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ÖZBu çalışma kapsamında Asteraceae familyasına dahilendemik bir tür olan Tanacetum zahlbruckneri (Náb.)Grierson bitkisinin toprak üstü kısımlarından hazırlananmetanol ekstresinin DPPH●, ABTS●+ radikallerinisüpürücü aktivitesi ve β-karoten-linoleik asitle oksidas-yon yöntemi ile antioksidan aktiviteleri, Folin– Ciocalteuyöntemiyle toplam fenol, flavonit ve flavonol içeriğiincelenmiştir. Metanol ekstresinden sıvı-sıvı partisyonyöntemiyle n-hekzan, dietil eter, diklorometan ve n-butanol ekstreleri hazırlanmış, n-butanol ekstresindençeşitli kromatografik yöntemler kullanılarak, klorojenikasit (1), rutin (2) ve konduritol F (3) izole edilmiştir.Elde edilen bileşiklerin yapıları spektroskopik yöntem-ler (IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, IR, MS) kullanılarakaydınlatılmıştır. Bu çalışma ile Konduritol F Tanacetumtürlerinden ilk defa izole edilmiştir. Klorojenik asit verutinin bitkinin metanol ekstresindeki kantitatif tayiniYüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi ile gerçek-leştirilmiştir. İzole edilen bileşiklerin antioksidan ak-tiviteleri ölçülmüş ve klorojenik asitin aktivitesi, rutin vemetanol ekstresinden daha yüksek bulunmuştur.
Anahtar kelimeler: Tanacetum zahlbruckneri, Kloro-jenik asit, Rutin, Konduritol F, HPLC

ABSTRACTIn the current study, antioxidant activity of methanolextract prepared from Tanacetum zahlbruckneri(Asteraceae) was studied with DPPH●, ABTS+ radicalscavenging and beta-carotene-linoleic acid cooxidationassays. Total phenol, flavonoid and flavonol contents ofextracts were determined with Folin- Ciocalteu method.
n-Hexane, diethyl ether, dichloromethane and n-butanolextracts were prepared from methanol extract withsolvent partitioning and chlorogenic acid, rutin andconduritol F were isolated from n-BuOH extract withvarious chromatographic methods. Structures of thecompounds were elucidated by extensive 1D- and 2D-NMR spectroscopic analysis in combination with IR, MSexperiments. Conduritol F was isolated for the first timefrom Tanacetum species. Quantitative analyses ofchlorogenic acid and rutin in MEOH extract were deter-mined with High Pressure Liquid Chromatography(HPLC). Antioxidant activities of isolated compoundswere studied and chlorogenic acid was found to bemore active than rutin and methanol extract.
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GİRİŞ
Tanacetum cinsi Dünya’ da 161, Türkiye’de ise doğalolarak yetişen 27’ si endemik 47 türle temsil edilmekte-dir (1, 2). Tanacetum türleri halk arasında, kuvvet verici,iştah açıcı ve kurt düşürücü, idrar arttırıcı, gaz sök-türücü, midevi ve safra kesesi taşlarını düşürücü olarakkullanılmaktadır (3). Ayrıca, artritte, emanogog (4) vekolagog olarak kullanımı da bulunmaktadır (5).
Tanacetum türleri üzerinde yapılan çok sayıda farmako-lojik çalışmalarla bu türlerin başta migren tedavisindeolmak üzere, antitümör, antienflamatuvar (6), antimik-robiyal, antifungal, insektisit (7), sitotoksik (8), antipro-tozoal, antihelmintik (9, 10) antiülser (11) gibi birçoketkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Tanacetum türleriseskiterpen laktonlar (germakranolit, ödesmanolit,gayanolit), flavonoitler ve uçucu yağlar bakımındanzengindir. Ayrıca nadiren de olsa, kumarin türevimaddeler ve fenolik asitleri de içermektedir (12-15).
T. zahlbruckneri’ nin toprak üstü kısımları ve yaprak-larının Van-Çatak bölgesinde, halk arasında kan din-dirici, grip ve nezleye karşı kullanıldığı bildirilmiştir(16). Bitkinin çiçeklerinden elde edilen uçucu yağı ileyapılan bir gaz kromatografisi çalışmasında ana bile-şenlerinin Germakran D ve spathulenol olduğu tespitedilmiştir (17). Bu çalışmanın amacı, Doğu Anadolubölgesinde endemik olarak yayılış gösteren T. zahl-
bruckneri’ nin toprak üstü kısımlarından hazırlananMeOH ekstresinin spektroskopik yöntemlerle toplamfenol, flavonoit, flavonol içeriğini belirlemek, MeOHekstresinden hazırlanan n-BuOH ekstresinden kroma-tografik çalışmalarla, sekonder metabolitlerin izolas-yonunu yapmak, izole edilen bileşiklerin yapılarınıspektroskopik (IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, KütleSpektrometresi) yöntemlerle aydınlatmak ve yapısıaydınlatılan bileşiklerin, MeOH ekstresindeki miktartayinlerini gerçekleştirerek ekstre ve saf maddelerinDPPH● , ABTS+● radikal süpürücü ve β-karoten / li-noleik asit birlikte oksidasyonunu inhibe edici etki tay-inini yapmaktır.
GEREÇ VE YÖNTEM
Genel Deneysel ProsedürNMR ölçümleri Bruker AM 400 spektrometresi (1HNMR, 400 MHz; 13C NMR, 100 MHz, internal standart:TMS); MS ölçümleri LC/MS High Resolution Time ofFlight (TOF) Agilent 1200/6530 cihazı; IR spektrumlarıPerkin Elmer 400 FT-IR spektrometresi kullanılarakgerçekleştirilmiştir. Kolon kromatografisi, silika jel 60(Merck); GPC (General Permeation Chromatography),Sephadex LH-20 açık kolon kullanılarak, ters faz silikajel kolon kromatografisi ise orta basınçlı sıvı kroma-tografi (OBSK) ve yüksek basınçlı sıvı kromatografi(YBSK; Agilent 1100 sıvı kromatografi sistemi, degazör,pompa ve kontrolör ile birlikte) sistemleri kullanılarakgerçekleştirilmiştir.
Bitkisel Materyal
T. zahlbruckneri 1-5 Haziran 2013 tarihinde Van’ın Ba-hçesaray ilçesinden, Kavuşşahap dağlarından, Varik-rapit geçidinden, 2400 m yükseklikten toplanmıştır.Bitki örnekleri Dr. Mehmet Yavuz Paksoy tarafındanteşhis edilmiştir. Bitkiye ait herbaryum örneği FıratÜniversitesi, Elazığ Herbaryumu (FUH)’nda saklanmak-tadır (Paksoy 1503).

Ekstrelerin HazırlanışıGölgede kurutulmuş, toz edilmiş bitkisel materyal (750g) 37˚C’de metanol (4 x 1.5 L) ile ekstre edilmiştir. Ek-streler süzülmüş ve süzüntüler rotavaporda, düşük ısıdave düşük basınç altında kurutulmuştur (112 g, % 15).Ham metanol ekstresi 300 mL suda süspande edildiktensonra bir ayırma hunisine alınmış, sırasıyla n- hekzan (4x 600 mL), dietil eter (3x 400 mL), diklorometan (3 x300 mL), etil asetat (3 x 300 mL) ve n-butanol (2 x 300mL) ile sıvı sıvı ekstraksiyona tabi tutulmuştur. Kurutu-lan ekstreler liyofilize edilerek çalışma zamanına kadar4 °C’ de muhafaza edilmiştir (Hekzan; 14 g, Et2O; 2.2 g,CH2Cl2; 655 mg, n-BuOH; 18 g, Su; 65 g).
Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar TayiniMeOH ekstresinin içerdiği toplam fenol miktarı Folin-Ciocalteau (18) yöntemiyle hesaplanarak sonuçlar gallikasite eşdeğer (mg gallik asit/g ekstre) olarak verilmiştir.MeOH ekstresinin toplam flavonoit analizi ise Zhishenve ark. (1999)’ nın çalışmalarında kullandıkları metotmodifiye edilerek yapılmıştır (19). Ekstrelerin içerdik-leri toplam flavonoit miktarları kateşine eşdeğer (mgCE/gekstre) olarak hesaplanmıştır.Yine aynı ekstrenin içerdiği toplam flavonol miktarı iserutine eşdeğer olarak (RE) mg RE/gekstre olarakhesaplanmıştır (20). Bütün ölçümler üç paralel olarakyapılmış ve ortalama değerler kullanılmıştır.
Kromatografik Çalışmalar18 g n-BuOH ekstresi yeterli miktar metanoldeçözülerek Silika jel [70 x 5 cm] cam kolona tatbikedilmiştir. Elüsyonda çözücü sistemi olarak EtOAc-MeOH-H2O (100:17:13à100:30:13) kullanılmıştır. Ko-londan toplanan fraksiyonlar İTK ile kontrol edilerek 4ana fraksiyonda toplanmış ve yoğunlaştırılmıştır. FR.1:482 mg, FR. 2: 5 g, FR. 3: 3 g, FR. 4: 4.61 g.
FR. 4 (4.61 g), Silika jel kolon kullanılarak, CHCl3-MeOH-H2O (61:32:7) ve EtOAc- MeOH-H2O (100:30:13) çözücüsistemleri ile fraksiyonlanmış ve buradan 4 alt fraksiyon(Fr. 4a→4d)	elde	edilmiştir.Fr.4c (943 mg), CH2Cl2:MeOH (1:1) çözücü sistemiyleSephadex LH-20 kolon kromatografisine tatbik edilmişve bu fraksiyondan 1 numaralı bileşik (18 mg) safolarak elde edilmiştir.Fr.4a (937 mg) EtOAc:MeOH:H2O (100:17:13) çözücüsistemiyle hazırlanan silika jel kolona, tatbik edilmiştir.Elüsyon CHCl3:MeOH:H2O (65:45:12) çözücü sistemiyleyapılmıştır. İTK ile kontrolleri yapılan fraksiyonlardanilk ikisi (4a1→4a2) (193 mg) önce orta basınçlı sıvı kro-matografi (OBSK) sistemine uygulanarak, H2O:ACN(80:20 ve 70:30) çözücü sistemi ile fraksiyonlanmış,sonrasında ilk fraksiyon (48 mg) CHCl3:MeOH:H2O(61:32:7) çözücü sistemiyle hazırlanan silika jel kolona,tatbik edilerek 3 numaralı bileşik (9 mg) saf olarak eldeedilmiştir.
FR. 2 (906 mg), OBSK sisteminde hazır doldurulmuşsilika kartuş kullanılarak CHCl3:MeOH:H2O(90:10:1→61:32:7)	çözücü	sistemi	ile	elüe	edilmiş	ve	16	alt fraksiyon (Fr. 1→	16)	toplanmıştır.Fr. 2.12 (248 mg) Sefadeks LH-20 kolona tatbik edil-erek, elüsyon CH2Cl2:MeOH (1:1) çözücü sistemi ileyapılmış ve iki alt fraksiyon elde edilmiştir. Bu alt fraksi-yonlardan ilki (32 mg) CHCl3:MeOH:H2O (70:30:3)çözücü sistemiyle hazırlanan silika jel kolona, tatbik
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edilerek elüsyona bu çözücü sistemi ile devam edilmişve 2 numaralı bileşik (8.6 mg) saf olarak elde edilmiştir.
Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (YBSK) AnaliziYBSK analizlerinde dedektör olarak Fotodiot dizi dedek-tör (PDA) kullanılmış ve kromatografik olarak ayrılanmaddeler 200-500 nm arasında analiz edilmiştir. Kolonolarak Teknokroma C18 (250x4.6 mm, 5 µm) kolon kul-lanılmıştır. Akış hızı 1 mL/dk olacak şekilde ayarlan-mıştır. Elüsyon üçlü çözücü karışımlarıyla doğrusal ol-mayan gradient (Tablo I) kullanılarak gerçek-leştirilmiştir. Maddelerin tanımlanmasında hem tu-tunma zamanları hem de UV spektrumları kullanılmıştır(21).

Antioksidan Etki Tayini
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH● ) Radikalini Süpürücü
Etki TayiniEkstrelerin DPPH● radikalini süpürücü etkileri Gyamfive ark.’nın metoduna göre yapılmıştır (22). Metanol, n-butanol ekstreleri ile bu ekstrelerden elde edilen 1-3kodlu maddeler aktiviteleri bakımından incelenmiştir.Pozitif kontrol olarak BHA kullanılmıştır. İnhibisyonyüzdesi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır.% inhibisyon= [(Abskontrol- Abs örnek) / Abs kontrol] x 100IC50 değerleri nonlineer regresyon eğrileri kullanılarak(Sigma Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL)hesaplanmıştır.
2,2'-azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6- sülfonik asit)
(ABTS+● ) Radikalini Süpürücü Etki TayiniMeOH ve n-BuOH ekstrelerinin ABTS+● radikalinisüpürücü etkileri Re ve ark. (23) metoduna göreincelenmiştir. Bu metoda göre konsantrasyona karşıölçülen inhibisyon yüzdeleri Troloks’a eşdeğer olarak(TEAC) hesaplanmıştır.
β-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu İnhibe
Edici Etki TayiniEkstre ve saf maddelerin antioksidan aktivitesi β-karoten soldurma deneyine göre de yapılmıştır (24).Her 15 dakikada bir absorbans ölçümü yapılarak β-karotenin solma derecesi izlenmiştir. İnhibisyon yüz-

desi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır.AA% = [1-(Abs0sample-Abs105sample)/ (Abs0control-Abs105control)] x 100
İstatistiksel AnalizBütün istatistiksel analizler SPSS 12 istatistik programıile yapılmıştır Varyansların analizi ANOVAprosedürüne göre uygulanmıştır. Ortalamalar arasın-daki belirgin farklılıklar Games- Howell kıyaslama tes-tine göre p<0.05 seviyesinde değerlendirilmiştir.Deney sonuçlarına ait verilerin normal dağılıma uy-gunluğu Shapiro- Wilk normallik testine göre değer-lendirilmiştir. Grupların varyans homojenliğini değer-lendirmek için Levene testi kullanılmıştır.
BULGULAR
Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tay-
inleriMetanol ekstresinde toplam fenol miktarı 63.45±2.32mg GAE/g, toplam flavonoit miktarı 51.93±1.36 mgCA/g ve toplam flavonol miktarı 29.06±4.23 mgRE/golarak hesaplanmıştır.
İzole edilen saf bileşiklere ait deneysel spektral
değerler
Bileşik 1: Rf: 0.76 (EtOAc:MeOH:H2O, 100:17:13), 0.71(CHCl3:MeOH:H2O, 61:32:7); IR (cm-1): 3267, 1650,1149; HR-ESIMS: m/z 353.09626 [M-H]-; 1H NMR [(δppm) 400 MHz, DMSO-d6]: 1.44-1.99 (4H, m, H-2, H-6),3-3.6 (1H,* H-3), 3.88 (1H, d, J =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[(δ ppm) 100 MHz DMSO-d6]: 177.4 (C, C-1), 38.5 (CH2,C-2), 72.2 (CH, C-3), 72.0 (CH, C-4), 73.8 (CH, C-5), 39.2(CH2, C-6), 126.0 (C, C-1'), 116.2 (CH, C-2'), 146.0 (C, C-3'), 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-d6 sinyalinin altında kaldığı için J değerihesaplanamamıştır.)
Bileşik 2: Rf: 0.80 (EtOAc:MeOH:H2O, 100:17:13), 0.77(CHCl3:MeOH:H2O, 61:32:7); IR (cm-1): 3332, 2462,1601, LC-MS: m/z 609.14 [M-H]-; 1H NMR [(δ ppm) 400MHz, MeOH-d4]: 6.20 (1H, d, J=2.1 Hz H-6), 6.38 (1H, d,
J =2.1 Hz, H-8), 7.61 (1H, d, J =2.2 Hz, H-2'), 6.87 (1H, d,
J =8.4 Hz, H-5'), 7.65 (1H, dd, J =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 [(δ 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(C, 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 (CH2, 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-d4 sinyalinin altında kaldığı için J değerihesaplanamamıştır.)

Tablo I. YBSK gradient akış tablosu
Zaman (dak) Hareketli faz (% )

A B C0 85 15 015 70 30 018 60 40 030 60 40 035 100 0 037 85 0 1548 70 0 3050 85 15 0
A: Metanol:su:asetik asit (10:88:2); B: Metanol:su:asetik asit(90:8:2); C: Metanol.
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Bileşik 3: Rf: 0.43 (EtOAc:MeOH:H2O, 100:17:13), 0.40(CHCl3:MeOH:H2O, 61:32:7); IR (cm-1): 1617, 3432; LC-MS: m/z 147.06 [M+H]+; 1H NMR [(δ ppm) 400 MHz,DMSO-d6]: 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, J =6.5 Hz, H-4), 5.53 (1H, dd, J =10.0/2 Hz, H-5), 5.61 (1H, ddd, J=9.9/4.8/2.0 Hz, H-6); 13C NMR [(δppm) 100 MHz, DMSO-d6)]: 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 bileşiklerin spektral analizleri vebu analiz sonuçlarının literatür verileriyle karşılaştırıl-ması sonucunda 1-3 bileşiklerinin sırasıyla 5-O-kafeoilkinik asit (klorojenik asit-1) (25, 26), kersetin 3-
O-rutinozit (rutin-2) (27, 28) ve konduritol F (3) olduk-ları doğrulanmıştır (Şekil 1).

Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi AnaliziYüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi ile yapılan kloro-jenik asit ve rutinin metanol ekstresindeki gerçek mik-tar tayini analizlerinde dalga boyları, klorojenik asit için320 nm, rutin için 360 nm seçilmiştir. Buna göremetanol ekstresinde klorojenik asit miktarı 3.133 ±0.014 mg/g, rutin 4.058 ± 0.016 mg/g ve klorojenik asitüzerinden hesaplanan hidroksisinnamik asit türevleriise 2.136 ± 0.006 mg/g olarak bulunmuştur. Ekstredetanımlanan bu bileşiklerin miktarları standart maddel-erden hazırlanan kalibrasyon eğrileri kullanılarak belir-lenmiştir. Maddelerin tanımlanmasında hem tutunmazamanları hem de UV spektrumları kullanılmıştır (TabloII).
Antioksidan etki tayiniMeOH ve n-BuOH ekstreleri ile izole edilen klorojenikasit ve rutinin radikal süpürücü etkinliklerini belirlemekamacıyla farklı antioksidan aktivite tayin yöntemleriuygulanmıştır. DPPH● radikalini süpürücü etkisonuçlarına göre n-Butanol ekstresi, metanol ekstresine

göre daha aktif bulunmuştur (Tablo III). n-BuOH ek-stresinden izole edilen bileşiklerden klorojenik asitinaktivitesi ile pozitif kontrol olarak kullanılan sentetikantioksidan BHA’nın aktivitesi arasında istatistikselolarak anlamlı farklılık yoktur (p>0.05). Varyans homo-jenliğini test etmek için uygulanan Levene istatistiğisonuçlarına göre değişken için varsayımın sağlanmadığıgözlenmiştir (p=0.036). Grupların çoklu karşılaştırıldığıGames-Howell testi sonuçlarına göre metanol ekstresiile rutin arasında, klorojenik asit ile BHA arasında ista-tistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamıştır(sırasıyla, p=0.066 ve p=0.292). Çalışılan diğer ekstrelerbirbiri arasında ve BHA ile istatistiksel olarak anlamlıbulunmuştur (p<0.05).

Trolox’a eşdeğer olarak verilen ABTS+● radikalsüpürücü etki testi sonuçlarına göre iki farklı dozdaanaliz edilen örneklerden klorojenik asit (Klj) 0.5 mg/mL konsantrayonda ekstrelerden ve rutinden daha aktifbulunmuştur. Ekstrelerin ABTS+● radikalini süpürücüetkilerine bakıldığında ise metanol ve n-butanol ekstrel-erinin aynı konsantasyondaki aktiviteleri arasında ista-tistiksel olarak anlamlı farklılık yoktur (p>0.05) (Tablo
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Şekil 1. T. zahlbruckneri’ den elde edilen bileşikler

Tablo II. Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayıları
Madde

Tutunma Zamanı
(dk) Kalibrasyon Denklemi

(y=ax + b)
Açıklayıcılık

Katsayısı
Klorojenik asit 9.2 y = 33910x – 537.52 0.9967Rutin 24.1 y = 17429x – 66.617 0.9980

Tablo III. T. zahlbruckneri ekstrelerinin DPPH radikalinisüpürücü etkisi

T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA’nın DPPH●radikalini süpürücü aktiviteleri. BHA, Butillenmiş hidroksiani-sol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Kljasit, Klorojenik asit. Ortalama ± SS olarak verilen değerler ± %95 güven aralığında belirtilmiştir. (a,b), (a,c), (b,c) arasındakifarklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p< 0.01) aynı harflerlebelirtilmiş değerler a grubu için p=0.066, c için p=0.292 olarakbulunmuştur.

Örnekler DPPH (IC50) (mg/mL)MeOH 0.548 ± 0.028 a
nBuOH 0.204 ± 0.007 b
Klj asit 0.052 ± 0.007 c
Rutin 1.533 ± 0.260 a
BHA 0.065 ± 0.003 c
F değeri 84.513

P değeri <0.001
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IV). Ekstreler ve ekstrelerin çalışılan konsantrasyonları,aktivite sonuçlarını istatistiksel olarak anlamlı etkil-erken (sırasıyla p<0.001 ve p<0.001), hem ekstrelerin

hem de konsantrasyonların anlamlılığa olan etkisi
p=0.001 bulunmuştur. Varyans homojenliğini test et-mek için uygulanan Levene istatistiği sonuçlarına göre

değişken için varsayımın sağlanmadığı gözlenmiştir(p=0.02). Grupların çoklu karşılaştırıldığı Games-Howell testi sonuçlarına göre standart olarak kullanılanBHA’nın yüksek konsantrasyonunun aktivitesi ile ek-strelerin, klorojenik asitin ve rutinin her iki konsan-trasyonda göstermiş olduğu aktiviteler arasında ista-tistiksel olarak anlamlılık bulunmuştur (p<0.05). Kloro-jenik asitin yüksek konsantrasyonunun göstermişolduğu aktivite ile ekstrelerin ve rutinin her iki konsan-trasyonda göstermiş olduğu aktiviteler arasında ista-tistiksel olarak anlamlılık bulunmuştur (p<0.01).Bu çalışmada T. zahlbruckneri’den elde edilen metanolve n-butanol ekstreleri, β-karoten/linoleik asitsoldurma deneyinde pozitif kontrol olan BHA ve ek-strelerden izole edilen klorojenik asit ve rutine karşıtest edilmiş ve sonuçlar Şekil 2’de gösterilmiştir.Metanol ekstresi, n-butanol ekstresi ve klorojenik asit,oksidasyonu hemen hemen eşdeğer oranda engelleyiciaktivite göstermişlerdir. Şekil 2’ de görüldüğü gibi enyüksek aktiviteyi BHA gösterirken aktivitede zamanabağlı değişim gözlenmemiştir.
SONUÇ
T. zahlbruckneri halk arasında kan dindirici, grip venezleye karşı kullanılan endemik bir bitkidir (16). Bit-kinin uçucu yağlarının GC analizinde ana bileşenlerolarak seskiterpen yapısında Germakren D vespathulenol tespit edilmiştir (17). Bitkinin kimyasınınve antimikrobiyal etkilerinin incelendiği bir yükseklisans çalışmasında da bitkiden bir triterpen ve ses-kiterpen bileşiği izole edilmiştir (29). Bu çalışmadaDoğu Anadolu bölgesinde yayılış gösteren T. zahlbruck-
neri’ nin toprak üstü kısımlarından hazırlanan MeOHekstresinde öncelikle spektral yöntemlerle toplamfenol, flavonoit, flavonol miktar tayini gerçek-leştirilmiştir. MeOH ekstresinden hazırlanan n-BuOH

ekstresinden kromatografik çalışmalarla, klorojenikasit, rutin ve konduritol F izole edilmiştir. İzole edilenbileşiklerin yapıları IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, MS

Tablo IV. T. zahlbruckneri ekstrelerinin ABTS⁺	 radikalini	süpürücü etkisi.

T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA’nın ABTS●+radikalini süpürücü aktiviteleri. BHA, Butillenmiş hidroksiani-sol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Kljasit, Klorojenik asit. Ortalama ± SS olarak verilen değerler ± %95 güven aralığında belirtilmiştir. (a-g) arasındaki farklı har-flerle belirtilmiş değerler istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05).  Aynı harflerle belirtilmiş değerler a grubu için p=0.982b için p=0.276, c grubu için p=0.137, d grubu için p=0.189, fgrubu için p=0.197 g grubu için p=0.408 olarak bulunmuştur.

Örnekler Konsantrasyon
(mg/mL)

DPPH (IC50)

(mg/mL)

MeOH 10.5 0.961 ± 0,090 a0.568 ± 0,059 b,c
nBuOH 10.5 0.985 ± 0,068 a0.459 ± 0,035 b,d
Klj asit 0.50.25 1.908 ± 0.112 e0.713 ± 0.036 c
Rutin 10.5 0.284± 0.064 d,f0.108 ± 0.030 f
BHA 0.250.125 2.610 ± 0.045 g2.315± 0.103 e,g
F değeri 538.518

P değeri <0.001

Şekil 2. T. zahlbruckneri ekstreleri ve pozitif control BHA’nın β-karoten / linoleik asit birlikte oksidasyonunu inhibe edici etkisi.BHA, Butillenmiş hidroksianisol; MeOH, Metanol ekstresi; n-BuOH, n-butanol ekstresi; Klj asit, Klorojenik asit.
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yöntemleri kullanılarak aydınlatılmış ve elde edilenspektral değerler literatür verileriyle karşılaştırılarakdoğrulanmıştır. Siklitol türevi maddeler olan konduri-toller ve glikozitleri literatürde daha önce Anthemis
tinctoria (Asteraceae) (30) ve Marsdenia tomentosa’ dan(Asclepiadaceae) (31) elde edilmiştir. Doğal olarak çokfazla yayılış göstermeyen konduritollerin literatürdesentetik olarak elde edilmeleri ve alfa glukozidaz enziminhibitör aktiviteleriyle ilgili pek çok çalışma bulunmak-tadır (32, 33). Bu sebeple, konduritol F’ nin ilk defa bir
Tanacetum türünden elde edilmesi cinsin kemotaksono-misi açısından da önem arz etmektedir.İzole edilen bileşiklerin MeOH ekstresindeki gerçekmiktar tayinleri gerçekleştirilmiş ve bu sonuçlara göreklorojenik asit 3.133 ± 0.014 mg/g, rutin 4.058 ± 0.016mg/g ve klorojenik asit üzerinden hesaplanan hidrok-sisinnamik asit türevleri ise 2.136 ± 0.006 mg/g olarakbulunmuştur.MeOH, n-BuOH ekstreleri ve saf maddelerin DPPH●radikal süpürücü etki tayini sonuçlarına bakıldığında, n-BuOH ekstresinin MeOH ekstresinden daha aktif olduğuABTS+● radikalini süpürücü etki tayininde ise MeOH ve
n-BuOH ekstrelerinin benzer aktivite sergilediğigörülmüştür. n-BuOH ekstresinden izole edilen kloro-jenik asitin radikal süpürücü etkisinin her iki ekstredenve de rutinden yüksek olduğu saptanmıştır.
β-karoten/linoleik asit birlikte oksidasyonunu inhibeedici etki sonuçlarına bakıldığında metanol ekstresi, n-Butanol ekstresi ve klorojenik asit birbirine yakın etkigöstermiştir. Örneklerin β-karotenin renginin açılma-sını inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikalsüpürücü etkiyi yani antioksidan etkiyi kanıtlamıştır.Bu sonuçlara göre klorojenik asitin, rutin ile birliktebitkinin antioksidan etkilerinden sorumlu bileşiklerolduğu anlaşılmıştır.
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