ya da daha fazla hidroksil grubu i¢eren ve
bitkilerden elde edilen bilesiklerdir. Flavonoidler yapisi aydinlatilmis binlerce fenolik

bilesigin arasinda en genis grubu olusturmaktadir (Harborne, 1988)

1.1.5. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler
oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri
olusturabilirler (Papas, 1996). Bu durum yaygin olarak “oksidatif stres” seklinde ifade
edilir ve bunun bas sorumlular reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Aruoma ve Cuppet,

1997). 1970’lerde oksidasyon iiriinlerinin bir dizi antioksidan savunma mekanizmasi

12



tarafindan bertaraf edildigi gergegi ortaya konmustur. (Zarzuelo ve Crespo, 2002; Tel,
2010; Kiigiikaydin, 2014).

Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlart Onemli
kilmaktadir. Hiicrelere zarar veren bu reaktif oksijen ve azot tiirleri antioksidanlar
tarafindan etkin bir sekilde indirgenerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
tiriinlere donistirler (Cao and Prior, 1999; Tel, 2010; Kii¢iikaydin, 2014).

Oksidatif stresin, hiicresel hasara ve 6liime yol acan enzimler, lipitler ve DNA gibi
biyomolekiillerin oksidasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Bu nedenle, oksidatif stres,
kanser ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir role sahiptir.

(Ratnam vd., 2006, Deveci vd., 2018)

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan iretildikleri gibi, gidalardan da
alinabilmektedir. (Rice-Evans vd., 1997). Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde
bulunan fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoitler, fenolik asitler), azotlu bilesikler

(alkoloitler, klorofil tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir

(Larson, 1988; Hudson, 1990; Tel, 2010; Kiigiikaydin, 2014).

Antioksidanlar, birincil antioksidanlar ve ikincil antioksidanlar olarak siniflandirilirlar.

1.1.5.1. Birincil antioksidanlar

Birincil, tip 1 veya zincir kirici antioksidanlar, baslangic adimini1 geciktiren veya
engelleyen veya oto-oksidasyonun yayilma agsamasini kesen serbest radikal alicilardir.
Oto-oksidasyonun baslatilmasi, bir lipit (alkil) radikali (Re) olusturmak igin bir a-

metilenik hidrojen molekiiliiniin doymamus bir lipitten soyutlandiginda ortaya ¢ikar

(Reaksiyon 1) (Reische vd., 2002).

RH — Re + He 1)

Bu yiiksek reaktif lipid radikali bir peroksi radikali (ROQe) olusturmak {izere oksijen

ile reaksiyona girer (Reaksiyon 2).
Re + O — ROQe + He (2)

Yayilma sirasinda, peroksi radikalleri bir hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipid
radikali olusturmak i¢in lipid ile reaksiyona girer (Reaksiyon 3). Bu lipid radikali daha

sonra baska bir peroksi radikali iiretmek i¢in oksijenle reaksiyona girer, bu da
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dongiisel, kendiliginden katalizlenen bir oksidatif mekanizmaya neden olur
(Reaksiyon 4).

ROOQOe + RH — ROOH + Re (3)
Re + O, — ROOe + He (4)

Hidroperoksitler kararsizdir ve yayilma reaksiyonlarin1 daha da hizlandiran radikaller

tiretmek i¢in bozulabilir (Reaksiyon 5 ve 6).

ROOH — ROe + OHe (5)
ROe +RH — ROH + Re (6)

Birincil antioksidanlar, lipit ve peroksi radikalleri ile reaksiyona girer ve onlar1 daha
stabil, radikal olmayan iriinlere doniistiiriir. Birincil antioksidanlar, hidrojen
atomlarmi lipid radikallerine baglar ve daha da kararli olan ve otooksidasyonu daha da
kolaylastirmak i¢in daha az hazir olan lipid tiirevleri ve antioksidan radikallerini (As)
tiretir. Hidrojen dondrleri olarak primer antioksidanlar, peroksi radikalleri i¢in
lipitlerden daha fazla afiniteye sahiptir (Reaksiyon 4). Bu nedenle, yayilma sirasinda
olusan peroksi ve oksi serbest radikalleri (Reaksiyon 2 ve 4) ve dallanma (Reaksiyon 5
ve 6) otooksidasyon basamaklar1 birincil antioksidanlar tarafindan atilir (Reaksiyon 7
ve 8). Antioksidanlar da dogrudan lipid radikalleri ile etkilesime girebilir (Reaksiyon
9).

ROQe + AH — ROOH + Ae (7)
ROe + AH — ROH + Ae (8)
Re + AH — RH + Ae 9)

Otooksidasyonun baslamasindan Once, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin iretildigi bir indiiksiyon donemi olmalidir. Bu nedenle, birincil
antioksidanlar, c¢evrimsel yayilma asamalari gerceklesmediginde, oksidasyonun
indiiksiyon ve baslatma asamalar1 sirasinda eklendiklerinde en etkilidir. Zaten 6nemli
miktarlarda peroksit igeren yaglara antioksidanlarin eklenmesi, hizli bir sekilde
antioksidan fonksiyon kaybina yol agacaktir. Radikal siiplirmenin yani sira, birincil
antioksidanlar hidroperoksitleri hidroksi bilesiklerine indirgeyebilir. Bununla birlikte,
birincil antioksidanlarin ana antioksidasyon mekanizmas:1 radikal siipiirtictidiir

(Reische vd., 2002; Tel, 2010; Kiiglikaydin, 2014).

Gidalarda en ¢ok kullanilan birincil antioksidanlar sentetik bilesiklerdir. Onemli
primer fenolik antioksidanlara Ornek olarak biitillenmis hidroksi anisol (BHA),

biitillenmis hidroksi toluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer butil hidrokinon
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(TBHQ) verilebilir. Bununla birlikte, birka¢ dogal besin bileseni de birincil
antioksidanlar olarak islev goriir ve genellikle gidalara eklenir. Tokoferoller en yaygin
kullanilan dogal birincil antioksidanlardir (Reische vd., 2002; Tel, 2010; Deveci vd.,
2018).

CH3
HO
CH3

O\/\
HO

o) )
BHA Propil Gallat
CHg OH CHg3 OH
HaC CHgz
CHs
HsC CHg
C——CH3
CHs
CHaz HO
BHT TBHQ

Sekil 1.3. Birincil Antioksidanlar

1.1.5.2. Ikincil antioksidanlar

Ikincil, koruyucu veya tip 2, antioksidanlar gesitli olast mekanizmalarla hareket eder.
Bu antioksidanlar, cesitli farkli eylemlerle oksidasyon hizim1 yavaslatirlar, ancak
serbest radikalleri daha stabil iiriinlere déniistiirmezler. Ikincil antioksidanlar, pro-
oksidant metalleri selatlayabilir ve bunlar1 deaktive edebilir, hidrojeni primer
antioksidanlara yenileyebilir, hidroperoksitleri radikal olmayan tiirlere dagitabilir,
singlet oksijeni deaktive edebilir, ultraviyole radyasyonu emebilir veya oksijen
stipiiriicii olarak islev gorebilir. Bu antioksidanlar siklikla sinerjistler olarak anilirlar,

clinkii tip-1 antioksidanlarin antioksidan aktivitesini tesvik ederler. Sitrik asit, askorbik
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asit, askorbil palmitat, lesitin ve tartarik asit, sinerjistlerin iyi drnekleridir (Tel, 2010;
Kiigiikaydin, 2014; Reische vd., 2002).

1.1.6. Asetil- ve biitirilkolinesteraz enzimleri

Alman Doktor Alois Alzheimer'dan adin1 alan Alzheimer hastaligi beyinde,
milyonlarca sinir hiicresi arasindan karmagsik mesajlart tasiyan kimyasallarin
seviyesinin azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ve hafiza yetilerinin kaybolmasi
sonucu meydana gelir (Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001; Alpaslan, 2013; Tel vd.,
2015; Kiigiikaydin, 2014 ).

Giintimiizde, Alzheimer hastaligi 65 yasinin tizerindeki niifusun yaklasik %10'unu ve
85 yasin iizerindeki niifusun %50'sini etkilemektedir Alzheimer hastaliginda ilk ve en
belirgin 6zelligi, son olaylar icin hafiza kaybidir, ardindan genel kavrama ve motor

becerilerde ilerleyen bir diisiis olmasidir. (Hartman, 2009).

Bu hastaligin nedeni tam olarak bilinmemesine ragmen, hastalik asetilkolin (ACh)
seviyesinin azalmasi ile iligkilendirilmektedir (Grossberg, 2003; Nordberg ve
Svensson, 1998; Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001). Kolin asetiltransferaz enzimi
asetilkolinin (ACh) hafizadaki uyarici etkisi ve sentezinden sorumludur ve belirgin bir
azalmaya neden olmasiyla bu hastaligin kolinerjik oldugunun disiiniilmesine yol
acmustir (Tel vd., 2012; Tel vd., 2015). Alzheimer hastalarinda asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitérlerinin kullanilmasi onaylanmis tek tedavi yontemidir. Asetilkolini
pargalayan bir enzim olan AChE’nin ayn1 zamanda amiloid B-peptid olusumunu da
hizlandirdig1 gézlenmistir. Asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu bu nedenden
dolayr Alzheimer hastaligina karsi en yaygin kullanilan tedavi seklidir (Orhan vd.,
2007). AChE’nin Alzheimer hastaliginda istlendigi bu ¢ift rol yeni AChE
inhibitorlerini arastirmayi, glinlimiizde uygulanan tedavilerin mevcut yan etkilerinden

dolay1 daha da gerekli hale getirmektedir.

1.1.7. Ureaz enzimi

Urenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalizleyen iireaz enziminin bakteriyel
kaynakli olarak en yaygin bilinenleri; Klebsiella aerogenes tireazi, Bacillus pasteurii
tireazi, Helicobacter pylori ireazidir. (Demiray ve Yilmaz, 2007). Kanserle
sonuclanabilen gastrit, intestinal metaplazi ve gastrik asit sekresyonundaki

bozukluklarm H. Pylori ile iligkili oldugu ve iireaz enziminin de Onemli roli
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bulunmaktadir. Ureaz enzimi aracilif1 ile midede lokal pH artisina neden olmaktadir.
Bu pH artis1 gastrit ve llserin artisina sebep olmakla birlikte mide mukozasindaki
oksidatif zarara yol agtigi da yapilan arastirmalarda belirlenmistir (Levi vd., 1989;
Ruiz vd., 1996; Ar1, 2006). Ureaz iireten bakterilerin sebep oldugu bu enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in kabul edilen tedavi yontemi iireaz enzim inhibisyonudur ve kronik mide
rahatsizliginin tedavisinde son yillarda yogun ilgi géren yontemdir (Ozer vd., 2004;

Demiray ve Yilmaz, 2007; Ding, 2009).

1.1.8. Tirozinaz enzimi

Polifenol oksidaz enzimlerinin 6nemli bir iyesi olan Tirozinaz (EC.1.14.18.1);
funguslarda, yliksek bitkilerde ve hayvanlarda bulunan ve bakir igeren bir enzimdir.
Bitkiler, bakteriler ve memeliler de olmak tizere ¢ok sayida canli grubunda bulunan bu
enzim molekiiler oksijeni kullanarak monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu;
odifenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizler (Vamos-Vigyazo, 1981; S6kmen
ve Yilmazoglu, 2018).

Tirozinaz enzimi yaygin olarak fenolik bilesiklerin zehirli etkilerinin giderilmesinde,
patojen, GDO ve tarim ilaglar kalintilarinin tespitinde kullanilmaktadir. Bunun disinda
bitkilerde, hayvanlarda ve diger organizmalarda melanin sentezinin esmerlesme
reaksiyonlarinda da tirozinaz enzimi gorev alir (Selinheimo, 2008; Aytar ve Bakir
2008; Xue vd., 2008; Franssen vd., 2013; Polatoglu, 2016).

1.2. Calismanin Amaci

Tirkiye'de "kekik" yada ‘“adagayr” olarak tanimlanan ve baharat yada cay olarak
tilketilen Lamiaceae familyasinda pek ¢ok aromatik bitki tiirii bulunmaktadir. Ancak
ozellikle timol/karvakrol tipi ugucu yag iceren tiirler "kekik" olarak kabul
edilmektedir. Bu tiirler arasinda 6zellikle Thymus (57 takson), Origanum (31 takson),
Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve Coridothymus (1 takson) cinsleri hem
yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiyiik onem tasimaktadir (Ozgelik, 2000;
Ozkan vd., 2007; Baytop, 1999; Tekin, 2013; Baytop, 1984; Sar1 vd., 2002; Baser vd.,
1994; Baser, 2002).
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Origanum cinsi dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de 24 tiire
bagli 33 takson Origanum bitkisi yetismekte olup ve bunlardan 21°i sadece iilkemize
endemiktir. Endemizm orani ise %66,7 ’dir (Sadikoglu, 2005; Tekin, 2013).

Origanum tiirleri agr1 kesici (analjezik), antioksidan, antispazmik, antiviral,
antibakteriyal, gaz giderici, kalbi uyarici, terletici, sindirimi kolaylastirici, idrar
artirici, adet soktiiriicli, fungisidal, balgam soktiiriici, miishil, sakinlestirici, midevi,
tonik, yara iyilestirici etkilere sahiptir (Baser vd., 1992; Baser vd., 1994; Baser, 2002;
Baytop, 1999; Tekin, 2013; Loizzo vd., 2009). Origanum giinliikk hayatimizda 6nemli
bir rol oynamakta ve 06zel tadindan dolayr bir¢ok yiyeceklerde baharat olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Origanum’lardan elde edilen kekik suyu astim ve kronik
bronsit gibi hastaliklarda, zayiflamada, yiiksek tansiyonda, seker hastaliginda, parazit
dokmede ve kan dolagimini uyarmada kullanilmaktadir (Bernath; 1996; Kitiki, 1996;
Sar1 vd., 2002).

Origanum cinsine ait tiirlerin kimyasal bilesenleri ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarin
cogu ucucu yag bilesenleri karvakol, timol, y-terpinen gibi bilesiklere yoneliktir
(Bernath; 1996, Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd. 1998).
Ayrica giizel goriiniimden dolayr Origanum tiirlerinin peyzaj amagli plantasyonlarda
kullanilabilmektedir (Kokkini, 1996).

Bu tez calismasinda, daha once tizerinde kayda deger bir arastirma yapilmamis ve
Anadolu’da endemik olarak yayilis gosteren Origanum sipyleum’un ugucu yaginin
kimyasal analizi, bitkinin ¢esitli ¢6ziiciilerle elde edilecek ekstrelerinin ve ugucu yagin
antioksidan, antikolinesteraz, iireaz ve triozinaz enzim inhibisyon aktivitelerinin
belirlenmesi en temel amagtir. Ayrica, O. sipyleum’un fenolik bilesenlerinin HPLC ile
belirlenmesi ¢alismanin bir diger amacidir. Bugiine kadar Origanum sipyleum’un
botaniksel 6zellikleri, ekolojik olarak dogal yetisme kosullari, ugucu yaginin kimyasal
bilesenleri tizerine 1992 yilindan bu zaman kadar ¢esitli arastirmalar yapilmistir (Baser
vd., 1992; Baser, 2002; Erbas ve Fakir, 2012; Cakir, 2011; Karan vd., 2018; Kaska,
2018; Semiz vd., 2018). Ancak ugucu yagin ve ozellikle bitkinin ekstrelerinin asetil-,
biitirilkolinesteraz, iireaz ve triozinaz enzim inhibisyon aktiviteleri ilk defa bu tez

caligmasiyla aragtirilacaktir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Tez caligmasinin materyalini olusturan Origanum sipyleum L. Mugla’nin Yatagan
ilgesi Kafaca Koyii civarindan gigeklenme déneminde (20 Temmuz 2017), tarafimizca
topland1. Bitki, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Dog.
Dr. Hasan Yildirim tarafindan teshis edildi. Bitkinin bir 6rnegi Mugla sitki kogman

Universitesi Fen Fakiiltesi Dogal Uriinler Arastirma Laboratuvarinda saklanmaktadir.

2.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

2.2.1. Kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasallar Sigma ve Merck firmalarindan temin edildi. Bunlar; B-karoten,
linoleik asit, 5,5’-ditiyobis(2-nitro-benzoik asit) (DTNB), asetilkolin iyodiir (Acl),
biitirilkolin 1yodiir (Bul), elektrik baligindan asetilkolinesteraz [AChE, Type-VI-S, EC
3.1.1.7, 425,84 U/mg], at serumundan biitirilkolinesteraz [BChE, EC 3.1.1.8, 11.4
U/mg], a-tokoferol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Biitillenmis Hidroksi Anisol
(BHA), Tween-40 [polioksietilen sorbitan monopalmitat], sodyum karbonat,
aliminyum nitrat, potasyum asetat, sodyum dihidrojen fosfat, hekzan, aseton, metanol
ve kullanilan tiim ¢oziiciilerdir. Kullanilan diger kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik

safliktadir.

2.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

2.2.2.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozelti

0,1 mM DPPH c¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartildi ve 100 mL’lik

balon jojede etil alkol ile ¢oziiliip 100 ml’ye tamamlandi.
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2.2.2.2. ABTS" katyonu radikal giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozelti

7 M ABTS" ¢bzeltisinin hazirlanmasi: 19,2 g ABTS tartilip 5 ml’lik balon joje

de saf su ile ¢dziiliip balon jojenin hacmi tamamlandi. Uzerine 3,3 mg K,S,0g
ilave edildip karistirildi. Oda sicakliginda karanlikta 12-16 saat bekletildi.

2.2.2.3. f-Karoten renk a¢ilimi yonteminde kullanilan ¢ozelti

B-Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0,2 mg B-karoten tartilip 1 mL kloroform

ile ¢Oziiliip bir balona aktarildi. 200 mg Tween—40 ve 20 uL lineloik asitten
ilave edildi ve sonra karistirildi. Doner buharlastirict ile kloroform gektirildi ve
sonra iizerine daha onceden oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edilip

kuvvetlice calkalandi.

2.2.2.4. CUPRAC (bakir (1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yonteminde

kullanilan ¢ozeltiler

10 mM’lik Cu (IT) ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,1705 g CuCl,.H,O tartilip 100

ml’lik balon jojede saf su ile ¢6ziildii ve 100 ml’ye tamamlandi.

1 M pH=7 Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 7,708 g NH;Ac tartilip

100 ml’lik balon jojede saf suda ¢6ziildii ve 100 ml’ye tamamlandi

7.5 mM neocuprin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,039 g neocuprin tartilip 25

ml’lik balon jojede bir miktar etanolde ¢oziildii ve 25 ml’ye tamamlandi.

2.2.2.5. Antikolinesteraz enzim inhibisyon aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Fosfat tamponu i¢in ¢ozeltilerin hazirlanmasi: 8,89 g Na;HPO,4.2H,0 tartildi

ve 500 ml’lik balon joje de bir miktar saf su ile ¢6ziildii. 500 mL’ye saf su ile
tamamlandi. 1,56 g NaH;P04.2H,0 100 mL’lik balon jojeye konuldu. Bir
miktar saf su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

pH=8 tamponu hazirlanmasi: Hazirlanan Na,HPO,’den 94,7 mL ve

NaH,POs’den de 5,3 ml alindi ve 200 mL’ye seyreltildi. pH metre ile pH
kontrol edildi
pH=7 tamponu hazirlanmasi: NaH,PO,’den 39 mL, Na,HPO,’den de 61 mL

alind1 ve 200 mL ye seyreltildi. Tampon ¢ozeltinin pH’1 pK metre ile kontrol
edildi.
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DTNB ¢ozeltisinin _hazirlanmasi: 16 mg DTNB tartilip hazirlanan pH=7

tamponu ile ¢ozildi. 7,5 mg NaHCO; tartilip 1 ml pH=7 tamponuyla
cozildikten sonra DTNB ile karistirildi ve 4 mL’ye pH=7 tamponuyla
seyreltildi.

Acl (Asetilkolin iyodiir) hazirlanmasi: 16 mg Acl tartilip 4 mL saf suda

¢oOzildi.

Bul (Biitirilkolin iyodiir) hazirlanmasi: 4 mg Bul tartilip ve 4 mL saf suda

¢oOzildii.

2.2.2.6. Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ézeltiler

pH=8.2 tamponu hazirlanmasi: 0,1560 gram NaH,PO, tartildi. 100 ml’lik

balon joje de Once bir miktar saf su ile ¢oziilde ve 100 ml’lik hacim
tamamlandi. 0,1780 gram Na,HPQO, tartilip, 100 mI’lik balon jojeye konuldu.
Saf su ile bir miktar ¢oziildii ve hacim tamalandi. Tampon i¢in 96 ml Na;HPO,
¢ozeltisi ve 4 ml NaH,PO, ¢ozeltisinden alinip hacmi 200 ml’ye seyreltildi.

Fenol reaktifinin hazirlanmasi: %1°lik fenol reaktifi hazirlamak i¢in 0,8 gram

fenolden tartildi ve 10 mI’lik balon jojede suda ¢oziiliip hacmi tamamlandi.
%0,005°1ik sodyum nitropurissit hazirlamak i¢in de 5 mg sodyum nitropurissit
tartldt ve 10 ml suda ¢oziildii. 5 birim fenol reaktifi, 4 birim sodyum
nitropurissit ¢ozeltisi olmak iizere karigim hazirlandi.

Alkali reaktifin hazirlanmasi: Sodyum hidroksit ¢ozeltisi i¢in, 0,285 gram

sodyum hidroksit 10 ml’lik alon jojede suda ¢ozildii ve balon joje hacmi
tamamlandi. %0,1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢in, %10’luk sodyum
hipokloritten 0,10 ml alindi 10 ml suda ¢oziildii. Karisim 1 birim sodyum
hidroksit, 1 birim sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile hazirlanir.

Ure’nin hazirlanmasi: 0,25 gram iire 25 ml’lik balon joje de pH=8.2 tamponu

ile ¢6ziildii ve balon jojenin hacmi tamamlandi.

Ureaz enzim cozeltisinin hazirlanmasi: 1 mg iireaz enzimi, 1 ml pH=8.2

tamponu ile ¢oziildiikten sonra 50 ul seklinde 20 esit pargaya ayrildi. Kullanim
sirasinda 2,5 ml pH=8.2 tamponu ile ¢6ziildii.

2.2.2.7. Tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ézeltiler

pH=6.8 tampon c¢o6zeltisinin hazirlanmasi: Antikolinesteraz enzim aktivitesinde

fosfat tamponu i¢in hazirlanan Na,HPO, ¢ozeltisinden 49 ml ve NaH;PO,
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cozeltisinden 51 ml alindi. Hacmi 200 ml’ye seyreltildi. Cozelti tekrar yariya
seyreltildi ve 50 mM’lik ¢6zelti hazirlandi.

Tirozinaz enzim c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 mg tirozinaz enzimi tartildi ve
250 puL 50 mM’lik pH=6,8 fosfat tamponuyla ¢oziildii. 50 ul’lik halinde

eppendorf tiiplere ayrildi. Kullanim sirasinda alkol i¢in 50 pl 2 ml tamponda,
su i¢in 50 pl 3 ml tamponda ¢oziildii.

L-DOPA ’nin hazirlanmasi: 8,4 mg DOPA tartildi ve 5 ml saf suyla ¢oziildii.

2.3. Aletler ve Diger Geregler

&

Déner buharlastirict (Heidolph)
Gaz kromotografisi (GC) cihazi (Shimadzu GC-17 AAF, V3, 230V LV)
Gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi cihazi (GC/MS) (Varian 2100)

® & B

Clevenger aparati (Amerikan Farmokopisine Gore)

Otomatik pipetler (2-20 pL, 10-100uL, 20-200uL, 100-1000uL, 1-5mL)

Azot ve oksijen tiipleri

UV-visible Spektrofotometre (DR-2800)

96-kuyucuklu mikroplate okuyucu (SpectraMax PC340, Molecular Devices,
USA).

® B B B

&

Liyofilizator

2.4. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Origanum sipyleum L. bitkisi oda kosullarinda kurutuldu. Kuruyan bitki budama
makas1 ile pargalandi ve bitkinin sigabilecegi biiyiiklilkte cam balona aktarildi.
Uzerine yaklasik olarak bitkinin kuru kiitlesinin 3 kat1 kadar hekzan ilave edildi. Bir
giin siireyle ekstraksiyonu yapilan bitki siiziildii. Doner buharlagtirict ile hekzan
uzaklastirildi. Bitkinin tizerine tekrar hekzan ilave edildi ve bir giin daha ekstraksiyon
yapildi bu isleme 4 kez tekrarlandiktan sonra ¢oziicii ve bitki ayrildi. Her seferde
ayrilan hekzan kismindaki ¢o6ziicli doner buharlastiricida uzaklasturldi ve hekzan
ektstresi Dbirlestirildi. Bitkisel kalinti, ayni1 ekstraksiyon balonunda sirasiyla
diklorometan, aseton, metanol ve sicak su ile ekstraksiyonlar1 yapildi. Diklormetan ve
aseton gibi apolar ¢oziiciiler doner buharlastiricida uzaklasturldi. Polar ¢6ziiciiler ise

liyofilizator ile uzaklastirildi ve ilgili ¢oziiciilerin ekstreleri elde edildi. Boylece,
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Origanum sipyleum L. toprak istii kisimlarindan oda sartlarinda sirasiyla hekzan,

diklorometan, aseton, metanol ve su ekstreleri hazirlandi.

2.5. Ucucu Yagin Eldesi ve Analizi

2.5.1. Ugucu yagin eldesi

Golgede kurutulan Origanum sipyleum L. toprak tistii kismi pargalanarak 4000 ml’lik
balona bitkiyi Ortecek kadar saf su ile birlikte konuldu ve Clevenger tipi
hidrodestilasyon aparati kullanilarak, ortalama ti¢ saat kaynatildi. Elde edilen ugucu
yag ayirma hunisiyle ayrildi ve sodyum siilfat ile kurutuldu. Ugucu yag, analiz
edilinceye kadar +4°C’de sogutucuda saklandu.

2.5.2. Gaz kromatografi (GC) analizi

Origanum sipyleum L.’den elde ettigimiz ugucu yag bilesenleri Shimadzu GC-17A gaz
kromatografisi cihazi kullanilarak analiz edildi. Ugucu yag bilesenleri kantitatif olarak
gaz kromatogrami kullanilarak GC Solution programi ile hesaplandi. Ayrica
bilesenlerin alikonulma siireleri géz 6niine alinarak ve Alikonma Indeks (RI) degerleri

hesaplandi. GC analiz sartlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

Cizelge 2. 1. GC analiz sartlan

Kolon . DB-1 kapiler kolon (0,25id x 30 m)

Dedektor . FID

Tastyic1 gaz : He

Yakici gazlar . Yiiksek saflikta (%99,999) kuru hava ve hidrojen

Enjeksiyon sicakligi . 250°C

Kolon sicakligi . Firin sicakligi 60°C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra
280°C ye 4°C/dk hizla ¢ikarildi ve 280°C’de 15 dakika
bekletildi

Dedektor sicakligi : 280°C
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Split orani

Enjeksiyon miktari

1:50

0,2ul

2.5.3. Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) analizi

Origanum sipyleum L.’nin ugucu yag bilesenlerinin karekterizasyonu i¢in VARIAN
2100 GC-MS cihaz1 kullanildi. Bilesenlerin aydinlatilmasinda NIST 2010 kiitiiphane

verileri ve “Eight Peak Index of Mass Spectra”, “Monoterpenes” ve “Idendification of

Essential Oils by lon Trap Mass Spectroscopy” adli spektrofotometre atlaslari

kullanildi. Ayrica bilesenlerin alikonulma siireleri gz oOniine alinarak RI degerleri

hesaplandi. Buna ilave olarak ayni sartlarda standart maddeler kolonda yiiriitildii ve

alikonulma zamanlar ile ugucu yag bilesenleri karsilagtirildi. GC-MS analiz sartlar

Cizelge 2.2°de yer almaktadir.

Cizelge 2.2. GC-MS analiz sartlar:

Kolon
Tas1yic1 gaz
Enjeksiyon sicaklig

Kolon sicaklig1

Split oran

Iyon kaynag sicakligt
Elektron enerjisi
Kiitle aralig1

Scan aralig1

Enjeksiyon miktar1

DB-1 kapiler kolon (30 m x 0,25mm, 0,25um)

He

250°C

Firmn sicaklii 60°C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra

280°C ye 4°C/dk hizla ¢ikarild1 ve 280°C’de 15 dakika
bekletildi

1:50

150°C

70 eV
28-450 m/z
0,01

0,2ul
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2.6. Tiirevlendirilmis Hekzan Ekstresinin GC-MS Analizi

Origanum sipyleum L. bitkisinin hekzan ekstresinin karekterizasyonu i¢in VARIAN
2100 GC-MS cihaz1 kullanildi. Bu amagla, hekzan ekstresi ugucu tiirevlerine
doniistiiriilerek Cizelge 2.3’te verilen kosullarda GC-MS analizleri yapildi. Her bir
bilesenin kiitle spektrumlar1 alindiktan sonra, bilesenlerin yapilart NIST 2005
kiitiphane verileri kullanilarak yapildi. GC-MS analiz sartlar1 Cizelge 2.3’te

verilmektedir.

Cizelge 2.3. Hekzan ekstresi silil tiirevleri i¢cin GC-MS analiz sartlari

Kolon . DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, 0.25um)

Tastyic1 gaz : He

Enjeksiyon sicakligi . 250°C

Kolon sicakligi . Firin sicaklii 100°C de 5 dakika bekletildi. 280°C” ye
3°C/dk hizla cikarildi ve 280°C’de 15 dakika
bekletildi.

Split oran : 1:50

Iyon kaynag sicaklig . 150°C

Elektron enerjisi : 70eV

Kiitle aralig1 : 28-450 m/z

Scan aralig1 : 0.01

Enjeksiyon miktari :0.2ul

2.7. Aseton ve Metanol Ekstrelerinin Fenolik Bilesen Tayini

Aseton ve metanol ekstrelerinden 8’er mg tartildi ve 1 ml metanolde ¢o6ziildii. 0,45
pL’lik filtreden gegirildikten sonra, HPLC-DAD sisteminde referans maddeler
kullanilarak analiz edildi. Calismada C18 ters faz kolon (4 um, 150 mm x 4,0 mm i.d)
ve % 0,1’ lik CH3COOH-Metanol mobil faz sistemindeki gradient programi
kullanilarak yapildi. Dedektér SPD-M20A DAD dedektordiir. 254 nm dalga boyunda
20 pL 6rnek hacmi ile ¢alisildi. Hazirlanan bu ¢oézelti 0,20um filtrelerden gecirilerek
Shimadzu 20 AT series High Performance Liquid Chromatograph HPLC-DAD cihazi
ile analiz edildi (Barros vd., 2009; Tel-Cayan vd., 2015). HPLC’de asagida verilen
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kosullarda, fumarik asit, gallik asit, trans-akonitik asit, p-benzokinon, pirokatekol, 3,4-

dihidroksi benzoik asit (protokatesik asit), 2-fenil etanol, 4-hidroksibenzoik asit,

katekin hidrat, metil 1,4-benzokinon, 6,7-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, kafeik

asit, vanilin, 2,4-dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, ferrulik asit,

kumarin, trans-2-hidroksisinnamik asit, rutin hidrat, elajik asit, trans-sinnamik asit,

naringenin, kersetin, rosmarinik asit, Kirisin standartlar1 metanolde ¢oziilerek referans

madde olarak hazirlandi. Uzerine ¢alistigimiz her iki ekstrenin fenolik icerikleri

hazirlanan bu standartlarla karsilastirmak suretiyle belirlendi.

sistemindeki analiz sartlar1 Cizelge 2.4’ te verilmektedir.

Cizelge 2.4. HPLC-DAD cihazinin analiz sartlar

HPLC-DAD

HPLC-DAD Cihaz Parametreleri

Kolon C18 kolon (4 um, 150 mm x 4,0 mm i.d)
Mobil Faz A %0,1’lik CH3COOH i¢eren H,O
Mobil Faz B %0,1’lik CH3COOH i¢eren MeOH

Kolon Firin Sicaklig 35°C
Dedektor SPD-M20A DAD dedektor
Dedektor Dalga Boyu 254 nm

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Analiz siiresi 85 dakika

Gradient Program Zaman (dak) Akis % Solvent A

(mL/dak)

0,01 0,01 0,01
98,00 98,00 98,00
2,000 2,000 2,000
3,00 3,00 3,00
98,00 98,00 98,00
2,000 2,000 2,000
6,00 6,00 6,00
95,00 95,00 95,00
5,000 5,000 5,000
8,00 8,00 8,00
94,00 94,00 94,00
6,000 6,000 6,000
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% Solvent B

0,01
98,00
2,000

3,00
98,00
2,000

6,00
95,00
5,000

8,00
94,00
6,000



12,0 12,0 12,0 12,0

90,00 90,00 90,00 90,00
10,00 10,00 10,00 10,00
13,0 13,0 13,0 13,0

90,00 90,00 90,00 90,00
10,00 10,00 10,00 10,00

Referans madde olarak kullandigimiz fenolik bilesiklerin ve organik asitlerin her
birinin ayr1 ayr1 C18 kolonda alikonma zamanlar1 belirlendi. Daha sonra 16 adet
referans maddenin son konsantrasyonlar1 1 mg/g olacak sekilde karistirildi. Referans
maddelerin 9 noktali (0 mg/g, 0,00782 mg/g, 0,01563 mg/g, 0,03125 mg/g, 0,0625
mg/g, 0,125 mg/g, 0,25 mg/g, 0,5 mg/g ve 1 mg/g’lik konsantrasyonlarda) kalibrasyon

egrileri ¢izildi ve hesaplamalar bu egri lizerinden yapildi.

2.8. Antioksidan Aktivite Yontemleri

Origanum sipyleum L.’nin antioksidan aktiviteleri dort ayri yontemle belirlendi.
Bunlar; DPPH serbest radikal giderimi, ABTS" katyonu radikal giderimi, p-Karoten
renk agilim ve CUPRAC yontemleridir.

Tim aktivite testleri mikroplaka okuyucuda 96 kuyucuklu mikroplaklarda
gergeklestirildi.  Antioksidan  aktivite testleri igin  ekstreler 4000 ppm
konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden seyreltme
islemi yapilarak 4 farkli konsantrasyon (500, 1000, 2000 ve 4000 ppm) hazirlandi ve
aktiviteleri test edildi.

2.8.1. B-Karoten renk a¢ilim yontemi

Uzerine galistigimiz ekstre ve ucucu yagin toplam antioksidan aktiviteleri B-karoten
renk acilimi ydntemi ile belirlendi (Miller, 1971; Oztiirk vd., 2007). 0,5 mg B-karoten
tartild1 ve iizerine 200 ml Tween, 25 ml Linoleik asit ve 1 ml kloroform konuldu.
Kloroform tamamen ucasiya kadar doner buharlastiricida cektirildi. Kloroformun
tamamen gittiginden emin olunduktan sonra tizerine 50 ml oksijene doyurulmus su

konuldu. Aktivite 6l¢timii yaparken 40 pl 6rnekler alinip tizerlerine 160 ul B-karoten
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¢ozeltisi konuldu. 470 nm’de ilk okumasi yapildi. Daha sonra 45°C’lik etiivde
bekletildi. 2 saat boyunca (renk kaybolana kadar) her 30 dk da bir okumasi yapildi.

B-karoten i¢in hesaplamalar asagidaki gibidir:

In

S Q

Renk ag¢ilim hizi; R =

- |

a: baslangi¢ absorbansi
b:t dakika inkiibasyondan sonraki absorbans

t: 45 °C’deki inkiibasyon siiresi (dakika)

Antioksidan Aktivite; f-Karoten (%) = “2rel=Romek - 109

Rkontrol

2.8.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi

Calismamiza konu olan ekstre ve ugucu yagin serbest radikal giderim aktivitesi DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) kullanilarak belirlendi. 40 pl 6rnege hazirlanan 0,4 mM
%0,0016’lik DPPH radikalinden 160 ul konuldu ve 30 dk karanlikta bekletildikten
sonra 517 nm’de absorbansi 6l¢iildii. Asagidaki formiilde verildigi lizere hesaplama

yapildi. (Cuendet vd., 1997; Kirby ve Scmidt, 1997).

Akontrol — Aornek

DPPH serbest radikali giderimi (%) = ronirol x 100
ontro

A: Absorbans

2.8.3. ABTS" katyonu radikal giderim aktivitesi yontemi

Bu c¢alismada yapilan diger radikal giderim yontemi 2,2-Azino-bis (3-
etiloenzothiazzollin-6 siilfonik asit) (ABTS") katyonu radikal giderim aktivitesidir.
ABTS radikali hazirlamak i¢in 19,2 mg ABTS 5 ml suda ¢oziildii. Uzerine 3,3 mg
K2S,0g ilave edildi ve folyo ile sarilip 1 giin bekletildi. ABTS hazirlandiktan sonra 40
ul 6rnege 160 ul ABTS radikalinden konuldu. 10 dk inkiibasyona birakildiktan sonra
734 nm’de okumasi yapildi. (Re vd., 1989)

A onrol — Aé’rne
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi (%) = £ Al “ X 100
konrol

A: Absorbans
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2.8.4. CUPRAC (bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi

Yapilan bir diger aktivite yontemi bakir (IT) iyonunun indirgeme yontemidir (Apak
vd., 2004). Orneklerden 40’ar pl alindi ve iizerlerine sirasiyla 60ul amonyum asetat
tamponu (1M pH 7.0), 50ul neokuprin (7,49 mM) ve 50ul Cu( II)(10 mM) ilave edildi.
1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktam sonra 450 nm’de absorbansi

sleiildii,

2.9. Antikolinesteraz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Origanum sipyleum L. bitkisinin ekstrelerinde asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzim inhibisyon aktivileri arastirildi (Ellman vd., 1961). Bunun i¢in bu 6rneklerden
konsantrasyonlari1 1000 ppm olacak sekilde hazirlandi ve seyreltme islemi yapilarak 4
farkli  konsantrasyonda inhibisyon aktivitelerine bakildi. Enzim olarak
asetilkolinesteraz ile biitirilkolinesteraz ve bu enzimlerin substratlar1 olarak da
asetilkolin iyodiir ile biitirilkolin iyodiir kullanildi. Sar1 renkli DTNB (5,5'-Dithio-
bis(2-nitrobenzoic)) aktivite Ol¢limii i¢in kullanildi. Pozitif kontrol olarak da

Galantamin kullanildi.

Kontrol olarak ekstrelerin, fraksiyonlarin ve saf maddelerin ¢6ziindiigii ¢oziiciiler

kullanildi.

. Akonrol - A(irnek
(%) Inhibisyon = y X 100
konrol

A: Absorbans

2.9.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

10 pl 6rnege sirastyla 130 pl 0,1M pH 8 tamponu ve 20ul AChE konuldu. 412nm’de
ilk okumast yapildi ve 25°C°de 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 20pul DTNB
ve 20ul Acl ilave edildi. 412 nm’de 10 dk son okumasi yapildi (Ellman vd., 1961).
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2.9.2. Biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

10ul 6rnege sirasiyla 130ul 0,1M pH= 8 tamponu ve 20ul BChE konuldu. 412nm’de
ilk okumasi yapildi ve 25°C°de 15 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 20ul DTNB
ve 20ul Bul ilave edildi. 412 nm’de 10 dk son okumasi yapildi (Eliman vd., 1961).

2.10. Ureaz Enzim Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Ektreler ve ugucu yag, dnce iireaz enzimi ile etkilestirildi ve ardindan substrat olarak
ire ilave edildi. Reaksiyon sonunda olusan amonyagin absorbansi ilk okumada
olgiildii. 15 dk inkiibasyona birakildi. Olusan amonyagin iizerine fenol ve sodyum
nitro purissit igeren fenol reaktifi ile sodyum hidroksit ve sodyum hipoklordz igeren
alkali reaktifi eklendi. 20 dk boyunca kinetik olarak absorbansi 6lgiildii (Khan vd.,
2004)

2.11. Tirozinaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi L-DOPA substrati ve dopakrom metodu ile
belirlendi (Masuda vd., 2005). 40 ul 6rneklerin tizerine 120 pl pH= 6.8 fosfat tamponu
20ul L-DOPA ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

475 nm’de absorbansi 6l¢tildii.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Ekstre ve Ucucu Yag Verimleri

Origanum sipyleum L. bitkisinden elde edilen ekstrelerin ve ugucu yagin verimleri
Cizelge 3.1°de verilmektedir. Cizelgede de goriildiigii tizere bitki ugucu yag
bakimindan verimi (%2,85) yiiksektir. Coziiciilerle yapilan ekstraksiyonlarda metanol
ile en yiiksek verimle esktre hazirlanirken diklormetana gegen madde miktar1 ise en

diisiik diizeydedir.

Cizelge 3.1. O sipyleum'un ekstrelerinin ve ug¢ucu yaginin verimleri

Bitki Tiirii Ekstre Tiirii Verim (%)
Hekzan 1,22
Diklorometan 0,63
Origanum Aseton 1,36
sipyleum Metanol 10,36
Su 1,52
Ugucu Yag 2,85

3.2. Ekstrelerin ve Ugucu Yagin Antioksidan Aktivite Sonuclari

3.2.1. B-Karoten renk a¢ilimi yontemi sonuclari

Origanum sipyleum L.’nin ekstrelerinde ve ugucu yaginda yapilan B-karoten renk
acilimi yontemi sonuglar1 Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1°de verilmektedir. Dort farkl
konsantrasyonda (100, 200, 400 ve 800 ug/ml) 6rneklerin aktiviteleri test edildi. Tiim
orneklerde konsantrasyon artigina bagli olarak aktivitelerinin de arttig1 goriilmektedir
(Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1). Metanol ve aseton ekstresinin digerlerinden daha yiiksek
aktivite gosterdigi Cizelge 3.2°de goriilmektedir. 100 pg Konsantrasyonda metanol
ekstresi, iizerine calistigimiz tiim Orneklere gore en yiiksek aktivite (%88,71)

gosterirken, hekzan ekstresi ise ayn1 konsantrasyonda en diisiik aktiviteye (%12,99)
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sahiptir. Ozellikle, 200 pg konsantrasyondaki metanol (%90,57) ekstresinin 100 pg

konsantrasyondaki standartlarla karsilastirildiginda; BHA ile (%90,39) yarisirken, a-

tokoferolden daha yiiksek (%89,32) inhibisyon gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 3.2. O.sipyleum'un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin g-karoten renk acilim

yontemi sonuclari

(% Inhibisyon)

Ekstreler 100pg 200pg 400ug 800ug
Hekzan 12,09£015 20,96+1,76 37,04£0,97 53,00+1,22

Kloroform 22,57+1,00 38,62+0,33 59,78+1,01 71,54+0,84

Origanum  Aseton 85,91:40,54 89,98+0,05 90,45:1,01 93,560,23
sipyleum —  1etanol 88,710,906 90,57+0,33 94,18+0,54 96,37:0,47
Su 60,76:1,02 7580+0,88 82,45:0,29 86,65:0,18

Ucucu Yag  1800£0,50 2971+1,15 40,56+1,80 63,85+1,54

Standartlar  BHA 90,3940,37 91,01%0,38 93,79+1,16 96,011,18
a-Tokoferol  89,32£0,54 92,70+0,69 94,88+0,55 96,04+0,58
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Sekil 3.1. O. sipyleum'un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin p-karoten renk a¢ilim

yontemi sonuclari

3.2.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari

Origanum sipyleum L.’nin ekstreleri ve ucucu yagimnin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi sonuglart Cizelge 3.3 ve Sekil 3.2°de verilmektedir. Dort farkl
konsantrasyonda yapilan testlerde hem Origanum sipyleum’den elde edilen 6rneklerin
hem de referans maddelerin konsantrasyon artisina bagli olarak serbest radikal giderim
aktivitesinin de arttigi hesaplandi. Cizelge 3.3’te verilen sonuglara goére, 100 pg
konsantrasyonda, metanol ekstresinin (%89,74) diger tim ornekler ve referans
maddelerden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gériilmektedir. Ozellikle, 100 pg
konsantrasyondaki hem metanol (%89,74) hem de aseton ekstresinin (%87,91) a-
tokoferol ve BHA’dan daha yiiksek aktivite gostermesi heyecan verici diizeydedir. Bu
iki ekstrenin radikal gideriminin 100 pg konsantrasyondaki standartlarla
karsilastirildiginda;, BHA ile (%86,58) yarisirken, o-tokoferol’den daha yiiksek
(%87,70) inhibisyon gostermektedir. Ugucu yagin serbest radikal giderim aktivitesi
(%1,15) oldukca diistiktiir.
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Cizelge 3.3. O. sipyleum'un ekstrelerinin, ucucu yagimn ve standartlarin DPPH serbest radikal

giderim aktivitesi

(% Inhibisyon)

Ekstreler 100pg 200pg 400pg 800pg

Hekzan 8,25+0,28 15,10+0,51 24,76+0,57 41,81+0,45

Diklorometan 14,95+0,61 21,82+0,80 32,03+0,77 58,85+0,81

Origanum Aseton 87,91+0,33 90,78+0,18 92,85+0,48 95,36+0,71
SIpyleum —— \retanol 80,74+1,01 91,8540,44 9425+0,23 96,65+0,33
Su 56,53+1,80 65,38+1,23 70,82+1,36 75,23+0,84

Ucucu Yag 1,15+£0,08 2,94+0,31 5,41+0,90 12,17+1,01

Standartlar BHA 86,584+0,02 88,36+0,29 95,79+0,15 98,05+0,08
a-Tokoferol 87,70+0,12 90,07+£0,52 94,74+0,15 96,12+0,42

100,00
90,00
80,00

% INHIBISYON

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

20,00
10,00
0,00

W 100pg/ml

H 200ug/ml

 400ug/ml

m 800ug/ml

Sekil 3.2. O. sipyleum'um ekstrelerinin, u¢ucu yaginin ve standartlarin DPPH serbest radikal

giderim aktivitesi

3.2.3. ABTS" katyonu radikal giderim aktivitesi sonuclari

Origanum sipyleum L.’nin ugucu yag ve ekstrelerinin ABTS® katyonu giderim

aktivitesi test sonuglar1 Cizelge 3.4 ve Sekil 3.3’te verilmektedir. Bu sonuglara gore;
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tim ekstrelerde ve ugucu yagda konsantrasyona bagli olarak inhibisyonun arttigi

goriilmektedir. Cizelge 3.4’te verilen sonuglara gore, 100 pg konsantrasyonda,

metanol ekstresi %92,78 inhibisyonla en yiiksek aktiviteye sahipken %89,08
inhiibisyonla aseton ekstresi ikinci aktivite gOstermektedir.

diizeyde Ayni

konsantrasyonda, satandart antioksidant olan BHA %82,63 ve a-tokoferol %81,81
oraninda inhibisyon gosterdigi belirlendi. Bu durum metanol ve aseton ekstresinin
standartlardan daha yiiksek ABTS® katyonu giderim aktivitesine sahip oldugunu
gostermektedir (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.3).

izelge 3.4. O. sipyleum'un ekstrelerinin, ucucu yaginin ve standartlarin ABTS" katyonu radikali
g Py yag Y/

giderim aktivitesi

(% Inhibisyon)

Ekstreler/Fraksiyonlar 100png 200pg 400png 800ug
Hekzan 11,14+0,19 19,17+0,78 30,85+0,33 53,56+0,90
Diklorometan 30,53+0,99 40,62+1,29 52,67+1,65 67,40+1,05

Origanum  Aseton 89,08+0,12 90,95+0,36 92,81+0,33 93,85+0,25

SIPYIBUM — \ retanol 92,78+0,36 93,78+0,15 9585+0,05 96,78+0,36
Su 46,84+0,65 56,79+1,08 76,95+0,99 88,28+1,67
Ucucu Yag 15,83+1,61 21,79+0,73 30,28+0,53 46,15+1,04

Standartlar BHA 82,63+0,02 86,7+0,10 90,75+0,05 95,89+0,10
a-Tokoferol 81,81+0,16 85,83+0,12 88,79+0,06 94,96+0,53
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Sekil 3.3. O. sipyleum'un ekstrelerinin, u¢ucu yaginin ve standartlarin ABTS" katyonu radikali
giderim aktivitesi

3.2.4. CUPRAC (bakar (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi

Origanum sipyleum L.’nin CUPRAC ydntemi ile yapilan antioksidan aktive sonuglari
Cizelge 3.5 ve Sekil 3.4’ye verilmektedir. Diger testlerde de oldugu gibi, iizerine
calistigimiz Orneklerin konsantrasyonlarinin artisina bagli olarak aktivitelerinin de
arttig1 hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore; 100 pg konsantrasyonda, metanol
ekstresi %1,85 absorbans ile en yiiksek aktiviteye sahipken, %1,70 absorbansla aseton
ekstresi ikinci diizeyde aktivite gostermektedir. Ayni konsantrasyonda, standart
antioksidant olan BHA %1,70 absorbans ile aseton ekstresiyle yarigmaktadir. Bir
baska referans maddesi olan a-tokoferol ayni konsantrasyonda %0,54 absorbans
gostermekte olup, bu degerler karsilastirildiginda metanol ekstresi BHA’dan daha
fazla indirgeme giiciine sahip oldugu, a-tokoferol’den ise 3 kat daha fazla aktiviteye

sahip oldugu hesaplandi.
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Cizelge 3.5. O.sipyleum’un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin CUPRAC yontemi ile

yapilan antioksidan aktivite sonuclar:

(% Absorbans)
Ekstreler 100pg 200pg 400pg 800ug
Hekzan 0,13£0,01 0,19+0,04 0,32£0,01 0,57+0,02
Diklorometan 0,48+0,02 0,80+0,05 1,25+0,02 1,60+0,03
Origanum Aseton 1,70+0,05 2,55+0,07 2,95+0,03 3,24+0,01
sipyleum Metanol 1,85:0,01 2,75:0,01 3,05£0,05 3,41+0,03
Su 0,28+0,01 0,51+0,02 0,91+0,05 1,67+0,03
Ucucu Yag 0,08£0,01 0,15+0,01 0,23+0,04 0,38+0,05
Standartlar BHA 1,70£0,02 2,89+0,10 3,19+0,05 3,50+0,10
o-Tokoferol ~ 0,54+0,16 1,03+0,12 1,81£0,06 2,93+0,53
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Sekil 3.4. O. sipyleum'un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin CUPRAC yontemi ile

yapilan antioksidan aktivite sonuc¢lar:
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3.3. Ekstrelerin ve Ucucu Yagin Antikolinesteraz Enzim Inhibisyon Aktivite

Sonuclari

Origanum sipyleum L. nin ¢esitli ekstreleri ve ugucu yaginin antikolinesteraz aktivitesi
Ellman yontemi ile yapildi. Bu amagla, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyon aktivitelerini test etmek suretiyle {iizerine ¢alistigimiz Grneklerin
antikolinesteraz aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlendi. Asetilkolinesteraz aktivite sonuglari
Cizelge 3.6 ve Sekil 3.5’te, bitirilkolinesteraz aktivite sonuglar1 ise Cizelge 3.7 ve
Sekil 3.6’da verilmektedir. Dort farkli konsantrasyonda (250, 500, 1000 ve 2000 ppm)
yapilan tetslerde tiim oOrneklerde, konsantrasyon artisina paralel olarak enzim
inhibisyonlar1 da artmaktadir. Galantaminin referans maddesi olarak kullanildigi
testlerde tim Orneklerin 4 farkli konsantrasyonda referans maddesine gore
inhibisyonlar1 karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore, O. sipyleum’un diklorometan
ekstresi diger 6rneklerden daha fazla inhibisyon gostermektedir. Diklorometan ekstresi
200 pg/ml konsantrasyonda asetilkolinesteraz enzimini orta diizeyde (%61,67) inhibe

etmektedir.

Cizelge 3.6. O.sipyleum’un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin asetilkolinesteraz enzim

inhibisyon aktivitesi sonug¢lari

(% Inhibisyon)

Ekstreler 25pg/ml S50pg/ml  100pg/ml  200pg/ml
Hekzan 9,04+1,01 15,01+0,47 24,97+0,79 36,61+0,63

Diklorometan 23,12+0,61 29,76+0,55 43,74+1,45 61,67+1,02

Origanum Aseton 10,05+0,30 17,84+0,12 28,38+0,91 48,17+1,18
sipyleum Metanol 6,67+0,32 10,18+0,41 16,68+0,47 27,96+0,31
Su - - - 10,95+0,05

Ugucu Yag  24140,82 926+1,15 1528+1,34 22,78+1,79

Standart Galantamin 75 99+0,05 78,08+0,47 78,76+0.08 80,41:+0,05
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Sekil 3.5. O.sipyleum'un ekstrelerinin, u¢cucu yaginin ve standartlarin asetilkolinesteraz enzim

inhibisyon aktivitesi sonuclari

Cizelge 3.7. O.sipyleum’un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin biitirilkolinesteraz enzim

inhibisyon aktivitesi sonuglari

(% Inhibisyon)

Ekstreler 25ng/ml 50pg/ml 100pg/ml  200pg/ml

Hekzan - 7,36£0,40 13,79+0,28 22,57+0,18

Diklorometan 15,74+0,33 23,62+0,80 34,45+1,03 50,25+0,75

Origanum Aseton 7,23+0,14 12,54+0,72 19,45+0,78 29,51:+0,95

sipyleum Metanol - 4,08+0,25 8,85+0,36 15,54+0,71
Su - - - -

Ucucu Yag 17844108 29,77+1,75 42,73+1,05 60,95+1,39

Standart Galantamin  64,99+0,05 73,96+0,08 79,27+0,17 82,23+0,15
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Sekil 3.6. O.sipyleum'un ekstrelerinin, ucucu yaginin ve standartlarin biitirilkolinesteraz enzim

inhibisyon aktivitesi sonuglari

Origanum sipyleum‘un ekstreleri ve ugucu yagmm biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyon aktivitesi Ellman yontemi ile belirlendi. Cizelge 3.7 ve Sekil 3.6’da verilen
sonuclara gore, iizerine ¢alistifimiz Grneklerin biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon
aktiviteleri dort farkli konsantrasyonda (250, 500, 1000 ve 2000 ppm) referans
maddesi (galantamin) ile karsilastirmak suretiyle test edildi. Orneklerin konsantrasyon
artislarina paralel olarak enzim inhibisyonlar1 da artmaktadir. Elde edilen sonuglara
gore, O. sipyleum’un ugucu yag diger eckstrelerden ¢ok daha yiiksek
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu (%60,95) gosterirken diklorometan ekstresi
ikinci diizeyde (%50,25) aktivite gostermektedir. 200 pg/ml Konsantrasyonda ugucu
yagin gosterdigi aktivite (%60,95), referans maddesi olarak kullanilan galantaminin 25

pg/ml konsantrasyonunda gosterdigi (%64,99) aktiviteye yakindir.

3.4. Ekstrelerin Ureaz Enzim Inhibisyon Aktivitesi Sonuglar

Origanum sipyleum L. ekstrelerin iireaz enzim inhibisyon aktiviteleri sonuglar Cizelge
3.8 ve Sekil 3.7°de verilmektedir. Yapilan testlerde elde edilen sonuglara gore,
metanol ekstresi iireaz enzimi inhibisyonu bakimindan en yiiksek aktivite gosterirken,
hekzan ekstresi hi¢bir konsantrasyonunda aktivite gostermemektedir. Metanol ekstresi

200 pg/ml konsantrasyonda %72,29 oraninda inhibisyon gdsterirken, bu aktivite
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sonucuyla, 50 pg/ml konsantrasyondaki referans maddesinin (tiyoiire) gosterdigi

aktiviteyle (%71,26) yarismaktadir.

Cizelge 3.8. O.sipyleum’un ekstrelerinin, ugucu yaginin ve standartlarin iireaz enzim inhibisyon

aktivitesi sonuclari

(% Inhibisyon)

Ekstreler 25ng S50ng 100pg 200pg
Hekzan - - - -
Diklorometan - 11,68+0,15 20,78+1,04 33,69+0,19

Origanum Aseton 19,98+0,13 30,91+0,19 45,78+0,16 59,67+0,99
sipyleum 1 tanol 33.78+150 41,69+1,20 58914033 72,29+0,17
Su 991+0,17 15,07+0,91 22,67+1,03 34,61+0,90
Standart Tiyoiire 60,01+0,04 71,26+0,03 78,57+0,08 80,93+0,04
90
80
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Q 60
(7))
@ 50
T 40
Z 30
X 20
10
) —
HEKZAN ASETON METANOL TiYOURE
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Sekil 3.7. O.sipyleum'un ekstrelerinin, ucucu yaginin ve standartlarin iireaz enzim inhibisyon

aktivitesi sonuclari

3.5. Ekstrelerin Tirozinaz Enzim Inhibisyon Aktivitesi Sonuclar

Origanum sipyleum’un ekstrelerinin tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi Cizelge 3.9.
ve Sekil 3.8.’de verilmektedir. Dort farkli konsantrasyonda (1000, 2000, 4000 ve 8000

ppm) yapilan testlerde hekzan ve su ekstreleri higbir konsantrasyonda aktivite
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gostermemesine karsin, metanol ekstresinin ise (%68,32) en yiiksek triozinaz enzim

inhibisyonu gostermektedir.

Cizelge 3.9. O.sipyleum’un ekstrelerinin ve standartlarin tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi

sonuclar
(% inhibisyon)
Ekstreler 100pg 200pg 400pg 800ug
Hekzan - - - -
Origanum Diklormetan - 6,65+0,11 11,36+0,38  18,95+1,30
sipyleum
Aseton 21,78+0,94  32,95+1,28  49,36+0,33  63,79+1,41
Metanol 23,34+0,61  38,65+0,75 52,40+1,24  68,32+0,96
Su - - - -
Standart Kojik Asit 36,52+0,04  47,81+0,07 64,73+0,05 78,93+0,01
80
70
60
Z 50
o
@
[an]
T 30
.Z 20
) .‘
10
) —

HEKZAN

W 25ug/ml  W50ug/ml W 100pg/mi

ASETON

METANOL

W 200ug/ml

KOJIK ASIT

Sekil 3.8. O.sipyleum'un ekstrelerinin ve standartlarin tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesi

sonuglari
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3.6. Ucucu Yagin ve Hekzan Ekstresinin Gaz Kromatografisi — Kiitle

Spektroskopisi Sonuclari

Kesim 2.5 ve 2.6’da belirtilen kosullarda gaz kromatografisi (GC) ve gaz
kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC/MS) sistemleriyle ¢aligsmalarla O. sipyleum
ucucu yagi ve apolar bilesenleri tagiyan hekzan ekstresinin kimyasal bilesimleri analiz
edildi. Ugucu yagin bilesenleri Cizelge 3.10, hekzan ekstresinin ise Cizelge 3.11°de
verilmektedir. GC ve GC/MS sisteminde yapilan analizlerde, O. sipyleum ugucu
yaginda tespit edilen 26 bilesen ve hekzan ektresinde tespit edilen 13 bilesenin tamami
kiitle analizleri, alikonma indeks degerleri ve referans maddelerle ¢akistirmak suretiyle
yapilar1 aydinlatildi. Buna gore, O. sipyleum ugucu yaginda B-karyofilen (%22,15), y-
terpinen (%18,15), B-kubeben (%17,02) ve p-simen (%4,86) major bilesenler olarak
belirlendi. Major bilesenlere ait kiitle spektrumlart Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.27 ve
Sekil 3.30°da verilmektedir. Apolar bilesenleri tasiyan hekzan ekstresinde ise palmitik
asit (%48,20), heptakosanol (%9,10), cis-oleik asit (%8,90) ve sinnamik asit (%8,65)
mojor bilesenler olarak tespit belirlendi. Bu bilesenlere ait kiitle spektrumlar1 Sekil
3.40, Sekil 3.44, Sekil 3.48 ve Sekil 3.46’da verilmektedir. Elde edilen sonuglar
literatiirlerle uyum i¢indedir (Erbasa ve Fakir, 2012; Bernath, 1996; Alves-Pereira ve
Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd. 1998).

Cizelge 3.10. Origanum sipyleum ugucu yaginin kimyasal bilesenleri ve oranlari

Bilesen No Bilesenin Adi RI O. sipyleum ugucu

yag %

1 B-Pinen 985 0,83

2 Terpineolen 1032 1,14

3 p-Simen 1047 4,86

4 y-Terpinen 1069 18,15

5 cis-p-Terpineol 1138 1,29

6 Izoborneol 1152 3,29

7 Terpinen-4-ol 1182 2,86

8 a-Terpineol 1184 0,62
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9 p-Kumik aldehit 1227 0,19
10 Timol metil eter 1241 0,14
11 Karvakrol 1278 3,77
12 Timol 1283 4,30
13 3-Elemenen 1436 0,60
14 a-Kopaen 1450 1,27
15 B-Bourbonen 1455 0,62
16 a-Selinen 1465 1,47
17 p-Karyofilen 1490 22,15
18 Germakren D 1498 0,35
19 a-Karyofilen 1510 4,03
20 B-Kubeben 1525 17,02
21 tau-Gurjunen 1536 4,81
22 d-Kadinen 1547 0,90
23 Spathulenol 1570 1,78
24 Karyofilen oksit 1581 2,20
25 tau-Kadinol 1622 0,29
26 tau-Muurolol 1635 1,07
Monoterpen Hidrokarbonlar (MTHK) (%0) 24,98
Monoterpenoidler (%) 16,46

Seskiterpen Hidrokarbonlar (STHK) (%) 53,22
Seskiterpenoidler (%) 5,34

TOPLAM 100,00
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Sekil 3.9. Origanum sipyleum ugucu yagimin GC/MS spektrumu
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Thromatoqgram Plot

File: cl\users\emindesktopl\o.sipyleunm_metilleme.sms

Sample: Manual

Sample

Operator:

ermin duru

Scan Range: 1 - 44920 Time Range: O.00 - 69.98 miin. Date: 9.0 . 2019 2253
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Sekil 3.10. Origanum sipyleum tiirevlendirilmis hekzan ekstresinin GC/MS spektrumu
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Cizelge 3.11. Origanum sipyleum hekzan eksresinin kimyasal bilesenleri ve oranlari

Retention | Bilesik Ad1 Oram | Teshis
Indeksi (%) Yontemi

(R1)

1205 3-fenil propanol 0,89 Co-GC, MS
1230 Estragol 0,80 Co-GC, MS
1243 Sinnamil alkol 2,69 Co-GC, MS
1325 Sinnamik asit metil esteri 8,65 MS

1455 Azaleik asit dimetil esteri 1,24 MS

1890 Miristik asit metil esteri 7,77 Co-GC, MS
1895 Palmitik asit metil esteri 48,20 Co-GC, MS

2140 9,15-Oktadekadienoik asit metil esteri 0,70 MS

2150 Linolelaidik asit metil esteri 3,68 Co-GC, MS
2158 cis-Oleik asit metil esteri 8,90 Co-GC, MS
2195 Stearik asit metil esteri 7,04 Co-GC, MS
2290 Arasidik asit metil esteri 0,34 Co-GC, MS
2952 Heptakosanol 9,10 MS

TOPLAM | 100,00

3.7. Origanum sipyleum Uc¢ucu Yagi ve Hekzan Ekstresinin Bilesenlerinin Kiitle

Spektrumlari

Cizelge 2.2 ve 2.3’de belirtilen GC-MS analiz sartlariyla elde edilen Origanum

sipyleum’un ugucu yag1 ve hekzan ekstresinin bilesenlerinin kiitle spektrumlar1 Sekil

3.11°den 3.48’¢ kadar verilmektedir.
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Scan 275 from floriganum-sipyleum

u.yvyag 10000ppm 70odk.sms

Spectrum 1A
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Sekil 3.11. p-Pinen’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 326 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

m/z

Spectrum 1A
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Sekil 3.12. Terpineolen’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 342 from filoriganume-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 119 (53168=100%) origanum-sipyleum

5.497 min. Scan: 342 Channel:

1 1on: 2083 us RIC: 144261
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Sekil 3.13. p-Simen’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 420 from f:\origanume-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 91 (25619=100%) origanum-sipyleum

6.708 min. Scan: 420 Channel:

1 lon: 1914 us RIC: 158309
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Sekil 3.14. y-Terpinen’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 527 from floriganum-sipyleum u.yvag 10000ppm 70dk.sms
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Sekil 3.15. cis-f-Terpineol’un kiitle spektrumu (m/z)

Scan 675 from f:\origanume-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

m/z

Spectrum
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Sekil 3.16. izoborneol’un kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 706 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 93 (5606=100%0) origanum-sipyvleum 11.138 min. Scan: 706 Channel: 1 lon: 4909 us RIC: 65093
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Sekil 3.17. Terpinen-4-ol’un kiitle spektrumu (m/z)

Scan 741 from floriganum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 93 (ZO33=1002%26) origanum-sipyleum 11.685 min. Scan: 741 Channel: 1 lon: 11328 us RIC: 23419
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Sekil 3.18. a-Terpinenol’un Kkiitle spektrumu (m/z)
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Scan 856 from f:loriganume-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
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Sekil 3.19. p-Kumik aldehit’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 876 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
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13.775 min. Scan: 876 Channel:
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Sekil 3.20. Timol metil eter’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 999 from fl\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum IA
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Sekil 3.21. Karvakrol’iin kiitle spektrumu (m/z)

Scan 1018 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 135 (56143=100%6) origanum-sipyleum 15.979 min. Scan: 1018 Channel: 1 lon: 1999 us RIC: 164959
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Sekil 3.22. Timol’iin kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1081 from f\origanume-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 121 (1770=100%) origanum-sipyleum
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Sekil 3.23. 6-Elemen’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 1165 from f:loriganum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
EP 105 (4357=100%b0) origanum-sipyvleum 18.250 min. Scan: 1165 Channel: 1 lon: 6920 us RIC: 43148
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Sekil 3.24. a-Kopaen’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1182 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 81 (2118=100%) origanum-sipyvleum 18.512 min. Scan: 1182 Channel: 1 lon: 12604 us RIC: 23304
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Sekil 3.25. B-Bourbonen’in kiitle spektrumu (m/z)
Scan 1204 from floriganum-sipyleum u.yag 1 0000ppm 70dk.sms

Spectram aA
BP 91 (2197=100926) origanum-sipyvieum 18.859 min. Scan: 1204 Channel: 1 Ion: 7780 us RIC: 37066
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Sekil 3.26. o-Selinen’in Kkiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1254 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 91 (39281=100%) origanum-sipyleum

19.636 min. Scan: 1254 Channel:

1 lon: 516 us RIC: 559842
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Scan 1276 from floriganum-sipyleurm u.yvag 10000ppm 70dk.sms

Sekil 3.27. p-Karyofilen’in kiitle spektrumu (m/z)

Spectrum 1A
EP 161 (1640=100%6) origanum-sipyvleum _ 19.984 min. Scan: 1276 Channel: 1 lon: 13421 us RIC: 19308
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Sekil 3.28. Germakren D’nin kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1326 from floriganum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 93 (19340=100%%06) origanum-sipvleum 20.759 min. Scan: 1326 Channel: 1 lon: 1961 us RIC: 141950
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Sekil 3.29. a-Karyofilen’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 1384 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 161 (49815=100%0) origanum-sipyvleum 21.664 min. Scan: 1384 Channel: 1 lon: 784 us RIC: 82285
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Sekil 3.30. p-Kubeben’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1416 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A
BP 121 (15083=100%) origanum-sipyvleum 22.177 min. Scan: 1416 Channel: 1 lon: 1941 us RIC: 158022
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Sekil 3.31. tau-Gurjunene’in kiitle spektrumu (m/z)
Scan 1474 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms
Spectrum 1A
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4 161 4
10026 29022 |
T 119 T
4 2538 4
75% 00— —
4 105 4
] 2050 ]
] o1 ]
] 1700 ]
50926 —

] 134 204

1202 1184
] 133 ]
4 o973 ]
il 39 81 ]
i 827 822 4
2596 —
RN ‘ ‘ | ‘ | ‘ ‘ 1 TP ‘ | | | ‘ ‘ 1\
T } T T T T IT I | T T T T T T 1T T T il T T 1

50 160 150 260

m/z

Sekil 3.32. 8-Kadinen’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1574 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A

BP 91 (3495=100%) origanum-sipyleum 24.656 min. Scan: 1574 Channel: 1 lon: 5095 us RIC: 66710
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Sekil 3.33. Spathulenol’iin kiitle spektrumu (m/z)

Scan 1582 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms
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Spectrum 1A

BP 91 (4251=100%0) origanum-sipyvleum 24.785 min. Scan: 1582 Channel: 1 lon: 4385 us RIC: 76570
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Sekil 3.34. Karyofilen oksit’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1698 from f:\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms

Spectrum 1A

BP 355 (1348=100%) origanum-sipvleum 26.629 min. Scan: 1698 Channel: 1 lon: 14505 us RIC: 19799
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Sekil 3.35. tau-Kadinol’iin kiitle spektrumu (m/z)

Scan 1720 from f\origanum-sipyleum u.yag 10000ppm 70dk.sms
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Spectrum 1A

BP 355 (1408=1002%26) origanum-sipyleum 26.982 min. Scan: 1720 Channel: 1 lon: 10422 us RIC: 29430
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Sekil 3.36. tau-Muurolol’iin kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1047 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum_ metilleme.sms

Spectrum 1A

BP 117 (7867=100%0) 16.567 min. Scan: 1047 Channel: 1 lon: 3699 us RIC: 67638
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Sekil 3.37. Fenil propanol’iin kiitle spektrumu (m/z)
Scan 1156 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleunm_ metilleme.sms
Spectrum 1A
BP 115 (3513=100%) 18.301 min. Scan: 1156 Channel: 1 lon: 5999 us RIC: 44353
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Sekil 3.38. Estragol’iin kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1272 from c:i\users\emin\desktop\o.sipyleunm_ metilleme.sms

Spectrum 1A
BPFP 91 (10342=100%0) 20.131 min. Scan: 1272 Channel: 1 lon: 1797 us RIC: 178253
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Sekil 3.39. Sinnamil alkol’iin kiitle spektrumu (m/z)
Scan 1494 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum_ metilleme.sms
Spectrum 1A

BP 131 (56073=100%) 23.655 min. Scan: 1494 Channel: 1 lon: 932 us RIC: 366208
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Sekil 3.40. Sinnamik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 1945 from c:\users\emin\desktopl\o.sipyleum_ metilleme.sms

Spectrum 1A
BP 55 (6575=100%6) 30.786 min. Scan: 1945 Channel: 1 lon: 3170 us RIC: 108323
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Sekil 3.41. Azaleik asit dimetil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
Scan 2397 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum__ metilleme.sms

Spectrum 1A
BP 74 (24031=100%0) 37.942 min. Scan: 2397 Channel: 1 lon: 1654 us RIC: 277012
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Sekil 3.42. Miristik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 3267 from c:i\users\emin\desktopl\o.sipyleum_ metilleme.sms

Spectrum 1A
BP 74 (17474=100%0) 51.801 min. Scan: 3267 Channel: 1 lon: 1813 us RIC: 257044
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Sekil 3.43. Stearik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)

Scan 2850 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum_ metilleme.sms

Spectrum 1A
BP 43 (135525=100%) 45.179 min. Scan: 2850 Channel: 1 lon: 239 us RIC: 1,856e+6
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Sekil 3.44. Palmitik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
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Scan 3136 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum_ metilleme.sms

Spectrum 1A
BP 85 (4506=100%) 49.728 min. Scan: 3136 Channel: 1 lon: 3623 us RIC: 75669
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Sekil 3.45. 9,15-Oktadekadienoik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
Scan 3209 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleum_ metilleme.sms
Spectrum 1A
BP 55 (18764=1002%6) 50.884 min. Scan: 3209 Channel: 1 lon: 1028 us RIC: 407074
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Sekil 3.46. Oleik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)

65



Scan 3651 from c:\users\emin\desktop\o.sipyleunm_ metilleme.sms

Spectrum 1A

BP 43 (9746=100%0) 57.886 min. Scan: 3651 Channel: 1 lon: 2304 us RIC: 183349
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Sekil 3.47. Arasidik asit metil ester’in kiitle spektrumu (m/z)
Scan 3963 from c:\users\emindesktop\o.sipyleum__metilleme.sms
Spectrum 1A

BP 57 (23789=100%0) 62.824 min. Scan: 3963 Channel: 1 lon: 2114 us RIC: 227467
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Sekil 3.48. Heptakosanol’iin kiitle spektrumu (m/z)
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3.9. Origanum sipyleum’un Aseton ve Metonol Ekstrelerinin Fenolik Bilesenleri

Ekstrelerin fenolik bilesenleri, HPLC-DAD sistemiyle aseton ve metanol ekstrelerinde
belirlendi. Bu ¢alismada elde edilen spektrumlar Sekil 3.49 ve 3.50°da verilmektedir.
28 Adet fenolik bilesik veya asitlerin referans maddesi olarak yapilan karsilastirma
sonucunda; aseton ekstresinde 5 fenolik bilesen tanimlanirken metanol ekstresinde ise

iki bilesen tanimland1 (Cizelge 3.12.).
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Sekil 3.49. Origanum sipyleum’un aseton ekstresinin HPLC-DAD spektrumu
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Sekil 3.50. Origanum sipyleum’un metanol ekstresinin HPLC-DAD spektrumu
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Cizelge 3.12. Origanum sipyleum’un aseton ve metanol ekstresinin fenolik bilesenleri

Standartlar Aseton Ekstresi Metanol Ekstresi

Fumarik asit

Gallik asit

trans-Akonitik asit

p-Benzokinon

Pirokatekol

3,4-Dihidroksi benzoik asit | 1,06
(protokatesik asit)

2-Fenil etanol

4-Hidroksibenzoik asit 0,11

Katesin hidrat 0,86 0,08

Metil 1,4-benzokinon

6,7-Dihidroksibenzoik asit,

Vanilik asit 0,20

Kafeik asit

Vanilin

2,4-Dihidroksi benzoik asit

Klorojenik asit

p-Kumarik asit

Ferrulik asit

Kumarin

trans-2-Hidroksisinnamik asit

Rutin hidrat 0,12

Elajik asit

trans-Sinnamik asit
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Naringenin

Kersetin

tr

Rosmarinik asit

tr

0,86

Kirisin
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4 SONUCLAR VE ONERILER

Mugla-Yatagan arasinda ¢igceklenme doneminde toplanan Origanum sipyleum 6nce
oda kosullarinda gilines 1s18inin gérmeyecegi yerde kurutuldu. Kurutulan bitkinin bir
kismi ugucu yag i¢in ayirilirken diger kismi da ekstreler i¢in kullanildi. Bitkiden
hekzan, diklorometan, aseton, metanol ve su ekstreleri elde edildi. Ayrica bitkinin

toprakiistii kisimlarindan hidrodestilasyon yontemiyle ugucu yag elde edildi.

Ugucu yag ve ugucu tiireve doniistiiriilen hekzan ekstresinin bilesenleri Kalitatif ve
kantitatif olarak GC ve GC/MS ile belirlendi. Bitkinin ugucu yaginda 26 bilesik tespit
edildi ve kromatografik sistemlerle yapilan analizlerde bilesiklerin timiiniin yapilar
aydimlatildi. Yapilan analizlerde, O. sipyleum ugucu yaginda p-karyofilen (%22,15),
y-terpinen (%18,15), B-kubeben (%17,02) ve p-simen (%4,86) major bilesenler oldugu
belirlendi. Ayrica, ugucu yagda timol miktar1 %4,30 iken karvakrol miktar1 ise % 3,77
oldugu tespit edildi. O. sipyleum ugucu yagm vyarisindan fazlasi seskiterpen
hidrokarbonlardan olusmaktadir. Bu giline kadar yapilan aragtirmalarda, Origanum
tirlerinin ugucu yaglarinda major olarak bulunan bilesiklerin ¢ogunun Mugla’da
yetisen O. sipyleum ugucu yaginda da major oldugu belirlendi. B-karyofilen, -
terpinen, p-simen, timol, karvakrol ve germakren D {izerine ¢alistigimiz ugucu yagda
da major bilesenlerdendir. Elde edilen sonuclar literatiirlerle uyum i¢indedir
(Nakiboglu vd., 2007; Karan vd., 2018; Baser vd., 1992; Vaziran vd., 2015; Baser,
2002; Cakir, 2011; Ak¢am-Oluk vd., 2013; Erbas ve Fakir, 2012; Bernath, 1996;
Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd., 1998).  Seskiterpen
hidrokarbon olan beta-kubeben ilk defa iizerine ¢alistigimiz tiirde major olarak bu tez
caligmasiyla belirlendi. Apolar bilesenleri tasiyan hekzan ekstresinde ise palmitik asit
(%48,20), heptakosanol (%9,10), cis-oleik asit (%8,90) ve sinnamik asit (%8,65)
mojor bilesenler olarak tespit belirlendi. Elde edilen sonuglar literatiirlerle uyum
icindedir (Erbas ve Fakir, 2012; Bernath, 1996; Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira,
1998; Socorro vd., 1998).
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Sekil 3.51. O. sipyleum ugucu yag ve hekzan ekstresinde bulunan bazi bilesiklerin kimyasal

yapilari

O. sipyleum ekstrelerinin ve ugucu yaginin antioksidan aktiviteleri [3-karoten renk
acilimi yontemi, DPPH serbest radikal giderimi, ABTS® katyonu giderimi ve
CUPRAC indirgeme giicii aktivitesi ile belirlendi. Bunlarin yami sira, O. sipyleum
ekstrelerinin ve ucgucu yaginin antikolinesteraz enzim inhibisyonu, iireaz enzim
inhibisyonu ve tirozinaz enzim inhibisyonu aktiviteleri de ilk defa bu tez ¢aligmasiyla
arastirildi. Antioksidan aktivite testlerinin gergeklestrildgi tiim yontemlerde metanol
ekstresinin en yiiksek aktivite gosterdigi, aseton ekstresinin de ikinci sirada ve kayda
deger aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Ugucu yagin antioksidan aktivitesinin
metanol ve aseton ekstrelerine gore diisiik oldugu hesaplandi. Nakipoglu vd. (2007)
O. sipyleum’dan elde ettigi cesitli ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini rapor
etmislerdir. Literatiirdeki bu arastirmada eld edile sonuglarla bu tez ¢alismasinda elde
ettigimiz sonuglar birbirine paralellik gostermektedir. Ayrica, Kaska (2018) ve
Vaziran vd.nin (2015) yaptig1 antioksidan aktivite test sonuglari ile tez ¢aligmasinda

elde ettgimiz antioksidan aktivite sonuglart uyum i¢indedir.

O. sipyleum aseton ve metanol ekstrelerinin fenolik bilesik icerigi 28 adet referans
madde ile kontrol etmek suretiyle, HPLC DAD sistemi kullanilara analiz edildi. Buna
gore Aseton ekstresinde protokatesik asit, katesin hidrat ve vanilik asitin belirlenenler
icinde major oldugu, metanol ekstresinde ise rosmarinik asit ve 4-hidroksi benzoik
asitin major oldugu, her iki ekstrede de katesin hidratin ortak bilesen oldugu belirlendi.
Bu sonuglar bu giine kadar bu tiiriin fenolik bilesik {izerine yapilan arastirma

sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Semiz vd., 2018; Ozkan vd., 2007).

Ekstrelerin ve ugucu yagmn antikolinesteraz enzim inhibisyonu aktiviteleri hem
asetilkolinesteraz hem de biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon aktivitelerine karsi
inhibisyonlarina goére test edildi. O. sipyleum’un diklorometan ekstresi diger
orneklerden daha fazla inhibisyon gostermektedir. Buna karsilik, O. sipyleum’un
ucucu yagi diger ekstrelerden ¢ok daha yiiksek biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu
(%60,95) gosterirken, diklorometan ekstresi %50,25°lik inhibisyonla ikinci diizeyde
aktivite gostermektedir. Antioksidan aktivitelerde disiik aktivite gosteren
diklorometan ekstresi ve ugucu yagin antikolinesteraz aktivitesinin yiiksek olmasi

dikkat cekmektedir.

Origanum sipyleum L. ekstrelerinin iireaz enzim inhibisyon aktivite test sonuglari

incelendiginde; metanol ekstresi lireaz enzimi inhibisyonu bakimindan en yiiksek
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aktivite gostermekte olup, apolar ekstrelerde aktivite belirlenemedi. 200 pg/ml
Konsantrasyonda metanol ekstresi (%72,29), 50 pg/ml konsantrasyondaki tiyotire’nin
gosterdigi aktiviteyle (%71,26) yarismaktadir. Bu yoniiyle metanol ekstresi, yiiksek
diizeyde antioksidan aktivite géstermesinin yani sira, kayda deger diizeyde de lireaz
enzimini inhibe etmektedir.  Benzer sckilde, triozinaz enzim inhibisyonlari
incelendiginde yine metanol ekstresi diger ekstrelerden ¢ok daha yiiksek aktivite

gostermektedir.

Tiim aktivite sonuclar1 birlikte degerlendirildiginde metanol ve aseton ekstresinin
yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu, {ireaz ve triozinaz enzimine karsi
da yiiksek diizeyde inhibisyon gosterdigi soylenebilir. Buna karsin metanol ve aseton
ekstresinin antikolinesteraz aktivitesinin diisiik oldugu ancak, ugucu yagin ve
diklorometan ekstresinin ise diger ekstrelerden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Bu verilere gore, ileride yapilacak c¢alismalarda, Origanum sipyleum’un
aseton ve metanol ekstresinin antioksidan aktivite, lireaz veya triozinaz enzim aktivite
kontrollii olarak izolasyonlarin yapilmasi yeni dogal enzim inhibitorleri veya dogal

antioksidanlar1 belirleme noktasinda iilkemiz bilimine katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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