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OZET

Paeonia mascula L.(Mill.) subsp. bodurii (0ZHATAY) BITKi KOK
KISIMLARININ ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ BELIRLENMESI VE
FENOLIK BILESENLERININ KROMATOGRAFiK YONTEMLERLE
TAYINI

Bu tez c¢alismasinda Paeonia mascula L. (Mill.) subsp. bodurii (N.
OZHATAY) bitkisinin kok kisimlarindan elde edilen metanolik &ziitlerin antioksidan
ve fitokimyasal igerikleri spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle (HPLC-
DAD) tespit edildi. Metanolik kok 6ziitlerinin toplam fenolik madde igerigi gallik asit
ve kuersetin standartlar1 kullanilarak tespit edildi ve sirasiyla 932,8 mg GAE /100g
kok ve 691,8 mg KE /100g kok olarak belirlendi. Toplam flavonoid miktarinin ise 12,2
mg KE /100g kok oldugu tespit edildi. Bitki kok kisimlarinda Demir (III) indirgeyici
antioksidan aktivitesi (FRAP) 1869,0 mg TE /100g kok olarak tespit edildi ve bu deger
kokiin yaklasik %2 oraninda antioksidan igerige sahip oldugunu gostermektedir.
Ayrica DPPH radikal temizleme aktivitesi SCso degeri 213,8 ug/mL ve ABTS
radikaline kars1 205,1 pg/mL SCso degerine sahip oldugu belirlendi. Metanolik kok
oziitlerinin HPLC-DAD ile belirlenen esas bilesenlerinin gallik asit, paeoflorin,
albiflorin, elacik asit, benzoilmudanpiosid tiirevi ve gallik asit tiirevi bilesenler oldugu
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: HPLC-DAD, fenolik bilesikler, antioksidan aktivite, Paeonia
mascula L.(Mill.) subsp. bodurii
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF PLANT ROOT
PARTS OF Paeonia mascula L. (Mill.) subsp. bodurii (OZHATAY) AND
DETERMINATION OF PHENOLIC COMPONENTS BY
CHROMATOGRAPHIC METHODS

In the thesis study, antioxidant and phytochemical contents of methanolic
extracts obtained from the root parts of Paeonia mascula L. (Mill.) subsp bodurii (N.
OZHATAY) were determined by spectrophotometric and chromatographic methods
(HPLC-DAD). The total phenolic content of methanolic root extracts was determined
using gallic acid and quercetin standards and it was found as 932,8 mg GAE /100g
root and 691,8 mg KE /100g root, respectively. Total flavonoids were found as 12,2
mg KE /100g root value. Iron (111) reducing antioxidant activity (FRAP) in plant root
parts was determined as 1869,0 mg TE /100g root and this value shows that the root
has approximately 2% antioxidant content. Besides, it was determined that DPPH
radical scavenging activity had a SC50 value of 213,8 pug/mL and a SC50 value of
205,1 pg/mL against ABTS radical. Gallic acid, paeoniflorin, albiflorin, ellgic acid,
benzoylmudanpioside derivative and gallic acid derivatives were determined as the
main components of methanolic root extracts by HPLC-DAD.

Keywords: HPLC-DAD, phenolic compounds, antioxidant activity, Paeonia mascula
L.(Mill.) subsp. bodurii
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GIRIS

Insanhigin var olusundan giiniimiize kadar ekosistem, teknoloji, tarim ve gida
alanlarindaki degisimler sonucu birgok hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Insanoglu bu
ortaya ¢ikan hastaliklara karst miicadele igin birgok sentetik kokenli ilaglar
gelistirmistir. Bu ilaglarin saglik acisindan olumlu etkilerinin yanisira olumuz etkiler
birakmasi da kaginilmazdir.

Ozellikle son zamanlarda tedavi amacli kullanilan sentetik kokenli ilaglardan
mikroorganizmalarin fazla etkilenmemesi 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu
sorunlar1 azaltmak ve insan sagligina kalitsal zarar vermemek adina sentetik ilaglara
kars1 dogal bitkisel kaynaklar kullanilmaya baslanilmistir (Tung vd., 2019).

Tiirkiye bitki ¢esitliligi bakimidan zengin bir tilkedir ve Avrupa Kitasi’nin
tamaminda bulunan bitki cesitliligi sayisina yakindir. Yapilan arastirmalarda
Tirkiye’nin tiir, alt tiir ve varyete olarak yaklasik 12000 adet bitki ¢esidine sahip
oldugu belirlenmis olup bu sayiya her yil yeni bulgular eklenmektedir. Kisa
mesafelerde goriilen iklim farkliliklari, morfolojik 6zelliklerden ortaya ¢ikan
cesitlilikler, toprak yapisindaki farklilik gibi ¢ok sayida cografi etken bitki
formasyonlarmin ayrilmasina ve tiirce cesitlenmesine neden olmaktadir (Ozyavuz,
2011).

Insanlik tarihinden bugiine kadar diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de
tibbi ve aromatik bitkilerin tedavi edici 6zelliginden faydalanilmistir. Her gegen giin
ckonomik degeri daha da artan bu bitkiler saglik disinda gida, endiistri ve kozmetik
sanayinde de kullanilmaktadir (Goktas vd.; 2019).

Bu ¢alismamizda Tiirkiye’de yetisen, tibbi agidan degerli bir bitki olan Paeonia
mascula L.(Mill.) subsp. bodurii (OZHATAY) bitki kok kisimlarinmn antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi ve fenolik bilesenlerinin kromatografik yontemlerle

arastirilmasi amaclanmistir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Paeonia Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Tiirkiye’de siis bitkisi olarak yetistirilen Paeconia (yabani sakayik), halk
arasinda ay1 giilli, bocur, ay1 kulagi, tombak, yaban giilii, orman giilii, dag giilii, kame,
giilora olarak bilinen; rizomlu, otsu veya odunsu bir gévdeye sahip olan ¢ok yillik bir
bitkidir (Onal vd., 2014; Mammadova, 2018). Paeonia cinsi, paeoniaceae ailesinde
bulunan tek cins olup sistematigi Tablo 1°de verilmektedir.

2008 yilindan itibaren “Dogadan Toplanmak Suretiyle Thrag Edilmesi Yasak
Olan Cigek Soganlar1” olarak bilinen Paeonia, ge¢mis tarihte “Otlar Kraligesi’” olarak
isimlendirilmistir (Deniz, 2022).

Tablo 1. Paconia cinsinin sistematigi

Alem Plante
Sube Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida

Takim Dilleniales
Aile Paeoniaceae
Cins Paeonia

Paeonia L. (Sakayik), tilkemizin zengin florasinda bulunmaktadir ve birgok
tibbi etkisinden dolay1 kullanilmaktadir (Demirboga vd.; 2021).

Sakayik bitkisine Yunan mitolojisinde rastlanmaktadir ve Antik c¢aglarda
biiyiik 6neme sahiptir. Sakayik ¢i¢eginin bilimsel adinin Yunan tanris1 Asklepios’un
ogrencisi Pacon’dan geldigi literatiirlerde belirtilmistir. Baska bir literatiire gore
Apollon’nun annesi Leto, Olimpos Dagi’nda bulunan ve dogum sancilarina iyi gelen
bir bitki kokiinii bulmasi i¢in Paeon’u gorevlendirmistir. Pacon’u kiskanan Apollon
onu oldirmeye calismis ancak Zeus gen¢ tanriyr sakayika doniistiirerek onu
kurtarmistir. Bagka bir mite gore de Truva Savasi’nda Pluto ve yanindaki tanrilarin
yaralarinin sakayik kokleri ile tedavi edildigi bilgisi verilmistir (Bkz. Sekil 1).
Anlatilan mitosa gore Asklepios, Pacon’u kurtarmak, siikranlarini sunmak igin
Paeon’u sakayik c¢icegine doniistiirmiis ve Oliimsiizliik hediye ettiginden

bahsedilmistir (Tarhan vd., 2016).
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Sekil 1. Sakayik cicegi ve Pluton’un Herakles’te aldig1 yaranin sakykla
tedavi edilisi
Sakayik bitkisi Roma doneminde ve orta cagda da dnemli bir bitki olmustur.
Bu bitki Hippocrates (MO 377-470) ve ibni- el Baitar tarafindan epilepsi hastaliginin
tedavisinde kullanilmistir (Onal vd., 2014).

Sakayik kokiine Misir’da, hagotu adi verildigi, hag seklinde sara ndbeti gegiren
hastanin gogsiinde gezdirilerek veya boynuna asarak hastanin tedavi edildigi bilgisi
literatiirde verilmistir. Ayrica sara hastasi olan kisiler meyveleri ile tiitsii yaptiklar1 da
bilinmektedir (Tarhan vd., 2016).

Giliniimlizde de alternatif tip ile ugrasan uzmanlar sakayik bitkisinin kok,
tohum ve ¢igeklerinden elde edilen kiirleri; iltihaplarin giderilmesinde, mikroplarin
oldiiriilmesinde, kanin temizlenmesinde, kalp, mide, bagirsak ve kas agrilarinin

giderilmesinde ve histerik bozukluklarin tedavi edilmesinde kullanmaktadirlar (Onal

vd., 2014).

1.2. Paeonia Bitki Tiirlerinin Tiirkiye’deki ve Diinya’daki Dagilhimi

Diinyada, Kuzey Yarim Kiire’de Paeoniaceae familyasina genis bir alanda
rastlanir. Fas, Ispanya, Avrupa ve Akdeniz'in daglk bolgeleri; Kafkas daglari
vasitasiyla Orta Asya, Cin, Japonya ve Amerika Birlesik Devlet’lerine kadar yayilim
gosterir (Incegayir, 2018). Bu familyaya ait olan Paeonia L. cinsinin, diinyada 36 tiir
altinda 52 taksonu bulunmaktadir (Kokgii vd.; 2021).

Tiirkiye’de yetisen Paeonia cinsi 12 taksondur (Unlii, 2010). Tiirleri arasinda

cicek rengi, yaprak cesidi, tohumu tiiylii veya tiiysiiz olarak farklilik gdsteren paeonia



(Paeonia arietina subsp. arasicola, Paeonia arietina subsp. arietina, Paeonia daurica,
Paeonia kesrouanensis, Paeonia mascula subsp. mascula, Paeonia officinalis,
Paeonia peregrina, Paeonia tenuifolia, Paeonia turcica, Paeonia wittmanniana,
Paeonia kayae ve Paeonia mascula subsp. bodurii) bitkisinin ¢igekli halleri Sekil 2°de

gosterilmektedir.

]
PaeonIg otieting
subsp. arosicolo (n.)

>

:f'arvmus u’a”“iu' R i On w5,
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-

Poeonia tenuifolio Deonio turcico L 0eonio xkoyoe (n
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Sekil 2. Tirkiye’de yetisen Paeonia tiirleri

Paeonia bitkisinin baz tiirlerinin (Paeonia turcica, Paeonia wittmanniana,
Paeonia kesrouanensis, Paeonia tenuifolia, Paeonia peregrina, Paeonia daurica,
Paeonia mascula subsp. macula, Paeonia mascula subsp. arietina, Paeonia mascula
subsp. bodurii) Tiirkiye’deki dagilimi Tiirkiye Bitkileri Veri Serisi (TUBIVES)
bilgilerine gore Sekil 3’te gdsterilmektedir.



© Paeonia mascula alttiir mascula
@® Paeonia mascula alttiir arietina
© Paeonia mascula alttiir bodurii
@ Paeonia daurica

® Paeonia peregrina

@ Paeonia tenuifolia

® Paeonia kesrouanensis

@ Paeonia turcica

® Paeonia wittmanniana

Sekil 3. Paeonia tiirlerinin Tiirkiye’deki dagilimi

Tirkiye’de oldugu gibi Diinya’nin farkli bolgelerinde de kendine yer edinen
Paeonia bitki tiirlerinin baz1 dzellikleri ve dagilimi TUBIVES verilerine gore Tablo

2’de gosterilmektedir.



Tablo 2. Paconia bitkisinin bazi tiirlerinin Diinya’daki dagilimi

Paeonia tiirii Omiir Yam I(élncr;l; Habitat ?i{llllzrsrle)k Endemik };Zgﬁ:ﬁl g:gﬁllm
Avrupa
Paeonia mascula Mese, Endemik A_da_na Kafkasya
subsp. mascula Cok Otsu 46 calilik, 1000- degil Bitlis Kibris
Yillik kayalik, 2200 Antalya K. Irak
yamag Hatay K. fran
Tiirkiye
Bitlis
Amasya
Balikesir ;

. . N Italya,
Paeonia mascula Cok Calilik, 1000- EnE:I.emlk Elaz1g Balkan
subsp. arietina Villik Otsu 6-7 kayalik, 2000 degil Glimiishan Yarmadas

yamag eTrabzon Tiirki
Tunceli 1 hurkiye
Yozgat
Bayburt
Acik
kayalik
Paeonia mascula Cok yerler,
subsp. bodurii Villik Otsu 4-5 asinmig  750-750 Endemik  Canakkale  Tiirkiye
kaya
cikintilar
1
Kirim,
Osmaniye  Transkafka
Paeonia daurica  Cok Endemik  Hatay syaK. Iran
vilnk ~ O®Y 4 Calls  O-LaB0 degil fcel Yugoslavy
Samsun a
Tiirkiye
Pasonia ' Kastamonu Italya
peregrina Cok Otsu 4.5 Tarla 1000- Endemik  Bursa Romanya
Yillik 1200 degil Canakkale  Balkanlar
Yozgat Tiirkiye
GD,
Avrupa’da
n
Kuru BalkanYar
acgik 1madasi’na

. yerler, . kadar:

?e?]ici)frgﬁa g{?lll(ﬂ( Otsu 4-5 Eadisl? 250-250 ggggm'k Edirne $omar;ya,
rakilm ugoslavy
1$ a,
tarlalar Bulgarista
n, G.veO.
Rusya,
Tiirkiye
Kuru
Paeonia acik . B. Suriye
kesrouanensis g(olll(k Otsu 4-4 yerler, 1888 Enfj.?m'k Hatay Liibnan
i sicak cel Tiirkiye
bolgeler
Poconiatureica  Cok  otsu 77 Dag 00 Endemik  AMAYE Tarkiye

. Alpin B.
Paeonia . .

- . Cok cayir, 2000- Endemik  Artvin Kafkasya
wittmanniana ¢, Otsu 66 Granit 2400  degil Rize K. fran
yamag Tiirkiye




1.3. Paeonia mascula (L.) MILLER

Paeonia mascula (L.) Miller tiirlinde yapraklar basit biternat veya bazi
yaprake¢iklar daha ¢ok boliinmiis, yaprakeiklar 9-16 adet daralandan genisleyen
eliptige kadar degisen sekildedir. Yapragin alt kisminda tiiystizden yumusak tiiyliiye
degisen tily oOrtiisii mevcuttur. Cicekler 8-14 cm ¢apinda, petaller kirmizi veya
beyazdir. Folikiiller 3-5 adet, 2-4 cm, beyaz-tomentoz tiiylii, tepede kesik uglu stigmasi
sapsizdir.

Tiirkiye’de Paeonia mascula (L.) Miller tiiriiniin ii¢ alt tiirii (Bkz. Sekil 4)
bulunmaktadir. Bunlar;

1. Paeonia mascula (L.) Miller subsp. bodurii: 1. Petaller beyaz

2. Paeonia mascula (L.) Miller subsp. arietina: 1. Petaller kirmizi, 2.yapraklar
12-16 segmentli, altta yumusak piloz tiiylii

3. Paeonia mascula (L.) Miller subsp. mascula: 1.Petaller kirmizi, 2.yapraklar

9-10 (-12) segmentli, altta tiiysiiz veya seyrek piloz tiiylii (Koyunoglu, 2008).

(a (b)

Sekil 4. (a) Paeonia mascula subsp. mascula, (b) Paeonia mascula subsp. bodurii
(N. OZHATAY), (c) Paeonia mascula subsp. arietina
Kaynak: Deniz, 2022

1.4. Paeonia mascula (L.) MILLER subsp. bodurii (N. OZHATAY)

Paeonia mascula (L.) Miller subsp. bodurii (Bkz. Sekil 5), 1995 yilinda
Neriman OZHATAY tarafindan Tiirkiye’den yeni bir tiir olarak tamimlanmistir
(Koketi vd.; 2021). Endemik bir tiir olan Paeonia mascula (L.) Miller subsp. bodurii
bitkisi, tilystiz hafif mor-kirmizi, ¢izgili, gévdeye sahip ve 50-80 cm boyundadir.
Yapraklar tilysiiz, iist kismu gri-yesil, alt kismi ise mat mavi-yesil renktedir. Ust gdvde
yapraklar1 ii¢ pargali, verimli tohumlar koyu mor renktedir. Cicekler 11-12 cm

capinda, beyaz tabanda morumsu renktedir (Koyunoglu, 2008). Paeonia bitkisinin bu



alt tlirlinlin meyve verme ve tohum olgunlasma asamasina ait gorsel Sekil 6’da
verilmektedir.

Tiirkiye’de Kuzey Bati Anadolu bolgesinde 6zellikle Canakkale ilinin Can-
Canakkale, Cam yayla, Kalkim dolaylarinda rastlanmaktadir. Y1l igerisinde Nisan ve
Haziran aylarinda ¢igeklenir. 1000-2200 m yiiksekliklerde kayalik yamaglarda ve
mese kayin c¢aliliklarda yetisir (Koyunoglu, 2008).

Kokeii vd.’nin 2018-2021 yillar1 arasinda yapmis oldugu ¢alismada, taksonu
ilk yayinlandiginda sadece bir bolgede oldugu bilinen Paeonia mascula (L.) Miller
subsp. bodurii’nin Canakkale ilinin Ag1 Dag1 (921 m), Kiraztas1 (Ugpmar) (720 m),
Besiktepe (Karamusalar) (454 m) ve Asagicavus (440 m) bolgelerinde de dogal olarak
yasadigini belirlediler.

Sekil 5. Paeonia mascula subsp. bodurii
Kaynak. Unlii, 2010

Sekil 6. Paeonia mascula subsp. bodurii bitkisinin meyve verme ve tohum
olgunlagma asamasi
Kaynak. Kokgii vd., 2021



1.5. Antioksidanlar

Insanlarin yasamlarin: siirdiirebilmeleri igin biiyiik dneme sahip olan oksijenin
metabolik faaliyetler esnasinda olusan bazi reaktif tiirleri canlhida ciddi risk
olusturmaktadir. Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirliligi, radyasyon,
Kirli sular ve pestisitler gibi bir¢ok faktor serbest radikallerin olusumunda etkili
olmaktadir. Serbest radikaller dis yorlingesinde eslesmemis elektrona sahip olmasi
nedeni ile kararsiz ve kisa omiirlii olan molekiil agirligi diisitk molekiiller olarak
tanimlanir. D1s yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olduklari
icin diger molekiiller ile rahatlikla elektron aligverisine girerler. Serbest radikaller
viicut hiicrelerinin membranina, hiicre yapisindaki lipidlere, proteinlere, niikleik
asitlere ve DNA’ya zarar vermesi sonucu koroner hastaliklar, diyabet, kanser,
karaciger tahribati, katarakt gibi ¢ok cesitli hastaliklara neden olmaktadir. (Kasnak ve
Palamutoglu., 2014). Serbest radikallerin cogunlugu oksijen kaynakli olmasi nedeni
ile radikal oksijen tiirleri olarak tanimlanir. Fakat radikal yapida olmadig1 halde reaktif
olan oksijen tiirleri de mevcuttur. Bu sebeple radikal tanimi1 yetersiz kaldig1 i¢in tiim
bu reaktif molekiiller “reaktif oksijen tiirleri” olarak adlandirilmaktadir. Reaktif
oksijen ve azot tiirleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri igermektedir. Ornek olarak
radikalik oksijen tiirlerine siiperoksit anyon (O2""), hidroksil (OH"), peroksit (HOO")
ve alkoksi (RO’) radikalleri; azot tiirlerine ise azot monoksit (NO") radikalleri
verilebilir. Radikalik olmayan oksijen tiirlerine 6rnek olarak hidrojen peroksit (H205),
ozon (Os) ve singlet oksijen (*O2); azot tiirlerine 6rnek olarak ise, nitroz asit (HNO?),
nitrozil katyonu (NO+) ve nitroksi anyonu (NO-) verilebilir. Ayrica bu radikallerin
yan sira tiyil radikalleri (RS") ve karbon merkezli radikaller de mevcuttur (Aydin,
2012).

Serbest radikaller, reaktif oksijen ve azot tiirleri yani prooksidanlar olarak
adlandirilan bu tehlikeli bilesiklerin saglik agisindan zararimi engellemek ic¢in
antioksidanlar 6nemlidir. Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
veya mevcut radikalleri siipiirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda
cogunlukla fenolik fonksiyon tagiyan molekiillerdir. Antioksidanlar, yiikseltgenebilen
substratlara oranla daha diisiik derisimlerde, substratin prooksidanlarla baslatilan
oksidasyonunu ciddi derecede engeller ya da geciktirirler. Boylece prooksidanlar

diisiik toksisiteli veya toksik olmayan {iriinlere doniistirler (Yavasger, 2011).



Antioksidanlarin kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve
dogal kaynaklardan elde edilebilmeleri gibi Ozellikleri insan saghigindaki yerini
belirlerler. Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan olusturulabildigi gibi, gidalardan
da alinabilmektedir. Baslica dogal antioksidanlar; C, E ve A vitaminleri, flavonoidler,
karotenoidler, en énemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir (Yavaser, 2011).

Antioksidanlar, serbest radikaller ile reaksiyona girer ve serbest radikallerin
baslattig1 zincir reaksiyonu durdurarak viicudumuz ig¢in 6nemli olan bilesenlerin zarar
gormesini engellerler (Aydin, 2012).

Antioksidan savunma etkisini gosterdigi mekanizmalar asagidaki gibidir.
Radikal metabolit iiretiminin 6nlenmesi
Uretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin detoksifikasyonu)

Hiicre deformasyonunun onarilmasi

Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

YV V V V V

Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi

Zincirleme reaksiyonda, oksijen ile otookside 6zelligine sahip madde, oksijen
ile birlesmektedir. Birlesim sonucu olusan etkinlesmis peroksit radikal ve molekiilleri,
enerjilerini otookside 6zelligine sahip maddenin yiikseltgenebilen diger molekiilerine
aktarir ve besinlerdeki otooksidasyon devam eder. Antioksidanlar araya girerek bu
zincir reaksiyonunun kopmasina neden olur ve bilesiklerin aktivasyon enerjisini
alirlar. Antioksidanlar aldiklar1 bu enerjiyi diger molekiillere aktaramazlar ve
otookside olabilen maddenin birgok molekiiliinde yiikseltgenme olay1 ger¢eklesmez
(Aydin, 2012).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi asagidaki gibi gerceklesmektedir.

R + enerji — Re (R: yag molekiilii, Re : aktif yag molekiilii)

Re + O2 — RO2*

RO2+ + AH — ROOH + A« veya RO* + AH — ROH + A-

ROz + A» - ROOA

(AH: Antioksidan molekiilii, A« : Antioksidan etkin molekiilii) (Aydin, 2012).

Antioksidanlar ylikseltgenebilen madde o6zelligine sahip olduklar1 igin
zincirleme reaksiyonu koparmalart sirasinda yiikseltgenerek bozunurlar. Bu sebeple

antioksidanlar sadece belirli bir zamanda yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve

10



belirli bir zaman sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye
devam eder (Aydin, 2012).

Antioksidanlarin kimyasal aktivitesi asagida belirtilen esaslara baglidir.

» Radikal siipiirme yetenegi

» Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gostermis oldugu reaktivite
(rediiksiyon potansiyeline bagli olan)

» Metal kelatlama potansiyeli

» Diger antioksidanlarla olan etkilesim (Aydin, 2012).

Antioksidanlar ilk olarak dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olmak
iizere iki grupta siiflandirilir. Kimyasal bilesimine gore fenolik yapida olan, aromatik
amino ve organik siilfiir bilesiminde ayrica etkili mekanizmasina gore ise primer ve
sekonder antioksidanlar olmak tiizere gruplanmaktadirlar. Dogal antioksidanlar
enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar seklinde ikiye
ayrilir. Enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar ise endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Endojena ntioksidanlar bulunduklar ve
etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre i¢i (intraseliiler), membranal ve
hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ sinif altinda toplanabilir (Akyiiz,
2007)

Tablo 3. Antioksidanlarin smiflandirilmasi
Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan BHT, BHA,
SOD Endojen Eksojen Troloks SOD mimikleri
Katalaz Glutatyon E Vitamini Ve ¢esitli selat

) ) olusturucu maddeler
Glutatyon peroksidaz = Seriiloplazmin B-Karoten

Glutatyon transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit
Sitokrom oksidaz Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin
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1.6. Sekonder Metabolitler

Bitkilerin; primer ve sekonder metabolitler olmak {izere iki g¢esit metabolit
sentezledikleri bilinmektedir (Onat vd., 2021). Primer metabolitlerin olusumu hemen
hemen her bitkide aynidir ve bitkide yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi igin
biiylime, metabolizma ve {ireme gibi temel gorevleri vardir (Topcu ve Cdlgegen,
2015). Bitkiler de oldugu gibi insanoglununda hayatin1 devam ettirebilmesi igin
bitkilerin temel kaynagini olusturan karbonhidrat, protein ve yaglara yani primer
metabolitlere ihtiyaglar1 vardir (Erkoyuncu Tanur ve Yorgancilar, 2015).

Bitkilerin temel yap1 taslar1 olan protein, yag ve karbohidratlar haricinde
sentezledikleri bilesikler, sekonder metabolitler olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerin
farkli kisimlarinda (¢icek, yaprak, tohum, sap, kok, govde gibi) bulunan sekonder
metabolitlerin  ¢ogunlugu primer  metabolitlerden  biyosentez  yolu ile
sentezlenmektedir (Onat vd., 2021).

Sekonder metabolitler; fenolikler, terpenler ve alkoloidler olarak ii¢ gruba
ayrilmaktadir (Letsididi vd., 2018, Topcu Colgecen, 2015).

1.6.1. Fenolik Bilesikler
Fenolik bilesikler, dogal olarak gidalarin yapisinda bulunan ve onlara birgok
nitelik (renk, tat, koku gibi) kazandiran fitokimyasallardir (Karabulut ve Yemis, 2019).
Bir benzen halkasina Hidroksil grubu (-OH) veya gruplari eklenmesi ile fenolik
bilesikler olusmaktadir (Onat vd., 2021). Bu bilesikler flavanoidler ve flavanoid
olmayanlar olarak Sekil 7°deki gibi siniflandirilmaktadir (Karabulut vd., 2019)
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FENOLIK ASIiTLER C6-C1 FLAVANOLLER

Katesin
Benzoik asitler Epikatesin

Gallik asit Epigallokatesin

o Sinnamik asitler
5 Kafeik asit, Ferulik asit, ottt -
=z Kumarik asit Kuersetin [
= Kaemferol =
b

= =
o . FLAVONLAR =}
=] STILBENLER C6-C2-C6 =
g Rutin o
§ Resveratrol Apigenin
j Pikeid
'8

FLAVANONLAR
| LIGNANLAR Naringenin

Pinoresinol Hesperidin

iSOFLAVONLAR

Genstein

ANTOSIYANIDINLER

Delfinidin

Siyanidin

Malvidin

Sekil 7. Fenolik Bilesiklerin Siiflandirilmasi

Gida maddeleri 500-25000 civarinda sekonder metabolit icermektedir. Bu
bilesiklerin hemen hemen 500 tanesinin saglik {izerine olumlu etkilerinden dolay1
popiiler bilesik gruplarinin basinda yer almaktadirlar (Acosta-Estrada vd., 2014).
Ayrica antioksidatif (Albishi vd., 2013), antimikrobiyal (Kaur vd., 2014),
antienflamatuvar (Zhang vd., 2016), antiviral (Zhang vd., 2014) gibi biyolojik aktivite

ozellikleri gostermektedirler.

1.6.2.Terpenler (Ucucu Yaglar)

Terpenler, bitkilerden veya bitki kisimlarindan elde edilen saydam, kendine
0zgii kokusu ve oda sartlarinda sivi olan ugucu madde karigimlaridir. Bitki kisimlar
olarak genellikle kok, odun, kabuk, yaprak, ¢igek ve meyve kullanilarak elde edilirler.
Bu bilesiklerin gesitliligi ve miktarlari; bitkinin tiiriine, bitkiden alinan boliimiine, elde

edilme sekline, iklime ve bulundugu bolgenin cografik konumuna bagli olarak
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degismektedir. Bitkilerden yapidaki miktarlari, 1s1 ile etkilesimleri ve bilesenlerin
ozellikleri dikkate alinarak farkli yontemlerle elde edilebilirler. Tiim apolar
coziiciilerde (kloroform, benzen, eter vs.) iyi ¢oziinmelerine ragmen suda ¢ok az
¢oziiniirler veya ¢oziinmezler (Arsal Kor, 2016).

Ugucu yaglar1 yapisal olarak inceledigimizde bilesiklerin bir¢ogunun
terpenoitler, ¢ogunlukla da monoterpenler ve seskiterpenler oldugunu gérmekteyiz.
Ayrica diterpenleri, diisitk molekiil agirlikli alifatik hidrokarbonlari, asitleri, alkolleri,
aldehitleri, asiklik esterleri veya laktonlari, ender olarak azot ve silfiir igeren
bilesikleri, kumarinleri ve fenilpropanoidlerin homologlarini da igerirler (Arsal Kor,
2016).

Terpenler yapisinda kimyasal olarak izopren birimine (2-metil-1,3-biitadien)
sahiptir ve izopren birimi (Sekil 8) sayisina gére hemiterpen, monoterpen, seskiterpen,
diterpen, sesterpen, triterpenler, tetraterpen ve politerpen olarak siniflanirlar (Arsal
Kor, 2016).

CHs

CH
H,cZ N %

Sekil 8. izopren’ in kimyasal yapist

1.6.2.1. Monoterpenler (C10)

Monoterpenler 10 karbon ig¢ermektedirler ve iki izopren birimine sahip
bilesiklerdir. Cogunlukla distilasyon yontemi kullanilarak bitkilerden elde edilirler ve
bitkilerin kendine has kokusunu tasiyan ugucu yaglar olarak tanimlanirlar.
Monoterpenler yapilarinda sahip olduklar1 halka sayisina gore asiklik, monosiklik,
bisiklik ve trisiklik olarak smiflandirilirlar. Yapilarindaki izopren gruplarinin
baglanma sekline gore ise diizenli veya diizensiz olarak tanimlanirlar. Asiklik terpenler
acik yapiya sahiptir. Bir adet halka yapiya sahip olanlar monosiklik terpenler, iki adet
sahip olanlar bisiklik terpenler ve ii¢ adet sahip olanlar ise trisiklik terpenler olarak
siniflandirilirlar. Birgok ugucu yagin ana bileseni olan monoterpenler sanayide

tatlandiric1 ve kozmetik tirtinlerinde kullanilmaktadir. (Arsal Kor, 2016).
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1.7. Paeonia Tiirlerindeki Monoterpenler ve Monoterpen Glikozitler

1753'ten beri Paeonia cinsinden 180'den fazla bilesik izole edilmistir ve yapilan
kimyasal ¢alismalarda daha ¢ok bitkinin kok kisimlar1 kullanilmistir (Zhao vd., 2016).

Paconia cinsinin kimyasal bilesenleri arasinda monoterpenler, monoterpen
glikozitler, triterpenoidler, flavonoidler, fenoller, tanenler bulunur ve yapida
monoterpen glikozitler baskin bilesenlerdir (Wu vd., 2010).

Paconia tiirlerinde monoterpen bilesikleri, "kafes benzeri" bir pinan iskeletine
sahip olan ve biyolojik olarak aktif ana bilesenlerdir (Ding vd., 2012).

Wu vd. 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Paeonia cinsinin 13
monoterpen, 45 monoterpen glikozit, 22 triterpenoid, 8 flavonoid, 31 tanen, 26 fenol
ve fenolik glikozit igerdigini bildirmislerdir.

P. peregrina’nin koklerinde yapilan calismada paeonidanin isimli bir
monoterpen glikozit izole edilmis ve paeoniflorigenon, benzoilpaeoniflorin, benzoik,
p-hidroksibenzoik ve gallik asit de tanimlanmistir (Kostova vd., 1998).

Zhao vd. 2016’da yapmis olduklar1 ¢alismada, Paeonia tiirlerinden paeoniflorin
A, paeoniflorigenone, paeonisuffral, 3-O- methylpaeonisuffroll, paeonilactinone,
deoxypaeonisuffrone, paeonisuffrone, paeonilactone A, paeonilactone C, 9-
hydroxypaeonilactone A, paeonilactone B, lactinolide, paeonisothujone, paeonilide
olmak tizere on dort monoterpen izole etmislerdir. Paeoniflorin A, kok korteks P.
suffruticosa’dan elde edilmistir. Ana biyoaktif bilesenlerden biri olan
paeoniflorigenone P. suffruticosa, P. peregrina ve P. albiflora olmak iizere tig tiirde
bulunmustur. Cogu monoterpen, P. suffruticosa'dan elde edilmistir. U¢ p-mentan
monoterpen, paeonilactone A, paeonilactone C, 9-hydroxypaeonilactone A, P.
albiflora’dan elde edilmistir. Ayrica ¢alismada Paeonia tiirlerinden toplam 58
monoterpen glikozit izole edilmistir. Bu bilesiklerden paeoniflorin, oxypaeoniflorin,
benzoylpaeoniflorin, benzoyloxypaeoniflorin, mudanpioside A, mudanpioside B,
mudanpioside C, mudanpioside D, mudanpioside E, mudanpioside F, mudanpioside
G, mudanpiosdie H, mudanpioside I, galloylpaeoniflorin, galloyloxypaeoniflorin, 8-
debenzoylpaeoniflorin, 8-0O-galloyldesbenzoylpaeoniflorin, 8-O-
1sovaleryldesbenzoylpaeoniflorin, 6’-O-galloyldesbenzoylpaeoniflorin, 6’-O-
vanillylpaeoniflorin, 3°,6’-di-O-galloylpaeoniflorin, 1somaltopaeoniflorin, 6’-O-

benzoyl-4”-hydroxy-3”-ethoxypaeoniflorin, 4-O-ethypaconiflorin, 4”-hydroxy-3"-

15



methoxy-4-O-methylpaeoniflorin, 4-O-methylpaeoniflorin, wurdin, paeonin A,
paeonin B, paconin C, albiflorin, 6’-O-galloyldesbenzoylalbiflorin, paeonivayin, 6’-
O-benzoyl-4”-hydroxyalbiflorin, 6’-O-(5-D-glukopiranosil) albiflorin, paeonidaniol
A, paeonidaniol B, 1-O-(5-D-glukopiranosil) paeonisuffrone, paeonidanin, (Z)-
((1S,5R)-p-piren-10-yl p-vicianoside)) cesitli siibstitiientlere sahip pinan tipi tiirevler
oldugu bildirilmistir. Daha sonra P. lactiflora'dan 6-O-(5-D glukopiranosil) laktinolid
ve laktiflorin elde edilmistir.

Paeonia koklerindeki biyoaktif bilesenler iizerinde kimyasal yapi, biyolojik
aktivite, metabolizma ve farmakokinetik acisindan yapilan g¢aligmalarin gozden
gecirilmesi, paeoniflorin (Sekil 9) ve albiflorinin 6nemli bilesenler oldugunu ortaya
koymaktadir (Lee vd. 2009). Bu molekiiller, bir kafes yapisina sahip monoterpenin bir
benzoik asit ve bir glukoz sekeri ile olusturduklari bilesenlerdir.

0”0
HI:)O O —OO
HO O
OH OH

Sekil 9. Paeoniflorin molekiiliiniin kimyasal yapisi

Kaynak. URL-1
1.8. Bitki Bilesenlerinin Kromatografik Yontemlerle Tanimlanmasi

Kromatografi, analitik bir yontemdir ve cogunlukla kimyasal bilesenlerin
ayrilmasi, nitelendirilmesi ve miktar tayini i¢in kullanilmaktadir. Kromatografik
yontemde bir sabit faz ve bir de hareketli faz bulunmaktadir. Karisimdaki bilesenler,
gaz veya sivi bir faz ile birlikte hareket ettirilerek sabit faz tlizerinden gegirilir ve
bilesenlerin sabit faz1 terketmelerine bagli olarak ayirim gerceklesir. Bu yontemler
kolon kromatografisi ve diizlemsel kromatografi olmak iizere ikiye ayrilir. Kolon
kromatografisinde, sabit faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda bu

sabit faz arasindan gegirilir. Diizlemsel kromatografide ise, sabit faz diiz bir plaka
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lizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve hareketli faz sabit faz
arasindan kapiler veya yergekimi etkisiyle hareket eder. Kromatografi hareketli fazin
(siv1, gaz, siiper akiskan) tipine gore de sivi kromatografi, gaz kromatografi ve
stiperkritik akigkanli kromatografi seklinde siniflandirilir (Koyunoglu, 2008).

Kromatografik yontemlerde sabit ve hareketli faz ile numune arasindaki
etkilesimler dikkate alinarak kullanilan mekanizma ¢esitliligine goére kromatografi,
adsorpsiyon, dagilma, iyon ¢ifti, iyon degistirme, molekiiler eleme ve afinite
kromatografisi seklinde siniflandirilir (Koyunoglu, 2008).

Adsorpsiyon kromatografisi bir sivi-kat1 veya gaz-kat1 kromatografisidir. Bu
kromatografide sivi veya gaz hareketli faz olup ve kat1 sabit faz ayrilacak molekiilleri
tersinir olarak adsorblayarak ayirim gergeklesir. Dagilma kromatografisi, sivi-sivi
kromatografisi olarak da adlandirilir ve prensibi birbirleriyle karismayan iki sivi faz
arasinda maddelerin dagilmasi ilkesine dayanmaktadir. Sabit faz olarak, inert bir
destek katinin tizeri kaplanmis veya destek katiya kimyasal olarak baglanmis siv1 sabit
fazlar kullanilir. Dagilma kromatografisi sabit faz ve hareketli faz polaritelerinin
farkliligina gore ters faz sivi kromatografisi ve normal faz sivi kromatografisi olarak
ikiye ayrilmaktadir (Koyunoglu, 2008).

Ters faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha diisiiktiir ve sabit fazda daha ¢ok alikonulan apolar maddelerin ayiriminda
kullanilir. Bu kromatografide sabit faz olarak en fazla oktadesil silan (ODS) kullanilir
ve 18 karbon atomu igerir. Ayrica C8 ve daha kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve fenil
baglanmig sabit fazlar da kullanilmaktadir. Hareketli fazlar genellikle su veya sulu
tampon ¢ozeltileri ile suyla karisabilen organik ¢oziicli karisimlarindan olusmaktadir
(Koyunoglu, 2008).

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi, hareketli faz
polaritesinden daha yiiksektir. Bu kromatografide; polaritesi yiiksek olan maddeler,
polar olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagl olarak kolonu daha gec
terketmektedir. Sabit faz olarak genellikle silika veya aliimina ve hareketli faz olarak
ise hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter veya bunlarin karigtmi kullanilir.
Kimyasal baglarla —CN, -NO. veya —NH gibi polar fonksiyonel gruplar silika jelin
iizerine baglanarak farkli sabit fazlar elde edilir (Koyunoglu, 2008).
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Ters faz ve normal faz sivi kromatografilerindeki farkliliklar Tablo 3’te
ozetlendi.

Tablo 4. Ters faz ve normal faz sivi kromatografilerinin karsilastiriimasi

Ozellikler Ters faz Normal faz

Sabit Faz Polaritesi Diisiik Yiiksek

Hareketli Faz Polaritesi Ortadan Yiiksege Diisiikten Ortaya
Eliisyon Sirasi En polar 6nce En az polar 6nce
Hareketli Faz Polarite Artisi  Artan ellisyon zamant Azalan eliisyon zamani

Ters faz sivi kromatografisinin uygulama alaninin ¢ok olmasi, sistem
kontroliiniin daha kolay olmasi, hareketli faz olarak kullanilan organik ¢dziiciilerin
ekonomik olmasi ve sulu tampon ¢ozeltilerinin oranmnin yiiksek tutulmasi nedeni ile

giinlimiizde en ¢ok tercih edilen ayirim teknigidir (Koyunoglu, 2008).

1.8.1.Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi, kromatografik ayirma teknikleri
arasinda genis kullanim alanina sahiptir. HPLC’nin ¢alisma prensibi; sivi fazda
¢ozlinebilen analitlerin kolon igerisindeki hareketsiz dolgu materyaline (sabit faz) olan
ilgilerine gore kolondan hareketli faz yardimi ile farkli siirelerde uzaklasmasina
dayanir. Karisim halindeki 6rnek; uygun ¢oziiciide ¢oziiliir, yiiksek basing altinda
kromatografik kolondan gegirilir ve bu islem ile bilesenlerine ayrilmasi saglanir.
Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ¢o6ziinmiis bilesenler ile sabit faz arasindaki
etkilesime baghdir. Sabit faz ve hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciiler degistirilerek
¢oztinmiis bilesenler ile istenilen etkilesim elde edilir. (Cavus, 2011).

HPLC sistemi; Sekil 10’da belirtildigi gibi pompa, enjektor, kolon ve kolon
firinm, dedektor ve bilgisayar birimlerinden olusmaktadir. Kolon, HPLC sisteminde en
onemli bolimdir ve ayirma islemi bu boliimde gergeklesir. Uygun ¢oziiciide
¢ozlinmiis karisim halindeki 6rnek sisteme enjekte edilir. Hareketli faz ile birlikte
kolona pompalanan 6rnek, kolon iginden gegerken bilesenlerine ayrilmaya baglar. Her
ayrilan bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor
tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamina kromatogram ad1

verilir (Cavus, 2011).
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Sekil 10. HPLC cihazinin sematik gosterimi
Kaynak. Er, 2017

HPLC sistemlerinde kullanilan hareketli faz ve bilesimi, kromatografik
performanst etkiler. Bunun i¢in kullanilacak hareketli fazlarin se¢iminde bazi
ozelliklere dikkat edilmesi gerekmektedir. Bunlar; yiiksek derecede saflik, dedektor
ile uyumluluk, diisiik viskozite, 6rnegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert olmasi ve
uygun fiyat olmasidir (Cavus, 2011).

HPLC analizlerinde genellikle UV dedektorler kullanilir. Cogu organik
molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV)
ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli 1s1n
gegmesi sonucu analitler tarafindan 1s1nin bir kismi absorbe edilebilir. Bu absorpsiyon
olay1 ¢ogunlukla molekiillerdeki bag elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanir. Bu
yonteme dayanarak ¢alisan molekiiler absorpsiyon spektroskopisi ile bir molekiildeki
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi ve fonksiyonel gruplari tasiyan bilesiklerin

kantitatif tayini saglanir (Cavus, 2011).

1.9. Bitki Bilesenlerin Spektroskopik Yontemlerle Tamimlanmasi

Fenolik bilesiklerin analizinde genellikle ii¢ 6nemli basamak olan ayristirma,
saflastirma ve miktar tayini kullanilir. Bu bilesiklerin tespitinde spektrofotometrik
(kolorimetrik reaksiyonlar), HPLC, gaz kromatografisi (GC), enzimatik esasli ve
biyosensorlere dayali yontemler basta olmak iizere birgok yontem kullanilmaktadir
(Gomez-Caravaca vd., 2006).

Yapilan c¢alismalar incelendiginde bitki tiirlerinde toplam fenolik ve
antioksidan kapasitesi arasinda dogrudan bir iligkinin oldugu goriilmiistiir. Son yirmi
yildir bitki ekstraktlarinda antioksidan kapasitesini tayin etmek igin bircok yontem

gelistirilmis ve uygulanmistir. Bu yontemler, Demir (I11) iyonu indirgeme antioksidan
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giicii (FRAP), Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC), 2,2’-azinobis (3-etil-
bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) ve 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPHe)’dir
(Deniz, 2021).

1.9.1. Folin Ciocalteau Yontemiyle Toplam Fenol Icerigini Belirleme
Polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri yiiksektir ve bu bilesikler metal
iyonlarini komplekslestirme, radikal reaksiyonlar1 inaktif hale getirme, hidroperoksitin

reaktif oksiradikallere doniismesini engelleme 6zelligine sahiptir (Dimitros, 2006).

COOH coo”
Na,CO;4
—_——
HO OH HO OH
OH OH
cCoo coo
+ 2M0%" — + 2Mo t+ 20"
HO OH [e) OH
OH 0

Sekil 11. Gallik asitin alkali ortamda Folin-Ciocalteau reaktifiyle etkilesimi

Fenolik bilesiklerin miktar tayininde Folin-Ciocalteau en fazla kullanilan
reaktiftir. Folin-Ciocalteau fosfomolibdik asit ve fosfotungstik asitin karisimindan
olusur. Alkali ortamda olusan molibdenyum sar1 renkli kompleksinin
(Na2M0042H20) oksidasyon basamagi +6° dir. Fenolik bilesikler gibi indirgeme
ajaninin varliginda bu kompleks oksidasyon basamagi +5 ila +6 arasinda olan
tungsten-molibdenyum mavi kompleksine indirgenir. Mavi renkli kompleksin
absorbans siddeti 760 nm de 6lgiiliir. indirgeme ajani ile absorbans siddeti dogru
orantihidir (Singleton vd., 1999; Huang vd., 2005; Abdille vd., 2005; Dastmalchi vd.,
2007).

Sekil 11” de gallik asitin bazik bir ortamdaki fenolat anyonu tiretmek suretiyle

yiikseltgenmesini gostermektedir. Burada, Singleton'a (1999) goére olusan fenolat
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anyonu ve Folin-Ciocalteau reaktifi arasindaki oksidasyon tepkimesinde Folin-
Ciocalteau reaktifinin bir bileseni olan molibden indirgenir ve reaksiyon ortaminda

sar1 renk maviye doner (Singleton vd., 1999).

1.9.2. Toplam Flavonoid icerigi (TF)

Aliiminyum kloriir (AlCl3), ilk olarak antisiyaninler olmak tizere birtakim
kimyasal gruplarinin  tanimlanmasinda  kullanilmistir.  Aliiminyum  kloriir,
enstriimental yontemlerde kayma reaktifi olarak gorev alir. Flavonoidlerin yapisal
analizi i¢in de kullanilir. Aliiminyum katyonu, flavonoidlerle kararli kompleksler
olusturur ve spektrofotometrik analizle, absorbsiyon siddetini daha uzun dalga
boylarina dogru kaydirir. Sonug olarak bitkide en ¢ok bulunan fenolik asitlerle
etkilesimden kagarak flavonoid miktarini belirlemek miimkiindiir (Marcucci vd.,
1998). Spektrofotometrede 425 nm’ de aliiminyum kloriir kullanilarak dl¢tim yapilir.
425 nm’ de flavonoid-Al kompleksi ilgili flavonoidden ¢ok daha uzun dalga
boylarinda 15181 emer. Fenolik asitler ¢ok daha diisiik dalga boylarinda 15181 absorbe
ettikleri icin absobsiyon Olgiimlerinde karisimi Onlerler (Marcucci vd., 1998).
Bitkilerde en ¢cok bulunan flavonoid ¢esidi bir flavonol olan kuersetindir. Flavonollerin
aliminyum ile kompleksleri 425 nm'ye yakin dalga boylarini absorblarken,
flavonlardan tiiretilen kompleksler daha diistik dalga boylarin1 absorbe eder ve bu da
flavon agisindan zengin karigimlarin saptanmasinda daha diistik bir degere neden olur
(Marcucci vd., 1998). Aliiminyum kloriir (AlCI3) kolorimetrik metodunun kurali,
AICl3'tin, flavonlarin ve flavonollerin C-4 keto gruplar1 ve C-3 veya C-5 hidroksil
grubu ile kararl asit kompleksleri olusturmasidir. Ayrica, flavonoidlerin A veya B
halkasindaki ortodihidroksil gruplari ile kararsiz asit kompleksleri formundadir (Bag
vd., 2015). Sekil 12’ de Al (III)’un kuersetin ile olusturdugu kompleksin kimyasal
yapist verilmistir. Toplam flavonoid tayininde kullanilan bu spektrofotometrik

yontem, alliminyum nitrat ve potasyum asetat iceren c¢ozelti ile flavonoid iceren
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¢ozeltinin karistirilmasi ve 30 dakika sonunda olusan sar1 rengin 415 nm’de absorbans

degerlerinin dl¢iilmesinden ibaredir.

Sekil 12. Metanolik AICI3 ¢ozeltisinde Flavonoid-Al kompleksinin olusumu

1.9.3. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik bir serbest radikal olup
cozeltilerindeki mor rengi 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Cuendet vd.,
1997). Antioksidanlarla DPPHe’in tepkimesi sonucunda DPPHe<’in indirgenerek
radikal olmayan forma doniismesi rengin mordan sariya doniismesiyle gozlenir (Sekil
13). Bu 6zellik tepkimenin gorsel olarak izlenmesine izin verir (Teixeira vd., 2013).
Bu durumda mor rengin siddetindeki azalma antioksidan maddenin radikal temizleme
aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilir. Standartlarla ve ekstraktlarla reaksiyona
giren DPPHe reaktifinin olusturdugu absorbans degisimi 517 nm’de 6l¢iiliip, de§isen

derisimlere kars1 absorbans siddeti grafige gegirilir.
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Sekil 13. DPPHs serbest radikal temizleme yonteminin ¢alisma mekanizmasi
y
(AH: antioksidan bilesigi temsil etmektedir).

1.9.4. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi, antioksidanlarin ilavesiyle mavi/yesil
renkli 2,2’-azinobis (3-etil-benzotiyazolin-6-siilfonik  asit) (ABTS) radikalin
indirgenmesi sonucu absorbansinin degismesi esasina dayanir. ABTS, potasyum
persiilfat ile oksitlenerek radikal bir katyon formuna doniisiir ve 734 nm’de maksimum
absorbans yapar. Bir antioksidan bilesen, bu radikal forma bir elektron verir ve onu
radikal olmayan bir forma doniistiirerek renginde degisime sebep olur. Bu renk
degisiminden faydalanilarak cesitli maddelerin antioksidan degeri hesaplanir.
Ekstraktlarin ABTS radikal temizleme kapasitesi 24 troloks, askorbik asit, gallik asit
gibi standartlarla karsilastirilabilir ve sonuglar SCso olarak verilirir (Ali vd, 2008;
Arnao vd., 2001).
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Sekil 14. ABTS radikal temizleme yonteminin ¢alisma mekanizmast

1.10. Literatiir Ozeti

Yesilada vd. 1989’da Paeonia peregrina ve Paeonia daurica tiirlerinin
antienflamatuar aktivitesi {lizerine yaptiklar1 ¢alismada Paeonia daurica tiiriiniin
koklerinin metanollii ekstresinin standart olarak kullanilan aspirine gore yiiksek
antienflamatuar aktivite gostermesine karsilik P. peregrina koklerinde belirgin bir
aktivite tespit edilmemistir. Bundan yola ¢ikarak Yesilada vd. 1992 yilinda Paeonia
daurica tiirtiniin koklerinin antienflamatuar 6zelligi tizerinde bir ¢alisma yapilmis ve
Tirkiye’de halk tibbinda kullanilmayan bu bitkinin aslinda hazir ilag yerine
kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Ivanova vd. 2002 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; Paeonia peregrina ve
Paeonia tenuifolia koklerinden elde edilen aromatik ve alifatik asidik fraksiyonlarin
GC-MS analizinde yiiksek miktarda benzoik asit ve monohidroksi, dihidroksi ve
trihidroksi tiirevleri oldugunu belirlemislerdir.

Sahin, 2007 yilinda yapmis oldugu calismada; Canakkale-Kazdag’dan
toplanan Paeonia mascula subsp. arietina, Denizli-Bozdag’dan toplanan Paeonia
kesrouanensis, Canakkale-Cam Yayla’dan toplanan Paeonia peregrina bitkilerinden
elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel aktivitelerini arastirmistir. Elde edilen
ekstraktlarin antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Shigella
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sp. ATCC, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteretidis ATCC 13076,
Escherichia coli O157:H7, Yersinia enterocolitica O:3, Escherichia coli ATCC
11230, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enteritidis ATCC 40376 bakterileri
tizerinde denenmistir. P. mascula subsp. arietina’nin incelenen bitkiler arasinda en
yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu, S. aureus’un iki susunun ve E. coli
O157:H7’nin en duyarl ve E. coli ATCC 35218 ve E. faecalis ATCC 29212 suslarinin
en direngli oldugu ve P. mascula subsp. arietina ve P. peregrina’nin 0,5M Tris-HCI,
PH: 8,0 ekstraktlarinin sadece S. aureus ATCC 25923 susuna etkili oldugu tespit
edilmistir.

Braca vd. 2008’de Paeonia lactiflora koklerinden yeni monoterpenler (4-O-
methyl-paeoniflorin, isopaeoniflorin, isobenzoylpaeoniflorin, paeoniflorin  ve
benzoylpaeoniflorin glikozitleri) izole etmislerdir.

Koyunoglu, 2008 yilinda; Paeonia tiirler1 icerisindeki monoterpen
glikozitlerinin yap1 tayinleri ve kromatografik analizleri i¢in yontem gelistirilmesi adl
calismasinda, Paeonia mascula subsp. arietina’nin toprak alti kisimlarinin
monoterpen yapili bilesiklerini incelemistir. n-BuOH fazindan elde edilen 6ziit 6n
fraksiyonlama ve saflastirma islemleriyle, kromatografik yontemler kullanilarak
izolasyon galismalar1 sonunda, monoterpen glikozit yapisindaki 2 bilesik; Paeoniflorin
ve Oksipaeoniflorin elde edilmis ve bilesikler yapilar1 spektroskopik yontemler ile
aydinlatilmistir.

Unlii, 2010 yilinda, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 10 Paeonia (P. mascula
(L.) Miller subsp. mascula, P. mascula (L.) Miller subsp. bodurii N.Ozhatay, P.
mascula (L.) Miller subsp. arasicola, P. daurica, P. arietina, P. tenuifolia, P.
peregrina Miller, P. kesrouanensis, P. turcica, P. wittmanniana) taksonlarinin kok,
rizom, govde, yaprak ve yaprakcik sapi ile yapraklar lizerinde anatomik calismalar
yaparak taksonlar arasindaki yakinlik derecelerini saptamaya calismistir. Yapilan
karsilastirmali anatomik calismalar sonucunda ise incelenen 10 Paconia taksonunun
anatomik Ozelliklerine dayanarak birbirinden ayrilmasinin miimkiin olmadig:
saptanmistir. Taksonlar1 birbirinden ayirt edici fark olmamasina ragmen taksonlarin
yakinliklarinin belirlenmesinde anatomik 6zelliklerinin faydali oldugu goriilmiistiir.

Wau vd., 2010 tarafindan Paeonia cinsinin kimyasal icerik ve biyoaktiviteleri

ile ilgili ¢calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalara gore 13 monoterpen, 45 monoterpen
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glikozit, 22 triterpenoid, 8 flavonoid, 26 fenol ve fenolik glikozit ve 31 tanen ve birgok
sekonder metabolitin izole edildigi bildirilmistir.

Koo vd., 2010 Kore, Cin ve Japonya'da uzun siiredir geleneksel ilaglar olarak
kullanilan iki Paconiaceae familyasinin koklerini (Paeonia lactiflora'nin kuru kokleri
ve P. suffruticosa'nin kuru kok kabugu) incelemistir. Hem Paeonia lactiflora hem de
P. suffruticosa, kardiyovaskiiler hastaliklara gare olarak, kan dolagimini iyilestirmek
veya bagka kullanimlar i¢in kullanilmistir. Her iki bitkinin de kan pihtilagmasinin
ve/veya trombosit agregasyonunun engellenmesine katkida bulunan ortak aktif
bilesenler icerebilecegi varsayilmistir. Her iki bitki ilacinda da bulundugu bildirilen on
sekiz bilesik, trombosit agregasyonu ve kan pihtilasmasi lizerindeki etkileri agisindan
degerlendirilmistir. Paeonol, paeoniflorin, benzoylpaeoniflorin ve
benzoyloxypaeoniflorin baslica ortak aktif bilesenler olarak bulunmus ve hem
trombosit agregasyonu hem de kan pihtilasmasi {izerindeki inhibe edici etkileriyle
toplu olarak kan dolagimini iyilestirmeye katkida bulunacaklar1 diisiintilmiistiir.

Sevim vd., 2011 Turk Paeonia taksonlarinin tohum etanol ekstraktlarinin in
vitro yontemlerle anti-amnezik aktivite taramasi ¢alismasinda; Paeonia tiirlerinin
norodejenerasyon ile iliskili enzim inhibisyonu yoluyla in vitro giiglii anti-amnezik
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile bitkinin geleneksel tipta
amneziye kars1 kullanilabilecegini savunmuslardir.

Vermavd., 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada, uzun zamandan beri epilepsi i¢in
geleneksel bir ilag olarak kullanilan Himalaya Sakayiki (Paeonia emodi Royle)
koklerinden hidrodamitilmis ugucu yagi, gaz kromatografisi-alev iyonizasyon
dedektorii (GC-FID), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi deneyi (GC-MS) ve
niikleer manyetik rezonans (NMR, 1H&13C) kullanilarak arastirilmistir. Toplam yag
bilesiminin %94'linii olusturan yirmi dort bilesen tanmimlanmistir. Salisilaldehit,
Paeonia tiirlerinin kok ugucu yaglarinin ana bileseni olarak da tanimlanmastir.

2018 yilinda Mammadova, Paeonia mascula (L.) Mill. subsp. mascula ve
Paeonia tenuifolia L. bitkilerinin antibakteriyel aktivitesini arastirmistir. Calismada
Paeonia mascula (L.) Mill. subsp. mascula bitkisinin yaprak, dal ve kok, Paeonoia
tenuifolia L. bitkisinin yaprak ve dallarindan etanol, metanol, aseton, hexan, distile su,
kloroform ve etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak ekstraktlar hazirlanmistir. Hazirlanan

ekstrakttin baz1 patojen bakteriler lizerine antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi
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kullanilarak incelenmistir. Ekstraktlarin Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Staphylococcus epidermidis bakterilerine karst en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi
gosterdigi tespit edilmistir.

Incecayir, 2018 yilinda yapmis oldugu calismada Paeonia peregrina L. yaprak
ekstraktlarinin  S. aureus bakterileri iizerinde yiiksek antibakteriyel aktivite
gosterdigini belirlemis ve test bakterileri tizerinde genis spektrumlu antibakteriyel etki
tespit etmistir.

Tung vd., 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alismada; Paeonia peregrina, Paeonia
mascula subsp. mascula ve Paeonia tenuifolia’nin antibakteriyel aktivitesi
incelenmistir. Paeonia peregrina aseton ile hazirlanan yaprak ekstraktinin S. aureus
bakterisi lizerinde 17,3 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir ve Paeonia
tirlerinin patojenlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde baz1 sentetik
antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Demir vd., 2019 yilinda yapmis olduklar1 calismada; Paeonia daurica
subsp.'nin meyve, yaprak, govde ve koklerinin metanolik Oziitleri bakteriyel ve viral
DNA polimerazlar: tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle
Paeonia daurica subsp.’in kokii ele alinarak inhibisyona etki eden bilesenlerin neler
oldugu arastirilarak bes molekiil (Sekil 15) saflagtirllmistir. MMLV-RT (16semi)
viriistini bu bes molekiil giiclii bir sekilde inhibe ettigi goriilirken bakteriyel
polimerazlar (PolC ve DnaE2) yalnizca paeoniflorigenone (PD-4) tarafindan giiglii bir

sekilde inhibe edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 15. Paeonia daurica Andrews bitkisinin kok kismindan saflastirilan
molekiiller
Kaynak. Demir vd., 2019

2021 yilinda Demir vd., Paeonia daurica Andrews bitkisinin kok, sap, meyve
ve meyve kabugunun ugucu yag (EO) igerigini arastirmistir. Her bitki numunesi i¢in
EO ekstraktlar1 hazirlamak i¢in hem kat1 fazli mikro ekstraksiyon (SPME) hem de
hidro-distilasyon (HD) kullanilmistir. SPME-EO o6ziitiinde elli iki bilesik
tanimlanirken, HD-EO 06ziitiinde altmis sekiz bilesik tanimlanmis ve her iki Oziitte de
birlikte on sekiz bilesik bulunmustur. EO'larin ana bilesenleri salisilaldehit, mirtanal,
palmitik asit, metil salisilat ve myrtenal olarak belirlenmistir. Bitki kisimlar1 arasinda
tanimlanmis en zengin EO igerigi meyve kabugunda tespit edilmistir. Ayrica, toplam
SPME-EO ve HD-EO 6ziitleri, Moloney Murine Losemi Viriisii Ters Transkriptaz (M-
MLV-RT) {izerindeki inhibisyonlar1 i¢in primer uzatma testi (tek dATP o6l¢timii)
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kullanilarak degerlendirilmistir. M-MLV-RT, her iki EO 6ziitiiniin varliginda 14-mer
primerine tek bir niikleotid ekleyememis ve hem SPME hem de HD toplam EO
oziitlerinin M-MLV-RT iizerinde giiclii inhibisyon etkisine sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. HD-meyve ekstraktindaki a-bisabolol, p-bisabolol ve benzoik asit-
etilester (bir benzoik asit tiirevi), literatiire gore inhibitdr etkiden sorumlu potansiyel

bilesikler olarak degerlendirilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5’te belirtildi.

Tablo 5. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Sira Kimyasalin Kimyasalin Kimyasalin
No Adi Formulii Markasi

ABTS (2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-

! stilfonik acid) diamonyum tuz) C16H24Ne 0654 Sigma Aldrich
2 Asetik asit (AA) (HPLC saflikta) CH3;COOH Sigma Aldrich
3 Asetonitril (ACN) (HPLC saflikta) CHsCN Sigma Aldrich
4 DPPH (2,2-difenil-1 pikrilhidrazil) C18H12N506 Sigma Aldrich
5 Folin ciocalteu reaktifi (HPLC saflikta) - Merck

6 Gallik asit CsH2(OH);CO:H Sigma Aldrich
7 Kuersetin Ci1sH1007 Sigma Aldrich
8 Metanol (HPLC saflikta) CH3OH Sigma Aldrich
9 Potasyum persiilfat K2S208 Sigma Aldrich
10 Sodyum karbonat Na.CO3 Sigma Aldrich
11 Troloks (HPLC saflikta) C14H1504 Merck

2.2. Kullanilan Arac¢ ve Geregler

Tez ¢alismasinda bitki 6rneklerini ve kimyasal maddeleri tartmak i¢in Pressica
marka analitik terazi, ekstraksiyon sonrasi ¢oziicliyli uzaklastirmak i¢in Heidholph
marka evaporator, kurutma islemleri yapmak i¢in Niive FN 400 marka etiiv,
ekstraksiyonu gergeklestirmek igin Heidholph marka isiticili ¢alkalayici, ornekleri
pargalamak i¢in Waring Blender marka 6giitiicii, ¢oktiirme islemi yapmak i¢in Hettich
marka santrifiij, absorbans 6lgmek i¢in Thermo Scientific Multiskan Go marka
spektrofotometre, numunelerin ¢6ziinmesi saglamak i¢in Bandelin Sonorex marka su

banyosu kullanildi.

2.3. Paeonia mascula (L.) MILLER subsp. bodurii (N. OZHATAY) Bitkisinin
Toplanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan Paeonia mascula (L.) MILLER subsp. bodurii (N.
OZHATAY) bitkisi 20 Mayis 2021 tarihinde Tiirkiye’nin Canakkale iline ait Kalkim
ilcesinin 950 metre yiikseklikteki bolgesinden toplandi. Toplanan bitkilerin
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tanimlamas1 Prof. Dr. Fatma Neriman OZHATAY tarafindan yapildi. Tez

calismasinda toplanan bitkilerin kokleri kullanilda.

2.4. Bitki Orneklerinin Ekstraksiyonu

Tez ¢aligmasi i¢in toplanan bitki 6rnekleri, tazeliklerini korumasi i¢in derin
dondurucuda (-20 °C’de) yapilacak ekstraksiyon islemine kadar bekletildi. Siv1 azot
ile bitki 6rneklerinin kok kisimlart kurutuldu ve her bir bitki kok 6rnegi karistirict
yardimi ile toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitki kok 6rneklerinden 3’er gram
alind1. Uzerlerine 5 kez 5 mL metanol eklendi ve 1 dk vorteks, 10 dk. ultrasonik
banyoda karistirdiktan sonra 40 °C’de calkalayicida 344 rpm de 20 dk ¢alkalandi. Her
defasinda ekstraktlar 10 dakika boyunca 4900 rpm'de santrifiijlendi ve siipernatantlar
balonda toplandi. Supernatantlar evaporatérde 40 °C’de 5 mL’den daha az hacme
kadar buharlastirildi ve daha sonra meziirde 5 mL hacme metanol ile tamamlandi.
Ekstraktin 2,1 mL’si tiim analizler i¢in ¢ok diisiik mL halinde aligotland1 ve analiz
giintine kadar derin dondurucuda saklandi. Geride kalan 2,9 mL ekstrakt ise tamamen
kurutuldu. Kuru ekstrakttan ekstrakt konsantrasyonlar1 ve ekstraksiyon verimleri

hesaplanda.

2.5. Bitki Ekstraktlarinda Sekonder Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

2.5.1. HPLC-DAD Kosullar1

Bir Ultimate 3000 DAD dedektor ile baglantili Ultimate 3000 HPLC sistemi
kullanilarak kromatografik analizler yapildi (Thermo scientific, Germering,
Germany). Fenolik bilesenlerin standartlarinin ayrimi i¢in Macherey Nagel (3 mm id)
gard kolonu ile birlikte Thermo acclaim C30 kolonu (150 mmx3 mm idx3 pum pd)
kullanildi. Hareketli fazlar; A: Suda %2 asetik asit ve B: %70 asetonitril-%30 su
kullanilarak gradient eliisyon ile ayirim saglandi. Akis hiz1 0,37 mL/dk, enjeksiyon
hacmi 10 pL ve Kolon sicakligi 25 °C idi. 200-400 nm'de ¢alisan diyot dizi dedektorii
ile 254, 280, 315 ve 370 nm'de goriilen kromatogramlar degerlendirildi.
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2.5.2. Standartlar, Validasyon ve Kalibrasyon

HPLC-DAD analiz yonteminin kalibrasyonu ve validasyonu igin 32 fenolik
standart kullanildi. Kullanilan standartlarin 1 mg/mL olmak iizere stok ¢ozeltileri
metanol ile hazirlandi. 32 adet standart bilesigin ayni ¢ozeltide hazirlanip birlikte
analizlerinde bazi bilesenlerin tam olarak ayrimlari1 miimkiin olmadi. Ayrica bu
bilesiklerin tamaminin %50 sulu metanol igerisinde en yiiksek 25 mg/mL derisimde
¢ozeltilerinin hazirlanmasinin miimkiin olamayisi nedeniyle iki gruba ayrilarak analiz
edildiler. Birinci grup luteolin grubu olarak kodlandi ve bu grupta yer alan standart
fenolik bilesikler ise gallik, protokatekuik, gentisik, vanillik, kafeik, ferulik ve
rosmarinik asit, katesin, EGCG, vanilin, luteolin-7-glukozit, hesperidin, fisetin,
luteolin, naringenin, hesperetin ve kaempferol olup birlikte analiz edildi (Tablo 6).
Ikinci grup kuersetin grubu olarak kodlandi ve bu grupta yer alan standart fenolik
bilesikler gallik, p-OH benzoik, klorojenik, sirincik, p-kumarik, kikorik ve ellacik asit,
epikatesin, rutin, naringin, apigenin-7-glukozit, mirisetin, trans-resveratrol,
eriodiktyol, kuersetin ve apigenin olup birlikte analiz edildi (Tablo 7). Kullanilan
yontemin duyarlilig1 kalitatif (LOD) ve kantitatif (LOQ) tayin sinirlar ile belirlendi.
Bunun i¢in 0,625 mg/L derisimlerdeki iki ayri1 karisimin 7 tekrarli yapilan analizler
sonucunda her bir standardin pik alanlar1 icin elde edilen standart sapma degerinin
LOD i¢in 3 ve LOQ i¢in 10 katinin kalibrasyon egimine bdliinmesi ile hesaplandi.
Burada tanik ¢ozeltinin pik alaninin en az 3 katini saglayan konsantrasyon LOD ve en
az 10 katini saglayan konsantrasyon ise LOQ olarak hesaplandi. Kesinligin 6l¢iist
olarak hem piklerin alikonma zamanlar1 hem de pik alanlar1 i¢in bagil standart sapma
yani varyasyon katsayisi (CV) hesaplandi.

Kalibrasyon egrilerinin elde edilmesi i¢in standart fenoliklerin stok
cozeltilerinden faydalanarak her birinin 0,3125; 0,625; 1,25; 5; 10 ve 25 mg/L
derisimlerde olduklar1 kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. Bu 6 konsantrasyon
noktalarina karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak her bir standart i¢in kalibrasyon
egrileri elde edildi ve regresyon katsayilar1 elacik asit ve kuersetin disinda en az 0,999

olarak bulundu.
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2.6. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Belirlenmesi

2.6.1. Toplam Fenolik Igeriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesik belirleme tayini Singleton vd., (1999)’na gore yapildi.
Calismada gallik asit ve kuersetin standart olarak kullanildi. Sekil 16’da gallik asit
standardina ait kalibrasyon egrisi verildi. 20 uL farkli seyreltmelerdeki standart (0,5-
0,0078 mg/mL) veya numunelerin tizerine 680 uL saf su, 400 uL 0,2 N folin reaktifi
ve 400 uL %10’luk NapCO3z eklendi. Hazirlanan karigimlar karanlik ortamda 30 dakika
bekletildi ve daha sonra tanik ¢ozeltiye karsi absorbans degerleri 760 nm dalga

boyundaki spektrofotometrede okundu. Elde edilen veriler Tablo 8’ de verildi.

Gallik asit y =4,5057x + 0,0065

15 R>=0,9991
[
S 1
805
o
2 0
< 0 01 0,2 0.3 0.4

konsantrasyon mg/mL

Sekil 16. Gallik asit standardina ait kalibrasyon egrisi

2.6.2. DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada standart olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir tiirevi olan troloks
((£)-6-Hidroksi 2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilik asit) antioksidan bilesigi
kullanildi. Farkli seyreltmelerdeki ekstrakt veya troloks ile DPPHe (2,2-
difenilpikrilhidrazil) serbest radikalinin radikal olmayan formuna doniisiimiinde
meydana gelen renk degisimi Sekil 17 ve Sekil 18’de goriildiigii gibi izlendi. Bu
amagla 2,9 mL 60 uM DPPHe ¢ozeltisi, 100 pL seyreltilmis ekstraktlar veya troloks
ile 1 saat karanlikta reaksiyona tabi tutuldu ve DPPHe*’ in mor renginin absorbans
degisikligi 517 nm'de Olciildii. Tanik olarak DPPHe’ 1 metanollii ¢oziiciisii ile
karigtirilan ekstrakt ya da troloksun renk siddeti bu noktadaki absorbsiyon degerinden
cikarildi. Troloks’un DPPHe radikaline kars1 125 pg/mL ile 15,63 pg/mL arasinda 1:1

seyreltme ile elde edilen 7 konsantrasyonu kullanildi. Sonuglar DPPHe radikalinin
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baslangi¢ derisimini yariya diisiiren ekstrakt veya troloks konsantrasyonu cinsinden

(SCso) Tablo 8°de verildi.

P. mascula ssp. bodurii-DPPH
y = 0,665e3:242x

0,80
R2=0,9872
S 0,60
>
8 0.40
S e
20,20
< 0, .
0,00 ®

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 17. Farkl seyreltmelerdeki ekstrakt ile DPPHe serbest radikali reaksiyon
grafigi

Troloks-DPPH

0,80 y = 0,686668:323
2 —
§ 0,60 '\‘\‘\ R 0,9923
20,40 -
(@]
£020 2
0,00

0,00 0,02 004 006 008 010 012 0,14
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 18. Farkl seyreltmelerdeki troloks ile DPPHe serbest radikali reaksiyon
grafigi

2.6.3. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstraktin ABTS radikal temizleme aktivitesinin belirlenmesi Re vd., (1999)’a
gore yapildi. pH 7,4 olan 0,1 M fosfat tamponu igerisinde 7 mM ABTS (2,2’-azinobis
(3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat)) ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun 5 mL’si ile 5 mL 2.45 mM
potasyumpersulfat (K2S20g) oda sicakliginda 16 saat karigtirilarak ABTS radikali
tiretildi. 1950 uL ABTS ¢ozeltisi ile 50 pL ekstrakt ya da troloks standardi reaksiyona
tabi tutuldu. Sekil 19°da goriildiigii gibi ekstraktlarin radikal miktarini {stel
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azaltmalarinin en uygun tespit edilecegi aralikta ekstrakt konsantrasyonlari kullanildi.
Troloksun 500; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5 pg/mL olarak 7 farkli derisimdeki
cozeltileri ile ABTS radikalinin temizlenmesi izlendi (Sekil 20). Karanlik ortamda
radikal ile standardin ya da ekstraktlarin reaksiyonu i¢in 30 dakika bekletildi.
Reaksiyon triinlerinin absorbans degerleri 734 nm’de okundu ve elde edile veriler
ABTS radikalinin baglangi¢ derisimini yariya disiiren ekstrakt veya troloks

konsantrasyonu cinsinden (SCso) Tablo 9°da verildi.

ABTS - P. mascula ssp. bodurii

0,80 y= 0,73233379%
0,70 .\ R2=0,9835
0,60
£ 0,50 e
2
5 0,40
£ 030
0,20
0,10

0,00
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 19. ABTS ¢ozeltisi ile ekstrakt reaksiyon grafigi

Troloks-ABTS

0,80
— y = 0,6892¢7.544x

. 0,60 S R2 = 0,9942
_cgi e
£ 040
38 2
< 0,20

0,00

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
Konsantrasyon mg/mL

Sekil 20. ABTS ¢ozeltisi ile troloks standardi reaksiyon grafigi
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2.6.4. Toplam Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Calismada toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in Marcucci yontemi
kullanildi. 50 pL farkli seyreltmelerdeki kuersetin (0,5-0,00195 mg/mL) veya
metanolik 6ziitlerin tizerine 20 pL Al(NOgz)3, 20 uL. CH3COONH;4 ve 860 pL %40
metanol eklenerek karistirildi ve karanlik ortamda 40 dakika reaksiyon i¢in bekletildi.
Siire sonunda spektrofotometrede 415 nm’de 6l¢iim yapildi. Elde edilen veriler Tablo
9’da verildi.

2.6.5. FRAP (Demir (IIT) indirgeyici Antioksidan Aktivite)

Aktioksidan varliginda renksiz Fe®*-2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksinden
yogun mavi Fe?*- 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksine doniisiim gerceklesir (Sekil
21). Calismada standart olarak kullanilan Troloks seyreltilerek 6 farkh
konsantrasyonda (200-6,25 pg/mL) olgiim yapilarak Sekil 22’de gorildigi gibi
kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 21). Asetat tamponu (pH= 3,6) igerisinde 0,83
mM 2,4,6-Tris(2-pyridyl-s-triazine) (TPTZ) ve 1,67 mM FeCls (susuz) igeren FRAP
reaktifi taze olarak hazirlandi. Numune ve standart ¢ozeltileri i¢in hazirlanan deney
tiiplerine 6nce 50’ser pl. numune/standart aktarildi. Numune korii tiiplerine FRAP
reaktifi yerine FRAP ¢oziiciisii olan %60 metanol (1,95 mL); reaktif korii tiiplerine ise
numune yerine 100’er pL metanol aktarildi. Sonrasinda; numune korti tiipleri disindaki
tiim tiiplere 30 saniye araliklarla tek tek 1,95 mL FRAP reaktifi eklenerek, vortekslendi
ve 20 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda ilk pipetlenen tiipten baslanarak 20
dakikasi dolan tiip almip plastik kiivete aktarilarak dalga boyu 595 nm olan
spektrofotometrede’de absorbans degeri okundu. Sonuglar, 100 gram kokteki mg
troloks esdegeri cinsinden (mg TE/100 g kok) Troloks esdegeri antioksidan kapasite
(TEAC) olarak degerlendirildi.
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Sekil 21. (Fe*")-TPTZ kompleksinin, (Fe?*) formuna indirgenmesi

Trolox
1
0,8 . . ®
C --"...
% 0,6 V= 0,0042x + 0,021
= o R?=0,9991
% 0,4
0,2 ®
'_.n
0 [ 4
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 22. Troloks standardi kalibrasyon grafigi
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3.  BULGULAR

3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Metot Optimizasyonu

HPLC-DAD yo6ntemi Thermo acclaim C30 kolonu (150 mmx3 mm idx3 pm
pd) kolonu ile optimize edildi ve 32 sekonder metabolit standardinin ayrilmasi 60
dakikada gerceklestirildi. Kullanilan yontem segicilik, duyarlilik, kesinlik ve
dogrusallik agisindan degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda LOD ve LOQ
degerlerinin metanolik Paconia ekstraktlarindaki fenolik bilesikleri analiz etmek igin
yeterince diisiik oldugu goriildii. Standartlarin kalibrasyon egrileri, kuersetin ve
luteolin grubu icin sirasiyla 0,078-25 mg/ L araliginda en az 0.99 R? degerleri ile
dogrusal oldugu tespit edildi. Standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerin 280
nm’deki kromatogrami Sekil 23’te, validasyon ve kalibrasyon parametreleri ise Tablo
6 ve Tablo 7°da gosterildi.
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Tablo 6. Standart sekonder bilesiklerin (Luteolin grubu) HPLC-DAD analizinde
validasyon ve kalibrasyon parametreleri

Sira RT Bilesikler Egim Kesim R? BSS% BSS% LOD LOQ
Noktasi (RT) (alan) (mg/L) (mg/L)
2 8,67 Pricﬁokatekuik 2,44 0,45 0,999 1,03 1,82 0,05 0,16
3 15,22 E(i.‘asentisik asitt 0,71 0,09 1,000 0,33 2,66 0,02 0,05
5 21,55 Vanilik asit! 2,10 0,32 0,999 0,05 2,64 0,05 0,16
6 21,72 Katesin® 0,60 -0,05 1,000 0,10 2,82 0,05 0,16
8 22,82 Kafeik asit? 316 044 0,999 0,18 0,55 0,01 0,04
10 24,01  Vanilint 2,66 048 0,999 0,25 1,68 0,03 0,11
11 24,53 EGCG! 0,80 -0,42 1,000 0,52 3,59 0,03 0,11
14 28,90 Ferulik asit* 3,47 0,59 0,999 0,90 1,12 0,02 0,07
17 32,37 Luteolin-7- 149 0,08 1,000 0,93 2,35 0,05 0,15
glukozit?
20 34,39  Hesperidin' 0,68 047 0,999 0,85 1,42 0,04 0,14
22 35,42 Rc_)slmarinik 1,35 0,07 0,999 0,83 3,22 0,06 0,20
23 36,64 Ifisilstetin1 2,80 -1,04 1,000 0,75 2,35 0,02 0,08
27 41,37 Luteolin? 2,20 0,12 1,000 0,78 5,48 0,11 0,37
29 43,03  Naringenin? 1,76 0,29 0,999 0,78 2,08 0,04 0,14
30 44,46  Hesperetint 1,96 0,39 0,999 0,86 3,39 0,07 0,22
32 45,99 Kamferol! 1,95 -0,01 1,000 0,92 1450 0,23 0,75

! Luteolin grubu
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Tablo 7. Standart sekonder bilesiklerin (Kuersetin grubu) HPLC-DAD analizinde
validasyon ve kalibrasyon parametreleri

Sira RT Bilesikler Egim Kesim R? BSS% BSS% LOD LOQ
Noktasi (RT) (alan)  (mg/L) (mg/L)
1 4,77  Gallik asit? 1,90 0,18 0,999 1,05 1,66 0,03 0,11
4 15,56 p-_OzH benzoik 3,62 0,04 1,000 0,47 3,46 0,07 0,22
7 21,83 EIi<sl?ct)2rogenik 1,86 -0,08 1,000 0,26 4,05 0,07 0,25
9 23,27 gsilrtincik asit? 1,75 -0,00 1,000 0,19 3,97 0,07 0,25
12 24,57  Epikatesin? 0,43 -0,01 1,000 0,06 3,16 0,06 0,20
13 26,61 p-I_(;Jmarik 4,35 0,09 1,000 0,12 3,09 0,06 0,19
15 29,10 Eiisilliorik asit? 555 -0,21 1,000 0,34 3,58 0,06 0,21
16 31,71 Rutin? 1,14  -0,04 1,000 0,37 3,07 0,05 0,18
18 33,04 Ellagik asit? 1,40 0,62 0,989 0,28 4,89 0,15 0,50
19 33,60 Naringin? 0,98 0,01 1,000 0,28 3,56 0,07 0,22
21 34,85 Apigenin-7- 0,96 -0,04 1,000 0,29 3,17 0,06 0,19
glukozit?
24 36,77  Miricetin? 2,18 -0,76 0,996 0,25 5,06 0,05 0,17
25 37,02 Resveratrol? 3,92 -0,15 1,000 0,25 3,52 0,06 0,21
26 38,93  Eriodiktyol? 1,96 -0,03 1,000 0,25 3,46 0,06 0,21
28 41,39  Kuersetin? 2,40 -0,48 0,998 0,24 6,02 0,07 0,24
31 44,87  Apigenin? 1,87 -0,01 1,000 0,24 5,54 0,10 0,33

2 Kuersetin grubu

3.2. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

Fenolik bilesiklere ait piklerin tanimlanmasi ve miktar tayini, standart fenolik

bilesiklerin alikonma siireleri ve UV spektrumlari ile karsilastirilarak gergeklestirildi.

Standart bilesiklerimizin igerisinde Paeonia tiirlerinin koklerinde yaygin olarak

bulunan monoterpen glikozitlerinin standart bilesikleri mevcut degildi. Bundan dolay1

literatlirde mevcut olan monoterpen glikozitlerinin UV spektrumlar1 ve HPLC-DAD

kromatogramlarindaki piklerin UV spektrumlari karsilastirilarak bilinmeyen piklerin

karakterizasyonu yapildi. Canakkale ilinin Kalkim bolgesinden temin edilen Paeonia

mascula subsp. bodurii kok ekstraktinin HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami

standart fenolik bilesiklerin kromatogramu ile birlikte Sekil 23’te gosterildi. Pik

tanimlama, karakterizasyon ve kantitatif sonuglar ise Tablo 8’de verildi.
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Sekil 23. Paeonia mascula subsp. bodurii kok ekstraktinin (iistte) ve 32 standart

fenolik bilesenin HPLC-DAD ile 280nm’de kromatogrami

Kalibrasyonu ve validasyonu yapilan 32 standart fenolik bilesenlerde gallik asit

ve elacik asit kok ekstraktinda tespit edildi. Bu bilesenlerin UV spektrumlari

Sekil 24°de verildi.
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Sekil 24. Gallik asit ve Elacik asitin UV spektrumu

Bunlarin haricindeki piklerin spektrumlar1 genel olarak gallik asit gibi benzoik

spektrumlarina benzemekteydi. Genellikle benzoik asit, p-

hidroksibenzoik asit ve gallik asit gibi bir aromatik asitle esterlestirilmis monoterpen

bilesikleri, bu aromatik asitle tutarli maksimum UV absorpsiyon dalga boylarin1 agiga

cikarir ¢iinkii ne monoterpen iskeleti ne de glikoz kism1 UV absorbsiyonuna sahiptir

(Wang vd., 2017). Paeonia tiirlerinin igerdikleri monoterpen glikozitler yapilarinda

bulunan bu benzoik asit tiirevleri sayesinde DAD dedektorii ile tespit edilebilirler.

Paeonia mascula subsp. bodurii kok ekstraktinin HPLC-DAD kromatogramindaki
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spektrumlardan 12 tanesinin gallik asite benzer olmasi nedeniyle bu bilesenleri gallik
asit tlirevi olarak karakterize edilerek gallik asit esdegeri cinsinden miktarlar
hesapland1 (Tablo 8). Geri kalan piklerin spektrumlarinin detayli incelenmesi
sonucunda bazi monoterpen glikozitler olabilecekleri literatiir  verilerine

dayandirilarak belirlendi (Sekil 25).

60.0 Jos 100% 28.82 dk

256.5
50,0 |

40,0 |
30,0 ]
2001 2239 325.9
10,0 ]

0,0 |

10.%00 250 300 350 %00
Sekil 25. Benzoilmudanpiosid T. UV spektrumu
HPLC-DAD ile 280 nm’de elde edilen albiflorin UV spektrumu (Sekil 26)

Shen vd., 2021 yilinda 274 nm’de yapmis olduklar1 calismada tespit ettikleri albiflorin

UV spektrumu ile karsilastirilarak karakterize edildi.

60,0 o
i 100% 25.07 dk

50,01 238.4
40,07
20 0; Albiflorin

20,0

10,0] 274.9

0,07]

-10950 250 300 350 400

Sekil 26. Albiflorin UV spektrumu

42



Ayni sekilde paeoniflorin UV spektrumu (Sekil 27) ayni literatiirde tespit

edilen paeoniflerin UV spektrumu ile karsilastirilarak karakterize edildi.

60,0 g

1 232.1
50,0 ]

100% 27.64 dk
40,0 ]

30,0
20,0 |

10,0 ] 274.6

0,0 |

nm

200 250 300 350 400
Sekil 27. Paeoniflorin UV spektrumu

Monoterpen glikozitlerin standardi mevcut olmadigi i¢in bu bilesiklerin

miktarlar1 gallik asit esdegeri olarak hesaplandi.

Tablo 8. Paconia kok ekstraktinda HPLC-DAD ile tespit edilen sekonder bilesikler

No RT UV Amax Bilesigin Ad1 mg standart/L. mg/100g
(dk) ekstrakt kok
1 3,87  280-226 Gallik asit T. 39,03 6,5
2 507 272-226 Gallik asit 47,6 7,93
3 11,85 275-226 Gallik asit T. 8,11 1,35
4 17,17 273-226 Gallik asit T. 211,36 35,23
5 25,07 238-275 Albiflorin 92,54 15,42
6 26,78 281-226 Gallik asit T. 28,45 4,74
7 27,69 231-275 Paeoniflorin 3,68 0,61
8 28,82 256-326-223 Benzoilmudanpiosid T. 100,59 16,77
9 31,75 274-229 Gallik asit T. 177,3 29,55
10 32,28 285-230 Gallik asit T. 169,09 28,18
11 33,13 254-367 Elacik asit 27,21 4,54
12 33,568 279-230 Gallik asit T. 93,33 15,56
13 33,86 280-229 Gallik asit T. 126,88 21,15
14 34,54 281-230 Gallik asit T. 230,82 38,47
15 34,81 281-229 Gallik asit T. 117,97 19,66
16 35,34 280-230 Gallik asit T. 121,85 20,31
17 35,68 280-230 Gallik asit T. 179,65 29,94
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3.3. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Tayini ve Aktivitesi

Paeonia mascula L.(Mill.) subsp. bodurii ile yapilan g¢alisma sonucunda
toplam fenol madde icerigi gallik asit esdegeri (GAE) ve kuersetin esdegeri (KE)
olarak ¢aligildi ve sirastyla 932.8 mg GAE /100g kok ve 691.8 mg KE /100g kok olarak
belirlendi. Bitkinin koklerinde flavonoidlerin 12,2 mg KE /100g kok oldugu tespit
edildi. Ornekte Demir (111) indirgeyici antioksidan aktivitesi (FRAP) 1869,0 mg TE
/100g kok olarak tespit edildi. Bu deger kokiin yaklasik %2 oraninda antioksidan
icerige sahip oldugunu gdstermektedir. Ote yandan DPPH radikal temizleme aktivitesi
SCso degeri 213,8 pg/mL tespit edildi. ABTS radikaline karst 205,1 pg/mL SCso
degerine sahip oldugu belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Paconia kok ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri

Ekstrakt Troloks
Esktrakt verimi (g/100g kok) 7,72
Toplam flavonoid (KE) mg /100g kdk 12,240,5
Toplam fenol (KE) mg /100g kok 691,8+47,5
Toplam fenol (GAE) mg /100g kok 932,8+43,7
FRAP (TE) mg /100g kok 1869,0+80,2
DPPH RSA SCso (ng/mL) 213,8+2,5 83,3+4,0
ABTS RSA SCs (ug/mL) 205,1+4,2 91,9+3,0
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4. TARTISMA VE SONUC

Her gecen giin degisen ¢evre, beslenme vb. gibi sartlara bagli olarak
hastaliklarin artmasi bitkisel ¢dziimlere olan ilgiyi artirmustir. Basta saglik, kozmetik
ve gida olmak iizere farkli amagclar icin kullanilan bitkiler genis bir yelpazede
kullanilmaktadir. Bitkilerin hangi amag i¢in kullanilacagi genellikle gosterdikleri
biyolojik aktivite ve igerdikleri sekonder metabolitler agisindan degerlendirilir. Bu tez
kapsaminda Paeonia mascula L.(Mill.) subsp. bodurii tiiriniin baz1 biyolojik
aktiviteleri ve HPLC-DAD analizi ile sekonder bilesikleri arastirildi.

Canakkale-Kalkim’den toplanan ornekte agirlikli olarak gallik asit tiirevleri
tespit edildi. Biyoaktif bilesenler lizerinde 6nemli bilesenler olan albiflorinin derisimi
15,42 mg/100g kdk ve paeoniflorin derisimi 0,61 mg/100g kok olarak dlciildii. Bu
bilesiklerin UV spektrum dogrulamasi Shen vd., 2021, Lee vd., 2009 ve Li vd., 2016
yapmis olduklar1 caligmalar ile karsilastirilarak karakterize edildi. Ancak standardi
olmadig1 i¢in pek cok monoterpen glikozit tiirevi bilesikler tam olarak aydinlatilamada.
Kullanilan HPLC-DAD yd6ntemi sayesinde kromatogramdaki her pikin UV spektrumu
elde edildi ve bu veriler ile bilesiklerin hangi tiir bilesen olduklar1 tahmin edilmektedir.
Onceki yapilan ¢alismalara da dayanarak standardi olmadig1 halde pek c¢ok bilesen
olas1 bilesenlerin tlirevleri (T.) seklinde karakterize edildi.

Benzoilmudanpiosid T. bilesiginin alikonma zamani1 (RT) 28,82 dakika ve
dalga boyu 256-326-223 nm’dir. bu bilesigin derisimi 16,77 mg/100g kok olarak
olgiildii. Elde edilen Benzoilmudanpiosid T.’ye ait UV spektrumu, Li vd., 2018 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada tespit ettikleri 8-O-Benzoylmudanpioside’ye ait UV
spektrumuna benzetilerek karakterize edildi.

Fenolik asit sinifinda yer alan, alikonma zamani (RT) 34,54 dakika ve dalga
boyu 281-230 nm olan gallik asit tiirevi bilesigi derisimi en fazla 38,47 mg/100g kok
olarak belirlendi. Polifenol yapidaki elacik asit 4,54 mg/100g kok olarak 6l¢iildii ve
HPLC-DAD kromatogrami Sekil 29°daki gibi tespit edildi.
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Sekil 28. Elacik asit’in HPLC-DAD ile 370 nm’de kromatogrami

Paeonia cinsi i¢in karakteristik monoterpen glikozid olan paeoniflorinin (Sekil
9) Paeonia alba, Paeonia albiflora, Paeonia anomala, Paeonia moutan, Paeonia
lactiflora, Paeonia suffruticosa, Paeonia peregrina, Paeonia tenuifolia, Paeonia
triternata, Paeonia emodi, Paeonia delavayi, Paeonia clusii subsp. clusii tiirlerinde de
yer aldig1 daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Wu vd., 2010).

Li vd., 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada P. lactiflora koklerinden dort
paeoniflorin analogu ve altt baska monoterpen glikozit iceren on yeni bilesik
belirlenmistir.

Lee vd.,’nin 2009 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Paeonia koklerindeki
biyoaktif bilesenler iizerinde paconiflorin ve albiflorinin 6nemli bilesenler oldugunu
bildirmistir.

Li vd., 2016 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, albiflorin, paeoniflorin,
oksipaeoniflorin, 4-O-etilpaeoniflorin, benzoiloksipaeoniflorin, benzoylpaeoniflorin,
galloylpaeoniflorin, mudanpioside C, mudanpioside E ve mudanpioside J dahil olmak
iizere on monoterpen glikozit karakterize edilmistir.

Shen vd., 2021 yilinda Paeoniae Radix Alba (Paeonia lactiflora Pall.)’ nin
kokiinde yapmis olduklari ¢alisma ile gallik asit, oksipaeoniflorin, katesin, albiflorin,
paeoniflorin, etil galat, galloilpaeoniflorin, pentagalloilglikoz, benzoik asit,
benzoilpaeoniflorin ve paconol biyoaktif bilesenleri tanimlamstir.

Paeonia mascula L.(Mill.) subsp. bodurii’nin kok kisimlarinin metanol
oziitleri toplam fenolik icerik ve radikal siiplirme aktivitesi agisindan
spektrofotometrik olarak incelendi. Oziitlerin toplam fenolik icerikleri gallik asit ve

kuersetin standartlarina esdeger olarak sirasiyla 932,8 mg GAE /100g kok ve 691,8
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mg KE /100g kok olarak hesaplandi. DPPH radikal temizleme aktivitesi SCso degeri
213,8 pg/mL ve ABTS radikaline kars1 205,1 pg/mL SCsp olarak belirlendi.

Orhan vd., (2010) on iki Anadolu Paeonia taksonunun kdklerinin ugucu yag
bilesimleri ve antioksidan oOzelliklerini incelemistir. Paeonia mascula subsp.
bodurii’de fenolik igerikleri 14,9 mg GA/100 mg ekstrakt olarak tespit edilmistir.
Ancak DPPH radikal temizleme aktivitesinin olmadigi tespit edilmistir.

Zhang vd., 2017 yilinda yapmis olduklari ¢alismada Paeonia rockii 1879,10
mg RE /100g (100 gramlik kuru agirlik numunesi basina miligram rutin esdegerleri)
en yiiksek toplam flavonoid icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. 387,18 mg TE/100
g kurumadde ile en gii¢lii DPPH ve 572,69 mg TE/100 g kurumadde ile ABTS radikal
temizleme aktivitelerine ve en gilicli bakir azaltma kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. 1754,14 GAE mg/100 g ve 1736, 27 CE mg/100 g ile P. decomposita
subsp. rotundiloba, en yiiksek toplam fenolik ve flavanol igeriginin yani sira en giiglii
hidroksil radikali siipiirme aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. (+)-katesin en
bol bulunan bilesen olmak {izere on alt1 ayr1 fenolik bilesik nicel olarak dl¢iilmiistiir.

Demir (2019) yaptig1 calismada, Paeonia daurica Andrews subsp.
macrophylla bitkisinin kok kisminin yiiksek DPPH radikal temizleme kapasitesine

sahip oldugunu belirtmistir.

4.1. Oneriler

Gegmisten bu yana sifali bitkiler olarak adlanlarilan ve bir¢ok hastaliklarin
tedavisinde kullanilan Paeonia cinsinin 12 taksonu iilkemizde yetismektedir. Literatiir
incelemelerinde belirli taksonlarda bilimsel c¢alismalarin oldugu ancak ozelikle
endemik bir bitki olarak iilkemizde yetisen Paeonia mascula subsp bodurii i¢in ileri
diizeyde arastirma yapilmadig1 goriilmiistir.

Yapilan ¢alismada Paeonia mascula subsp bodurii koklerinde Albiflorin,
Paeoniflorin Gallik asit, Gallik asit T., Elajik asit, Benzoilmudanpiosid T. gibi
monoterpen glikozitleri tespit edildi. Bioaktif 6zellikler paconia koklerinde yaygin
olarak bulunan monoterpen glikozitler ve onlarin fenolik bilesiklerle olan
tiirevlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica antioksidan 6zelligi incelenerek

bitki koklerinin gida takviyesi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bu bitkinin
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kokleri giintimiizde kullanilan sentetik kokenli ilaglara alternatif olarak kullanilabilme
potansiyeli arastirilmali ve daha ileri ¢aligmalar yapilmalidir.

Calismada tespit edilen Gallik asit T. ve Benzoilmudanpiosid T. tiirevlerinin
neler oldugunun belirlenmesi ig¢in bu bilesenlerin Oziitten izole edilerek
saflagtiritlmalar1 gerekmektedir. NMR, IR ve MS gibi spektroskopik yontemlerle
belirlenecek olan bilesenlerin biyolojik aktivitelerine gére bu koklerin kozmetik, gida

ve ila¢ sektoriinde aktif bilesenler olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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