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ONSOZz
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TURKIYE’DE YETISEN SAMBUCUS NIGRA MEYVELERI UZERINDE
ON KIMYASAL ARASTIRMALAR

OZET

Tiirkiye’de ozellikle Karadeniz Bolgesi’nde yayilis gosteren Sambucus nigra L.
(miirver) Caprifoliaceae familyasia ait, cali veya kiiciik aga¢ formunda bir
bitkidir. S. nigra’nin Avrupa’da yaygin bir kullanimi bulunmaktadir. Bitkinin
meyve ve ciceklerinin tibbi ¢ay olarak oksiiriik, soguk alginligi, grip gibi
sikayetlerde kullanildig1; ayrica meyvelerden renk verici 6zelliginden dolay:
meyve suyu, sarap, regel, marmelat gibi iriinlerin hazirlanmasinda da
yararlanildigi bilinmektedir. Antosiyaninlerce zengin olan siyahimsi mor
meyvelerin antioksidan, antiviral, antikarsinojenik, antienflamatuvar etki gibi
cesitli biyolojik etkilerinin oldugu literatiir bilgileri ile desteklenmektedir. Ancak
Tarkiye de S. nigra meyveleri {lizerine yapilan ¢alismalar yetersizdir.

Bu ¢aligmada S. nigra meyvelerinin ekstreleri ¢esitli polaritelere sahip ¢oziiciilerle
maserasyon yontemi ile hazirlanmistir. Ayrica halkin kullanimia uygun meyve
cay1 hazirlanarak liyofilize edilmistir. Hazirlanan ekstrelerde kromatografik ve
spektrofotometrik analizler ile kimyasal bilesim g¢aligmalar1 yapilmistir. Meyve
cekirdeklerinin n-hekzanla Soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen sabit yaginin
yag asidi bilesiminin belirlenmesi amaciyla yag asitlerinin metil esterleri
olusturulmus ve GC ve GC/MS analizleri yapilmustir. {lk defa bu tez kapsaminda
meyvelerin mikrodistilasyon ile ugucu bilesiklerinin eldesi ve meyvede glikozidik
bagli ugucu bilesiklerin elde edilerek GC ve GC-MS analizleri gerceklestirilmistir.

Yapilan c¢aligmalar sonunda %70 etanol ekstresinin diger ekstrelere kiyasla
antosiyaninlerce zengin oldugu ve siyanidin-3-glikozit miktarinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Meyve c¢ekirdeklerinin ise yag asidi kompozisyonu
incelendiginde, ¢ekirdek yaginin linoleik asit (% 42.3) ve linolenik asit (% 38)
gibi doymamais yag asitlerince zengin oldugu belirlenmistir.

Mikrodistilasyon ile meyvede ugucularin % 86.1°ne karsilik gelen 34 bilesik
tanimlanmistir.  Aldehit yapisindaki iki bilesik baslica bilesenler olarak
belirlenmistir: Fenilasetaldehit (% 32.8) ve benzaldehit (% 7.9). Meyvelerden su
distilasyonu ile hazirlanan 6rnek ise daha c¢ok yag asitlerince zengin olup ana
bilesikleri hekzadekanoik asit (% 55.3) ile tetradekanoik asit (% 11.4) olarak
belirlenmistir. Meyvelerde enzimatik hidroliz sonrast gergeklestirilen su
distilasyonundaise, 6rnekte hekzadekanoik asit (% 36.1), etil linoleat (% 11.6) ve
etil hekzadekanoat (% 10) olarak belirlenmistir. Meyvelerin ugucu bilesik
kompozisyonu incelendiginde, yag asitleri, yag asidi esterleri, aldehit, alkol ve
terpenik yapida bilesiklerce zengin oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sambucus nigra, antosiyanin, sabit yag, ucucu yag, GC ve
GC/IMS



PRELIMINARY CHEMICAL STUDIES ON SAMBUCUSNIGRA FRUITS
GROWING IN TURKEY

ABSTRACT:

Sambucus nigra L. (Caprifoliaceae) is shrub or small tree which is distributed in
the Black Sea Region of Turkey. It is widely used in Europe. Both fruits and
inflorescenses are used as herbal tea for cough, colds and flu. The fruits are also
used as a natural dye in fruit juices, wines and jams. Anthocyanin rich fruits have
various biological effects such as antiinflammatory, antioxidant, anticancer and
antiviral. Studies on S. nigra in Turkey are quite insufficient.

In this present study, the fruits were macerated using different solvents and the
fruits tea was prepared according to folk use. All extracts were subjected to
chromatographic and spectrophotometric analyses for their chemica
compositions. The fruit seeds were extracted with n-hexane using a Soxhlet
apparatus. The methyl esters of fatty acids prepared from fixed oil were analyzed
by GC and GC/MS, simultaneously. The volatile compounds obtained by
microdistillation of dried fruits and the glycosidic bound volatiles obtained by
enzymatic hydrolysis were analyzed by GC and GC/MS, simultaneously.

In conclusion, the 70% ethanol extract was found to be rich in anthocyanins and
cyanidin-3-glycoside when compared with other extracts.

Linoleic acid (42.3%) and linolenic acid (38% ) were major fatty acids of the
fixed oil obtained from seeds.

Microdistilled oil yielded 34 volatile constituents comprising 86.1% of the sample
with phenylacetal dehyde (32.8%) and benzal dehyde (7.9%) as major compounds.

The sample obtained by hydrodistillation were found to be rich in fatty acids such
as hexadecanoic acid (36.1%) and tetradecanoic acid (11.4%). Hydrodistilled oil
of the fruits after enzymatic hydrolysis comprised hexadecanoic acid (36.1%),
ethyl linoleate (11.6%) and ethyl hexadecanoate (10%) as major compounds.
These results showed that aroma composition of the fruits comprised fatty acids,
fatty acid esters, aldehydes, alcohols and terpenes.

Key Words: Sambucus nigra, anthocyanin, fixed oil, essential oil, GC and
GC/MS
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GIRIS ve AMAC

Antosiyaninler 06zellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan, suda
¢cOzUnebilen pigmentlerdir. Antosiyaninlerin ve antosiyaninlerce zengin driinlerin
yiksek oranda antioksidan etki gostererek insan sagligini korumaya ve
iyilestirmeye yardimci oldugu yapilan arastirmalarla desteklenmektedir. Ayrica
antosiyaninlerce zengin meyvelerin yasa bagli meydana gelen noéronal hasar
olusumunu Onledigi, kognitif davraniglar tizerine olumlu etki gosterdigi
bildirilmektedir. Bu nedenle yiksek oranda antosiyanin gibi fenolik maddelerce
zengin iceceklerin tiketilmesi tavsiye edilmektedir.

Sambucus nigra L. (mlrver), Avrupa’da yaygin bir kullanima sahiptir.
Antosiyaninlerce  zengin  meyvelerinin  antioksidan,  antienflamatuvar,
antikarsinogjenik gibi etkilerinin belirlenmesi ve Ozellikle gribe kars1 etkinliginin
bulunmasi nedeniyle aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bunun yani sira
meyvelerden hazirlanan meyve suyu, ¢ay, sarap, marmelat, recel gibi Grinler
Avrupa’da yaygin sekilde tiiketilmektedir. Tiirkiye’de genellikle Karadeniz
bolgesinde yayilis gosteren bitkinin degeri nispeten daha az bilinmektedir.
Ulkemizde S. nigra iizerine yapilan arastirmalar yetersizdir.

Hem eczacilik alaninda hem de gida alaninda kullanilmasi nedeniyle meyvelerin
aroma bilesiklerinin ¢esitliligi kimyasal yapisina paralel olarak, Urin kalites
acisindan 6nem tasimaktadir. Ozellikle gida alaninda gesitli {iriinlerinin bulunmasi
nedeniyle koku ve renk kalitesinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu amagla tez kapsaminda meyvelerin kimyasal yapisinin hem aroma
maddelerince hem de antosiyaninler agisindan degerlendirilmesi amaglanmustir.
Oncelikle cesitli ekstreler iizerinde bilesim belirleme ¢alismalarinin farklh
kromatografik yontemler ile yapilmasi ve antosiyaninlerce zengin ekstrenin
belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica ilk defa bu tez kapsaminda mikrodistilasyon
yontemi kullanilarak meyvelerin ugucu bilesikleri ile glikozidik bagl ugucu
bilesiklerinin elde edilmesi ve yag asitlerinin tanimlanabilmesi igin GC ve GC/MS
analizlerinin yapilmasi planlanmastir.



KAYNAK BILGISI

Bu bolimde Sambucus cinsi ile ilgili botanik, kimyasal, ethofarmakognozik ve
farmakolojik arastirmalar 6zetlenmektedir. Botanik bilgiler i¢in Tiirkiye Florasi
(Davis, 1972) temel alinmis, diger boliimler ise Endnote, Scifinder, Napralert gibi
cesitli veri tabanlar, literatiir bilgileri ve internet kullanilarak derlenmistir.

Botanik Ozellikler
Caprifoliaceae (Hammeligiller) familyasi

Familya adi, yapraklarmin ke¢i ayagina benzemesinden gelmektedir. Kuzey
yarikiirede yayilis gosteren, basit veya parcali yapraklari dekuzat dizilisli odunlu
bitkilerdir. Bazilar1 tirmanici ¢alilar veya nadiren otsular. Yapraklar karsilikls,
genellikle basit veya birlesik, stipula yok veya gok kuguk. Cigekler simoz
durumda, erdisi, 151nsal veya zigomorf simetrili. Sepaller 5, birlesik, petaller 5,
birlesik, rotat. Stamenler 5-4, petallere bagli. Pistil 1, ovaryum alt durumlu, 1-5
lokuluslu, genellikle 3-5 karpelli, oviller her lokulusta genellikle 1 tane,
plasentasyon eksensel. Meyve bakka veya drupa. Turkiye de ise meyveler drupa
veya az tohumlu Gzomsi; tohumlar etli endospermli (Zeybek ve Zeybek, 1994,
Segmen ve ark, 1995; Davis, 1972). Cogunlugu kuzey yarikiirede yayilis gosteren,
yaklasik 18 cins ve 275 tiir igerir. Ulkemizde 3 cins ve 13 tiirii bulunur (Segmen
ve ark, 1995).

1. Yapraklar pennat 1.Sambucus
1. Yapraklar basit
2. Cicekler birlesik simozlarda 2.Viburnum
2. Cicekler ikili, bas ya da halkalar halinde 3. Lonicera

Sambucus cinsi

Genis 0z bolgesi olan ot veya calilar. Yapraklar imparipennat, karsilikli; stipulalar
var veya yok. Cicekler ¢ok cicekli birlesik umbellalar seklinde ya da panikulat
simozlar halinde, genellikle 5 pargali; korolla tam, rotat; ovaryum 3-5 hicreli;
stigmalar 3-5. Meyve drupadir. Ulkemizde 2 tiir ile temsil edilmektediir.

1. Otlar; stipulalar ovat, 8-30 mm 1. ebulus
2. Cali veya kiiciik agaglar; stipulayok veya subulat, c. 4mm 2. nigra

Sambucus ebulusL.

“*Cuce murver, bodur mirver’ olarak bilinen bu ttr 60-200 cm yukseklikte, beyaz
cicekli bazen de pembe renkli, glabroz ve ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Rizom
olusturur ve yeni bitkiler rizomlardan meydana gelir. Yaprakg¢iklar 3-6 parcali,
serrat, stipulalar ovat, 8-30 mm. Cicek durumu genellikle 3 pargali 1s1nsal, tepesi
diiz. Meyveler kiiremsi sekilli, siyah ve parlak renklidir. Tiirkiye’de yaygin bir
tiirdiir. Ozellikle tarla ve hendek kenarlarinda yetisir. Yaz ortasindan sonra
cigeklenmeye baglar. Tiirkiye’de ¢ogunlukla kuzey kesimlerde nadir olarak da
giiney ve bat1 kesimlerde yetigir. Ayrica Avrupa, Suriye, Kuzey Irak, Bati1 Irak ve
Liibnan’da da yetismektedir (Davis, 1972; Baytop, 1999).



SambucusnigraL.

Cal1 veya kiigiik aga¢ formunda, 4-10 m. Y apraklar ovat-lanseolattan ovat-eliptige
kadar, (1-)2-3(-4) pargali, 3-12x3-6 cm, kenarda serrat, alt ylzde damarlar
Uzerinde seyrek tuyll ya da glabroz (tlysiiz); stipula yok ya da subulat, c. 4 mm.
Cigek durumu genellikle 5 pargali 1sinsal, tepesi diiz, 10-20 cm capinda. Cigekler
krem, c. 5 mm; anterler krem. Meyveler drupa yuvarlak, 6-8 mm, siyahimsi-mor
renkli. Cogunlukla Kuzey Anadolu’da, nadiren Bati ve Dogu Anadolu’da;
Diinyada Avrupa, Bat1 Suriye, Kuzey Irak ve Bat1 iran’da yetisir.

Sekil 1. Sambucus nigra’min Diinyada Yayilis1 (Atkinson ve Atkinson, 2005)

Sambucus nigra’nin Avrupa’da yaygin bir kullanilisi bulunmaktadir. Ozellikle
meyvelerin renk verme 6zelliginden dolay1 meyve suyu, sarap, regel ve marmelat
yapiminda kullanilmaktadir (Inami ve ark., 2006). Bitkinin gicekleri tibbi cay
olarak kullanilmakta, ayrica Oksiiriik, grip, bogaz iltithab1 gibi solunum yollari
rahatsizliklarinda kullanilmak tizere gargara halinde preparatlar1 bulunmaktadir.
Meyvelerin kullanim1 daha ¢ok boya verici 6zelliginden dolay1 tekstil alaninda
olsa da, antosiyaninlerce zengin olusu ve yiiksek antioksidan etki gostermesi ile
dikkat cekmistir. Meyvelerden hazirlanan ¢ay da yine soguk alginligi basta olmak
lizere cicek cayi ile benzer sikayetlerin giderilmesinde kullanilmaktadir. 10 g
kadar olgun ve kurutulmus meyve iizerine soguk su ilave edildikten sonra bir siire
bekletilmekte, sonra yavasca kaynatilmakta ve kaynadiktan kisa bir siire sonra 5-
10 dakika bekletilmekte, stiztildikten sonra giinde birkag defaicilmektedir (Davis,
1972; Charlebois, 2007, Roxas ve Jurenka, 2007; Vulic ve ark., 2008;
Vlachojannins ve ark., 2010).

Farmakopelerde Yer Alan Sambucus Turleri

Cesitli  farmakopelerde Sambucus nigra L.'nin izokersitrozit Uzerinden
hesaplanmis ve en az % 0.8 flavonoit i¢ceren kurutulmus ¢igeklerinin ‘Sambuci
flos' adi ile kayith oldugu goriilmektedir. Sambuci flos, British Farmakope (BP)
1998 ve 2009 baskilarinda, Avrupa Farmakopesi’nin (EP) 5. ve 6. baskilarinda yer
almaktadir. Ayrica ¢igeklerin soguk algmligima karsi kullanimi Komisyon E
monograflarinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii monograflar: arasinda da



kayithdir (British Pharmacopoeia, 1998 ve 2009; WHO, 1999; European
Pharmacopoeia, 2005 ve 2008; Vlachojannins ve ark., 2010).

Sambucus Tiirlerinin Kullanim Alanlari

Sambucus tiirlerinin tibbi ¢ay olarak kullanimi yaygin olmakla birlikte son
yillarda meyvelerinin sadece boya verici olarak tekstil alaninda degil ayn
zamanda tibbi amaglarla kullaniminin da yayginlagtigi goriilmektedir. Tiirkiye’de
Sambucus' a ait her iki tOrin de toprak istii kisimlari, yapraklari, gicekleri ve
meyveleri kullanilmaktadir. Her iki tiirin halk arasinda hemoroit, romatizma
agrilari, yaralar, soguk alginligi, yiliksek ates ve yilan sokmalarina karsi
kullanildig1r belirtilmektedir (Yesilada ve ark., 1997; Siintar ve ark., 2010).
Sambucus tiirlerinin - Tiirkiye’de kullanmmiyla ilgili detayli bilgi asagida
verilmektedir.

Sambucus Turlerinin Turkiye de Etnofar makognozideki Yeri
SambucusnigraL.:

Sezik ve ark. (1997) Dogu Anadolu bdlgesinde, Erzincan, Sularbasi ydresinde
“patirik” olarak isimlendirilen bitkinin yapraklarinin  haricen apseleri
olgunlastirmak icin kullamildigini;; aynmi bolgede ¢igeklerinden hazirlanan
infiizyonun ise diyabete karsi i¢ildigini belirtmislerdir. Yesilada ve ark. (1997)
bitkinin yapraklarinin haricen romatizma ve abselerde, dahilen ise prostata karsi
kullanildigini, ayrica meyvelerinin de dahilen hemoroite karsi kullanildigini
bildirmislerdir. Simsek ve ark.’nin (2002) yaptig1 ¢alismada Tunceli yoresinde
‘patpatik agact’ ismiyle bilindigi, govdenin i¢ kisminin kabuktan ayrilarak sabun
icine konuldugu ve dovilup, macun halinde ¢iban iizerine siiriildiigii belirtilmistir.

Catalca yoresinde, bitkinin ¢icek dekoksiyonun diyabete ve prostatik hipertrofiye
kars1 ayrica ditiretik etkisinden dolay1 dahilen kullanildigini; yapraklarinin haricen
hayvanlarda yaralara karsi; koklerinden hazirlanan dekoksiyonun haricen
romatizmaya karsi; toprak iistii kisimlarin yine haricen sismeye karsi kullanildigt
belirtilmistir (Geng ve Ozhatay, 2006). Manavgat yoresinde ise yaprak ve taze
surgunlerinden doviilerek hazirlanan lapanin macun seklinde ¢iban {izerine
sarildig1; meyvelerin dahilen ¢ok fazla tiiketiminin zehirli ve miishil etki yaptig
belirtilmistir (Bulut, 2006). Kirklareli yoresinde yapilan bir ¢alismada ‘miirver,
miilver’ olarak adlandirilan bitkinin meyvelerinin regel, ¢igeklerinin de ¢ay olarak
kullanildig1 bildirilmistir (Kidlttr, 2008).

[zmir yoresinde ‘kara miirver, miirver’ isimleriyle bilinen bitkinin yaprak ve
ciceklerinden hazirlanan infiizyonlarin 6 giin boyunca giinde 3 defa birer fincan
halinde ditretik, ekspektoran, sedatif ve laksatif etkilerinden dolay1; 4-5 gin
boyunca benzer sekilde tiiketilerek soguk alginligi, gribe karsi kullanildigi, ayrica
govde kabuklarindan hazirlanan dekoksiyonun laksatif, diiiretik ve antiemetik
olarak tiiketildigi bildirilmistir (Ugulu ve ark., 2009). Miirver agaci ¢igeklerinden
hazirlanan dekoksiyonlar dahilen antihelmentik, antidiyabetik, antitlsif olarak
ayrica karin agrilarina kars1 Lalapasa (Edirne) yoresinde kullanilmaktadir (Tuzlac
ve ark., 2010).



Sambucus ebulusL .:

Sezik ve arkadaglarinin Kastamonu yoéresinde yaptigi c¢alismada, ‘hekimana’
olarak bilinen bitkide, meyveler ile olgunlasmadan once toplanan taze
yapraklardan hazirlanan dekoksiyonun giinde 1 bardak mide agrilarina karsi
icildigi ya da taze yapraklardan sitle pisirilerek hazirlanan lapanin haricen yara
iyilestirici olarak kullanildig1 bildirilmistir (Sezik ve ark., 1992). Kocagli
(Kandira) yoresinde ‘buzka’ olarak bilinen bitkinin toprak tstii kisimlarindan
hazirlanan  dekoksiyonu 1likken banyo halinde romatizma agrilarinin
giderilmesinde; olgun siyah meyveleri ise 4 gin boyunca her sabah a¢ karna
yutularak hemoroite karst kullanilmaktadir. Ayrica yine Kocaeli yodresinde
‘yivdin’ ismiyle bilinen bitkinin tomurcuklarinin kaynatilip ezildigi ve siizgecten
gecirilerek elde edilen siyah boyanin yiin boyamada kullanildigi belirtilmistir
(Yesilada ve ark., 1999; Simsek ve ark., 2002).

‘Buzka, sultan otu, yigden, yilgin, yir otu, bezirgan’ isimleriyle de bilinen bitkinin
meyve ve yaprak dekoksiyonlarmin hemoroite karsi Igel, Gonen, Kocaeli,
Samsun, Zonguldak gibi ¢esitli yorelerde kullanildigi bilinmektedir (Girhan ve
Ezer, 2004). Manavgat yoresinde ‘ayr otu, miirver’ olarak bilinen bitkinin
yapraklarinin doviilerek elde edilen lapasi macun halinde ¢iban iizerine sarilarak
kullanilmaktadir. Ayrica bacakta yel, omurga kemiklerinde rahatsizlik, bas agrisi
gibi rahatsizliklarda bitkinin toprak iistii kisimlarinin kullanildig: bildirilmektedir
(Bulut, 2006). Yalova yoresinde ‘sahmelik, sultanotu, bazeotu’ denilen bitkinin
yaprak ve koklerinin ezilerek akrep ve ar1 sokmalarina karsi; olgun meyvelerin
dahilen antihemoroidal olarak kullanildig: belirtilmistir (Kogyigit ve Ozhatay,
2006). Lalapasa (Edirne) yoresinde ‘sultanotu’ olarak bilinmekte, toprak Ustl
kisimlar1 tavuk kiimeslerine serpilerek kenelere karsi kullanilirken; tohumlar1 ise
dahilen konstipasyona karsi1 kullanilmaktadir (Tuzlaci ve ark., 2010).

Sambucus nigra Meyveleri Uzerinde Yapilmis Kimyasal Calismalar

Meyve Uzerine yapilmis Kimyasal c¢alismalar fenolik maddeler, proteinler gibi
madde gruplart ile meyvede tanimlanan ugucu maddeler olmak Uzere 2 grup
altinda incelenecektir.

Meyvelerin taze halde malik asit, sitrik asit, fumarik asit, sikimik asit gibi organik
asitlerce zengin oldugu, ayrica B, Bs, C vitaminleri, pantotenik asit, biotin, B-
karoten, nikotinik asit amit gibi 6nemli bilesikler tasidig1 da bildirilmistir (V eberic
ve ark., 2009; Vlachojannins ve ark., 2010).

Sambucus nigra meyvelerinde tanimlanan fenolik maddeler ve proteinler
Antosiyaninler

Antosiyanin terimi Y unanca ‘antos-cicek’ ve ‘cyanos-lacivert’ anlamina gelen iki
kelimeden olusmaktadir. Antosiyaninler, meyve, yaprak, g¢icek, gdovde gibi
kisimlara renk veren, gozle goriilebilen flavonoit tiirevi maddelerdir. Genellikle
epidermal ve subepidermal hiicrelerin vakuollerinde depolanirlar. Kirmizi,
turuncu, mor, lacivert gibi renklerden sorumlu olan ve suda ¢6ziinebilen dogal
pigmentlerdir. Bu 6zelliklerinden dolay: sentetik boya maddelerine karsi iyi birer



aternatiftir (Andersen, 1985; Bridle ve Timberlake, 1997; Espin ve ark., 2000;
Lohachoompol ve ark., 2004; Mateus ve ark., 2004; Wang ve Stoner, 2008;
Motohashi ve Sakagami, 2009). Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleri
olup flavilyum katyonunun tdrevidirler. Flavilyum katyonu, benzopiril
¢ekirdeginden ve fenil halkasindan olusan bir yapiya sahiptir (Goto ve Kondo,
1991). Antosiyaninler, aglikon ¢ekirdegine glikoz, arabinoz, ramnoz, galaktoz,
ksiloz gibi sekerlerin baglanmasi ile olugsmaktadir. Diger flavonoitlerin aksine
antosiyaninler, asidik ¢ozeltilerde pozitif yiik tasirlar. Suda ¢oziiniirler, ortamin
pH degeri ve kelat olusturan metal iyonlarinin bulunusuna gore bitkiye yogun
olarak kirmizi, mor veya lacivert renk verirler. Antosiyaninlerin, aglikon kismina
antosiyanidin adi verilir. Yaygin olarak bilinen antosiyanidin iskeletleri
pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidin'dir (Hou ve
ark., 2004; Wang ve Stoner, 2008).

R1
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HO
R3
c
/
OH
OH

Antosiyanidin R1 R, R3
Pelargonidin H OH H
Siyandin OH OH H
Delfinidin OH OH OH
Peonidin OMe OH H
Petunidin OMe OH OH
Malvidin OMe OH OMe

Sekil 2. Yaygin Halde Bulunan Antosiyanidinlerin Kimyasal Yapilar

Antosiyaninlerin ¢esitliligi bulunan substitiientlerin tiir ve konumuna, seker
kalintilarinin tUrtine ve aglikona baglanma konfigilirasyonlarindan kaynaklanir.
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Sekil 3. Antosiyaninlerin Cesitli pH’larda Transformasyonlari



Siyanidin, delfinidin ve pelargonidin gibi antosiyanidinler ile ¢esitli pentoz ve
heksozlar, di-, tri- ve oligosakkaritler iceren antosiyaninler de dogada daha yaygin
bulunurlar. Antosiyaninler, ortamin pH’Sina goére renk degistiren maddelerdir;
pH’1n degismesi ile yapilarinda geri donebilir transformasyonlar meydana gelir.
pH 1.0 ortaminda renkli okzonyum tiirevleri baskin iken; pH 4.5 da renksiz
hemiketal formlarina dontstirler (Sekil 3).

Antosiyaninler sekonder metabolitlerdir, 1 molekil 4-kumarat koenzim A ve 3
molekdl malonil koenzim A’dan hareketle ve kakon sentaz enzim
katalizorliginde 2',4',6',4-tetrahidroksikalkon sentezlenir, bu maddeden
hareketle de antosiyaninlerin biyosentezi gerceklesir. Antosiyaninler ozellikle
angiospermlerdeki ¢icek renklerinin temelini olusturur ve tozlasma igin sineklerin
ve hayvanlarin ilgisini ¢ekmek amaciyla sentezlendigi belirtilmektedir (Harborne
ve Williams, 2000; Gould, 2004). Yapraklarda antosiyaninlerin varligt ise 15181
absorplama kapasitesini arttirmaktadir. Ayrica yapragi yiiksek oranda 1s18a karsi
korumaktadir, optik bir filtre gibi davranarak yiiksek enerjili 15181 doymus
fotosentetik elektron tasima zinciri haline ¢evirir, bu sayede DNA hasarini
engellemekte, ayrica UV radyasyonundan korunmaya katki saglamaktadir (Gould,
2004). Ayrica bitki patojenlerine karst savunma amaciyla antosiyanin
miktarlarinin da arttigi bildirilmektedir (Simmonds, 2003; Horbowicz ve ark.,
2008).

Antosiyaninler, yiiksek oranda antioksidan maddelerdir, ayrica insan sagligi
lizerine g¢esitli yararlar1 bulunmaktadir (Wang ve ark., 1997; Kahkonen ve
Heinonen, 2003; Einbond ve ark., 2004; Lila, 2004; Horbowicz ve ark., 2008).
Polifenollerce zengin Ozellikle yiksek miktarda antosiyanin iceren meyvelerin,
yasa bagli olarak ortaya ¢ikan noronal hasarlar1 6nledigi ve kognitif davraniglar
Uzerine olumlu etki gostererek antiaging (yaslanmaya karsi) Ozellik gosterdigi
belirtilmistir (Galli ve ark., 2003). Ayrica antialerjik, antienflamatuvar, antiviral,
antikarsinojenik,  antimikrobiyal, antidiyabetik, antiproliferatif  aktivite,
kardiyovaskiiler sistem {izerine ve gorme fonksiyonlari iizerine olumlu etkileri de
kaydedilmistir (Meiers ve ark, 2001; Seeram ve ark, 2001; Kong ve ark., 2003;
Olsson ve ark., 2004; Xia ve ark., 2005; Bell ve Gochenaur, 2006; Ghosh ve
Konishi, 2007).

Cizelge 1. Sambucus nigra M eyvelerinde Tamimlanan Antosyaninler

Bilesik Kaynak Y ontem Referans
Siyanidin-3-glikozit %0.1 HCl iceren .
(Krizantemin) Japonya Metanol ekstresi, HPLC | 'Mami veark., 1996
Siyanidin-3- Japonya Ticari meyve suyu, Nakgimave ark.,
sambubiyozit Y LC/PDA/ESI-MS 2004
Siyanidin-3-
sambubiyozit-5- Danimarka Meyve suyu, HPLC Kaack ve Austed,
I 1998
glikozit
S Asitlendirilmis metanol-
Siyanidin-3,5- Amerika suekstres, HPLC-MS- | Wu veark., 2004
diglikozit MS




Cizelge 1 (devam). Sambucus nigra Meyvelerinde Tanimlanan Antosyaninler

Bilesik Kaynak Y ontem Referans
- L %1 HCl igeren metanol .
Siyanidin -3-rutinozit Slovenya ekstresi, HPLC andlizi Veberic ve ark., 2009
. . %2 HCl iceren Metanol
Siyanidin Amerika eksiresi-HPLC Chandrave ark., 2001
Pdlarqonidin-3- Asitlendirilmis metanol-
goni Amerika suekstresi, HPLC-MS- | Wuve ark., 2004
glikozit MS
.- Asitlendirilmis metanol-
Pelargonidin-3- Amerika suekstresi, HPLC-MS- | Wu veark., 2004
sambubiyozit MS

Sambucus nigra meyveleri, siyanidin glikozitlerince zengindir. Meyve suyu ve
cesitli meyve ekstrelerinde yapilan analizlerde, siyanidin glikozitlerinden
siyanidin-3-sambubiyozit, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3,5-diglikozit ve
siyanidin-3-sambubiyozit-5-glikozit en ¢ok tanimlanan antosiyaninlerdir
(Bronnum-Hansen ve Flink, 1985; Bridle ve Garcia-Viguera, 1997, Chandra ve
ark., 2001; Schwarz ve ark., 2003; Lee ve Finn, 2007; Seabra ve ark., 2008;
Vlachojannis ve ark., 2010).

Flavonoitler

Flavonoitler, ¢esitli bitkilerde sentezlenen fenolik pigmentlerdir ve bitkilerden
8150'i askin farkli yapida flavonoit izole edilmistir (Andersen ve Markham,
2006). Flavonoitler bitkide antioksidan, antimikrobiyal, fotoreseptor olarak rol
oynamaktadir (Pieatta, 2000). Temel olarak flavan c¢ekirdeginden meydana gelen
flavonoitler, Cg-C3-Cg iskeleti tasiyan maddelerdir. Bitkilerde flavonoitlere
cogunlukla mono-glikozitleri halinde rastlanir. Ancak di- ve trisakkaritlerle
glikozillenmis flavonoitler de dogada yaygindir.

Sekil 4. Basit Flavonoit Y apisi

Flavonoitler, antiviral, antioksidan, antienflamatuvar, antikanser, antialerjik, yara
iyilestirici etki, vazodilatasyon gibi cesitli biyolojik aktiviteye sahip énemli bir
madde grubudur (Nagai ve ark., 1990; Kawasaki ve ark., 1994; Nijveldt ve ark.,
2001; Havsteen, 2002; Ren ve ark., 2003; Lyu ve ark., 2005; Rocha ve ark., 2005;
Hamalainen ve ark., 2007; Dong ve ark., 2010).
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Cizelge 2. Sambucus nigra M eyvelerinde Tamimlanan Flavonoitler

Bilesik Kaynak Y Ontem Referans
Astragalin (Kemferol- Polonva %80 akol ekstresi, Dawidowicz ve ark.,
3-glikozit) Y HPLC 2006
Hiperozit Amerika Meyve Viacho %rgs veark.,
Polonva % 80 alkol ekstresi, Dawidowicz ve ark.,
' Y HPLC 2006
Izokersitrin
0,
Avusturya elf) St?;mﬁ,‘f IC Rieger ve ark., 2008
. Meyve suyu, YBSK, Kaack ve Austed,
Danimarka LC-MS, ESI-MS; 1998
5 -
) Amerika %70 aseton ekstres, Thole ve ark., 2006
Kersetin LC-MS
Asitlendirilmis
Slovenya metanol ekstresi, Veberic ve ark., 2009
HPLC
Asitlendirilmis
Amerika |_r|n slt;ago[l)%igl Lee ve Finn, 2007;
Rutin (Kersetin-3- MIMS:
rutinozit) '
%80 metanol ekstresi, .
Avusturya HPLC-PDA Rieger ve ark., 2008

Sambucus nigra meyveleri ayrica prokatesik asit, klorojenik asit, ferulik asit,
kafeik asit gibi fenolik maddelerce de zengindir (Nagl ve ark., 2006; Sadilova ve
ark., 2007; Lee ve Finn, 2007; Jakobek ve ark., 2008).

Protein Turevieri

Miirver meyvelerinde ayrica proteinler de tanimlanmistir. Bu proteinler,
“lektinler” ve “ribozom-inaktive edici proteinler” (RIP) olmak iizere iki tiptir.
“Aglutinin® olarak da bilinen lektinler, kimyasal yapilarinda herhangi bir
degisime ugramadan spesifik ve geri donebilir sekilde karbohidratlara
baglanabilen heterojenik bitki proteinleridir. Ribozom inaktive edici proteinler ise
rRNA N-glikozidaz enzimine spesifik olup, ribozomlardaki protein sentezini
inhibe eden homojenik bitki proteinleridir. Ribozom inaktive edici proteinler 2 alt
tipe ayrilirlar: Tip 1 RIP ve Tip 2 RIP. Tip 1 RiP, bir tane enzimatik polipeptit
zinciri tasirken; tip 2 RIP ise disiilfit baglari ile birbirine baglanmus iki polipeptit
zincirinden olugmaktadir (Citores ve ark., 1996; Van Damme ve ark., 1997).

Murver meyvelerinde sentezlenen bu proteinlerin, 6zellikle memelilerde protein
sentezini inhibe edici, bitkiyi virlis, fungus gibi patojenlere karsi koruyucu
etkilerinin oldugu diisliniilmektedir. Ayrica miirver meyvesinin antiviral ve



antikarsinojenik etkisinde bu proteinlerin de rolii olabilecegi diisiiniilmektedir
(Citores ve ark., 1996; De Benito ve ark., 1998; Van Damme ve ark., 1999;

Citores ve ark., 2002).

Cizelge 3. Sambucus nigra M eyvelerinden izole Edilen Proteinler

Bilesik Kaynak Y ontem Referans
Sambucus nigra aglutinin- Jel gegirgenligi
I (SNA-III) (Lektin) Avusturya kromatografisi Mach veark., 1991
. . Jel gegirgenligi Van Damme ve ark.,
SNA VT (Lektin) Belcika kromatografisi 1997
. . . . SDS-poliakrilamit jel :
Nigrin f (Tip 2 RIP) Ispanya dektroforezi Citoresve ark., 1996
fyon degisim
Nigritinflvef2 (Tip1l ispanva kromatografisi, jel DeBenito ve ark.,
RiP) spany gegirgenligi 1998
kromatografisi
SN-HLPf (Sambucus .
nigra hevein-benzeri Belcika Jel gegirgenligi Van Damme ve ark.,
- . kromatografisi 1999
meyve proteini) (Lektin)
Tomatin benzeri protein Bdcika Jel gecirgenligi Van Dammeve ark.,
(Patojen-iliskili protein) ¢ kromatografisi 2002
. . . Jel gecirgenligi
SNA If (Tip 2 RIP) Belcika kromatografisi Chen ve ark., 2002

Sambucus nigra meyvelerinin ugucu bilesikleri

Sambucus nigra meyvelerinden elde edilen ¢cay, meyve suyu, sarap, regel ve
marmelat gibi iirlinlerin Avrupa’da kullanimi yaygindir. Tibbi etkilerinin yan1 sira
gida olarak da tiiketilen bir meyve olmasi dolayisiyla, meyvelerden elde edilen
urdnlerin renk ve koku kalitesi bakimindan kimyasal yapisi yani antosiyanin
miktar1 ve aroma bilesikleri 6nem tagimaktadir. Meyvelerin karakteristik kokusu
(E)-B-damassenon, dihidroedulan, etil-9-dekenoat, 2-fenil etanol, fenilasetaldehit
ve nonanalden kaynaklanmaktadir. Ancak meyvelerde daha c¢ok (E)-B-
damassenon, dihidroedulan ve nonanal tanimlanmaktadir. Meyvemsi-tath kokusu
Ozellikle meyve suyu ve diger iriinlerde, etil-2-metilbutanoat, etil-3-
metilbutanoat, metil heptanoat, metil oktanoat, metil nonanat gibi alifatik
esterlerden kaynaklanmaktadir, ayrica 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol ve 3-
metil-1-butanol gibi alkol yapisinda maddeler tagimaktadir. Yine meyvelerde
pentanal, heptanal, oktanal bilesikleri kokuya katki saglayan aldehit yapisindaki
maddelerdir. Meyvelerdeki cicekss koku ise hotrienol ve nonana’den
kaynaklanmaktadir (Jensen ve ark., 2000; Kaack ve ark., 2005; Christensen ve
ark., 2007; Kaack, 2008).
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Metil oktanoat
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Metil nonanoat metilbutanoat

1-oktanol
(2)-3-hekzen-1-ol

2-feniletanol

Metil-2-
metilbutanoat

Hekzanal

(E)-2-hekzen-1-ol

Nenanal
Fenilasetaldehit

(E)-2-hekzenal

Sekil 5. Sambucus nigra M eyvelerinde Tanimlanan Ucucu Bilesikler
Sambucus nigra Meyveleri ile ilgili Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalari
Antioksidan aktivite:

Piiskiirtiilerek kurutulmus miirver meyve suyundan elde edilen ekstre ile yapilan
bir calismada, 4g.mL ' konsantrasyonda hem peroksit radikallerin olumsuz
etkilerine kars1 hem de bakir-indiiklii LDL oksidasyonuna karsi etki gdsterdigi
bulunmustur (Abuja ve ark., 1998). Antosiyaninlerce zengin mirver meyvesinden
hazirlanan konsantre meyve suyunun, antioksidan etkisinin incelenmesi amaciyla
demiri indirgeyebilme 6zelligi in vitro olarak arastirilmis ve giiglii etki gosterdigi
belirtilmistir (Pool-Zobel ve ark., 1999).

Miirver antosiyaninlerinin oksidatif strese karsi aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢alismada, steril kosullarda hazirlanan miirver ekstresi, steril
kosullarda hazirlanmis olan bovin aortik endotelyal hiicre kultirine 0.05, 0.1, 0.5
mg.mL ™ konstrasyonlarinda 4 saat uygulandiktan sonra, endotelyal hiicreler 2 saat
boyunca oksidatif strese maruz birakilmistir. Ekstre uygulanmayan kontrol
gruplarinda doza-bagli olarak cesitli oksidatif faktorler nedeniyle sitotoksisitenin
arttig1 goriilmiistiir. Miirver ekstresi uygulanan hiicrelerde H>O,' nin uygulanan
tiim konstrasyonlarina (75, 150 ve 300 uM) kars1 6nemli 6lgiide koruma sagladigi
ve sitotoksisiteyi % 20-40 oranlarinda azalttigi bulunmustur. FeSO4/askorbik asite
maruz birakilan endotelyal hiicrelerde sitotoksisite artarken; 0.1 ve 0.5 mg.mL™
konsantrasyonlarda murver ekstresi, @50 /15 UM  konsantrasyondaki
FeSO./askorbik asite karsi koruyucu etki gostermistir. Fakat miirver ekstresi,
AAPH'ye [(2,2 -azobis-(2-amidinopropan)-dihidroklorir] karsi protektif etki
gostermemis, yalnizca 16 uM ve 8 uM konsantrasyondaki AAPH nin sitotoksik
etkinligini 6nemli ol¢iide azaltmistir (Youdim ve ark., 2000). Ticari miirver
konsantresinin radikal siipiiriicii etkisinin dagal ( -tokoferol) ve sentetik
antioksidanlar (BHT, BHA) ile kiyaslandiginda bu standart antioksidanlardan
daha az olmakla beraber antiradikal etki gosterdigi belirtilmistir (Espin ve ark.,
2000).

Frank ve arkadaglarinin (2002) yaptiklari bir g¢alismada, siyanidin-3-glikozit,
Ribes nigrum ve Sambucus nigra’nin plazma ve dokulardaki -tokoferol, y-
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tokoferol ve kolesteroliin konsantrasyonu ayni zamanda da karaciger yagindaki
yag asidi bilesimi Uzerine etkilerini blyumekte olan erkek siganlarda
aragtirmiglardir. 4 hafta boyunca hayvanlar yari-sentetik olarak 2 g/kg
konsantrasyonda siyanidin-3-glikozit, R. nigrum veya S nigra ile beslenmistir.
Deney sonunda, diyetsel antosiyaninlerin organ ve viicut agirliklarini veya yem
almmi  etkilemedigi  gorilmiistiir.  Siyanidin-3-glikozit, karaciger ve
akcigerlerdeki tokoferol seviyelerini arttirirken, her {i¢ beslenme seklinde de,
plazma ve karacigerdeki kolesterol seviyelerinde herhangi bir degisiklik
olmamistir. Siyanidin-3-glikozit ve R. nigrum konsantresi ile beslenen sicanlarda
doymus yag asitleri seviyesi azalmistir. Deney sonuglarina bakildigi zaman
antosiyanidinlerin redoks oOzelliginden dolayi, Vitamin C ile sinerjik olarak
antioksidan olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ancak yiiksek dozlarda miirver
tuketiminin (gunluk 4 g antosiyanidin tiketimi) postprandiyal serum lipitlerinde
azalmaya neden olmustur (Murkovic ve ark., 2004). Ticari akolli ve akolsiiz
iceceklerin antioksidan etkilerinin aragtirildigir bir ¢alismada, miirver meyve
suyunun toplam fenol miktarinin fazla oldugu ayrica DPPH radikali varliginda
yiiksek oranda hidrojen iyonu verebilme kapasitesinin oldugu belirtilmigtir
(Lugas ve Hovari, 2003).

Cesitli UzOmsi meyvelerdeki antosiyaninlerin  radikal sUpUrtct  etkis  ve
LC/PDA/ESI-MS profillerinin incelendigi bir ¢alismada, S. nigra meyve suyu
ekstresinde siyanidin-3-sambubiyozit ve siyanidin-3-glikozit tespit edilmistir.
Ekstreler DPPH ile muamele edilmis ve ekstrelerin radikal siipiiriicii etkinligi
arastirilmistir. Vitamin E analogu Trolox ile karsilastirildiginda her bir ekstrenin
Trolox’dan daha az olmak ftizere, radikal siipiiriicii etki gosterdigi, c¢esitli
antosiyaninler arasinda siyanidin-3-glikozitin kuvvetli antioksidan etki gdsterdigi
belirlenmistir (Nakajima ve ark., 2004). Dokuz farkli kirmizi meyveden
hazirlanan ticari meyve sularinin, DPPH radikali stpurucu etki ve Troloks a
esdeger antioksidan kapasiteleri arastirilmis, S. nigra, Aronia melanocarpa, R.
nigrum meyve sularmin yiiksek oranda antioksidan olduklarini ve fenolik
bilesiklerce zengin olmalarindan dolayr etki gosterdikleri belirtilmistir
(Bermudez-Soto ve Tomas-Barberan, 2004).

Bagchi ve arkadaslar1 (2004) miirver meyve ekstresini de iceren alt1 farkli iziimsii
meyveden hazirlanan Optiberry® isimli preparat ile ¢alismiglar ve bu preparatin
oksijen-radikalini absorplama kapasitesinin yiksek oranda oldugunu ve bu etkinin
sinerjik etkiden kaynakli oldugunu belirtmiglerdir. Avrupa’da yaygin olarak
tilkketilen miirver meyve suyu da dahil cesitli meyve ve sebze sularinin toplam
oksidan stipurtci etkileri peroksil, hidroksil ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen
tirlerine kars1 arastirilmig, kirmizi yaban mersini meyve suyunun etkisinin
digerlerine oranla daha dikkat ¢ekici oldugu belirtilmistir (Lichtenthaler ve Marx,
2005). Optiberry® nin in vivo sican ve fare deneyleri ile de antioksidan etki
caligmalar1 yapilmis, hiperbarik oksijene maruz birakilan hayvanlarda elektron
paramanyetik rezonans sistemi (EPR) ile tiim viicut dokularindaki glutatyon
rediiksiyonu goriintiilenmistir. 8 hafta boyunca Optiberry® ile beslenen vitamin
E’den yoksun sicanlarin karaciger ve akcigerlerinde hiperbarik oksijenin neden
oldugu glutatyon oksidasyonunun ciddi oranda engellendigi; farelerde ise tiim
viicut dokularinda antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (Baghci ve ark., 2006).
Miirver meyve, ¢i¢ek ve yapraklardan hazirlanan akollli ekstrelerin DPPH
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radikali ve p-karoten/linoleik asit yontemleri kullanilarak antioksidan etki
profilleri karsilastirilmis, her ekstrede DPPH radikal stpuricu etki ile p-karoten
ve linoleik asitin oksidasyonunu inhibe edici etki gézlenmistir. En fazla etkiye ise
yaprak ekstresinde rastlanmistir (Dawidowicz, 2006). Miirverden hazirlanan farkli
urdnlerin (meyve suyu, gigek inflzyonu, cicekten hazirlanan surup) radikal
stiptiriicii (DPPH) etkileri karsilagtirilmisg, bu iirlinlerde antiradikal etki bulunmus
ancak surupta belirlenen etkinin digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir
(Cepek ve ark., 2009).

Antiviral Aktivite;

Cesitli insan grip virtsleri (Tip A ve Tip B) ile domuz ve hindi gibi hayvan grip
virtglerinin in vitro ortamda standardize mirver meyve ekstresi ‘ Sambucol’ ile
muamele  edilmis, c¢alisma sonunda  Sambucol’dn  grip  virGsinin
hemaglutinasyonunu ve replikasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica
Sambucol ile tedavi edilen kisilerde 2-3 gun icinde kontrol grubuna gére % 90
oraninda ates dahil semptomlari iyilestirdigi belirlenmistir (Zakay-Rones ve ark.,
1995). Sempanzeler iizerinde yapilan in vivo bir deneyde, Sambucol’un grip-
benzeri semptomlar iyilestirdigi hem de gribe karst profilaktik etki gostererek
saglig1 korudugu bulunmustur (Burge ve ark., 1999).

Sambucus nigra’dan elde edilen surup ile klinik ¢alisma, yaslar1 18 ile 54 arasinda
olan 48 saat veya daha az siiredir grip benzeri semptomlar tasiyan 60 hastada
plasebo kontrollU olarak 1999-2000 yillart arasinda Norveg’te denenmistir. 5 gin
boyunca giinde 4 defa miirver surubu (15 mL) ya da miirver icermeyen surup
hastalara uygulanmis, semptomlar kaydedilmistir. Semptomlarin 3-4 gin ic¢inde
azaldigi, bu siire boyunca hicbir hastada advers reaksiyona rastlanmamistir.
Murver ekstresinin givenli ve etkin oldugu belirtilmistir. Bu etkinin miirverin
yiiksek oranda igerdigi flavonoitlerin immiin sistemi stimiile etmesi ve sitokin
salimmin artmasi sonucu olabilegi, buna ek olarak da mirverin grip virusinin
hemaglutinasyonunu engelledigi vurgulanmistir (Zakay-Rones et al, 2004).
Miirverin antiviral etkisi yine bazi1 ¢alismalarda da vurgulanmistir (Bergner, 2005;
Manganelli ve ark., 2005).

Roschek ve ark. (2009) mirver meyve ekstresinde bulunan antiviral etkili
bilesiklerin herhangi bir kromatografik teknik kullanmadan tanimlanmasi
amaciyla yiirittiikleri bir ¢calismada, miirverde bulunan bazi flavonoitlerin direkt
olarak HIN1 virionlarina baglandigin1 ve bu sayede virionlarin konak hiicreye
baglanmalarimi engelledigini belirtmislerdir. Bu c¢aligmada kiitle spektroskopis
iyonizasyon teknigi kullanilmistir. Virlis partikiilleri ile miirver ekstresi once
inkiibe edilmis, ardindan yikanarak virlise baglanmayan partikiillerin
uzaklastirilmas: ile hazirlanan 6rnek, kiitle spektroskopisi teknigi ile analiz
edilerek virlslere baglanan bilesiklerin yapilar1 aydinlatilmistir. Bu yontem ile 2
bilesik; 5,7,3’,4’-tetra-O-metilkersetin ve dihidromirisetin tanimlanmis ve bu
bilesiklerin  virionlara baglanarak, viriis partikiillerinin  konak hicreye
baglanmasini ve enfekte etmesini engelledigi belirtilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
murver flavonoitlerinin oseltamivir ve amantadin gibi ilag etken maddeleri ile
kiyaslanabilir 6l¢tide in vitro antiviral etki gosterdikleri vurgulanmustir.
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2009 yilinda yapilan klinik bir calismada, 16-60 yas arasi ve ates, bas agrisi, kas
agrisi, Oksliriikk, nazal konjesyon gibi grip semptomlarindan en az {igiinii 24
saatten daha az siiredir tasiyan 64 hastaya, 175 mg mirver meyve ekstres iceren
pastillerden ginde 4 defa uygulanmis ve 2 giiniin sonunda degerlendirme
yapilmistir. Miirver meyve ekstresi iceren pastil kullanan hastalarda hem sistemik
hem de nazal semptomlarin 24 saat i¢inde 6nemli dlclide azaldigi, ancak Oksiiriik
ve nazal mukoza akintis1 48 saatte iyilesme gostermistir. Daha onceki yapilan
calismalara gore kiyaslandiginda miirver ekstresinin grip tedavisi ic¢in etkin
oldugu, bu etkinin de tedavide kullanilan antiviral ilaclarla kiyaslanabilir diizeyde
oldugu belirtilmistir (Kong, 2009).

Immiin Sistem Uzerine Etki:

Sambucus nigra’dan hazirlanan ve standardize miirver ekstresi igeren ¢esitli
Sambucol® preparatlarimin (Sambucol Black Elderberry Extract®, Sambucol Black
Elderberry Syrup®, Sambucol Active Defense®, Sambucol for Kids®) immiin
sistemi lizerine etkileri arastirilmis, bu amagla 12 saglikli insan dondriinden alinan
kan monositlerinin enflamatuvar sitokinlerinin tiretimi incelenmistir. Sambucol
Black Elderberry Extract® ile enflamatuvar sitokinlerinin (IL-1B, TNFa, IL-6, IL-
8) iiretiminin monosit aktivatorii olarak bilinen lipopolisakkarit ile kiyaslanabilir
Olclude arttigr bildirilmistir. TNB tiretimindeki artisin diger sitokinlere oranla
daha yuksek oldugu, ayrica lipopolisakkarit ile preparatin birlikte sinerjik etki
gosterdikleri kaydedilmistir (Barak ve ark., 2001). Bu c¢alismaya benzer bir
galisma daha yapilmis, Sambucol® preparatlarmm enflamatuvar veya
antienflamatuvar sitokinlerin iiretimini arttirarak immiin sistemi aktive ettigi, bu
sayede grip hastalarinin, immiin sistemi baskilanmig AIDS hastalar1 veya
kemoterapi alan hastalarin Sambucol®’ii kullanabilecegi vurgulanmistir (Barak ve
ark., 2002). Murver meyve ekstresinin lenfosit stimilasyon indeksini onemli
Olclide arttirdigl, herhangi bir mitojenik etki gostermeden immiin sistemi aktive
ettigi belirtilmistir (Bratu ve ark., 2003). Waknine-Grinberg ve ark. (2009) insan
kan mononiikleer hiicre Kkiiltiirlerine Sambucol ilave etmisler ve sitokin
seviyelerini ELISA ile degerlendirerek Sambucol’in sitokinlerin Gretimi Gzerine
etkilerini, Barak ve ark. (2001) elde ettigi bulgulara benzer sekilde belirtmislerdir.
Bu ¢alismada, in vitro antilaysmanyal etki gostermeyen Sambucol® {in,
Leishmania tiirleri tarafindan enfekte edilen farelerde ise enfeksiyonun
gelismesini yavaslattigimi bu etkinin de Sambucol® (in immiinomodilatér etkisi
sonucu olustugunu gézlemlemislerdir.

Antianjiyojenik ve Antikarsinojenik etki:

Roy ve ark. (2002) murver meyves de dahil olmak Uzere yenilebilir 6 Gzimsi
meyve ekstresi ile liziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresinin antianjiyojenik
etkisi aragtirmis, insan keratinosit hiicrelerine kars1 tiziim ¢ekirdegi proantosiyanin
ekstresi sitotoksik etki gosterirken, diger liziimsii meyve ekstrelerinde higbir
sitotoksik etkiye rastlanmamistir. Uziimsii meyve ekstresinin in vitro anjiyojenezi
onledigi, bu nedenle de anjiyojeneze bagh kanser, enflamasyon gibi patolojilerin
Onlenmesinde kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Meyveden izole edilen “tip 2 ribozom inaktive edici proteinler” olarak bilinen
nigrin b ve ebulin 1 proteinleri risinden cok daha (10* kat daha diisiik) az oranda
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hem hicresel hem de in vivo sitotoksik etki gostermektedirler. Bu proteinlerin
kanser hiicrelerinde asir1 {iretimi yapilan transferin reseptorleri ile konjugat
olusturduklari, bu sayede kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig
belirtilmistir (Citores ve ark., 2002).

Mulrver meyve ekstresini de igeren alti farkli izimsii meyveden hazirlanan
Optiberry® ile yapilan bir ¢calismada Optiberry™ nin potansiyel antianjiyojenik etki
gosterdigi belirtilmistir. Bu etki i¢in in vitro Matrijel yontemi kullanilmis, insan
deri mikrovaskiiler endotelyal hiicreler ile muamele edildiginde Optiberry® nin
onemli Ol¢iide anjiyojenezi engelledigi gozlenmistir. Tiimor hiicrelerinden yeni
damar olusumunda vaskiiler endotelyal biiyiime faktéri (VEGF) 6nemli rol
oynamaktadir. Optiberry®’ nin, H,O, ve TNFa tarafndan indiiklenen VEGF nin
insan Kkeratinositlerinden salimini yiiksek oranda inhibe etmistir. Ayni ¢alismada
in vivo anjiyojenez modeli kullanilmis, Optiberry® nin monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1) ve nikleer faktor-kB (NK-kB) transkripsiyonunu inhibe ettigi
belirtilmistir (Baghci ve ark., 2004).

Thole ve arkadaslar1 (2006) S. nigra meyvelerinden hazirladiklar1 %70°lik aseton
ekstrelerinden fraksiyonlama yaparak bu fraksiyonlar Uzerine antikanser etki
calismalar1 yapmisglardir. Bu calismada, ekstrenin Siklooksijenaz 1 (COX 1),
Siklooksijenaz 2 (COX 2), Kinon rediktaz (QR) ve Ornitin dekarboksilaz (ODC)
enzimleri arasindaki iligkiyi inceleyerek antikanser etkilerini ortaya koymaya
calismiglardir. Deney sonunda meyve ekstresinin karsinojenezin baslangic ve
ilerleme evrelerinde inhibe edici rolii oldugu goriilmiistiir. Meyvelerin bu tibbi
etkilerinde, yliksek oranda antosiyanin igermesi ile iliskilendirilmektedir. Diger
yandan, antikanser etkinlikte sadece kersetin, kersetin  monoglikozit,
proantosiyanidinler ve epigallokatesin gibi fenolik maddelerden degil aym
zamanda fenolik olmayan iridoit monoterpen glikozitler, seskiterpenler,
fitosterollerden de kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Antosiyaninlerce zengin ¢esitli ekstrelerin kolon kanser hiicrelerinin biiyiimesi
lizerine inhibisyonu iizerine yapilan bir ¢alismada, miirver meyve ekstresinin
diger ekstrelerden daha diisiik oranda antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Jing
ve ark., 2008).

Antidiyabetik etki:

Miirver ekstresinin de yer aldig1 16 antosiyanin ekstresinin diyabetle iliskili olan
a-glikozidaz enziminin in vitro inhibisyonlar1 arastirilmig, miirver ekstresi dahil
12 ekstrenin potansiyel o-glikozidaz inhibitérii oldugu, miirver ekstresinin 0.5
mg.mL™ konstrasyonda % 20-30 oraninda inhibisyon yaptigi ancak siikraz
aktivitesini inhibe etmedigi gézlenmistir (Matsui ve ark., 2001).

Diyet Uzerine olumlu etki:

80 goniilliiniin katildig1 klinik bir calismada, kilo verdirici diyetlere yardime1 gida
desteklerinin diyete olan katkisi arastirilmis, cigcek ekstresi ile zenginlestirilen
mirver meyve suyu ve cicek ekstresi ile meyve tozu iceren tablet (gunlik 1 mg
toplam antosiyanin, 370 mg flavonol glikoziti, 150 mg hidroksisinnamat iceren
diyet) ve Asparagus officinalis preparatlar1 goniillillerin giinliik diyetlerine ilave
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edilmistir. Diyet sonras1 goniilliilerde kilo, kan basinci, fiziksel ve duygusal olarak
kendini iyi hissetme ve yasam kalitesinde énemli 6l¢iide iyilesme, ayrica diyetin
etkinligi ve tolere edilebilirligi yiiksek olarak degerlendirilmistir (Chrubasik ve
ark., 2008).

Kolite karst koruyucu etki:

In vivo hayvan deneyinde, asetik asitin neden oldugu kolitli siganlarda, mirver
ekstres iceren diyetle (% 4 oraninda ekstre igeren yem) beslenen si¢anlarda
kontrol grubuna gore ©6nemli Olgiide makroskopik hasarin azaldigi ayrica
miyeloperoksidaz aktivitesinin de % 50 oraninda diistiigii bildirilmistir (Bobek ve
ark., 2001). Zeman ve arkadaglarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismada ise, ploran
(Pleurotus ostreatus’dan izole edilen B-glukan) ve mirver ekstres iceren diyetle
beslenen sicanlarda akut kolitin gelisimi en az 4 hafta boyunca izlenmis,
makroskopik kolonik hasarmn sirasiyla % 67.4 ve % 46.5 oraninda azaldigi
belirtilmistir. Miirver ekstresinin bu etkisinde yiliksek oranda antioksidan
etkinliginin doku hasarmm1 azalttigt ve savunmayr arttirdigi seklinde
yorumlanmustir.

Helicobacter pylori’ye kars: etki:

Gastrik hasarlara neden olan 87 kDa sitotoksin tirettigi bilinen patojenik H. pylori
(ATCC 49503) iizerine bazi liziimsii meyve ekstrelerinin (Rubus idaeus L.,
Vaccinium macrocarpon Aiton, V. corymbosum L., V. myrtillus L., S nigra,
Fragaria ananassa Duch. ve Optiberry®) etkilerine bakilmustir. H. pylori’nin
inhibisyonu icin CLO® testi kullamlmustir (Bu test gastrik mukozada H. pylori’ nin
tiretmis oldugu iireaz enzimlerini belirleyici bir testtir). Deney sonuglari
degerlendirildiginde test edilen tim konsantrasyonlarda biitlin ekstrelerin, kontrol
(Klaritromisin) ile karsilastirildiginda H. pylori’nin gelismesini inhibe ettigi
goriilmiistiir. En diisik konsantrasyonda (% 0.25) en yuksek inhibisyonu
Optiberry® nin sagladigi (% 62), S nigra ekstresinin ise % 30 inhibisyon
sagladig1 belirtilmistir. Her bir ekstreye klaritromisin ilavesinin ise bakterisidal
etkinligi 6nemli 6l¢iide arttigi bulunmustur (Chatterjee ve ark., 2004).

Analjezik ve hipnotik etki:

Murver meyve ve cigeklerinin sulu ekstrelerinin, sicanlarla yapilan bir ¢aligmada
analjezik ve hipnotik etkileri arastirilmis, her iki ekstrenin de analjezik etkisine
rastlanmamustir. Ancak morfin uygulanan siganlara bu ekstreler uygulandiktan 90
dk sonra ciddi oranda morfinin anazejik etkisini arttirmiglardir.  Ayrica
fenobarbiton verilen sicanlara yine ekstrelerin uygulanmasi sonucu siganlarin

uykuya gecis siireleri kisalirken, uyku siirelerinde 6nemli 6lciide artis olmustur
(Jakovljevic ve ark., 2001).

Vazodilator etki:

Murver meyve ekstresi de dahil antosiyaninlerce zengin 3 ekstrenin (S nigra,
Vaccinum myrtillus, Aronia melanocarpa) izole edilmis domuz koroner arter
halkasi iizerinde vazodilator etkisi arastirilmis ve miirver ekstresinin vazodilator
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etkisine rastlanmazken, en yiksek etkiye A. melanocarpa ekstresinde rastlanmigtir
(Bell ve Gochenaur, 2006).

Heterosiklik aminlerin formasyonu Uzerine etki:

Heterosiklik aminler, balik ve etlerde ¢ok diisiik miktarlarda bulunmakta ve bu
triinlerin 1sitilmasi sirasinda zaman ve sicakliga bagli olarak genotoksik
bilesiklere doniismektedirler. Etlerin uzun siire ve yiiksek 1sida pisirilmesi sonucu
olusan bu genotoksik maddeler ise 6zellikle kolon olmak iizere cesitli kanser
hastaliklarinin olusmasina neden olmaktadir. Miirver, elma, ananas ve iiziim
cekirdegi ile muamele edilen etlerin yiiksek oranlarda isitilmasi sonucunda,
miirver ekstresi ile muamele edilen etlerde genotoksik maddelerin olusumu % 45
oraninda azalma gosterirken, en yiiksek inhibisyonun iiziim ¢ekirdegi ve elma ile
elde edildigi belirtilmistir (Cheng ve ark., 2007).

Farmakokinetik calismalar:

Siyanidin-3-glikozit ve dgyanidin-3,5-diglikozitin  memeli  gastrointestinal
sisteminde absorpsiyonundan sonra plazma ve karacigerde glikozit formunda
kaldiklar1 tespit edilmis, herhangi bir konjuge ya da metilli tlrevierine
rastlanmamistir (Miyazawa ve ark., 1999). Antosiyaninlerce zengin mirver
meyve suyunun gunlik olarak tiketilmesi tavsiye edilmektedir. Mirver meyve
suyunun tiiketilmesi ile serum diizeylerindeki antosiyanin miktarlar1 analiz
edilmis, antosiyaninlerin diisiik biyoyararlanimlarina karsin, siyanidin-3-glikozit
ile siyanidin-3-sambubiyozite yiksek oranda, az oranda da siyanidin diglikozitlere
rastlanmistir. Piskiirtiilerek kurutulmus meyve suyunun alimindan 30 dakika
sonra plazmada antosiyaninlere rastlanmis, maksimum konsantrasyona ise 1 saat
sonunda ulasilmistir. 200 mg antosiyaninden 60 pg diizeyinde plazmada
rastlanmistir. Antosiyaninlerin sindirimden hemen sonra degredasyona ugramast
veya ¢ok hizli bir sekilde atildigi diistiniilmektedir (Murkovic ve ark., 2000).
Mulleder ve ark. (2001) bir gin sulandirilmis mirver konsantresi (1.9 ¢
antosiyanin igerir), ertes gun sakkaroz uyguladiklari 16 goniilliiniin idrar
orneklerini sindirimden 1 saat sonra ve belli araliklarla analiz ettiklerinde
siyanidin-3-glikozit ile siyanidin-3-sambubiyozitin degismeden idrarla elimine
edildigini, ayrica sakkarozun antosiyanin atilimini azalttigin1 belirlemisglerdir.
Giinlik 720 mg miirver meyve ekstresi alan yasli bayanlarda, antosiyaninler
plazma ve idrarda glikozit olarak gdzlemlenirken, ¢ogu antosiyaninin alimdan 4
saat i¢inde idrarla atildigini belirtmislerdir (Cao ve Prior, 1999; Cao ve ark., 2001;
Milbury ve ark., 2002). Bir baska calismada, insan ve si¢an idrarlarinda
antosiyaninlerin degisime ugramadan atildigr belirtilmistir (McGhie ve ark.,
2003). Etanolin, siyanidin-3-glikozitinin intestinal sistemden absorpsiyonu
Uzerine etkisinin arastirildigi ¢alismada ise, etanolin absorpsiyon Uzerine
herhangi bir etkisinin olmadig1 goézlenmistir (Andlauer, 2003). 6 bayan ve 1
erkegin katildigi pilot 6lgekli bir ¢alismada, 150 mL miirver meyve konsantres
(3.57 g toplam antosiyanin igeren) tiiketen kisilerin 5 saat boyunca belli araliklarla
alinan idrar 6rneklerinde siyanidinlerin glikozit formunda idrarda teshis edilirken,
cok diisiik bir miktarinin ise siyanidin glikuronit formlarinda atildig1 belirtilmistir
(Bitsch ve ark., 2004). Mirver konsantresinin idrarda elektrolit dengesi Uzerine
etkisini incelemek Uizere, 7 gln boyunca mirver konsantresini diyetine ilave eden
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11 kiside diyet oncesi ve diyet sonrasi elektrolit diizeyleri arastirilmis ve pH
degerlerinde herhangi bir farklilik gbézlenmemekle birlikte hidrojen iyonu
konsantrasyonu, hidrojen iyon atilimi ve kiloda kayip degerleri hesaplanmistir. Bu
deneyde mirver konsantresinin tuketiminin idiyopatik nefrolitiyazisi hastalarda
giivenli olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir (Walz ve Chrubasik, 2008).

Sitotoksik ve alerjik etki:

Sambucus nigra aglutinin (SNA) insan bazofillerinden IL-4 salimini indiikler,
ayrica histamin ve IL-13 salimina da neden olur (Haas ve ark., 1999). Murver
cigekleriyle ve meyve suyu ile temas edilmesi veya inhalasyonu sonucu bazi
kisilerde rinokonjuktivitis ve astim semptomlarinin gelistigi goriilmiistiir. Forster-
Waldl ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada 3668 hastadan yaklasik %1 nin alerji
testlerine (deri prick testi veya radioallergosorbent testi) pozitif sonu¢ vermistir.
Ayrica meyve suyu tiikketen 9 hastada, iist solunum yollarinda obstriiksiyon ve ses
kisiklig1 goriilmistiir. Bu duruma da ribozom inaktive edici proteinlerin neden
oldugu belirtilmistir. Baghci ve ark. (2006) c¢alismalarinda Optiberry®’nin olas1
toksik etkilerini (akut oral toksisite, akut dermal toksisite, primer deri irritasyonu,
primer goz irritasyonu) arastirmuslar, deri lizerinde ¢ok az da irritan etkisine
rastlamiglardir. Ayrica tavsan gozinde de minimum diizeyde irritasyon
gozlemlemisler, ancak irritan etkinin tolere edilebilir diizeyde olmasindan dolay1
Optiberry®’nin giivenli oldugunu vurgulamislardir.

Fazla miktarda meyvenin tiiketiminin ¢ocuk ve yetiskinlerde bulant1 ve kusmaya
yol agabilecegi bildirilmektedir (Vlachojannis ve ark, 2010).
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GERECLER ve YONTEMLER

Deneysel Calismalarda Kullamilan Materyaller, Kimyasal Madde ve Geregler

Bitkisel Materyal

Sambucus nigra’nin olgun ve kurutulmus meyveleri, Yaova-Evcay Firmasi’ndan

2009 yilinda temin edilmistir, kullanilmadan 6nce meyve saplarindan ayrilmstir.

Kullanilan kimyasallar

Deneysel asamalarda kullanilan kimyasal maddeler ile ilgili bilgiler Cizelge 4’ de

verilmistir.

Cizelge 4. Deneyler de Kullanilan Kimyasallar

Coziicller Firmave Ulke

Asetik asit Carlo-Erba, italya

Aseton Carlo-Erba, italya

Asetonitril DOP Organik Kimya, Turkiye

BFs/ Metanol (%14)

Sigma, Almanya

Etanol

Merck, Almanya

Etil asetat

Riedel-de Haen

Folin-Ciocalteau reaktifi

Merck, Almanya

Formik asit

Merck, Almanya

Fosforik asit

Sigma, Almanya

Hidroklorik asit

Carlo-Erba, Italya

Metanol

Sigma-Aldrich, Amerika

Saf su_ (Bidistile su)

n-Hekzan

Carlo Erba, Italya

Tetrahidrofuran

Merck, Almanya

Kati Kimyasallar Firmave Ulke
B-glikozidaz (Beta-glycosidase from ailmonds, | Sigma, Almanya
lyphilized powder, > 2 U/mg solid

Galik asit Sigma, Almanya
Potasyum klortir (KCI) Carlo-Erba, Italya
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Cizelge 4 (devam). Deneylerde Kullanilan Kimyasallarin Listesi

Kati Kimyasallar

FirmaveUlke

Siyanidin-3-glikozit klorur

EDQM, Strasburg

Sodyum asetat Merck, Almanya
Sodyum hidroksit (NaOH) Kimetsan, Turkiye
Sodyum klorlr (NaCl) Merck, Almanya

Sodyum stilfat, anhidr (Na,SO,)

Riedel-de-Haen, Almanya

Kullanilan cihaz ve apareyler

Deneylerde kullanilan cihaz ve apareylere iliskin bilgiler Cizelge 5’de verilmistir.

Cizelge 5. Deneylerde Kullanilan Cihaz ve Apareyler

Cihaz ve aparey Firma
Clevenger apareyi fldam
Calkalayici IKA KS 260 Basic

Elmasonic karistiric

ElIma® S100 H

GC Sistem (Gaz Kromatografisi)

Agilent 6890 N GC

GCIMS Sistem (Gaz Kromatografisi/K title
Spektroskopisi)

Agilent 5975 GC-MSD

HPLC  Sistem  (Yikksek  Basingli  Sivi | Shimadzu
Kromatografisi)
HPTLC (Yiksek Performans ince Tabaka | CAMAG

Kromatografisi)

Isiticili manyetik karistirict

Heidolph MR 3001

Liyofilizator Vir Tis
Mikrodistiller Eppendorf

Rotavapor Heidolph

Soxhlet apareyi [ldam

Su banyosu GFL® 1086

UV -Spektrofotometre Shimadzu

Vortex Heidolph

pH metre WTW- Inolab pH 720
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Deneysel Calismalar
Meyvelerden ¢esitli numunelerin hazirlanmast
Meyve ekstrelerinin hazirlangi:

Havanda kaba toz edilmis meyveler, su, % 70 etanol, % 70 aseton, etanol, metanol
coziciileri ile 3 kere ekstraksiyon islemini tekrarlamak iizere toplam 5 gin
boyunca oda sicakliginda karanlikta hareketli maserasyona birakildi.
Asitlendirilmis metanol ekstresi ise, % 25 HCIl:Metanol (1:9) ¢oziicli karisimiyla
oda sicakliginda ve ultrasonik banyoda 30 dk. 3 kere ekstre edildi. Elde edilen
ekstreler ya rotavapor (< 40°C) kullanilarak ya da liyofilizatér kullanilarak
kurutuldu. Analiz anina kadar ekstreler -18°C’ de koyu renkli sisede saklandi.

Sekil 6. Ekstrelerin Hazirlamsi

Meyve ¢ayimin hazirlanigt:

10 g olgun meyve, 100 mL su ile bir siire bekletildi, sonra yavas yavag 1sitilarak
kisa bir sitire kaynatildi, yaklagitk 10 dakika bekletildikten sonra siiziildi,
liyofilizatérde kurutuldu ve analiz anina kadar -18°C’de koyu renkli sisede
saklandi.

Meyve cekirdeklerinden yag asitlerinin eldesi:

Pulpadan kurtarilan ¢ekirdekler, ayn1 miktar susuz sodyum siilfat ile karigtirilarak
havanda toz edildi, n-hekzan ile 6 saat boyunca Soxhlet apareyi kullanilarak
ekstre edildi. Elde edilen hekzan ekstresi rotavaporda (< 40°C) yogunlastirildi.

Yag numunesi balona alinarak 0.5 N NaOH (Metanolde) ile 10 dk boyunca geri
geviren sogutucu altinda kaynatildi. Kaynama bitince numune %14'10k
BF3s/MeOH c¢ozelitisi ile 2 dk daha kaynatildi. 2 dakikanin sonunda n-hekzan ile
karisim tekrar 1 dk kaynatildi. Kaynama bitince balon ile birlikte sogutuldu, 25
mL’lik balon jojeye alinan numuneye doymus tuz ¢ozeltisi ilave edilerek balon
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joje 15 kere ters-diiz edildi. Islem sonunda faz ayriminin gerceklesmesi sonrast iist
faz alinarak viyale aktarildi.

Sekil 7. Soxhlet Apareyi Sekil 8. Geri Ceviren Sogutucu
Meyvelerden mikrodistilasyon yoluyla u¢ucu bilesiklerin eldeSi:

Havanda kaba toz edilmis meyveler mikrodistilasyon iglemine tabi tutuldu, elde
edilen hekzanli numuneler viyale aktarildu.

capillary

sample vial

heater

hale gamze

Sekil 9. Mikrodistilasyon Cihazinin Sematik Gosterimi

Mikrodistilasyon analizinde 0.6 g havanda toz edilmis meyve {lizerine 10 mL su
konularak &rnek viyaline yerlestirildi. Ornek viyali 20°C.dk™* oraninda 108°C
sicakliga 1sitild1 ve bu sicaklikta 90 dakika tutuldu, sonrasinda yine dakikada 20°C
olacak sekilde 112°C’ye 1sitildi ve 30 dk boyunca bu sartlarda tutuldu. Ornek
viyali son olarak 2 dk daha post-run analizi olarak ayni sartlarda tutuldu. Toplama
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viyalineise, 2.5 g NaCl konuldu, 0.5 mL su ile 1slatildi. 350 pL n-hekzan eklendi
ve toplama viyai distilasyon boyunca -5°C’de tutuldu. Distilasyon sonrasi
hekzanli kisim viyale aktarildi.

Meyvelerden su distilasyonu ile u¢ucu yag eldesi:

Havanda kaba toz edilmis meyveler, Clevenger apareyi (Sekil 10) kullanilarak 3
saat boyunca su distilasyonuna tabi tutuldu (European Pharmacopoeia, 2005).
Eser miktarda elde edilen numune n-hekzanla alinarak viyale aktarildi.

Meyvelerde glikozidik bagli ug¢ucu bilesiklerin eldesi:

Havanda kaba toz edilen meyveler ve B-glikozidaz enzimi ile sulu ortamda
37°C'de su banyosunda 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda karisim Clevenger apareyi ile 3 saat boyunca su distilasyonuna tabi
tutuldu, distilasyon sonrasi elde edilen n-hekzanli numune viyale aktarildi.

Sekil 10. Clevenger Apareyi ile Su Distilasyonu
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Ekstrelerin Analizleri
Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin igcerdikleri toplam fenol miktarlar1 gallik asite esdeger olarak Folin-
Ciocalteau yontemi (Singleton ve ark, 1999) kullanilarak hesaplandi. 6 mL distile
su iceren 10 mL olcekli kap icerisine 100 uL numune ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-
Ciocalteau reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra 1.5 mL’lik % 20'lik sulu N&,COs
ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif
karisimi kullanildi. 2 saat oda sicakliginda (25 °C) karanlikta inkibe edildikten
sonra sonra absorbans 760 nm’de Ol¢iildii ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile
karsilagtirildi. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak
hesaplandi. Ug paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verildi.

Toplam monomerik antosiyanin miktar tayini

Ekstrelerde toplam monomerik antosiyanin miktar1 ‘pH differansiyel yontemi’ ile
hesapland1 (Giusti ve Wrolsdat, 2000). Ekstreler uygun bir ¢oziicii ile ¢oziildiikten
sonra hazirlanan bu stok ¢Ozeltiden, KCl tamponu (pH 1.0 = 0.1) ile
spektrofotometrede lineer bir oran elde edilinceye kadar seyreltildi. Ornegin son
hacminin ilk hacme bolinmesiyle seyreltme faktoru belirlendi. Spektrofotometre,
510 ve 700 nm dalga boylarinda distile suya kars1 sifirlandi. Ornek ¢dzeltilerinden
hem pH 1.0 hem de pH 4.5 tampon c¢ozeltileri ile aymi seyreltme oraninda
numuneler hazirlandi ve 15 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda iki 6rnegin 510
ve 700 nm dalga boylarinda absorbans degerleri oOl¢iildii. Ekstrelerdeki
monomerik antosiyanin miktarlari, denklem 1 ve 2 kullanilarak siyanidin-3-
glikozit tlizerinden hesaplandi, deneyler 3 paralel g¢alisilarak sonuglar ortalama
deger olarak, 100 g ekstrede mg cinsinden verildi.

A= (As10 — A700) pH 1.0 — (As10 — A700) pH 45 (1)

: . . AxMAXSF x 1000
Monomerik antosiyanin miktar1 ( mg.L™) = I (2
X

A: Absorbans
MA: Siyanidin-3-glikozitin molekiil agirligi (449.2 g.mol™)
SF: Seyreltme Faktori

e: Siyanidin-3-glikozit i¢in pH 1.0 ortaminda ve 510 nm deki molar absorpsiyon
sabiti

I: Kiivet genisligi (1 cm)
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Yiiksek Performans Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) ile ekstrelerde
siyanidin-3-glikozit teshisi

HPTLC ile ¢aliyma sartlari:

Cihaz. CAMAG Sistem

Sabit faz Silikajel GF 254 kapli aliiminyum plak (20x10 cm)

Hareketli faz: Etil asetat: Formik asit: Asetik asit: Su ( 100:11:11:26)
Sandart: 1 mg.mL* konsantrasyonda hazirlannus Siyanidin-3-glikozit klorir
Numuneler: 10 mg.mL™ konsantrasyonda hazirlanmis ekstreler

Uygulama: Her bir bant genisligi 10 mm olacak sekilde, 1 pL standart ¢ozeltisi,
10 pL numuneler otomatik 6rnek uygulayict kullanilarak Silikajel kaph
aliminyum plaga uygulandi ve uygun mobil fazda develope edildi. Ekstreler
beyaz 1sikta karsilastirildi, UV tarayict kullanilarak 520 nm’de plaktaki standart
ve ekstrelerdeki siyanidin-3-glikozit spektrumlari alindi.

Sekil 11. HPTL C Sistemi

Yiiksek Basing¢h Stvi Kromatografisi (HPLC) ile ekstrelerdeki siyanidin-3-
glikozit miktar tayini

HPLC ile ¢calisma sartlari:

Cihaz: Shimadzu Prominence HPLC Sistemi

Dedektor: Shimadzu UV-Vis Spektorofotometre

Kolon: Oktadesilil Silikgjel (I: 250 mm, &: 4.6 mm, 5um)

Sicaklik: 40°C
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Alkas hizi; 0.4 mL.dk*
Hareketli fazlar:
Hareketli faz A: Formik asit: Su ( 8.5: 91.5)

Hareketli faz B: Tetrahidrofuran: Formik asit: Asetonitril: Metanol: Su
(5: 8.5: 22.5: 22.5: 41.5)

Gradiyent akis program:
Sire M obil faz B
(dakika) konsantrasyonu
0---10 15---30
10---20 30---40
20---25 40---100
25---30 100---15

Numune: 20 mg.mL'1 konsantrasyondaki ornekler asitlendirilmis metanol
ortaminda hazirlanarak 0.45 pum gézenek ¢apina sahip filtreden siiziildii.

HPLC ile analizde, syanidin-3-glikozit klorir, eksternal standart olarak
kullanildi. Her bir ekstrede ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlart ve UV-
spektrumlar1 standart ile karsilastirildi. Siyanidin-3-glikozit klortr’ in 0.5-0.001
mg.L™ konsantrasyonlari hazirland1 ve her biri 3 kere analiz edilerek kalibrasyon
denklemi hesaplandi. Her ekstre i¢in hazirlanan numuneler 3 kere analiz edilerek,
her bir ekstrede bulunun siyanidin-3-glikozit miktarlari ortalama deger olarak 100
g ekstrede mg cinsinden verildi.

Sekil 12. HPL C Sistemi
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Gaz Kromatografiss (GC/FID) ve Gaz Kromatografisi/Kiutle Spektrometris
(GC/MS) ile ugucu bilesiklerin analizi

GC Analiz Kosullarr.

Sstem : Agilent 6890N GC

Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm &, 0.25 pm film kalinlig1 )
Taswyict Gaz : Helyum (0.8 mL.dk™)

Sicakliklar

Enjeksiyon  : 250 °C
Kolon : 60 °C'de 10 dk, 4 °C.dk™ artisla 220 °C'ye, 220 °C'de 10 dk,
1°C.dk* artisla 240 °C’ye

Detektor : 300 °C, FID (Flame lonization Detector)
GC/MS Analiz Kosullarr:
Sstem . Agilent 5975 GC-MSD
Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm &, 0.25 pm film kalinlig1 )
Taswyict Gaz : Helyum (0.8 mL.dk ™)
Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C
Kolon : 60 °C'de 10 dk, 4 °C.dk* artigla 220 °C'ye, 220 “C'de 10 dak,
1°C.dk ™ artisla 240 °C’ye

Split Orani 140:1
Elektron Enerjis : 70 eV
Kiitle Aralig : 35-450 m/'z

Numunelerde es zamanli olarak GC ve GC/MS analizleri yapildi. Degerlendirme
islemleri "Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi"’nin yani sira Wiley
GC/MS, Adams ve MassFinder 3.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilarak

yapildi (McL afferty ve Stauffer, 1989; Adams, 2001; Koenig ve ark., 2004).
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BULGULAR ve TARTISMA

Ekstrelerin - Hazirlamsi, Spektrofotometrik ve Kromatografik Bilesim
Analizleri, Miktar Tayinleri

Ekstrelerin hazirlanist

Sambucus nigra’nin olgun ve kuru meyvelerinden su, %70 etanol, %70 aseton,
etanol, metanol, asitlendirilmis metanol ile ekstreler hazirlandi. Ayrica halk
arasindaki kullanimina uygun olarak hazirlanan meyve ¢ay1 liyofilize edildi.
Bitln ekstrelerde bilesimlerini belirlemek igin analizler yapildi. Ekstre verimleri
Cizelge 6 ‘daverildi.

Cizelge 6. Sambucus nigra Meyvelerinden Elde Edilen Ekstre Verimleri

Ekstre Verim
Su (A) 260*
%70 Etanol (B) 432
Etanol (C) 292
Metanol (D) 404
%70 Aseton (E) 328
Asitlendirilmis metanol (F) 602
Meyve cay1 (G) 161
*mg ekstre/100g meyve

Cizelge 6'da goriildiigii gibi ekstre verimi en yiiksek olan asitlendirilmis metanol
(602 mg.gl) ekstresi olmustur. En diisiik ekstre verimi ise liyofilize edilmis
meyve ¢ayinda goriilmektedir.

Toplam monomerik antosiyanin miktart

Ekstrelerde toplam monomerik antosiyanin miktar1 ‘pH differansiyel yontemi’ ile
hesaplandi. Antosiyaninlerde, pH’in degismesi ile yapilarinda geri cevrilebilir
transformasyonlar meydana gelmekte ve bu degisim absorbans degerlerinde goze
carpict farkliliklarin gézlenmesine neden olmaktadir. Renkli okzonyum tirevleri
pH 1.0’de baskin iken; pH 4.5°da renksiz hemiketal formlarina dontistigi
bilinmektedir (Giusti ve Wrolstad, 2000). Bu farkliliktan yararlanilarak pH
degisimine bagli olarak ekstrelerde absorbans degerleri kaydedildi ve toplam
monomerik antosiyanin miktari, siyanidin-3-glikozite esdeger olarak hesaplandi.
Cizelge 7' de sonugclar verildi.

Sekil 14. Ekstrede Sirasiyla pH 1.0 ve pH 4.5 Tamponlarinda Renk Degisimi
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Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerde toplam fenol miktarlarinin hesaplanmasinda Folin-Ciocalteu yontemi
kullanildi. Gallik asitin 3-0.01 mg.mL ™ konsantrasyon arahiginda farkli ¢ozeltileri
hazirlandi, 760 nm’de absorbans degerleri kaydedildi, gallik asitin konsantrasyon-
absorbans grafigi ¢izilerek kalibrasyon denklemi belirlendi.

".!m
ARR

Sekil 15. Cesitli Konsantrasyonlarda Hazirlanan Gallik Asitin Folin-Ciocalteau Reaktifi ile
Reaksiyonu

y=1.08364x-0.00656 (r2:0.9996) kullanilarak numunelerdeki toplam fenol
miktarlar gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Sonuglar Cizelge 7’ de verildi.

—— PO

Cizelge 7. Sambucus nigra Meyve Ekstrelerinin Toplam Fenol ve Toplam Monomerik
Antosiyanin Miktarlar

Ekstre Toplam Toplam monomerik
fenol® antosiyanin®

A 8974 + 37 8785+ 15

B 7594 + 3 1066.6 + 55

C 3175+ 12 4359 + 34

D 4917 + 63 408.6 + 85

E 8206 £ 167 651.1+26

F 6399 + 80 600 + 16

G 6715+ 21 734.2 + 33

Mgcae/Jasre. "MOsce! Gesre (A): U, (B): %70 etanol, (C): etanol, (D): metanol,
(E): %70 aseton; (F): asitlen. metanol, (G): meyve ¢ay1

Cizelge 7' de de gosterildigi gibi su ekstresinin fenolik bilesiklerce daha zengin
olmasina karsin, toplam monomerik antosiyaninlerin % 70 etanol ekstresinde daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Meyve cayi, maserasyon ile hazirlanan ekstre ile
karsilastirildiginda ise maserasyonla hazirlanan ekstrenin hem fenolik bilesiklerce
hem de monomerik antosiyanin bakimindan daha zengin oldugu goriilmektedir.

Ekstrelerde HPTLC yontemi kullanilarak siyanidin-3-glikozit teshisi

Ekstrelerdeki siyanidin-3-glikozit teshisi i¢gin HPTLC sistemi ile ¢aligilmus,
ekstreler ve standart deneysel kisimda anlatildigi gibi (Syf 25) analiz kosullarinda
develope edilmistir. Antosiyaninlerin renkli pigmentler olmasi dolayisiyla
develope isleminin ardindan plak giin 1s183inda incelenmis, ayrica HPTLC
sistemde ITK-tarayici kullanilarak plak, 520 nm’de taranmus, standart ile
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ekstrelerdeki  siyanidin-3-glikozitin -~ UV-Spektrumlar1  da  kaydedilmistir.
Ekstrelerde siyanidin-3-glikozitinin teshisi ile bilgiler asagida verilmistir.

THG 18K HG 18L | sivanidin 3 alikozit

HG 18A: Su, HG 18B: %70 Etanol, HG 18C: Etanol, HG 18D: Metanol, HG 18E: % 70 Aseton,
HG 18H: Meyve Cayi, HG 18L: Asitl. Metanol Ekstreleri

Sekil 16. Ekstrelerin ve Standardin Beyaz Isikta ITK Plaginda Gor tintiileri
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Sekil 17. HPTLC Sistemde 520 nm’de Plagin Taranmasi ile Elde Edilen Grafik
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Ekstrelerde Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi ile siyanidin-3-glikozit miktar
tayini

Ekstrelerin ~ Yiiksek Basingli  Sivi  Kromatografisi ile analizinde UV-
Spektrofotometre kullanilmis ve miktar tayininde siyanidin-3-glikozit icin 520 nm
dalga boyu kullamlmustir. Siyanidin-3-glikozitin 0.5-0.001 mg.mL™ araliginda
cesitli konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve konsantrasyon-
alan verilerine gore kalibrasyon egrisi ve denklemi belirlenmistir (Cizelge 8).
Ekstrelerdeki siyanidin-3-glikozitinin tanimlanmasi i¢in, standart ile tutunma
zamanlar1 ve UV spektrumlar karsilagtirilmigtir.

Cizelge 8. HPLC Analizinde Standarta Ait Kalibrasyon Denklemine iliskin Veriler

Kalibrasyon denklemi Korelasyon katsayisi SD (Standart deviasyon)
(y=ax+h)
y= 2319754x + 132546.6 0.999 008

Cizelge 8'de belirtilen kalibrasyon denklemine gore ekstrelerdeki siyanidin-3-
glikozit miktarlar1 100 g ekstrede mg olarak Cizelge 9’ da verilmistir.

Cizelge 9. Ekstrelerdeki Siyanidin-3-glikozit Miktarlari

Ekstre | Siyanidin-3-glikozit miktari*
A 100.5+0.72

B 254.3+5.03

C 16.3+ 0.05

D 42.4+0.02

E 175.4 + 0.63

F 68.1+ 0.07

G 202.9+ 1.87

* 100g ekstrede mg madde miktari; (A): su, (B): %70 etanol, (C): etanol, (D): metanal, (E): %70
aseton; (F): asitlendirilmis metanol, (G): meyve ¢ay1

Ekstrelerin siyanidin-3-glikozit miktarlar1 karsilastirildiginda %70 etanol> meyve
cayr> %70 aseton> su eckstresi> asitlendirilmis metanol> metanol> etanol
ekstreleri seklinde siralanmaktadir.

HPLC andlizi ile standart ve ekstrelerden elde edilen kromatogramlar Sekil 18-26
arasinda verilmistir.
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Sekil 18. Siyanidin-3-glikozitin HPLC Kromatogrami (0.01 mg.mL™)
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Sekil 19. Ekstreile Siyanidin-3-glikozit’ten Elde Edilen Kromatogramlarin Karsilagtirilmasi
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Sekil 20. Su Ekstresinin HPLC Kromatogrami
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Sekil 21. % 70 Etanol Ekstresinin HPLC Kromatogram

33



L] apn 10D 150 an a0 ann min

Sekil 22. Etanol Ekstresinin HPLC Kromatogrami
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Sekil 23. % 70 Aseton Ekstresinin HPLC Kromatogram
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Sekil 24. Metanol Ektresinin HPLC Kromatogrami
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Sekil 25. Asitlendirilmis Metanol Ekstresinin HPLC Kromatogram
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Sekil 26. Meyve Cay1 Ekstresinin HPLC Kromatogrami
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Sekil 27. Ekstrelerde Tamimlanan Siyanidin-3-glikozit Y apisi
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Meyve Cekirdeklerinden Yag Asitlerinin Eldesi ve Yag Asidi Bilesiminin GC
ve GC/MSile Analizi

Pulpadan kurtarilan gekirdekler Soxhlet apareyinde n-hekzan ile %16 verimle
ekstre edildi. Sabit yagdaki yag asitlerinin tanimlanmasi i¢in BFs/MeOH ile metil
esterleri olusturuldu. Elde edilen hekzanli numune es zamanl olarak GC ve GC-
MS analizleri yapildi. Yag asitlerinin metil esterlerinin tanimlanmasinda,
maddelerin tutunma zamanlar1 ve kiitle spektroskopi verileri karsilagtirilarak
"Baser Ucucu Yag Bilesenleri Kiitliphanesi"’nin yani sira Wiley GC/MS, Adams
ve MassFinder 3.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlart kullanilarak yapildi.

GC ve GC/MS analizleri ile numunenin %99’una karsilik gelen 14 adet yag asiti
tanimlanmustir. Yag asiti kompozisyonu Cizelge 10’ da gosterilmistir. Linoleik asit
(%42.3) velinolenik asit (%38) baslica yag asitleri olarak belirlenmistir.

T HcCG==BcC .. D¥data.  rms

\\\\\\\\\\\\\\\\
1O . O . G X5 . CHD . G . O . G . CHRD . CHS . (ED . GESS . OO . OO . OO

Sekil 28. Cekirdekten Elde Edilen Yag Asiti Metil Esterlerinin GC Kromatogrami

Cizelge 10. Sambucus nigra Cekirdeginin Yag Asiti Bilesimi

Bilesik %
Tetradekanoik asit (Miristik asit) e
Hekzadekanoik asit 6.2
(2)-7-hekzadekenoik asit e
(2)-9-hekzadekenoik asit e
Heptadekanoik asit e
Stearik asit (Oktadekanoik asit) 1.4
Oleik asit 10.2
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Cizelge 10 (devami). Sambucus nigra Cekirdeginin Yag Asiti Bilesimi

Bilesik %
Elaidik asit 0.8
Linolelk asit 42.3
Linolenik asit 38.0
Arasidik asit 0.1
11-eikosenoik asit e
Behenik asit ( Dokasonoik asit) e
Lignoserik asit e
TOPLAM 99.0

% FID verilerine gore hesaplanmigtir; e: Eser miktar (< % 0,1).

@)

B N

Linoleik asit (% 42.3)

O

HO

Linolenik asit (% 38)

o]
= OH
Oleik asit (%10.2)
O
/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
Hekzadekanoik asit (% 6.2)

Sekil 29. Cekirdekte Tamimlanan Baslica Yag Asitleri
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Sambucus nigra Meyvelerinin Serbest ve Glikozidik Bagh Uc¢ucu Bilesiklerin
Eldes ve GC ve GC/M S Analizi

Mikrodistilasyon ile u¢ucu bilesiklerin eldesi ve GC ve GC/MS analiz

Havanda kaba toz edilen (0.6 g) meyveler, mikrodistilasyona tabi tutuldu.
Mikrodistilasyon sonrasi toplama kabindaki hekzanli faz alinarak es zamanl
olarak GC ve GC/MS analizi yapildi. Numunede % 86.1°ne karsilik gelen 34
bilesik tanimlandi (Cizelge 11). Fenilasetaldehit (% 32.8) ve benzaldehit (% 7.9)
ana bilesenler olarak belirlendi.

TIC: HGZ2S B 1. DO¥data-rms

" WL H bl
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Sekil 30. Sambucus nigra Meyvelerinin Mikrodistilasyon Sonras1t GC Kromatogrami

Cizelge 11. Sambucus nigra Meyvelerinin Ucucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
1000 Dekan 25
1093 Hekzanal 14
1136 [zoamil asetat 14
1203 Limonen 1.0
1212 [zoamil alkol e
1244 2-pentil furan (Amil furan) 0.5
1398 2-nonanon 3.0
1400 Nonana 1.2
1479 Furfura e
1541 Benzaldehit 7.9
1553 Linaol 4.5
1585 5-metil furfural 0.5
1590 Bornil asetat 1.0
1610 Kalaren 0.9
1616 Hotrienol 0.6
1663 Fenil asetaldehit 32.3
1700 Heptadekan 11

39



Cizelge 11 (devami). Sambucus nigra Meyvelerinin Ucucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
1750 cis-linaol oksit (piranoit) e
1800 Oktadekan e
1838 2-Fenil etil asetat 16
1838 (E)-B-Damassenon 2.5
1853 Etil dodekanoat 0.6
1937 Fenil etil akol 4.1
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 11
2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2- 0.5
(5H)-Furanon
2218 4-Vinil gayakol 4.9
2226 Metil hekzadekanoat (metil 2.0
pal mitat)
2239 Karvakrol e
2262 Etil hekzadekanoat 1.9
2509 Etil linoleat 54
2538 Metil linoleat e
2583 Metil linolenat 11
2613 Etil linolenat e
2931 Hekzadekanoik asit 0.6
TOPLAM 86.1

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gére hesaplanmustir; % FID verilerine gére
hesaplanmigtir; e: Eser miktar (< % 0,1).

CHO

H OH
@)
Fenilasetaldehit (%632.3) Benzaldehit (% 7.9)  Feniletil alkol (% 4.1)
OH
OMe
HO
X X %
4-vinil gayakol (% 4.9) Linalol (% 4.5)
O

Etil linoleat (% 5.4)

Sekil 31. Mikrodistilasyon ile Elde Edilen Ornekte Tanmimlanan Bashca Ucucu Bilesikler

40



Meyvelerin su distilasyonu ve ucucu yagin GC ve GC/MS analiz

Meyveler havanda kaba toz edildikten sonra Clevenger apareyi kullanilarak 3 saat
boyunca su distilasyonuna tabi tutuldu. Distilasyon sonrasi elde edilen numune
hekzanla alinarak es zamanli olarak GC ve GC/MS analizleri yapildi. Ornekte %
96.1°¢ karsilik gelen 18 bilesik tanimland1 (Cizelge 12). Ornegin yag asitleri ve
esterlerince zengin oldugu belirlendi. Hekzadekanoik asit (% 55.3) ve
tetradekanoik asit (% 11.4) baslica bilesikler olarak belirlendi.

TIcC: HGZ25SC _ DO¥data.rms
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Sekil 32. Sambucus nigra Meyve Ucucu Yagimin GC Kromatogrami

Cizelge 12. Sambucus nigra M eyve Ugucu Yagimin Bilesimi

RRI Bilesik %
1610 Kalaren 0.5
1700 Heptadekan 0.5
1800 Oktadekan 0.3
1838 (E)-p-Damassenon 0.7
1900 Nonadekan 04
2056 Etil tetradekanoat (etil miristat) 04
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 2.9
2226 Metil hekzadekanoat (metil palmitat) 1.4
2262 Etil hekzadekanoat (etil palmitat) 2.8
2400 Undekanoik asit 0.6
2503 Dodekanoik asit 8.1
2509 Metil linoleat 1.3
2538 Etil linoleat 3.3
2583 Metil linolenat 0.7
2613 Etil linolenat 2.3
2622 Fitol 32
2670 Tetradekanoik asit (miristik asit) 114
2931 Hekzadekanoik asit 55.3
Toplam 96.1

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; % FID verilerine gore
hesaplanmistir; e: Eser miktar (< % 0,1).
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/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Hekzadekanoik asit ( % 55.3)
0

MOH

Tetradekanoik asit (% 11.4)
O

/\/\/\/\/\)J\OH

Dodekanoik asit ( % 8.1)

Sekil 33. Ucucu Yagda Tamimlanan Bashica Bilesikler
Meyvelerden glikozidik baglh ucucu bilesiklerin eldesi ve GC ve GC/MS analiz

Meyveler havanda kaba toz edildikten sonra sulu ortamda p-glikozidaz enzimi ile
37°C’de 48 saat boyunca su banyosunda inkiibasyona birakilarak glikozidik baglh
ucucu bilesiklerin hidrolizi gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda karisim, 3 saat
boyunca su distilasyonuna tabi tutuldu. Distilasyon sonrasi elde edilen hekzanl
ornekte es zamanli olarak GC ve GC/MS analizleri gerceklestirildi.

Anaiz sonucunda Ornekte % 74.8'ine karsilik gelen 62 tane ugucu bilesen
kaydedildi (Cizelge 13). Hekzadekanoik asit (% 36.1), etil linoleat (% 11.6) ve
etil hekzadekanoat (% 10) major bilesikler olarak belirlendi.

TIC: HG27A.D¥data.ms
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Sekil 34. Sambucus nigra Meyvelerinin Hidroliz Senrast GC Kromatogram
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Cizelge 13. Sambucus nigra Meyvelerinin Hidroliz Sonrasi1 Ugucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
1000 Dekan e
1212 [zoamil alkol 0.8
1398 2-Nonanon e
1443 Dimetil tetradekan* 0.3
1478 Furfural 0.1
1500 Pentadekan 0.1
1535 Dihidroedulan 1 e
1542 Vitispiran 0.2
1553 Epi-vitispiran 04
1553 Linalol e
1600 Hekzadekan e
1616 Hotrienol e
1647 Etil dekanoat e
1663 Fenilasetal dehit 0.2
1668 (2)-B- Farnesen e
1700 Heptadekan 0.3
1741 B-Bisabolen 0.2
1766 1-Dekanol e
1798 Metil salisilat e
1800 Oktadekan 0.3
1815 Metil dodekanoat e
1838 (E)-p-Damassenon 04
1853 Etil dodekanoat 0.6
1857 Geraniol e
1868 (E)-Geranil aseton e
1900 Nonadekan 0.3
1941 a-karakoren e
1992 Neofitadien 0.2
2022 Metil tetradekanoat 0.2
2036 2-Pentadekanon 0.2
2041 Pentadekanal e
2050 (E)-Nerolidol e
2056 Etil tetradekanoat 1.0
2048 Oktanoik asit e
2100 Herelkosan 0.2
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 1.7
2157 Etil pentadekanoat 0.1
2174 Fokienol 0.2
2179 3,4-Dimetil-5-pentiliden-2(5H)- 03
Furanon '
2226 Metil hekzadekanoat 17
2255 Metil palmitaoleat e
2260 Etil hekzadekanoat 10.0
2298 Dekanoik asit 0.6
2300 Trikosan e
2369 (2E,6E)-Farnesol e
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Cizelge 13 (devam). Sambucus nigra Meyvelerinin Hidroliz Sonrasi Ugucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
2400 Undekanoik asit 0.6
2431 Metil oktadekanoat 0.3
2456 Metil oleat 0.3
2458 Metil elaidat e
2478 Etil oktadekanoat 0.8
2503 Dodekanoik asit 2.0
2504 Etil oleat 2.4
2509 Etil elaidat e
2509 Metil linoleat 1.4
2538 Etil linoleat 12.4
2583 Metil linolenat 1.4
2613 Etil linolenat 11.6
2622 Fitol 1.8
2670 Tetradekanoik asit 4.0
2822 Pentadekanoik asit 0.1
2931 Hekzadekanoik asit 36.1
2983 Palmitoleik asit 0.9
TOPLAM 74.8

*Sadece kiitle spektrumu benzerliginden tanimlanmustir.

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; % FID verilerine gére
hesaplanmistir; e: Eser miktar (< % 0,1).

Meyvelerin su distilasyonu ile elde edilen ucucu bilesikleri ile enzimatik hidroliz
sonrast 0rnegin su distilasyonu ile elde edilen glikozidik bagli ucucu bilesiklerinin
Gaz kromatografisi analizi sonrasi kromatogramlari Kkarsilagtirildiginda} -
glikozidaz enziminin glikozidik baglar1 kopararak ucucu bilesiklerin serbest hale
geemesini sagladigi ayrica 6rnekte koku karakteristiginin de degismesine neden
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 35. Hidroliz Sonras: Elde Edilen Ornekte Tamimlanan Bashca Bilesikler
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SONUC VE ONERILER

Sambucus nigra meyvelerinden hazirlanan iriinlerin  6zellikle antioksidan
etkilerinin yiiksek olmasi nedeniyle Avrupa’da yaygin kullanimi bulunmaktadir.
Ayrica meyvelerden hazirlanan tibbi c¢ay soguk alginligt ve grip gibi
hastaliklardan korunmak amaciyla siklikla tiiketilmektedir. Son yillarda diinya
capinda salgin haline gelen basta domuz gribi, kus gribi gibi viriis kaynakl
hastaliklarin insanlarda da goriilme insidansinin artmasi bu tiir hastaliklarda
micadelede yeni antiviral etkili maddelerin bulunmasi yoniindeki g¢aligmalari
artirmisgtir. Bu alanda, Sambucus nigra meyvelerinin insan ve hayvanlarda
goriilen viriis kaynakli hastaliklardan korunmada hem in vitro hem de in vivo
caligmalar ile etkili oldugunun bulunmasi, bu meyve ilizerinde yapilan ¢aligmalarin
artmasina neden olmustur. Ozellikle antosiyaninlerce zengin olusu ve bu madde
grubunun da cesitli biyolojik etkilerinin belirlenmesi dolayisiyla meyvelerdeki
antosiyaninlerin teshisi ve miktar tayinleri ile ilgili caligmalar da literattrde
karsimiza ¢ikmaktadir.

Tez kapsaminda Sambucus nigra meyvelerinden hazirlanan gesitli ekstrelerde
toplam fenol ve toplam monomerik antosiyanin miktar tayini yapilmistir.
Ekstrelerde siyanidin-3-glikozit varligt HPTLC yontemi kullanilarak belirlenmis,
ardindan HPLC yontemi ile siyanidin-3-glikozit miktar tayini yapilmistir. Boylece
antosiyaninlerce zengin ekstrenin belirlenmesi amaglanmistir. Bu calismalara
paralel olarak meyvelerin aroma bilesikleri es zamanli olarak GC ve GC/MS
analizleri yapilarak belirlenmistir. Bu kapsamda, S nigra meyvelerinin aromatik
bilesikleri mikrodistilasyon yontemi kullanilarak ve} -glikozidaz enzim hidrolizi
yapilarak glikozidik bagli ugucu bilesiklerin eldesi ve teshisi gergeklestirilmistir.
Cekirdeklerden Soxhlet apareyinde hekzan ile sabit yag elde edilmis ve yagin
bilesiminin belirlenmesi i¢in yag asitlerinin metil esterleri olusturularak GC ve
GC/MS analizleri yapilmstir.

Sambucus nigra’nin olgun ve kuru meyvelerinden su, %70 etanol, %70 aseton,
etanol, metanol ve asitlendirilmis metanol ekstreleri hazirlanmis, ayrica halkin
kullanimina uygun olarak meyve ¢ay1 hazirlanarak liyofilize edilmistir. Ekstre
verimleri asitlendirilmis metanol> %70 etanol> metanol> %70 aseton> etanol>
su> meyve cay1 seklinde siralanmaktadir. Ekstrelerdeki toplam fenol miktarlarini
100 g ekstredeki mg miktar olarak karsilagtirdirildiginda ise su bazli ekstrelerde
toplam fenol miktarlarinin daha yiiksek oldugu goriilmekte ve siralama su sekilde
olmaktadir: su> % 70 aseton> %70 etanol> meyve ¢ayr> asitlendirilmis metanol>
metanol >etanol.

Toplam monomerik antosiyanin miktarlari pH diferansiyel metoduna gore ve
siyanidin-3-glikozite esdeger olarak hesaplanmistir. Monomerik antosiyanin
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miktarlar1 ise %70 etanol> su> meyve ¢ay1> %70 aseton> asitlendirilmis metanol
> etanol > metanol ekstreleri seklinde siralanmaktadir. Tiirkiye’de Yenen ve
Ozgen (1997) Sambucus nigra meyvelerinde toplam antosiyanin miktarini, Fuleki
ve Francis (1968) tarafindan gelistirilen pH diferansiyel metoduna gore
hesaplamisglardir. Deneyde kullanilan yontem incelendiginde pH 4.5 tampon
¢oOzeltisinin hazirlanisinda etanol kullanilarak spektrofotometrik 6lgiim sirasinda
etanol kor olarak kullanilmistir. Ayrica absorbans ol¢imleri 535 nm'de
yapilmistir. Tez kapsaminda ise toplam antosiyanin miktar1 Giusti ve Wrolsdat
(2000) oOnerdigi yonteme gore uygulanmustir. Deneyde hazirlanan tampon
cozeltiler su bazli olup, deneyde kor olarak su kullanilarak 510 nm’de
calisilmistir. Deney sonunda momonerik antosiyanin bakimindan en zengin, % 70
etanol ekstresinde 10 g ekstrede 106.7 mg olarak belirlenmistir. Yenen ve Ozgen
iIse deney sonunda 10 g ekstrede 155 mg toplam antosiyanin miktarini
belirlemislerdir. Yenen ve Ozgen c¢alismalarinda, asitlendirilmis etanol
ekstraksiyonunu soguk ortamda yaptiklari ve 1 gece beklettiklerini belirtmislerdir,
tez kapsaminda ise % 70 etanol ekstresi oda sicakliginda 5 giin boyunca
maserasyona birakilmistir. Ekstraksiyonun soguk ve asidik ortamda yapilmasinin
antosiyaninlerin daha stabil formda kalmalarin1 saglamis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Tez kapsaminda hazirlanan asitlendirilmis metanol ekstresinde
ise hesaplanan toplam antosiyanin miktarlari da 10 g ekstrede 60 mg olarak olarak
belirlenmistir. Bu bulgular, antosiyaninlerin ekstraksiyonunda ortamin pH’s1 ile
sicakliginin etkisini ortaya koymaktadir. Antosiyaninler kuvvetli asidik pH’larda
(pH 2’nin altinda) flavilyum katyonu halinde stabil kaldiklari, bu nedenle de
asitlendirilmig alkol ekstrelerinde daha yiiksek verimle elde edilmistir.
Ekstraksiyonun soguk ortamda yapilmasi da ekstraksiyon verimini artirdigi
diistiniilmektedir.

Sambucus nigra meyve ekstrelerindeki siyanidin-3-glikozit miktarlar1 HPLC
analizi ile belirlenmis olup, dedektor olarak UV-spektrofotometre tercih
edilmistir. Siyanidin-3-glikozit igin 520 nm dalga boyunda UV 1sik kaynagi
kullanilmigtir. Ekstreler analiz oncesi asidik ortamda ¢oziilmiistiir. Siyanidin-3-
glikoziti eksternal standart olarak kullanilmig, c¢esitli konsantrasyonlarda
hazirlanan standart c¢ozeltisine gore kalibrasyon denklemi hesaplanmis ve
ekstrelerdeki siyanidin-3-glikozit miktarlar: bu denkleme gore bulunmustur. 100g
ekstredeki mg cinsinden siyanidin-3-glikozit sonuglart degerlendirildiginde %70
etanol> meyve ¢ayr> %70 aseton> su> asitlendirilmis metanol>metanol ve etanol
seklinde siralanmaktadir. Monomerik antosiyanin ve siyanidin-3-glikozit
miktarlar1 agisindan % 70 etanol ekstresinin digerlerine oranla daha zengin oldugu
belirlenmistir.

Cekirdeklerin yag asidi bilesimi incelendiginde, ¢ekirdek yaginin linoleik asit (%
42.3) ve linolenik asit (% 38) bakimindan zengin oldugu, ayrica eser miktar da
olsa arasidik asit igerdigi yapilan analizde belirlenmistir. Tanimlanan yag
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asitlerinden % 91.3’liik kismin doymamis yag asitleri oldugu; % 7.7’ye karsilik
gelen kismin ise doymus yag asitleri oldugu goriilmektedir. Linoleik asit dogada
bol bulunan en O6nemli besleyici temel yag asiti olup polietilenik yag asitleri
simifina  girmektedir. Keten (% 35) ve kenevir (% 45-50) tohumlarinda
bulunmaktadir. Linoleik asit bitkisel yaglarin karakteristik kokusunu bozar, bu
nedenle kismi hidrojenasyon ile oraninin azaltilmasi tavsiye edilmektedir. Miirver
cekirdek yaginda bu oran, keten tohumuna kiyasla daha yiiksektir. Linolenik asit
ise bircok doymamis bitkisel yagda ana bilesen olarak yaygindir. Linolenik asit
miktarinin % 35’e yaklasmasi yagin yenebilir durumda oldugunu gostermektedir.
Linolenik asit kanola yagi (% 8.8) ve soya yaginda (% 7.8) oranlarinda
bulunmaktadir. Bu ac¢idan miirver ¢ekirdegi yagi linolenik asit¢e zengindir ayrica
yagin gida olarak yenilebilir oldugunu gostermektedir. Miirver c¢ekirdek yaginda
oleik asit miktar1 da % 10’dan fazla bulunmustur. Oleik asit tiim yag asitlerinde
¢ok yaygin olup hem bitkisel hem de hayvansal yaglarda bulunmaktadir. Yiiksek
oranda oleik aside sahip yaglarin iyi bir aromaya sahip oldugu kabul edilmektedir.
%1’ den az oranda belirlenen elaidik asit ise oleik asidin trans izomeridir. Dogada
nadir bulunan 11-eikosenoik asit, ¢ekirdekte eser miktarda tanimlanan doymamis
yag asitidir. Cekirdek yaginda doymus yag asitlerine de rastlanmaktadir. % 6.2
oraninda hekzadekanoik asit (palmitik asit) belirlenmistir. Hekzadekanoik asit en
yaygin doymus yag asiti olup tiim hayvan, bitki ve deniz hayvanlarinin yaglarinda
en az % 5 oraninda bulunmaktadir. Stearik asit (oktadekanoik asit) ise % 1.4
oraninda tanimlanmigtir. Stearik asit de bitkisel yaglarda % 1-5 oraninda yaygin
olarak bulunmakta ayrica hayvansal yaglarin bilesiminde de yer almaktadir. Eser
miktarda belirlenen heptadekanoik aist ise hayvansal yaglarda bulunan doymus
yag asitlerindendir. Yiksek karbonlu yag asitlerinden arasidik asit, behenik asit ve
lignoserik yag asitleri de ¢ekirdek yaginda % 1 ve daha az oranda bulunan diger
onemli yag asitleridir (Bailey, 1996; Saricoban, 2001). Meyve suyu hazirlanmasi
islemlerinde cekirdeklerin atilmasi1 yerine, yag asiti kaynagi olarak
kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Sambucus nigra meyvelerinden elde edilen {irtinlerin kalitesinin kiyaslanmasinda
antosiyanin igerikleri kadar, aroma bilesikleri dnem tasimaktadir. Ozellikle meyve
suyu, meyve cayi, sarap ve diger gida iiriinlerinde hem renk kalitesinin hem de
aroma kalitesinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda
meyvelerin ugucu bilesikleri elde edilerek gaz kromatografisi ve gaz
kromatografisi-kutle spektroskopisi analizler ile belirlenmistir.

Mikrodistilasyon ile elde edilen 6rnekte toplam % 86.1°¢ karsilik gelen 34 bilesik
tanimlanmustir.  Ornekte aldehit yapisindaki iki bilesen ana bilesik olarak
belirlenmistir: Fenilasetaldehit (% 32.8) ve benzaldehit (% 7.9). Ornekte ayrica
linalol (terpen), 4-vinil gayakol (fenolik aromatik bilesik), etil linoleat (yag asiti
esteri) bilesikleri de % 5°den yiiksek oranda bulunmaktadir. Ornegin aldehit,
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keton, alkol, ester, terpen ve yag asidi yapisinda bilesiklerce zengin oldugu

gorilmektedir.

Meyvelerden su distilasyonu ile hazirlanan 6rnek ise daha c¢ok yag asitlerince
zengin olup ana bilesikleri hekzadekanoik asit (% 55.3) ile tetradekanoik asit (%
11.4) olarak belirlenmistir. Ayrica dodekanoik asit (8.1%) de yiiksek oranda
bulunmaktadir. Ugucu yagin bilesiminin daha ¢ok yag asiti ve esterlerince zengin
oldugu goriilse de (E)-B-damassenon ve fitol gibi terpenik bilesikler de
tanimlanmistir. Meyvelerde enzimatik hidroliz sonrasi gerceklestirilen su
distilasyonunda ise, 6rnekte hekzadekanoik asit (% 36.1), etil linoleat (% 11.6) ve
etil hekzadekanoat (% 10) olarak belirlenmistir. Hidroliz edilen 6rnekte 62 bilesik
tanimlanirken; hidroliz edilmeyen Ornekte 18 ugucu bilesik tanimlanmistir. Bu
bulgular ise, bitkinin 6zellikle yag asitlerince ve yag asidi esterlerince zengin
oldugu gostermektedir. Ayrica distilasyon sonrasi yapilan analizlerde (E)-p-
damassenon, hotrienol, dihidroedulan gibi terpenik bilesikler de tanimlanmustir.

Meyvelerden mikrodistilasyon, su distilasyonu ve hidroliz sonrasi su distilasyonu
ile elde edilen 6rneklerde (E)-B-damassenon, metil hekzadekanoat, metil linoleat,
etil linoleat, metil linolenat, etil linolenat ve hekzadekanoik asit ortak bilesikler
olarak  tanimlanmigtir.  Meyvelerin  ugucu  bilesikleri  kompozisyonu
incelendiginde, yag asitleri, yag asidi esterleri, aldehit, alkol ve terpenik yapida
bilesiklerce zengin oldugu goriilmektedir. Bu bilgiler literatiir bilgileri ile de
uyumludur (Jensen ve ark., 2000; Kaack ve ark., 2005; Christensen ve ark., 2007,
Kaack, 2008).

Ayrica meyvedeki ugucu bilesiklerin, glikozidik baglanarak ucucu o6zelliklerini
kaybettikleri, suda ¢oziiniir formda, kokusuz halde depolandiklari ve meyvede
aroma prekiirsorii olarak kullanildiklar diisiiniilmektedir. Glikozidik bagl ugucu
bilesikler aroma kaynagi olarak gida ve parfiim sanayisi agisindan G&nem
tagimaktadir (Ly ve ark., 2002; Maric ve ark., 2007; Radonic ve Mastelic., 2008).

Yapilan ¢alismalar sonucu Sambucus nigra meyvelerinin antosiyanin kaynagi
olarak kullanilabilecegi, ayrica aroma bakiminda da zengin oldugu goriilmektedir.
Meyveler iizerinde kimyasal c¢alismalarin yapilmasi, ileride yapilmasi planlanan
antiviral etki basta olmak lizere c¢esitli biyolojik aktivite c¢alismalar1 i¢in zemin
hazirlamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda yapilacak olan aktivite ¢alismalarinda
biyolojik aktivitelerin belirlenmesi durumunda etkili bilesiklerin izolasyonuna
katki saglayacag diigiiniilmektedir.
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EKLER:

EK 1. Sambucusnigra L.’min Cicek, Meyve, Yaprak ve Tohumunun Genel Gor intiisi

FLADER, SaMBUCUS NIGRA L

(Kaynak: http://wszystkozziol.pl/slowniczek/bez (10.08.2010)
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Ek 2. Sambucus nigra Meyvelerinden Hazirlanan ve Tezde Adi Gegen
Preparatlar

Optiberry®

InterHealth firmas: tarafindan gida destedi olarak iiretilmistir. Icerigi incelendigi
zaman Vaccinium angustifolium (meyve), V. macrocarpon (meyve), V. myrtillus
(meyve), Fragaria chiloensis (meyve), Sambucus nigra (meyve) ve Rubus
ideaeus (¢ekirdek) ekstrelerini igeren antosiyaninlerce zengin bir karisim oldugu
gorilmektedir. Optiberry ile antioksidan, antianjiyojenik etki ve Helicobacter
pylori’ye karsi etki gibi g¢esitli biyolojik aktivite c¢alismalarin oldugu
gorilmektedir (Roy ve ark., 2002; Chatterjee ve ark., 2004; Bagchi ve ark., 2004
ve 2006).

OptiBerry”

e e

Sambucol®

PharmaCare firmasi tarafindan iiretilen Sambucol preparatlart (Sambucol Black
Elderberry Extract®, Sambucol Black Elderberry Syrup®, Sambucol Active
Defense®, Sambucol for Kids®) standardize miirver ekstresi icermektedir.
Sambucol ile yapilan c¢alismalar daha ¢ok antiviral aktivite ve immin sistem
tizerine etki ¢aligmalar1 olarak dikkat ¢ekmektedir ( Zakay-Rones ve ark., 1995;
Burge ve ark., 1999; Barak ve ark., 2001; Barak ve ark., 2002; Waknine-Grinberg
ve ark., 2009).
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