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Onsoz

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nden mezun olduktan sonra Farmakognozi
Anabilim Dali’nda doktora yapma diisiincesindeydim. Ancak serbest eczaci olarak
meslek yasantima devam ederken doktora siirecinin zor olabilecegini diisiindiigiimden
fitoterapi alaninda yiiksek lisans yapmay1 tercih ettim. Derslerimi basariyla
tamamladiktan sonra serbest eczacilik yaparken karsilastigim bazi problemler
nedeniyle bolge degisikligi yapmak durumunda kaldim ve tez ¢aligmalarimi bir siire

erteledim. 2018 yilinda tez ¢caligmama kaldigim yerden devam ettim.

Tez ¢alismamda, aktardan ve eczaneden temin edilen 6rneklere ilaveten iki farkl
lokaliteden toplanan Flos Sambuci drog 6rnekleri tizerinde Avrupa Farmakopesi ve
Avrupa Farmakopesi Tiirk Farmakopesi Adaptasyonu adli kaynaklar basta olmak
tizere bitki monograflarini igeren farkli kaynaklardan ve Sambucus nigra L. bitkisi ile
ilgili ¢esitli makalelerden yararlanarak kalite kontrol ¢alismalari ve antioksidan

aktivite konusunda arastirmalar yaptim.

Yiiksek lisans siirecimde tezin deneysel asamalarinda laboratuvarda ¢aligmaktan keyif
aldim. Tez yazim asamasinda ise literatiir okuma, derleme ve bir alanda bilimsel
bilgiye ulasma konularinda tecriibe sahibi oldum. Serbest eczanemde de
karsilasabilecegim sorular konusunda donanimimi arttirmis oldum. ileride doktora
yapma firsatim oldugu takdirde yiiksek lisans 6grenimim boyunca edindigim bilgi ve

tecriibelerin katki saglayacagina inantyorum.



Ozet

Flos Sambuci Drog Ornekleri Uzerinde Kalite Kontrol Cahismalari

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen iki Sambucus tiiriinden biri olan Sambucus nigra L.,
Caprifoliaceae familyasina ait ¢ali formunda bir bitkidir. Geleneksel olarak soguk
alginligi, tist solunum yolu enfeksiyonlari ve gripte kullanilmaktadir. S. nigra’nin
antiviral, antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal ve antidiyabetik etkinlikleri
bilimsel olarak ispatlanmistir.

Bu ¢alismada dort farkli drog 6rnegi tizerinde kalite kontrol ¢aligmalart yiirtitilmiistiir.
Iki 6rnek sirastyla (SN2 ve SN3) eczane ve aktarda satilan ticari droglardir. Diger iki
ornek ise (SN1 ve SN4) Izmir-Bozdag ve Isparta-Golciik’ten sirasiyla toplanmustir.
Tim Ornekler, Avrupa Farmakopesi 8.0 ve Tiirk Farmakopesi 2017’de yer alan
yontemler esas alinarak incelenmistir.

Kurutmada kayip, biitiin kiil, hidroklorik asitte ¢oziinmeyen kiil ve siilfat kiili
deneyleri gerceklestirilmistir. Rutin ve kafeik asitten standart olarak yararlanilmak
suretiyle drog 6rneklerinin analizi ve saflik kontrolii igin ince tabaka kromatografisi
(ITK) kullanilmistir. Toplam flavonoitlerin  spektrofotometrik miktar tayini
yapilmistir. Ayrica drog 6rneklerinin antioksidan potansiyeli spektrofotometrik 6l¢tim
teknigi baz alinarak, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite
tayin yontemiyle saptanmustir.

Genel olarak tiim 6rneklerin farmakope standartlartyla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Test edilen 6rnekler igerisinde SN1 kodlu 6rnegin en yiiksek flavonoit miktarina sahip
oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, tiim 6rneklerin DPPH radikal siipiiriicii aktivite
potansiyelinin az ¢ok birbirine yakin oldugu goriiliirken, SN1 kodlu &rnek en yiiksek
aktiviteyi (1Cs0:32,09) ve SN4 kodlu ornek ise en diisiik aktiviteyi (ICso: 46,55)

gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Sambucus nigra; Caprifoliaceae; antioksidan aktivite; kalite

kontrol ¢alismalar1



Abstract

Quality Control Studies on Specimens of Flos Sambuci

Sambucus nigra L., one of the two wild-growing plant species of the genus Sambucus
in Turkey, is a plant in the form of shrubs belonging to the family Caprifoliaceae. It is
traditionally used in common cold, upper respiratory infections and flu. S. nigra has
been scientifically proven to possess antiviral, antioxidant, antiinflammatory,

antimicrobial and antidiabetic effects.

In this study, quality control studies have been carried out on four different drug
specimens. Two of the specimens were commercial samples (SN2 and SN3) which are
sold in a herbal shop and in a pharmacy, respectively. The other two specimens (SN1
and SN4) were collected from Izmir-Bozdag and Isparta-Golciik, respectively. All of
the samples were examined mainly by using the methods in European Pharmacopoeia

8.0 and in Turkish Pharmacopoeia 2017.

Assays for loss on drying, total ash, acid-insoluble ash and sulphated ash were
performed. Thin Layer Chromatography (TLC) was used for the identification and
purity control of the drug specimens utilizing rutin and caffeic acid as standards. The
spectrophotometric quantitative determination of total flavonoids has also been
performed. Moreover, antioxidant potentials of drug specimens were determined by
using DPPH radical scavenging activity method based on spectrophotometric

measurement.

Generally, all samples were compatible with the standards of the
pharmacopoeia. Among the tested specimens, the sample with the code SN1 has been
found to contain the highest flavonoid content. Additionally, the DPPH radical
scavenging potentials of all the specimens have found to be more or less similar to
each other with SN1 sample showing the highest activity (ICs0:32.09) and SN4 sample
displaying the lowest activity (1Cs0:46.55).

Key Words: Sambucus nigra; Caprifoliaceae; antioxidant activity; quality control

experiments
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Kisaltma Listesi

ITK: Ince Tabaka Kromatografisi

EMA: European Medicines Agency (Avrupa Ilag Ajansi)

DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

UV: Ultraviyole

ICs0: 50% Inhibitory Concentration (%50 Inhibitér Konsantrasyon)

USP: United States Pharmacopeia (Amerikan Farmakopesi)

EMEA/HMPC: European Medicines Agency's/ Committee on Herbal Medicinal
Products (Avrupa ilag Ajansi/Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi)

PDR: Physicians Desk Reference

WHO: World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power [demir (I11) Iyonu indirgeyici Antioksidan
Giicii]

HPLC: High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)

CUPRAC: Cupric Reducing Antioxidant Capacity [Bakir (II) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Kapasite]

IBV: Infectious Bronchitis Viriis (Enfeksiyoz Bronsit Viriisii)

GABA: Gamma-aminobiitirik asit

LC-ESI-MS/MS: Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Tandem Mass
Spectrometry (Likit Kromatografi-Elektrosprey Iyonizasyon-Kiitle Spektrometrisi)
TNF: Tumor Necrosis Factor (Tiimor Nekroz Faktorii)

OH: Hidroksil

DCM: Dichloromethane (Diklorometan)

MeOH: Methanol (Metanol)

NF-xB: Nuclear Factor Kappa B (Niikleer Faktor Kabba B)

MMPs: Metalloproteinases (Metalloproteinazlar)

K: Potasyum

Na: Sodyum

HCL: Hidroklorik asit

HIN1: Human Influenza A Virus

EKK: elektrokinetik kapiler kromatografi

NO: Nitrik oksit



Giris
Ulkemizde “miirver”, “kara miirver” ve “siyah miirver” isimleriyle bilinen Sambucus
nigra L., Caprifoliaceae familyasina dahil olan Sambucus L. cinsinin 18 tiiriinden
biridir (Cunha, Meireles, & Machado, 2016). Ingilizce’de “elderberry” olarak bilinen
bitkinin ismi, Anglosakson bir sozciik olan ve ates anlamina gelen “aeld’’ den
kaynaklanmistir. Ates yakarken bitkinin dallar1 kullanilmaktadir. Cins adi Sambucus
ise Yunanca bir sozcilik olan ve bitkinin odun kismindan yapilan antik bir Yunan
calgis1 anlamina gelen “Sambuca”dan gelmektedir (Mumcuoglu, Safirman, & Ferne,
2010).
Sambucus cinsi, ¢ali ve agagcik tiiriiyle temsil edilir. Tiirlerin biiyiikk boliimii her iki
yarikiirede 1liman ve astropikal bolgelerdeki ormanlik alanlarda yetisir (Zeybek &
Haksel, 2011). Avrupa, Asya, Amerika ve Kuzey Afrika’nin birgok yerinde de
yetismektedirler. Bitki, 6-10 metreye kadar olan yiikseklikte yetisir, yaz baslarken
kiiglik beyaz ¢igekler halinde acar. Meyveleri ise yazin sonunda olgunlasir ve koyu
mor renktedir (Cunha, Meireles, & Machado, 2016).
Diinyada baglica Sambucus nigra L., S. ebulus L., S. racemosa L., S. canadensis L., S.
sieboldiana (Miq.) Blume ex Graebn., S. australis Cham. et Schltdl. tiirleri yetismekte
iken, Tirkiye’de ise Sambucus cinsi; S. nigra ve S. ebulus tiirleri ile temsil
edilmektedir. S. nigra iilkemizde 10 m kadar yiikseklikte, bahgelerde yetistirilen beyaz
cicekli bir agaceiktir. S. ebulus ise “Ciice Miirver’’ olarak bilinir ve 60-200 cm
yiikseklikte, beyaz ¢igekli, ¢ok yillik ve otsu bir bitkidir (Baytop, 1999).
Bitkinin her boliimii; kabuklari, taze ve kurutulmus yapraklari, kurutulmus ¢igekleri,
taze veya kurutulmus meyveleri ve kurutulmus kokleri geleneksel kullaninmda uzun
stiredir yer almaktadir.
Flos Sambuci drogu Avrupa Farmakopesi basta olmak ilizere Amerikan Farmakopesi
(United States Pharmacopeia -USP) ve diger iilke farmakopelerinde (Demirezer, 2011)
ve Avrupa Ilag Ajansi/Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi (European Medicines
Agency's/ Committee on Herbal Medicinal Products-EMEA/HMPC), PDR
(Physicians Desk Reference), Diinya Saghik Orgiiti (WHO-World Health
Organisation) monograflarinda bulunmaktadir.
Flos Sambuci drogunun ana i¢erik maddeleri; % 0.7-3.5 flavonoitler (kersetin, rutin,
izokersitin, kemferol, astragalin, nikotiflorin, hiperozit), %1 triterpenler (a-amirin, /3-

amirin, ursolik asit, oleanolik asit, 20-hidroksiursolik asit), % 3 fenolik asitler
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(klorojenik asit, kumarik asit ve ferulik asit ile glikozitleri), % 0.03-0.14 ugucu yag,
Serbest yag asitleri, monoterpenler (linalol ve oksitleri, sitronellol, hotrienol), % 1
steroller (/5-sitosterol, kamfesterol, stigmasterol) ve diger bilesikler (potasyum,
sambunigrin, tanen, miisilaj, plastosinin, pektin ve seker) olmak iizere farkli metabolit
gruplarina dahildir (WHO Monographs on Selected Medicinal Plants, 2004)
(Demirezer, 2011) (Mills & Hutchins) (EMA/HMPC/611504/2016 , 2018).

Fructus Sambuci drogunun ana icerik maddelerini ise flavonoit glikozitleri (rutin,
izokersetin, hiperozit), antosiyaninler (siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-sambubiozit),
ugucu Yyag, vitaminler, mineraller ve karbonhidratlar (pektin, glukoz, fruktoz)
olusturmaktadir (Wichtl, 1994) (EMA/HMPC/44208/2012, 2014).

Cigekler diiiretik, diyaforetik, antienflamatuar, antiviral, immiinostimiilan ve
antioksidan aktivite gostermekte olup, halk arasinda soguk alginligi, nezle ve iist
solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Mumcuoglu, Safirman,
& Ferne, 2010). Tiirkiye’de halk arasinda gigekleri, yapraklari, gévde ve kabuklari
idrar soktiiriicti, terletici ve miishil olarak kullanilir (Demirezer, 2011). Avrupa’da halk
arasinda, kurutulmus cicekleri drog olarak infiizyon halinde ve otsu kisimlari sivi
ekstre formunda ve tentiir seklinde kullanilmaktadir (EMA/HMPC/611504/2016 |,
2018). Alman E Komisyonu S. nigra bitkisinin ¢i¢eklerinin dahilen soguk alginliginda
kullanimini onaylamustir (Elder flower, 2000).

Meyvelerden de soguk alginhiginda immiin sistemi desteklemek igin
yararlanilmaktadir (Mumcuoglu, Safirman, & Ferne, 2010).

Bitki iizerine yapilan son ¢alismalar bitkinin antiviral, antidepresan, anti-UV,
antioksidan, anti-Toxoplazma gondii etkilerinin oldugunu ve obezite ile diyabet
tizerine etki ettigini gostermektedir (Cunha, Meireles, & Machado, 2016). S. nigra
bitkisinin antiviral 6zelligi ve mekanizmalari uzun siiredir arastiritlmaktadir. En biiyiik
arastirma alanlarindan birini influenza viriisii izerine etkileri olusturmaktadir. Yakin
tarihte yapilan bir meta analiz calismasinda standardize S. nigra ekstresi igeren
takviyelerin plasebo gruba kiyasla belirgin bir sekilde iist solunum yolu enfeksiyonu
semptomlarini azalttig1 ve iyilesme siiresini kisalttigi goriilmiistiir. Analiz, S. nigra’nin
ist solunum yolu enfeksiyonlarinda kullanilan takviyeleriyle ilgili, insanlarda yapilan
randomize, kontrollii, klinik calismalarla siirlandirilmistir. Bulgulara gore bahsi
gecen takviyeler; viral enfeksiyona bagli st solunum yolu enfeksiyonu

semptomlarinda, yanlis kullanilan antibiyotikler yaninda influenza ve soguk
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algmmhiginda recetelendirilen ilaglara gore daha giivenli bir alternatif sunmaktadir
(Hawkins , Baker, Cherry, & Dunne, 2019).

Bu c¢alismada, esas olarak geleneksel kullanimda yer alan ve fitoterapi agisindan
onemli olan Flos Sambuci drogu iizerinde Avrupa Farmakopesi (European
Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Tiirk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu
(Turk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017) kaynaklarindan
yararlanilarak kalite kontrol ¢alismalar1 yapilmasi amaglanmistir. Dogadan toplanan
orneklerin yaninda, aktardan ve eczaneden satin alinan ticari drnekler de incelenmis
ve karsilastirmali olarak kalite kontrol 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir. EK
olarak, biyolojik 6rneklerde antioksidan kapasitenin Olgiilmesi i¢in giivenilir bir
yontem olarak kabul edilen “DPPH radikal siipiiriicii aktivite” ydnteminden
yararlanilarak, drog orneklerinin antioksidan potansiyellerinin karsilastirmali olarak

belirlenmesi de amaglanmuistir.
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Genel Bilgiler
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Bitkinin Yayihsi

Sambucus cinsi geleneksel olarak Caprifoliaceae familyasinda yer almig olup, yakin
zamanda Adoxaceae familyasi altinda siniflandirilmaktadir (Applequist & Center,
2015). Ulkemizde yetisen, S. nigra L. ve S. ebulus L. tiirlerinden ilki esas olarak
Tirkiye’nin kuzeyi, nadiren Dogu ve Gilineydogu Anadolu, Adalar’da yayilis
gostermektedir S. ebulus ise esasen Tiirkiye’nin kuzeyi, nadiren Dogu ve Giineydogu
Anadolu’da yetismektedir (Davis, 1972).

2.1.3. Caprifoliaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Calilar veya otlar. Yapraklar karsiliklidir; genellikle stipula yoktur veya varsa
genellikle kiiciik ve yaprak sapina yapisiktir. Cigekler uzun saplarin iizerinde cift
olarak siralanmig veya simoz durumda, bas seklinde veya halkali dizilisli, hermafrodit,
aktinomorf veya zigomorftur. Kaliks 5 sepalden meydana gelmistir. Korolla
gamopetal ve petaller genellikle 4-5 loblu, stamen genellikle 5 ve korolla tiiptindeki
petallerle alternan olarak dizilmistir. Ovaryum alt durumlu, 1-5 gozli, plasentalanma
aksillar, oviiller her bir gozde 1 veya daha ¢ok sayida. Meyveleri (Tirkiye’de)
genellikle drupa veya az sayida tohum tasiyan kapsiil tipinde olup, tohumlarin

endospermasi etlidir (Davis, 1972).

2.1.4. Tiirkiye’de yetisen Sambucus L. Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Genis 6z bolgesi olan otsu bitkiler veya calilar. Yapraklar imparipennat, karsilikls;
stipula var veya yok. Cicekler birlesik cok ¢igekli umbellat veya panikulat simozlar
halinde, genellikle 5 pargali; korolla diizgiin yapili, rotat; ovaryum 3-5 gozlii; stigmalar
3-5 adet. Meyve bir drupa (Davis, 1972).

Tirkiye’de iki tiir Sambucus L. yetismektedir. Bu tiirlerin ayristigi 6zellikler
karsilagtirmali olarak Peter Hadland Davis tarafindan yazilan “Flora of Turkey and the

East Aegean Islands”a gore Tablo 1°de belirtilmistir.
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Sambucus nigra L. Sambucus ebulus L.
GOVDE Otsu Cal1 veya kiiciik agaccik
YAPRAK Stipula hi¢ yok veya varsa subulat | Stipula oval, 8-30 mm.
ve yaklasik 4 mm.

Tablo 1: Tiirkiye’de yetisen Sambucus L. Tiirlerinin Karsilastirmali Ozellikleri.

2.2. Kimyasal Bilesimi

Cigeklerin igeriginde flavonoitler, siyanojenik glikozitler, triterpenler, fenolik asitler,
tanen, misilaj, pektin ve seker bulunmaktadir. Meyveleri flavonoit, antosiyanin
glikozitleri ve ugucu yag agisindan zengin igerige sahiptir (Mumcuoglu, Safirman, &
Ferne, 2010).

Sambucus nigra bitkisinin ci¢ekleri, meyve ve yapraklarma kiyasla yiiksek oranda
fenolik bilesikler icermektedir. Fenolik bilesiklerden en 6nemlisi klorojenik asittir.
Digerleri ise ferulik asit, kafeik asit ve p-kumarik asittir (Demirezer, 2011). Bir diger
onemli grubu olusturan flavonoitlerden baslica kersetin, kemferol, rutin, izokersetin,
hiperozit, astragalin bilesikleri bulunmaktadir. S. nigra bitkisinin ¢igek ve meyve
inflizyonunda Kkersetin ve mirsetin (Viapiana & Wesolowski , 2017 ) saptanirken,
bitkinin ¢igeklerinde kersetin ve kemferol tespit edilmistir (Celik, Ozyiirek, Giiglii, &
Capanoglu, 2014). S. nigra bitkisinin meyve ve ¢igeklerinin alkol ekstresinde ise
kersetin, kersetin-3-glikozit, kersetin-3-ramnozit, rutin, kemferol, kemferol-3-
rutinozit, izoramnetin, izoramnetin-3-rutinozit, naringenin, katesin ve epikatesin
saptanmigtir (Ho, Wangensteen, & Barsett, 2017).

Kurutulmus S. nigra ¢iceklerinin ugucu yaginin ana bilesenlerinin: trans-3-7-dimetil-
1.3.7-oktatrien-3-ol, palmitik asit, linalool, cis-hekzenol ve cis- ve trans-giil oksit
oldugu bulunmustur (Toulemonde & Richard, 1983).

2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

2.3.1. Antiviral Etki:

HON2 viriisiiyle enfekte edilmis insan epitel hiicre kiiltiirlerinde S. nigra
meyvelerinin sulu ekstrelerinin antiviral aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Shahsavandi , Ebrahimii, & Farahani, 2017).
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S. nigra meyvelerinin etanol ekstresiyle yapilan in vitro ¢alismada, ekstrelerin kuslari
enfekte eden ‘Enfeksiyoz Brongit Viriisiintin (IBV-Infectious Bronchitis Viriis)” erken
evresinde viriisii inhibe ettigi goriilmiistiir (Chen, ve digerleri, 2014).

2009 yilinda yapilan in vitro ¢alismada S. nigra meyvelerinden izole edilen major
flavonoitlerin ‘Human Influenza A Virus (H1N1)’ enfeksiyonunda yaygin olarak
kullanilan ilaglardan Oseltamivir ve Amantadin’e kiyasla daha iyi aktivite
gostermislerdir (Roschek , Fink , McMichael , Li, & Alberte, 2009 ).

S. nigra ‘nin kabuk ekstresinin in vitro olarak ‘feline immunodeficiency viriis’tine karsi
etkinligi olabilecegini gosterilmistir (Manganelli , Zaccaro , & Tomei , 2005).

2009 yilinda yapilan klinik calismada bitkinin standardize ekstresi yavag-¢oziinen
pastil seklinde hastalara verilmistir, ekstreyle tedavi goren grupta baslangictan sonraki
24 saat icerisinde belirgin iyilesme gozlenirken, plasebo grupta ayni siirede belirtilerde
degisiklik olmamis ya da bazi belirtilerde artis gézlenmistir (Kong, 2009).

2018 yilinda yapilan meta analiz ¢alismasinda standardize S. nigra ekstresi i¢eren
takviyelerin plasebo gruba kiyasla belirgin bir seklide iist solunum yolu enfeksiyonu
semptomlarini azalttigi ve iyilesme siiresini kisalttigi goriilmiistiir (Hawkins , Baker,

Cherry, & Dunne, 2019).

2.3.2. Antioksidan Etki

S. nigra bitkisinin meyve, cigek, yaprak ve dallarimin DPPH ve diger yontemler
kullanilarak antioksidan etkileri saptanmustir (Celik, Ozyiirek, Giiglii, & Capanoglu,
2014) (Viapiana & Wesolowski , 2017 ) (Dawidowicz , Wianowska , & Baraniak ,
2006) (Silva , Ferreira , & Nunes , 2017).

2.3.3. Antienflamatuar Etki

S. nigra meyve ekstresinin enflamasyon yolagindaki major genlerin ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (Olejnik , ve digerleri, 2015).

S. nigra ¢igeklerinin inflizyonlariyla yapilan in vitro ¢alismada ise major periodontal
patojenlerin proenflamatuar aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir (Harokopakis ,
Albzreh , Haase , Scannapieco , & Hajishengallis, 2006).

S. nigra yaprak ekstresinin in vitro olarak ‘timér nekroz faktérii (tumor necrosis

factor-TNF-a)’ nin biyosentezi iizerine orta-yiiksek, S. nigra gi¢eklerinin metanolik
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ekstresinin ve onun lipofilik fraksiyonunun sitokin {izerine orta-diisiikk inhibitor etki
gosterdigi tespit edilmistir (Yesilada , ve digerleri, 1997).

S. nigra bitkisinin meyve ve ¢igeklerinin alkol ekstrelerinden izole edilen antosiyanin
ve prosiyanidin igerikleriyle ilgili yapilan deneysel ¢alismada, NO iiretiminin inhibe

edildigi goriilmiistiir (Ho, Wangensteen, & Barsett, 2017).

2.3.4. Diyabet Uzerine Etkiler

S. nigra L. meyvelerinin sulu asetonla ekstreleri hazirlanip ve altin nanopartikiilleriyle
fitosentezi gerceklestirilip diyabetik farelerdeki etkilerine bakilan c¢alismada
ekstresinin  nanopartikille =~ formunun  antioksidan  savunmayi  arttirip,
metalloproteinazlarin  (Metalloproteinases-MMPS) aktivasyonunu ve karaciger
dokusundaki enflamasyonu azalttigi gériilmiistiir. Bu da diyabet tedavisinde adjuvan
olarak gelecek potansiyel tagidigini géstermektedir (Opris , ve digerleri, 2017).

S. nigra ¢igeklerinin fenolik igeriklerinin HepG2-hiicrelerinde ve insan myotiiplerinde
glukoz ve yag asiti alimi iizerine etkileri in vitro yontemle arastirilmis ve akarbozla
karsilastirildiklarinda olduk¢a yiiksek a-amilaz ve a-glukosidaz inhibisyonu
sergilemislerdir (Ho, Wangensteen, & Barsett, 2017).

S. nigra ¢igeklerinin diklorometan (Dichloromethane-DCM) ve metanol (methanol-
MeOH) ekstreleriyle tip 2 diyabetteki etkisi arastirilmistir. Ekstrenin i¢erdigi biyoaktif
bilesiklerin glukoz ve lipit metabolizmasimni diizenleyebilecegi gosterilmistir
(Bhattacharya, ve digerleri, 2013).

S. nigra cigeklerinin sulu ekstreleriyle yapilan in vitro caligmanin sonucunda
ciceklerin, kaslardaki glukoz metabolizmasini dogrudan stimiile eden ve klonal
pankreatik B-hiicrelerinden insiilin sekresyonunu destekleyen, suda ¢oziiniir dogal
maddeler i¢erdigi goriilmiistiir (Gray , Abdel-Wahap, & Flatt , 2000).

S. nigra meyvesinin metanol ile dogal polifenol iceriginin ekstre edildigi ¢alismada,
polifenol igerginin lipit peroksidazi diisiirlip, lipit peroksil radikalini ndtralize ederek
diyabetin uzun donemli kardiyovaskiiler sonuglarina kars1 koruma saglayabilecegi

ileri siiriilmistiir (Ciocoiu , Badescu , Badulescu , Tutunaru , & Badescu, 2012).
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2.3.5. Diger Etkiler

S. nigra bitkisinin meyve, yaprak ve kabuklarinin metanol ekstrelerinin antikonviilzan
etkiye sahip oldugu ve bu etkilerini gamma-aminobiitirik asit (GABA) diizeylerini
arttirmak yoluyla gosterebilecegi belirtilmistir (Ataee , Falahati, Ebrahimzadeh , &
Shokrzadeh, 2016).

S. nigra sulu ekstrelerinin {iriner sodyum atilimmi arttirdigr goriilmiistiir (Beaux ,
Fleurentin , & Mortier, 1999). Bir ¢alismada S. nigra ¢iceklerinin ve dekoksiyonunun
sodyum ve potasyum igerigine bakilip ditiretik etkinlik i¢in temel olusturan potasyum-
sodyum oranlart hesaplanmistir. Flos Sambuci drogunun K/Na oranmi 40:1,
dekoksiyonunda ise K/Na orani ise 221:1 seklinde tespit edilmistir (Szentmihalyi , ve
digerleri, 1998).
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3.1. Bitkisel Materyal

Gere¢ ve Yontem

Bu calismada dort farkli bitki 6rnegi kullanilmistir. Calismada, eczanede satilan bir

drog 6rnegi, aktarda “miirver” adiyla satilan bir 6rnek ve farkli lokalitelerden toplanan

iki dogal ornekten yararlanilmistir. Dogadan toplanan orneklerden biri Isparta’dan,

digeri ise Odemis-Bozdag’dan toplanmustir. Toplanan 6rnekler Prof. Dr. Mustafa Ali

ONUR (Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dalr)

tarafindan teshis edilmis olup, herbaryum ornekleri Ege Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dal1 Herbaryumu’nda 1558 ve 1602 numaralari ile

saklanmaktadir. Orneklerin toplama tarihleri ve ticari orneklerin -etiketlerinde

belirtilen tiretim tarihleri asagidaki tabloda belirtilmistir.

Omek Kodu | Toplandig Temin Edilisi Toplandig:
Bolge Tarih /Uretim
Tarihi
SN1 [zmir- Dogadan toplanmustir. 28.05.2016
Bozdag (Herbaryum No: 1602)
SN2 Izmir ili ilgesinde bulunan bir 02.2015
Bilinmiyor | aktardan alinan bir firmaya ait | (liretim tarihi)
uriin.
SN3 Izmir ilinde Eczanelerde satilan 04.2015
Bilinmiyor bir firmaya ait iirlin (tiretim tarihi)
SN4 Isparta- Dogadan toplanmustir. 13.06.2016
Golciik (Herbaryum No: 1558)

Tablo 2: Calismada yararlanilan 6rneklerin kaynaklari ve toplama/iiretim tarihleri
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Bitkisel Cay1
| YALNZC

Sekil 1: SN2 kodlu 6rnek

Sekil 2: SN3 kodlu 6rnek
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Sekil 3: Sambucus nigra L. bitkisinin dogadaki goriiniisii
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3.2. Yontem
3.2.1. Farmakope Analizleri

Tiim analizler Avrupa Farmakopesi 8.0 (European Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Tiirk
Farmakopesi 2017 (Tiirk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017)’ye

uygun olarak yiriitiilmustiir.

3.2.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Alinan 6rnegin hepsi toz edilip karistirildi. Tiim 6rnekler {izerinde yapilan calismalar
3 paralel olarak yiiriitiildi. Kurutma kaplart 105°C’lik etiivde 1 saat bekletildi,
desikatore alinip 30 dakika sogumaya birakildi. Soguduktan sonra ilk tartim alindi.
Tekrar ayni siirelerde etiiv-desikator islemi yapildi ve ikinci tartim alindi. Sabit vezne
getirme islemine tiim kurutma kaplarinda tartimlar arasindaki fark 0.5 mg’1 gegmeyene
kadar devam edildi. Sabit vezne gelen kaplara 1 g toz drog koyuldu, 105°C’lik etiivde
1 saat bekletildi, ardindan 30 dakika desikatorde sogutuldu. Soguduktan sonra tartildi
ve tartimlar arasindaki fark 0.5 mg’1 gegmeyene kadar devam edildi. Orneklerin hepsi
sabit vezne gelince calisma sonlandirildi. Asagidaki formiille kurutmada kayip
miktarlart hesaplandi ve her bir 6rnek i¢in 3 paralelin ortalamasi alindu.

A: Kabin agirligy

B: Kabin agirhigi + ilk drog agirlig

C: Kabin agirlig1 + son drog agirlig

% Kurutmada kayip = (B-C) x 100/ (B-A)

3.2.1.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini

Alman 6rnegin hepsi toz edilip karistirildi. Tiim 6rnekler {izerinde yapilan ¢aligmalar
3 paralel yiritildi. Porselen krozeler, 600°C’lik yakma firininda 1 saat bekletildi,
desikatore alinip 30 dakika sogumaya birakildi. Soguduktan sonra ilk tartim alindi.
Tekrar ayni siirelerde yakma firini-desikator islemi yapildi ve ikinci tartim alindi. Sabit
vezne getirme islemi tim kurutma kaplarinda tartimlar arasindaki fark 0.5 mg’1
gegmeyene kadar devam edildi. Sabit vezne gelen krozelere 1 g toz drog koyuldu ve
100-105 °C’deki etiivde 1 saat bekletilerek nemi uzaklastirildi. 600 °C’lik yakma
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firninda 1 saat bekletildi, ardindan 30 dakika desikatérde sogutuldu. Soguduktan
sonra tartildi ve tartimlar arasindaki fark 0.5 mg’1 gegmeyene kadar ayn1 isleme devam
edildi. Orneklerin hepsi sabit vezne gelince ¢alisma sonlandirildi. Asagidaki formiil
ile total kiil miktarlar1 hesaplandi ve her bir 6rnek i¢in 3 paralelin ortalamasi alindi.
A: Kroze agirlig

B: Kroze agirligr + drog agirligi

C: Kroze agirhigr + kiil agirlig

% Total kiil = (C-A) x 100 / (B-A)

3.2.1.3 Hidroklorik Asit (HCl)’de Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

Total kiil miktar tayininde anlatildig1 gibi sabit vezne getirilen krdzenin igine 15 ml
distile su ve 10 ml HCI koyuldu. Krozenin agzi saat camiyla kapatildi ve 10 dakika
plak 1siticida 1sitildi. Soguduktan sonra kiil birakmayan siizge¢ kagidindan (Sartorius
tm Quantitative Grande 391) siiziildii ve sliziintii notr oluncaya kadar sicak distile suyla
yikandi. Uzerinde kalan bakiyesiyle beraber siizge¢ kagidi krdzenin icine yerlestirildi.
Son iki tartim arasindaki fark 0.5 mg’dan fazla olmayacak sekilde sabit vezne
gelinceye kadar 1 saat yakma firminda yakmaya ve ardindan 30 dakika desikatorde
sogutma islemine devam edildi. Sabit vezne gelince sonlandirildi. Drogun hidroklorik
asitte ¢goziinmeyen kiil miktar tayini, asagidaki formiile gore hesaplandi.

A: Kroze agirlig

B: Kroze agirligt + drog agirligi

C: Kroze agirligi + HCI’de ¢oziinmeyen kiil agirlig

% HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar1 = (D-A)x100/(B-A)

3.2.1.4 Siilfat Kiilii Miktar Tayini

600 + 25 °C’lik Haraeus marka yakma firininda dnceden 1 saat yakilip sogutularak
sabit agirliga getirilen porselen kroze igerisinde 1g civarinda drog tam olarak tartilarak
kondu. Drogun iizerine 2 ml %10’luk silfiirik asit ¢ozeltisi damla damla ilave edildi.
Su banyosu iizerinde kuruluga kadar bekletildikten sonra tablali 1siticida duman ¢ikisi
bitene kadar yakildi. Bir sonraki asamada 600 + 25 °C’lik yakma firminda 1 saat
yakilmasinin ardindan desikatérde 30 dk sogutuldu. Drog iceren krézeye birkag damla

%10’luk H2SO4 ¢ozeltisinden tekrar ilave edildi, yukarida anlatilana benzer sekilde
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1sitilip, yakildi. Desikatérde 30 dk sogutulmasinin ardindan, birka¢ damla % 15.8’lik
amonyum karbonat ¢ozeltisi ilave edildi. Drog iceren kroze sabit vezne gelinceye
kadar 1’er saat siireyle yakma firmninda yakildi ve desikatérde 30 dk sogutulmasini
takiben tartildi. Hesaplamalar sonucunda drogun igerdigi yiizde siilfat kiilii miktar1

bulundu.

3.2.1.5 ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Sahit ¢ozelti: 1 mg kafeik asit, 1 mg klorojenik asit, 2.5 mg hiperozit ve 2.5 mg rutin
tartild1 ve 10 ml metanolde ¢oziindiiriildii.

Test cozeltisi: Her bir 6rnekten 0.5 g toz tartildi. Toz droglar {izerine 5 ml metanol
koyuldu ve 10 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. 5 dakika santrifiij edildi.

Hareketli faz: Plaklarin yerlestirilecegi tankin igine sirasiyla su, susuz formik asit,
metil etil keton ve etil asetat (1:1:3:5 h/h/h/h) koyuldu, doygunluga ulasmasi
beklendi.

Sabit faz: Silika jel (2-10 pm)

Difenilborik Asidin Aminoetil Esterinin Etilasetat Cozeltisinin Hazirlanmasi: Toz

haldeki 2-aminoetil difenilborinat (Sigma-Aldrich®)’tan 500 mg tartildi, bir miktar
etik asetatla ¢oziindiiriilmiis ve ardindan etik asetatla 50 ml’e tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: Silika jel plak (Merck 5715) {izerine her bir test ¢ozeltisinden 20 pl,

sahit ¢ozeltisinden 10 pl, ¢ozeltiler plagin alt kenarindan 1 cm yukarida ve ¢ozeltilerin
aralarinda 1 cm olacak sekilde bant halinde uygulandi. Kuruduktan sonra tanka dik bir
sekilde yerlestirildi ve ¢dziiciiniin 10 cm ilerlemesi beklendi. ilerleme tamamlandiktan
sonra 105 °C’lik etiivde kuruyana kadar bekletildi. Ilik plaga difenilborik asit
aminoetil esterin etilasetat ¢ozeltisi, ardindan makrogol 400’{in metanoldeki ¢ozeltisi
(5 g/l) piiskiirtiildii. 30 dakika kurumasi i¢in bekletildi. Giin 1518inda ve Camag UV
Cabinet 4 marka cihaz ile 365 nm’de UV altinda incelendi.

3.2.1.6. Spektrofotometrik Tayin

Her bir 6rnekten 100 mI’lik yuvarlak tabanli bir balona 0.6 g toz drog tartild1 ve her
birinin {izerine 1 ml 5 g/l hekzametilentetramin reaktifi, 2 ml hidroklorik asit ve 20 ml
aseton koyuldu.

Spektrofotometrik tayinde kullanilan reaktifler Avrupa Farmakopesi’ne gore

hazirlandi.
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Hekzametilentetramin Reaktifi Hazirlanmasi: 125 mg toz hekzametilentetramin

(Sigma-Aldrich®) tartilmis ve 25 ml’e distile su ile tamamlandi.

3.2.1.6.1 Test Cozeltisi Hazirlanisi

Stok ¢ozeltisinden 10 ml alindi, tizerine 1 ml aliiminyum kloriir reaktifi ilave edildi ve

glasiyel asetik asidin metanoldeki %5 h/h ¢ozeltisiyle 25 ml’ye seyreltildi.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi Hazirlanmasi: 1 g toz sodyum hidroksit (Sigma-

Aldrich®) tartildi ve distile suda ¢oziindiiriiliip 100 ml’ye tamamland.

Aliminyum Kloriir Reaktifinin Hazirlanmasi: 65 g aliiminyum kloriir (Sigma-
Aldrich®) tartildi, bir miktar distile suda ¢oziindiiriildii ve distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi. 500 mg aktif komiir eklendi ve 10 dakika karistirilds, stiziildii. Stiziintiiye
pH 1.5 oluncaya kadar sodyum hidroksit ¢ozeltisi (yaklagik 60 ml) koyuldu.

3.2.1.6.2. Sahit Cozelti Hazirlanisi

Stok ¢6zeltisinden 10 ml alind1 ve 5 h/h glasiyel asetik asitin metanoldeki ¢ozeltisi ile

25 ml’ye seyreltildi.

3.2.1.6.3. Deneyin Yapihsi

Balonlar 30 dakika boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Oda sicakligina
gelen siv1, absorban pamuk tikag yardimiyla 100 ml’lik balon jojeye siiziildii. Ustiinde
artik bulunan pamuk, yuvarlak tabanli balona koyuldu ve 2 kere daha 20°ser ml aseton
koyulup 10’ar dakika geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Oda sicakligina gelen
s1v1, absorban tika¢ pamuk ile siiziildii ve siizlintiiler birlestirildi. Birlestirilen asetonlu
stizlintii siizge¢ kagidi ile balon jojeye siiziildii ve yuvarlak tabanli balon, aseton ile
yikanip siiziintiiye eklendi, aseton ile 100 ml’ye tamamlandi.

Bu ¢ozeltinin 20 ml’si ayirma hunisine alindi ve {lizerine 20 ml distile su koyuldu.
Ekstre 1 kez 15 ml, ardindan 3 kez 10’ar ml etil asetatla calkalandi ve etil asetath fazlar
birlestirildi.

Birlestirilen etil asetatli fazlar ayirma hunisine alind1 ve 2 kez 50’ser ml distile su ile
calkalandi, etil asetatli fazlar toplandi. Sivi, 10 gram susuz sodyum siilfat iizerinden

50 mI’lik balon jojeye siiziildii ve etil asetat ile 50 ml’ye tamamlandi.
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30 dakika sonra test ¢ozeltisinin absorbansi, sahit ¢ozeltisi ile kiyaslanarak 425 nm’de
OPTIMA SP-3000 nano markali UV/GIAS spektrometresiyle 6l¢iildii.

Izokersitrozit iizerinden hesaplanan flavonoit miktari yiizdesi igin;

AXx1.25/m

esitligi kullanildu.

A: 425 nm’de Slciilen absorbans degeri

m: incelenen bitkisel drogun gram olarak agirligi

3.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

2 gram drog tartildi. 20 ml metanolle ultrasonik banyoda 30 dk siireyle ekstre edildi.
Stizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra siiziintiiler

birlestirildi ve rotavaporda algak basing altinda kuruluga kadar distillendi.

DPPH Cozeltisi Hazirlanmasi: 0.3 mM konsantrasyonda DPPH ¢6zeltisi hazirlamak
icin 0.006 g DPPH tartip metanol ile 30 ml’e tamamlandi.

Askorbik Asit Cozeltisi Hazirlanmasi: 0.11 mM konsantrasyonda askorbik asit

¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.002 g askorbik asit tartilarak metanol ile 100 ml’e
tamamlandi.

Hazirlanan ekstrelerden son konsantrasyonlart SN1 6rnegi igin 20, 40, 60, 80 ve 100
ng/ml, SN2 i¢in 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 pg/ml, SN3 i¢in 10, 20, 40, 60, 80, 120
ug/ml ve SN4 igin 20, 40, 60, 80, 120, 140 pug/ml olacak sekilde alinan miktarlar 3
ml’lik plastik kiivetlere konuldu. DPPH ¢ozeltisinden her bir kiivete 1’er ml ilave
edilip karigmalar1 saglandi. Ornek ve DPPH c¢ozeltisi karisimi karanlikta 30 dk
bekletildikten sonra ¢ozeltilerin Optima SP-3000 Nano markali spektrofotometre
kullanilarak 517 nm’de absorbanslari ol¢iildii.

Orneklerin DPPH radikalini siipiiriicii aktiviteleri asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi.

%RSA=100 — {[(Asmek ~Axsr) X 100] / (Axontrol-Akontrol kor) }

Asmek: Ornek Absorbansi

Calismalar {i¢ paralel olacak sekilde yiirtitiildii.
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Bulgular

4.1. Kalite Kontrol Calismalarina Ait Bulgular

4.1.1. Kurutmada Kayip Miktar Tayini

SN1, SN2, SN3, SN4 kodlu ornekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi (European
Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi
(Tiirk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017)’nde bulunan yontem
kullanilarak {i¢ paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, asagida Tablo 3’te

yer almaktadir.

SN1 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % Kurutmada Kayip Miktari
1.0004 6.992
1.0107 6.9159
1.0643 6.8307

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 6.9128

SN2 Kodlu Ornege Ait Sonuglar

Drog Miktar1 (g) % Kurutmada Kayip Miktari
1.0052 6.4663
1.0121 6.4716
1.0444 6.5109

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 6.4829

SN3 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip Miktar1
1.0222 6.8456
1.0262 6.5203
1.0083 6.4776

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktar1: 6.6145

SN4 Kodlu Ornege Ait Sonuglar

Drog Miktar1 (g) % Kurutmada Kayip Miktari
1.0111 6.4889
1.0203 7.5075
1.0009 8.2458

Ortalama % Kurutmada Kayip Miktari: 7.414

Tablo 3: Flos Sambuci 6rneklerinin hesaplanan % kurutmada kayip miktarlari

26



4.1.2. Biitiin Kiil Miktar Tayini

SN1, SN2, SN3, SN4 kodlu ornekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi (European

Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi

(Tiirk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017)’nde bulunan yontem

kullanilarak ti¢ paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, asagida Tablo 4’te

yer almaktadir.

SN1 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % Biitiin Kiil Miktar1
1.0382 8.4665
1.0142 8.9232
1.0527 8.9199

Ortalama % Biitiin Kiil Miktar1: 8.7962

SN2 Kodlu Ornege Ait Sonuglar

Drog Miktar1 (g) % Biitiin Kiil Miktar1
1.0017 8.0263
1.0133 8.7141
1.0514 8.7026

Ortalama % Biitiin Kiil Miktar1: 8.481

SN3 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % Biitlin Kiil Miktar
1.0360 8.6872
1.0301 8.8049
1.0376 8.7702

Ortalama % Biitiin Kiil Miktar1; 8.7541

SN4 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % Biitlin Kiil Miktar1
1.0820 8.6872
1.1116 8.8049
1.0344 8.7702

Ortalama % Biitiin Kiil Miktar1: 8.8795

Tablo 4: Flos Sambuci 6rneklerinin hesaplanan % biitiin kiil miktarlar
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4.1.3. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Miktar Tayini

SN1, SN2, SN3, SN4 kodlu ornekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi (European

Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi

(Turk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017)’nde bulunan yontem

kullanilarak ti¢ paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, asagida Tablo 5’te

yer almaktadir.

SN1 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0037 0.0697
1.0131 0.1974
1.044 0.1436

Ortalama % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktari: 0.1369

SN2 Kodlu Ornege Ait Sonuglar

Drog Miktar1 (g) % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.1259 0.4618
1.0372 0.5329
1.0030 0.4087

Ortalama % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar1: 0.4678

SN3 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar (g) % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktari
1.0353 0.3477
1.0951 0.4291
1.0191 0.2943

Ortalama % HCIl’de Coziinmeyen Kiil Miktari: 0.357

SN4 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar
1.0848 0.0092
1.0544 0.0569
1.0474 0.1814

Ortalama % HCI’de Coziinmeyen Kiil Miktar1: 0.0825

Tablo 5: Flos Sambuci 6rneklerinin hesaplanan % HCI’de ¢6ziinmeyen kiil miktarlar
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4.1.4. Siilfat Kiilii Miktar Tayini

SN1, SN2, SN3, SN4 kodlu ornekler iizerinde, Avrupa Farmakopesi (European
Pharmacopoeia 8.0, 2013) ve Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu Tiirk Farmakopesi
(Turk Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017)’nde bulunan yontem
kullanilarak ii¢ paralel deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglar, Tablo 6’da yer

almaktadir.

SN1 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % Siilfat Kiilii Miktar1
1.0455 11.5925
1.0579 11.6457
1.0214 10.7597

Ortalama % Sulfat Kiili Miktari; 11.3326

SN2 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktari (g) % Siilfat Kiilii Miktar1
1.0382 11.1731
1.0018 11.5791
1.0364 11.4434

Ortalama % Sulfat Kiili Miktari: 11.3985

SN3 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0267 12.2431
1.1279 11.6854
1.0579 12.5153

Ortalama % Sulfat Kiili Miktari; 12.1479

SN4 Kodlu Ornege Ait Sonuclar

Drog Miktar1 (g) % Siilfat Kiilii Miktar
1.0009 12.5387
1.0614 12.5965
1.0521 11.957

Ortalama % Sulfat Kiili Miktari; 12.364

Tablo 6: Flos Sambuci 6rneklerinin hesaplanan % Siilfat kiilii miktarlar
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4.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Susuz formik asit-su-metil etil keton-etil asetat (10:10:30:50) ¢6ziicii sistemi ve 0.25
mm kalinliginda silikajel (Merck 5715) hazir kromatografi plagi kullanilarak yapilan
kromatografik caligmalarda start ¢izgisinden itibaren 10 cm ylikselecek sekilde
develope edilen kromatografi plagi reaktifler difenilborik asitin aminoetil esterinin
etilasetattaki 1 g/I’lik ¢ozeltisi ve ardindan Makrogol 400’tin metanoldeki 5 g/l
¢ozeltisi puskiirtiildiikten sonra, 6nce giin 151g1nda sonra 365 nm dalga boyundaki UV
151k altinda incelendi.

Farmakopeye gore sahit ¢ozeltisinin kromatogramdaki goriiniimii, en alt kisimda
rutinin olusturdugu koyu sar1 leke ve iist kisimda hiperozitin olusturdugu koyu sari
leke seklindedir. Test ¢ozeltisiyle elde edilen kromatogramda ise sahit ¢ozeltisinin
kromatograminda rutine karsilik gelen lekeyle ayn1 hizada koyu sari leke goriiliir. Sahit
cozeltisinin kromatograminda ise hiperozite karsilik gelen yerin yukarisinda turuncu
leke bulunmaktadir.

365 nm UV 15181 altinda ¢ekilen fotografi Sekil 3’te yer almaktadir.

SAHIT SN1 SN2 SN3 SN4

Sekil 4: Ince tabaka kromatografisi plaginin 365 nm dalga boyundaki UV 1s1k

altindaki goriintlisti
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Sahit

SN1 SN2

ey

SN3 SN4

Sekil 5: Ince tabaka kromatografisi plagmin giin 1s131ndaki goriintiisii

4.3. Spektrofotometrik Tayin

Drog Miktari (g) Ortalama Absorbans Izokersitrozit Uzerinden
Degeri Hesaplanan

0.6005 0.420 0.874
0.6009 0.405 0.842
0.6007 0.419 0.871

N Ortalama Standart | Min. Maks.

Sapma | Deger | Deger

3 0.807 0.035157 | 0.781 0.847

Tablo 7: SN1 kodlu 6rnege ait spektrofotometrik tayin sonuglari
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Drog Miktar1 (g) Ortalama Absorbans Izokersitrozit Uzerinden
Degeri Hesaplanan

0.6021 0.408 0.847
0.6029 0.377 0.781
0.6084 0.386 0.793

N Ortalama Standart | Min. Maks.

Sapma Deger | Deger

3 0.807 0.035157 | 0.781 0.847

Tablo 8: SN2 kodlu 6rnege ait spektrofotometrik tayin sonuglari

Drog Miktari1 (g) Ortalama Absorbans [zokersitrozit Uzerinden
Degeri Hesaplanan

0.601 0.344 0.715
0.6005 0.322 0.670
0.6014 0.344 0.714

N Ortalama Standart | Min. Maks.

Sapma | Deger | Deger

3 0.699 0.025697 | 0.670 0.715

Tablo 9: SN3 kodlu 6rnege ait spektrofotometrik tayin sonuglari

Drog Miktar1 (g) Ortalama Absorbans Izokersitrozit Uzerinden
Degeri Hesaplanan

0.6022 0.305 0.633
0.6005 0.297 0.618
0.6026 0.299 0.620

N Ortalama Standart | Min. Maks.

Sapma | Deger | Deger

3 0.623 0.008145 | 0.618 | 0.633

Tablo 10: SN4 kodlu 6rnege ait spektrofotometrik tayin sonuglari
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4.4. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktiviteye Ait Bulgular

SN1, SN2, SN3 ve SN4 kodlu 6rneklere ait DPPH radikali siipiiriicii aktivite sonuglari
asagidaki 8-11 Nolu tablolarda yer almaktadir.

SN1 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali
Siipiiriicii Aktivite Sonu¢lari
Konsantrasyon Yiizde ICso
(ng/ml) Inhibisyon

20 28.947

40 55.811

60 84.008 32.09

80 91.228

100 92.916

Tablo 11: SN1 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuglari

SN2 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali
Siipiiriicii Aktivite Sonuclari
Konsantrasyon Yiizde ICso
(ng/ml) Inhibisyon

10 92.706
20 91.938

40 89.635 34.61
60 73.608
80 53.262
100 25.047
120 12.667

Tablo 12: SN2 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuglari
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SN3 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali
Siipiiriicii Aktivite Sonuclari
Konsantrasyon Yiizde ICso
(ng/ml) Inhibisyon

10 13.941

20 25.677
40 53.560 33.70

60 77.031

80 89.669

120 92.477

Tablo 13: SN3 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonugclari

SN4 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali
Siipiiriicii Aktivite Sonuclari
Konsantrasyon Yiizde ICso
(ug/ml) Inhibisyon

20 23.330

40 40.578

60 56.031 46.55

80 73.978

120 90.329

140 90.428

Tablo 14: SN4 Kodlu Ornege Ait DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuglari



Askorbik Aside Ait DPPH Radikali Siipiiriicii
Aktivite Sonuclar:

Konsantrasyon Yiizde ICso
(ng/ml) Inhibisyon
2.5 5.439
5 11.297
7.5 20.292
10 37.447 8.425
12.5 49.895
15 76.778
18 93.723
20 94.874

Tablo 15: Askorbik Aside Ait DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Sonuglart
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Tartisma

Diinyanin bir¢ok yerinde yayilis gosteren Sambucus nigra tiirii Tiirkiye’de Kuzey
Anadolu’da dogal olarak yetismektedir (Zeybek & Haksel, 2011). Halk arasinda
cigekleri, yapraklari, gévde kabuklari ve meyveleri kullanilmaktadir (Demirezer,
2011). Farkli biyolojik etkinlikleri bulunmakla beraber en ¢ok soguk algmlig:
tedavisinde antiviral, immiinostimiilan ve diyaforetik olarak kullanilmaktadir
(Mumcuoglu, Safirman, & Ferne, 2010). Giiniimiizde yapilan birgok in vitro ve in vivo
calisma halk arasindaki kullanimini destekler nitelikte sonu¢lanmaistir.

Bu calismada basta Flos Sambuci drogu olmak tizere S. nigra bitkisinin botanik
bilgilerinin, kimyasal bilesiminin, biyolojik aktivitesinin ve son zamanlarda yapilan
calismalarin ayrintili derlemesi yapilmistir. Bunun yami sira biri aktardan, biri
eczanede satilan droglardan ve diger ikisi dogadan toplanan olmak iizere dort farkl
ornegin Avrupa Farmakopesi 8.0 (European Pharmacopoeia 8.0, 2013)’a gore
analizleri yapilmustir. Ilaveten 6rneklerin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi tayin
edilmistir.

Kurutmada kayip miktar tayini deneyinde SN1 kodlu 6rnekte % 6.9128, SN2 kodlu
ornekte % 6.4829, SN3 kodlu 6rnekte % 6.6145ve SN4 kodlu 6rnekte % 7.414
oraninda kurutmada kay1p tespit edilmistir.

Biitiin kiil miktar tayini deneyinde, SN1 kodlu 6rnekte % 8.7962, SN2 kodlu 6rnekte
% 8.481, SN3 kodlu 6rnekte % 8.7541 ve SN4 kodlu 6rnekte % 8.8795 oraninda biitiin
kiil miktar1 saptanmistir.

Avrupa Farmakopesi 8.0’da Flos Sambuci i¢in kurutmada kayip ve biitiin kiil
miktarlarinin en fazla %10 olmasi istenmektedir. Tiim 6rneklerin kurutmada kayip ve
biitin kil miktarlarinin  bu degerin altinda oldugu gorilmistir (European
Pharmacopoeia 8.0, 2013).

Hidroklorik asitte ¢ozlinmeyen kiil miktar1 deneyinde, SN1 kodlu 6rnekte % 0.1369,
SN2 kodlu 6rnekte % 0.4678, SN3 kodlu 6rnekte % 0.357 ve SN4 kodlu 6rnekte %
0.0825 oraninda hidroklorik asitte ¢6ziinmeyen kiil miktar1 bulunmustur.

HCl’de ¢oziinmeyen kiil miktarinin en fazla %2 olmasi istenmektedir (Wichtl, 1994).
Tim oOrneklerin HCI’de ¢6ziinmeyen kiil miktarlarinin belirtilen degerin altinda

oldugu goriilmiistiir.
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Siilfat kiilii miktar tayini deneyinde, SN1 kodlu 6rnekte % 11.3326, SN2 kodlu 6rnekte
% 11.3985, SN3 kodlu drnekte % 12.1479 ve SN4 kodlu 6rnekte % 12.364 oraninda
stilfat kiilii miktar1 hesaplanmustir.

Siilfat kiilii miktarinin en fazla % 12 olmasi istenmektedir (Wichtl, 1994). SN1 ve
SN2 kodlu 6rneklerin stilfat kiilii miktar1 % 12’nin altindayken, SN3 ve SN4 kodlu
orneklerde ise siilfat kiilii miktarinin istenilen maksimum degerin ¢ok az istiinde
oldugu goriilmistiir.

Ince Tabaka Kromatografisi calismalarinda, 20x20 cm boyutlarinda ve 0.25 mm
kalinliginda Silikajel 60 Fs4 (Merck 5715) plagi kullanilmistir. Flos Sambuci
orneklerinden hazirlanan ekstrelerden 20°ser pl, rutin, klorojenik asit, hiperozit ve
kafeik asit standartlarini igeren sahit ¢ozeltisinden ise 10 ul olacak sekilde plaga
uygulanmis; formik asit, su, metil etil keton ve etil asetat (1:1:3:5 h/h/h/h) ¢oziicti
karigimindan olusan mobil faz kullanilmak suretiyle uygulama noktasindan itibaren
¢oziicii sistemi 10 cm yiikselecek sekilde plak develope edilmistir. Difenilborik asidin
aminoetil esterinin etilasetattaki ¢6zeltisi ve ardindan Makrogol 400’{in metanoldeki
¢ozeltisinin puskiirtiillmesiyle dnce giin 1s18inda, daha sonra 365 nm dalga boyundaki
UV 151k altinda plak incelenmistir. Kromatografi plaginin 365 nm dalga boyundaki
UV 1sik altinda ve giin 1s1g8inda ¢ekilen fotograflari sirasiyla resim 1 ve resim 2’de
goriilmektedir. Tim ornekleri igeren kromatogramin, farmakopede belirtilen referans
ve test cozeltilerini i¢eren kromatogramlarla genel olarak uyum iginde oldugu
goriilmustiir. Plak 365 nm dalga boyundaki UV 1sik altinda incelendiginde, SN1 ve
SN4 kodlu 6rneklerdeki klorojenik asit ve rutine ait renkli floresans lekelerin daha
belirgin oldugu izlenmistir.

S. nigra tiirlerinde total flavonoit igeriginin saptanmasinda spektrofotometrik miktar
tayini (European Pharmacopoeia 8.0, 2013) yaninda, -elektrokinetik kapiler
kromatografi (EKK) (Pietta, Bruno, Mauri, & Rava, 1992), Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography-HPLC) (Pietta, Bruno,
Mauri, & Rava, 1992), kapiler elektroforetik analiz (Seitz, Oefner, Nathakarnkitkool,
Popp, & Bonn, 1992) gibi bir¢ok analiz yontemi kullanilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada farmakopede (European Pharmacopoeia 8.0, 2013) (Tiirk
Farmakopesi Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu, 2017) belirtilen spektrofotometrik
miktar tayini yontemi kullanilmis olup, izokersitrozit iizerinden flavonoit miktar
hesaplanmigtir. SN1, SN2, SN3 ve SN4 kodlu o6rnekler icin hesaplanan ortalama
degerler sirastyla % 0.862, 0.807, 0.699, 0.623 seklindedir. Farmakopede
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izokersitrozit tizerinden hesaplanan flavonoit miktariin en az % 0.8 olmasi1 gerektigi
belirtilmektedir (European Pharmacopoeia 8.0, 2013). SN1 ve SN2 kodlu 6rneklerin
farmakopede belirtilen miktarla uyumlu oldugu, SN3 ve SN4 kodlu 6rneklerin ise %
0.8 degerinin altinda kaldig1r goriilmiistiir. SN1 kodlu Bozdag’dan toplanmis olan
ornegin flavonoit miktarmin incelenen ornekler arasinda en yliksek oldugu ve SN4
kodlu Isparta’dan toplanmis olan 6rnegin ise flavonoit miktarinin en diisiik oldugu
belirtilebilir.

Genetik ve bitkinin yas1 gibi faktorlere ilaveten UV radyasyon, toplama zamani ve
ayrica boceklerin verdigi hasarin yani sira ayni habitatta yetisen diger tiirlerle olan
kompetisyonu da iceren farkli cevresel faktorlerin, bitkilerdeki polifenolik bilesik
miktarim etkiledigi bilinmektedir (Rieger, Miiller, Guttenberger, & Bucar, 2008).
Buna ilaveten S. nigra gicek ve meyvelerinin yabani 6rneklerinin igermis oldugu
flavonol miktarlarinin yiiksek rakimda yetisen oOrneklerde daha fazla oldugu
bulunmustur (Rieger, Miiller, Guttenberger, & Bucar, 2008).

Sambucus nigra meyveleri tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise, Amerika Birlesik
Devletleri’nin dogusunda farkli cografik bolgelerden toplanmis dogal meyve
popiilasyonlarinda fitokimyasal varyasyon goriilmistiir. Genel olarak giliney
bolgelerden toplanmis meyvelerin total flavonol ve klorojenik asit miktarlarinin kuzey
bolgelerinden toplanmis olan meyvelere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak meyvelerin, flavonol ve klorojenik asit miktarlarinin genetik ve ¢evresel
nedenlere bagli olarak degiskenlik gosterdigi saptanmistir (Mudge, ve digerleri, 2016).
Calismamiza dahil edilen dogadan toplanan SN1 (Izmir-Bozdag) ve SN4 (Isparta-
Golciik) kodlu orneklerin ve SN3 (eczanede satilan) ve SN4 (aktarda satilan) kodlu
ticari droglarin total flavonoit miktarlarinda farklilik goriilmesi literatiirde belirtildigi
sekilde, bitkileri etkileyen ¢evresel faktorlerin (toplama zamani, yiikseklik, iklimsel
kosul, vb) ve bitkilerin genetik 6zelliklerinin farkli olmasina bagli olabilir.

Bitkisel ekstrelerin, gidalarin  ve  bilesiklerin  antioksidan  aktivitesinin
degerlendirilmesinde, stabilitesi ve uygulama kolaylig1 agisindan en ¢ok tercih edilen
antioksidan aktivite tayin yontemi olan DPPH radikal siipiiriicii aktivite deneyine
calismamizda yer verilmistir. Bu deneyde sonuglar DPPH absorbansini % 50 oraninda
azaltan antioksidanin konsantrasyonu olarak verilmektedir (Chen, Bertin, & Froldi,
2013). Bu kapsamda SN1, SN2, SN3 ve SN4 kodlu orneklere ait ICso degerleri
strastyla 32,09; 34,61; 33,70; 46,55’tir.
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Sambucus nigra bitkisi lizerinde DPPH yontemini de igeren farkli antioksidan tayin
caligsmalar1 literatiirde mevcuttur. Bu yontem kullanilarak Slovakya’da 56 farkli
bolgeden toplanan 113 farkli S. nigra genotipi lizerinde yapilan bir ¢alismada bitkinin
taze ve kurutulmus c¢igeklerinden yararlanilmistir. Taze ¢igeklerin bitki 6zii, alkol
ekstreleri ve infiizyonlari; kurutulmus c¢iceklerinin ise surup formu kullanilmistir.
Anti-radikal aktivite sirasiyla; inflizyon igin % 85.12-89.29 % 10’luk diliie bitki 6z
icin %16.81-24.16, alkol ekstresi i¢in % 90.9-93.6’dir. %10’luk ve %40’lik oranda
hazirlanan surup formlar icin ise % 37.92 ile % 62.82 araliginda degismektedir
(Sedlackova , ve digerleri, 2018).

S. nigra bitkisinin ¢i¢ek ve meyvelerinden olusan 24 drog 6rnegi lizerinde yapilan bir
diger ¢aligmada ise, drneklerin inflizyonu hazirlanmis ve DPPH ve ‘Demir (111) Iyonu
Indirgeyici Antioksidan ~Giicii (Ferric Reducing Antioxidant Power-FRAP)’
yontemleriyle antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Calismanin sonucunda ¢iceklerin
antioksidan aktivitesinin, total flavonoit ve fenolik asit icerigine bagli olarak
meyvelere gore daha fazla oldugu goériilmistiir (Viapiana & Wesolowski , 2017 ).
Yapilan bir diger ¢alismada S. nigra cicek ve meyveleriyle zenginlestirilmis misir
gevregi gibi atistrmalik iiriinlerde ‘Likit Kromatografi-Elektrosprey Iyonizasyon-
Kiitle Spektrometrisi (Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Tandem Mass
Spectrometry- LC-ESI-MS/MS)’ yontemiyle fenolik asit ve flavonoitlerin kalitatif ve
kantitatif analizi yapilmis ve antiradikal 6zellikleri saptanmistir. %20, %10 ve %5
oranda Sambucus nigra gigekleriyle zenginlestirilmis musir gevregi ekstrelerinde
yiksek antiradikal etkinlik goriilirken, %20 oraninda S. nigra meyveleriyle
zenginlestirilmis lirlinlin ise orta derecede serbest radikal siipiiriicii 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir (Oniszczuk , Olech , Oniszczuk, Wojtunik-Kulesza, &
Wojitowicz, 2016).

Minimum % 0.5 bioflavonoit, rutin ve % 1 tannik asit i¢erdigi belirtilen S. nigra
ekstreleriyle yapilan deneysel calismada DPPH yontemiyle antioksidan kapasite
Olglilmistiir.  S. nigra ekstresi standartlarla karsilastirildiginda daha iyi bir radikal
stipiiriicii etkinlik gostermistir (Stoilova , Wilker , Stoyanova , Krastanov , & Stanchev
, 2007).

S. nigra bitkisinin meyve ve dallarinin % 1 HCI i¢eren metanollii ekstreleri hazirlanmig
ve ABTS radikali kullanilarak Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayin yontemi
uygulanmistir. Calismanin sonucunda meyve ve dallarda farkli total fenolik igerik

tespit edilmesine ragmen benzer antioksidan aktivite goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
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hidroksil (OH) radikali siipiiriicii etkileri de benzer 6zelliktedir. Ancak nitrik oksit
(NO) radikali siipiiriicii etkinlik agisindan dallar meyvelere gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir (Silva , Ferreira, & Nunes, 2017).

DPPH ve B-karoten/linoleik asit yontemlerinin kullanildigi ve S. nigra’nin yaprak,
meyve ve ciceklerinin metanol ekstrelerindeki antioksidan igerigi ve toplam flavonoit
miktartyla antioksidan giicli arasindaki iligkiyi inceleyen bir diger ¢aligmada ¢igcek
ekstrelerine kiyasla yaprak ekstrelerinde, ekstraksiyon sicakliginin antioksidan igerigi
arttirdigini gosterilmistir (Dawidowicz , Wianowska , & Baraniak , 2006).

Farkli yoOntemlerle yapilan antioksidan aktivite c¢aligmalarini iceren kaynaklar
incelendiginde ¢igeklerin meyvelere gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
belirtilebilir.

Yaptigimiz ¢alismada ise, en yiiksek aktivite total flavonoit miktarinin da en yiiksek
bulundugu SN1 kodlu 6rnekte (ICso: 32,09), en diisiik aktivite ise total flavonoit
miktarinin da en diisiikk bulundugu SN4 kodlu 6rnekte (1Cso: 46,55) goriilmiistiir.
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Sonuc ve Oneriler

Arastirmamizda Odemis-Bozdag’dan ve Isparta’dan toplanan, aktardan ve eczaneden
temin edilen toplam dort farkli Flos Sambuci 6rnegi Avrupa Farmakopesi’ne gore
incelenmistir. Bu kapsamda kurutmada kayip, biitiin kiil, HCI’de ¢6zlinmeyen kiil
miktarlar1 hesaplanmistir. Ek olarak DAB 10°’da yer alan yontemden faydalanilarak
stilfat kiilii miktar tayini gerg¢eklestirilmistir (Deutsches Arzneibuch (DAB), 1997).
Rutin, klorojenik asit, hiperozit ve kafeik asit standartlar1 kullanilarak drog
orneklerinin Ince Tabaka Kromatografisi ile teshis ve kontrolleri yapilmustir.
Spektrofotometrik miktar tayin yontemi kullanilarak izokersitrozit tizerinden %
flavonoit miktarlart hesaplanmistir. DPPH yontemiyle radikal siipiiriicii aktivite tayin
edilmistir.

Inceledigimiz érnekler arasinda SN1 kodlu Odemis-izmir’den toplanan drnegin kalite
ozelliklerinin diger orneklere gore daha yiiksek oldugu belirtilebilir.

S. nigra’nin ¢igeklerinin yan1 sira farkli kisimlarin iizerinde DPPH radikal siipiiriicti
aktivite disinda farkli yontemler [FRAP, Bakir (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite (Cupric Reducing Antioxidant Capacity-CUPRAC) ve ABTS] kullanilarak
yapilan antioksidan aktivite ¢alismalari literatiirde yer almaktadir (Celik, Ozyiirek,
Gigli, & Capanoglu, 2014) (Viapiana & Wesolowski , 2017 ) (Dawidowicz ,
Wianowska , & Baraniak , 2006) (Silva, Ferreira, & Nunes , 2017).

Flos Sambuci 6rneklerinin antioksidan potansiyellerinin ortaya konulmasinda ileriki
calismalarda farkli yontemlerin kullanilmast uygun olabilir.

S. nigra meyveleriyle ilgili monograf EMEA’da yer almasina ragmen Avrupa
Farmakopesi ve Tiirk Farmakopesi’nde bulunmamaktadir. Literatiirde meyveler
tizerinde gergeklestirilmis gerek igerik, gerekse aktiveyle ilgili ¢ok fazla sayida
calisma yer almaktadir (Sidor & Gramza-Michalowska, 2015) (Veberic, Jakopic,
Stampar, & Schmitzer, 2009). Bundan sonraki arastirmalarda fitokimyasal ve

farmakolojik acidan meyvelerin de ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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