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OZET
TANACETUM ARMENUM (DC) SCH. BIP. BITKISININ KIMYASAL
KOMPOZISYONU ve BIYOLOJIK AKTIVITELERI
Kevser AYCICEK
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2021
Tez Danismani: Prof. Dr. Giilmira OZEK

Bu calismada, llkemizde yetisen Tanacetum armenum (DC) Sch. Bip. bitkisi
tizerinde fitokimyasal ve biyolojik aktivite taramalar1 gerceklestirilmistir. Bitkinin
ucucu yagt (TAUY), n-hegzanli, metanollii ve sulu ekstreleri (TAHE, TAME, TASE)
ve metillenmis sabit yag asitleri elde edilmistir. TAUY ve yag asitlerinin kimyasal
kompozisyonlart GC-FID/MS ile incelenmistir. Major ugucu bilesikler olarak kafur
(%48.3), borneol (%13.6) ve y-6desmol (%13.5) tespit edilmistir. Yag asitleri profilinde
palmitik (%43.8), nonadekanoik (%18.3), linoleik (%10.9), arasidik (%7.8) ve linolenik
(%4.8) asitleri tespit edilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerin antioksidan aktiviteleri TEAC
(Troloksa esdeger antioksidan kapasite), DPPH (difenil pikrilhidrazil), p-Karoten
soldurma ve ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi) testleri ile degerlendirilmistir.
TAME, TASE ve TAUY 6nemli derecede antioksidan aktivite gostermistir. GC/MS ve
LC/MS ile kombine biyootografik yodntemlerle antioksidan aktiviteden sorumlu
bilesiklerin 3,5-dikafeoilkuinik asit, luteolin glukozit, 5-kafeoilkuinik asit, ikarisid b5,
luteolin, kafur, 1,8-sineol ve borneol oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerde toplam fenol
ve flavonoit miktarlar1 degerlendirilip en yiiksek degerler TASE ve TAME’de
saptanmistir. Antidiyabetik potansiyelin tespiti i¢in a-amilaz enzimini inhibe etme etkisi
incelenmistir. En yiiksek inhibisyon degerleri TAME (Inh % 33.92) ve TAHE’de (Inh
% 33.84) saptanmistir. Antimikrobiyal arastirmalarin sonucunda TAUY ’nin B. subtilis,
K. aerogenes ve Candida tiirlerine kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. TAHE nin Gram
(+) ve (-) suslara kars1 aktivite gosteren en etkili ekstre oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, ekstrelerin, standart antimiktobiyal ajanlara kiyasla suslara karsi zayif bir
sekilde etkili oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Tanacetum armenum, Ugucu yag, Ekstre, Aktivite.



ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION and BIOLOGICAL ACTIVITY of TANACETUM
ARMENUM (DC) SCH. BIP
Kevser AYCICEK
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021
Supervisor: Prof. Dr. Glilmira OZEK

In this study, comprehensive phytochemical studies and screening of biological
activities of Tanacetum armenum (DC) Sch. Bip have been carried out. For this purpose
the essential oil (TAUY), n-hexane, methanol and water extracts (TAHE, TAME,
TASE) and the fatty acids were obtained. The chemical compositions of TAUY and
fatty acids were investigated by GC-FID/MS technigue. Camphor (48.3%), borneol
(13.6%) and y-eudesmol (13.5%) were determined as major volatile compounds.
Palmitic (43.8%), nonadecanoic (18.3%), linoleic (10.9%), arachidic (7.8%) and
linolenic (4.8%) acids were found in the fatty acids profile. Antioxidant activities
evaluated by TEAC, DPPH, B-Carotene bleaching and ORAC tests. TAME, TASE and
TAUY demonstrated significant antioxidant activity. The compounds responsible for
antioxidant activity were determined by bioautography method in combination with LC-
MS/MS and GC/MS as 3,5-dicaffeoylquinic acid, luteolin glucoside, 5-dicaffeoylquinic
acid, icariside 5b, luteolin, camphor, 1,8-cineole and borneol. The highest values of total
phenol and flavonoid contents of the extracts were found in TASE and TAME. In order
to determine the anti-diabetic potential the inhibitory effect on a-amylase enzyme was
tested. Highest inhibition values were found in TAME (Inh 33.92%) and TAHE (Inh
33.84%). As a result of antimicrobial studies, it has been determined that TAUY is
effective against B. subtilis, K. aerogenes and Candida species. TAHE has been found
to be the most effective extract showing activity against Gram (+) and (-) strains.
Although, it has been observed that the extracts are weakly effective against the strains

compared to the standard antimicrobial agents.

Keywords: Tanacetum armenum, Essential oil, Extract, Activity.
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1. GIRIS ve AMAC

Insanoglunun var olusundan beri bitkiler birgok alanda kullamilmistir ve
kullanilmaktadir. Yiyecek, hayvancilik, tekstil ve kozmetik alanlarinin ¢ok genis bir
kisminda bitkilerden faydalanmaktayiz. Ayrica, tibbi ve aromatik bitkiler eski
tarihlerden beri saglikli yasam siirmek, hastaliklarin 6niine ge¢mek ve hastaliklar1 tedavi

etmek i¢in kullanilmustir [1].

Bilindigi gibi geleneksel ilaglarin ¢ogu bitkisel kaynaklardan hazirlanmaktadir ve
artik gelencksel bitkisel tedavi yontemleri tarih kitaplarindan ¢ikarak giinliik hayatimiza
girmistir. Diinya tizerinde birgok insan geleneksel tedavi yontemleri ve dogal ilaglari
modern ilaglara tercih etmektedir [2]. Bitkisel droglardan elde edilen fizyolojik etkinin
bitkilerin iirettigi sekonder metabolitlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bitkiler
dogadan aldiklar1 hava, su ve mineralleri kullanarak kendi biinyelerinde ¢esitli sekonder
bilesikler iiretirler ve bu bilesikler insan viicudunda pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilabilmektedir. Ornegin; ugucu yaglar, alkaloitler ve tanenler viicutta savunma
mekanizmasim1  gliclendirmek  ve saghigt  desteklemek i¢in  kullanilabilen
bilesenlerdendir [3]. Bununla birlikte, bircok sekonder metabolitlerin biyolojik
aktiviteye sahip oldugu yapilan aragtirmalarla bilimsel olarak ortaya konmustur. Bu
etkiler arasinda antioksidan, antienflamatuar, anti-kolinesteraz aktiviteler érnek olarak
verilebilir [4]. Bugiin diinya iizerinde yaklagik bir milyon bitki tiiri var oldugunu
diistiniilmektedir ve bunlarin sadece yarisina yakini tanimlanmistir ve ¢ok daha azinin
Uzerinde c¢alismalar yapilmis ve arastirilmistir [5]. Potansiyel ilag hammaddesi
gelistirmek ve var olan maddeleri tanimlayip analiz etmek icin dogal kaynaklar ve

ozellikle bitkiler iizerinde yapilan ¢alismalar biiyiik 6nem arz etmektedir.

Asteraceae familyasi c¢icekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan biridir ve
diinyada yaklasik 23.000 tiirti bulunmaktadir. Tiirkiye florasinin ¢ok biiytik boliimii bu
familyanin bitkilerinden meydana gelmektedir. Tanacetum L. ise bu familyada
dahilinde en biiyiik 3. cinstir ve diinya genelinde 160 tiirii bulunmaktadir. Tiirkiye’de
ise cinse ait 46 Tanacetum tiirii bulunmaktadir. Tanacetum tiirleri ayn1 zamanda Asya,
Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika bolgelerinde de yayilim gostermektedir [6,
7].

Tanacetum tiirleri geleneksel yontemler dahilinde bazi hastaliklarin tedavisi veya

onlenmesi i¢in uzun zamandir kullanilan bitki grubundandir. Yiizyillar boyunca halk



arasinda ilag olarak uygulanan Tanacetum turlerinden en bilinenleri olan Tanacetum
parthenium (L.) Schultz. Bip. bitkisinin adet diizenleyici, ates disiiriici, kulak
c¢inlamasi, bas agrisi, migren ve bas donmesi gibi durumlarda fayda gosterdigi
bilinmektedir [8]. Bir diger yaygin olarak kullanilan Tanacetum vulgare L. tiru ise halk
arasinda antihelmintik 6zelligi nedeniyle kullanilmaktadir. Diger Tanacetum tirleri
stomasik, sedatif, antiseptik, antioksidan, antibiyotik, antienflamatuar etkileri i¢in genel
olarak kullanilmaktadir [9, 10]. Tanacetum parthenium herbasi i¢in Avrupa

Farmakopesinde “Tanaceti parthenii herba” monografi kayithidir [8].

Tanacetum tiirleriyle ilgili gerceklestirilen fitokimyasal ¢alismalar ve incelemeler
gostermistir ki bu bitki tiirlerinin kompozisyonlarini ¢ogunlukla seskiterpenoit ve
flavonoitler olusturmaktadir. Buradan yola c¢ikarak Tanacetum tiirlerinin gosterdigi
biyolojik aktivitelerin kaynaginin bitkide bulunan seskiterpenoitler oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda bazi c¢alismalarda tiirlerde bulunan flavonoitlerin ve elde

edilen ugucu yaglarinin da biyolojik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [9].

Tanacetum armenum (DC.) Sch. Bip iilkemizde dogal olarak yetisen bir tiirddr.
Halk arasinda “Kaya Papatyasi” geleneksel adiyla bilinmektedir. Yapilan kaynak
taramasi sonucu goriilmiistiir ki Tanacetum armenum tiirtiyle ilgili su ana kadar yapilan
calismalar cok kapsamli olmayip sadece ucucu yag kompozisyonu ve metanollii

ekstresinin antioksidan aktivitesi arastirilmistir [11, 12].

Bu tez kapsaminda T. armenum tiirliniin toprak {istli kisimlarinin ugucu yagini,
sabit yag asitlerini ve farkli polariteli ekstrelerinin kimyasal kompozisyonlarinin
aydinlatilmas1 amacglanmistir. Ayrica, ugucu yag ve ekstrelerinin biyolojik aktivite
potansiyellerinin kapsamli incelenmesi de amaglanmistir. Bu amaclar dogrultusunda T.
armenum ile ilgili asagidaki arastirmalarin gerceklestirilmesi hedeflenmistir:

* T.armenum bitkisi ugucu yagin elde edilmesi,

» T.armenum bitkisi sabit yag asitlerin elde edilmesi,

T. armenum farkli polaritelerde ¢oziculerle ekstrelerin elde edilmesi,

* Ugucu yag ve sabit yag asitlerin kompozisyonlariin GC-FID ve GC/MS
teknikleri ile belirlenmesi,

* Ekstrelerin kompozisyonlarinin LC-MS/MS teknigi ile belirlenmesi.

» Ekstrelerin toplam flavonoit ve toplam fenol miktarlarinin tespit edilmesi,



* Ekstrelerin ve ugucu yagin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitelerinin
(TEAC), serbest radikal stpdirtcu etkilerinin (DPPH testi), lipit peroksidasyonu
inhibe etme etkisini (B-karoten soldurma testi), oksijen radikali absorbans
kapasitesini (ORAC) belirlenmesi,

* Ekstre ve ugucu yagin antidiyabetik etkilerinin (a-amilaz enzimi inhibisyonu)
belirlenmesi,

» Ekstre ve ugucu yagm antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi.
Tanacetum armenum tird Gzerinde daha 6nce sabit yag asitleri analizi, antimikrobiyal
arastirma, f-karoten soldurma yontemi, oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)
testi, a-amilaz enzim deneyi uygulanmamis olup bu tezle birlikte ilk defa ortaya
konulmasi hedeflenmektedir. Bu ¢alismalar ayn1 zamanda Tanacetum armenum tirdyle
ilgili kapsamli biyolojik aktivite tarama sonuglarin1 ortaya koyacagi i¢in bilim

diinyasina ve eczacilik alanina katki saglayacaktir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Asteraceae Familyas1 Morfolojik Ozellikleri

Asteraceae familyasinin ¢ogunlugu iliman boélgelerde yaygin olarak bulunan otsu
bitkilerdir. Akdeniz havzasi, Meksika ve Giiney Afrika gibi tropik ve subtropik alanlarin
yar1 kurak bolgelerinde goriiliirler ve genel olarak diinyada yaygin olarak bulunurlar
[13]. Familya genellikle tek, iki veya ¢ok yilliktir, kiigiik veya orta biiyiikliikte bitkiler
bulunabilir ve familyaya dahil olan bitkilerden bazilar1 zehirlidir [14].

Familyadaki bitkiler i¢inde siit igeren otsular, ¢alilar ve daha seyrek olarak agag
ve tirmanici bitkiler vardir. Bitkilerin yaprak dizilimleri ¢ogunlukla alternat veya
karsiliklidir; daire, basit veya bilesik oldugu da gorilur. Bitkinin ¢igekleri bas veya
kapitulum durumundadir, kapitulumun etrafi ise involukrum brakerleri ile
cevrelenmistir. Kaliksin yapisi papus seklindedir veya neredeyse bulunmamaktadir,
petaller 4-5 adet birlesiktir; korolla 2 durumda tiipsii veya dilsidir. 5 adet stamen
petallere bagli, filamentler serbest, anterler ise bilesiktir. 1 adet pistil bulunur ve
ovaryum alt durumludur. Bitkinin meyvesi aken tiptedir ve u¢ kisminda siklikla bir

papus veya kaliks kalintis1 bulunur [15, 16].

Familyanin ismi yildiz seklinde ¢igekleri bulunan bir cins olan Aster tlrinden
gelmektedir. Familya aynmi zamanda Compositeae olarak da bilinmektedir [17].
Asteraceae familyast ¢icekli bitkilerin en biiyiilk familyalarindan bir tanesidir ve
diinyada yaklagik 23.000 tiirii bulunmaktadir. Tiirkiye agisindan ise endemik tiir
bakimindan en kalabalik familyadir [18]. Tiirkiye’de Asteraceae familyasina ait 1.209
tlr mevcuttur, bu turler iginde 447 tir endemiktir [19, 20].

2.1.1. Tanacetum L. cinsi morfolojik dzellikleri

Tanacetum cinsi kiigiik, orta boyda veya uzun, rizomlu veya yari ¢ali formunda
bulunmaktadir. Bitkinin gévde kismi siklikla yaprakli ve dallanmistir. Disi cicekler
genellikle beyaz, sar1 ve pembe renkte olup dilsi formda bulunurlar [21]. Bitki genel
olarak Haziran ve Temmuz ayinda ¢igek agmakta, kiregtagi ugurum alanlarinda ve

kayalarda biiyiime alan1 bulmaktadir [22].

Cinsin toplamda 160 tiirii bulunmaktadir ve Bat1 Asya’dan Avrupa’ya, Kuzey
Afrika ve Kuzey Amerika’da yayilis gosterir. Tiirkiye’de ise cinse ait 46 Tanacetum

tiirti bulunmaktadir [6].



2.1.2. Tanacetum armenum (DC.) Sch.Bip. morfolojik 6zellikleri

Kaya papatyasi ismiyle de bilinen Tanacetum armenum (DC.) Sch.Bip. ¢ok yillik
bir bitki olup tilkemizde genis olarak yayilim gostermektedir. Bolu, Kars, Amasya,
Ankara, Antalya, Erzincan, Glimiishane, Isparta, Kayseri, Konya, Kahramanmaras ve

Nigde bolgelerinde rastlamak mumkandir (Sekil 2.1.).

T. armenum morfolojik oOzellikleri Flora of Turkey’de asagidaki gibi

agiklanmustir:

Bitki kisa, kubbeli veya dagmik bir bicimde duran ¢alimsi formdadir. Cigek
saplart 6-12 cm arasinda, seyrek tiiyli yukaridan bakildiginda gudde seklindedir.
Pinnatisekt yapraklar seyrek veya bazen yogun beyazimsi tiiylii ve noktali boyu 1.5-3.5
cm arasinda, eliptik veya lanseolat yapraklarin yanal segmentleri 2-5 ciftlidir.
Kapitulum ¢iplak pedinkiiller {izerinde bir tane, involukrum 0.5-0.8 cm genisligindedir.
Yapraklart serit bigimli olan tiirler beyaz, 10mm. Ligula 5.5-8 x 3-4 mm. Disk
seklindeki ¢igcekler 5.5-8 x 3-4 mm. Aken, Ulzerinde 4-7 adet soluk seritle birlikte
kahverengi 2 mm, korona yok veya cok ince, 0.1mm. Kirectasi veya gakil taslarinin

catlaklari arasindan, bazen igne yaprakl agaglik alanlarda yetisirler [15].

Sekil 2.1. Tanacetum armenum (DC.) Sch.Bip. Tiirkiye deki yayilist (http-1)

2.2. Tanacetum Tdurlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Tanacetum tiirleri genis yelpazede aktivitelere sahip oldugu hem halk arasindaki
kullanim sekillerinden hem bilimsel olarak kanitlanmis olan g¢alismalardan ortaya
¢ikmistir. Rapor edilen etnobotanik arastirmalar sonucunda Tanacetum turlerinin halk

arasindaki kullanim bilgileri asagidaki tabloda (Tablo 2.1.) 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Tanacetum tirleriyle ilgili Tiirkiye de yapilan etnobotanik ¢alismalar

Halk Kullamilan Kullanim
Tanacetum Taru arasindaki u utan Kullanim amaci Kaynak
kisim sekli
adi
T. argyrophylium (C. Toprakustt Dekoksiyon  Akgiger hastaliklari,
Koch) Tvzel. var. Ceren kisimlar, . = g
- Infuzyon soguk algmlig1
argyrophyllum sap, cicek
N Ates diistiriicii, safra
T. balsamita L. Marsuvan  Toprakiist Inflizyon kesesi hastaliklari, [23]
otu kisimlar S
ditretik
T. punctatum (Desr.) Sendel Toprakdisti nfiizyon Err_1anogog, anti-
Grierson kisimlar inflamatuar
Solucan Toprakisti . . S
T. vulgare L. otu tsimlar Infiizyon Ihtas agici, midevi [24]
. Toprakusti
T. zahlbruckneri : < -
(Nab.) Grierson Papatya kisimlar, Dekoksiyon Soguk alginhigi [25]
yapraklar
T. chiliophyllum
(Fisch. & Mey) Toprakusti e -
Schultz Bip. var. Bevijan Kasimlar Infiizyon Seker hastalig1 [26]
chiliophyllum
T. parthenium Sch. . . Oksiiriik, bademcik
Bip. Papatya Cicek Dekoksiyon ‘ltihabi [27]
. . - Soguk algmligi,
T coccineum (willd.) Sendel otu Toprakusti Infiizyon  bogaz agrisi, 6ksiiriik [28]
Grierson kisimlar, Kesici

Tablo 2.1.’den goriildiigii gibi halk arasinda Tanacetum tirlerinin ¢ogunlukla toprak

istii kisminin infiizyonundan veya dekoksiyonundan tedavi amagla faydalanilmistir.

Tanacetum tiirleriyle ilgili yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarinin sonuglari
asagidaki tabloda (Tablo 2.2.) derlenmistir.

Tablo 2.2. Tanacetum tiirleriyle ilgili yapilan aktivite ¢calismalari

Biyolojik _— Calisilan Kullanim
Aktivite Tanacetum Turu Kisim Sekli Kaynak
Cicek/Yaprak Piretrin [29]
T. abrotanifolium (L.) Druce
() Govde Ekstre [30]
(hegzan)
T. vulgare (L.) Cicek Ugugu [31]
Antiinsektisidal . a8
Gicekli Ekstre
T. parthenium (L.) Schultz Bip. toprakdist [32]
K (COy)
1simlar
T. L. (emend. Ekstre
Brig.) chiliophyllum (Fisch.& Toprakustu (hegzan/ [33]
Mey.) kisimlar/Kok  etilasetat/
var. monocephalum Grierson metanol)




Tablo 2.2. (devam) Tanacetum tiirleriyle ilgili yapilan aktivite ¢alismalar

Biyolojik

Calisilan

Kullanim

Aktivite Tanacetum TUrd Kisim Sekli Kaynak
T. parthenium (L. .
pSchuI tZ_Bip( ) Cicek Ekstre (CO,) [34]
Antimigren Tobrakiistii Ekstre -
T. sonbolii Mozaff k?&mlar [etanol:distile [35]
su (1:1)]
Santin-
. Toprakdsti Ermanin-
T. microphylium DC. kisimlar Centaureidin [36]
Flavonoidleri
T. N
Toprakdst Ekstre
argenteum ZL:TI]Jsp. argente Kisimlar (Kloroform) [37]
Toprakdst o
Antienflamatuar T.vulgare L. kisimlar Ugucu yag [38]
- Ekstre
Tﬁfsrlan'ﬁ’:rt“ (diklorometan  [39]
)
. Ekstre
T. microphyllum DC. Topraksti (hegzan/diklor
Kisimlar ometan/etil [40]
asetat/metanol
)
T. alyssifolium (Bornm.) Toprakdst Ekstre (etil [41]
Grierson kisimlar asetat)
T. polycephalum L. Ekstre
Schutz-Bip Yaprak (hegzan) [42]
Ekstre
T. argentum ssp. argentum Yaprak (metanol/hegz [43]
Antikanser an/etil asetat)
T. gracile Hook's F & Cicekli -
Thomson Sargun Ugucu Yag [44]
T. parthenium (L.) Ekstre
Schultz-Bip Yaprak (etanol) [45]
Ekstre
T. vulgare ssp. sicilum Cicek (diklorometan [46]
)
Toprakdst Ekstre
T. vulgare L. kisimlar (metanol) [47]
T sonbolii Mozaff Toprakdst Ekstre (distile [48]
' ' kisimlar su)
T. parthenium (L.) : Ekstre
Schultz-Bip Gigek (etanol) [49]
Antioksidan T. balsamita L. Toprakisti Ekstrle [50]
kisimlar (etanol:su)
Toprakdst Ekstre
T vulgare L. kisimlar (etanol:su) [50]
T. parthenium (L.) . Ekstre
Schultz-Bip Cigek baglan (etanol) [51]
Toprakdst Ekstre
T vulgare L. kisimlar (metanol) [52]




Tablo 2.2. (devam) Tanacetum tiirleriyle ilgili yapilan aktivite ¢alismalar

Biyolojik _— Calisilan Kullanim
Aktivite Tanacetum TUrd Kisim Sekli Kaynak
T. corymbosum (L.) Sch. Toprakdsti Ekstre [52]
Bip kisimlar (metanol)
T. macrophyllum (Waldst. Ekstre
et Kit.) Sch. Yaprak (metanol) [52]
T. armenum (DC.) Schultz Toprakistu Ekstre [12]
Bip. kisimlar (metanol)
T. cadmeum (Boiss.) Toprakdst Ekstre [11]
Antioksidan Heywood ssp. cadmeum kisimlar (metanol)
T. cilicicum (Boiss.) Toprakdsti Ekstre [11]
Grierson kisimlar (metanol)
T. praeteritum (Horw.) -
Heywood ssp. Toprakdsti Ekstre [11]
Y kisimlar (metanol)
massicyticum Heywood
T. praeteritum (Horw.) Toprakustu Ekstre [11]
Heywood ssp. praeteritum kisimlar (metanol)
HSV 1ve HSV Ekstre
2 Replikasyon T. vulgare L. Kok [53]
S (metanol)
Inhibisyonu
T. parthenlum (L) Yaprak Ekstre (distile [54]
Antidepresan Schultz-Bip su)
T. polycephalum Schultz Toprakdst Ekstre (%80 [55]
Bip. kisimlar etanol)
T. abrotanifolium (L. . -
AChE enzim Druce (L) Cicek ve sap Ucgucu Yag [56]
Inhibisyonu T. vulgare L. Kok Ekstre (etil [57]
asetat)
T. parthenium (L.) Toprakdst Ekstre 58]
Schultz-Bip kisimlar (etanol:su)
. . . Ekstre
Antiprotozoal T. sonbolii Mozaff. Cicek (aseton) [59]
Toprakdsti Ekstre (etil [58]
kisimlar asetat)
T. aucheranum (DC.) Toprakdsti -
Schultz Bip. kisimlar Ugucu Yag [60]
T. Toprakdsti
chiliophyllum var. chiliop Kasimlar Ucgucu Yag [60]
hyllum
Jenteum subsp. Toprakdst g
flabellifolium kisimlar ~ O5u Yag [61]
. . Ekstre
T. balsamita L. Cicek (hegzan) [62]
Antimikrobiyal inoi Cicekli
Y T sa_ntoIInOIdes ([.)C') toprakusti Ugucu Yag [63]
Feinbr. and Fertig
kisimlar
Cicekli
toprakustl (he Ezkasr:rgter) [62]
T.vulgare L kisimlar gzan:
Cigek baglar Ugucu Yag [64]
T. chiliophyllum (Fisch. & . .
Mey.) Schultz Bip. var. CIQEI(K/OG.ISVdE/ Ugucu Yag [65]

monocephalum Grierson




Tablo 2.2. (devam) Tanacetum tiirleriyle ilgili yapilan aktivite ¢alismalar

Biyolojik _— Calisilan Kullanim
Aktivite Tanacetum TUrd Kisim Sekli Kaynak
T. parthenium (L.) Schultz-Bip Toprakustu Ugugu [66]
. - kisimlar Yag
Antibakteriyel - ;
T. argyrophyllum var. Toprakustu Seskiterpe [67]
argyrophyllum kisimlar n laktonlar

Yapilan kaynak taramasi sonucunda Tanacetum tiirlerinin ¢ogunlukla ¢igek ve
toprakiistii kisimlarindan faydalanildigi goriilmektedir. Bitkiden ugucu yag ve farkli
polariteli ekstreleri elde edilerek ¢esitli biyolojik aktivite testlere tabi tutulmustur.
Cogunlukla Tanacetum’dan elde edilen drunler antioksidan, anti-kanser ve

antimikrobiyal olarak potansiyel bulunmustur.
2.3. Tanacetum Turleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar

Tanacetum tdrleri tizerinde sekonder metabolitleri aydinlatmak icin pek ¢ok
fitokimyasal ¢aligma mevcuttur. Bu ¢alismalar sonucunda tespit edilen bazi sekonder

metabolitler agagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Tanacetum tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen sekonder

metabolitler
BILESIK TUR KAYNAK
SESKIiTERPEN LAKTONLAR

Arbuskulin A T. ferulaceum (Sch. Bip) [68]

Arglanin T. praetehtum ssp. praeteritum [69]

Armefolin T. praeteritum spp. praeteritum (6]

T. vulgare

Krizanin T. cinerariaefoliu [70]

T. argenteum ssp. flabellifolium [71]

Dentatin A T. vulgare [72]

T. chiliophyllum var. heimerlei [73]

Eginens T. densum ssp. enginense [74]

Erivanin " balsa.ml'fa [75]

T. santolinoide
Magnolialid T. vulgare [76]




Tablo 2.3. (devam) Tanacetum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

BIiLESIK TUR KAYNAK
SESKITERPEN LAKTONLAR
Praeteritenolid T. praetehtum ssp. praetehtum [69]
T. argenteum ssp. argenteum [77]
T. argenteum ssp. jlabellifolium [71]
T. densum ssp. eginense [78]
Diasetil-P-siklopiretrosin T. a;gg;gggz;llll:l:nmvar. [67]
T. densum ssp. sivasicum [79]
T. densum ssp. amani [80]
T. chiliophyllum var. heimerli [81]
T. parthenium [82]
Reynosin T. vulgare [76]
T. praeteritum ssp. praeteritum [83]
T. vulgare [76]
T. parthenium [82]
T. santolina [84]
Santamarin T. argenteum ssp. canum var. [85]
canum
T. praeteritum ssp. praeteritum [69]
T. tanacetioides [86]
Tanasetin T. vulgare [87]
T. vulgare [76]
T. parthenium [82]
Partenolit T. densum ssp. amani [88]
T. argenteum ssp. flabellifolium [80]
T. argenteum ssp. canum var. [74]
canum
Dihidropartenolit T argenteu(r;;rs]zpr)ﬁ canum var. [74]
Piretrosin T. cinerariaefolium [89]
Ridentin T. santolin [85]
T. vulgare [76]
T. chiliophyllum var. heimerlei [81]
T. densum ssp. eginense [78]
Tamirin T. argenteum ssp. flabellifolium [71]
T. myricophyllum [90]
T. chiliophyllum [91]
T. polycephalum [92]
T. argyrophyllum [90]
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Tablo 2.3. (devam) Tanacetum tirleri dizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

BIiLESIK TUR KAYNAK
SESKITERPEN LAKTONLAR
Tanasetol A T. vulgare [93]
T. cilicium [94]
Kanin T. vulgare [83]
T. parthenium [88]
T. macrophillum [84]
Piretrin T. parthenifolium [95]
T. odessanum [96]
Farnesol T. corymbosum
T. cilicium [9]
T. macrophyllum
T. densum ssp. sivasicum [79]
T. densum ssp. amani [80]
T. argenteum ssp. argenteum [77]
Spisiformin T. densum ssp. eginense [78]
T. argenteum ssp. flabellifolium [71]
T. chiliophyllum var. heimerlei [81]
T. ferulaceum [68]
T. ptarmicaeflorum [97]
FLAVONOITLER
T. vulgare
T. parthenium [98]
T. polycephalum
T. praeteritum spp. praeteritum [99]
Apigenin T. cinerariifolium [100]
T. palustre [101]
T. leptophyllum
T. corymbosum [102]
T. ferulaceum
Aplg(e(rxrslai;{?ne)tlleter T. vulgare [103]
Asasetin 7-diglukozid T. vulgare [103]
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Tablo 2.3. (devam) Tanacetum tirleri dizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

BIiLESIK TUR KAYNAK
FLAVONOITLER
T. densum spp. eginense [78]
T. sibiricum [104]
6-Metoksiapigenin
(Hispidulin) T vulgare [98]
T. densum spp. amani [77]
T. praeteritum spp. praeteritum [100]
Diosmetin (5,7,3"-
Trihidroksi 4'- T. vulgare [105]
metoksiflavon)
T. vulgare
. [98]
T. parthenium
) T. boreale [106]
Luteolin ) o
T. cinerariifolium [101]
T. polycephalum [99]
T. praeteritum spp. praeteritum [100]

T. parthenium

Luteolin 7-glukozit [98]
T. vulgare
FLAVONLAR
T. vulgare
. [98]
T. parthenium
Aksillarin (kuersetagetin T. boreale [106]
3,6-dimetileter) T. sibiricum [104]
T. ferulaceum [68]
T. densum spp. amani [80]
Sentaureidin (5,7,3'- T. microphyllum [39]
Trihidroksi 3,6,4'- T. parthenium [98]
trimetoksiflavon) T. chiliphyllum [107]
Ermanin (5,7-dihidroksi .
3,4'- dimetoksiflavon) T. microphyllum [108]
Kampferol T. palustre [102]
] T. vulgare [105]
Kersetin
T. boreale [106]
_ Tanetin (6- T. parthenium [109]
hidroksikamferol 3,7,4'- o
trimetileter) T. densum spp. sivasicum [79]

12



Tablo 2.3. (devam) Tanacetum tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu tespit edilen

sekonder metabolitler

BIiLESIK TUR KAYNAK
FLAVONONLAR
Izosakuranetin (5,7-
dihidroksi 4'- T. sibiricum
metoksiflavanon)
2'5,5,7- T. sibiri [104]
Tetrahidroksiflavanon - stoiricum
Naringenin T. sibiricum

2.3.1. Tanacetum tdrlerinin ugucu bilesikleri

Tanacetum tiirleri iizerinde ucucu yag kompozisyonunu aydinlatmak icin yapilan

pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu calismalar sonucunda tespit edilen ugucu bilesikler

asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Tanacetum turlerinde tespit edilen ugucu bilesikler

Madde Tanacetum tiri (bilesigin %) Kaynak
T. argenteum (Lam.) Willd. subsp. ca_num (C. Koch) Grierson var. canum [110]
(C. Koch) Grierson (14.8)
1,8-Sineol T. mucroniferum Hub.-Mor. & Grierson (21.9) [111]
T. nitens (Boiss. et NOE) Grierson (27.6) [112]
T. armenum (DC.) Schultz Bip (yaprak/ toprak tstii kisim; 31.0/11.0) [11]
T. argenteum (Lam.) Willd. ssp. argenteum (L.) All (67.9) [110]
T. argenteum (Lam.) Willd. subsp. cgnum (C. Koch) Grierson var. canum [110]
o-Pinen (C. Koch) Grierson (53.6)
T. argenteum ssp. argenteum (36.7) [113]
T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. amani Heywood (9.7) [113]
T. argenteum ssp. argenteum (27.5) [113]
B-Pinen T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. amani Heywood (27.2) [113]
T. argenteum (Lam.) Willd. ssp. argenteum (L.) All. (4.8) [110]
T. argyrophyllum var. argyrophyllum (52.0) [114]
T. praeteritum (Horwood) Heywood ssp. massicyticum Heywood (51.0) [114]
o-Tuyen T. alyssifolium (Bornm.) Grierson (24.6) [60]
T. argenteum ssp. canum var. canum (12.0) [114]
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Tablo 2.4. (devam) Tanacetum tiirlerinde tespit edilen u¢ucu bilesikler

Madde Tanacetum turi (bilesigin %) Kaynak
T T. balsamita L. ssp. balsamita L. (20.8) [115]
-Tuyon
b-Tuy T. praeteritum (Horwood) Heywood ssp. massicyticum Heywood (10.0) [114]
T. parthenium (L.) Schultz Bip. (60.8) [66]
T. parthenium (L.) Schultz Bip. (56.9) [116]
T. sorbifolium (Boiss.) Grierson (54.3) [117]
T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. eginense Heywood (¢igek/sap/yaprak;
Kafur 30.9/25.7/27.7) [118]
T. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz Bip. var. chiliophyllum (Fisch. [119]
Et Mey.) Schultz (28.5)
Tanacetum argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. var. argyrophyllum (C. Koch) [120]
Tvzel (cigek/sap; 29.7/26.6)
T. parthenium (L.) Schultz (12.7) [116]
T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. eginense Heywood (gicek/sap; [118]
Kamfen 10.6/7.0)
T. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz Bip. var. chiliophyllum (Fisch. [119]
Et Mey.) Schultz (7.1)
T. balsamita L. (52.0) [11]
Karvon . ]
T. balsamita L. ssp. balsamita L. (51.0) [115]
. T. macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip. (89.5) [121]
B-Odesmol ] .
T. macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip. (21.4) [122]
T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. amani Heywood (31.3) [123]
T. alyssifolium (Bornm.) Grierson (35.2) [60]
T. praeteritum (Horwood) Heywood ssp. praeteritum (Horwood) [114]
Heywood (28.0)
Borneol T. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz Bip. var. chiliophyllum (Fisch. [60]
Et Mey.) Schultz (15.4)
Tanacetum argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. var. argyrophyllum (C. Koch) [120]
Tvzel. (15.0)
T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. sivasicum Hub.- Mor. et Grierson [124]
(cicek/sap; 5.8/6.4)
Krizantenil T. parthenium (L.) Schultz Bip. (30.0) [125]
asetat T. balsamita L. ssp. balsamita L. (19.7) [119]
cis- . .
Krizantenol T. macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip. (12.0) [122]
trans-
Krizantenil T. parthenium (L.) Schultz Bip. [66]
asetat

Tablo 2.4.’ten goriildigii gibi Tanacetum tlrlerinin ugucu yaglarinda ana bilesikler

olarak basta monoterpenler olmak iizere ¢ogunlukla oksijenli bilesikler bulunmustur.
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2.4. Antioksidan Aktivite Calismalarin Onemi
2.4.1. Serbest radikaller

Atomlarin orbitallerinde eslesmis halde bulunan iki elektron vardir. Elektronlarin
bu gibi eslesmis olarak ¢ift halinde bulunmalar1 atomu kararli kilar [126]. Bu kararli
yap1 bozulur ve atomlar bir veya daha fazla eslesmemis elektron igerirlerse bu
durumdaki atom veya molekiillere serbest radikal ad1 verilir. Bu atom veya molekiillerin
son orbitallerinde eslesmemis elektron bulunur ve bu elektron agigini kapatmak igin
oldukga reaktif hale gelerek bagka atom ve molekiillerle saldirirlar. Serbest radikaller
eslesmemis elektronlarindan 6tiirli oldukca kararsiz ve kisa omiirliidiir ancak radikal
olmayan baska molekiillerle hizlica reaksiyona girerek onlari da radikal haline getiriler

ve zincir reaksiyonlar baslatirlar [127-129].

Serbest radikaller viicutta gerceklesen fizyolojik siiregler igerisinde devamli
meydana gelirler. Bu olusumlarin nedenleri farkli durumlardan kaynaklanabilir,
bunlardan bazilari; radyasyon, UV 1sinlari, sigara dumani, ilag ve pestisitler gibi digsal
nedenlerdir ve bazi enzim reaksiyonlari, oksidatif reaksiyonlar, mitokondriyal
reaksiyonlar gibi organizma icinde meydana gelen olaylar bunlara 6rnek olarak
verilebilir [130, 131]. Serbest radikaller oksijen veya nitrojen kaynakli olabilir, oksijen
kaynakl1 olanlarina Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), nitrojen kaynakli olanlara ise Reaktif
Nitrojen Turleri (RNS) denilmektedir [132]. Reaktif oksijen tirlerine 6rnek olarak
stiperoksit (O2"), peroksil (ROO"), lipit peroksil (LOO®), alkoksil (RO°) ve hidroksil
(OH) radikalleri verilebilir. Reaktif nitrojen tiirleri arasinda ise nitrik oksit (NO°) ve
nitrojen dioksit (NO2") vardir. Ayni1 zamanda serbest radikaller arasinda yer almayan
(nonradikal) ancak patolojik durumlarda organizmada iiretilerek canlida serbest radikal
uretimine neden olan hidrojen peroksit (H202) ve ozon (Oz) gibi oksijen tlrevleri de
bulunmaktadir [132-134].

Serbest radikal iiretimi oksijenli solunum yapan tiim canlilarda gergeklesir ancak
viicutta serbest radikaller ve antioksidan maddeler arasindaki denge bozulursa ve serbest
radikal miktar1 artisa gegerse bu durumda “Oksidatif Stres” denilen tablo ortaya ¢ikar.
Oksidatif stresle birlikte hiicre zar1 tahribati, lipit peroksidasyonu gibi hasarlar ortaya
cikar ve bunlarin ilerlemesiyle hipertansiyon, bagisiklik sistemi yetersizligi, kanser gibi
hastaliklar gelisebilir. Yapilan ¢aligmalar sonucu giiniimiizde bir¢ok hastaligin belli bir

seviyede oksidatif stresle baglantili oldugu ortaya ¢ikarilmistir [135, 136].
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2.4.2. Antioksidanlarin 6nemi

Oksijenli solunum yapan organizmalarda hem serbest radikal dretimini
yavaglatmak hem de onlarin verecegi zarar1 engellemek i¢in ¢esitli antioksidan savunma
mekanizmalart bulunmaktadir [137]. Organizmada bir ¢esit koruyucu kalkan gorevi
yapan antioksidan maddeler, serbest radikallere kendi elektronlarindan vererek onlar
kararli duruma getirirler ve bunun sonucunda kendileri serbest radikal haline gelmezler
[138].

Viicut i¢in 6nemli bir gereksinim olan antioksidan maddeler viicutta dogal olarak
sentezlenirler ancak bunlarin yetersiz oldugu durumda digsardan alinmalart gerekir.
Disardan alinan antioksidan maddeler dogal ve sentetik olmak iizere ikiye ayrilir.
Sentetik antioksidan maddelere 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Trolox verilebilir [139]. Dogal antioksidanlar ise
bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunmaktadir. Bu dogal antioksidan maddeler 6zellikle
yesil sebzelerde, tohumlarda, A, C ve E vitamini igeren bitkilerde bulunur [140, 141].
Bitkisel kaynakli antioksidan maddeler dogal yollardan elde edilmeleri, yan etkilerinin
sentetik maddelere gore c¢ok diisiik olmasi, maliyet acisindan daha avantajli olmasi
nedeniyle arastirma alanlarinda 6zellikle sentetik maddelere gore daha onemli hale
gelmistir. Dogal antioksidan maddelere 6rnek olarak askorbik asit, kersetin, apigenin ve

tokoferoller gibi maddeler 6rnek verilebilir [142-144].
2.4.3. Antioksidan aktivite tayinleri

Antioksidan aktivite tayinleri iki grup altinda incelenmektedir. Bunlar elektron
transferi ve hidrojen atomu transferine dayanan yontemlerdir.
1. Elektron Transferine Dayanan Yéntemler
e DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal suptirme etkisi;
e FRAP, demir iyonu indirgeme kapasitesi;
e TEAC, Troloxa esdeger antioksidan kapasite tayini elektron transferine dayanan
antioksidan kapasite tayinlerine 6rnek olarak verilebilir [145].
2. Hidrojen Atomu Transferine Dayanan Yontemler
e ORAQC, oksijen radikali absorplama kapasitesi;
e TRAP, toplam radikal yakalama gticu,

e Krosin soldurma yontemi,
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e Linoleik asit oksidasyonunu indirgeme kapasitesi hidrojen atomu transferine
dayanan yontemler arasinda sayilabilir [145].

2.4.3.1. Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) degerlendirmesi

Troloks’a esdeger antioksidan kapasite tayini elektron transferine dayali bir
yontemdir. Deneyde ABTS bilesigi potasyum persilfat ile tepkimeye girerek oksitlenir
ve aktif ABTS"" radikal katyonuna doénsiir. ABTS* radikal ¢dzeltisine antioksidan ajan
ilave edilmesiyle ABTS™ indirgenir ve absorbans degerlerindeki degisiklikler
spektrofotomektik olarak 734 nm’de olgiillr [146]. Deneyde gerceklesen kimyasal
tepkime Sekil 2.2.”de gosterilmistir.

HO:S HO:S
s s SO s s SO
Ki8:0
N—nN N N—N
<
N\ /N Antioksidan N\ /N

CH,CH, H,CH,C CHyCH; H,CK,C

Sekil 2.2. ABTS nin indirgenme ve ytikseltgenme mekanizmalar: [147]

2.4.3.2. Serbest radikal supiricu etki (DPPH Testi)
Elektron transferine dayali bir yontem olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH)

radikal siipiirme deneyi ilk kez 1958 yilinda ortaya atilmis olup, sonrasinda
aragtirmacilar tarafindan modifye edilmistir. Deney mekanizmasinda DPPH kararli
serbest radikal gorevi yapar ve bir antioksidan ajan ilavesiyle DPPH radikalinin
indirgenmesi mantigina dayanmaktadir. Ger¢eklesen kimyasal tepkimenin semasi Sekil
2.3.’te gosterilmistir. Indirgenme sonunda antioksidanlarin serbest radikal stpurct

etkileri spektrofotometrik analiz (517 nm’de) sonuglarina gére degerlendirilir [148].
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MOR

Sekil 2.3. DPPH radikalinin indirgenme mekanizmas: (http-2). A-H: antioksidan ajan.

2.4.3.3. p-Karoten soldurma testi

Hidrojen transferine dayali bir yontem olan -karoten soldurma testi linoleik asitin
1s1 etkisi ile oksitlenerek peroksit tiirevleri olusturmasi ve peroksit tlrevlerinin -
karoten’in rengini soldurmasi prensibine gore gerceklestirilmektedir (Sekil 2.4.).
Cozeltiye antioksidan bir ajan eklenmesiyle B-karoten’in renk solmasi gecikir ve
rengindeki degisim spektrofotometrik olarak oOlgiilerek ajanin antioksidan kapasitesi
degerlendirilir. Deneyde Tween 20, linoleik asit ve -karoten’in sulu ortamda dagilmasi

icin emilgator gorevi gorur [149].

+L0O0*
—_—

HiC CH; poL GHs

H,c CHs
H,C CHz

p-Karotenil peroksil radikal (p-Kar*)

|

Yeni peroksil radikallerin  Reaktif olmayan iiriinler  Epoksitlerin iiretimi
iiretimi p-Kar-do

Sekil 2.4. f-Karoten'in linoleik asit ile tepkimesi [150]. LOO" : lipit peroksidi
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2.4.3.4. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testi

Hidrojen transferine dayali bir ydontem olan oksijen radikali absorbans kapasitesi
testi, floresan 0zellik gosteren bir prob maddenin, peroksil radikalleriyle girdigi tepkime
sonucunda floresan ozelligini kaybetmesi prensibine dayanir (Sekil 2.5). Antioksidan
madde ilavesiyle fléresan maddenin renginin sonmesi gecikir ve fléresan maddenin
rengindeki degisim spektrofotometrik olarak Olcllerek antioksidan kapasite
degerlendirilir. Bu amagcla fléresan madde olarak fleurossein, serbest radikal Greticisi
olarak ise 2,2,-azobis(2-metilpropinamidin) dihidroklorur (AAPH) kullanilir [151].

HN CH, cl'Hj NH HN (|JH_1
W, o T Y
‘C— *—_‘c:_\:—c_c‘:\ _..,3;{; 2 c—C.
- | - z -
H,N CH, c|'H5 NH, H;N J:][A
AAPH karbon merkezli radikal
HN CH, HN CH;,
W, W .
7 C—Cs +20,—» 1 C—C-0—0
Y 8 BN (g,
peroksil radikal
HN f|-'He. HN CH,
W, . \:
C—C-0—0" +FH'—» '

ftZ—C—U—(}II +F*

H,N EZHA, fliresan prob H,N CH,

F* + AyfOH—— FH +ArO*
Antioksidan Antioksidan radikali, reaktifligi diisiik

Sekil 2.5. Peroksil radikal ve antioksidan maddenin fléresan proba etkisi [152]

2.4.3.5. Toplam fenol miktar tayini
Ekstrelerdeki toplam fenol miktar tayini Folin-Ciocalteau reaktifinin bazik
ortamda antioksidan etkili bilesikler ile indirgenmesi prensibine dayanmaktadir.
Deneyde gergeklesen kimyasal tepkime asagida gosterildigi gibidir:
Mo(VI) + & — Mo(7)
Deneyde kullanilan sodyum karbonat (Na2COz3) ortami bazik hale getirmek i¢in
kullanilmaktadir. Numunede bulunan toplam fenol miktar1 karigimin absorbans

degerleri spektrofotometre ile (760 nm’de) olgiilerek gallik asite esdeger olarak
hesaplanir [153].
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2.4.3.6. Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerde bulunan toplam flavonoit miktari, bilesiklerin AIClz reaktifi ile
reaksiyona girerek olusturduklari renkli kompleks bilesenlerin absorbans degerlerinin
6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.6.). Flavonoitler AICI3 reaktifi ile sar1 veya
yesil renkli selatlar meydana getirirler. Numunede bulunan toplam flavonoit miktari
karisimin absorbans degerleri spektrofotometrik (415 nm’de) olarak Olgiilerek

kersetin/rutine esdeger olarak hesaplanir [154].

OH
+ AlC, 0 lo

|
-

OH O
Al—(

Cl

Sekil 2.6. Flavonoitlerin AICI; ile tepkimesi [155]

2.5. Antidiyabetik Arastirmalarin Onemi
2.5.1. a-Amilaz enzim inhibitorleri

a-Amilaz, nisastay1 bir disakkarit olan maltoz bilesigine parcalayan enzimdir.
Proteaz grubundan bir enzim olup, enzim ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan ikinci enzim
tiriidiir. Kandaki glukozun ana kaynaklarindan olan nisastanin pargalanmasi a-amilaz
ve a-glukozidaz enzimlerinin yardimiyla gergeklestirilir. Pankreatik a-amilaz enziminin
nisasta molekiillerini hidroliz etmesi a-(1,4) glikozid baglarini ayirarak maltoz ve diger
oligosakkaritlere par¢alamasi prensibiyle gerceklesir [156, 157].

a-Amilaz enzim inhibitorleri, karbonhidratlarin par¢alanmasimi geciktirir ve
glukoz emilim hizinin yavaslamasina neden olur. Boylece kandaki glukoz seviyesi
diisliriilmiis olur. Amino sekerlerden olan akarboz, pankreatik a-amilaz igin ¢ok iyi
inhibitor olup tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan bir bilesiktir [158].

Literatirde Tanacetum turleriyle ilgili antidiyabetik arastirmalarin sonuglari
mevcuttur. 2017 yilinda Yur vd. tarafindan T. haussknechtii Bornm. Grierson turi
tizerinde yapilan calismada metanollii ve etil asetathi ekstrelerin a-amilaz enzimini

inhibe edici potansiyel gosterdigi tespit edilmistir [159]. Ozek vd. (2018) tarafindan T.
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praeteritum (Horwood) Heywood subsp. praeteritum (Horwood) tiirii izerinde yapilan
arastirmada bitki ugucu yaginin a-amilaz enzimini inhibe edici potansiyeli saptanmistir
[160]. Khan vd. (2018) T. nubigenum Wall. ex DC. hipoglisemik potansiyeli protein

tyrosine phosphatase-1B enzimi inhibe etme etkisine gore tespit edilmistir [161].
2.5.1.1. a-Amilaz inhibisyon testi

Diyabet hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan a-amilaz enzim inhibitorleri in-vitro
ortamda test edilebilmektedir. Bu amag i¢in potasyum iyodiir (KI), nisasta ¢ozeltisi ve
a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. o-Amilaz enzimi nisastayr oligomerlere kadar
hidroliz eder. Hidroliz sonucunu test etmek i¢in indikatdr olarak iyot eklendiginde
iyodun rengi degismez (Sekil 2.7.). Ortama a-amilaz enzim inhibitéri eklenmesiyle
nisastanin par¢alanmasi engellenmis olur ve iyodun nisastayla olusturdugu kompleksin
rengindeki degisim spektrofotometrik olarak olgiilerek a-amilaz enzim inhibisyonu
degerlendirilir [162].

- o-Amilaz -
CH,OH CH,O CH,0H CH,OH
0, 0, l o 0,
OH OH OH OH
— O+ o 0O 0- — O——
H OH H OH

Sekil 2.7. Nisastanin a-amilaz enzimi araciligryla par¢alanmasi [163]
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kimyasal Maddeler

Proje kapsaminda gergeklestirilen fitokimyasal ve biyolojik aktivite

arastirmalarinda kullanilan kimyasallarin listesi asagida verilmistir:

Akarboz (Sigma-Ald., Fransa)

Alliminyum klorar - AICI3 (Merck, Almanya)

a-Amilaz enzimi (Sigma-Ald., Fransa)

Anisaldehit (Sigma-Ald., Fransa)

Asetik asit (Sigma-Ald., Almanya)
2,2,-Azobis(2-metilpropinamidin) dihidroklorir - AAPH (Sigma-Ald., Fransa)
2,2’-Azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-stlfonik asit) -ABTS (Sigma-Ald.,
Almanya)

B-Karoten (Fluka, ABD)

Borontriflorid — BFs (Merck, Almanya)

Butillenmis hidroksi anisol - BHA (Sigma-Ald., Almanya)
1-Difenil-2-pikrilhidrazil - DPPH (Sigma-Ald., Fransa)
Difenilborik asit-[1-etilaminoester (Sigma-Ald., Fransa)
Dimetil sulfoksit -DMSO (Sigma-Ald., ABD)

Disodyum fosfat - Na2HPO4 (Sigma-Ald., Fransa)

Etanol (Sigma-Ald., Almanya)

Etil asetat (Sigma-Ald., Fransa)

Fluoresein (Sigma-Ald., Fransa)

Folin-Ciocalteu reaktifi - FCR (Sigma-Ald., isvigre)
Formik asit (Sigma-Ald., Fransa)

Gallik asit (Sigma-Ald., Cin)

Glasiyel asetik asit (Sigma-Ald., Fransa)

n-Hekzan (Merck, Almanya)

Hidroklorik asit -HCI (Sigma-Ald., Almanya)

Iyot (Sigma-Ald., Fransa)

Kersetin (Sigma- Ald., Almanya)

Kloroform (Sigma-Ald., Fransa)
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e Linoleik asit (Sigma-Ald., ABD)

e Metanol (Sigma-Ald., Polonya)

e Nisasta (Sigma-Ald., Fransa)

e Polietilen glikol-4000 (Sigma-Ald., Fransa)

e Potasyum iyodir - KI (Sigma-Ald., Fransa)

e Potasyum persulfat - K2S20sg (Sigma-Ald., Almanya)
e Sodyum dihidrojen fosfat - NaH2PO4 (Sigma-Ald., Fransa)
e Sodyum hidroksit -NaOH (Merck, Almanya)

e Sodyum karbonat - Na.CO3 (Merck, Almanya)

e Sodyum Klorir - NaCl (Riedel de Haen, Almanya)

e Sdilfurik asit - H2SO4 (Sigma-Ald., Fransa)

e Toluen (Sigma-Ald., Fransa)

e Trolox (Sigma-Ald., Almanya)

e Tween-20 (Merck, Almanya)

3.1.1. Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda kullanmilan kimyasal madde ve
mikroorganizmalar

e Mueller Hinton Broth (Sigma- Ald., Almanya)

e Mueller Hinton Agar (Sigma- Ald., Almanya)

e Saboroud Dextrose Agar (Sigma- Ald., Almanya)

e Potatoes Dextrose Agar (Sigma- Ald., Almanya)

e R4130- RPMI 1640 medium (with glutamin and phenol red, without
bicarbonate) (Sigma- Ald., Almanya)

e 3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid (MOPS-%99.5) 250 gr/kutu (Sigma-
Ald., Almanya)

e Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Sigma-Ald., Almanya)

e Escherichia coli ATCC 8739 (Sigma-Ald., Almanya)

e Salmonella enterica ATCC 14028 (Sigma-Ald., Almanya)

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Sigma-Ald., Almanya)

e Bacillus subtilis ATCC 19659 (Sigma-Ald., Almanya)

e Kilebsiella aerogenes ATCC 13048 (Sigma-Ald., Almanya)

e Candida albicans ATCC 10231 (Sigma- Ald., Almanya)

23



e Acinobacter baumanni ATCC 19606 (Sigma- Ald., Almanya)

3.2. Cihaz ve Apareyler
Proje kapsaminda yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalarinda

kullanilan cihaz ve apareylerin listesi agagida verilmistir:

e CAMAG Automathic Developing Chamber 3

e CAMAG Automathic TLC Sampler 4

e CAMAG Chromatogram Immersion Device IlI

e CAMAG Reprostar 3

e Clevenger (EP’ne uygun)

e Ceker ocak

e ELISA mikroplak okuyucusu (Biotek Powerwave XS)

e GC/FID Agilent 6890N (SEM Ltd, Istanbul, Tiirkiye)

e GC/MSD sistemi, Agilent 5975 (USA; SEM Ltd., istanbul, Tiirkiye)

e Hassas Terazi, Metler Toledo, NewClassic MS

o Liyofilizator (Freeze Dryer), Labconco Freezone 6 Plus

e Manyetik karistirici, IKO KS260 pH Metre, WTW series, InoLab, pH720

e pH Metre, WTW series, InoLab, pH720

e Rotavapor sistemi, Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital

e Santriflj, Eppendorf, 5804

e Ultrasonik su banyosu, EIma, S100H
3.3. Bitkisel Materyal

Proje materyali olarak Tanacetum armenum bitkisi kullanilmustir. Bitki 6rnegi

cigeklenme déoneminde 21.05.2020 tarihinde Eskisehir Kozkay1 koyti ile Sulukaraagag
koytli arasinda 39°54°15°'N, 30°28°51"'E 1131 m lokasyonundan toplanmistir. Bitkinin
toplanmas1 ve teshisi Dr. Omer Koray Yaylact (Anadolu Universitesi) tarafindan

gerceklestirilmistir. Taze bitki 6rnekleri golgeli ve havadar bir ortamda kurutulmustur

(Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kurutulmus bitkisel materyal

3.4. Ucucu Yag Eldesi

Kurumus bitkinin toprak iistii kisimlar1 (34.0 g, odunlagsmis saplar1 hari¢) uygun
boyuta getirildikten sonra Avrupa Farmakopesine uygun Clevenger apareyinde 3 saat
boyunca hidrodistilasyon islemine tabi tutularak ugucu yagi elde edilmistir (Sekil 3.2.).
Siire sonunda elde edilen ugucu yag verimi kuru bitki baz iizerinden hesaplanmistir
(a/a). Ugucu yag numunesi amber vial i¢inde +4°C’de buz dolabinda muhafaza

edilmistir [164].

Sekil 3.2. Ugucu yag eldesinde kullanilan Clevenger Apareyi

25



3.5. Sabit Yag Asitlerinin Eldesi

Sabit yag asitleri ekstraksiyonu kurutulmus bitkinin  ¢i¢eklerinden
gerceklestirilmistir. Bu amagla Fatty Acid Extraction Kit kullanilmigtir [165]. Deneyde,
0,18 g cicek tartilip kitin iginde bulunan 3 mL ¢6ziicli icinde homojenize edilmistir
(15.000 rpm, 5 dk). Siire sonunda faz ayrimu i¢in 1 dk bekletildikten sonra organik faz
pasteur pipet ile alinmistir. Ekstrenin tizerine 0,5 mL kitin i¢inde saglanan tampon
¢oziicli eklenmistir. Karigim vortex ile 1 dk kanistirilmistir. Faz ayrimi gerceklestikten
sonra organik faz kismi alinarak kitin i¢inde bulunan kartus kat1 fazindan gegirilmistir
(Sekil 3.3.). Buislem sonunda elde edilen ekstre toplam lipitleri icermektedir. Ekstrenin
icinde bulunan sabit yag asitlerinin analizi i¢in trans esterifikasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla, elde edilen ekstreden 200 uL’lik aliquot alinarak azot
gazi altinda kurutulmus ve iizerine 1 mL Boron Triflorure (BF3) reaktifi ve 0,3 mL n-
hegzan eklenerek geri geviren sogutucu altinda 95 °C’de 1 saat isitilmistir. Siire
sonunda, karigimin iizerine 1 mL saf su ve 1 mL n-hegzan eklenmistir. Karisim vortex
ile kangtirtlmig, 1 dk bekletilmis ve faz ayrimi gergeklestikten sonra organik faz
alimmistir. Elde edilen ekstre yag asitlerinin metil esterlerinin karisimidir. Gaz
kromatografik analizi Oncesinde, karisim gaz azot altinda yogunlastirilmistir. Elde
edilen sabit yag asit metil esterleri amber vial i¢inde +4 °C’de buz dolabinda muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.3. Toplam lipitleri iceren ekstrenin kati faz kartusundan gegirme islemi
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3.6. Ekstrelerin Elde Edilmesi

Bitkisel materyalden farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile {i¢ ekstre elde edilmistir. Bu
amagla, kurumus bitkinin toprak iistii kisimlar1 (20.0 gr, odunlagmis saplar1 hari¢) uygun
boyuta getirildikten sonra cam balonda 24 saat x2 sirayla n-hegzan, metanol ve su ile
masere edilmistir. 24 saatte bir ckstreler siiziilerek taze ¢oziicii eklenmistir. Slre
sonunda 1. ve 2. gilin elde edilen ekstreler birlestirilmis ve organik c¢doziiciiler
rotavaporda diisiik basing altinda uzaklastirilmistir (Sekil 3.4.). Su ile elde edilen ekstre
liyofilizatorde (Sekil 3.5.) kurutulmustur. Ekstrelerin verimleri kuru bitki baz Uzerinden
hesaplanmistir. Elde edilen tiim ekstreler amber vial iginde +4°C’de buz dolabinda

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Sulu ekstrenin liyofilizatorde kurutulmas: (Freeze Dryer)
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3.7. Gaz Kromatografik Analizi

Elde edilen ucucu yagin ve sabit yag metil esterlerin kimyasal kompozisyonlari,
gaz kromatografik teknigi ile arastirllmistir. Bu amacla ugucu yag ¢ozeltisi n-hegzan
icinde (%10, v/v) hazirlanmigtir. Sabit yag asitlerinin metil esterlerinin ¢ozeltisi analiz

oncesi n-hegzan ile seyreltilerek analiz igin hazirlanmistir.

Ugucu yagin ve sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonlart GC-FID ve GC/MS
teknikleriyle aydinlatilmistir (Sekil 3.6.). Her iki analiz igin de HP-Innowax FSC kolonu
(60 m x 0.25 um, 0.25 um film kalinligi, Agilent, Walt & Jennings Scientific,
Wilmington, DE, USA) ve tasiyici gaz olarak helyum gazi kullanilmistir. Firin 60 °C’de
10 dakika kaldiktan sonra 220 “C’ye dakikada 4 °C ile ¢ikip, 220 “C’de 10 dakika kalip,
240 °C’ye dakikada 1 °C ile ¢ikmak iizere programlanmustir. Split oran1 40:1 olarak
secilmigtir. Alev iyonlasma detektorii ve enjektor 250 "C’de tutulmustur. Kiitle
spektrumu 70 eV, kitle menzili 35-450 m/z segilmistir [166].

3.8. Ucucu Bilesiklerin Teshisi

Maddelerin tanimlanmasinda tutunma zamanlart ve kiitle spektrumlar
standartlara ve literatiir bilgilerine paralel olarak degerlendirilmistir. Wiley GC/MS
Library (Wiley, New York, NY, USA) (http-3), MassFinder software 4.0 (Dr.
Hochmuth Scientific Consulting, Hamburg) [167], Adams Library [168] ve Baser
Library of Essential Oil Constituents [169] kaynak olarak kullanilmigtir. Madde
miktarlarin belirlenmesinde alev iyonlagma dedektoriinden (FID) elde edilen piklerin

yiizde alanlar1 kullanilmistir.

Sekil 3.6. GC-MS ve GC-FID sistemi
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3.9. Sivi Kromatografisi Analizi (LC-MS/MS)

Elde edilen ekstreler %10 olacak sekilde metanollii ekstre metanolde, sulu ekstre
suda ¢oziilerek analiz i¢in hazirlanmistir. Sivi kromarografik analizi asagida belirtilen

sartlarda gerceklestirilmistir.

Sistem : Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS (Sekil 3.7.)
Metod : Negatif lyonlasma Metodu
Kolon : GL Science Intersil ODS 4.6 x 250, 5 um
Kolon Sicaklig : 40°C
Hareketli Faz : (A) Su: Asetonitril: Formik asit (89:10:1)
(B) Asetonitril: Su: Formik asit (89:10:1)
Akis Hizi : 0.5 mL/dk

B ¢oziiciisiinlin konsantrasyonu %10’dan baslanarak 40 dk.’da %100 olacak sekilde
gradient olarak ayarlanmistir [170].

Sekil 3.7. Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS

3.10. Biyolojik Aktivite Calismalari
Biyolojik aktivite deneyleri icin test edilecek numunelerin ¢ozeltileri %10 DMSO
igeren metanolde asagidaki gibi hazirlanmistir.
— Ucucu yag (30 mg/mL)
— n-hegzan, metanol ve sulu ekstreler (10 mg/mL).
Cozeltiler santrifiijde 5 dk 5.000 rpm santrifiij edilmistir.
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3.10.1. Antioksidan aktivite testleri
3.10.1.1. Troloks’a egdeger antioksidan kapasite (TEAC) degerlendirmesi

Elde edilen ekstrelerin Troloxa esdeger antioksidan kapasite degerlendirilmesi
daha 6nce rapor edilmis yontem kullanilarak gerceklestirilmistir [146]. Deney Oncesi
ABTS aktif reaktifi taze olarak hazirlanmistir. Bu amagla ABTS ve potasyum persulfat
sulu ortamda, oda sicakliginda, karanlikta 16 saat bekletilmistir. Siire sonunda aktif hale
gelen ABTS* aliquotu absolii etanol ile seyreltilmistir. Deneyde, 96-derin kuyucuklu
plakin kuyucuklarima 10 uL numune (ugucu yag/ekstre/Trolox) ¢ozeltisi ve iizerine 990
ul ABTS c¢ozeltisi eklenerek 30 dk oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Siire sonunda, 12-kanalli otomatik pipetdr (Eppendorf) ile alinan 300 uL numune 96-
kuyucuklu mikroplak’a aktarilmistir ve absorbans degerleri 734 nm’de 6lgiilmustiir.
Trolox icin kalibrasyon egrisi cizilerek linear dogru denklemi elde edilmistir. Bu
denklem kullanilarak numunelerin 30 dk sonunda gosterdigi Troloksa esdeger
antioksidan kapasiteleri hesaplanmistir. Inhibisyon yiizde degerleri asagidaki denkleme

gore hesaplanmistir:

Abs —Abs.
% |nh: kontrol numune % 100 (31)
AbSgkontrol

Burada, AbSkontrol V& AbSnumune kontrol ve numunelerin 734 nm’de olgiilen
absorbans degerleridir.

Trolox i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi ve dogru denklemi Sekil 3.8’de

gosterilmistir.
100
y =29.997x - 0.6918 o

Y R = 0.9989 e
o)
z 60 K O
2
E 40
X o

20

e
o **

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5
Konsantrasyon, mM

Sekil 3.8. Trolox kalibrasyon egrisi
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Reaktiflerin Hazirlanmasi:

1) ABTS reaktifi: 36 mg (7 mM) ABTS ve 6,6 mg (2,5 mM) potasyum persulfat
(K2S20g) tartilarak 10 mL suda ¢6ziilmiistiir. Reaktifin aktif hale gelmesi i¢in 16
saat boyunca karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda bu stok ¢ozeltiden 1 mL
alinarak spektrofotometrede absorbansi 0.700-0.800 arasina gelene kadar absolii
etanol ile seyreltilmistir.

2) Trolox ¢ozeltisi: Standart antioksidan olarak Trolox ¢ozeltileri (3,0; 2,0; 1,0; 0,5;
0,25; 0,125 mM) absolii etanolde hazirlanmustir.

3.10.1.2. Serbest radikal stpurtct etki (DPPH testi)

T. armenum ucucu yagi ve ckstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri,
spektrofotometrik yontemle in vitro sartlarda tayin edilmistir. Bu amagla, taze
hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil stabil serbest radikali ¢ozeltisi kullanilmistir
[171]. Deneyde, 96-kuyucuklu plak kuyusuna 100 uL numune (ugucu
yag/ekstre/standart antioksidan) 8-kanalli pipetdr (Eppendorf Plus) kullanilarak
aktarilmigtir. Uzerine 100 uL DPPH ¢ézeltisi eklenmistir. Deneyde diliisyon teknigi
kullanilmistir. Standart antioksidan olarak gallik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Karigim
yarim saat karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda mikroplak okuyucuda 517 nm’de
absorbans degerleri Olcililerek numunelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri tayin
edilmistir. % Inhibisyon degerleri % 50’nin iizerinde olan numuneler i¢in ICso degerleri

SigmaPlot programinda hesaplanmistir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi:
1) DPPH cozeltisi: 2 mg 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) tartilip 25 mL
metanolde ¢6ziillip karanlik ortamda muhafaza edilmistir.
2) Gallik asit ¢ozeltisi: 0.1 mg/mL olarak metanolde hazirlanmistir.

3.10.1.3. p-Karoten soldurma yontemi

Ugucu yag ve ekstrelerin toplam antioksidan aktivitesi lipit peroksidasyonunu
inhibe etme etkisine gore tespit edilmistir. Bu amagla B-karoten soldurma yontemi
kullanmilmistir [172, 173]. Deneyde, 96-kuyucuklu plak kuyusuna 60 uL numune
(ekstre/ucucu yag/BHA) otomatik pipetér (Eppendorf) kullanilarak konulmustur.
Numune ¢ozeltisi i¢in diliisyon teknigi uygulanmistir. Tiim karisimlarin Uzerine 250 uL
emiilsiyon c¢ozeltisi eklenmistir. Emiilsiyon ¢6zeltisi kullanilmadan o6nce 1iyice

calkalanmistir. Mikroplak okuyucu 50°C’de 0. dakikadan baslamak tizere 1 saat 45 dk
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boyunca her 15 dakikada bir 492 nm dalga boyunda Ol¢iim alacak sekilde

programlanmstir. Sonuglar asagida verilen formiile gore hesaplanmistir [149].

%AA :[1 _ (AbSo numune—AbS10s numune)] x 100 (32)

(Absg kontrot—AbS10s kontrol)

Burada, AbSo numune V& AbS105 numune 0. Ve 105. dakikada numune igin dlculen
absorbans degerleridir. AbSo kontrol V€ AbS105 kontrol 0. Ve 105. dakikada kontrol igin
Ol¢iilen absorbans degerleridir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi:

1) B-Karoten Cozeltisi: 1 mg B-karoten tartilip ImL kloroformda ¢oziilmistiir (1
mg/mL). Karistm amber renkli cam sisede hazirlanmis ve karanlik ortamda
muhafaza edilmistir.

2) Emilsiyon Cozeltisi: 200 mg Tween 20 ve 25 uL linoleik asit cam kabin iginde
karistirllmis ve tlizerine Onceden hazirlanmis B-karoten cozeltisi (1 mL)
eklenmigtir. Cam kap aliiminyum folyoyla sarilmis ve kloroform azot gazi
altinda uzaklastirilmistir. Kloroform tamamen ucgtuktan sonra karigimin iizerine
50 mL distile su eklenip iyice ¢alkalanmistir.

3) BHA Cozeltisi: 0,2 mg BHA tartilip 1 mL suda ¢oziilmiistiir (0,2 mg/mL).

3.10.1.4. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testi

Ucgucu yag ve ekstrelerin toplam antioksidan aktivitesi peroksit radikallerinin
floresan probunun fléresan 6zelligini sondiirmesi prensibine gore test edilmistir. Bu
amacla fléresan prob olarak fluoresein, serbest radikal Ureticisi olarak 2,2,-azobis(2-
metilpropinamidin) dihidrokloriir (AAPH) ve standart olarak Trolox kullanilmigtir. 96-
kuyucuklu plak kuyusuna 25 uLL numune (ugucu yag/ekstre/trolox) ve 150 uL 4 nM
fluoresein konulmus ve karanlik ortamda 30 dk boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 25 uL 225 nM AAPH reaktifi ilave edilip plaktaki ¢ozeltiler 10 sn siireyle
calkalanmistir. Mikroplak okuyucu 37°C’de 0. dakikadan baglamak iizere 180 dk
boyunca her dakikada bir 485 nm dalga boyunda uyarilip 535 nm dalga boyunda yayilim
yapacak sekilde programlanmistir (kinetik 6l¢lim). Deney sonunda her numune i¢in egri
altinda kalan alan hesaplanarak bu alandan kontroliin alani ¢ikarilmis ve Net AUC
hesaplanmigtir. Trolox’a ait Net AUC ve Konsantrasyon linear grafigi c¢izilmis ve

Trolox’a esdeger antioksidan kapasite hesaplanmistir [151].
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Reaktiflerin Hazirlanmasi:

1)

2)

3)

4)

Na;HPO4-NaH2PO4 tamponu: 10,82 g disodyum hidrojen fosfat ve 3,33 g
sodyum hidrojen fosfat tartilip 800 mL ultra saf suda ¢oziinmiistiir. pH 7,4
olacak sekilde HC1 ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir. Daha sonra
cOzelti ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir (0,075 M, pH 7.,4).

Fluoresein: 15 mg fluoresein tartilip 10 mL tampon ¢6zeltisinde ¢oziinerek stok
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti karanlik ortamda ve 4 "C’de muhafaza
edilmistir. Stok ¢ozeltiden alinan 50 uL floresein 50 mL tampon ile 1000 kat
seyreltilmigtir (4 nM). Stok c¢ozeltiden hazirlanan ¢ozelti giinliik taze olarak
hazirlanmstir.

AAPH radikali: 203,4 mg 2,2,-azobis(2-metilpropinamidin) dihidroklorir
tartilip 3,33 mL fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir (225 mM).

Numune: Numune c¢ozeltileri %10 DMSO igeren tampon ¢ozeltide asagidaki
gibi hazirlanmistir: ekstre ve ugucu yag (10 mg/mL, 1 mg/mL, 0,1 mg/mL),
Trolox ¢6zeltisi (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 0 uM).

3.10.1.5. Toplam fenol miktar tayini

T. armenum ekstrelerindeki toplam fenol miktar tayini icin Folin-Ciocalteu

reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontem uygulanmistir [153, 173]. Toplam fenol

miktar1 gallik asit’e esdeger olarak mg cinsinden hesaplanmistir. Deneyde, 96-derin

kuyucuklu plak kuyucuguna 12 kanall1 otomatik pipetorle (Eppendorf) sirayla 20 ulL
numune (ekstre/gallik asit), 1560 uL saf su, 100 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 300 uL

sodyum karbonat ¢ozeltisi aktarilarak karistirilmistir. Karigim karanlikta 2 saat stire ile

inkiibe edilmistir. Siire sonunda karisimdan 300 uL alinarak 96-kuyucuklu mikroplak’a

aktarilmistir. Absorbans degerleri plak okuyucuda 760 nm’de Ol¢iilmiistiir. Gallik asit

kalibrasyon egrisi tizerinden ekstredeki toplam fenol miktari hesaplanmistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Gallik asit kalibrayon egrisi

Reaktiflerin Hazirlanmasi:
1) Gallik asit ¢ozeltisi: 1 mg/mL gallik asit ¢ozeltisi metanolde hazirlanarak 0.8,
0.6, 0.4, 0.2 ve 0.1 mg/mL oranlarinda seyreltilmistir.
2) Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 20 mg sodyum karbonat (Na2COs3) tartilarak 100 mL
suda ¢Ozilmustiir.

3.10.1.6. Toplam flavonoit miktar tayini

T. armenum ekstrelerindeki toplam flavonoit miktar tayini AICIls reaktifi
kullanilarak spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir. Flavonoit miktart mg
kersetin’e esdeger olarak hesaplanmistir [173, 174]. Deneyde, 96-derin kuyucuklu plak
kuyucuguna 12-kanalli otomatik pipetdrle (Eppendorf) sirayla 80 ulL numune
(ekstre/kersetin), 80 uL AICIl3 ve 1840 uL absolii etanol eklenmistir. Blank olarak
kullanilacak numunelerin tizerine AlCls yerine 10 uL asetik asit (% 99,8) eklenmistir.
Karigim karistirildiktan sonra karanlikta 40 dk siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda
karistmdan 300 uL alinarak 96-kuyucuklu mikroplak’a aktarilmistir. Absorbans
degerleri plak okuyucuda 415 nm’de 6l¢iilmiistiir. Kersetin kalibrasyon egrisi iizerinden

ekstredeki toplam flavonoit miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Kersetin kalibrasyon egrisi
Reaktiflerin Hazirlanmasi:
1) Aliiminyum kloriir ¢dzeltisi: 2 g madde tartilip 100 mL suda ¢6ziilmustiir.
2) Asetik asit ¢ozeltisi: 15 mL asetik asit iizerine distile su eklenerek 100 mL’ye
tamamlanmistir (%15 v/v).
3) Kersetin ¢ozeltisi: Kersetin 1 mg/mL konsantrasyonda metanolde hazirlanarak
0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/ mL konsantrasyonlarina seyreltilmistir.
3.10.2. Antidiyabetik aktivite testi

3.10.2.1. a-Amilaz inhibisyon testi

Ekstre ve ugucu yagin a-amilaz enzim inhibisyonu I2/KI reaktifi kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir [175]. Deneyde, 96-kuyucuklu plak
kuyusuna 50 uL numune (ekstre/ucucu yag/akarboz) otomatik pipetdr (Eppendorf)
kullanilarak konulmustur. Deneyde diliisyon teknigi uygulanmistir. 96-kuyucuklu plak
kuyusuna 50 ul. enzim c¢ozeltisi eklenmistir. Her numune i¢in ayrica blank olarak
kullanilacak kuyusuna 50 uL tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Karigim, karanlikta 37°C’de
10 dk siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiim karisimlarin iizerine 50 uL nisasta
¢Ozeltisi eklenmistir. Karisim, karanlikta 37°C’de 10 dk siire ile inkiibe edilmistir. Stire
sonunda tiim karisimlarin {izerine sirasiyla 25 uL HCI ¢ozeltisi ve 100 uL I2/KI reaktifi

eklenmistir. Absorbans degerleri plak okuyucuda 630 nm’de 6lgiilmiistiir.

(Abs —Abs )—(Abs. —Abs
% ITlh — [ 0 kontrol kontrol blank ( numune numune blank) X 100 (33)
(Abskontroi—AbSkontrol blank)
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Burada, ADbS numune V& AbSnumune blank NUMUNE ve numunenin “blanki” igin olgulen
absorbans degerleridir. ADS kontrol V€& ADSkontrol biank Kontrol ve kontrol “blanki’ i¢in dlgllen
absorbans degerleridir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1) Nisasta Cozeltisi: 20 mg nisasta tartilip 40 mL distile suda ¢ozlinmiistiir. Karigim
10 dk boyunca, 100 °C’de 1sitic1 plakada kaynatilmustir.

2) Tampon Cozeltisi: 0,185 g Na;HPO4.2H20 ve 0,150 g Na2H2PO4.2H>0 80 mL
distile suda ¢oziinmiistiir. Sodyum hidroksit ve potasyum hidroksit ile pH’1 6.9
olarak ayarlanmistir. Bu amacla pH metre kullanilmistir.

3) Enzim Cozeltisi: 1.23 mg a-amilaz enzimi tartilmis ve daha 6nce hazirlanmis
olan tampon ¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlanmustir.

4) Akarboz Cozeltisi: 0.001 g akarboz tartilip 1 mL distile suda ¢oziilmiistiir
(Img/mL).

5) lyot Cozeltisi: 0.5 g I ve 1,5 g KI tartilarak amber renkli cam kavanozda 50 mL
distile su ile karistirtlmistir. Coziinmenin tam olmasi i¢in 30 dk otomatik
karistiricida karistirilmastir.

6) Hidroklorik asit Cozeltisi: 12.5 mL distile su behere aktarilmis ve iizerine 4.1
mL derisik HCIl damla damla eklenmistir. Karisim balon jojeye aktarilip distile

su ile 50 mL’ye tamamlanmastir.
3.11. HPTLC-Biyootografik Analiz

T. armenum bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin (hegzan/metanol/su)
antioksidan aktivitesini DPPH reaktifi ile HPTLC teknigi kullanarak incelenmistir. Bu
amacla ugucu yag ve hegzanl ekstre hegzanda, sulu ve metanollii ekstre metanolde
¢oziilmistiir. Kromatografik aymrim igin silika jel HPTLC plagt (10x10 cm)
kullanilmistir. Kromatografik ayrim i¢in uygulanan sartlar ve kullanilan reaktifler

hakkindaki bilgiler Tablo 3.1.’de agiklanmistir [176] (http-4) (http-5).

Deneyin birinci basamaginda ugucu yag ve ekstrelerin ayrimini saglayacak uygun
hareketli  fazlar  se¢ilmistir. Numunelerde bulunan maddelerin  ayrimin
gozlemleyebilme amaciyla ucucu yag ve hegzanli ekstreler icin belirte¢ olarak
anisaldehit reaktifi ve UV 15181 kullanilmigtir. Polar ekstrelerdeki ayrilan maddelerin
belirlenmesi i¢in UV 151k ve NPR-PEG reaktifleri kullanilmistir.

Deneyin ikinci basamaginda numunelerin plak lizerinde ayrimi saglandiktan

sonra antioksidan aktivitesi DPPH reaktifi kullanilarak tespit edilmistir. Bu uygulama
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sonunda plak yilizeyi mor renkli olurken, antioksidan aktif olan spotlar sar1 renk

vermistir. Aktif olarak tespit edilen spotlar isaretlenerek Rf degerleri saptanmistir.

Deneyin {i¢iincii basamaginda numuneler plak iizerine serit olarak uygulanmis

ve ayrim aym sartlarda gercgeklestirilmistir. Bir onceki deneyde tespit edilen Rf

degerlerine gore aktif maddelerin seritleri isaretlendi ve spatula ile kazinmistir. Tim

aktif spotlar ayr1 ayr1 fraksiyon olarak 5 mL’lik Eppendorf tiiplerine toplanmis ve uygun

cozlcuyle re-ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla fraksiyonlar ayri1 ayri

pasteur pipetlere (ucu pamukla dolgulu) yiiklenerek metanol ile eliie edilmistir. Elde

edilen ellatlar azot gazi altinda yogunlastirilip GC-FID/MS (ugucu yag ve hegzanli

ekstreden elde edilen fraksiyonlar) ve LC-MS/MS (polar ekstrelerden elde edilen

fraksiyonlar) teknikleri ile analiz edilmistir [177].

Tablo 3.1. T. armenum ugucu yag ve ekstreleri i¢in uygulanan HPTLC analiz sartlari

Islem Detaylar Sistem
Numune hazirlama: Ucgucu yag, hegzanli ekstre (10 mg/mL)
hegzanda hazirlanmistir
Polar ekstreler metanolde ¢6ziilmiistiir
(10mg/mL)
Hareketsiz Faz: HPTLC Silica gel 60 g2s4, 10x10 cm Merck

Hareketli Faz:

Ugucu yag ve hegzanli ekstre i¢in Faz A
kullanilmistir: toluen: etil asetat (95:5)

Polar ekstreler i¢in Faz B kullanilmigtir: etil
asetat: formik asit: asetik asit: su
(100:11:11:26)

Numune Uygulama:

5 uL bant olarak (7 mm)

CAMAG Automathic

20 uL serit olarak (90 mm) TLC Sampler 4 (Sekil
3.11))
Yurutme: 70 mm CAMAG Automathic
Developing Chamber 3
(Sekil 3.11.)
Kurutma: Havada
Spotlarin Belirlenmesi:  Hiz: 5 CAMAG Chromatogram
Sire: 1sn Immersion Device I11

Tank: 20x10 cm

(Sekil 3.12.)

Belirtec:

Ugucu yag ve hegzanli ekstre igin
anisaldehit reaktifi

Polar ekstreler i¢cin UV 15181 (254, 366 nm)
ve NPR reaktifi

CAMAG Reprostar 3
(Sekil 3.12.)
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Reatktiflerin Hazirlanist

1)

2)

3)

4)

Anisaldehit reaktifi: anisaldehit (0.5 mL) glasiyel asetik asit ile (10 mL)
karistirilarak 85 mL metanol ve 5 mL der. siilfiirik asit ile hazirlanmistir. Belirteg
uygulandiktan sonra plak 5 dk 100-105°C de sitilmistir. Olusan renkler UV ve
beyaz 151k altinda incelenmistir.

NPR reaktifi: difenilborik asit-[J-etilaminoester 1 g 100 mL metanolde ¢6zuldu.
NPR belirteci uygulandiktan sonra plak 100-105°C de isitilmistir ve PEG reaktifi
uygulanmistir. Olusan renkler UV (254, 366 nm) ve beyaz 1sik altinda
incelenmistir.

PEG reaktifi: polietilen glikol-4000 5 g 100 mL etanolde ¢6ziilmiistiir. Belirteg
uygulandiktan sonra plak 5 dk 100-105°C de 1sitilmustir. Olusan renkler UV ve
beyaz 1s1k altinda incelenmistir.

DPPH reaktifi: 0.05 g 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 100 mL metanolde ¢6ziilmiistiir.
Karanlikta muhafaza edilmistir. Reaktif plak lizerine uygulandiktan sonra plak 15-

30 dk karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda plak beyaz 1s1k altinda

incelenmistir [176].

Sekil 3.11. CAMAG Automathic TLC Sampler 4 ve CAMAG Automathic Developing Chamber 3
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Sekil 3.12. CAMAG Reprostar 3 ve CAMAG Chromatogram Immersion Device 111

3.12. Antimikrobiyal Aktivite Arastirmasi
3.12.1. Antibakteriyal ve antikandidal etkilerin test edilmesi

Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitiisii (CLSI veya eski adiyla NCCLS)
tarafindan yayinlanan aerobik mikroorganizmalar i¢in kullanilan mikrodiliisyon teknigi
(M-100-S16) ve funguslar igin kullanilan mikrodilisyon teknigi (M-27-A2)
protokollerinde bazi degisiklikler yapilmak suretiyle degerlendirilmistir [178-180].

Standart kiiltiir suslar1 antimikrobiyal etki testlerinde kullanilincaya kadar -85°C
de saklanmistir. Kiiltiirler canlandirilmak {izere, icinde Mueller Hinton Agar MHA,
Potato Dextrose Agar (PDA) veya Sabroused Dextrose Agar (SDA) bulunan petrilere
ekilmistir ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
besiyeri lizerinde gelisen tekli kolonilerden alinarak Mueller Hinton Broth (MHB)
bulunan tiiplere aktarilip (Candida tiirleri igin RPMI besi ortami) tekrar 37°C de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra sivi besiyerinde gelisen
kiiltiirler, McFarland No: 0.5 (bakteriler i¢in yaklasik 108 cfu/mL, maya kiiltiirii icin 108
cfu/mL) tlipiine gore bulaniklik ayari tiirbidometre kullanilarak yapilmistir.

Deneyde 96 “U” tipi mikroplak (Brand) kuyucuklarina ekim yapilmistir. Bu
islemlerden sonra mikroplak kapaklar1 kapatilarak 35-37°C de 16-20 saat inklibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda iiremenin varhignin
belirlenebilmesi icin plaklar Gzerine bir miktar tetrazolyum Klorir (TTC) tuzunun

¢ozeltisinden eklenmistir. Daha sonra renklenme i¢in 37°C de 3 saat daha inkiibasyona
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birakilmigtir.  Inkiibasyon sonunda renklenmeyen alanlar iiremenin olmadig
konsantrasyonlar olarak belirlenmistir.
Bu ¢alisma kapsaminda ekstreler gesitli Gram (+), Gram (-) bakteriler ve Candida

suslarina karsi antimikrobiyal aktivite degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ugucu Yag Ozellikleri

T. armenum bitkisinin toprak iistii kisimlarimin hidrodistilasyon islemi sonucunda
keskin kokulu, sarimtirak renkli ugucu yag elde edilmistir. Elde edilen ugucu yag amber
renkli cam kaba konularak +4°C’de muhafaza edilmistir. Soguk ortamda yag numunesi

kismen kristalize hale gelmistir.
4.1.1. Ugucu yag verimi

Kuru bitkisel materyalden (34 g) distilasyon sonucunda 0,196 g ucucu yag elde
edilmistir. Elde edilen ugucu yag verimi kuru bitki baz iizerinden %0,58 olarak

hesaplanmustir.
4.2. Ekstrelerin Ozellikleri

T. armenum toprakiistii kismindan farkli polaritelerdeki ¢oziiciilerle elde edilen
ekstreler donen buharlastirici ve liyofilizatérde kurutulup amber renkli Eppendorf
tiiplerinde muhafaza edilmistir. Hegzanli ekstre keskin kokulu ve sari-yesil rengindedir,
metanolllii ekstre ise yapiskan karakterli ve koyu yesil renklidir. Liyofilizatérde
kurutulan sulu ekstre higroskopik sari-bej renkli toz seklinde elde edilmistir. Numuneler

+4°C’de fitokimyasal ve biyolojik aktivite deneyleri dncesi muhafaza edilmistir.
4.2.1. Ekstrelerin verimi

Kurumus bitkinin toprak iistii kisimlarini n-hegzan, metanol ve su ile maserasyonu
sonunda elde edilen ekstrelerin verimi kuru bitki baz tizerinden % (a/a) hesaplanmistir.

Ekstre verim bilgileri Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Farkl: ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin verimleri

Ekstre Tart Ekstre Miktari, ¢ Verim, %
TAHE 0.95 4.53
TAME 0.24 21.19

TASE 2.47 12.37

*TAHE:T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum metanolli ekstresi; TASE: T. armenum

sulu ekstresi
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4.3. Fitokimyasal Arastirmalarin Sonuclari

4.3.1. Ugucu yag kimyasal kompozisyonu

T. armenum bitkisinin toprak {istii kistmlarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal

kompozisyonu gaz kromatografi teknigi ile incelenmistir. Bilesenlerin kalitatif

analizinde GC/MS, kantitatif analizinde ise GC-FID sonuglar1 kullanilmistir. Ugucu

yagda tespit edilen bilesenler ve eser miktardaki (e) bilesenler Tablo 4.2.°de

gosterilmistir. Ugucu bilesiklerin siralamast HP-Innowax kapiler kolondan ¢ikis

zamanina gore listelenmistir.

Tablo 4.2. T. armenum ugucu yagumn kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 1014 Trisiklen e
2 1032 a-Pinen e
3 1035 a-Tuyen e
4 1076 Kamfen 35
5 1118 B-Pinen e
6 1132 Sabinen e
7 1188 a-Terpinen e
8 1195 Dehidro-1,8-Sineol (=1,3,3-Trimetil-2-oksabisiklo[2.2.2]okt-5-en) e
9 1213 1,8-Sineol 25
10 1229 izo-Krizantenon e
11 1244 Amil furan (2-Pentil furan) e
12 1255 y-Terpinen e
13 1280 p-Simen e
14 1285 Izoamil izovalerat e
15 1286 2-Metilbutil 2-metilbuterat e
16 1290 Terpinolen e
17 1299 2-Metilbutil Izovalerat e
18 1440 o, p -Dimetilsitren (p-Simenen) e
19 1445 Filifolon (=4,7,7-Trimetil-bisiklo (3.2.0) hept-3-en-6-on) e
20 1465 Okarvon e
21 1474 Kamfenilon e
22 1487 zoneroloksit I e
23 1497 o-Kopaen e

RRI: relativ tutunma indisi; e: eser; % miktarlart FID dedektor verilerine gore verilmistir
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Tablo 4.2. (devam) T. armenum ugucu yagmmn kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
24 1505 Dihidroedulan 11 e
25 1525 Krizantenon 0.4
26 1532 Kafur 48.3
27 1553 Linalol 0.2
28 1547 Dihidroahillen e
29 1571 0.14% trans-p-Ment-2-en-1-ol 0.4
30 1580 cis-Krizantenil asetat e
31 1586 Pinokarvon e
32 1590 Bornil asetat 1.6
33 1612 B-Karyofillen 0.1
34 1614 Terpinen-4-ol 0.4
35 1651 Bornil izobutirat e
36 1655 Safranal (=2,6,6-Trimetil-1,3-siklohegzadien-1-karboksaldehid) 0.2
37 1680 d-Terpineol (= p-1(7)-Menthen-8-ol) e
38 1688 Selina-4,11-dien (=4,11-Odesmadin) 0.2
39 1706 a-Terpineol 0.6
40 1719 Borneol 13.6
41 1751 Karvon 0.2
42 1773 3-Kadinen 0.2
43 1764 cis-Krizantenol 0.4
44 1747 trans-Karvil asetat e
45 1792 o -Agarofuran 0.5
46 1798 Kamfolen alkol 2.2
47 1805 o -Kamfolen alkol e
48 1845 trans-Karveol e
49 1882 cis-Karveol 0.3
50 1941 a-Kalakoren-I e
51 1958 (E)-B- Tonon e
52 1969 cis-Jasmon e
53 1984 a-Kalakoren-11 e
54 2008 Karyofillen oksit 1.2
55 2056 13-Tetradekanolit 0.3
56 2074 Karyofilla-2(12),6(13)-dien-5-on e

RRI: relativ tutunma indisi; e: eser; % miktarlart FID dedektor verilerine gore verilmistir
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Tablo 4.2. (devam) T. armenum ugucu yagmmn kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
57 2088 1-epi-Kubenol e
58 2096 Elemol 0.2
59 2073 p-Menta-1,4-dien-7-ol e
60 2131 Hekzahidro-farnesilaseton e
61 2144 Rozifoliol 0.6
62 2162 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0.2
63 2183 v-Dekalakton e
64 2185 y-Odesmol 13.5
65 2198 Eremoligenol 14
66 2207 a-Guaiol 0.4
67 2250 a-Odesmol e
68 2257 B-Odesmol 2.4
69 2298 Dekanoik asit e
70 2300 Trikozan e
71 2357 14-Hidihroksi-p-karyofilen 0.2
72 2324 Karyofilladienol-I1 0.3
73 2670 Tetradekanoik asit (=Miristik asit) e
74 2931 Hekzadekanoik acid (=Palmitik asit) 14
Toplam  97.9

RRI: relativ tutunma indisi; e: eser; % miktarlart FID dedektor verilerine gore verilmistir

T. armenum ucgucu yagindaki major bilesen gruplari hidrokarbon ve oksijenli

monoterpen ve seskiterpen olarak siniflandirilmistir. Ugucu yagdaki ana bilesiklerin

dagilimi Tablo 4.3.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. T. armenum u¢ucu yagindaki major gruplarin dagilim

Grup %
Hidrokarbon Monoterpenler 35
Okijenli Monoterpenler 715
Hidrokarbon Seskiterpenler 0.3
Oksijenli Seskiterpenler 21.2
Diger 35
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4.3.2. Sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu

T. armenum cigeklerinden, Fatty Acid Extraction Kit kullanilarak elde edilen
metillenmis sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu GC-FID ve GC/MS
teknikleriyle aydmlatilmigtir. Yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu Tablo 4.4.’te
gosterilmistir. Bilesiklerin siralamasi HP-Innowax kapiler kolondan ¢ikis zamanina

gore listelenmistir.

Tablo 4.4. T. armenum sabit yag asitlerinin kimyasal kompozisyonu

No RRI Bilesik %
1 2018 Metil tetradekanoat (= Metil miristat) 2.5
2 2223 Metil hekzadekanoat (=Metil palmitat) 43.8
3 2255 Trikozan 4.6
4 2436 Metil oktadekanoat (=Metil stearat) 7.1
5 2468 Metil (Z,2)-9,12-oktadekadienoat (=Metil linoleat) 10.9
6 2497 Metil nonadekanoat 18.3
7 2572 Metil (Z,Z,2)-9,12,15-oktadekatrienoat (=Metil linolenat) 4.9
8 2634 Metil eikosanoat (=Metil arasidat) 7.8

Toplam 99.9

RRI: relativ tutunma indisi; e: eser; % miktarlart FID dedektor verilerine gore verilmistir

4.3.3. Ekstrelerin kimyasal kompozisyonu

T. armenum toprak iistlii kismi farkli polariteli ¢oziiciilerle ekstre edilip kimyasal
profilleri LC-MS/MS teknigi ile aragtirilmistir. Ekstrelerin kromatografik profilleri
birbirilerine benzer olup ana bilesikler olarak 3,5-dikafeoilkuinik asit, luteolin glukozit
ve 5- kafeoilkuinik asit tespit edilmistir. Metanolll ekstrenin kimyasal kompozisyonu

Tablo 4.5.’te, ana bilesenlerin profili Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. T. armenum metanolli ekstresinin kimyasal kompozisyonu

Rt [M-H] Parcalanma Tanimlama Kaynak
3.2 341 179, 161 Kafeoil glukoz [159]
35 191 173, 127 Kinik asit [159]
8.4 315 153,121 Protokatesik asit heksozit [159]
9.1 177 133 Dihidroksi kumarin benzeri
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Tablo 4.5. (devam) T. armenum metanolli ekstresinin kimyasal kompozisyonu

9.5 339 177,133 Dihidroksi kumarin glukozit benzeri
10.1 515 353, 323 Bilinmeyen Dikafeoilkinik asit [159]
12.0 353 191,179 5-Kafeoilkinik asit [159]
17.8 463 301, 271,151 Kersetin glukozit [159]
19.3 515 353, 335, 191, 179 3,5-Dikafeoilkinik asit [159]
20.6 447 284,133 Luteolin glukozit [159]
325 359 344, 329, 314, 300, 286 Sentaureidin, Jaceidin benzeri
W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff Max. 1,4e5 mAU
1,064’
o]
OH
~OH
Q
. N
OV o = £ -
B OH
OH HO OH
OH H
5-kafeoilkuinik asit on 3,5-dikafeoilkuinik asit

Sekil 4.1. Metanollil ekstrenin LC-MS kromatogrami

4.4. Biyolojik Aktivite Sonuclar:
4.4.1. Antioksidan aktivite bulgular:
4.4.1.1. Troloks’a esdeger antioksidan kapasite (TEAC) degerleri

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin antioksidan aktivitesi serbest ABTS
radikalini siipiirme kapasitesine gore spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

Numunelerin antioksidan etkileri Trolox’un ABTS radikalini silipiirme kapasitesi ile
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karsilagtirilarak saptanmigtir. Numunelerin Trolox’a esdeger antioksidan kapasiteleri

Tablo 4.6.’te verilmistir.

Tablo 4.6. Tanacetum armenum ugucu yag ve ekstrelerinin Trolox’a esdeger antioksidan kapasite

degerleri
Numune TEAK (mM)
TAUY 0.07+0.01
TAHE 0.29+0.03
TAME 1.32+0.09
TASE 1.67+0.06

*TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanl ekstresi; TAME: T. armenum
metanolli ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; *Tum numuneler 2 mg/mL
konsantrasyonundadir.

4.4.1.2. Serbest radikal supurtcu etki (DPPH testi) degerleri

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siipiirme etkileri
spektrofotometrik metotla analiz edilmigtir. Standart madde olarak gallik asit
kullanilmistir, yag ve ekstrelerin inhibisyon degerleri kullanilarak ve SigmaPlot
programinda ICso degerleri hesaplanmistir. Deney sonunda numunelerin ve standart

maddenin renk degisimi Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

Sekil 4.2. Tanacetum armenum ugucu yag ve ekstrelerinin DPPH serbest radikal siipiirme etkisi

Ugucu yag ve ekstrelerin % inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra % 50’den
fazla inhibisyon etkisine sahip olan numuneler i¢in diliisyon teknigi kullanilarak % 50
inhibisyon saglayan minimum konsantrasyon degerleri tespit edilmistir. Yuzde
inhibisyon degerleri ve konsantrasyon bilgileri kullanilarak SigmaPlot programi destegi

ile ICso degerleri hesaplanmustir (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin DPPH testinde gosterdikleri 1Cso ve % Inhibisyon

degerleri
Numune 1Cs0, mg/mL inh., %
TAUY >2 12.48
TAHE >2 13.40
TAME 0.10+0.01 -
TASE 0.06+0.005 -
GA 0.003+0.00 -

*TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanolli ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; *ICsop %50 inhibisyon gdsteren
konsantrasyon; %Inh. 2 mg/mL’de goriilen % inhibisyon degeridir.

4.4.1.3. p-Karoten soldurma etkisi

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin [-karoten /linoleik asit oksidasyonunu
inhibe etme kapasitesi B-karoten’in renginin solma derecesine gore tespit edilmistir.
Standart madde olarak BHA kullanilmistir, yag ve ekstrelerin inhibisyon degerleri
kullanilarak ve SigmaPlot programinda ICsp degerleri hesaplanmistir. Deney sonunda

B-karoten’in rengindeki gozlemlenen degisim Sekil 4.3.’te gosterilmistir

Sekil 4.3. f-Karoten rengindeki degisim

Ugucu yag ve ekstrelerin % inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra %50’den
fazla inhibisyon etkisine sahip olan numuneler i¢in mikrodiliisyon teknigi kullanilarak
lipit peroksidasyonu yariya indiren numunelerin konsantrasyonlar: tespit edilmistir.

Daha sonra SigmaPlot programi kullanilarak 1Csg degerleri hesaplanmustir (Tablo 4.8.).

48



Tablo 4.8. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin f-karoten soldurma testinde inhibisyon degerleri

Numune ICs0, mg/mL inh., %
TAUY >5.0 8.08
TAHE >5.0 22.72
TAME 0.42+0.04 -
TASE 0.28+0.03 -

BHA 0,002+0.00 -

*TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanollii ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; 1Cso: %50 inhibisyon gdsteren konsantrasyon;
%Inh.: 5 mg/mL de goriilen % inhibisyon degeri.

4.4.1.4. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) degerleri

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin oksijen radikali absorbans kapasitesi
fluoresein rengindeki solma derecesine gore tespit edilmistir. T. armenum ugucu yag ve
ekstrelerindeki fluoresein bilesiginin liiminesans degerlerinin zamana kars1 degisimi

Sekil 4.4.’te verilmistir.

50000
45000
40000

- 35000 TAUY
30000

3 ——TAHE
£ 25000

g e TAME
3 20000

15000 TASE

10000 e Trolox 200 uM

5000 Blank

0
0 50 100 150 200

Zaman (dk)

Sekil 4.4. T. armenum ugucu yag, ekstrelerinin ve Trolox un fluoresein'in floresans solmasini

geciktirmesi

Standart madde olarak Trolox kullanilmis ve numunelerin antioksidan kapasiteleri
Trolox’a esdeger olarak hesaplanmistir. Numunelerin Trolox’a esdeger ORAC degerleri

Tablo 4.9. Verilmistir.
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Tablo 4.9. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin Trolox’a esdeger ORAC degerleri

Numune ORAC, TEuM
TAUY 31.24+3.58
TAHE 148.99+8.94
TAME 164.41+7.60
TASE 221.10+9.24

TAUY: T. armenum ugucu yagi;; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanollil ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; * Ugucu yag ve hegzanli Ekstre 1 mg/mL,
Metanollii ve sulu ekstrede ise 0.1 mg/mL’liktir.

4.4.1.5. Toplam fenol miktarz verileri

T. armenum ekstrelerindeki toplam fenol miktarlari Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
spektrofotometrik teknikle analiz edilmistir. Standart madde olarak gallik asit kullanismis ve
numunelerin antioksidan kapasiteleri gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Numunelerin
Folin-Ciocalteu reaktifiyle verdikleri renk degisimi Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Ekstrelerin

toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak tablo 4.10.’da verilmistir.

Lok Wb s 9L 0l 06 & F

Sekil 4.5. T. armenum ekstrelerinin Folin-Ciocalteu reaktifiyle gosterdigi renk degisimi

Tablo 4.10. T. armenum ekstrelerinin gallik asite esdeger toplam fenol miktart

Numune GAEMQ/Qekstre
TAHE 14.53+0.66
TAME 111.16+3.35
TASE 149.37+6.05

*TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum metanolli ekstresi; TASE: T.
armenum sulu ekstresi; *GAE: mg/g Gallik asite esdeger olan fenol miktari.

4.4.1.6. Toplam flavonoit miktar: verileri

T. armenum ekstrelerinin i¢erdigi toplam flavonoit miktarlart AIClz reaktifi ile
spektrofotometrik teknikle analiz edilmistir. Standart madde olarak kersetin kullanilmis

ve numunelerin igerdikleri toplam flavonoit miktar1 kersetine esdeger olarak
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hesaplanmistir. Numunelerin AlCl3 reaktifi ile girdigi tepkime sonucunda ortaya ¢ikan
renk degisimleri Sekil 4.6.’da gosterilmistir. Ekstrelerin igerdigi toplam flavonoit

miktar1 kersetin’e esdeger olarak Tablo 4.11°da verilmistir.

Sekil 4.6. T. armenum ekstrelerinin AICIs reaktifi ile tepkime sonucunda ortaya ¢ikan renk degisimleri

Tablo 4.11. T. armenum ekstrelerinin kersetine esdeger toplam flavonoit miktariari

Numune KEMQ/Qekstre
TAHE 5.86+0.20
TAME 19.41+0.96
TASE 23.06x0.60

*TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum metanolli ekstresi; TASE: T.
armenum sulu ekstresi; *KE: mg/g Kersetine esdeger flavonoit miktari.

4.4.2. Antidiyabetik aktivite bulgular:

4.4.2.1. a-Amilaz inhibisyon verileri

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimini inhibe etme kapasitesi,
enzimin nisasta lizerindeki hidroliz etme 6zelligine gore tespit edilmistir. Bu tepkime
sonucunu tespit etmek icin kromojenik ajan olarak I>+KI reaktifi uygulanmistir.
Standart antidiyabetik etkili madde olarak akarboz kullanilmistir. Deney sonunda
goriilen renk degisimleri Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Ugucu yag ve ekstrelerin a-amilaz

enzim inhibisyon degerleri Tablo 4.12.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi Gzerindeki etkileri

Tablo 4.12. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi Uzerinde gosterdikleri %

inhibisyon degerleri

Numune Inh*., %

TAUY 19.39+0.19
TAHE 33.84+1,10
TAME 33.92+2,38
TASE 10.67+2,58
Akarboz 93.71+1.15

TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanollt ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; *%Inh. degerler 5 mg/mL’lik ¢ozeltiler igin
saptanmuistir.

4.5. HPTLC-Biyootografik Analiz Verileri
Aragtirma kapsaminda T. armenum bitkisinden elde edilen ugucu yag ve

ekstrelerin biyootografik olarak antioksidan aktivitesinin incelenmesi hedeflenmistir.
Bu dogrultuda ugucu yag ve ekstrelere farkli hareketli fazlarda ayrimlar
degerlendirilmistir. Ince tabaka kromatografik deneylerde ekstreler ve ugucu yag icin
asagidaki hareketli fazlar test edilmistir:

e Etil asetat: metanol: asetik asit (3/1/1)

e Formik asit: su: etil asetat (10/5/85)

e Metanol: kloroform: hegzan (7/2/1)

e Silfurik asit: etil alkol (1/9)

e Etil asetat: metanol: su (100/13.5/10)

o Etil asetat: formik asit: asetik asit: su (100/11/11/26)

e Toluen: etil asetat (95/5)
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Polar ekstreler i¢in en iyi ayrimi saglayan mobil faz olarak Etil asetat: Formik asit:
Asetik asit: Su (100/11/11/26) karisimi se¢ilmistir. Ugucu yag ve hegzanli ekstre igin en
uygun hareketli faz olarak Toluen: Etil asetat (95/5) karisimi uygun bulunmustur.

Ugucu yag ve ekstrelerin ayrimini saglayacak uygun hareketli fazlar segildikten
sonra numunelerde bulunan maddelerin ayrimini1 gézlemleyebilme amaciyla ugucu yag
ve hegzanli ekstre anisaldehit reaktifine daldirildiktan sonra, 5 dk 100-105°C de
isitilmistir ve  gozlemlenen renk degisimi beyaz 1sik altinda incelenmis ve
kaydedilmistir. Ayni uygulama tekrarlanmis ve plak DPPH reaktifine daldirilmistir.
DPPH reaktifi ile antioksidan aktif maddelerin verdigi sar1 spotlarin pozisyonlari

isaretlenmistir (Sekil 4.8.).

Anisaldehit reaktif: DPPH reaktifi

“ TAUY TAHE

Sekil 4.8. Ucucu yagin ve hegzanli ekstrenin (TAUY ve TAHE) anisaldehit ve DPPH reaktiflerine
daldrildiktan sonra gosterdikleri renk degigimleri

Ugucu yag ve hekzanh ekstrede toplam ii¢ spot DPPH reaktifine kars1 aktivite
gostermistir (spotlarin rengi sar1 olmustur). Spotlar GC/MS analizinde ktle spektrum
bilgilerine gore 1,8-sineol, kafur, ve borneol olarak tanimlanmustir.

Metanollii ekstre ve sulu ekstrede ayrilan maddelerin belirlenmesi igin plak NPR
belirtecine daldirilip, 5 dk 100-105°C de isitilmistir ve ardindan PEG ¢oOzeltisine
daldirilmigtir. Olusan renkler UV 254 ve 366 nm altinda incelenmistir. Ayn1 uygulama
tekrarlanmis ve plak DPPH reaktifine daldirilmistir. DPPH reaktifi ile antioksidan aktif

maddelerin verdigi sar1 spotlarin pozisyonlari isaretlenmistir (Sekil 4.9.).
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NPR reaktifi, UV 254 | NPR reaktifi, UV 366 m
UV 254 nm

TAME TASE TAME TASE TAME TASE ~ TAME TASE

Sekil 4.9. Metanoll( ve sulu ekstrelerin (TAME ve TASE) NPR-PEG ve DPPH reaktiflerine
daldrildiktan sonra gosterdigi renk degisimleri

Rf degerleri tespit edildikten sonra numuneler plak iizerine serit olarak
uygulanmis ve aktif maddeler spatula ile kazmmistir. Kazinan maddeler uygun
cozictlyle re-ekstraksiyon edilmis ve fraksiyonlar yogunlastirilip GC-FID/MS ve LC-
MS/MS sistemlerinde analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 asagidaki kromatogramlarda
gosterilmistir.

Metanollii ekstrede toplam 5 spot DPPH reaktifine kars1 aktivite gostermistir
(spotlarin rengi sar1 olmustur). Spot Nel LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup
kitle spektrum bilgilerine gore 3,5-dikafeoilkuinik asit olarak tanimlanmustir (Sekil
4.10.).

W TWC of DAD Spectral Data: from Sample 2 AETD of AET I Max 8,564 mAT

2,004
1,504
1,004

5000,0p

Sekil 4.10. TAME ’den biyootografik yontemle izole edilen 3,5-dikafeoilkuinik asit kromatogrami ve
spektrumu
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Spot Ne2 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine

gore luteolin glukozit olarak tanimlanmustir (Sekil 4.11.).

6.906

6.006 4

5.506

5,006 ]
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OH

OH
° O

| OH

o

Niax 6,966 cps

luteolin glukozit

Sekil 4.11. TAME ’den biyootografik yontemle izole edilen luteolin glukozit kromatogrami ve spektrumu

Spot Ne3 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine
gore 5-kafeoilkuinik asit olarak tanimlanmustir (Sekil 4.12.).

W TWE of DAD Spectral Data: from Sample 1 (GS774E3) of GS774E3 Wiff Nax. 8,964 mAU

2,98

OH.

OH

Absorbance, mAU

OH

5-kafeoilkuinik asit

0.0 1o 20 3lo alo B slo 770, B3 sl

Sekil 4.12. TAME ’den biyootografik yontemle izole edilen 5-kafeoilkuinik asit kromatogrami ve
spektrumu

Spot Ne4 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine
gore ikarisid b/5 asit olarak tanimlanmistir (Sekil 4.13.).

W TIC: from Sample 1 (GS774E4) of GS77AEA Wil (Turbo S~ Max. 1,967 cps

1.9e7

1.8e7

iy

1.7¢7
1,607
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1,207

1107

OH

1,007

Intensity, cps

8.0e6 4

7.0e6
6.0e6
5.0e6 ]
4.0e6 |
3,006
2,0e6

1,0e6p

Sekil 4.13. TAME den biyootografik yontemle izole edilen ikarisid b/5 kromatogrami ve spektrumu
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Spot Ne5 LC-MS/MS analizinde kutle spektrum bilgilerine gore pirogallol benzeri
madde olarak tanimlanmistir (Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. TAME ’den biyootografik yontemle izole edilen pirogallol benzeri madde kromatogrami ve
spektrumu

Sulu ekstrede toplam 7 spot DPPH reaktifine kars1 aktivite gdstermistir (spotlarin
rengi sar1 olmustur). Spot Nel LC-MS/MS analizinde kiitle spektrum bilgilerine gore

luteolin olarak tanimlanmustir (Sekil 4.15.).

W TIC from Sample 1 ( AF1) of GS77AFL Wil Trurbo Spray) 2 Max. 1,667 cps

1,607

Sekil 4.15. TASE 'den biyootografik yontemle izole edilen luteolin kromatogram: ve spektrumu

Spot Ne3 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine
gore 3,5-dikafeoilkuinik asit olarak tanimlanmistir (Sekil 4.16.).
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W TIC: from Sample 1 (GS774F3) of AFS Wit (Turbo Spray) Max. 2,067 cps
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Sekil 4.16. TASE 'den biyootografik yontemle izole edilen 3,5-dikafeoilkuinik asit kromatogrami ve
spektrumu

Spot Ne5 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine

gore luteolin glukozit olarak tanimlanmustir (Sekil 4.17.).

W TG from Sample 1 (GS774F5) of GS774F5 wiff (Turbo Spray) Max. 1,567 cps
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Sekil 4.17. TASE 'den biyootografik yontemle izole edilen luteolin glukozit kromatogrami ve spektrumu

Spot Ne6 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine
gore 5-kafeoilkuinik asit olarak tanimlanmustir (Sekil 4.18.).

W TG from Sample 1 (GS774F6) of GS774F6 Wilf (Turbo Spray) Max. 4,567 cps

3.00 [

4,407
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Sekil 4.18. TASE den biyootografik yontemle izole edilen 5-kafeoilkuinik asit kromatogrami ve

spektrumu
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Spot Ne7 LC-MS/MS analizinde tek pik gostermis olup kiitle spektrum bilgilerine
gore ikarisid b/5 olarak tanimlanmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. TASE 'den biyootografik yontemle izole edilen ikarisid b/5 kromatogrami ve spektrumu

4.6. Antimikrobiyal Aktivite Arastirmasi Bulgular:
4.6.1. Antibakteriyal etki verileri

Ekstre ve ugucu yagin ¢esitli Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarina karsi
gosterdigi antimikrobiyal aktivite Tetrazolyum Klorir (TTC) tuzunun renklenen
alanlarindan yola ¢ikarak tespit edilmistir. TTC tuzunun renklenen alanlar1 {iremenin
oldugunu bakteri konsantrasyonunu vermektedir. Standart antimikrobiyal madde
(Moxifloxacin) ve numunelerin bakteri konsantrasyonuna etkisi TTC tuzundaki renkli

alana bagli olarak Tablo 4.13.’de gosterilmistir.

Tablo 4.13. Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarinda ugucu yag, ekstre ve standart antimikrobiyal madde

ile goriilen bakteri konsantrasyonlar

Mikroorganizmalar, MIC (ug/mL)

Numuneler
SE SA BS KA AB
TAUY 1000 1000 500 500 1000
TAHE 500 500 500 500 500
TAME 1000 1000 1000 1000 1000
TASE 1000 1000 1000 1000 1000
Moxifloxacin 0.125 > 0.125 > 0.125 > 0.125 > 0.125 >

*TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanolll ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; *Tiim numuneler 10 mg/mL’dir.

4.6.2. Antikandidal etki verileri
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Ekstre ve ugucu yagin gesitli Candida suslarina karsi gosterdigi antikandidal

aktivite TTC tuzunun renklenen alanlarindan yola ¢ikarak tespit edilmistir. TTC

tuzunun renklenen alanlari tiremenin oldugunu Candida konsantrasyonunu vermektedir.

Standart antikandidal madde (Terbinafin ve Fluconazole) ve numunelerin Candida

konsantrasyonuna etkisi TTC tuzundaki renkli alana bagli olarak Tablo 4.14.’te

gosterilmistir.

Tablo 4.14. Cesitli Candida suslarimda u¢ucu yag, ekstre ve standart antimikrobiyal maddeler ile gériilen

Candida konsantrasyonlari

Mikroorganizmalar, MIC (ug/mL)

Numuneler

CA CK CcP
TAUY 1000 1000 1000
TAHE 2000 2000 2000
TAME 2000 2000 2000
TASE 2000 2000 2000
Terbinafin 16 16 32
Fluconazole 0.5 0.5 0.25

*TAUY: T. armenum ugucu yagi; TAHE: T. armenum hegzanli ekstresi; TAME: T. armenum
metanollii ekstresi; TASE: T. armenum sulu ekstresi; *Ttim numuneler 10 mg/mL’dir.
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5. TARTISMA

5.1. Ucucu Yag Profili

T. armenum bitkisinin toprak iistii kistmlarmin hidrodistilasyon islemi sonucunda

elde edilen ugucu yagin verimi %0.58 olarak saptanmistir. Kaynaklarda bulunan

verilerde Eskisehir ve Ankara civarinda toplanan 6rneklerin ugucu yag verimleri %0.62

ve %0.67 olarak rapor edilmistir. Yag verimlerindeki farklilik edafik faktorlerden ve

bitkinin gelisme durumundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

T. armenum ugucu yaginda tespit edilen bilesikler dort ana grup altinda

toplanmstir, bunlar; hidrokarbon monoterpenler, oksijenli monoterpenler, hidrokarbon

seskiterpenler ve oksijenli seskiterpenlerdir. Genel olarak ugucu yagin profilinde

oksijenli monoterpenler yagin biiyiik bir kismini (%71.5) olusturmaktadir (Sekil 5.1.).

ikinci 6nemli madde grubunu ise oksijenli seskiterpenler olusturmaktadir (%21.2).

Ucgucu yagin kromatografik profili Sekil 5.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. T. armenum bitkisinin ucucu yagindaki major gruplarin dagilimi
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Sekil 5.2. T. armenum ugucu yagi kromatografik profili ve tespit edilen major bilesenlerin yapilar

T. armenum ugucu yaginda toplam 74 bilesik tespit edilmis olup biiylik bir
cogunluk oksijenli monoterpenlerden (31 bilesik) ibarettir. Monoterpen hidrokarbonlar
ise 11 adet bilesikten meydana gelmistir. Oksijenli seskiterpenler grubunu 16 bilesik
olusturmustur, Seskiterpen hidrokarbonlar sadece 5 bilesikten olusmustur. Yagin ana
bilesikleri olarak oksijenli monoterpenlerden kafur (%48.3) ve borneol (%13.6),

oksijenli seskiterpenlerden y-6desmol (%13.5) tespit edilmistir.

Bager vd. (2000) tarafindan rapor edilen ¢aligmada T. armenum yapraginda 1,8-
sineol miktar1 %31.3 ve toprak istii kisminda %11.3 olarak belirtilmistir. Ayni
calismada yagin icinde oksijenli monoterpen kafur orani yaprakta %9, toprak iistii
kisminda ise %27 olarak belirtilmistir [11]. Tez kapsaminda arastirilan 6rnekte ise 1,8-
sineol orani oldukga diisiiktiir (%2.5). Yagin yaklasik yarisim1 kafur olusturmaktadir
(%48.3), kafurun yiiksek orani nedeniyle soguk ortamda yag kristalize hale gelmistir.
Oksijenli seskiterpen bilesigi y-6desmol Baser vd. (2000) ¢alismasinda yaprak kisminda
bulunmayip ancak toprak iistii kisminda %35.5 olarak tespit edilmistir. Tezde calisilan

numunede ise bu bilesigin orani oldukea yiiksektir (%13.5).

T. armenum bitkisinin ana bilesigi olarak tespit edilen kafur bircok Tanacetum
tiiriinde ana bilesiklerden biri olarak rapor edilmistir. Bu tiirlerden bazilari sunlardir: T,
parthenium (L.) Schultz Bip. (% 60.8) [66], T. sorbifolium (Boiss.) Grierson (% 54.3)
[117], T. densum (Lab.) Schultz Bip. ssp. eginense Heywood (% 30.9) [118], T.
chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz Bip. var. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz
(%28.5) [119].
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T. armenum bitkisinin ikinci ana bilesigi olarak tespit edilen borneol bircok
Tanacetum tiiriinde ana bilesiklerden biri olarak rapor edilmistir. Bu tiirlerden bazilar
sunlardir: T. alyssifolium (Bornm.) Grierson (%35.2) [60], T. densum (Lab.) Schultz
Bip. ssp. amani Heywood (%31.3) [123], T. praeteritum (Horwood) Heywood ssp.
praeteritum (Horwood) Heywood (%28.0) [114], T. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.)
Schultz Bip. var. chiliophyllum (Fisch. Et Mey.) Schultz (%15.4) [60], Tanacetum
argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. var. argyrophyllum (C. Koch) Tvzel. (%15) [120].

Proje kapsaminda arastirilan T. armenum drneginde tespit edilen 1,8-sineol orani
cok fazla olmamakla birlikte (%2.5), bircok Tanacetum tiirtinde ana bilesiklerden biri
olarak rapor edilmistir. Bu tiirlerden bazilar1 sunlardir: T. armenum (DC.) Schultz Bip
(yaprak %31.0, toprak istii kistm %11.0) [11], T. nitens (Boiss. et NOE) Grierson
(%27.6) [112], T. mucroniferum Hub.-Mor. & Grierson (%21.9) [111], T. argenteum
(Lam.) Willd. subsp. canum (C. Koch) Grierson var. canum (C. Koch) Grierson (%14.8)
[110].

y-Odesmol bilesigi daha 6nce hicbir Tanacetum tiiriinde ana maddelerden biri
olarak tespit edilmemistir, ancak onun izomeri olan B-6desmol T. macrophyllum
(Waldst. et Kit.) Schultz Bip. (%89.5/21.4) bitkisinde yiiksek oranda bulunmustur [121,
122].

Genel olarak proje kapsaminda arastirilan T. armenum O&rneginin ugucu yag
kimyasal profili kaynaklarda rapor edilen diger Tanacetum ucucu yaglarinin profiline

yakindur.
5.2. Sabit Yag Asitleri Profili

Proje kapsaminda T. armenum ¢igek sabit yag profili ilk kez arastirilmis olup yag
asitlerinin %99.9’u aydinlatilmistir. Sabit yag kompozisyonunda doymus yag asitleri
yiiksek miktarda tespit edilmistir. Baslica palmitik (%43.8), nonadekanoik (%18.3),
arasidik (%7.8), stearik (%?7.1) asitleri ana bilesikler olarak tespit edilmistir. Doymamis
yag asitlerinden ise linoleik (%10.9) ve linolenik (%4.8) asitleri saptanmistir. Ana
bilesiklerin formiilleri Sekil 5.3.’te gosterilmistir. Kaynak taramasinda T. armenum

sabit yag asitleriyle ilgili bir bilgiye rastlanmamustir.
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Sekil 5.3. T. armenum sabit yagumn kimyasal kompozisyonunda tespit edilen yag asitleri

Diger Tanacetum tiirleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda T. zahlbruckneri (N&b.)
Grierson kok, cicek ve sap kisminda yag asitleri profili karsilagtirilmasi yapilmistir. Kok
ve sap kisminda palmitik asit major bilesik olarak saptanmigken (%26.1 ve %21.2)
cicekler linoleik asit agisindan zengin olarak bulunmustur (%33.8). Bununla birlikte kok
ve sap kisimlarinda 6nemli derecede a-linoleik asit (%15.3 ve %18.1) ve a-linolenik

asit saplarda %17.2 oraninda bulunmustur [181].

Emre (2021) tarafindan yapilan arastirmada T. densum subsp. laxum, T. densum
ve T. densum subsp. amani tirlerinde palmitik (%24.5 ve %37.5) ve stearik (%5.7 ve
9%9.5) asitleri major bilesikler olarak tespit edilmistir. Doymamis yag asitlerinden oleik
(%11.7 ve %11.4), linoleik (%28.3 ve %17.0) ve a-linoleik (%16.2 ve %10.6) asitleri
saptanmustir [182].

Yur (2016) tarafindan T. haussknechtii tizerinde yapilan arastirmada sabit yag asit
analizleri sonucunda toplam kompozisyonun % 99.2’sini olusturan 18 sabit yag asidi
saptanmis olup ana bilesikler olarak palmitik (% 25.5), linolenik (%25.4) ve linoleik
(%]17.6) asitleri tespit edilmistir [159].
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Genel olarak Tanacetum tiirleri {izerinde yapilan yag asitleri ¢alismalarinda
doymus yag asitlerinden palmitik ve doymamis yag asitlerinden linolenik ve linoleik

asitleri ylksek oranda tespit edilmistir.
5.3. Ekstrelerin Profili

Proje kapsaminda kullanilan T. armenum bitkisinin farkli polariteli ¢oziiciilerle
hazirlanmis ekstrelerinin kimyasal profilleri LC-MS/MS teknigi ile ortaya konmus ve
ana bilesikler 3,5-dikafeoilkuinik asit, luteolin glukozit ve 5- kafeoilkuinik asit olarak
tespit edilmistir. 3,5-dikafeoilkuinik asit, luteolin glukozit ve 5- kafeoilkuinik asit daha
once baska Tanacetum tlrlerinde de tespit edilmistir. Vasileva vd. (2019) tarafindan
yapilan arastirmada T. vulgare ¢igeklerinin etil asetatl ekstresi hazirlanmis ve ekstrenin
kimyasal kompozisyonu LC-HRMS teknigi ile arastirilarak 3,5-dikafeoilkuinik asit,
luteolin-7-glukozit ve 5- kafeoilkuinik asit dahil olmak tizere 26 bilesik tespit edilmistir
[183]. Zengin vd. (2020) tarafindan yapilan arastirmada T. parthenium toprak st
kisimlarinin etanollii ekstresi farkli tekniklerle elde edilmis ve ekstrelerin kimyasal
kompozisyonlart LC-MS teknigi ile ortaya konmustur. Luteolin-7-glukozit ve 5-
kafeoilkuinik asit maddeleri dahil olmak iizere 60 bilesik tespit edilmistir [184]. Venditti
vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada T. macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip.
toprak iistii kisimlarinin etanollu ekstresinin kimyasal kompozisyonu arastirilmis, 3,5-
dikafeoilkuinik asit ve 5- kafeoilkuinik dahil olmak tizere 12 polar bilesik tespit
edilmistir [185]. Benassi-Zanqueta vd. (2019) tarafindan yapilan arastirmada T.
parthenium toprak istii kisimlarmin sulu etanollii ekstresi hazirlanmig ve LC-MS
teknigiyle kimyasal kompozisyonunda 3,5-dikafeoilkuinik asit ve 5- kafeoilkuinik dahil
olmak Uzere 23 bilesik tespit edilmistir [186].

5.4. Biyolojik Aktivite Arastirmalari
5.4.1. Antioksidan aktivite potansiyeli

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin ABTS serbest radikalini siipiirme etkisi
Trolox’a esdeger olarak hesaplanmistir. Ugucu yag ve hegzanli ekstre bu test sonucunda
kayda deger bir etki gOstermemistir, polar ekstreler ise Onemli derecede aktivite

gostermistir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin Trolox’a esdeger antioksidan kapasite

degerleri

T. armenum ucucu yag ve ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siiplirme etkileri
spektrofotometrik metotla analiz edilmis ve numunelerin yiizde inhibisyon degerleri
standart antioksidan madde olan gallik asitle karsilagtirilarak ortaya konmustur.
Inhibisyon degerleri %50°den biiyiik olan numunelerin ICso degerleri SigmaPlot
programinda hesaplanmistir. Analiz sonucunda ugucu yag ve hegzanli ekstrenin
%50’den diisiik bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Metanollii ve sulu ekstrelerinin

belirgin dlciide serbest radikal supiirme etkisine sahip oldugu saptanmustir (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. T. armenum ug¢ucu yag ve ekstrelerinin DPPH serbest radikali sipirme etkileri (ICso

degerleri)
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T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin lipit peroksidasyonunu inhibe etme giicii
B-karoten’in solmasini Onleme kapasitesine gore degerlendirilmistir. Numunelerin
yilizde inhibisyon degerleri standart antioksidan madde olan BHA ile karsilastirilarak
ortaya konmustur. Numunelerin 1Cso degerleri SigmaPlot programinda hesaplanmistir.
Analiz sonucunda ugucu yag ve hegzanlh ekstre ve ugucu yagin %50’den diisiik bir
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Sulu ekstrenin lipit peroksidasyonunu inhibe etme

giicliniin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin lipit peroksidasyonu inhibe etme potansiyeli

(ICso degerleri)

Genel olarak T. armenum ekstrelerinin ABTS ve DPPH radikallerine karsi1 serbest
radikal stpurucu etkileri ve lipit peroksidasyonu inhibisyon degerleri arasinda

korelasyon gorulmektedir.

T. armenum ucgucu yag ve ekstrelerinin oksijen radikali absorbans kapasitesi
peroksit radikallerinin fluoresein’in floresan 6zelligini sondiirmesi prensibine gore test
edilmistir. Numunelerin antioksidan kapasiteleri standart madde Trolox ile
karsilastirilarak hesaplanmistir. Analiz sonucunda ugucu yagin diisiik bir etki gosterdigi,
sulu ve metanollii ekstrelerinin ise belirgin bir aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir
(Sekil 5.7.).
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Sekil 5.7. T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin Trolox’a esdeger ORAC degerleri

T. armenum ekstrelerinin toplam fenol miktar1 tayini i¢in Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilmis ve ekstrelerin olusturdugu kompleksin rengi spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. Standart madde olarak gallik asit kullanilmis ve sonuglar gallik asite
esdeger olarak hesaplanmistir. En yiiksek fenol miktarmin sulu ekstrede bulundugu

tespit edilmistir (Sekil 5.8.).
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Sekil 5.8. 7. armenum ekstrelerinin gallik asite esdeger toplam fenol miktarlar

T. armenum ekstrelerinin toplam flavonoit miktar1 tayini i¢in AIClz reaktifi
kullanilmis ve ekstrelerin olusturdugu kompleksin rengi spektrofotometrik olarak
Olciilmiistlir. Standart madde olarak kersetin kullanilmis ve sonuglar kersetine esdeger
olarak hesaplanmistir. En yliksek flavonoit miktarinin sulu ekstrede bulundugu tespit

edilmistir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. T. armenum ekstrelerinin kersetine egdeger toplam flavonoit miktarlar

Mekinic vd. (2013) tarafindan yapilan arastirmada, Asteraceae familyasi
bitkilerinin fenolik asit i¢erigi ve antioksidan aktivite arasinda, gozlemlenen aktiviteler
icin 6nemini gosteren yliksek pozitif dogrusal iligkiler belirlenmistir [187]. Klorojenik
asit turevlerinin antioksidan, antienflamatuar, anti-HIV, anti-HBV, radikal stplrme,
mutajenez ve karsinojenez inhibisyonu gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve insan
saghgina faydali oldugu bir¢ok arastirmada rapor edilmistir [188-191]. Yiksek
miktarda fenolik yapida sekonder metabolitlerin varlig1 ve biyolojik etkileri nedeniyle,
bircok Asteraceae bitkileri ilag endstrisi, kozmetik riinler ve gida katki maddesi
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu bitkilerin arasinda Tanacetum, Helichrysum [192],
Achillea [193], Carthamus [194, 195], Artemisia [196], Taraxacum [197, 198], Cynara
[199], Solidago [200], Cichorium [201, 202] turleri var.

5.4.2. Antidiyabetik potansiyel

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin antidiyabetik potansiyeli in vitro sartlarda
a-amilaz enzimi inhibe etme etkisine gore degerlendirilmistir. Mikrotiter deneyde
pankreatik a-amilaz enzimi, substrat olarak nisasta ve belirtec olarak iyot c¢ozeltisi
kullanilmistir. Test edilen numunelerin enzimi inhibe etme etkisi dolayli olarak iyot
rengindeki degisimin gdzlemlenmesiyle degerlendirilmistir. Spektrofotometrik
dlgiimler 630 nm dalga boyunda yapilmistir. inhibisyon etkisinin degerlendirilmesinde
standart inhibitér akarboz ile kiyaslama yapilmistir. Test edilen numunelerin arasinda

hegzanli ve metanollii ekstrelerinin en yiiksek o-amilaz enzim inhibisyonu gosterdigi
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saptanmistir. Ancak kullanilan standart maddeye gore bu ekstrelerin orta derecede
(%34%) bir aktiviteye sahip olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 5.10.).
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Sekil 5.10. 7. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin a-amilaz enzimi inhibe etme etkileri

Kaynaklarda Asteraceae familyasi bitkileri ekstrelerinin diyabet ve obezite
yonetimindeki etkisi tizerine ¢alismalar mevcuttur. Spinola vd. (2017) tarafindan
yapilan arastirmaya gore, kafeoilkuinik asit tiirevleri sindirim enzimlerinin
inhibisyonuna ve gelismis glikasyon son iriinlerinin  olusumuna katkida
bulunmaktadirlar [203].

5.5. HPTLC-Biyootografik Analiz

Proje kapsaminda T. armenum’dan farkli polariteli ¢oziiciilerle elde edilen
ekstreleri ve ugucu yag antioksidan aktivite gostermistir. Ekstrelerde ve ugucu yagda
aktiviteden sorumlu olan bilesikleri tespit edebilmek amaciyla biyootografik HPTLC
arastirmalar1 gerceklestirilmistir. Belirte¢ olarak kullanilan DPPH reaktifine kars1 etki
gosteren spotlar ITK plagindan kazmarak LC-MS/MS ve GC/MS teknikleriyle analize
tabi tutulmustur. Gaz kromatografik analizi sonucunda aktif bilesikler 1,8-sineol, kafur,
ve borneol olarak belirlenmistir. LC-MS analizi sonucunda serbest radikal suptruci

etkiyi gosteren bilesikler tabloda verilmistir (Tablo 5.1.).
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Tablo 5.1. T. armenum metanollii ve sulu ekstrelerinden antioksidan aktiviteden sorumlu bilesikler

Ekste Tarl
Madde
TAME TASE

3,5-Dikafeoilkuinik asit + +
Luteolin glukozit + +
5-Kafeoilkuinik asit + +
ikarisid b5 + +
Luteolin +
Pirogallol benzeri +

Tabloda goriildiigii iizere, antioksidan aktiviteden sorumlu olan bilesikler fenolik
asit ve flavonoit turevleridir. Kafeoilkuinik asit ¢esitli izomer ve tiirevlerinin
antioksidan aktiviteleri birgok arastirmada konu olmustur. Didier vd. (2011) tarafindan
yapilan calismada, kafeoil tiirevlerinin Asteraceae familyasi bitkilerinde major

antioksidan maddeler oldugu gosterilmistir [204-206].

5.6. Antimikrobiyal Aktivite Potansiyeli

T. armenum ucucu yag ve ekstrelerinin Gram (+) ve Gram (-) suslara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri MIC degerleri 500-1000 pg/mL arasinda gozlemlenmistir.
Hegzanl ekstrenin Gram (+) ve Gram (-) suslara kars1 aktivite gosteren en etkili ekstre
oldugu tespit edilmistir (MIC= 500 pg/mL). T. armenum ugucu yaginin ¢alisilan suslar
icerisinde dzellikle Bacillus subtilis ATCC 19659 ve Klebsiella aerogenes ATCC 13048
(KA) suslarina kars etkili oldugu tespit edilmistir (MIC= 500pg/mL).

T. armenum ugucu yag ve ekstrelerinin antikandidal aktivite testlerinde
MIC=1000-2000 pg/mL olarak gézlenmistir. Candida tiirlerine karst MIC=1000 pg/mL
olarak tespit edilen ugucu yagin, en etkili numune oldugu tespit edilmistir. Ancak
kullanilan standart antimikrobiyal maddelere gore ekstrelerin ¢alisilan suslara karsi ¢ok

etkili olmadig1 gézlemlenmistir.
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. SONUC

Projede Eskisehir civarinda yetisen Tanacetum armenum bitkisi Uzerinde kapsamli
biyolojik aktivite ve fitokimyasal aragtirmalar gerceklestirilmistir.

T. armenum toprak istii kismi ugucu yag profili aydinlatilmis olup ana bilesikleri
kafur (48.3), borneol (%13.6 ), y-6desmol (%13.5) olarak tespit edilmistir.

T. armenum g¢igekli kisminin sabit yag asitleri mikroekstraksiyonla elde edilip gaz
kromatografik teknigi ile incelenmistir. Yag asitleri profilinde doymus yag asitleri
cogunluk olmak tiizere palmitik (%43.8), nonadekanoik (%18.3), arasidik (%7.8)
asitleri ile temsil edilmistir. Doymamis yag asitleri ise linoleik (%10.9) ve linolenik
(%4.8) ile temsil edilmistir.

Polar ekstrelerin profilleri benzer olmakla beraber ana bilesikleri olarak 3-
kafeoilkuinik asit, 3,5- dikafeoilkuinik asit ve luteolin glukozit tespit edilmistir.

T. armenum sulu ve metanollii ekstrelerinin belirgin derecede serbest radikal
sliptiriicii aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Bu ekstrelerin ayni zamanda en
yiiksek miktarda toplam fenol ve flavonoit icerdigi tespit edilmistir. Biyootografik
yontemi ile antioksidan aktiviteden sorumlu bilesiklerin 3,5-dikafeoilkuinik asit,
luteolin glukozit, 5-kafeoilkuinik asit, ikarisid b5, luteolin, pirogallol benzeri madde
oldugu tespit edilmistir. Ugucu yagda aktif bilesikler olarak 1,8-sineol, kafur ve
borneol tespit edilmistir.

T. armenum ekstre ve ugucu yaginin zayif-orta (%19-33) derecede a-amilaz enzimi
inhibe etme potansiyeline sahip oldugu saptanmuistir.

T. armenum hegzanl ekstresinin Gram (+) ve Gram (-) suslara kars1 aktivite gosteren
en etkili ekstre oldugu tespit edilmistir. T. armenum ugucu yagmin Bacillus subtilis
ve Klebsiella aerogenes suslarina karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Candida
tiirlerinin en etkin sekilde ugucu yag tarafindan inhibe edildigi tespit edilmistir.
Ancak kullanilan standart antimikrobiyal maddelere gore ekstrelerin, calisilan
suslara kars1 cok etkili olmadig1 gozlemlenmistir.

Proje kapsaminda T. armenum bitkisi {izerinde kapsamli biyolojik aktivite taramasi
yapilmis olup biyootografi teknigi ile antioksidan aktiviteden sorumlu olan bilesikler
tespit edilmistir. Yag asit profili ilk kez bilim diinyasina tanitilmistir. Bitki tizerinde

ilk kez antimikrobiyal ve anti diyabetik arastirma yapilmistir.
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EKLER
EK-1. T. armenum metanolli ekstresindeki bilesenlerin kiitle spektrumlari

a) Kafeoil glukozit

W _EPJ (340,80) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 3,283 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (... Max. 6,6e5 cps
340,7
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6,0e5

5,55

5,0e5

4,565

4,0e5

3,55

Intensity, cps

3,0e5

2,5e5113,3

2,0e5+

1432

1,5e5 1612

1,0e5

5,0e4 ]

1493
5, 163,8 |,-182.0 22‘.1‘3 75

ooleedibll L b e wwan L . ; . ; . . , . \
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

b) Kinik asit

[ Epl (190,83) Charge (+0) CE (15) FT (200,749): Exp 3, 3,520 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.w... Max. 8,4e5 cps
84e5 1908

8,0e5
7,5e5]
7,0e54
6,55
6,0e5
5,55
5,0e5
4,55
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3,0e54
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1,085+ 1730

5094}09‘1 A127,1 193,9
J' 173,5.197,
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¢) Protokatesik asit heksozit

1,00e6 4
9,50e5
9,00e5
8,50e5 1
8,00e5
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7,00e5 4
6,50e5
6,00e5
85,50e5
§5,00e5 Bl
E
4,00e5 1
3,50e5
3,00e5
2,50e5 1
2,00e5
1,50e5
1,00e54

5,00e4

15p,9
1208 ‘ 16‘4‘8

[ Epl (314,76) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 8,455 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (...

@
P
)

Max. 1,0e6 cps
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d) Dihidroksi kumarin benzeri

1,10e6
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133,0

14‘8.9

17

[ Epl (176,85) Charge (+0) CE (15) FT (141,829): Exp 3, 9,141 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.w...

.8
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s
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e) Dihisroksi kumarin glukozit benzeri

[

Intensity, cps

-EPI (338,76) Charge (+0) CE (50) FT (250): Exp 5, 9,562 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (...

4,1e5

17¢

.8

4,0e5-]
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f) Bilinmeyen dikafeoilkinik asit

. -EFl {514,81) Charge {+1}) CE {15) FT {250): Exp 2. 10,080 min from Sample 1 {fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff {Turbc Spray)
5146
2.0e5
0o 2228 apaa 5l7.9
O T T T T T T T T T
100 150 200 250 200 350 400 450 500 550
miz, Da
B R {175,88) Charge {+2) CE {30) FT {250): Exp 4, 10,085 min from Sample 1 {fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff {Turbo Spray)
P 1243
J 178,28
0o |
Ok T T T T T T T T T
100 150 200 250 200 350 400 450 500 550
miz, Da
L=l {514,81) Charge {+1) CE {20} FT {250): Exp &, 10,112 min frem Samgle 1 {fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff {Turbo Spray), Centroided
1902
5.0e5 180.8
' oo _1ZF0-1240 | 178.9 228
Ok T T T T T T T T
100 150 200 250 350 400 450 500 550
miz, Da
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g) 5-Kafeoilkinik asit

[

, Cps

Intensity,

-EPI (352,79) Charge (+1) CE (15) FT (226,686): Exp 3, 12,019 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium....
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h) Kersetin glukozit

cps

Intensity,

“EPI (462,66) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 17,888 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (...
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1) 3,5-Dikafeoilkinik asit

Intensity, cps

4,4e5
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W EPJ (514,64) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 19,392 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (...
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j) Luteolin glukozit

Intensity, cps

5,4e5

5,0e5

4,55

4,0e5

3,55

3,0e54

2,554

2,0e5

1,5e5+

1,0e5+

5,0e4

gDG,B

133,0

1630 17P6
L !

175,0 198,8

ol

256,1
2429540 0

LA

283,8

32:3‘6

W _EPJ (446,63) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 20,600 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (...
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k) Sideritoflavon benzeri trimetoksiflavon

Intensity, cps

2,6e6 -
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W _EPJ (358,76) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 32,521 min from Sample 1 (fg 10mgml tanacetum armenium) of Fg tanacetum armenium.wiff (..
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