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OZET

Yiiksek Lisans

IKi ENDEMIK NEPETA TURU (NEPETA NUDA L. SUBSP.
GLANDULIFERA HUB.-MOR.& DAVIS VE NEPETA CADMEA
BOISS.) UZERINE FITOKIMYASAL BIR CALISMA

Said TARGAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Mustafa ESKICI

Bu ¢alisma, iki endemik Nepeta tiiriintin (Nepeta nuda L. subsp. glandulifera
Hub.-Mor.& Davis ve Nepeta cadmea Boiss.) ucucu yaglarinin hem in vitro
antioksidan aktivitelerini hem de ucucu yaglarmin kimyasal karakterizasyonunu
belirlemeyi amaclamaktadir.

Ugucu yaglarin kimyasal karakterizasyonu GC ve GC-MS ile belirlendi. M.
nuda subsp. glandulifera ugucu yaginda ugucucu yagin %97.43’line tekabiil eden 22
bilesen tespit edilirken; N. cadmea icin ugucu yagin %95.29’una karsilik gelen 10
bilesen aydinlatildi. N. cadmea ugucu yaginda 4ap,7a,7ap-nepetalakton (%70.94), B-
karyofillen (%6.29) ve linalool (%5.87) ana bilesenler olarak tanimlanmasina karsin;
N. nuda subsp. glandulifera ugucucu yaginda tespit edilen ana bilesenler geijeren
(%61.02), trikosan (%12.64) ve neointermedeol (%6.07) bilesikleridir.

Ugucu yaglarin antioksidan aktiviteleri, demir (IT) iyonlar1 selatlama, serbest
radikal siipiiriim (DPPH ve ABTS), indirgeme giicii (CUPRAC ve FRAP) ve toplam
antioksidan aktivite (fosfomolibdenyum ve B-karoten renk ag¢ilim) testleri iceren farkli
yontemler kullanilarak analiz edildi. DPPH (2.02 mg TEs/g yag) ve ABTS (63.70 mg
TEs/g yag) radikal siipiirim, CUPRAC (52.63 mg TEs/g yag) ve FRAP (32.15 mg
TEs/g yag) indirgeme giicli, fosfomolibdenyum (13.40 mg TEs/g yag) testlerinde N.
nuda subsp. glandulifera ugucu yagi, N. cadmea ugucu yagindan daha yiiksek aktivite
gosterdi. Bununla birlikte N. cadmea ugucu yagi (25.81 mg EDTAEs/g yag) demir (II)
iyonlar1 iizerine giiclii aktivite sergilerken ayni test siteminde N. nuda subsp.
glandulifera ugucu yag1 herhangi bir aktivite gostermedi.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler, bu tiirlerin, oksidatif siirecin yonetimi igin
dogal bir ajan kaynag1 olarak kullanilabilecek 6nemli bir potansiyele sahip olduklarini
acikca gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nepeta nuda subsp. glandulifera, Nepeta cadmea, Ugucu yag,
Antioksidan aktivite, Nepatalakton, Geijeren

2018, 50 sayfa
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ABSTRACT
Master of Science

A PHYTOCHEMICAL STUDY ON TWO ENDEMIC NEPETA SPECIES
(NEPETA NUDA L. SUBSP. GLANDULIFERA HUB.-MOR.& DAVIS AND
NEPETA CADMEA BOISS.)

Said TARGAN

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa ESKiCI

This study aimed to evaluate the chemical composition and in vitro antioxidant
activities of the essential oils from two endemic Nepeta species (N. nuda subsp.
glandulifera and N. cadmea).

Chemical characterization of the essential oils was determined by GC and GC-
MS. According to GC and GC-MS analysis, 22 and 10 compounds were identified
representing 97.43% and 95.29% of the essential oils of N. nuda subsp. glandulifera
and N. cadmea, respectively. The major constituents identified in the essential oil of
N. nuda subsp. glandulifera were geijerene (61.02%), tricosane (12.64%), and
neointermedeol  (6.07%), whereas 4aP,7a,7ap-nepetalactone (70.94%), B-
caryophyllene (6.29%), and linalool (5.87%) were identified as the major constituents
of the essential oil from N. cadmea.

The antioxidant potency of the oils was evaluated using different established
methods, specifically ferrous ion chelating, free radical scavenging (DPPH or ABTS),
reducing power (CUPRAC or FRAP), and total antioxidant (-carotene bleaching and
phosphomolybdenum tests) activities.

N. nuda subsp. glandulifera oil showed higher activity in DPPH (2.02 mg
TEs/g yag) and ABTS (63.70 mg TEs/g yag) radical scavenging, CUPRAC (52.63 mg
TEs/g yag) and FRAP (32.15 mg TEs/g yag) reducing power, and
phosphomolybdenum (13.40 mg TEs/g yag) tests than those of N. cadmea oil.
However, N. cadmea oil (25.81 mg EDTAEs/g yag) exhibited strong chelating activity
on ferrous ion, but no activity of N. nuda subsp. glandulifera oil was found.

The data obtained from this study clearly indicates that these species have a
significant potential to use as a source of natural agents for the management of
oxidative process.

Keywords: Nepeta nuda subsp. glandulifera, Nepeta cadmea, Essential oil,
Antioxidant activity, Nepatalactone, Geijerene

2018, 50 pages
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1. GIRIS

Insanoglunun bitkileri tedavi amaciyla kullanimlari ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. Lamiaceae familyasinin bir iiyesi olan Nepeta tiirleri halk arasinda
ekzema ve benzeri cilt hastaliklarina karsi, diiiretik ve bakteriostatik etkilerden dolay1
kullanilmaktadir. Ayrica, bu familyanin toprak iistii kisimlari, infiizyon halinde (%2-

3) midevi ve uyarici olarak kullanildiklar1 da bilinmektedir [1].

Nepeta tiirleri, terlemeyi sagladig1 i¢in ¢ogu zaman bitkisel cay olarak
kullanilir. Orta yastaki kisiler i¢in sinirlilik, grip, ateslenmelerin 6nlenmesinde de
kullanilir. Bunlarin disinda agrili mesane iltihabi sendromlarinda, ishal, kolik ve bazi
cocuk hastaliklarini iyilestirdigi, prematiire dogumlar ve sabah bulantilarini 6nledigi
iddia edilir. Saclar1 kuvvetlendirdigi ve hizli biiyiimesini sagladigi sdylenmesine
ragmen kanitlanamamistir. Bazen lavman olarak kullanilir. Bitkisel ilag olarak, Catnip
sinir yatistirict miisekkin ve antispazmodik olarak kullanilir. Ayrica uykusuzluk, stres,
adetle ilgili kramplar, 6kstiriik ve bagirsaklara ait rahatsizlik gibi bulgular1 hafifletmek
i¢in kullanilir. Iowa State Universitesinde yapilan bir ¢alismada Nepeta cataria bitkisi
ucucu yaginda bulunan saf nepetalaktonun hasere kovucu olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir. Pliskiirtiilen sineklerde 10 kat etkili oldugu tespit edilmistir [2]. Ayrica,
Nepeta cataria bitkisi 17. ylizyilldan beri kuvvetlendirici, dezenfektan ve soguk

alginliklarinin tedavisinde halk arasinda kullanilagelmistir [3].

Nepeta cadmea bitkisinin ugucu yaginin kimyasal i¢eriginin analizi [4], ugucu
yagin antimikrobiyal aktivitesi [4, 5] ve bitkiden iridoid ve 6jenol glikozitlerin
izolasyonu [6] ile ilgili calismalar rapor edilmistir. Ancak hem Nepeta cadmea ugucu
yaginin antioksidan aktiviteleri lizerine hem de Nepeta nuda L. subsp. glandulifera
bitkisi ucucu yag karakterizasyonu ve antioksidan aktivitesi iizerine herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu calisma, iki endemik Nepeta tiiriiniin
(Nepeta nuda L. subsp. glandulifera Hub.-Mor.& Davis ve Nepeta cadmea Boiss.)
ucucu yaglarinin kimyasal karakterizasyonu ve ucucu yaglarin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesini amaglamaktadir. Ucucu yaglarin GC ve GC-MS ile
kimyasal karakterizasyonun yapilmasi; antioksidan kapasitenin ise, metal selatlama,
serbest radikal siipiiriim (DPPH ve ABTS), indirgeme giicii (CUPRAC ve FRAP) ve
toplam antioksidan (f-karoten renk agilim ve fosfomolibdenyum) testleri igceren farkl

yontemler kullanilarak tespit edilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Lamiaceae Familyasi

Diinyada 250 cins ve yaklasik 3200 tiire sahip olan Lamiaceae familyasi,
Tirkiye’de 45 cins, 546 tiir ve 731 takson ile temsil edilmektedir [7, 8]. Bununla
birlikte, Lamiaceae familyasi, Tiirkiye’de %45 oraninda endemizme sahip bir familya

durumundadir [9].

Lamiaceae familyasi, ylikseklik ve habitat tipi ayirt etmeksizin, diinyada
hemen hemen her yerde yetisebilen ve sahip oldugu liyelerinin sayisina bakildiginda
oldukca biiyiik familyalardan biridir. Bu familyaya ait taksonlarin tropik yagmur
ormanlarinda yasayan birka¢ cinsi disinda genellikle agik arazi bitkileri oldugu

bilinmekle beraber, diinyada en fazla Akdeniz havzasinda yayilis géstermektedir [10].

Lamiaceae familyasinin biiyiik bir ekonomik 6éneme sahip olmalari, iiyelerinin
icermis olduklar1 esansiyel yaglar ve aromatik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle Lamiaceae familyasinin Thymus, Mentha ve Origanum tiirleri gida sanayinde;
Pogestemon ve Lavandula cinslerine ait bazi taksonlar1 ise parfiimeri sanayinde

kullanilmaktadirlar [10].

Familya iiyeleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay1 farmokoloji ve
parfiimeri sanayinde dnemlidir. Eterik yag elde edilir, baharat olarak kullanilir ve siis

bitkisi olarak yetistirilir [11].

2.2. Nepeta Cinsi

Nepeta cinsi, ballibabagiller (Lamiaceae) tamilyasinda, ¢icek acan bir bitki
cinsi olup bu grubun liyeleri, Avrupa, Asya ve Afrika'ya 6zgiidiir [12]. Cogu tiirii ot
cinsinden siirekli bitkilerdir ama bazilar1 ¢ok yillik bitkidir. Cigekler, beyaz, mavi,
pembe veya leylak renginde olabilir. Saplarin ucuna dogru birka¢ kiimede meydana

gelir. Cigekler, boru bi¢ciminde ve kiiclik mor noktalarla segilir [13].

Nepeta cinsinin 250’yi askin tliri bulunmaktadir ve Nepeta cinsi bitkiler
genellikle Avrupa, Asya, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika ve Akdeniz bdlgelerinde
yayilis gostermektedir. Ulkemizde 37 tiir altinda 22°si endemik olmak iizere toplam 44
takson ile temsil edilmektedir. Nepeta tiirleri halk arasinda genellikle “kedi naneleri”

olarak bilinir ve analjezik etkileri vardir [8, 14].



2.3. Nepeta nuda L. subsp. glandulifera Hub.-Mor.& Davis Tiirii

Nepeta nuda subsp. glandulifera bitkisi, ¢ok yillik bir tiirdiir ve 6-8. aylarda
ciceklenirler. Genellikle kaya yamacglarinda 1070-2100 m yiiksekliklerde yetisirler
[15].

Bitki C4 karesinde yayilis gdsterir (Sekil 2.1). Ulkemize endemik olan bu tiir,

Dogu Akdeniz elementidir. Sekil 2.2°de gériildiigii gibi Konya ve Igel illerini icerisine

N

alan gliney Anadolu’da yetigsmektedir [15].

Sekil 2.1. N. nuda subsp. glandulifera bitkisinin bulundugu bolgeler

N

o

Sekil 2.2. N. nuda subsp. glandulifera bitkisinin yetistigi iller




2.4. Nepeta cadmea Boiss. Tiirii

Nepeta cadmea bitkisi, ¢ok yillik bir tlirdiir ve 7-8. aylarda ciceklenirler.
Genellikle kaya yamacglarinda, maki ve Pinus nigra altlarinda 200-1900 m
yiiksekliklerde yetisirler [16].

Bitki B1, B2, B3, C1, C2 ve C3 karelerinde yayilis gosterir (Sekil 2.3).
Ulkemize endemik olan bu tiir, Dogu Akdeniz elementidir. Sekil 2.4’te goriildiigii gibi
Antalya, Aydm, Burdur, Denizli, Isparta, izmir, Konya ve Usak illerini igerisine alan

Bat1 ve Giineybat1 Anadolu’da yetismektedir [16].

e

7

..mf' ,

il
= o

Sekil 2.3. N. cadmea bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu bolgeler

Ty

o

Sekil 2.4. N. cadmea bitkisinin Tiirkiye’de yetistigi iller
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2.5. Nepeta Tiirleriyle Ilgili Kaynak Ozetleri

Celik ve ark. [4], N. cadmea bitkisinden %2.1 verimle ugucucu yag elde
etmiglerdir. Ugucu yagda, ugucucu yagin %97.91’ine karsilik gelen toplam 13 bilesen
aydilatmislardir. Yine bu ¢alismada, ugucu yagda nepetalakton (%81.6), karyofillen
(%3.71) ve germakren D (%3.25) ana bisenler olarak belirlenmistir.

Baser ve ark. [17], Tiirkiye’de yetisen bazi Nepeta tiirlerinin ugucu yaglarini

ana bilesenlerine gore rapor etmislerdir. Sonuglar Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Ucucu yag ana bileseni nepatalakton olan Nepeta tiirleri

Verim Derisim

Tiir ismi Mataryel Toplanma yeri (%) (%)
N. caesarea Toprak tstii Eskisehir:Saricakaya 0.86 91.2(1)
Yaprak Eskisehir:Saricakay 2.74 946 (1)
Cigek Eskisehir:Saricakay 1.12 93.0(1)
Kok Eskisehir:Saricakay 0.30 953 (1)
N. cataria Toprak iistii Antalya:Altinozu-Hadim  0.40  89.0 (1)
N. cadmea Toprak tistii Antalya:Gundogmus 045 78.6(1)
Toprak tistii Mugla:Koycegiz 0.71 4451
Toprak {istii Konya:Hadim 041 21.7(1)
Toprak {istii Antalya:Kemer 0.54 75.0(1)
N. pilinux  Cigekli toprak istii Antalya:Alanya 0.50 66.7 (1)
N. racemosa Toprak tistii Erzurum 0.11  91.5(2)
Cicekli toprak istii Kars 0.70  31.5(2)

1: 4aa-7a-7aa-nepetalakton, 2: 4aa-7a-7af-nepetalakton

Gormez ve ark. [18], N. nuda bitkisinden hidrodestilasyonla ucucu yag elde
etmigler ve ugucu yagda 4aa,7p,7aa-nepetalakton (%18.10), germakren (%15.68),
elemol (%14.38), B-karyofillen (%8.81) ve spatulenol (%6.14 ) ana bilesenler olarak

belirlemislerdir.

Kilic ve ark. [19], N. nuda subsp. nuda bitkisinin toprak iistii kistmlarindan
elde ettikleri ugucu yagi GC ve GC-MS ile analiz etmisler ve ugucu yagin %94.7’sine
karsilik gelen toplam 45 bilesen tanimlamiglardir. Bu ¢alismada, bitki ugucu yaginda
ana bilesenler olarak kamfor (%23.5), 1,8-sineol (%21), borneol (%18.77) ve kamfen
(%6.50) tespit edilmistir.

Kokdil ve ark. [20], N. nuda L. ssp. nuda bitkisi ugucu yagim1 GC ve GC-MS
ile analiz etmigler ve ugucu yagda B-karyofillen oksit (%21.8), spatulenol (%13.8),
allo-aromadendren (%9.0) ve p-karyofillen (%5.4)’i ana bilesenler olarak



belirlemislerdir. Ayrica aynmi calismada yazarlar ucucu yagda nepatalaktonlarin

bulunmadigini rapor etmislerdir.

Alim ve ark. [21], Sivas ili Divrigi ilgesinden topladiklar1 N. nuda subsp.
albiflora bitkisi ugucu yaginda toplam 24 bilesen belirlemisler ve ugucu yagda ana
bilesenler olarak trans-karyofillen (%23.9), isopulegon (%12.6), cis-sabinol (%10.1)
ve B-pinen (%10.0) tespit etmislerdir. Ayrica, bu g¢alismada, ugucu yagin DPPH
radikali lizerine herhangi bir siipiiriim aktivitesinin bulunmadigi; B-karotem lineloik
model sistemle yapilan toplam antioksidan aktivite testinde 2 mg/ml derisimde %24
inhibisyon gosterdigi ancak bu inhibisyonun standart antioksidan olan BHT ninkinden

(%100) oldukea diistik oldugu rapor edilmistir.

Mancini ve ark. [22], Liibnan’1n iki farkli dagindan N. nuda L. subsp. albiflora
(Boiss.) Gams. bitkisinin ugucu yaglarint GC ve GC-MS ile karakterize etmislerlerdir.
Bu calismada, Liibnan’in Laklok dagindan 1400 m yiikseltiden toplanan Ornegin
ucucucu yaginda B-bisabolen (%11.8), pulegon (%10.8), (E,Z)-nepetalakton (%8.0),
(E)-B-farnesen (%7.1) ve karyofillen oksit (%6.9)’in ana bilesenler oldugu;
Tannourine sedir ormanlarindan 1800 m ytikseltiden toplanan 6rnegin ugucu yaginda
ise, heksadekanoik asit (%10.1), B-bisabolen (%7.8), karyofillen oksit (%7.3), pulegon
(%7.2) ve (E,Z)-nepetalakton (%4.4)’un yiiksek miktarlarda bulundugunu rapor
etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada, N. curviflora Boiss. bitkisi ugucu yagi da analiz
edilmis ve ana bilesenler B-karyofillen (%41.6), karyofillen oksit (%9.5), (E)-B-
farnesen (%6.2) ve (Z)-B-farnesen (%4.8) olarak bildirilmistir.

Bozok ve ark. [23], Osmaniye Amanos daglarindan topladiklar1 N. nuda subsp.
albiflora bitki ugucu yaginda, ugucu yagin %93.71°ine karsilik gelen 13 bilesen
aydinlatmislar ve ugucu yag ana bilesenlerini 4aa,7a,7a,B-nepetalakton (%74.27) ve

trans-10-metil-2-dekalon (%10.09) olarak rapor etmislerdir.

Takeda ve ark. [24], Bati Anadoludan topladiklar1 N. nuda ssp. albiflora
bitkisinin toprak {istii kisimlarinin metanol 6ziitiinden velpetin bilesigi yaninda {i¢ yeni

iridoit glukozit olan nepetanudosit B, C ve D’yi de izole etmislerdir.

Gkinis ve ark. [25], yaptiklart ¢alismada N. parnassica bitkisini ¢igeklenme
oncesi ve c¢iceklenme zamani olmak tizere iki farkli donemde toplamislardir.

Cigeklenme 6ncesinde toplanan bitki ugucu yaginda ana bilesenler olarak 4aa,7a,7af-
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nepetalakton (%22.0), 1,8-sineol (%21.1), a-pinen (%9.5) ve 4aa,7p,7af-nepetalakton
(%7.9) tespit edilmisken; ¢igeklenme zamaninda toplanan bitki ugucu yaginda ise 1,8-
sineol (%34.6), 4aa,7a,7ao0-nepetalakton (%17.3), a-pinen (%11.4) ve 4aa,7a,7af-

nepetalakton (%8.9)’u ana bilesenler olarak belirlemiglerdir.

Kumaun Himayalarindan toplanan N. ciliaris bitkisi koklerinden elde edilen
ucucu yagin, oksijenli monoterpenler (%15.5), seskiterpen hidrokarbonlar (%77.4),
oksijenli seskiterpenler (%3.5) ve diterpen hidrokarbonlar (%3.3) igerdigi rapor
edilmistir. Ugucu yagda a-ylangen (%32.1), B-karyofillen (%16.1), guaiakol (%11.3),
a-humulen (%38.1), isolongifolen (%8.0), trans-a-bergamoten (%4.5) ve B-siklositral

(%3.0) ana bilesenler olarak aydinlatilmistir [26].

Sirbistan’dan toplanan N. cataria bitkisinin ¢igekli ve ¢igeksiz yapraklarindan
elde edilen ucucu yaglarinin monoterpenlerce zengin oldugu ve ucucu yaglarda cis,

trans-nepetalaktonun ana bilesen oldugu rapor edilmistir [27].

Ali ve ark. [28], dort farkli Nepeta siis tiirii ve hibritinin (N. racemosa Lam.
hybrid “Select”, N. sibirica L., N. subsessilis Maxim ve N. Xfaassenii Bergmans ex
Stearn “Dropmore”) ugucu yaglarini analiz etmislerlerdir. Bu ¢alismada, N. racemosa
hibrit “Select” ve N. Xfaassenii “Dropmore” ugucu yaglarinda ana bilesenin 1,8-sineol
olmasima karsin; N. sibirica ve N. subsessilis ugucu yaglarmin (Z)-pB-farnesen, [-
bisabolen, 6-kadinen, B-karyofillen ve karyofillen oksit gibi seskiterpenlerce zengin

oldugu rapor edilmistir.

Nepeta nuda ssp. albiflora bitkisi heksan ve aseton Oziitlerinin kimyasal
karakterizasyonu GC ve GC-MS ile ger¢eklesetirilen bir calismada, heksan 6ziitiinde
Tablo 2.2’de kimyasal yapilar1 verilen 4aa,70,7a0-nepetalakton, 4aa,70,7ap-
nepetalakton, 4af,7a,7ap-nepetalakton, 4ap,7a,7aca-nepetalakton, 4aa,7p,7ap-
nepetalakton, 3o-hidroksi-4aa,7a,7aa-nepetalakton (Nepetalik asit), dimerik 5,9-
dehidronepetalakton, B-sitosterol, sitosterol-3-on ve betulinik asit tanimlanmistir
Bununla birlikte bitkinin aseton Oziintiinde ise, dimerik 5,9-dehidronepetalakton,
4aa,7a,7aB-nepetalakton, 3a-hidroksi-4aa,7a,7aa-nepetalakton (Nepetalik asit),
karyofillen oksit, 1,5,9-epideoksiloganik asit, oleanolik asit, ursolik asit, betulinik asit

ve sitosterol-33-glukosit karakterize etmislerdir [29].
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Sekil 2.5. N. nuda subsp. albiflora 6ziitlerindeki bilesenlerin kimyasal yapilar



Gorovoi ve ark. [30], Rusya’dan topladiklar1 endemik N. manchuriensis bitkisi
ucucu yagiin 1(7),5,8-o-mentatrien (%46.5), sabinen (%9.0), neoisotujol (%6.2),
elemol (%6.0), o-selinen (%4.6) ve 4-terpineol (%2.7) bakimindan zengin oldugunu

belirlemislerdir.

Diyarbakir ili Dicle bolgesinden toplanan N. ifalica bitkisi ugucu yaginda, linalool
(%42.0), T-kadinol (%21.3), jasmonen (%6.7), B-kubeben (%4.5), tabanon (%4.3), karyofillen
oksit (%3.9) ve kubenol % (3.6) oldugu rapor edilmistir [31].

Sirbistan’da yetisen iki Nepeta tiiriiniin ugucu yaglarinin kimyasal karakterizasyonu
sonucunda, endemik N. rtanjensis ugucu yaginda yiiksek miktarlarda 4aa,7a,7af-
nepetalakton (%72.03) bulunmasma karsin; 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%76.85)
bilesiginin N. cataria ugucu yaginda daha fazla oldugu belirtilmistir [32].

Shakeri ve ark. [33], N. sintenisii ugucu yaginda, ucucu yagin %95.81’ine
karsilik gelen toplam 51 bilesen tanimlamislardir. Bitki ugucu yaginda, 4aa,70,7ap-
nepetalakton (%51.74), B-farnesen (%12.26), 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%8.01),
germakren-D (%5.01) ve 4aa,7p,7ao-nepetalakton (%3.71) tespit edilmistir. Ayni
zamanda, bu calismada bitki ugucu yaginin DPPH radikal siipiirim ve FRAP
indirgeme giicii testleriyle antioksidan aktiviteleri de belirlenmistir. Yapilan analizler
sonucunda, ugucu yagimn hem DPPH radikal siipiirim (ICso= 7.16 mg/ml) hem de
FRAP indirgeme (ICso= 0.82 mM Fe**/mg ucucu yag) testlerinde standart antioksidan
olan askorbik asit (DPPH testi i¢in ICso= 0.006 mg/ml ve FRAP testi i¢in ICso= 16.4
mM Fe?’"/mg) ile karsilastirildiginda zayif antioksidan aktivite sergiledigi rapor

edilmistir.

Pandey ve ark. [34], Hindistan’in Gorakhpur bdlgesinden topladiklari N.
hindostana bitkisinin toprak Ustii kisimlarindan elde edilen ugucu yaginda ana
bilesenler olarak (E) f-farnesen (%10.4), ageratokromen (%9.7), 6-hidroksispiro [4.5]
dekan-1-on (%9.5), p-karyofillen (%8.6) ve 6-metilspiro [4.5] dekan-6-o0l (%8.2)
tanimlamisglardir. Ayrica ayni ¢aligmada, bitki ugcucu yaginin antioksidan aktivitesi de
yapilmis ve 60 pl ucucu yagin, S-karoren renk ac¢ilim testinde %80.7 antioksidan
aktivite (ICso= 8 pl) gosterdigi; DPPH serbest radikal siipiiriim testinde ise, %73.4
aktivite (ICso= 8.5 pl) sergiledigi rapor edilmistir.



Jamzad ve ark. [35], Iran’dan topladiklar1 N. sessilifolia ve N. haussknechtii
bitkilerinden hidrodestilasyon yontemiyle ugucu yaglarmi elde etmislerdir. N.
sessilifolia ugucu yaginin %97.4’iine karsilik gelen 33 bilesen aydinlatilmis ve ana
bilesenler olarak linalool asetat (%14.7) ve linalool %(14.2) tespit edilmistir. Yine ayni
calismada, N. haussknechtii bitkisi ugucu yaginin %94.2°si aydinlatilmis ve bu bitki
ucucu yaginin 1,8-sineol (%36.7) ve elemol (%11.4) bakimindan zengin oldugu rapor

edilmistir.

Sefidkon ve Shaabani [36], iran’dan topladiklar1 N. meyeri bitkisinin toprak
isti  kisimlarinin  hidrodestilasyonla elde edilen ugucu yagmin kimyasal
karakterizasyonunu GC ve GC-MS ile gergeklestirdiklerini rapor etmislerdir. Bu
calismada, bitki ugucu yaginin yaklasik %99.3’line tekabiil eden toplam 18 bilesen
tespit edilmistir. Ugucu yagda, 4aa-7a-7ap-nepetalakton (%53.2), 1,8-sineol (%29.3)

ve kamfor (%4.1) ana bilesenler olarak belirlenmistir.

Dabiri ve Sefidkon [37], Iran’dan topladiklar1 N. racemosa bitkisi ugucu yagini
hidrodestilasyon ile elde etmislerdir. GC ve GC-MS ile ugucu yagin kimyasal
kompozisyonuna yonelik yapilan bu c¢alismada, ugucu yagda 24 bilesen karakterize
edilmis ve ana bilesenler olarak 4af,7a,7aB-nepetalakton (%33.6), 4aa,70,7ap-
nepetalakton (%25.6), 4aa,7a,7a0-nepetalakton (%24.4) ve 1,8-sineol (%9.0) tespit

edilmistir.

[ran’dan toplanan N. crassifolia bitkisinin gigekli toprak iistii kisimlarinin
hidrodestilasyonla elde edilen ugucu yagmin kimyasal igerigi GC ve GC-MS ile
belirlenmis ve ucucu yagda, 4aa,7a,7aa-nepetalakton (%92.6), linalil asetat (%2.6),
piperiton (%0.80), germakren D (%0.73), 4ap ,7a,7ap-nepetalakton (%0.64) ve B-
karyofillen (%0.58) ana bilesenler olarak karakterize edilmistir [38].

Asgarpanah ve ark. [39], Iran’da yetisen Nepeta tiirlerinin ugucu yag
igeriklerini kapsayan literatiir caligmalarini bir derleme halinde rapor etmislerdir. Bu
derlemede, Nepeta ugucu yaglar: kemotiplerine gore nepetalaktonlar (Tablo 2.2), 1,8-
sineol ve linaool (Tablo 2.3) ve monoterpen hidrokarbon, seskiterpen
hidrokarbon, oksijenli monoterpen ve oksijenli seskiterpenlerin dahil oldugu

diger terpenoitler (Tablo 2.4) olmak {izere ii¢ farkli gruplama yapilmaistir.
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Tablo 2.2. Ucucu yag kemotipi nepatalaktonlar olan iran Nepeta tiirleri

Bilesenler Tiirler Derisim (%)  Kaynaklar
4aa,70,7aa-Nepetalakton N. asterotricha <5 [401
N. binaloudensis 25 [41]
N. cephalotes 90.1 [42]
35.1 [43]
N. crassifolia 72.8 [44]
5.9 [45]
92.6 [38]
N. crispa 10.3 [46]
N. eremophila <5 [46]
N. heliotropifolia <5 [47]
N. ispahanica 6.2 [48]
N. menthoides 23.2 [49]
N. meyeri <5 [50]
N. mirzayanii 61.0 [42]
N. racemosa 64.9 [51]
24.4 [37]
N. rivularis <5 [46]
N. mahanensis 37.6 [46]
4aa,70,7ap-Nepetalakton N. cataria 28.8 [45]
N. crassifolia <5 [44]
N. crispa 20.3 [52]
N. heliotropifolia 16.3 [47]
N. meyeri 68.1 [50]
53.2 [36]
N. persica 26.5 [53]
28.3 [54]
N. racemosa 7.4 [51]
25.6 [37]
N. pogonosperma 57.6 [55]
4ap,70,7ap-Nepetalakton N. asterotricha 14.8 [40]
18.2 [56]
N. bornmuelleri 64.0 [42]
N. sintenisii 234 [57]
N. crassifolia <5 [44]
N. crispa 9.2 [46]
N. eremophila 73.3 [46]
N. persica 62.3 [54]
N. racemosa 33.6 [37]
N. saccharata 6 [58]
4ap,7a,7a0-Nepetalakton N. binaloudensis <5 [40]
N. crassifolia <5 [38]
N. elymatica 35.6 [59]
N. ispahanica <5 [46]
N. kotschyi 92.0 [60]
N. persica 26.5 [53]
4aa,7B,7a0-Nepetalakton N. cataria 11.9 [45]
N. crassifolia 81.1 [45]
N. betonicifolia 42.0 [58]
4a-DihidroNepetalakton N. crassifolia <5 [44]
N. persica 26.5 [53]
4B-DihidroNepetalakton N. crassifolia <5 [44]
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Tablo 2.3. Ucucu yag kemotipi 1,8-sineol ve linaool olan Iran Nepeta tiirleri

Bilesenler Tiirler Derisim (%) Kaynaklar
1,8-Sineol N. racemosa 9.0 [37]
N. sintenisii 8.2 [57]
N. ispahanica 45.8 [48]
71.7 [46]
66.0 [40]
78.2 [61]
N. binaludensis 42.0 [40]
N. haussknechtii 36.7 [35]
N. cataria 21.0 [62]
13.5 [45]
N. denudata 48.0 [43]
N. cephalotes 11.4 [43]
N. pogonosperma 26.4 [55]
N. elymatica 29.7 [59]
N. heliotropifolia 16.8 [47]
19.0 [63]
N. crassifolia 9.0 [44]
N. crispa 71.0 [64]
479 [65]
62.8 [46]
N. mahanensis 27.2 [46]
N. eremophylla 13.1 [46]
N. rivularis 38.5 [46]
N. asterotricha 17.4 [40]
11.6 [56]
N. meyeri 29.3 [36]
N. burnmuelleri 7.1 [42]
N. menthoides 41.1 [64]
33.8 [49]
57.3 [66]
N. assurgens 21.3 [67]
N. oxyodonta 9.4 [68]
N. depauperata 7.3 [68]
N. denaensis 9.9 [68]
N. gloeocephala 35.2 [69]
N. involucrate 23.1 [70]
N. laxiflora 11.8 [49]
N. meyeri 29.3 [36]
N. glomerulosa subsp. carmanica 13.9 [71]
Linalool N. satureioides 23.8 [72]
N. heliotropifolia 11.9 [47]
N. asterotricha 17.4 [40]
N. sessilifolia 14.2 [35]




Tablo 2.4. Ucucu yag kemotipi diger terpenoitler olan Iran Nepeta tiirleri

Bilesenler Tiirler Derisim (%) Kaynaklar
B-Karyofillen N. fissa 17.4 [65]
N. depauperata 12.9 [73]
23.4 [68]
7.8 [68]
N. oxyodonta 12.6 [74]
17.8 [68]
N. satureioides 6.6 [72]
N. bracteata 5.0 [68]
N. laxiflora 7.2 [68]
N. denaensis 54 [68]
7.8 [68]
27.1 [75]
N. pungens 20.0 [68]
N. bracteata 11.2 [42]
N. cataria 5.7 [45]
N. heliotropifolia 11.3 [63]
Trisiklen N. depauperata 8.2 [68]
a-Pinen N. fissa 5.8 [65]
N. gloeocephala 7.1 [69]
N. depauperata 41.0 [68]
N. denaensis 14.5 [75]
N. involucrate 5.0 [65]
N. laxiflora 19.7 [49]
N. glomerulosa 9.4 [76]
N. cataria 10.3 [62]
N. glomerulosa subsp. carmanica 18.3 [71]
Sabinen N. gloeocephala 7.8 [69]
N. involucrate 6.7 [70]
N. rivularis 14.8 [46]
N. saccharata 6.5 [58]
B-Pinen N. fissa 6.0 [65]
N. crispa 5.0 [64]
6.9 [52]
N. menthoides 5.6 [64]
8.8 [66]
N. assurgens 53 [67]
N. gloeocephala 21.8 [69]
N. involucrate 12.2 [70]
N. cephalotes 18.2 [43]
7.5 [42]
N. rivularis 10.7 [46]
N. ispahanica 8.9 [48]
Limonen N. glomerulosa 8.2 [76]
N. glomerulosa subsp. carmanica 9.7 [71]
Linalil asetat N. satureioides 11.1 [72]
N. sessilifolia 14.7 [35]
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Tablo 2.4. Ucucu yag kemotipi diger terpenoitler olan Iran Nepeta tiirleri (devam)

Bilesenler Tiirler Derisim (%) Kaynaklar
Nonanal N. oxyodonta 6.1 [68]
(£)-B-Osimen N. gloeocephala 6.9 [69]
N. racemosa 9.5 [51]
(E)-B-Osimen N. gloeocephala 7.1 [69]
cis-Sabinen hidrat N. sintenisii 6.5 [57]
N. heliotropifolia 16.1 [47]
4-Terpineol N. menthoides 7.1 [64]
N. denaensis 7.4 [68]
N. asterotricha 22.8 [40]
24.8 [56]
a-Terpineol N. menthoides 5.7 [64]
N. denaensis 5.7 [68]
Lavandulil asetat N. satureioides 6.6 [72]
Geranil asetat N. menthoides 6.1 [64]
8.1 [66]
N. glomerulosa 9.3 [76]
N. cataria 8.2 [62]
B-Bourbonen N. oxyodonta 8.1 [74]
N. ucrainica ssp. kopetdaghensis 5.8 [77]
a-Humulen N. cataria 14.4 [62]
E-B-Farnesen N. sintenisii 9.5 [57]
y-Muurolen N. fissa 7.9 [65]
Germakren D N. oxyodonta 7.4 [74]
N. macrosiphon 9.2 [78]
N. involucrate 15.1 [70]
N. mahanensis 6.5 [46]
N. betonicifolia 6.0 [58]
N. saccharata 12.9 [58]
N. daenensis 11.4 [75]
N. ucrainica ssp. 39.7 [77]
Valensen N. fissa 6.6 [65]
Elemol N. sintenisii 16.1 [57]
N. haussknechtii 11.4 [35]
Bisiklogermakren N. macrosiphon 5.7 [78]
N. bracteata 11.4 [42]
N. daenensis 9.6 [75]
Germakren D-4-o0l N. oxyodonta 6.8 [74]
Spatulenol N. depauperata 31.8 [73]
N. oxyodonta 8.5 [74]
N. macrosiphon 14.1 [78]
N. makuensis 9.0 [79]
N. bracteata 14.0 [42]
N. heliotropifolia 83 [63]
a-Kadinol N. depauperata 54 [73]
N. macrosiphon 5.0 [78]
a-Muurolen N. macrosiphon 6.0 [78]
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Tablo 2.4. Ucucu yag kemotipi diger terpenoitler olan Iran Nepeta tiirleri (devam)

Bilesenler Tiirler Derisim (%) Kaynaklar
Karyofillen oksit N. fissa 12.3 [65]
N. depauperata 10.3 [73]
N. oxyodonta 5.3 [74]
N. satureioides 6.4 [72]
N. macrosiphon 8.1 [78]
N. glomerulosa 8.0 [76]
N. mirzayanii 7.8 [42]
N. bracteata 12.3 [42]
N. heliotropifolia 14.2 [63]
Viridiflorol N. makuensis 17.5 [79]
(Z,E)-Farnesol N. satureioides 14.7 [72]

2.6. Ucucu Yaglar

Ucgucu yag, bitkilerin veya bitkisel kaynaklarin, kok, govde, yaprak, meyve,
kabuk, cicek gibi kisimlarindan ¢esitli yontemlerle elde edilen, oda sicakliginda sivi
halde olan, bazen donabilen, kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik
sar1 renkli, ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir. Agikta birakildiklarinda,
oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden "ugucu yag", eter gibi ugucu
olduklarindan "eterik yag"; giizel kokulu olmalar1 ve parfiimeride kullanilmalari
nedeniyle "esansiyel yag" gibi isimlerle anilirlar [80, 81]. Ugucu yaglari, bitkilerin
aroma maddeleri olup uzun yillardan beri degisik amaglara yonelik, 6zellikle bilimsel
ve ticari olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlarinin basinda

kozmetik, ilag, gida sanayi, dis¢ilik, agiz bakim {riinleri, parfiimeri, boyacilik,

aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir [81, 82].

Ucucu yaglar bitkilerden cesitli destilasyon yontemleriyle elde edilmekteditler.
Oda sicakliginda sividirlar ve kolayca buharlasmaktadirlar. Ugucu yaglar, cogu zaman

eterik yag ya da esans olarakta adlandirilmaktadirlar [83].

Ucucu vyaglar genellikle renksizdirler, fakat wuzun siire bekletilirse
oksitlenebildikleri ve reginelesebildikleri i¢in renkleri koyulasir. Bu nedenle sogukta
ve koyu renkli siselerde saklanmalidir. Suda az, organik ¢oziiciiler ve yaglarda
kolaylikla ¢oziiniirler. Sulu etanolde ¢oziinebilme Ozellikleri ile ugucu yaglar sabit
yaglardan ayrilirlar. Yogunluklari ise karanfil ve tar¢in yaglar1 disinda sudan daha

azdir. Ayrica kirilma indisleri yiliksek ve optikge aktiftirler [84, 85].
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Ugucu yaglarin biiylik bir kismi parfiimeride koku verici madde olarak
degerlendirilirken, gida sanayinde de tat verici olarak kullanilmaktadir. Baharatin
besinlere verdigi tat ve koku disinda baharatta bulunan ugucu yagdan ileri gelen
koruyucu bir etkisi vardir. Ugucu yaglarin antiseptik 6zelligi bakterilerin iremesini

yavaslatmakta ve besinlerin bozulmasini geciktirmektedir [86].

2.7. Ucucu Yaglarin Bilesimi

Ucucu yaglar, terpenik hidrokarbonlar (alifatik, monosiklik, bisiklik ve
seskiterpen) ve bunlarin oksijenli tiirevlerinin (alkol, aldehit, keton) karigimidir.
Terpenik maddelerden oksijensiz olanlar ¢ogunlukla kolay ugucudurlar ve ugucu

yaglar oldukga diisiik derecelerde bile siv1 halde kalirlar [83].

Terpenler, izopren (CsHs) birimlerine bdliinebilen dogal {iriinler olarak
tanimlanmaktadir ve karbon sayisina gore isimlendirilirler. Hemiterpenler (CsHs) bir
izopren Unitesinden, monoterpenler (CioHie) iki izopren iinitesinden, seskiterpenler
(CisH24) 1ic izopren iinitesinden, diterpenler (C2oHs2) dort izopren iinitesinden,
triterpenler (CsoHa4s) alti izopren lnitesinden meydana gelirler. Ucgucu yaglarin

bilesiminde daha ¢ok mono ve seskiterpenler yer alirlar [87].

Terpenoitler izopren birimlerinin sayisina gore siniflandirilirlar (Tablo 2.5).
Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan “Izopren Kuralma” gore biitiin terpenik
bilesiklerin karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin

birlesmesiyle olusmustur [81].

Tablo 2.5. Terpenlerin siniflandirilmasi

Izopren sayis1  Karbon sayist Smifi
1 5 Hemiterpenler
2 10 Monoterpenler
3 15 Seskiterpenler
4 20 Diterpenler
5 25 Sesterpenler
6 30 Triterpenler
8 40 Tetraterpenler (Karotenoitler)
n (5C)n Politerpenler
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Ayrica, terpenler fiziksel 6zelliklerine gore iki gruba ayrilabilirler:

1. Ugucu terpenler: Subuhari ile siirliklenebilen kiiciik molekiillii

monoterpenler ve bazi seskiterpenler.

2. Ucucu olmayan terpenler: Biiyiikk molekiillii seskiterpenler, diterpenler,

triterpenler ve politerpenler.

Terpenler, kurutularak toz edilmis bitkiden degisen polaritedeki ¢oziiciilerle
tilkketilerek hazirlanan 6ziitlerden kromatografik yontemlerle ayrilip saflagtirilirlar.
Genel olarak terpenik yapilar icin apolar ¢oziiciiler kullanilir. Saflastirmada en ¢ok
kullanilan kromatografik yontemler siitun ve preparatif ince tabaka yontemleridir,
silikajel ise en ¢ok kullanilan adsorbandir. Ugucu olan ya da ugucu tiirevleri haline
getirilebilen ve miktar1 az olan terpenlerin taninmalarinda gaz kromatografi yontemi
de kullanilabilir. Karotenoit bilesikler ve bazi lakton yapisindaki terpenler kolayca
bozulduklarindan tiiketme ve saflastirma ¢alismalar1 6zel sartlarda (sogukta, inert

atmosferde, 1siktan korunarak) dikkatlice yapilmalidir [85, 88].

2.8. Oksidasyon ve Antioksidan Aktivite

Oksidasyon yani yiikseltgenme, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron
vermesi prosesidir. Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiiksek olan madde
ylukseltgenirken digeri indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipidler, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in

zararlt olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir. Bu durum yaygin olarak

“Oksidatif Stres” seklinde ifade edilmektedir [89, 90].

Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir. Hiicrenin
normal solunumu sirasinda yan iiriin olarak olusan bu reaktif oksijen ve azot tiirleri
radikalik ve radikalik olmayan tiirleri icermektedir. Radikalik oksijen tiirlerine,
stiperoksit anyon (“O2°), hidroksil ((OH), peroksit ((OOH) ve alkoksi (‘OR) radikalleri;
azot tiirlerine, azot oksit (‘ON) radikalleri 6rnek verilebilir. Radikalik olmayan oksijen
tiirlerine hidrojen peroksit (H202), ozon (O3) ve singlet oksijen ('Ag '02); azot tiirlerine
ise, nitroz asit (HNO2), nitrozil katyonu (NO™) ve nitroksi anyonu (NO~) 6rnek olarak
verilebilir. Bu serbest radikallerin yani sira tiyol radikalleri (*SR) ve karbon merkezli

radikallerde mevcuttur [90, 91].
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Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda degisik vesilelerle
bulunabilirler. Bazilar1 biyokimyasal dongii icerisinde olmamasi1 gereken kimyasal
reaksiyonlar neticesinde olusur. Ornegin; siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi
biyomolekiillerin (adrenalin, dopamin, tetrahidrofolat ile mitokondrial ve sitokrom
P450 elektron transport zincirlerinin bazi bilesikleri) Oz tarafindan dogrudan
oksidasyonuyla artabilir [92, 93]. Yiyecek ve iceceklerin ¢esitli hastaliklara karsi etkili
olmasinin, bu yiyecek iceceklerde bulunan vitamin C, vitamin E, a-tokoferol, -
karoten ve fenolik bilesiklerden kaynaklandig: bilinmektedir [94, 95]. Canl1 sistemde,
normal metabolik siire¢ icerisinde bu reaktif radikal tiirleri, ya diyetle alinan
antioksidanlarla (Askorbik asit) ya da endogenaz enzimlerle (Siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalaz) giderilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar,
antioksidantlarin, hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden korudugunu

gostermistir [90, 96].

Gidalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, sekonder
potansiyel toksik bilesiklerin olusumuyla besin kalitesini ve gilivenilirligini diigiirerek
tat ve koku bozunumundan sorumludur. Antioksidanlarin ilavesi besinlerin lezzetini,
rengini korumak ve vitaminlerin yikimmi engellemek icin gereklidir. Gidalarin
korunumunda kullanilan ¢ogu yaygin sentetik antioksidanlar biitillenmis hidroksi
anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve ter-biitil
hidrokinon (TBHQ)’dur. Gidalarda dogal antioksidan olarak tokoferoller de kullanilir.
Raporlarin BHT ve BHA gibi sentetik antioksidanlarin toksik oldugunu gostermesi ve
tiikketicinin gida katki maddelerinin gilivenilirligi hakkinda bilingliliginin artmasi
nedeniyle; diisiik etkisi, yiiksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternetif,

dogal ve giivenilir daha fazla gida antioksidanlarinin tanimlanmasi gerekmistir [97,

98].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Bitkisel Materyaller
Bu tez ¢alismasinda degerlendirilen endemik iki Nepeta tiirii asagida belirtilen

tarih ve lokasyonlarda dogal ortamlarindan toplandi:

1. Nepeta nuda L. subsp. glandulifera Hub.-Mor.&Davis. Kuyucak
bolgesi, Derebucak Kasabasi, Beysehir-Konya, 1800 m, 10 Haziran
2014, 37°20° 36.9”K 31° 32’ 15.7”D (Herbaryum No: MUH5200).

2. Nepeta cadmea Boiss. Isparta-Barla-Senirkent karayolu 50.-60. km yol
kenari, 952 m, 10 Temmuz 2014, 38° 06’ 53.5”K 30° 50’ 17.9”D
(Herbaryum No: MUHS5201).

Bitkinin taksonomik tanimlamasi Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dali Ogretim elemani Uzman Dr.
Olcay CEYLAN tarafindan yapildi. Bitkinin toprak {istii kisimlar1 (Bitkinin ¢igek, dal
ve yapraklarin1 kapsayan ve toprak iistiinde kalan kisimlari) gélgede kurutulduktan
sonra ugucu yaglarin éziitlenmesinde kullanilmak {izere blendir ile pargalanarak kiigiik

tane boyutuna getirildi.
3.2. Yontemler

3.2.1. Bitki Ucucu Yaglarinin Elde Edilmesi

Golgede kurutularak belli tane boyutuna parcalanmis olan her bir bitkinin
toprak Ustli kisimlarinin 300 grami Clevenger tipi aparat kullanilarak yaklasik 5 saat
hidrodestilasyona tabi tutuldu. Elde edilen ugucu yaglar susuz sodyum siilfat {izerinde
kurutularak siiziildii ve analiz edilinceye kadar +4 °C’de saklandi [99]. Daha sonra bu
ucucu yaglardan ¢oziicii olarak mutlak etil alkol kullanilmak suretiyle 2 mg/ml

derisimde stok ¢ozeltiler hazirlandi ve tiim aktivite testlerinde hazirlanan bu ¢ozeltiler

kullanildi.

3.2.2. Bitki Ucucu Yaglarimin Kimyasal Karakterizasyonu

Ugucu yag analizleri GC-FID ve GC-MS’de teknikleri kullanilarak
gerceklestirildi. GC-MS analizleri Agilent 7890 A baglanmis bir Agilent 5975 GC-
MSD sistemiyle yapildi. Kolon olarak HP-Innovax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25
um film kalinlig1) ve tasiyici gaz olarak 1.2 ml/dk akis hizinda helyum kullanildi. GC
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firin sicaklig1 10 dk boyunca 220 °C’de sabit tutuldu ve dakikada 4 °C artacak sekilde
220 °C’ye programlandi. Bu sicaklikta 10 dk bekletildikten sonra dakikada 1 °C
artacak sekilde 240 °C’ye ulagildi. 40:1 split oran1 kullanildi. Enjektor sicakligi 250
°C’ye ayarland1 ve kiitle spektrumlar1 70 eV’ta kaydedildi. Kiitle aralig1 35-450 m/z
olarak ayarlandi. GC-FID analizi Agilent 7693A model otomatik ornekleyici
kullanilarak es zamanli otomatik enjeksiyonla gerceklestirildi. n-heksan ile

seyreltilmis ugucu yag (1 ul) GC-MS sistemine enjekte edildi [100].

GC analizleri Agilent 7890A GC sistemi kullanilarak gerceklestirildi. GC-MS
ile ayn1 eliisyon sartlarini saglamak i¢in ayni kolon ve ayni sartlar kullanilarak es
zamanli enjeksiyon yapildi. FID sicaklignt 300 °C’ye ayarlandi. Ucgucu yag
bilesenlerinin tanimlanmas: ayni deney sartlar1 altinda Cs-C3o n-alkanlarin
enjeksiyonu ile elde edilen alikonma siirelerine bagl olarak tanimlandi. Ayrica
bilesenleri tam olarak tanimlanmasinda, NIST 05 ve Wiley 8 kiitiiphane verilerinden
elde edilen kiitle spektrumlari, saf maddelerden elde edilen kendimizin olusturdugu

MS kiitiiphane verileri ve bilinen ugucu yag bilesenlerinin karsilastirilmasi teknikleri

de kullanild1 [100].
3.2.3. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

3.2.3.1. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi
Bitki ugucu yaglarimin toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde
literatiirde siklikla tercih edilen PB-karoten renk acilim ve fosfomolibdenyum

yontemleri kullanilda.

3.2.3.1.1. p-Karoten Renk A¢ilim Yontemi

Bitki ugucu yaglarinin (6rnekler) toplam antioksidan aktivitesi, oncelikli olarak
linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien hidroperoksitlerin ve ugucu
organik bilesiklerinin inhibisyonunun 6lgiilmesine dayanan B-karoten renk agilim
testiyle belirlendi [101]. B-karoten ¢ozeltisi, 0.5 mg B-karotenin 1 ml kloroformda
¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 25 pl linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave
edildi. Kloroform doner buharlastiricida ugurulduktan sonra 100 ml hava gegirilmis
safsu ile karistirildi. Bu emiilsiyonunun 2.5 mililitresi 6rneklerin 0.5 mililitresine ilave
edildi. Kontrol i¢in test tiipiine 6ziit yerine 0.5 ml etil alkol konuldu. Emiilsiyon test

tiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japan)
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kullanilarak 490 nm’deki baglangic absorbans Ol¢iimleri yapildi. Tipler 50 °C’de
inkiibasyona birakildi. B-karotenin rengi kayboluncaya kadar inkiibasyona devam
edildi (120 dakika). B-karoten renk agilim orani (R), 1 esitligine gore hesaplandi:

R =In (a/b)/t (1)

Burada; In= dogal logaritma, a= baslangi¢ absorbansi, b= 120 dakika
inkiibasyondan sonraki absorbansi ifade etmektedir.

Toplam antioksidan aktivite (TAA) ise 2 esitligine gore hesaplandi:

TAA = [(Rkontrol — Rémek) / Rkontrol] X 100 (2)

3.2.3.1.2. Fosfomolibdenyum Y 6ntemi

Icerisinde 6rnek ¢ozeltisi (0.1 ml) bulunan test tiiplerine 3 ml reaktif ¢ozeltisi
(0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) ilave edildi.
Test tiipleri 95 °C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar sogutuldu
ve kore karst (kor, 3 ml reaktif ¢cozelti ve 0.1 ml etil alkol icermektedir) 695 nm’deki
absorbans 6lciimleri yapildi [102]. Orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri troloks

esdeger (TEs) olarak hesaplandi.
3.2.3.2. Serbest Radikal Siipiiriim Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.3.2.1. DPPH Radikal Siipiiriim Testi

Orneklerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi [103]. Icerisinde drnek ¢dzeltisi (1 ml)
bulunan test tiiplerine metanolde hazirlanmis DPPH c¢ozeltisi (1 ml, 0.4 mM) ilave
edildi. Kontrol igin test tiipiine drnek yerine 1 ml etil alkol konuldu. Ornekler oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’deki
absorbans Sl¢iimleri yapildi. Orneklerin DPPH radikali siipiiriim aktiviteleri troloks

esdeger olarak hesaplandi.

3.2.3.2.2. ABTS Katyon Radikal Siipiiriim Testi

Bu testte ABTS" katyon radikali, 7.4 mM ABTS ¢ozeltisi ile 2.45 mM
potasyum persiilfat ¢ozeltisinin tepkimesiyle elde edildi. Bu karisiminin 12-16 saat
karanlikta bekletilerek aktif radikal olusmasi saglandi. Deneyden dnce ABTS katyon
radikal c¢ozeltisi, 734 nm’de absorbansi 1.381+0.020 olacak sekilde metanol ile
seyreltildi. Igerisinde ornek ¢ozeltisi (1 ml) bulunan test tiiplerine seyreltilen bu

ABTS-" katyon radikal ¢ozeltisi (2 ml) ilave edildi. Kontrol igin test tiiplerine 6rnek
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yerine 1 ml etil alkol konuldu. Ornekler oda sicakhiginda ve karanlikta 30 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra 734 nm’deki absorbans 6l¢timleri yapildi [104, 105].
Orneklerin ABTS katyon radikali siipiiriim aktiviteleri troloks esdeger olarak

hesaplandi.
3.2.3.3. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

3.2.3.3.1. CUPRAC Testi

Orneklerin Cu**/Cu” indirgeme potansiyelleri literatiirde belirtilen CUPRAC
yontemiyle analiz edildi [100, 106]. igerisinde 6rnek ¢ozeltisi (0.5 ml) bulunan test
tiiplerine sirastyla; CuClz (1 ml, 10 mM), amonyum asetat (1 ml, 1 M, pH:7.0) ve
neokuproin (1 ml, 7.5 mM) ¢ozeltileri eklendi. Tiipler agizlar1 kapali bir bigcimde oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra 450 nm’deki absorbans
olciimleri yapildi. Orneklerin CUPRAC indirgeme potansiyelleri troloks esdeger

olarak hesaplandi.

3.2.3.3.2. FRAP Testi

Orneklerin Fe**/Fe** indirgeme potansiyelleri FRAP ydntemiyle belirlendi
[105]. Asetat tamponu (0.3 M, pH: 3.6), 40 mM HCI i¢inde hazirlanan 2,4,6-tris(2-
pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (10 mM) ve FeCls (20 mM) ¢ozeltilerinin hacimee 10:1:1
oraninda karistirilmasi ile olusturulan FRAP reaktifi (2 ml), igerisinde 6rnek ¢ozeltisi
(0.1 ml) bulunan test tiiplerine eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Karisimlarm 593 nm’deki absorbans &lgiimleri yapildi. Orneklerin FRAP

indirgeme potansiyelleri troloks esdeger olarak hesaplandi.

3.2.3.4. Metal Selatlama Kapasitenin Belirlenmesi

Orneklerin Fe?* iyonlarini selatlama kapasiteleri ferrozin yontemiyle belirlendi
[100, 105]. igerisinde &rnek ¢ozeltisi (2 ml) bulunan test tiiplerine FeClz (0.05 ml, 2
mM) cozeltisi ilave edildi. Tepkime ferrozin (0.2 ml, 5 mM) ilavesiyle baslatild1.
Karisim karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.
Ferrozin yerine etil alkol (0.2 ml) kullanilarak herbir 6rnek i¢in kor numune hazirlandi.
Daha sonra hem kor hem de orneklerin 562 nm’deki absorbans Ol¢limleri yapildi.
Orneklerin selatlama kapasiteleri drnekler igin dl¢iilen absorbans degerlerinden her bir
ornek i¢in hazirlanan kor karisima ait absorbans degerleri ¢ikartilarak etilendiamin

tetra asetik asit disodyum (EDTA) tuzu esdeger olarak hesaplandi ( EDTAEs).
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3.2.3.5. Istatistiksel Analizler

Biitiin testler ii¢ tekrarli deneyler yapilarak gergeklestirildi ve sonugclar ii¢
tekrarli deneylerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verildi. Ugucu yaglarin -
karoten renk acilim testiyle yapilan toplam antioksidan aktivite analiz sonuglari
arasindaki anlamlilik testleri SPSS v22. programi kullanilarak ANOVA varyans
analizi yardimiyla %99 giiven aralifi sec¢ilmek suretiyle (a=0.01) Tukey testiyle
belirlendi. Diger tiim analiz sonuglar1 arasindaki anlamlilik testleri ise, yine SPSS v22.
programi kullanilarak %99 giiven aralig1 secilmek suretiyle (a=0.01) Student’s t-
testiyle belirlendi. Sekiller tizerindeki tistel kiigiik harfler (a,b gibi), ugucu yaglarin

aktiviteleri arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ucucu Yaglarin Kimyasal I¢eriginin Belirlenmesi

Her iki bitkinin toprak tstii kisimlarinin hidrodestilasyon yontemiyle elde
edilen ugucu yaglarinin kimyasal bilesimlerinin aydinlatilmasinda GC ve GC-MS
kullanilmigtir. Ugucu yaglardaki her bir bilesenin kantitatif miktari, GC
spektrumundaki o bilesenin kapladigi alanin toplam alana oraniyla hesaplanmistir.
Bilesenlerin aydinlatilmasinda ise; hem orijinal orneklerin GC piklerinin
cakigtirtlmasiyla hem de Cs-Cso alifatik hidrokarbonlarin ayn1 GC kolonunda ayni
sartlarda yiiriitiilmesiyle elde edilen alikonma siirelerine bagli olarak her bir bilesen
icin hesaplanan Kovats indeksi (KI) degerlerinin kiyaslanmasiyla belirlendi. Sonuglar

Cizelge 4.1°de verildi.

Nepeta nuda subsp. glandulifera ve N. cadmea bitkilerinin hidrodestilasyonla

elde edilen ucucu yag verimleri sirasiyla; %0.56 ve %0.99 olarak tespit edildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda, Celik ve ark. [4] tarafindan N. cadmea ugucu
yag verimi %2.10 olarak bildirilmistir. Ayrica, Baser ve ark. [17] yine N. cadmea
ucucu yag verimlerini toplandiklar1 bolgelere gore Antalya-Glindogmus, Mugla-
Koycegiz, Konya-Hadim ve Antalya-Kemer i¢in sirasiyla; %0.45, %0.71, %0.41 ve

%0.54 olarak rapor etmislerdir.

N. cadmea bitki ugucu yaginda ugucucu yagin %95.29’una karsilik gelen
toplam 10 bilesen tespit edildi (Tablo 4.1). Ana bilesen olarak Sekil 4.1’de kimyasal
yapilart verilen 4af,7a,7ap-nepetalakton (%70.94), B-karyofillen (%6.29) ve linalool
(%5.87) belirlendi.

HO
\)4/\)\
4al3,70,7aB-Nepetalakton B-Karyofillen Linalool

Sekil 4.1. N. cadmea ugucu yag1 ana bilesenleri

Celik ve ark. [4], Denizli ili Honaz dagindan topladiklart N. cadmea bitkisi
ucucu yaginda nepetalakton (%81.6), karyofillen (%3.71) ve germakren D (%3.25)’yi
ana bilesenler olarak rapor etmislerdir. Bir diger ¢alismada ise, Baser ve ark. [17]
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tarafindan Tiirkiye’nin farkli lokalitelerinden toplanan N. cadmea ugucu yaglarinda da
%21.7-78.6 oraninda 4aa-7a-7ao-nepetalakton ana bilesen olarak rapor edilmistir.
Dolayisiyla bu calismada N. cadmea i¢in elde edilen ugucu yag sonuglarinin literatiir

verileriyle uyum iginde oldugu sdylenebilir.

Ayrica, 4aP,7a,7ap-nepetalakton bilesigi N. asterotricha (%14.8-%18.2) [40,
56], N. bornmuelleri (%64.0) [42], N. sintenisii (%23.4) [57], N. crassifolia (<%?5)
[38,44], N. crispa (%9.2) [46], N. eremophila (%73.3) [46], N. mirzayanii (<%S5) [42],
N. persica (%62.3) [54], N. racemosa (%33.6) [37] ve N. saccharata (%6) [58] bitki
ucucu yaglarinda da ana bilesen olarak tespit edilmistir. Bir bagka ¢aligmada ise, Baser
ve ark. [17], Erzurum ve Kars illerinden topladiklar1 N. racemosa bitki ugucu
yaglarinin 4af,7a,7af-nepetalakton igeriklerinin sirasiyla; %91.50 ve %31.50

oldugunu rapor etmislerdir.

Tablo 4.1. N. cadmea ugucu yaginin kimyasal igerigi (%)

No KI Bilesen Derisim (%)
1 1128 Sabinen 0.73
2 1212 1,8-Sineol 1.18
3 1550 Linalool 5.87
4 1618 B-Karyofillen 6.29
5 1780 v-Kadinen 0.56
6 1856 Kalamenen 2.11
7 2017 4aa,70,7aa-Nepetalakton 3.51
8 2018 Karyofillen oksit 3.90
9 2085 4ap,7a,7ap-Nepetalakton 70.94
10 2256 a-Kadinol 0.20

Toplam 95.29

Nepeta nuda subsp. glandulifera ugucu yaginda ise, ugucu yagin %97.43’line
tekabiil eden toplam 22 bilesen belirlendi. Ugucu yagda, Sekil 4.2°de kimyasal yapilar1
verilen geijeren (%61.02) ve trikosan (%12.64) ana bilesenler olarak tespit edildi.

s, /

Geijeren Trikosan

Sekil 4.2. N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagi ana bilesenleri
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Tablo 4.2. N. nuda subsp. glandulifera ugucu yaginin kimyasal icerigi (%)

No KI Bilesen Derisim (%)
1 1212 1,8-Sineol 1.55
2 1339 Geijeren 61.02
3 1504 Pregeijeren B 0.93
4 1550 Linalool 0.27
5 1593 Pregeijeren 0.88
6 1603 B-Elemen 0.38
7 1618 B-Karyofillen 1.94
8 1624 Mirtenal 0.32
9 1691 a-Humulen 0.42
10 1732 Germakren D 0.82
11 1937 Tetradekanal 0.77
12 1967 iso-Karyofillen oksit 2.06
13 1988 (E)-2-tridekanal 0.34
14 2018 Karyofillen oksit 1.91
15 2076 Viridiflorol 0.36
16 2097 Elemol 1.29
17 2100 Heneikosan 0.37
18 2145 Sapatulenol 0.98
19 2167 Neointermedeol 6.07
20 2213 Trans-Isoosmorhizol 1.62
21 2220 d-Kadinol 0.49
22 2300 Trikosan 12.64
Toplam 97.43

Literatiirde, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagmin kimyasal
karakterizasyonuyla ilgili herhangi bir veri bulunamamistir. Bu nedenle burada bu

bitkiye ait verilen ucucu yag analiz sonuglar1 literatiiriin ilk verileri olma niteligindedir.

Her ne kadar N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagmin kimyasal analizi
lizerine literatiirde bir veriye rastlanamasa da, Nepeta nuda ve bu bitkinin diger
alttiirlerinin ugucu yagiin kimyasal karakterizasyonuyla ilgili veriler bulunmaktadir.
Bu calismalardan ilkinde, Nepeta nuda bitkisi ugucu yaginda 4aa,7p,7aa-nepetalakton
(%18.10), germakren (%15.68), elemol (%14.38), B-karyofillen (%8.81) ve spatulenol
(%6.14) ana bilesenler olarak tesbit edilmistir [18]. Nepeta nuda subsp. nuda bitki
ucucu yaginda, Kilic ve ark. [19] tarafindan kamfor (%23.5), 1,8-sineol (%21),
borneol (%18.77) ve kamfen (%6.50) ana bilesenler olarak belirlenirken; bir baska
calismada ise, ayni bitki ugucu yaginin karyofillen oksit (%21.8), spatulenol (%13.8),
allo-aromadendren (%9.0) ve B-karyofillen (%5.4) bakimindan zengin oldugu rapor
edilmistir [20]. Bununla birlikte, Kokdil ve ark. [29] tarafindan Nepeta nuda ssp.
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albiflora bitkisi heksan ve aseton Oziitlerinin kimyasal karakterizasyonu GC ve GC-
MS ile gerceklestirilmis ve heksan Oziitiinde, 4aa,7a,7aa-nepetalakton, 4aa,7a,7ap-
nepetalakton, 4af,7a,7ap-nepetalakton, 4af,7a,7aca-nepetalakton, 4aa,7p,7ap-
nepetalakton, 3a-hidroksi-4aa,7a0,7ac-nepetalakton gibi nepetalakton tiirevleri; aseton
Oziintiinde 1ise, dimerik 5,9-dehidronepetalakton, 4aa,7a,7af-nepetalakton, 3a-
hidroksi-4aa,7a,7aa-nepetalakton, karyofillen oksit, 1,5,9-epideoksiloganik asit,
oleanolik asit, ursolik asit, betulinik asit ve sitosterol-3B-glukosit gibi farkli bilesikleri
karakterize etmislerdir. Ayrica, N. nuda subsp. albiflora bitkisinin ugucu yaginin
Liibnan’in Laklok dagindan toplanan 6rnekte B-bisabolen (%11.8), pulegon (%10.8),
(E,Z)-nepetalakton (%8.0), (E)-B-farnesen (%7.1) ve karyofillen oksit (%6.9);
Tannourine sedir ormanlarindan toplanan 6rnekte ise, heksadekanoik asit (%10.1), B-
bisabolen (%?7.8), karyofillen oksit (%7.3), pulegon (%7.2) ve (E,Z)-nepetalakton
(%4.4) ana bilesenler olarak tespit edilmistir [22]. Diger ¢alismada ise, yine N. nuda
subsp. albiflora bitkisi ugucu yaginda ana bilesenler olarak Alim ve ark. [21]
tarafindan trans-karyofillen (%23.9), isopulegon (%12.6), cis-sabinol (%10.1) ve -
pinen (%10.0); [23] tarafindan 4aa,7a,70,B-nepetalakton (%74.27) ve trans-10-metil-
2-dekalon (%10.09) rapor edilmistir.

Yukaridaki literatiir verilerinden de goriilecegi tizere, bu ¢alismada
degerlendirilen N. nuda subsp. glandulifera bitkisi ugucu yagi igerikleri diger N. nuda
alttlirlerinin ugucu yag verileriyle benzerlik gostermemektedir. Dahasi, N. nuda subsp.
glandulifera ugucu yag icerigi, tim Nepeta tiirleri ugucu yaglari kemotiplerinden farkl

ve yeni bir Geijeren kemotipi olarak nitelendirilebilir.

Yapilan literatiir arastirmas1 sonucunda, N. nuda subsp. glandulifera bitkisi
ucucu yagmin ana bilesenlerinden biri olan geijeren, Boenninghausenia albiflora
[107], Chloroxylon swietenia [108, 109],  Chromolaena odorata [110-112],
Dictamnus dasycarpus [113], Eupatorium odoratum [114], Geijera parviflora [115],
Lallemantia peltata [116], Melicope polybotrya [117], Momordica charantia [118],
Pimpinella isaurica subsp. isaurica [119], Pimpinella deverroides [120], Pimpinella
puberula [121], Pimpinella tragium subsp. glauca [122], Pleiospermium alatum
[123], Ruta chalepensis [124], Ruta graveolens [125, 126], Scaligeria tripartita [127]
ve Tephrosia egregia [128] gibi farkl tiirlerin ugucu yaglarinda da ana bilesenler

arasinda tespit edilmistir.
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4.2. Ucucu Yaglarin Metal Selatlama Kapasitelerinin Belirlenmesi
Gegis metallerinin (Fe*" ve Cu®" gibi) asagidaki Fenton (1) ve Haber-Weiss (2)

tepkimeleri geregi radikal olusumlarini katalitik olarak baslattig1 bilinmektedir.
Fe?" + H,02 — Fe’* + OH' + OH™ (Fenton tepkimesi) (1)
H202 + 02" — OH' + OH™ + Oz (Haber-Weiss tepkimesi) 2)

Dolayisiyla radikal olusum mekanizmalarinin engellenebilmesi i¢in bu gecis
metallerinin bloke edilmesi oldukca 6nemlidir. Selatlama yetenegine sahip reaktifler
canli sistemde gecis metallerini stabilize edebilirler ve radikallerin olusumunu inhibe
ederler. Bunun dogal sonucu olarak serbest radikallerin neden oldugu zararlar1 en aza

indirmis olurlar [104, 129].

Ugucu yaglarmn antioksidan aktivitelerini daha iyi degerlendirebilmek igin Fe*"
iyonlarin selatlama yetenekleri de belirlendi. Bu yontemin temelini Fe(II) iyonlarinin
ferrozin molekiiliiyle olan kompleks olusum tepkimesini ugucu yag icerisindeki ilgili
selatlayici maddelerin ne derece inhibe ettigi olusturmaktadir (Sekil 4.3). Yani, 6ziit
icerisinde ne kadar ¢ok selatlayic1 ajan varsa Fe(Il)-ferrozin kompleks olusumu o

kadar az olacaktir.
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Sekil 4.3. Fe(Il)-ferrozin kompleks olusum tepkimesi

Coziicii oziitlerinin Fe (II) iyonlarini selatlama kapasiteleri EDTA esdeger

olarak hesaplandi. Sekil 4.4 incelendiginde, N. cadmea ugucu yaginin (25.81 mg
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EDTAEs/g yag) onemli derecede selatlama kapasitesine sahip oldugu goriiliirken,
bunun aksine N. nuda subsp. glandulifera ugucu yaginin ise selatlama kapasitesinin

olmadigi tespit edildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda hem bu calismada degerlendirilen hem de
diger Nepeta tiirlerinin metal selatlama kapasiteleri ile ilgili herhangi bir veriye
rastlanamadigindan,  burada  elde edilen  sonuglar literatiir  veriyle

karsilagtirilamamustir.
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Sekil 4.4. Ugucu yaglarin metal selatlama ve toplam antioksidan kapasiteleri

4.3. Ugucu Yaglarin Toplam Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi
Bitkilerin ugucu yaglarinin toplam antioksidan aktiviteleri literatiirde siklikla

kullanilan fosfomolibdenyum ve B-karoten renk agilim testleriyle belirlendi.

Bu testlerden ilki olan fosfomolibdenyum yontemi, fosfomolibdenyum reaktifi
icerisinde bulunan Mo (VI) iyonlarinin ugucu yag icerisindeki antioksidan tiirler
varliginda Mo (V) iyonlarina indirgenmesi ve bu tiirtin de 695 nm’de spektroskopik

olarak takip edilmesiyle gergeklestirilir [10, 104].

Ucgucu yaglarin fosfomolibdenyum yontemiyle belirlenen toplam antioksidan
aktiviteleri troloks esdeger (TEs) hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.4’te verildi. Metal

selatlama testinin aksine, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagmin (13.40 mmol
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TEs/g ucucu yag) bu test sitemindeki toplam antioksidan aktivitesinin N. cadmea
ucucu yagmin (3.25 mmol TEs/g ugucu yag) gosterdigi aktivitenin yaklasik 4 kati
oldugu tespit edildi (p<0.01).

Bitki ugucu yaglarinin toplam antioksidan aktiviteleri, bir diger yontem olan ve
B-karoten-linoleik asit model sistemi olarak ta bilinen B-karoten renk agilim testiyle de
belirlendi. Bu sistem, linoleik asidin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit iirlinlerinin
B-karotenin karakteristik sar1 rengini tepkime vererek gidermesi ve bu renk
gideriminin spektroskopik olarak takip edilmesi temeline baglidir. Sistemde
antioksidanlarin bulunmasi ya da sisteme antioksidan igerikli ugucu yaglarin ilave
edilmesi, linoleik asitten olusan peroksit iiriinlerinin bu antioksidanlarla noétralize
edilmesini saglar ve bunun sonucu olarak da B-karotenin karakteristik sar1 rengi
korunmus olur. Dolayisiyla inkiibasyon sonunda 490 nm’de ilgili tiiriin daha yiiksek
absorbans degerine sahip olmasi daha yiiksek antioksidan aktivite gdsterdigi anlamina
gelmektedir [85]. Ugucu yaglarin bu test sistemiyle yapilan ve 2 mg/ml derisimdeki

toplam antioksidan aktivite sonuclar1 Sekil 4.5°te verildi.

Bu test sisteminde 2 mg/ml derisimde, N. nuda subsp. glandulifera ugucu
yaginin (%79.43) toplam antioksidan aktivitesinin N. cadmea ugucu yaginin (%26.27)
aktivitesinden daha yiiksek olmasina ragmen; standart antioksidanlar olan troloks
(%90.86), BHT (%91.49) ve BHA ninkinden (%99.46) daha diisiik oldugu tespit
edildi (p<0.01).
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Sekil 4.5. Ugucu yaglarin B-karoten testindeki toplam antioksidan aktiviteleri (%)
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Literatiirde, hem N. cadmea hem de N. nuda subsp. glandulifera ugucu
yaglarinin toplam antioksidan aktivitesiyle ilgili bir veri bulunmamaktadir. Sadece N.
nuda alt tiirii olan N. nuda subsp. albiflora bitkisi ugucu yaginin B-karoten-lineloik
model sistemle yapilan toplam antioksidan aktivite testinde, 2 mg/ml derisimde %24
inhibisyon gosterdigi rapor edilmistir [21]. Ayrica bir diger ¢alismada, Pandey ve ark.
[34], N. hindostana ugucu yagmin (60 pl ugucu yagi) S-karoren renk agilim testinde
%80.7 antioksidan aktivite (ICso = 8 pl) sergiledigini belirmiglerdir. Bu tez
calismasinda degerlendirilen bitkilerin ugucu yaglarinin -karoten renk ac¢ilim testinde
elde edilen aktivite sonuclariyla literatiir verilerinin uyum iginde oldugu

goriilmektedir.

4.4. Ucucu Yaglarin Radikal Siipiiriim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bitkilerin ugucu yaglarinin radikal siipiliriim aktiviteleri, literatiirde siklikla
uygulanan ve 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) katyon radikali
(ABTS) ve 1,1-difenil-2-pikril hidrazil radikali (DPPH) kullanilarak belirlendi. Her iki
test sistemiyle yapilan analiz sonuclar1 standart antioksidan olan troloks esdeger olarak

hesaplandi.

Bitki ugucu yaglarinin serbest radikal siiplirim aktiviteleri dncelikli olarak oda
sicakliginda oldukca kararli 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalinin
metil alkolde hazirlanmis ¢ozeltisi kullanilarak belirlendi. 517°nm de dalga boyu
maksimumuna sahip olan DPPH radikali, Sekil 4.6’daki tepkime geregi kararl
diamagnetik bir molekiil olabilmek i¢in antioksidan molekiillerden bir elektron ya da
hidrojen radikalini kolaylikla alabilmektedir. Bu nedenle antioksidanlarin DPPH
radikal giderimi iizerine etkisinin, onlarin hidrojen verebilme yeteneklerinden

kaynaklandig1 diistintilmektedir [129, 130].
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Sekil 4.6. DPPH radikal siipiiriim mekanizmasi
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Bitki ugucu yaglarinin ayrica ABTS katyon radikali riizerine siipiirim
aktiviteleri de aragtirildi. ABTS katyon radikali ticari olarak satilmadigindan dncelikle
ABTS molekiilii ile potasyum persiilfatin tepkimesi sonucu elde edildi ve testlerde bu
sekliyle kullanildi (Sekil 4.7). Bu radikal 734 nm’de dalga boyu maksimumuna
sahiptir ve Sekil 4.7°deki tepkime geregi bir antioksidan varli§inda bir elektron alarak

ABTS molekiiliine doniismektedir [104].
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Sekil 4.7. ABTS radikal katyon olusumu ve siipiiriim mekanizmasi

Sekil 4.8’de agikca goriildiigli gibi, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagi
(2.02 mg TEs/g ugucu yag), DPPH raikali {izerinde belirli bir siipiiriim aktiviteye sahip
olmasimin tam tersine N. cadmea ugucu yaginin bu radikal iizerine herhangi bir
aktivitesinin bulunmadig: tespit edildi. ABTS katyon radikali {izerine ise, N. nuda
subsp. glandulifera ugucu yaginin (63.70 mg TEs/g ugucu yag) N. cadmea ugucu
yagina (7.46 mg TEs/g ugucu yag) oranla yaklasik 9 kat daha fazla siipiiriim gosterdigi
belirlendi (p<0.01).

Yapilan literatiir arastirmalarinda her iki bitki ugucu yaglarinin radikal
stiptirim aktiviteleriyle ilgili bir veri bulunmamaktadir. Fakat yapilan bir ¢alismada,
N. nuda subsp. albiflora ugucu yaginin DPPH radikali iizerine herhangi bir siipiirim
aktivitesinin bulunmadig1 [21]; diger ¢alismalarda ise, N. sintenisii [33] ve N.
hindostana [34] ugucu yaglarinin (Sirastyla; ICso= 7.16 mg/ml ve ICso= 8.5 pl) ayni
radikal lizerine belirgin aktiviteye sahip olduklar1 rapor edilmistir. Ancak yukaridaki
calisma sonuglarinin sunumundaki farkliliklar nedeniyle bu tez calismasinda elde

edilen sonuglarin karsilastirilmasi yapilamamustir.
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Sekil 4.8. Ugucu yaglarin radikal siipiiriim aktiviteleri

4.5. Ucucu Yaglarin Indirgeme Giicii Kapasitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan kapasite tayin testlerinden bir digeri de indirgeme giicii kapasite
belirleme yontemleridir. Indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesinde CUPRAC ve
FRAP testlerini igeren iki farkli yontem kullanildi. Sonuglar troloks esdeger olarak

hesaplandi.

Bu yontemlerden ilki, Cu?'/Cu" déniisiimiiniin incelendigi CUPRAC
yontemidir. Ugucu yaglarin bu yontemdeki indirgeme giicii kapasiteleri, ugucu yaglar
igerisindeki indirgenler varliginda Cu?* iyonlarmin Cu* iyonlarma indirgenmesi ve bu
iyonun neokuproin ile yaptig1 bakir(I)-neokuproin kompleksinin spektroskopik olarak

takip edilmesiyle belirlendi (Sekil 4.9).

Cu(II)-neokuprain kompleksi Cu(I)-neokuprain kompleksi
(soluk mavi) (koyu kirmizi)

Sekil 4.9. CUPRAC indirgeme giicii mekanizmasi
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Diger bir indirgeme giicii kapasitesi belirleme yontemi ise, Fe®*/Fe?"

doniislimiinlin arastirildigit FRAP yontemidir. Ugucu yaglarin FRAP yontemdeki
indirgeme giicii kapasiteleri, ugucu yaglar igerisindeki indirgenler varhiginda Fe**
iyonlarinin Fe** iyonlarmna indirgenmesi ve bu iyonun TPTZ molekiilii ile yaptig
Fe(I)-TPTZ kompleksinin spektroskopik olarak takip edilmesiyle belirlendi (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. FRAP indirgeme giicli mekanizmasi

Sekil 4.11°de de agikca goriilecegi tizere, hem CUPRAC hem de FRAP test
sitemlerinde, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yaginin (Sirasiyla; 52.63 ve 32.15
mg TEs/g ugucu yag) N. cadmea ugucu yagina (Sirasiyla; 41.48 ve 16.68 mg TEs/g
ucucu yag) oranla daha yiiksek indirgeme giicii kapasitesine sahip oldugu tespit edildi

(p<0.01).

Literatiirde, hem N. nuda subsp. glandulifera hem de N. cadmea ugucu
yaglarinin indirgeme giicii lizerine higbir veri bulunmamaktadir. Sadece N. sintenisii
ucucu yaginin FRAP testi ile yapilan indirgeme giiciiniin zay1f olduguyla ( ICso= 16.4
mM Fe?*/mg) ilgili bir rapor bulunmaktadir [33]. Sonuglarin sunumundaki farkliliklar
nedeniyle bu tez ¢alismasinda kullanilan ugucu yaglarin indirgeme giicii kapasite

testlerinden elde edilen sonuglar yukaridaki literatiir sonucuyla karsilagtirilamamastir.
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Sekil 4.11. Ugucu yaglarin indirgeme giicii kapasiteleri
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SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, iilkemize endemik iki Nepeta tirii (N. nuda subsp.
glandulifera hem de N. cadmea) ugucu yaglarinin GC ve GC-MS ile kimyasal
karakterizasyonu yapildi. Ayrica bu ugucu yaglarin farkl test sistemleri kullanarak

antioksidan aktiviteleri de belirlendi.

Nepeta nuda subsp. glandulifera ugucu yaginda geijeren, trikosan ve
neointermedeol; N. cadmea ugucu yaginda ise, 4ap,70,7aB-nepetalakton, B-karyofillen

ve linalool ana bilesenler olarak tanimlandi.

Yapilan antioksidan analiz sonuglarindan N. cadmea ugucu yaginin sadece
metal selatlama testinde daha yiiksek aktivite gosterdigi; buna karsin diger tiim
testlerde ise, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yagimin daha yiiksek etkinlige sahip
oldugu goriildii. Bununla birlikte, N. nuda subsp. glandulifera ugucu yaginin Fe(Il)
iyonlar1 lizerine selatlama; N. cadmea ugucu yaginin ise, DPPH radikali {izerine bir
siipiirim aktiviteye sahip olmadigi tespit edildi. Ayrica, ucucu yaglarin radikal
stiptirim aktiviteleri bakimindan DPPH radikalinden ziyade ABTS katyon radikaline;
indirgeme giici kapasiteleri acisindan ise, Fe(Ill) iyonlarindan ziyade Cu(Il)

iyonlarma kars1 daha duyarli olduklar1 goriildii.

Neticede, bu calismadan elde edilen veriler, 6zellikle N. nuda subsp.
glandulifera ugucu yagmin, oksidatif siirecin yonetimi i¢in dogal bir ajan kaynagi

olarak kullanilabilecek 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu agikc¢a gostermektedir.

Her ne kadar bu tez calismasinda degerlendirilen endemik Nepeta tiirlerinin altarnetif
dogal tirlinlerin bir kaynag olarak diisiiniilebilse de, ugucu yaglarin toksik etkilerinin
bulunup bulunmadigina dair toksitite analizleri yapilmadigindan ugucu yaglarin bu
sekilde kullanilmasinin dogru bir yaklasim olmayacagi da aciktir. Bu nedenle,
ozellikle ugucu yaglar iizerinde toksitite analizlerinin ve imkan dahilinde de in vivo
sartlarda, benzer aktivitelere sahip olup-olmadiklarinin arastirilarak sonuglarin birlikte

degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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