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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KARA YAVSAN (Artemisia campestris ) BITKI KOKUNUN ANTIOKSIiDAN
KAPASITESININ BELIRLENMESI VE ANTIOKSIiDAN BILESIKLERININ
IZOLASYONU

SEDAT KARA

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS

Bitkiler halk ilacit olarak yillardir kullanilmaktadir. Icerdikleri biyoaktif sekonder
metabolitlerden dolay1 ila¢ endiistrisinin ilgi odagi haline gelmistir. Bu calismada,
Artemisia campestris kokleri sivi azot ile pargalanarak toz haline getirildi ve hekzan, etil
asetat ve metanol ile ekstraksiyona tabi tutuldu. ilgili ekstraktlar iizerinde yapilan
antioksidan aktivite testleri sonucuna goére, metanol ekstraktinin en yiiksek aktivite
gosterdigi belirlendi. Antioksidan testleri i¢in 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal
(DPPH") aktivitesi, 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal
aktivitesi, indirgeme giicii yontemleri kullanildi. Metanol ekstraktindan aktif bilesiklerin
izolasyonu i¢in kromatografik ydntemler kullanildi. Izole edilen bilesiklerin yapilari
1D-, 2D-NMR ile belirlendi. Neoklorojenik asit ve klorojenik asit izole edilerek yapilari
belirlendi. Her iki bilesikte yiliksek derecede aktioksidan aktivite gosterdigi ortaya
kondu.

2018, 38 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: A. campestris antioksidan aktivite, izolasyon



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE ROOT OF
THE KARA YAVSAN (Artemisia campestris ) AND ISOLATION OF
ANTIOXIDANT COMPOUNDS

Sedat KARA
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
Graduate School of Natural and apphed SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

SUPERVISOR: PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS
Plants have been used in folk medicine for years. Due to the including bioactive
secondary metabolites, they gained the great interest for pharmaceutical industry. In this
work, root of Artemisia campestris was powdered with liquid nitrogen then extracted
with hexane, ethyl acetate and methanol sequentially. After the removing of the solvent
from each extract, hexane, ethyl acetate, methanol extracts were obtained. The
antioxidant activity of these extracts was carried out using 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl free radical (DPPH’) scavenging, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging, reducing power tecniques. Methanol extract
displayed the most antioxidant activity Therefore, methanol extract was subjected to
chromatography to isolate the compounds whose structures were elucidated by
spectroscopic techniques such as 1D-, 2D-NMR. Neochlorogenic acid and Chlorogenic
acid were isolated and identified. Both compounds showed the excellent antioxidant

activity.

2018, 38 Pages

KEYWORDS: A. campestris antioxidant activity, isolation
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1. GIRIS

Insanligin varolusundan beri hastaliklar, fitoterapi ile tedavi edilmeye c¢alisiimustir.
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) gelismis iilkelerin ¢ogunda ilaglarin yaklasik %25'ini
bitkisel kokenli etken maddelerden (vimbilastin, rezerpin, Kinin, aspirin vb.) olustugunu

rapor edilmektedir (Farnsworth ve ark., 1985).

IIk ¢ag kalintilarindaki bulgulara gore insanlar, beslenme ve saglik ihtiyaclar1 igin
oncelikli olarak bitkileri kullanmiglardir (Kocyigit, 2005).

Sekonder bilesikler, bitkilerden elde edilen, bitkilerin biyolojik etkileri tizerine primer
bilesikler gibi etki etmeyen, buna karsilik ilag sanayii, gida ve kozmetik sektorlerinde
ekonomik olarak o6nemli ve boslugu doldurulamayacak kimyasallar olarak
nitelendirilmektedir. (Wink, 1999).

Sekonder bilesikler gurubu, genis gruplar olup, i¢inde bulunan fenolik bilesiklerin
canlilar tiizerine etkileri sebebiyle Onemlidirler. Fenoliklerin, anti kanserojen ve
mikroplar1 etkisiz hale getirmeleri nedeniyle canlilar tizerinde olumlu etkileri

belirlenmistir (Khalil ve ark., 2007).

Bu zamana kadar Artemisia campestris bitkisi iizerine yapilan ¢aligmalar i¢in bitkinin
govde ve yaprak kismi kullanilmistir. Bu ¢alismalar genellikle antioksidan aktivitesi ve
antikanser aktivitesi lizerine yapilmistir. Artemisia campestris bitkinin sekonder
metabolitlerinin  izolasyonu ve biyolojik aktiviteleriyle 1ilgili hicbir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada Artemisia campestris bitkisinin kok kisminin sekonder metabolitlerinin
izolasyonu, biyolojik aktivitelerinin ortaya konulmasi ve bilesiklerin yiiksek aktivite
gostermesi durumunda ise ilag, gida ve kozmetik sektorii gibi birgok sektorde hali
hazirda kullanilan bitkisel kokenli drlinlerin  gesitliligine katki saglayacagi

diistinilmektedir.



2. GENEL BILGILER KAYNAK OZETLERI
2.1 Artemisia campestris, Bitkisinin Ozellikleri
Artemisia campestris, "Yavsan otu" veya "Kara yavsan" olarak bilinen Tiirkiye'nin belli

bolgelerinde yayilim gosteren Asteraceae familyasina ait ¢ok yillik bitkidir.

Artemisia cinsinin diinyada Kuzey iklimi, Gliney Afrika ve Giiney Amerika’da goriilen
400 kadar tiiri bulunmaktadir. Bunun 57 tiirii Avrupa’da, 22 tiirii ise Tirkiye’de
yetistigi belirlenmistir(Davis, 1975; Hickey, 1981). Tiirkiye’de 22 Artemisia tiirlinden
genis yayilima sahip olan tiirleri Artemisia vulgaris, Artemisia annua, Artemisia
absinthium, Artemisia campestris, Artemisia marchalliana, Artemisia scoparia,

Artemisia santonicum, Artemisia spicigera’dir (Davis, 1975).

Sekil 2. 1 Artemisia campestris bitkisi

Cizelge 2. 1. Artemisia campestris bitkisinin 6zellikleri ve yayilimi

Genel Ozellikleri Ve Yayilimi

Omiir Cok Yillik

Yap1 Otsu

Ciceklenme Donemi 6.-9. ay

Habitat Tepe yanlari, kumluk alanlar

Yiikseklik 0-1500

Endemik Endemik degil

Tiirkiye Dagilim Kuzey Bat1 Tiirkiye, Kuzey Anadolu, Orta Anadolu, Dogu
Genel Dagilin Avrupa, Kuzey Bat1 Afrika




2.2. Sistematik

Alem : Plantae

Sube : Tracheobionta

Boéliim : Magnoliophyta

Simif : Magnoliopsida

Takim : Asterales

Alt Takim : AsteridaeAile : Asteraceae
Cins : Artemisia

Tiir : Artemisia campestris

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Aktivite

Serbest radikaller hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkenlere bagli olarak olusan, bir veya daha
fazla eslenmemis elektron bulunduran, kararsiz molekiiller olarak tanimlanmaktadir.
Canlilarda antioksidan savunama sistemleri ve serbest radikaller arasinda dogal bir
denge bulunur. (Mercan, 2004). Molekiil veya bir grubun tek elektronunu, yani serbest
radikal oldugunu belirtmek i¢in saginda bir nokta bulunur.(John, 1988.)

Birgok hastaligin temel nedenleri arasinda serbest radikaller ve oksidatif stres rol
oynamaktadir (S.S. Ali, 2008). Canlilarda serbest radikaller en ¢ok ¢ alig verisi sonunda
meydana gelir(Halliwell, 1999).

Cizelge 2.2. Biyolojik Onemi Olan Baz1 Serbest Radikaller

Radikaller Non-radikaller
Stiperoksit, O;" Hidrojen peroksit, H,0,
Hidroksil, OH Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, O
Hidroperoksit,HO, Peroksinitrit, ONOO
Nitrik oksit, NO Hidroperoksid, L(R)OOH

Bu nedenle serbest radikalleri ortadan kaldiran ya da etkilerini minimuma indiren

ajanlar olarak antioksidan bilesiklerin 6nemi artmaktadir.



2.4. Flavonoidler

Flavonoidler; 6nemli 6lgiide antioksidan 6zelligine sahip olan, molekiil agirligi diisiik
ve en yaygin fenolikler simifidir. Altt karbonlu A, B ve C halkalarindan olusan
heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar.
Aromatik halkayr olusturan grup A ve B, hetero halkayr olusturan grup ise C olarak
ifade edilir. Karbon atomlar1 C halkasinda olan oksijenden baglanarak, B halkasinda

bulunan karbon atomlari ise iissii (') rakamlariyla numaralandirilirlar.

Sekil 2. 2 Genel flavon iskeleti

Flavonoidler molekiilde bulunan aromatik halkalara baglanan substituentlerinin sayisi,
ozelligi, baglanma pozisyonlarina gore farkli kimyasal yapilara ve fizyolojik etkilere
sahiptir. (Makris, 2006).

Butin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin
kendilerini bazi1 zararlilara karsi korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida farkli

nitelik ve miktarlarda ¢esitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli, 2007).



Flavononlar

Flavonoller Flavonlar Izoflavonlar
R
R, 1 R
R, HO (o] O 2
HO o
HO o O Q | R;
SO ®
Ry O
' OH OH O
OH O OH O
R2 = OH; R1 = H : Kaemferol Ri=H:R2=OH: Apiceni R1 = H: Daidzenin R1=H; R2 =OH : Naringenin
R1=R2 = OH; R3 = H : Kuarsetin e : Apigenin R1 = OH : Genistein R1 =R2 = OH : Eriodiktol
R1=R2=R3 = OH : Mirsetin R1=R2 =OH : Luteolin R1=OH ; R2 = OCH3: Hesperetin
Antosiyanidinler Flavonoller Trimerik prosiyanidin
R4
R4

OH
A "
HO %, R O

3 HO o
e ® "
OH
OH

OH
OH
R1=R2 = H : Pelargonidin .
R1=OH ; R2 = H: Siyanidin R1=R2=OH ; R3 =H : Katesin
R1 =R2 = OH : Delpinidin R1=R2 =R3 = OH : Gallokatesin

R1=O0OCH3 ; R2 = OH : Petunidin
R1 =R2 = OCH3 : Malvidin

Sekil 2. 3 Flavonoidlerin kimyasal yapis1 (Manach ve ark., 2004).

2.5. Kaynak Ozetleri

Artemisia campestris bitkisinin ¢icek, yaprak ve gévdesinden elde edilen ugucu yaglarin
bilesenleri GC ve GC-MS ile analiz edilmis. Ugucu yagin %95,4 {inii olusturan 19
bilesen ¢igeklerde belirlenirken, yapraktan da yagin % 90,3 iinii ihtiva eden 22 bilesen
belirlenmistir. Govdeden elde edilen yagin %96,7 sini olusturan 14 bilesen
belirlenmistir. Cigek, yaprak ve govdeden elde edilen yagdaki ana bilesenlerin sirasiyla
a-pinen (%23,9, %23,0, %29,2), ve sptahulenol (%23.9, %15.8 ve %29.2) oldugu
belirlendi. Cigek yagindaki diger ana bilesenin bisiklogermacren (%12.0) ve yaprakta
da beta-pinen (%12.6) oldugu belirlenmistir. Cigek, yaprak ve gévdenin ugucu yaglari
arasinda 6nemli bir fark gézlenmemistir (Kazemi ve ark., 2009).

Artemisia campestris sub. caudata sulu ekstrakti mikorizal mantar ve fide biiyiimesi
kumul ¢im koklerinin kolonizasyonu tizerindeki etkileri arastirilmistir. Yiiksek ekstre
konsantrasyonlar1 kolonizasyon ylizdesini azaltmis ve ii¢ ¢im tiirlerinin biliylimesini
inhibe etmistir. Kolonideki mikorizal mantarlar1 ekstre ile tohumlardan daha hassas

biiyiime gosterdigini belirtmislerdir (Yun ve ark., 2007).



Artemisia campestris sub caudata mikorizal mantarlarin tohum ¢imlenmesi ve birkag
kumul tiirlerin fide biiyiimesi ve kolonizasyonu iizerine allelopatik etkilerini test etmek
igin sera ¢alismalar1 yapilmistir. Artemisia campestris bitkisinin sulu ekstreleri tohum
cimlenmesi, fide biiylimesi veya bitkideki kuru agirlik artist lizerine daha diisiik
konsantrasyonlarda (% 10 ve 50) herhangi bir inhibitor etki gdstermemisken ekstrenin
% 100 konsantrasyonunda test tiirlerine bagli olarak inhibisyon derecesi degisen

farkliliklar gostermis oldugu rapor edilmistir (Yun ve Maun, 1997).

Metanol ham ekstresi ve iki ¢oziicii ekstresindeki (Etil asetat ve su) 6nemli fenolik
bilesiklerin taramasi verimli ve hizli bir sekilde LC-MS TOF ile yapilmistir. 39 adet
molekiil belirlenmistir. Kumarinler, flavonlar, flavonoller, fenolik asitler ve
seskiterpenleri igeren onlarcasi belirlendi. Bunlardan 24’4 bu tirde ilk kez
belirlenmistir. Antioksidan sonuclarinin degerlendirmesine iliskin olarak; en diisiik
hacimlerde metanol ve etil asetat ekstreleri, en yiiksek aktiviteyi gostermistir (DPPH
icin ICsp degerleri sirasiyla 6 ve 1011 pg/mL). Bunun yani sira etil asetat faz1 Bacillus
thuringiensis (inhibition zone (1Z) = 18 mm) ve Vibra vulnificus (IZ= 16 mm) e kars1
daha giiclii ve kayda deger bir antimikrobiyel aktivite gosterdigi bulunmustur. Metanol
ise Listeria monocytogenes (IZ= 13,5 mm) e karst daha aktif oldugu bulunmustur. Bu
bulgular sonucunda, A. campestris in sanayi i¢in gelecek vaat eden bir bitki oldugu ve
gidalar1 bozulmaya karst korudugu ve besin takviyesi olarak kullanilabilecegi

ongorilmistir (Megdiche-Ksouri ve ark., 2015).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Coziiciiller:  Metanol  (TEKKIM), etilasetat(TEKKiM),  hegzan(TEKKIiM),
kloroform(TEKKIM), asetonitril(J.T. Baker) ve diklorometan(TEKKIM) kullanildi. Bu
¢oziciiler destilasyon islemi yapildiktan sonra kullanildi. NMR analizlerinde

déteryumlu ¢oziiler kullanildi.

Reaktifler: DPPH", demir(lll)kloriir ferrozin (sigma), KsFe(CN)s, TCA, KH;POy,,
Na,COs, Folin kimyasali (sigma-aldrich), biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen,
Vitamin E, gallikasit (merck), Amonyumseryumsiilfat(sigma).

Dolgu maddeleri: TLC tabakalar1 (20 x 20), (merck), silikajel (merck 60 - 230 mesh)

ve silikajel Ggosg

Indikator: Seriksiilfat ¢ozeltisi (12 g amonyumseryum(IV)siilfat alind1 iizerine 50 mL
derisik siilfiirik asit ilave edildi. Karistirildiktan sonra hacim 500 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi).

3.2. Kullanilan Cihazlar
NMR Cihazi:Bruker Avence 111 400 MHz *H ve 100 MHz *C

UV Spektrofotometre Cihazi: Hitachi U-2900
Doéner buharlastirici: Heidolph

Manyetik Karistiricr: IKA marka
Liyofilizator: ScanVac marka

3.3. Bitkisel Materyal

Tez c¢alismas: kapsaminda kullanilan Artemisia campestris bitkisinin koki Isparta
ilinden toplandi. Bitkinin tiir teshisi Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji boliimii 6gretim iiyesi Prof Dr. Ahmet ILCIM tarafindan yapildi. Bitki MKUH

1201 herbaryum numarasiyla saklanmistir.



3.4. Bitkinin Ekstraksiyonu

Bitkinin kok kismi sivi azot yardimi ile parcalandi ekstraksiyon islemi yapildi.

Kara Yavsan Otu (Artemisia campestris)

Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon
(Hekzan) (Etil Asetat) (Metanol)
“V
Hekzan Etil Asetat Metanol
Ekstrakt Ekstrakti Ekstrakti
"V

ANTIOKSIDAN AKTIVITE TESTLERI

»Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH:)
»>indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP)
»ABTS* Radikali Giderme Aktivitesi

l

[ AKTIVITESI YUKSEK OLAN EKSTRE ]

l

[ Kolon Kromatografisi, Flash Kromatografisi, HPLC, GC-MS, NMR, FTIR ve UV Teknikleri ]

Sekil 3. 1 Artemisia campestris kok kisminin ekstraksiyon asamalari

3.5. Uygulanan Antioksidan Aktivite Testleri

3.5.1. Radikal Giderme (DPPH-) Testi

Radikal giderme aktivitesi (Blois, 1958)’in yapmis oldugu metotla uygulandi. 0,26 mM
DPPH(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) etil alkol icinde hazirlandi. Orneklerin stok
cozeltilerinden belirlenen miktarda (10-200 pg/mL) alinip iizerine 1 mililitre DPPH
(0,26 mM) eklendi ve tiip igindeki 6rnegin hacmi 4 mL oluncaya kadar iizerine etil alkol
eklendi. Vortekslendikten sonra 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra
her bir numunenin absorbansi 517 nanometrede spekrofotometre ile 6l¢tim yapildi. Elde

edilen veriler 1Csg seklinde hesaplanda.



3.5.2.Indirgeme Giicii (FRAP) Aktivitesi

Elmastas ve arkadaslarinin (Elmastas ve ark., 2006) yontemine gore yapildi. 100 uL
stok ¢Ozeltiden alinarak fosfat tamponu (0.2M, pH=6,6) ile hacmi 1,25 mL’ye
tamamlandi ve lizerine 1,25 mL potasyum ferrik siyaniir [K3Fe(CN)g] (%1) ilave edildi.
Bu karigim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, bu karistma TCA
(1,25 mL, % 10) ve FeCl; (0,25 mL, % 0,1) ilave edildi. Elde edilen son karigimin
absorbanslart 700 nm’de kaydedildi. Sonuglar troloksa esdeger (mmol TE/g

ekstre)seklinde verilmistir.

3.5.3.ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi

Re ve arkadaglarinin (Re ve ark., 1999) uyguladigi metottan faydalanilarak yapildi
Yénteme gore, 0,1 M p=H:7,4 PO4> tamponu hazirlandi. Sonra fosfat tamponu (0,1 M
p=H:7,4 PO,*) ile hazirlanmis 2 mM ABTS (2,2'-Azino-bis 3-ethyl benzothiazoline-6-
sulfonicacid) ¢ozeltisi ve yine fosfat tamponuyla (0,1 M p=H:7,4 PO,*) hazirlanmis
olan 2,45 Milimolar K;S,;0g (potasyumpersiilfat) ¢ozeltisi 1:2 oraninda karistirilarak,
karanlik ortamda 6 saat bekletildi Her bir numune i¢in (mg/mL derisimde) 10, 20, 30 ve
40 pL dort farkli miktarda ve tiger tekrarli olmak tlizere 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan
ornekler, hacimleri 3 mL olacak sekilde fosfat tamponu (0,1 M’lik, pH=7,4) eklendi.
Daha sonra biitiin &rneklere ABTS™ ¢ozeltisi (1 mL) ilave edildikten sonra 734 nm’de
absorbanslar1 6l¢tildii. Sonuglar ICsg seklinde verilmistir.

3.6. Etkili Bilesiklerin Saflastirilmasinda Kullamilan Teknikler

3.6.1. Kolon kromatografisi

Calismada; 5,3 g metanol ekstresi etkili bilesenlerin saflastirilmasi i¢in (2,5x80 cm)
uzunlugunda cam kolon kullanildi. Dolgu maddesi olarak 500 g silikajel kullanildu.
Mobil faz, hekzandan baglayarak %10’luk artislar seklinde etil asetat ve metanol ile
kademeli polarite artig1 yapilarak 250 mL’lik hacimlerde toplamda 310 adet fraksiyon
topland1. Fraksiyonlar ITK ile kontrollii birlestirildi.



Sekil 3. 2 ITK kontrollii birlestirilen bazi fraksiyonlar.

3.6.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar ITK’ye tabi tutuldu. ITK i¢in mobil

faz belirlenirken, kolonda kullanilan mobil faz ile ayn1 polaritede ¢oziicii kullanildi. Saf
ve ayni1 R¢ degerine sahip fraksiyonlar birlestirildi ve ¢oziiclileri uzaklastirildiktan sonra
NMR’lar1 alindi. Saf olmayan fraksiyonlar i¢in R degerleri ayni olanlar, UV 1s18inda
bakilarak birlestirildi ve kristallesmeye birakildi. UV 1s181inda goriinmeyen spotlar ise
serik stilfat belirteci piskiirtiilerek hafif 1sitildiktan sonra goriinen renkler ve Rg

degerlerine bakilarak benzer olan fraksiyonlar birlestirildi.

3.6.3. Yapi Tayininde Kullanilan Spektroskopik Teknikler
3.6.3.1. NMR Spektroskopisi

3.6.3.1.1. 1D NMR Teknikleri

'"H-NMR: Molekiildeki ka¢ degisik protonun bulundugu, farkli protonlarin goreceli
sayilari, protonlarin elektronik cevreleri ve bir protonun komsusundaki protonlarla
etkilesmeleri gibi bilgiler net bir sekilde elde edilebilir.

BC-NMR: Molekiilde bulunan farkli karbonlarin sayisi belirlenir. Karbon sinyallerinin
kimyasal kayma degerlerinden her bir karbon atomunun elektronik cevresi hakkinda

bilgi edinilebilir.
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DEPT-135: *C-DEPT90 NMR spektrumda sadece —CH ve —CHj tipi karbon atomlari
pozitif pik verirken —CH, tipi karbonlar ise negatif olarak pik verir. Kuarterner
karbonlar ise bu spektrumlarda gézlenmez.

DEPT-90: '*C-DEPT90 NMR spektrumda sadece —CH tipi karbonlar spektrumda
pozitif olarak gézlenirken —CH,, —CH3 ve —C tipi karbonlar gbzlenmez.

APT: C-APT NMR spektrumda biitiin karbonlarin gdzlenir. -C ve -CH, tipi karbonlar
spektrumda pozitif olarak gozlenirken, -CH ve CHgs tipi karbonlar negatif olarak
gozlenir. Sonug¢ olarak bu tiir NMR teknikleri kullanilmasiyla dogal kaynakl

molekiillerin yapilarinin karmasikliklarina ragmen aydinlatilmasini kolaylastirir.

3.6.3.1.2. 2D-NMR Teknikleri

COSY (Correlation Spectroscopy) : 2D-NMR tekniklerinden olan COSY; spin-spin
etkilesimlerini belirleyerek molekiildeki baglanmalar1 tayin etmeyi saglar. COSY
spektrumlarinda her iki eksende de proton spektrumu yer alir ve molekiildeki
protonlarin hangi protonlarla etkilestigi acik¢a goriiliir. COSY’de ili¢ baga kadar
etkilesmeler goriilebilir (proton-protonun bagli oldugu karbon- bu karbona komsu

karbon ve komsuya bagli proton arasindaki etkilesmeler).

HETCOR (Heteronuclear Correlation): Yalniz karbon atomuna dogrudan bagl olan
protonlar arasindaki etkilesmeyi ortaya koyan bu teknik, molekiildeki protonlarin hangi
karbon atomuna bagli olduklarini kesin olarak belirlemeye yarar. HETCOR
spektrumlarindan; proton karbon eslesmesi yok ise bu karbona bagli proton yoktur,
karbon atomu iki ¢apraz pik vermisse karbon atomuna iki farkli proton baglidir, karbon
atomu tek capraz pik vermisse -karbona bagli proton sayisi birdir ya da bagli olan

protonlar 6zdestir yorumlari yapilabilir.

HMBC (Heteronuclear Multi Bond Correlation): HMBC spektrumlart genelde
yapilart ¢ok kompleks olan dogal kaynakli molekiillerin C-C baglantilarinin
belirlenmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir. HETCOR spektrumlarinda sadece karbona
bagli protonlarin korelasyonu verilirken HMBC spektrumlarinda bir bag iizerinden olan
korelasyonlarin elimine edilirken iki ve {i¢ bag bazen de dort bag {lizerinden
korelasyonlar gozlenir. Iki ve {i¢ bag iizerinden etkilesmelerin verildigi spektrumlar;

yapinin daha kolay anlasilmasini saglamaktadir.
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4. BULGULAR

Bitkiden elde edilen hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerine DPPH™giderme

aktivitesi, FRAP, ABTS "giderme aktivitesi testleri yapild. (Cizelge 4.1.)

4.1. Ekstrelere Uygulanan Antioksidan Aktive Testlerinin Sonuclari

Cizelge 4. 1 Ekstrelere uygulanan antioksidan aktivite test sonuglari.

Numune DPPH‘ Radikal FRAP ABTS_’+ Radikal
Giderme (mmol TE/kg ekstre) Giderme
[1Cs (ng/mL)] [1Cs (ng/mL)]
Hekzan 117,92 + 033 0,92 +£0,21 63,13 +0,73
Etil Asetat 20,18 £0,52 9,94 + 1,44 16,07 + 0,92
Metanol 15,23 + 0,74 17,48 + 0,68 14,08 + 0,74
BHT 4,02+0,73 7,30 £ 1,08 3,92+ 0,50
BHA 5,52 +0,54 6,62 + 0,99 5,19+ 0,80
Trolox 3,73+0,72 Test edilmedi 6,02 + 0,62

Cizelge 4.1. incelendiginde elde edilen ham ekstrelerden metanol ekstresinin DPPH’
radikal giderme (ICsp= 15,23pg/mL), indirgeme giicii (17,48 TE mmol/kg ekstre) ve
ABTS 'radikal giderme (ICsp= 14,08 pg/mL) degerleriyle de diger ekstrelere oranla
daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, aktiviteden sorumlu olan biyoaktif bilesenlerin saflastirilmasi ve

karakterizasyonu i¢in metanol ekstresine kromatografik yontemler uygulandi.

4.2. 1zolasyon Islemi

Bitkiden biyoaktif bilesenlerin saflagtirllmasinda 2,5x80 ¢cm uzunlugunda cam kolon
kullanildi. Sabit faz olarak 120 g silikajel kullanildi. Kolonun sartlanmasinda ise;
kolondan 1,2 L hekzan normal akis ile (basingsiz ve vakumsuz) geg¢irildi. Daha sonra 5
g ekstre az miktar ¢oziicii ile ¢oziip 20 g silikajel ile homojenize hale gelene kadar
karistirildi ve kolona tatbik edildi. Kontrollii polarite artis1 i¢in mobil faz olarak %100
hekzan ile basland1 ve %100 metanol ile sonlandirildi. Toplamda 155 adet fraksiyon
toplandi. Fraksiyonlar 250 mL hacimlerinde toplandi ve toplanan franksiyonlarin
¢oziiclisli evaporatorle uzaklastirildi. Coziiciisii uzaklastirilan fraksiyonlar etiketlenmis
tiiplere uygun ¢oziicli yardimiyla alindi. Fraksiyonlar ITK yardimiyla benzer olanlar
birlestirildi.
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Sekil 4. 1 Izole edilen Neoklorojenik Asit’in ITK gériiniimleri.

4.3. Artemisia campestris Bitkisinden izle Edilen Bilesikler
Artemisia campestris bitkisinden elde edilen fraksiyonlara uygulanan kromatografik
teknikler sonunda Neoklorojenik asit(Sekil 4.2) ve Klorojenik asit(Sekil 4.4) izole edildi

ve yapist aydinlatildi.

4.3.1. Neoklorojenik Asit’in Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Sekil 4. 2 Neoklorojenik Asit’in molekiil yapisi

Neoklorojenik asit bilesigi kolon kromatografisinde % 40 Etil asetat-%60 Hekzan
¢oziicli sisteminden 6 mg olarak izole edildi. Kapali formiilii C16H1309 olup molekiil
agirligr 354,09 g/mol’diir. Neoklorojenik asit molekiilii bilinen bir bilesik olup elde
edilen 'H-NMR ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri literatiir (Morishita ve ark.,
1984; Tatefuji ve ark., 1996) ile uyumludur.
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Cizelge 4. 2 Neoklorojenik Asit’in "H-NMR ve "*C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Neoklorojenik Asit
C/H oc OH
2a 40.98 1.49 (dd, J=18.1, 3.8 Hz)
b 1.73 (dd, J= 14.0, 4.3 Hz)
3 72.14 5.21-5.14 (m)
4 73.90 3.90 (d, J=2.8 Hz)
) 72.01 3.47 (dd, J=9.9, 2.7 Hz)
6a 38.64 1.61 (dd, J=12.4, 9.5 Hz)
6b 1.98 (dd, J= 14.1, 4.3 Hz)
2’ 114.87 6.76 (d, J = 8.1 Hz)
3 146.46 -
4' 149.47 -
5' 115.27 6.96 (dd, J=8.2, 1.7 Hz)
6 121.65 7.08 (d, J = 1.7 Hz)
7' 125.75 -
8’ 145.21 7.45 (d, J =15.9 Hz)
9' 116.45 6.23 (d, J=15.9 Hz)
10’ 166.91 -
11’ 75.73 -
12' 176.95 -
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Sekil 4. 3 Neoklorojenik asit *H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz DMSO-d¢)

T T
9.5 9.0

Neoklorojenik asitin *H-NMR spektrumunda yapida bulunan 8’ ve 9’ protonlarindan 8’
protonu 7.45’de (d, J=15.9 Hz) rezonans olurken, 9’ protonu 6.23’de (d, J=15.9 Hz)
rezonans olmaktadir. Fenil halkasindaki "OH grubuna komsu olmayan orto(6") protonu
7.08°de (d, J=1.7 Hz), meta(5’) protonu 6.96’da (dd, J=8.2, 1.7 Hz), 2’ protonu ise
6.76’da (d, J=8.1 Hz) sinyal vermektedir. Alifatik halkada bulunan ester gurubuna bagl
olan metil protonu(3) 5.21-5.14 ‘de multiplet (m) olarak rezonans olmaktadir. Metin(4)
protonu 3.90’da (d, J=2.8 Hz), diger metin protonu(5) 3.47°de (dd, J=9.9, 2.7 Hz) sinyal
vermektedir. Alifatik halkadaki CH, protonlar1 farkli alanlar gordiigiinden farkli
yerlerde sinyal verdigi belirlenmistir. Bu sinyaller 6a ve 6b protonlar1 1.98 (d, J=14.1
Hz) ve 1.72 (dd, J=14.0, 4.3 Hz) ‘de rezonans olurken, 2a ve 2b protonlar1 1.60 (dd,
J=12.0, 9.5 Hz) ve 1.49 (dd, J=18.1, 3.8 Hz) ‘da rezonans olmaktadir.
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4.3.2. Klorojenik Asit’in Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

HO

HO 4'

5'

Sekil 4. 4 Klorojenik asit molekiiliiniin kimyasal yapis1

Klorojenik Asit bilesigi kolon kromatografisinde % 50 Etil asetat-%50 Hekzan ¢oziicii
sisteminden 8 mg olarak izole edildi. Kapali formiilii C16H1809 olup molekiil agirligi
354,09 g/mol’diir. Klorojenik asit molekiilii bilinen bir bilesik olup elde edilen *H-NMR
ve *C-NMR kimyasal kayma degerleri literatiir (Pauli ve ark., 1999) ile uyumludur,

Cizelge 4. 3 Klorojenik Asit’in "H-NMR ve "*C-NMR kimyasal kayma degerleri

Pozisyon Klorojenik Asit
C/H 5(: 5H
2a 38.59 1.48-1.51 (m)
2b 1.70-1.74 (m)
3 72.14 5.20-5.14 (m)
4 73.77 3.90 (d, J=2.6 Hz)
5 71.87 3.45-3.49 (m)
6a 36.44 1.61 (dd, J=10.4, 9.5 Hz)
6b 1.98 (dd, J=8.9, 4.3 Hz)
2’ 115.09 6.77 (d, J=8.2 Hz)
3 146.46 -
4’ 149.47 -
5 115.26 6.97 (d, J=8.1 Hz)
6 121.65 7.08 (d, J = 1.7 Hz)
7' 125.75 -
8’ 145.11 7.45(d, J =159 Hz)
9’ 116.36 6.23 (d, J=15.9 Hz)
10’ 166.91 -
11’ 75.73 -
12/ 176.95 -
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Sekil 4. 5 Klorojenik asit’in *H-NMR spektrumu (*H-NMR400 MHz DMSO-ds)

Klorojenik asitin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.4.) yapida bulunan 8' ve 9’
protonlarindan 8’ protonu 7.45’de (d, J=15.9 Hz) rezonans olurken, 9’ protonu 6.23’de
(d, J=15.9 Hz) rezonans olmaktadir. Fenil halkasindaki "OH grubuna komsu olmayan
orto(6") protonu 7.08’de (d, J=1.7 Hz), meta(5') protonu 6.97°da (d, J=8.1, 1.7 Hz), 2’
protonu ise 6.77°da (d, J=8.2 Hz) sinyal vermektedir. Alifatik halkada bulunan ester
gurubuna bagli olan metil protonu(3) 5.20-5.14 ‘de multiplet (m) olarak rezonans
olmaktadir. Metin(4) protonu 3.90°da (d, J=2.6 Hz), diger metin protonu(5) 3.49-
3.45’de multiplet (m) olarak sinyal vermektedir. Alifatik halkadaki CH; protonlari farkli
alanlar gordiigiinden farkli yerlerde sinyal verdigi belirlenmistir. Bu sinyaller 6a ve 6b
protonlart 1.98 (dd, J=8.9, 4.3 Hz) ve 1.61 (dd, J=10.4, 9.5 Hz) ‘de rezonans olurken, 2a
ve 2b protonlar1 1.74-1.70 (m) ve 1.51-1.48 (m) ‘da rezonans olmaktadir.
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4.4. izole Edilen Bilesige Uygulanan Antioksidan Aktivite Sonuglar

Cizelge 4. 4 izole Edilen Bilesige Uygulanan DPPHe, FRAP ve ABTS™" Aktivite test
sonuglari

Bilesik DPPH- Radikal FRAP ABTS™ Radikal
Giderme (mmol TE/kg Giderme
[1Cso (ng/mL)] ekstre) [1Cso (ng/mL)]
Neoklorojenik Asit
COKIOTOJENTK ASH 17,50 + 0,41 11,12 = 0,35 15,68 + 0,81

Klorojenik Asit

16,32 + 0,48 13,01 +£ 0,48 17,01 £1,99
BHT

4,02 +0,73 7,30 + 1,08 3,92 £ 0,50
BHA

5,52 £ 0,54 6,62 + 0,99 5,19 + 0,80
Trolox ) .

3,73 £0,72 Test edilmedi 6,02 + 0,62

Sonuglar degerlendirildiginde; DPPH ve FRAP analizlerinde, izole edilen bilesiklerden
Klorojenik asidin Neoklorojenik asitten daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun yani
sira ABTS™" analizinde ise Neoklorojenik asidin Klorojenik asitten daha yiiksek aktivite

gosterdigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Artemisia campestris bitkisinden elde edilen hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerine
uygulanan Serbest Radikal Giderme(DPPH), Indirgeme Giici(FRAP) ve ABTS"
Radikali Giderme antioksidan aktivite test sonuglar1 (Cizelge 4.1), degerlendirildi ve
aktivitesi en yiksek olan metanol ekstresine kromatografik teknikler (kolon

kromatografisi, ITK) uyguland.

Ayirma ve saflastirma islemleri sonunda, yapist bilinen ayni zamanda literatiirdeki
degerlerle de ortiisen iki adet (Sekil 4.2 ve Sekil 4.4) bilesik saflastirildi. Saflastirilan bu
iki bilesigin yapi aydinlatilmasi ise spektroskopik teknikler (1D-NMR, 2D-NMR) ile
belirlendi. Saflastirilan bilesiklere de Serbest Radikal Giderme (DPPH), Indirgeme
Giicii (FRAP) ve ABTS" Radikali Giderme antioksidan aktivite testleri uygulandi
(Cizelge 4.4).

Sonuglara bakildiginda, izole edilen bilesiklerin her birinin gosterdigi antioksidan
aktivite degerleri, metanol ekstresinin gosterdigi aktivite sonuglari ile uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, metanol ekstresinde yiiksek aktiviteden sorumlu olan

bilesenlerin biiyiik oranla izole edilen bilesikler oldugunu diisiindiirmektedir.

Artemisia campestris bitkisinin toprak istii kisimlariyla ilgili birgok ¢aligma mevcut
iken; bitkinin kok kisminda daha 6nceden yapilan bir ¢aligmanin olmamasi, izole edilen
bilesiklerin ve bunlara uygulanan test sonuglarinin (Cizelge 4.4) 6nemini daha c¢ok

arttirmaktadir.

Bu giine kadar Artemisia campestris bitkisinin kok kisminin herhangi bir ¢alismaya
konu olmamasi, yapilan ¢alismanin 6zgiinliigiinii ortaya koymakla beraber, bitkilerin
insanlik tarihinde yapilan kesiflerde farkli bir renk oldugunu bir kez daha ortaya

koymaktadir.
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7. EKLER

7.1. Neoklorojenik Asit ve Klorojenik Asit Molekiillerinin 1D ve 2D-NMR
Spektrumlari
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