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OZET

Anadolu'da kara miirver olarak bilinen Sambucusnigra L. (Viburnaceae) bitkisinin
cicekleri ditiretik, diaforetik ve laksatif amaclarla kullanilmaktadir. Bu c¢alismada
aktarlardan ve internet sitelerinden temin edilen ¢ay Ornekleri ile organik tarimla iiretilen
bir 6rnek Avrupa Farmakopesi 10.0 monografinda belirtilen kalite kriterleri acgisindan
degerlendirilmis ve bu Orneklerde Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi teknigi
kullanilarak rutin, kafeik asit, klorojenik asit ve hiperozit tayinleri yapilmistir. Ornekler,
Avrupa Farmakopesi 10.0'da yer alan "Sambuciflos" monograflarinda belirtildigi gibi
mikroskobik analiz, yabanci madde tayini, kurutma kaybu, kiil i¢erigi tayini ve ince tabaka
kromatografisi analizleri igin incelenmistir. Mikroskobik analizlerde, istenen tiim doku
elementlerini igcermeyen Orneklerin yani sira farkli bitki ve/veya organlara ait doku
elementleri de gozlenmistir. Tiim orneklerin kurutma kaybi ve kiil miktarlar1 uygun
bulunmustur. Organik tarimla iiretilen 6rnekte kafeik asit tespit edilemezken makroskobik
analizde kaba pedikiil pargalarinin yiiksek miktarda oldugu goriilmiistir. YPSK analiz
sonuclart fenolik bilesik miktarlarinin her ornekte farkli oldugunu gostermistir. Tiim
bulgularin 1s18inda ¢alismada kullanilan 6rneklerin Arupa Farmakopesi 10.0 standartlarina
uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Bu farkliliklarin bitkilerin toplanma zamani,
toplanma ve kurutma ydntemlerine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Sonug olarak, halk
saglig1 agisindan tibbi ¢ay yapiminda kullanilmasi hedeflenen bitkisel droglarin (hem
organik hem piyasa ornekleri) farmakope kriterleri agisindan standardize edilmesi gerektigi
gercegi bir kez daha ortaya konulmustur.

Bilim Kodu :10103.13
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ABSTRACT

The flowers of Sambucusnigra L. (Viburnaceae), known as black elderberry in Anatolia,
are used for diuretic, diaphoretic, and laxative purposes. In this study, tea samples obtained
from herbalists and internet sites and a sample produced by organic farming were
evaluated in terms of the quality criteria specified in the European Pharmacopoeia 10.0
monograph, and rutin, caffeic acid, chlorogenic acid, and hyperoside were determined in
these samples using the High Performance Liquid Chromatography(HPLC) technique. The
samples were examined for microscopic analysis, determination of foreign matter, loss on
drying, determination of ashcontent, and thinlayer chromatography analyses as specified in
the ‘Sambuciflos’ monographs in the European Pharmacopoeia 10.0. In the microscopic
analyses, tissue elements of different plants and/or organs were observed, as well as
samples that did not contain all there quired tissue elements. Loss on drying and ash
content of all samples were found to be appropriate. While caffeic acid could not be
detected in the sample produced by organic farming, macroscopic analysis showed a high
amount of coarse pedicle fragments. HPLC analysis results showed that phenolic
compound amounts were different in each sample. In the light of all findings, it was
concluded that the samples used in the study did not comply with the standards of the
Pharmacopoeia 10.0. These differences are thought to be due to the collection time,
collection, and drying methods of theplants. As a result, the fact that herbal drugs (both
organic and market samples) intended to be used in medicinal tea production for public
health should be standardized in terms of pharmacopoeia criteria has once again been
revealed.

Science code :10103.13
Keywords :Elderberry, Sambucusnigra, EuropeanPharmacopoeia,Viburnaceae,
HPLC
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kapsaminda siklikla kullanilan bazi kisaltmalar ve simgeler ile bunlara

iligkin agiklamalar asagida belirtilmistir.

Simgeler/Kisaltmalar  Aciklamalar

3T3-L1 Preadiposit hiicreleri

ala Agirhik/agirlik

A549 Insan akciger adenokarsinom hiicresi
ABTS 2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-tiazol-6-siilfonik asit)
ACE-2 Anjiyotensin doniistiiriici enzim
AP-CI Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon
Bcl-2 B-hiicreli lenfoma 2 proteini

BVv2 Mikrogliyal hiicre

Caco-2 Insan kolon karsinom hiicresi

Ca Kalsiyum

Cd Kadmiyum

Cr Krom

Cu Bakir
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkilerin ¢ok eski ¢aglardan berihalk ilac1 olarak kullanildig:
bilinmektedir. Halk ilaglarindan yola ¢ikilarak gelistirilen bitkisel kaynakli ilag
hammaddeleri ve biyolojik aktiviteleri bulunan bitkisel preparatlar insan sagligini
koruyucu ve tedavi edici etkileriyle; hastaliklardan korunmada biiyiik bir neme sahiptir.
Gilinimiizde pek ¢ok insanin kolaylikla ulasim saglayabilmesi, ekonomik agidan daha
uygun goriilmesi ve yan etki riskinin ya da viicuda zararinin daha az oldugu yanilgisindan
dolay1 bitkisel kaynakli iiriinlere artan talepler goriilmektedir. Diinya ¢apinda insanlarin

%70-80’inin dogal ilaglara giivendigi tahmin edilmektedir [1].

Miirver ya da Avrupa Mirver’i olarak adlandirilan Sambucusnigra L., Viburnaceae
(Adoxaceae) familyasinin Dipsacales takimda bulunan ¢ok amagli kullanimi olan bir ¢ali
turidiir[2]. S. nigra uzun yillardir hem hastaliklarin tedavisinde hem de gida sektoriinde
kullanilmaktadir. Anadolu’da “sahmelek, miirver, patlangig, kara miirver”, Ingilizcede ise

“EuropeanElder, blackelder” isimleri ile taninmaktadir [3].

Antik caglarda yasayan insanlar bir¢ok bitkinin insan sagligina olan etkilerini fark etmis
olsalar da bu bitkilerin biyolojik aktivitelerini bilimsel olarak agiklayamamislardir. Bu
ylizden bitkilere dogaiistii giicler atfedilmistir. Tag ve Tung ¢agina ait oldugu belirtilen S.
nigra bu bitkilerden bir tanesidir. Orta ¢agda insanlar cadilardan korunmak igin
kullanmiglardir. Sonraki donemlerde gizemli gii¢lerini, seytana atfetmislerdir. Bitkinin
meyveleri, kabuklar1 ve dallari ¢esitli amaglarla kullanilmis, Antik Yunan ve Roma
medeniyetlerinde de bu bitkinin saglik {izerine olan etkilerinden bahsedilmistir. Hipokrat
ozellikle meyvelerinin sifali oldugunu belirtirken, Dioscorides ise yilan sokmalarina karsi
koklerinden elde edilen sarabi kullanmigtir[4]. Antik Misir medeniyetlerinde ‘Karamiirver
ya da Karamiirver meyvesi’’ olarak adlandirilan bitkinin ¢igekleri yara ve yaniklarda
kullanilmistir[5-6]. Anadolu’da geleneksel tedavide c¢icek, yaprak ve govde kabuklari;
idrar soktiiriicti, terletici ve miishil olarak kullanilir. Yapraklar1 haricen romatizma ve apse
tedavisinde, dahilen prostat sikayetlerinde, meyveleri ise dahilen hemoroit tedavisinde

kullanilmaktadir[7].

Sambucus cins adi; Yunanca ‘sambuke’ veya Latince ‘sambuka’ kelimesinden tiiretilmistir.

Bu kelime miirver govdesinden yapilmis bir fliit ya da arp olarak adlandirilmistir[8].
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Geleneksel Brezilya, Kore, Iran, Tirk ve Cin tibbinda birgok Sambucus tiiriiniin
dekoksiyon, infiizyon, ekstraksiyon ve karigim formlart ylizyillardir birgok hastaligin

tedavisi i¢in halk ilac1 olarak kullanilmaktadir[9].

Miirver bitkisinin tasidigi flavonoitlerin yan1 sira glikozitler, fenolik asitler, karotenoitler,
vitamin ve minerallerden dolay1 bircok biyolojik aktivitesi bulunmaktadir[10]. Fenolik
asitlerin antiviral, antialerjenik, antienflamatuvar, vazoprotektif ve antikarsinojenik
aktiviteleri  bilinmektedir[11].  Fenolik  asitler,  flavonoitler,  katesinler  ve
proantosiyanidinler agisindan zengin bir igerige sahip olan S. nigra’nin antiviral
aktivitesinin yaninda antikanser, antibakteriyel, antioksidan, bagisiklik sistemini uyarici ve

antidepresan ozellikleri de bulunmaktadir[1].

Avrupa Farmakopesinin yani sira birgok farmakopede, European Medicines Agency's/ The
Committee on Herbal Medicinal Products (EMEA/HMPC), The Physician's Desk
Reference for Herbal Medicines (PDR), Komisyon E monograflart ve Diinya Saglik
Orgiitii(DSO) monograflarmda  da  kayithidir. Avrupa Farmakopesinde yer alan
“Elderflower, Sambuciflos” monografinda “S. nigra’nin kurutulmus g¢igekleri” olarak
tanimlanmistir. Miirver cicekleri Alman Komisyon E tarafindan da viral enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in onaylanmistir[3]. Miirver bitkisinin meyve ve ¢i¢ekleri Tarim ve Orman

Bakanligi’nin pozitif bitki listesinde yer almaktadir[12].

Literatiir taramalar1 sonucunda kara miirver cigekleri i¢in piyasa orneklerinde durum
tespitinin yapilmadigir goriilmiistiir. Bu sebeple piyasa Orneklerinin ve organik tarim
teknikleri ile yetistirilmis kara miirver ¢igeklerinin kalitesi Farmakope monograf kriterleri
yoniinden degerlendirilmistir. Caligmada aktarlardan ve internet sitelerindentemin edilen
kara miirver ¢ay oOrnekleri ve organik tarimla tUretilmis kara miirver ornekleri Avrupa
Farmakopesi 10.0 monografinda belirtilen kalite kriterleri (mikroskobik teshis, Ince
Tabaka Kromatografisi(iTK) analizi (rutin, kafeik asit, klorojenik asit ve hiperozit),
yabanct madde, kil miktar tayini, kurutmada kayip) yoniinden kiyaslanarak
degerlendirilmelerinin yani sira bu orneklerde Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi
(YPSK) teknigi kullanilarak rutin, kafeik asit, klorojenik asit ve hiperozit miktar tayinleri

yapilmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Boliim

2.1.1. Sambucus nigra L. tiiriiniin taksonomik yeri

Alem: Plantae

Sube: Streptophyta
Sinif: Equisetopsida
Altsimif: Magnolidae
Takim: Dipsacales
Familya: Viburnaceae
Cins: Sambucus

Tiir: Sambucusnigra (S.nigra)[13]

2.1.2. Viburnaceae familyasi

5 cins ve 175-210 adet tiirden olusan familya; esasen kuzey yarim kiirede yaygin olarak
bulunmaktadir. Ancak Giliney Amerika, Afrika ve Avusturalya’ya kadar dagilim
gostermektedir. Familyaya ait tiirler ¢ok yillik ve rizomlu ¢alilar ve kiigiik agaglardan
olusur. Boylar1 20 cm ile20 m arasinda degisebilir. Tirlerin ¢ogunun dallanmis rizomlari
vardir[14].

Yapraklar karsilikli (¢ok nadiren 3-vertisillat), pinnat damarl ve sapli, basit, ti¢li, iki katl,
pinnat kesilmis veya pinnat, nadiren iki katli; yaprak kenar1 diiz ya da disli,bazen yalanci
stipullii, yapraklar dokiilen veya herdem yesil, genellikle saplar tabanda kaynasmis, bazi
tiirlerde bazal yapraklar rozet seklinde, yaprak mezofili kiibik ve koloni halinde bulunan
palizat hiicrelerinden ve 4-5 Katli siinger hiicrelerinden olusur ancak musilaj hiicrelerini
icermez. Adoxeae tiirlerinde yapraklar tiiysiiz ancak Sambucus ve Viburnum tiirlerinde tek
hiicreli veya cok hiicreli y1ldiz seklinde, nadiren pulumsu tiiylerle yogun bir sekilde yiizeyi
kaplidir. Stomalar anomositik olup genellikle yapraklarm abaksiyal yiizeyinde
bulunmaktadir[13,14].



Ciceklenme yapilar1 terminal panikiiller, diiz tepeli salkim, yalanct umbella seklinde,
brakte ve brakteoller varsa kiigiiktiir. Cigekler iki evcikli, aktinomorfik ya da en distaki
cicekler biiyiik, zigomorfik; en igteki ¢igekler daha kiiciik, genellikle 5 parcali, sepaller 2-5
adet, kiiciik ve tabanda birlesmis; korolla boru, huni veya can seklinde, c¢esitli
uzunluklarda, petaller 4-6 adet loblu; stamenlerpetallerle izomerik, filamentler tiiple
birlesik, bazen tabandan boliinmiis ve petallere oranla iki kat fazla,anterler uzunlamasina
acilir; ovaryum inferior veya yari inferior; 3-5 adet birlesmis karpelli, stilluslar kisa veya

yok, stigmalar ise 3-5 lobludur[13,14].

Polen taneleri 3 ¢ekirdekli, homojen, ekvatoryal goriinlimde, yuvarlak tiggen seklinde,
endosperm olusumu hiicresel olup, endosperm bol ve yaghdir, ylizeyi piiriizsiiz, tozlasma
ise genellikle boceklerle saglanir. Bazi  taksonlarin  riizgarla tozlastigi da

goriilmektedir[14].

Meyveleri genellikle drupa formunda, Viburnum ve Sambucus tiirlerinde siyah veya renkli,
Adoxa tiirlerinde ise yesildir. Meyve ¢ekirdegi boyutu, dis formu, sekli ve kesitteki oluklar,
tirleri ayirt etmek icin yararli olabilmektedir. Endokarp, lifler iceren i¢ bir tabaka ve

skleritlerden olusan dis bir tabaka igerir[14].

2.1.3. Sambucus nigra L.

S.nigra, ‘Avrupa yabani karamiirveri, Avrupa miirveri ya da miirver’ olarak bilinir,
genellikle 4-12 m yiiksekliginde; yaprak doken aga¢ ya da c¢ali formlarinda
bulunur[13,15,16]. S.nigra nin {i¢ alt tirdi vardir: S. nigra L. ssp. nigra, S. nigra L. ssp.
canadensis, S. nigra L. ssp. cerulea[17].

S. nigra, giines alan bolgeleri sever. 10 metreye kadar yiikselebilen otsu yapilar, calilar
veya bodur agaclardan olusan bir ailedir[18,19]. Cigekleri krem rengi semsiyeyi andirir ve
genellikle mayis aymin son giinleri ya da haziran aymin ilk giinlerinde acar (Resim 2.1).
Cigekler hermafrodittir. Cigekler dokiildiikten sonra meyveler ¢ikar. ilk ¢iktiginda yesil
olan meyveler olgunlagmayla beraber koyu mavi kiimeler halini alir. Meyveler yaz sonuna
dogru olgunlasir ve yaklasitk 6 mm boyutuna ulasir[19]. Taze toplanmig olan meyvelerin
kalitesi, yliksek sicakliklara maruz kalirsa ya da toplandiktan hemen sonra islenmezse ciddi

oranlarda diiser. Meyveler toplandiktan sonra sogutma islemleri uygulanmalidir(0-4°C).



Uzun siireli depolanma istenirse -20°C de dondurulabilir ya da kurutma islemi

yapilabilir[20].

Resim 2.1. S.nigra ¢icekleri[13]

Genel olarak 5-30 cm uzunlugunda, 3-5 cm genisliginde olan 5-9 yapraktan olusur(Resim
2.2)[21]. Yapraklar karsilikli diziligli, tekli pinnat, ovat-lanseaolat ve ovat-eliptik yapil;
kenarlart tirtikli, kabuklar1 kahverengimsi gri renkte mantar dokudan olusmustur[22].
Aktinomorf ve besli ¢igekli, kaliks kisa, tiiplii ve 5 disli; stamen 5 adet, filamentler kisa,
anterler agik konumdadir. Stilus kisa, stigma 3 adet, ovaryum alt durumlu ve 3
karpelli[18], ¢i¢ek salkim uzunlugu ortalama 10 mm, salkim agirligit 10 g, pedisel
uzunlugu ortalama 5 mm[23], c¢igcekler genellikle sarimsi beyaz ya da pembemsi mor

renklidir ve ¢igceklenme zamaninda ayirt edici olarak salkimli sekilde ¢igeklenir[9].



Resim 2.2. S.nigra genel goriiniimii ve yapraklari[13]

Meyveleri kiigiik ve 3-5 mm ¢apinda kiimeler halinde bulunan yuvarlak, sert ve ¢ekirdekli,
drupa[21] genellikle kahverengimsi-siyah, mavi, kirmizi, turuncu, mor ve olgunlukta hafif
kokulu sar1 renk alir(Resim 2.3)[11], ¢ekirdekli meyveler tohumlar1 olgunlagtiginda
sikilabilir bir hale gelir[24].

Resim 2.3. S.nigra meyveleri[13]



A.Cicegin 6nden goriiniimii; an:anter; ea: ercik; fi: flament; g:disi organ; pt: ta¢ yaprak/petal.

B.Cigegin yandan goriiniimii: an: anter; ea: ercik;fi: flament; pt: tag yaprak; rc: gicek tablasi; sl: Canak yaprak/sepal
C. Corollanin dnden goriiniimii: pt: tag yaprak/petal

D.Jinekiyumun 6nden géruniima: eg: stigma; g: jinekiyum

E. Kaliksin bir kiminin 6nden goriiniimii: dm: marjinal dis tt vetg: cesitli trikomlar

F. Stamen goriintdsi

G.Braktelerin farkli agilardan goriintiileri

Resim 2.4. S. nigra ¢igeklerine ait makroskobik kisimlar[25]



2.1.4. Sambucus nigra bitkisinin habitati

Sambucus tiirleri diinya iizerinde genellikle subtropikal, okyanusa kiyis1 olan serin ve
iliman bolgelerde yayilim gostermektedir[4,19,26]. 7°C'nin altinda tohumlar olgunlasamaz.
Tohum olgunlasmasinin miimkiin oldugu maksimum ortalama sicaklik 15°C’dir[27,28].
Kuzey yarim kiireye 6zgii bir bitki olmasma ragmen hem kuzey hem de giliney yarim
kiirede yayilis gostermektedir. Bat1 ve Orta Avrupa, Kuzey Afrika, Iskandinavya ve Biiyiik
Britanya'da ¢ok yaygindir. Kuzey Amerika, Asya, Avrupa, Kuzey Afrika(Cezayir, Fas ve
Tunus'un Atlas Daglar1), Bati Hint Adalari, Avustralya’nin gliney dogusu ve dogusu, And

Daglar1 ve Giiney Amerika’da da yetisebilmektedir[4,18,26,29].

Bitki deniz seviyesinde veya daha yiiksek seviyelerde, ormanlik bolgelerde, ¢it hatlarinda,
demiryolu ve karayollart kenarlarinda yetisir[10,24]. Sambucus meyveleri kuslarin ilgi

odagi olmasindan dolay1; tozlasmalarinda kuslarin etkisi ¢oktur[30].

Daglik bolgelerde; Alpler’de 1600 m’nin iizerinde, Tatra Daglari’nda 900 m’de, Fas’ta
2200 m’de ve Kafkasya’da 1200 m’de S. nigra bitkisi bulunmaz. Orta ¢agdan bu yana
yetistirilmesi ve dogal alani disinda da ¢ok fazla iiretilmesinden dolay1 miirver bitkisi i¢in

keskin bir dagilim hatti ¢izilememektedir [28].

i
Lo

5‘.- L

B

Harita 2.1.S. nigra’nin diinya tizerinde dogal yetisme alanlar (yesil) ve sonradan tanitildig
bolgeler (mor)[13]



2.1.5. Sambucus nigra bitkisininTiirkiye’deki yayilisi

Ulkemizin bati ve dogu bolgelerinde; 6zellikle kuzey sahil seridinde daginik bir yayilis
gosterir [4].

ey

—

Harita 2.2. S nigra’nin illere gdre yayilist (Bolu, Istanbul, Sinop, Giresun,Elazig, Artvin,
Izmir, Kirklareli, Rize, Van)[31]

Harita 2.3. S. nigra’nin Flora of Turkey and East Aegean Islands’deki kare sistemine gére
yayilist (A1, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, B1, B2, B7, B9)[31]

Taksonun verel isimleri

Tiirkiye’nin cesitli bolgelerinde “Miirver, kara miirver, melesir, mindar ag, mindirag,
patlak, patlangi¢, patlangoz, patlankug, patlavug, sisni, yalangoz, yalankoz” gibi isimlerle
bilinmektedir[31].
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2.1.6. Sambucus nigra bitkisinin sinonimleri

S. nigra tiirline ait 65 adet sinonim bulunmaktadir[13]. Bunlardan bazilar1 asagida

verilmistir:

S. florida Salisb. in Prodr. Stirp. Chap. Allerton: 173 (1796), nom. Superfl.
S. alba Raf. in Alsogr. Amer.: 48 (1838)

S. aurea (Sweet) Carriére in Rev. Hort. (Paris) 63: 384 (1891)

S. dissecta K.Koch in Dendrologie 2(1): 71 (1872)

S. hirta Tausch in Flora 21: 737 (1838)

Sambucus nigra f. pendula Dippel in Handb. Laubholzk. 1: 168 (1889)
Sambucus nigra pendula-nova Carriére in Rev. Hort. (Paris) 62: 503 (1890)
Sambucus nigra f. porphyrophylla E.C.Nelson in Plantsman 8: 190 (1986)

S. nigra var. pulla Aiton in Hort. Kew. 1: 374 (1789)

S. nigra f. pyramidalis (H.Jaeger) Dippel in Handb. Laubholzk. 1: 168 (1889)
S. nigra var. rotundifolia F.Towns. in Fl. Hampshire: 159 (1883), nom. illeg.
S. nigra f. rotundifolia (DC.) Dippel in Handb. Laubholzk. 1: 168 (1889)

S. nigra var. variegata Hayne in Dendrol. Fl.: 39 (1822)

S. nigra var. vulgaris Hayne in Dendrol. Fl.: 38 (1822)

S. vulgaris Neck. in Delic. Gallo-Belg.: 156 (1768)

2.2 Kimyasal Boliim

2.2.1. Fenolik bilesikler ve flavonoitler

Almanya’da 2008 yilinda dogal ortamindan toplanan miirver ¢igekleri dondurularak
kurutulmustur. Kuru ¢igekler %50 asetonitril ¢6zeltisi ile ekstre edilmistir. Ekstrelerdeki
flavonoit ve fenolik asit tayini i¢in Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Diyod Array
Dedektori(YPSK-DAD) ve Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) analizleri


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149320-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149286-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149293-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149312-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149332-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2898474-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937280-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:949533-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937245-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937275-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:60468279-2
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937265-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937248-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:2937249-4
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:149407-1
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yapilmigtir. Flavonoitlerin ve fenolik asitler 280 ile 360 nm'de analiz edilmistir. MS
spektrumlar1 Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon(AP-Cl) yontemiyle pozitif ve
negatif modda ardisik olarak kaydedilmistir. YPSK kullanilarak taze miirver g¢igek
ckstrelerinde on bir fenolik asit ve alti flavonol glikoziti tespit edilmistir. Flavonol
glikozitleri kersetin-3-O-rutinozit, kemferol-3-O-rutinozit ve izoramnetin-3-O-rutinozit;
ekstrelerin ¢ogunda toplam flavonoit igeriginin %90'indan fazla oranda bulunarak temel
flavonoitler olarak bildirilmistir. Fenolik asitlerde ise toplam fenolik asit igeriginin
%70'inden fazlasin1 olusturan temel bilesikler 5-O-kafeoilkinik asit ve 1,5-di-O-
kafeoilkinik asit olmustur. AP-CI pozitif ve negatif modda yapilan LC-MS analizi, miirver
ciceklerinde kersetin-3-O-rutinozit(rutin), kersetin-3-O-glukozit (izokersitrin), kemferol-3-
O-rutinozit, izoramnetin-3-O-rutinozit ve izoramnetin-3-O-glukozitin varligin1 ortaya
koymustur[32]. YPSK-DAD analizlerinde tespit edilen fenolik asitler ve flavonoitlerSekil

2.1’de verilmistir.
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Sekil 2.1. S. nigra gigek ekstrelerindeki fenolik asit ve flavonoitlerin 280 nm ve 360
nm’deki YPSK-DAD kromatogrami

Sekil 2.1’de verilen YPSK-DAD kromatogram verilerine gore; 1:3-O-Kafeoilkinik
asit(neoklorojenik asit), 2:3-O-p-Kumaroilkinikasit, 3:5-O-Kafeoilkinikasit (klorojenik
asit), 4:4-O-Kafeoilkinikasit (kriptoklorojenik asit), 5:5-O-p-Kumaroilkinikasit, 6:1,5-di-
O-Kafeoilkinikasit, 7:Kersetin-3-O-rutinozit(rutin), 8:Kersetin-3-O-glukozit (izokersitrin),
9:3,4-di-O-Kafeoilkinikasit, 10: Bilinmeyen fenolik asit 1, 11: Bilinmeyen fenolik asit 2,
12:Kersetin-3-0-6""-asetilglukozit, ~ 13:Kemferol-3-O-rutinozit,  14:izoramnetin-3-O-
rutinozit, 15:Izoramnetin-3-O-glukozit, 16:3,5-Di-O-kafeoilkinikasit ve 17: 4,5-Di-O-
kafeoilkinikasit olarak tespit edilmistir[32].
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Portekiz’de 2021 marketten alinan kuru miirver gi¢ek tozlarindan 5 g alinarak distile su ile
sulu ekstreleri hazirlanmistir. Fenolik bilesiklerin tayin edilmesi i¢in YPSK-MS analizi
yapilmistir. Calisma negatif iyon modunda ¢alisan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kiitle
spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismanin sonunda 19 farkli fenolik
bilesik tayin edilmistir[33]. Analizler sonucu tayin edilen fenolik bilesiklerin YPSK-
Fotodiyot Array Dedektorii(YPSK-PDA)’ne aitkromatogram profili ¢izelge 2.1.°de;
YPSK-PDA kromatogrami isesekil 2.2.”de verilmistir.
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Sekil 2.2. S. nigra cicek sulu ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesiklerin YPSK-PDA
kromatogrami

Sekil 2.2.”deki kromatograma gore S.nigra ¢igek sulu ekstresinin igerdigi fenolik bilesikler
sirastyla; 1.Kinik asit, 2.p-kumaroil-kafeoilkinik asit, 3.Kafeoilkinik asit izomeri, 4.
Dikafeoilkinikasit, 5.Kafeoilkinik asit izomeri, 6.Kafeoilkinik asit izomeri, 7.Kersetin-

diheksozit izomeri, 8.Kumaroilkinik asit, 9.Kumaroilkinik asit tiirevi, 10.Ferulik asit,
11.Kersetin-diheksozitizomeri, 12 Kersetin trisakkarit, 13.Izoramnetin tiirevi, 14.Kersetin-
3-rutinozit, 15.Kersetin-asetil glukozit, 16.Kemferol rutinozit, 17.izoramnetin rutinozit,

18.Kemferol art181, 19.1zoramnetin olarak bildirilmistir[33].
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Cizelge 2.1. S.nigra cicek sulu ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesiklerin YPSK-MS
fragmentasyon profili (Rt- retansiyon zamani/dk; Amax-maksimum dalga
boyu; MS? ve MS3-ikinci ve ii¢iincii asama kiitle spektrometresi)

PIK | Rt Amax (nm) Fenolik M- MS%(m/z) MS3(m/z) ng/g ekstre
Bilesik H] (m/z)
1 | 060 | 238 255 Kinik Asit 191 | [191] : 85 (37), 87 (22), 109 _ 1735,8 + 88,1
(23), 111 (100), 127 (57), 171
(29), 173 (41)
2 0,71 | 249, 259 p-Kumaroil- 499 [499]: 191 (100), 173 (57), 481 |[191]: 85 (91), 171 (100) | 2381,2 + 336,6
kafeoilkinik asit (18)
3 434 | 246, 292, [Kafeoilkinik 353 [353]: 179 (34), 191 (100), _ 2800,3 + 94,3
322 asit izomeri [179]: 135 (100)
4 548 | 234,288 Dikafeoilkinik 515 [515]: 191 (100), 352 (52), 379 [353]: 191 (100) 464,0 +133,1
Asit (28)
253, 308, [Kafeoilkinik 353 [353]: 191 (100) [191]: 85, 93 (54), 111 P3548,1+807,7
358 Asit Izomeri (40), 127 (72), 171 (49),
5 | 604 173 (100); [173]: 87 (23),
93 (100), 111 (100), 155
(59)
241, 293, |Kafeoilkinik 353 | [353]: 173 (100), 179 (49), 191 B 2780,6 + 252.9
6 6,48 | 324 Asit [zomeri (20), [173]: 93 (100), 109 (36),
137 (76), 155 (73)
7 7,08 | 233, 286, [Kersetindihekso| 625 [625]: 301 (51), 462 (24), 463 | [301]: 151 (100), 179 | 577,1 +121,9
321 it izomeri (100) (73), 231 (41)
236, 288, |[Kumaroilkinik 337 [337]: 191 (100), 173 (22) [191]: 127 (100), 173 | 1387,3 +120,7
8 7,54 | 308 asit (85); [173]: 129 (21), 137
(29), 155 (100)
9 8,03 | 233,264 Kumaroilkinik 401 [401]: 269 (100), 191 (37) [269]: 113 (21), 159 (23),| 298,1 +47,8
fasit tlirevi 161 (100)
10 | 838 | 237, 312, [Ferulik Asit 367 | [367]: 173 (45), 191 (100) _ 1170,4 £ 8,59
321
11 | 862 | 233, 254, |Kersetindinekso| 625 | [625]: 255 (21), 271(24), 300 |[301]: 151 (58), 179 (100)| 933.4 + 1382
334 zit izomeri (100), 301 (61), 445 (53)
12 | 9,05 | 234, 254, |Kersetintrisakar| 755 [755]: 271 (25), 300 (100), 301 [301]: 151 (26), 179 | 1043,9 +106,7
334 it (33), 343 (39), 505 (31), 591 | (100); [609]: 283 (69),
(79), 609 (45) 300 (32), 343 (100)
13 | 9,97 | 233, 254, [izoramnetin 639 [639]: 299 (27), 315 (100), 459 [315]: 300 (100) 870,7 +100,3
343 tiirevi (29)
14 | 10,12 | 254, 318, [Kersetin-3- 609 [609]: 301 (100), 300 (42) [301]: 179 (100), 151 (69)| 6011,8 + 857,0
374 rutinozit
15 | 11,85 | 232, 255, [Kersetin-asetil 505 [505]: 300 (62), 301 (100), 463 |[301]: 151 (100), 179 73),| 1318,2 +96,8
350 glukozit (23) 193 (24), 273 (46), 283

(23)
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Cizelge 2.1. (devam) S. nigra ¢igek sulu ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesiklerin YPSK-
MS fragmentasyon profili (Rt- retansiyon zamani/dk; Amax-maksimum dalga
boyu; MS? ve MS3-ikinci ve iigiincii asama kiitle spektrometresi)

PIK | Rt Amax Fenolik M- MS(m/z) MS¥(m/z) ng/g ekstre
(nm) Bilesik H] (m/z)

16 | 12,73 | 232, 264] Kemferolrutinozit 503 | [593]: 285 (100) [285]. 197 (24), 213 |911,12959
343 (25), 229 (45), 241 (21),

257 (100), 267 (54)

17 | 13,68 | 234, 254] Izoramnetinrutinozit 623 | [623]: 300 (23), 315 (100) | [300]: 255 (67), 271 [1914,7 =882
343 (100), 272 (25)

18 | 14,64 | 233,301, Kemferol artig 449 285 (100), 303 (23) [285]: 141 (100), 123 [919,7 +75,5
385 23)

19 | 15,94 | 232, 254] Izoramnetin 519 | 271 (30), 314 (100), 315 | [315]: 300 (100) 896,2 = 88,2
348 (72), 357 (36)

Kafeoilkinik asit temel fenolik asit; kersetin ise en Onemli flavonol olarak tespit
edilmistir[33].

Adana’da 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada yerel bir pazardan alinan S. nigra ¢igekleri ev
tipi bir kahve degirmeninde 6giitiildiikten sonra 1 g tartilarak 5 dk ve 30 dk 85°C ve 100°C
sicakliktaki su ile inflizyonlar1 hazirlanmistir. Ayni infiizyon hazirlama siirelerinde metanol
(%80) ve etanol (%80) ile de inflizyonlar hazirlanmistir. Flavonoit miktar tayini igin
spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Infiizyonlarda kersetin-3-rutinozit, kemferol-3-
rutinozit, izoramnetin-3-rutinozit, kersetin-3-glukozit, kersetindiheksozit  ve
kemferoldiheksozittespit ~edilmistir. Infiizyon sicakligi, siiresi ve ¢dziicii cinsi
flavonoitlerin konsantrasyonlarinda ciddi farklar ortaya koymustur. Konsantrasyonlar
kersetin-3-rutinozit i¢in 8,27-128,12 mg/L; kemferol-3-rutinozit i¢in 0,77-11,37 mg/L,
izoramnetin-3-rutinozit igin 4,95-34,22 mg/L, kersetin-3-glukozit i¢in 15,63-28,62 mg/L,
kersetindiheksozit i¢in 0,35-3,11mg/L ve kemferoldiheksozit ig¢in 12,26-59,58 mg/L
araliginda hesaplanmistir.  Kersetin-3-rutinozit, kemferol-3-rutinozit, izoramnetin-3-
rutinozit ve kersetin-3-glukozit i¢in en yliksek konsantrasyon degerleri metanol ekstresinin

30 dk da hazirlanmis olan infiizyon formu i¢in raporlanmistir[34].

Slovakya’da toplanan miirver ¢i¢eklerininetanollii ekstrelerinin YPSK-DAD analizlerinde
rutin(12913,00+22,35 mg/kg) ve klorojenik asit(5555,00+20,00 mg/kg)
konsantrasyonlarinin yiiksek oranlarda oldugu bildirilmistir. Ayrica diger fenolik

bilesikler; apigenin, resveratrol, kemferol, trans-ferulik asit, mirisetin, 4-OH-benzoik asit,
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trans-kafeik asit, trans-p-kumarik asit ve genistein de ciceklerden elde edilen etanollii

ekstrelerde tayin edilmistir[35].

OH
OH
HO I O O
O
OH O
Ol 00O
CH3

OH OH

Kersetin

Sekil 2.3. S. nigra gigeklerinde bulunan bazi flavonoitler.

Polonya’nin Lublin Bélgesi'nden 2020 yilinda Mayis ayindan Eyliil ayma kadar farkli
zamanlarda (¢i¢ceklenmenin baslangicinda ve tam ¢igek halinde) hasat edilen 25 adet S.
nigra cicek 6rnegi 20-25°C’de dogal kosullarda ve 45°C’de kurutma cihazlarinda iki farkli
teknik kullanilarak kurutulmustur. Flavonoit igerigi, Polonya Farmakopesi 11 (2017) esas
alinarak belirlenmistir. Analiz igin 0,5 g toz haline getirilmis kuru ¢i¢eklere 2 mL %25
hidroklorik asit ¢ozeltisi ve 1 mL 5 g/L konsantrasyonda metilen mavisi ¢ozeltisi eklenerek
30 dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Bu islemi tamamlandiktan sonra karigim
sogutulmus ve flavonoitlerin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.  Spektrofotometre
kullanilarak absorbans &l¢iimii yapildiktan sonra bilinen konsantrasyonlardaki flavonoit
standartlar1 kullanarak bir kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi yardimiyla
absorbans Ol¢imlerine dayanarak S. nigra ¢igeklerinin igerdigi flavonoitlerin
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Elde edilen ekstre dahasonra pamuktan siiziilerek 20 mL

aseton eklenmis velO dk boyunca kaynar su banyosunda bekletilmistir. Ekstraksiyon
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islemi bir kez daha tekrarlanarak ardisik ekstreler bir volumetrik flakonda toplanarak
aseton ile 100 mL’ye tamamlanmigtir. 20 mL test ¢ozeltisi bir ayirma hunisine alinmig ve
tizerine 40 mL distile su eklenerek 20 mL etil asetat ile iki kez ekstre edilmistir. Pamuktan
siiziilerek 50 mL’lik bir volumetrik flakona alinmis ve etil asetat ile tamamlanmistir. Daha
sonra analitik islem sirasinda elde edilen ¢6zelti miktarinin 10 mL'si, 2 mLmetanolli
aliminyum Kkloriir ¢ozeltisi (20 g/L) ile muamele edilmis ve asetik asit (1,02 kg/L) ile
metanol karigimi (1:19) ile 25 mL’ye tamamlanmistir. 25 mL’lik referans ¢ozeltisi olarak,
asetik asit ile metanol karisimindan hazirlanan bir stok ¢6zeltisi kullanilmistir.45 dk sonra,
cozeltilerin absorbanst 425 nm dalga boyunda Olcililmistiir. Calismanin sonucunda
ciceklenmenin baslangicinda hasat edilen ve kurutucu ile kurutulan ¢iceklerde %1,17;
dogal kosullarda kurutulan ¢igeklerde 90,98 oraninda flavonoit tespit edilirken; tam ¢igcek
halindeyken hasat edilerek kurutucuda kurutulan c¢iceklerde %0,92; dogal sartlarda

kurutulanlar da ise %0,78 oraninda flavanoit tespit edilmistir[36].

Polonya’da yapilan aymi c¢alismada Polonya Farmakopesi 5 (1999)’e¢ gore, S.nigra
ciceklerinin fenolik asit igerigini belirlemek i¢cin Arnov yontemi kullanilarak1 g 6giitiilmiis
kuru cicek tozundan metanollii ekstre hazirlanmistir. Yogunlastirilan metanollii ekstreye
distile su eklenerek 12 saat buzdolabinda bekletilmistir. Ekstreler 100 mL’lik meziire
sliziilmiis ve su ile tamamlanmistir. 10 mL’lik 6l¢iim tiiplerine 1 mL distile su, 1 mL test
edilen ekstre, 1 mL 0,5 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ve 1 mL Arnov reaktifi eklenmistir. 6
dk sonra 1 mL 1M NaOH c¢ozeltisi eklenerek distile su ile hacme tamamlanmistir. Ekstre
icermeyen reaktif karisimi referans olarak kullanilmistir. Absorbans 6l¢iimii i¢in dalga
boyu 490 nm olarak belirlenmistir[36]. Fenolik asitlerin hasat zamani ve kurutma

yontemine gore miktarlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Hasat zamani ve kurutma ydntemine gore S. nigra cigeklerinin igerdigi
polifenol ve fenolik asitlerin miktarlar

Hasat zamani Kurutma Yo6ntemi Fenolik Asit
(%)
Cigeklenmenin baslangici Dogal Kurutma 2,43
(20-25°C)
Ciceklenmenin baslangici Kurutucu ile 2,74
(45°C)
Tam Cigek Dogal Kurutma 1,92
(20-25°C)
Tam Cicek Kurutucu ile 3,06
(45°C)
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Maria Curie-Sklodowska Universitesi Botanik Bahgesi'nden 2002 yilinda toplanan S. nigra
cicekleri kurutulduktan sonra Basingli Sivi Ekstraksiyon (PLE) yontemiyle ekstre
edilmistir. Bu yonteme gore etanol:su(80:20) karisimi ¢oziicii olarak hazirlanarak 60 barr
basing altinda 20°C’den 200°C’ye kadar artan sicakliklarda ekstraksiyon islemi devam
ettirilmistir. Elde edilen ekstredeki flavonol varligini tayin etmek amaciyla rutin,
izokersitrin ve astragalin saf maddeleri referans olarak kullanilmis ve YPSK ydnteminden
yararlanilmigtir. Analizler sonucunda artan sicakliklarin ekstredeki flavonoit miktarlarini
arttirdig1 gozlenmistir. Etanolli ¢igek ekstrelerinde rutin 20°C’de 132,6892+1,526 g/100
gx107%; 100°C°de 202,0781+2,102 g/100 gx107?, izokersitrin 20°C’de 5,3684+0,141 g/100
gx10%; 100°C’de 9,6749+0,234 g/100 gx1072, astragalin 20°C’de 1,2846+0,029 g/100
gx102; 100 °C de 2,4973+0,058 g/100 g107 olarak tespit edilmistir[37].

HO
/ OH
HO
9 Kafeik asit
HO,£ COOH
0
=
KElorojenik asit
H
H

Sekil 2.4. S. nigra ¢igeklerinde bulunan bazi fenolik asitler

2.2.2. Antosiyaninler

Polonya’nin Lublin Bélgesi'nden 2020 yilinda Mayis ayindan Eyliil ayma kadar farklhi
zamanlarda (¢iceklenmenin baslangicinda ve tam ¢igek halinde) hasat edilen 25 adet S.
nigra cicek 6rnegi 20-25°C’de dogal kosullarda ve 45°C’de kurutma cihazlarinda iki farkli
teknik kullanilarak kurutulmustur. 5 g drog tozuna 95 mL metanol eklenmis ve ardindan 30
dk mekanik karistirma islemi uygulanmistir. Ekstreler, 100 mL’lik balon jojelere siiziilmiis
ve metanol ile 100 mL'ye tamamlanmistir. Daha sonra, bu ekstre %0,1 hidroklorik asit

cozeltisinde 50 kat diliie edilerek referans ¢ozelti olarak kullanilmistir. Absorbans 6lgiimii
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icin 528 nm dalga boyu kullanilmistir. Calismanin sonucunda, c¢i¢eklenmenin
baslangicinda hasat edilen ve kurutucu ile kurutulan ¢igeklerde %0,19; dogal kosullarda
kurutulan c¢igeklerde %0,20 oraninda antosiyanin tespit edilirken; tam ¢igek halindeyken
hasat edilerek kurutucuda kurutulan ¢iceklerde %0,20; dogal sartlarda kurutulanlar da ise

%0,20 oraninda antosiyanin tespit edilmistir[36].

2.2.3. Karotenoitler ve klorofil

Polonya’dan 2020 yilinda farkli zamanlarda(gi¢eklenmenin baslangicinda ve tam ¢icek
halinde) toplanmis olan yirmi bes adet S. nigra ¢icek orneginin bir kismi dogal yollarla
kurutulurken bir kismi 45°C'de kurutucuda kurutulmustur. Kurutma islemleri tamamlanan
cicekler aseton ile ekstre edilmis ve spektrofotometrik yontemle karotenoit ve klorofil a+b
miktarlar1 tayin edilmistir. Sonuglar mg/g cinsinden ifade edilmistir. Tam c¢igeklenme
doéneminde hasat edilen S. nigra ¢igeklerinin kurutulduktan sonra, gigeklenmenin baslangig
doneminde hasat edilenlerden daha fazla klorofil a + b igerdigi bildirilmistir. 45°C'de
kurutulan ¢igeklerin toplam polifenol, fenolik asit, flavonoit, klorofil ve karotenoit igerigi
dogal yolla kurutulan ¢igeklere gore daha yiiksek bulunmustur[36]. Cigeklerin igerdigi

karotenoit ve klorofil miktarlar1 Cizelge 2.3 te gdsterilmistir.

Cizelge 2.3. Hasat zamani ve kurutma yontemine gore S.nigra ¢iceklerinin igerdigi klorofil
a+b ve karotenoit miktari

Hasat zamani Kurutma Y 6ntemi Klorofil A+B | Karotenoit
(mg-100g™) (mg-100g™)
Ciceklenmenin Dogal Kurutma 96,40 4,17
baslangici (20-25°C)
Ciceklenmenin Kurutucu ile 90,30 6,23
baslangici (45°C)
Tam Cicek Dogal Kurutma 95,10 4,60
(20-25°C)
Tam Cigek Kurutucu ile 131,63 4,60
(45°C)
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2.2.4. Organik asitler

Adana’da 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada yerel bir pazardan alinan S. nigra ¢igekleri ev
tipi bir kahve degirmeninde 6giitiildiikten sonra 5 dk ve 30 dk 85°C ve 100°C sicakliktaki
su ile inflizyonlar hazirlanmisti. Ayni infiizyon hazirlama siireleri ile metanol (%80) ve
etanol (%80) ile de ekstreler hazirlanmistir. Bu 6rnekler daha sonra 4°C'de 15 dk boyunca
5,500 rpm'de santrifiij edilmis ve sonrasinda siiziilmiistiir. Organik asit analizleri i¢in Siv1
Kromatografisi-Diyot Array Dedektorii-Refraktif indeks Dedektorii (LC-DAD-RI) teknigi
kullanilmigtir. Organik asit tayininde referans ¢ozelti olarak sitrik asit, malik asit, kinik asit
ve askorbik asit kullanilmistir. Absorbanslar 210 nm dalga boyu kullanilarak dl¢tilmiistiir.
Ekstrelerdeki askorbik asit miktarlariin 1,46-23,26 mg/L arasinda degistigi tespit
edilmistir. En fazla bulunan organik asit, askorbik asit olarak belirlenmis ve ¢oziicii tipi ve
inflizyon siirelerine gore degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar elde
edilmistir. Sitrik asit miktarmin 4,66-8,36 g/L, Kinik asit miktarinin 0,75-2,87 g/L ve malik
asit miktarinin da 1,33-5,46 g/L arasinda degistigi rapor edilmistir. Etanol ekstresinde sitrik

asite rastlanmamustir. Inflizyon siiresi arttikca organik asit miktarinda da artis gdzlendigi

bildirilmistir[34].

2.2.5. Karbonhidrat

Adana’da 2020 yilinda yapilan bir ¢alismada yerel bir pazardan alinan S. nigra ¢icekleri ev
tipt bir kahve degirmeninde 6gitiildiikten sonra 5 dk ve 30 dk 85°C ve 100°C sicakliktaki
su ile inflizyonlar hazirlanmisti. Ayni inflizyon hazirlama stireleri ile metanol (%80) ve
etanol (%80) ile de ekstreler hazirlanmistir. Karbonhidrat analizi i¢in sivi kromatografisi
teknigi, dedektor olarak refraktif indeks dedektorii ve diyot array dedektorii kullanilmistir.
Sonug olarak glukozun 0,05-0,23 g/L, siikrozun0,27-0,37 g/L ve fruktozun 0,21-1,39 g/L
arasindaki degisen miktarlarda bulunduklar: tespit edilmistir[34].

Norveg’te yapilan bir ¢aligmada kurutulmus toz halindeki S. nigra ¢i¢ek ornekleri 6nce
%96 etanol ile ekstre edilmis, ardindan bitki artig1 sirasiyla kaynar haldeki %50 etanol,
50°C ve 100°C sicakliktaki su ile ekstre edilmistir. Elde edilen ham ekstreler daha sonra jel
filtrasyonu ile fraksiyonlanarak yliksek molekiil agirlikli yapilardan ayristirilmistir. Yiiksek
molekiil agirhikli  fraksiyonlar, anyon degistirme kromatografisi ile son kez

fraksiyonlanmistir. Bu islemler sonucunda bir nétr ve dort asidik fraksiyon elde edilmistir.
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Karbonhidrat profillerinin belirlenebilmesi igin, fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilarak
ekstrelerdeki pektik polisakkarit bilesiklerin varlig tespit edilmistir. Tespit edilen pektik
polisakkaritlerin; homogalakturonan, ramnogalakturonan-I, arabinogalaktan-I,
arabinogalaktan-Il ve arabinanlar oldugu ve ramnogalakturonan-II"ye de tiim ekstrelerde

rastlanmadig1 rapor edilmistir[38].

2.2.6. Mineraller

Miirver c¢igekleri fitokimyasal bilesiminde %0,99 oraninda mineralleri barindirmaktadir.
Polonya’nin giineydogusunda yapilan bir calismada 16 adet miirver cicegine kuru
mineralizasyon teknigi uygulanarak makro mineraller(K, Ca, Mg) ve agir metal(Cr, Zn, Pb,
Cu, Cd, Ni ve Mn) tayini yapilmistir. Toplanan 16 adet miirver ¢i¢egi oncelikle 450 °C ‘de
kiil firninda kuru mineralizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Calisma siiresince agir
metallerin (Cr, Zn, Pb, Cu, Cd, Ni ve Mn) ve makro elementlerin (K, Ca, Mg) icerigi,
Indiiktif Eslesmis Atomik Emisyon Spektrometre (ICP-AES) yontemi ile belirlenmistir.
Miirver ¢igeklerinde bulunan makro elementlerin miktari, K i¢in; 32,4 g/kg ile 83,1 g/kg
araliginda, Mg icin; 4,15 g/kg ile 8,83 g/kg araliginda, C i¢in; 1,99 g/kg ile 5,15 g/kg

araliginda bulunmustur.

Incelenen ¢igeklerde en yiiksek orana sahip agir metal demir olarak bildirilmistir. Demiri
¢inko ve manganez izlemistir. Tayin edilen diger agir metaller; bakir (5,28 g/kg-16,10
g/kg), krom (0,63 g/kg-2,31 g/kg) ve nikeldir (0,252 g/kg- 2,264 g/kg). Kadmiyum oranlar1
cok diisik bulunmustur. 5 adet numune de hi¢ rastlanilmamistir. Kursun ise, yol

kenarlarindan toplanan gigeklerde en yiiksek degerlere ulasmistir[39,40].

2.3. Sambucus nigra’min Kullanimi

2.3.1. Sambucus nigra’min geleneksel kullanimlari

S. nigra'nin gelencksel tipta hem ¢igekleri hem de meyveleri ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde uzun yillardan beri 6zellikle soguk alginligi, ates, oksiiriik, burun tikanikligi ve
mukus salgist gibi semptomlart hafifletmek i¢in kullanilmaktadir[41]. Ayrica bagisiklik
sistemini desteklemek icin de siklikla tiiketilen bu bitkinin ¢icekleri igerdigi flavonoitler

sayesinde terletici, ates diisiiriicii ve idrar soktiiriicli etkilere sahiptir[42].
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Miirver ¢igekleri ve ekstreleri; adagayi, limon, bal ve sirke ile karistirilarak oksiiriik, soguk
alginlig, larenjit, nefes darligi ve iist solunum yolu hastaliklarinin semptomlarinin
giderilmesinde gargara formunda kullanilmistir. Bal ve nane ilave edilerek sicak bir sekilde
tiketilerek terlemenin artmasi saglanir[5]. Bagirsak rahatsizliklari, gribal enfeksiyonlar ve

romatizmal hastaliklarin tedavisinde de halk ilac1 olarak kullanilmaktadir[17].

Avrupa’da geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan S. nigra, son zamanlarda bagisikligi
giiclendirmek i¢in ekstre ya da surup formlariyla takviye edici gida olarak piyasada pekc¢ok
trinde bulunmaktadir[35]. Taze ve kurutulmus c¢igek salkimlari giiglii antioksidan

aktivitelerinden dolay1 gidalarda biyoaktif bilesenler olarak kullanilmaktadir [23].

Yaprak ve ciceklerin kaynatilarak g6z hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilmis ve
yapraklardan yapilan merhemler Sicilya ve Sardinya'da uzun siire boyunca
erizipel(yilancik) ve diger cilt hastaliklarina karsi etkili olarak kabul edilmistir.
Palermo’daki eczacilar ve cilt uzmanlar tarafindan 14. ve 16. ylizyillar arasinda, "Oleum
sambucinum" adi verilen 20 adet yag damitilarak olusturulan bu yag sifali olarak kabul

edilmis ve hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir[43].

Lagusi 1743 yilinda yaymladigi bir makalesinde S. nigra’min yararli etkilerini,
“Yapraklarin dekoksiyonu kolera ve balgami1 c¢ozer, kokii sarapta pisirilip dropsy
hastalarin1 tedavi eder, zehirli hayvan isiriklaria karsi etkilidir, kabugundan sikilan su
kusmay1 tetikler, ¢iceklerin damitilmis suyu goz iltihabini hafifletir ve kiigiik parcalar
halinde eski yaralara faydalidir; odunu agustos ayinda kesilip kurutulduktan sonra bir
parcasina boyunlarina hag¢ gibi asmak her tiirlii siddetli bogaz agrisin1 onler ve iyilestirir”

ifadeleriyle raporlamigtir[44].

Italya’nin Sicilya taraflarinda kara miirver meyveleri, karanfil ve zencefil karistirildiktan
sonra fermente edilerek sarap yapiminda kullanilmistir. Kurutulmus ¢igeklerin infiizyonlari
terletici olarak, lapa haline getirilen yapraklar romatizma ve cilt iltihaplarinda, meyveler

idrar soktiiriicii ve dizanteri tedavisinde, tohumlar ise miishil olarak kullanilmistir[44].

2.3.2. Sambucus nigra’min modern tipta kullammlar:

EMA monograflarinda, geleneksel tipta toz halinde ya da %25’lik etanollii tentiirii ve
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ekstrelerinin enfeksiyonlara kars1 korunmada, larenjit, bronsit, soguk alginliginda, oksiiriik
kesici ve ates disiiriicii olarak kullanimi kayithidir. Ayrica meyvelerinden inflizyon ya da
dekoksiyon seklinde hazirlanan ¢aylarin agri kesici, ates diisiirlicii, laksatif, diyaforetik,
ditiretik ve sedatif amaclarla da kullanildig1 bildirilmistir. EMA,bitkinin meyvelerinin
stkilmas1 ile elde edilen meyve suyunun nevralji tedavisinde geleneksel tipta
kullanilabildiginden, zencefil ve karanfille kaynatilarak hazirlanan surup formlarminda
soguk algmlhig: belirtilerinde okstiriik kesici olarak tiiketildiginden bahsetmektedir[41,45,
46].

Miirver polifenol, antosiyanin, flavonol, fenolik asit ve proantosiyanidin igeriklerinden
dolay1 pekgok faydali etkiye sahiptir. Bitkinin kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklardan
korunmada etkili oldugu, antiviral, antibakteriyel, antitiimor, antidepresan etkilere sahip
oldugu ve meyvelerinde bulunan fenolik bilesiklerin prebiyotik olarak etki gosterdigi
yapilan bilimsel c¢aligmalarla ortaya konulmustur[47-53]. Meyvelerde bulunan ve bir
flavonol tiirevi olan rutin antioksidan, antienflamatuvar ve antifibrotik aktivitelerinden

dolay1 hepatoprotektif etkilerin olusmasina neden olmaktadir [54,55].

Miirver ciceklerindeki flavonoit bilesikleri bitkiye antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antioksidan, antienflamatuvar, kan sekeri diizenleyici ve idrar soktiirlicii aktivite
kazandirmistir[56-60]. S. nigra ¢igeklerinin diyaforetik, antipiretik ve idrar soktiiriicli
etkilerin de yine icerdikleri flavonoitlerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Thtiva ettigi
rutin, P vitamini etkisinden dolay1 kilcal damarlarin esnekligini artirir ve gegirgenligini
azaltarak kirmizi kan hiicrelerinin ve plazmanin damar disina sizmasii engeller. Bu
ozelliklerine ek olarak miirver gigekleri antienflamatuvar ve antibakteriyel ozellikler de
gostermektedir. Bogaz agrisim tedavi etmek i¢in gargara formunda; konjonktivit
tedavisinde ise kompres olarak kullanilabilmektedir. Haricen veya dahilen uygulama i¢in
cogunlukla kurutulmus ciceklerin inflizyonlar1 kullanilmaktadir[61]. Miirver g¢igekleri

soguk algiligina kars1 Alman Komisyon E tarafindan da onaylanmistir [5].
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2.4.Sambucus nigra’nin Biyolojik Aktiviteleri Uzerine Yapilmis Calismalar
2.4.1. Invitro cahsmalar

Antienflamatuvaretki

S. nigra taze ¢igeklerinden hazirlanan metanol ve etanol ekstrelerininlipopolisakkarit (LPS)
ile uyarilan makrofajlarda nitrik oksit(NO) iiretimi iizerindeki etkilerinin incelendigi
calismada, hem metanol (%96,9 + 7,0) hem de ectanol ekstreleri (%101,8 + 3,8), sirasiyla
24,8 pg/mL ve 17,8 ug/mL ICso degerleriyle NO salinimini azaltmada yiiksek bir aktivite
gostermigstir. Her iki ekstrenin de 1Csodegerleri pozitif kontrol olan L-NG-Nitro-arjinin-
metilester’den (ICsp: 27,6 + 1,lpg/mL) diisiik olmasi sebebiyle ekstrelerin giicli

antienflamatuvar etkilere sahip oldugu bildirilmistir[62].

Norveg’te yapilan bir ¢alismada, S. nigra gigek ekstreleri ve fitokimyasal bilesiklerinin
kompleman sistem, LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda ve fare dendritik
D2SC/I hiicrelerindeki NO {iretimi iizerindeki etkileri agisindan arastirilmistir. Cigek
etanol ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen antosiyaninler ve prosiyanidinlerin, RAW
hiicrelerinde ve dendritik hiicrelerde giiclii kompleman fiksasyon aktivitesine ve NO
iretimi tlizerinde gili¢clii inhibitor aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir. 0,1-100 pM
konsantrasyon aralifinda test edilen fenolik bilesiklerden en etkili olanlardan kersetin,
rutin ve kemferoliin NO iiretimini doz bagimli inhibe ettigi bulunmustur. Arastirmacilar S.
nigra cigek ekstresi ve fenolik bilesiklerinin enflamasyonu modiile edici etkiye sahip

olduklari sonucuna ulagmiglardir[63].

N-Formil-metionin-losinfenilalanin kaynakli kemotaksis, LPS kaynakli Timoér Nekroz
Faktor-a. (TNF-a), Interldkin-6 (IL-6), interlokin-1p (IL-1p), interlokin-10 (IL-10) ve NO
tretimi LPS ile uyarilan ve S. nigra ¢igek tenttirii (1, 10 veya 100 pug/mL) uygulanan
makrofajlar (RAW 264.7) kullanilarak analiz edilmistir. S. nigra ¢igek tentiirii NO2™, TNF-
o, IL-1B ve IL-6 seviyelerini azaltmig ve LPS ile uyarilan noétrofillerde IL-10 artisini
desteklemistir. Benzer sekilde, tentiir LPS ile uyarilan makrofajlarda NO2™, TNF-a ve IL-6
seviyelerini azaltmigtir. Tentiiriin ana bilesigi olan rutin, NO2" , TNF-a, IL-1B ve IL-6
seviyelerini azaltmis ve LPS ile uyarilan nétrofil siipernatantinda IL-10 seviyelerinin

yiikselmesine neden olmustur[64].
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Antioksidan etki

Sili’nin giiney kesimlerindeki Temuce sehrinde 2017 yilinin Eyliil-Ekim aylarinda hasat
edilen olgun S. nigra c¢igeklerinin antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
calismada; arastirmacilar kuru ¢igeklerinden elde edilen polifenolce zengin ekstrenin
Salmo salar baliklarinin 16kositleri(SHK-1) tizerinde ¢alismiglardir. Yapilan ¢alismada bazi
oksidatif stres parametreleri(lipit peroksidasyon, protein bagli karboniller, Total radikal
yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP), Siiperoksit dismutaz(SOD), Glutatyon/okside
glutatyon (GSH/GSSG)) kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. SHK-1 hiicre hattina
ekstre uygulamasmin, H2O02 nedenli hem lipid peroksidasyonu hem de protein
oksidasyonunu azaltmasiin altinda yatan mekanizmanin; GSH/GSSG oranini artirarak
SHK-1 hiicrelerindeki oksidatif stresi azalttigi ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. Bu sonuglar,
polifenollerce zengin S. nigra ¢igek ekstresinin somon l6kositlerinin enzimatik antioksidan
savunmasini iyilestirebilecegini ve hiicreleri Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) kaynakli hiicre

hasarina kars1 koruyabilecegini gostermistir [65].

Polonya ve Sirbistan’da yetistirilen 24 adet miirver numunesinin(11 ¢igcek; 13 meyve)
cicek ve meyvelerinin inflizyon teknigi ile ¢aylari hazirlanmis ve antioksidan kapasiteleri
incelenmistir.  Inflizyon caylar 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ve
Demir Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) testleri ile degerlendirilmistir. DPPH ve FRAP
testleri ile degerlendirilen S. nigra infiizyonlarinin antioksidan potansiyeli, ¢igeklerden
hazirlanan caylarin meyvelerden hazirlanan caylara gore ortalama olarak daha yiiksek
aktivitelere sahip oldugunu ve bu durumun antioksidan 6zellikler ile total fenolik ve total
flavonoiticerikleri arasindaki anlamli iliskilerle dogrulandigini gostermistir. S. nigra
icecekleri, oksidatif stres kaynakli hastaliklarin Onlenmesine katkida bulunan dogal

antioksidanlardan kabul edilebilir[66].

Polonya'nin batisinda yaklasik 25 km ¢apindaki bir alanda dogal olarak yetisen S. nigra
ciceklerinden 2015 yilmin Mayis ayinda tam g¢igeklenme doneminde 3 farkli 6rnek
toplanmustir. Ayrica arastirmacilar kendi bahgelerinde lic ayr1 bitkiyi kiiltiire aldiklari
"Sampo", "Haschberg" ve "Samyl" isimlerini verdikleri bitkilerin her birinden ayr
ornekler toplamiglardir. Sabah saatlerinde hasat edilerek laboratuara getirilen ¢igekler;
laboratuvar kurutucusunda 45 °C’de kurutulmustur. Kurutulan taze ciceklerden %80
metanollii ekstreler hazirlanmis ve ekstrelerin antioksidan kapasitesi, ABTS (2,2’-azino-bis

(3-etilbenzo-tiazol-6-siilfonik  asit)) radikal katyonu kullanilarak spektrofotometrik
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yontemle belirlenmistir. Cigeklerin antioksidan kapasitesinin 304-444 umol Trolox/g kuru

madde arasinda degistigi, kiiltlir 6rneklerine ait gigeklerin antioksidan kapasitenin dogal

ortamdan toplanmis olanlardan daha yiiksek oldugu rapor edilmistir[67].

Maria Curie-Sklodowska Universitesi Botanik Bahgesi'nden 2002 yilinda toplanan S. nigra
ciceklerinin  %80’lik etanollii ekstrelerinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest
radikal siipiiriicii ve B-karoten oksidatif bozulma yontemleri ile antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. Referans madde olarak rutin, izokersitrin, astragalin, siyanidin-3-
sambubiozit ve siyanidin-3-glukozit kullanilmistir. Sonug¢ olarak ekstrenin DPPH
radikalini 20°C’de %91,95; 100°C’de %94,15 oraninda inhibe ettigi, B-karotenin oksidatif
bozulmasini 20°C’de %5,15; 100°C de %5,79 oraninda 6nledigi tespit edilmistir[37].

Polonya’nin Lublin Bélgesi'nden 2020 yilinda Mayis ayindan Eyliil ayma kadar farkli
zamanlarda (¢i¢ceklenmenin baslangicinda ve tam ¢igek halinde) hasat edilen 25 adet S.
nigra cicek ornegi kurutucu ile veya dogal kurutma yontemleri ile kurutulduktan sonra
metanollii  ekstreleri hazirlanmis ve bu ekstrelerin  antioksidan aktivitesininin
degerlendirilebilmesi i¢cin DPPH serbest radikal siiplirme teknigi kullanilmistir. Calismanin
sonunda farkli zamanlarda ve farkli tekniklerle kurutmanin antioksidan aktiviteye olan
etkisi degerlendirilmistir. DPPH serbest radikal inhibisyon yiizdeleri Cizelge 2.4’te
verilmistir[36].

Cizelge 2.4. Hasat donemi ve kurutma yontemine gore S. nigra giceklerinin DPPH radikal
sliplirme aktiviteleri

% DPPH radikal inhibisyonu

Kurutucu ile kurutma Dogal ortamda kurutma
Cigeklenmenin baglangicinda 86,19 86,33
Tam Cigek Formunda 84,81 86,14

Yiiksek DPPH inhibitor etki gosteren cicek ekstrelerinin total polifenol ve fenolik asit

miktarlarinin da yiiksek oldugu goriilmiistiir[36]
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Adana’da 2020 yilinda yapilan bir c¢alismada yerel bir pazardan alinan S. nigra
ciceklerinden su ile hazirlanan infiizyonlarin antioksidan kapasitelerinin degerlendirilmesi
icin DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii aktivite deneyleri kullanilmistir. DPPH serbest
radikal inhibisyon degerleri 2728,75-5186,25 pmolTrolox/L araliginda, ABTS radikal
inhibisyon degeri 3832,30-7165,65 umolTrolox/L araliginda hesaplanmistir[34].

Antidiyabetik etki

S. nigra ¢iceklerinin metanollii ve diklorometanli ekstrelerinin insiilin bagimli glikoz alimi
ve yag birikimiyle iligkili potansiyel aktivitesini degerlendirmek icin peroksizom
proliferator aktive reseptorii (PPAR) y aracili transaktivasyon, 3T3-L1 hiicre kiiltiirlerinin
yag hiicresi farklilagmasi incelenmis ve hem 3T3-L1 yag hiicrelerinde hem de birincil
domuz miyotiiplerinde glikoz alimini igeren deney setlerinde calismalar yapilmustir.
Diklorometanli ekstrenin hem yag hiicrelerinde hem de miyotiiplerde insiilin bagimli
glikoz alimini uyarabildigini, yag hiicresi farklilagsmasini tesvik etmeden PPARYy'yi haftalik
olarak aktive edebildigi tespit edilmistir. Ayrica metanollii ekstre miyotiiplerde glikoz
aliminm1 artirmig ancak PPARy'yi aktive edememistir, bu durum glikoz aliminda

PPARy'den bagimsiz bir etki oldugunu gostermistir[68].

S. nigra ¢igeklerinin sulu ekstresinin (1 g/L), insiilin olmadan fare karin kasinin 2-deoksi-
glikoz tasinmasini, glikoz oksidasyonunu ve glikogenezini Onemli Olgiide artirdigi
goriilmistiir. Akut 20 dakikalik testlerde, 0,25-1 g/L ekstre klonal pankreas f
hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin kademeli olarak uyarilmasini saglamistir. Ekstrenin
(0,5 g/L) instilin salgilatict etkisi 16,7 mmol/l glikoz ile 6nemli dlgiide gii¢lendirilmis ve
0,5 mmol/L diazoksit ile dnemli 6l¢iide azaltilmistir. Ekstre 10 mmol/l L-alanin, 1 mmol/L
3-izobutil-1-metilksantin veya depolarizan bir KCI ¢ozeltisi (25 mmol/L) ile uyarilan
hiicrelerde insiilin salgilanmasini daha fazla artirmamistir. Klonal pankreas B hiicrelerinin
ekstreye maruz birakilmasi, 10 mmol/L L-alanin ile indiiklenen insiilin salgilanmasinin
uyarilmasini degistirmemis ve bdylece hiicre canlilig1 lizerinde zararli bir etki olugsmasini
engellemistir. Ekstrenininsiilinotropik etkisi, ekstre hazirlama sirasindaki 1s1 kullanimina
kismen bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Aktivitenin kullanilan 1sidan etkilenmedigi
ancak diyaliz yontemi ile molekiil kiitlesi 2000 Da olan bilesikler uzaklastirildiginda
aktivitenin % 41 oraninda azaldigi goriilmistiir. Bilesimindeki lektin, rutin ve lipofilik

triterpenoit (lupeol) ve sterollerin (B-sitosterol) insiilin salgilanmasini uyarmadigi ve
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sadece bitkinin ¢igcek ekstrelerinin insiilin salgilatici ve insiilin benzeri aktiviteye sahip

oldugu sonucuna ulasilmistir[57].

Norveg’te 2007 yilinda yapilan ¢alismada S. nigra kuru ¢igekleri 6nce diklorometan ile
ardindan %96 etanol ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstre %50 etanol ile 70°C'de
bekletilmis ardindan 50°C ve 100°C sicakliktaki su ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen
ekstrelerin in-vitro olarak insan karaciger hiicreleri (HepG2) ve insan iskelet kasi
hiicrelerindeki glukoz ve oleik asit alimini uyaric etkileri test edilmistir. %96’lik etanol
ekstresi, insan iskelet kas1 hiicreleri ve HepG2 hiicrelerinde glukoz ve oleik asit aliminda
en yiiksek artig1 gostermistir; bunu %50’lik etanol ve diklorometan ekstreleri takip etmistir.
S. nigra ¢igek ekstrelerinden izole edilen flavonoitler arasinda kemferol ve kersetin, 10 uM
konsantrasyonda karaciger ve iskelet kaslarina glukoz alimin1 en fazla artiran bilesikler
(strastyla %39,1 £ 5,8 ve %37,1 + 4,6) olarak rapor edilmistir. Kemferoliin ise insan iskelet
kasi hiicrelerinde oleik asit alimin1 en yiiksek oranda (%25,0 + 3,0) arttirdig: bildirilmistir.
Rutin, her iki hiicre hattinda da glukoz ve oleik asit alimini en fazla artiran flavonoit
olmustur. Klorojenik asit, iskelet kasi hiicrelerinde 10 uM konsantrasyonda oleik asit
alimmi %17,3 £ 2,5; HepG2 hiicrelerinde ise %25,6 + 4,6 oraninda artirmustir. 3-Hidroksi
fenilasetik asit, 3,4-dihidroksi fenilasetik asit ve 4-metil-katesol gibi flavonoit metabolitleri

icin glukoz ve oleik asit aliminda kiigiik artiglar gézlenmistir[38].

Antibakteriyel etki

Bulgaristan'in Rodop bélgesinden toplanan S. nigra’nin yaprak (taze) ve ¢igeklerden (taze
ve kuru) inflizyon ve dekoksiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan sulu ekstrelerin
Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella NCTC 6017, Listeria monocytogenes NCTC
11994 ve Staphylococcus aureus ATCC 25093'e karsi antimikrobiyal etkinlikleri
degerlendirilmistir. Dort patojenin biiylime inhibisyon bélgelerinin caplart (milimetre
cinsinden) Ol¢iilmiis ve antibakteriyel aktivitelerinin karsilastirmali bir degerlendirmesi
yapilmistir. Calisilan dort patojenden, ekstrelerin sadece Salmonella tiiriiniin patojenik

bakterilerini kismen etkiledigi goriilmiistiir[69].

S. nigra gigeklerinin farkli etanol derecelerine sahip ¢6zeltiler (%40, %70 ve %80) ile
maserasyon teknigi kullanilarak hazirlanan etanollii ekstrelerinini antimikrobiyal etkileri
Staphyloccocusaureus ATCC 25923, Bacilluscereus ATCC 11778,
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Pseudomonasaeruginosa ATCC 27853 ve Staphyloccocusaureus, Bacilluscereus,
Pseudomonasaeruginosa nin  klinik suslarina karsi incelenmistir.  Agar difiizyon
yonteminin kullamildig1 ¢alismada, %70’lik etanollii ekstrenin S. aureus ve B. cereus
suslarma kars1 giiclii antibakteriyal etki gosterirken P. aeruginosa’ya karsi herhangi bir
etki gostermedigi tespit edilmistir. Yine %70’lik etanol ekstresinin klinik suglar iizerinde

de herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi goriilmiistiir[70].

Portekiz’deki marketlerden satin alinan S. nigra ¢igek orneklerinden hazirlanan sulu
ekstrenin antimikrobiyal aktivitesi, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii'niin
onerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yontemi kullanilarak Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBC) ve Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFC) belirlenerek
degerlendirilmistir. P. aeruginosa (PAO1), Klebsiellaoxytoca (ATCC 13182) ve
K.pneumoniae (ATCC 11296) dahil olmak iizere Gram negatif bakterilere ve S. aureus
(ATCC 25293) ve S. epidermidis (ATCC 12228) dahil olmak iizere Gram pozitif
bakterilere karsi test edilmistir. Antifungal aktivitesini degerlendirmek i¢in
Candidaalbicans (SC 5314) kullanilmistir. Ekstre,Gram-negatif bakterilere (P. aeruginosa,
K. pneumoniae, K. oxytoca) ve C. albicans’a sirasiyla 33.000 ug/mL'den daha yiiksek
MBC ve MFC degerleri ile etki gostermistir. Ancak ekstre daha diisiik konsantrasyonlarda,
Gram-pozitif bakterileri (S. aureus ve S. epidermidis) 6ldiirmiis ve MBC degerlerinin 8300
ila 4100 pg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, Gram-pozitif bakterilerin S.

nigra sulu ekstresine daha duyarli oldugu sonucuna ulagilmistir [38].

Antiviral Etki

Influenza A, ve B’ye kars1 antiviral etkisinin degerlendirilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada;
viriisler laboratuvar kosullarinda tiretilerek tavuk embriyolarinda ¢ogaltilmis ve fibroblast
kiiltiirlerinde titre edilerek -20 °Cdesaklanmustir. S. nigra ciceklerinden hazirlanmis olan
dekoksiyondan 0,2 cm?® hacimlerde alinarak toksik olmayan konsantrasyonlarda 10-12 giin
boyunca tavuk embriyo allantoik kisimlarna enjekte edilmistir. 37 °C de 2 saatlik
inkiibasyon sonundaembriyolar 100 TCIDso dozunda influenza tip A, ve B viriisleri ile
intra-allantoik yolla enfekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra 48 saat 35 °C de inkiibasyon
saglanmis ve embriyolardan allantoik sivilar toplanmistir. Toplanan sivilarda viriis ve
hemagglutinasyon titrelerine bakilmigtir. Calisma sonunda S. nigra ¢igek dekoksiyonunun

influenza tip Az ve B viriislerinin gelisimini inhibe ettigi gozlenmistir. S. nigra gicek
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dekoksiyonunun tavuk embriyosu fibroblast hiicrelerindeki influenza tip A2 gelisimine

etkisi Sekil 2.5’te gosterilmistir[71].
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Sekil 2.5. S. nigra ¢igek dekoksiyonunun tavuk embriyosu fibroblast hiicrelerindeki
influenza tip A2 gelisimine etkisi

S. nigra yaprak ve ciceklerinden hazirlanan metanol ekstreleri flavonoitlerin yani sira
alkaloit ve kumarin icermektedir. Bu ekstrelerin anti-DENV-2(Dang viriisii) aktivitelerini
incelemek amaciyla 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, dang viriisiiyle enfekte edilen
tavsan ve Afrika yesil maymun bdbrek hiicre hatlar1 kullanilmistir. Ekstrelerle 6n
inkiibasyon, viriislerle 6n inkiibasyon ve ekstre ile viriislerin ayni anda inkiibasyonu olmak
tizere 3 farkli prosediir izlenmistir. Sonu¢ olarak S. nigra yaprak ve ¢icek ekstrelerinin
anti-DENV-2 6zelliklere sahip oldugu raporlanmistir. Cigek ekstresinin DENV-2’ye karsi
koruyuculugu yapraklarinkinden daha fazla bulunmustur. S. nigra c¢icek ve yaprak
ekstreleri Dang hummasi denilen hastaligin tedavisinde umut verici olarak bulunmustur

[72].

S. nigra ¢igeklerinin anti-HIV2 aktivitesinin arastirilmasi igin yapilan ¢alismada, bitkinin
ekstrelerinden; kininik asit, kafeoilkinik asit, 1-kafeoilkinik asit, kumaroilkinik asit,
feruloilkinik  asit,  izoramnetin,  kersetin-3-rutinozit,  kersetin-asetil  glukozit,
kemferolrutinozit, izoramnetinasetilheksozit bilesikleri izole edilmis ve antiretroviral
ilaclarla aktivite kiyaslamasi i¢in molekiiler dockinggaligmast yapilmistir. Ligandlarin
hedef alanla nasil etkilesime girdigini belirlemek i¢in kullanilan bu yontemde en negatif

baglanma afinitesine sahip ligandlar, hedef iizerinde inhibitér aktivite yaratma
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potansiyeline sahip olarak 6ngdriilmiistiir. Izoramnetin, HIV-2 aktivitesini inhibe etme
potansiyeline sahip bir antiretroviral aday molekiil olarak raporlanmistir[73]. S. nigra’nin
flavonoit ve A tipi proantosiyanidin igerigi bitkiye antiviral bir 6zellik kazandirir. Bu
bilesikler viral zar glikoproteinlerine baglanarak HIV viriisiinlin konak hiicreye girisine ve

enfeksiyon olusturmasina engel olurlar[74].

S. nigra cicek ekstrelerinin Hypericum perforatum ve Saponaria officinalisekstreleri ile
kombine halde kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalar sonucunda HSV-1 replikasyonunu
inhibe ettikleri gozlenmistir. Etkiden sorumlu bilesiklerin flavonoitler, triterpensaponinler,

fenolik asitler, tanenler ve polisakkaritler oldugu diistiniilmiistiir[75].

S. nigra meyve ve ¢igek ekstrelerinin ACE2-SARS-CoV2 S-protein RBD’ye baglanmasi in
vitro ortamda konsantrasyon bagimli olarak incelenmistir. S. nigra’ninetanollii ekstresinin
insan koronaviriisii HCoV-NL63’lin replikasyonunu ve baglanmasini inhibe ettigi ortaya
konulmustur. Bitkinin gévde kismindan hazirlanan etanol ekstresindeki fenolik asitler
(klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit) HCoV-NL63’ilin insan solunum yolu
epitelyal hiicrelerindeki replikasyonunu ve baglanmasini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Klorojenik asit ve gallik asit gibi diger fenolik asitler de Onemli antiviral etkiler
gostermistir. Kafeik asitin en Onemli 06zelligi HCoV-NL63'lin ACE-2 reseptdriine
baglanmasini inhibe etmektir. Bu mekanizma 2019 yilinda Cin’de baglayarak pandemiye
dontisen  Covid-19  salgmmnin  sebebi  olan ~ SARS-COV2'nin  replikasyon

mekanizmasidir[76-78].

Antikanser etki

Misir’da yetistirilen S. nigra bitkisine ait ¢icek, yaprak ve saplarinin etanol ekstreleri
hazirlanmis ve fenolik bilesikleri izole edilerek hepataselliiler karsinom (HePG2), insan
akciger adenokarsinomu (A549) ve insan kolon karsinomuna (Caco-2) karsi sitotoksik
aktivitelerine bakilmistir. Insan akciger adenokarsinomu hiicreleri {izerinde 75,09+8,14
ug/mL 1Cso degeri ile ve hepatoseliiler karsinoma hiicreleri iizerinde de41,32+6,01
ug/mLICsg degeri ile sitotoksik etki gostermis ve bu degerler Amerika Ulusal Kanser
Enstitiisii (NCI) tavsiyeleriyle uyumlu bulunmustur. Test edilen 6rneklerin ¢ogu (gicekler,
yapraklar, saplar ve klorojenik asit), kolon karsinomuna karsi anlamli aktiviteler
gostermistir (ICso degerleri sirasiyla 19,144+2,14, 14,11+1,16, 2,30+0,08 ve 10,93+0,80
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pg/mL). Hepatoseliiler karsinom hiicre hatti, en yiliksek duyarlilifi klorojenik asite
goOstermistir, bunu rutin ve yaprak ekstresi takip etmistir (ICso degerleri sirasiyla 3,33+0,11,
8,65+0,24 ve 8,89+0,55 ng/mL). Akciger adenokarsinomu hiicre hatlarida en yiiksek
duyarliligi klorojenik asite gOstermistir, bunu sap ekstresi takip etmistir (ICso degerleri
sirastyla 5,97+0,27 ve 10,78+0,61 pg/mL) ve staurosporin ile karsilastirildiginda (ICso
7,98+0,32 ug/mL) klorojenik asitin giiclii antikanser etkiye sahip oldugu sonucuna
ulagilmistir. S. nigra ekstrelerinin kullanimina bagli olarak tiimor hiicrelerinin 1Cso
degerleri Sekil 2.6°da gosterilmistir. Sitotoksik aktivitelerini agiklamak amaciyla
klorojenik asit ve rutinin insan anti-apoptotik B-hiicreli lenfoma 2 proteini (Bcl-2) ile olasi
baglanma modunu ve etkilesimini bulmak igin molekiiler dockinggaligmalari
yapilmistir.Calismanin sonunda rutin ve klorojenik asitin de Bcl-2 baglanma bolgesindeki
anahtar aminoasitlerle etkilesime girebilme yetenegi, tetrahidroizokinolin fenil pirazol
inhibitorii olan J1Q'ya kiyasla yerlestirme Oriintiisii ve yerlestirme skoru ile gosterildigi

gibi sitotoksik aktivitesini mantikli kilmistir[79].
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Sekil 2.6. S. nigra cicek, yaprak ve sap etanol ekstrelerinin, klorojenik asit ve
rutininHePG2, A549 ve Caco2 hiicre hatlar1 tizerindeki IC50 degerlerinin
Staurosporin ile karsilastirilmasi

FitoOstrojenik etki

S. nigra ¢iceklerinin %100 etanolle  hazirlanan  etanollii  ekstreleri  ve
enterolakton/enterodioliin trofoblast tiimor hiicre hatlart JEG-3 ve BeWo ile MCF7 meme
kanseri hiicrelerinin hormon {iretimi ve proliferasyonu iizerinde etkilerini arastiran 2016
yilindaki ~ bir ¢alismada; belirtilen  hiicreler ~ ekstrenin 5, 50 ve 100
pg/mLkonsantrasyonlariyla inkiibe edildikten sonra ostradiol tiretiminin hiicrelerdeki
durumu incelenmistir. Tm hiicrele kiiltiirlerinde etanollii gigek ekstresinin konsantrasyona
bagli olarak Ostradiol iiretiminin inhibe edildigi bildirilmistir. Etanollii ¢igek ekstresi, JEG-

3 hiicre hatlarinda 6strojen reseptorii o’nin (ERa) sayisint arttiriken; MCF7 hiicrelerinde
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onemli bir ERa azalmasi ve Progesteron Reseptorii(PR) artisi gozlenmistir. Kontrol
maddeleri enterolakton ve enterodiol ise MCF7 hiicrelerinde hem ERa sayilarini azaltmig
hem de PR ekspresyonunu inhibe etmistir. Ek olarak, Ostradiol iiretimi BeWo ve MCF7
hiicrelerinde konsantrasyona bagli bir sekilde artmuistir. S. nigra ¢igek ekstresinin ERa
ekspresyonu lizerindeki inhibe edici etki ve MFC-7 hiicrelerinde PR ekspresyonu arttirmasi

umut verici sonuglar olarak rapor edilmistir[80].

Immunomodiilator etki

S. nigra ciceklerinden hazirlanan sulu, metanollii ekstrelerin ve metanollii ekstrelerden
stvi-sivi fraksiyonlama islemi ile elde edilen fraksiyonlarin (n-hekzan, kloroform, n-
butanol ve kalan su fraksiyonlar1) interlokin-1a(IL-1a), interlokin-1B(IL-1B) ve Tumor
nekroz faktor-a (TNF-a) iizerindeki etkileri incelenmistir. Metanol ekstresi ve hekzan
fraksiyonu IL-1a ve IL-1B’ya kars1 zayif inhibitor etki gosterirken, kloroform fraksiyonu

TNF-a iizerinde giiclii inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir[81].

S. nigra gigeklerinden etanol ve 50°C ve 100°C'lik su ile elde edilen ekstrelerden
BioGelP6DG dolgu maddesi kullanilarak jel filtrasyonu ile yiiksek molekiil agirlikli
fraksiyonlar elde edilmistir. Bu fraksiyonlarin fare makrofajinda NO {iretimini indiikkleme

yeteneklerinin gii¢lii oldugu ortaya ¢ikmistir[82].

S. nigra gigeklerinden %50 etanol, 50°C ve 100°C sicakliktaki su kullanilarak elde edilen
ekstrelerde bulunan polisakkaritlerin gii¢lii kompleman fiksasyon ve makrofaj uyarici
aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir. Baglanti analizi, polisakkaritlerin karmasik
oldugu, muhtemelen arabinan, arabinogalaktan ve ramnogalakturonan-Il yan zincirlerine

sahip bir ramnogalakturonan omurgasina sahip oldugu hipotezini ortaya koymustur[83].

2.4.2. In vivo cahsmalar

Diiiretik etki

Fransa’dan bir firmadan temin edilen S. nigra ¢i¢eklerinden kaynamis su ile maserasyon
teknigi kullanilarak hazirlanan sulu ekstrenin ditiretik etkisi siganlar {izerinde test
edilmistir. Kontrol grubuna hipotonik tuzlu su ¢ozeltisi, pozitif kontrol grubuna

hidroklorotiyazid (10 mg/kg) ve ekstre grubuna g¢icek sulu ekstresi 50 mg/kg
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intraperitonalolarak uygulanmistir. Uygulamadan hemen sonra, her hayvan metabolik
kutusuna yerlestirildi; idrar dereceli siselere toplandi ve hacim, elektrolitler (Na* ve K*) ve
pH, 8 saat boyunca her saat ve 24 saatte bir 6l¢iildii. Ekstrenin kontrol grubuna gore, 2-24
saat arasinda Onemli bir dilireze neden oldugu goriilmistiir. Ekstre natritiretik etki

gostermistir [56].

Antienflamatuvar etki

Sicanlarda karragen nedenli penge 6demi, akut lokal enflamasyonu incelemek i¢in yaygin
olarak kullanilan modellerden biridir. Mota ve digerleri S. nigra’nin taze ¢igeklerinden
metanol, etanol, aseton, aseton:su (8:2) ve etanol:propilen glikol (7:3) solvan ve solvan
karisimlar1 ile hazirladiklar1 ekstrelerin antienflamatuvar etkilerini oral (50 mg/kg) ve
topikal (200 pL Carbopol 940® jelinde 1,5 mg ekstre/mL) yolla uygulayarak
degerlendirmislerdir. S. nigra cicekekstreleri, oral ve topikal uygulama i¢in pozitif kontrol
(diklofenak) ile karsilastirildiginda daha zayif bir antienflamatuvar etkiye neden olmustur
[70]. Bir baska calismada, yine bitkinin ¢igeklerinden hazirlanan etanollii ekstrenin
karagen nedenli penge 0deminde indometazinle (%45) karsilastirildiginda orta diizeyde

antienflamatuvar etki gosterdigi (sadece %27) bildirilmistir[84].

S. nigra gigek tentiirlerinin nétrofil gogii lizerindeki in vivo etkileri, flojistik ajan olarak
karragen kullanilarak hava kesesi modelinde degerlendirilmistir. Tentiirler 300 ve 600
mg/kg dozlarda pozitif kontrol olarak kullanilan indometazine benzer sekilde, ekstidadaki
16kosit sayisin1 kontrol grubuna kiyasla azaltmistir. Diferansiyel hiicre analizi, tentiiriin
hem de indometazinin esas olarak noétrofilleri etkiledigini gostermistir. Ayricatentiir 600
mg/kg dozda karragen enjekte edilen farelere kiyasla TNF-a, IL-1f velL-6 seviyelerini de
azaltmistir. iIndometazinle tedavi edilen hayvanlarda, tentiirle tedavi edilen gruplara benzer

veriler elde edilmis, ancak TNF-a ve IL-6 diizeylerinde azalma olmamistir[64].

Antidepresan etki

Iran’dan toplanan S. nigra’min ¢igek, yaprak ve meyvelerinden hazirlanan
metanolliiektrelerinin antidepresan etkisi, erkek Swiss-albino farelerinde zorunlu yiizme
testi ve kuyruk siispansiyon testleri ile degerlendirilmistir. Ekstreler 200, 400, 800 ve 1200

mg/kg dozlarda denenmistir. Pozitif kontrol grubuna imipiramin 10 mg/kg dozda
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uygulanmistir. Ekstreler her iki deney modelinde de ¢ok iyi antidepresan aktivite
gostermistir. Hem zorunlu ylizme testinde hem kuyruk siispansiyon testinde hareketsizlik
stiresini 6nemli Ol¢iide kisaltmislar ve doz bagimli aktivite sergilemislerdir. Test edilen
tim dozlarda ekstreler kontrol grubuna kiyasla 6nemli aktivite gostermistir (p<0,001).1200
mg/kg dozda yaprak ekstresi zorunlu yiizme testindeimipraminle ayni aktiviteyi
gosterirken meyve ekstresininimipramin'den ¢ok daha iyi aktivite gosterdigi tespit
edilmistir[51].

2.4.3. Klinik ¢calismalar

Antiviral etki

Enfekte olmus, en az ti¢ grip semptomu (38 °C'den yiiksek ates, miyalji, burun akintis1 ve
okstiriik dahil) bulunan 40 hasta (5-50 yas) ¢ift kor klinik ¢alismaya dahil edilmistir.
Standardize edilmis S. nigra ¢igek tentiirleri (%25etanollii) ile grip siiresinin plasebo
gruplar ile karsilastirilarak etkinligi degerlendirilmistir. Hastalara 3 giin boyunca tentiirii
iceren suruplardan 2-4 tath kasig1 veya plasebo kullanmalar1 6nerilmistir. Iki grup hastanin
bas agrisi, ates, rinit, farenjit, halsizlik, oksiirliik, yorgunluk ve miyalji gibi klinik
semptomlart 6 glin boyunca kaydedilmis ve nihayetinde iyilesme veya tam iyilesme hissi
not edilmistir. Iki grup hastada, influenza A ve B, Respiratuar Sinsityal Viriis(RSV) ve
adenoviriislere kars1 antikor varligi degerlendirilmistir. Deneysel degerlendirmelerin
sonuglar,, S. nigra ¢icektentiiriniin doz bagimli olarak influenza virislerinin

replikasyonunu inhibe ettigini gostermistir [85].

2.5. Sambucus nigra’mm Yan Etkileri

Yan etki bildirilmemistir[41].

2.6. Sambucus nigra’nin Kullanilmamasi Gereken Durumlar

Bilinen bir kontrendikasyonu yoktur[41].

2.7. Tlag Etkilesimleri ve Diger Etkilesimler

Bilinen bir ilag etkilesimi yoktur[41].



2.8. Toksisite

Bilinen bir toksisitesi yoktur[41].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

2023 yili Mart ayinda aktarlardan ve internet sitelerinden karamiirver ¢icegi olarak satisi
yapilan S. nigra kuru ¢i¢ek c¢ay formlari farmakope analizleri yapilmasi ig¢in temin
edilmistir. Toplamda 10 adet kuru ¢i¢ek ¢cay numunesi tizerinde ¢alisma yapilmistir. Cay
numunelerinden 1 tanesi Konya yoresinde organik tarimla {iretim yapan bir tesisten
almmistir. Numunelere numara verilirken organik tarimla iiretilen miirver ¢icek cay
numunesine ‘1’ numara verilmig; diger numuneler sirasiyla 10’a  kadar
numaralandirtlmistir. Numaralandirilmig ornekler ve temin edildigi yerler detayli bir

sekilde Cizelge3.1.’degdsterilmistir.

Cizelge 3.1.S. nigra ¢icek numunelerinin numaralandirilmasi

Numune Alindig1 yer Numune Alindig1 yer
Numarasi Numarast

1 Organik tarim yapan markanin 6 Internetten alman paketli 6rnek
paketli rnegi

2 Sakarya ili aktarinda agikta 7 Internetten alman paketli 6rnek
satilan 6rnek

3 Sakarya ili aktarinda agikta 8 Internetten alman paketli 6rnek
satilan 6rnek

4 Sakarya ili aktarinda paketli 9 Internetten alman paketli 6rnek
satilan 6rnek

5 Internetten alman paketli drnek 10 Internetten alman paketli rnek

Cizelge 3.1.de goriildiigl gibi numaralandirilmasi yapilan numuneler farmakope analizleri
icin Oncelikle makroskobik olarak incelemeye alinarak renk, koku ve genel goriiniis
agisindan muayene edilmistir. Makroskobik incelemeler sirasinda numuneler Resim3.1.

deki gibi fotograflandiriimustir.
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Resim 3.1. S. nigra kuru ¢igek numunelerinin makroskobik goriintiisii

3.2.Yontem

3.2.1. Sambuciflos’un Avrupa Farmakopesi 10.0’a gore analizi

ELDER FLOWER

Sambuciflos
TANIM
Kurutulmus Sambucusnigra L. ¢igekleri.

Icerik: Minimum %0.80 flavonoit, izokersitrozit (C21H20012; Molekiil agirligi 464.4)
izerinden ifade edilir (kurutulmus bitki).

TESHIS

A. Cigek, yaklagik 5 mm ¢apinda olup, lens altinda goriilebilen 3 kiiciik brakteye sahiptir
ve bir sap1 olabilir. 5 disli kaliks kiigliktiir; korolla agik sar1 renkte olup, tabanlarinda bir
tip halinde birlesmis 5 genisce oval petal igerir. 5 sar1 stamenin filamentleri petallerle
alternan dizilislidir. Korolla genellikle izole veya tabaninda stamenlere birlesmis olarak

bulunur. Ovaryum alt durumludur ve 3 yuvarlak stigmasi olan kisa bir stilus tasir.
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B. Mikroskobik inceleme: Toz yesilimsi-sar1 renktedir. Mikroskop altinda kloral hidrat
cozeltisi kullanarak incelenir. Toz asagidaki teshis ozelliklerini gosterir (Resim 3.2.): 30
um ¢apinda yuvarlak, bazen elipsoidal polen tanesi, li¢ embriyonik gézenek ve cok ince
cukurlu ekzin tabakasi (G); sepallerin alt epidermis hiicreleri genellikle yag damlaciklar
icerir ve ¢izgili bir kutikula ile kaplidir (A); sepallerdenadir goriilen tek hiicreli konik ortii
tiyli (E); birgok kiigiik ugucu yag damlacigr igeren korolla pargalart (H); sepallerin (B)
veya petallerin (F) iist epidermis pargalari, yiizeysel goriintimde, hafifge ve diizensizce
kalinlagmis duvarlar (Ba, Fa), anomositik stomalar (Bb, Fb) ve ¢izgili bir kutikula; petal ve
sepallerin mezofil hiicreleri i¢inde birgok mikrosfenoid kalsiyum oksalat kristali igeren
idioblastlar (Bc); ve anter pargalarmin dis tabakalari ([C] enine kesit, [D] ylizeysel
goriiniim) (Ca) ve lifli tabaka hiicreleri (Cb, Cc, D).

Resim 3.2. Toz Sambuciflos’un mikroskop goriintiisii [86]
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C. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Test ¢ozeltisi: 0,5 g toz halindeki bitkisel droga 5 mL metanol eklenir ve 10 dk siireyle

ultrasonik banyoda bekletilir. Siire sonunda 5 dk santrifiij edilir.

Referans ¢ozeltisi: 1 mg kafeik asit R, 1 mg klorojenik asit, 2,5 mg hiperozit ve 2,5 mg

Rutozit trihidrat 10 mLmetanol i¢inde ¢oziiliir.

Plak: Silika jel plak R (2-10 pm).

Mobil faz: Anhidrit formik asit:su:metil etil keton:etil asetat (10:10:30:50 h/h/h/h).
Uygulama: 8 mm bantlar halinde 4 pL.

Stirtiklenme: 6 cm

Kurutma: Havada kurutma.

Revelator:Plagt 100 °C'de 5 dk sitin ve etilasetat R iginde 1 g/L konsantrasyonda
hazirlanmig difenilborik asitaminoetil esterR ¢ozeltisini, ardindan metilen kloriir R i¢inde 5
g/L konsantrasyonda hazirlanmis makrogol 400 R ¢ozeltisini piiskiirtiiphavada 30 dk

kurutmaya birakin. Giin 1g181inda ve 365 nm ultraviyole 1s181nda inceleyin.

Revele edilen plakta referans ve test ¢ozeltilerinin giin 15181indaki ve UV 365 nm’deki

kromatogramlarina ait goriintiiler Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.’de verilmistir.

Plagin tepe noktasi

Rutozit: Koyu sar1 renkte zon Koyu sar1 renkte zon

Referans c¢ozeltisi Test cozeltisi

Sekil 3.1. Referans ve test ¢ozeltilerinin giin 1s181ndaki kromatogrami
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Plagin tepe noktasi
Kafeik asit: Mavi renk fluoresanszonu

Yogun bir acik mavi renk fluoresans zonu
Iki tane acik mavi renk fluoresanszonu
Turuncu renk fluoresans zonu

Hiperozit: Turuncu renk fluoresans zonu
Klorojenik asit: A¢ik mavi renkfluoresans zonu | Yogun bir agik mavi renk fluoresans zonu

Rutozit: Turuncu renk fluoresans zonu Turuncu renk fluoresans zonu

Referans cozeltisi Test cozeltisi

Sekil 3.2. Referans ve test ¢ozeltilerinin UV 365 nm’deki kromatogrami
Deneyler

Yabancit Madde: 10 g toz materyal lizerinden yapilan ¢aligmada, kaba sap parcalar1 ve
diger yabanci maddeler maksimum %8 ve rengi degismis, kahverengi cigekler maksimum

%15’1 gegmemelidir.

Kurutma Kaybi (2.2.32): Maksimum %10,0, 1.000 g toz drog kullanilarak 105 °C'de 2 saat

kurutma ile belirlenir.

Toplam Kiil (2.4.16): Maksimum %10,0.

3.3. Avrupa Farmakopesi 10.0’a Gore Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1.Mikroskobik analiz

Temin edilen 10 adet kuru ¢igek numunesi toz haline getirilerek Kloralhidratbelirteci(t®) ve
Sartur belirteci (t°)ile mikroskop altinda incelemeye alinmistir. Avrupa Farmakopesi 10.0
Sambuciflos monografinda mikroskobik analizlerde bulunmasi1 gereken doku elementleri

arastirtlmistir. Avrupa Farmakopesi 10.0’a gore S. nigra ¢igeklerinde;
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= Polen

* Yag damlaciklari
= Stoma

= Billur kristalleri
= Endotesyum ve

= Konik ortii tiiyii olmast gereken doku elementleridir [86].

3.3.2. Yabanci madde tayini

Her numune 10 g olacak sekilde tartilmis ve makroskobik olarak incelenmistir.
Numunelerde gozlenen kaba pedikiil pargalari, kahverengi cicekler ve diger yabanci
maddeler ayrilarak tartilmistir. Yabanci maddelerin agirligi ile toplam agirligin orani yiizde
(a/a) cinsinden hesaplanmis ve her numune i¢in 3 kere tekrar edilmistir. Sonuglar 3 tekrarin
ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanarak olusturulmustur. Avrupa Farmakopesi 10.0’a
gore; kaba pedikiil ve yabanct madde orant maksimum %8, rengi bozuk ve kahverengi

cicek oran1t maksimum %15 olmalidir [86].

3.3.3. Kurutmada kayip

Sabit agirliga getirilmis cam kapakli kurutma kaplarma toz edilmis tim numuneler 1 g
olacak sekilde tartilip, 2 saat boyunca 105°C’lik etiivde bekletilmistir. Stire sonunda
desikatore alinarak sogutma iglemi gerceklestirilmis ve tartilmistir. Meydana gelen agirlik
farkindan hareketle kurutmada kayip miktar yiizde a/a cinsinden hesaplanmistir. Bu deney
her numune i¢in 3 kere tekrar edilmis, sonuclar 3 tekrarin ortalamasi ve standart sapmasi
hesaplanarak verilmistir. Avrupa Farmakopesi 10.0’a gore; kurutmada kayip orant %10
olmalidir [86]. Islemler sirasinda; kaplara yerlestirilen ¢ay numuneleri ve desikatdre ait

gorseller Resim3.3’te gosterilmistir.
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Resim 3.3. Vezinlere yerlestirilen miirver kuru ¢igek numuneleri(A) ve sogutma islemi i¢in
kullanilan desikator(B)

3.3.4. Total kiil miktar tayini

Kuru toz droglardan 1 g tartilarak, sabit tartima getirilen krozelere yerlestirilmistir. 2 saat
boyunca 600 °C deki kiil firinlarinda yakma-kiil etme islemleri yapilmistir. Siire sonunda
desikatore alinmig, sogutulmus ve sabit agirhga geldiklerinde tartilmistir. Sonucunda
meydana gelen agirlik kaybindan hareketle total kiil miktar1 yiizde agirhik/agirlik (a/a)
cinsinden hesaplanmistir. Bu deney her numune i¢in 3 kere tekrar edilmis, sonuglar 3
tekrarin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanarak yapilmigtir. Bu miktarmaksimum
%10 a/a olmalidir[86].

Islemler sirasinda kullanilan kiil firin1 ve kiil haline gelmis ¢ay numunelerinin gorselleri

Resim 3.4.’te gosterilmistir.
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Resim 3.4. Kiil firmi(A) ve kiil edilmis miirver kuru ¢igek numuneleri(B)

3.35.0iTK

Standart referans ¢ozelti hazirlamak ic¢in saf maddelerden fenolik asit tiirevi olan
klorojenik asit ve kafeik asitten 1 mg; flavonoit tiirevi olan rutin ve hiperozitten 2,5 mg
almarak 10 mL metanolde ¢ozlilmiistiir. Test¢ozeltisini hazirlamak icin her bir c¢ay
numunesinden 0,5 g tartilarak 5 mL metanol ilavesi ile 10 dk sonikatére alinmistir. 15 dk
santrifiij edilerek {istte kalan siv1 kisimlar alinarak ITK icin kullanilmistir. Klorojenik asit,
kafeik asit, rutin, hiperozit vetim numune ¢ozeltilerinden 4 pL alinarak sabit faz olan
silika jel plak(TLC Silica gel 60 Fzss, Aluminiumsheets, Merck, Almanya) iizerine
8mm’lik bantlar seklinde tatbik edilmistir. Mobil faz olarak Etil asetat: Glasiyel asetik asit:
Formik asit:Su (100:11:11:26)solvan sistemi kullanilmigtir. Siiriiklenme mesafesi 8 ¢cm
olarak ayarlanmistir. Siiriiklenme islemi sonunda olusan lekeler Naturstoff reaktifi ile
revele edilmistir. Tlk olarak %]1°lik difenilboriloksietilamin metanol ¢ozeltisiyle muamele
edildikten sonra 100°C’de 5 dk 1sitilmis sonrasinda %35°lik Polietilenglikol 4000 (PEG
4000) etanol ¢ozeltisi plskiirtiiliip UVses Ve UV2ss nm’de incelenmistir[86].

Test ve referans ¢ozeltilerinin tatbik edilmesinden sonra silika jel plagintank igerisine

yerlestirilmeden dnceUV3gsnm altindaki goriintiisiiResim 3.5°te gosterilmistir.
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Resim 3.5. Test ve referans ¢ozeltilerinin tatbik edilmesinden sonra silika jel plagin tank
icerisine yerlestirilmeden 6nce UV3s6 nm altindaki goriintiisii

Tatbiki yapilan test ve referans ¢ozeltilerinin ilerlemesini saglayacak olan mobil faz ve

tank sistemi Resim 3.6°da gosterilmistir

Resim 3.6. Tank ve silika jel plak

3.3.6.YPSK

Ekstraksiyon

YPSK analizi i¢cin numunelerden ekstreler hazirlanmistir. Her bir numune yaklasik 5 g
tartilmis, lizerine 100 mL %80 metanol ilave edilmis ve 16 saat boyunca oda 1sisinda
ekstraksiyon igin bekletilmistir. Bekleme isleminin ardindan ekstreler siiziilerek iizerine

%80 metanol ilave edilerek ayni islem 3 kez tekrarlanmustir. 3 tekrar sonunda elde edilen
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stiziintiiler birlestirilerek rotavaporda algak basing altinda 40°C’de kuruluga kadar

yogunlastirllmistir[86]. Metanol ekstresinin  siiziilmesi Resim3.7°de, rotavaporda

yogunlastirma islemi ise Resim3.8’de gosterilmistir.

Resim 3.7. Hazirlanan metanol ekstrelerini stizme islemi

Resim 3.8. Rotavaporda yogunlastirma iglemleri

Rotavaporda kurutularak yogunlastirilan ekstrelere ait verim hesabi1 % a/a cinsinden

hesaplanmistir ve bu sonuglar Cizelge3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Hazirlanan ekstrelerin verimleri (% a/a)

Numune Kodu Verim
1 20,3013
14,8310
15,1081
26,0383
8,5461
5,6860
9,2275
20,4111
16,6574
24,1442

OO (N0 WiN

=
o

YPSK ile kalitatif ve kantitatif analiz

Ekstrelerde hiperozit, rutin, kafeik asit, klorojenik asit maddelerinin kalitatif ve kantitatif
analizleri yapilmistir. Bu analiz i¢in, HP Agilent 1260 serisi LC Sistemi ve ACE 5 C18 (5
um, 150 mm x 4,6 mm) kolonu kullanilmistir. Cihazda HP Agilent 1260 series 4
(quaternarypump) LC pompa ve HP Agilent 1260 seriesAutosampler enjeksiyon {initesi
bulunmaktadir. Analiz boyunca kolon sicakligi 25°C’ de sabitlenmistir. Gradiyent akis
sistemi olarak, %5 solvan A (asetonitril: su: formik asit, 50:50:0,5) ve %95 solvan B (su:
formik asit, 100:0,5) igeren mobil faz kullanilmistir. 58 dk boyunca solvan sistemlerinin
bilesimi degismis, solvan A %100, Solvan B %0 olacak sekilde ayarlanmistir. Enjeksiyon
hacmi 20 pL’dir. Analizler DiodeArray (DAD) detektori kullanilarak 260, 280, 320 ve 350
nm olmak iizere 4 farkli dalga boyunda gergeklestirilmistir[86]. Mobil faz bilesimi ve

uygulanan gradiyent Cizelge3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Gradient sistemde kullanilan mobil fazin zamana goére bilesimindeki
degisimler ve akis hizlar

Zaman (dk) %A %B Akis hizi (mL/dk)
0,00 95,00 5,00 0,80
15,00 85,00 15,00 0,80
15,01 85,00 15,00 0,60
17,00 85,00 15,00 0,60
17,01 85,00 15,00 0,80
22,00 80,00 20,00 0,80
32,00 70,00 30,00 0,80
50,00 0,00 100,00 0,80
50,00 0,00 100,00 1,00
53,00 0,00 100,00 1,00
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Numunelerden hazirlanan ekstreler 10mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde %25°lik
asetonitril ¢ozeltisi ile hazirlanip 0,22 um’lik membran filtrelerden siiziilmiistiir. Kafeik
asit, klorojenik asit, hiperozit ve rutin’in konsantrasyonlar1 1, 5, 10, 20, 50 ve 100 ppm
olacak sekilde metanol kullanilarak hazirlanmistir. Standart maddeler de yukarida belirtilen
yontem ile uygulanmistir. Y degeri pik alani, x degeri konsantrasyon olacak sekilde bir
kalibrasyon (Y=mx+n) egrisi olusturulmustur. Numunelerde tespit edilen saf maddelerin
pik alant y degeri yerine koyularak x degeri yani konsantrasyon hesaplanmistir. Bu
cozeltilerin miktar tayinleri eksternal standart yontemi ile yapilmistir. Numuneler ve saf
maddeler ti¢ tekrar olacak sekilde calisilmigtir [86]. Miktar tayininin yani sira Teshis siniri-
Tayin edilebilen en diisiik limit (Limit of detection-LOD) ve Tayin siiri-Hesaplanabilen
en diisiik limit (Limit of quantiation-LOQ) degerleri de hesaplanmistir. Bu degerler
hesaplanirken saf maddelerin 1 ppm’lik konsantrasyonlar1 6 tekrar olacak sekilde sisteme
eklenmistir. LOD i¢in bu konsantrasyonlarin pik alanlarinin standart sapmalari

hesaplanmistir ve asagidaki formiil kullanilmistir:

LOD = Standart sapma x 3,3 / Konsantrasyon (3.1)

LOQ i¢in de 1 ppm konsantrasyonlarin standart sapmalar1 hesaplanmis ve asagidaki formiil

kullanilmistir:

LOQ = Standart sapma x10 / Konsantrasyon (3.2
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4. BULGULAR

4.1. Mikroskobik Analiz

Kloralhidrat ve Sartur belirtegleri kullanilarak elde edilen mikroskop goriintiileri Resim
4.1-4.10 arasinda verilmistir. Ayrica Avrupa Farmakopesil0.0°da belirtilen disinda farkli
doku 6rnekleriyle de karsilasilmistir. Farkli doku 6rnekleri Resim 4.11.de gosterilmistir.

Resim 4.1. Numune 1’e ait mikroskop gorintiileri (A: Konik ortii tiiyli, B: Stoma, C:
Kristaller, D: Polen, E: Yag damlaciklari, F: Endotesyum)
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Resim 4.2. Numune 2‘c¢ ait mikroskop gorintiileri(A:Konik ortii tiiyli, B: Stoma,
C:Endotesyum, D:Kristaller, E: Polen)

Resim 4.3. Numune 3’¢ ait mikroskop goriintiileri(A:Stoma, B:Endostesyum, C:Polen,
D:Kristaller, E: Yag damlaciklari)
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Resim 4.4. Numune 4’e ait mikroskop goriintiileri(A:Endotesyum, B: Stoma, C:Polen,
D:Kiristaller, E: Yag damlaciklari)

Resim 4.5. Numune 5’¢ ait mikroskop goriintiileri(A:Konik ortii tiiyii, B: Stoma, C: Polen,
D:Endotesyum, E:Kristaller, F: Yag damlaciklar)
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Resim 4.6. Numune 6’ya ait mikroskop goriintiileri(A:Konik ortii tiiyii ve polenler, B:
Stoma ve yag damlaciklari, C:Endotesyum, D:Stoma, E:Kristaller)

Resim 4.7. Numune 7’ye ait mikroskop goriintiileri(A:Kristaller, B:Polen, C:Stoma ve yag
damlaciklari, D:Endotesyum)
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Resim 4.8. Numune 8’e¢ ait mikroskop goriintilleri(A:Konik ortii tiiyii, B:Polen,
C:Endotesyum, D:Stoma, E:Kristaller, F: Yag damlaciklari)

e

Resim 4.9. Numune 9’a ait mikroskop goriintiileri(A:Kristaller, B:Yag damlaciklart,
C:Stoma, D:Endotesyum, E:Polen)
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Resim 4.10. Numune 10’a ait mikroskop goriintiileri(A:Konik ortii tiyii, B:Yag
damlaciklari, C:Stoma, D:Endotesyum, E:Polen)



Num. 3 ¢ok hiicreli ortii tiiyii

Num. 4 bilinmeyen element

Num. 7 farkli polen yapisi

Num. 9 samdan ortii tily

Resim 4.11. Mikroskobik ¢alismada karsilasilan farkli doku elementleri

4.2. Yabanci1 Madde Tayini

S. nigra ¢icek numunelerinin Avrupa Farmakopesi 10.0’°a gore yapilan yabanci madde

tayini ¢alismasinda analizler 3 kez tekrar edilmis olup tekrarlarin ortalamalar1 ve standart

sapmalar1 hesaplanarak Cizelge 4.1. hazirlanmustir.
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Cizelge 4.1. S. nigra ¢igek numunelerinde yapilan yabanci madde tayin sonuglari

Numune Kodu Yabancit Madde Tayini (%a/a £+ SS)
Kahverengi cicek Kaba pedikiil parcalari
1 0,69 +0,15 14,24 + 0,25
2 5,42 +0,21 29,58 £0,16
3 2,56 +0,18 14,83 +£0,15
4 6,69 + 0,09 9,14+0,10
5 0,33+ 0,03 18,06+ 1,77
6 0,17+ 0,07 5,90+ 1,58
7 0,22+ 0,05 17,76+ 0,22
8 0,45+ 0,00 3,03+ 0,31
9 58,40+ 2,30 2,09+ 0,98
10 34,24+ 0,83 1,00+ 0,02

SS:Standart sapma

4.3. Kurutmada Kayip

S. nigra kuru ¢igek numunelerinin Avrupa Farmakopesi 10.0’a goreyapilankurutmada
kayip analizleri 3 kez tekrarlanmigtir. Tekrarlarin ortalamalar1 ve standart sapmalari

hesaplanarak Cizelge 4.2. olusturulmustur.

Cizelge 4.2. S. nigra ¢igek numunelerinde yapilan kurutmada kay1p analizsonuglari

Numune Kodu Kurutmada Kay1p (%a/a + SS)
8,38 £ 0,05
6,90+ 0,07
8,98 +£0,03
9,10 £ 0,03
7,92+ 1,48
6,68+ 1,39
7,07+ 2,10
6,64+ 2,10
7,09+ 1,32

10 6,14+ 0,36
SS: Standart Sapma

-

QOO |NO|OIRIW|IN

4.4. Total Kiil Miktar Tayini

S. nigra kuru ¢igek numunelerinin Avrupa Farmakopesi 10.0’a gore yapilan total kiil
miktar tayini analizleri 3 kez tekrar edilmis olup tekrarlarin ortalamalar1 ve standart

sapmalar1 hesaplanarak Cizelge 4.3. olusturulmustur.
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Cizelge 4.3. S. nigra ¢igek numunelerinde yapilan total kiil miktar tayini analiz sonuglari

Numune Kodu Total Kiil Miktar Tayini (%a/a + SS)

1 9,25+0,02

7,44 £ 0,04

6,96 £ 0,01

7,75+ 0,02

8,71+ 0,59

8,61+ 0,42

8,69 + 0,31

8,11+ 0,20

OO |NoO|OIh|W|N

8,51+ 0,38

[uny
o

9,00+ 0,48

SS: Standart Sapma

4.5. ITK Bulgular

Klorojenik asit, kafeik asit, rutin, hiperozit ve numune ¢6zeltilerinin silika jel plaga tatbik
edilmesi sonrasi tankta hazirlanan solvan sistemi i¢inde siiriiklenme isleminin
tamamlanmasi1 sonrasinda plak havada kurutulmustur. Daha sonra Naturstoff reaktifi
puskiirtillerek revele edilmis; elde edilen kromatogram UVzes ve UV2ssa nm dalga
boylarinda incelenmistir. Silika jel plak iizerinde siiriiklenmeleri saglanan saf maddelere ait
Rf degerleri sirasiyla;

Klorojenik asit Rf: 0,47

Kafeik Asit Rf: 0,97

Rutin Rf: 0,41

HiperozitRf: 0,62 olarak hesaplanmistir.

Naturstoff reaktifi ile revele edildikten sonraki UV3ss nm’deki kromatogram Resim4.12’de

sunulmustur.
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asit asit

Resim 4.12. Naturstoff reaktifi ile revele edilmis kromatogramin UV3gsnm’deki goriintiisii

4.6. YPSK Bulgulari

Klorojenik asit, kafeik asit, rutin ve hiperozitin 1, 5, 10, 20, 50 ve 100 ppm
konsantrasyonlardaki diliisyonlart metanolde hazirlanmigtir. Y degeri pik alani, x degeri
konsantrasyon olacak sckilde bir kalibrasyon (Y=mx+n) egrisi olusturulmustur.
Numunelerde tespit edilen saf maddelerin pik alan1 y degeri yerine koyularak x degeri yani

konsantrasyon hesaplanmaistir.

4.6.1. Klorojenik asit

Klorojenik asite aitkromotogram, DAD spektrumu ve kalibrasyon grafigisirasiyla Sekil
4.1, 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.

DADI C, 5ig=320,4 Ref=aff (DIDEMDELIO 23 20230707 1854 70

‘m)’ PR N TP S

T
10 20 0 40 50 min

Sekil 4.1. Klorojenik asite ait kromatogram
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Sekil 4.2. Klorojenik asit DAD spektrumu
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Sekil 4.3. Klorojenik asite ait kalibrasyon egrisi ve R? degeri

4.6.2. Kafeik asit

Kafeikasiteait kromatogram, DAD spektrumu ve kalibrasyon grafigisirasiylaSekil 4.4, 4.5

ve 4.6°da gosterilmistir.

DAD1 B, 5ig=280.4 Ref=off (DIDEMDELIO! 320230707 1854 23.0)
ml
ot
0=
250-
200-|
180~
100-|
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Sekil 4.4. Kafeik asite ait kromatogram
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Sekil 4.5. Kafeik asit DAD spektrumu
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y =126,21x - 351,84
R*=0,9979

Sekil 4.6. Kafeik asite ait kalibrasyon egrisi ve R? degeri

4.6.3.Rutin

Rutine ait kromatogram, DAD spektrumu ve kalibrasyon grafigisirasiyla Sekil 4.7, 4.8 ve

4.9’da gosterilmistir.

DAD1 B, Sig=280,4 Ref=off (DIDEMDELIO! 1320230707 16-54 i 23.0)

300-|
200-|

100-|

T T
10 0 0 £ 50 min

Sekil 4.7. Rutine ait kromatogram
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Sekil 4.8. Rutin DAD spektrumu
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Sekil 4.9. Rutine ait kalibrasyon egrisi ve R? degeri

4.6.4. Hiperozit
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Hiperozite ait kromatogram, DAD spektrumu ve kalibrasyon grafigisirasiyla Sekil 4.10,

4.11 ve 4.12°de gosterilmistir.

DAD1 A, 5ig=260,4 Ref=off (DIDEMDELID! 0230707 1854 £07T0723.0)

1200-|
1000
800-|

600

400-|
200-|
1l L . . M . L TR .
+ T R T
in

Sekil 4.10. Hiperoziteait kromatogram
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Sekil 4.11. Hiperozit DAD spektrumu
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Sekil 4.12. Hiperozit’e ait kalibrasyon egrisi ve R? degeri

Numunelerden hazirlanan ekstrelerin YPSK ile igerdikleri klorojenik asit, kafeik asit, rutin

ve hiperozit miktarlar1 Cizelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4. S. nigra gicek ekstrelerinde YPSK ile tespit edilen flavonoit ve fenolik asit

miktarlari
Numune Kodu Klorojenik asit* Kafeik asit* Rutin* Hiperozit*

1 10,230 + 0,130 - 2,240 £+ 0,060 1,240 £ 0,030
2 4,960 + 0,070 - 1,510 £ 0,020 0,110 £ 0,005
3 3,530+ 0,020 0,075 +0,001 - -

4 4,200+ 0,020 - 0,720 £+ 0,09 0,097 £ 0,004
5 7,900+ 0,040 0,094 + 0,002 2,650 £ 0,020 0,118+ 0,003
6 9,520+ 0,120 - 2,190 + 0,040 0,120 £ 0,004
7 6,590+ 0,030 0,074 £ 0,001 1,610+ 0,010 0,133 + 0,006
8 8,680+ 0,050 - 1,840 + 0,030 -

9 5,200 £ 0,020 0,074 + 0,002 2,410+ 0,030 0,122 £ 0,004
10 4,270+ 0,080 - 7,730+ 0,050 0,265 £ 0,003

*Sonuglar mg/100 mg ekstre+ SS cinsinden verilmistir.
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Saf maddelere ait retansiyon zamani, kalibrasyon egrisi, R? degeri, LOD ve LOQ degerleri
Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Saf maddelere ait Rt, Kalibrasyon egrisi, R?, LOD ve LOQ degerleri

Saf Madde Rt (dk) Kalibrasyon Egrisi R? LOD LOQ
Klorojenik asit 15,51 y = 19,576X - 45,642 0,9984 1,10 3,35
Kafeik asit 18,38 y = 126,21x - 351,84 0,9979 5,39 16,36
Rutin 29,41 y = 36,127x + 150,42 0,9993 3,74 11,34
Hiperozit 30,34 y =67,082x - 99,369 0,9970 2,32 7,19

S. nigra gigek orneklerine ait ekstrelerin kromatogramlar1 Sekil4.13-4.22°de verilmistir.

DAD1 B, Sip=280,4 Refeoft (DIDEMDELIORMAN mervemiianayinSnumune 2023-07-13 21.07-51\Inumune1307232.0)
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Sekil 4.13. Numune 1°¢ ait kromatogram
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Sekil 4.14. Numune 2’e ait kromatogram
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DAD! 8, Sig=281.4 Ref=off (DIDEMOELIORNKAN menvemidarayinSnumune 20230713 210751 numune 1307231.0)
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Sekil 4.18. Numune 6’ya ait kromatogram
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Sekil 4.22. Numune 10’a ait kromatogram

S. nigra ¢igek ¢ay numunelerinin Avrupa Farmakopesi 10.0 monografinda belirtilen kalite
kriterleri yoniinden degerlendirilmesi ve bu numunelerde YPSK teknigi kullanilarak rutin,
kafeik asit, klorojenik asit ve hiperozit miktar tayinlerinin yapilmasinin ardindan

farmakopeye uygunluklarinin 6zetlenmesi amaciyla gizelge 4.6. hazirlanmistir.

Cizelge 4.6. S. nigra ¢igek Orneklerinin Avrupa Farmakopesi 10.0 monografindaki
analizler yoniinden sonuglar1

Numune ITK Yabanci Kurutmada Total Kiil YPSK

No Madde Kayip
1 + - + + -
2 + - + + -
3 - - + + -
4 + - + + -
5 + - + + +
6 + + + + -
7 + - + + +
8 - + + + -
9 + - + + +

10 - - + + -

+: Uygun, -:Uygun Degil
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5. TARTISMA

Miirver ya da Avrupa Miirver’i olarak adlandirilan Sambucusnigra L., uzun yillardir hem
hastaliklarin tedavisinde hem de gida sektdriinde kullanilmaktadir. Anadolu’da “sahmelek,

miirver, patlangig, kara miirver”, ingilizcede ise “EuropeanElder, blackelder” isimleri ile

bilinmektedir[3].

Antik Misir medeniyetlerinde ‘Kara miirver ya da Kara miirver meyvesi’’ olarak
adlandirilan bitkinin ¢igekleri yara ve yaniklarda kullanilmistir [5-6]. Anadolu’da
geleneksel tedavide ¢icek, yaprak ve govde kabuklari; idrar soktiiriicii, terletici ve miishil

olarak kullanilir[7].

Bitki Avrupa Farmakopesinin yani sira birgok farmakopede, EMEA/HMPC, PDR,
Komisyon E monograflart ve DSO monograflarinda da kayithdir. Avrupa Farmakopesinde
yer alan “ElderFlower, Sambuciflos” monografinda “S. nigra’nin kurutulmus ¢igekleri”
olarak tanimlanmigtir. Mirver ¢igekleri Alman Komisyon E tarafindan da viral
enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin onaylanmistir[3]. Miirver bitkisinin meyve ve ¢icekleri Tarim
ve Orman Bakanligi’nin pozitif bitki listesinde yer almaktadir[12]. Bu calismada saglik
faydasi ile ¢ay formunda kullanilan piyasada ozellikle aktar ve internetten kolaylikla temin
edilen mirver ¢icek drnekleri toplanarak Avrupa Farmakopesi kalite kriterleri yoniinden

incelenmistir.

Yapilan makroskobik incelemelerde sadece organik tarimla iiretilen 1 nolu kara miirver
nuMunesinin rengi ve goriiniisii; internet ve aktardan alinan numunelere gore dogala daha
yakin bulunmustur. Diger numunelerde kahverengilesme goézlenirken yalnizca 1 nolu
numunenin rengi olmasi gereken sekilde sar1 renklidir. Bu durum kurutma yontemlerinin
yalnizca organik tarimla {iretilen numune i¢in(l nolu numune) dogru uygulandigini

gostermektedir.

Mikroskobik analizlerde Avrupa Farmakopesil0.0 Sambuciflos monograflarinda belirtilen
elementlerden konik ortii tiiyline 3, 4, 7 ve 9 nolu numunelerde rastlanmamistir. 10 nolu
numunede billur kristali gozlenmezken 1 nolu numunede iletim demetleri bulunmustur. Bu
durum numunelerin toplama zamaninda hassas davranilmadigini ve bitkinin ¢igekleriyle

birlikte diger organlarinin da karismis olabilecegini diisiindiirmiistiir. 3 nolu numunede
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beklenenin aksine ¢ok hiicreli Ortii tiiyli, 7 nolu numunede beklenmeyen farkli bir polen
yapist, 4 nolu numunede bilinmeyen bir element ve 9 nolu numunede samdan tiiy
goriintiilerine rastlanmistir. Bu farkliliklar goz Oniine alinarak kara miirver ¢igegi olarak
piyasada satis1 yapilan bu numunelerin igerisinde goriintiisii ve rengi benzeyen baska

bitkilerle tagsis yapildig: diislincesine varilmistir.

Yabancit madde tayini i¢in Avrupa Farmakopesi monografi; kaba pedikiil parcalari ve
kahverengi cicek miktarina bakarak iki farklianaliz yapmaktadir. iki analiz sonucunda
numune 6 ve 8 icerdigi yabanci madde miktar1 yoniinden farmakopeye uygun bulunmustur.
Kaba pedikiill miktarlar1 agisindan uygun bulunmayan numuneleri toplama sirasinda
¢icegin yani sira ¢igek sapinin da ¢igekle birlikte toplandigi goriilmektedir. Organik tarimla
iretilen numune disinda diger numunelerdeki ciceklerin kaverengilesmesinumunelerin

kurutma yontemlerinin uygun sartlarda yapilmadigini géstermektedir.

Total kiil miktar tayini ve kurutmada kayip tayinlerinde biitlin numuneler farmakopeye

uygun bulunmustur.

ITK plag:i incelendiginde biitiin numunelerin klorojenik asit icerdigi gdzlenmistir.
Hiperozit, 3 ve 8 numarali numune disindaki tiim numunelerde; rutin ise 3 numarali
numune disindaki tiim numunelerde tespit edilmistir. Kafeik asit ITK analizi sonucunda
hicbir numunede gozlenmemistir. Fakat YPSK analiz sonuglar1 incelendiginde
numunelerin timiiniin klorojenik asit icermesine karsin 3, 5, 7 ve 9 numarali numuneler
disinda higbir numunenin kafeik asit icermemesi ve tespit edilen bu numunelerdeki
miktarin da yok denecek kadar az olmasi, kafeik asit ve Kinik asit birlesimi sonucunda
olusan bir depsit asit olan klorojenik asit varliginin ve kafeik asit azliginin sekonder
metabolitlerin biyosentez yolagi gozoniinde bulundurularak numunelerin toplama
zamanlarmin  geciktirildigi disiiniilmiistiir. Ayrica YPSK analiz sonuglarina gore
klorojenik asit ve hiperozit yoniinden numune 1 (organik tarim), kafeik asit yoniinden

numune 3, 5, 7 ve 9, rutin yoniinden de numune 10’un zengin oldugu tespit edilmistir.

Yapilan literatiir tarama caligmalart bu calismanin, piyasada satis1 yapilan ve organik
tarimla Uretilmis kara miirver ¢igeklerinin Avrupa Farmakopesi Kriterlerine uygunluk
yoniindendegerlendirildigi  ilk calisma oldugunu gdostermistir. Calismamizin sonunda

bitkisel ¢ay droglarinin  Saghik Bakanhigi tarafindan ‘Tibbi  Cay’ olarak
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degerlendirilebilmesi i¢in tibbi ¢ay yonetmeliginin ¢ikartilmasinin ne kadar gerekli ortaya
konulmustur. Halk sagligi acisindan tibbi ¢ay yapiminda kullanilmasi hedeflenen bu
hammaddelerin (hem organik hem piyasa Ornekleri) farmakope kriterleri acgisindan
standardize edilmesi gerektigi ve kalite kontrol standartlarmma uygun sekillerde {iretim,

toplama ve kurutma yontemlerine uyulmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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6. SONUC

Yaptigimiz bu ¢alismada internetten ve aktarlardan alinan 9 adet S. nigra ¢ay numunesi ve
Konya’da organik tarim ile iiretimi yapilan 1 adet S. nigra ¢ay numunesi kullanilarak
toplamda 10 adet numunenin Avrupa Farmakopesi 10.0’daki ‘’Elderflower, Sambuciflos”
monografinda yer alan kriterler yoniinden kalite kontrol analizleri yapilmistir.
Numunelerde makroskobik ve mikroskobik analizler yapilmistir. Bunun yani sira total kiil
miktar tayini, kurutmada kayip, yabanci cisim ve kaba pedikiil tayini, iITK analizleri ve
YPSK ile saf madde tayini yapilmistir. Analizler sonucunda numunelerin higbirinin

Avrupa Farmakopesi kriterlerini tam olarak karsilamadigi sonucuna varilmaistir.

Ulkemizde aktar ve internet sitelerinde satis1 yapilan birgok ¢ay drogu mevcuttur. Bunlarin
saglik beyani ile satis1 yasak olmasina ragmen basit rahatsizliklarin tedavisinde halk bu
caylar kullanmaktadir. Fakat analiz sonuglarinin da ortaya koydugu; bu ¢ay droglarinin
aktar ve internet sitelerinden temin edilmesinin halk saglhigini tehdit etmesidir. Ayrica bu
iriinlerin  onay1 iilkemizde Tarim ve Orman Bakanlii’ndan yapilmaktadir. Ve
denetimlerinin arttirilmasi gerekmektedir. Saglik {izerinde etkileri oldugu bilinen terapotik
bir amacla kullanilacak drogun Tibbi cay kapsaminda degerlendirilmesi ve ayn1 zamanda
kalite kontrollerinin de Avrupa Farmakope’si kriterlerine gore yapilmasi gerekmektedir.
Ancak Saglik Bakanlig1 biinyesinde “Tibbi ¢ay yonetmeligi”uygulamada heniiz olmadig1
icin piyasada bulunan cay droglarinin c¢ok biiyiik bir ¢ogunlugu kalite standartlarini
saglamamakla birlikte insan saglig1 i¢in ne yazik ki risk olusturmaktadir. Bu ¢aligmada da
saghik faydasi iddiasi ile basit rahatsizliklarin tedavisinde, satilan S. nigra ¢igek
orneklerinin kalite standartlar1 acisindan istenen seviyede olmadigi ve fitoterapide
kullanilmak isteniyorsa drog hammaddelerinin tariminda, toplanmasinda, kurutulmasi ve

depolanmasinda farmakope kriterlerini karsilayacak bir yol izlenmesi ve eczaneler yoluyla

tiiketiciye ulastirilmasi saglanmalidir.
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