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OZET

Bu ¢aligmada, Teucrium chamaedrys L. subsp. chamaedrys, Teucrium orientale L.
var. puberulens (T.Ekim), ve Teucrium chamaedrys L. subsp. lydium (O.Schwarz)
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri GC-MS yontemi ile analiz
edildi. Bitkilerden sirastyla 36, 35 ve 33 adet bilesigin yapisi aydinlatildi. Yapisi
aydmlatilan bilesiklerden germakren D’nin T. chamaedrys subsp. chamaedrys’de %16.7,
[karyofilen’nin ise T. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium
bitkilerinde sirasiyla %21.7 ve %]19.7 oranlarinda ugucu yaglarin ana bilesenlerini
olusturdugu tespit edildi. Izole edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite testleri yapild:
ve testler sonucunda Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 orta derecede aktivite
gosterdikleri fakat iki tane maya benzeri mantara kars:1 antifungal aktivite gostermedikleri

gbzlemlendi.

Anahtar Kelimeler : Teucrium chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var.
puberulens, T. chamaedrys subsp. lydium, Lamiaceae, Ugucu
yag, Antimikrobiyal aktivite, GC-MS.
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SUMMARY

Chemical Composition and Antimicrobial Activities of the Essential Oils of
Some Teucrium L. Taxa

In this study, the composition of the essential oils obtained from the air-dried
Teucrium chamaedrys L.subsp. chamaedrys, Teucrium orientale L. var. puberulens
(T.Ekim), and Teucrium chamaedrys L. subsp. lydium (O.Schwarz) were analyzed by GC-
MS. Thirty-six, thirty-five, and thirty-three components identified in the essential oils.
Germacrene D (16.7%) was the most abundant constituent in T. chamaedrys subsp.
chamaedrys, p-caryophyllene was the most abundant component in both T. orientale var.
puberulens, and T. chamaedrys subsp. lydium in ratios 21.7 and 19.7%, respectively. The
isolated essential oils of the plants were tested for antimicrobial activity and showed
moderate antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, but no

antifungal activity was observed against two yeastlike fungi.

Key Words: Teucrium chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens, T.
chamaedrys subsp. lydium, Lamiaceae, Essential oil, Antimicrobial activity,
GC-MS.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Lamiaceae familyasinin Teucrium L. cinsinin 32 tiirii Tiirkiye’de dogal olup, bu
bitkiler tek yillik ya da ¢ok yillik otsu bitki ya da cali formundadirlar [1-3]. Teucrium
tiirleri 2000 yildan daha uzun siiredir tibbi amacl bitkiler olarak kullanilmaktadir[4-6].
Teucrium flavum L., T. montanum L., ve T. chamaedrys L. bitkileri Tirkiye’de halk
arasinda tlser ve seker hastaligini tedavi etmek amagli kullanilmasinin yaninda, obezite ile
miicadele etmek icin de kullanilmaktadir [4, 7-8]. T. chamaedrys subsp. chamaedrys
bitkisi ¢cogunlukla kuzey ve orta Anadolu’da [1-3] bulunan bir Teucrium taksonudur. 7.
orientale var. puberulens bu ailenin ¢ogunlukla orta Anadolu bolgesinde bulunan endemik
olmayan giizel kokulu bir tiyesidir [1, 3]. 7. chamaedrys L. subsp. lydium ise 6zellikle bati
ve giineybati Anadolu’da yetismektedir [1, 3]. 7. chamaedrys subsp. chamaedrys lizerinde
yapilan Onceki fitokimyasal c¢aligmalar 24a-etilkolesta-5,25-dien-3f-ol, sitosterol, a-
amyrin, ursolik asit, apigenin, naringenin, pektolinarigenin, sirsiliol, 34-hidroksi stigmast-
24,25-dien-24-al ve 3p-hidroksi-24a-etikolesta-5,25-dien-7-one bilesiklerinin de iginde
bulundugu degisik dogal bilesiklerin varligin1 gostermektedir [9]. 7. chamaedrys’in neo-
klerodan diterpenoidler ve fenilethanoid glikozitler tasidigi bilinmektedir [6]. Literatiirde
Teucrium tiirlerinin ugucu bilesenleri ve biyolojik aktivite ¢aligmalari mevcut olup bu
tirler: T. haenseleri Boiss. [10], T. chamaedrys [11-13], T. fruticans L. [14], T. salviastrum
Schreb. [15], T. pumilum L. [16], T. marum L. [17], T. leucocladum Boiss. [18], T. polium
L. [19-22], T. lusitanicum Schreb. ve T. Algarbiensis Cout. [23], T. orientale L. var.
orientale [24-25], T. chamaedrys [26], T. capitatum L. [27], T. libanitis Schreb. ve T.
turredanum Losa ve Rivas Goday [28], T. divaricatum Heldr. ssp. divaricatum [29], T.
flavum [30], T. melissoides Boiss. [31], T. carolipaui Pau [32], T. stocksianum Boiss. [33],
T. puechiae Greuter ve Burdet [34], T. flavum L. ssp. flavum, T. polium, T. chamaedrys L.
var. lllyricum, ve T. marum [35], T. Be lion Schreb. [36], T. arduini L., T. botrys L., T.
chamaedrys, T. flavum, T. montanum, T. polium, T. scordium L. [11], H. perforatum L. ve
T. chamaedrys [37], T. scorodonia L. ve T. oxylepis Font Quer [38], T. heterophyllum
L’Her. [39], T. cyprium ssp. cyprium Boiss., T. micropodioides Rouy, T. divaricatum ssp.

canescens Sieber, ve T. kotschyanum Poech  [40] T. polium L. var. album,



ve T. polium L. var. pitpilosum [41], T. puechiae Greuter ve Burdet [34], T. marum [42].

Yapilan literatiir arastirmasi sonucu 7.chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale
var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium taksonlarinin ugucu yaglarinin analizi ve
antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili herhangi bir calismanin yapilmadig: tespit edilmistir.
Bu sistematik arastirmanin bir pargasi olarak, bitkilerin ugucu yag bilesenleri genis ¢apta
kullanilan hidrodestilasyon metodu ile Clevenger tipi cihazda elde edilmistir [43-45]. Daha
sonra bu ham ugucu yaglar ekstrakte edilerek hegzanda ¢oziilmiis ve GC-MS yontemi ile
incelenmistir. Bilesiklerin belirlenmesi tipik kiitiiphane arastirmasi (NIST ve Willey) ve
literatiir karsilastirmasi ile yapilmigtir [46-49, 44, 14, 50-56, 28-29].

Teucrium chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T.
chamaedrys subsp. lydium bitkilerinden GC-MS analizi sonucunda degisik siniflara ait 65
adet bilesigin yapisi1 karsilastirmali olarak aydinlatildi. Bu bilesikler icerdikleri izopren
sayist ve atomlara bagli olarak monoterpenler, monoterpenoidler, seskiterpenler,
seskiterpenoidler, diterpenoidler ve diger bilesikler olmak tizere 6 farkli sinifta

gruplandirildi.

1.2. Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar bitkilerden genellikle buhar ya da hidrodestilasyon yontemi ile elde
edilen aromatik, ugucu yapilardir. Bir¢cok ugucu yag oOncelikle terpen ve terpenlerin
oksijenli tiirevlerinden olusmaktadir. Bitkinin ¢i¢ek, yaprak, tohum, kok, sap, kabuk gibi
farkli kisimlar1 ugucu yag eldesi i¢in kullanilmaktadir. Ugucu yag eldesinde en ¢ok buhar
destilasyonu kullanilmakla beraber, bitkinin kullanilan kisimlarina, icerdigi ugucu yag

miktarina ve hassasiyetine gore asagidaki yontemler gelistirilmistir:

¢ Buhar destilasyonu

e Soguk pres

¢ Enflaruj

e Coziicii ekstraksiyonu
e Turbodestilasyon

¢ Hidrofizyon

e CO; ekstraksiyonu



En ¢ok kullanilan buhar destilasyonu yonteminde taze ya da kurutulmus bitkiler
diizenege yerlestirilir. Bir ayirma ¢emberinde basingli buhar olusturulur ve bitki gemberine
dogru dagitilir. Buharin 1s1s1 ile ugucu yagi tutan kiigiik kesecikler agilir. Kullanilan
buharin 1sis1 bu kii¢iik kesecikleri acacak kadar yiiksek olmali fakat bitkiyi bozup ugucu
yaglar1 yakacak kadar yiliksek olmamalidir. Ugucu yag serbest hale gecince kiigiik ugucu
yag damlalar1 buharlagir ve buhar molekiilleriyle birlikte diizenegin kondenzasyon
cemberine dogru yol alir. Sogutucu yilizeyde yogunlasan buhar ve ugucu yag karisimi
toplama haznesinde birikir. Ugucu yag suyun iizerinde ince bir yiizey olusturur. Ugucu
yag, dekantasyon islemi uygulanarak ya da bir pipet ile {ist fazdan alinarak sudan
ayrilabilir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar, 6zellikle ilag, gida ve kozmetik sektorlerinin
vazgecilmez bir ham maddesidir. Agr1 kesici, yara iyilestirici, sakinlestirici, mikrop ve
mantar o6ldiiriicii, ferahlatici, stres azaltici, zihin agici, uyutucu etkileri vardir. Bitkilerden
elde edilen bu degerli yaglarin ayrica kasilma ve spazm giderici, sindirim ve solunum
sistemlerini diizenleyici, cilt hastaliklarini iyilestirici ve giizellestirici etkileri de mevcuttur
[57]. Cogu ucucu yaglar, giiclii antimikrobik 6zellige de sahiptirler. Sahip olduklar1 bu
etkili antimikrobik oOzelliklerinin yanisira viicuda zarar vermediklerinden, son yillarda
Ozellikle gidalarda bulunan ve antibiyotiklere kars1 bagisiklik kazanmis olan bazi patojen
mikroorganizmalarin yok edilmesinde siklikla kullanilmaktadirlar [57]. Ugucu yaglar,
ucucu Ozellikleri nedeniyle mikroplar1 6ldiirdiikten sonra ortamdan uzaklastiklarindan,
geride artik birakma riski de tasimazlar. Bilhassa, kekikyagi, ¢copkaranfil, tar¢in, yenibahar,
citronella, limonotu, limon, ogulotu, limon kokulu okaliptus ve kefe kimyonu yaglar1 gii¢lii
mikrop Oldiiriicii yaglardir. Limon ve portakal kabugu yaginda bol bulunan limonen,
lavanta yaginda bulunan perilla alkol, kekik yaginda bulunan karvakrol, giil ve 1tir yaginda
bulunan geraniol adli maddelerin ise antikanser etkiye sahip oldugu belirtilmektedir.
Ugucu yagin damitilmasi esnasinda yag altinda kalan sulu kisim, yagdan tamamiyla
ayrildiktan sonra aromatik su olarak igilebilir. Son yillarda &zellikle kekik suyunun
kullanim1 oldukga popiiler hale gelmistir. Ayrica adagayi, biberiye, nane, ogulotu, 1sirgan
ve giil sular1 da piyasada satilmaktadir [57]. Ugucu yag karisimlari son yillarda at ve tavuk
gibi hayvanlarin yemlerine de katilmaktadir. Bu maddeler hem yemin dayamkliligini
artirmakta hem de hayvanlarin gelismesinde olumlu rol oynamaktadir. Ugucu yaglar bu
kullanimlarinin disinda yaygin olarak asagidaki alanlarda kullanilmaktadir[57]:

° Kozmetik iiriinlerinde



) Oda kokularinda

. Kokulu mumlarda

. Kopiik, jel, sampuan gibi banyo {iriinlerinde
o Temizlik {iriinlerinde

J Gidalarda lezzet ve koku verici olarak

1.3. Terpenler

Terpenler, dogal iiriinlerin en yaygin gruplarindan biridir. Ozellikle bitkilerde
olmak tiizere hayvanlarda da birgok farkli islevi bulunurken gidalarda da aroma bilesenleri
olarak énemlidirler. Ornegin turunggiller, targin ve diger baharat aromalar1 birkag terpen
ile karakterize edilir. Limonen ve sitral (her ikiside limonda bulunur), kamfor, pinen (¢am
agaclarinda), eugenol (karanfil), anethol, thymol, geraniol (giil) ve mentol yaygin olarak
karsilasilan terpenlerden birkagidir.

Terpenler, cogunlukla ugucu yaglarda bulunduklarindan, Eski Misir’da ¢esitli dini
amagclar i¢in kullaniliyordu. Kamfor, Avrupa’ya ilk kez Dogu’dan Araplar tarafindan 11.
ylizy1l civarinda getirilmistir.Yag ekstraksiyonu ile bitkilerden esansiyel yag elde edilme
islemi Orta Cag baslangicinda Cin’de oldugu gibi Bati’da da biliniyordu.

Kimyasal anlamda terpenler, yapisi ¢esitli fakat belli sayida izopren birimlerine
sahip olan molekiiller grubu olarak tanimlanir (2-metil-1,3-biitadien, hemiterpen olarak
isimlendirilen bes karbonlu yapidir). Terpenler molekiil formiilii CsHg olan izopren
birimlerinin birinin baginin digerinin kuyruguna gelecek sekilde ¢esitli sayida birlesmesi

sonucu olusan yapilardir. Bu olay izopren kurali yada Cs kurali olarak adlandirilir.

1 3
bas | o ﬁz/\ 4% kuyruk

izopren

Ci0, Monoterpen



Izopren birimleri 25 karbonlu yapilara kadar genellikle bas-kuyruk seklinde
birbirlerine baglanirlar. 30 ve daha fazla karbon iceren yapilar ise genellikle iki terpenin
birlesmesinden olusurlar ve birlesmeden dolay:1 bu bilesiklerde bas-kuyruk girigimi ihmal
edilmis gibi goriiliir.

Terpenler icerdikleri izopren birimi sayisina gore siniflandirilmasi Tablo 1°de
gosterilmistir.

Tablo 1. Terpenlerin i¢erdikleri izopren sayisina gore siniflandirilmasi

Smifi Izopren Kapali
Unitesi Formiil

Hemiterpenler 1 CsHg
Monoterpenler 2 CioHis
Seskiterpenler 3 CisHos
Diterpenler 4 CyoHso
Sesterpenler 5 Cy5Hug
Triterpenler 6 Cs3oHusg
Tetraterpenler 8 CaoHea
Politerpenler n (CsHg)n

1.3.1. Hemiterpenler

Hemiterpenler terpenlerin en kiiciik birimini igerirler. Yapisinda oksijen
icerenlerine hemiterpenoidler denir. Bu bilesiklerin en Onemlisi terpenlerin yapitasini
olusturan izopren bilesigidir. Dogal alkol olarak da bilinen prenol (3-metil-2-biiten-1-ol) ve
dogal yag asidi olan izovalerik asit (3-metil biitanoik asit) bilesikleri ise hemiterpenoid

sinifi bilesiklere birer 6rnektir.

0
[
CH—CH, —OH A
b 2 CH,—C —OH
H3C—C\ H,C—CH
\
CH; CH,

Prenol 3-Metilbitanoik Asit



1.3.2. Monoterpenler

Iki izopren iinitesinin bir araya gelmesiyle olusan bilesiklerdir. Yapisinda oksijen
icerenlerine monoterpenoidler denir. Asiklik, monosiklik ve bisiklik olmak iizere {i¢ grup
halinde bilesikler icerirler.

e Asiklik monoterpenler: Hidrokarbon, aldehit ve alkol yapisinda

CH;

N CHO
H

H

N

bilesikler icerebilirler.

H,C~ CH;

Geranial

e Monosiklik monoterpenler: Hidrokarbon, aldehit, keton, alkol ve

oksit yapisinda bilesikler igerebilirler.

CH;
; “OH
H;C~ CHs

Mentol

¢ Bisiklik monoterpenler: Thujen, pinen, karen, kamfen ve fenchan

bilesikleri seklinde olmak tizere 5 farkli yapida bilesik 6rnekleri igerirler.

P

o-Pinen



1.3.3. Seskiterpenler

Seskiterpenler ucucu yaglarin nispeten daha yiiksek kaynama noktal
fraksiyonlaridir. Ug izopren iinitesinin birlesmesiyle olusmuslardir. Yapisinda oksijen

bulunduranlara seskiterpenoidler denir. Asiklik, monosiklik ve bisiklik sekilde

bulunabilmektedirler.
CHj3 CH;
H;C. CHs P
gt . g0
q = CH, ‘ 7 CH, CH;
HyC,
3 CH,0H H;C CHj; H;C CHj3
Farnesol (asiklik) a-Bisabolen (monosiklik) Kadelen (bisiklik)
1.3.4. Diterpenler

Dort izopren Tlnitesinin birlegsmesiyle olusmuslardir. Oksijen icerenlerine

diterpenoidler denir. Asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik 6rnekleri mevcuttur.

A Vitamini
1.3.5. Sesterpenler

Bes izopren initesinin bir araya gelmesi ile olusurlar. Oksijen igerenlerine

sesterpenoidler denir. Genellikle mantar kaynaklarindan izole edilirler.



Seroplastol

1.3.6. Triterpenler
Triterpenler alti izopren biriminin birlesmesiyle olusurlar. Oksijen igerenlerine

triterpenoidler denir. Asiklik, tetrasiklik ve pentasiklik olarak {i¢ grupta toplanirlar.
mc@kcm
X CH;
CH3 H3

ﬂ I
S,
CH{ CH;
Skualen

1.3.7. Tetraterpenler

Karetenoidler olarak bilinenen bitkisel ve hayvansal pigmentler tetraterpenler
olarak smiflandirilir. Oksijen igerenlerine tetraterpenoidler denir. En ¢ok bilinen 6rnegi
havuctan izole edilen karoten bilesigidir. Karoten bilesiginin {i¢ izomeri mevcut olup

bunlardan olan a-karoten bilesiginin formiili sdyledir:

H;C P
H;C.  CHs CHj; CH;
N \/\)\/\/\K\/\K\HC -
3 3

CH CH
CH, 3 3

a-Karoten



1.3.8. Politerpenler
Cok sayida izopren birimlerinden olusan polimerik yapili terpenlerdir. En bilineni

cis ikili baglarina sahip poliizopren olan dogal kauguk ve onun trans polimeri olan Gutta-

percha’dir.

CH;

Dogal kauguk

Terpenler, doymus veya doymamis, diiz zincirli veya halkali hidrokarbonlar
olabilecekleri gibi; alkol veya keton gruplarida icerebilirler. C ve H’den bagka diger
atomlar1 igeren bilesiklere terpenoidler denir. Mono- ve seskiterpenler esansiyel yaglarin

temel bilesenleridir. Diger terpenler ise re¢ine, mum ve kaugugun ana bilesenleridir.

1.4. Spektroskopik Yontemler

Elektromagnetik 1s1imanin madde ile etkilesmesini konu alan bilim dalina
spektroskopi denir ve 1simanin madde (atomlar veya molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yaymmasi incelenirse, sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) ve yaymma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Elektromagnetik 1stmanin  organik molekiiller
tarafindan sogurulmasi, molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin
sekline, biiyiikliigline, v.b. bagl oldugundan organik kimyada spektroskopik yontemler,
organik maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, yapilarinin aydinlatilmasi, stereokimyasal
ozelliklerinin bulunmasi ve saflik kontrolii, v.b. gibi cok genis bir alanda uygulanmaktadir.

Organik kimyada en c¢ok kullanilan dort spektroskopik yontem; UV-VIS (Mor Otesi-
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Gortintir bolge), IR (Kirmizi 6tesi), NMR (Niikleer magnetik rezonans), MS (Kiitle
spektroskopisi)’dir.

Kiitle spektrometrisinde, madde yiiksek enerjili (70 eV veya 6000 kal mol™)
elektron demeti ile bombardiman edilir ve olusan pozitif iyonlar, kiitle/yiik oranlarina gore
kaydedilir. Kiitle spektrumu ile maddenin molekiil kiitlesi ve molekiil formiilii elde edilir,

icerdigi fonksiyonel gruplar ve yapisi da bulunabilir.

1.5. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin sabit yiizeylerdeki tutunma
hizlarindan yararlanarak birbirinden ayrilmasini gergeklestiren ve bu sayede kalitatif ve
kantitatif analizlerin yapildig1 yontemlerin genel adidir. Bu yontemlerde ¢aligma diizenegi
iki bilesenden olusur. Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz adi verilir.
Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri
sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, ornekteki farkli bilesenler i¢in farkh
miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarna dogru, farkli hizlarda ilerledikleri
icin, birbirinden ayrilmig vaziyette sabit fazi1 farkli zamanlarda terk ederler.
Kromatografide sabit faz, bir kat1 veya bir kat1 yiizeyine kaplanmis bir siv1 fazdir. Sabit
fazin lizerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir. Hareketli fazin sivi oldugu
kromatografi tiiriine s1ivi kromatografisi (SK, LC); hareketli fazin gaz oldugu kromatografi
tiiriine ise gaz karomatografisi (GK, GC) denir. Gaz kromatografisi gaz, ugucu sivi ve kati
karisimlar i¢in uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografisi ise 6zellikle 1s1l kararsiz ve
ucucu olmayan ornekler igin kullanilir. Uygulama amacina gore degisik kromatografik
yontemler vardir. Bunlar; adsorpsiyon kromatografisi, dagilma kromatografisi, gaz
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi, iyon kromatografisi,
ylksek performans kromatografisidir.

Adsorpsiyon kromatografisinde, sabit faz aliimina ya da silika jel gibi kati bir
madde, hareketli faz ise gaz ya da sivi gibi harekete ag¢ik maddelerdir. Adsorpsiyon
kromatografisi maddelerin degisik oran ve kuvvette adsorbe olmalar1 esasina dayanir.

Dagilma kromatografisinde analizi yapilan maddelerin, sabit faz tabakasinda
ilerlemekte olan hareketli fazin etkisiyle siiriiklenmesi s6z konusudur. Sabit faz genellikle

silika jel, hareketli faz ise organik ¢oziiclilerden olugmus bir ¢ozeltidir.
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Ince tabaka kromatografisinde sabit faz1 bir plaka (cam da olabilir) {izerine yayilmis
ince silika jel veya aliimina tabakasi teskil eder. Bu tabakaya damla mertebesinde
emdirilen cozeltideki bilesenler, hareketli faz olarak uygun bir ¢oziicii veya ¢oziiciiler
karigtmi  kullanilarak plaka iizerindeki sabit fazda ayr1 ayr1 yerlerde toplanir. Bu
kromatografi adsorpsiyon veya dagilma kromatografisine benzer.

Kagit kromatografisi ince tabaka kromatografisine benzer. Her iki metot da eser
oranda maddeleri ayirmak i¢in kullanilir. Yiiksek performans ve iyon kromatografileride
ayirma amaciyla gelistirilmis yeni kromatografi teknikleridir.

Gaz kromatografisinde ugucu veya kolaylikla ugucu hale getirilen bilesenler ayrilir.
Bu tir kromatografilerde hareketli faz olarak, azot, helyum, argon gibi inert gazlar
kullanilir. Numunede bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir. Bu
spektrumda bulunan her pik ayr1 bir bileseni gosterir. GC yonteminde karisimin ¢ok kiigiik
bir miktarin1 analiz etmek miimkiindiir. Bu yontemde uygulama, genellikle numunenin
seyreltik bir ¢ozeltisinin 0.001 mL (1 pL)’lik ya da daha az bir miktarin bir siringayla gaz
kromatografisi cihazinin 1sitilan kismina verilmesiyle baslar. Numune, enjeksiyon
boliimiinde buharlasir ve inert bir gazla kapiler kolona tasinir. Tipik bir kapiler kolon, 10-
30 m boyunda ve ¢ap1 0.1 mm ile 0.5 mm arasinda degisen ince bir borudur ve sicaklig
analiz edilecek numunenin uguculuguna gore ayarlanabilen bir bolmenin (firinin) igerisine
yerlestirilmistir. Kapiler kolonun i¢ ylizeyi, genel olarak polar olmayan bir sabit fazla
kaplanir. Sabit faz olarak, yiiksek kaynama noktasina sahip ¢ok viskoz sivilar olan silikon
esasli polimerler kullanilir. Karisimdaki molekiiller, inert gaz tarafindan kolon boyunca
stirtiklenirken, kaynama noktalarina ve sabit faza olan ilgilerine bagh olarak kolon iginde
degisik hizlarla hareket ederler. Kaynama noktasi ve sabit faza ilgisi fazla olan molekiiller
kolonu daha uzun siirede gegerken, kaynama noktasi diisiik ve polar olmayan molekiiller
kolonu ¢ok daha cabuk gegerler. Her bilesenin kolonu ge¢me siiresine alikonma zamani
denir.

Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) tekniginde gaz kromatografindan
cikan gaz bir kiitle spektrometresinden gecer ve her pikin kiitle spektrumu alinir. Boylece
gaz kromatografisi karisimi ayirmada ve kiitle spektrometrisi ise onu analiz etmede
kullanilir. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ¢ok giiclii bir analitik tekniktir. Bu
teknigin ¢ok bilinen uygulamalarindan biri steroitler, uyaricilar ve diger basari artiricilar
i¢in atletlerin test edilmesidir. Bu ilaglar viicutta metabolit denilen tiirevlerine doniistiiriiliir

ve sonra idrarla disar1 atilir. Idrarin GC-MS analizi yapildiginda igindeki organik
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bilesiklerin kiitle spektrumlari, aletin bilgisayarina yiiklenmis, bilinen metabolitlerin kiitle
spektrumlariyla karsilastirilarak bu bilesikler belirlenir. Benzer sekilde yeni dogmus
bebeklerin idrart GC-MS ile incelenerek genetik bozuklugu gosteren metabolitlerin
belirlenmesiyle erken tedavi miimkiin olabilir. Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi igme
sularindaki halojenli hidrokarbonlarin belirlenmesi ve dl¢iilmesi gibi rutin analizlerde de
kullanilir. Yine besin maddeleri, su kirliligi, hava kirliligi, nefeste bulunan bilesenler gibi
karisim iginde bulunan bilesenlerin belirlenmesinde kullanilir. Sivi karisimlar igin ise sivi
kromatografisi aleti kiitle spektrometresinin girisine baglanilir. Buda LC-MS teknigidir.
GC-MS ve LC-MS teknikleri, kromatografik ayirma ile kiitle spektrometrisi yoluyla
belirleme analitik yontemlerini biraraya getirmekle beraber bu alanda tek bir yontem
degildir. Kiitle spektrometrisi-kiitle spektrometrisi (MS-MS) de bu tekniklerden biridir. Bu
teknikte bir kiitle spektrometresi karisimdaki bilesiklerin molekiiler iyonlarin1 olusturup

birbirinden ayirirken diger kiitle spektrometresi bu iyonlarin pargcalanma sekillerini inceler.

1.6. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar {izerinde ¢esitli etkilere sahiptirler. Bu
etkiler mikroorganizma cins sayisina bagl olarak iki sekilde siniflandirilir. Birincisi
mikroorganizma sayisinin az oldugu dar spektrumlu hal ve digeri ise mikroorganizma
sayisinin ¢ok oldugu genis spektrumlu haldir. Dar spektrumlu antimikrobiyal maddeler
enfeksiyona yol agan mikroorganizma iizerine oldukca etkili olup, tedavi icin ideal
olduklar1 kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler ise canlinin dogal
bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan normal mikroorganizma
dogasin1 bozarlar. Bununla birlikte, genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler
(karbapenemler, kinolonlar vs.), birden c¢ok patojenin birlikte meydana getirdigi
enfeksiyonlarda ve mikrobiyoloji laboratuar1 sonuglarinin  beklenemeyecegi acil

durumlarda kullanilirlar.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Enstriimantasyon

GC-MS analizinde Agilent-6890N marka gaz kromatografisi cihazi ile Agilent

5973 marka kiitle spektrometresi cihazlari kullanildi. T. chamaedrys subsp. chamaedrys, T.

orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerinden elde edilen ugucu

yaglarin GC-kiitle spektrumlarinin alindig1 deneysel kosullar Tablo 2°deki gibidir.

Tablo 2. GC-MS spektrumunun alindig1 deneysel kosullar

Sicaklik 1 60 °C

Zaman 1 2 dakika

Hiz1 5 °C/dakika

Sicaklik 2 260 °C

Zaman 2 13 dakika

Toplam analiz siiresi 55 dakika

Enjekte edilen numune miktari 1 mikrolitre

Enjektor sicakligi 230 °C

Kapiler kolon HP-5 kolonu (30 m uzunlugunda, 0,32 mm
capinda, film kalinlig1 0,25 pm)

Tastyic1 gaz Helyum, 1.3 ml/dakika

Sekil 1. GC-MS cihazi
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2.2. Bitki Materyalleri

T. chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisi Temmuz 2004’de, A8 Giimiishane:
Kelkit, Pekiin, Haneke Yaylasi’ndan (2000 m), T. orientale var. puberulens bitkisi Agustos
2004’de, A8 Gilimiishane: Siran, Tersun dagi (2000 m) ve T. chamaedrys subsp. lydium

bitkisi de Temmuz 2004’de Mersin Camli Yaylasi’ndan (3000 m) toplandi. Bitkiler
toplandiktan sonra hemen teshis edilerek [1-3] oda sicakliginda kurutuldu ve ardindan
Biyoloji Boliimii Herbaryumu’na konuldu (No. Coskungelebi 490-2004, 518-2004 ve 535-
2004, KTUB).

2.3. Ucucu Yaglarin izolasyonu

Kurutulmus T. chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T.
chamaedrys subsp. lydium bitkilerinden sirasiyla alinan 42 gram, 45 gram ve 32 gramlik
kisimlar kiiclik pargalara ayrildiktan sonra 300 ml’lik silifli balonlara konularak {izerlerine
ayr1 ayrt 200 ml saf su eklendi. Isitict gomlek {izerinde 3 saat 1sitilarak bitkilerin ugucu
yaglar1 Clevenger tipi cihazda , buz banyosuyla sogutma saglanarak toplandi. Yaglar 0.5
ml n-hekzan’da (HPLC kalitesinde) ¢oziilerek alindiktan sonra koyu renkli siselerde agzi
kapatilarak 4 °C’de saklandi. Daha sonra ugucu yag ekstraktlarindan alman 1 pl’lik
cozeltiler GC-MS cihazina enjekte edilerek ayri ayri analizleri yapildi. Clevenger tipi su

buhari destilasyon diizenegi Sekil 2’de goriilmektedir.

2.4. Bilesenlerin Aydinlatilmasi

Ugucu yaglarin bilesenleri kiitle spektrumlarinin cihazda bulunan NIST ve Willey
kiitiiphaneleriyle, alikonma indekslerinin ise literatiir verileriyle karsilastirilmasi sonucu
tanimlandi [25-26, 28, 45-53, 56,58].

2.5. Antimikrobiyal Aktiviteleri

Daha 6nceden yapilan caligsmalardan da faydalanilarak agar-well difiizyon metodu

kullanild1 [59-62]. Tim test mikroorganizmalart Ankara Refik Saydam Hifzisihha

Enstitlisinden alinmigtir. Bu mikroorganizmalar sunlardir: Escherichia coli ATCC 25922,
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Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Serratia
marcescens ATCC 13880, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 60193, Candida
tropicalis ATCC 13803. Ugucu yaglarin asetonda 1000 ve 500 pg/ml’lik stok ¢ozeltileri
hazirlandi.

Bu testte her mikroorganizma Brain Heart Infusion’da (BHI) siispanse hale getirilip
yaklagik mL’de 10° koloni olusturan birime kadar seyreltilmistir. Hazirlanan
siispansiyonlar BHI Agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detroit, MI) {izerine
serilmis ve kurutulmustur. Maya benzeri mantarlar olan C. albicans ve C. tropicalis igin
SDA kullanilmistir. Agarda steril bir mantar delici ile 5 mm ¢apinda kuyucuklar delinmis
ve bu kuyucuklara 100 pL numune aktarilmistir. Kuyucuklari buludugu plakalar 35 °C’de
18 saat inkiibe edilmistir. Antimikrobiyal aktivite, test organizmalarina karst meydana
gelen inhibisyon alanlar1 Olgiilerek belirlenmigtir. Aseton ¢oziicii kontrolii olarak
kullanilmigtir. Ceftazidime (Fortum) (10 pug) standart antibakteriyel olarak ve Triflucan (5
ug) standart antifungal olarak kullanilmistir. Testler paralel c¢alisilmis ve sonuglar
inhibisyon alaninin ¢ap1 cinsinden ifade edilmistir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++):

11-15 mm; (+++): > 16 mm. Sonuglar Tablo 6’da gdsterilmistir.
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Sekil 2. Clevenger tipi subuhari destilasyon diizenegi



3. BULGULAR

Yapilan c¢alismada Teucrium chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var.
puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerinin ugucu yag bilesenlerinin tayini i¢in
GC/MS cihazi kullanildi. Bu ii¢ bitkiden elde edilen 6 ayri tiirde toplam 65 adet bilesigin
yapilart aydinlatildi. Bunlar 5 adet monoterpen, 11 adet monoterpenoid, 21 adet
seskiterpen, 9 adet seskiterpenoid, 1 adet diterpenoid, 18 adet diger bilesiklerdir. Yapist
aydinlatilan bilesikler sirasi ile, ~Thujen (1), a-Pinen (2), Kamfen (3), (£)-2-Heptenal (4),
[-Pinen (5), f-Myrcen (6), (E,E)-2,4-Heptadienal (7), Fenil oksiran (8), (E£)-2-Oktenal (9),
2-Metil kumaron (10), o~Terpineol (11), Safranal (12), Dekanal (13), p-Menth-1-en-9-al
(14), pA-Siklositral (15), Nerol (16), Karvon (17), Sitrol (18), Geraniol (19), (E£)-2-Dekenal
(20), Nonanoik asit (21), Dihidroedulan I (22), Karvakrol (23), Tridekan (24), p-
Vinilguaiacol (25), (E,E)-2,4-Dekadienal (26), Bisikloelemene (27), a-Kubeben (28),
Eugenol (29), Dekanoik asit (30), a-Kopaen (31), f-Bourbonen (32), f-Kubeben (33), y-
Karyofilen (34), f~Karyofilen (35), Epi-bisikloseskifilandren (36), Aromadendren (37), o-
Humulen (38), (E)-f-Farnesen (39), allo-Aromadendrene (40), Germakren D (41),
Bisiklogermakren (42), (E,E)-a-Farnesen (43), (-Bisabolon (44),  y-Kadinen (45), o-
Kadinen (46), Kadina-1,4-dien (47), a-Calacorene (48), Spathulenol (49), Karyofilen oksit
(50), Viridiflorol (51), Fonenol (52), Karyofila-4(12),8(13)-dien-5-4-ol (53), tau-Muurolol
(54), a-Kadinol (55), Karyofilenol-II (56), Vulgarol B (57), Di-epi-a-Cedren (58),
Heneikosan (59), cis-Phytol (60), Trikosan (61), Tetrakosan (62), Pentakosan (63),
Heptakosane (64), Nonakosan (65)’dir. Bu c¢alisma sonucu yapilar1 aydinlatilan 65 adet

bilesigin formiilleri asagida goriilmektedir.

7 e~

(1) o-Thujen (2) o-Pinen (3) Kamfen
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(4) (E)-2-Heptenal (5) BPinen (6) SMyrcen
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(7) (E,E)-2,4-Heptadienal (8) Fenil oksiran (9) (E)-2-Oktenal
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(10) 2-Metil kumaron (11) a-Terpineol (12) Safranal
I
P |
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(16) Nerol (17) Karvon (18) Sitrol
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OH O
(19) Geraniol (20) (E)-2-Dekenal
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(21) Nonanoik asit (22) Dihidroedulan I
OH
O\
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=
(23) Karvakrol (24) Tridekan (25) p-Vinilguaiacol
O\ P G
=
(26) (E,E)-2,4-Dekadienal (27) Bisikloelemen (28) a-Kubeben

(29) Eugenol (30) Dekanoik asit (31) a-Kopaen
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(47) Kadina-1,4-dien (48) a-Calacoren (49) Spathulenol
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(50) Karyofilen oksit (51) Viridiflorol (52) Fonenol

(53) Karyofila-4(12),8(13)-dien-5- f-ol  (54) tau-Muurolol (55) a-Kadinol
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OH o

(56) Karyofilenol-II (57) Vulgarol B 58) Di-epi- a-Cedren

(59) Heneikosan
OH

.
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(60) Z-Phytol
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(61) Trikosan
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(62) Tetrakosan
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Ekstrakte edilen ugucu yaglarin karisimlari lizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite
testinde bunlarin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 aktivite gosterdigi ancak
herhangi bir antifungal aktivite gostermedigi, test drneklerinin Gram-pozitif bakterilere
kars1 aktivitelerinin Gram-negatif bakterilere gore daha iyi oldugu belirlendi. T.
chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisine ait ugucu yagin 9 test mikroorganizmasindan 4
mikroorganizmaya, 7. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. [lydium
bitkilerine ait ugucu yaglarin ise 3’er mikroorganizmaya kars1 aktivite gosterdigi tespit

edildi.



4. TARTISMA

Bu calismada T. chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T.
chamaedrys subsp. lydium bitkilerinin GC-MS analizi sonucu 65 adet dogal bilesigin
yapist aydinlatildi. Bitkilerin ugucu bilesenlerinin GC spektrumlart Ek Sekil 1A-5C’de
goriilmektedir. Yapisi aydinlatilan bilesikler, bu bilesiklerin alikonma indeksleri (Exp. RI),
yiizde oranlar1 (%M), cihaz kiitiiphanesiyle benzesme oranlar1 (B) ve literatiir RI degerleri
(LRI/MS) Tablo 3’de goriilmektedir. Bu bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi, cihazda
mevcut olan NIST ve Willey kiitiiphanelerinde bulunan bilesiklerin kiitle spektrum
degerleri ve alikonma zamanlar1 (RT) ile karsilastirilarak yapilmistir. Aydinlatma
yapilirken %85 ve tlizerinde benzesme orani olan bilesikler dikkate alinmistir. Bu benzesme
oraninin altindaki bilesikler ise bilinmeyen olarak alinip kiitle/yiik (%m/z) oranlar1 Tablo
4°de verilmistir. 7. chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisinden elde edilen 36 adet bilesigin
ham karisimin %79.2°sini, 7. orientale var. puberulens’e ait 35 adet bilesigin ham
karisimin %85.2°sini ve 7. chamaedrys subsp. lydium’a ait 33 adet bilesigin ise buna ait
ham karisimin %76.8’ini olusturdugu belirlenmistir. Alikonma indeksleri (RI) , (Cs-Cs,)

karbon sayil1 standart hidrokarbonlarin alikonma zamanlar1 baz alinarak hesaplanmustir..

Tablo 3. T. chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys
subsp. lydium bitkilerinin ugucu bilesenlerinin GC-MS analiz sonuglari

T.chamaedrys T. orientale T. chamaedrys
subsp. var. .
No Bilesikler chamaedrys puberulens subsp. lydium RI LRI/
% % % % % % MS
M B M B M B
1 a-Thujen 0.2 98 - - 0.1 91 928 929
2 a-Pinen 15.8 96 - - 12.5 96 939 939
3 Kamfen 0.1 98 - - 0.1 98 954 952
4 (E)-2-Heptenal - - tr 92 - - 958 961
5 f -Pinen 8.9 97 - - 6.6 97 983 982
6 [-Myrcen 4.1 96 - - 0.5 96 985 988
7 (E, E)-2,4-Heptadienal 0.1 94 - - - - 997 1008
8 Fenil oksiran - - tr 87 - - 1119  MS
9 (E)-2-Oktenal 0.1 85 - - - - 1127 MS
10 2-Metil kumaron - - 20.0 86 - - 1188  MS



Tablo 3’ iin devami

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54
55
56

a-Terpineol
Safranal

Dekanal
p-Menth-1-en-9-al
p -Silkositral
Nerol

Karvon

Sitrol

Geraniol
(E)-2-Dekenal
Nonanoik asit
Dihidroedulan I
Karvakrol
Tridekan
p-Vinilguaiakol
(E,E)-2,4-Dekadienal
Bisikloelemen
oa-Kubeben
Eugenol
Dekanoik asit
a-Copaen
S-Bourbonen
S-Cubeben
y-Karyofilen
p-Karyofilen

Epi-
bisikloseskifellandrenandren
Aromadendren
o-Humulen
(E)-p-Farnesen
allo-Aromadendren
Germakren D
Bisiklogermakren
(E,E)-a-Farnesen
[S-Bisabolon
y-Kadinen
o0-Kadinen
Kadina-1,4-dien
o-Calacoren
Spathulenol
Karyofilen oksit
Viridiflorol
Fonenol
Karyofila-4(12),8(13)-
dien-5-B-ol
tau-Muurolol
a-Kadinol
Karyofilenol-1I

11.8

1.0
1.8

16.7
24
0.3

0.4
2.1
0.2
0.2
0.7
24

0.8
0.8

99
99

99
98
99
99
94

95
99
&9
95
98
94

93
98

25

0.9
0.1

1.0

0.2

0.6

0.1
0.2

0.3

0.3
0.7
0.1
0.5
1.3
24
1.5
0.5
21.7

0.2
4.8

1.1
10.6
34

0.4
0.5
4.1

1.0
2.7
0.5
0.4

91
95

90

97

97

90
94

97

98
99
96
95
99
96
99
99
99

99
99
90
99
99

98
99
99

98
94
99
90

96
95

19.7
0.7

1.7
2.1

9.3
1.5
0.3

0.7
1.7

0.4

6.1

0.7

1.0
1.0
1.1

86

99
99

93

99
96

99
99
97

97
99

98

94

99

95
91
86

1196
1198
1205
1217
1222
1231
1243
1255
1257
1263
1274
1294
1299
1300
1314
1317
1340
1353
1359
1373
1378
1387
1392
1408
1424

1430
1442
1457
1460
1465
1481
1497
1509
1510
1516
1526
1534
1546
1580
1585
1594
1621

1637

1645
1657
1671

1195
1201
1205
MS
1218
1228
1241
MS
1255
1260
1275
1289
1299
1300
1323
1316
MS
1353
1359
1373
1378
1388
1392
MS
1424
MS

1438
1457
1460
1461
1481
1496
1508
1509
1514
1526
1532
1546
1578
1584
1594
MS

MS

1643
1656
MS
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Tablo 3’ iin devami

57 Vulgarol B - - 0.4 87 - - 1674 MS
58 Di-epi-a-Cedren 0.9 83 - - - - 1677 MS
59 Heneikosan 0.2 83 - - - - 2100 2100
60 cis-Phytol 1.0 90 - - 1.0 90 2113 2114
61 Trikosan 0.2 98 - - 0.4 98 2300 2300
62 Tetrakosan - - - - 0.3 96 2400 MS
63 Pentakosan 0.4 90 - - 1.0 98 2500 2500
64 Heptakosan 0.2 95 - - 0.6 98 2700 2700
65 Nonakosan - - - - 0.5 95 2900 MS
Toplam izole edilen 79.2 85.2 76.8
Toplam bilinmeyen 11.6 8.7 17.3
TOPLAM 90.8 93.9 94.1
%M : Numune igerisindeki % orani
%B  : Cihaz kiitiiphanesiyle benzesme orani
RI : Alikonma indeksi (Cs-Cs, karbon sayilt hidrokarbonlar standart olarak alindi)
LRI : Literatiir alikonma indeksi
MS  : NIST ve Willey kiitiiphaneleri
Tablo 4. Bilinmeyen bilesiklerin kiitle/yiik (m/z) oranlari
Bilinmeyen RI m/z (%) A B C
136(24), 121(26), 107(24), 93(78), 79(38),
1 1037 63(100). 53(24) 54 - 5.1
136(2), 121(12), 105(18), 93(100), 79(38), i i
2 1044 67(12). 53(12) 0.6
3 1087 136(6), 121(24), 93(68), 80(30), 71(100), 0.6 i i

67(20), 55(56)
154(5). 136(12), 121(24), 93(74),

4 1089 ¢0(32).71(100), 55(54) - 42

207(6). 114(8), 98(32). 82(32), 70(36),

57(100), 53(3)

135(7). 131(2), 128(100), 102(6), 75(4),

6 179 o - 06 -
149(4)., 136(45), 126(56), 90(66), 81(42).

7 189 67(20). 59(100) - 08 -

152(5), 107(57),91(55), 79(100), 67(20),

5 1090 0.6 - -

8 o 250 _ 2
152(3), 135(8), 107(44), 91(54), 79(100), o

? 19S5 6714y, 53(14) 0.6

0 a3y 2048).161(100), 133(12), 11920, 10537, & 07

91(36), 79(19)

204(20), 189(24), 161(40), 105(50), 98(100), ) ]
11 1516 Goc7s). 55(48) 2.3

205(12), 177(25), 121(40), 91(80), 79(100), ) ]
12 1552 o060, 55(62) 2.6
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Tablo 4’ {in devami

220(4), 134(44), 119(99), 107(76), 93(100),

13 1599 7084y 71(12) - 05 -
246(6), 205(20), 159(36), 119(100), 105(64),

14 1641 51 88) 79(40) - 09 -

220(43), 177(37), 159(92), 109(100), 91(95),

15 1685 79(82). 55(66) 2.7
220(30), 159(80), 109(80), 91(100), 79(64),

16 1688 67(46). 55(58) 0.7 - -
268(4), 250(8), 109(30), 95(28), 85(32),

17 1847 71(56), 58(100) 1.3 1.0 -

18 1960 22(61(2151), 223(20), 149(100), 129(40), 73(22), 25
278(5), 226(5), 123(27), 95(16), 81(27),

19 2113 71(100), 57(32) 1.0 - -

Toplam 11.6 87 173

A: T. chamaedrys subsp. chamaedrys; B: T. orientale var. puberulens; C: T. chamaedrys
subsp.lydium.

GC-MS analizi sonucunda 65 adet bilesigin 6 ayrn tiirde yapilar1 aydinlatildi.
Bunlar 5 adet monoterpen, 11 adet monoterpenoid, 21 adet seskiterpen, 9 adet
seskiterpenoid, 1 adet diterpenoid, 18 adet diger bilesikler seklinde siniflandirilmistir ve
gruplaria gore asagida formiilleri goriilmektedir.

Monoterpenler:

/

(1)e~Thujen (2) o-Pinen (3) Kamfen

;

AN
\\ | g

(5) f-Pinen (6) f-Myrcen
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Monoterpenoidler: O
OH 0]
o é[
- | -
N
(11) o-Terpineol (12) Safranal (14) p-Menth-1-en-9-al  (15) f-Siklositral
=
X
HO\/Y\/Y
0)
(16) Nerol (17) Karvon (18) Sitrol
WOH
AN 0
(19) Geraniol (22) Dihidroedulan I
O/
HO
AN
(23) Karvakrol (29) Eugenol
Seskiterpenler:
=

(27) Bisikloelemen (28) a-Kubeben (31) a-Kopaen (32) p-Bourbonen
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\
H r——
/) -

(33) p-Kubeben (34) y-Karyofilen (35) p-Karyofilen
= ~
N
(36) Epi-bisikloseskifellandren (37) Aromadendren (38) a-Humulen
N /K/W/K
.
N A ) ~
| CH;,
(39) (E)- p-Farnesen (40) allo-Aromadendren (41) Germakren D
v
\
N N
/

(42) Bicyclogermakren (43) (E,E)- o-Farnesen (44) p-Bisabolen
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I i
=~
NS
T h
RN
(45) y-Kadinen (46) o-Kadinen (47) Kadina-1,4-dien
X
H
(48) a-Calacoren (58) Di-epi- a-Cedren
Seskiterpenoidler:
OH
H H
0
HO H H
(49) Spathulenol (50) Karyofilen oksit (51) Viridiflorol

H OH

(52) Fonenol (53) Karyofila-4(12),8(13)-dien-5- S-ol (54) tau-Muurolol
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HO
~ gEs %
] OH
(55) a-Kadinol (56) Karyofilenol-II (57) Vulgarol B
Diterpenoidler:
rOH
Y\/Y\W
(60) Z-Phytol
Diger Bilesikler:
SN ™ \O ST T \O
(4) (E)-2-Heptenal (7) (E,E)-2,4-Heptadienal
m 07 F NN
(8) Fenil oksiran (9) (E)-2-Oktenal
m SN TN TN Y
O
(10) 2-Metil kumaron (13) Dekanal
O\/\/\/\/\/ WOH
o

(20) (E)-2-Dekanal (21) Nonanoik asit
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NN TN TN T T
O S S
(24) Tridekan (26) (E,E)-2,4-Dekadienal
N
OH

(30) Dekanoik asit

NP N P N N

(59) Heneikosan

I P e

(61) Trikosan
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

(62) Tetrakosan

PN P P N P G N\

(63) Pentakosan
S VP P P P

(64) Heptakosan

P N\ A e N e S i N N
(65) Nonakosan
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Yiizde bilesenleri acisindan bilesik siiflar1 Tablo 5’de verilmistir. Bilesikler 6
farkli sinifta gruplandirilmis olup bunlar monoterpenler, monoterpenoidler, seskiterpenler,
seskiterpenoidler, diterpenoidler ve diger bilesikler seklindedir. 65 adet dogal bilesigin 48
tanesini terpen tiirii bilesikler olup bunlardan seskiterpenler bitkilerde sirasiyla %41.8,
%353.5 ve %42.3 oranlariyla miktar1 en fazla olan gruptur. 11 adet bilesen bu i tiir i¢inde
ortak olup bunlarin 7. chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T.
chamaedrys subsp. lydium bitkilerindeki oranlar1 sirasiyla %42.0, %54.2 ve %46.9
seklindedir.

Tablo 5. Bilesiklerin siniflandirilmast ve ham karisimdaki % miktarlari

T.chamaedrys T. orientale T. chamaedrys
o subsp. chamaedrys var. puberulens subsp. lydium
Bilesik sinifi Bilesik Bilesik Bilesik
%Miktar ; %Miktar mes! %Miktar i
1 ayist sayisl
Monoterpenler 29.1 5 - - 19.8 5
Monoterpenoidler 0.2 1 2.9 6 0.8 3
Seskiterpenler 41.8 15 535 15 423 12
Seskiterpenoidler 4.7 4 7.7 7 9.9 5
Diterpenoidler 1.0 1 - - 1.0 1
Diger bilesikler 24 10 21.1 7 3.0 7
Ortak bilesikler 42.0 11 54.2 11 46.9 11
Toplam 79.2 36 85.2 35 76.8 33

Yapis1 aydinlatilan 65 adet dogal bilesikten germakren D (%16.7), a-pinene
(%15.8), p-karyofilen (%11.8), p-pinen (%8.9) ve p[-myrcene (%4.1) bilesikleri 7.
chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisinin, f-karyofilen (%21.7), 2-metil kumaron (%20.0),
germakren D (9%10.6), a-humulen (%4.8) ve d-kadinen (%#4.1) bilesikleri 7. orientale var.
puberulens bitkisinin ve f-karyofilen (%19.7), a-pinen (%12.5), germakren D (%9.3), f-
pinene (%6.6) ve karyofilen oksit bilesikleri ise 7. chamaedrys subsp. lydium bitkisinin
ucucu yaglarinin ana bilesenleridir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri Tablo 6’da verilmis ve
germakren D’nin %16.7 oranla T. chamaedrys subsp. chamaedrys’de, p-karyofilen’nin 7.
orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerinde sirasiyla %21.7 ve

%19.7 oranlartyla ugucu yaglarin ana bilesenlerini olusturdugu belirlenmistir.



Tablo 6. Bilesik siniflarinin ana bilesenleri ve ylizde oranlari

T. chamaedrys subsp. chamaedrys

T. orientale var. puberulens

T. chamaedrys subsp. lydium

Bilesik simnifi
Ana Bilesen %M RI Ana Bilesen % M RI Ana Bilesen %M
Monoterpenler o-Pinen 15.8 939 - - - a-Pinen 12.5
Monoterpenoidler f -Siklositral 0.2 1222 a-Terpineol 0.9 1196 Karvakrol 0.5 1299
Seskiterpenler Germakren D 16.7 1481 p -Karyofilen 21.7 1424 p -Karyofilen 19.7 1424
Karyofilen oksit 6.1 1585
Seskiterpenoidler Karyofilen oksit 2.4 1585 Karyofilen oksit 2.7 1585
Diterpenoid cis-Phytol 1.0 2113 - - - cis-Phytol 1.0 2113
Diger Bilesikler (E)-2-Dekenal 0.6 1263 2-Metil kumaron 20.0 1188 Heptakosan 0.6 2700

143
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Elde edilen ugucu yaglar iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite testleri agar-well
difiizyon metodu ile Tablo 7°da bulunan mikroorganizmalara karsi yapilmistir. Test
orneklerinin Gram-pozitif bakterilere karsi Gram-negatif bakterilerden daha fazla aktivite
gosterdigi ama iki tane maya benzeri mantara karsi herhangi bir antifungal aktivite
gostermedigi gozlemlenmistir.

T. chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisine ait ugucu yagin Escherichia coli ATCC
35218, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Serratia marcescens ATCC 13880,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, ve Stafiococcus aureus ATCC 25923
mikroorganizmalarina karsi aktivite gosterirken, 4 mikroorganizmaya, 2 bakteriye ve 2
mantara kars1 aktivite gostermedigi, T. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp.
lydium bitkilerine ait ugucu yaglarin ise Enterococcus faecalis ATCC 29212, Stafiococcus
aureus ATCC 25923, ve Bacillus subtilis ATCC 6633 mikroorganizmalarina karsi
antibakteriyel aktivite gosterirken 6 mikroorganizmaya, 4 bakteriye ve 2 mantara karsi
aktivite gostermedigi yapilan testler sonucunda gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 7’da verilmistir.

Tablo 7. Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite tarama sonuglari

Numune
Ornek miktar1 Microorganizmalar ve inhibisyon siddeti

(ng/mL)

Ec Yp Kp Sm  Ef Sa Bs Ca Ct

T. chamaedrys 1000 n i ) + + + - -
subsp. chamaedrys
T. orientale var. 500 ) ) } } ot + + .
puberulens
T. chamaeq’rys 500 ) } ~ B 4 ot Tt _
subsp. lydium
Cefiazidime 10 e e S T s
Triflucan 5 AR

Sonuglar inhibisyon alaninin ¢ap1 cinsinden ifade edilmistir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10

mm; (++): 11-15 mm; (+++): > 16 mm.

Ec: Escherichia coli ATCC 35218, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Kp:
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Sm: Serratia marcescens ATCC 13880, Ef:
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Sa: Stafiococcus aureus ATCC 25923, Bs: Bacillus
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subtilis ATCC 6633, Ca: Candida albicans ATCC 60193, Ct: Candida tropicalis ATCC

13803. Ceftazidime ve triflucan sirasiyla antibakteriyel ve antifungal standartlaridir.



5. SONUCLAR

Yaptigimiz bu arastirmada 7. chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var.
puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerinin subuhari destilasyonu ile elde
edilen ugucu yaglarindan sirasiyla 36, 35 ve 33 adet toplamda ise 65 adet dogal bilesigin
yapist GC-MS yontemiyle aydinlatildi. 7. chamaedrys subsp. chamaedrys, 7. orientale var.
puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin GC-
MS analizi sonucu 65 adet bilesik dogal halde, alikonma zamanlar1 ve kiitle spektrumlari,
cihazda bulunan NIST ve Willey Kkiitiiphanelerindeki bilesiklerle karsilastirilarak
aydinlatildi. Bu bilesikler sirasiyla; o~Thujen (1), a-Pinen (2), Kamphen (3), (E)-2-
Heptenal (4), f~Pinen (5), f~-Myrcen (6), (E,E)-2,4-Heptadienal (7), Fenil oksiran (8), (E)-
2-Oktenal (9), 2-Metil kumaron (10), e-Terpineol (11), Safranal (12), Dekanal (13), p-
Menth-1-en-9-al (14), pSiklositral (15), Nerol (16), Karvon (17), Sitrol (18), Geraniol
(19), (E)-2-Dekenal (20), Nonanoik asit (21), Dihidroedulan I (22), Karvakrol (23),
Tridekan (24), p-Vinilguaiacol (25), (E,E)-2,4-Dekadienal (26), Bisikloelemen (27), o-
Kubeben (28), Eugenol (29), Dekanoik asit (30), a-Kopaen (31), f~Bourbonen (32), /-
Kubeben (33), y-Karyofilen (34), p-Karyofilen (35), Epi-bisikloseskifellandren (36),
Aromadendren (37), a-Humulen (38), (E)-fFarnesen (39), allo-Aromadendren (40),
Germakren D (41), Bisiklogermakren (42), (E,E)-a-Farnesen (43), f~Bisabolon (44), -
Kadinen (45), 0-Kadinen (46), Kadina-1,4-dien (47), a-Calacoren (48), Spathulenol (49),
Karyofilen oksit (50), Viridiflorol (51), Fonenol (52), Karyofila-4(12),8(13)-dien-5-£-ol
(53), tau-Muurolol (54), a-Cadinol (55), Karyofilenol-II (56), Vulgarol B (57), Di-epi-o-
Cedren (58), Heneikosan (59), cis-Phytol (60), Trikosan (61), Tetrakosan (62), Pentakosan
(63), Heptakosan (64), Nonakosan (65)’dir.

T. chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisine ait ugucu yagin Escherichia coli ATCC
35218, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Serratia marcescens ATCC 13880,
Enterococcus  faecalis ATCC 29212, ve Stafiococcus aureus ATCC 25923
mikroorganizmalarina karsi aktivite gosterirken, 4 mikroorganizmaya, 2 bakteriye ve 2
mantara karsi aktivite gostermedigi, 7. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp.

lydium bitkilerine ait ugucu yaglarin ise Enterococcus faecalis ATCC 29212, Stafiococcus

aureus ATCC 25923, ve Bacillus subtilis ATCC 6633
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mikroorganizmalarima karsi antibakteriyel aktivite gosterirken 6 mikroorganizmaya, 4
bakteriye ve 2 mantara kars1 aktivite gOstermedigi yapilan testler sonucunda
gbézlemlenmistir. 7. chamaedrys subsp. chamaedrys bitkisine ait ucucu yag Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911 mikroorganizmasina, 7. orientale var. puberulens bitkisine
ait ugucu yag Enterococcus faecalis ATCC 29212 mikroorganizmasina ve 7. chamaedrys
subsp. lydium bitkisine ait ugucu yag ise Stafiococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus
subtilis ATCC 6633 mikroorganizmalarina kars1 1iyi seviyede aktivite gosterdigi
gbzlemlenmistir.

Bu calisma Pharmaceutical Biology dergisinde makale olarak yayimlanmistir [63].



6. ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada Lamiaceae ailesinin iiyesi olan ayni cinse ait ii¢ bitkinin (T.
chamaedrys subsp. chamaedrys, T. orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp.
lydium) GC-MS ile ugucu yag analizi yapilmistir ve sonugta herbir bitkiye ait sirasiyla 36,
35 ve 33 adet dogal bilesigin yapisi aydinlatilmistir. Bitkilerde bulunan diger bilesikler i¢in
de farkli calisma yontemleriyle yap1 aydinlatilmasi yapilabilir. 65 adet bilesigin 48 adeti
terpen tiirli bilesik olup, terpenlerin ilag, kozmetik ve gida sanayii gibi giinlik yasamda
pekcok kullanim alaninin bulunmasi bu bilesiklere olan ilgiyi artirmaktadir. Yapilan
antimikrobiyal aktivite testlerinde 9 adet mikroorganizma kullanilmistir. T. chamaedrys
subsp. chamaedrys bitkisine ait ugucu yagin Escherichia coli ATCC 35218, Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Serratia marcescens ATCC 13880, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizmalarina karsi aktivite
gosterirken, 4 mikroorganizmaya, 2 bakteriye ve 2 mantara kars1 aktivite gostermedigi, T.
orientale var. puberulens ve T. chamaedrys subsp. lydium bitkilerine ait ugucu yaglarin ise
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, ve Bacillus
subtilis ATCC 6633 mikroorganizmalarina karsi antibakteriyel aktivite gosterirken 6
mikroorganizmaya, 4 bakteriye ve 2 mantara kars1 aktivite gostermedigi yapilan testler
sonucunda goézlemlenmistir. Bu  bitkilere ait ucgucu yaglar {lzerinde degisik
mikroorganizmalarla farkli testler de yapilarak degisik yonde aktivitelerinin olup olmadig:

da arastirilabilir.
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