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OZET

TURKIYE’ NIN FARKLI BOLGELERINDEN PAEONIA MASCULA L. (MILL.)
SUBSP. MASCULA KOKLERINDEKI BiYOAKTIF BILESIKLERIN
KROMATOGRAFIK VE SPEKTROFOTOMETRIK TAYINI

Ismail Hakki DENiZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
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Kimya Anabilim Dah
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Damismani: Doc. Dr. Emine AKYUZ TURUMTAY

Paeonia mascula L. (Mill.) subsp. mascula Osmaniye-Amanos, Afyon-Deregine, Konya-
Doganhisar ve Canakkale-Tombaklik’ tan toplandi. Bitkilerin kok kisimlarinin metanol
oOziitlerinin antioksidan aktiviteleri spektrofotometrik olarak ve fitokimyasal igerikleri
HPLC-DAD ile arastirildi. Metanolik kok oziitlerinin spektroskopik toplam fenolik
madde igerikleri en yiiksek Canakkale 6rneginde 1077,0 mg GAE /100g kok olarak tespit
edildi. Bu oziitiin demir (I11) indirgeyici antioksidan aktivitesi de (FRAP) 2121,7 mg TE
/100g kok olarak en yiiksek bulundu. DPPH radikal temizleme aktivitesi agisindan en
diisiik SCso degeri Afyon 6rneginde 255,9 pg/mL olarak tespit edildi. ABTS radikaline
kars1 Canakkale ornegi 115,1 pg/mL SCso degeri ile kullanilan antioksidan standardi
Troloksun degerine (91,9 pg/mL) yakin bir deger gosterdi. Metanolik kok oziitlerinin
HPLC-DAD ile belirlenen esas  bilesenlerinin paeoflorin, albiflorin,
benzoylmudanpioside ve 2.4.6-Trihidroksi-1-methyl benzoat tiirevi bilesenler oldugu

tespit edildi.

2022, 54 sayfa
Anahtar Kelimeler: HPLC-DAD, fenolik bilesikler, antioksidan aktivite, paeonia

mascula I. (mill.) subsp. mascula



ABSTRACT

CHROMATOGRAPHIC AND SPECTROMETRIC ASSIGNMENT OF BiOACTIVE
COMPOUNDS iN THE ROOTS OF PAEONIiA MASCULA L. (MILL.) SUBSP.
MASCULA FROM DIiFFERENT REGiIiONS OF TURKEY
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Master Thesis
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Paeonia mascula L. (Mill.) subsp. Mascula was collected from Osmaniye-Amanos,
Afyon-Derecine, Konya-Doganhisar and Canakkale-Tombaklik. The antioxidant activity
of methanol extracts of the root parts of the plants was investigated spectroscopically and
their phytochemical contents were investigated by HPLC-DAD. The spectroscopic total
phenolic content of the methanolic root extracts was determined as 1077,0 mg GAE /100g
root in Canakkale sample, which was the highest. The iron (III) reducing antioxidant
activity (FRAP) of this extract was also found to be the highest at 2121,7 mg TE /100g
root. On the other hand, the lowest SCso value in terms of DPPH radical scavenging
activity was 255,9 pg/mL in the Afyon sample. It was determined that the main
components of methanolic root extracts determined by HPLC-DAD were paeoflorin,
albiflorin, benzoylmudanpioside and 2,4,6-Trihydroxy-1-methyl benzoate derivative

components.
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1. GIRIS

Gegmisten gilinimiize dogadaki bir¢ok bitkinin insanlar tarafindan tedavi
amaciyla kullanildig1 bilinmektedir. Halk arasinda sifali bitki olarak adlandirilan bu
bitkiler 6zellikle Uzakdogu iilkelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sentetik ilaglarin
tehlikeli yan etkileri sebebiyle son yillarda bati toplumlarinda da bu bitkilerden
yararlanma aliskanliklarmin arttig1 gériilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore
modern ve geleneksel tipta yaklasik 20 bin bitki tiiriiniin ham madde olarak kullanildigi
bilinmektedir (Demirboga vd., 2021; Ers6z, 2012; Demir ve Akpinar, 2020; Faydaoglu
ve Siiriiciioglu, 2011).

Gerek modern gerekse geleneksel tipta kullanilan bitkilerin yapisindaki kimyasal
molekiillerin bilinmesi ¢ok onemlidir. Biyoteknolojik gelismeler bitkilerin sekonder
metabolit olarak adlandirilan molekiilleri sentezlediklerini gostermektedir. Bu biyoaktif
molekiiller bitkinin yasamsal fonksiyonlarinda dogrudan rol oynamazlar ancak bitki
sagliginin korunmasinda olduk¢a 6nemlidirler. Fitokimyasallar olarak da adlandirilan bu
biyoaktif molekiillerin bazilar1 ilag yapiminda ham madde olarak kullanilmaktadir.
Ekonomik acidan onemli fitokimyasallarin; gida, kozmetik, kimya, tarim, tekstil gibi
bircok sektorde genis bir kullanim alani bulunmaktadir (Ulger ve Ayhan, 2020;
Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015; Alaca ve Arslan, 2012; Asan, 2013).

Gegmiste fitoterapide kullanilan bitkilerin taninmasi, bu bitkilerin hangi
hastaliklarin tedavisinde kullanildiginin bilinmesi, bilimsel ¢aligmalarda arastirmacilara
kolaylik saglamaktadir. Paeoniaceae familyasindan Paeonia L. cinsi bitkisi diinden
bugiine Cin ve Japonya gibi Uzakdogu iilkelerinde analjezik, antiinflamatuar,
antiepileptik ve antispazmodik amaclar i¢in kullanilmaktadir. Paeonia L. bitkisine
yonelik biyolojik aktivite ve kimyasal madde analiz c¢aligmalarina arastirmacilar
tarafindan ilgi duyulmaktadir ( Harada, 1969; Tung vd., 2019; Lee vd., 2003; Koyunoglu,
2008; Dong ve Xu, 2002; Hijikata vd.,2006).

Paeonia L. cinsinin (Sakayik) iilkemizde yoresel olarak ayr giilii, yoriik giild, kir
lalesi, tombak, bocur giilii olarak bilinmektedir. Gegmiste “Otlar Kraligesi’’ olarak da
isimlendirilen bu bitki 2008 yilindan beri “Dogadan Toplanmak Suretiyle ihra¢ Edilmesi
Yasak Olan Cigek Soganlar1” olarak taninmaktadir. Giintimiizde Sakayik’in fark



edilmeyen degeri EXPO 2016 Antalya fuarinda sembol ¢igek olarak segilerek tekrar giin
yiizline ¢ikmistir (Demir, 2019; Koyunoglu, 2008; Cinbilgel, 2016).

Tiirkiye’ de yetisen Paeonia mascula alt tiirlerinin biyoaktif madde analizleri ile
biyolojik aktivite ¢alismalarinin yapilmasi bu bitkinin tip, gida sektorii ve endiistride
kullanim olanaklar1 agisindan degerlendirilebilecegini diisiindiirtir.

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye florasinin farkli bolgelerinden temin edilen Paeonia
mascula (Miller) subsp. mascula alt tiirlerinin HPLC-DAD sistemi kullanilarak biyoaktif
bilesiklerinin ve spektrometrik olarak antioksidan aktivitesinin arastirilmasi

amaclanmugtir.
1.1. Paeonia L. (Ayigiilii) Cinsi

Paeonia L., Paconiaceae familyasinin tek cinsidir. Stearn ve Davis’ in “Peonies of
Greece” isimli kitaplarinda Kuzey Yarim Kiiredeki Paeonia cinsi 3 seksiyona ayrilmistir;
Paeonia, Moutan ve Onaepia seksiyonu. Agacsi formlara sahip Moutan seksiyonu Dogu
Asya’da yer almaktadir. Onaepia seksiyonu ise Kuzey Amerika’ nin batisinda yayilis
gosterir ve 2 tiir icermektedir. Biitlin Balkan Paeonia tiirlerini i¢geren Paeonia seksiyonu
ise Ispanya’dan Japonya’nin dogusuna kadar yayilir oradan da Kuzey Bat1 Afrika'ya iner
(Stearn ve Davis, 1984).

Paeonia L., ¢cok yillik, otsu, rizomlu ve geofit bir bitkidir. Sakayik olarak bilinir.
Cicekleri gosterislidir ve stamen tagir. Yapraklari ise biternat veya daha da boliinmiistiir.
Tiim diinyada 146 tiirii bulunmaktadir (Sahin, 2007; Davis vd., 1998; Giiner vd.,2000;
Koyunoglu, 2008; Demir, 2019 ).

P. H. Davis’in 1965 yilinda yaymlanan “Flora of Turkey and the East Aegean
Islands” (1. Cilt) adl1 eserinde iilkemizde Paeonia cinsine ait 6 tiir bulundugu bildirilmistir
(Bkz Tablo 1.). Aynmi eserin 2000 yilinda yayimnlanan 11. Cildinde ise P. mascula subsp.
bodurii ve P. tenuifolia tiirlerinin iilkemizde yetisen paeonia tiirleri arasina girdigi
bildirilmistir. Ulkemizde en son taksonomik durumunu netlesen Paeonia tiiriiniin P.
daurica subsp. Macrophylla oldugunu ve Rize il sinirlar1 igeresinde yayilis gosterdigini
bildirilmistir (Davis vd., 1998; Giiner vd., 2000; Demir, 2019).



1.1.1. Paeonia mascula ( L.) Miller

Paeonia mascula ( L.) Miller tiirii Tiirkiye’de tig alt tiir ile temsil edilmektedir:
Paeonia mascula subsp. arietina, Paeonia mascula subsp. bodurii ve Paeonia mascula
subsp. mascula (Sahin, 2007; Demir, 2019). Sekil 1’de Paeonia mascula alt tiirlerine ait

resimler verilmigtir.

Sekil 1.(a) Paeonia mascula subsp. mascula, (b) Paeonia mascula subsp. bodurii N.
Ozhatay, (c) Paeonia mascula subsp. arietina

1.1.2. Paeonia mascula subsp. mascula

Tag yapraklar1 (pateller) kirmizi renkli, 2. yapraklar 9-10 segmentli, altta seyrek
piloz tiiylii veya tiizsiizdiir. Nisan ve mayis aylarinda ¢igeklenir. Denizden 750 metre
yiiksekliklerde, acik tagl, kayalik yamaglarda ve orman altlarinda yetismektedir.
Ulkemizde Antalya, Hatay ve Bitlis illerinde yayilis gostermektedir (Davis vd., 1998;
Giiner ve Aslan, 2012; Demir, 2019).

1.2. Sekonder Metabolitler

Bitkiler birbirinden farkli birgok biyoaktif kimyasal bilesik iiretirler. Bu kimyasal
bilesikler, biyosentetik kaynaklari, genel olusumlar1 ve biyokimyasal 6zelliklerine gore
primer ve sekonder metabolitler olarak iki sinifa ayrilirlar. Primer (birincil) metabolik
faaliyetler sonucu karbonhidrat, yag, protein, klorofil ve niikleik asitler {iretilir. Primer
metabolitler fotosentez ve solunum reaksiyonlarinda aktif gérev alir ve bitkinin hayatta

kalmasini saglarlar. (Guedes, 2009; Agostini-Costa, 2012).



1921 yilinda Czapek sekonder metabolitleri, bitkilerin azot metabolizmasindan
deaminasyon gibi “’ikincil modifikasyonlar’’ tarafindan iiretilen kimyasal madde olarak
tamimlamustir. 3. Binyilin baslarinda sekonder metobolitlerinin bazilarinin pigment
oldugu kanitlanmisti. 1970’ lerde ise sekonder metobolitlerin islevleriyle ilgili iki farkli
goriis vardi. Bir goriise gore kardiyak glikozitler, kanabinoidler, antosiyaninler ve
pirolizidin alkaloidler 6nemli ekolojik roller iistleniyorken, diger goriiste alkaloidlerin
ekolojik rol iistlendigi idi (Bourgaud vd., 2001; Guedes, 2009).

Bazi arastirmacilar sekonder metabolitleri, bitkinin biiyiime ve yasamasi igin
onemli bir rolii olmayan, birincil metabolitlerden sentezlenen ara iriinler olarak
tanimlamigtir. Molekiiler biyoloji teknolojisinin yiikselisi ve biyokimyasal yontemlerin
ilerlemesi sekonder metobolitlerin bitkilerin ¢evreye adaptasyonunda onemli bir rol
oynadigin1 gostermistir. Aslinda sekonder metabolitler ekosistem ile etkilesim halinde
bitkinin gelisimine biiyiik katki saglamaktadir. Ornegin bitkinin patojen, hasarat ve diger
bitkilere karsi savunmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir. Bu koruyucu etki aslinda
onlarin diger bitkilere kars1 antigerminatif veya toksik aktivite, antibiyotik, antifungal ve
antiviral ozellikte olmalariyla ilgilidir. Sekonder metabolitler bitkileri hem bakteri,
mantar ve hayvan gibi biyotik strese hem de sicaklik, nem, UV, agir metaller gibi abiyotik
strese kars1 korurlar. (Bennett vd.,1989; Bourgaud vd., 2001).

Sekonder metabolitlerin bazilarinin insan ve ilaglarda farmakolojik olarak aktif
olduklar1 da bilinmektedir. Ekonomik degerleri fazla olan bu bilesikler 6zellikle ilag, tat,
koku, bocek oldiriicii ve boya gibi kimyasallar olarak kullanilmaktadir. (Bakir;2020;
Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015;Sevindik, 2018; Demir ve Akpinar, 2020).

Insan saglhigi igin yararli etkilerde bulunan ve biyoaktif bilesikler olarak
nitelendirilen bitkisel sekonder metabolitler *’fitokimyasallar’> olarak da bilinmektedir
(Demir ve Akpinar, 2020). Fitokimyasallar basta antioksidan aktivite olmak {izere, metal
tyonlarin selatlastirici, detoksifiye enzimleri uyararak tiimorii baglatan transkripsiyon
faktorlerini inhibe edici 6zellige sahiptirler (Verma vd., 2009). Ayrica bu bilesikler
dejenaratif hastaliklar1  Onleyici, antialerjenik, antienflamatuar, antimikrobiyal,
antitrombotik (kanin pihtilagmasini Onleyici), antikarsinojen, antiaterojen (damar
sertligini Onleyici), anti iilser ve vasodilator (kan damarlarim1 genisletici) ajan olarak
gorev yaptig1 bilinmektedir (Weisburger, 2000; Halliwell, 2007). Fitokimyasallar kanser

tedavisinde komplikasyonlarin azaltilmasimi sagladigi ve kemoterapdtik ajanlarin
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olumsuz yan etkilerine karsit koruyucu bir role sahip oldugu bilimsel ¢aligmalarda yer
almaktadir (Benjamin vd., 2015; Doan ve Christensen, 2015). Son zamanlarda sekonder
metabolitlerden bazilarinin endojen metabolitler, hormonlar ve norotransmiterler gibi
davrandigi bilinmektedir (Briskin, 2000). Baz1 fitokimyasal gruplarin genel farmakolojik

etkileri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Fotokimyasallarin bazi gruplarinin farmakolojik etkileri (Segneanu vd., 2017)

Fotokimyasal Gruplar Farmakolojik etkileri
) Antimikrobiyal, antiviral, antihelmit, antibakteriyel, antikanser,
Terpenoid 3
antiinflamatuvar.
Fenolik asitler Antikansorejen, antimutagenik, antiinflamatuvar, anti-alerji.
. Antioksidan aktivite, kardiovaskular koruyucu, antiinflamatuar,
Flavonoidler ) o ) )
karaciger koruyucu, antiviral, antibakteriyal.
. Antioksidan, antikanserojen, ditiretik, hemostatik, antimutajenik,
Tanninler

Antiseptik.

Fitokimyasallar bitki yasaminda belirli fonksiyonlari yerine getirdiklerinden
dolay1 bitkilerin farkli evrelerinde farkli miktarlarda sentezlenebilirler. Cogunlukla
bitkilerin belli kisimlarinda bulunurlar. Bazilar fazla miktarlarda tiretilirken, bazilarinin
iretimi sinirh diizeyde kalmaktadir. Bitkilerin yaklasik 100.000 gesit biyoaktif bilesik
tirettikleri bilinmektedir. Bu kadar ¢ok ve fazla gesitliligi olan fitokimyasallar bitkilerde
(1) izoprenoid , (ii) sikimat, (iii) poliketid yol olmak iizere 3 farkli biyosentez yolu ile
uretilmektedir. Aslinda bitkiler modifikasyona ugrayan ve 6zel molekiillerle sonuglanan,
birbirine benzeyen temel yapilar tiretirler. Bu modifikasyonlar yapiya eklenen hidroksil,
metoksi, aldehit ve karboksil gibi gruplarla, yapmin ylikseltgenme reaksiyonlar
kapsamaktadir (Karaman, 2011; Incegayir, 2018; Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015;
Verpoorte ve Alfermann, 2000). Fitokimyasallar temelde biyosentez yollarina gore Sekil
2.” de gosterilen 3 ana sinifa ayrilirlar (Agostini-Costa ve vd., 2012).

Fitokimyasallar

]
[ 1 1

Fenolik )
bilesikler(Polifenoller) Terpenler Alkoloidler

Sekil 2. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi



Fenolik bilesik ve terpenoidlerin bazi bilesikleri tiim bitkilerde bulunurken diger
bilesikleri ile alkoloidlerin bazi ©zel bilesikleri sadece bitki familyalarinin belirli
tiirlerinde bulunmaktadir. Fitokimyasallarin bu dar dagilimi onlar1 kimyasal taksonomi
ve kimyasal ekoloji i¢in temel olmasiyla énemli taksonomik isaret¢iler yapmaktadir.
Terpenoid ve alkaloidler, fitokimyasallarin en biiyiik gruplarini olustururlar. 1998 yilinda
Dogal Uriinler Uyar1 Veritabaninda (NAPRALERT) 88.000 fitokimyasal kaydedildi,
bunlarin 33.000'i terpenoid ve 16.000' alkaloid idi. 1998 ‘den sonra da farkli
fitokimyasallar bilim insanlar1 tarafindan izole edilmistir (Guedes, 2009; Bakir, 2020).

(Verpoorte ve Alfermann, 2000).

1.2.1. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler bitkilerin aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda
sentezlenir. Yapilarinda hidroksil ve aromatik halkaya sahiptir ve polifenoller olarak da
adlandirilir. Bu bilesiklerin suda ¢ozlinme, proteinlerle kompleks olusturarak tortu
olusturma ve kondense olma gibi fizikokimyasal 6zellikleri bulunmaktadir. Bitkilerde
yaygin olarak goriilen fenolik bilesikler, bitkinin hemen hemen her kisminda
bulunabilirler ve bitkilerin tat, koku ve renk gibi 6zelliklerine katki saglarlar.

Fenolik bilesikler antioksidan, antiviral, antialerjen, antimutajen, antikarsinojen,
antiglisemik, antikolesterol, antimikrobiyal, antienflamatuar, antitrombotik, vasodilator
etkiyi kapsayan genis bir biyolojik etki araligina sahiptirler. Antioksidan aktivitelerini
serbest radikalleri baglayarak ve metallerle selat olusturarak gosterirler. Yapilarindaki
fenol halkasina ne kadar fazla OH grubu baglanirsa antioksidan aktiviteleri artmaktadir
(Verma ve vd., 2009; Demir ve Akpinar, 2020). Fenolik bilesikler kimyasal yapisina gore
kendi i¢inde alt gruplara ayrilir (Bkz. Sekil 3.).



Kumarinler
Flavonlar
Tanenler
Flavonollar
Fenolik Bilesikler Stilbenler
Flavanonlar
Flavonoidler

Flavanoller (Katesinler)

Fenolik Asitler Antosiyanidinler

izoflavonlar

Sekil 3. Fenolik bilesiklerin kimyasal yapilarina gore alt gruplara ayrilmasi

1.2.2. Terpenler

Allillik katyonun bir proton kaybetmesiyle olusan izopren birimlerinin (2-metil-
1,3-biitadien) bir araya gelmesiyle ‘terpenler’ olusmaktadir (Bkz. Sekil 4). Izopren
birimler bag-kuyruk seklinde baglanirlarsa diiz zincirli, bas-bas, bas-orta seklinde
baglanirsa halkali yapilar olusabilir. Yaygin olarak bas-kuyruk olarak baglanirlar.
Fitokimyasallarin en yaygin olarak bulunan gruplarindan biri olan terpenler igerdikleri
izopren birimlerine gore Tablo 2’ deki gibi siiflandirilabilirler (Tiring vd., 2020;
I51k,2012).

CH;

CH,

Izopren

Sekil 4. Izopren’ in kimyasal yapisi

Tablo 2. Terpenlerin siniflandirilmasi

Terpenler izopren Sayisi Kapah Formiilii
1 Hemiterpenler 1 CsHg
2 Monoterpenler 2 CioHas
3 Seskiterpenler 3 CisHos




Tablo 2 (Devamu). Terpenlerin siniflandirilmasi

o N o o N

Diterpenler 4 CaoHz2
Sesterpenler 5 CasHao
Triterpenler 6 CaoHas
Tetraterpenler (Karotenler) 8 CaoHea

Poliizoprenler >8 -

Terpenlerin oksitlenmesiyle oksijenli tiirevleri olugur. Oksijen i¢eren terpen tlirevi

esterler, alkoller ve aldehitler terpenoidler olarak adlandirilir Terpen kelimesi herhangi

bir terpenoidi belirtmek icin kullamilan bir ifadedir (Yayli, 2013; Incecayir, 2018;
Koyunoglu, 2008; Isik, 2012).

Monoterpenler bitkilerde, ti¢ farkli sekilde bulunabilirler.

Serbest monoterpenler, genellikle ugucu yaglarin ana yapisini olustururlar.
Farkli yapidaki heterozitlere ester baglariyla baglanmis olabilirler. Ornegin
foliamentik asit ve mentiafolik gibi bilesikler monoterpen alkol bilesikler bu tip
monoterpenler bu gruba girebilirler.

Dogrudan ozlarla baglanarak heterozitler olusabilir. Bu tiir bilesiklere
‘Monoterpen Glikozidler’ adi verilir. Eger monoterpen glikozitlerin aglikon
kismma glukoz baglanirsa ‘Monoterpen Glukozitler’ adi verilir. Monoterpen
heterozitlerinin bitki yapraklardaki ugucu yagin prekiirsorii olabilecegi, monoterpen

metabolizmasinda ise ara iirlin ve tasiyict rol oynayabilecekleri diisiiniilmiistiir

(Koyunoglu, 2008).

1.3. Paeonia Tiirlerinin Yapisinda Bulunan Biyoaktif Bilesikler

Paeonia tiirlerinin kafes benzeri pinan iskeletine sahip monoterpen bilesiklerince

zengin bir bitki oldugu sdylenebilir. Baz1 Paeonia tiirlerinin kimyasal bilesenlerinin

monoterpenoidler, monoterpen glikozitler, triterpenoidler, flavonoidler, fenoller ve

tanenler oldugunu bilinmektedir. (Wu vd.,2010).



1.3.1. Paenia Tiirlerindeki Monoterpenoidler ve Monoterpen Glikozitler

Paenia  tirlerinde

tespit

edilen

monoterpenoid

bilesik

arasinda

Paconiflorigenone’nin ana biyoaktif bilesen oldugu soylenebilir (Bkz. Sekil 5). Bu

bilesik Paeonia albiflora, Paeonia suffruticosa, Paeonia peregrina, Paeonia delavayi,

Paeonia veitchii

monoterpenoid bilesikler Tablo 3’ te gosterilmistir (Wu vd., 2010).

HO""

)

0
Jgo
0

0]

Sekil 5.Paeoniflorigenone molekiiliiniin kimyasal yapisi

tirlerinde bulunmaktadir. Bazi Paenoia tiirlerinden izole edilen

Tablo 3. Baz1 Paenoia tiirlerinden izole edilen monoterpenoid bilesikler (Wu vd., 2010)

Monoterpenoid Bilesigin Ad1

Kaynak Paenoia Tiirii

© 00 N o 0o B~ W N

e el
w N Lk O

Paeoniflorigenone

Paeonisuffral
3-O-Methylpaeonisuffral
Paeonilactinone
Deoxypaeonisuffrone
Paeonisuffrone
Paeonilactone A
Paeonilactone B
Paeonilactone C
9-Hydroxypaeonilactone A
Lactinolide
Paeonisothujone

Paeonilide

Paeonia albiflora, Paeonia suffruticosa, Paeonia

peregrina, Paeonia delavayi, Paeonia veitchii

U U U U U U U U U U U T

. suffruticosa
. suffruticosa
. lactiflora

. suffruticosa
. suffruticosa
. albiflora

. albiflora

. albiflora

. delavayi

. lactiflora

. suffruticosa

. delavayi

Baz1 Paenoia tiirlerinden izole edilen monoterpen glikozit bilesikler Tablo 4’ te

gosterilmistir. Paeonia cinsinin hemen hemen tiim tiirlerinde monoterpen glikozit



smifinda yer alan Paeoniflorinin en 6nemli ana aktif bilesen oldugu goriilmiistiir (Bkz.
Sekil 6) (Wu vd.,2010).

Sekil 6. Paeoniflorin molekiiliiniin kimyasal yapisi

Tablo 4. Baz1 Paenoia tiirlerinden izole edilen monoterpen glikozit bilesikler (Wu vd.,
2010).

Monoterpen Glikozit Bilesigin Adi Kaynak Paenoia Tiirii

Paeonia alba, Paeonia albiflora, Paeonia
anomala, Paeonia moutan, Paeonia lactiflora,
Paeonia suffruticosa, Paeonia peregrina,
1  Paeoniflorin
Paeonia tenuifolia, Paeonia triternata, Paeonia
emodi, Paeonia delavayi, Paeonia clusii subsp.
clusii,
Paeonia alba, Paeonia albiflora, Paeonia
2 Oxypaeoniflorin moutan, Paeonia suffruticosa, Paeonia emodi,
Paeonia delavayi
Paeonia alba, Paeonia albiflora, Paeonia
moutan, Paeonia lactiflora, Paeonia suffruticosa,
3 Benzoylpaeoniflorin
Paeonia peregrina, Paeonia delavayi, Paeonia
clusii subsp. clusii
Paeonia alba, Paeonia moutan, Paeonia
4 Benzoyloxypaeoniflorin lactiflora, Paeonia suffruticosa, Paeonia
delavayi
Paeonia alba, Paeonia albiflora, Paeonia
5 Albiflorin lactiflora, Paeonia suffruticosa, Paeonia
delavayi,
Paeonia clusii subsp. clusii, Paeonia parnassica,
6  4-O-Methylpaeoniflorin Paeonia mascula subsp. hellenica, Paeonia

lactiflora
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Tablo 4 (devam). Baz1 Paenoia tiirlerinden izole edilen monoterpen glikozit
bilesikler (Wu vd., 2010).

Paeonia peregrina, Paeonia clusii subsp. clusii,
7  Paeonidanin Paeonia parnassica, Paeonia mascula subsp.
hellenica, Paeonia hybrida, Paeonia lactiflora
P. suffruticosa, P. Obovata,

8  Galloylpaeoniflorin ] )
P alba, P albifloravar. Trichocarpa

9  Galloyloxypaeoniflorin P. suffruticosa, P. obovata
10 Lactiflorin Paeonia alba, Paeonia emodi, Paeonia lactiflora
11 Mudanpioside A P. suffruticosa

12 Mudanpioside B P. suffruticosa
13 Mudanpioside C P. suffruticosa
14  Mudanpioside D P. suffruticosa
15 Mudanpioside E P. suffruticosa
16 Mudanpioside F P. suffruticosa
17  Mudanpioside G P. suffruticosa
18 Mudanpioside H P. suffruticosa
19 Mudanpioside | P. suffruticosa
20 8-Debenzoylpaeoniflorin P. obovata
21 8-O-Galloyldesbenzoylpaeoniflorin P. obovata
22  8-O-lIsovaleryldesbenzoylpaeoniflorin P. obovata
23 6’-0-Galloyldesbenzoylpaeoniflorin P. obovata
24 6’-0O-Vanillylpaeoniflorin P. obovata
25 3°,6°-Di-O-galloylpaeoniflorin P. obovata
26  Isomaltopaeoniflorin P. obovata
27 6’-O-(Vanillyloxy) paeoniflorin P. suffruticosa
28  Acetoxypaeoniflorin P. veitchii

6’-0-Benzoyl-4’’-hydroxy-3’’- )
29 o P. delavayi
methoxypaeoniflorin

30 4-O-Ethylpaeoniflorin P. delavayi

- 4°’-Hydroxy-3’’-methoxy-4-O- . delavayi
methylpaeoniflorin

32 Wurdin P. emodi

33 Benzoylwurdin P. emodi

34 Paeonin A P. emodi

35 Paeonin B P. emodi
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Tablo 4 (devam). Bazi Paenoia tiirlerinden izole edilen monoterpen glikozit
bilesikler (Wu vd., 2010).

36 Paeonin C P. emodi

37 6’-0-Galloyldesbenzoylalbiflorin P. obovata
38 Paeonivayin P. delavayi
39 6’-O-Benzoyl-4’’-hydroxyalbiflorin P. delavayi
40  6°-O-(b-d-Glucopyranosyl) albiflorin P. lactiflora
41 Paeonidaninol A P. peregrine
42 Paeonidaninol B P. peregrine

1-O-(b-d-Glucopyranosyl
43 ( ) by ¥ P. lactiflora
paeonisuffrone

Z)-[(1S,5R)-b-Pinen-10-ylb
44 (@ : _) . Y P. lactiflora
vicianoside]

45  6-O-(b-d-Glucopyranosyl) lactinolide P. lactiflora

1.3.2. Paenia Tiirlerindeki Triterpenoidler

Oleanolic asid paenia tiirlerindeki triterpenoid smifinda yer alan oOnemli
bilesiklerden biridir (Bkz Sekil 7). Bazi bilimsel ¢alismalarda P. japonica, P. lactiflora ve
P. Suffruticosa tiirlerinin kallus dokularinda triterpenoid bilesiklerin {iretimi ig¢in
biyosentetik dizi oldugu diisiiniilmektedir. Bazi Paenoia tiirlerinden izole edilen

triterpenoid bilesikler Tablo 5’ te gosterilmistir. (Wu vd., 2010).

H;C CHj
Sekil 7. Oleanolik asidin kimyasal yapisi
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Tablo 5. Baz1 Paenoia tiirlerinden izole edilen triterpenoit bilesikler (Wu vd., 2010)
Triterpenoid Bilesigin Ad1 Kaynak Paenoia Tiirii

o P. lactiflora, P. Suffruticosa,
1  Oleanolic acid (Bkz. Sekil 6.)

P. japonica
2 2a,3b-Dihydroxyolean-12-en-28-oic acid P. suffruticosa
) P. lactiflora, P. Suffruticosa,
3 Hederagenin . .
P. japonica
4 3b-Hydroxyolean-12-en-28-al P. lactiflora
5  Mudanpinoic acid A P. suffruticosa
6  3b-Hydroxyoleana-11,13(18)-dien-28-oic acid P. suffruticosa, P. japonica
7  3b,23-Dihydroxyoleana-11,13(18)-dien-28-oic acid P. suffruticosa
8  3b-Hydroxy-11-oxoolean-12-en-28-oic acid P. japonica, P. lactiflora
] P. lactiflora, P. Suffruticosa,
9  30-Norhederagenin ) )
P. japonica
10  Akebonic acid P. delavayi

3b,4b,23-Trihydroxy-24,30-dinoroleana-12,20(29)- )
11 ) o P. delavayi
dien-28-oic acid

12 Paeonenolide C P. delavayi

13  Paeonenolide B P. delavayi
1b,3b,5a,23,24-Pentahydroxy-30-noroleana- .

14 P. emodi

12,20(29)- dien-28-oic acid
11a,12a-Epoxy-3b,23-dihydroxy-30-norolean-

15 . P. lactiflora
20(29)- en-28,13b-olide
16  Paeonenolide A P. delavayi
17  11a,12a-Epoxy-3b-hydroxyolean-28,13b-olide P. japonica, P. lactiflora

18 1a,12a-Epoxy-3b,23-dihydroxyolean-28,13b-olide P. japonica, P. lactiflora

L P. lactiflora, P. Suffruticosa,
19  Betulinic acid . .
P. japonica

L P. lactiflora, P. suffruticosa,
20  23-Hydroxybetulinic acid

P. japonica
21  24-Methylidenecycloartanol P. japonica
22 Palbinone P. albiflora

1.3.3. Paenia Tiirlerindeki Flavonoidler

P. lactiflora'nin koklerinden astragalin ve peonoside izole edildigi, P.

suffruticosa'nin ¢igeklerinde ise antosiyanidin bulundugu literatiirde yer almaktadir (Bkz.
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Sekil 8). Bu bilesikler flavonoid sinifinda yer alan fitokimyasal maddelerdir. Bazi

Paenoia tiirlerinden izole edilen flavonoid bilesikler Tablo 6’ da gosterilmistir.

OH

OH OH

(a) Astragalin (c) Antosiyani (b) Peonosid

Sekil 8. (a) Astragalin, (b) peonoside ve (c) antosiyanidin molekiillerin kimyasal yapilari

Tablo 6. Paenoia tiirlerinden izole edilen flavonoid bilesikler (Wu vd., 2010)

Flavonoid bilesigin ad1 Kaynak Paenoia tiirii

1 Astragalin P. lactiflora

2 Peonoside P. lactiflora

3 Kaempferol 3-digalactoside P. decora

4 Quercetin-3-galacto-7-rhamnoside P. decora

5 Isosalipurposide P. trollioides

6 Sexangularetin-3-O-yl b-d-sophoroside P. tenuifolia

7  Limocitrin-3-O-yl b-d-sophoroside P. tenuifolia

8 Peonin P. suffruticosa

1.3.4. Paenia Tiirlerindeki Fenolik bilesikler

Paenonia tiirlerinden izole edilen fenol ve fenolik glikozitler Tablo 7° de

gosterilmistir.

Tablo 7. Paenonia tiirlerinden izole edilen fenol ve fenolik glikozitler (Wu vd., 2010).

Fenol ve Fenolik Glikozit Bilesigin Adi Kaynak Paenoia Tiirii
1  Paeonol P. suffruticosa
2 2,5-Dihydroxy-4-methoxyacetophenone P. suffruticosa
3  2,3-Dihydroxy-4-methoxyacetophenone P. suffruticosa
4 2,5-Dihydroxy-4-methylacetophenone P. suffruticosa
5  Resacetophenone P. suffruticosa
6  Acetoisovanillone P. suffruticosa
7 Acetovanillone P. suffruticosa
8  Glucopaeonol P. suffruticosa
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Tablo 7 (devam). Paenonia tiirlerinden izole edilen fenol ve fenolik glikozitler (Wu
vd., 2010).

9  Apiopaeonoside P. suffruticosa
10  Suffruticoside A P. suffruticosa
11  Suffruticoside B P. suffruticosa
12 Suffruticoside C P. suffruticosa
13  Suffruticoside D P. suffruticosa
14 Suffruticoside E P. suffruticosa
15 Paeonolide P. suffruticosa
16  Gallic acid P. suffruticosa
17 Gallicin P. suffruticosa
18  Mudanoside A P. suffruticosa
19 Mudanoside B P. suffruticosa
20  (Z)-Resveratrol P. suffruticosa
21  Suffruticosol A P. suffruticosa
22 Suffruticosol B P. suffruticosa
23  Suffruticosol C P. suffruticosa
24 Paeonicluside P. clusii

25  2-Methoxy-5-[(E)-prop-1-enyl]phenol b-vicianoside P. lactiflora
26  1’-O-Benzoylsucrose P. obovata

1.3.5. Paenia Tiirlerindeki Tanenler

Paenonia tiirlerinden izole edilen tanenler Tablo 8’ de gdsterilmistir.

Tablo 8. Paenonia tiirlerinden izole edilen tanenler (Wu vd., 2010)

Tanen Bilesigin Adi Kaynak Paenoia Tiirii

1  6-O-Galloylsucrose P. obovata

2 1’-O-Galloylsucrose P. obovata

3  6’-O-Galloylsucrose P. obovata

4 1,2,3,6-Tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
5 2-O-(Digalloyl)-1,3,4,6-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
6  3-O-(Digalloyl)-1,2,4,6-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
7 2,3-Bis-O-(digalloyl)-1,4,6-tri-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
8  3-O-(Trigalloyl)-1,2,4,6-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
9  4,6-Bis-O-(digalloyl)-1,2,3-tri-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
10  3,6-Bis-O-(digalloyl)-1,2,4-tri-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
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Tablo 8 (devam). Paenonia tiirlerinden izole edilen tanenler (Wu vd., 2010)

11  2,6-Bis-O-(digalloyl)-1,3,4-tri-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora

12 2,3,6-Tris-O-(digalloyl)-1,4-di-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
13 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
14  6-O-(Digalloyl)-1,2,3,4-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. lactiflora
15 6-O-(Trigalloyl)-1,2,3,4-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. albiflora
16  6-O-(Tetragalloyl)-1,2,3,4-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. albiflora
17  6-O-(Pentagalloyl)-1,2,3,4-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. albiflora
18 6-O-(Hexagalloyl)-1,2,3,4-tetra-O-galloyl-b-d-glucose P. albiflora
19  2,3-[(S)-Hexahydroxydiphenoyl]-d-glucose P. obovata
20  Pterocaryanin B P. obovata
21  Eugeniin P. obovata
22  Pedunculagin P. obovata
23 1b-O-Galloylpedunculagin P. obovata
24 Casuariin P. obovata
25  Procyanidin B-7 P. obovata
26  Procyanidin B-3 P. obovata
27  Procyanidin B-1 P. obovata
28  Procyanidin B-1,3-O-gallate P. obovata
29  Procyanidin B-2,3’-O-gallate P. obovata
30  Arecatanin A-1 P. obovata

1.4. Bitki Ekstraktsiyonu ve izolasyonu

1.4.1. Bitkisel Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, bir kat1 veya sivi1 igerisindeki bir veya daha fazla bilesenin uygun
¢Oziicii yardimiyla birbirinden ayrilmast islemidir. Ekstraksiyon islemi sirasinda
¢Oziiciiniin sadece ayirmak istenilen maddeyi ¢6ziip, bulundugu matriks ile karismamasi
gerekmektedir. Ekstraksiyon iglemi fitokimyasal bilesiklerin izolasyonunda,
tanimlanmasinda ve kullaniminda ¢ok onemli bir adimdir ve analiz islemlerinin ilk
basamaginda yer alir (Ignat vd., 2011; Dhawan ve Gupta, 2017; Er, 2017; Yagcioglu,
2015; Demir, 2019).

Biyokiitle durumuna bagli olarak c¢oziicii ekstraksiyonu kati-sivi ve sivi-sivi
ekstraksiyonu olmak iizere ikiye ayrilir. Kati-sivi ekstraksiyonunda, kat1 bir 6rnekteki

bilesenler s1vi1 bir ¢oziiciiye go¢ eder. Gog ederken sivi ¢oziicliye kiitle transferinin fazla
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olmasi i¢in, 6rnegin miimkiin oldugunca kiiciik partikiillere kiigiiltiilerek yiizey alaninin
genisletilmesi, uygun sicaklik ve ardisik olarak taze ¢oziicii kullanilmasi gerekebilir
(Pinelo vd., 2004; Er, 2017). Sivi-siv1 ekstraksiyonu ise sivi soliisyonunda bulunan
bilesiklerin soliisyon ile karismayan bir siviya (¢Oziicti) kiitle transferi olarak
tanimlanabilir. Farkli yogunluga sahip ¢oziicii, soliisyondaki bilesenlerden birine veya
daha fazlasina tercihli secicilik sergileyerek bilesigi sivi soliisyondan ayirir (Ignat vd.,
2011).

Fenolik bilesikler, genellikle bitki 6rneginin ogiitiiliip ¢oziicii ile 1slatilmasiyla
ekstrakte edilmektedir (Merken ve Beecher, 2000). Bu sekilde hazirlanan ekstraksiyon
islemi fenolik bilesikler ile birlikte seker ve protein gibi fenolik olmayan bilesiklerin
birlikte ekstraksiyonunu icerir ve daha sonra ilave saflagtirma islemi gerektirmektedir
(Castafieda-Ovando vd., 2009). Bu islemde 6ziit, mevcut ¢oziicii ile karismayan baska bir
¢oziicli ile muamele edilir. Farkli yogunluktaki ¢6ziicli, ortamda bulunan bilesenlere
farkl1 afinite veya segicilik sergiler ve daha etkili bir ekstraksiyon gergeklestirilmis olur
(Demir, 2019).

Metanol, bitkilerden biyoaktif bilesiklerin elde edilmesinde, yiiksek verim
saglamasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan en yaygin kullanilan ¢oziiciidiir. Ozellikle
fenolik asitler ve flavanoitlerin ekstraksiyonu i¢in metanol en ideal ¢oziiciidiir (Dhawan
ve Gupta, 2017). Uygun ¢oziicii yardimiyla hazirlanan bitki 6ziitiiniin fraksiyonlarina
ayirmak i¢in gerceklestirilen sivi-sivi ekstraksiyonunda farkli ¢oziiciiler kullanilabilir.

Fenolik maddelerin izolasyonunda etil asetat, kloroform, eter ve aseton yaygin
kullanilan ¢6ziiclilere 6rnektir. Flavonoit ekstraksiyonu i¢in dietil eter ve etil asetat daha
uygun olan ¢oziiciilerdir. Glikozidik polifenoller ve fenolik asitler igin ise su tercih
edilmektedir (Temidayo, 2013).

1.4.2. Bitkisel Bilesiklerin Kromatografik Tayini

Bitkilerin ¢esitli ¢oziiciilerle hazirlanan oziitlerine kromatografik yontemler
uygulanarak biyoaktif bilesikler izole edilir. Kromatografinin uygun maliyet, kolay temin
edilirlik ve sabit fazlarin ¢esitligi gibi olumlu 6zelliklerinden dolayr en 6nemli, etkin ve
yaygin olan1 likit kromatografi temelli HPLC ve LC-MS/MS cihazlaridir. HPLC cihazi
bilesenleri kolondan ¢ikis zamanlarina gore, LC-MS/MS ise bilesikleri hem kiitle/yiik
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oranlarina hem de kolondan ¢ikis zamanlarina gore analiz etmektedir (Psillakis ve

Kalogerakis, 2001; Kacurakova vd., 2000; Demir, 2019; Eser ve Dingel, 2018).
1.5. Kromatografi

Kromatografi yontemi ilk olarak Rus botanikg¢isi Mikhail Tswett tarafindan bitki
pigmentlerini ayirmak i¢in kullanilmistir. Biyokimyasal molekiillerin tanimlanmasinda
etkili bir yontem olan kromatografi arastirmacilar tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir (Y1ildiz vd., 1997; Skoog vd., 2000)

Kromatografi, numune i¢indeki maddelerin uygun bir ¢6ziicii yardimiyla fiziksel
ve kimyasal ozelliklerine gore ¢ozlinerek ayrildigi ayirma islemlerine verilen ortak
isimdir. Ol¢iim, ayristirma ve saflastirma gibi farkli amaglar i¢in kullanilan kromatografi
yonteminin bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir (Yildiz vd., 1997).

Numunedeki bilesiklerin adsorpsiyon, dagilma ve degistirme gibi o6zellikleri
kromatografide ¢ok onemlidir. Bu 6zellikler dikkate alinarak kromatografik yontemler
faz tipleri, ayrilma mekanizmalar1 ve uygulama bi¢imine gore Tablo 9’ da gdsterilen

farkli gruplarda toplanabilir (Yildiz vd., 1997; Eser ve Dingel, 2018).

Tablo 9. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Ayrilma Mekanizmalarina Uygulama Bi¢cimine Gore Faz Tiplerine Gore
Gore Kromatografiler Kromatografiler Kromatografiler
e Adsorpsiyon e Diizlemsel kromatografi e Sivi
kromatografisi kromatografisi
o Kagit kromatografisi
e Partisyon
kromatografisi e Ince tabaka kromatografisi e Sivi-Kat1
(TLC) kromatografisi
e Iyon degistirme e Kolon kromatografisi
kromatografisi e Sivi-Sivi
e Gaz kromatografisi (GC) kromatografisi
o Jel filtrasyon
(Molekiiler eleme) e Yiiksek performansli sivi
kromatografisi kromatografisi (HPLC) e Gaz

kromatografisi

Sabit ve hareketli faz, tim kromatografik tekniklerde bulunur ve metot gelistirme

asamasinda etkin rol oynar. Hareketli faz, numuneyi sabit faz boyunca siiriikleyen ¢oziicii
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karigimudir. Hareketli fazi segerken sabit fazin, detektoriin ve numunedeki molekiillerin
ozellikleri dikkate alinmalidir. Sabit faz, hareketli faz igerisinde gelen numuneye ait
bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli 6l¢lide alikonulduklar1 fazdir. Sabit faz,
kromatografi tekniginin ¢esidine gore tasarlanmistir. Cesitli materyallerden, ¢ok farkli
oOlgiilerde imal edilmistir ve “kolon” olarak da adlandirilmaktadir (Skoog vd.,2000; Eser
ve Dingel, 2018).

1.5.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC cihaz ile ¢aligma 4 basamakta gergeklesir. Ik basamakta analiz edilecek
olan 6rnek uygun bir ¢dziiciide ¢oziiniir. Ikinci basamakta numunedeki bilesenlerin
ayrimi gerceklesir. Ayrim kolonda gerceklesir. Analit ile hareketli fazdan olusan
karisimin kolonda hareket edebilmesi i¢in basin¢ uygulanir. Basincin etkisiyle analitteki
farkli bilesenler kolonda farkli hizlarda ilerler. Bdylece bilesenler ¢ikisa farkli
zamanlarda ulagir. Uglincii basamakta ise ayrilan bilesenler ve miktarlar: tayin edilir.
Miktar tayini, i¢in detektorden yararlanilir. HPLC cihazi ile ¢alismanin son basamaginda
ise kromatogramlarin degerlendirilmesi yer alir. Detektorden elde edilen kromatogramlar
farkli bilgisayar programlar yardimiyla yorumlanabilmektedir (Eser ve Dingel, 2018).

HPLC cihaz1 genel olarak solvent siseleri, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve
kaydedici olmak tizere 6 kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlarin bazilar1 cihaz markasi ve
modeline gore degisiklik gosterebilmektedir (Scoog vd.,2000).

Hareketli faz (¢oziicii), her biri 200-1000 ml olan bir ya da daha fazla cam veya
paslanmaz ¢elik kabin iginde bulunmaktadir. Kolon ve dedektor performansini etkiledigi
icin Oncelikle ¢oziicii igerisindeki eriyik gazlarin giderilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in
“’degasser’’ denilen bir sistem kullanilmaktadir (Scoog vd.,200; Eser ve Dingel, 2018).

Pompa, numune ve ¢dziiclinlin enjektdr ve dedektdr boyunca siirekli sabit akigini
saglar. Dakikada akan mL ile gosterilir. Pompanin 600 Bar’a kadar yiiksek basingta
calismasi, secilen herhangi bir akis hizinda yiiksek akis dogrulugu ve hassasiyette olmasi
cok Oemlidir. HPLC sistemlerinde iki farkli pompa calisma teknigi bulunmaktadir:
izokratik ve dereceli (gradiyent) eliisyon. Tek pompa kullanilarak bilesimi degismeyen
hareketli fazla yapilan ayrimlara izokratik eliisyon denir. Bu tiir eliisyonlarin uzun analiz

siiresi ve zayif ayrim gibi dezavantajli yonleri bulunmaktadir. Gradiyent eliisyon ise en
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az iki ayr1 pompa kullanilarak polariteleri farkli iki veya daha fazla ¢o6ziicii ile yapilan
ayrimlardir. Karmagik sistem gereksinimleri ve yiliksek maliyet gradiyent eliisyonun
dezavantajli yonleridir (Scoog vd.,2000; Eser ve Dingel, 2018; Kocaimamoglu, 2014).

Numunenin kolon 6ncesinde enjektor yardimiyla hareketli faza enjekte edilmesi
gerekmektedir. Son zamanlarda oto-enjektor tinitelerinde sogutma, 1sitma, seyreltme ve
karistirma islemleri de yapilmaktadir. Kolon, HPLC cihazinin temel yapitaslarindan
biridir ve numunedeki bilesenlerin birbirinden ayirimindan sorumlu sabit fazdir. Kolonlar
polaritelerine gore normal faz ve ters faz olarak ikiye ayrilabilir. Coziiciiye gore daha
polar bir dolgu maddesi i¢eren kolon kullanilmis ise normal faz, daha apolar bir dolgu
kullanilmissa ters faz olarak adlandirilmaktadir. Normal fazda mobil faz olarak apolar
organik ¢oziiciiler, ters fazda ise daha polar olan ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Giintimiizde
terz faz ¢alismalar1 daha fazla kullanilmaktadir. Sekil 9’ da uluslararas: standartlara
uygun olarak 6rnek bir kolon tanimlamasi goriilmektedir (Scoog vd.,2000; Eser ve
Dingel, 2018; Er, 2017).

Boy(mm) c¢ap(mm) firmaad partikiil biyiikligt(u)

N

250 /4.6 Nucleosil C18 100-5
sabit{a'z tiiri '\paoz yiizey capi(A)

Sekil 9. Ornek bir kolon tanimlamasi

Kolonun sonundan ayrim (eliie) olan her bir analit dedektore ulasir ve sinyal
tiretir. Olusan sinyalin intensite ve siiresi analitin miktar1 ve yapisi ile alakalidir. Sinyal
amplifiye edilir ve entegrator tarafindan iretilen kromatogram tizerinde pik olusur.
Kromatogram zamana kars1 dedektor cevabina ait grafik olarak tanimlanabilir. HPLC
sistemlerinde Goriiniir Bolge Dedektorti (UV/VIS), Fotodiyot Array Dedektorii (DAD),
lletkenlik Dedektérii (CDD), Kiitle Dedektérii (MS) gibi  farkli  dedektorler
kullanilmaktadir (Ertas vd., 2018; Er, 2017; Eser ve Dingel, 2018).

1.6. Bitki Bilesenlerinin Spektroskopik Yontemlerle Tanimlanmasi

Genel olarak sekonder metobolitlerin tayini ayristirma, saflastirma ve miktar

tayini olmak {izere li¢ temel agamayla yapilmaktadir. Sekonder metobolitlerin analizi i¢in
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HPLC, gaz kromatografisi, spekrofotometrik, enzimatik esasli yontemler gibi bir¢ok
yontem kullanilmaktadir (Gomez-Caravaca vd., 2006).

Birgok bitki 6rnegin toplam fenolik ve antioksidan kapasitesi arasinda dogrudan
bir iliski oldugu bulunmustur. Biyolojik 06rneklerin antioksidan kapasitesini
degerlendirmek igin son yirmi yilda gesitli yontemler gelistirilmistir. FRAP (Demir (I11)
iyonu indirgeme antioksidan giicli), ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi,
ABTS ve DPPHe (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali) gibi yontemler bitki
ekstraktlariin antioksidan aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir (Prior vd., 2005;
Akytiz vd., 2013; Scherer ve Godoy, 2009).

1.6.1.Toplam Polifenol Tayini

Toplam polifenol miktari tayininde Folin-Ciocalteau en ¢ok kullanilan reaktiftir.
Bu reaktif fenolik bilesenlerin in vitro analizlerinde kullanilan fosfomolibdik asit ve
fosfotungstik asitin karisimdan olusur. Alkali ortamda olusan sar1 renkli molibdenyum
kompleksi fenolik bilesiklerden gelen elektronlar nedeniyle mavi renkli tungsten-
molibdenyum kompleksine doéniisiir. Mavi renkli kompleksin UV spektrofotometresiyle
760 nm’ de Olciilen absorbans siddeti fenolik yapidaki molekiillerin konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Yontemde kullanilan referans stardart bilesik genellikle gallik asit ve
kuersetindir. Sonuglar gram oziitteki gallik asit veya kuersetin esdegeri olarak verilir
(Chen vd., 2015).

1.6.2. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Bu yontem alkol ortamda mor renkli 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe)
radikalinin hidrojen vericisi olan bir antioksidan molekiil ile reaksiyona girmesi ve sari
renkli 2,2- difenilpikrilhidrazin (DPPH-H) formuna indirgenmesi esasina dayanir. Renk
degisimi spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Mor rengin siddetindeki azalma, dogrusal
olarak antioksidan derisimine ve kapasitesine baglidir. Sonuglar SCsp ile verilmektedir
(Mishra vd., 2012; Arnao, vd., 2001).
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1.6.3. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi

ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi, antioksidanlarin eklenmesiyle mavi/yesil
renkli 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikalin indirgenerek
absorbansinin degismesi esasina dayanir. Potasyum persiilfat ile oksitlenerek elde edilen
ve 734 nm’de maksimum absorbasyon yapan ABTS, radikal bir katyon formundadir. Bir
antioksidan bilesen, bu radikal forma bir elektron vererek onu radikal olmayan bir sekle
doniistiirerek renginde degisim olmasina neden olur. Bu renk degisimden yararlanarak
cesitli maddelerin antioksidan hesaplanir. Oziitlerin ABTS radikal temizleme kapasitesi
troloks, askorbik asit ve gallik asit gibi ¢esitli standartlarla karsilagtirilabilir. Sonuglar
SCso, olarak verilmektedir (Ali vd, 2008; Arnao vd., 2001).

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

Demir iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP) yontemi, antioksidan
bilesiklerin tek elektron transferiyle indirgendiginde renk degistiren bir oksidani
indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk degisiminin derecesi Ornekteki
antioksidan derigimi ile iligkilidir. Bilesiklerin yapilarindaki hidroksilasyon ve
konjugasyon diizeyleri indirgeme kapasitesini etkilemektedir. Oyaizu (1986) tarafindan
ortaya konan yontemde antioksidan maddenin indirgeme giicii, Fe™iin Fe™’ye
indirgenmesi sonucu olusan renk degisiminin 595 nm’de izlenmesi ile belirlenir. Asidik
pH’da Fe™iin, 2,4,6-tripiridils-triazin (TPTZ) ile reaksiyonu sonucu olusan Fe(lll)
tripiridiltriazin  ([Fe(I11)-TPTZ]2Cl3) kompleksi antioksidanlarin varliginda Fe(II)-
tripiridiltriazin [Fe (I1)-TPTZ] kompleksine indirgenmektedir (Bkz. Sekil 10) (Albayrak
vd., 2010). Koyu mavi renkli demir tuzu [Fe (11)-TPTZ] olusumu sonucunda 595 nm’de

absorbans artis1 ile antioksidanlarin indirgeme kapasiteleri dogru orantilidir.
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(a) Fe(1)-TPTZ + indirgen antioksidan (b) Fe(I)-TPTZ
Sekil 10. (a) Fe (I11)-TPTZ konpleksinin, (b) Fe (I)-TPTZ kompleksine indirgenme
reaksiyonu

1.6.5. Toplam Flavonoid Tayini

Flavonoidlerin analizi ilk olarak Marcucci tarafindan tarif edilen aliiminyum
kloriir (AlICI3) yontemi ile yapilmistir. Bu bilesik flavonoidlerin yapisinin belirlenmesi

icin UV-goriiniir spektrometride bir kayma reaktifi olarak yaygin kullanilmaktadir
Marcucci vd., 1998).

Aliiminyum katyonu, metanoldeki flavonoidlerle kararli kompleksler olusturur
(Bkz. Sekil 11). Bu katyon, absorbsiyon siddetinin daha uzun dalga boylarina kaymasina
neden olur. Yontem sayesinde diger fenolik bilesiklerle bir arada olan flavonoid miktarini

belirlemek miimkiindiir (Marcucci vd., 1998).

Al

Sekil 11. Metonolik AICl3 ¢ozeltisinde flavanoid-Al kompleksinin olusumu.
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1.7. Literatiir Ozetleri

Paeonia tiirleriyle ilgili bilimsel ¢alismalara bakildiginda monoterpenoidler,
monoterpen glikozitler, triterpenoidler, flavonoidler, fenoller ve tanenler gibi sekonder
bilesikler genis bir yalpazede analiz edildigi goriilmektedir. Lin vd., (2009), Paeonia
lactiflora Pall koklerinin etonol ile hazirlanan 6ziitiinden 5 tanen iiyesi (gallotaninler ve
proantosiyanidin tiirleri) ve 5 monoterpen glikoziti (pinan tipi) HPLC-MS metodu ile
analiz ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica gelistirdikleri metodla mevcut HPLC'yi
yiikseltmeye gerek kalmadan dort kutuplu MS ile daha diisiik maliyette, kolay ve daha
hassas analiz yapilabilecegini bildirmislerdir. Zhou ve ark. (1998) ise ayni bitkinin
metonol 6ziitlerinden paeoniflorin analizi i¢in oldukc¢a hassas ve kesinlikte bir HPLC-UV
yontemi tarif etmislerdir.

Zhao ve Sun (2003) ¢alismalarinda Paenoia suffruticosa bitkisinin kurutulmus
koklerindeki paeonol, paeoniflorin ve tiirevlerinin kalitatif analizi ic¢in yiiksek
performansli sivi kromatografisi- elektrosprey iyonizasyon-kiitle spektrometrisi (HPLC-
EIS-MS) yontemini uygulamislardir. Bitkinin kurutulmus koklerini metonol ile ekstra
ettiklerini yontemlerinde ise negatif iyon ESI modunu kullandiklarini bildirmislerdir.

Cheng vd., (2004) Paeonia lactiflora koklerinin etonol-su ile hazirlanan
oziitlerinde paenoflorinin analizi i¢in yiiksek hizli karsit akim kromatografi yontemi
kullanmislardir. Calismalarinda n-butanol-etilasetat-su (1:4:5, h/h/h) solvent sistemi
kullanan arastirmacilar %98,2 verimle paeoniflorin maddesini elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Hayes vd. (2005) Paeonia lactiflora bitkisinden paconiflorin analizi igin ters faz
HPLC yontemi gelistirmis, yonteminde hareketli faz olarak asetonitril-fosforik asit
kullanmistir (Hayes vd.2005).

Kim vd. (2006) Paeonia lactiflora bitkisinin alkol 6ziitlerinden paeoniflorin ve
albiflorin analizi i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. HPLC yonteminde ters fazli
inertsil ODS kolon, hareketli faz olarak asetonitril-su kullandiklarimi kullanilmustir.
Optimum analitik kosullarda paeoniflorin ve albiflorin alikonma siireleri sirasiyla 17.74
ve 14.30 dak. oldugu bildirilmistir.

Dong vd., (2007) Paeonia lactiflora bitkisindeki monoterpen glikozidlerin

analizini s1v1 kromatografisi-elektrosprey iyonlagma kiitle spektrometresi yontemi ile

24



gerceklestirmislerdir. Oncelikle elektrosprey iyonlasma Fourier transform iyon siklotron
rezonans kiitle spektrometresi ile paconiflorini incelenmis, daha sonra bitkinin 6ziitleri
stvi kromatografisi-elektrosprey iyonlasma kiitle spektrometresi yontemiyle analiz
edilmistir.

Susumu vd., (1990) kapiler zon elektroforez yontemi ile Paeonia kokiiniin
metanol 6ziitliniideki paeoniflorin ve oksipaeoniflorinin analizi yapmislardir.

Shengvd., (2005) geleneksel Cin tibbinda kullanilan, 4 bitkiden olusan ( Paeoniae
alba, Angelicae Sinensis, Rhizoma Chuanxiong ve Radix Rehmanniae) kompozitin
metonol-su oziitiinde gallik asit, albiflorin, paeoniflorin, ferulik asit ve benzoik asit
analizini gergeklestirmisler. Calismalarinda HPLC-DAD yo6ntemini uygulayan Sheng ve
ark. Zorbox SB C18 kolon ve % 0.01 fosforik asitasetonitril iceren gradient eliisyon
kullanilmislar ve bilesenleri 230 nm’de dedekte etmislerdir.

Wu vd., (2002) Paeonia delavayi tiirliniin toprak alti kisimlarindan 4-O-
ethylpaeoniflorin, 6’-O-benzoyl-4"-hydroxy-3"-methoxy-paeoniflorin, 6'-O-
benzoylalbiflorin ve bir monoterpenoid 9-hydroxy-paeonilactone-A izole etmislerdir.
Ayrica 2010 yilinda Paeonia cinsiyle yaptiklar: bagka bir calismada 13 monoterpen, 45
monoterpen glikozit, 22 triterpenoid, 8 flavonoid, 26 fenol ve fenolik glikozit ve 31 tanen
ve bir¢ok fitokimyasalin izole edildigi bildirilmiglerdir.

He vd., (2014) Paeonia suffruticosa, Paeonia giui, Paeonia ostii, Paeonia rockii,
Paeonia jishanensis, Paeonia decomposita, Paeonia delavayi, ve Paeonia ludlowii
bitkilerin yapisindaki biyoaktif bilesenlerin analizini yapmuslardir. HPLC-DAD
yonteminin uygulandigi calismalarinda 43 bilesik izole edilmis, bu bilesiklerin 17°si
monoterpenoid glikozit, 11’1 galloilglukoz 5’1 flavonoid, 6’s1 paeonol ve 4’i fenol
oldugunu bildirmislerdir.

Orhan vd., (2010) Paeonia (Paeoniaceae) cinsinin on iki tiirliniin kok ekstraktinda
gaz kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi yontemiyle ugucu
yaglar1 analiz etmisler (GC-MS), ¢alismalarinin sonucunda salisilaldehit, cis-mirtanal ve
metil salisilat maddelerini ana bilesen olarak belirlemislerdir. Ayrica bu tiirlerin 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ve nitrik oksit (NO) radikallerine karsi antioksidan
aktiviteleri test edilmistir. Etanol ekstraktlarindaki toplam fenolik miktar1 Folin-

Ciocalteau yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlarin orta diizeyde NO siipiriicti
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etkisi ve 6nemsiz DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi sergiledigi bildirilmistir (Orhan vd.,
2010).

Kosova vd., (1997) yaptigi bir c¢alismada Paeonia peregrina bitkisinin
koklerinden paeonidanini izole etmis ayrica paeoniflorigenon, benzoilpaconiflorin,
benzoik, p-hidroksibenzoik ve gallik asitler de tanimlamislar. (12). Kostova vd. ayni yil
yaptiklar1 bagka bir calismada Paeonidaninol A ve B isimli iki monoterpen glikozit daha
izole (Kostova vd.,1997).

Ivanova vd., (2002) Paeonia peregrina ve Paeonia tenuifolia koklerinin 14
aromatik ve 24 alifatik asit igerdigini GC-MS yontemiyle bulmuslardir. Bu bilesiklerden
benzoik asit ve monohidroksi-, dihidroksi-trihidroksi tiirevleri her iki Paenoia tiirii i¢in
ana bilesen oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda bu tiirlerin Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Candida albicans adli bakterilerin biiylimelerini engelledigi de yer
almaktadir.

Verma vd., (2015) P. emodi' nin taze koklerinin hidrodistillenmis esansiyel yag
analizinde, gaz kromatografisi-alev iyonizasyon detektorii (GC-FID), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR, 1H ve 13C)
yontemlerini  kullanmislar, ¢alismalarmmin sonucunda toplamda 24 bilesen tespit
etmislerdir.

Zhang vd., (2017) Paeonia rockii ve Paeonia decomposita subsp. rotundiloba
bitkileriyle yapmis olduklar1 kimyasal analizde yiiksek oranda fenolik bilesiklerin
oldugunu tespit etmislerdir. P. decomposita subsp. rotundiloba tiiriiniin toplam fenolik
ve flavonoid igeriginin yam sira en giiglii hidroksil radikali siipiirme aktivitesine sahip
oldugu ¢alismalarinda yer almaktadir.

Koo vd., (2010) Paeonia lactiflora ve Paeonia suffruticosa bitkileriyle yaptiklar
caligmalarinda paeonol, paeoniflorin, benzoylpaeoniflorin ve benzoiloksifoniflorin gibi
biyoaktif bilesiklerinin 6nemli miktarlarinin iki bitkide de bulundugunu bildirmislerdir.
Koyunoglu, (2008) Paeonia mascula subsp. arietina tiirlerinin toprak alt1 kisimlarindan
paeoniflorin ve oksipaeoniflorin’nin nitel ve nicel analizi i¢in HPLC yOntemi
gelistirmistir. Calismasinda C18 (250x4,6 mm i.¢.,5 um) kolon, hareketli faz olarak
asetonitril: 10 mM pH 3.5 fosfat tamponu (20:80 h/h) karisimi, 1 ml dak™* akis hiz ve 230-
259 nm UV dedektor kullanmastir.
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Tung vd., (2019) Paeonia mascula subsp. mascula’ nin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesine yonelik calisma yapmislar ve bu bitkinin ¢alismada
kullanilan test mikroorganizmalarina (E. Coli S. Epidermidis B. Subtilis E. Faecalis S.
Typhimurium S. Aureus) kars1 antibakteriyel etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Kamiya vd., (1997) Paeonia lactiflora bitkisinin toprak alti kisimlarindan 7
triterpen ve toprakiistii kisimlarindan da 2 flavonoid izole edildigini bildirmislerdir.

Giiner vd., (2000) “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” adli eserin 11.
cildinde P. daurica tiiriiniin monoterpenoid, P. peregrina tiiriiniin ise antosiyan,
flavonoid, monoterpenoid, organik asit ve steroidler i¢erdigini bildirmislerdir.

Ryu vd., (2001) P. suffruticosa Andrews tiiriiniin toprak alt1 kismindan glikozit a-
benzoiloksipaeoniflorini izole ettiklerini duyurmuslardir (Giiner vd.2000).

Papandreou vd., (2002) Yunanistan’da yetisen P. clusii Stern subsp. clusii, P.
mascula L. subsp. hellenica ve P. parnassica tiirlerinin toprak alti kismindaki ugucu
bilesenleri gaz kromotografi-kiitle spektrometrisi ile analiz etmisler, calismalarinin
sonucunda salisilaldehit, paeonol, metil salisilat ve benzoik asit bilesiklerinin major
olarak bulundugunu bildirmistir.

Lee vd., (2005) Paeonia lactiflora tiiriiniin toprak alt1 kisminin etanol 6ziitiinde
major bilesik olarak gallik asit ve metil gallat bulundugunu bildirmistir.

Guo vd., (2006) Paconia lactiflora tiiriiniin toprak alti kisminda glikozit; 2-
methoxy-5-(E)-propenyl-phenol-B-vicianoside izole ettiklerini bildirmislerdir (Guo vd.,.
2006).

Wu vd., (2007) Paeonia delavayi tiirtiniin koék kismindan 4-O-methyl-4"-
hydroxy-3"-methoxy-paeoniflorini izole etmislerdir.

Wu vd., (2008) Paeonia delavayi tiiriiniin k6k kismindan ellajik asit (4'-O-
methylellagic acid 4-O-B-D-glucopyranoside) izole etmislerdir.

Okasaka vd., (2008) P. hybrida Pall. kok kismindan paeonihybridin, paeobrin,
salicylpaeoniflorin,  6-O-b-D-Glucopyranosyl-8-O-benzoyl-paeonisuffrone,  9-Epi-
paeonidanin, paeonidanin ve 3-Methyl-O-[a-arabinopyranosyl-(1—6)-b-
glucopyranosyl]-6-methyl-benzofuran bilesiklerini izole etmislerdir.

Braca vd., (2008) P. lactiflora bitkisinin toprak alt1 kisimlarindan 4-O-methyl-
paeoniflorin,  isopaeoniflorin, ve isobenzoylpaeoniflorin,  paeoniflorin  ve

benzoylpaeoniflorin glikozitlerini izole etmislerdir.
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Ren vd., (2009) Paeonia lactiflora bitkisinin toprak alti koklerinden 4'-O-
benzoylpaeoniflorin; 4-O-galloylalbiflorin isimli iki monoterpen glikozit izole
etmislerdir.

Matsuda vd., (2001) P. Suffruticosa tiirlerinin yapisinda yer alan apiopaconoside
ve paeonolide bilesiklerinin galloil grubu icerdigi ve paeonol tiirevleri olan galloil
grubunun olmayan gruplara gore radikal siipiiriici etki icin gerekli oldugunu
bildirmislerdir.

Riaz vd., (2003) P. emodi' nin koklerinden izole edilen paenin Ave B adinda iki
monoterpen galaktozidin lipoksijenaza karsit inhibitor aktiviteler sergiledigini
bildirmislerdir. Ertesi yi1l Riaz vd., ABTS yoOntemini uygulayarak ayni bitkinin
meyvelerinden izole edilen paeonin C’ nin lipoksijenaza karsi giiclii bir inhibitor
potansiyel sergiledigini bildirmistir.

Lee vd., (2005) P. lactiflora’ nin ana bilesenlerinden olan gallik asit ve gallisinin
DPPH radikal olusumuna karsi 6nemli bir serbest radikal siipiirme sergilediklerini ve
lipid peroksidasyon, tizerinde inhibe edici bir etkiye sahipti olduklarini bildirmislerdir
(Wu vd.,2010).

Yoshikawa vd., (2000) P. Suffruticosa, P. Obovata, P. Suffruticosa, P. Albiflora,
P. Lactiflora  gibi  bitkilerin ~ yapisinda  bulunan  galloylpaconiflorin,
galloyloxypaeoniflorin ve suffruticosides A bilesiklerinin DPPH {izerinde atocopherole
gore daha giiclii radikal siipiiriicii etki gosterdigini, oxypaeoniflorin ise zayif bir radikal
siiptiriicii etki gosterdigini bildirmislerdir. Calismalarinda ayrica bu antioksidatif
glikozitlerin, sudaki ¢oziiniirliiklerini fazla olmasi sebebiyle dogal antioksidanlar olarak
kullanilabilecegini yer almaktadir.

Demir, (2019) Paeonia daurica subsp. macrophylla' nin farkli kisimlarindan elde
edilen Oziitlerin bakteri ve viral DNA polimerazlari tizerinde inhibisyon etki gdsterdigini
bildirmistir. Calismasinda GC-MS yo6ntemi kullanan Demir, Paeonia daurica' nin taze
kok, govde, meyve ve meyve kabugunun SPME ve hidrodistilasyon ile elde edilmis ugucu
yaglarin yapisinda salisilaldehit, miritanal, palmitik asit, metil salisilat ve miritenal
oldugunu belirtmistir.

Koyunoglu, (2008) Paeonia mascula subsp. arietina ’nin koklerindeki
monoterpen yapili bilesiklerinin analizini yapmistir. HPLC yonteminin kullanildig:

caligmasinda paeoniflorin ve oksipaeoniflorin izole edildigini bildirmistir.
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Incegayir, (2018) Paeonia peregrina L. bitkisinin yaprak, dal ve kok kisimlarmin
farkli suslar tizerindeki antibakteriyel etkisi lizerine yaptig1 ¢caligmasinda bitkinin yaprak
ekstraktlarinin S. aureus bakterileri iizerinde yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
bildirmistir.

Tung vd., (2019) Paeonia peregrina, Paeonia mascula subsp. mascula ve Paeonia
tenuifolia’ nin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda Paeonia
tirlerinin yaprak ekstraktlarinda en iyi ¢0ziicliniin aseton oldugu ve Paeonia peregrina’
nin aseton ile hazirlanan Ozitiiniin S. aureus bakterisi lizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigini bildirmislerdir.

Mammadova, (2018) Paeonia mascula (L.) Mill. subsp. mascula bitkisinin
yaprak, dal ve kok, Paeonoia tenuifolia L. bitkisinin yaprak ve dallarindan hazirlanan
Oziitlerin farkli suslar tizerindeki antibakteriyel etkilerini arastirmistir. Hazirladigi
Oziitlerin patojen Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Staphylococcus epidermidis
bakterileri lizerinde yiiksek oranda antibakteriyel etki gosterdigini bildirmistir.

Sahin, (2007) Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan Paeonia mascula subsp.
arietina, Paeonia kesrouanensis, Paeonia peregrina bitkilerinin belirlenen suslar
tizerindeki antibakteriyel aktiviteleri arastirmasinda, P. mascula subsp. arietina’ nin
incelenen bitkiler arasinda en yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bildirmistir.

Diinya genelindeki Paeonia tiirleriyle ilgili etnobotanik ¢alismalara bakildiginda
ozellikle Uzak Dogu iilkelerinde bu tiirlin tibbi kullanimimin daha yaygin oldugu
goriilmektedir. Uzak Dogu iilkelerinde Paeonia tiiriiniin agag¢ formlar yetismektedir.
Ulkemizde sadece otsu formlarinin yetistigi Paeonia tiirlerinin kullanilist da yapilan
etnobotanik ¢alismalarda kayit altina alinmistir (Unlii, 2010).

Sivas yoresinde sakayik bitkisinin bronsit ve bogmaca tedavisinde
yararlanildigina rastlanmistir. Paeonia tiirlerinin toprak alti kisimlariyla hazirlanan
infiizyonlar bogmaca ve epilepside yatistirict olarak kullanildigr bildirilmistir
(Koyunoglu, 2008).

Baytopi (1999) “Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi” isimli yaynladig: kitabinda
Sakayik koklerinin yatistirict ve kabiz onleyici 6zelliklere sahip oldugunu, sara ndbetleri
ve Oksiiriige kars1 yatistirict olarak kullanildigini belirtmistir. Iceriginde tanen, ugucu yag,
alkoloit ve paeonol bulunan Paeonia inflizyonunun giinde 2-3 bardak igilmesi seklinde

kullanilmas: kitapda yer alir (Unlii, 2010).
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Everest ve Oztiirk (2005) P. Mascula (L.) Miller (Sakayik, ayigiilii, dedegiilii)
tiirtiniin ¢igek ve toprak alt1 kisimlarinin tanen ve ugucu yaglar icerdigi ve hepatoprotektif
purgatif, kolagog, stomasik, liriner sistem hastaliklarinda, sarilik tedavisinde ve hemagog
olarak dokoksiyon halinde ya da dogrudan uygulama seklinde kullanildigin1 yaptiklar
calismada bildirmislerdir (Unlii, 2010).

Kargioglu vd., (2008) Bat1 I¢ Anadolu bolgesinde kir lalesi olarak bilinen P.
mascula (L.) Miller subsp. mascula tiiriiniin bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirildigini
bildirmislerdir.

Bulut, (2008) P. mascula subsp. arietina alt tiirii ile yaptig1 calismada bu bitkinin
Canakkale’nin Bayrami¢ yoresinde evlerde siis olarak kullanildigini, tohumlarindan da
kolye gibi siis esyas1 yapildigini bildirmistir.

Karaman ve Kocabas, (2001) Kahramanmaras ilinde P. mascula tiiriiniin halk
arasinda ayigiilii adiyla tanindigin1 ve bitki koklerinin epilepsi, sedatif ve Oksiiriik
tedavisinde kullanildigini bildirmislerdir.

Ugulu vd., (2009) Izmir yéresinde P. mascula (L.) Miller tiiriiniin koklerinin
infiizyon halinde antispazmodik, 6ksiiriik, bogmaca, tuberkiilozis, sedatif, antihemorajik,
sara, bogaz agrilarina karsi kullanildigini bildirmislerdir.

Yildirimli, (1994) P. mascula subsp. arietina tiiriiniin Munzur Daglarinda yoresel
olarak “’Gulug’’ olarak tanindigini ve yapraklariin pisirilip yendigini bildirmistir.

Dogan, (2008) P. mascula subsp. arietina tiiriiniin Tunceli ilinin Ovacik yoresinde
yaygin olarak “Giilor¢ ve Giilhor¢” isimleriyle tanindigini, toprak {istii kistmlarindan
hazirlanan inflizyonun a¢ karnina igilerek kan sekerini diisiirmede kullanildigi
bildirmistir.

Tanker vd., (2007) P. peregrina tiiriiniin halk arasinda infiizyon halinde sara ve
bogmacada yatistirict olarak kullanildigini, ayrica koklerinin Radix Paeoniae, peonol
isimli heterozit tagidigin bildirmislerdir.

Fakir vd., (2009) P. mascula subsp. mascula tiiriiniin koklerinin infliizyon halinde
sakinlestirci, yatistirici, antitussif ve epilepside kullanildigini bildirmislerdir.

Simgek vd., (2004) P. mascula subsp. arietina tiiriiniin soguk suyun ig¢inde 7-8
saat bekletilerek acilig1 giderildikten sonra yag ve yumurtayla kavrulup gida olarak

tilketildigini bildirmislerdir.
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Unlii, (2010) Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Paeonia taksonlari iizerinde
anatomik calismalar yaparak taksonlar arasindaki yakinlik dereceleri saptanmaya
calismustir.

Onal vd., (2014) Sakayik Bitkisinin (Paeonia Mascula) Baz1 Ekstrem Yetisme
Ortam1 Ozellikleri adli ¢alismalarinda Erzurum’da Sakayikin (Pagonia mascula), erozyon
riskinin az oldugu "Kestane Rengi Orman Topraklar" iizerinde yetistigini ve bu

topraklarin kum oraninin fazla oldugunu bildirmislerdir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calisma kullanilan kimyasal maddeler Tablo 10° da gosterilmistir.

Tablo 10. Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Formiil Satin Alinan Yer
DPPH (2,2-difenil-1 pikrilhidrazil) C1sH12N506 Sigma Aldrich
ABTS (2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  C1gH24NsOsSas Sigma Aldrich
acid) diamonyum tuz)

Gallik asit CsHz (OH) sCO-H Sigma Aldrich
Kuersetin CisH1007 Sigma Aldrich
Askorbik asit CeHsOs Sigma Aldrich
Potasyum persiilfat K2S,0s Sigma Aldrich
Gliserol C3HsOs Sigma Aldrich
EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) C10H16N20g Sigma Aldrich
Biitanol CsHsOH Sigma Aldrich
Poliakrilamit (C3HsNO), Sigma Aldrich
Asetik asit (AA) (HPLC saflikta) CH3COOH Sigma Aldrich
Asetonitril (ACN) (HPLC saflikta) CHsCN Sigma Aldrich
Metanol (HPLC saflikta) CH30OH Sigma Aldrich
Sodyum karbonat Na,COs Sigma Aldrich
Formamit CH3NO Sigma Aldrich
SDS (sodyum dodesil siilfat) NaC12H25S04 Sigma Aldrich
Magnezyum kloriir MgCl2 Sigma Aldrich
Ksilen siyanol CasH27N2NaOeS, Sigma Aldrich
Bromofenol mavisi C19H10Brs0sS Sigma Aldrich
Sodyum hidroksit NaOH Sigma Aldrich
Potasyum kloriir KCI Merck
Potasyum asetat CH3CO:K Merck

Doétero metanol (HPLC saflikta) CH3OH Merck
Hekzan (HPLC saflikta) CeHia Merck
Etilasetat (HPLC saflikta) C4HsO> Merck

Dietil eter (HPLC saflikta) (C2Hs).0 Merck
Troloks (HPLC saflikta) C14H1804 Merck

32



Tablo 10 (devami). Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Askorbik asit (HPLC saflikta) CsHsOs Merck
Tris (trisaminometan )(HPLC saflikta) C4H11NO3 Merck
Etanol, (HPLC saflikta) C2HsOH Merck
Folin ciocalteu reaktifi (HPLC saflikta) - Merck
Sefadex LH-20 kolon - Merck

2.2. Kullanilan Gerecler

Calismada kullanilan gerecler Tablo 11° de gosterilmistir.

Tablo 11. Tez ¢alismasinda kullanilan geregler

Ad1 Kullanilma Nedeni Marka

Analitik terazi Kimyasal madde ve bitki 6rneklerini tartmak Precisa

Ogiitiicii Ornekleri pargalamak Waring blender

Istticilt galkalayict Ekstraksiyonu gergeklestirmek Heidholph

Su banyosu Numunelerin ¢dzlinmesi saglamak Bandelin Sonorex

Santrifijj Coktiirme islemi yapmak Hettich

Etiiv Kurutma islemleri yapmak Nuve FN 400

Vorteks Cozeltileri karigtirmak Velp Scientifica

Su destile sistemi Ultra saf su temin etmek Sartorius Stedim Biotech

Arium 61316 Pro-UVvV

pH metre pH ayarlamak VWR Phenomenal
Evaporator Ekstraksiyon sonrasi ¢oziicliyii uzaklastirmak  Heidholph
Spektrofotometre Absorbans 6lgmek Thermo

Scientific Multiskan Go

2.3. Paeonia mascula subsp. mascula Bitkisinin Toplanmasi

Calismada kullanilan Paeonia mascula subsp. mascula alt tiirleri Osmaniye-
Amanos, Afyon-Deregine, Konya-Doganhisar ve Canakkale-Tombaklik’ ta toplandi.
Bitkiler Dogu Akdeniz Universitesi Eczacilik Fakiiltesinden Prof. Dr. Fatma Neriman
Ozhatay tarafindan tanimlandi. Bu tezde bu bitki &rneklerinin kokleri kullanildi ve
Osmaniye’den toplanan 6rnek PmO, Afyon’dan toplanan PmA, Konya’dan toplanan

PmK ve Canakkale’den toplanan PmC olarak kisaca adlandirildi.
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2.4. Ekstraksiyon

Toplanan bitkiler ekstraksiyon islemine kadar tazeliklerini muhafaza etmek i¢in -
20 °C’de bekletildi. Bitkilerin kok kisimlari sivi azotla kurutularak karistirict ile ayr1 ayri
toz haline getirildi. Toz haline getirilen koklerden 3’er gram alindi. Uzerlerine 5 kez 5
mL metanol eklendi ve 1 dk vortex, 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 topladi. Supernatantlar
evaporatorde 40 °C’de 5 mL nin altinda hacme kadar buharlastirildi ve meziirde 5 mL
hacme metanol ile tamamlandi. Ekstraktin 2,1 mL si tiim analizler i¢in kiigiik kisimlar
halinde aligotland1 ve analiz giiniine kadar derin dondurucuda saklandi. Kalan 2,9 mL si
ise tamamen kurutulup ekstrakt konsantrasyonlari ve ekstraksiyon verimleri hesaplandi
(Tablo 14).

2.5. Bitki Ekstraklarinda Sekonder Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

2.5.1. HPLC-DAD Kosullar1

Kromatografik analizler, bir Ultimate 3000 DAD detektor ile baglantili Ultimate
3000 HPLC sistemi kullanilarak yapildi (Thermo scientific, Germering, Germany).
Fenolik bilesenlerin standartlarinin ayrimi i¢in geleneksel olarak ters faz C18 kolon
kullanilmaktadir ancak bu c¢alismadan genis bir yelpazede ve ¢ok sayida fenolik bilesik
kullanilarak bir HPLC ayirma yontemi gelistirilmek istendi. Bu yilizden C18 ile istenen
ayirim elde edilemedi ve ilk defa C30 kolon iyi ayirim bu proje kapsaminda gelistirildi.
Macherey Nagel (3mm id) gard kolonu ile birlikte Thermo acclaim C30 kolonu
(150mm>3mm idx3pum pd) kullanildi. Hareketli fazlar; A: Suda %2 asetik asit ve B: %70
asetonitril-%30 su kullanilarak gradient eliisyon ile ayirim saglandi. Akis hiz10.37 mL/dk
ve enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Kolon sicakligi 25°C idi. Kromatogramlar, 200-400 nm'de
calisan diyot dizi dedektorii ile 254, 280, 315 ve 370 nm'de islendi.

34



2.5.2. Standartlar, Validasyon ve Kalibrasyon

HPLC-DAD analiz yonteminin kalibrasyonu ve validasyonu i¢in asagidaki 32
fenolik standart kullanildi: Gallik asit, protokatekuik asit, gentisik asit, p-OH benzoik asit,
vanilik asit, katesin, klorogenik asit, kafeik asit, sirincik asit, vanilin, epigallokatesin
gallat (EGCG), epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, kikorik asit, rutin, luteolin-7-
glukozit, ellacik asit, naringin, hesperidin, apigenin-7-glukozit, rosmarinik asit, miricetin,
fisetin, resveratrol, eriodiktyol, luteolin, kuersetin, naringenin, hesperetin, apigenin ve
kamferol. Bunlar stok c¢ozeltilerinden 25; 10; 5; 1,25; 0,625 ve 0,3125 mg.L'1
derisimlerinde 7 farkli noktadan pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi
Ve regresyon katsayilari en az 0,999 bulundu. HPLC-DAD yo6ntemi ile 32 standart fenolik
bilesigin ayrilmasi ve kantitatif analizi neredeyse imkansizdi. Bu nedenle iki gruba
ayrildilar. 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 birlikte analiz edilerek kuersetin grubu olarak kodlandi.
Protokatekuik, gentisik, vanillik, kafeik, ferulik ve rosmarinik asit, katesin, EGCG,
vanilin, luteolin-7-glukozit, hesperidin, fisetin, luteolin, naringenin, hesperetin ve
kaempferol birlikte analiz edilerek luteolin grubu olarak kodlandi. Yontemin duyarlilig:
kalitatif (LOD) ve kantitatif (LOQ) tayin siirlari ile belirlendi. Bunun i¢in 0,625 mg. L
! derisimlerdeki iki ayr1 karisimin 7 tekrarli olarak yapilan analizleri sonucunda her bir
standardin pik alanlar1 i¢in elde edilen standart sapma degerinin LOD i¢in 3 ve LOQ i¢in
10 katinin kalibrasyon egimine boliinmesi ile hesaplandi. Burada tanik ¢6zeltinin pik
alaninin en az 3 katim1 saglayan konsantrasyon LOD ve en az 10 katim1 saglayan
konsantrasyon ise LOQ olarak hesaplandi. Kesinligin 6lgiisii olarak hem piklerin
alikonma zamanlar1 hem de pik alanlar1 i¢in bagil standart sapma yani varyasyon katsayisi

(CV) hesapland.
2.6. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Belirlenmesi
2.6.1. Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi
(Calismada toplam fenolik bilesik belirleme tayini Singleton ve ark. (1999)’na gore

yapildi ve standart olarak gallik asit ve kuersetin kullanildi. Oncelikle 20 pL farkli
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seyreltmelerdeki standart (0,5- 0,0078 mg/mL) veya numuneler iizerine 680 pL saf su,
400 puL 0,2 N folin reaktifi ve 400 pL %10’ luk NaoCOs3 eklendi. Hazirlanan karigimlar
karanlik ortamda 30 dakika bekletildi ve ardindan absorbans degerleri
spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda tanik ¢6zeltiye karsi okundu. Elde edilen
veriler Tablo 14’ te gosterildi.

2.6.2. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli1 seyreltmelerdeki numune ve standart olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir
tirevi olan troloks ((x)-6-Hidroksi 2,5,7,8- tetrametillkroman-2-karboksilik asit),
antioksidan bilesigi kullanilarak ektrakstlarin DPPHe (2,2-Difenilpikrilhidrazil) serbest
radikaline kars1 radikal temizleme aktivitesi belirlendi. Yontemde 2,9 mL, 60 uM DPPHe
cozeltisi, 100 pL seyreltilmis ekstraktlar veya troloks ile 1 saat karanlikta reaksiyona tabi
tutuldu ve DPPH¢’ 1n mor renginin absorbans degisikligi 517 nm' de 6l¢iildii. Tanik olarak
DPPH*’ 1n ¢oziiclsii ile numune karistirilarak ekstrakttan ya da troloksdan ileri gelen
rengin siddeti o noktadaki absorbsiyon degerinden ¢ikarildi. Troloks’ un DPPHe
radikaline kars1 750pug/mL ile 15,63 pg/mL arasinda 1:1 seyreltme ile elde edilen 7
konsantrasyon noktasi1 kullanilarak radikal temizleme aktivitesi tespit edildi. Sonuglar
DPPHe radikalinin baslangic derisimini yariya diisiiren ekstrakt konsantrasyonu

cinsinden (SCso) Tablo 14’ te sunuldu.

2.6.3. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

ABTS radikal temizleme aktivitesinin belirlenmesi Re vd.’ye gore yapildi. 0.1 M,
pH 7.4 olan 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 karistiricida karistirildi ve ABTS radikali tiretildi. 1950
ul ABTS c¢ozeltisi ile 50 uL ekstrakt ya da Troloks standardi reaksiyona tabi tutuldu.
Ekstraktlar iistel azalan radikal miktarinin en uygun tespit edilecegi aralia denk gelen
konsantrasyon araliklarina seyreltilerek calisildi. Troloksun 500 pg/mL ile 13,00 pg/mL
araliginda hazirlanan 7 konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanildi. Radikal ile standardin
ya da ekstraktlarin reaksiyon siiresi karanlik ortamda 30 dakikaydi. Reaksiyon {iriinlerinin

absorbans degerileri 734 nm’de okundu. Elde edile veriler Tablo 14’ te verildi.
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2.6.4. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam flavonoid icerigini belirlemek igin standart olarak kuersetin kullanildi ve
50 uL farkli seyreltmelerdeki standart (0,5 - 0,00195 mg/mL) veya metanolik Oziitlerin
tizerine 20 pL AI(NOs)s, 20 uL. CH3COONHs ve 860 uL % 40 metanol eklenerek
karistirildi. Karanlik ortamda 40 dakika bekletilerek spektrofotometrede 415 nm’ de

6l¢tim yapildi. Elde edilen veriler Tablo 14’ te gosterilmistir.
2.6.5. FRAP (Demir (III) Indirgeyici Antioksidan Aktivite)

Bu tayinde standart olarak kullanilan Troloks kalibrasyon grafigi elde etmek {izere
seyreltilerek 6 farkli konsantrasyonda (200 — 6,25 pg/mL) ¢alisildi. Asetat tamponu (pH=
3,6) icerisinde 0,83 mM TPTZ ve 1,67 mM FeCls (susuz) iceren FRAP reaktifi taze olarak
hazirlandi ve spektrofotometrede dalga boyu 595 nm’ye ayarlandi. Numune ve standart
cozeltileri i¢in hazirlanan deney tiiplerine 6nce 50’ser uL. numune/standart aktarildi.
Numune kort tiiplerine FRAP reaktifi yerine FRAP ¢oziiciisii olan %60 metanollii saf su
(1,95 mL); reaktif korii tiiplerine ise numune yerine 100’er pL ¢oziiciisii (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 alinip plastik kiivete
aktarilmig ve absorbans 595 nm’de 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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3.BULGULAR

3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Metot Optimizasyonu

Thermo acclaim C30 kolonu (150mmx3mm idx3um pd) kolonu ile optimize

edilmis HPLC-DAD yontemi, 60 dakikada 32 sekonder metabolit standardinin ayrilmasi

icin uygundu.

Yontem secicilik, duyarlilik, kesinlik ve dogrusallik agisindan

degerlendirildi. LOD ve LOQ degerleri, metanolik Paeonia ekstraktlarindaki fenolik

bilesikleri analiz etmek ig¢in yeterince disiiktii. Standartlarin kalibrasyon egrileri,

kuersetin ve luteolin grubu igin sirastyla 0,078-25 mg. L araliginda en az 0.99 R?

degerleri ile dogrusaldi Standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerin 280 nm’deki

kromatogrami sekil 12°de, validasyon ve kalibrasyon parametreleri ise Tablo 12’de

gosterilmistir.
16! mﬁu
104
AN
234 60 80 100 120 140 160 180 20,0 22,0 240 260 280 30,0 32,0 340 360 380 400 420 455

Sekil 12. Standart bilesiklerin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 12. Standart sekonder bilesiklerin 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 0,999 105 1,66 0,03 0,11
2 8,67  Protokatekuik asit? 2,44 0,45 0,999 103 1,82 0,05 0,16
3 15,22 Gentisik asit* 0,71 0,09 1,000 0,33 2,66 0,02 0,05
4 15,56 p-OH benzoik asit? 3,62 0,04 1,000 0,47 346 0,07 0,22
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 0,0 2,82 0,05 0,16
7 21,83 Kilorogenik asit? 1,86 -0,08 1,000 0,26 4,05 0,07 0,25
8 22,82 Kafeik asit* 3,16 0,44 0,999 0,18 055 0,01 0,04
9 23,27 Sirincik asit? 1,75 -0,00 1,000 0,19 397 0,07 0,25
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Tablo 12 (devamu). Standart sekonder bilesiklerin HPLC-DAD analizinde
validasyon ve kalibrasyon parametreleri

Sira RT Bilesikler Egim Kesim R? BSS% BSS% LOD LOQ
noktasi (RT) (alan) (mg/L) (mg/L)
10 24,01 Vanilint 2,66 0,48 0,999 0,25 1,68 0,03 0,11
11 24,53 EGCG! 0,80 -0,42 1,000 0,52 359 0,03 0,11
12 24,57 Epicatesin? 0,43 -0,01 1,000 0,06 3,16 0,06 0,20
13 26,61 p-kumarik asit? 4,35 0,09 1,000 0,12 3,09 0,06 0,19
14 28,90 Ferulik asit* 3,47 0,59 0,999 090 112 0,02 0,07
15 29,10 Kikorik asit? 5,55 -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
17 32,37 Luteolin-7-glukozit® 1,49 0,08 1,000 093 235 0,05 0,15
18 33,04 Ellagik asit? 1,40 0,62 0,989 0,28 489 0,15 0,50
19 33,60 Naringin? 0,98 0,01 1,000 0,28 356 0,07 0,22
20 34,39 Hesperidin® 0,68 0,47 0,999 085 142 0,04 0,14
21 34,85 Apigenin-7-glukozit? 0,96 -0,04 1,000 0,29 3,17 0,06 0,19
22 35,42 Rosmarinik asit? 1,35 0,07 0,999 083 322 0,06 0,20
23 36,64 Fisetin? 2,80 -1,04 1,000 0,75 2,35 0,02 0,08
24 36,77 Miricetin? 2,18 -0,76 0,996 0,25 506 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
27 41,37 Luteolint 2,20 0,12 1,000 0,78 548 0,11 0,37
28 41,39 Kuersetin? 2,40 -0,48 0,998 0,24 6,02 0,07 0,24
29 43,03 Naringenint 1,76 0,29 0,999 0,78 2,08 0,04 0,14
30 44,46 Hesperetin® 1,96 0,39 0,999 086 339 0,07 0,22
31 44,87 Apigenin? 1,87 -0,01 1,000 0,24 554 0,10 0,33
32 4599 Kamferol 1,95 -0,01 1,000 0,92 1450 0,23 0,75

L. Luteolin grubu, 2: Kuersetin grubu.

3.2. Fenolik Bilesiklerin HPLC-DAD Analizleri

Piklerin tanimlanmasi1 ve miktar tayini, standart fenolik bilesiklerinkilerle
alikonma stireleri ve UV spektrumlarinin  karsilastirilmasiyla  gergeklestirildi.
Standartlardan farkli alikonma siireleri ile bazi pikler, baz1 standartlarla ayn1 veya ¢ok
benzer UV spektrumlarina sahipti. Bunlar benzer UV spektrumlu standartlarin tiirevleri
olarak tanimlandilar ve bu standardin esdegeri olarak miktarlar1 rapor edildi. Monoterpen

glikozitlerin standardi mevcut olmadigi i¢in bu bilesiklerin miktarlari gallik asit esdegeri
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olarak hesaplandi. Osmaniye (PmO), Afyon (PmA), Konya (PmK) ve Canakkale (PmC)
bolgelerinden temin edilen Paeonia mascula subsp. mascula kok ekstraktlarinda HPLC-

DAD ile tespit edilen seconder bilesiklerin kromatogramlari sekil 13-16’da, miktarlari da
Tablo 13’ de gosterilmistir.

5o mAU Paeonia 1-PmO %5-5 Met-W (32,48mg/mL)
O
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Sekil 13. PmO’ deki seconder bilesiklerin kromatogrami
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Sekil 14. PmA’ daki seconder bilesiklerin kromatogrami
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Sekil 15. PmK ve PmC ‘deki sekonder bilesiklerin kromatogrami

Tablo 13. Paeonia kok ekstraktlarinda HPLC-DAD ile tespit edilen sekonder bilesikler

PmMO PmA PmK PmC
Y mg/ mg/ mg/ mg/
RT Bilesigin Adi 1009 1009 100g 1009 Kaynak
(Amax)
kok kok kok kok
3.89 272-226  Paeoniflorin T. 0,00 0,00 0,00 10,06
5.07 272-226  Gallik asit 5,82 12,22 1,50 1,48
11.80 276-227  Gallik asit T. 0,76 1,73 0,74 0,00
17.13 272-226  2,4,6-Trihidroksi- 16,66 28,40 23,37 1,42 Demir
metil benzoat vd., 2019
21.77 317-294-  Kaffeik asit T. 0,00 0,00 0,00 0,08
235
23.04 264-294-  Vanilik asit T. 0,00 0,00 0,00 4,59
225
25.04 241-275  Albiflorin 18,47 23,27 24,77 35,03 Lee vd,
2009
26.78 281-226  Galloylpaeoniflorin 4,08 5,50 5,38 3,61
T.
26.79 254-361  Ellajik Asit T. 0,00 0,00 0,00 3,46
27.66 231-275  Paeoniflorin 0,00 0,00 0,00 1,69 Lee wvd.,
2009
28.84 256-326 Benzoilmudanpioside 16,87 19,16 26,17 17,24 Li wvd,
T. 2018
31.78 274-229  Paeoniflorin T. 16,21 20,05 19,04 17,04
32.28 285-230  Paeoniflorin T. 30,70 37,34 30,04 28,25
33.10 254-367-  Ellajik Asit 8,26 19,95 12,50 10,95
220
33.58 280-230  Paeoniflorin T. 14,10 25,44 19,88 17,24
33.87 280-230  Paeoniflorin T. 17,76 27,34 23,63 19,45
34.54 283-230  Paeoniflorin T. 27,17 33,97 34,32 29,19
34.82 280-230  Paeoniflorin T. 16,62 15,68 20,36 17,63
35.34 279-230  Paeoniflorin T. 13,85 34,07 23,74 19,03
35.71 280-230  Paeoniflorin T. 14,67 25,70 20,47 15,59
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3.3. Toplam Antioksidan Bilesiklerin Tayini ve Aktivitesi

Paeonia mascula subsp. mascula alt tiirleri ile yapilan ¢alisma sonucunda genel
olarak bitkinin koklerinde flavonoidlerin diisiik oldugu tespit edildi ve en yiiksek
flavonoid igerigi Osmaniye’den toplanan ornekte 29,0 mg KE /100g kok olarak
belirlendi. Orneklerin toplam fenol madde icerikleri ise yiiksek bulundu en yiiksek toplam
fenol miktar1 Canakkale 6rneginde 1077,0 mg GAE /100g kok olarak belirlendi. Demir
(111 indirgeyici antioksidan aktivite (FRAP) aktivitesi Afyon ve Canakkale 6rneklerinde
2210,3 ve 2121,7 mg TE /100g kok en yiiksek bulundu. Ote yandan DPPH radikal
temizleme aktivitesi agisindan en diisitk SCso degeri Afyon 6rneginde 255,9 ng/mL tespit
edildi. ABTS radikaline kars1 Canakkale 6rnegi 115,1 ng/mL SCsg degeri ile kullanilan
antioksidan standardi Troloksun degerine (91,9 pg/mL) yakin bir deger gosterdi. Toplam
fenolik madde sonuglarinin gallik asit ve kuersetin esdegerinden hesaplanan degerleri
arasinda yiiksek korelasyon (0,99) gozlenmistir. DPPH ve ABST arasinda orta siddette
korelasyon oldugu (0,56) tespit edildi. FRAP ile DPPH arasinda (-0,71) ve FRAP ile
ABTS arasinda (-0,79) negatif yonde yiiksek korelasyon oldugu saptanmistir (Tablo 14)

Tablo 14. Paeonia Kok Ekstraktlarinin Antioksidan Aktiviteleri

Ekstrakt ve standart PmO PmA PmK PmC Troloks
Esktrakt Verimi 10,83 8,86 9,74 9,29
(g/100g kok)
Toplam Flavonoid 29,0+ 21,8+ 16,7+ 19,9+
(KE) mg /100g kok 4,0 0,8 2,6 2,3
Toplam Fenol (KE) 649,6+ 818,1+ 646,5+ 848,7+
mg /100g kok 38,4 54,6 38,9 51,9
Toplam Fenol (GAE) 809,1+ 1070,1+ 806,3+ 1077,0+
mg /100g kok 35,3 50,2 35,7 47,7
FRAP (TE) 1891,5+ 2210,3+ 1718.3+ 2121,7+
mg /100g kok 44,2 144,2 16,5 17,3
DPPH RSA SCsg 304,1+ 255.9+ 280,5+ 258,5+ 83,3+
(ng/mL) 2,5 5,2 3,6 4,8 4,0
ABTS RSA SCso 260,1+ 221,8+2.3 339,8+11,9 115,1+ 91.9+
(ng/mL) 8,5 10,7 3,0
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4 TARTISMA VE SONUC

Bitkiler saglik, kozmetik ve gida gibi bir¢ok alanda farkli amagclar i¢in kullanilir.
Bitkilerin hangi amag i¢in kullanilacagi genellikle gosterdikleri biyolojik aktivite ve
igerdikleri sekonder molekiiller agisindan degerlendirilir. Bu tez kapsaminda Osmaniye-
Amanos (PmO), Afyon-Deregine (PmA), Konya-Doganhisar (PmK) ve Canakkale-
Tombaklik’ tan (PmC) toplanan Paeonia mascula subsp. mascula alt tiirliniin bazi

biyolojik aktiviteleri ve HPLC-DAD analizi ile sekonder bilesikleri arastirildi.

Paeonia cinsi igin karakteristik monoterpen glikozid olan Paeoniflorinin (Bkz
Sekil 6) 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 ¢aligmalarda bildirilmistir (Wu vd., 2010).

Calismada  Canakkale-Tombaklik’tan  toplanan  Ornekte  Paeoniflorinin
derisimi 1,69 mg/100g kok olarak o6lciildii. Diger orneklerde ise Paeoniflorinin
Olgiilemeyecek kadar az miktarda bulundugu sdylenebilir (Bkz Tablo 14). Ancak
standard1 olmadig1 icin pek cok monoterpen glikozit tiirevi bilesikler tam olarak
aydinlatilamadi. Kullanilan HPLC-DAD yontemi sayesinde kromatogramdaki her pikin
UV spektroskopisi elde edilmektedir ve bu spektroskopik veriler ile bilesiklerin hangi tiir
bilesen olduklari tahmin edilmektedir. Onceki yapilan ¢alismalara da dayanarak standard:

olmadig1 halde pek cok bilesen olas1 bilesenlerin tiirevleri (T.) seklinde karakterize edildi.

Bu c¢alismadaki bitki koklerinde karakterize edilen Albiflorin T. ve
galloylpaeoniflorin T. Paeonia suffruticosa, Paeonia Obovata, Paeonia alba, Paeonia
albifloravar tiirlerinde de yer alan monoterpen glikozitlerdir (Wu vd., 2010).
Galloilpaeoniflorin T. derisimi en fazla PmA’ da en az ise Pm(C’de 6lgiildii. Albiflorin

derigimi ise sirayla PmC> PmK> PmA> PmO seklindeydi.

PmO ve PmA oOrneklerinin sekonder bilesik analizinde alikonma zamani (RT)
27,66 dakika ve maksimum dalga boyu 230 nm olan Paeoniflorin T. bilesigi derisimi en
fazla (30,70 mg/100gkok) olan sekonder bilesik olarak belirlendi. PmK numunesinde

derisimi en fazla olan sekonder bilesik alikonma zamam 34,54 dakika ve maksimum
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dalga boyu 230 nm olan Paconiflorin T., PmC numunesinde ise albiflorin T. olarak

belirlendi.

Polifenol yapidaki ellagic acid derisimi en fazla (19,16 mg/100gkok) PmA
orneginde, en az ise PmO o6rneginde (8,26 mg/100gkok) olgiildii. Fenolik asit sinifinda
yer alan gallik asit ve gallik asit T. derisimi en fazla PmA 6rneginde (sirasiyla 12,22 ve
1073 mg/100g kok) 6l¢iildii. Tiim numunelerdeki gallik asit derisiminin alikonma zamani
11,8 dakika ve maksimum dalga boyu 227 nm olan gallikmasit T.” den daha fazla oldugu

belirlendi.

Benzoik asidin tiirevi olan 2,4,6 trihidroksi-1-metil benzoat en fazla PmA
orneginde, en az ise PmC 6rneginde dl¢iildii. Demir 2019” da Tiirkiyede yetisen Paeonia
daurica’ nin metanol ekstratindan 2,4,6 trihidroksi-1-metil benzoat1 saflastirdig
bildirmisti.

Paeonia mascula’nin kok kisimlarinin metanol oziitleri toplam fenolik igerik ve
radikal siipiirme aktivitesi acisindan spektrofotometrik tayinlerle incelendi. Oziitlerin
toplam fenolik icerikleri gallik asit ve kuersetin standartlarina esdeger olarak hesaplandi.
Tablo 15° e gore oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 hem gallik asit hem de

kuersetin cinsinden siralamasi sirastyla PmC> PmA> PmO> PmK seklindeydi.

Kuersetin esdegeri cinsinden toplam flavonoid bilesik miktar1 siralamasi
oziitlerde sirastyla PmO> PmA > Pm(C > PmK oldugu goriildi. Tiim dziitler iginde PmK”

nin en diisiik fenol ve flavonoid icerigine sahip oldugu sdylenebilir.

Elde edilen sonuclar literatiirdeki diger ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.
Orhan ve vd. 2010 yilinda yaptig1 calismada Giimiishane ve Afyon’dan toplanan Paeonia
mascula subsp. mascula tiirlerinden hem igerdikleri toplam fenolik madde miktar
acisindan hem de DPPH radikal silipiirme kapasitesi bakimindan en yiiksek deger
Glimiishane’den toplanan 6rnekte oldugu bildirilmisti. Bu ¢alismada ise toplam 6ziitlerin
arasinda DPPH radikal siiplirme kapasitesitesi en yliksek 6ziitin PmA yani Afyon’dan
toplanan 6ziit oldugu gozlendi. Demir 2019 yilinda yaptig1 ¢alismada Paeonia daurica
Andrews subsp. macrophylla bitkisinin kék kismimnin yiiksek DPPH radikal temizleme

kapasitesine sahip oldugunu bildirmistir.
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5.ONERILER

Tiirkiye’de dagilim gosteren Paeonia cinsinden 12 takson bulunmaktadir ancak
literatiir incelendiginde bu alanda sadece belirli taksonlarda ¢alismalarin oldugu ancak
ileri diizeyde aragtirmalarin yapilmadigi goriilmektedir. Cevre kirliliginin artmasi ve
sentetik icerili gidalarin yayginlagmasi neticesinde giiniimiizde serbest radikaller 6nemli
bir problem olmakta ve buna kars: alternatif tedavilere ve ek maddelere gittikce ihtiyag
artmaktadir. Tirkiye’de bitkisel destek olarak kulanilan Paeonia bitkisinin bu tez
kapsaminda belirlenen antioksidan oOzelikleri, koklerinin gida tavsiyesi olarak
kullanilabilecegini gosterdi. Bu bitkinin kokleri geleneksel olarak cesitli hastaliklarin
tedavisi i¢in dogrudan veya kaynatilarak kullanimi g6z oniine alindiginda gesitli
hastaliklara  karst  potansiyellerini  arastirmak i¢in daha ileri  c¢alismalar
gerceklestirilmelidir. PmO, PmA, PmK ve PmC’nin HPLC-DAD sonuglarindan yola
cikilarak Paeonia koklerinin Paeoflorin, Benzoylmudanpioside tlirevleri gibi degerli
monoterpen glikozitleri ve gallik asit, ellagik asit ve 2,4,6-Trihydroxyl-methyl benzoate
gibi fenolik bilesiklerce zengin oldugu tespit edildi. Bu tiirevlerin neler oldugunun
belirlenmesi i¢in bu bilesenlerin 6ziitten izole edilip saflastirilmalar1 gerekmektedir.
Saflastirilip yapilart NMR, IR ve MS gib spektroskopik yontemlerle belirlenecek olan
bilesenlerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi neticesinde bu koklerin ilag aktif
bilesenlerine kaynak olarak da kulanilabilecegi belirlenebilir. Dahas1 bu bilesenlerden
yola ¢ikilarak aktivitelerinin artirilmasi i¢in aktif fonksiyonel gruplar eklenerek yeni

ilaglarin kesfedilmesi miimkiin olabilir.
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