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Bu ¢alisma Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ugucu yag oranlari, ugucu yag
bilesenlerinin belirlenmesi, metanol ekstraktlarinin elde edilerek antioksidan, antifungal ve
antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmaistir.

Calisma 2019 yilinda, Giimiishane ilinde dogal olarak yetisen Primula veris subsp.
columnae bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak ucucu yaglari ¢ikartilarak ana bilesenleri ve yiizde
oranlar1 belirlenmistir. Cicek ugucu yaginda en fazla bulunan ana bilesik Metil 4-
methoksisalisilat (%37.30), yaprak ugucu yaginda en fazla bulunan ana bilesik Linoleik
asid (%40.08) elde edilmistir. Cigek ve yapraklariin metanol ile ekstraksiyonu sonucu
ylizde olarak cicekte ekstraktif madde %34.54, yaprakta ise %28.81 olarak elde edilmistir.

Metanol ekstraksiyonu sonucu Primula veris subsp. columnae bitkisi genel olarak
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degerlendirildiginde antioksidan 6zelliklerinin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igeklerin ve yapraklarin ugucu yaglari iizerinde
yapilan antimikrobiyal aktivite testinde bunlardan sadece c¢icek ucucu yaginin zayif

inhibite 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimik(_obiyal Aktivite, Antioksidan Aktivite, GC-MS, Odun Dis1
Orman Uriinleri, Tutya(Cuha ¢igegi), Ugucu yag
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This study was conducted to determine the essential oil ratios, and essential oil
components, the production of methanol extracts and the antioxidant, antifungal and
antimicrobial properties of these extracts of the Primula veris subsp. columnae species.

In this study, Flower and leaf essential oils of Primula veris subsp. columnae
species grown naturally in Giimiishane province, were removed. The main components and
percentage rates of essential oils were determined. The main compound in the flower
essential oil was Methyl 4-methoxysilicylate (37.30%) and the main compound in the leaf
essential oil was Linoleic acid (40.08%). As a result methanol extraction of flowers and
leaves, the amount of extractive substance in the flower was 34.54% and e in the leaf was

28.81%. When the Primula veris subsp. columnae plant is evaluated in general, it has been
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determined that antioxidant properties are quite high. In antimicrobial and antifungal
activity tests on the extract of the Primula veris subsp. columnae species, it was found that
only the essential oil of the flower showed weak inhibitory properties against Escherichia

coli bacteria.

Keywords: Non-Wood Forest Products, Tutya (Primrose), Essential oil, GC-MS,
Antimicrobial Activity, Antioxidant Activity.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Glinlimiizde ormanlarin gelir getirmekten baska ¢ok ¢esitli hizmet ve
fonksiyonlarmin oldugu, odundan bagka iirlinlerinin de bulundugu ve bu firiinlerle ilgili
talebin gittikge arttig1, sadece ticari kazanimlarin haricinde 6zellikle basta orman koyliileri
olmak tizere yerel ihtiyaglarin karsilanmasi gerektigi, her gecen giin daha kuvvetli bir
bicimde fark edilmektedir. Odun dis1 bitkiler, orman kdyliileri ve kiigiik orman sahipleri
icin 6nemli gelir kaynaklaridir. Tiirkiye odun disi orman iiriinleri (ODOU) kapsaminda
diger iilkelere gore cok zengin bir gesitlilik ve iiretim potansiyeline sahiptir. Ulkemizde
2016 yilinda gerceklesen odun disi orman iiriinleri tiretimi yaklasik 429 bin ton, bu
tiretimden iretim yapan koyliiniin kazanc1 195 milyon TL ve ekonomimize katkis1 ise
yaklasik 750 milyon TL olarak gerceklesmistir (Ipek, 2017).

Ormancilik sadece kereste liretimi ve yakacak odun olarak ele alindiginda Gayri
Safi Milli Hasiladaki pay1 %0.5” dir. Ancak bu orana odun dis1 orman {irlinleri’ nin sektore
eklenmesi sonucu bu oran %3’leri bulmaktadir. Zaten itibar1 kaybolmus orman
isletmeciligi, hem de ormancilik mesleginin kamuoyunda kabul edilebilirligi agisindan bir
degisim olabilir (URL-1, 2019).

Tiirkiye’ de ODOU iiriinlerin 6zellikle gelismislik diizeyi az olan bélgelerinde,
gelir diizeyi, tirlini isleme, ekolojik turizm gibi alanlar bakimidan dikkat ¢cekmektedir.
ODOU baz1 yerlerde kirsal kesime, klasik ormancilik faaliyetleri ve hammadde {iretimi
bakimindan daha fazla gelir saglayabilmektedir. ODOU’ niin sagladigi ¢ok kapsamli
yararlarin 6nemi ve orman iriinlerinin kullanimi yonetiminde ve bu iirlinlere yeterli ilginin
gosterilmesi gibi konularda diinyada bilinglenme ve ilginin son yillarda artis gostermesi
sonucunda, odun dist orman {irlinlerin diinya iilkelerinde veya bu iilkelerin bazi
bolgelerinde odun hammaddeli iirlinlerden daha fazla katki sagladigi, bazi iilkelerde ise

ithalatta 6nemli bir gelir kaynagi olusturdugu goériilmektedir (URL-1, 2019).



1.2. Odun Dis1 Orman Uriinlerinin Onemi

Insanoglunun bitkilere olan ilgisi ilk ¢aglardan beri siirmektedir. Giiniimiize kadar
yapilan arkeolojik ¢aligsmalara gore insanlar, yiyecek ve saglik problemlerini gidermek
amaciyla bitkilerden ¢esitli amaclarla fayda saglamislardir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
verileri dikkate alindiginda diinya niifusunun biiyiik bir kesimi (%70-80) korunma ve
tedavi sebebiyle geleneksel tip tan yararlanmigtir. Bu kapsamda yararlanilan tibbi bitki
tiri yaklasik olarak 70.000 kadar oldugu yapilan arastirmalardan anlagilmaktadir
(Basaran, 2012).

Ulkemizde Tibbi Bitkilerin iiretimini “Tarim Yaparak Uretilmis olan Tibbi
Aromatik Bitkiler”, “Organik Tarim yaparak Uretilmis Tibbi Aromatik Bitkiler”, Dogadan
Toplanarak Uretilmis Tibbi Aromatik Bitkiler seklinde siiflandirilabilmektedir.

Dogadan toplanarak {retilmis Tibbi Aromatik Bitkiler, Tarim ve Orman
Bakanligmin, Orman Genel Miidiirliigii biinyesinde “Odun Dis1 Uriinler/Tali Uriinler”
kapsaminda programlanmaktadir. Uretim kapsaminda bulunmayan ve iiretim hususunda
0zel bir beceri ve teknik gerektirmeyen her tiirli ormandan c¢ikarilan {riinler orman
koyliisiine ve bu amagla kurulan kooperatiflerine satilmaktadir. Kekik, defne, harnup, ¢icek
soganlari, thlamur, sumak vs. “Odun Disi Uriinler/Tali Uriinler” kapsaminda
degerlendirilmistir. Tibbi aromatik bitkilerin {ilke disina yapilan ihracatindan yaklagik
olarak yillik 140 milyon dolar civarinda bir gelir saglanmaktadir. Tiirkiye defne, kekik,
kimyon ve kebere gibi tibbi aromatik bitkilerde 6nemli bir tedarik¢i tilke konumunda olup
en fazla geliri 56 milyon dolar civarinda kekik, 32 milyon dolar civarinda ise defne
bitkisinden elde etmektedir (Kirici, 2015).

Alaska Orman Konseyi’nin yaymladigi rapor PNW-GTR-579 (2003)’e gore,
ODOU ile ilgili bir galismanin basariya ulasabilmesi i¢in, yerli halkin ormana bakis agisi,
hayatlarinda ormanin Onemi, geleneksel bilgilerini paylagsmalari, ormandan faydalanma
kosullar1 ve ormandan elde edilen ekonomik faydadan yararlanma sartlar1 konularinin

biiyiik 6neme sahip oldugunu arz etmektedir (Altunel, 2011).

1.3. Primula veris subsp. columnae: Tutya, Cuha cicegi

Cuha cigcegi 10-50 cm boyunda, gigekleri atin saris1 renginde olup ¢igeklerinin 8-12

tanesi bir arada, yapraklari1 ise tabaninda rozet seklinde toplanmis, ¢ok yillik otsu bir



bitkidir. Bilhassa sulak cayirlarda goriiliir. Bitki bilesiminde ugucu yag, saponin
glikozitleri ve flavon tiirevleri bulunmaktadir. Bitkinin ¢igekleri terletici, balgam soktiirticii
ve yatistirict etkiye sahiptir. Eskiden bilhassa goz hastaliklarina karsi kullanilmistir. Taze
yapraklari ise ¢iban tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Primula veris subsp. columnae’ nin genel bir goriintisii Sekil 1.1°de, tilkemizdeki
dagilimi ise Sekil 1.2°de, gosterilmistir. Bitki Giresun, Glimiishane, Rize, Trabzon illerinde

dogal olarak yetismektedir (URL-3, 2018).

Sekil 1.1. Primula veris subsp. columnae: Tutya, Cuha ¢icegi

Primula cinsi hakkinda litaratiirde birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1 su sekildedir: Borisova ve Popov (2012) ¢alismalarinda Primula officinalis bitki
kisimlariin flavonoidlerinin kalitatif kompozisyon ve kantitatif igerigini aragtirmiglardir
(Borisova ve Popov, 2012).

Latypova vd. (2015) yaptiklar1 arastirmada Primula veris ve Primulama crocalyx
bitkilerinin ursolik asit (anti-mikrobiyal, anti-tiimér ve iltihap kurutucu 6zellikleri vardir)
miktarlarii arastirmiglardir (Latypova vd., 2015).

Meos vd. (2017) Primula veris L. gi¢eklerinin C vitamini (askorbik asit) miktarimni
arastirmistir (Meos vd., 2017).



Bdczek vd. (2017) calismalarinda Polonya’da topladiklar1 Primula veris L. ve
Primula elatior L. ¢icek ve koklerinin fenolik bilesenlerini HPLC-DAD metodu ile
arastirmiglardir (Bdczek vd., 2017).

Primula veris var. columnae ile ilgili tespit edilen ¢alismada ise Vuko vd. (2017)
Hirvatistan’da, 2011 yilinda topladiklart Primula veris var. columnae yaprak, kok ve
cigeklerinin ugucu yaglarini elde edip GC-MS ile bilesenlerini tespit etmislerdir (Vuko vd.,
2017).

Ozkan (2015) yiiksek lisans tez calismasinda Trabzon ilinden elde ettigi Primula
vulgaris subsp. vulgaris ve Primula vulgaris subsp. sibthorpii tiirlerinin ekstraktlarinin
HPLC ile karakterizasyonu ve biyolojik aktivitesi incelenmistir (Ozkan, 2015).

Giines (2016) yiiksek lisans tez calismasinda Giresun ilinden topladigi Primula
vulgaris subsp. sibthorpii bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarindan destilasyon ve
ekstraksiyon ile elde edilen esansiyel yag ve kloroform ekstraktlarinin kimyasal bilesen

analizi gergeklestirmistir (Glines, 2016).

o

Sekil 1.2. Primula veris subsp. columnae: Tutya, Cuha ¢igegi

Calismanin amaci sonunda, Giimiigshane ilinde dogal olarak yetisen Tutya
bitkisinden elde edilecek ucucu yaglarin kimyasal bilesimi ortaya koyulacak, bu ugucu
yaglarin ve metanol ektraktlarinin potansiyel biyolojik aktif antioksidan ve antimikrobiyal

etkileri arastirilmig olacaktir.



1.4. Ugucu Yaglar

Esansiyel ve eterik yaglar olarak da adlandirilan, agag ve bitkilerden elde edilen hos
kokulu, suda ¢oziinmeyen hafif ve yogunluklar1 0,8-1,3 olan agikta birakildiginda
buharlagan yagimsi sivilardir. Dogada yetisen bu dogal iirlinler biyolojik aktivitelerinin
disinda tibbi ve kozmetik amagli olarak da genis bir kullanim alanina sahiptir.

Ugucu yaglart biinyesinde bulunduran tibbi aromatik bitkilerin dogal olarak
kullaniminin insanlhigin varolus siireci kadar eski oldugu bilinmektedir. Ugucu yaglarda
giiniimiize kadar 2000’ in {izerinde kimyasal bilesik varlig1 oldugu ve bunlarin igerisinde
onemli olarak alkoller, terpenler, aldehitler, esterler ve kumarinler oldugu bilinmektedir.

Ucucu yaglar su buharinda, ¢ok fazla miktarda ugucu 6zelligi bulunan kiikiirt ve
azot iceren bilesiklerin oldugu da goriilmiistiir. Bu bilesikler ugucu yaglara antispazmodik,
antiviriitik, antiseptik, aneljezik, antioksik, ekspektoran, bakterisid, diiiretik, antidepresan
sedatif, tonik, tansiyon dengeleyici gibi ¢ok fazla etkiler de kazandirmaktadir. Degisik
bitkiler kullanilarak iretilen esansiyel ve eterik yaglarin antioksidan ve antimikrobiyal
etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Bitkilerin gi¢ek, meyve, tag, yaprak, kabuk, regine ve odunsu dokunun bulundugu
bitkinin tiim organlarinda veya belirli dokularinda da bulunabilirler. Ucgucu yaglar
kimyasal bilesimi ve miktarlar1 iiretim yapilan bitkilerin cinsine, tiiriine, yetisme ortamina
ve iklim 6zelliklerine gore degiskenlik gosterebilir.

Literatiirde, bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimlerinin
belirlenmesi ve bu yaglarin antioksidan ve antimikrobiyal o&zelliklerinin belirlenmesi
lizerine pek cok ¢alisma mevcuttur (Ugiincii, 2010).

Ugucu yaglarin elde edilmesinde bitkilerin kullanilan kismina, hassasiyetine,
icerdikleri ugucu yag miktarma ve cinslerine gore farkli {retim yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler destilasyon, sikma, ¢oziicii ekstraksiyonu, yag
ekstraksiyonu (Anfloranj), karbondioksit ekstraksiyonu ve hidrodifiizyon/siizme teknikleri
kullanilmaktadir.

Ucucu yaglarin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesinde TEAC Troloks / ABTS
Yontemi, CUPRAC Yontemi, FRAP Yontemi, DPPH Ydntemi ve toplam fenolik madde
tayini yontemleri kullanilabilir (Sanchez vd., 1999).



1.5. Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Ucucu yaglar genellikle su buhart destilasyonu veya farkli ekstaksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilirler. Bitkilerden elde edilecek ugucu yaglar genellikle ¢esitli damitma
yontemleri ile elde edilirler. Bitkiler bu islemlerin neticesinde organik yapilarindan ve
biyolojik etkilerinden de hig bir sey kaybetmezler.

Ancak bu bitkilerin kullanilan kismina, hassasiyetlerine, icerdikleri ugucu yag
miktarina ve cinsine gore farkli iretim yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler
sunlardir: (Toroglu, 2006; Cenet,2006).

v Destilasyon
Sikma
Coziicii Ekstraksiyonu
Yag Ekstraksiyonu (Anfloranj)
Karbondioksit Ekstraksiyonu
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Hidrodiflizyon / Stizme

1.5.1. Destilasyon

Ucucu yag eldesinde en ekonomik ve en ¢ok kullanilan ydntem destilasyon
yontemidir. Bazi bitkilere toplandiktan hemen sonra bazilarina ise kurutulduktan sonra
destilasyon uygulanir. Destilasyonda temel olan 1s1 ve buhar, bitki materyalinin hiicre
yapisinin parcalanmasina neden olur ve ugucu yaglar serbest kalarak su buhari ile birlikte
sogutucuya siirliklenir. Buradaki yogunlasmanin ardindan sudan hafif olan ugucu yaglar su

yiizeyinde agir olanlar ise su tabakasinin altinda toplanir (Oztiirk, 2015).

1.5.2. Sikma

Bu metod 6zellikle bergamot, limon, greyfurt, mandalina ve portakal gibi turunggil
yaglarmin eldesinde kullanilir. Ciinkii bu yaglarin ¢ogu destilasyon yonteminde
bozunmaya ugrar. Ayrica bu bitkilerdeki yaglarin kabuk iizerindeki keseciklerde
bulunmasi, yontemin kolay uygulanmasina neden olur. Bu iiretim ydnteminde meyve,

tizeri keskin, ¢ikintili bir kesenin i¢ ¢eperinde yuvarlanir, ugucu yag ile dolu olan salgi



cepleri bdylece parcalanmis olur. Bunun ardindan meyve lizerine basing uygulanarak

sikilir ve elde edilen sivinin iizerindeki ugucu yaglar toplanir (Oztiirk, 2015).

1.5.3. Coziicii Ekstraksiyonu

Bu iiretim yonteminde fazla verim istenildigi takdirde veya diger iiretim yontemleri
ile uygun iiretim gerceklestirilemediginde kullanilir. Uretim icin kullanilan bitki hegzan
veya benzen gibi bir karbon igeren organik ¢oziicii ile soksilet prensibine gore (organik
¢oOziiclinlin hafif¢e 1sitilarak devamli sekilde bitkinin lizerinden gecirilmesi) ekstrakte
edilir. Boylece sabit yag, ugucu yag, mum, boya maddesi vb. gibi, karbon igeren organik
¢oziiciilerde ¢oziinen maddeler organik ¢oziicii biinyesine gecer. Islem sonucunda
stiziilerek elde edilen organik ¢oziicli vakumla tamamen ugurulur. Sabit yag ve mumlari da
blinyesinde tasiyan bu renkli madde eger taze bir materyalden tretilmis ise ‘konkret’,
kurutulmus bir materyalden {iretilmis ise ‘rezinoit’ adi olarak literatiirde verilmektedir.
Uretimi tamamlanmis olan konkret ya da rezinoit ugucu yagin yani sira kokulu olmayan
maddeleri de biinyesinde igermektedir. Ugucu yag, etanol veya sulu etanol ile ¢oziilerek
alinir. -15 °C de belirli bir siire, yaklasik olarak bir gece bekletilir. Dibe ¢oken kisimlar

ayrildiktan sonra, ¢dziicli vakum ile ugurularak ugucu yaglar elde edilir (Oztiirk, 2015).

1.5.4. Yag Ekstraksiyonu(Anfloranj)

Cok zaman almasi ve pahali olmasi nedeniyle giiniimiizde ¢ok fazla kullanilmayan
bu iiretim yontemi, bitki materyalindeki ugucu yag1 az ve kiymetli olan bitkiler i¢in
kullanilmaktadir ve genellikle iiretim yonteminde taze olan materyaller ile calisilmaktadir.
Ozellikle taze materyalde ¢icekler, soguk bir yag ile kaplanmis cam plaketler {izerine
konur ve bu yag bitkinin ugucu yaglarin1 absorblar. Birka¢ saat veya giin sonra konulan
bitki yenisiyle degistirilir ve bu isleme yag doyana kadar devam edilir. Cam plaket iizerine
stiriilmiis olan yagdan, alkol ekstraksiyonu ile ugucu yag elde edilir. Bu yontem
parfimeride ¢ok Onemli olan, fakat bitkideki orani diisiik olan ugucu yaglarin elde

edilmesinde ekonomik olabilmektedir (Oztiirk, 2015).



1.5.5. Karbondioksit Ekstraksiyonu

Bu yontem 1980 lerde parfiim endiistrisi i¢in gelistirilmistir. Kullanilan
ekipmanlardan dolay1 oldukca pahali bir yontemdir. Yontemde sogutulan karbondioksit
basing uygulanarak sivi hale getirilir ve bitkiden ugucu yagi ekstrakte edecek bir ¢oziicti
gibi kullanilir. Basing kaldirildiginda karbondioksit buharlasir ve geriye oldukga saf bir
sekilde ucucu yag kalir. Karbondioksit tarafindan ekstrakte edilen ugucu yaglar bitkide
bulundugu sekline oldukga yakin bir saflikta elde edilir (Oztiirk, 2015).

1.5.6. Hidrofiizyon/Siizme

Hidrodifiizyon veya slizme yontemi, ekstraksiyonun daha modern bir sekli olup
destilasyondan daha hizlidir. Yontemde, 1zgara {izerine asilan bitki kisimlar1 {izerinden
spreyleme seklinde buhar gegirilir. Buhar ve ugucu yagdan olusan karisim sogutulur ve

elde edilen s1vidan destilasyondaki gibi ugucu yag ayrilir (Oztiirk, 2015).

1.6. Terpenler

Terpenler, bitkilerde bulunan bilesiklerin bir grubunu olusturur. Bitkilerden elde
edilen kokulu bilesiklere "ucucu yaglar" denir (Chiron, Chalchat, Garry, 1997).

Organik kimyanin ilk zamanlarindan beri ucucu yaglar Ozellikle terpenler,
kimyacilarin  dikkatini ¢ekmistir. Ucgucu yaglarin birgcogunun C; ¢ Hg doymamis
hidrokarbon yapisinda olduklar1 ve bu bilesiklerde karbon-hidrojen atom oranlarinin 5:8
oldugu tespit edilmistir. Bilesiminde karbon-hidrojen orani 5:8 olan bu bilesiklere daha
sonra terpenler adi verilmistir. Bu isimlendirme etimolojik olarak turpentin ve alken
kelimeleriyle ilgilidir (turpentine=neft yag1) (Oztiirk, 2015).

Daha sonra terpenlerin izopren iskelet birimlerinin bas-kuyruk baglanmasiyla
olustugu kesfedilmistir (Bas metil dalina daha yakin olan ugtur). Bu nedenle sonralari
izopren iskelet birimi igeren biitiin bilesiklere terpenler adi verilmistir. Izopren birimi
igeren, terpenlere benzer tabii olarak olusan bilesiklere terpenoidler denir (Fesenden, 2001;
Logue, 2001).

Bu bilesikler bazen izoprenoid olarak da adlandirilir. Terpenler iki, {i¢ ya da daha

fazla izopren birimi igerebilir. Molekiilleri bakimindan agik zincir veya halkali olabilir.



Cift baglar, hidroksil gruplari, karbonil gruplar1 ya da daha baska islevsel gruplari
tagiyabilirler. Terpenler igerdikleri izopren birimlerinin sayisina gore siniflandirilirlar.

Izopren (2-metil-1,3-biitadien) formiilii Sekil 1.3’ de gosterilmistir.

CH,= C—CH = CH, ‘
CH,

Sekil 1.3. Izopren (2-metil-1,3-biitadien)’ in Kimyasal Yapisi

Monoterpenler : 10 karbon igeren iKi izopren birimi
Seskiterpenler : 15 karbon igeren tig izopren birimi
Diterpenler : 20 karbon igeren dort izopren birimi

Triterpenler : 30 karbon igeren alt1 izopren birimi
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Tetraterpenler : 40 karbon igeren sekiz izopren birimi

Belirli bitkilerden (yapraklarindan, ¢igeklerinden ve meyvelerinden) elde edilen
temel yaglarin (essential oils) ana bileseni basit mono- ve seski-terpenlerdir. Kompleks
olmalari, kolayca temin edilebilmeleri sebebiyle bu dogal olusumlu monoterpenler
19.YY 1n ortalarindan beri kimyacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu konuda ilk ¢alismalar, bu
molekiillerde  kolaylikla meydana gelen diizenlenmeler nedeniyle giigliiklerle
karsilasiimistir (Oztiirk, 2015).

Bitkilerden elde edilen ucucu yaglar ve onlarin temel bileseni olan terpenler, ¢esitli
alanlarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alanlar baslica; tipta tedavi amagl,
parflimeri, uyusturucu maddeler, yapiskanlar gibi siralanabilir. Bunun o6tesinde bu
bilesikler, 6zellikle sentetik kimyada kullanilan kimyasallara karsi ilgi ile bakilan ve bu
ylzyilin sonuna dogru ilgi ¢ekici hale gelen dogal iiriinlerin en 6nemlilerindendir. Bu
acidan bakildiginda terpenler ve tiirevleri veya bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
antimikrobiyal 6zelliklerinin potansiyel uygulamalar1 yoniinden belirgin yiikselisi olduk¢a
dikkat ¢ekicidir.

Terpenlerden sonra, aromatik maddeler u¢ucu yaglarda bulunan énemli bir bilesik

grubudur. Propilbenzen, benzen veya p-simen bilesik yapisinda olabilirler. Alkol, asit,



ester, keton, aldehit, eter ve fenol gibi organik fonksiyonel gruplari tasiyabilirler. Koku ve
tat agisindan ugucu yaglarin en énemli bazi belirgin fizyolojik etkilere sahip olan kismini
olustururlar.

Farmakolojik etkilerede sahip olan ugucu yaglar bu etkilere gére gruplandirilirlar.
Bunlar oksiiriik kesici, antiromatizmal, idrar soktiirlicii, dezenfektan, iltihap azaltan vs. gibi

gruplandirmaya da tabi tutulurlar (Ceylan, 1987).

1.7. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin sabit yiizeylerdeki tutunma
hizlarindan yararlanarak birbirinden ayrilmasini saglayan ve bu sayede Kalitatif ve
kantitatif analizlerin yapildigi yontemlere denir. Yontemde ¢alisma diizenegi, hareketli
faz(mobil faz) ve sabit faz adi verilen iki bilesenden olugmaktadir. Mobil fazin igerisinde
bulunan bilesenler, sabit fazin da dolgu maddesiyle etkilesmesi sebebiyle, bir miktar
tutunma gerceklestirirler. Bu tutunma, 6rnekte bulunan farkli bilesenler i¢in yine farkl
miktarlarda oldugundan sabit fazin sonlarina dogru bilesenler farkli hizlarda ilerlerler ve
sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederek birbirinden ayrilmis olurlar.

Kromatografide sabit faz, bir kat1 veya bir kat1 ylizeyine kaplanmis bir sivi faz
seklindedir. Sabit fazin iizerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi olabilir. Eger
hareketli faz siv1 ise bu kromatografi tiirtine sivi kromatografisi (SK, LC); hareketli faz gaz
ise bu kromatografi tiirline de gaz karomatografisi (GK, GC) denilmektedir. Gaz
kromatografisi; gaz, ugucu sivi ve kati karigimlar i¢in uygulanan bir yontemdir. Sivi
kromatografisi ise bilhassa ugucu olmayan ve 1s1l kararsiz numuneler i¢in kullanilmaktadir.
Amaca gore birgok degisik kromatografik yontemler bulunmaktadir.

Adsorpsiyon kromatografisi, dagilma kromatografisi, ince tabaka kromatografisi,
gaz kromatografisi, kagit kromatografisi, iyon kromatografisi, yiiksek performans
kromatografisi bunlara ornektir. Dagilma kromatografisinde analizi yapilan maddelerin,
sabit faz tabakasinda ilerlemekte olan hareketli fazin etkisiyle siiriikklenmesi s6z konusudur.
Genellikle sabit faz silika jel, hareketli faz ise organik ¢oziiclilerden olusmus bir ¢ozelti
seklindedir.

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz1 bir plaka iizerine yayilmis ince silika jel
tabakasi bulunur. Bu tabakaya damla mertebesinde emdirilen ¢ozeltideki bilesenlerin

hareketli faz olarak uygun bir ¢Oziicii veya c¢oziiciiler karisimi kullanilarak plaka

10



tizerindeki sabit fazda ayr1 ayn yerlerde toplanmasi saglanir. Kagit kromatografisi ince
tabaka kromatografisine benzer. Her iki metotta ¢cok az miktarda maddeleri ayirmak icin
kullanilmaktadir. Yiiksek performans ve iyon kromatografileri de ayirma amaciyla
gelistirilmis olan kromatografi ydntemlerindendir (Oz, 2016).

Gaz kromatografisinde ugucu veya kolaylikla ugucu hale getirilen bilesenler
birbirlerinden ayrilir. Bu kromatografide hareketli faz olarak, helyum, azot, argon gibi inert
gazlar kullanilir. Ornekte bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir daha sonra
bu spektrumda bulunan her pik ayr1 bir bileseni vermektedir. GC yonteminde uygulanan
karisimin ¢ok kiiciik bir miktarini analiz etme imkani1 bulunmaktadir. Kullanilan yontemde
uygulama, ¢ogu zaman numunenin seyreltik olan ¢dzeltisinin 0.001 mL (1 uL)’lik veya
daha az bir miktarin bir siringayla ya da otomatik olarak gaz kromatografisi cihazinin
1isitilan kismina verilmesiyle analiz baslar.

Kullanilan 6rnek, enjeksiyon kisminda buharlasir ve inert bir gazla kapiler kolona
tasiir. Tipik bir kapiler kolon, 10-30 m boyunda ve ¢apt 0.1 mm ile 0.5 mm arasinda
degisen ince bir boru seklindedir ve sicakligl analiz edilecek 6rnegin uguculuguna gore
ayarlanabilen bir boliimiin (firinin) icerisine konulmustur. Kolonun i¢ yiizeyi, genel olarak
polar olmayan bir sabit fazla kaplanmaktadir. Sabit faz olarak, yiiksek kaynama derecesine
sahip silikon esasli polimerler kullanilir. Karisimdaki molekiiller, inert gaz tarafindan
kolon boyunca siiriiklenerek bu sirada kaynama derecelerine ve sabit faza olan ilgilerine
gore kolon icinde degisik hizlarla hareket ederler. Kaynama derecesi ve sabit faza ilgisi
fazla olan molekiiller kolonu daha uzun siirede gecerken, kaynama derecesi diisiik ve polar
olmayan molekiiller kolonu ¢ok daha ¢abuk terk ederler ve her bilesenin kolonu ge¢me
stiresine “Alikonma zaman1” denilmektedir.

Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) tekniginde gaz kromatografindan
cikan gaz bir kiitle spektrometresinden gegerek her pikin kiitle spektrumunun alinmasi
saglanir. Boylece gaz kromatografisi karisimi ayirmada; kiitle spektrometrisi ise onu analiz
etmede kullanilmaktadir.

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ¢ok gii¢lii analitik bir yontemdir. Bu teknik
steroitler, uyaricilar ve diger gii¢ artiricilar sporcularin test edilmesi i¢in en ¢ok bilinen
uygulama yontemlerindendir.

Icme sularindaki halojenli hidrokarbonlarin belirlenmesi ve &lgiilmesi gibi rutin

analizlerde de Gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi teknigi kullanilmaktadir. Besin
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maddeleri, su kirliligi, hava kirliligi, nefeste bulunan bilegenler gibi karisim i¢inde bulunan
bilesenlerin belirlenmesinde de yontem kullanilir.

Sivi karigimlar igin ise sivi kromatografisi aleti kiitle spektrometresinin girigine
bagli olan LC-MS teknigi kullanilmaktadir. GC-MS ve LC-MS teknikleri, kromatografik
ayirma ile kiitle spektrometrisi yoluyla belirleme analitik yontemlerini bir araya getirir ve
bu alanda kullanilan tek yontem degildir. Kiitle spektrometrisi-kiitle spektrometrisi (MS-
MS) de bu tekniklerden biridir. Teknik bir kiitle spektrometresi karisimdaki bilesiklerin
molekiiler iyonlarini olusturup birbirinden ayirirken diger kiitle spektrometresi bu iyonlarin

parcalanma sekillerini incelemek prensibi ile calismaktadir (Oz, 2016).

1.8. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar tizerinde c¢esitli etkilere sahiptirler. Bu
etkiler mikroorganizma cins sayisina bagli olarak iki sekilde simiflandirilir. Birincisi
mikroorganizma sayisinin az oldugu dar spektrumlu hal ve digeri ise mikroorganizma
sayisinin ¢ok oldugu genis spektrumlu haldir. Dar spektrumlu antimikrobiyal maddeler
enfeksiyona yol acan mikroorganizma iizerine oldukca etkili olup, tedavi i¢in ideal
olduklar1 kabul edilir.

Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler ise canlinin dogal bagisikliginda 6nemli
rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan normal mikroorganizma dogasini bozarlar.
Bununla birlikte, genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar
vs.), birden ¢ok patojenin birlikte meydana getirdigi enfeksiyonlarda ve mikrobiyoloji
laboratuar1 sonuglarinin beklenemeyecegi acil durumlarda kullanilirlar.

Antimikrobiyal etkilerin belirlenmesinde ise agar difiizyon yontemi ve MIC

yontemleri kullanilmaktadir (Sagdig, 2002).

1.9. Antioksidan Maddelerin Genel Ozellikleri

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan iiretilmesinin yan1 sira gidalar vasitasiyla
da alinabilmektedir. insan viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan ve gidalarda
mevcut bulunan dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (A, C ve E vitaminleri),
Polifenoller, flavonoidler ve karotenoidlerdir. Yapilmis olan aragtirmalarda sebze ve

meyve tiiketimi ile bazi1 kalp ve kanser hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir
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iliski oldugu saptanmustir (Nacak, 2014).

Antioksidanlar; serbest radikallere, kansere, diyabete, viicudun direncini kirmaya
calisan hastaliklara, norolojik hastaliklara, yaslilhik ve diger hastaliklara karsi olan
iyilestirici, 6nleyici ve tedavi edici rolleri bulunan bilesiklerdir (0z,2016).

En 6nemli antioksidanlar polifenoller grubu ve tiirevleridir. Oksidatif sistemde bu
bilesikler farkli sekillerde davranabilirler. Zincir reaksiyonlarmin baslamasini, hidroksil
radikalleri gibi birincil radikalleri tutma o6zelligini kullanarak onlerler. Metal iyonu
katalizorlerini baglarlar (Nacak, 2014).

Yiikseltgenebilen maddeler olan antioksidanlar zincir reaksiyonlarini (6rnegin
lipidlerin oksidatif parcalanmasina yol agan radikalik zincir reaksiyonunu) koparmalari
esnasinda ylikseltgenerek bozunurlar. Bu sebeple yiikseltgenebilen antioksidanlar maddeyi
(6rnegin biyolojik makro molekiilleri) yalnizca kisitli bir zaman dilimi koruyabilir, belli bir
asamadan sonra ortamda bulunan madde hi¢ antioksidan yokmus gibi ylikseltgenmeyi
devam ettirir. Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir soyleyisle, elektron veya
hidrojen dondr araglari olarak indirgeme kapasiteleri genellikle onlarin serbest radikal
tutucu olarak gostermis olduklari kapasite ile ifade edilir (Erciyes, 2014).

Hastaliklara sebebiyet verdigi diisiiniilen serbest radikallerin ve Reaktif Oksijen
tirlerinin (ROS) oksidatif zararina kars1 antioksidanlar ¢ok Onemli bir goérev
tistlenmislerdir.

Radikallerin zararli etkisinden korunabilmek icin canlilarin sahip olduklar
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar vardir. Endojen yani organizma tarafindan
iiretilebilen antioksidanlar adi da verilen bu bilesenler sinirli bir koruma sunmaktadirlar.
Bu sebepten dolayr viicudumuzdaki bu korumay: arttirmak icin eksojen yani disaridan
alman antioksidanlar1 almamiz gerekmektedir. Antioksidanlar kisaca viicudumuzda

iiretilenler ve besinlerden alinanlar olmak iizere iki iki kisma ayrilmaktadir (Oz, 2016).
1.10. Antioksidan Aktivite Tayin Yoéntemleri
Serbest radikal olusumunu engelleyici veya mevcut olan serbest radikalleri etkisiz
hale getirici 6zellige sahip her tiirlii bilesik antioksidan olarak adlandirilir. Bitkisel veya

dogal kaynaklarin antioksidan 6zellikleri iiretmis olduklar1 sekonder metabolit ajanlardan

ileri geldiginden bu ajanlarin yapilarini aydinlatmak ¢cogu zaman miimkiin olamamaktadir.
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Ince tabaka, kolon, gaz ve likid kromatografi yontemleri gibi analitik ayirma ydntemleri
bilimsel arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir.

Antioksidanlarla alakali bilimsel makaleler arastirilip incelendiginde bazi
aragtirmacilar tarafindan antioksidan kapasiteyi anlatmak amaciyla farkli terimlerin tercih
edildigi gorilir. Bu kapsamda kullanilan terimler “gii¢”, “etkinlik”, “potens”
“potansiyel”, “parametre” veya total antioksidan ‘“kapasite” ve “aktivite” dir. Bir
kimyasalin “aktivitesi” sicaklik, basing, diger reaktifler, reaksiyonun gergeklestigi ortam,
gibi spesifik olan reaksiyonun kosullar1 belirtilmedigi siirece anlamsizdir. Yapilan tek bir
analiz yontemi ile 6lgiilen “antioksidan aktivite” uygulanan yontemde spesifik kosullardaki
kimyasal reaktiviteyi yansittigindan verileri “total antioksidan aktivitenin” gostergesi
olarak genellemek uygun olmayip, yaniltic1 olabilmektedir. Bu sebeple “aktivite” terimi
degil de farkli deneylerde alinan sonuclar1 “kapasite” olarak gosterilmesi onerilmektedir.
Ya da “peroksil radikal siipiiriicii kapasite”, “siiperoksit siiptiriicii kapasite”, “demir iyonu
indirgeme kapasitesi” gibi Ol¢iim yOntemlerini daha spesifik olarak gosteren terimlerin
kullanilmasi da onerilmektedir (Nacak, 2014).

Dogal iiriinlerin antioksidan aktiviteleri onlarin igerdikleri fenolik bilesiklerin
miktarma ve cinsine bagli olarak degisim gosterirler. Bu bilesikler olusan bir radikali
temizleyici (scavenging), hidrojen verici, singlet oksijen yakalayici, metal iyonu selatlayici
gibi farkli mekanizmalar iizerinden aktivite gosterirler (Caligkol, 2013).

Antioksidan maddeler etkinliklerini ¢ogu zaman redoks reaksiyonlar1 {izerinden
gerceklestirirler. Antioksidan kapasitenin Olgiilmesinde hidrojen atomu transferi ve
elektron transferine dayanan yontemler siklikla kullanilirlar (Oz, 2016).

Antioksidan kapasitenin Olclilmesi igin literatiirde yirmiden fazla yontem
belirtilmistir. Antioksidan kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda bitkiler icin
literatiirde bulunan sonuglar net bir sekilde gostermektedir ki uygulanmis olan tayin
yontemine son derece bagimlidir ve gézlemlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile
bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerigi arasinda tam bir korelasyon

gozlenmeyebilir (Ardag, 2008).

1.10.1. Serbest Radikal (DPPH) Siipiirme Aktivitesi

Ticari olarak iretilen DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil organik azot

radikalidir. DPPH serbest radikaline antioksidan tarafindan proton transferi reaksiyonu 517
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nm’de absorbansin diismesine neden olur. Kullanilan yontemde, antioksidan molekiiliin
boyutu ve yapisini test sonucu etkilemektedir (Ozkan, 2015).

Kullanilan metotda farkli o6rnek derisimleri ile reaksiyona giren DPPH’in
absorbansindaki degisim Olgiilerek derisimine karsilik gelen absorbans grafigi cizilir.
Cizilen grafikten elde edilen y=ax+b egim denkleminde DPPH derisimini yariya diisiiren
numune miktar1 ug/mL cinsinden belirlenmekte ve etkin konsantrasyon 50 (EC50) degeri
olarak gosterilmektedir. Baglangigta gosterilen DPPH konsantrasyonunun %350 azalmis
olmasi i¢in kullanilan antioksidan miktar1 EC50 degeri olarak ifade edilmektedir.
Kullanilan bu yonteminin avantajlari: DPPH’ 1n hizli ve basit sonug veren bir yontem
olmasidir(Nacak, 2014).

Dogru ve tekrarlanabilir sonuglar vermesinin yani siwra yalmizca UV
spektrofotometresine ihtiya¢ duymasi da énemli bir etkendir. Cok sayida numune analizi
yapilmasi gereken durumunda mikroplaka kullanilabilmektedir (Fukumoto ve Mazza,
2000).

Avantajli olmayan yonleri ise: DPPH sadece alkol ortaminda ¢oziinebilir, sulu
ortamda ¢oziinmez. Bu da hidrofilik antioksidanlarin kapasitelerinin degerlendirilmesi
asamasinda oOnemli bir smirlamadir. Fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan
kapasitelerini 6lgmek ve karsilastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan yontemdir. Ancak;
yapilan 6l¢iimlerde 15181n da etkisi goz ardi edilmemelidir. Aseton ve metanol igindeki
DPPH ¢6zeltisinin 517 nm’deki absorbansi 2 saatlik siire boyunca 1s1k altinda %20 ve %35
azalma gostermistir. Karanlikta ise 150 dakika siire boyunca énemli bir degisiklik olmadig:
bildirilmistir. Kullanilan DPPH ¢6zeltisini hazirlamak i¢in ¢6ziiciiniin su igerigi bu yontem
icin antioksidanlarin kapasitesini azaltan onemli bir etkendir. Sulu ¢6ziiciilerde DPPH’1n
bir boliimiiniin koagiile olmast sonucunda antioksidanlarla basit bir sekilde reaksiyona
girememektedir (Nacak, 2014).

DPPH, canli organizmalarda bulunan radikallerin tam aksine kararli, uzun omiirlii
bir azot radikalidir. Kiicliik molekiiller DPPH radikaline daha kolay ulasabildikleri igin
daha yiiksek antioksidan kapasite degerlerine sahiptirler. Ayrica antioksidan madde ile
DPPH arasindaki reaksiyon kinetiginin DPPH derisimi ile siirekli dogrusallik géstermedigi
de bilinmektedir (Bardakg1, 2017).
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1.10.2. Demir (IIT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Yéntemi

Bir diger yaygin kullanilan antioksidan tayin yontemlerinden biride FRAP
yontemidir. FRAP yontemi, gidalarda bulunan antioksidan bilesenlerin indirgen giiglerinin
veya kapasitelerinin Slglimii  prensibine dayali bir antioksidan kapasite belirleme
yontemidir (Oguz, 2008; Benzie ve Strain, 1999; Huang vd., 2005).

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen bu yonteme gore indirgeme giicli, dolayl
olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup, Fe+3’iin Fe+2’ye indirgenmesi
sonucu olusan renk degisiminin 595 nm’de izlenmesi ile belirlenir (Akytiz, 2007).

Asidik pH’da Fe*3, TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) ile reaksiyonu sonucu olusan
[Fe (111)-TPTZ]2CI3 kompleksi antioksidanlarin varliginda Fe (II)-tripiridiltriazin [Fe (I1)-
TPTZ] kompleksine indirgenmektedir (Albayrak vd., 2010).

Olusan yogun mavi renkli demir tuzu [Fe (I1)- TPTZ] oksidan olarak kullanilir ve
595 nm’de absorbans artisina neden olur (Albayrak vd., 2010; Benzie ve Strain 1996).

Bu yontemle redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan
olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun
miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir (Akyiiz, 2007; Burnaz, 2007).

FRAP yontemi, diger yontemlere gore kisa zamanda sonug veren, oldukca basit ve
ucuz bir yontemdir. Dolayisiyla bu 0Ozelliklerinden dolay1 antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin tek dezavantaji ise -

SH grubu igeren antioksidanlar1 6lcememesidir (Ardag, 2008).

1.10.3. Toplam Fenolik Madde Analizi

Antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan,
toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi dnemlidir. Dogal iiriinlerde toplam fenolik
madde olgtimii FC (Folin-Ciocalteu) metodu onemlidir. Bu durum temel mekanizma
oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarina sonug¢ verdigi i¢in diger bir AOK (Antioksidan
Kapasite) metotlarindan biri olarak kullanilabilir. Toplam fenol igerigi ve antioksidan
aktivitesi arasinda genelde oldukea iyi bir lineer korelasyon goriiliir (Huang vd., 2005;
Prior vd., 2005).

Fenolik maddelerin okside olmasi FC reaktant1 ile etkilesim gostererek 745-765

nm de gézlenebilen renkli bir tiriin olusur (Prior vd., 2005). Fenolik bilesenler FCR(Folin-
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Ciocalteu Reaktanti) ile bazi sartlar altinda reaksiyon verirler sodyum karbonat ile pH
yaklagik 10’ a ayarlanir. Fenolik olmayan maddeler tarafindan da indirgenebilen FC
reaktant1 sadece fenoliklere kars1 spesifik degildir. Fenolik protonlarin disosiyasyonu ile
fenolat anyonu olusur ve buda FCR(Folin-Ciocalteu Reaktanti)’ yi indirgeyebilme
Ozelligine  sahiptir.  Fenolat anyonu ve  FCR(Folin-Ciocalteu = Reaktanti)
reaksiyonusonucunda meydana gelen mavi renkli bilesen fenolik maddenin yapisindan
tamamen bagimsizdir (Huang vd., 2005).

Bu metod duyarli, basit ve kesinligi yiiksek bir metotdur. Ancak reaksiyon asidik
pH ta yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en 6nemli dezavantaji ise ortamda
bulunan proteinleri ekstrakte edebilmesidir. Bu sebeple spesifik bir metot olarak kabul
edilmemektedir. Ayrica metodun diger dezavantaji ise analiz sirasinda ortamda bulunan
askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir (Huang vd., 2005).

Fenol referans standart1 olarak gallik asit kullanilir. Fakat baz1 kaynaklarda farkli

standartlara da rastlanmustir (Prior vd., 2005).

1.10.4. Toplam Flavanoid Madde I¢erigi

Flavonoidler sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince “sar1” anlamina gelen “flavus”
sozcligiinden adini1 almislardir. Flavonoidler iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan difenilpropan (C6-C3-C6) iskeletine sahip, dogal kaynaklarin en
genis smifini olusturan bilesiklerdir (Kahraman, 2002).

Flavonoidler A ve B olmak iizere 2 benzen halkasi i¢erirler ve bu benzen halkalari
oksijen igeren ve bir piren halkasi olan C halkasi ile birbirine baglanirlar (Erlund, 2004).
Bu halkalara baglanan ¢esitli fenolik hidroksil gruplari, bu yapilarin antioksidan aktivite
gostermelerini saglar. Farkli tlirdeki bitkilerde veya aymi bitkinin degisik kisimlarinda
bulunan flavonoidlerin biiyiik yapisal farkliliklar1 vardir (Rijken vd., 2005).

Flavonoidlerin antioksidan, diiiretik, antidiyabetik, hepatoprotektif, antispazmodik,
Ostrajenik, antimutajenik, antimikrobiyal ve kardiyovaskiiler sistem iizerine (damar
genisletici) etkileri oldugu kanitlanmistir (Yagci vd., 2008).

Flavonoidlerin ayn1 zamanda antiviral, anti-inflamatuvar, antialerjik etki gosterdigi

saptanmistir (Cook ve Samma, 1996).
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Bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitlerin antihepatotoksik, antiosteoporotik,

antililser, immunomodiilator, antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Plazonic

vd., 2009).

1.11. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimindan kaynaklanan antibiyotik direngli
mikroorganizmalardaki  biiyiik artis, antimikrobiyal ajanlarin bircok bakteriyel
enfeksiyonun kontroliine karsi yetersiz kalmasina neden olan Onemli bir faktordiir.
[laglarin yam1 sira hastaliklarin tedavisi i¢in bitkilerden yararlanilabilir ve daha fazla bitki
bazli ¢6ziim arayisi i¢inde ilerleme kaydedilmeye baglanmistir (Riffel vd., 2002).

Antibiyotiklere kars1 mikroorganizmalar ¢ok farkli sekillerde duyarlilik gosterirler.
Bu durum, hem mikroorganizmalarin tiiriine ve hem de antibiyotiklerin yapisina gore
degisebilir. Bu bakimdan gerek koruyucu amagla ve gerekse en Onemlisi sagaltim igin
kullanilacak antimikrobiyal ilaglarin spesifik hastalik etkenine karsi olan statik ve/veya
sidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve bdyle bir ilacin segilerek yeterli siirede ve dozda bir
program dahilinde kullanilmas1 gereklidir. Hatta, bazen bu da yeterli olmayabilir. Ciinkii,
tedavi sirasinda antimikrobiyal ilaglara karst hastalik ajanlarinin duyarliliginda degismeler
olmakta ve ilaclar yetersiz kalmaktadir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarlilifin saptanmasinda, yaygin olarak
kullanilan, baslica 2 yontem vardir.

1) Tiip dilusyon teknigi: Bu teknik antimikrobiyal ilaglarin MLK (minimal letal
konsantrasyonlu) ve MIK (minimal inhibitér konsantrasyonunu) degerlerinin
belirlenmesinde yardimct olur. Bu kapsamla, Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobiyal
ilacin 2 veya 10 kath farkli dilusyonlar1 yapilarak siirekli azalan yogunlukta ila¢ igeren
dilusyonlar1 elde edilir.

2) Disk diffusyon teknigi: Test mikroorganizmanin 6-8 saatlik buyyon kiiltiiriinden
(hafif bulanik) Mueller-Hinton agar plaklarina 0,1-0,2 ml miktarlarinda ekilmesi ve bir
baget'le i1yice karistirilarak siiriiliir (steril swab'ta ayni amag i¢in kullanilabilir). Ayni
zamanda Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, agarin yiizeyi oda 1sisinda
kuruduktan sonra (5-10 dk), agarin yiizeyine farkli konsantrasyonda farkli antibiyotikleri

iceren diskler yerlestirilir ve 1-2 giin inkube edilir.
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Bu siirelerin sonunda diskler etrafindaki inhibisyon zonlar1 cetvel veya kompas ile
olgiiliir. Standart zon tablosu ile karsilastirilarak indermediate (I), duyarsiz (R) ve duyarli
(S) olarak degerlendirmesi yapilir. Disk diffusyon yontemi az zahmetli, kolay ve masrafi
az olan aym1 zamanda uygulanirhigmin yani sira, bir petri kutusunda 5-6 antibiyotige
duyarliligini belirlemek ve etkin ilact saptamak miimkiindiir. Bu nedenle ¢ok fazla tercih
edilmektedir.

3) Diger teknikler: Agar icinde dilusyon yontemleri ve Mikrotitrasyon daha az
kullanilan teknikler arasindadir (URL-2, 2020).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Yapilan caligmalar esnasinda Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimii arastirma laboratuvarindaki cihazlardan
yaralanilmistir. Yapilan ¢calismada kullanilan cihazlar Tablo 2.1°de ve kullanilan kimyasal
maddeler ise Tablo 2.2°de verilmistir.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 2.1. Calismada kullanilan cihazlar listesi

Cihaz Adx Marka/Model
GC-MS Agilent-7890A
GC-FID Agilent-7890A
UV-vis spektrofotometre Optizen MECASYS

Clevenger destilasyon diizenegi

Sogutucu Jsr Ref. Bath

Hassas Terazi Ohaus PA 214C

Saf Su Cihazi Mes 13 MINIpure
Magnetik karistirici Heidolf

Homojeniizator Heidolf rpm1000

Yar1 otomatik pipetler Eppendorf Research® Plus

Evaparator Heidolf




2.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Tablo 2.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler listesi

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Metanol-LC Saflikta
Follin-Ciocalteu’s fenol reaktifi
Nutrient Broth

Nutrient Agar

Malt Extract Agar

Hegzan (GC saflikta)

Sigma-Aldrich Cg-Cs; karbon sayili doymus
Alkan standardi

Bakteri ve maya-kiif suslari
Plastik 4 gozlii Petri kab1
Helyum Gazi (GC saflikta)
Hidrojen Gaz1 (GC saflikta)
Kuru Hava Gaz1 (GC saflikta)

Gallik Asit

Sigma-Aldrich Germany
Sigma-Aldrich Germany
Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany

Sigma-Aldrich Germany

Sigma-Aldrich Germany

2.2. Materyal

Calismaya konu olan Primula veris subsp. columnae (Tutya) bitkisi 2019 yilinda

toplanarak Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Herbaryumunda Dog. Dr. Mutlu GULTEPE tarafindan teshisi yapilmis ve KTUB Giiltepe
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/supelco/49451u

661 numarasi ile kayit edilmistir. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha) cicegi
ornekleri 2019 yili Nisan aymnda Giimiishane Ili, Torul Ilgesi Zigana Koyii 1900m

rakimdan toplandi. Toplanan 6rnekler analizler yapilincaya kadar Sekil 2.1. de gosterildigi

gibi en az -20 derecede bekletildi.

Sekil 2.1. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) 6rnekleri

2.3. Metod

2.3.1. Primula veris subsp. columnae Orneklerinden Ucucu Yaglarinin Elde

Edilmesi

Toplanan Primula veris subsp. columnae bitkisinin ¢icek ve yapraklarindan

sirasiyla 80 ve 100 g numuneler alinarak Sekil 2.2.” de gosterildigi gibi ogiitildii.
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Sekil 2.2. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) 6giitiilmiis hali

Sirastyla 80 g homojenize edilmis ¢icek numunesi ve 100 g homejenize edilmis
yaprak numunesi 5 L alt1 yuvarlak clevenger cihazi balonunda tartilarak 2000 mL saf su
ilave edildi. Modifiye edilmis clevenger cihazina yerlestirildi. Clevenger cihazinda
toplama kismina 2 mL n-Hekzan kondu. Sogutucunun sicakligi -3.0 °C ayarlandi. 4 saat
kisik ayarda kaynatilarak ugucu yaglar toplandi. Agirlikga ugucu yaglarin ylizde verimleri
cigek ve yaprak icin sirastyla hesaplanmstir. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha
cicegi) ait ugucu yaglar n-Hekzan icerisinde renkli siselere konularak GC kalitesinde agzi
kapatilarak saklandi. Caligmada kullanilan Clevenger diizenegi Sekil 2.3. de ve toplanan

ugucu yaglar ise Sekil 2.4. de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Calismada kullanilan Clevenger diizenegi

e

e

S A} W s RS

T

Sekil 2.4. Toplanan ugucu yaglarin renkli siselere (vial) konulmasi
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2.3.2. GC-MS ile Ucucu Yaglarin Bilesenlerinin Analizi

Clevenger sisteminde su buhar1 destilasyonuyla elde edilen ugucu yaglar hekzanda
¢Oziilmiis olarak filtreden gecirildi, koyu renkli siselere konularak ve otosampler kismina
yerlestirildi. HP-5 apolar kapiler kolonun kullanildigit GC uygulamasinda 67 dakika siiren
bir kosturma sonucu bilesenler ayrildi.

Ucucu bilesikler gaz kromatografisi kolonunda ayrildiktan sonra kiitle
spektrofotometresinde her birinin tek tek kiitle spektrumlart alindi. Her bir bileseninin
kiitle spektrumlar1 Willey ve NIST kiitiiphanelerinin referans bilesikleriyle karsilastirarak
yap1 aydinlatilmasi yapildi ve tespit edilen bilesiklerin dogrulanmasi i¢in bilesiklere ait
alikonma zamanlar1 literatiir verileriyle karsilastirildi. Ugucu yaglarin ol¢iimii ise Gaz
Kromatografisi Alev lyonizasyon Detektorii (FID) ile yapildi. Tablo 2.3.’de verilen GC-
MS c¢alismasinda tanimlanan sartlar, GC i¢inde ayni olup, ayni kolona 1 pL. hegzan
igerisinde ugucu yag enjekte edildi. Split oran1 1:5 seklindedir.

GC-MS analizleri, Agilent-7890 model cihazinda yapild: ve analiz igin HP-5 model
apolar kapiler kolon (30 m x 0.32 mm, film kalinlig1 0.25 um) kullanildi.

Tastyic1 gaz olarak 1 mL/min akis hiziyla helyum kullanilarak enjeksiyonlar 240 °C
de splitless modunda uygulandi. Hegzan (GC simifi) i¢indeki 1 pL ugucu yag ¢ozeltisi
enjekte edildi ve baslangicta 60 °C de 2 dakika tutularak sonrasinda 3 °C/min artigla 240

°C ye cikarilarak spektrumlar alindu.

Tablo 2.3. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) arastirmak i¢in kullanilacak
GC/MS kosullart

Sistem: Agilent-7890A GC-MS Cihaz1

Kolon: HP-5 model apolar kapilar kolon (30 m x 0.32 mm i.d.,
film kalinlig1 0.25 pm)

Tasiyic1 Gaz ve Akis Hizt: Helyuml mL/dak

Dedektor: FID
Enjeksiyon Sicaklig: 240 °C
60°C'de 2 dak., dakikada 3°C artigla 240°C'ye

Kolon Sicakhgr: programlanmis, 240°C'de tutulacaktir
Split Orani: 15

Elektron enerjisi: OeV

Enjeksiyon Miktart: lul

25



2.3.3. Metanol ile Ekstraksiyon

Calismada kullanilacak bitkilerin ¢igek ve yaprak kisimlari 6giitiiliip sirasiyla 80 ve
100’er gram alindiktan sonra iizerine 750 mL metanol eklenerek 200 rpm devirde
calkalayict da oda sicakliginda 24 saat bekletildi. Yirmi dort saat sonunda whatman 1
filtreden 2 defa siiziilerek 4000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve bitki 6ziitleri elde
edildi. Santrifiij sonunda iistte kalan kisim bir behere alinarak 40 °C’de metanol tamamen
ucurularak ekstraktlar elde edildi.

Yapilan metanol ekstraksiyon gorselleri olarak metanol eklenerek c¢alkalayiciya
konulan cicek ve yaprak 6rnekleri Sekil 2.5 de, filtreden siiziilen ¢icek ve yaprak ornekleri
Sekil 2.6’ da, evaparatorde santrifiij islemi Sekil 2.7’ de ve metanolden elde edilen ¢icek
ve yaprak ekstraktlari ise Sekil 2.8’de gosterilmistir.

Sekil 2.5. Metanol eklenerek calkalayictya konulan ¢igek ve yaprak 6rnekleri
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Sekil 2.6. Filtreden siiziilen ¢igek ve yaprak ornekleri

Sekil 2.7. Evaparatorde santrifiij islemi
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Sekil 2.8. Metanolden elde edilen ¢igek ve yaprak ekstraktlar

2.4. Antioksidan Aktivite Tayini

2.4.1. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Ana stok DPPH reaktifinin hazirlanmasi: 39.5mg DPPH (2,2 difenil 1-
pikrilhidrazil) 10mL metanol iginde ¢oziildii. Elde edilen ¢6zelti daha sonraki kullanimlar
icin buzdolabinda saklandi. Ana stok ¢ozeltisinden 2.5 mL alinip 250 mL’ ye metanol ile
tamamlandi. Tamamlanan ¢dzeltinin absorbanst 517 nm de seyreltme ya da ana stoktan
ilave edilerek absorbansi 0.980+0.02 degere ayarlandi. Primula veris subsp. columnae
(Tutya, Cuha c¢icegi) tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen metanol
ekraktlarindan %0.2’ lik numuneler hazirlandi. Metanol (HPLC saflikta), Analitik saflikta
DPPH, Analitik saflikta Troloks ve Analitik saflikta L-Askorbik asit kullanildi. Troloks ve
Askorbik asit’ in metanolde ¢alisma ¢ozeltileri 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml hazirlandi.
Karisim vortekslenip, 30 dk karanlikta bekletildi. Elde edilen ¢6zelti daha sonra 517 nm’
de Spektrofotometre absorbansi okundu. Kor olarak metanol kullanildi. Standartlardan
(Askorbik asit ve Troloks) alinip ayni iglemler yapildi. Sonuglar % inhibisyon olarak

verildi. Primula veris subsp. columnae 6rneklerinden DPPH radikal temizleme miktarlari;
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asagidaki sekilde hesaplandi (Ahmed vd. 2015). Toplam DPPH serbest radikal temizleme
kapasitesi Askorbik asit i¢in sekil 2.9°de, Troloks i¢in ise sekil 2.10°da verildi.
% Inhibisyon= ((Kontrol Absorbansi — Ornegin Absorbansi ) / Kontrol Absorbansi) x 100

(] ® Seri1;25;0,803
e ® Seri1;50;0,727
.......... y =-0,0021x + 0,8267
@-..® Seril;100; 0,594 R? = 0,9942

Absorbans(A)
{ 2
[ )
wv
0]
>,
Ll
N
o
o
o
w
o
w

Askorbik Asit (ppm)

Sekil 2.9. Toplam DPPH Serbest Radikal Temizleme Kapasitesi (Askorbik Asit
standartlari)

®  ® seri1;25;0,853
e ® Seri1;50;0,758

y =-0,0022x + 0,8732
® -..® Seril;100; 0,626 R*=0,9949

... ® Seri1;200;0,429

Absorbans(A)

Troloks (ppm) o “SeriL; 400; 0,013

Sekil 2.10. Toplam DPPH Serbest Radikal Temizleme Kapasitesi (Troloks standartlar)
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2.4.2. Demir (IIT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini

Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini igin kullanilan
reaktifler; Metanol (HPLC saflikta) %30 v/v, Analitik saflikta 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazin,
TPTZ, Analitik saflikta Sodyumasetat trihidrat (C, H, NaO, * 3 H, O), Analitik saflikta
Glasial asetik asit, Analitik saflikta Hidroklorik asit (HCI), Analitik saflikta Demir ii¢
kloriir hekzahidrat (FeCls. 6H20) Analitik saflikta Demir iki siilfat heptahidrat (FeSOa.
7H,0), 300 mM asetat buffer: Litrelik balona 3.1 g Sodyumasetat trihidrat tartildi. Bir
miktar saf su ile ¢oziildii. Uzerine 16 ml Glasial asetik asit ilave edildi. PH’1 3.60’a
ayarlandi. 40 mM HCI ¢ozeltisi: 1.19, %37 ‘lik derisik HCI” den 3.4 ml alinarak hacmi 1
litreye tamamlandi. 10 mM TPTZ ¢ozeltisi: 3.123 g TPTZ 40 mM HCI ¢ozeltisi ile hacmi
1 litreye tamamlandi. 20 mM FeCls. 6H,0 ¢ozeltisi: 5.406 g FeCls. 6H,0 saf su ile hacmi
1 litreye tamamlandi. FRAP c¢ozeltisi: 10:1:1 (Asetat buffer ¢ozeltisi: 10 mM TPTZ
¢ozeltisi: 20 mM FeCl;. 6H,0). FRAP ¢6zeltisi kullanilmadan 6nce 37 OC de 15 dk inkiibe
edildi. Ana Stok 1000 mg/L Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO4. 7TH20) ¢ozeltisi: 0.1830g
FeSQO,. 7H,0 tartilarak 1 litreye tamamlandi.

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan %0,04° lik numuneler hazirlandi. Calisma standartlari: Ana stok
Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO4. 7H,0) ¢ozeltisinden 5, 10, 25, 50, 100, 200 pl/ml
¢ozeltiler hazirlandi. Karisim vortekslenip, 30 dk karanlikta bekletildi. Elde edilen ¢ozelti
daha sonra 593 nm’ de spektrofotometre absorbansi okundu. Kor olarak saf su kullanildi.

Toplam demir indirgeme antioksidan kapasitesi mg/g olarak tespit edildi (Ahmed

vd. 2015). Toplam demir indirgeme antioksidan kapasitesi sekil 2.11° da verildi.

C=(((Absorbans+0.0064) /0.0202)) x2 C = Konsantrasyon mg FeSO4 Esdegeri/ L
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y = 0,0056x - 0,0658
R%=0,9965 .9 ® A;200;1,064

% @ A:100; 0,468

Absorbans(A)

@ ® A;50;0,191
o e A 2E:
0.0 A;10; '(A‘):(;ZSS 0,067

y = 0,0056x - 0,0658 Konsantrasyon(ppm)
R? = 0,9965

Sekil 2.11. Toplam demir indirgeme antioksidan kapasitesi

2.4.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan reaktifler; %10 lik Na,CO3 Folin —
ciocalteu’s reaktifi, Kalibrasyon egrisi i¢in Gallik asit kullanildi. Primula veris subsp.
columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen metanol ekstaktlarindan
%0,2’ lik numuneler hazirlandi. Karisima 0.5 mL metanol ve ardindan 200 pL folin—
ciocalteu’s reaktifi ilave edildi. Karigim vortekslenip, 10 dakika oda sartlarinda inkiibe
edildikten sonra iizerine 600 puL %10 lik Na,COj3 ¢ozeltisi ilave edildi. Son karigim tekrar
vortekslendikten sonra 120 dakika oda sartlarinda karanlikta inkiibe edilip inkiibasyon
stiresinin sonunda karisimin 760 nm deki absorbanst okundu. Kor olarak 3.7 mL su 500 pL
metanol +100 pL folin—ciocalteu’us reaktifi + 600 pL Na,COs karigimi kullanild.
Orneklerinde fenolik madde miktarlari; gallik asidin (10, 20, 30, 40, 60 ve 80 pg/mL)
¢ozeltisi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak toplam fenolik
mg/g olarak ifade edildi (Kasangana vd, 2015). Toplam fenolik madde miktar1 i¢in
kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi sekil 2.12 “de verildi.
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y =0,0067x - 0,0089
R? = 0,9988 Se¥i 3; 80; 0,521

Seri 3; 60; 0,404

Seri 3; 40; 0,257

Absorbans(A)

Seri 3; 20; 0,127

Seri 3; 10; 0,055
Gallik Asit (ppm)

Sekil 2.12. Toplam fenolik madde miktar1 i¢in kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi

2.4.4. Toplam Antioksidan Madde Tayini

Toplam antioksidan madde tayini i¢in kullanilan reaktifler; Monobazik
Sodyumfosfat (NaH,PO,4.H,0), Amonyum heptamolibdat tetrahidrat (amonyum molibdat)
(Hz 4 Mo; Ng O 4 .4 H, O), Analitik saflikta Stlfirik Asit (H,SO,), Analitik saflikta
Askorbik Asit ¢ozeltisi kullanildi. Reaktifin hazirlanmasi ise (1,6 mL Siilfirik Asit
(H2S04), 28 mM (0.2295g) Monobazik Sodyumfosfat (NaH,PO4. H,0), 4 mM (0.2472 g)
Amonyum heptamolibdat tetrahidrat (ammonium molybdate) (H; 4 Mo, Ng O, 4, . 4
H, O) 12 ml metanole 1,6 mL Siilfirik Asit ilave edilip ilizerine 28mM (0.2295g)
Monobazik Sodyumfosfat (NaH,PO,4. H,0), 4 mM (0.2472 g) az miktarda metanol ilave
edilip tamamen ¢oziildiikten sonra hacmi metanol ile 50 mL’ ye tamamlandi.

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
asit kullanildi. Karisim vortekslendi ve 90 dakika 95 °C su banyosunda agizlar1 kapali
bicimde inkiibe edildi. Su banyosundan alinarak oda sartlarinda sicakliga gelmesi i¢in 20-
30 dk beklendi. Kor olarak 6rnek yerine 500 pL saf su kullanildi. Elde edilen reaksiyon
karigimlarinin absorbansi 695 nm spektrofotometrede okundu. Standartlardan 500 uL

almip ayn islemler yapildi. Cigek ve yaprak orneklerinden toplam antioksidan madde
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miktarlari; Askorbik asidin (25, 50, 100, 150, 250 ve 500 pg/mL) ¢ozeltisi ile elde edilen
kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak toplam antioksidan mg/g olarak tespit

edildi (Kasangana vd. 2015). Toplam antioksidan madde analizi kalibrasyon egrisi sekil
2.13.” de verildi.

y =0,0082x - 0,1803 ®9 Seri 1; 500; 4,000
R2=0,9953

<
2
S
ff: ® ® Seril; 250; 1,795
% ® Seri1l; 150: 0,982
_7® @ Seri1;100;0533
o ® Seril:50:0,283
e. .o Serli?risl; (?969 Konsantrasyon(ppm)

Sekil 2.13. Toplam antioksidan madde analizi kalibrasyon egrisi

2.4.5. Toplam Flavanoid Madde Tayini

Toplam flavanoid madde tayininde kullanilan reaktifler; Metanol (HPLC saflikta)
%30 v/v, Analitik saflikta Sodyumnitrit NaNO;, (0.5 M), Analitik saflikta Aliiminyum
klorir AIClz (0.3 M), Analitik saflikta Sodyum hidroksit NaOH (1 M) cozeltileri
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in katesin kullanildi.

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢icek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan %0,2’ lik numuneler hazirlandi. Karisim vortekslendi ve iizerine
0.5 M Sodyumnitrit ¢ozeltisinden 150 pL ilave edilerek arkasindan 150 pL 0.3 M
Aliminyum kloriir eklendi. 5 dk beklendi. 1 ml 1 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Karigim
tekrar vortekslendi ve 10 dk beklendikten sonra 506 nm’ de spektrofotometrede absorbansi

okundu. Kor olarak 500 pL saf su kullanildi. Standartlardan 500 pL alinip ayni islemler
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yapildi. 5, 10, 25, 50, 100, 200 ppm ¢oOzeltisi standartlar1 ile elde edilen kalibrasyon
grafiginin dogru denklemi kullanilarak, toplam flavanoid mg/g olarak tespit edilmistir

(Kasangana vd. 2015). Toplam antioksidan analizi kalibrasyon egrisi sekil 2.14” de verildi.

2,5
0
2
y =0,0111x + 0,0008
. R2=0,9994
Lis
3
o] +
o] e
3 1 ’
<
0,5 e
L '.’..‘
0 ¥
0 50 100 150 200 250
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Sekil 2.14. Toplam Flavanoid madde analizi kalibrasyon egrisi

Antioksidan aktivite analiz yéntem uygulama asamas1 Sekil 2.15°de, Orneklerin
antioksidan madde tayini i¢in vortekslenmesi Sekil 2.16’da, Orneklerin antioksidan madde
tayinine hazirlanmis durumu Sekil 2.17°de ve Orneklerin antioksidan madde tayini igin

spektrofotometrede absorbanslarinin okunmasi Sekil 2.18 verilmistir.
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Sekil 2.16. Orneklerin antioksidan madde tayini igin vortekslenmesi
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Sekil 2.18. Orneklerin antioksidan madde tayini icin spektrofotometrede absorbanslarinin
okunmasi
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2.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Ornek ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesi agar difiizyon ve disk difiizyon
yontemlerine uygun olarak iki farkli yontem ile belirlenmistir. Her iki yOntem icinde
orneklerin dort farkli konsantrasyonlart (%100, %50, %25 ve %10) hazirlanmistir. Ugucu

yag ornekleri hekzanda, diger ekstraktlar etanol ve suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

2.5.1. Agar Difiizyon Yontemi

Agar diflizyon yontemi mikroorganizmalarin hazirlanmasi, kat1 besiyerinin

hazirlanmas1 ve ekim olmak iizere 3 asamali olarak gerceklestirilmistir.

2.5.1.1. Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Orneklerin agar diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri Aeromonas
hydrophila ATCC 7965, Bacillus cereus ATCC 33019, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Enterobacter cloacea ATCC 13047, Escherichia coli ATCC 11230, Escherichia coli
0157:H7 ATCC 33150, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Proteus vulgaris ATCC 13319, Pseudomonas aeruginosa ATCC 17853,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterileri ile
Saccharomyces cerevisiae BC 5461, Candida albicans ATCC 1223, Aspergillus niger
ATCC 20611, Aspergillus flavus ATCC 9807 ve Penicillum ATCC 74414 maya ve kiiflere
kars1 belirlenmistir. Bu amacla bakteriler nutrient broth (merck) besiyerinde 24 saat
36°C’lik ilk aktiflestirmenin ardindan 18 saatlik ikinci aktiflestirme sonunda 10® kob/ml
olacak sekilde hazirlanmistir. Maya ve kiifler ise 48 saat 25°C’lik ilk aktiflestirmenin

ardindan 24 saatlik ikinci aktiflestirme sonunda 108 kob/ml olacak sekilde hazirlanmustir.

2.5.1.2. Kati Besiyerinin Hazirlanmasi

Bakteriler i¢in Nutrient Agar (Merck) besiyeri, maya-kiifler i¢in ise Malt Ekstrakt
Agar (Merck) besiyeri hazirlanarak otoklavda steril edilmistir. Ardindan dokme sicakligina
getirilen besiyerlerine %1 olmak lizere aktiflestirilen mikroorganizmalar ilave edilerek

petrilere dokiilerek katilagmalar1 saglanmistir.
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2.5.1.3. Ekim

Hazirlanan kati besiyerlerinin iizerine 4 mm c¢apinda kuyucuklar acilmistir. Agilan
bu kuyucuklara drnek ekstraktlart 20 pL ilave edilerek bakteriler 36°C°de 24 saat, maya-
kiifler ise 25 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin

etrafinda olusan seffaf zonun ¢ap1 dlglilmiistiir.

2.5.2. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diftizyon yontemi Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus cereus ATCC
33019, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterobacter cloacea ATCC 13047, Escherichia coli
ATCC 11230, Escherichia coli O157:H7 ATCC 33150, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Proteus vulgaris ATCC 13319, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 17853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 bakterileri ile Saccharomyces cerevisiae BC 5461, Candida albicans ATCC
1223, Aspergillus niger ATCC 20611, Aspergillus flavus ATCC 9807 ve Penicillum ATCC
74414 maya ve kiiflere karsi belirlenmistir. Bu amacgla mikroorganizmalar 108 kog/mL
yogunlukta hazirlanmistir. Steril olarak hazirlanan Nutirent Agar ve Malt Ekstrak Agar
besiyerlerinin {iizerine aktiflestirilerek yogunluklar1 ayarlanmig bakteriler 1 mL olacak
sekilde yayillmistir. Ardindan 6rnek ekstraktlarindan 20 pL emdirilmis steril diskler
besiyerlerinin {izerine birakilmistir. Daha sonra bakteriler 36°C’de 24 saat, maya-kiifler ise
25 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan disklerin etrafinda

olusan seffaf zonun cap1 dl¢tilmiistiir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan caligmada; Gilimiishane ilinde dogal olarak yayilis gosteren odun dist
orman iriinii ve tibbi aromatik bitkilerden birisi olan Primula veris subsp. columnae
(Tutya, Cuha ¢icegi) bitkisi 2019 yil1 Nisan ayinda toplanarak ¢icek ve yapraklarinin ugucu
yaglar1 Clevenger tipi cihazda su buhar1 destilasyonu metodu ile elde edilerek ve ugucu
yaglarin kimyasal bilesimleri GC-MS cihazi ile analiz edilerek belirlendi. Ayrica ¢igek ve
yapraklarindan metanol ekstraksiyonu ile ekstraklari elde edildi.

Sonrasinda ise elde edilen metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivite tayini
“DPPH tizerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini” metodu, Toplam Fenolik Madde
Tayini Singleton ve Rossi (1965)’ nin uyguladigi Folin-Ciocalteu metoduna gére ve Demir
(IIT) 1iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) yontemine goére yapildi. Ayrica Toplam
Flavanoid Madde igerigi ve Toplam Antioksidan Madde Icerigi analizleri yapildi.
Antimikrobiyal aktivite testleri ise hem ugucu yaglarin hem de metanol ekstraktlarinin agar

difiizyon yontemi ile en az 17 farkli mikroorganizmaya kars1 belirlendi.

3.1. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha cicegi) Bitkisinin Ciceginden

ve Yapragindan Elde Edilen Ucucu Yag Miktari

2019 yilinda toplanan Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igeklerinden 80 g
numune alinarak ugucu yag elde etmek icin kullanildi. Analiz sonucunda bu bitkinin ¢igcek
kisimlarindan elde edilen ugucu yag miktar1 276.00 mg oldugu belirlendi. Yiizde olarak
ucucu yag orani ise ¢igek kisminda %0.33 olarak tespit edildi.

2019 yilinda toplanan Primula veris subsp. columnae tiiriiniin yapraklarindan 100 g
hammadde numune ugucu yag elde etmek i¢in kullanildi. Analiz sonucunda bu bitkinin
yaprak kisimlarindan elde edilen ugucu yag miktar1 123.70 mg oldugu belirlendi. Yiizde

olarak ugucu yag orani ise yaprak kisminda 9%0.12 olarak tespit edildi.



3.2. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha cicegi) Bitkisi Cicek ve
Yapraginin Metanol Ekstraksiyonu Sonucu Elde Edilen Ektraktif Madde
Miktari

2019 yilinda toplanan Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igeklerinden alinan
80 g hammadde numune ile 750 mL metanol karistirilarak 200 rpm ¢alkalayicida 24 saat
kanistirildi. Analiz sonucunda bu bitkinin ¢icek kismindan elde edilen ekstraktif madde
miktar1 27.63 g oldugu belirlendi. Yiizde olarak ise ¢igekte ektraktif madde miktar1 %34.54
olarak tespit edildi.

2019 yilinda toplanan Primula veris subsp. columnae tiiriiniin yapraklarindan
alinan 100 g hammadde numune ile 750 mL metanol karistirilarak 200 rpm c¢alkalayicida
24 saat karistirildi. Analiz sonucunda bu bitkinin yaprak kismindan elde edilen ekstraktif
madde miktar1 28.81 g oldugu belirlendi. Yiizde olarak ise yaprakta ekstraktif madde
miktar1 %28.81 olarak tespit edildi.

3.3. Antioksidan Aktivite Tayini Verileri

3.3.1. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini Verileri

Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) tiriiniin ¢icek ve yaprak
kisimlarindan elde edilen metanol ekstraktlarindan hazirlanan % 0.20, % 0.50 ve % 1.00’
lik hazirlanan konsantrasyonlarda DPPH ¢aligsmasi yapilarak sonuglar Askorbik asit ve
Troloks standartlarina gére % inhibisyon olarak verildi. Primula veris subsp. columnae
orneklerinden DPPH serbest radikal temizleme kapasitesi miktarlar1 {iste verilen
konsantrasyonlardaki sonuglar Tablo 3.1 ve Tablo 3.2 de verilmistir. Yapilan ¢alismada
% 0.04° lik Askorbik asit, Troloks standartlar1 sirastyla % 99.14 ve % 99.57° lik bir
inhibasyon orani gostermistir. Calisilan Cuha ¢iceginin yaprak ve c¢igek kisimlarimin
metanol ekstraksiyonlari konsantrasyona bagli olarak 6nemli bir artis géstermistir. Tabloya
baktigimizda yaprak ekstrakt1 A.A. ve Troloks cinsinden % Inhibisyon; % 0.20, % 0.50
ve % 1.00 konsantrasyonlarda sirastyla % 33.01, 31.39 , %70.42, 69.70, % 84.46 ve 84.08
gostermistir. Cicek ekstrakti A.A. ve Troloks cinsinden % Inhibisyon; % 0.20, % 0.50
ve % 1.00 konsantrasyonlarda sirasiyla % 74.81, 74.20, % 85.21, 84.85, % 86.53 ve
86.21 gostermistir. Hem yaprak kismi hemde cigcek kismi % 1.00 “ lik konsantrasyonda

hemen hemen A.A. ve Troloksin % 0.04’ liik konsantrasyonuna yakin bir inhibasyon
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gostermistir. Yapilan calismada ¢icek ve yaprak ekstraktlarinin % inhibasyon oranlarina
bakildiginda c¢igcek metanol ekstrakti yapraga gore daha fazla inhibasyon ozelligi
gostermistir. Buda cigek kisimlarinda yaprak kisimlarina gore daha fazla sayida organik

bilesiklerin olmasindan kaynaklanmis oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 3.1. Primula veris subsp. columnae yaprak metanol ekstraktt DDPH sonuglari

Yaprak A.A. Cin. A.A. Cin. A.A. Cin.

Metanol % Troloks % Troloks % Troloks
Ekstrakti  Inhibisyo Cin. % inhibisyo Cin. % inhibisvo - Cin. %
y Inhibisyon y Inhibisyon y Inhibisyon

Calisilan % 0.20 Metanol Eks % 0.50 Metanol Eks. % 1.00 Metanol Eks.
Konsantrasyon ' :
2 32.48 30.85 71.38 70.69 85.64 85.29
3 33.01 31.39 70.42 69.70 84.46 84.08
Ortalama 31.44 29.78 68.06 67.29 84.96 84.60
SD 2.27 2.33 4.94 5.06 0.61 0.62

Tablo 3.2. Primula veris subsp. columnae ¢icek metanol ekstraktt DDPH sonuglari

Cicek AA. Troloks A N Troioks ARSI Troioks
Metanol Cin. % . % . % .
Ekstrakt Inhibis Cin.%  jonibisyo s S % iphibisy SN %0
! c:nl y Inhibisyon lnl y Inhibisyon lnl y Inhibisyon
Calisilan % 0.20 Metanol Eks. % 0.50 Metanol EKks. % 1.00 Metanol EKks.
Konsantrasyon
1 74.71 74.09 85.32 84.96 86.39 86.06
5 73.42 72.78 85.74 85.40 86.60 86.28
3 76.31 75.74 84.57 84.19 86.60 86.28
Ortalama 74.81 74.20 85.21 84.85 86.53 86.21
SD 1.45 1.48 0.60 0.61 0.12 0.13
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Literatiirde Primula veris L. % 70 etanol ekstrakti ile 10 ve 20 ¢i¢ek Ornegi ile
yapilan calismada sirasiyla DPPH inhibasyon oranlar1t % 86.65+1.11 ve % 88.46+0.11
olarak bulunmustur. Konsantrasyona bagli olarak inhibasyon oranin artigi verilmistir
(Tinde vd., 2015). Primula gigeklerinin ve koklerin ana aktif bilesikleri triterpen
saponinlerin yan1 sira fenolik bilesiklerdir, flavonoidler (¢i¢eklerde yaklasik% 3), fenolik
asitler, ve fenolik glikozitler oldugu literatiirde verilmistir. Sekretolitik ve balgam
soktiirticii aktivite i¢in saponinlerin sorumlu oldugu buna karsilik, Primula ¢iceklerinde
bulunan fenolik o6zellikle bilesikler antioksidan, antimikrobiyal ve sitostatik ozellikler
sorumlu oldugu belirtilmistir (Demir vd., 2014; Tokalov vd., 2004).

Yapilan calismaya gore literatiir verileri ile kiyaslama yapildiginda DPPH
inhibasyon oranlar1 bakimindan Primula veris subsp. columnae tiiriiniin diger primula

tiirlerine gore yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

3.3.2. Demir (IIT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini Verileri

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan hazirlanan % 0.04” liik Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO, 7H,0)
cozeltisinden standartlara gore alinarak, sonuglar toplam demir indirgeme antioksidan

kapasitesi FeSO, cinsinden mg/g olarak tablo 3.3 ¢ de verilmistir.

Tablo 3.3. Primula veris subsp. columnae c¢icek ve yaprak metanol ekstrakti FRAP

sonugclari
Yaprak Cicek
FRAP FeSO, cin. mg/g FeSO, cin. mg/g
Galigilan % 0.04 Metanol Ekstrakti
Konsantrasyon

1 162.86 631.61
5 166.88 689.64
3 167.77 711.52
Ortalama 165.83 677.59
SD 2.62 41.30
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Primula veris subsp. columnae 6rneklerinden toplam demir indirgeme antioksidan
kapasitesi miktarlar1 ¢icek kisminda 677.59 +41.30 mg/g ve yaprak kisminda 165.83+2.62
mg/g oldugu tespit edildi. FRAP degerlerine bakildiginda yaprak ve g¢igcek kismlar
(p<0.05) arasinda 6nemli derecede fark vardir.

Bitkilerin bir¢ogunda fazla miktarda askorbik asit bulunmaktadir. Cig olarak
tilketilen bu bitkiler ¢ok iyi birer C vitamini kaynagidir. Askorbik asidin serbest radikal
indirgeme 6zelliginden dolay1 1yi bir antioksidan olarak bilinmektedir (Meos vd., 2017).
Primula veris L. taze toprak tstii kisimlar ile yapilan ¢alismada toplam askorbik asit
igeriklerinin 118.50 mg/100g oldugu belirlenmistir. Yapilan ayn1 ¢alismada Primula veris
L. bitkisinde FRAP degeri 115.09 mg/g FeSO, cinsinden tespit edilmistir (Murathan,
2018).

Primula veris L. bitkisinin kirmizi ve beyaz saraplara ilave edilmesi ile ilgili
yapilan bir calismada saraplarda analiz edilen antioksidant bilesenlerinin her birinde
istatistiksel olarak yiiksek derecede énemli artislara sebeb oldugu tespit edilmistir. Ilave
edilen % 10'luk en yiikksek Primula veris L. gicek igerigi, saraplardaki antosiyaninlerin
icerigini yaklasik % 80, Primula veris L. ilavesi olmayan saraplara kiyasla flavonol
icerigini 28 kata kadar ve saponin igerigini, en diisiik Primula verisine kiyasla neredeyse
2.5 kat onemli Ol¢tide artirmustir.  Primula veris L. ilavesi, FRAP, DPPH ve o6zellikle
ABTS yontemleri kullanilarak belirlenen saraplarinin antioksidan kabiliyetinde istatistiksel
olarak yiiksek bir iyilesme ile sonuc¢lanmis ve bu degeri 130 kattan daha fazla artirmigtir
(Tarapatskyy vd., 2019).

Primula veris subsp. columnae metanol ekstraktin FRAP degerlerini Primula veris
L. literatiirdeki degerleri ile karsilastirildginda 6nemli derecede farkli oldugu &zellikle
cicek kisimlarmin yiiksek derecede demir indirgeme &zelligine sahip oldugu tespit
edilmistir. Literatiirdeki bu c¢alismalardan Primula veris tiirlerinin antioksidan ozellik

gosteren bilesikler bakimindan zengin oldugu anlagilmaktadir.

3.3.3. Toplam Fenolik Madde Tayini Verileri

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan hazirlanan % 0.20” lik fenolik madde miktarlari; gallik asidin
cozeltisi ile standartlara gore alinarak, kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak

Gallik asit cinsinden mg/g oldugu tespit edildi. Tablo 3.4’ de verilmistir.
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Tablo 3.4. Primula veris subsp. columnae ¢icek ve yaprak metanol ekstrakti toplam fenolik
madde sonuclari

Toplam Fenolik Yaprak Cicek
Madde Gallik asit mg/g Gallik asit mg/g
Calisilan % 0.20 Metanol Ekstrakti
Konsantrasyon

1 38.57 80.96

9 39.02 78.43

3 37.68 76.49

Ortalama 3843 78.62

SD 0.68 2.25

Literatiirde  Primula veris ile yapilan ¢alismada tanimlanan fenolik bilesikler,
Ozellikle hiperosid, primverin ve primulaverin, Primula tiirlerinin tanimlanmasinda
kimyasal belirte¢ olarak belirtilmistir (Bdczek vd., 2017 Primula veris L. ile yapilan
toplam fenolik madde ¢alismasinda 1.73+0.16 mg/g olarak tespit edilmistir. ). Yapilan
bir ¢alismada farkli Primula veris L. ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerinin
sirastyla 5.10 ile 17.30 mg/g degerleri arasinda oldugunu tespit etmislerdir (Rudhani vd.,
2017). Yapilan ¢alismada toplam fenolik madde ¢igek kisminda 78.62+2.25 Gallik asit
cinsinden mg/g, yaprak kisminda ise 38.43+£0.68 olarak bulunmustur. Yaprak ve ¢igek
kismimda toplam fenolik madde bakimindan 6nemli derecede fark (p<0.05) oldugu tespit
edilmistir.

Primula veris subsp. Columnae metanol ekstraktin fenolik madde bakimindan
literatiirdeki Primula veris L. bitkisinin degerlerine bakildiginda énemli derecede farkli
oldugu ve buradan anlasilacagi lizere fenolik icerik bakimindan Primula veris subsp.

columnae bitkisinin olduk¢a zengin oldugu sdylenebilir.
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3.3.4. Toplam Antioksidan Madde Tayini Verileri

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan % 0.20° lik numuneler Askorbik asit standartlarina gore
hazirlanarak, kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak toplam antioksidan

madde ¢i¢ek kismina ait sonuglar tablo 3.5 de verilmistir.

Tablo 3.5. Primula veris subsp. columnae gicek ve yaprak metanol ekstrakti toplam
antioksidan madde sonuglari

~ Toplam Yaprak Cigek
Antioksidant Madde A.A. mglg A.A. mg/g
p Calisilan % 0.20 Metanol Ekstrakt:
onsantrasyon
. 70.38 121.85
) 81.24 121.24
5 72.27 138.07
Ortalama P63 1er.05
D 5.80 9.55

Primula veris L., Primulaceae familyasiin bir bitki tiiriidiir. Literatiir verilerine
gore, primulik asit 1 dahil olmak iizere saponinler (yaklasik% 60), ayrica ¢ok sayida
flavonoid bilesigi ve flavonol, yani rutin, katesin, kaempferol ve luteolin bakimindan
zengin bir bitkisel bitki oldugu bildirilmistir (Colombo vd., 2017; Okrslar vd., 2007).

Yapilan farmakolojik ¢alismalarda, Primula cinsinin ekstraktlarinin saponinler ve
fenolik glikozitler agisindan zengin oldugunu tespit edilmistir (Gamze vd., 2008). Primula
veris L. fenolik ve flavonoid bilesiklerin kaynagidir. Rutoside bakimindan zengin
olduklarindan ¢ok sayida farmakolojik hiperosid aktiviteler, yani anti-enflamatuar,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler yoniinden etki gostermektedirler (Gamze vd.,
2008).  Primula veris L. tirlerinin antioksidan kapasite bakimindan zengin oldugu

anlagilmaktadir. Yapilan ¢alismada ¢igcek kisminda 127.05+ 9.55 mg/g, yaprak kisminda
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ise 74.63+5.80 mg/g oldugu tespit edildi. Yaprak ve ¢icek kismimda toplam antioksidan

madde bakimindan 6nemli derecede fark (p<0.05) oldugu tespit edilmistir.

3.3.5. Toplam Flavanoid Madde Tayini Verileri

Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan % 0.2 lik numuneler katesin asit standartlarina gore hazirlanarak,
flavanoid madde kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak katesin cinsinden

mg/g oldugu tespit edildi. Tablo 3.6” de verilmistir.

Tablo 3.6. Primula veris subsp. columnae ¢icek ve yaprak metanol ekstrakti toplam
flavanoid madde sonuglari

Toplam Fenolik Yaprak Cicek
Madde Katesin mg/g Katesin mg/g
< Calisilan % 0.20 Metanol Ekstrakt1
onsantrasyon

1 1.01 1.91

5 0.99 2.03

3 0.98 1.95
Ortalama 1.00 1.9
SD 0.01 0.06

Yapilan bir ¢alismada farkli Primula veris L. ekstraktlarinin toplam  toplam
flavanoid madde igeriklerinin sirasiyla 12.15 ile 31.43 mg/g degerleri arasinda oldugunu
tespit etmislerdir (Rudhani vd., 2017). Yine bagka bir ¢alismada Primula veris L.
0.23+0.03 mg/g olarak bulunmustur (Murathan, 2018). Literatiirde Primula veris’in
yaprak, kok ve gigeklerinin ¢esitli saglik 6zelliklerine sahip oldugu uzun zamandan beri
halk arasinda bilinmektedir. Bu nedenle halk arasinda idrar atici, antimikrobiyal,
antifungal, sedatif, iltihap giderici ve balgam c¢ikarict olarak kullanilmaktadir. Bitki aym
zamanda ¢igeklerinde ve koklerinde fenolik asitler ve flavanoidler bakimindan zengin

oldugundan, bronsit, 6kstiriik ve nezleye karsi kullanilmaktadir (Gamze vd., 2008).
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Yapilan c¢alismada ¢icekte 1.96+0.06 mg/g, yaprak kisminda ise 1.00+0.01 mg/g
oldugu tespit edildi. Yaprak ve ¢igek kismimda toplam flavanoid madde bakimindan
onemli derecede fark (p<0.05) oldugu tespit edilmistir.

Avrupa’da Cuha ¢igegi (Primula veris L.) sadece geleneksel tiptaki uygulamalari
ile sinirli degildir; gidalarda katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. Bu geleneksel bitki
irlinti, birgok Orta Avrupa iilkesinde bitkisel preparatlarda ve farmasotik formiilasyonlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve biyolojik ve farmakolojik aktivitesi, hem bilimsel hem
de tibbi literatiirde dogrulanmistir. Cuha ¢icegi (Primula veris L.) Avrupa ve Asya'da
yabani olarak biiyliyen Primulaceae familyasindan kii¢iik, uzun omiirli. Bu tiirtin uzun
siireli tibbi kullanim Oykiisii vardir. Avrupa Farmakopesinin mevcut sayisinda,
farmakolojik uygulamalar i¢in biyoaktif maddelerin elde edildigi Primula kokii kaynagi
olarak listelenmistir. Bununla birlikte, ingiliz Bitkisel Farmakopesinde ve ayni zamanda
Farmakope Frankaise ‘'da, sadece Primula veris L., idrar soktiiriicli, antimikrobiyal,
antifungal ve yatistirici etkiler, mukoaktif, anti-inflamatuar ile farmasotik ve saglik oncesi
preparatlarin iiretimi i¢in bir hammadde kaynagi olarak listelenmistir (Tarapatskyy vd.,
2019).

Yapilan ¢alismada Primula veris subsp. columnae bitkisi genel olarak literatiir
verileri ile karsilastirildiginda antioksidan 6zelliklerinin olduk¢a yiiksek oldugu

sOylenebilir.

3.4. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha cicegi) Bitkisinin Cicek ve
Yapragindan elde edilen Ugucu Yag Bilesenlerine Ait GC/MS ve GC/FID

Analiz Sonuclari

GC/MS ve GC/FID analizi sonucunda, Primula veris subsp. columnae’ nin
ciceklerine ait toplam 62 adet bilesigin yapisi aydinlatilirken 3 adet bilesik tanimlanamadi.
Primula veris subsp. columnae’ nin yapraklarina ait toplam 50 adet bilesigin yapisi
aydimlatilirken 4 adet bilesik belirlenemedi.

Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha g¢igegi) bitkisinin ugucu yaginda
bulunup yapisi aydinlatilan bilesiklerin sirasiyla isimleri, toplam numune igindeki yiizde
oranlar1 (%M), alikonma indeksleri (RI) ve literatiir alikonma indeksleri (LRI/MS),
Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) bitkisini aksamlarinda (¢icek ve

yaprak) sirasiyla belirlendi.
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Yapisi aydinlatilan bilesiklerin, GC/MS analizi ile elde edilen kiitle
spektrumlarinin, cihaz veri tabaninda bulunan NIST ve WILEY Kkiitiiphanelerindeki kiitle
spektrumlari ile karsilagtirilarak belirlendi.

NIST ve WILEY kiitiiphanelerindeki karsilastirmalarinda bilesiklerin benzesme
orant %80 ve iizerinde olanlar dikkate alinarak, bu oranin altinda kalanlar bilinmeyen
olarak kabul edildi. Yapisi bilinmeyen bilesiklere ait kiitle/yiik (m/z) oranlar1 bitki
aksamlarinda sirasityla gosterildi. Kiitliphanede tespit edilen oranlara gore bilesiklerin
dogrulanmasi i¢in, bilesiklerin literatiir alikonma indeksleri ile bulunan bilesiklere ait
alikonma indekslerikarsilastirildi. Indekslerin hesaplanmasinda Sigma-Aldrich Cg-Cs,
karbon sayili doymus alkan standardi ile hidrokarbonlarin ayni cihazdaki analizlerinin

sonuglarindan faydalanilarak, ylizde oranlari ise FID analizi sonucunda tespit edildi.
3.4.1. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha c¢icegi) Bitkisinin
Ciceklerinden elde edilen Ucucu Yag Bilesenlerine Ait GC/MS ve

GC/FID Analiz Sonuglari

Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde

edilen ugucu yagin GC/MS ve GC/FID analiz sonuglar1 Tablo 3.7.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.7. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen ugucu yagin GC/MS ve GC/FID analiz

sonuglari
No Bilesikler Bilesik Sinifi PcC RI LRI/ | Kaynak
% M MS

1 Toluen Hidrokarbon 0,05 765 765 a
2 2-Hegzanon Keton 0,15 789 789 a
3 Hegzanal Aldehid 0,26 801 801 a
4 Heptanal Aldehid 0,05 902 902 a
5 a-Pinen Monoterpen 0,09 933 933 a
6 Benzaldehid Aldehid 0,47 960 960 a
7 B-pinen Monoterpen 0,11 977 977 a
8 1-Okten-3-ol Alkol 0,09 980 980 a
9 4-Karen Monoterpen 0,04 1011 1011 a
10 p-Simen Monoterpen 0,12 1025 1025 a
11 Limonen Monoterpen 2,23 1029 1029 a
12 y-Terpinen Monoterpen 0,41 1060 1060 a
13 1-Oktanol Alkol 0,05 1067 1067 a
14 a- Terpinolen Monoterpen 0,03 1089 1089 a
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Tablo 3.7. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcC RI LRI/ | Kaynak
% M MS
15 B-Linalool Monoterpenoid 1,10 1101 1101 a
16 Nonanal Aldehid 0,29 1105 1105 a
17 (E,E)-2,6-Nonadienal Aldehid 0,03 1154 1153,1 a
18 o0-Asetilfenol Diger 0,04 1164 1167 a
19 1-Nonanol Alkol 0,06 1172 1172 a
20 Terpinen-4-ol Monoterpenoid 0,04 1179 1179 a
21 Naftalen Hidrokarbon 0,10 1185 1184 a
22 Metil salisilat Ester 0,58 1196 1196 a
23 Dekanal Aldehid 0,06 1206 1206 a
24 D-Karvon Monoterpenoid 0,16 1247 1246 a
25 cis-Geraniol Monoterpenoid 0,08 1256 1255 a
26 Timol Monoterpenoid 0,10 1295 1295 a
27 Karvakrol Monoterpenoid 0,04 1304 1304 a
28 (E,E)-2,4-Dekadienal Aldehid 0,15 1318 1318 a
29 Eugenol Diger 0,23 1360 1360 a
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Tablo 3.7. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcC RI LRI/ | Kaynak
% M MS
30 a-Kopaen Seskiterpen 0,05 1413 1416 a
31 Aromadendren Seskiterpen 0,11 1436 1436 a
32 Metil 2,6-dihidroksi-4-metil benzoat Ester 12,23 1447 1474 a
33 Humulen Seskiterpen 0,20 1460 1460 a
34 Tetradekan, 4,11-dimetil Hidrokarbon 2,07 1465 1464.,4 a
35 Metil 4-metoksisalisilat Ester 37,12 1488 1490 a
36 2-Tridekanon Keton 0,09 1497 1497 a
37 Valensen Seskiterpen 0,20 1499 1499 a
38 B-Bisabolen Seskiterpen 0,06 1512 1512 a
39 Dodekanoik asid metil ester Ester 0,54 1525 1525 a
40 cis-Kalamenen Seskiterpen 0,07 1529 1529 a
41 Selinen Seskiterpen 0,13 1555 1534 a
42 2-Tetradekanon Keton 0,27 1562 1569 a
43 Dodekanoik asid Organik asit 0,70 1570 1570 a
44 Benzofenon Keton 0,08 1633 1634 a
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Tablo 3.7. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcC RI LRI/ | Kaynak
% M MS
45 Tetradekanoik asid metil ester Ester 0,08 1725 1725 a
46 Tetradekanoik asid Organik asit 0,26 1764 1764 a
47 Hegzahidrofarnesil aseton Terpen benzeri 2,30 1847 1847 a
48 Benzoik asid, 2-hidroksi-fenilmetil ester Ester 0,09 1875 1876 a
49 Nonadekan Hidrokarbon 0,16 1899 1900 a
50 Hegzadekanoik asid metil ester Ester 0,31 1927 1927 a
51 2-Metilnonadekan Hidrokarbon 0,27 1963 1966 a
52 Palmitik asid Organik Asit 0,24 1969 1969 a
53 Eikosan-2metil Hidrokarbon 0,23 2063 2063 a
54 Linoleik asid metil ester Ester 0,13 2096 2096 a
55 Heneikosan Hidrokarbon 2,07 2100 2100 a
56 Fitol Diterpenoid 0,26 2114 2114 a
57 Metil stearat Ester 0,43 2128 2128 b
58 Linoleik asid etil ester Ester 0,08 2141 2144 a
59 3-Metil heneikosan Hidrokarbon 0,32 2172 2172 a
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Tablo 3.7. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcC RI LRI/ | Kaynak
% M MS

60 Dokosan Hidrokarbon 3,10 2200 2200 a

61 4-metildokosan Hidrokarbon 0,22 2261 2261 a

62 Trikosan Hidrokarbon 23,52 2307 2300 a

%M: Numune igerisindeki % orani

RI: Alikonma indeksi (Cg-Csy) karbon sayili hidrokarbonlar standart olarak alindi, GC-MS sartlari: Apolar HP-5 kolon,
30. m/0.32 mm/0.25 um, He, 3. K/min; Tgart: 60. °C; Teng: 230. °C

LRI: Literatiir alikonma indeksi

MS: NIST ve Willey kiitiiphaneleri

a: NIST’den  b: Adams 2004’den



Tablo 3.7.’de goriildiigli gibi Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igcegi)
bitkisinin gigeklerinden elde edilen bilesikler sirasiyla; (1) Toluen (2), 2-Hegzanon (3),
Hegzanal (4), Heptanal (5), a-Pinen (6), Benzaldehid (7), B-pinen (8), 1-Okten-3-ol (9),
Karen (10), p-Simen (11), Limonen (12), y-Terpinen (13), 1-Oktanol (14), a- Terpinolen
(15), Beta-linalool (16), Nonanal (17), 2,6-Nonadienal,(E,E)- (18), o-Asetilfenol (19), 1-
Nonanol (20), Terpinen-4-ol (21), Naftalen (22), Metil salisilat (23), Dekanal (24), cis-
Geraniol (25), D-Karvon (26), Timol (27), Karvakrol (28), 2,4-Dekadienal, (E,E)- (29),
Eugenol (30), a-Kopaen (31), Aromadendiren (32), Metill 2,6-dihidroksi-4-metilbenzoat
(33), Humulen (34), Tetradekan,4,11-dimetil (35), Metil 4-methoksisalisilat (36), 2-
Tridekanon (37), Valensen (38), B-Bisabolen (39), Dodekanoik asid, metil ester (40), cis-
kalamenen (41), Selinenen (42), 2-Tetradekanon (43), Dodekanoik asid (44), Benzofenon
(45), Metil tetradekanoat (46), Tetradekanoik asid (47), Hegzahidrofarnesil aseton (48),
Benzoik asid 2-Hidroksi-fenilmetil ester (49), Nonadekan (50), Hegzadekanoik asid, metil
ester (51), 2-metilnonadekan (52), Palmitik asid (53), Eikosane,2-metil (54), Linoleik asid,
metil ester (55), Heneikosan (56), Fitol (57), Metil stearat (58), Linoleik asid etil ester (59),
3-Metilheneikosan (60), Dokosan (61), 4-metildokosan (62), Trikosan’dir.

3.4.2. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha c¢icegi) Bitkisinin
Yapraklarindan elde edilen Ucucu Yag Bilesenlerine Ait GC/MS ve

GC/FID Analiz Sonuclari

Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) bitkisinin yapraklarindan elde

edilen ugucu yagin GC/MS ve GC/FID analiz sonuglar1 Tablo 3.8.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.8. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi) bitkisinin yapraklarindan elde edilen u¢ucu yagin GC/MS ve GC/FID analiz

sonuglari
No Bilesikler Bilesik Sinifi PcY LRI/ Kaynak
% M R MS
1 2,5-Dimetiltetrahidrofuran Eter 0,05 713 727 a
2 Tropilidin Hidrokarbon 0,09 765 765 a
3 2-Hegzanon Keton 0,21 789 789 a
4 Hegzanal Aldehid 0,15 801 801 a
5 a-Pinen Monoterpen 0,38 933 935 a
6  Benzaldehid Aldehid 0,24 960 960 a
7 B-Pinen Monoterpen 0,37 976 976 a
8  1-Okten-3-ol Alkol 0,07 979 979 a
9 0-Simen Monoterpen 0,33 1025 1025 a
10  Limonen Monoterpen 5,76 1029 1032 a
11  Benzenasetaldehid Aldehid 0,11 1044 1044 a
12 y-Terpinen Monoterpen 1,09 1059 1059 a
13 1-Oktanol Alkol 0,04 1071 1071 a
14 a- Terpinolen Monoterpen 0,09 1089 1089 a
15 B -Linalool Monoterpenoid 1,04 1101 1101 a
16  Nonanal Aldehid 0,21 1105 1105 a
17  o-Asetilfenol Diger 0,15 1164 1167 a
18  1-Nonanol Alkol 0,26 1172 1172 a
19  Terpinen-4-ol Monoterpenoid 0,28 1179 1179 a
20  Naftalen Hidrokarbon 0,26 1184 1184 a
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Tablo 3.8. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcY Rl LRI/ Kaynak
%M MS
22 Nerol Monoterpenoid 0,20 1230 1230 a
23 Karvon Monoterpenoid 0,39 1246 1246 a
24 Timol Monoterpenoid 0,20 1294 1294 a
25  Karvakrol Monoterpenoid 0,10 1304 1304 a
26  Eugenol Diger 0,38 1360 1360 a
27  Difenil eter Eter 0,05 1404 1396 a
28  Metilleugenol Diger 0,08 1406 1406 a
29  Metil 2,6-dihidroksi-4-metil benzoat Ester 341 1446 1474 a
30  Neril aseton Terpen benzeri 0,07 1455 1455 a
31  Humulen Seskiterpen 0,06 1459 1459 a
32 Tetradekan,4,11-dimetil Hidrokarbon 0,73 1462 1464,4 a
33 Metil 4-metoksisalisilat Ester 7,49 1471 1490 a
34  Valensen Seskiterpen 0,55 1498 1499 a
35 Dodekanoik asid, metil ester Ester 0,24 1525 1525 a
36  2-Tridekanon Keton 0,28 1561 1527 a
37  Dodekanoik asid Organik asit 0,70 1568 1568 a
38  Benzofenon Keton 0,17 1633 1635 a
39  Tetradekanoik asid Organik asit 0,65 1766 1766 a
40  Hegzahidrofarnesil aseton Terpen benzeri 0,79 1846 1846 a
41  Hegzadekanoik asid, metil ester Ester 0,29 1927 1927 a
42  Hegzadekanoik asid Organik Asit 9,78 1976 1976 a
43 Nonadekan Hidrokarbon 0,16 1998 2000 a
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Tablo 3.8. (Devami)

No Bilesikler Bilesik Sinifi PcY Rl LRI/ Kaynak
%M MS
45  Linoleik asid, metil ester Ester 0,28 2096 2096 a
46  Heneikosan Hidrokarbon 0,34 2099 2100 a
47  Metil stearat Ester 0,10 2128 2128 a
48  Linoleik asid Organik asit 40,08 2161 2159 a
49  Dokosan Hidrokarbon 0,43 2200 2200 a
50 Trikosan Hidrokarbon 14,10 2302 2300 a

%M: Numune igerisindeki % orani,

LRI: Literatiir alikonma indeksi

RI: Alikonma indeksi (Cg-Cs2) karbon sayilt hidrokarbonlar standart olarak alindi,
GC-MS sartlari: Apolar HP-5 kolon,

30. m/0.32 mm/0.25 pm, He, 3. K/min; Tt 60. °C; Teng: 230. °C,

a: NIST’den, b: Adams 2004’den



Tablo 3.8.’de goriildiigli gibi Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢igegi)
bitkisinin yapraklarindan elde edilen bilesikler sirasiyla; (1) 2,5 Dimetiltetrahidrofuran (2),
Tropilidin (3), Hegzanon (4), Hegzanal (5), a-Pinen (6), Benzaldehid (7), B-pinen (8), 1-
Okten-3-ol (9), 0-Simen (10), Limonen (11), Benzenasetaldehid (12), y-Terpinen (13), 1-
Oktanol (14), o- Terpinolen (15), Linalool (16), Nonanal (17), o-Asetilfenol (18), 1-
Nonanol (19), Terpinen-4-ol (20), Naftalen (21), Metil salisilat (22), Nerol (23), Karvon
(24), Timol (25), Karvakrol (26), Eugenol (27), Difenil eter (28), Metileugenol (29), Metil
4-methoksisalisilat (30), Neril aseton (31), Humulen (32), Tetradekan,4,11-dimetil (33),
Metil 4-methoksisalisilat (34), Valensen (35), Dodekanoik asid, metil ester (36), 2-
Tridekanon (37), Dodekanoik asid (38), Benzofenon(39), Tetradekanoik asid (40),
Hegzahidrofarnesil aseton (41), Hegzadekanoik asid, metil ester (42), Palmitik asid (43),
Nonadekan (44), 9,12,15-Oktadekatrienoik asid, metil ester (45), Linoleik asid, metil ester
(46), Heneikosan (47), Metil stearat (48), Linoleik asid (49), Dokosan (50), Trikosan’dur.

3.5.Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha ¢icegi) Bitkisinin Yaprak ve

Ciceklerinden Elde Edilen Ucucu Yag Miktarlarinin Karsilastirilmasi

2019 yilinda toplanan Tutya, Cuha ¢igegi (Primula veris subsp. columnae) ait
incelenen ¢igek ve yaprak orneklerindeki ugucu yag miktarlari, agirlik orant Tablo 3.9’da

gosterilmistir.

Tablo 3.9. Tutya, Cuha ¢icegi (Primula veris subsp. columnae) ait incelenen ¢igek ve
yaprak orneklerindeki ugucu yag miktarlari

Ornek Hacim

1 (1)
Ady uL Hammadde Miktar A)U(;lvlcu
g mg Yag
Cicek 1000 80 276,00 0,33
Yaprak 1000 100 123,70 0,12

Tablo 3.9°da verildigi gibi toplanan ¢igek ve yapraklarda tespit edilen ugucu yag
miktar ve ylizde orani karsilastirildiginda ¢igekteki ugucu yag miktar ve oranin daha fazla
oldugu belirlenmistir.

Vuko vd. (2017) Hirvatistan’da, 2011 yilinda topladiklar1 Primula veris var.
columnae yaprak, kok ve ¢icekleri ile yaptiklari arastirmada toplam ugucu yag verimini

numunelerin kuru agirligina gore % 0.03 oldugunu tespit etmislerdir.
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Bitki icerik analizleri hakkinda literatiirde bagka herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamustir.
Yapist aydinlatilan siniflar, igerdikleri bilesik sayisi ve ana bilesenleri ile birlikte

bitkilere gore diizenlenerek Tablo 3.10°da gosterilmistir.
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Tablo 3.10. Primula veris subsp. columnae ¢igek ve yapraklarinda bulunan bilesiklerin kimyasal siniflandirilmasi

Cicek Yaprak
Ketonlar 0,59 4 2-Tetradekanon 0,27 0,66 3 2-Tridekanon 0,28
Aldehidler 1,31 7 Benzaldehid 0,47 0,71 4 Benzaldehid 0,24
Alkoller 0,20 3 1-Okten-3-ol 0,09 0,37 3 1-Nonanol 0,26
Esterler 51,59 10 Metil 4-metoksisalisilat 37,12 | 12,74 8 Metil 4-metoksisalisilat 7,49
Asitler 1,20 3 Dodekanoik asid 0,70 | 51,21 4 Linoleik asid 40,08
Hidrokarbonlar 32,11 11 Trikosan 23,52 | 16,11 7 Trikosan 14,10
Monoterpenler 3,03 7 Limonen 2,23 8,02 6 Limonen 5,76
Monoterpenoidler 1,52 6 B-Linalool 1,10 2,21 6 B -Linalool 1,04
Seskiterpenler 0,82 7 Valensen 0,20 0,61 2 Valensen 0,55
Diterpenoidler 0,26 1 Fitol 0,26
Terpen benzeri 2,30 1 Hegzahidrofarnesil aseton 2,30 0,86 2 Hegzahidrofarnesil aseton 0,79
Digerleri 0,27 2 Eugenol 0,23 0,71 5 Eugenol 0,38
Bilimeyenler 3,52 3 3,66 4
Toplam 98,72 62+3 97,87 50+4




Tablo 3.10 incelendiginde toplanan ¢igek ve yaprak ugucu yag analizlerinde elde
edilen sonucglarin benzer oldugunu sdylenebilir.

Yapist aydinlatilan 62 adet bilesigin Primula veris subsp. columnae ¢iceklerinden
toplanan 6rneklerine; 50 tanesi ise Primula veris subsp. columnae yaprak orneklerine ait
olup, toplam numunenin sirasiyla %95.20 ve %94.21’ini olusturmaktadir. Yapisi
aydinlatilamayan bilesik sayisi ¢igek ugucu yaginda 3 tane iken, yaprak ucucu yaginda ise
4 adet olup sirastyla %3.52 ve %3.66’ lik oranlar1 bulunmaktadir. Cigeklerin ugucu yaginin
analizi sonucu aydinlatilan bilesik sayist1 ve bu bilesiklerin toplam numune igindeki
ylizdelerinin yaprak ugucu yag 6rneklerinden daha fazla bulundugu soyleyebilir.

Primula veris subsp. columnae gigeklerinden izole edilen ugucu yaglardaki ana
bilesiklerin, Metil 4-metoksisalisilat (%37.12), trikosan (%23.52), Metil 2,6-dihidroksi-4-
metil benzoat (%12.23), Dokosan (%3.10), oldugu belirlenmistir. Cigcek ugucu yaginda en
fazla bulunan ana bilesik Metil 4-methoksisalisilat olmustur.

Primula veris subsp. columnae yapraklarindan izole edilen ugucu yaglardaki ana
bilesiklerin, Linoleik asid (%40.08), trikosan (%14.10), Metil 4-metoksisalisilat (%7.49),
Hegzadekanoik asid (%9.87), Limonen (%5.76), oldugu belirlenmistir. Yaprak ugucu
yaginda en fazla bulunan ana bilesik Linoleik asid tespit edilmistir.

Yapilan analiz sonucunda ¢igek orneklerinde yapilar1 aydinlatilan 62 adet bilesik 12
grupta simiflandirilmistir. Bu siniflardan tespit edilenler ve igerdikleri bilesik sayisi
sirastyla ketonlar 4, aldehidler 7, alkoller 3, esterler 10, asitler 3, hidrokarbonlar 11,
monoterpenler 7, monoterpenoidler 6, seskiterpenler 7, terpen benzeri bilesikler 1,
diterpenoidler 1 ve digerleri de 2 adet olarak belirlenmistir.

Yapilan analiz sonucunda yaprak orneklerinde yapilart aydinlatilan 50 adet bilesik
11 grupta siniflandirilmistir. Yaprak orneklerinde tespit edilen siniflar ise sirasiyla ketonlar
3, aldehidler 4, alkoller 3, esterler 8, asitler 4, hidrokarbonlar 7, monoterpenler 6,
monoterpenoidler 6, seskiterpenler 2, terpen benzeri bilesikler 2 ve digerleri de 5 adet
seklinde bulunmustur. Cigek ucucu yag Orneklerinde bilesik sayisi en fazla bilesik olan
smif 11 adet ile hidrokarbonlar olurken, yaprak ugucu yag orneklerinde 8 adet bilesik ile
esterler olmustur.

Primula veris subsp. columnae bitkisinin ¢igek ugucu yag analiz sonucunda %
miktar olarak en fazla bulunan kimyasal sinif, %51.59 ile esterler, yaprak ucucu yag

analizinde ise %51.21 ile asitler olmustur.
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Cicek ucucu yag oOrneklerinde 21 adet bilesik ve %5.63’lik mikar terpen sinifi
bilesikler tespit edilirken, en biiylik terpen smifinin monoterpenler (%3.03) oldugu
belirlenmistir. Yaprak ugucu yag Orneklerinde ise 14 adet bilesik ve %10.84’lik mikar
terpen sinifi bilesikler tespit edilirken, en biiyiik terpen sinifinin ¢icekte oldugu gibi yine
monoterpenler (%8.02) oldugu tespit edilmistir.

Vuko vd. (2017) Hirvatistan’da, 2011 yilinda topladiklar1 Primula veris var.
columnae yaprak, kok ve cigekleri ile yaptiklari arastirmada tanimlanan ugucu yag
bilesenlerinin 28 adet bulundugunu bildirmislerdir. Yapilan c¢alismada tespit edilen
bilesenlerin oraninin %387.7, ugucu yagda bulunan ana bilesenlerin ise Metil 4-
methoksisalisilat (%17.2), pentakosan (%42.9) ve benzoik asid, 2-hidroksi-metil ester
(%6.7) oldugunu rapor etmislerdir.

Vitalini vd. (2011) yilinda Primula spectabilis gicek ve yapraklarinin kat1 faz
mikroekstraksiyonu (SPME) ile yaptiklar1 ¢calismada Ciceklerin ¢evresindeki 54 bilesen,
yapraklarda ise 37 bilesenin tespit edildigini, tanimlanan bilenlerin miktar olarak ¢igcekte %
97.6's1n1, yaprakta ise % 96.2'sin1 olusturdugu belirtmistir.

Giines (2016) Primula vulgaris HUDS. subsp. sibthorpii bitkisinin ¢icek ve yaprak
kisimlarindan destilasyon ve ekstraksiyon ile elde edilen esansiyel yag ve kloroform
ekstraktlar1 ile yaptig1 yiiksek lisans tez g¢alismasinda, ¢igek kismindan elde edilen
esansiyel yagin ham karistminin %94.30’unu, yaprak kismindan elde edilen esansiyel
yagin ham karisiminin %95.90’1n1, olusturdugunu belirtmistir. Cigek esansiyel yagin ana
bilesenleri Trikosan (%37.03) ve Hegzadekanoik asit (%16.13) olurken, yaprak esansiyel
yagin ana bilesenlerinin ise Trikosan (%10.72) ve Hekzadekanoik asit (%27.63) oldugunu
ifade etmistir.

Yayli vd. (2016) Primula vulgaris Huds. subsp. vulgaris (Pvv) and P. vulgaris
Huds. subsp. sibthorpii (Pvs) ile yaptiklar1 ¢alismada Primula vulgaris Huds. subsp.
vulgaris ugucu yag ana bileseni yiikseklige (300-2100 m) bagli olarak, metil-4-metoksi
salisilat (% 4.5-35.3), (Z, Z, Z) -7,10,13-heksadekatrienal (% 5.1-21.8), flavon (% 5.5-
14.9), dokosan (0.7- % 18.9), trikosan (% 2.6-10.7) ve tetrakosan (% 9.1-19.7) oldugunu
bildirmistir. Ayn1 ¢alismada P. vulgaris Huds. subsp. sibthorpii ugucu yag ana bilesikler
rakima (100-1300 m) bagli olarak metil-4-metoksi salisilat (% 3.2-37.2), flavon (% 1.6-
18.0), dokosan (% 2.4-11.4), trikosan (% 3.9-12.1), tetrakosan (% 4.0-12.5) ve
pentakosanlar (% 2.3-10.0) oldugunu bildirmislerdir.
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Primula obconica ile yapilan bir baska calismada Nan vd. (2002) Cin’de, 1998
yilinda topladiklar1 Primula obconica yaprak, gévde ve ¢igekleri ile yaptiklar arastirmada
tanimlanan 43 adet ugucu yag bileseni tepit etmislerdir. Yapilan calismada tanimlanan
bilesenlerin oraninin %93.49, oldugu belirtilirken, ugucu yagda bulunan ana bilesenlerin
ise metil 2,4-dihidroksi-5-metil benzoat (% 30.41), metil 2,6-dihidroksi-4-metil benzoat (%
29.27), hipnon (% 8.92) ve metil salisilat (3.04%) oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan c¢aligma sonucunda Primula veris subs. columnae tiiriinde metil-4-
methoksisalisilat bilesiginin (gigekte %37.12, yaprakta %7.49), trikosan bilesiginin
(¢igekte %23.52, yaprakta %14,10) oldugu, ¢igcek ana bilesiginin metil 4-methoksisalisilat
ve yaprak ana bilesiginin linoleik asit oldugu tespit edilmistir. Vuko vd. (2017) yilinda
yaptiklar1 ayni tiire ait olan calismada metil-4-methoksisalisilat bilesiginin %17,2 olarak
bulundugu goriilmiis olup buna goére yapilan ¢aligmanin literatiir verilerine gore ylizde
olarak yiiksek oldugu sodylenebilir. Giines (2016) Primula vulgaris HUDS. subsp.
sibthorpii bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinda yaptigi ¢alismaya gore ise trikosanin
%37.13 olarak bulundugu goriilmiis olup buna gore yapilan ¢aligmanin literatiir verilerine

gore ylizde olarak diisiik oldugu anlagilmaktadir.

3.6. Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha cicegi) Bitkisinin Cicek ve
Yapraklarindan elde edilen Ucucu Yag ve Metanol Ekstraktlarimin
Antimikrobiyal Test Sonug¢lar:

Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha c¢icegi) bitkisinin 2019 yilinda
toplanan ¢icek ve yaprak aksamlarindan ekstrakte edilen ugucu yag ve metanol
ekstraktlarimin  farkli  konstrasyonlarda (%100, %50, %25, %10) kullanilarak,
antimikrobiyal aktivite tayini agar difiizyon yontemi ile 17 farkli mikroorganizmaya karsi
belirlendi (Sagdig vd., 2011).

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢cin Aeromonas hydrophila ATCC 7965, Bacillus
cereus ATCC 33019, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterobactercloacea ATCC 13047,
Escherichia coli ATCC 11230, Escherichia coli O157:H7 ATCC 33150, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Proteus vulgaris ATCC
13319, Pseudomonas aeruginosa ATCC 17853, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 2592, olmak tizere 12 bakteri ile Saccharomyces cerevisiae,
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ATCC 4126, Candida albicans ATCC 32354, Aspergillus niger ATCC 20611, Aspergillus
flavus ATCC 9807 ve Penicillum ATCC 74414 olmak iizere 5 maya-kiif susu kullanildu.

Cigeklerin ve yapraklarin ugucu yaglar1 iizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite
testinde bunlardan sadece ¢icek ugucu yaginin Escherichia coli bakterisine karsi zayif
aktivite gosterdigi bunun disinda herhangi bir antifungal ve antibakteriyel aktivite
gostermedigi belirlendi. Analizde kullanilan ¢igek ugucu yagin sadece %100
konsantrasyonunda test mikroorganizmalarindan 1 tanesine Karsi zayif inhibite gosterdigi
tespit edildi. Cigek ve yaprak ugucu yaglariin, cicek ve yaprak metanol ekstraktarinin
kullanilan konsantrasyonlarmin higcbirinde test mikroorganizmalarina karsi bir aktivite
bulunamadi.

Bagbiilbiil vd. (2008) yilinda Primula veris L. gigeklerinin su, eter ve etanol
ekstraklart ile yaptiklar1 kuyu diflizyon yontemi ile c¢alismada Test edilen
mikroorganizmalar arasinda E. faecalis, B. cereus ve Pseudomonas fluorescens tiim
ekstraktlar tarafindan inhibe edildi tespit etmisler. Ayrica eter ve su ekstraktlari, etanol
ekstraktindan daha yiiksek Onleyici aktiviteye sahip oldugunu ve test edilen ekstraktlarin
higbiri S. aureus, Proteus sp. ve Listeria sp. Tirlerine karsi aktivite gostermedigini
bildirmislerdir.

Saqib vd. (2009) yaptiklart ¢alismada Primula macrophylla'min ham 6zii, agar
kuyusu difiizyon yontemi kullanilarak Escherichia coli, Bacillus subtilis, Shigella
flexenari, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi tizerinde
Antibakteriyel aktivite gergeklestirildigini ve ¢alisma sonunda numunelerin herhangi bir
aktivite gostermedigini belirtmislerdir.

Yayli vd. (2016) Primula vulgaris Huds. subsp. vulgaris (Pvv) and P. vulgaris
Huds. subsp. sibthorpii  (Pvs) ugucu yaglarmin agar diflizyon yontemi (Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlar1) ile yaptiklar1 antimikrobiyal calismada Bacillus cereus’a
kars1 zayif aktivite, Mycobacterium smegmatis’a kars1 giiglii aktivite gosterdigini ifade
etmislerdir.

Cigek, yaprak ucucu yaglar1 ve metanol ekstrakt Orneklerinin antimikrobiyal

aktivitelere ait sonuclar Tablo 3.11°de gosterilmistir.
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Tablo 3.11. Primula veris subsp. columnae ¢i¢cek ve yapraklarindan elde edilen ugucu
yagin ve metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal testleri analiz sonuglari

Cigek Yaprak

Mikroorganizmalar
%100 %050 %25 9010 | %100 %50 %25 %10

Bacteria Tiirleri Inhibisyon ¢cap degerleri (mm)

A. hydrophila - - - - - - - -
B. cereus - - - - - - - -
B. subtilis - - - - - - - -
Ent. cloacae - - - - - - - -
E. coli 4,50 - - - - - - -
E.coli O157:H7 - - - - - - - -
K. pneumoniae - - - - . - - -
L.monocytogenes - - - - - - - -
P. vulgaris - - - - - - - -
Pseu. aeruginosa - - - b - - -
Sal. typhimurium - - - . - - - -
S. aureus - - - - - - -
Maya-Kiif

Sac. cerevisiae - - - - - - - -
C. albicans - - - - - - - -
A.niger - - - - - - - -
A flavus - - - - - - - -

Penicillum - - - - - - - .
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3.7.Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha c¢icegi) Bitkisinin
Ciceklerinden ve Yapraklarindan elde edilen Ugucu Yaglarda Yapisi

Aydinlatilan Bilesiklerin Formiilleri

\
0

—_—

2,5-Dimetiltetrahidrofuran(PcY) Tropilidin(PcY)
0
M /\/\/\
0
2-Hegzanon (PcC, PcY) Hegzanal (PcC, PcY)
a-Pinen(PcC, PcY) B-Pinen (PcC, PcY)
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/TW

1-Okten-3-Ol (PcC, PcY)

/O

Benzaldehid (PcC, PcY) 0-Simen(PcY)

) .
\ [
AN (5
Limonen (PcC, PcY) Benzenasetaldehid(PcY)
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/\/\/\/\/OH
y-Terpinen (PcC, PcY) n-Oktanol (PcC, PcY)
OH
\ /
a-Terpinolen (PcC, PcY) Linalool(PcY)

/\/\/\/\/O

Nonanal (PcC, PcY)
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o-Asetilfenol(PcY)

Terpinen-4-ol (PcC, PcY)

OH

O

Metil salisilat (PcC, PcY)

P N N\

1-Nonanol (PcC, PcY)
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OH

Nerol(PcY)
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/\/\/\/\/\)J\O/
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OW
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OH
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4, SONUC VE ONERILER

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ugucu yag analiz sonucunda yiizde olarak
ucucu yag verimi ¢icek kisminda %0.33 olarak, yaprak kisminda ise yiizde olarak ucucu
yag verimi %0.12 oldugu tespit edilmistir.

e GC/MS ve GC/FID analizi sonucunda, Primula veris subsp. columnae’ nin
ciceklerine ait toplamda 62 adet bilesigin yapisi aydinlatilirken, Primula veris subsp.
columnae’ nin yapraklarina ait toplamda 50 adet bilesigin yapisi aydinlatildi. En fazla
bilesik ¢icek kisminda oldugu belirlenmistir.

e Primula veris subsp. columnae bitkisinin ¢igek ve yaprak kisminda bulunan
bilesikler toplam numunenin sirastyla %95.20 ve %94.21’ini olusturdugu tespit edilmistir.

e Yapist aydinlatilamayan bilesik sayisi ¢icek ucucu yaginda 3 tane iken, yaprak
ucucu yaginda ise 4 adet olup sirasiyla %3.52 ve %3.66° lik oranlart bulundugu tespit
edilmistir.

e (Ciceklerin ugucu yaginin analizi sonucu aydinlatilan bilesik sayisi ve bu bilesiklerin
toplam numune igindeki yiizdelerinin yaprak ucucu yag Orneklerinden daha fazla
bulundugu tespit edilmistir.

e Cigek ugucu yaginda en fazla bulunan ana bilesik Metil 4-methoksisalisilat
(%37.12), yaprak ugucu yaginda en fazla bulunan ana bilesik Linoleik asid (%40.08)
oldugu tespit edilmistir.

e (icek ucucu yag orneklerinde bilesik siniflari sirasiyla tespit edilenler ve igerdikleri
bilesik sayis1 sirasiyla ketonlar 4, aldehidler 7, alkoller 3, esterler 10, asitler 3,
hidrokarbonlar 11, monoterpenler 7, monoterpenoidler 6, seskiterpenler 7, terpen benzeri
bilrsikler 1, diterpenoidler 1 ve digerleri de 2 adet olarak tespit edilmistir.

e Yaprak ucucu yag orneklerinde bilesik siniflari sirasiyla ketonlar 3, aldehidler 4,
alkoller 3, esterler 8, asitler 4, hidrokarbonlar 7, monoterpenler 6, monoterpenoidler 6,
seskiterpenler 2, terpen benzeri bilrsikler 2 ve digerleri de 5 adet seklinde tespit edilmistir.

e Cigek ucucu yag orneklerinde ise bilesik sayisi en fazla bilesik olan sinif 11 adet ile
hidrokarbonlar olurken, yaprak ugucu yag orneklerinde 8 adet bilesik ile esterler oldugu

tespit edilmistir.



e Primula veris subsp. columnae bitkisinin ¢igek ugucu yag analiz sonucunda %
miktar olarak en fazla bulunan kimyasal smif, %51.59 ile esterler, yaprak ugucu yag
analizinde ise %51.21 ile asitler olmustur. Cigek ugucu yag drneklerinde 21 adet bilesik ve
%5.63’lik miktar terpen smifi bilesikler belirlenirken, en biiyiik terpen sinifinin
monoterpenler (%3.03) oldugu tespit edilmistir. Yaprak ugucu yag drneklerinde ise 14 adet
bilesik ve %10.84’lik miktar terpen sinifi bilesikler belirlenirken, en biiyiik terpen siifinin
cicekte oldugu gibi yine monoterpenler (%8.02) oldugu tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yapraklarinin metanol ile
ekstraksiyonu sonucu ylizde olarak cicekte ekstraktif madde miktar1 %34.54, yaprakta ise
ekstraktif madde miktar1 %28.81 olarak tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae (Tutya, Cuha c¢igegi) tiiriiniin ¢igek ve yaprak
kisimlarindan elde edilen metanol ekraktlarindan hazirlanan % 0.20, % 0.50 ve % 1.00’
lik hazirlanan konsantrasyonlarda DPPH calismast sonuglarinda Troloks standartlari
sirastyla % 99.14 ve % 99.57° lik bir inhibasyon orani gosterdigi ve ¢uha ¢iceginin
yaprak ve cigek kisimlarinin metanol ekstraksiyonlar1 konsantrasyona bagl olarak énemli
bir artis oldugu tespit edilmistir. Yaprak ekstraktt A.A. ve Troloks cinsinden %
Inhibisyon; % 0.20, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonlarda sirastyla % 33.01, 31.39 ,
%70.42, 69.70, % 84.46 ve 84.08 gosterdigi, cicek ekstrakti ise A.A. ve Troloks
cinsinden % Inhibisyon; % 0.20, % 0.50 ve % 1.00 konsantrasyonlarda sirasiyla %
74.81, 74.20, % 85.21, 84.85, % 86.53 ve 86.21 oldugu, hem yaprak kismi hemde ¢igcek
kismi % 1.00 ¢ ik konsatrasyonda hemen hemen A.A. ve Troloksin % 0.04° liik
konsantrasyonuna yakin bir inhibasyon gosterdigi tespit edilmistir.

e DPPH calismasi sonuglarinda ¢icek metanol ekstrakti yapraga gore daha fazla
inhibasyon 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan hazirlanan % 0.04” likk Demir iki siilfat heptahidrat (FeSO4 7H,0)
cozeltisinden toplam demir indirgeme antioksidan kapasitesi miktarlar1 ¢icek kisminda
677.59+41.30 mg/g ve yaprak kisminda 165.83+2.62 mg/g oldugu tespit edilmistir. FRAP
degerlerine bakildiginda yaprak ve ¢icek kismlart (p<0.05) arasinda 6nemli derecede fark
oldugu tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen

metanol ekstaktlarindan hazirlanan % 0.20° lik fenolik madde miktarlari; gallik asidin
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¢Ozeltisi ile standartlara gore alinarak toplam fenolik madde ¢icek kisminda 78.62+2.25
Gallik asit cinsinden mg/g, yaprak kisminda ise 38.4340.68 oldugu tespit edilmistir.

e Yaprak ve ¢igcek kisminda toplam fenolik madde bakimindan 6nemli derecede fark
(p<0.05) oldugu ve buradan da anlasilacag lizere fenolik igerik bakimindan Primula veris
subsp. columnae bitkisinin olduk¢a zengin oldugu tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan % 0.20° lik numuneler Askorbik asit standartlarina gore c¢icek
kisminda 127.05+ 9.55 mg/g, yaprak kisminda ise 74.63+5.80 mg/g oldugu, yaprak ve
cicek kismimda toplam antioksidan madde bakimindan onemli derecede fark (p<0.05)
oldugu tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan % 0.2 lik numuneler katesin asit standartlarina gore cicekte
1.96+0.06 mg/g, yaprak kisminda ise 1.00+0.01 mg/g oldugu, yaprak ve cicek kisminda
toplam flavanoid madde bakimindan Onemli derecede fark (p<0.05) oldugu tespit
edilmistir. Ayrica Primula veris subsp. columnae bitkisi genel olarak degerlendirildiginde
antioksidan 6zelliklerinin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igeklerin ve yapraklarin ugucu yaglar
tizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite testinde bunlardan sadece ¢igek ugucu yaginin
Escherichia coli bakterisine karsi zayif aktivite gosterdigi bunun disinda herhangi bir
antifungal ve antibakteriyel aktivite gostermedigi, analizde kullanilan ¢i¢ek ugucu yagin
sadece %100 konsantrasyonunda test mikroorganizmalarindan 1 tanesine kars1 zayif
inhibite gosterdigi tespit edilmistir. Cigek ve yaprak ucucu yaglarinin, ¢icek ve yaprak
metanol ekstraktarinin kullanilan konsantrasyonlarinin hi¢birinde test
mikroorganizmalarina kars1 bir aktivite tespit edilememistir.

e Primula veris subsp. columnae tiiriiniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstaktlarindan hazirlanan numunelerde fenolik madde bakimindan bitkinin
oldukca zengin oldugu tespit edilmis olup fenolik bilesenleri ilerideki c¢aligsmalarda
arastirilabilecegi sdylenilebilir.

e Primula veris subsp. columnae tiirine ait yapilan c¢aligmalar sonucunda
antimikrobiyal aktivitesinin literatiirde bulunan diger tiirlere gére az olmasinin nedenini ve

bu tiire ait farkli patojenler kullanilarak antimikrobiyal test yontemleri ile arastirilabilir.
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