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0z

Bu c¢alisma kapsaminda Asteraceae familyasina dabhil
endemik bir tiir olan Tanacetum zahlbruckneri (Nab.)
Grierson bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstresinin DPPH®, ABTS®*+ radikallerini
stipiiriicii aktivitesi ve B-karoten-linoleik asitle oksidas-
yon yontemi ile antioksidan aktiviteleri, Folin- Ciocalteu
yontemiyle toplam fenol, flavonit ve flavonol icerigi
incelenmigtir. Metanol ekstresinden sivi-sivi partisyon
yontemiyle n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve n-
butanol ekstreleri hazirlanmis, n-butanol ekstresinden
cesitli kromatografik yontemler kullanilarak, klorojenik
asit (1), rutin (2) ve konduritol F (3) izole edilmistir.
Elde edilen bilesiklerin yapilar spektroskopik yontem-
ler (IR, tH-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, IR, MS) kullanilarak
aydinlatilmistir. Bu ¢alisma ile Konduritol F Tanacetum
tlirlerinden ilk defa izole edilmistir. Klorojenik asit ve
rutinin bitkinin metanol ekstresindeki kantitatif tayini
Yiksek Basingi Sivi  Kromatografisi ile gercek-
lestirilmistir. izole edilen bilesiklerin antioksidan ak-
tiviteleri 6l¢iilmiis ve klorojenik asitin aktivitesi, rutin ve
metanol ekstresinden daha yliksek bulunmustur.
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ABSTRACT

In the current study, antioxidant activity of methanol
extract prepared from Tanacetum zahlbruckneri
(Asteraceae) was studied with DPPHe, ABTS* radical
scavenging and beta-carotene-linoleic acid cooxidation
assays. Total phenol, flavonoid and flavonol contents of
extracts were determined with Folin- Ciocalteu method.
n-Hexane, diethyl ether, dichloromethane and n-butanol
extracts were prepared from methanol extract with
solvent partitioning and chlorogenic acid, rutin and
conduritol F were isolated from n-BuOH extract with
various chromatographic methods. Structures of the
compounds were elucidated by extensive 1D- and 2D-
NMR spectroscopic analysis in combination with IR, MS
experiments. Conduritol F was isolated for the first time
from Tanacetum species. Quantitative analyses of
chlorogenic acid and rutin in MEOH extract were deter-
mined with High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC). Antioxidant activities of isolated compounds
were studied and chlorogenic acid was found to be
more active than rutin and methanol extract.
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GIRIS

Tanacetum cinsi Diinya’ da 161, Tiirkiye'de ise dogal
olarak yetisen 27’ si endemik 47 tiirle temsil edilmekte-
dir (1, 2). Tanacetum tiirleri halk arasinda, kuvvet verici,
istah acgic1 ve kurt disiiriicti, idrar arttirici, gaz sok-
tliriicti, midevi ve safra Kesesi taslarini diisiiriicii olarak
kullanilmaktadir (3). Ayrica, artritte, emanogog (4) ve
kolagog olarak kullanimi da bulunmaktadir (5).
Tanacetum tiirleri lizerinde yapilan ¢ok sayida farmako-
lojik calismalarla bu tiirlerin basta migren tedavisinde
olmak iizere, antitiimor, antienflamatuvar (6), antimik-
robiyal, antifungal, insektisit (7), sitotoksik (8), antipro-
tozoal, antihelmintik (9, 10) antiiilser (11) gibi bir¢ok
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Tanacetum tiirleri
seskiterpen laktonlar (germakranolit, &desmanolit,
gayanolit), flavonoitler ve ucucu yaglar bakimindan
zengindir. Ayrica nadiren de olsa, kumarin tlrevi
maddeler ve fenolik asitleri de icermektedir (12-15).

T. zahlbruckneri’ nin toprak istii kisimlar1 ve yaprak-
larinin Van-Catak boélgesinde, halk arasinda kan din-
dirici, grip ve nezleye karsi kullanildig1 bildirilmistir
(16). Bitkinin ciceklerinden elde edilen ugucu yagi ile
yapilan bir gaz kromatografisi ¢alismasinda ana bile-
senlerinin Germakran D ve spathulenol oldugu tespit
edilmistir (17). Bu ¢alismanin amaci, Dogu Anadolu
bolgesinde endemik olarak yayilis gosteren T. zahl-
bruckneri’ nin toprak Usti kisimlarindan hazirlanan
MeOH ekstresinin spektroskopik yontemlerle toplam
fenol, flavonoit, flavonol igerigini belirlemek, MeOH
ekstresinden hazirlanan n-BuOH ekstresinden kroma-
tografik calismalarla, sekonder metabolitlerin izolas-
yonunu yapmak, izole edilen bilesiklerin yapilarini
spektroskopik (IR, tH-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, Kiitle
Spektrometresi) yontemlerle aydinlatmak ve yapisi
aydinlatilan bilesiklerin, MeOH ekstresindeki miktar
tayinlerini gerceklestirerek ekstre ve saf maddelerin
DPPHe*, ABTS** radikal siipiiriicii ve pB-karoten / li-
noleik asit birlikte oksidasyonunu inhibe edici etki tay-
inini yapmaktir.

GEREC VE YONTEM

Genel Deneysel Prosediir

NMR ol¢limleri Bruker AM 400 spektrometresi (1H
NMR, 400 MHz; 13C NMR, 100 MHz, internal standart:
TMS); MS olctimleri LC/MS High Resolution Time of
Flight (TOF) Agilent 1200/6530 cihazi; IR spektrumlari
Perkin Elmer 400 FT-IR spektrometresi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kolon kromatografisi, silika jel 60
(Merck); GPC (General Permeation Chromatography),
Sephadex LH-20 agik kolon kullanilarak, ters faz silika
jel kolon kromatografisi ise orta basingh sivi kroma-
tografi (OBSK) ve yiiksek basingh sivi kromatografi
(YBSK; Agilent 1100 siv1 kromatografi sistemi, degazor,
pompa ve Kontrolor ile birlikte) sistemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bitkisel Materyal

T. zahlbruckneri 1-5 Haziran 2013 tarihinde Van’in Ba-
hgesaray ilcesinden, Kavussahap daglarindan, Varik-
rapit gecidinden, 2400 m yiikseklikten toplanmistir.
Bitki drnekleri Dr. Mehmet Yavuz Paksoy tarafindan
teshis edilmistir. Bitkiye ait herbaryum o6rnegi Firat
Universitesi, Elazig Herbaryumu (FUH)'nda saklanmak-
tadir (Paksoy 1503).

Ekstrelerin Hazirlanisi

Golgede kurutulmus, toz edilmis bitkisel materyal (750
g) 37°C’'de metanol (4 x 1.5 L) ile ekstre edilmistir. Ek-
streler siiziilmiis ve stziintiiler rotavaporda, diisiik 1s1da
ve diisiik basing altinda kurutulmustur (112 g, % 15).
Ham metanol ekstresi 300 mL suda siispande edildikten
sonra bir ayirma hunisine alinmis, sirasiyla n- hekzan (4
x 600 mL), dietil eter (3x 400 mL), diklorometan (3 x
300 mL), etil asetat (3 x 300 mL) ve n-butanol (2 x 300
mL) ile siv1 siv1 ekstraksiyona tabi tutulmustur. Kurutu-
lan ekstreler liyofilize edilerek ¢alisma zamanina kadar
4 °C’ de muhafaza edilmistir (Hekzan; 14 g, Etz20; 2.2 g,
CH2Clz; 655 mg, n-BuOH; 18 g, Su; 65 g).

Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini
MeOH ekstresinin igerdigi toplam fenol miktar1 Folin-
Ciocalteau (18) yontemiyle hesaplanarak sonuglar gallik
asite esdeger (mg gallik asit/g ekstre) olarak verilmistir.
MeOH ekstresinin toplam flavonoit analizi ise Zhishen
ve ark. (1999)’ nin ¢alismalarinda kullandiklar1 metot
modifiye edilerek yapilmistir (19). Ekstrelerin icerdik-
leri toplam flavonoit miktarlar1 katesine esdeger (mg
CE/gekstre) olarak hesaplanmigstir.

Yine ayni ekstrenin icerdigi toplam flavonol miktar: ise
rutine esdeger olarak (RE) mg RE/gekswe olarak
hesaplanmistir (20). Biitiin 6l¢iimler {i¢ paralel olarak
yapilmis ve ortalama degerler kullanilmistir.

Kromatografik Calismalar

18 g n-BuOH ekstresi yeterli miktar metanolde
¢oziilerek Silika jel [70 x 5 cm] cam Kkolona tatbik
edilmigstir. Elisyonda ¢oziicii sistemi olarak EtOAc-
MeOH-H20 (100:17:133100:30:13) Kkullanilmistir. Ko-
londan toplanan fraksiyonlar iTK ile kontrol edilerek 4
ana fraksiyonda toplanmis ve yogunlastirilmistir. FR.1:
482 mg FR.2:5g,FR.3:3g FR.4:4.61 g.

FR. 4 (4.61 g), Silika jel kolon kullanilarak, CHClz-MeOH-
H:0 (61:32:7) ve EtOAc- MeOH-H:0 (100:30:13) ¢oziicii
sistemleri ile fraksiyonlanmis ve buradan 4 alt fraksiyon
(Fr. 4a—4d) elde edilmistir.

Fr.4c (943 mg), CHzCl::MeOH (1:1) ¢oziicii sistemiyle
Sephadex LH-20 kolon kromatografisine tatbik edilmis
ve bu fraksiyondan 1 numarali bilesik (18 mg) saf
olarak elde edilmistir.

Fr.4a (937 mg) EtOAc:MeOH:Hz0 (100:17:13) ¢oziicii
sistemiyle hazirlanan silika jel kolona, tatbik edilmistir.
Eliisyon CHCl3:MeOH:H20 (65:45:12) ¢oziicl sistemiyle
yapilmustir. ITK ile kontrolleri yapilan fraksiyonlardan
ilk ikisi (4a1—4az) (193 mg) 6nce orta basingh siv1 kro-
matografi (OBSK) sistemine uygulanarak, H;0:ACN
(80:20 ve 70:30) ¢oziicii sistemi ile fraksiyonlanmus,
sonrasinda ilk fraksiyon (48 mg) CHCl3:MeOH:H:0
(61:32:7) ¢oziicii sistemiyle hazirlanan silika jel kolona,
tatbik edilerek 3 numarali bilesik (9 mg) saf olarak elde
edilmistir.

FR. 2 (906 mg), OBSK sisteminde hazir doldurulmus
silika  kartus kullanilarak CHCl3:MeOH:H:0
(90:10:1-61:32:7) ¢dziici sistemi ile eliie edilmis ve 16
alt fraksiyon (Fr. 1- 16) toplanmistir.

Fr. 2.12 (248 mg) Sefadeks LH-20 kolona tatbik edil-
erek, eliisyon CH:Cl2:MeOH (1:1) ¢dziicii sistemi ile
yapilmis ve iki alt fraksiyon elde edilmistir. Bu alt fraksi-
yonlardan ilki (32 mg) CHClI3:MeOH:H20 (70:30:3)
¢oziicli sistemiyle hazirlanan silika jel kolona, tatbik
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edilerek eliisyona bu ¢6ziicli sistemi ile devam edilmis
ve 2 numarali bilesik (8.6 mg) saf olarak elde edilmistir.

Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi (YBSK) Analizi
YBSK analizlerinde dedektor olarak Fotodiot dizi dedek-
tor (PDA) kullanilmis ve kromatografik olarak ayrilan
maddeler 200-500 nm arasinda analiz edilmistir. Kolon
olarak Teknokroma Cig (250x4.6 mm, 5 pm) kolon kul-
lanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk olacak sekilde ayarlan-
mistir. Ellisyon ti¢lii ¢oéziicli karisimlariyla dogrusal ol-
mayan gradient (Tablo I) kullanilarak gergek-
lestirilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda hem tu-
tunma zamanlar1 hem de UV spektrumlari kullanilmigtir
2.

Tablo I. YBSK gradient akis tablosu

Zaman (dak) Hareketli faz (%)

A B C
0 85 15 0
15 70 30 0
18 60 40 0
30 60 40 0
35 100 0 0
37 85 0 15
48 70 0 30
50 85 15 0

A: Metanol:su:asetik asit (10:88:2); B: Metanol:su:asetik asit
(90:8:2); C: Metanol.

Antioksidan Etki Tayini

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH® ) Radikalini Siipiirticti
Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicli etkileri Gyamfi
ve ark.’nin metoduna gore yapilmistir (22). Metanol, n-
butanol ekstreleri ile bu ekstrelerden elde edilen 1-3
kodlu maddeler aktiviteleri bakimindan incelenmistir.
Pozitif kontrol olarak BHA kullanilmistir. inhibisyon
yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.

% inhibisyon= [(AbSkontroi- AbS srnek) / AbS kontrol] X 100
ICs0 degerleri nonlineer regresyon egrileri kullanilarak
(Sigma Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL)
hesaplanmistir.

2,2'-azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6-
(ABTS** ) Radikalini Stipiirticti Etki Tayini
MeOH ve n-BuOH ekstrelerinin ABTS** radikalini
siiptirticii etkileri Re ve ark. (23) metoduna gore
incelenmistir. Bu metoda gore konsantrasyona karsi
olctilen inhibisyon ytizdeleri Troloks’a esdeger olarak
(TEAC) hesaplanmistir.

B-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu Inhibe
Edici Etki Tayini

Ekstre ve saf maddelerin antioksidan aktivitesi S-
karoten soldurma deneyine goére de yapimistir (24).
Her 15 dakikada bir absorbans o6l¢iimii yapilarak S-
karotenin solma derecesi izlenmistir. Inhibisyon yiiz-

stilfonik  asit)

Glirbtiz P, Eroglu D, Dogan S D, Karatoprak G S, Paksoy M Y, Kosar M

desi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigstir.
AA% = [1‘(Absosample'Absmssample)/ (Absocontrol‘
Abs105.5h01)] x 100

istatistiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 12 istatistik programi
ile  yapilmistir Varyanslarin analizi ANOVA
prosediiriine gore uygulanmistir. Ortalamalar arasin-
daki belirgin farkliliklar Games- Howell kiyaslama tes-
tine gore p<0.05 seviyesinde degerlendirilmistir.
Deney sonuclarina ait verilerin normal dagilima uy-
gunlugu Shapiro- Wilk normallik testine gore deger-
lendirilmistir. Gruplarin varyans homojenligini deger-
lendirmek i¢in Levene testi kullanilmistir.

BULGULAR

Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tay-
inleri

Metanol ekstresinde toplam fenol miktar1 63.45+2.32
mg GAE/g, toplam flavonoit miktar1 51.93+1.36 mgCA/
g ve toplam flavonol miktar1 29.06+4.23 mgRE/g
olarak hesaplanmstir.

izole edilen saf bilesiklere ait deneysel spektral
degerler

Bilesik 1: Rf: 0.76 (EtOAc:MeOH:H20, 100:17:13), 0.71
(CHCl3:MeOH:H20, 61:32:7); IR (cm): 3267, 1650,
1149; HR-ESIMS: m/z 353.09626 [M-H]; H NMR [(6
ppm) 400 MHz, DMSO-d¢]: 1.44-1.99 (4H, m, H-2, H-6),
3-3.6 (1H,* H-3), 3.88 (1H, d, ] =2.3 Hz, H-4), 5.15 (1H,
m H-5), 7.04 (H, d, J=1.9 Hz, H-2"), 6.74 (1H, d, /J=8.2 Hz,
H-5), 6.97 (1H, dd, j=8.3/1.9 Hz, H-6"), 7.44 (1H, d,
J=15.9 Hz, H-7"), 6.23 (1H, d, J=15.9 Hz, H-8'). 13C NMR
[(6 ppm) 100 MHz DMSO-ds]: 177.4 (C, C-1), 38.5 (CHz,
C-2), 72.2 (CH, C-3), 72.0 (CH, C-4), 73.8 (CH, C-5), 39.2
(CHz, C-6), 126.0 (C, C-1"), 116.2 (CH, C-2"), 146.0 (C, C-
31, 148.8 (C, C-4"), 115.1 (CH, C-5"), 121.6 (CH, C-6'),
145.0 (CH, C-7",115.1 (CH, C-8'), 166.8 (C, C-9")
(*DMSO-ds sinyalinin altinda kaldig1 i¢cin J degeri
hesaplanamamistir.)

Bilesik 2: Rf: 0.80 (EtOAc:MeOH:H20, 100:17:13), 0.77
(CHCl3:MeOH:H20, 61:32:7); IR (cm1): 3332, 2462,
1601, LC-MS: m/z 609.14 [M-H]; 'H NMR [(§ ppm) 400
MHz, MeOH-d4]: 6.20 (1H, d, /=2.1 Hz H-6), 6.38 (1H, d,
J=2.1Hz, H-8),7.61 (1H, d, ] =2.2 Hz, H-2"), 6.87 (1H, d,
J =8.4 Hz, H-5"), 7.65 (1H, dd, ] =8.4/2.1 Hz, H-6"), 5.09
(1H, d, J=7.6 Hz, Glc-1"), 3.49-3.23 (3H, m, Glc-2", Glc-
3", Glc-5"), 3.79 (1H, d, J=10.7 Hz, Glc-6""), 4.52 (1H, bs,
Rh-1""), 3.62 (1H, dd, j=3.3/1.6 Hz Rh-2""), 3.53 (1H,
dd, j=9.4/3.5 Hz Rh-3"), 3.30-3.24 (1H,* Rh-4""), 3.49-
3.23 (1H, m, Hz Rh-5""), 1.11 (1H, d, J=6.2 Hz Rh-6"");
13C NMR [(8 ppm) 100 MHz, MeOH-d4]: 157.7 (C, C-2),
134.3 (C, C-3),177.8 (C, C-4),161.2 (C, C-5),98.5 (CH, C
-6), 164.8 (C, C-7), 93.5 (CH, C-8), 157.2 (C, C-9), 103.9
(G, C-10) 121.3 (C, C-1"), 114.5 (CH, C-2'), 144.5 (C, C-
3, 148.4 (C, C-4"), 115.8 (CH, C-5'), 121.8 (CH, C-6'),
103.2 (CH, Glc-1"), 74.3 (CH, Glc-2"), 76.7 (CH, Glc-3"),
69.9 (CH, Glc-4"), 75.8 (CH, Glc-5"), 67.1 (CHz, Glc-6"),
100.8 (CH, Rh-1""), 70.8 (CH, Rh-2""), 70.68 (CH, Rh-
3", 72.5 (CH, Rh-4""), 68.2 (CH, Rh-5""), 16.5 (CH3, Rh-
6"".

(*MeOH-d; sinyalinin altinda kaldig1 i¢cin J degeri
hesaplanamamistir.)
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Bilesik 3: Rf: 0.43 (EtOAc:MeOH:H.0, 100:17:13), 0.40
(CHCl3:MeOH:H20, 61:32:7); IR (cm1): 1617, 3432; LC-
MS: m/z 147.06 [M+H]*; *H NMR [(8 ppm) 400 MHz,
DMSO-ds]: 3.95 (H, dd, j=8.5/4.2 Hz H-1),3.19 (1H,dd,J
=13.4/8.9 Hz, H-2), 3.40 (1H, dd, J =16.5/7.7 Hz, H-3),
3.73 (1H, d, ] =6.5 Hz, H-4), 5.53 (1H, dd,  =10.0/2 Hz, H
-5), 5.61 (1H, ddd, J=9.9/4.8/2.0 Hz, H-6); 13C NMR [(§
ppm) 100 MHz, DMSO-ds)]: 66.6 (CH, C-1), 71.6 (CH, C-
2), 72.7 (CH, C-3), 72.5 (CH, C-4), 133.2 (CH, C-5), 127.5
(CH, C-6).

Bitkiden izole edilen bilesiklerin spektral analizleri ve
bu analiz sonuglarinin literatiir verileriyle karsilastiril-
mas1 sonucunda 1-3 bilesiklerinin sirasiyla 5-0-
kafeoilkinik asit (klorojenik asit-1) (25, 26), kersetin 3-
O-rutinozit (rutin-2) (27, 28) ve konduritol F (3) olduk-
lar1 dogrulanmistir (Sekil 1).

Sekil 1. T. zahlbruckneri’ den elde edilen bilegikler

Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi Analizi

Yiikksek Basingh Sivi Kromatografisi ile yapilan kloro-
jenik asit ve rutinin metanol ekstresindeki ger¢cek mik-
tar tayini analizlerinde dalga boylari, klorojenik asit i¢cin
320 nm, rutin i¢cin 360 nm secilmistir. Buna gore
metanol ekstresinde klorojenik asit miktar1 3.133 *
0.014 mg/g, rutin 4.058 * 0.016 mg/g ve klorojenik asit
iizerinden hesaplanan hidroksisinnamik asit tiirevleri
ise 2.136 * 0.006 mg/g olarak bulunmustur. Ekstrede
tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1 standart maddel-
erden hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak belir-
lenmistir. Maddelerin tanimlanmasinda hem tutunma
zamanlar: hem de UV spektrumlari kullanilmistir (Tablo

10).

Antioksidan etki tayini

MeOH ve n-BuOH ekstreleri ile izole edilen klorojenik
asit ve rutinin radikal siipiirticii etkinliklerini belirlemek
amaciyla farkl antioksidan aktivite tayin yontemleri
uygulanmistir. DPPHe  radikalini stipiirici  etki
sonuglarina gore n-Butanol ekstresi, metanol ekstresine

gore daha aktif bulunmugstur (Tablo III). n-BuOH ek-
stresinden izole edilen bilesiklerden klorojenik asitin
aktivitesi ile pozitif kontrol olarak kullanilan sentetik
antioksidan BHA'min aktivitesi arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik yoktur (p>0.05). Varyans homo-
jenligini test etmek icin uygulanan Levene istatistigi
sonuclarina gore degisken i¢in varsayimin saglanmadigi
gozlenmistir (p=0.036). Gruplarin ¢oklu karsilastirildigi
Games-Howell testi sonuglarina gére metanol ekstresi
ile rutin arasinda, klorojenik asit ile BHA arasinda ista-
tistiksel olarak anlamh farklihik bulunmamistir
(strasiyla, p=0.066 ve p=0.292). Calisilan diger ekstreler
birbiri arasinda ve BHA ile istatistiksel olarak anlamlh
bulunmustur (p<0.05).

Tablo IIl. T. zahlbruckneri ekstrelerinin DPPH radikalini
stipiiriicii etkisi

Ornekler DPPH (ICso) (mg/mL)
MeOH 0.548 + 0.028

nBuOH 0.204 + 0.007 b

Klj asit 0.052 + 0.007 ¢

Rutin 1.533 +0.260 a

BHA 0.065 + 0.003

F degeri 84.513

P degeri <0.001

T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA'nin DPPH*
radikalini siipiiriicii aktiviteleri. BHA, Butillenmis hidroksiani-
sol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Klj
asit, Klorojenik asit. Ortalama # SS olarak verilen degerler * %
95 giiven araliginda belirtilmistir. (a,b), (a,c), (b,c) arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0.01) ayni harflerle
belirtilmis degerler a grubu i¢in p=0.066, c icin p=0.292 olarak
bulunmustur.

Trolox’a esdeger olarak verilen ABTS** radikal
slipiiricii etki testi sonuglarina gore iki farkli dozda
analiz edilen 6rneklerden klorojenik asit (Klj) 0.5 mg/
mL konsantrayonda ekstrelerden ve rutinden daha aktif
bulunmustur. Ekstrelerin ABTS+* radikalini siipiiriici
etkilerine bakildiginda ise metanol ve n-butanol ekstrel-
erinin aynm1 konsantasyondaki aktiviteleri arasinda ista-
tistiksel olarak anlaml farklihik yoktur (p>0.05) (Tablo

Tablo II. Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Tutunma Zamani

Kalibrasyon Denklemi Aciklayicilik
Madde (dk)
(y=ax +b) Katsayisi
Klorojenik asit 9.2 y = 33910x - 537.52 0.9967
Rutin 24.1 y=17429x - 66.617 0.9980
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IV). Ekstreler ve ekstrelerin ¢alisilan konsantrasyonlari,
aktivite sonuclarini istatistiksel olarak anlamh etkil-
erken (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001), hem ekstrelerin

Tablo IV. T. zahlbruckneri ekstrelerinin ABTS*
stiptiriicii etkisi.

radikalini

Ornekler Konsantrasyon  DPPH (ICso)
(mg/mL)
(mg/mL)
1 0.961 £0,0902
MeOH
0.5 0.568 + 0,059 be
1 0.985 + 0,068 2
nBuOH 0.5 0.459 + 0,035 bd
0.5 1.908 £ 0.112 ¢
Klj asit 0.25 0.713 £0.036 ¢
1 0.284+ 0.064 df
Rutin 0.5 0.108 £ 0.030f
0.25 2.610 £ 0.045¢
BHA 0.125 2.315+ 0.103 &8
F degeri 538.518
P degeri <0.001

T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA'nin ABTS®+
radikalini siiptirticii aktiviteleri. BHA, Butillenmis hidroksiani-
sol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Klj
asit, Klorojenik asit. Ortalama # SS olarak verilen degerler + %
95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-g) arasindaki farkli har-
flerle belirtilmis degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<
0.05). Ayni harflerle belirtilmis degerler a grubu i¢in p=0.982
b i¢in p=0.276, c grubu i¢in p=0.137, d grubu i¢cin p=0.189, f
grubu i¢in p=0.197 g grubu i¢in p=0.408 olarak bulunmustur.

Absorbans (470 nm)
T S S A
+ L

]
N

40 60

degisken icin varsayimin saglanmadigl gozlenmistir
(p=0.02). Gruplarin ¢oklu karsilastirildign Games-
Howell testi sonuglarina gore standart olarak kullanilan
BHA'nin yiiksek konsantrasyonunun aktivitesi ile ek-
strelerin, klorojenik asitin ve rutinin her iki konsan-
trasyonda gostermis oldugu aktiviteler arasinda ista-
tistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0.05). Kloro-
jenik asitin yiiksek konsantrasyonunun gostermis
oldugu aktivite ile ekstrelerin ve rutinin her iki konsan-
trasyonda gostermis oldugu aktiviteler arasinda ista-
tistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0.01).

Bu ¢alismada T. zahlbruckneri’den elde edilen metanol
ve n-butanol ekstreleri, [-karoten/linoleik asit
soldurma deneyinde pozitif kontrol olan BHA ve ek-
strelerden izole edilen klorojenik asit ve rutine karsi
test edilmis ve sonuglar Sekil 2’de gosterilmistir.
Metanol ekstresi, n-butanol ekstresi ve klorojenik asit,
oksidasyonu hemen hemen esdeger oranda engelleyici
aktivite gostermislerdir. Sekil 2’ de goriildiigi gibi en
yilksek aktiviteyi BHA gosterirken aktivitede zamana
bagl degisim gozlenmemistir.

SONUC

T. zahlbruckneri halk arasinda kan dindirici, grip ve
nezleye karsi kullanilan endemik bir bitkidir (16). Bit-
kinin ugucu yaglarimin GC analizinde ana bilesenler
olarak seskiterpen yapisinda Germakren D ve
spathulenol tespit edilmistir (17). Bitkinin kimyasinin
ve antimikrobiyal etkilerinin incelendigi bir yiiksek
lisans ¢alismasinda da bitkiden bir triterpen ve ses-
kiterpen bilesigi izole edilmistir (29). Bu ¢alismada
Dogu Anadolu bélgesinde yayilis gosteren T. zahlbruck-
neri’ nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan MeOH
ekstresinde oOncelikle spektral yontemlerle toplam
fenol, flavonoit, flavonol miktar tayini gergek-
lestirilmistir. MeOH ekstresinden hazirlanan n-BuOH

i
-
L »
- &
- & Céaticil
E1 W MeOH
A NBUOH
< Klj amslt
Rt
- BHA
& "
* '
-
80 100 120

Zaman (dak)

Sekil 2. T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA'nin S-karoten / linoleik asit birlikte oksidasyonunu inhibe edici etkisi.
BHA, Butillenmis hidroksianisol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Klj asit, Klorojenik asit.

hem de konsantrasyonlarin anlamlihga olan etkisi
p=0.001 bulunmustur. Varyans homojenligini test et-
mek icin uygulanan Levene istatistigi sonuclarina gore

ekstresinden kromatografik ¢alismalarla, klorojenik
asit, rutin ve konduritol F izole edilmistir. izole edilen
bilesiklerin yapilar IR, TH-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, MS
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yontemleri kullanilarak aydinlatilmis ve elde edilen
spektral degerler literatiir verileriyle karsilastirilarak
dogrulanmistir. Siklitol tlirevi maddeler olan konduri-
toller ve glikozitleri literatiirde daha &nce Anthemis
tinctoria (Asteraceae) (30) ve Marsdenia tomentosa’ dan
(Asclepiadaceae) (31) elde edilmistir. Dogal olarak ¢ok
fazla yayilis gostermeyen konduritollerin literatiirde
sentetik olarak elde edilmeleri ve alfa glukozidaz enzim
inhibitor aktiviteleriyle ilgili pek ¢ok calisma bulunmak-
tadir (32, 33). Bu sebeple, konduritol F’' nin ilk defa bir
Tanacetum tiiriinden elde edilmesi cinsin kemotaksono-
misi acisindan da 6nem arz etmektedir.

izole edilen bilesiklerin MeOH ekstresindeki gercek
miktar tayinleri gerceklestirilmis ve bu sonuclara gore
klorojenik asit 3.133 * 0.014 mg/g, rutin 4.058 + 0.016
mg/g ve klorojenik asit lizerinden hesaplanan hidrok-
sisinnamik asit tiirevleri ise 2.136 + 0.006 mg/g olarak
bulunmustur.

MeOH, n-BuOH ekstreleri ve saf maddelerin DPPH®
radikal siipiiriicii etki tayini sonuclarina bakildiginda, n-
BuOH ekstresinin MeOH ekstresinden daha aktif oldugu
ABTS+* radikalini stipiiriicii etki tayininde ise MeOH ve
n-BuOH ekstrelerinin benzer aktivite sergiledigi
gorilmistiir. n-BuOH ekstresinden izole edilen kloro-
jenik asitin radikal siiptiriicli etkisinin her iki ekstreden
ve de rutinden yiiksek oldugu saptanmistir.
B-karoten/linoleik asit birlikte oksidasyonunu inhibe
edici etki sonuglarina bakildiginda metanol ekstresi, n-
Butanol ekstresi ve klorojenik asit birbirine yakin etki
gostermistir. Orneklerin B-karotenin renginin acilma-
sin1 inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikal
siiptiriicii etkiyi yani antioksidan etkiyi kanitlamistir.
Bu sonuglara gore klorojenik asitin, rutin ile birlikte
bitkinin antioksidan etkilerinden sorumlu bilesikler
oldugu anlasilmistir.
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