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OZET

ORIGANUM VULGARE SUBSP. HIRTUM IETSWAART’ UN DOGAL VE
KULTUR FORMLARINDAN ELDE EDILEN UCUCU YAGLARININ
KiIMYASAL BiLESIMLERI VE ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE
OZELLIKLERi

) Giilden ESEN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dali

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismam Dog. Dr. Ayse Dilek AZAZ)
Balikesir, 2005

Lamiaceae familyas1 Tiirkiye’de 45 cins, 546 tir (730 takson) ile temsil
edilmektedir. Origanum cinsi ise Tiurkiye’de 24 tir ile temsil edilmekte olup
endemizm oran1 % 63 ’tir. Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart alttiiriine ait
omekler Marmara bolgesinde farkh lokalitelerden toplanmig ve Yalova Atatiirk
Bahge Kiltiirleri Merkez Aragtirma Enstitiisi’ nde kiiltiire alinmigtir.  Orneklerin
ugucu yaglan hidrodistilasyonla elde edilerek GC ve GC/MS ile kimyasal bilegimleri
belirlenmigtir. GC/MS analiz sonuglanina gore dogal ve kiiltiir 6rneklerinin ugucu
yaglarinin ana bilegenleri karvakrol (% 7.5 - % 82.9 ve % 5.3 — 85,4) ve timol (% 0.3
- % 60.1 ve % 0.3 -68.0) olarak belirlenmistir. Ugucu yaglann test bakterileri,
Candida albicans ve mikrofunguslar lizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
ancak test edilen ipliksi funguslardan bazilan tzerinde antifungal etki hig
goriilmezken, bazi mikrofunguslar tzerindeki etkinin oldukga dusik oldugu
gozlenmisgtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Origanum vulgare subsp. hirtum/ Lamiaceae/
Ugucu Yag/ GC/MS/ Antibakteriyal Aktivite/ Antifungal Aktivite/ Karvakrol/ Timol
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ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION AND IN VITRO ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF WILD AND CULTIVATED
ORIGANUM VULGARE SUBSP. HIRTUM IETSWAART

Giilden ESEN
Balikesir University, Institute of Science,
Department of Biology

(M. Sc. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Dilek AZAZ)

Balikesir, 2005

The family Lamiaceae is represented by 45 genera, 546 species and 730 taxa
in Turkey. The genus Origanum is represented in Turkey by 24 species, the ratio of
endemism in the genus is 63 %. Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart collected
from different localities in Marmara region and their cultivated forms provided from
Atatirk Central Horticultural Research Institute Yalova / Turkey were subjected to
hydrodistillation to yield essential oils which were subsequently analysed by GC and
GC/MS. The main constituents of the oils were identified and antimicrobial
bioassays were applied. The analyses showed that wild and cultivated Origanum
vulgare subsp. hirtum oils included carvacrol obtained from wild plants and from
cultivars (82.9 -7.5 % and 85.4 - 5.3 % respectively), and included thymol from wild
and from cultivars (60.1-0.3 % and 68.0 - 0.3 % respectively) as main components.
The essential oils showed strong antimicrobial activity against all microorganisms
tested except some microfungi.

}

KEY WORDS: Origanum vulgare subsp. hirtum / Lamiaceae / Essential oil/
GC/MS analysis / Antibacterial activity / Antifungal activity / Carvacrol / Thymol.
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ONsOz

Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart (Istanbul kekigi), uzun yillardan
beri tedavi edici Ozellikleri bilinen ve halk arasinda birgok hastalifin tedavisinde
tercih edilen bir tirdir. Bizde bu 6zelliklerine bilimsel bir 151k tutmak amaciyla,
Marmara Bélgesi’nde yetisen Origanum vuigare subsp. hirtum ugucu yaglarimn
antimikrobiyal ozelliklerini aragtirdik. Bunun yaninda, aym omeklerin kiiltor
formlanm da gahiyma materyalimize ekleyerek bu 6zelliklerini karsilagtirdik.

Caliymammn her kademesinde destek ve yardimlanim esirgemeyen, degerli
elestiri ve fikirleriyle tezimin son halini almasinda biiylk emegi gegen degerli
damgman hocam Dog. Dr. A. Dilek AZAZ’ a sonsuz tegekkiir borgluyum.

Aragtirmam siiresince bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan hocam Sayin
Prof Dr. Giilendam TUMEN’e, GC ve GC/MS analizlerinin yapilmas: ve
yorumlanmasinda biyiik emegi gegen Sayin Prof. Dr. K. Hisnii Can Bager’ e ve
Sayin Yard. Dog. Dr. Mine Kiirkgiioglu’ na, bitkisel materyalin teminini saglayan
Sayin Yiiksek Ziraat Mithendisi Ahmet Tinmaz’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Beni yetigtirip bugiinlere getiren, ¢alismam boyunca destek ve tegviklerini
esirgemeyen degerli aileme de tegekkuri bir borg bilirim.

Balhikesir, 2005 Giilden ESEN



1. GIRIS

Bitkiler, insanoflunun temel besin gereksinmelerini karsilayabilmesi i¢in
gereken primer metabolitlerin (karbonhidrat, protein ve yaglarin) ana kaynagidir. Bu
onemli bilesiklerin disinda odun, seliiloz, zamk, lastik gibi bazi yararh maddeler de
bitkilerden saglanmaktadir. Besin ve enerji saflama gibi yagamsal degerler
tasimakla birlikte, bagta ilag sanayi olmak lizere kimya, besin, kozmetik ve zirai
miicadele sektérlerinde bitkisel dogal tirlinlerden yararlaniimaktadir [1].

Bitkilerden elde edilen dogal tirlinlerin tedavi amaciyla kullanilmasi, bilim
adamlan i¢in uzun zamandan beri ilgi ¢ekici bir ¢alisma alami olmugtur. Bu
maddeler, dnceleri bitkiler tarafindan olusturulan ve higbir iglevi bulunmayan atik
maddeler olarak kabul edilmekteydi. Ancak son zamanlarda bu metabolitlerin bazi
ekolojik iglevlerin gergeklesmesinde 6nemli rol oynadiklari anlasilmigtir [2, 3].

Bitkilerin hastalik tedavi edici 6zellikleri binlerce yil dncesinde insanlarin
ilgisini ¢ekmigtir. Eski Misir, Mezopotamya, Cin ve Hint gibi pek ¢ok uygarlik
hastaliklara kars1 bitkilerden hazirladiklan ilaglar1 kullanmmglardir. 1800’ Lii yillarda
bitkilerden etkili bilegiklerin elde edilmesi, ardindan &zellikle 20.yy’ nin son
¢eyreginde analiz yontemlerinin gelismesiyle igeriklerin saptanmasi ve etkilerinin
aragtirilmasi biiylik hiz kazanmmg ve 90’1 yillarda A.B.D ve Avrupa Birligi’nde ilgili
yasalar yiiriirliige girmigtir [4].

Giinlimiizde tibbi bitkiler, geleneksel tedavi ydntemlerinin en aktif unsurlan
olarak bilinmektedir. Ditinya Saglik Orgtiti (WHO) verileri gelismekte olan
tilkelerde insanlarin % 80’inin bu tedavi ySntemlerini kullandifim ve 3.3 milyar
insanin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak yararlandifini ortaya koymustur [5, 6].

WHO tammlamasina gore “bitkisel ilag”, aktif icerik olarak bitkilerin
toprakalti veya toprakistil kisimlarini (kok, kabuk, ¢igcek, meyve, tohum, yaprak gibi)



ya da bagka bitkisel materyali veya bunlarm kombinasyonunu ham halde veya
bitkisel preparatlar halinde tagiyan, gliniimiiz ilag endiistrisi teknolojisinin tiim gerek
ve kurallarina uygun olarak hazirlanmug ve etiketlenmis tibbi #iriinlerdir. Bitkisel
materyal, usare, zamk, sabit veya ugucu yaglar ve bu yapida difer maddeleri kapsar.
Kimyasal olarak tammlanmis, etken maddelerle kombine edilmis bitkisel materyal
tagiyan ve bitkiden saf olarak izole edilmis kimyasal madde igeren iiriinler bitkisel
ilag olarak kabul edilmemektedir [7].

Geligmis tilkelerde HIV bagta olmak iizere birgok virlis, bakteri ve diger
hastalik yapici etkenlere karsi antiviral ve antimikrobiyal etkili yeni kimyasallarin
saptanmasi igin dogal kaynaklara bagvurulmakta ve bu kaynaklarin baginda da
bitkiler gelmektedir. Omegin; A.B.D.” de Ulusal Kanser Enstitlisti biinyesinde
bitkilerin antibakteriyal ve antiviral &zelliklerini aragtirmak amaci ile Kuzey ve
Giiney Amerika’da bitki ortiisii incelenmekte ve bu amagla yilda 4500 bitki drnegini
inceleyecek bir program dahilinde aragtirmalar yapilmaktadir [8].

Bitkisel ilaca ilginin yeniden canlanmasimin ana nedeni, modern ilaglarin her
hastalif1 tedavi etme yetenegine sahip olmamasi, birgok yan etkilerinin bulunusu ve
cok pahali oluglaridir. Bu durum, bitkisel ilaglarin daha etkili, daha toksik ve daha
pahali olan sentetik ilaglarla bir arada kullammlarinda tamamlayici olarak rol
oynamalarina olanak saglamakta, ayrica tek baslarina ise alternatif terapi araci olarak
deri ve mukoza lezyonlar ile diger sistem enfeksiyonlarinda iyilestirici ve antiseptik
amagls olarak kullamimlarim giindeme getirmektedir [9, 10, 11].

Antibakteriyel aktiviteye sahip bitkilerin, bakteriyel orijinli insan, hayvan ve
bitki hastaliklanmin kontroliinde etkili olabilecedi ve hatta yiyecek depolarindaki
bakteriyel kontaminasyonu dnlemek gibi spesifik bir igleve sahip olabilecegi
bildirilmektedir [12, 13, 14]. Ayrica baharat 6zelligindeki baz: bitkilerin igerdikleri
ugucu yaglar ile gidalann organoleptik oOzelliginde kayba neden olmaksizin
bakteriyel bozulmay: geciktirdikleri ve buna baBli olarak koruyucu amagla
kullanildiklan da saptanmistrr. Antibakteriyel etkiye sahip bitkiler, yaygin kullantlan
antibiyotiklere direng geligtiren bakteri tlir veya suglarim kontrol altuié alabilme
yetenegine de sahiptirler. Bu durumda bitkiler, tedavi edici etkilerinin yam sira yeni



antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi i¢in yapilan aragtirmalarda da model olarak
kullanlabilirler [6].

Ticari antimikrobiyal ilaglarin veya kimyasallarin enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde rastgele kullanilmasi, hem insan viicudundaki hem de bitkilerdeki
patojen mikroorganizmalarin bunlara diren¢ kazanmalarina sebep olmaktadir. Bunun
yaninda gida kaynaklhi mikroorganizmalarin neden oldugu hastahklar en geligmis
iilkelerde dahil olmak iizere hala diinyanin 6nemli sorunlarindan biridir. Gidalarin
acik olarak satiga sunulmasi, uygun olmayan yerlerde saklanmasi, bunlarda
kontaminasyona sebep olmaktadir. Bu yiizden bazi kimyasal maddelerin
kullanilmasi, yiyecekleri bozulmalara sebep olan mikroorganizmalardan korumak
i¢in sart olmugtur. Fakat kimyasal madde iceren gidalarin insan sagh@ agisindan
ciddi sonuglarindan dolayi, bunlarin yerine antimikrobiyal etkisi kontrol edilen
aromatik bitkilerden elde edilen ekstraktlar veya ugucu yaglar tercih edilmeye

baslanmstir [15, 16, 17, 18 ].

Bitkilerin ugucu yaglari, onlarin sekonder metabolizma firiinleridir ve halk
arasinda yemeklere tat ve koku vermek, yiyecekleri korumak ve tedavi amaciyla
kullamlmaktadir. Bitki materyalleri i¢indeki yeni bilesenler tammlandikca, bunlarin
antimikrobiyal ve antioksidan &zellikleri kamtlanmis ve “geleneksel yiyecek
koruma” ydntemlerinin yerini almaya baslamiglardir. Bazi ugucu yag igerigindeki
maddelerin antimikrobiyal ozelligi, O6zellikle mikotoksin ifireten funguslar gibi
yiyeceklerin bozulmasina sebep olan mikroorganizmalara karg: test edilmis, ayrica
yiyeceklerde dogal antioksidan olarak kullamlmustir {19, 20, 21].

Ulkemizi de i¢ine alan Akdeniz Bolgesi ugucu yag tasiyan bitkiler agisindan
en zengin bdlgelerden birisidir. Ugucu yag iceren bitkilere pek ¢ok familyada
rastlanmaktadir. Ozellikle Pinaceae, Lamiaceae, Apiaceac (Umbselliferae),
Myrtaceae, Asteraceae (Compositae), Rosaceae, Rutaceae, Iridaceae, Laureceae,
Zingiberaceae, Piperaceae, Brassicaceae en Onemlileridir. Origanum cinsini de
kapsayan Lamiaceae familyasma ait 17 cinsin degisik tdrleri halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan Salvia ve Origanum cinsinin ise tiim tiirleri halk ilaglar
arasmnda yerlerini almig durumdadir. Asteraceae familyasma ait 7 cins ve bunlardan .



Achillea’nn 7, Antemis’in 6 tlirh, Cupressaceae familyasinda ise 2 cins, bu
cinslerden Juniperus’un 6 tiirii, Pinaceae familyasinin 3 cinsi ve bunlardan Pinus’un
3 tiirii halk ilaglan arasinda yer almaktadir [22, 23, 24].

Birgok aromatik bitki tiirlinlin yiyeceklerde aroma ve tat verici olarak
kullamlarinin yam sira, 6zellikle Thymus ve Origanum gibi tiirlerin antimikrobiyal
ozellikleri de bilinmektedir. Bu ozellikleri onlarin ugucu yag kompozisyonlariyla
yakindan iligkilidir. Timol ve karvakrol, monoterpen grubuna ait bilesikler olup,
ozellikle Lamiaceae familyasi {iyelerinin ugucu yaglarmin &nemli ana
bilegenlerinden ikisidir. Bu iki bilesik birbirinin izomeridir ve aralarindaki fark
hidroksil grubunun pozisyonudur [25, 26, 27, 28]. Molekil yapilar: Sekil 1.1.° de

verilmistir [29].
CH3
HsC

a) Hsc CHj

Sekil 1.1 a) Karvakrol b)Timol Molekiil Yapilan

Lamiaceae familyas1 basta Akdeniz havzas: olmak {izere yeryiiziiniin bfitiin
bolgelerine yayilmig, yaklagik 170 — 250 cins ve 3000 — 3500 tiir ile temsil
edilmektedir. Tirkiye’de ise 45 cins ve 550 kadar tiirli bulunan dnemli familyalardan
birisi olup en aromatik bitkilerin ait oldugu familyadir. Bu familyamin endemizm
oram % 44.2°dir. Birgok Lamiaceae {yesi Tirkiye’nin Akdeniz bolgesinde daghk
alanlarda yayili§ gostermektedir [30, 31, 32, 33, 34]. Aromatik bitkilerinden biri de
Origanum’dur.  Origanum’un kelime anlami “’Daglanin Siisi (Ornament of the
Mountains)’ dir [35, 36, 37]. Origanum tiirlerinin ugucu yaglarimn analizi ve
antimikrobiyal aktivitesine iligkin birgok ¢aliyma yapilmigtir.



Garcia ve arkadaglan tarafindan (2001), Origanum vulgare subsp. virens
tiiriiniin ugucu yagi GC/MS ile analiz edilmis ve linalol yapraktan elde edilen ugucu
yagin igeriginde % 26.29, gigekten elde edilen ugucu yagn igeriginde % 38.20
oraninda bulunarak ana bilegen olarak kabul edilmistir [38].

Sahin ve arkadaglari (2003), Origanum vulgare subsp. vulgare ugucu yagimin
antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Tiirlin ugucu yafinin
GC/MS analizinde, karyofillen ve spatulenol ana bilesen olarak tespit edilmigtir.
Antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde, bitkinin metanol ekstraktinin ve ugucu
yagmn; DPPH serbest radikalini doniistiirmesi ve linoleik asit oksidasyonunu inhibe
etmesi Ozellikleri test edilmigtir. Alman sonuglarda; serbest radikal
doniigtiiriilmesinde metanol ekstraktinin (9.9 pg/ml’de IC50) ugucu yaga oranla (8.9
pg/ml’de IC50) daha etkili oldugu gézlenmigtir. Linoleik asit inhibisyonunda ise
metanol ekstrakti 2mg/ml konsantrasyonda % 32 inhibisyon saglarken, ugucu yag 2.2
‘mg/ml konsantrasyonda % 50 inhibisyon saglamigtir. Antimikrobiyal testlerde ise,
O. vulgare subsp. vulgare tiiriinlin ugucu yag: disklere 10 pl emdirilmis ve olugan
zonlara gorel0 bakteri ve 15 fungus lizerine inhibe edici etki gosterdigi, metanol
ekstraktinin ise antimikrobiyal etkisinin olmadif rapor edilmistir [39].

M.Z Basillico ve J.C Basillico (1996), Origanum vulgare L. ugucu yagimin
Aspergillus ochraceus NRRL 3174 fungusunun iiremesi ve okratoksin iiretimi
lizerine inhibisyon etkisini aragtirmiglardir. Alinan sonuglarda; ugucu yagmn 1000
ppm. konsantrasyonda fungus gelisimini ve okratoksin tiretimini 21 giine kadar
inhibe ettidi belirlenmigtir [40].

Sung-Sook Chun ve arkadaslan (2004), Origanum vulgare L. ugucu yaginin
insanda gastrit ve iilser etkeni olan Helicobacter pylori’nin iiremesi {izerine etkilerini
agar diflizyon yontemini kullanarak aragtrmiglardir.  Sonugta dogal bitki
Orneklerinin ugucu yagimn bakteriler {izerinde 50 ug/ml, kiiltiir 6rneklerinin ise100
pg/ml oraminda minumum inhibe edici 6zellife sahip olduklarim belirlemislerdir.
[41].



Nostro ve arkadaslan (2003), Origanum vulgare L. ugucu yagimn
Staphylococcus aureus ATCC 6538P ve S. epidermidis ATCC 12228 bakterileri
{izerine inhibe edici etkisini agar dillisyon yOntemini kullanarak belirlemiglerdir.
Ayni ¢aligmayr ugucu yagmn ana bilesenlerinden timol (% 24.7) ve karvakrol (%
14.0) ile de deneyip sonuglan kargilagtirmiglardir. Sonugta, MiK (minimal inhibiyon
konsantrasyonu) degerlerini karvakrol (% 0.015-0.03, v/v), timol (% 0.03-0.06, v/v)
ve ugucu yag (% 0.06-0.125, v/v) igin kaydetmislerdir. Ugucu yagin diger
bilegenleri olan p-simen ve y-terpinen i¢in, aym bakteriler {izerine inhibe edici etki
saptayamamiglardir. Bunun nedenini, bu iki bilesigin fenolik hidroksil gruplarinda
yoksun olmasi sonucuna baglamislardir {42].

Marino ve arkadaglan (2000), Origanum vulgare L. ugucu yaginin, i¢lerinde
Escherichia.coli, E. coli O157: H7, Proteus vulgaris, P. mirabilis, S. aureus gibi
patojen bakteriler de bulunan 15 mikroorganizma {izerine inhibe edici etkisini
aragtirmuglardir. Elde edilen sonuglara gére; ugucu yag; 800 ppm konsantrasyonda %
100 etkili olmakta, 400 ppm konsantrasyonda % 70-100 etki saglamakta, 200
ppm.’de ise E.coli O157:H7 susunun gelisimini hala inhibe edebilmektedir. Ayrica
Italya’da kiiltiire alinmig bu bitki 6rneklerinin GC/MS sonuglarina gore, igeriginde
ana bilesen olarak timol (% 46.84), y-terpinen (% 12.88) ve p-simen (% 6.64) tespit
edilmigtir [27].

Alma ve arkadaslari (2003), Tirkiye’de yetisen Origanum syriacum L.
tliriinlin ugucu yag igerifini, ugucu yagmin antimikrobiyal ve antioksidan
Ozelliklerini caligmiglardir. Alnan sonuglara gére ana bilesenler; y-terpinen (%
27.79), karvakrol (% 26.97), p-simen (% 15.69), B-karyofillen (% 12.59) olarak
bulunmustur. Antioksidan etkisinin ise; antioksidan olarak bilinen askorbik asit ve
BHT (2,6-di-tert-biitil4-metil fenol)’ den ¢ok az diiglik oldufu tespit edilmistir.
Yine bitkinin ugucu yaf, iglerinde Mycobacterium smegmatis, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus brevis tlirlerinin de bulunduéu 12 mikroorganizma tizerinde
etkili bulunmustur. Fakat Corynebacterium xerosis tiirii bakteri ve Kluyveromyces
fragilis, Rhodotorula rubra funguslan tUizerine inhibe edici etkisinin olmadid:

saptanmgtir [20].



Baydar ve arkadasglari (2003), Tirkiye’den topladiklart Origanum
minutiflorum ve Origanum onites tiirii bitki drneklerinin ugucu yaglarnin icerikleri
ve antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmiglardir. Alinan GC/MS sonuglarina gére; iki
tiirlin de ugucu yagimn ana bilegeni karvakrol (O.minutiflorum; % 84.6, O.onites; %
86.9) olarak tespit edilmistir. O. minutiflorum ugucu yag 1/50 konsantrasyonda,
iclerinde Bacillus brevis, Escherichia.coli, Proteus vulgaris tiirlerinin de bulundugu
15 mikroorganizma tizerine etkili bulunmugtur. 1/100 konsantrasyonda, Aeromonas
hydrophila ATCC 7965, Bacillus amyloliquefaciens ATCC 3842, Corynobacterium
xerosis UC 9165, Enterococcus faecalis ATCC 15753, Micrococcus luteus LA 2971
ve P. vulgaris lizerine etkili, 1/200 konsantrasyonda B. amyloliquefaciens ATCC
3842 ve C. xerosis UC 9165, 1/300 konsantrasyonda ise sadece B. amyloliquefaciens
ATCC 3842 iizerine etkili oldugu sonucuna varlmigtir. O. onites ugucu yagmin da,
1/50 konsantrasyonda tiim mikroorganizmalar iizerine etkiliyken, 1/100
konsantrasyonda A. hydrophila ATCC 7965, B. cereus ve E. coli tizerine etkili
oldugu, 1/200 konsantrasyonda B. amyloliquefaciens ATCC 3842 ve P. vulgaris
lizerine etkili oldugu, 1/300 konsantrasyonda ise hi¢bir mikroorganizma iizerine
etkili olmadif1 goriilmiigtiir [26].

Boucha ve arkadaglari (2003), Origanum compactum ugucu yagim GC/MS
yontemiyle analiz etmisler ve karvakrol’ @ (% 58.5) ana bilesen olarak
belirlemiglerdir. Ayrica ugucu yagm, Botrytis cinerea iizerine inhibe edici etkisini
calismslar ve ugucu yagin 100 ppm. konsantrasyonda iken fungus iizerinde % 100
inhibisyon sagladifimi gézlemlemislerdir [43].

Vera ve Chane-Ming (1997), Origanum majorana ugucu yagmin ana
bilesenlerini terpinen—4-ol (% 38.4), cis-sabinen hidrat (% 15), p-simen (% 7) ve y-
terpinen (% 6.9) olarak belirlemislerdir [44].

Timen ve arkadaslan (1992), Origanum sipyleum ugucu yafim GC ve
GC/MS yontemleriyle analiz etmigler ve ugucu yagin ana bilesenlerini y-terpinen (%
10.8-26.6), p-simen (% 3.76-36.6), timol metil eter (eser-% 19.9), karvakrol metil
eter (% 0.41-10.2), timol (% 0.23-7.3) ve karvakrol (% 0.82-12.2) olarak
belirlemiglerdir [45].



Bager ve arkadaglan (1994), Origanum hypercifolium ugucu yagimn igerigini
GC ve GC/MS yontemleriyle belirlemigler ve ana bilegenlerinin, karvakrol (% 64.33)
ve p-simen (% 36.10-47.75) oldugunu rapor etmislerdir [46].

Baser ve Tiimen (1993), Origanum syriacum var. bevanii uguéu yafimn
icerigini aragtirmiglar, karvakrol (% 42.46), timol (% 24.8), y-terpinen (% 13) ve p-
simen (% 6.03)’ i, ugucu ya@n igeriginde en ¢ok bulunan bilesikler olarak tespit
etmiglerdir [47].

Bager ve arkadaglant (1995), Origanum rotundifolium ugucu yagim GC ve
GC/MS yontemleriyle analiz etmisler ve cis-sabinen hidrat’in (% 21.53) ana bilesen
oldugunu belirlemiglerdir [48].

Bager ve arkadaglan (1996), Origanum micranthum ugucu yagm GC ve
GC/MS ydntemleriyle analiz etmisler ve ana bilesenlerinin linalil asetat (% 12.34),
cis-sabinen hidrat (% 10.81), a-terpineol (% 9.67), linalol (% 8.89) ve terpinen—4-ol
(% 8.73) oldugunu rapor etmiglerdir [49].

Bager ve arkadasglar1 (1996), Origanum bilgeri ugucu yagmn igerigini
belirlemisler ve karvakrol’tin (% 65.88) ana bilesen oldugunu saptamiglardir [50].

Ttimen ve arkadaslan (1991), Origanum minutiflorum ugucu yagimn ana
bileseninin karvakrol (% 75.4-82) oldugunu belirlemiglerdir [51].

Bager ve arkadaslari (1994), Origanum laevigatum ugucu yagim GC ve
GC/MS yontemleriyle analiz ettiklerinde, tiirlin ugucu yafinin ana bilegenlerini,
bisiklogermasiren (% 37.92), germasiren D (% 21.72) vep -karyofillen (% 4.5)
olarak belirlemiglerdir [52].

Tucker ve Maciarello (1991), Origanum laevigatum ugucu yaginin ana
bilesenlerinin bisiklogermasiren (% 24.58), germasiren D (% 20.46), B- karyofillen
(% 16.82) ve mirsen (% 11.64) olduBunu rapor etmiglerdir [53].



Tiimen ve arkadaglan (1995), Origanum saccatum ugucu yaginda ana bilesen
olarak p-simen (% 83.75) in bulunduBunu belirlemislerdir [54].

Pino ve arkadaglan (1997), Origanum majorana ugucu yagimi GC/MS
yontemiyle analiz etmisler ve ana bilesenlerinin terpinen—4-ol (% 17.67), linalol (%
16.41) ve timol (% 11.55) oldugunu rapor etmislerdir [55].

Dain ve arkadaslan (1997), Origanum ramonense ugucu yaginda, a-terpineol
(% 41.53), terpinen—4-ol (% 16.80), cis-sabinen hidrat (% 13.17), eugenol (% 3.61)
ve terpinen (% 3.4)’ nin ana bilegen olarak bulundugunu belirtmiglerdir [56].

Origanum tiirlerinin % 75’1 Akdeniz Bélgesi’nde, 6zellikle Dogu Akdeniz alt
bolgesinde bulunur. Origanum cinsine dahil diinyada 41 tiir bulunmaktadir. Buna
kargilik cins kendi i¢inde genis bir varyasyon gosterdiginden 10 seksiyona ayrilarak
incelenmekte ve bu seksiyonlardan 8 tanesi Anadolu’da bulunmaktadir. Origanum
cinsinin Tirkiye’de 22 tiirii (32 taksa) dogal olarak yetigmektedir. Bu tiitlerden 21
tanesi iilkemiz igin endemiktir ve endemizm oram % 63°dir [57, 36]. Bu cins
iilkemizde “Istanbul kekigi, {zmir kekigi, Bilyal: kekik” adlan ile bilinmektedir.
Calimsi veya otsu, gok yillik, pembe veya beyaz ¢icekli ve kuvvetli kokulu
bitkilerdir. Ugucu yaglari timol veya karvakrol ya da her ikisini birden tagir.

Tirkiye son yillarda, Origanum tiirleri i¢in O6nemli ana kaynak haline
gelmistir.  Origanum onites (Izmir kekigi, bilyali kekik) Tiirkiye Origanum
ticaretinde listenin basindadir. O. majorana (beyaz kekik), O. vulgare subsp. hirtum
(Istanbul kekigi, kara kekik), O. minutiflorum (yayla kekigi, toka kekigi, siittiler
kekigi), O. syriacum var. bevanii diger dnemli ihracat kayna ttirlerdir. O. acutidens
ve difer endemik tlirler de lilkemiz marketlerindeki yerlerini almigtir. Sekil 1.2° de
bu tiirlerin yillara gore ihracat ve kazang grafigi verilmistir [57].
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Sekil 1.2 Tiirkiye Origanum Thracatiin Yillara Gore Deger Grafigi

Origanum cinsine ait tiirler lilkemizde halk arasinda daha ¢ok yemeklere
aroma kazandirmak igin kullamimaktadirlar. Bununla birlikte solunum sistemi
uyaricisi, yara ve gastrit {ilser tedavisi, kann agnsi, soguk alginligi, antiromatizmal
etki, bag agnsi, kanser ve tiimdr tedavisi gibi tibbi zellikleri de bilinmektedir.
Besinsel iirlinlerin tatlandirilmasinda ve alkollii ickilerin yapiminda genis &lgiide
kullanildiklan bilinmektedir. Origanum tiirleri, hem ugucu yag bilesenleri, hem de
kompozisyonu agisindan kimyasal farkliliklar icermesi ile karakteristiktir [58]. Bu
bitkilerin ugucu yaglarinin toplam fenol icerigi (kristalize olabilen veya olamayan)
aym tiir bitkiler arasinda dahi farklilhiklar gostermektedir. Origanum vulgare tiriine
ait olan alt tiirler arasinda yapilan aragtirmalarda bunlarin kemotiplerine rastlanmgtir
[59]. Yapilan ¢aligmalarda Origanum vulgare subsp. vulgare alt tiiriiniin 4 kemotipi
tanimlanmustir [60]. Yine aym tiire ait Origanum vulgare subsp. hirtum’ un timol ve
karvakrol kemotipleri [61, 62, 63, 64, 28], Origanum vulgare subsp. glandulosum’un
karvakrol [61], Origanum vulgare subsp. greacile’nin timol, sabinen, germasiren
kemotipleri [61, 65], Origanum vulgare subsp virens’ in ise germasiren D, sabinen
ya da y-terpinen, linalol, linalol-a, terpineol, linalol-terpinen—4-ol, terpineol-linalol,
karvakrol kemotipleri belirlenmistir [60, 61]. Origanum ugucu yaglannn kimyasal
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kompozisyonundaki varyasyonlar muhtemelen bu yaglarin antimikrobiyal
ozelliklerinin seviyesini de belirlemektedir [66, 67, 68, 69].

Ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlar1 ve biyolojik aktiviteleri, iklim,
mevsim, cografik sartlar, toplanma zamani, distilasyon teknikleri gibi sartlara bagh
olarak degisiklik gosterebilmektedir [33, 39, 70].

Son ‘zamanlarda bitkilerin ugucu yaglarmnin antimikrobiyal oGzelliklerinin
aragtirilmasi hiz kazanmasina ragmen, bu ekstraktlarin mikroorganizmalarin geligimi
nasil inhibe ettifine dair detayh bilgiler elde edilememigtir. Yapilan g¢aligmalarin
isiginda, baza ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zellik géstermesinin sebebinin, bazi
yap bilegiklerinin sentezlenmesinden sorumlu olan ve enerji liretiminde gorev yapan
enzim sistemlerini degisiklie ugratip, bozmasindan ileri geldigi diisiintilmektedir
[66]. Bunun yamnda, bu ekstaktlarin hiicre zarim etkileyerek, permeabilitesini
degistirdigi de gozlenmigtir [71].

Origanum vulgare subsp. hirtum tiriiniin ugucu yad birgok aragtirici
tarafindan analiz edilmigtir [32, 72, 73].

Scheffer ve arkadaglan (1986), yaptiklar1 caligmada iilkemizin Marmara ve
Trakya bolgelerinden topladiklar1 O. vuigare subsp hirtum tiiriine ait Srneklerden %
2.3 oraninda yaZ verimi elde etmiglerdir. Ugucu yagin ana bilesenini de GC ve
GC/MS analizinden sonra karvakrol (% 60.7) olarak belirlemiglerdir [74].

Akgiil ve arkadaglan (1987), aym tiirtin ugucu yag iizerinde calismiglar ve %
5.5 oranminda yag verimi elde etmiglerdir. Ugucu yagin ana bilegenini de karvakrol
(% 58.7) olarak belirlemiglerdir [75].

Bager ve arkadaglari (1994), Ege B61gesi’ nin farkh lokalitelerinden
topladiklant O. vulgare subsp hirtum tiiriine ait 23 Sregin ugucu yagim GC ve
GC/MS ile analiz etmigler ve ugucu yafin igeriginde 48 bilesik saptamglardir.
Karvakrol’iin Srneklerin ugucu yag bilesenlerinde % 23.43-78.73 oranlan arasinda
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degistiini gdzlemlemiglerdir. Timol oram ise en fazla % 39.81 olarak bulunmugtur
[76].

Dorman ve Deans (2000), yaptiklari galiymada; Origanum vulgare subsp
hirtum ugucu yaginin, 25 bakteri lizerinde antimikrobiyal etkisini, agar disk diflizyon
yontemini kullanarak incelemiglerdir. Sonugta, ¢aligilan bakteriler iizerinde inhibe
edici etkisinin oldugunu belirlemislerdir. Ayrica ana bilegenler olan karvakrol ve
timol’tin, ayr1 ayr1 bakteriler lizerine inhibe edici etkisi ¢aligilmig ve sonug olarak;
timol’tin Clostridium sporogenes NCIB 10696 ve Leuconostoc cremoris NCDO 543
lizerine etkisinin olmadig1 bulunmus, karvakrol’lin ise sadece Leuconostoc cremoris
iizerine etkisiz oldugu tespit edilmigstir. Caligtiklar1 bakteriler, iclerinde Enterobacter
aerogenes NCTC 10006, Escherichia coli NCIB 8879, Proteus vulgaris NCIB 4175,
Pseudomonas aeruginosa NCIB 950, Staphylococcus aureus NCIB 6571 suglarinin
de bulundufu bitki, insan ve hayvan patojeni olan Gram (+) ve Gram (+)
mikroorganizmalardir [19].

Kokkini ve arkadaglarn (1996), sonbaharda Yunanistan’m 6 farkl
lokalitesinden elde ettikleri O. vulgare subsp hirtum tiiriine ait 6rneklerin ugucu
yagim GC ve GC/MS ile analiz etmisler ve dort ana bilesen belirlemiglerdir. Bunlar
karvakrol (% 1.7-69.6), timol (% 0.2-42.8), p-simen (% 17.3-51.3), y-tetpinen (%
0.6-3.6)’dir. Yunanistamn kuzeyinden toplanan érneklerin ugucu yagimn timol (%
30.3-42.8), giineyinden toplanan 6rneklerin ugucu yagmmn ise karvakrol (% 57.4—
69.6) bakimindan zengin oldufu tespit edilmistir. Ayrica yaz mevsiminde elde
edilen ugucu yag icerigiyle ilgili veriler, sonbaharda elde edilen verilerle de farklilik
gostermigtir [28].

Yapilan aragtirma sonuglarina gore en yiiksek ya§ verimine bitkinin ¢igek
agma mevsiminde ulagilmaktadir ve bu da yaklasik % 1.97°dir [76] Yalmz bu
alttiiriin hem ugucu yaginn kimyasal igerigi bakimindan hem de morfolojik olarak
degiskenlik gOsterdigi saptanmigtir. Ne timol ne de karvakrol i¢in, daima ugucu
yagimn ana bilegenidir denilebilmektedir. Ayrica, y-terpinen ve p-simen, timol ve
karvakrolden az olmakla birlikte bu alttiirin ugucu yagnm kimyasal iceriginde
daima tespit edilmigtir [28, 58, 77].
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Bu ¢alismamizda, Lamiaceae familyasina ait Origanum vulgare subsp. hirtum
tiiriinlin, Marmara Bolgesi’nin farkli lokalitelerinden toplanan &rnekleri ile aym
orneklerin kiiltiir formlarinin ugucu yag kompozisyonlari: ve antimikrobiyal aktivite
ozellikleri aragtirilmig ve bu Szellikler kargilagtinlmigtir.

1.1. Bitkisel Materyalin Hazirlanmas

Bilimsel amagclarla kullamlacak bitkisel materyallerin deneylerden Once
kullanmim gekillerine uygun yontemlerle hazirlanmalan gerekmektedir.

Tibbi bitkilerin drog olarak kullamlan yaprak, ¢icek, tohum, kék gibi
kisimlarda bulunan etkili bilesikler nedeniyle hastaliklara iyi geldigi belirtilmektedir.
Bu etkili bilegikler bitkilerde belirli hayat devrelerinde yapilmakta ve miktari da
belirli zamanlarda en yiksek dilzeye erigsmektedir. Drogun etkili bilegikler
bakimindan miimkiin oldugu kadar zengin olmasi istendigi icin, bitkisel materyaller,
drog etkili maddelerinin en yiiksek oldugu donemlerde toplanmalidir [78].

1.1.1 Toplama

Genellikle elle ya da kiiglik aletler (makas) kullanilarak yapilmaktadir.
Ayrica elle toplama sirasinda bitkinin ertesi yil tekrar {iriin vermesi i¢in kékleme
yapiimamalidir. Ugucu yaglar sicak havada ve glineste buharlagarak
kaybolabileceginden dolay1 bu bitkileri genellikle erken saatlerde toplanmalidir [78].

1.1.2 Kurutma

Toplanan bitkisel materyal, nadiren taze halde kullanilir.  Bitkisel
materyallerin icerdikleri etkin maddelerin degisime ugramasi, bozulmasi veya yok
olmasim Onlemek ve her an kullamlir bir durumda muhafaza etmek igin
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kurutulmalan1 gerekmektedir. Bu sekilde mantar ve bakterilerin de tiremeleri
engellenmis olur. Kurutulmus olan droglar, tedavi Gzelliklerini genellikle bir yil
muhafaza edebilmektedirler. Bu siire sonunda drogdaki etkili bilesikler bozulmaya
baglamaktadir. Droglann etkilerinin en iist diizeyde oldugu bu donemde ozel
sartlarda saklanmalan gerekmektedir [78].

Kurutma islemi sirasinda materyal airh@inin ortalama % 75° lik kismim
kaybettigi i¢in kurutma, materyalin tasinmasi ve depolanmasi yoniinden de yararhdir.
Segilecek yol kurutulacak materyalin cinsine ve tasidig: etkili maddelerin durumuna
gore yapilmalhidir. Yalniz enzimlerin en etkili oldugu sicakligin 35-50 °C arasinda
bulundugu disinilerck kurutma swasinda materyalin bu 1sida gok az bir sire
kalmasina 6zellikle dikkat edilmelidir [78].

1.1.2.1 Gélgede Kurutma

Materyallerin lizeri kapali ve yanlar agik cardak, sundurma veya hangarlar
iginde kurutulmas: yontemidir. Burada materyal dogrudan dogruya gilinese maruz
birakilmadan, agik havada kurutulmug olur. Materyal demetler halinde asilir veya
ince bir tabaka halinde yere veya kurutma raflarna serilir. Kiiflenmeyi dnlemek ve
kurumay1 gabuklagtirmak igin materyal sik sik alt Gist edilmelidir. Yaprak ve ¢igek
gibi suyunu kolaylhikla kaybeden materyaller bu yolla iyi bir sekilde kurutulabilir
[78].

1.2 Ugucu Yaglarm Tanum ve Ozellikleri

Ugucu yaglar, bitkilerden ya da bitkisel droglardan elde edilen, oda
sicakliinda siva halde olan, su buhan ile siiriiklenebilen, ugucu 6zellikte kokulu ve
yaglmm kangimlardir. Agikta birakilinca oda isisinda bile buharlasablldlklennden
dolay1 “agucu yag” veya “esans” gibi isimlerle amlirlar [79, 80].

Ugucu yaglar su ile kangmayan maddeler olduklar: halde, kokularinin suya
gegmesine yetecek oranda suda ¢oziiniirler. Etanol, eter, benzen ve petrol eteri gibi
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organik ¢dziicillerde ¢6ziiniirler. Ugucu yaglar sudan hafiftirler, az bir kismu sudan
agirdir. Optikge aktiftirler, polarize 15181 belli bir derecede saga ve sola gevirirler ve
kinlma indisleri yiiksektir [81, 35].

Ugucu yaglar bitkinin herhangi bir organinda bulunabildifi gibi, bazen
bitkinin biitiin dokularinda, bazen de bulundugu familyaya gore bir organda, salg:
kanallarinda, salg:1 ceplerinde veya hiicrelerinde toplanmaktadir. Bazen Piperaceae
familyasinda oldugu gibi degisiklige ugramg parankima hiicrelerinde, bazen de giil’
de oldugu gibi epiderma ya da parankima hiicrelerinde dafilmis olarak bulunurlar.
Ugucu yagn bitkide ya dogrudan dogruya protoplazmada ya da hiicre ¢eperinin 6zel
bir tabakasinda olustugu ileri siiriilmekle birlikte glikozitlerin hidrolizi yoluyla da
meydana gelebildigi belirlenmigtir. Kendilerine has renk, koku, tat ve goriiniime
sahip ugucu yaglarda terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri yaninda
organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik asit), alkoller (benzil alkol,
sinnamik alkol, sitronellol), fenoller (karvakrol, kavitol, timol), ketonlar (kafur,
karvon, pulegon), aldehitler (benzaldehit, sinnamik aldehit, sitral), esterler (benzil
benzoat, bornil asetat, granil asetat), fenol esterleri (anetol, djenol,safrol) ve diger
bilesikler (indol, kumarin) bulunmaktadir. Ugucu yaglarin istenen koku ve tadi
oksijenli bilesiklerden ileri gelmektedir.. Oksijenli tiirevler ise terpenlerin
oksitlenmesiyle meydana gelir [79, 81].

Bugiine kadar ugucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal bilegigin bulundugu
gbsterilmis olup, bunlarin biyiik bir ¢oguniugunu (% 90 civari) terpenik maddeler
olugturmaktadir. Pek az1 aromatik benzen tiirevlerinin terpenlerle karigimi halindedir
[79]. ‘

‘Ugucu yaglarin bitkilerde neden olugtugu bilinmemektedir.  Bitkinin
yaralanmasi esnasinda olugan reginelerin ¢6zlinmesinin sagladifi, bSceklere karsi
koruyucu ve cezbedici dzellik gdsterdii ve buna bagh olarak tozlagmaya yardimci
olduklan ve ugucu yag tastyan bitkilerin genellikle hayvanlar tarafindan yenmedigi
de digiiniiliirse, bitkiyi korudu@u ve neslini siirdiirmesine yardim edici 6zellikler
tasidig sSylenebilir {79].
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Ugucu yag igeren bitkiler genellikle tropik ve subtropik iklimlerde bulunur.
Soguk iklimlerde daha az sayida aromatik bitki tiirii bulunmaktadir. Ayrica ugucu
ya tasiyan bitkilerin genellikle Akdeniz ve step iklimleri gibi sicak iklimlerde fazla
yetismesi nedeniyle ugucu yagin bitkinin izerindeki havay: baglayarak fazla su
kaybim Snledigi digiiniilmektedir [79, 82].

Ugucu yaglar taze iken genellikle renksiz veya agik sari renklidir. Ancak
karanfil yag: gibi saridan kahverengiye veya papatya yag1 gibi yesilden maviye kadar
degisik renkte olanlar1 da vardir. Fakat uzun siire bekletilirse oksitlenebildikleri ve
reginelestikleri i¢in renkleri koyulagir. Bu durumda genellikle bir koku degisimi ve
yagin kalitesinin azalis1 s6z konusu olur. Bu nedenle serin bir yerde ve koyu renkli
siselerde saklanmahdir '

Ugucu yaglarin kalitesini saptarken her zaman ugucu yag: olusturan esas
maddeyi analiz etmek miimkiin olmaz. Zira genellikle ugucu yagdaki tek maddenin
degil, toplu halde maddelerin bir fizyolojik etkisi olmaktadir. Ugucu yaglarin
terapideki kullanim alanlarinin geniglemesi ve tiiketim miktarinin her glin artmast
fiyatlannin diinya pazarinda yildan yila artmasma neden olmaktadir. Bu artig
bazilarinda ¢ok yiiksek diizeydedir. Bu giine kadar aragtirilan 300 bitki
familyasindan % 30°dan fazlasinin ugucu yag igerdikleri anlagilmigtir. Aromatik
bitkilerde ugucu yag oram % 0.01 ile % 20 arasinda degiskenlik gdsterir.

Ugucu yaglan tammak igin, kesitlerde ve drog tozlarninda Sudan III boyas:
kullanilir. Bu boya sabit ve ugucu yagZlara turuncu bir renk vermektedir. Kesitler bir
stire 1sitildiffinda ya da sulu etanol ile yikandifinda yag damlaciklar1 kayboluyorsa
ugucu yag, kaybolmuyorsa sabit yad olarak tanimlanabilir [79].

Gaz kromatografisi son yillarda hizla gelisen ayirma yontemlerinden birisidir.
Hareketli fazin gaz, hareketsiz fazin sivi oldugu ve dolayisiyla partisyon
mekanizmasinin rol oynadifs bu ydntem, ugucu yaglann yapisindaki bilesiklerin
ayrilmasinda bagar1i ile kullanilmaktadir. Gaz kromatografisinde ayrim
gergeklestikten sonra kiitle spektrometresinde dedekte edilmelidir. Her bilesigin
standart sarlarda bir kiitle spektrumu oldugundan, bunlarin taninmalar kolaylikla
miimkiin olmaktadir [34].
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1.3 Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ugucu yaglar bitkilerden, miktarina, 1siya dayanikliliklarina ve bilegiklerin
6zelliklerine bagl olarak degisik sekillerde elde edilir. Ugucu yag, yad tagiyan bitki
kisimlarindan, ¢ogunlukla distilasyon yolu ile elde edilirler. Uygulanan y&ntem,
bitkinin isiya dayamikliligi, yagin ugucu olmasi, suda ¢6ziiniip ¢dziinmemesi ve
distilasyon kosullariyla baglantilidir [79, 83, 84].

Ugucu yag elde edilmesinde uygulanan yontemler baglica li¢ grupta
toplanabilir. Bunlar; Distilasyon, Ekstraksiyon ve Stkma’dir.

1.3.1 Distilasyon

Distilasyon, bir kangimdaki maddeleri buharlagtirma ve yogunlagtirma
yoluyla ayirma yontemidir. Ugucu yaglar su buhar ile siiriiklenebildiklerinden elde
edilmelerinde distilasyon en ¢ok tercih edilen ydntem olmustur.

Ugucu yag elde edilmesinde kullanilan distilasyon teknikleri gunlardar:

¢ Su Distilasyonu

¢ Bubhar Distilasyonu

e Su-Buhar Distilasyonu
e Kuru Distilasyon

e Hidrofiizyon

1.3.1.1 Su Distilasyonu
Drog su ile kaynatilir. Olusan bubar ile stiriiklenen ugucu yag sofutucuda
kondanse olur ve florentin kabina gelir. Burada yag ve su, yogunluk farki esasina

gore aynlir. Ugucu yag alindiktan sonra kalan su, ihmal edilebilir miktarda ugucu
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yag icerebilir. Su distilasyonu boyunca ester yapidaki bazi maddeler 11 etkisiyle
hidroliz olabilir. Bunu bir miktarda olsa engellemek i¢in distilasyonu kisa siirede
tamamlamak gerekir [81].

1.3.1.2 Buhar Distilasyonu

Drog delikli tava veya sepetlere yerlestirilir. Kapal kap icerisinde génderilen
su buhan sayesinde ugucu yag siiriiklenip sofutucuda yogunlasir. Toplama kabinda
biriken su-yag karisimi yogunluk farkindan dolay: birbirinden ayrilir [85].

1.3.1.3 Su-Buhar Distilasyonu

Sistem esas olarak su distilasyonuna ¢ok benzer, fakat bitkisel materyalin bir
1zgara lizerinde bulunmasi ve kaynayan su ile temas etmemesi nedeni ile su
distilasyonundan ayrnlmaktadir. Su kap iginde kaynatilir ve diigiik basing altindaki
buhar, bitkinin arasindan gegerek yad1 alir ve yogunlasmak fizere sofutucuya tagir.
Bu yontemde buhar basinci atmosfer basmcini, sicaklikta 100 °C’ yi agmaz. Su
distilasyonundan daha yiiksek verimde yag elde edilebilmektedir.

1.3.1.4 Kuru Distilasyon

Baz droglar kuru kuruya 1sitildiklar1 zaman ugucu maddeler kismen olduklar:
gibi kismen de pargalanarak distile olurlar. “Pirojenasyon® adim alan bu islem &zel
celikten yapilmig imbiklerde uygulanmir. Materyal odun ya da dal ise kiiglik parcalar
halinde kazanlara doldurulur ve yiiksek sicaklikta havasiz ortamda distile edilir.
Distilasyon iiriinleri sofutucudan gegirilerek toplama kabinda toplanir [34].
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1.3.1.5 Hidrofiizyon

Bitkisel dokulardaki ugucu yagin bir kismi yilizeyde bulunurken, bir kismi da
i¢ kisimlarda bulunur. Yiizeye yakin yerlerdeki ugucu yag: buhar ile almak kolaydir.
Yiizeye yakin olmayan bdlgelerdeki ugucu yag ise ancak difiizyon igleminden sonra

yiizeye ulagir.

Hidrofiizyon iglemi endiistride normal buhar distilasyonunun aksine buharin
bitkisel materyal dolu kazana Ustten verilmesi ve alttan ¢ikan buharin
yogunlastiriimas: seklinde uygulanir. Hidroflizyonun getirdigi bir takim avantajlar
vardir:

—Ozellikle kazanin yiiklenmesi bogaltilmas: iglemleri diigiiniildiigiinde kullamm
kolaylifina sahiptir.

—Sadece diisiik basingta 1slak buhar kullanilir.

—Distilasyon siiresi kisadir, daha az buhar harcandif: i¢in daha az masraflidir.
—Distilasyon siiresinin kisa olmasindan ve riflaks olay1 gergeklesmediginden dolay:
yagn bilesikleri hidrolize ugramazlar.

—Uretilen yagn fiziksel dzellikleri standart degerlere uygunluk gosterir.
—-Uygulama sonucu yag veﬁminin yiiksek oldugu belirtilmekle beraber, suyla ekstre
olan maddelerin ya da sabit yaglarin ugucu yafa gegmesi nedeniyle genis bir
endiistriyel kullamima girememigtir [86].

1.3.2 Ekstraksiyon

Bitkisel ve hayvansal droglardan etken maddeyi ¢ikarmak igin ekstraksiyon
yontemi kullamlmaktadir. Bu yontemler sunlardir:

—Organik ¢bziicil ile ekstraksiyon

—Sabit yag ile ekstraksiyon
—Sivilagtinlmug gazlarla ekstraksiyon
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1.3.2.1 Organik Céziicii ile Ekstraksiyon

Materyal, ugucu yag: kolaylikla ¢dziinebilen benzen, hekzan gibi kaynama
noktas:1 diigiik organik c¢oziiclilerle eritilir. Organik ¢6ziicliniin algak basingta
ugurulmastyla bir miktar yabanci1 madde (sabit yaf, mum, boya maddeleri vs.) i¢eren
ugucu yag elde edilir ki bu karigima “konkret™ denir. Kokulu maddeleri ayirmak i¢in
konkret, etanol ile muamele edilir. Daha sonra -20 °C’ye sogutulur ve filtre edilir.
Vakum distilasyonu ile alkolden ayrilir. Boylece “absolute” adi verilen, pahali ve
kullanilmas: kolay bir yag elde edilmis olur.-

1.3.2.2 Sabit Yag Ile Eksraksiyon

Ugucu yag1 miktarlarimn az oldugu ve diger distilasyon yontemlerinin uygun
olmadif durumlarda kullanilir. Materyal tabakalar halinde bir sabit yag ile temasta
birakilir. Zamanla ugucu yag sabit yaga gecer.

1.3.2.3 Swilagtinlnmg Gazlarla Ekstraksiyon (Siiper Kritik Gaz
Ekstarsiyonu)

Gazlar yiiksek basing altinda sivi veya sliperkritik evre bolgesinde ¢oziicii
Ozellik kazamrlar. Bu &zellik, basing ve sicaklik degismeleri ile istenildidi gibi
yonlendirilebilmektedir. Bdylece sikigtinlmig gazlar, cesitli yontemlerle birgok
maddelerin tagiyici materyallerden fraksiyonlarma aynlmasinda veya madde
kangimlarmin rafinasyonunda kullanilabilmektedir.  Stiperkritik ekstarksiyonda
amonyak, etilen, toluen ve CO, genel olarak amaca uygunluk gosterir. Bunlar
arasinda en ¢ok kullamlan CO,’ dir. CO,’ nin kritik noktas1 73 kg/cm? basingta, 31
°C’ dir. Ekstrenin ¢dziicli gazdan ayrilmasi basincin degigmesi ile veya tamamen
buharlagtirma ile mimkiindlir. Geri kalan gaz -sikigtinlarak yeniden
kullanilabilmektedir. Bu iiretim sisteminin kurulmas: yiiksek maliyetli oldufundan
ancak pahah firiinlerin eldesinde kullamlmaktadir [34].
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1.3.3 Sikma

Ozellikle narenciye kabuklari gibi distilasyon ydntemleriyle bozulan
materyaller igin preslerde stkma ya da benzeri mekanik yontemler uygulamir.
Sikilmig kabuklarin su ile yikanmasi sonucu ayrilan yag-su emiilsiyonuda bir kapta
toplanir. Bu emiilsiyon santriflij edilerek ugucu yag elde edilir [83].

1.4 Ugucu Yagdaki Bilegiklerin Belirlenmesi

Bir kangimdaki organik bilesiklerin gaz kromatografisi ile kolayca ayrilarak
taninabilir. Kiitle spektrometrisi, yliksek duyarhilif: ve tarama qébuklugu ile bir gaz
kromatograftan elde edilen ¢ok az miktarda maddelerin yapist hakkinda bilgi
edinmek icin en uygun yoldur. Iki teknigin birlestirilmesi, dogal ve sentetik organik
karigimlarda ki bilegenlerin yap: analizi i¢in ¢ok uygun bir yontem olugturur. Gaz
kromatografisi ile birkag saniyede ayrilan nanogram miktardaki bilegiklerin dahi
duyarlikii kiitle spektrumlari alinabilir.

Ayirma iglemi, ylizeyi genis kati1 bir destek {izerindeki hareketsiz faz ile
hareketli faz arasinda ayrilmasi istenen bilesiklerin g6¢ etme hizlarimin farkh
olmasindan yararlanarak yapilir. Hareketsiz fazi {izerinde tagiyan katiya destek
katis1, hareketsiz faza durucu faz ve hareketli faza tagiyic1 gaz denir. Kromatografide
ayrilmasi istenen kangim, lizeri durucu fazla kaplanms destek katisiyla doldurulmug
cam veya metal bir kolondan gegirilerek ayrilma gergeklestirilir. Ayrilan bilegikler
kolonun diger ucundan farkli zamanlarda ¢ikar ve uygun bir dedektdr ile tespit edilip
miktariyla orantili olarak kaydedilir. Ayrilmanin Agergeklestigi kolondan ¢ikan
akigkanin toplamma kolon efluenti, bunun hareketli faza ait kismina eluent ve
ayrilmis bilesene ait kismina eluat denir.

Gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi'nde kolon girisinde bulunan
enjeksiyon kisminda, ayrilacak karisim bir enjektdr yardimiyla kolonun 8n kismina
verilir, burasi 1sulimig durumdadir (en fazla 500 °C’ye kadar), karigim burada hemen
buharlagir ve tasiyic1 gaz tiiptinden alinan tagiyici gaz yardimiyla kolona girer.
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Kolonda her bilesik durucu fazdan tasiyici faza ve tasiyici fazdan durucu faza farkl
hizlarla go¢ ederek devamhbi tagimrlar ve bdylece birbirinden aynlarak farkh
zamanlarda kolondan ¢ikarlar. Bu kolondan ¢ikan gaz kansimindan tasiyic1 gaz “jet
ayirici sistem” ile uzaklagtinlir. Bu sistemde kolon gazlan jet aymmcimin ucundan
¢ikarken afir analit molekilleri yliksek momentum kazamir ve bunlarin yaklasik
%50’si karg1 tiipe giderken hafif olan tagiyici gaz atomlar vakum tarafindan emilir.
Kolondan gelen gaz elektron bombardimam ve kimyasal iyonlagma ile iyonlagtinihir
ve radyo frekans manyetik alaninda depolanir. Tutulan iyonlar daha sonra elektron
gogaltic1 dedektdre sevkedilir. Bu sevk kiitle/yiik orammn taramasimin yapilabilmesi
i¢in kontrollii gergeklesir.

Kiitle spektrometrik dedektorler genellikle 2 tip sinyal goriintiisii verebilirler;
aninda sinyal gériintiileri ve bilgisayarda yeniden bi¢imlendirilmis sinyal goriintiileri.
Bu sinyal goriintiileri pikler halinde bilgisayar ekraninda gézlenebilir ve cihazdaki
bilgi bankas: araciliiyla maddeler tammlanabilir [87, 88].

1.5 Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesinde
Kullamlan Teknikler

Ugucu yaglann patojen mikroorganizmalara karg1 antimikrobiyal aktivitesinin
varhiginin ve derecesinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir.

1.5.1 Disk Difiizyon (Kirby-Bauer) Yéntemi

Antimikrobiyal ajanlarin duyarlilifinin saptanmasinda giiniimiizde kullamlan
otomatize ve yan otomatize teknikler gibi modern iglemlerin yerine, daha 6nce
Kirby-Bauer Teknifi kullamlmaktaydi. Bu yontem giiniimiizde yalmiz arastirma
amaciyla ve 6zel amaglarla kullanmilmaktadir.

Bu ydntemde; belirli bir miktar antimikrobiyal ajan iceren kajit diskler, test

mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklarin
yiizeyine yerlestirilir. Bdylece, diskteki antimikrobiyal madde besiyeri icerisine
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yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iremeyi engeller. Bunun sonucunda,
disk ¢evresinde bakterilerin iiremedi@i dairesel bir inhibisyon alam olusur. Bu alanin
capt Olgtilerek her antimikrobiyal madde igin farkli olabilen duyarliik sinin
degerleriyle karsilagtinlir. Inhibisyon alanimin biyikliigiine gére duyarh, orta veya
direngli geklinde duyarlilik kategorisi belirlenir. :

1.5.2 Tiip Diliisyon Ydntemi

Bir dizi tiipe esit miktarlarda buyyon ve belirli bir antimikrobiyal maddenin
seri halde ¢ift kat diliisyonlar1 konur. Her tiipe, test uygulanacak olan organizmanin
standart siispansiyonundan esit miktarda eklenir (yani organizmanin konsantrasyonu
sabittir, her tiipteki antimikrobiyal madde miktar1 ise degisiktir). Kontrol tiipiinde
antibiyotik bulunmaz. Siispansiyonlar 24 saat inkiibe edilir. Antimikrobiyal madde
konsantrasyonunun, inhibitor konsantrasyonunun altinda oldugu tiiplerde
stispansiyon bulaniktir. Antimikrobiyal madde konsantrasyonu inhibit6r diizeye esit
veya daha yiiksek oldugu tiiplerde ise buyyon berraktir. Uremeyi baskilayan en
diistik madde konsantrasyonu MIK (Minimal Inhibisyon Komsantrasyonu) olarak
kabul edilir.

Siv1 besiyerinde sulandirma yontemleri, tlipte uygulamyorsa makro (tiip
diliisyon), mikrotitrasyon plaklarinda, kiiglik hacim kullamlarak uygulaniyorsa
mikrodiliisyon olarak adlandirilir [89, 90].

1.6 Lamiaceae (Labiatae) Familyasmm Genel Ozellikleri

Genellikle glandular ve aromatik, bir yillikk veya ¢ok yillik otsular, nadiren
¢alilar ve agaglar halinde bulunurlar. Govde ve dallar dort kdseli veya degildir.
Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pennat, daima opposittir. Cigek durumu brakte
veya floral yapraklarm koltupunda taginan vertisillastrum seklindedir.
Vertisillastrumlar spika, bas, rasemus veya simoz durumlar gekignde diizenlenebilir.
Cigekler hermafrodit veya erkek steril (digi foksiyonel) ‘dir. Breakteler yapraklara
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¢ok benzer veya belirgin sekilde farkhilagmigtir. Brakteoller, mevcut veya eksiktir.
Kaliks, st lop 3 digli, alt lop 2 disli olmak {izere genellikle 5 lopludur. Kaliks
nadiren aktinimorf, loplar ya da 1 ve 1 veya 1 ve 4 seklinde disli olabilir. 5-20
arasinda damarlar mevcuttur. Korolla gamopetal, zigomorfik veya bilabiat, tiipsii,
genellikle tist dudak belirsiz 2 loplu, dik ya da falkat, az ¢ok konkav, alt dudak 3
loplu, nadiren iist dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loplu, ya da iistte 1 veya altta 4
loplu ya da korolla aktinomorfiktir. Stamenler, korollaya bagh, 4 ve didiman ya da
2, iistteki ¢ift genellikle alttaki ¢iftten kisa, anter tekalan 2 ya da 1 gozlii, paralel ya
da divergent, nadiren konnektiflerin uzamasi ile birbirinden ayrilmigtir. Pistil, 1 tane,
ovaryum tist durumlu, 4 loplu, 2 karpelli ve oviillii, anotrop, plasentasyon bazal ve
cksenseldir. Stiliis ginobazik, nadiren degil, tepede bifiddir. Meyve 4 nuksa ayrilan
(nadiren daha az) bir sizokarptir. Angiospermae subdivisio’sunun altinc1 biyik
familyas1 olan lamiaceae {iyeleri igerdigi ugucu ve aromatik yaglardan dolay,
parfiimeri ve farmakolojide kullamildiklarindan, ekonomik ve tibbi 6neme sahiptirler.
Bu nedenle birgok tiirleri kiiltiire alinmaktadir. Ulkemizde 45 cinsi ve 546°dan fazla
tiirli bulunmaktadir [36].

1.7 Origanum L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Yar ¢alimsi1 veya otsu, ¢ok yillik tiiylii veya tiliysiiz bitkilerdir. G&vde gok
sayida, yiikselici veya dik, ¢ok dallidir. Yapraklar saph veya yan saph, eliptik,
kordat veya suborbicular, tam veya diglidir, tepe obtus’tan akuminat’a kadar
degiskenlik gosterir. Vertisillatlar 2 veya daha gok ¢igekli, + spika geklindeki ¢igek
diizeninde toplanmugtir. Spikiiller yalanci korimbus ya da panikuladir. Brakteler
genellikle sekil ve biiytliklikk olarak yapraklardan farklidir ya da renk ve tekstiir
olarak yapraklara benzerler. Genellikle imbrikat diziligli, boylan kaliks’in 1/2-3 ‘i
kadar, ya zarsi, kismen mor, ya da sarsi-yesil renklidir. Cigekler hermafrodit veya
ginodioiktir. Kaliks defigken, az ¢ok aktinomorf, 5 disli ya da zigomorf, 1-2
dudakli, 13 veya yaklagik 10 damarli, bogazi genellikle tiiyliidiir. Korolla mor,
pembe veya beyaz renkli, esit 2 dudakh, korolla tiipi bazen sakkat veya
yassilagmigtir. Ust dudaklar emerginat veya kisa 2 loplu; alt dudaklar 3 lopludur.
Stamenler 4, korollaya alttan baglanan ciftin boyu daha uzun ve genellikle iist
dudaktan tagsmustir. Filamentler esit veya degil, tekalar kargiliklidir. Nukletier
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kii¢iik, ovoid, kahverengidir. Ginodioiklik bu cinsin bazi seksiyonlarinda gok
yaygindir [36, 37].

1.8 Tiirkiye’de Yetisen Origanum Tiirleri ve Yayihs Alanlan

Ulkemizde yetisen Origanum cinsinin 22 tirdi kayithdir. Bu tiirler ve ait
olduklan seksiyonlar liste halinde asagida verilmistir. Bunlardan endemik olanlar (*)
ile belirtilmistir [36, 57].

Seksiyon: Amaracus (Gleditsch) Bentham
*1. O. boissieri Ietswaart (Gliney Anadolu)
*2. O. saccatum Davis (Giiney Anadolu)
*3. O. solymicum Davis (Glineybat: Anadolu)

Seksiyon: Anatolicon Bentham :
*4. O. hypericifolium Schwartz et Davis (Giineybat1 Anadolu)
*5. O. sipyleum L. (Bati, Orta ve Giiney Anadolu)

Seksiyon: Brevifilamentum letswaart

*6. O. acutidens (Hand.-Mazz.) Ietswaart (Dogu Anadolu)
7. O. bargyli Mouterde (Giiney Anadolu)

*8. O. brevidens (Bornm.) Dinsmore (Giiney Anadolu)

*9. O. haussknechtii Boiss. (Dogu Anadolu)

*10. O. leptocladum Boiss. (Giiney Anadolu)
11. O. rotundifolium Boiss. (Kuzeydogu Anadolu)

*12. O. munzurense Kit Tan et Sorger (Dogu Anadolu)

*13. O. husnucan-baseri H.Duman, Z.Aytag et A.Duran (Giiney Anadolu)

Seksiyon: Longitubus Ieatswaart
*14. O. amanum Post (Giiney Anadolu)
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Seksiyon Chilocalyx (Briq.) Ietswaart
*15. O. bilgeri Davis (Giiney Anadolu)
*16. O. micranthum Vogel (Gliney Anadolu)
*17. O. minutiflorum Schwartz et Davis (Glineybat: Anadolu)

Seksiyon: Majorana (Miller) Benth.
18. O. majorana L. [Syn. : O. dubium Boiss.] (Gliney Anadolu)
19. O. om;tes L. [Syn. : O. smyrnaeum L.] (Bat1 ve Giiney Anadolu, Adalar)
20. O. syriacum var. bevanii (Holmes) Ietswaart [Syn. : O. bevani Holmes]
(Giiney Anadolu)

Seksiyon: Origanum L.
21. O. vulgare L. subsp. vulgare [Syn. : O. creticum 1.] (Kuzey Anadolu)
22. O. vulgare L. subsp. gracile (Koch) letswaart [Syn. : O. tyttanthum
Gontsch.] (Dogu Anadolu)

23. O. vulgare L. subsp. hirtum (Link) Ietswaart [Syn. : O. heracleoticum L.
(Trakya, Bati ve Gliney Anadolu, Adalar)

24. O. vulgare L. subsp. viride (Boiss.) Hayek [Syn. : O. heracleoticum 1..]
(Kuzey, Orta, Bat1 ve Giiney Anadolu)

Seksiyon: Prolaticorolla Ietswaart
*25. O. laevigatum Boiss. (Giiney Anadolu)

Hibritler .
*26. O. x dolichosiphon P.H.Davis [O.amanum Post x O.laevigatum Boiss.]
*27. O. x intermedium P.H.Davis [O.sipyleum L. x O.onites L.]
*28. O. x symeonis Mouterde [O.syriacum L. x O. laévigatum Boiss.]
29. O. x intercedens Rech. fil. [O.vulgare L. subsp. hirtum (Link) Ietswaart x
O.onites L.]
*30. O. x vulgare L. subsp. hirtum (Link) letswaart x O.micranthum Vogel
*31. O. x adanense Baser ¢t Duman [O.laevigatum Boiss. x O.bargyli Mouterde]
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32. O. x majoricum Cambess [O.vulgare L. subsp. virens (Hoffm. et Link)
Ietswaart x O.majorana L.]

1.9 Tiirkiye Florasinda kayith Origanum L. Tiirlerinin Teshis Anahtan
[35, 36,]

1. Kaliks + 5 digli.

2. Korolla 8-16 mm, 2 dudakli, dudaklar korollanin 1/6’sina kadar, stamenler
korollanin + iginde, flamentler yaklagik korollamin 1/4 “ii kadar.
24. laevigatum

3. Korolla 3-10 mm, 2 dudakl, dudaklar korollanin 1/3 ‘ii kadar, stamenler
korolladan biraz ¢ikmig, flamentler yaklagik korollamin 1/2 ‘si kadar.

23. vulgare
a. Yapraklar ve kaliks genellikle belirgin olarak salg1 noktali; gévde ve yapraklar sik
hirsut, ¢ok az puberulent ya da tilysliz; brakte genellikle yesil; korolla genellikle
beyaz.

b. G6vde gofunlukla sik hirsut; yapraklar sik salgi noktakli; glaukous degil;
yapraklar, brakteler ve kaliks + hirsut; gigek diizeni, cogunlukla yogun; dallar ve
spikiiller zayif degil.

subsp. hirtum

b. Gévde ¢ok az1 puberulent ya da glabresent; yapraklar salg: noktali, + glaukous;
yapraklar, brakteler ve kaliks glabresent ya da ¢ok az puberulent; ¢icek diizeni
cogunlukla seyrek; dallar ve spikiiller ¢ogunlukla zay:f.

subsp. greacile

a. Yapraklar ve kaliks belirgin salg: noktal degil; gdvde basik pilos; yapraklar pilos
ya da glabresent; brakteler mor ya da yesil; korolla pembe veya beyaz.
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¢. Brakteler kismen mor, genellikle glabresent; korolla pembe.
subsp. vulgare

c. Brakteler yesil, nadiren pembe, ¢ofunlukla puberulent; korolla beyaz, nadiren
pembemsi-beyaz.

subsp. viride
1. Kaliks 1 veya 2 dudakh;

3. Kaliks 1.5-3.5 mm,; brakteler 1-5 mm, otsu, yesil, tiiyli.

4. Kalikste altta dudak yok, dudak kaliks’in yaklasik 9/10°u kadar, brakteye benzer,
st dudak + tam kenarli.

5. Spikiller korimbus durumda dizilmig, diizenli yapraklar genellikle serrulat.
20. onites

6. Spikiiller panikulat gigek durumunda, diizenli yapraklar genellikle tam kenarl.

7. Govdeler ve yapraklar seyrekge tomentos(tiiyler yaklagik 0.3 mm’ ye yakin) tiyli,
yapraklar obtus, damarlar altta belirgin degil.

19. majorana
6. Govdeler ve yapraklar hirsut-tomentos (tiyler yaklagik 1mm); yapraklar + akut,
damarlar genellikle alttan belirgin.

21. syriacum var.

bevanii

4. Kalikste alt dudaklar mevcut, kaliks 1 veya 2 dudakli, dudaklar kaliksin 1/5-2/5 ‘i
kadar, tiipst; tist dudaklar genellikle 3 disli, alt dudaklar 2 kiigiik disli veya loblu.

7. Yapraklar 2-14 x 1,5-12 mm, youn tomentos, kiimelesmis; korolla pembe.
17, micranthum

7. Yapraklar 3-23 x 1-20 mm, seyrek tiiylii, kiimelesme yok korolla beyaz.
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8. Govde ve yapraklar seyrék tomentos veya + tiiylli; brakteler 24 x 1-3 mm;
korolla 3—6 mm.
16. bilgerii

8. Govde ve yapraklar + pilos; brakteler 1-3 x 0.5-1.5 mm, korolla 2.5-4 mm.

18. minituflirum
3. Kaliks 4-12 mm, brakteler 4-25 mm, zarnmsi, kismen mor veya sarimsi-yesil,
genellikle -+ tiysiiz.

9. Biitiin flamentler yaklagok 0.5 mm, korolla 15-40 mm.

15. amanum

10. Ust stamenlerin flamentleri 5-13 mm, alt stamenlerden birisi hafif uzun;
stamenlerin d6rdii de korolladan digan tagms.

11. Korolla 7-11 mm; sakat degil; kaliks 2 dudakli, digler kaliksin 1/5-2/5 ‘i kadar,
alt ve iist dudaklarin digleri farkhdir.

12. Yapraklar yogun sapsiz salg tiiylii; dallar 3 cm, basit; brakteler ve alt dudak
disleri genellikle akuminat.
5. hypericifolium

12. Yapraklarda sapsiz salg tilyii az; dallar 35 cm kadar, genellikle dalli; kaliksin alt
dudaginin digleri ve brakteler genellikle obtus.

6. sipyleum
11. Korolla 10-15 mm, sakkat. Kaliks 1 veya 2 dudakli, dudaklar kaliksin 2/5-3/5’
kadardir. Kaliksin st ve/veya alt dudaklarimin digleri genellikle indirgenmis veya

yok.

13. Cigekli gbvdeler 80 cm’ye kadar; olgunlagmig g6vde ve yapraklar + tilysiiz.
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14. Kaliksin iist dudaklan 3 genis tiggen disli; korolla hafif sakkat.

4. solymicum

13. Cigekli g6vdeler 40 cm’ye kadar; olgunlagmis g6évde ve yapraklar hirsut veya

sublenat.

15. Kaliksin tist dudaklan yar diiz; alt dudak yok veya 2 ¢ok kiigiik loblu.

2. calcaratum

15. Kaliksin fist dudaklar1 3 digli; alt dudak + 2 genigge ii¢gen disli.

1. boissieri

10. Ust stamenlerin flamentleri 1-2 mm, hemen hemen korollamin iginde, alt
stamenler, {ist stamenlerin yaklasik 3 kat1 ve ¢ok az korolladan tagms.

16. Brakteler sarimsi-yesil; korolla beyaz veya uguk pembe.
17. Govdeler hemen hemen hirsut; yapraklar genellikle dairesel, belirgin damarl ve
birkag sapsiz salgili.

7. rotundifolium

17. Govdeler hemen hemen tiiysiiz; yapraklar genellikle ovat, belirsiz damarh ve
birgok sapsiz salgih.

18. Brakteler 7-22 x 6-20 mm; korolla 10-16 mm,
8. acutidens

18. Brakteler 7.5-8 x 4.2-7 mm; korolla 9 mm’ye kadar.

9. munzurense

16. Brakteler kismen mor; korolla pembe.
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19. Brakteler 5-8 x 1-3 mm; spikiiller 845 x 4-8 mm.
14. leptocladum

19. Brakteler 5-17 x 3—13 mm; spikiiller 1045 x 9-25 mm.

20. Kaliksin iist dudaginin digleri obtus, + ovat, alt stamenlerin flamentleri 9 mm.
10. haussknechtii

21.Gdvde ve yapraklar hirtellos veya skabrid; kaliksin tist dudak disleri tiggen.
11.bargyli

21. Govde ve yapraklar tiiystiz; kaliksin @ist dudaklarinin digleri genis li¢ koseli.

22. Yapraklar 14 x 16 mm; brakte 6 x 10mm, ¢igekler + sapsiz.
12. brevidens

22. Yapraklar 10 x 10 mm’ye kadar; brakte 3 x 6 mm’ye kadar; ¢igekler 0.5-2.5 mm.
13.husnucan-

baserii

1.10. vniganum vuigare L. subsp. hirtum (Link) letswaart’ un Genel
Ozellikleri

Bitki odunsu, ¢ok yillik, gévde dik, 100 cm’ye kadar yiikselir. Genellikle
yumugsak tiiyld, tiiyler yaklé$1k 1 mm’dir. Dallar gévdede 10 gifte kadar, 1.5 cm
uzunluktadir. Yapraklar govdede 35 ¢ifte kadar, yofun yumusak kilsi (tdyler
yaklasik 0,5 mm) sapsiz salg tityleri belirgin, cm? ‘de 2000 kadar, kenarlar tam veya
hafif digli, yaprak sap1 12 cm’ ye kadar. Spika ovoid, bazen silindirik, 6 (3—35) mm
uzunlukta, 4 (3-6) mm eninde, brakte, spika bagina 5 (2-25) ¢ift, obovat veya oval, 3
(1.5-5) mm uzunlukta, 1.5 (1-3) mm eninde, az gok otsu, genellikle yumusak kilsi,
bazen tliysiiz yesil, bazen hafif mordur. Kaliks 2.5 (2-3.5) mm uzunlukta, korolla 6
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(3-7.5) mm uzunlukta, beyaz nadiren hafif¢e pembe, stamen sap1 en gok 4-5 mm
uzunluktadir. Cigeklenme zamani; Mayis-Ekim

Origanum vulgare ssp. hirtum’u sadece morfolojik olarak diger tiirlerden

ayirt etmek oldukga giigtiir. Arastirma bitkisinin sabit olan 6zelligi onun ugucu yag
bilesimidir [36, 37].

i

Sekil.1.3 Origanum vulgare subsp. hirtum (Link) Tetswaart (kiiltiir formu)
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Materyali ve Yaglarn izolasyonu

Aragtirmada kullanilan Origanum vulgare subsp. hirtum (Link) Ietswaart
tiiriine ait 20 dogal bitki 6regi Marmara Bolgesi’ndeki, Canakkale (Can, Bayramig,
Gokgeada, Yenice, Lapseki), Balikesir (Sindirgy, Ivrindi, Edremit, Génen, Erdek,
Bandirma), Bursa (Mudanya, Iznik) ve Yalova illerinden toplanmistir. Yine aym
lokalitelere ait Ornekler Yalova Atatliick Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisti’nde killtlire ahinmis, ¢alisma materyali olarak 20 kiltiir formu elde
edilmigtir. Dogal ve kiiltiir bitki 6rneklerinin toprak iistii kisimlar1 Clevenger apareyi
kullanilarak 3 saat siireyle hidrodistilasyona tabi tutulmus, ugucu yaglan izole
edilmistir. Kullanilan bitki 6rneklerinin toplanma yerleri, ugucu yag verimleri ve
bilesenleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2° de verilmigtir.
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Tablo 2.1. Dogal Origanum vulgare subsp. hirtum L. Orneklerinin Toplanma Yerleri, Ugucu Yag Verimleri ve Ana wmamoiom

Bitki No

Ugucu  Yag | Lokalite Ugucu  Yag|karvakrol timol linalol y-terpinen p-simen
No Verimi (%) .

101 E801A Yalova 39 70.9 34 0.1 0.9 13.0
202A E801R Can / Canakkale 4.5 80.9 1.4 0.1 0.8 9.2

202B E801S Can / Canakkale 4.5 80.9 1.8 0.1 0.7 7.8

203B  |E801U Bayrami¢ / Canakkale 4.3 74.4 2.0 0.1 1.3 13.2
203C _ |E801V Bayramic / Canakkale 5.1 82.9 1.2 0.1 0.1 8.8
205C  |E801X Bayramig / Canakkale 4.2 74.2 1.2 0.03 4.9 10.4
206 E840A Bayrami¢ / Canakkale 4.4 45.5 4.6 0.1 7.2 31.1
208A E840C Gokgeada / Canakkale 4.4 31.9 48.1 0.03 3.6 8.0

211 E840G Gokeeada / Canakkale 3.8 78.7 1.8 0.1 0.9 13.4
212 E840H Yenice / Canakkale 3.0 73.2 5.0 0.1 eser 12.1
306 E840N Sindirg: /Balikesir 4.3 7.5 60.1 0.1 2.9 17.8
309 E840R Ivrindi /Balikesir 4.1 8.7 57.8 0.1 7.8 15.3
311 E840T Edremit /Balikesir 4.1 60.2 5.5 0.1 3.5 21.1
313 E840V Gonen /Balikesir 4.0 68.8 1.9 0.1 0.2 204
315 E840Z Erdek /Balikesir 4.0 68.9 14 0.1 - 20.5
316 E840W Bandirma /Balikesir 4.7 73.4 2.0 0.1 0.3 14.6
407 E841D Mudanya /Bursa 3.1 70.4 6.1 0.1 0.1 13.1
407A E841E Mudanya /Bursa 3.1 53.9 0.7 0.04 2.8 28.1
419 E841K Iznik/ Bursa 3.7 78.3 0.3 0.2 0.5 10.0
213 E841M Lapseki/Canakkale 6.1 29.1 52.3 eser 4.7 6.4
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Tablo 2.2. Kiiltiir Origanum vulgare subsp. hirtum L. Orneklerinin Toplanma Yerleri, Ugucu YaZ Verimleri ve Ana Bilegenleri

Bitki No {Ugucu Yag|Lokalite Ugucu  Yag | karvakrol timol linalol y-terpinen p-simen
No Verimi (%)

101 E857A Yalova 4,3 78.7 0.3 0.2 5.5 5.0
202A  |E857P Can / Canakkale 5.7 81.0 0.6 02 3.3 6.7
202B E857R Can / Canakkale 3.0 72.3 0.6 0.3 6.4 10.7
203B E857T Bayramic / Canakkale 4.0 773 6.8 0.1 49 4.4
203C E857U Bayrami¢ / Canakkale 5.1 85.2 0.5 - 3.6 4.7
205C E857Z Bayramig / Canakkale 4.5 53.2 2.7 0.1 9.6 22.1
206 E857X Bayrami¢ / Canakkale 5.5 39.1 8.0 0.1 19.5 17.5
208A |E858B Goékgeada / Canakkale 54 15.9 42.3 eser 12.0 16.7
211 E858F Gbkgeada / Canakkale 5.4 88.6 0.7 0.1 1.7 2.8
212 E858G Yenice / Canakkale 4.9 69.6 8.3 0.1 6.8 6.3
306 E858N Sindirg: / Balikesir 4.6 8.7 68.0 0.1 6.2 6.0
309 E858S Ivrindi / Balikesir 4.2 5.3 67.7 0.1 8.0 8.8
311 E858U Edremit / Balikesir 4.9 60.3 18.4 0.1 6.6 6.6
313 E858W Gonen / Balikesir 4.6 84.0 1.3 0.1 3.5 4.6
315 E858Z Erdek / Balikesir 4.0 85.4 1.1 0.1 3.0 3.6
316 E858X Bandirma / Balikesir 3.7 76.0 5.4 0.1 3.6 5.6
407 E859F Mudanya / Bursa 4.2 70.0 1.5 eser 12.9 5.5
407A | E859G Mudanya / Bursa 3.2 66.0 0.6 0.1 3.9 16.5
419 E859N Iznik / Bursa 4.4 79.2 0.4 0.1 5.3 5.2
213 E859R Lapseki / Canakkale 5.0 14.2 36.6 0.1 4.8 31.6




2.1.2 Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Mikroorganizmalar
ve Ozellikleri

Calismada, maya formundaki insan patojeni Candida albicans (klinik izolat),
Escherichia coli ATCC 25292, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes NRRL 3567, Proteus vulgaris
NRRL 123 bakterileri ve Aspergillus flavus, Penicillum expansum, Aspergillus niger,
Alternaria brassicola mikrofunguslan kullamlmigtir. Saprofitik mikrofunguslar,
boliimiimiizde topraktan izole edilmigtir. Tiim mikroorganizma stoklann Balikesir
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesin Biyoloji Boliimiinde saklanmaktadar.

Escherichia coli: 2-6 pm boyunda, 1.0-1.5 pm eninde, diiz, u¢lan yuvarlak,
comakeik seklinde, gram-negatif bakterilerdir. Buyyon ve jeloz gibi besiyerlerinde
kolayca tirerler. Fakiiltatif anaerop olup, optimum iireme sicakh@ 37 °C’dir.
Memelilerin ve kuglarin bagirsak konagidir. Aslinda normal bagirsak florasinda
bulunur ve burada diger flora bakterileri ve organizma ile bir denge halinde kaldig
siirece hastalik yapmaz. Normal kosullarda kokusma (putrifikasyon), mayalagsma
(fermantasyon) dengesinin diizenlenmesine ve beslenme ile ilgili bazi hususlara
yardimct olur. Normal bafirsak florasinda bulunan E. coli herhangi bir nedenle
bulunduklan yerin digina, bagka dokulara gegme olanad: bulduklan takdirde Snemli
enfeksiyonlarin  olugmasina neden olabilirler. Ampisilin, tetrasiklinler,
kloramfenikol, sefalosporinler ve amigoglikozitler’in E. coli tizerine degisik etkileri
vardir [91].

Staphylococcus aureus: Kigik, yuvarlak, oval sekilli, gram-pozitif
koklardir. Bilinen basit besiyerlerinde ve optimum 37 °C ‘de iireyebilir. Fakiiltatif
anaerop tiirlerdendir. Dogada olduk¢a yaygindir; tozda, toprakta, egya iizerinde,
insan ve havya derisinde, burun mukozasinda, afiz ve nazofarinks floralarinda
bulunur. insan ve diger sicakkanh hayvanlarda genis gapta besin zehirlenmesine yol
agarlar. Deri-mukoza lokalizasyonlari, sepsisler, sistem ve organ enfeksiyonlar,
besin zehirlenmeleri stafilokoklarin olugturdugu belli bash enfeksiyonlardir. S.
aureus bakterilerinin glintimiiz i¢in en Onemli yonleri, kullamlmakta olan

36



kemoterapik ajanlann birgofuna hizla dayamklibk kazanmalari ve bu nedenle
ekseriye oranla enfeksiyonlarina daha sik rastlanmasidir [91].

Pseudomonas aeruginosa: 24 pm uzunlufunda, iri, bir veya birden fazla
polar konumlu kirpige sahip, gram-negatif, comak sekilli bir bakteridir. Cok az
miktarda besin maddesi igeren nemli ortamlarda aerop tireyebilen non-fermentatif bir
bakteridir. Ureme sicaklifn optimum 37 °C’dir. Dogada oldukga yaygindir. Insan
ve hayvan bagirsaginda bulunmaktadir. P. aeruginosa firsatg1 patojen bir bakteri
olarak; yamk ve yara enfeksiyonlan, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjitler, g6z
enfeksiyonlar, septisemi, bronsit ve bronkopnSmoni gibi gesitli hastaliklara yol agar
[91].

Enterobacter aerogenes: Enterobacter cinsindeki bakteriler toprak ve sularda
bulunan diizgiin gram-negatif gomakgiklardir. Insan ve havyan bagirsak florasinda
bulunabilir. Firsatg1 patojen 6zellik gOstererek tehlikeye agik yeni dogan ve
prematiire ¢ocuklarda, bafisiklik sistemi zayif veya baskilanmig hastalarda, bagta
idrar yollari, iist solunum yollari, yara ve yamk enfeksiyonlar:, menenjit olmak iizere
cesitli hastaliklar olugtururlar. Son zamanlarda Enferobacter’lerin giderek artan
oranlarda hastane enfeksiyonlar1 yaptiklari bildirilmektedir. Enterobacter’ler
ampisilin ve sefalosporinler’ lere direngli, karbenisilin ve sefotaksim gibi
antibiyotklere kars1 nisbeten duyarhidir [91].

Proteus vulgaris: Bu gruptaki bakteriler gram-negatif, sporsuz, kapsiilsiiz,
cok hareketli ve bagirsak bakterilerinin genel karakterlerini gbsteren bakterilerdir.
Proteus insan digkisinda, lagim sularinda, kokugmus proteinli yiyeceklerde yaygin
olarak bulunur, Hastane ortaminda geligen ¢esitli enfeksiyonlar meydana getirir.
Afir ve pargalanmig yaralarda bulunmalan hem enfeksiyonu afirlagtirir hem de
tetanoz ve gazh gangren etkenlerinin {iremesini kolaylagtirarak bunlarin
enfeksiyonlarimin gelismesine yol acar. Ozellikle yeni dogan gocuklarda g6bek
kordonu enfeksiyonundan kaynak bulan sepsis ve menenjitler bazen epidemiler
halinde gériilebilir. Neomisin, kanamisin ve gentamisin’e karg1 genellikle duyarlidir
[91}.
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Candida albicans: Firsatg1 ve patojen bir tiir mayadir. Kandidoz denen bir
enfeksiyona yol acarlar. [Enfeksiyon odagi genellikle iist ya da alt solunum
sistemidir. Bu odaktan kan veya lenf yoluyla yayilan etken, ulagtif: bagka etkenleri
-tutar. Candida’ lar, insan ve hayvan mukozalarinda kommensal olarak bulunur.
Candida mukozalari, ¢ogunlukla direnci zayiflamug, Ozellikle hiicresel bagisiklik
sistemi tahrip olmus hastalarda goriilir. Tedavi amaciyla Nistatin kullamlir [91, 92].

Aspergillus flavus: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler 10 giinde hizla
geliserek 6-7cm ¢apma ulagmaktadir. Genellikle ince fakat siki yapili bir misel
kegesi olugturmakta, gogunlukla diiz ancak baz1 rklarinda ise radiyal olarak oluklu
ya da beyin kivrimhdirlar. Cogu wklarinda bol miktarda konidi yapilan geligir.
Geng konidi baglar1 genellikle sar1 tonlardadir fakat hizli bir bigcimde parlak koyu
sari-yesil tonlara  kaymaktadir. Koloni alti genellikle‘ renksiz-pembemsi esmer
renktedir. Konidiyoforlar kalin geperli, renksiz, kaba sekilde piirtizlii genellikle
Imm’den kisadir. Vesikiiller gencken uzamig, daha sonralan ise subgloboz veya
globoz olmaktadir. Sterigma tek veya iki seri halinde, aym irkta veya tek bir
vesikiilde her iki durumda goriilebilmektedir. Cogunlukla konidiler
olgunlagtiklarinda globoz veya subgloboz, belirgin sekilde piiriizlii veya diiz geperli,
bilyiikliikleri irklar arsinda degiskendir [93].

Penicillum expansum: Hifler bSlmeli, dar, genellikle 2-3um eninde, renksiz
veya parlak renkli, diizensiz dallanmakta ve yogun kompakt miselyum
olusturmaktadir.  Konidi kenarlani genellikle ¢ok belirgindir. Konidiyoforlar
farklilagmamus yiizey alt1 veya havayi hiflerden geligmektedir. Saplar nispeten dar
ve ince ceperli, genellikle 1-2 bolmeli, baz:1 tiirlerde apikal olarak sigkin ancak
vesikiiller daima 10 um *den kii¢iik ¢apta, karakteristik sekilde penisillat dallanmigtir
ve “penisillus” denilen yapilar gelismektedir. Fiyalidler terminal ve kompakt
vertisiller halinde, nispeten kisadir. Konidiler bazipetal olarak gelismekte, genellikle
uzun zincirler halinde, tek hiicreli, gok kiigiik, kiiresel, elipsoid, prifdrm veya
apikulat padiren silindirik kitle halinde gri-yesil, gri-mavi veya gri nadir olarak
kahverengidir [94].
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Aspergillus niger: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler yavag gelismekte,
10-15 giinde oda sicakliinda 2.5-3.0cm g¢apina ulagmaktadir. Olduk¢a gevsek-
kompakt beyaz-hafif sar1 bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle yiginlar
halinde toplanmis konidi yapilar1 vardir. Tipik olarak karbon siyahina yakin renkte
veya bazen koyu kahverengimsi siyah renktedir ve koloni ylizeyini dar bir kenar
hari¢ tamamen kaplamaktadir. Koloni alt: genellikle renksiz, bazen merkezde soluk
saridir. Konidi baglan tipik olarak biiytik ve siyah, dnce globoz, daha sonra radiyat
veya yaslandifinda iki veya daha fazla gevsek-iyi belirlenmis siitun halinde
yarilmaktadir. Konidiyoforlar degisken uzunlukta, ¢eper diiz, nispeten kalin, renksiz
ve ozellikle iist kisimda kahverengimsi tonlardadir. Vesikiiller globoz veya globoza
yakindir. Sterigmalar iki seri halindedir [93].

Alternaria brassicola: Koloni koyu kahverengi-siyahims1 ve kadifemsidir.
Hifler dalli, 6nceleri seffaf, sonra kahverengimsidir. Konidiyoforlar tek veya 2-12°
lik gruplar halinde, genellikle basit, dik diiz veya dalgali, bazen genikulat, az veya
¢ok silindirik, tabanda hafif¢e giskin, bélmeli, soluk veya orta derecede zeytinimsi
kahverengidir. Konidiler genellikle 20 konidilik zincirler halinde, bazen dall,
konidiyofor geperimdeki kiigiik deliklerden ¢ikmaktadir. Konidiler diiz geperli
silindirik, genellikle uca dogru sivrilmekte veya obklavat, taban hiicresi yuvarlak
hale gelmis, gaga hemen hemen yok gibidir. Apikal hiicre az veya gok dikdortgen
seklinde veya turunkat bir kozalaga benzemektedir. Konidiler 1-11 arasi fakat
genellikle 6’ dan az enine bolmeli ve genellikle bdlmelerin oldugu yérlerde
biiziilmeler goriilmekte, soluk veya orta derecede yesilimsi renkte, diiz geperli veya
yaslilikta hafifce sigilli hale gelmektedir [93].

2.1.3 Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullamlan Besiyerleri ve
Standartlar

Mueller Hinton Broth (Merck)

Cift Kuvvet

Bt BKSIESI e eneirieiitiieitreiiiiiiieiiieteiireesesneentesnsasaes 4 gr
Kazein Hidrolizatl........cccceverviinininiiiiiiiiineninenicninnenn 35gr



Distile SU... ..o ovr i e e 1000m

121 °C’ de 20 dk otoklavlanarak steril edilmis ve 10° ar ml steril tiiplere
dagitilmigtir.

Mueller Hinton Agar (Merck)

EtEKSIESI... ..o cviiiee it et e e 5ET

Kazein Hidrolizats.....................cc.cooee v 175 g1

Distile SU.......coooviiiiie i e eee k.. 1000 ml

121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edilmig ve 15 er ml 90 mm ¢apindaki
steril petri kaplarina dokulmugtur.

Malt Ekstrakt Agar (Samson ve Pitt, 1985)

MaltEkstraktToz..............................‘........................20gr

Pepton. .. ....oviei et iee et L

GIUKOZ. .. .. oo vie e e e et e et et e e e eeneen . 20 BT

Distile SU......oceiii it e eeeeee e e a0, 1000 m

121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edilmig ve 15 er ml 90 mm ¢apindaki
steril petri kaplarina dokilmigtir.

Czapex Dox Agar (Merck)

Sodyum Nitrat (NaNO3)......ccooveies i 2 T
Potasyum Hidrojen Fosfat (KoHPOy)..........c..o.ol gr
Magnezyum Silfat (MgSOs. TH20).........ccooe .05 gr
Potasyum Kloriir (KCI)..........cvviveieeiiiieeieeieeinenee.......0.5 g1
Demir Siilfat (FeSOg)......ccovvevevivieiee i 001 gr
SUKTOZ. .. . cee vt oo eee it eeeeee eee e eeeten e eee e e ceeven e 00 30 ET
DiStile SU... . oeeeee et et ettt e e eer e eee eeneeeeee ... 1000 M
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121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edilmis ve 15’ er ml 90 mm ¢apindaki
steril petri kaplarina d6kiilmiistiir.

Sabouraud Dextrose Broth (Merck) .
Bacto Pepton.........cccoveimiiiiiiiiiiiiiiica ....10 gr

Bacto Dekstroz........ccocviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 40 gr
Distile Su....oooniiiiiiiiii et eeees 1000 ml

121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ ar ml steril tiiplere
dagitilmigtir

McFarland No:0.5 Bulaniklik Standard:
BaCly (%61.175). i reeaeeecneaneenaaeenaenananns 0.5ml
H2SO04 (0.36N)...niieiiiiiiiiieetiiieierenreieeeenneeneneenenses 99.5 ml

BaCl, ve HSO4 kangtinlarak 15 ml® lik kapakl tiiplere dagitilir. Kapag:

parafilm ile sikica kapatilan tiip, karanlikta oda sicaklifinda saklanir.

2.2 Metot

2.2.1 Ugucu Yaglarin Bilesenlerinin Belirlenmesi

2.2.1.1 Gaz Kromategrafisi (GC)

Ugucu yag iginde bulunan bilesikler asagida belirtilen sartlarda gaz

kromatografisi kolonunda tutunma siirelerine (Rt) gore ayrilarak relatif oranlarina
gore degerlendirilmigtir.

Analiz kosullar

Sistem : Shimadzu GC-9A

Kolon : Thermon 600 (50 m x 0.25 mm i.d)
Dedektor : FID

Tasiyic1 Gaz : Nitrojen (1 ml/dk)
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Split Oran : 60: 1

Sicakliklar
Kolon : 70 °C-10 dk // 2 °C/dk//180 °C-30 dk
Enjeksiyon : 250 °C
Dedektor : 250 °C

2.2.1.2 Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi (GC/MS)

Ugucu yag icindeki bilesenler, gaz kromatografisi kolonunda ayrildiktan
sonra dedektor gorevi goren kiitle spektrometresinde her birinin tek tek spektrumlarn

almmgtir.
Analiz Kosullar
Sistem : Shimadzu GC-MS QP5050A
Kolon : CP Sil 5CB (25 m x 0.25 mm i.d)
Sicaklik Programi 60 °C// 5 °C/dk // 260 °C—40 dk
Enjektor : 250°C
Tasiyici Gaz : Helyum (1 ml/dk)
Split Oram : 50: 1
Elektron Enerjisi : 70 eV
Kiitle Aralifa : m/z 30-425
Kiitliphane : BASER Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi,

Wiley ve Adams-LIBR (TP) Kiitiiphane Tarama Yazilimlari
2.2.2 Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesinde
Kullamilan Yéntemler
Ugucu yaglarin antimikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesinde, mikrobroth

diliisyon ve agar disk diflizyon metotlar1 kullamilmigtir [95]. Yapilan deneyler ¢ift
paralel olarak tekrarlanmigtir.
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2.2.2.1 Agar Disk Difiizyon Metodu

Steril petrilere 15° er ml olacak sekilde Mueller Hinton Agar (MHA)
dékiilerek, petriler diiz bir zemin lizerinde donmaya birakilmugtir. Kullamlacak olan
mikroorganizmalar uygun besiyerlerinde 24 saat inkiibasyona birakilmig ve 24 saat
sonunda Mc Farland No:0.5’¢ gére bulaniklik ayarlar1 yapilmigtir. Steril kabin
icerisinde petriler alt kapaklari iizerinden kalemle dort esit pargaya bolinmiistiir.
Her birine stok ¢ozeltiden 20 pl emdirilen 3 adet ve 20 pl standart kloramfenikol
(Candida albicans i¢in ketokonazol) emdirilen 1 adet 6 mm gapinda steril kagit disk
her parganin tam ortasina gelecek sekilde daha 6nce mikroorganizma ekimi yayma
ekim olara yapilmig besiyeri iizerine yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlana petri
kaplar1 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda diskler
etrafinda tiremenin goriilmedigi alanlarn (inhibisyon zonu) ¢aplar milimetre olarak
Slgtilmiigtiir.

2.2.2.2 Mikrobroth Diliisyon Metodu

Kullanilan insan patojeni bakteriler Mueller Hinton Broth (MHB)’ a, patojen
maya olan Candida albicans ise Sabouraud Dextrose Broth (SDB)’ a agilanarak 37
°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda sivi besiyerlerinde
gelisen killtiirlerin, Mc Farland No: 0.5 (yaklagk 10° CFU/ml) tipline gore
bulamklik ayan yapilmigtir. Test edilecek ugucu yaglar, her birinden 4 mg olmak
fizere aynt ayn steril tiiplere tartilmig ve lizerlerine 2° ser ml saf Dimetil Siilfoksit
(DMSO) eklenerek tamamen g¢dziinmeleri, homojen bir kangim haline gelmeleri
saglanmigtir(stok ¢Ozelti). Denemeler igin 96 “U” tipi kuyucuklara sahip
mikrodiliisyon petrileri (96 Well Plate) kullamlmigtir. Mikropipet yardimiyla
kuyucuklara nce 100’er pl steril saf su koyulmugtur (1, 11 ve 12’inci siitunlar
hari¢). Daha sonra ilk siitundaki kuyucuklarin her birine elde edilen stok
¢ozeltilerden 200° er pl mikropipet yardimiyla eklenmistir; ‘Bu siitundan alinan 100
pl’ lik kisimlar ikinci siituna transfer edilmis ve bu sekilde seri olarak yapilan
dilisyon ile stok soliisyonlanin seyreltilmeleri saflanmugtir. Yalnizca
mikroorganizmasiz antimikrobiyal ajanlarin seri dillisyonlarim igeren sondan bir
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Onceki stitun (11) negatif kontrol olarak kullamlmugtir. Son siitun pozitif kontrol
olarak birer antibiyotik olan kloramfenikol bakteriler i¢in, standart antifungal madde
olan ketokonazol ise Candida albicans i¢in kullamlmighr. Bu islem tim
kuyucuklara uygulandiktan sonra mikroorganizmalarin eklenmesi islemine
gegilmigtir. Bunun i¢in bulamkhf 6nceden Mc Farland No:0.5’e gore ayarlanan
mikroorganizma kiiltiirleri yanim saat 37 °C’ de bekletilmis, mikropipet ile tiiplerden
100 “er pl alinarak her kuyucuk satirina bir mikroorganizma gelecek sekilde 11°inci
stitun hari¢ olarak ilave edilmigtir. Bu islemden sonra mikrodiliisyon petrilerinin
kapaklan kapatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklarda tiremenin varhifi ya da yoklugunun tespit edilmesi amaciyla
mikrodillisyon petrileri {izerine tetrazolium violet ¢ozeltisi piskiirtiilmiigtiir.
Renklenmenin olmast igin petriler 37 °C’de 30 dakika daha inkiibasyona
birakilmugtir.  Inkiibasyon sonunda renklenmenin olmadig: ilk kuyucuklarin sahip
oldugu konsantrasyon MIK (Minumum Inhibisyom Konsantrasyonu) olarak
degerlendirilmigtir. MIK degeri, antimikrobiyal maddenin mikroorganizmalarin
iremesini durdurmak icin gerekli en diigiik konsantrasyon degeri olarak ifade
edilebilir.

2.2.2.3 Antifungal Aktivite

Antifungal aktivite gahismalan igin de agar disk difiizyon metodu
kullamlmistir. Konidi elde etmek amaciyla saprofitik funguslardan Aspergillus
Sflavus, A. niger, Penicillium expansum ve Alternaria brassicola Czapex Dox Agar
(CDA) ve Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerinde, 90 mm gapinda petri kaplari
kullanilarak 25 °C’de 7-10 giin siireyle gelistirilmigtir. Daha sonra igne yardimiyla
gelismis kolonilerden sporlar alinarak, Czapex Dox Agar ve Malt Ekstrakt Agar
besiyerini igeren petri kaplarmin merkezine uygulanmustir. Her birine stok
¢ozeltiden 20 pl emdirilen diskler, ekim yapilan noktalarn Gstline yerlestirilmigtir.
Petri kaplan 72 saat stiresince 25 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon
sonunda, ugucu yaglarn funguslarin tiremesi {izerindeki % inhibisyon degerleri
asagida verilen formtl! kullamlarak hesaplanmgtir. Kontrol olarak funguslarin
normal koloni gaplar: kullamlmigtir [96].



% Inhibisyon =100 (C-T)/C
C: Kontrol petrisinde geligsen fungusun koloni gapz,
T: Test petrisinde geligen fungusun koloni gapr)
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3. BULGULAR

3.1 Ugucu Yaglarin GC/MS Analizi Sonuglar:

Dogal ve kiiltiir Srnekleri ugucu yaglarinin GC/MS analizi sonuglar1 agagida

grafikler halinde verilmistir.
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Sekil 3.6 E 801 X Nolu Ugucu Yag
Bilegenleri (Dogal)
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Sekil 3.18 E 841 E Nolu Ugucu Yag
Bilesenleri (Dogal)
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Sekil 3.22 E 857 P Nolu Ugucu Yag
Bilesenleri (Kltir)
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Sekil 3.26 E 857 Z Nolu Ugucu Yag
Bilegenleri (Killtiir)
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3.2 Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.1, Tablo 3.2, Tablo
3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’ da verilmistir.
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Tablo 3.1 Dogal Origanum vulgare subsp. hirtum Ietswaart Ugucu Yaglarimn Disk Diflizyon Metoduna Gére Antimikrobiyal Aktivitesi (mm)

Bitki - Ugucu Yag Bilegenleri (%) Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | E.coli | S.aureus | P.aeruginosa | E.aerogenes | P.vulgaris | C.albicans
101 70.9 34 0.1 0.9 13.0 8 8 9 9 9 6
202A 80.9 1.4 0.1 0.8 9.2 8 7 8 8 8 9
202B 80.9 1.8 0.1 0.7 7.8 7 8 7 8 8 9
203B 74.4 2.0 0.1 1.3 13.2 10 10 9 10 8 9
203C 82.9 1.2 0.1 0.1 8.8 9 9 8 10 9 10
205C 74.2 1.2 0.03 4.9 10.4 10 11 11 9 9 10
206 45.5 4.6 0.1 7.2 31.1 8 8 9 8 9 9
208A 31.9 48.1 0.03 3.6 8.0 11 10 10 10 10 8
211 75.7 1.8 0.1 0.9 13.4 9 10 9 9 9 9
212 73.2 5.0 0.1 eser 12.1 10 9 10 9 8 9
306 7.5 60.1 0.1 2.9 17.8 10 10 11 11 10 11
309 8.7 57.8 0.1 7.8 15.3 11 11 9 8 9 12
311 60.2 5.5 0.1 3.5 21.1 9 13 10 8 8 7
313 68.8 1.9 0.1 0.2 204 8 9 9 8 9 8
315 68.9 14 0.1 - 20.5 10 10 9 10 9 10
316 73.4 2.0 0.1 0.3 14.6 8 7 8 8 7 9
407 70.4 6.1 0.1 0.1 13.1 9 8 8 9 8 9
407A 53.9 0.7 0.04 2.8 28.1 9 9 10 10 9 9
419 78.3 0.3 0.2 0.5 10.0 10 12 11 10 10 11
213 29.1 52.3 eser 4.7 6.4 8 8 9 9 8 8
Kontrol 29 “30 “33 “28 -“26 *34
“Kloramfenikol XK etokonazol
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Tablo 3.2 Kilttire Alnan Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart Ugucu Yaglarmm Disk Difiizyon Metoduna 0&8 Antimikrobiyal

Aktivitesi (mm)
Bitki Ugucu Yag Bilesenleri (%) Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | E.coli | S.aureus | P.aeruginosa | E.aerogenes | P.vulgaris | C.albicans
101 78.7 0.3 0.2 5.5 5.0 10 10 11 11 10 8
202A 81.0 0.6 0.2 3.3 6.7 10 9 10 11 10 8
202B 72.3 0.6 0.3 6.4 10.7 8 7 8 8 10 7
203B 77.3 6.8 0.1 4.9 4.4 11 10 8 9 9 8
203C 85.2 0.5 3.6 4.7 8 8 9 9 9 9
205C 53.2 2.7 0.1 9.6 22.1 8 9 9 9 8 9
206 39.1 8.0 0.1 19.5 17.5 10 10 10 10 10 10
208A 15.9 42.3 eser 12.0 16.7 8 9 8 10 9 7
211 88.6 0.7 0.1 1.7 2.8 10 10 10 9 9 7
212 69.6 8.3 0.1 6.8 6.3 8 8 7 8 8 9
306 8.7 68.0 0.1 6.2 6.0 8 7 7 7 7 8
309 5.3 67.7 0.1 8.0 8.8 10 10 9 10 10 9
311 60.3 18.4 0.1 6.6 6.6 9 10 9 12 10 9
313 84.0 1.3 0.1 3.5 4.6 9 9 8 9 9 7
315 85.4 1.1 0.1 3.0 3.6 10 9 11 11 10 7
316 76.0 5.4 0.1 3.6 5.6 8 8 8 7 7 7
407 70.0 1.5 eser 12.9 5.5 10 9 10 8 9 7
407A 66.0 0.6 0.1 3.9 16.5 8 8 7 7 8 7
419 79.2 0.4 0.1 5.3 5.2 9 8 8 8 7 7
213 14.2 36.6 0.1 4.8 31.6 9 7 8 7 7 7
Kontrol “29 “30 “33 v 28 =26 *34
“Kloramfenikol *Ketokonazol
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Tablo 3.3 Dogal Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart Ugucu Yaglarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri (MIK) (ug/ml)

Bitki Ugucu Yag Bilegenleri (%) Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | E.coli | S.aureus | P.aeruginosa | E.aerogenes | P. vulgaris | C.albicans
101 70.9 3.4 0.1 0.9 13.0 250 125 250 125 62,5 62,5
202A 80.9 14 0.1 0.8 9.2 500 500 500 250 250 125
202B 80.9 1.8 0.1 0.7 7.8 250 250 250 125 250 500
203B 74.4 2.0 0.1 1.3 13.2 125 250 250 250 250 125
203C 82.9 1.2 0.1 0.1 8.8 500 500 250 250 500 125
205C 74.2 1.2 0.03 4.9 10.4 250 125 125 125 125 125
206 45.5 4.6 0.1 7.2 31.1 250 125 125 125 250 125
208A 31.9 48.1 0.03 3.6 8.0 250 250 250 250 250 125
211 75.7 1.8 0.1 0.9 13.4 500 250 500 250 500 125
212 73.2 5.0 0.1 eser 12.1 250 500 250 500 250 250
306 7.5 60.1 0.1 2.9 17.8 62,5 62,5 125 125 125 125
309 8.7 57.8 0.1 7.8 15.3 125 250 250 125 125 31,25
311 60.2 5.5 0.1 3.5 21.1 250 125 250 250 250 125
313 68.8 1.9 0.1 0.2 20.4 250 250 62,5 125 125 125
315 68.9 14 0.1 - 20.5 250 250 500 250 500 500
316 73.4 2.0 0.1 0.3 14.6 500 500 500 500 125 125
407 70.4 6.1 0.1 0.1 13.1 125 250 125 125 250 125
407A 53.9 0.7 0.04 2.8 28.1 500 250 250 125 125 125
419 78.3 0.3 0.2 0.5 10.0 125 125 125 125 125 62,5
213 29.1 52.3 eser 4.7 6.4 125 125 500 500 125 500
Standart madde C i° L -~ - -
DMSO + + + + + +
“: Kloramfenikol . Ketakonazol -: Bulamiklik yok (Aktivite var) +: Bulamklik var (Aktivite yok)
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Tablo 3.4 Kiiltiire Alinan Origanum vulgare subsp. hirtum Ietswaart Ugucu Yaglarimin Antimikrobiyal Aktiviteleri (MIK) (ug/ml)

Bitki Ugucu Yag Bilegenleri (%) . Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | E.coli | S.aureus | P.aeruginosa | E.aerogenes | P.vulgaris | C.albicans
101 78.7 0.3 0.2 5.5 5.0 125 125 125 250 125 250
202A 81.0 0.6 0.2 3.3 6.7 250 125 125 125 125 500
202B 72.3 0.6 0.3 6.4 10.7 250 250 500 250 250 - 500
203B 77.3 6.8 0.1 49 4.4 250 250 250 . 500 125 250
203C 85.2 0.5 - 3.6 4.7 250 500 125 250 500 250
205C 53.2 2.7 0.1 9.6 22.1 250 125 . 125 125 | . 125 250
206 39.1 8.0 0.1 19.5 17.5 500 500 250 250 500 250
208A 15.9 42.3 eser 12.0 16.7 250 250 250 250 250 500
211 88.6 0.7 0.1 1.7 2.8 250 250 250 250 250 500
212 69.6 8.3 0.1 6.8 6.3 250 250 250 250 500 250
306 8.7 68.0 0.1 6.2 6.0 500 500 500 500 500 500
309 53 67.7 0.1 8.0 8.8 125 250 250 250 250 250
311 60.3 18.4 0.1 6.6 6.6 250 250 500 125 250 500
313 84.0 1.3 0.1 3.5 4.6 125 125 250 250 250 500
315 85.4 1.1 0.1 3.0 3.6 125 250 250 250 125 500
316 76.0 54 0.1 3.6 5.6 500 250 500 500 500 500
407 70.0 1.5 eser 12.9 5.5 250 250 250 250 250 500
407A 66.0 0.6 0.1 3.9 16.5 250 250 250 250 250 500
419 79.2 04 0.1 5.3 5.2 250 250 250 125 125 500
213 14.2 36.6 0.1 4.8 31.6 250 250 250 500 250 500
Standart madde - L L - - -~
DMSO + + + + + +
©: Kloramfenikol K. Ketakonazol -: Bulamkhk yok (Aktivite var) +: Bulamklik var (Aktivite yok)
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Tablo 3.5 Dogal Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart Ugucu Yaglarimn Antifungal Aktiviteleri (% inhibisyon)

Bitki Ugucu Yag Bilesenleri (%) Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | Aspergillus | Penicillum | Aspergillus niger Alternaria
flavus expansum brassicola
101 70.9 3.4 0.1 0.9 13.0 100 100 100 100
202A 80.9 1.4 0.1 0.8 9.2 100 100 60 68.7
202B 80.9 1.8 0.1 0.7 7.8 5.4 22.7 - -
203B 74.4 2.0 0.1 1.3 13.2 - 13.6 5.6 -
203C 82.9 1.2 0.1 0.1 8.8 254 22.7 - 58.3
205C 74.2 1.2 0.03 4.9 10.4 - 100 20.7 -
206 45.5 4.6 0.1 7.2 31.1 27.27 - 18.86 12.5
208A 319 48.1 0.03 3.6 8.0 100 100 45.28 -
211 75.7 1.8 0.1 0.9 13.4 - 27.27 - -
212 73.2 5.0 0.1 eser 12.1 54.5 100 43.39 100
306 1.5 60.1 0.1 2.9 17.8 - 100 - 43.75
309 8.7 57.8 0.1 7.8 15.3 10.9 9 - 29.16
311 60.2 5.5 0.1 3.5 21.1 6545 100 56.6 100
313 68.8 1.9 0.1 0.2 20.4 78.18 100 15 100
315 68.9 1.4 0.1 - 20.5 100 100 26.41 100
316 73.4 2.0 0.1 0.3 14.6 - 100 - -
407 70.4 6.1 0.1 0.1 13.1 - 50 1.92 14.58
407A 53.9 0.7 0.04 2.8 28.1 - 18.18 - -
419 78.3 0.3 0.2 0.5 10.0 34.54 100 100 -
213 29.1 52.3 eser 4.7 6.4 78.18 100 100 ‘100
Standart madde 100* 100* 100* 100*
K: Ketakonazol -: Inhibisyon ylizdesi 0
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Tablo 3.6 Kiltiire Alinan Origanum vulgare subsp. hirtum letswaart Ugucu Yaglarinin Antifungal Aktiviteleri (% inhibisyon)

Bitki Ugucu Yag Bilegenleri (%) Mikroorganizmalar
No karvakrol | timol | linalol | y-terpinen | p-simen | Aspergillus | Penicillum | Aspergillus niger Alternaria
flavus expansum brassicola
101 78.7 0.3 0.2 5.5 5.0 545 13.63 16.98 -
202A 81.0 0.6 0.2 3.3 6.7 27.27 100 11.32 8.33
202B 72.3 0.6 0.3 6.4 10.7 100 100 15 -
2038 713 6.8 0.1 4.9 4.4 18.18 100 16.98 -
203C 85.2 0.5 - 3.6 4.7 16.36 100 15 -
205C 53.2 2.7 0.1 9.6 22.1 40 27.27 15 31.25
206 39.1 8.0 0.1 19.5 17.5 12.72 - 5.66 -
208A 15.9 4.3 eser 12.0 16.7 45.45 9 24.52 50
211 88.6 0.7 0.1 1.7 2.8 23.63 18.18 24.52 37.50
212 69.6 8.3 0.1 6.8 6.3 9 9 24.52 -
306 8.7 68.0 0.1 6.2 6.0 3.63 18.18 1.88 33.33
309 5.3 67.7 0.1 8.0 8.8 41.81 9 20.75 58.33
311 60.3 18.4 0.1 6.6 6.6 16.36 100 13.20 37.50
313 84.0 1.3 0.1 3.5 4.6 - 9 15 -
315 85.4 1.1 0.1 3.0 3.6 9 9 15 45.83
316 76.0 54 0.1 3.6 5.6 - 31.81 18.86 12.50
407 70.0 1.5 eser 12.9 5.5 23.63 18.18 24.52 37.50
407A 66.0 0.6 0.1 3.9 16.5 27.27 - 30.18 -
419 79.2 0.4 0.1 5.3 5.2 9 9 43,39 58,33
213 14.2 36.6 0.1 4.8 31.6 - 9 - 27
Standart madde 100° 100 100* 100°
K: Ketakonazol -: Inhibisyon yiizdesi
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4. SONUC VE TARTISMA

Marmara B&lgesi’nde 4 farklh ilde (Balikesir, Bursa, Canakkale, Yalova) 20
farkl1 lokaliteden toplanan Origanum vulgare subsp. hirtum (Link) Ietswaart
alttiiriine ait 20 6rnek ve bu Orneklerin Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez
Aragtirma Enstitlisii’nde kiiltiire alinmg formlar: olmak iizere toplam 40 bitki 6rnegi
ile gahgilmigtir. Omneklerin ugucu yaglan TBAM’® da hidrodistilasyonla elde
edildikten sonra, GC ve GC/MS analizleri yapilmistir. Alinan sonuglara goére
karvakrol ve timol, hem dogal hem de kiiltiir 6rneklerinde ana bilesen olarak tespit
edilmigtir.

Dogal bitki érneklerinde, karvakrol % 7.5 - % 82.9, timol % 0.3 - % 60.1
oranlan arasinda ugucu yaglarin bilesiminde yer almaktadir. Verilere gore, dogal
bitki 6rnekleri timol ya da karvakrol kemotipi olarak ayrilabilirler. Diger bilegenler
ise p-simen (% 6.4 - % 31.1), y-terpinen (eser - % 7.8) ve linalol (% 0.03 - % 0.2)
olarak belirlenmisgtir. 208 A, 306, 309 ve 213 nolu bitki Srneklerinde timol ana
bilesen olarak bulunurken, diger bitki Srneklerinde karvakrol ana bilesen olarak
bulunmugtur.

Kiiltlir bitki 6rneklerinde ise; karvakrol % 5.3 — 85.4, timol % 0.3 -68.0, p-
simen % 2.8 — 31.6, y-terpinen % 3.0 — 19.5, linalol % 0.1 — 0.3 oranlan arasinda
ugucu yaglarn bilesiminde tespit edilmigtir. 208 A, 306, 309 ve 213 nolu kiiltir bitki
ornekleri de timol kemotipi olarak belirlenmis, diger Ornekler yine karvakrol
kemotipi olma dzelligi gdstermiglerdir. Dolayisiyla dogal ortamlarinda timol ya da
karvakrol kemotipi dzelligi gosteren Srnekler, kiiltiir ortaminda da aym Szelliklerini
‘devam ettirmiglerdir. Bu da Yalova’ daki kiltliir ortam: kosullanmn, dogal
ortamlarminki ile benzer oldugunu gostermektedir. Dogal ve kiiltiir 5rnekleri ugucu
yaglan karsilagtinldifinda, ana bilegenler uygunluk gosterse de miktar olarak
farkliliklar goze garpmaktadir. Bu farkhiliklar, oncelikle edafik faktorler olmak
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lizere, toplanma zamani, distilasyon teknigi ya da iklimdeki baz1 degisikliklerden
kaynaklanmg olabilir.

Bager ve arkadaglan (1993) Akdeniz Bolgesi’nden elde ettikleri Origanum
vulgare subsp. hirtum Ornekleri ile yaptiklan bir ¢aligmada, ugucu yagimin ana
bileseninin % 78.73 ve % 70 oranlarinda bulunan karvakrol oldugunu tespit
etmislerdir [76].

Scheffer ve arkadaglar (1986), Origanum vulgare subsp. hirtum 6rmeklerinin
ugucu yagm analiz etmigler ve karvakrol’ @i (% 60.7) ana bilesen olarak
belirlemislerdir. Akgiil ve arkadaslar1 da (1987), aym alttiirle yaptiklar galigmalarda
karvakrol’ @n % 58.7 oranlaninda ugucu yagmn bilesiminde bulundugu rapor
etmislerdir [74, 75]. Bu sonuglar bizim bulgularimizla ana bilegenler olarak
benzerlik gostermektedir. Ancak ana bilegenlerin miktarlarinda baz: farkhihiklar
saptanmigtir. Bu farkliliklara toplanma zamanlarnin ve lokalitelerindeki
degisikliklerin neden olmasi miimkiindiir.

Arastirmada kullanilan t{im bitki 6meklerinden elde edilen ugucu yaglarm,
agar disk difiizyon ve mikrobroth diliisyon metodlan kullamlarak test
mikroorganizmalan tizerindeki antimikrobiyal etkileri de aragtinlmigtir. Agar disk
difiizyon metodunda, 6 mm ¢apmda antibiyogram disklerine ugucu yaglarm stok
soliisyonlarindan 20 pl emdirilmis ve olusan zon ¢aplari mm olarak kaydedilmigtir.
Yapilan ¢aligmada olusan zon ¢aplari, kontrol olarak kullamlan kloramfenikol ve
ketokonazol’ e ait zonlarla kargilagtinldiginda daba kiigiik olmasmna karsin (7-12
mm) test mikroorganizmalari lizerinde tiim ugucu yaglarin antibekteriyal ve
anticandidal aktiviteye sahip olduklan gézlenmigstir. Bu degerler Tablo 3.1 ve Tablo
3.2’ de verilmistir. Baudoux’ a gore de, kullamlan diskler etrafinda {iremenin
olmadig zonun 8lgiisti 2~3 mm ise ugucu yafin bakterisidal etkisinin iyi, bu zon 3
mm’ den biiyiikse ¢ok etkili, eger iiremenin olmadigi alan hi¢ yoksa aktivite yok
denilebilir [97].

Mikrobroth diliisyon metodu kullamlarak ugucu yaglarin MIK (minimium
inhibisyon konsantrasyonu) degerleri de belirlenmigtir. Bu degerler Tablo 3.3 ve
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Tablo 3.4° de pg/ml olarak verilmisti. Alman sonuglara gore; dogal bitki
Orneklerinin ugucu yaglan, prokaryotik patojen Escherichia coli ATCC 25292,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter aerogenes NRRL 3567, Proteus vulgaris NRRL 123 ve okaryotik
maya hiicresi olan Candida albicans tzerinde 62.5-500 pg/ml arasinda MIK
degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Kiiltiir bitki drneklerinin ugucu yaglar ise
aym test bakterileri lizerinde 125-500 pg/ml, C. albicans iizerinde ise 250-500
pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda etkili bulunmugtur.

Dorman ve Deans; O.vulgare subsp. hirtum ugucu yagmin E. coli NCIB
8879, S. aureus NCIB 6571, P. aeruginosa NCIB 950, E. aerogenes NCTC 10006, P.
vulgaris NCIB 4175 lizerine inhibisyon etkisini aragtirmiglar ve tiim bu bakterilere
karst ugucu yagin etkili oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica gram (-) ve gram (+)
mikroorganizmalara kargi aym derecede etkili oldufunu rapor etmiglerdir [19].
Bizim arastirmamizda da gram (+) ve gram (-) bakterilerin, test edilen bitki
Srneklerine kars: duyarhliklarinda biiyiik bir farklilik gortilmemektedir.

O. vulgare subsp. hirtum ugucu yaginin bilesimindé bulundugu bilinen timol
ve karvakrol’iin yiiksek derecede antibakteriyel, antikandidal ve antifungal aktiviteye
sahip oldugu daha onceki aragtirmalarda rapor edilmigtir [62, 98, 99]. Bunun yam
sira fenolik bilesikler bakimindan zengin olan ugucu yaglarn yiiksek antimikroiyal
aktivite gdsterdigi de araghrmalarda rapor edilmektedir [100, 101]. Ogzellikle
karvakrol ve timol antimikrobiyal 6zelligi bilinen fenolik bilesiklerdir. y-terpinen, p-
simen, linalol, a-terpineol, o pinen, timol ve karvakrol ile yapilan bir arastirmada,
karvakrol ve timol’lin, denenen bilesikler icerisinde en kuvvetli antimikrobiyal
aktiviteye sahip bilesikler oldugu belirtilmigtir [8, 101). Yapilan baska bir
galigmada, o-pinen, p-simen ve fy-terpinen’in herhangi bir aktiviteye sahip
olmadiklan da belittilmektedir [67).  p-simen’in, timol ve karvakrol’iin
antimikrobiyal aktivitesine antagonistik veya sineijistik etkide bulunduguna dair
farkli goriigler mevcuttur. Cosentino ve arkadaglari (1999), p-simen’in, timol ve
karvakrol’iin aktivitesi {izerinde antagonistik etki yaptigimi One siirerken, Ultee ve
arkadaglan (2000) sinerjistik etki yaptifim belirtmektedir {101, 102]. Bununia
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birlikte timol ve karvakrol’iin beraber bulunmalan durumunda, birbirlerine sinerjistik
etki meydana getirdikleri bilinmektedir [101, 103, 104].

Karvakrol’iin antimikrobiyal aktivitesinin ne sekilde oldugunu gésteren bir
aragtirma sonucuna gore de; karvakrol’e maruz birakilan hiicresel membranlar
potasyum iyonlarina ve protonlara karg1 gegirgen hale gelmektedir. Béylece hiicresel
i¢c ortamn pH’s1 diigmekte ve membran potansiyeli dagilmaktadir. Sonug olarak
ATP sentezlenememekte ve hiicre 6limii meydan gelmektedir [102].

Karvakrol’ #n antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili yapilan aragtirmalarda,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Proteus vulgaris, Candida albicans uzerinde tGremeyi durdurucu etkiye
sahip oldugu rapor edilmigtir. Timol’ tGnde aym mikroorganizmalara uzerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi kanitlanmugtir [105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114]. Bu bulgular, karvakrol ve timol igerigi yiiksek olan tiim émeklerimizin
antimikrobiyal aktivitelerinin neden yiiksek oldufunu agiklamamizi saglamaktadir.

Aragtirmamizda elde ettifimiz antifungal aktivite sonuglan incelendiginde;
Aspergillus flavus’ un gelismesi iizerine doBal drneklerden dort tanesi % 100° luk
inhibisyon etkisi gosterirken, yedi 6rnek ise herhangi bir etki gostermemigtir. Kiltir
bitki drneklerinden ise sadece biri 4. flavus tzerinde % 100’ lik inhibisyon etkisi
gostermigtir. Ug 6rnek ise aym fungus tizerinde etkisiz bulunmugtur (Tablo 3.5 ve
Tablo 3.6).

Penicillum expansum’ un geligmesi tizerine dogal drneklerden onikisi % 100°
lik inhibisyon etkisi gostermis, bir 6rnek ise higbir etki gostermemigtir. Kultir bitki
orneklerinden ise; bes tanesi aym fungus tizerinde % 100 etkiliyken, iki 6rnek etkisiz
bulunmugtur (Tablo 3.5 ve Tablo 3.6).

Test materyallerine en direngli fungusun Aspergillus niger oldufunu
soyleyebiliriz. Dogal drneklerden igii bu fungus Gizerinde % 100° lik antifungal
aktiviteye sahipken, yedi Omegin ise antifungal aktivitesi tespit edilememisgtir.
Kultir 6rneklerinden bu fungus iizerinde % 100’ liikk inhibisyon etkisi gdsteren 6rek
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saptanmamugtir. Bir kiltir 6rnedi ise tamamen etkisiz bulunmugtur (Tablo 3.5 ve
Tablo 3.6).

Alternaria brassicola gelismesi tzerine dofal 6meklerden altist1 % 100° lik
inhibisyon etkisine sahipken, yedi 6rnek herhangi bir etki gostermemigtir. Kiltiir
ornekleri incelendifinde ise, % 100°lik inhibisyon etkisi gOsteren drnek tespit
edilememigtir. Sekiz tanesinin ise bu fungus tizerinde etkisiz olduklan belirlenmigtir
(Tablo 3.5 ve Tablo 3.6).

Daha once karvakrol ve timol’ iin antifungal aktivitesinin aragtinldifi birgok
calismada, Aspergillus flavus, A. niger, Penicillum expansum iizerinde yiksek
inhibisyon etkisi gosterdikleri rapor edilmistir {106, 115, 116, 117, 118].

Mevcut bilgiler 1g13inda gelinen noktada giglit antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldufu tespit edilen bilesiklerin kimyasal yapilann daha ayrintili
aragtinlarak, fonksiyonel gruplarin ilave edilmesiyle bu bilesiklerdeki aktivitenin ne
derece degisebilecegi uizerine galigmalar yapilabilir. Aynica antimikrobiyal dzellige
sahip bitkisel kokenli dogal bilesiklerin, mikroorganizmalar {zerindeki etki
mekanizmalan aragtinlarak aktivitenin dogas1 aydinlatilabilir  Dolayisiyla bu
bilegiklerin, daha ayrintih galigmalar sonucunda insanlik igin kullamlabilirligi yiksek
tiriinler haline doniistirilmesi miimkiin olabilecektir. Aym zamanda bu aragtirmalar
sonucu, bitkisel droglar regetelere yazilarak kontrolli olarak hastaliklann tedavisinde
kullanilabilecektir.
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