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OZET
Amag: Bu calismada “aynisefa” ismiyle piyasada satisa sunulmus olan dért degisik aktar drnegi ile Bornova, izmir'den toplanan (Ege
Universitesi Yerleskesi) Calendulae arvensis flos ve Calendulae arvensis herba droglarini Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan testler
acisindan karsilastirmali olarak arastirmak hedeflenmistir.
Yontem: Temin edilen 6rnekler lzerinde Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan Calendulae flos monografinda yer alan testler
referans alinarak; kurutmada kayip ve total kil miktarlari, 6rneklerden hazirlanan ekstrelerde ince tabaka kromatografisi (ITK) ve
hiperozit tzerinden spektrofotometrik olarak flavonoit miktar tayini gerceklestirilmistir. Ek olarak orneklerin hidroklorik asitte
¢6zlinmeyen kil miktarlari da belirlenmistir.
Bulgular: Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan kurutmada kayip testi icin elde edilen bulgular bltin 6rnekler icin uygunken,
piyasadan temin edilen sadece bir 6rnek total kiil miktari igin belirtilen maksimum sinirin altinda kalmistir. ITK denemesiyle rutin,
klorojenik asit ve kafeik asit bilesikleri 6rneklerde teshis edilmistir. Spektrofotometrik olarak hiperozit tGzerinden miktar tayini
denemeleri gergeklestirilmis, en yiiksek flavanoit igerigi Ege Universitesi Kampiisi’nden toplanan Calendulae arvensis flos drogunda
tespit edilmistir.
Sonug: Piyasadan temin edilen 6rneklerin gerek kalite kontrol, gerek igerik agisindan farkliliklar gosterdigi, fitoterapotik olarak
kullanilacak droglarin bilhassa pozoloji agisindan igeriginin standardize edilmis olmasi gerektigi icin ilgili testlerin yapilmasinin 6nemi
ortaya konulmugtur. Ayrica tGlkemizin biyolojik bir zenginligi olan ve dogal olarak genis yayilis gésteren Calendula arvensis (Vaill.) L.
cgiceklerinin en ylksek flavonoit igerigine sahip olmasi da 6nemli bir géstergedir.

Anahtar Kelimeler: Aynisefa, Calendula, Fitokimya
ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to compare different herbalist samples that were marketed under the name "aynisefa"
with Calendulae arvensis flos and Calendulae arvensis herba herbs collected from Bornova, izmir (Ege University Campus) in terms
of tests specified in the European Pharmacopoeia 8.0.

Methods: The acquired samples were subjected to tests referenced in the European Pharmacopoeia 8.0 Calendulae flos
monograph. These tests included determination of loss on drying and total ash quantities during drying, thin-layer chromatography
(TLC) and spectrophotometric quantification of flavonoid content expressed as hyperoside in the prepared extracts from the
samples. In addition, the amounts of acid-insoluble ash in the samples were also determined.

Results: While the findings obtained for the loss on drying test in the European Pharmacopoeia 8.0 were appropriate for all
samples, only one sample obtained from the market was below the maximum limit specified for total ash. Rutin, chlorogenic acid,
and caffeic acid compounds were identified in the samples by TLC experiment. Spectrophotometric quantification experiments
were carried out on hyperoside, and the highest flavonoid content was detected in the Calendulae arvensis flos collected from the
Ege University Campus.

Conclusion: It had been demonstrated that the samples obtained from the market differ in terms of both quality control and
content, and that the content of the drugs to be used as phytotherapeutics must be standardized, especially with regard to
posology. The importance of performing the relevant tests has been revealed. Additionally, it is noteworthy that Calendula arvensis
(Vaill.) L. flowers, which are a biological richness of our country and naturally spread widely, have the highest flavonoid content.
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Giris

Turkiye'de “Aynisefa”, “Okiizgdzi” gibi isimlerle bilinen Calendula cinsi (Asteraceae) diinyada yaklasik 25
tir ile temsil edilmekte olup, bunlar arasinda Calendula officinalis L. ve Calendula arvensis (Vaill.) L. tarleri
geleneksel kullanim ve fitoterapétik degeri agisindan 6ne cikmaktadir.™? Calendula officinalis Avrupa, Asya
ve Kuzey Amerikanin bazi bolgelerinde dogal olarak yayilim gostermektedir. Tirkiye florasinda Calendula
arvensis, Calendula officinalis, Calendula suffruticosa tirleri kayith olup C. officinalis dogal olarak llkemizde
yetismemekte, kiiltiir ve sis bitkisi olarak bulunmaktadir.?

Bitkinin kimyasal igerigine bakildiginda baslica triterpenik glikozitler, fenolik bilesikler, flavonoitler,
karotenoitler ve ugucu bilesenlerin bulundugu gérilmektedir. *® Bitkinin farmakolojik olarak yara iyi edici,

antioksidan, antienflamatuar, antitiimoral, antibakteriyel ve antikandidal etkileri mevcuttur. 14

Bu calismada, Samsun ve izmir'de bulunan aktarlarda satisa sunulmus droglardan secilen dort farkl
Calendulae flos érnegi ve izmir ili, Bornova ilgesinden toplanan Calendula arvensis bitkisinden hazirlanan
ornekler, Avrupa Farmakopesi 8.0'a gore kalite kontrol ve miktar tayini c¢alismalari vyapilarak
karsilastirilmistir.” Bu kapsamda, kurutma isleminden sonra olusan kayip, toplam kiil ve hidroklorik asitte
¢oziinmeyen kil miktari hesaplanmis, kafeik asit, rutin ve klorojenik asit standart maddeleri ile ince tabaka
kromatografisi (ITK) uygulamasi gergeklestirilmis ve hiperozit baz alinarak spektrofotometrik olaral toplam
flavonoit degerleri hesaplanmistir.

Materyal ve Yontem
Bitkisel Materyal ve Kimyasallar

Piyasada aynisefa adi altinda satisa sunulmus doért farkli aktar érnegi ile Ege Universitesi Kampisi’nden
07.04.2017 tarihinde c¢icekli halde iken (Bornova, izmir, 38°27’30.88”K, 27°13’ 32.05”D) toplanan
Calendulae arvensis flos ve Calendulae arvensis herba droglari ile calisiimistir. Calendula arvensis bitkisi, Ege
Universitesi, Botanik Bahgesi ve Herbaryum Uyg. ve Arastirma Merkezi’nden Prof. Dr. Serdar Gékhan SENOL
tarafindan teshis edilmis olup, bitkiye ait herbaryum materyali Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmakognozi Ana Bilim Dali Herbaryumu’nda saklanmaktadir (Herbaryum No:1600). Orneklerin mensei ve
verilen kodlar Tablo 1’de yer almaktadir.

Tablo 1. Calendula 6rneklerine verilen kodlar ve temin edilen yerler

E;ZEI( Toplandigi bolge Temin edilen yer

1 Bilinmiyor Samsun ili, ilkadim ilgesindeki bir aktardan alinan paketli 6rnek
2 Bilinmiyor izmir ili, Bornova ilgesindeki bir aktardan alinan paketli 6rnek
3 Bilinmiyor Tescilli bir markanin paketli 6rnegi

4 E.U. Kampiisii Calendula arvensis gigekleri, dogadan toplandi

5 E.U. Kampiisii Calendula arvensis toprak Ustl kisimlari, dogadan toplandi

6 Bilinmiyor izmir ili Bornova ilgesindeki bir aktarda agikta satilan

Deneylerde kullanilan kafeik asit (KFA), klorojenik asit (KJA), rutin (RT), hekzametilentetramin (HMT), difenil
borik asit aminoetil esteri (DPAE) ve Makrogol 400 (M400) Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Germany)’den,
formik asit (FA), etil asetat (EA), glasiyel asetik asit (GAA), sodyum hidroksit (NaOH), susuz sodyum siilfat ve
metanol (MeOH) Merck Gmbh (Darmstadt, Germany)’den temin edilmistir.
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Farmakope Analizleri
Uygulanan analizler Avrupa Farmakopesi 8.0 temel alinarak gergeklestirilmistir.
Kurutmada Kayip (KK) Miktar Tayini

Sabit vezne getirilen kurutma kaplarina konulan 1’er g toz drog, 105°C’lik etiivde 60 dk bekletilmesinin
ardindan yarim saat desikatorde sogutulmustur. Sogumasini takiben tartilip ve en son alinan iki tartim
miktari arasindaki fark 0,5 mg’in altinda olacak sekilde cahisiimistir. Asagidaki yer alan formile gére KK
miktarlari hesaplanmis ve calisilan numune basina 3 paralel degerin ortalamasi alinmistir. Avrupa
Farmakopesi 8.0’a gére KK maksimum %12 olmalidir.

A: Kap agirhigi (KA)

B: KA + drog agirhgi (DA)

C: KA + son DA

% KK = (B-C) x 100: (B-A)
Total Kiil (TK) Miktar Tayini

Porselen krozeler, 600°C’lik yakma firini (YF)'nda 60 dk bekletilmesinin ardindan desikatore alinip yarim saat
sogumaya birakilmistir. Sabit vezne getirme isleminden sonra 1 g toz numune krozeye konulup ve 105
°C'deki etlivde 60 dk muamele edilip suyu uzaklastirilmistir. YF'da 60 dk bekletilmesinin ardindan yarim saat
desikatdrde sogutulmustur. Orneklerin hepsi sabit vezne gelince calisma sonlandiriimis, her bir érnek icin 3
paralelin ortalamasi alinarak, asagidaki formille TK miktarlari hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi 8.0’a
gore TK miktari %10’dan fazla olmamalidir.

A: Porselen krozenin agirhg (PKA)

B: PKA + Ornek agirhigi

C: PKA + kil agirhg

% TK miktari = (C — A) x 100: (B — A)

Hidroklorik asitte C6ziinmeyen Coziinmeyen Kiil (HCK) Miktar Tayini

Kroze (6nceden anlatilan sekilde kil elde edilmis) icerigine distile su (15 ml) ve hidroklorik asit (HCI, Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, Germany) (10 ml) konulmustur. Kroze saat camiyla kapatilarak ve 10 dk isiticida
(plak) tutulmustur. Sogumasini takiben kiil birakmayan filtre kagidindan (Sartorius™ Quantitative Grade
391) sizilerek stziintliniin pH’1 n6tr oluncaya dek sicak distile su ile yikanmistir. Stizgeg¢ kagidi (Gzerindeki
bakiyesiyle birlikte) krozenin igine yerlestirilmis, sabit vezne gelinceye kadar isleme devam edilmistir.
Drogun HCK miktari, bu esitlige gore hesaplanmistir.

A: Porselen krozenin agirligi (PKA)

B: PKA + 6rnek agirligi

D: PKA+ HCK agirhgi

% HCK Miktari = (D—A)x 100 : (B—A)

ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

KFA (1 mg), KJA (1 mg) ve RT (2,5 mg) tartilarak, 10 ml MeOH’de ¢ozlindiirillp sahit ¢cozeltisi hazirlanmustir.

Test ¢ozeltisini hazirlamak igin her bir bitki 6rneginden 1’er g toz, 10 ml MeOH ile geri ¢eviren sogutucuda
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su banyosunda 10 dk isitilip, soguduktan sonra slzilmustir. Hareketli faz olarak distile su, FA ve EA
(10:10:80 h/h/h) kullaniimistir.

Silikajel plak (TLC Silica gel 60 F,s4, Aluminium sheets, Merck, Almanya) lzerine test ve 6rnek cozeltileri
uygulanarak, dnce DPAE, ardindan M400’Gn MeOH’de hazirlanan ¢ozeltisi plskirtilmustar. Yaklasik 25-30
dakika sonra 365 nm’deki ultraviyole isik altinda (Camag UV Cabinet 4) incelenmistir.

Hiperozit Uzerinden Spektrofotometrik Miktar Tayini

Spektrofotometrik tayinde kullanilan butiin reaktiflerin hazirlanmasina farmakopede yer alan tariflere
uygun hareket edilmis, Calendulae flos monografinda yer aldigi sekilde hiperozit lGzerinden miktar tayini
calismasi gergeklestirilmistir. HMT ¢ozeltisi icin 30 mg HMT (Sigma-Aldrich®) distile suyla ¢ozilmustir.
Aliminyum klorir (AICI;) ¢ozeltisi icin 65 g tartihp bir miktar distile su ile ¢ozlindirtldikten sonra distile su
ile toplam 100 ml olacak sekilde tamamlanmistir. 500 mg aktif kdmdir ilave edilerek 10 dk karistirilip,
stiztlmastur. Stzantinun pH’1 1,5 olmasi icin gerekli NaOH ¢ozeltisi (10 g/L) ilave edilmistir. Stok ¢bzeltisini
hazirlamak icin, her bir 6rnekten 0,8 g toz drog tartilip Gzerlerine HMT ¢6zeltisinden 1 ml, 7 ml hidroklorik
asit (250 g/L) ve 20 ml aseton konulmustur. Yarim saat geri ceviren sogutucu altinda kaynatilip soguduktan
sonra absorban pamuk tikag yardimiyla siiziilmistiir. Ustiinde artik bulunan pamuk izerine tekrar aseton
konulup islem tekrarlanmistir. Stziintller ve gerektigi miktar aseton eklenerek 100 ml ¢ozelti elde
edilmistir. Bu ¢ozeltinin 20 ml’si izerine esit miktarda distile su ilave edilmistir. Toplam 45 ml etil asetat
kullanilarak ekstraksiyon yapilmis, susuz sodyum silfat tzerinden siiziildiikten sonra etil asetatla 50 ml’ye
tamamlanmistir.

Test Cozeltisi (TC) hazirlamak icin stok olarak hazirlanan ¢ozeltiden 10 ml alinip 1 ml AICl; reaktifi
konulmustur, %5 (h/h) GAA’in MeOH’deki ¢ozeltisi ile seyreltilmistir (25 ml). Sahit ¢ozelti (SC) hazirlamak
icin ise stok olarak hazirlanan ¢ozeltiden 10 ml alinip %5 h/h GAA’in metanoldeki ¢ozeltisi ile seyreltilmistir
(25 ml). Yarim saat sonra TC ve SC absorbans degerleri 425 nm’de UV/VIS spektrometresiyle 6l¢tilmustr.
Hiperozit baz alinarak hesaplamasi gercgeklestirilen flavonoit miktari icin asagidaki esitlik kullaniimistir.

Ax1,25/m

A: Absorbans degeri (425 nm)
m: Bitki materyali (gram olarak)
Bulgular

KK, TK ve HCK Miktari Sonuglan

Tum denemeler her bir 6rnek icin 3 paralel olacak sekilde yapilip, sonuglarin ortalamasi alinmis, bulunan
degerler tablo halinde verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. KK, TK ve HCK miktari sonuglari

Ornekler KK Miktar TK Miktar HCK Miktan
(Ortalama t Standart Sapma) (Ortalama t Standart Sapma) (Ortalama t Standart Sapma)
1 %7,8924 + 0,0710 %11,7816 +0,1423 %2,5593 + 0,0123
2 %9,6781 + 0,0923 %13,2161 +0,1267 %2,0428 + 0,0227
3 %10,0397 £ 0,1274 %9,0578 + 0,0948 %0,7782 £ 0,0131
4 %9,3144 + 0,1044 %9,9553 + 0,0823 %0,4955 + 0,0079
5 %7,7373 £ 0,0627 %15,4725 +0,1162 %2,6312 + 0,1074
6 %7,9889 + 0,0784 %12,6001 + 0,0877 %1,5114 + 0,0573
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ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

KFA, KJA ve RT standartlari kullanilarak elde edilen SC’'ne karsilik, 6 farkli 6rnekten hazirlanan TC'lerin,
belirtilen yontemle hazirlanan plaga ait UV 15181 altindaki gorintileri Sekil 1'de verilmistir.

Aynisefa Orneklerinin Farmakopeye Uygunlugu — Colak ve Bozkurt

Sekil 1. iTK ydntemiyle hazirlanan plaga ait UV 15181 altindaki gériintii

Spektrofotometrik Tayin

Hazirlanan 6rnekler {izerinde yapilan spektrofotometrik miktar tayiniyle elde edilen hiperozit tzerinden

hesaplanan % flavonoit miktarlari Tablo 3’'de verilmistir.

Tablo 3. Orneklerin hiperozit {izerinden hesaplanan % flavonoit miktarlari

Lokman Hekim Dergisi - Lokman Hekim Journal 2024;14(1):90-96

Ortalama Absorbans Degeri

Ornekler Drog Miktari (Ortalama * Standart Sapma) % Flavonoit miktan
1 0,8003 0,438 +0,0011 %0,6841
2 0,8003 0,468 + 0,0032 %0,7310
3 0,8004 0,383 0,0053 %0,5981
4 0,8002 0,7140 £ 0050 %1,1153
5 0,8001 0,430+ 0,0035 %0,6718
6 0,8002 0,409 + 0,0018 %0,6389

Tartisma ve Sonuglar

Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan Calendulae flos drogu icin verilmis olan monografta kurutmada kayip
miktarinin maksimum %12 olmasi istenmektedir. Calisan bitiin 6rneklerde KK miktari bu degerin altindadir.
TK miktari icin belirlenen sinir deger maksimum %10 iken, Calendulae flos dérneklerinden sadece ikisinin
farmakopeye uygun oldugu gérilmustir. Bu ¢alismada farmakope monografinda yer almayan HCK miktari
denemesi de yapilmis, en diisiik kiil icerigi Bornova- izmir'den toplanan Calendulae arvensis flos érneginde

(%0.4955) saptanmistir.
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Farmakopede yer alan ince tabaka kromatografisi ile icerik maddelerinin teshis edilmesi denemesinde, KJA,
RT ve KFA standart maddeleriyle 6rneklerden hazirlanan test ¢ozeltileri distile su, FA ve EA solvan
sisteminde yuritulmesi, DPAE’in metanoldeki ¢ozeltisi ve M400’iin MeOH’deki ¢ozeltisi puskirtiilerek 365
nm dalga boyunda incelenmistir. Kromatogramda sahit ¢ozeltisinde yer alan bilesenlerden RT, sarimsi-
kahverengi floresans bolge ile baslangic cizgisine en yakin yerde yer alirken, orta bdlimde KIJA’in
olusturdugu ucuk mavi floresans bolgesi, Ustte ise KFA’e ait floresans zonu (acik mavi) yer almaktadir. Test
¢Ozeltisi ile sahit ¢ozeltisi karsilastirildiginda kromatogramda yer alan RT’e karsi gelen zonla ayni ylkseklikte
kirli sari floresans bolge, beraberinde sari-yesil floresans lekeleriyle birlikte gortlmektedir. Sahit
cozeltisindeki KJA’e tekabl eden yerde goriilen ucuk mavi nispeten genis floresans zonu ile ayni dogrultuda
test ¢ozeltisindeki KJA de kromatogramda saptanmistir. KFA’e karsilik gelen agik mavi ince floresans zon test
cozeltisinde de goriilmekte olup hemen altinda baska bir icerik maddesine ait oldugu distnilen daha genis
mavi floresans bant yer almaktadir.

Spektrofotometrik miktar tayininde farmakopede yer alan monografa gore flavonoit miktar ylizdesinin
minimum %0,4 olmasi beklenmektedir ve ¢alisilan tim orneklerde flavonoit miktari bu yizdeden fazla
olacak sekilde gdzlenmistir. 6 érnek icerisinde en yiiksek flavonoit iceriginin izmir-Bornova’dan toplanan C.
arvensis bitkisine ait ¢iceklerde gorilmesi ilgi cekicidir.

Geleneksel kullanimda C. arvensis cicekleri diliretik, diaforetik etkisiyle antipiretik, antienflamatuar, adet
dizenleyici, karaciger koruyucu ve yara iyi edici olarak, C. officinalis bitkisinin cicekli dallari da benzer
sekilde antipiretik, antienflamatuar, analjezik, cilt hastaliklarinda 6zellikle yara iyi edici 6zellikleriyle siklikla
dahilen inflizyon haricen merhem gibi sekillerde kullaniimaktadir."***® Fitoterapide Calendula officinalis’in
yaygin bir kullanimi bulunup, bitkiden hazirlanan preparatlar bilhassa kozmetik ve dermatolojik olarak
degerlendirilmektedir. Ulkemizde dogal olarak yayilim gdsteren C. arvensis tiiriiyle alakali kullanim ve
literatlrde yer alan kayitlar ise nispeten sinirlidir.

Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan kalite kontrol ve miktar tayini denemeleri sonucunda, gerek iTK
denemesiyle yapilan KJA, RT ve KFA bilesiklerinin varliginin teshis edilmesi, gerek hiperozit Gzerinden
yapilan spektrofotometrik miktar tayini deneyinde C. arvensis bitkisinin cicekli kisimlarinin, caligilan
ornekler arasinda en zengin icerige sahip oldugu saptanmistir. Tlrkiye’de dogal olarak yetisen bir tir
olmayan C. officinalis bitkisinin yanisira bu calismayla elde edilen sonuglar dogrultusunda, Tirkiye’nin dogal
bir zenginligi olan ve genis bir yayillim gosteren Calendula arvensis’in halk arasinda kullanimina ek olarak
gerekli kalite kontrol, preklinik ve/veya klinik calismalarla desteklendigi takdirde saghk alaninda daha etkin
sekilde kullanilmaya deger bir bitki oldugu da ortaya konmustur.
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