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Oz

Caltha palustris L. (Ranunculaceae) bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarinin ugucu yaglar1 Clevenger aparatli subuhari
destilasyonu yontemiyle elde edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri, GC-FID ve GC-MS
teknikleriyle aydinlatilmigtir. C. palustris bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarinin ugucu yaglarinda sirasiyla; toplam 52
ve 36 bilesik bulunmus olup; sirasiyla %95.34 ve %82.4°liik kisimlar1 aydinlatilmistir. Cigek kisminin ugucu yaginin
baslica bilesenleri; oktadekanol (%25.40), fitol (%18.56), octanol (%9.01), neofitadien (%3.65), alkol (%36.30) ve
terpenoit (%22.62) bilesiklerden olustugu; yaprak kisminin ugucu yag analizinde ise ise heptadekan (%10.05), fitol
(%8.94), oktadekanol (%6.3), heneikosan (%3.03), (E)-B-farnesan (%1.34) gibi agirlikli olarak hidrokarbon (%630.89)
ve terpenoit (%14.59) bilesiklerden olustugu tespit edilmistir C. palustris bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde
edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri, 8 adet Gram pozitif ve Gram negatif bakteri ve mantarlara karsi
arastirllmistir. Ugucu yaglarm, Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae’ya (8-14mm) karst antimikotik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Caltha palustris, GC-FID/MS, Ugucu yag

Abstract

The essential oils from flower and leaf of Caltha palustris L. were obtained by hydrodistillation with Clevenger-type
apparatus and analyzed by GC-FID and GC-MS. Fifty-two compounds in the oil resulted from flower of C. palustris,
representing 95.34% and thirty-six compounds in the oil obtained from leaf of C. palustris, representing 82.4%, were
identified. The main components of the volatile oil of the flower part are octadecanol (25.40%), phytol (18.56%),
octanol (9.01%) and neophytadien (3.65%) which are alcohols (36.30%) and terpenoids (22.62%) type compounds. It
was found that the volatile oil of the leaf part consisted predominantly of hydrocarbons (30.89%) and terpenoid
(14.59%) compounds such as heptadecane (10.05%), phytol (8.94%), octadecanol (6.3%), heneicosane (3.03%) and
(E)-p- farnesane (1.34%) were major constituents. The antimicrobial activities of the essential oils obtained from flower
and leaf parts of C. palustris plant were investigated against 8 Gram positive and Gram-negative bacteria and fungi. It
has been determined that essential oils have antimycotic activity against Candida albicans and Saccharomyces
cerevisiae (8-14 mm), respectively.
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1. Giris

Ulkemizde otsu ve tirmanict odunsu taksonlara
sahip olan Ranunculaceae familyas1 20 cinse ait
toplam 204 tiirle (Davis, 1965; Giiner vd., 2012)
Tirkiye florasinin en genis familyalarindan
biridir. Caltha L. (Lilpar) cinsi diinyada 6 tiire
sahiptir (URL-1). Cins, iilkemizde sadece Caltha
palustris L. Tiiri ile temsil edilmekte; Bati, Dogu
Karadeniz Bolimleri, Orta Kizilirmak Boliimii ve
Dogu Anadolu Boélgemizde, 1slak cayirlar ve
akarsu kenarlarinda, 1700-3600 m yiikseltilerde
yayilis gostermektedir (Giiner vd., 2012). C.
palustris diinyada ise Bulgaristan, Kafkaslar ile
Kuzey ve Kuzeybati Iran’da dogal olarak
yayilmaktadir (Davis, 1965).

C. palustris fenolik, alkaloid ve siyanogenik
bilesikler bakimindan zengin olup antispazmodik
ve sakinlestirici olarak kullanilmaktadir (Figurkin
vd., 1978; Resursy, 1980; Dickmann vd., 1982;
Baytop, 1984; Ellnain-Wojtaszek vd., 1991; Ali
vd.,  2011). Bilesiminde  protoanemanin,
glavonoids, tanen, saponin igermekte olup
protoanemaninden kaynakli kuvvetli zehir etkisi
gostermesinden  dolayr dahilen kullanilmasi
sakincalidir (Birinci, 2008; Wink, 2009). Ayrica 6
farkli viral hastalik tedavisinde kullanilan
antioksidan aktiviteye sahip triterpen saponinler;
C. palustris bitkisinde bulunmaktadir (Smith Jr.,
1968; Vugalter vd., 1988; Roner vd., 2007;
Kigiikkurt ve Fidan, 2008).

Yapilan literatiir arastirmasinda Caltha palustrisin
kok korteksi gelisimi ve yapisi, stres altindaki
mars-marigold’da (C. palustris) protoanemonin
birikimin HPLC ile tayini, C. palustris L.'nin
Ramet dagilimi, yaprak morfometrisi ve elementel
bilesimi caligsmalari, gevresel kirlilik
gostergelerine ait c¢alismalar ve Tirkiye’de
bulunan faydali bitkiler ve igeriklerinin tayinine
ait caligmalar ve bitki igerigindeki glikozidlerin ve
triterpen saponin tayinlerine dair ¢alismalara
rastlanmigtir (Bhandari vd., 1984; Bonora vd.,
1987a,b; Toth vd.,1999; Baykal vd., 1999; Seago
Jr vd., 2000; Ekmekeigil, 2006; Van der Welle
vd., 2007; Birinci, 2008; Suszko and Obminska-
Mrukowiez., 2013).

C. palustris bitkisinin ¢igekteki erkek organ
(anter) kisminin  ugucu bilesenleri  termal
desepsiyon GC-MS yontemine gore yapilmistir
(Jurgens ve Dotterl, 2004). Bunun yaninda C.
palustris var. alba bitkisinin ¢oziicii ekstrelerinin
biyolojik aktivite tayin c¢aligmasimin yapildig
goriilmiistiir  (Mubashir  vd., 2014). Fakat
Tiirkiye’de yetisen C. palustris bitkisinin ¢i¢ek ve
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yaprak kisimlarinin  ugucu yag analizi ve
antimikrobiyal aktivite tayinine ait, literatiirde
herhangi ¢alismaya rastlanmamustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitki Numunesi

Calisma materyali olan ve C. palustris L. tiiriine
ait ornekler Giimiishane ili, Zigana ydresi, Limni
Golu  dstleri, 2042 m, UTM 50 DATUM
(0535364, 4496258), nemli cayirlar-akarsu
kenarlarindan 2015 yili Mayis aymda toplanmustir
ve toplanan Orneklere ait herbaryum materyali
Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi
Herbaryumu (KATO 16796) na konmustur.

2.1.1. U¢ucu Yag Ekstraksiyon Islemi

Toplanan C. palustris bitkisi taze iken g¢icek,
yaprak kisimlart ayrildi. Toplanan bitkinin g¢igek
(110 g) ve yaprak (100 g) kismi alinarak, 1L’lik
destilasyon balonuna konuldu ve iizerine 500 mL
saf su ilave edildi. Clevenger tip geri sogutucu
aparatina bagli su buhar1 destilasyonu sistemine
bagli sogutma banyosu ile -15 °C’ye sogutulan
sistemle, bitkinin ¢igek ve yaprak kisimlari 4 saat
wsitilarak ugucu bilesenler destilasyon ile ayrildi
ve ugucu yaglar; HPLC safliktaki 1mL n-hekzan
coziiclisliyle beraber alinarak kahverengi viallere
konuldu. Susuz Na,SO, ile suyu uzaklastirilan
ucucu yaglar, kalitatif ve kantitatif analiz i¢in
GC/MS- GC/FID ve biyolojik aktivite tayini i¢in
4-6 °C’de saklandi (Yayli vd., 2010; Fancelloa
vd., 2017).

2.1.2. Ucucu Yag Ekstraksiyon Islemi

C. palustris bitkisi ¢icek ve yaprak kisimlarindan
elde edilen ugucu yag ekstrelerinin GC/FID ve
GC/MS analizleri, Agilent-5973 Network Sistem
marka cihaz ile literatiirde gosterildigi gibi
yapilmustir (Ugiincii vd., 2016; Yiicel vd., 2017).

2.1.3. Bilesenlerin Tanimlanmasi

GC/FID ve GC/MS cihazinda tayin edilen
bilesenlerin tutunma indeksleri Kovats yontemi
belirlenmis olup standartlar bilesikler olarak n-
alkanlar (Cg-Csz) kullanilmustir. Ugucu yaglarin
kimyasal bilesenleri, bilesenlerin kiitle
spektrumlar ile kiitle spektrumu kiitiiphaneleri
olan NIST, Wiley [NIST Chemistry Webbook] ve
standart bilesikler (limonen, linalool, a-terpineol,
geraniol, tridekan, tetradekan, pentadekan,
nonadekan, eikosan, heneikosan) kullanarak ve
literatiirdeki kiitle spektrumlari ile karsilastirilarak
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belirlenmistir (Adams 2004; Radulovi’c vd., 2008,
Tyagi vd., 2017; Fancello vd.,2017).

2.1.4. Antimikrobiyal Aktivite Belirlenmesi

Elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite
testleri icin kullamilan test mikroorganizmalar
Escherichia coli ATCC35218, Yersinia
pseudotuberculosis ATCC911, Pseudomonas
aeruginosa ATCC43288, Enterococcus faecalis
ATCC29212, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Bacillus cereus 709 Roma, Candida
albicans ATCC60193 ve  Saccharomyces
cerevisiae) RSKK 251 olup Refik Saydam
Hifzisithha  Enstitiisiinden temin  edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri ¢ift mikrodiliisyon
metodu kullanilmis ve inhibisyon zon caplar
(mm) belirlenmistir. Ugucu yag ekstraktlar
tartilarak hekzan ile ¢oziilmiis ve 27.000-65.000
pug/mL  oOziit stok soliisyonu hazirlanmstir.
Antibakteriyel ve antifungal testler sirasiyla pH
7.0°de Mueller-Hinton (MH) (Difco, Detroit, MI)
ve pH 7.0'de tamponlanmig Maya Azot Bazinda
(Difco, Detroit, MI) yiiriitilmiigtir. Mikro
seyreltme test plakalar1 18-24 saat boyunca 35
°C’de inkiibe edilmistir. Standart antibakteriyel ve
antifungal ilag olarak ampisilin (10 pg) ve
flukonazol (5 pg) kullanilmigstir (Cansu vd., 2011).

Kontrol  ¢Oziiciisii  olarak  1:10  oraninda
seyreltilmis Dimetilstilfoksid kullanilmistir.

3. Bulgu, Sonug ve Tartisma

Taze halde c¢alisilan C. palustris bitkisinin gigek
ve yaprak kisimlarininin subuhari destilasyonu
yontemi ile ekstraksiyon islemi sonucunda
sirastyla; %0.017 ve %0.015 verimle 18.7 mg ve
149 mg ucucu yag elde edildi. C. palustris
bitkisinin ¢igek ve yaprak kismimin ugucu
yaglarimin GC/MS analiz sonuglar1 Tablo 1°de
verilmekte olup sirastyla; 52 ve 34 ugucu organik
bilesik %95.34 ve %82.4 oraninda
aydmlatilmstir.

Ugucu yag igerigindeki aydinlatilan bilesikler
terpenler,  terpenoidler, terpenoid  benzeri
bilesikler, hidrokarbonlar, alkoller ve diger
bilesikler olmak {izere 6 smifta gruplandirilmistir
(Tablo 2). Cigek kisminda ana bilesen sinifi
%36.30 orantyla alkoller, yaprak kisminda ise
%30.89 oraninda  hidrokarbonlar  olarak
bulunmustur. Cigek kisminin ugucu yaginin ana
bilesenleri oktadekanol (%25.40), fitol (%18.56)
ve oktanol (%9.01), yaprak kisminda ana
bilesenleri ise heptadekan (%10.05), fitol (%8.94)
ve oktadekanol (%6.3) olarak bulunmustur.

Tablo 1. C. palustris Bitkisinin Cigek ve Yaprak Kisminin Ugucu Yag Bilesenleri

No | Alik. Zam. Bilesigin Ad1 Cicek Yaprak Literatiir | Deneysel
% Alan | % Alan RI RI
Terpenler
1 | 7.146 a-Terpinen 0.74 - 1017 1020
2 | 7.377 0-Simen 0.66 - 1026 1030
3 | 7.548 Limonen 0.59 - 1029 1033
4 | 8.285 (E)-B-Osimen 0.17 - 1050 1054
5 | 8.628 y-Terpinen 0.57 - 1060 1064
6 | 9.864 a-Terpinolen 1.18 1089 1093
7 | 22214 Farnesan - 0.76 1378 1381
8 | 25.895 (E)-p-Farnesen - 1.34 1457 1460
9 | 24.037 a-Santalen 0.21 - 1418 1422
10 | 24.766 a-Cis-Bergamoten 0.36 - 1435 1439
11 | 27.993 (E,E)-a-Farnesen 0.25 - 1506 1512
12 | 47.732 Abietadien - 0.33 2057 2056
13 | 52.923 Neofitadien 3.65 0.33 2218 2224
Terpenoidler
14 | 6.863 Cis-Dihidroksi Linalool oksit 0.23 0.91 1008 1011
15 | 9.161 Cis-Linalool oksit - 0.51 1087 1087
16 | 9.827 trans-Linalool oksit - 0.75 1092 1094
17 | 10.461 Linalool 1.15 - 1097 1111
18 | 12.773 Pinokarvon 0.47 - 1165 1168
19 | 13.071 Borneol 0.36 - 1169 1174
20 | 13.541 Terpinen-4-ol 0.78 - 1177 1184
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No | Alik. Zam. | Bilesigin Ad1 Cigek Yaprak | Literatiir | Deneysel
% Alan | % Alan RI RI
21 | 14.240 a-Terpineol 0.44 - 1189 1195
22 | 30.287 (E)-Nerolidol 0.63 1.1 1563 1570
23 | 32.760 a-Bisabolol - 2.38 1686 1686
24 | 49.651 Fitol 18.56 8.94 2117 2125
Terpenoid benzeri bilesikler
25 | 22.566 (E)-p-Damaskonen 0.33 1.1 1385 1388
26 | 24.459 (E)-p-lonen 0.30 0.65 1430 1433
27 | 40.816 Hekzahidrofarnesil aseton 0.57 0.96 1848 1852
Hidrokarbonlar
28 | 4.743 Nonane - 2.94 900 896
29 | 5.870 (4,4)-Dimetil-2-penten - 2.77 963 966
30 | 6.595 Dekan 0.35 - 1000 1002
31 | 10.224 Undekan - 1.34 1100 1104
32 | 14.465 Dodekan 0.41 0.95 1200 1203
33 | 18.891 Tridekan 0.1 1.68 1300 1304
34 | 23.299 Tetradekan 0.43 1.22 1400 1403
35 | 27.501 Pentadekan - 0.94 1500 1499
36 | 31.559 Hekzadekan 0.54 0.51 1600 1598
37 | 34.765 Heptadekan 1.24 10.05 1700 1701
38 | 36.420 (1__,1,1-) Siklobiiten, bis (1,2) i 288 1788 1784
diil-Benzen
39 | 39.125 Oktadekan 0.24 - 1800 1803
40 | 42.683 Nonadekan 0.98 - 1900 1902
41 | 46.050 Eikosan 0.83 - 2000 2004
42 | 49.227 Heneikosan - 3.03 2100 2102
43 | 52.367 Dokosan 1.05 - 2200 2203
44 | 55.146 Trikosan 5.67 0.92 2300 2305
45 | 58.136 Tetrakosan 1.29 - 2400 2400
46 | 60.976 Pentakosan 3.39 1.66 2500 2501
Alkoller
47 | 9.525 Oktanol 9.01 - 1068 1073
48 | 34.530 Tetradekanol 1.57 0.97 1673 1675
49 | 36.055 (E)-2-Tetradesen-1-ol 0.32 2.30 1713 1720
50 | 47.499 Oktadekanol 25.40 6.3 2078 2065
51 | 54.373 Eikosanol - 5.17
Diger bilesikler
52 | 6.666 Oktanal 0.43 - 999 1004
53 | 18.230 Edulan-1 hidro 0.82 3.78 1289 1290
54 | 18.736 Undekanon 0.20 - 1294 1300
55 | 19.307 Undekanal 0.31 - 1310 1314
56 | 23.753 Dodekanal 0.28 - 1409 1415
57 | 27.511 2-Tridekanon 2.72 - 1496 1502
58 | 28.085 Tridekanal 0.47 0.97 1510 1516
59 | 28.634 Metil laurat 0.62 - 1526 1528
60 | 32.154 Tetradekanal 0.48 0.51 1613 1620
61 | 36.466 Metiltetradekanoat 0.67 8.04 1724 1727
62 | 40.169 Siklopentadekanolit 0.51 1834 1834
63 | 42.620 Etil linoleat - 2.05 1891 1895
64 | 43.630 Metil hekzaadekanoat 0.94 1.36 1922 1925
65 | 50.256 Metil oktadekanoat 0.86 - 2125 2127
66 | 52.704 Oktadekanol asetat 1.01 - 2210 2215
Toplam %95.34 | %82.4
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Literatirde C. palustris  bitkisinin  ¢igek
kismindaki  erkek organ kisminin  termal
desopsiyon GC-MS analizi yapilmis olup 39 adet
ucucu bilesen aydinlatildigi rapor edilmistir
(Andreas vd., 2004) ve ugucu ana bilesenleri;
seskiterpenoit (%47.4), yag asidi (%27.1) ve
monoterpenoit (%23.0) olarak tespit edilmistir
(Jurgens ve Détterl, 2004).

Yapilan ¢alismada C. palustris bitkisinin ¢icek
kismindaki  erkek organ kismimin  ugucu
bilesenlerin eldesi ve aydinlatma ydntemlerinde
farkliliklar  oldugu goriilmektedir ve ¢icek
kisminin ana bilesenlerinin alkol (%36.30),
terpenoid (%22.60) ve hidrokarbon (%16.52)
sinifi bilesikler oldugu bulunmustur. Terpenoit
bilesiklerden en fazla diterpenoit (%18.56) ve
monoterpenoit (%3.43) bulunmugken; literatiirde-

ki c¢alismada ise seskiterpenoit (%47.4) ve
monoterpenoit (%23.0) bilesikleri farkli oranlarda
tespit edilmistir. Yontem farkliligi ve bitkinin
toplanma yeri agisindan ¢aligmalar arasinda
oldukca biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Cicek
kisimlarin ugucu yag bilesimleri karsilastiril-
diginda terpen ve terpenoid simifi bilesiklerden;
cis-linalool oksit (%0.09), a-santalen (%0.25), a-
bergamaton (%0.36), (E,E)-a farnesene (%0.25),
yag asidi esteri bilesikleri, octanal (%0.043),
dodecanal  (%0.28), hekzadekan  (%0.55)
bilesiklerinin iki ¢alismada da tespit edildigi fakat
ucucu yaglarin genel bilesimleri ve bilesen
siniflar1 agisindan birbirinden biiylikk oranda
farklilik gosterdigi goriilmektedir. Literatiirde C.
palustris bitkisinin yaprak kisminin ugucu yag
bilesimine ait herhangi bir ¢alismaya rastlanma-
mistir.

Tablo 2. C. palustris Cigek ve Yaprak Kisimlarinin Ugucu Yag Bilesen Siniflart

Cigek Yaprak
Bilesikler %Alan Say1 | Ana Bilesik %Alan | Say1 | Ana Bilesik
Terpenler 8.38 10 | Neofitadien 2.76 4 | (E)-p-Farnesan
Terpenoidler 22.62 8 Fitol 14.59 6 Fitol
Terpenoid benzeri 1.2 3 Hekzahidrofarnesil 2.71 3 (E)-p-Damaskonen
bilesikler aseton
Hidrokarbonlar 16.52 13 | Trikosan 30.89 13 | Heptadekan
Alkoller 36.30 4 Oktadekanol 14.74 4 Oktadekanol
Diger bilesikler 10.32 14 | 2-Tridekanon 16.71 6 Metil tetradekanoat
Total %95.34 | 52 %82.4 36

C. palustris bitkisinin ¢igek ve yaprak kisminin
ucucu yag ckstraktlarinin  segilen 8 adet
mikrooraganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite
test  sonuglart  Tablo  3’de  verilmigtir.
Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda, ugucu
yag ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerinin
olmadigi, inhibisyon zone g¢aplar1 Ol¢iimii
sonucunda maya mantarlarina karsi orta diizeyde
(8-14 mm c¢apinda) antimikotik etkinligin var
oldugu bulunmustur. Cigek kisminin ugucu
yaginin antimikotik etkinliginin (12-14 mm),
yaprak kismina gore (8-10 mm) daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Literatirde, C. palustris var. alba bitkisinin
Soxhlet ekstraksiyonu yontemiyle petrol eteri,
kloroform ve metanol ¢oziiciileriyle elde edilen
ekstraktlarin ~ antimikrobiyal, antioksidan ve
sitotoksik  aktivite c¢aligmasi  bulunmaktadir
(Mubashir vd., 2014). Metanol ekstraktin diger
¢oziicii ekstraklarindan daha iyi sonu¢ vermesi
sebebiyle biyolojik aktivite testlerini metanolik
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ekstrakt gram pozitif ve gram negatif bakterilere
(Pseudomonas aeruginosa MTCC 1688, Proteus
vulgaris MTCC 426, Bacillus subtilis MTCC 441,
Staphylococcus  epidermidis MTCC 435 ve
Staphylococcus aureus MTCC 96 bakterilerinden
sadece S. epidermidis ve P. Vulgaris) Kkarsi
oldukga yiiksek kabul edilen 24-23 mm zone cap1
olusturdugu belirtilmigtir. Yapilan bu g¢alismada;
C. palustris bitkisinin  ¢igek ve yaprak
kisimlarinin subuhar1 destilasyonu ile elde dilen
ucucu yaglarin sadece maya mantarlar1 olan C.
albicans ve S. cerevisiae bakterilerine orta diizey
olarak kabul edilen 8-14 mm zone g¢aplan
arasindaki ~ degerlerde  aktivite  gosterdigi
bulunmustur. Calismadaki bitkilerin C. palustris
ve C. palustris var. alba nin toplandig1 bolgelerin
ve cevrelerinin farkli olmasi, hemde yapilan
ekstraksiyon yontemindeki ¢oziiclilerin  farkl
olmasi  sebebiyle  antimikrobiyal  aktivite
testlerinde birbirinden farkli mikroorganizmalara
karg1 aktivite bulunmasi olduk¢a olagan olarak
yorumlanabilir.
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Table 3. C. palustris Bitkisinin Cigek ve Yapraklarindan Elde Edilen Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal

Aktiviteleri (50 pL).
C. palustris Stok Mikroorganizmalar ve inhibisyon zone ¢aplar1 (mm)
(ng/mL) Ec Yp Pa Sa Ef Bs Ca Sc
Cigcek 1000 - - - - - - 12 14
Yaprak 1000 - - - - - - 8 10

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Sa:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ca: Candida albicans
ATCC 60193, Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Amp.: Ampicillin, Flu.: Fluconazole, (—): no activity.
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