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OZET

BiTKiSEL KAYNAKLARDAN MELATONIN SAFLASTIRILMASI VE
FARMASOTIiK FORMDA DEGERLENDIRILMESI

Stimeyye ZARF TOKAN

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN

Temmuz 2025, 69 sayfa

Melatonin (MEL), son yillarda diinya ¢apinda giderek artan bilimsel ilgi gormektedir. N-
asetil-5-metoksi triptamin (Ci13HisN202) olarak da bilinen MEL, esas olarak
omurgalilarin epifiz bezi tarafindan ve ikincil olarak diger doku ve organlar tarafindan
sentezlenebilen dogal bir hormondur. Onceleri sadece hayvansal bir hormon olarak
bilinen MEL’in bitkilerde de var oldugu kesfinden sonra bu molekiil {izerinde sayisiz
arastirma yapilmis ve bitkilerde de hayvanlardakine benzer gorevler iistlendigi ortaya
konulmustur. Ozellikle yenilebilir bitkilerde dogal olarak bulunan biyoaktif bilesiklere
yonelik arastirmalar, beslenme ve saglik agisindan olduk¢a Onemli olup daha fazla
calismaya ihtiyag duyulmaktadir. Bu kapsamda Gilimiisi Ihlamur (7ilia
tomentosa Moench), Papatya (Matricaria recutita 1L.), Melisa (Melissa officinalis L.),
Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni), Adagay1 (Salvia officinalis L.) ve Sar1 Kantaron
(Hypericum perforatum L.) bitkilerinin kurutulmus formlarindan literatiire gore secilen
coziiciilerle MEL ekstraksiyonu yapilmis, ekstrelerdeki MEL miktarlart HPLC-UV ile
hesaplanmistir. En yiiksek verim gozlemlenen Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde,
melatonin saflagtirnllip LC-MS’ de karakterizasyonu yapilmistir. Saflastirilan MEL’1
farmasotik formda degerlendirmek i¢in yumusak tablet formu secilmis, karakterizasyon
analizleri yapilmistir. Ozetle, bitki kaynakli melatonin (fito-melatonin) yumusak tablet
formunda tasarlanarak basariyla tamamlanmistir.

Anahtar Sozciikler: Ekstraksiyon, HPLC, Melatonin (MEL), Miktar Tayini

Xii



ABSTRACT

PURIFICATION OF MELATONIN FROM HERBAL SOURCES AND
EVALUATION IN PHARMACEUTICAL FORM

Stimeyye ZARF TOKAN

Diizce University
Graduate School, Department of Natural, Herbal and Cosmetic Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN

July 2025, 69 pages

Melatonin (MEL) has attracted increasing scientific interest worldwide in recent years.
MEL, also known as N-acetyl-5-methoxy tryptamine (C13H1sN203), is a natural hormone
that can be synthesized primarily by the pineal gland of vertebrates and secondarily by
other tissues and organs. After the discovery that MEL, previously known only as an
animal hormone, also exists in plants, numerous studies have been conducted on this
molecule and it has been revealed that it has similar functions in plants as in animals.
Research on bioactive compounds found naturally in edible plants in particular is very
important in terms of nutrition and health and more studies are needed. In this context,
MEL extraction was performed with solvents selected according to the literature from
dried forms of Linden (7ilia tomentosa Moench), Chamomile (Matricaria recutita L.),
Melissa (Melissa officinalis L.), Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), Sage (Salvia
officinalis L.) and St. John's Wort (Hypericum perforatum L.) plants, MEL amounts in the
extracts were calculated by HPLC-UV. In the Stevia rebaudiana Bertoni) plant with the
highest yield, melatonin was purified and characterized by LC-MS. To evaluate the
purified MEL in pharmaceutical form, a soft tablet form was selected, and
characterization analyses were conducted. In summary vegetable-based from melatonin
(phto-melatonin) was designed and successfully completed in gummy formulation.

Keywords: Extraction, HPLC, Melatonin (MEL), Quantification
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1. INTRODUCTION

The chemical structure of MEL, with its molecular formula C13H16N202 and molecular
weight 232,28 g mol!, is an indolamine with a 3-amide side chain (-CH,CONH,) and a
5-methoxy side chain (—OCH3) on the benzene ring. Various amounts of MEL have been
detected in nearly all life forms, including eukaryotic single-celled organisms,
prokaryotes, fungi, algae, animals, and plants. Melatonin performs different roles and
functions at each organism level, depending on the tissue or organ where it is synthesized
and secreted, either via the pineal or extrapineal pathway. In the animal and human body,
melatonin primarily improves sleep quality by regulating the circadian rhythm (leep-wake
cycle), in plants, it has a wide range of functions, from hormonal effects to antioxidant

effects.

It has been reported that both plants and animals use tryptophan as a initial material to
synthesize melatonin. However, it has been determined that the biosynthetic pathway in
plants can follow more alternative pathways than in animals and has a higher capacity to
adapt to metabolic changes. Tryptophan is first decarboxylated to tryptamine by
tryptophan decarboxylase (TDC). Tryptamine is then converted to N-acetyltryptamine by
serotonin N-acetyltransferase (SNAT). N-acetyltryptamine is converted to N-
acetylserotonin by tryptamine 5-hydroxylase (T5H). N-acetylserotonin is methylated by
an ASMT, producing (phyto)melatonin. It has been reported that N-acetylserotonin
methylation can also be carried out by caffeic acid O-methyltransferase (COMT).

Since the first detection of melatonin in plants in 1995, numerous studies have shown that
it occurs in varying concentrations in different plant species and tissues. Most of the
genera investigated for melatonin content to date belong to important families due to their

abundance or high economic value in the plant kingdom. These include the
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dicotyledonous (two-cotyledonous) families Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Rosaceae, and Solanaceae; and the monocotyledonous

(monocotyledonous) families Alliaceae, Poaceae, and Zingiberaceae.

Melatonin analysis is performed using various methods, including HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography), LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry), GC-MS (Gas  Chromatography-Mass  Spectrometry), RIA
(Radioimmunoassay), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), ICA
(Immunochromatographic Methods), and immunoprecipitation. HPLC is the most widely
used technique for melatonin analysis and has been used in conjunction with various
detectors such as FD, ECD, and UV. However, HPLC-UYV is one of the most widely used
detectors for determining melatonin in plants due to its lower cost and higher accuracy
than MS detectors. Spectra with maximum absorbance at 280 nm can be obtained. LC-
MS has proven to be a powerful method for melatonin analysis due to its high sensitivity,
reproducibility, and accuracy. However, due to its low concentration and the complex
structure of the plant extract, direct analysis of melatonin in plant tissues by LC-MS is
impractical. Therefore, melatonin content in plant tissues can be increased by different
sample purification techniques such as liquid-liquid extraction, solid phase extraction

(SPE) or HPLC purification.

Melatonin is available in various pharmaceutical formulations for the treatment of sleep
disorders, including tablets, capsules, gummies (soft tablet), drops, and sprays. However,
plant-based melatonin supplements have gained popularity as potential sleep aids due to
their fewer side effects compared to traditional medications. Gummies are a popular
formulation type known for their texture and variety of flavors and the principal
components are gelling agents, sugar, water, sweeteners, and flavorings. This thesis aims
to combine herbal melatonin with the developed gummy form to evaluate it in

pharmaceutical form.
2. MATERIAL AND METHODS

2.1. MELATONIN EXTRACTION, PURIFICATION AND QUANTITATIVE
DETERMINATION BY HPLC-UV

Extraction was performed using a separatory funnel from dried plant samples of Linden,
Chamomile, Melissa, St. John's Wort, Sage and St. John's Wort. 10 ml of extraction

solvent was added to 1 g of dried plant sample. 20 min of sonication was followed by
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centrifugation at 8500 rpm for 5 min. The supernatant was evaporated in the evaporator,
5 ml of water was added on top and transferred to the separating funnel. 3 ml of hexane,
ethyl acetate and butanol were added separately to the water and shaken. The water and
organic phases were taken into vials. The aqueous phase remaining in the separating
funnel was evaporated again in the evaporator. The remaining solid was mixed with 2 ml
of extraction solvent and sonicated for 5 min. Then, it was filtered through a PTFE 0.45

um filter and given to HPLC.

Melatonin analysis in the extracted plant samples was performed with HPLC-UV. The
mobile phase prepared as MeOH: Pure Water: Acetic Acid (550:449:1) and ACE 5 C18
250%x4.6 mm 5p column were attached to the device. Device parameters; 280 nm
wavelength, 0.5 mL/min flow rate, column temperature 40°C and sample temperature
15°C were analyzed. 10 pl injection volume and analysis time were determined as 10 min.
The calibration curve was created by reading the concentrations of 1, 5, 10, 25, 50 and
100 ppm, which were prepared by diluting the stock standard, into the device in order.
Then, the samples were given to the device in order. Then, the retention time when the
melatonin peak was attached to the column were determined with the HPLC-UV
analytical method used and the melatonin peak in these retention time was collected from

the device and pure.
2.2. CHARACTERIZATION ANALYSIS OF PURIFIED MELATONIN

Characterization analysis of melatonin purified from HPLC-UV device was determined
using FTIR, RAMAN and LC-MS devices. Purified and lyophilized melatonin was
analyzed in FTIR device in transmission mode and spectral range between 1000-3500
cm’!. Again purified and lyophilized melatonin was analyzed in spectral range of 100-
2000 cm!  with laser power of Raman device. Finally, liquid melatonin purified from
HPLC-UV device was analyzed in LC-MS/MS device for mass and daughter ion
scanning. Mobile phase A: Water containing 1% formic acid and mobile phase B: MeOH
containing 1% formic acid, analysis was performed in positive ion electrospray mode

(ESI+) with 0.3 mL/min flow rate.

2.3. EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF MELATONIN IN
PHARMACEUTICAL FORM

The steps for the gummy formulation are as follows: agar is mixed with purified water at

150°C for 15 minutes on a magnetic stirrer (Phase A). Sorbitol and sucrose are mixed
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with purified water at 120°C for 20 minutes and then boiled until thickened (Phase B).
The temperature is reduced, and phases A and B are combined. Citric acid (%50), sodium
benzoate, flavoring, and colorant are added to the total mixture and mixed. The pH is
checked, and it is poured into molds. 50 pl of herbal melatonin (1.45 mg MEL) is added
to each gummy formulation and waiting +4°C. Various characterization analyses were
performed on the gummies; including physical appearance, weight change, disintegration

analysis, moisture content, hardness, and pH measurements.
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. EVALUATION OF MELATONIN EXTRACTION AND PURIFICATION
RESULTS

An extraction method was used to extract melatonin from Linden, Chamomile, Melissa,
Stevia, Sage and St. John's wort plant samples. Qualitative and quantitative analysis of
the extracted plant samples was performed with HPLC-UV. Standard calibration graphs
were drawn from absorbance values corresponding to melatonin standards at
concentrations of 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm and 100 ppm. Using the
formula y =32052x — 13418 (1> = 0.9997) obtained from this calibration graph curve, the
melatonin content of the Linden, Chamomile, Melissa, Stevia, Sage and St. John's Wort
plant samples was calculated as pg/g. According to the HPLC-UV analysis results of the
samples extracted from 1 g of the plant, the highest yield of melatonin was obtained as

4513.35 pg in the Stevia plant dissolved with MeOH:water:0,1M HCI.
3.2. CHARACTERIZATION ANALYSIS RESULTS OF PURIFIED MELATONIN

As a result of FTIR analysis, the NH bond (N-H) in the aromatic amine group was
observed as a medium intensity light spectrum at 3380-3510 cm™. A weak intensity light
spectrum was observed at ~2800-3150 cm! originating from the bonds between C-H. A
weak intensity light spectrum was observed at 1490-1580 cm™! originating from the N-H
deformation vibrations defined as Amide II. In the 900-1700 cm! spectrum range, C=0,

C-C and C-N stretching are associated with C-H and N-H bending.

As a result of Raman analysis, the raman peak at 150-400 cm™ is due to chain extension
in n-alkanes, the raman peak at 630-1250 cm™! is due to C-C aliphatic hydrocarbons and
the raman peak at 830-930 cm™! is due to C-O-C stretching in aliphatic ethers. The raman
peak at 1449 cm™! can be seen in protein structures as CHz bending vibration. The raman

peak at 1480-1580 cm is due to amide II, namely C-N stretching and N-H bending
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vibrations. The raman peak at 1600-1690 cm™' is due to C = O stretching vibration defined
as amide I. The raman active normal vibration modes of organic molecules occur in the
range of 400-4000 cm™' . In this study, since the scanning was performed in the 100-2000
cm’! spectrum range, vibration modes belonging to some functional groups such as amine

could not be detected.

According to the LC/MS analysis result, when the standard and HPLC-UV purified
melatonin samples were compared, it was seen that both had precursor ions of m/z 233.1.
The m/z 233.1 used as the precursor ion produced the daughter ions of m/z 158.75, m/z
174.08, m/z 216.0, m/z 232.85 and m/z 233.10 in the ESI-MS/MS spectrum result. When
both the main mass and daughter ions in the HPLC-UV purified sample were examined,

it was confirmed that it belonged to melatonin.

3.3. CONVERSION OF MELATONIN INTO PHARMACEUTICAL FORM AND
EVALUATION OF CHARACTERIZATION RESULTS

After purifying melatonin from the plant Stevia rebaudiana Bertoni, which was found to
have the highest melatonin content as a result of quantitative analysis with HPLC-UYV,
and characterizing it in LC-MS, the developed gummy formulation was combined with
herbal melatonin. Organoleptic analyses of gummies showed that it has a vibrant red
color, various fruit shapes, cherry odor, sweet taste and soft texture. For characterization
of gummy formulation; pH was found to be 3.66 and average weight change was found
to be 851.07 mg. The average disintegration time for 6 gummy formulation was found to
be 18 minutes. The average hardness result for 10 gummies was found to be 407.87 g,
with a moisture content of 16.45%. All these characterization analysis results are

consistent when compared with different gummy formulation studies.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

In short, within the scope of this study; extraction of melatonin from plants, purification,

characterization analyses and conversion to a pharmaceutical form were realised.

Gummies are gaining strength in the supplement industry, particularly because they offer
a pleasant and convenient alternative to traditional supplements. Therefore, an alternative
supplement that combines herbal melatonin with gummies to provide natural sleep

support has been developed.
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1. GIRIS

1.1. MELATONIN VE TARIHCESI

Yu ve Reiter, 1993 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ii¢ asirdan daha uzun bir siire 6nce
Fransiz filozof Rene Descartes'in epifiz bezini "ruhun merkezi" olarak tanimladigini
bildirmislerdir. Ancak, epifiz bezinin salgiladig1 baslica madde olan melatonin (MEL)’in
kimyasal kimligi ve biyosentezi ancak 1950'lerin sonlarinda ortaya ¢ikarilmistir
[1].Triptofan tiirevi bir indolamin olan MEL’in, 1950’lerin sonlarinda tanimlanmasi bilim
diinyast i¢in biiyiik bir kesif olmustur [2]. Amerikali dermatolog Aaron B. Lerner 1958°de
binlerce sigirin pineal bezinden amfibian denilen, aydinlatict faktor olarak da bilinen
maddeyi tanimlamistir [3]. N-asetil-5-metoksi triptamin yapisindaki bu madde kurbaga
derisindeki Melanoforlarin beyaz goriiniimiine neden oldugu i¢in ve ayni zamanda
serotoninden tiiredigi icin “Melanophorecontracting hormon” ad1 verilmistir [4]. Lerner
vd., izole edilen bu hormonun vitiligo olarak bilinen insan deri rahatsizliginin tedavisinde
yararli olabilecegini tahmin etmis fakat ne yazik ki, MEL’in insan melanositlerindeki
anormal deri pigmentasyonunu Onemli Olciide degistirmedigi farkedilmistir [5].
Giintimiizde MEL; ruh halinin biyolojik diizenleyicisi, uyku, retina fizyolojisi, cinsel

davranig, mevsimsel tireme fizyolojisi ve sirkadiyen ritim olarak bilinmektedir [1].

Bu kisimda, MEL’in kimyasal yapis1 ve 6zellikleri, biyosentez agamalar1 ve salgilanma
stirecinden bahsedilmistir. Daha sonra MEL’in insan, hayvan ve bitkideki temel biyolojik
aktiviteleri hakkinda kisaca bilgi verildikten sonra esas odak konusu olan, bitki MEL’1
yani fitomelatoninin islevleri, etki mekanizmalar1 ve biyosentez basamaklar1 detayl
olarak anlatilacaktir. Cesitli bitki ailelerindeki fitomelatonin igerigi tablo seklinde
listelendirilmistir. Daha sonra MEL’in bitkilerden ekstraksiyonu ve analitik metotlarin
avantajlar1 ve dezavantajlarindan kisaca bahsedilmistir. MEL’in farmasétik formuna
yonelik yapilan c¢alismalar ile ilgili literatiir Ornekleri incelenerek Ozetlenmistir.
Sonrasinda popiiler bir formiilasyon tiirii olan yumusak tablet formu anlatilip,
orneklerinden bahsedilmistir. Son olarak da tezin genel amaci agik¢a anlatilarak

Ozetlenmistir.



1.1.1. Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Molekiil formiilii C13H16N202 ve molekiil agirhigi 232,28 g mol™! olan MEL’in kimyasal
yapist (Sekil 1. 1), benzen halkasi tizerinde 3-amid yan zinciri (—CH>CONH) ve 5-
metoksi yan zinciri (—OCH3) bulunan bir indolamindir [2],[6],[7]. Saf haldeki melatonin
beyazims1 bir renge sahip toz formundaki MEL’in yogunlugu 1,175 g/cm?, kaynama

noktas1 +512,8 °C olan amfifilik bir molekiildiir [8].
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Sekil 1. 1. MEL ’in kimyasal yapis1 (S. ZARF TOKAN tarafindan ¢izilmistir)

Melatonin, anti-enflamatuvar, antioksidan ve otofajik 6zelliklere sahiptir [9]. Insan
viicudunda endojen bir biyolojik saat diizenleyicisidir ve esas olarak klinik olarak
uykusuzlugun tedavisi i¢in kullanilir [10]. Ayrica MEL, anti-enflamatuvar, enerji
metabolizmasinin diizenlenmesi, cilt korumas: ve hipoglisemi gibi diger biyolojik
aktivitelerine ek olarak, oldukca etkili bir serbest radikal temizleyici olarak da giiclii
antioksidan 6zelliklere sahiptir [10]. Hatta ¢cok yakin bir zamanda, MEL COVID-19"un
etkilerini yavaslatmak icin olasi bir adjuvan tedavi olarak da arastirildi [9]. Glinlimiiz
hayvanlarinda, reseptor aracilt yollarla, MEL, uykunun diizenlenmesinde, sirkadiyen
ritimlerin diizenlenmesinde, bagisikligin giiclendirilmesinde, ¢ok islevli bir onkostatik
ajan olarak vb. islev goriirken, kismen reseptdrden bagimsiz olan siireclerle oksidatif
stresi azaltma yetenegini korur. Bitkilerde, melatonin oksidatif stresi azaltmada ve tohum
¢imlenmesini ve bilyiimesini tesvik etmede, stres direncini iyilestirmede, bagisiklik

sistemini uyarmada ve sirkadiyen ritimleri diizenlemede islev gormeye devam eder [11].



1.1.2. Melatonin Biyosentezi

MEL, omurgalilarda esas olarak pineal bezin 6zellikle karanlik fotoperiyodunda iiretilen
en onemli hormonu olup [12], L-triptofan metabolizmasindan serotonin yoluyla
sentezlenen bir indolamindir [13]. MEL seviyeleri geceleri maksimuma ulastig1 ve giin
icinde en aza indigi i¢in “karanlik hormonu” olarak da adlandirilir [14]. Wurtman vd.
(1963) sicanlar1 6 giin boyunca siirekli karanliga maruz birakip, melatonin sentezleyen
enzim N-asetil serotonin O- metiltransferaz (ASMT) aktivitesinde carpici bir artis
gozlemlemislerdir. Dolayisiyla pineal MEL iiretiminin karanlikta arttigini tahmin
etmiglerdir. Pineal MEL sentezinin karanlikta arttigi varsayiminda hakli olsalar da,
sonraki ¢aligmalar ASMT enzimi konusunda yanildiklarin1 géstermistir. Bunun yerine,
serotoninin N-asetilserotonine doniisiimiinii kontrol eden serotonin N-asetiltransferaz
(SNAT), gece boyunca aktivitede ¢ok biiylik bir artis sergiledigi ve pineal MEL

tiretiminde hiz sinirlayici enzim oldugu anlasilmistir [5].

Epifizde MEL sentezi fotoperiyodik etkilesim ile sinirsel, hormonal ve enzimatik
sistemlerin kontrolii altinda gerceklesmektedir [15]. MEL sentezi, 1sik/karanlik
dongiisiine baglidir [16]. Aydinlikta hiperpolarize olan retinal hiicreler, karanlikta
depolarize olarak MEL sentezini baglatirlar. Karanligin baslamasiyla fotoreseptor
hiicrelerden salgilanan nérepinefrin, hem triptofanin dolagimdan pineal beze girisini
artirmakta ve hem de agirlikli olarak B-1 adrenerjik reseptorlere (ve daha az dlctlide al-
adrenerjik reseptorlere) baglanmasiyla membrandaki adenilat siklazi aktive ederek, siklik
AMP (cAMP) seviyelerini ylikseltmektedir [15],[17]. Bu da depolanmis serotonin ve
SNAT'1!n hiicre i¢i salimmini baglatir [1]. Retinadaki fotoreseptorler araciligiyla
retinohipotalamik yol sayesinde once suprakiyazmatik niikleus (SCN) uyarilir [18].
SCN’den sonra paraventrikiiler niikleusa iletilir. Paraventrikiiler niikleustaki sinirler
aracilifiyla ¢ikan impuls, medulla spinalisin intermediolateral kolonundan gecerek bir
sempatik ganglion olan siiperior servikal gangliona ulasir. Daha sonra siiperior servikal
gangliondan ¢ikan postganglionik sinirler araciliiyla koronarian sinirler ile pineal beze
ulagir (Sekil 1. 2). Bu gangliondan ¢ikan sinyallerin pinealositleri uyarici etkisi karanlikta
artarken, aydinlikta azalmaktadir [18]. Paraventrikiiler niikleus lifleri tarafindan
salgilanan noradrenalinin pineal B-adrenerjik reseptorlerini aktive etmesiyle ve karanlikta
MEL biyosentezinin anahtar enzimi olan SNAT ekspresyonunu siklik AMP (adenozin 3-
fosfat) yoluyla uyarir [19].
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Sekil 1. 2. Melatoninin biyosentez yolagi [12]

Sinirsel olarak uyarilan pinealositlerde MEL sentezi, enzimatik reaksiyonlarla triptofanin
serotonine daha sonra melatonine doniisiimii ile gerceklesir [15]. Triptofan aminoasidi,
tiim taksonlarda MEL gerekli onciisiidiir [11]. Hayvanlarda sentez asamalari sirasiyla su
sekildedir: Triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan 5- hidroksitriptofona
cevrilir. 5-hidroksitriptofan, aminoasit dekorbaksilazla serotonine; serotonin, SNAT ile
N-asetil serotonine; N-asetil serotonin de metiltransferaz enzimi aracilig ile melatonine

doniistiiriilmektedir.

Triptofan hidroksilaz enzimi, tetrahidrobiopterin (BH4) ve O2’yi kofaktor olarak kullanir.
Yine buradaki reaksiyonda B6 vitamini koenzim olarak gorev yapmaktadir. Ara metabolit
olan 5-hidroksitriptofan, kan-beyin bariyerini rahatlikla asabilirken, 5- hidroksitriptamine
(serotonin) doniistiigii zaman ise kan-beyin bariyerini gegebilme o6zelligi ortadan

kalkmaktadir [20].
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Sekil 1. 3. Triptofan aminoasidinden hareketle melatonin sentez asamalar1 (S. ZARF

TOKAN tarafindan modifiye edilmistir) [11]



1.1.3. Melatoninin Salgillanmasi

Karanligin baglamasiyla birlikte epifiz bezindeki artan MEL konsantrasyonlari, pasif
olarak beyin omurilik sivisina ve dolasima yayilir [1]. MEL, hiicre zarlarindan gegisi
kolaylastiran yiiksek lipid ve suda ¢6ziiniirliikk gdsteren bir molekiil oldugundan dolasima
salindiktan sonra gesitli sivilara, dokulara ve hiicresel bolmelere (tiikiiriik, idrar, beyin
omurilik s1visi, yumurtlama 6ncesi folikiil, amniyon s1vis1 ve siit) kolayca erigim kazanir

[17].

Insanlarda, MEL salgilanmas1 gece 2:00 ile 4:00 arasinda zirveye ulasir ve bundan
sonraki 24 saatlik siire boyunca kademeli olarak azalir. Serum MEL konsantrasyonu yasa
gore Onemli Ol¢iide degisir. Yenidoganlarda c¢ok az salgilanirken, konsantrasyonlar
dogumdan cok kisa bir siire sonra ylikselmeye baslar ve yasla birlikte artmaya devam
eder. MEL seviyeleri insanlarda 1 ila 3 yaslar1 arasinda zirveye ulasip, 20'li yaslarin
ortalarina kadar tutarl kaldiktan sonra yasla birlikte yavas¢a azalmaya baslamaktadir. Ek
olarak, Humbert ve Pevet (1994) yilinda, 60 yas iistii insan deneklerde yapilan ¢alismada,
fizyolojik melatonin konsantrasyonu ile yaslanma arasinda bir iliski oldugunu

gostermiglerdir [1].

Canl1 organizmalarda diisiik molekiil agirligina ve basit bir yapiya sahip olan MEL, epifiz
bezinin 1518a duyarli pineolasit ad1 verilen hiicrelerinden salgilandigindan baslangigta bir
nérohormon olarak adlandirilmistir [2]. Fakat sonrasinda yapilan arastirmalar ile, diger
organlarda da MEL’in tanimlanmaya baglamasiyla [5] ve ndrohormon kavrami
degismistir [21],[4]. Molekiiliin iki ana endojen kaynag: tespit edilmistir; birinci kaynagi
epifiz, ikinci kaynagi ise ekstrapineal dokulardir [5] . Hayvan ve insan viicudunda pineal
bezi araciligiyla tiretilen melatonin, viicudun diger organ ve dokularinda ise ekstrapineal
yolla salgilanabilir. Omurgal1 organizmalarda, pineal bezden salgilanan MEL diizeyine
kiyasla, ekstrapineal diizeyde salgilanan MEL c¢ok daha yiiksek miktarda olup,
ekstrapineal diizeyde salgilanan melatonin kana salinmaz, yalnizca onu tireten doku ve
organ diizeyinde lokal olarak etki eder ve sirkadiyen bir salgilanma diizenine sahip
degildir [22]. Ornegin; retinada sentezlenen MEL, retinal pigment epitel fonksiyonunun
ve fotoreseptorlerdeki gece-giindiiz varyasyonuna karsi retinanin verecegi yanitin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Deride; pigment graniillerin degisiminden ve derin
dokularin gilinesin zararli radyasyonuna karst korunmasindan sorumlu olan MEL,
gastrointestinal kanalda enterokromofin hiicrelerde sentezlenmekte ve post-prandial

olarak dolasima saliverilmektedir. Safrada sentezlenen melatonin ise, okside kolesterol
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tiirevlerine ve safra asidine kars1 safra yollarinin mukozasini ve epitelini oksidatif hasara

kars1 epiteli korumaktadir [4].

1.14. Melatoninin Temel Biyolojik Aktiviteleri

Yu ve Reiter (1993) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ii¢ asirdan daha uzun bir siire once
Fransiz filozof Rene Descartes'in epifiz bezini "ruhun merkezi" olarak tanimladigini
bildirmislerdir. Ancak, epifiz bezinin salgiladig1 baglica madde olan melatoninin
kimyasal kimligi ve biyosentezi ancak 1950'lerin sonlarinda ortaya c¢ikarilmistir.
Gilintimiizde MEL; ruh halinin biyolojik diizenleyicisi, uyku, retina fizyolojisi, cinsel
davranig, mevsimsel iireme fizyolojisi ve davranisi, sirkadiyen ritim olarak bilinmektedir.
Dahasi, melatoninin yaslanma veya yasa bagl siirecler ve hastalik durumlari tizerindeki
etkisini yansitan deneysel kanitlar bulunmaktadir ki bu roller, giiclii bir serbest radikal

temizleyici oldugunu gostermektedir [1].

MEL’in genel olarak birincil rolii, sirkadiyen ritmi (uyku-uyaniklik dongiisii)
diizenlemektir. Bu diizenleme, epifiz bezinden melatoninin dongiisel tretimi ve
salimimina bagli olarak gergeklesir [5]. MEL, sirkadiyen ritmin diizenlenmesinden
sorumlu oldugundan uyku bozukluklarinin hafifletilmesinde rol oynayan benzersiz bir
molekiildiir [23]. Bir¢ok uyku bozuklugu MEL tedavisi ile uyku kalitesinde dikkate deger
tyilesmelerle sonuglanmistir. Bunlar arasinda; jetlag, gecikmis uyku evresi sendromu,
gece vardiyasinda ¢alisma kaynakli, mevsimsel ve duygusal kaynakli, korlerde, yaslilarda
ve ¢ocuklardaki uyku bozukluklar1 yer almaktadir [19]. Bunlarin yani sira daha yakin
zamanda yapilan arastirmalar, melatoninin etkilerinin sirkadiyen ritim fonksiyonlarini

etkilemekten ¢ok daha fazla oldugunu kanitlamistir [5].

Serbest radikalleri temizleyen gii¢lii bir antioksidan olan MEL, hiicre zarlarini serbestge
gecebilen ve sitozol, ¢ekirdek ve mitokondri dahil olmak iizere herhangi bir kisimda
dagilabilen amfifilik bir molekiildiir [24],[23],[25]. Bu sayede bircok reseptor aracili

etkisinden bagimsiz sekilde giiclii bir endojen serbest radikal temizleyicisi olarak islev
goriir. MEL’in hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikali (HO"), nitrik oksit (NO"),

peroksinitrit anyonu (ONOO"), hipoklordz asit (HOCI), singlet oksijen (102), siiperoksit

anyonu ve peroksil radikali (LOO") temizledigi bildirilmistir, ancak siiperoksit anyonu ve
peroksil radikali temizleme yeteneginin gegerliligi tartismalidir [26]. MEL, ¢esitli reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) ve reaktif azot tiirlerini (RNS) etkili bir sekilde temizleyerek



organizmalar1 oksidatif stresten korurken [25], ana metabolitleri olan, N'-asetil-N>-
formil-5-metoksikinuramin (AFMK) ve N! -asetil-5-metoksikinuramin (AMK), ayni
zamanda serbest radikal hasarini hafifletme konusunda gii¢lii bir yetenege sahiptir ve bu

da melatoninin antioksidan kapasitesini artirir [27].

MEL, antioksidan mekanizmalari, canli organizmadaki en 6nemli kiiglik molekiiler
antioksidanlar olan C vitamini, E vitamini ve glutatyon (GSH) gibi klasik
antioksidanlardan farkli gériinmektedir. Dolayistyla MEL, yeni bir antioksidan sinifin1 da
temsil edebilir. Tim klasik antioksidanlar potansiyel elektron vericileridir. Hem
indirgenmis hem de oksitlenmis formlar sergilerler ve redoks dongiisiine girerler; bu
nedenle, oksidasyonu tesvik etme ve Onleme potansiyeline sahiptirler. MEL ise, 5.
pozisyonda bulunan metoksi grubu elektron agisindan zengin bir indol halkasina sahiptir.
Bu metoksi grubu, melatoninin serbest radikal temizleyicisi olarak fizikokimyasal
ozellikleri i¢in 6nemlidir. Bu grup ayrica elektron acisindan zengin indol halkasina p
elektronlart ekler ve bu da, melatonin molekiiliiniin eslesmemis elektron serbest
radikallerini yakalama kapasitesini artirir. Fakat elektron agisindan zengin bir molekiil
olan MEL, idrarla atilan birka¢ kararli son iiriin olusturmak ic¢in serbest radikallerle
etkilesime girebilirken redoks dongiisiine girmez ve bu nedenle ¢esitli deneysel kosullar
altinda gosterildigi gibi oksidasyonu tesvik etmez. Tim bunlarin yani sira, C vitamini ve
E vitamini konsantrasyonlar1 diyet alimina bagli olup yaslanma sirasinda genellikle cok
fazla degigsmezken; yaslanmayla birlikte GSH seviyelerindeki degisiklikler hala
tartismalidir [26]. MEL ise, yashlikta tiretiminin kesinlikle azaldig: bilinen endojen bir
bilesiktir [26] ve geceleri melatonin iiretiminin azalmasiyla iliskili tiim durumlarin uzun

omiirliiliik, yagsam kalitesi ve saglik i¢in zararli olabilecegi neredeyse kesindir [28].

1.1.5. insan, Hayvan ve Bitkide Melatoninin Rolii

Okaryotik tek hiicreli organizmalar, prokaryotlar, mantarlar, algler, hayvanlar ve bitkiler
dahil olmak iizere hemen hemen tiim yasam formlarinda degisen miktarlarda MEL tespit
edilmistir [14]. MEL, yalnizca omurgalilarda epifiz beziyle iliskilidir ¢ilinkii bu organa
sahip tek tiir onlardir fakat bu indolamin, epifiz bezi ve epifiz homologu olmayan tiim
tiirlerde bulunur [5]. MEL, epifiz veya ekstrapineal yolla, sentezlendigi ve salgilandig1
doku veya organa bagl olarak, her bir organizma diizeyinde farkli roller ve islevler

gergeklestirir [22].



MEL’in insan viicudunda yerine getirdigi en ¢ok ¢alisilan roller ve islevleri, sirkadiyen
ritmin diizenlenmesi ve uyku kalitesinin iyilestirilmesi, tiim viicut diizeyinde oksidatif
stresin azaltilmasi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesine miidahalesi, kardiyovaskiiler
sistemin ve sinir sisteminin islevlerinin diizenlenmesi, bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasi

ve sitokin iiretiminin diizenlenmesi ile temsil edilmektedir [22].

Hayvan viicudunda MEL, sirkadiyen ritmi diizenlemede rol oynar, uyku-uyaniklik ritmini
diizenleyerek uyku kalitesini iyilestirir, memelilerde siit kalitesini artirir, mevsimsel
iireme degisikliklerine aracilik eder, enerji metabolizmasini diizenler, hiicresel redoks
homeostazini diizenler ve evcil tiirlerin iiremesinde rol oynar [22]. Anti-enflamatuvar ve

immiinomodiilator olarak hareket edebilir [29].

Bitkilerde MEL, hormonal etkiden antioksidan etkiye kadar ¢ok cesitli islevlere sahiptir.
Son zamanlarda, bu indolaminin islevlerinin ve etki mekanizmalarinin bir kismi agikliga
kavusturulmustur. Bu indolamin, bitki ana diizenleyicisi ve farkl stres tiirlerine karsi

degerli bir yanit belirteci olarak kabul edilmektedir [30].

1.2.  BITKI MELATONINI (FITOMELATONIN)

Bitkilerde MEL, hormonal etkiden antioksidan etkiye kadar ¢ok ¢esitli islevlere sahip
olup, bu indolaminin islevlerinin ve etki mekanizmalarinin bir kism1 son zamanlarda
acikliga kavusturulmustur. Ayrica MEL indolamini, bitki ana diizenleyicisi ve farkli stres

tiirlerine kars1 degerli bir yanit belirteci olarak kabul edilmektedir [30].

Yiiksek bitkilerde endojen fitomelatoninin ilk tanimi1 Van Tassel vd. (1993) tarafindan bir
kongre bildirisinde yapilmistir [31]. Van Tassel vd. Mayis 1993'te ve Haziran 1995'te
yayinlanan iki 0zet, melatoninin Pharbitis nil (Japon giindiizsefas1) bitkisinde
radyoimmunoassay (RIA) yontemi ile tespit edildigini iddia ediyordu. Ancak bu on
gozlemler 1995'in sonundan 6nce tam rapor olarak yayinlanmadi. Almanya'daki Dubbels
vd. ile Japonya'daki Hattori vd. 1994'te, neredeyse ayni anda, bitkilerde MEL varligini
gosteren raporlar sundular. Dubbels vd. makalelerini 31 Agustos 1994'te Journal of Pineal
Research'e sundular; Ekim ayinda kabul edildi ve Ocak 1995'te yayinlaniken; Hattori vd.
gozlemlerini 20 Aralik 1994'te Biochemistry and Molecular Biology International'a
sundular; Mart 1995'te yayinlandi [25]. Kisaca MEL’in bitkilerde gercekten var olduguna
dair ilk kanit, 1995 yilinda iki ayr1 ¢alisma grubunun birbirinden bagimsiz yaptigi

caligmalar sonucunda tespit edilmistir [14]. Bu gruplar farkli ekstraksiyon ve tespit



metodolojileri kullanmis ve tiitlin, piring, misir, bugday, muz gibi bir¢ok bitki tiirtinde
bulundugunu bildirmislerdir [25]. Koca Caliskan vd. (2017) yilinda yaptiklari calismada,
yenilebilen ve yenilemeyen bir¢ok bitki tiiriinde MEL seviyelerini gésteren kapsamli bir
derleme c¢alisma sunmuslardir [32]. Cesitli sebzelerde, tahillarda, meyvelerde,
tohumlarda ve hatta tibbi ve aromatik bitkiler ile siis ve yabani bitki tiirlerinde indoliin

tespit edildigini bildiren ¢aligmalarin sayisi giderek artmaktadir [24].

1.2.1. Fitomelatonin Biyosentezi

MEL sentez yolag1 hayvanlarda iyi belgelenmisken, bitkilerde heniiz tamamen agikliga
kavusturulmamistir. Hayvanlara benzer sekilde bitkilerin de MEL sentezlemek igin
baslangi¢ materyali olarak triptofan kullandigi bildirilmistir [27]. Bu amagla Tan vd.
(2007)’ de yaptiklar1 calismada, bazi bitkilerin yetistirildigi ortama melatoninin Onciisii
triptofan verilmis, bu bitkilerdeki MEL seviyeleri, kontrol bitkilerindekinden 6nemli
Olciide yiiksek bulunmustur ki bu da bitkilerde triptofanin indolamine doniisiimiine dair

ek kanit saglamistir [24].

Bitkilerde, triptofan once triptofan dekarboksilaz (TDC) tarafindan triptamin olarak
dekarboksile edilir ve daha sonra triptamin, serotonin olusturmak {izere triptamin 5-
hidroksilaz (T5H) yoluyla hidroksile edilir [27]. Serotoninin N-asetilasyonu, SNAT
enzimi tarafindan katalize edilir. N-asetilserotonin, fitomelatonin iireten bir ASMT
tarafindan metillenir. Bitkilerde, N-asetilserotonin metilasyonu, kafeik asit O-
metiltransferaz (COMT) tarafindan da gergeklestirilebilir. COMT, kafeik asit ve kersetin

gibi ¢esitli substratlar iizerinde etki edebilen bir bitki enzimi sinifidir [31].

Serotonin ayrica ASMT ve COMT tarafindan SNAT"n etkisiyle fitomelatonin liretmek
i¢in 5-metoksitriptamine doniistiiriilebilir [31]. Ek olarak, serotonin, triptofan hidroksilaz
(TPH) ve TDC'nin etkisinden sonra 5-hidroksitriptofandan da olusabilir. Bu son adim esas
olarak hayvanlarda goriiliirken, daha az oOlgiide bitkilerde de meydana gelebilir.
Fitomelatonin biyosentez yolunun hayvanlardakine kiyasla daha fazla alternatif yol
izleyebilecegini ve metabolik degisikliklere uyum saglama kapasitesinin daha yiiksek
oldugunu goriilmektedir. Bu nedenle, (fito)melatonin amaca en uygun olani su sekilde
sentezlenir; triptofan — triptamin — serotonin — N-asetilserotonin — fitomelatonin,
hayvanlarda ise; triptofan — 5 hidroksitriptofan — serotonin — N-asetilserotonin —

Melatonin [31].
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Sekil 1. 4. Bitkilerde (Fito) Melatonin biyosentezi (S. ZARF TOKAN tarafindan
modifiye edilmistir) [31]

1.2.2. Bitkilerde Fitomelatoninin Rolii

Bitkiler; soguk, sicak, kuraklik ve hava veya toprak kirliligi gibi ¢esitli cevresel etkilerden
kaginmak i¢in smurli bir hareket kabiliyetine sahiptir. Dolayisiyla c¢esitli biyotik ve
abiyotik streslere maruz kalirlar [27]. Shi vd. (2015) yaptig1 calismada, Arabidopsis
thaliana yapraklarina uygulanan endojen melatonin; yiiksek tuzluluk, soguk ve kuruluga
kars1 koruyucu bir etki gostermis ayrica bitki biyotik ve abiyotik streslere karsi tolerans
gelistirmistir [33]. MEL, hem lipofilik hem de hidrofilik 6zelliklere sahip genis
spektrumlu bir antioksidan oldugundan ve bitkilerde stres durumlarinda daha da yiiksek
seviyelerde bulundugu goriilmektedir [26]. Dolayistyla melatoninin bitkilerdeki diger bir
rolii; serbest radikalleri temizlemek, boylece bitkileri oksidatif strese kars1 korumak ve
makromolekiillerin hayvanlardakine benzer sekilde hasarin1 azaltmak olabilecegi
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sonucuna varilmistir [24]. Bitkileri tehlikeli cevresel faktorlerden korumak igin,
antioksidatif savunma sistemi olusturmak amaciyla diger antioksidanlar ve antioksidatif
enzimlerle birlikte 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir [26]. Bu sistem ile hem
melatonin hem de metabolik {irlinleri olan N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin
(AFMK) ve Nl-asetil-5-metoksikinuramin (AMK) seviyeleri bitkilerde hayvanlardan
cok daha yiiksek seviyelerde iiretilir [27]. Bitkilerde, en yiiksek MEL seviyeleri
ciceklerde ve tohumlarda meydana gelir. Bunun sebebi ise, oksidatif hasara kars1 hassas
olan tireme organlaridir [26]. Kuru tohumlarda oldugu gibi serbest radikallerin enzimatik
olarak detoksifiye edilemedigi ortamlarda, artmis melatoninin bitkilerde daha yiiksek
antioksidan koruma saglayabilecegini gosteren veriler bildirilmistir [24]. Ornegin; ceviz
tohumunda yiiksek miktarda MEL bulunmasinin nedeninin yag asitlerinin oksidasyonunu
engellemek ve sonrasinda da tohumun ¢imlenme kapasitesini yitirmeden uzun siire canli
kalmasini saglamak oldugu bildirilmistir [34]. Boru ¢icegi (Datura metel) bitkisinin
cigeklerinde MEL diizeyinin degisimini tespit etmek amaciyla farkli gelisim agamalarinda
toplanmis ve cigcek tomurcuklarin MEL igeriklerinin incelenmesi sonucunda en yiiksek
melatonin seviyesinin yeni gelismeye baslayan en kiiciik tomurcuklarda oldugu
bulunmus, hatta tomurcugun gelisiminin ilerlemesiyle MEL igeriginin 6nemli miktarda

azalis gosterdigi tespit edilmistir [34].

Kolar vd. (1999) yaptig1 calismada, Chenopodium rubrum' un yapraklarinda gece
boyunca giindiize gore 6nemli 6l¢iide daha yiliksek melatonin seviyelerini bildirdi[35].
Zhao vd. (2013)’de yaptig1 calismada ise ‘Hongdeng’ (Prunus avium L. cv. Hongdeng)
ve ‘Rainier’ (Prunus avium L. cv. Rainier) olmak iizere iki kiraz kiiltiiriinde hem
karanligin hem de oksidatif stresin melatonin sentezini indiikledigi goriilmiistiir [36].
Fakat, Murch vd. (2000)’de yaptig1 calisma sonucunda Sar1 kantaronda (St. John’s wort)
giindliz melatonin konsantrasyonlarinin maruz kaldigi 151k yogunluguyla pozitif iliskili
oldugunu gosterdi [25]. Yine Tan vd. (2007) yaptig1 calismada, Su siimbiiliindeki
(Eichhornia crassipes) melatonin seviyelerinin giinliik bir ritim sergiledigini ancak zirve
seviyelerinin karanlik donemden ziyade 151k doneminin sonuna yakin meydana geldigini
belgelemistir [37]. Bu gozlemler arasindaki tutarsizliklar tartismaya degmeyebilir, ¢linkii
farkli bitkiler kesinlikle farkli davranabilir [25]. Bitkilerde bulunan MEL miktarinin
sadece tiirden tiire farklilik gostermekle kalmadigi, aym tiiriin icerisinde bile genotipler
veya ¢esitler arasinda veya ayni genotipteki bireylerinin farkli biiytime evreleri i¢inde de

farklilik gosterdigi bildirilmistir [34].
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1.2.3. Cesitli Bitki Ailelerindeki Fitomelatonin Icerigi

Cesitli sebzelerde, tahillarda, meyvelerde, tohumlarda ve hatta tibbi ve aromatik bitkiler
ile siis ve yabani bitki tiirlerinde indoliin tespit edildigini bildiren giderek artan sayida
caligmalar mevcuttur. Bugiine kadar melatonin ig¢erigi a¢isindan arastirilan cinslerin ¢ogu,
bitki aleminde bolluklar1 veya yiiksek ekonomik degerleri nedeniyle 6nemli olan ailelere
aittir. Bunlar arasinda dikotiledonlar (iki ¢enekli) acisindan Apiaceae (Umbelliferae),
Asteraceae (Compositae), Brassicaceae, Fabaceae (Leguminosae), Lamiaceae, Rosaceae
ve Solanaceae; monokotiledonlar (tek ¢enekli) agisindan Alliaceae, Poaceae (Gramineae)

ve Zingiberaceae de bulunur [24].
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Cizelge 1. 1. Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA, taze agirlhigi

ifade etmektedir.

FAMILYA TURKCE iSIM | BILIMSEL iSiM MEL ANALIZ BULUNDUGU | KAYNAK
ICERIGI METODU KISIMLAR
(ng/g)
Alliaceae Sogan Allium cepa L. - HPLC-FD Tlim [24]
Alliaceae Sarimsak Allium sativum L. 0,299 GC/MS Tim [38]
Anacardiaceae Antep fistig1 Pistacia vera 656-660 UHPLC Tim [39]
Apiaceae Rezene Foeniculum vulgare 28 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
(Gilib.)
Apiaceae Kereviz Apium gravolens L. 7 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
Apiaceae/ Anason Pimpinella anisum 7 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
Umbelliferae L.
Asteraceae Aycicegi Helianthus annuus 29 (KA) HPLC-ECD Tohum [41]
Asteraceae Papatya Matricaria ELISA Tim [42]
chamomilla L.
Asparagaceae Kuskonmaz Asparagus officinalis - HPLC-FD Tim [24]
L.
Basidiomycota Basidiomycota Boletus edulis 6800 + 60 HPLC Tim [43]
(KA)
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Cizelge 1.1 Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA,

taze agirhigi ifade etmektedir. (Devam)

Basidiomycota Basidiomycota Agaricus bisporus 4300-6400 RP-HPLC Tiim [44]
(KA)

Basidiomycota Basidiomycota Cantharellus 1400 £ 110 HPLC UV Govde [45]
cibarius (KA)

Basidiomycota Basidiomycota Agaricus bisporus 1100 HPLC UV Govde [45]

Brassicaceae Brassicaceae Arabidopsis spp. 548+26 SPE, CD- Yaprak [32]

MEKC

Brassicaceae Turp Raphanus sativus L. 485 SPE-HPLC-FD Tim [46]

Brassicaceae Beyaz hardal Brassica nigra 189 (KA) HPLC-ECD Tohum [41]

Brassicaceae Siyah Hardal Brassica nigra 129 (KA) HPLC-ECD Tohum [41]

tohum
Bromeliaceae Ananas Ananas comosus 0,278 GC/MS Tim [38]
Chantui Chantui Periostracum 3771 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]
cicadae

Diding Diding Viola philipica Cav 2360 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]

Fabaceae Yonca Medicago sativum L. 16 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]

Fabaceae Ac1 bakla Lupinus albus L. 37,50+ 2,3 HPLC-FD Tohum kabugu [47]
(TA)

Fabaceae Cemen otu Trigonella faena- 43 (KA) HPLC-ECD Tohum [41]

graecum
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Cizelge 1.1 Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA,

taze agirhigi ifade etmektedir. (Devam)

Fabaceae Ac1 bakla Lupinus albus L. 3,83 +0,21 HPLC-FD Tohum [47]
(TA)
Fabaceae Act bakla Lupinus albus L. 0,53 £0,04 HPLC-FD Tohum [47]
(KA)
Gouteng Gouteng Uncaria 2460 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]
rhynchophylla
Huang-qin Huang-qin Scutellaria 7110 - - [48]
biacalensis
Huanglian Huanglian Coptis chinensis 1008 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]
Franch
Huangbo Huangbo Phellodendron 1235 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]
amurense Rupr
Hyperaceae Sar1 Kantaron Hypericum 4390 (KA) - Cigekler [48]
perforatum
Hyperaceae Sar1 Kantaron Hypericum 1800 (KA) HPLC ECD ve Tohum [49]
perforatum L. Uv
Hyperaceae Sar1 Kantaron Hypericum 1750 (KA) - Yapraklar [48]
perforatum
Krizantem Feverfew Tanacetum 1920 -2450 - Yapraklar [48]
parthenium (TA)
Krizantem Feverfew Tanacetum 1370-1690 - Yaprak [48]
parthenium
Lamiaceae Adacay1 Salvia officinalis L. 2,80-4,0 CEC Tiim [50]
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Cizelge 1.1 Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA,

taze agirhigi ifade etmektedir. (Devam)

Lamiaceae Melisa Melissa officinalis L. uv Tohum [51]
Spektrofotometr
e
Linaceae Keten Linum usitatissimum 12 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
L.
Moraceae Sangye Morus alba L. 1510 (KA) SPE-HPLC-FD Yaprak [46]
Moraceae Incir Ficus carica L. 12,915 ELISA Yapraklar [32]
Moraceae Dut Morus spp. cv 279,6 (KA) HPLC-FD Yapraklar [23]
Buriram 60
Moraceae Dut Morus spp. cv 100,5 (KA) HPLC-FD Yapraklar [23]
Sakonnakhon
Moraceae Dut Morus spp. cv 40,7 (KA) HPLC-FD Yapraklar [23]
Khunphai
Musaceae Muz Musa ensete 0,655 GC/MS Tim [38]
Papaveraceae Hashas Popaver somniferum 6 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
L.
Poaceae Bugday Triticum spp. 124,7+14,9 HPLC-ECD Tohum [32]
Poaceae Yulaf Avena sativa L. 90,6+7,7 HPLC-ECD Tohum [32]
Poaceae Arpa Hordeum vulgare L. 82,3+6,0 HPLC-ECD Tohum [32]
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Cizelge 1.1 Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA,

taze agirhigi ifade etmektedir. (Devam)

Poaceae Uzun Cayir Festuca arundinacea 5,288 HPLC-FD Tim [24]
Schreb.
Poaceae Misir Zea mays 1,878 GC/MS Tlim [38]
Poaceae Arpa Hordeum vulgare 0,873 GC/MS Tim [38]
Rhamnaceae Hiinnap Ziziphus jujuba Lam. 146 HPLC-FD-MS Tlim [32]
Rosaceae Ahududu Rubus idaeus L. 387 HPLC-FD Tlim [32]
Rosaceae Kiraz Prunus avium L. cv. 10-20 (TA) SPE-HPLC Tim [36]
Hongdeng
Rosaceae Cilek Fragaria ananassa 1,38-11,26 LC-FD Tim [52]
(Camarosa, (TA)
Candonga, Festival
ve Primoris)
Rosaceae Badem Prunus amydalus 39 (KA) HPLC-ECD Tohum [41]
Rosaceae Elma Malus domestica 5(TA) HPLC Tim [53]
Borkh. cv. Red Fuji

Sangbaipi Sangbaipi Mori Albae (Cortex) 1110 (KA) SPE-HPLC-FD Korteks [46]
Shiya cay Shiya ¢ay Babreum coscluea 2120 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]

yapraklari yapraklari
Solanaceae Goji Berry Lycium barbarum L. 530,0 SPE-HPLC-FD Tim [46]
Solanaceae Goji Berry Lycium barbarum L. 103 HPLC-ECD Tohum [41]
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Cizelge 1.1 Cesitli bitkilerdeki melatonin seviyeleri ve tespit yontemleri. Veriler ng/g olarak belirtilmistir. KA, kuru agirligi ve TA,

taze agirhigi ifade etmektedir. (Devam)

Solanaceae Domates Solanum 15,63-31,38 Yapraklar [54]
(transgenik) lycopersicum L. cv. (TA)
Micro-Tom
Solanaceae Domates (dogal Solanum 13,80 (TA) HPLC Yapraklar [54]
fenotip) lycopersicum L. cv.
Solanaceae Domates Solanum 7,39-10,34 HPLC Tim [54]
(transgenik) lycopersicum L. cv. (TA)
Micro-Tom
Solanaceae Domates (dogal Solanum 6,58 (TA) HPLC Tlim [54]
fenotip) lycopersicum L. cv.
Tiliaceae Ihlamur Tilia cordata L. 410+16 CD-MEKC Yapraklar [32]
Vitaceae Uziim Vitis vinifera L. 17,5+ 0,28 UPLC- MS/MS Tim [55]
Xanthorrhoeace Aloe Vera Aloe vela L. 516 SPE-HPLC-FD Tim [46]
ae
Yin yang huo Yin yang huo Epimedium 1105 (KA) SPE-HPLC-FD Tim [46]
brevicornum Maxim
Zingiberaceae Yesil Kakule Elettaria 15 (KA) HPLC-ECD Tohum [40]
cardamomum (White
et Maton)
Zingiberaceae Zencefil Zingiber officinale 1,423 GC/MS Tim [38]
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1.3. MELATONININ BITKIiLERDEN EKSTRAKSIYONU VE ANALITIiK
METOT CALISMALARI

MEL seviyesi hem bitkiden bitkiye hem de ayni bitkinin dokulari/organlar1 arasinda
degisiklik gosterebilir. Ayrica sicaklik, pH, mevcut metal iyonlarinin etkileri, analizlerin

hassasiyeti ve ekstraksiyon yontemleri de bu ¢esitlilige neden olabilir [32].

Melatoninin amfifilik karakteri nedeniyle en iyi sonuglari elde etmek icin dogru
ekstraksiyon ¢dziiciisiinii segcmek zordur [56]. MEL ¢6ziintirliigiiniin; EtOH’de 182 g/L
(20°C), EtOAc’dal6 g/L(20°C), EtOH:su (40/60)’da 64 g/L (20°C), Aseton’da 150 g/L
(20°C) ve suda 20°C’de 2 g/L ¢oziiniirken 50°C’de 5 g/L oldugu bildirilmistir [57].
Melatonini kimyasal yapist geregi sulu ortamda dogrudan ¢dzmenin zorlugu nedeniyle,
once etanol veya dimetilsiilfoksit gibi organik bir ¢oziiciide ¢oziilmesinin ve ardindan
sulu bir ortamda seyreltilmesiyle hazirlandig1 bildirilmistir [58]. Bu nedenle tespiti ve
miktar tayini i¢in organik ¢oziiciilerin (MeOH, CHCI; veya EtOAc) ve kisa siireli
sonikasyonlarin kullanilmasi 6nerilmektedir [56]. Bazi arastirmacilar ise ekstraksiyonda
¢oziicii olarak etanol, %10 Na>CO3, fosfat tamponlu salin veya potasyum fosfat tamponu
gibi ¢esitli ¢oziiciileri de kullanmislardir [59]. MeOH, diger organik ¢oziiciilerin aksine
ekstra temizleme adimlar1 gerektirmedigi ve ters fazli bir kolona dogrudan enjekte
edilebildigi icin oOnerilir. Ek olarak, numunelerin kisa bir siire ultrasonikatorde

bekletilmesi, verimi yaklasik %20 oraninda artirabilir [56].

1995'te bitkide ilk melatonin tespitinden itibaren farkli bitki tiirlerinde ve dokularinda,
MEL’in pg/g ! 'den pg/g e kadar degisen konsantrasyonlarda bulundugunu gosteren ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir [60]. MEL analizi i¢in bir¢ok yontem uygulanmistir. Bu
yontemler arasinda HPLC (FD, UV ve ECD dedektor), LC-MS (S1vi Kromatografi- Kiitle
Spektrometresi), GC-MS (Gaz kromatografisi- Kiitle spektrometresi), RIA
(Radyoimmunoassay), ELISA (Enzime bagli immiinosorbent deneyi), ICA
(Immunkromatografik yontemler) ve immiinopresipitasyon sayilabilmektedir [61].
ELISA Kkitleri ticari olarak temin edilebilir ve kullanim kolayligiyla birlikte MEL analizi
icin kullanigh ve yaygm bir aractir [62]. Fakat ELISA ve RIA antikorlarin c¢apraz
reaktivitesi kacinilmazdir ve bu da azalmis spesifite ve dogruluga yol acar [56]. GC-MS’
de ise hassasiyeti ve spesifiteyi artirsa da, numunenin ugucu tiirevlendirme gereksinimi

MEL tayinine uygulanmasi i¢in bir dezavantaj olusturmaktadir. HPLC, MEL analizi i¢in
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en yaygin kullanilan teknik olup FD, ECD ve UV gibi farkli dedektorler ile birlikte
kullanilmistir. MS dedektdriine kiyasla, bu dedektorlerin duyarliliklar1 daha disiiktiir
[62]. Fakat HPLC-UV, MS dedektoriinden daha ucuz olmasi ve dogrulugu nedeniyle
bitkilerde melatonini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan dedektorlerden biridir. 280
nm'de maksimum absorbansla spektrumlar elde edilebilir. Mobil fazlar1 da zayif asitlerle
(Trifloroasetik asit veya Asetik asit) ayarlanmig asidik H,O ve MeOH veya
CH;3CN(Asetonitril)'den olusur [56].

LC- MS ise yiiksek hassasiyeti, tekrarlanabilirligi ve dogrulugu nedeniyle MEL analizi
icin gilicli bir yontem olarak kanitlanmistir. Fakat, diisiik konsantrasyonu ve bitki
ekstraktinin karmasik yapist nedeniyle, bitki dokularindaki melatonini dogrudan LC-MS
ile analiz etmek pratik degildir [60]. Zorlugun iistesinden gelmek icin; sivi-sivi
ekstraksiyonu, kati faz ekstraksiyonu (SPE) ya da HPLC saflastirmasi gibi farkli numune
saflagtirma teknikleri bitki dokularindan MEL igerigini artirmak ic¢in yaygin olarak
kullanilmistir [62]. Biz de bu ¢alismanin amaci dogrultusunda cesitli bitki 6rneklerinde
melatoninin ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve miktar tayini i¢in basit, glivenilir ve gecerli

bir analitik yontem gelistirmeyi amacliyoruz [60].

1.4. MELATONININ FARMASOTIK FORMUNA YONELIK YAPILAN
CALISMALAR

Uyku, fiziksel saglik ve yasam kalitesinde hayati bir rol oynayan insan sagliginin 6nemli
bir yoniidiir. Ancak uyku bozukluklari, 6zellikle uykusuzluk, modern toplumda giderek
yaygin hale gelmistir [63]. Melatoninin farmakolojik etkileri, uyku bozukluklarinin
tedavisinde yaygin olarak belgelenmistir. Tabletler, kapsiiller, yumusak tabletler
(gummies), tozlar veya spreyler dahil olmak iizere ¢esitli farmasotik formiilasyonlari
mevcuttur. Bitkisel ve dogal takviyeler, daha diisiik bagimlilik riski ve geleneksel ilaglara
gore daha az yan etki nedeniyle potansiyel uyku yardimcilart olarak popiilerlik

kazanmistir [63].

MEL takviyelerinin diizenlenmesi ise iilkeler ve bolgeler arasinda farklilik gosterir. Bu
nedenle, diyet takviyeleri Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan kullanilan
terimdir. Avrupa Toplulugu'nda (EC) ise Avrupa Nutrasotik Dernegi (ENA) tarafindan
gida takviyeleri olarak tanimlanir. Onemli bir fark, FDA tarafindan tanimlanan diyet

takviyelerinin ilag olarak kabul edilmemesi ve kontrol veya degerlendirmeye tabi
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olmamasina ragmen, ENA'nin gida takviyelerini siniflandirmas1 ve kontrol etmesidir.
MEL takviyeleri acisindan, ABD'de melatonin dozu smirli degildir ancak EC

diizenlemelerinde melatonin takviye dozunun 2 mg'dan az igermesini gerektirir [64].

Ticari Uriinlerden biri, dondurularak kurutulmus Montmorency eksi kiraz kabugu
ekstraktindan elde edilen fitomelatonin igeren (15 pg) tabletlerde satilan Sleep
Support®'tur (Christchurch, Yeni Zelanda) ve uyku kalitesini iyilestirmek icin ¢ok diisiik
bir miktardir. Daha iyi bilinen bir diger {iriin ise 0,3 veya 3 mg fitomelatonin igeren tablet
halinde formiile edilen Herbatonin®'dir (Symphony Natural Health, West Valley City,
UT, ABD), Ispanya'da ise Zentrum® (Ynsadiet Labs., Leganés, Madrid, ispanya) 1 mg
dozlarda satilmaktadir. Bu formiilasyon, piring (Oryza sativa L.) ve yonca (Medicago

sativa L.) gibi ¢esitli bitki tiirlerini ve yesil alg Chlorella pyrenoidosa Chick'i igerir [64].

14.1. Yumusak Tablet Formiilasyonu

Yumusak tablet, dokusu ve ¢esitli tatlartyla bilinen popiiler bir formiilasyon tiirtidiir [65].
Aktif bilesenlerinin yumusak, esnek ve elastik bir matriste ¢dzlinmesi veya dagilmasi ile

yumusak tablet formu elde edilir [66].

Yumusak tablet formiilasyonunun ana bilesenleri jellestirici maddeler, seker, su,
tatlandirict ve aromadan olusur [66]. Yumusak tablet preparatlarinin formiilasyonunda
onemli temel bilesen, kalip formu olusturma islevi goren jellestirici maddelerdir [66].
Bunlar; agar agar [65], jelatin, nigasta, gam ve pektin gibi ¢esitli jellestirici maddeler
kullanilir [66]. Nihai iiriine giiglii ve seffaf bir doku saglayabilen jelatinin kiiresel pazarda
birincil iiretim kaynagi domuz derisi oldugundan, insanlar i¢in tartismalidir. Bu nedenle
modifiye nigasta ve agar agar gibi jellestici maddeler yaygin olarak kullanilir [67]. Miktar
acisindan en 6nemli diger temel bilesen ise tatlandirict maddelerdir; sakkaroz, glikoz ve
musir suruplar [68] yaklasik olarak 55 g/100 [69] icerir. Yumusak tabletlerin diger temel
bilesenleri arasinda, tat dengesi i¢in sitrik asit ve malik asit gibi asitlendiriciler [65], canli
goriiniimler i¢in gida siifi renklendiriciler ve tadi gelistirmek icin tatlandiricilar 6zellikle

eklenir [68] .

[lk ticari yumusak tablet olan State of Maine Pure Spruce Gum, 1848'de ortaya ¢iktr. Ik
tibbi yumusgak tablet ise, 1924'te ABD'de Aspergum® marka adiyla tanitildi [70].
Yumusak tabletlerin, kapsiillere veya sivi formlara gore bir¢ok avantaj1 vardir: Genellikle
daha lezzetlidir. Cignemesi ve yutulmasi kolaydir. Cesitli sekil ve boyutlar1 sayesinde

hem ¢ocuklar hem de yetiskinler tarafindan begenilen bir forma sahiptirler. Tabletlerin
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aksine, tikketim i¢in suya ihtiya¢ duyulmaz [65]. Cocuklar, bazi donemlerde tedavi amacl
yaygin kullanilan ¢esitli surup ve tabletleri tadi ve formlarindan &tiirii reddedebilirler. Bu
sorunu ¢ozmek ve hasta uyumunu artirmak i¢in dogal jellestirici maddeler ile yumusak
tablet formiilasyonu gelistirilebilir. Bu yumusak tablet formu sayesinde &zellikle
tablet/kapsiil yutmay1 veya oral siispansiyon almay1 sevmeyen ¢ocuklar i¢in ilag alma

daha keyifli hale getirilebilir [71].

1.5. TEZIN GENEL AMACI

Bitkilerin MEL icerigi hakkindaki detayli literatlir taramalar1 baz alinarak bu tez
kapsaminda; Guimiisi Ihlamur (7ilia tomentosa Moench), Papatya (Matricaria recutita
L.), Melisa (Melissa officinalis L.), Adagay1 (Salvia officinalis L.) ve Sar1 Kantaron
(Hypericum perforatum L.) bitkilerinden melatonin tayini yapilmasi hedeflenmektedir.
Ayni1 zamanda daha 6nce calisilmamis fakat literatiir taramalar1 dogrultusunda melatonin
icerebilecegini diigiindiigiimiiz Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni) bitkisinde de

melatonin tayini yapilmasi hedeflenmistir.

Ihlamurun tedavi edici, sakinlestirici, uyusturucu etkisi [72]; Adagayinin zihinsel
karisiklik, sinirlilik, anksiyete, depresyon, hafiza bozuklugu olmak iizere c¢esitli
hastaliklar {izerine tedavi edici etkisi [73]; Melisanin hafiza gii¢lendirici, sakinlestirici,
depresyon ve anksiyete, kabus, uyku kalitesi, siiresi ve verimliligine olan olumlu etkisi
[74],[75],[76]; Sar1 Kantaronun hafif ve orta siddetli depresyon tedavi edici etkisi [77];
Papatyanin 6zellikle sakinlestirici, rahatlatici, stres giderici, uyku gecikmesini azaltma
ve uyku kalitesini iyilestiren dogal bir uyku yardimci etkisi [78],[79]; Stevia’nin merkezi
sinir sistemi ve depresyon iizerine olumlu etkisi [80] secilen bitkilerin MEL igerdigine

dair tahminleri desteklemektedir.

Ozellikle, MEL igerigi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmayan Stevia’nin,
betakaryofilen ve karyofilen oksit icermesi sebebiyle merkezi sinir sisteminin aktivitesini
baskilayabildigi ve sinir iletim hizin1 yavaglatabildigi bilinmektedir [81]. Ayn1 zamanda,
Mousavi-Niri vd. (2023)’de yaptiklar1 ¢aligmada Stevia'nin antidepresan benzeri yanit
gosterdigi ve terapotik yaklagimlarda kullanilabilecegini bildirmislerdir [80]. Dolayisiyla,
melatonin igerigi hakkinda literatiire yeni bir bilgi kazandirmak amaclh Stevia’nin da

calisilmasina karar verildi.
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Kisaca bu ¢aligmanin amaci, detayl literatiir taramalar1 sonucunda belirlenen; Gilimiisi
Ihlamur (7ilia tomentosa Moench), Papatya (Matricaria recutita L.), Melisa (Melissa
officinalis L.), Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni), Adagay1 (Salvia officinalis L.) ve
Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.)’un kurutulmus formlarindan melatonin
ekstraksiyonu ve igerik tayini i¢in basit, giivenilir ve gecerli analitik yOntemin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Daha sonra en yiiksek melatonin igerigine sahip olan
bitkiden saflastirma yapilmasi ve karakterizasyonu i¢in gerekli analizlerin yapilmasi
hedeflenmistir. Son asama da ise, bitki kaynakli melatonini farmasotik formda
degerlendirmek i¢in, secilen yumusak tablet formu ile birlestirilmesi amaglanmaktadir.
Ozetle, bitki kaynakli melatoninin (fito-melatoninin) yumusak tablet farmasotik

formunda tasarlanmasi amaclanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKi MATERYALININ TEMIiNi

Bu calisma kapsaminda Gilimiisi Ihlamur (7ilia tomentosa Moench), Papatya (Matricaria
recutita L.), Melisa (Melissa officinalis L.), Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni),
Adacgay1 (Salvia officinalis L.) ve Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkileri

kullanilmustir.

Arastirmada kullanilan; Gilimiisi Thlamur (7. fomentosa Moench) ve Adagayr (S.
officinalis L.) kurutulmus bitki Ornegi Tibbi ve Aromatik Bitki Laboratuvari
(Sakarya)’ndan Ekim 2023 tarihinde temin edildi.

Sar1 Kantaron (H. perforatum L.) ve Sekerotu (S. rebaudiana Bertoni)’1n kurutulmus bitki

ornekleri Diizce yerel pazarlarindan Temmuz 2023 tarihinde temin edildi.

Adacay1 (S. officinalis L.), Papatya (M. recutita L.), Melisa (M. officinalis L.) ve Sar1
Kantaron (H. perforatum L.)’un kurutulmus bitki érnekleri Temmuz Organik Uretim

Ciftligi (Konya)’dan Temmuz 2023 tarihinde temin edildi.

2.2. CIHAZLAR

Aragtirmada kullanilan baslica cihazlar; -20°C ve 4°C Buzdolabi (Argelik), Buz makinesi
(Ugur Ubm 60), Hassas Terazi (Mettler Toledo XS205DU), Sogutmali Santrifiij Cihazi
(Thermo Heraeus Biofuge Stratos Roto 3335), Su Banyosu (HydraUltrasonic), Isiticili
Manyetik Karistirict (Heidolph MR Hei Standard),Vorteks (IKA VORTEX 3), HPLC
UV (Shimadzu LC-2050C Ant Teknik) ve Empower yazilimi, LC-MS/MS (Shimadzu LC-
MS/MS 8040), Evaparator (Heidolph Laborota 4000-efficient), Saf su cihazi (Sartorius
arium 611 UV), PH metre (WTW Inolab Ph7310P), Liyofilizatr (Christ Epsilon 2-4
LSCplus ), FTIR (Agillent Cary 630 ), RAMAN(Renishaw RA802) ve WiRE yazilimi,
Nem cihazi(Metrohm 915 KF Ti-Touch), Sertlik Cihazi (Sotax MT-50) ve Dagilma
Cihazi(Sotax DT2) dur.

Arastirmada kullanilan baslica malzemeler; Mikropipet seti (Thermo Scientific-
Finnpipette), mermer havan, beher (Isolab) , santifiiriij tiipleri (Isolab), mobil faz siseleri,

cam petri kaplari, balon jojeler (Isolab ), 0,20 um PTFE filtre (Isolab ), 0,45 pm membran
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filtre (Isolab), cam vialler, ACE 5 C18 250%4,6 mm 5p HPLC kolonu, ayirma hunisi

(Isolab) ve diizenegi

2.3. KIMYASAL MADDELER VE REAKTIFLER

Referans olarak kullanilan Melatonin (CAS: 73-31-4 ve %99.0 saflik), Bio Basic
firmasindan satin alindi. Asetonitril (Merck Supelco), MeOH (J.t.Baker), etanol absolute
(Isolab), n-hekzan (Honeywell), n-biitil alkol (Sisco Research Laboratories/SRL ), etil
asetat (Isolab), %37’lik hidroklorik asit (Isolab), asetik asit (Sisco Research
Laboratories/SRL), kloroform (Sisco Research Laboratories/SRL) Nobel Ilag ARGE

laboratuvarindan temin edildi.

Farmasotik form igin gerekli olan; Pharmagar type E 406 Pharmaceutical Grade (The
Agar Company), Sucrose (Sacchrose) Emprove Expert (Merck), Neosorb P100 -Sorbitol
(Roquette), Dualake FD%C Red 40 (Sensient), Sitrik asit monohidrat (Jungbunzlauer),
Sodyum Benzoat (Emerald) ve Kiraz Aromasi (Aromsa) maddeleri de Nobel ilag

ARGE’den temin edildi.

2.4. KIMYASAL COZELTILER VE HAZIRLANISLARI

Calismada kullanilan kimyasal ¢ozeltiler analitik saflikta asagida belirtildigi sekilde

hazirlanmistir;

Ekstraksivon Coziiciileri:

0,1M HCI Hazirlanisi: 8.3 mL HCI 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak hazirlandi.

MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) seklinde 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak
hazirlandi. Giilliioglu vd. (2024) calismasi referans alindi [82].

EtOH: Saf Su: 0,IM HCI (700:299:1) seklinde 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak

hazirlandi.
MeOH: Saf Su (500:500) seklinde 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak hazirlandi.
EtOH: Saf Su (500:500) seklinde 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak hazirlandi.

MeCN: Saf Su (500:500) seklinde 1000 mL’lik cam sisede karistirilarak hazirlandi.

26



2.5. MELATONIN EKSTRAKSIYONU COZUCU SECIiMi

1000 ppm standart stok cozeltisi: 1 mg MEL+ 1 mL ¢esitli ¢oziiciiler ile ¢ozdiiriilerek

hazirlandi. Hazirlanan 1000 ppm standart stok ¢ozeltisinden 100 ppm (100 pL (1000 ppm
stok std) + 900 pL ¢6ziicii) konsantrasyonunda cesitli ¢oziiciiler ile asagidaki Cizelge 2.
1’deki sekilde standartlar hazirlandi.

Cizelge 2. 1. Cesitli ¢oziiciilerle 100 ppm konsantrasyonunda standart hazirlanmasi

Coziiciiler Konsantrasyon Standart Coziicii Toplam
(ppm) Stok Hacim (nL) Hacim (pL)

(nL)

Saf su 100 ppm 100 uL (1000 | 900 pL 1000 pL.
ppm)

MeOH 100 ppm 100 uL (1000 | 900 puL 1000 pL.
ppm)

EtOH 100 ppm 100 uL (1000 | 900 pL 1000 pL.
ppm)

MeCN 100 ppm 100 puL (1000 | 900 puL 1000 pL.
ppm)

MeOH: Saf Su 100 ppm 100 puL (1000 | 900 puL 1000 pL.
(500:500) ppm)

EtOH: Saf Su 100 ppm 100 pLL (1000 | 900 pL 1000 pL
(500:500) ppm)

MeCN: Saf Su 100 ppm 100 uL (1000 | 900 pL 1000 uL.
(500:500) ppm)

EtOH: Saf Su: 100 ppm 100 pL (1000 | 900 pL 1000 pL
0,1IM HCl ppm)

(700:299:1)
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Cizelge 2.1. Cesitli ¢oziictilerle 100 ppm konsantrasyonunda standart hazirlanmasi

(Devam)
MeOH: Saf 100 ppm 100 pL (1000 900 puL 1000 puL
Su: 0,1M HCI ppm)

(700:299:1)

2.6 MELATONIN EKSTRAKSiYON PROSEDURU

Ihlamur, Papatya, Melisa, Sekerotu, Adacayr ve Sar1 Kantaronun kurutulmus bitki
orneklerinden ekstraksiyon ile ayirma hunisi kullanilarak gerceklesti. Birbiri ile
karismayan iki sivi c¢alkalanarak birbiri ile temas etmeleri saglandi ve boylece
melatoninin hangi ¢oziicii fazina ne kadar gegebildigi incelendi. Bitki orneklerinin
kurutulmus formlar1 havanda iyice toz ezildi. Hassas terazide beher igerisine 1 g kuru
bitki 6rnegi tartildi. Uzerine 10 mL ekstraksiyon ¢dziiciisii eklendi. Cozelti 4°C’deki
ultrasonik banyoya 20 dk boyunca birakildi. Ultrasonik sonrasi, beher i¢inde numune
santifliriij tiipline aktarilarak 8500 rpm’de 5 dk santifiiriij edildi. Santifiiriij edilen
numunenin siipernatantt bir evaporatér balonuna aktarilarak ucurulur. Ucurulan
numunenin istiine 5 mL su eklenip ayirma hunisine aktarilir. 5 mL suyun {stiine +3 mL
hekzan eklendi ve karigtirildi. Birkac dk bekleyip fazlarin ayrimi belirginlesince tist fazi
bir viale alindi. Daha sonra ayirma hunisine 3 mL etil asetat eklenip karistirildi. Birkag
dk bekleyip fazlarin ayrimi belirginlesince iist fazi bir viale alindi. Daha sonra ayirma
hunisine 3 mL biitanol eklenip karistirildi. Birka¢c dk bekleyip fazlarmm ayrimi
belirginlesince iist fazi bir viale alindi. Ayirma hunisinde kalan sulu faz ise tekrar
evaporatorde uguruldu ve kalan kat1 2 mL ekstraksiyon ¢oziiclisi ile karistirithip 5 dk
ultrasonik banyoda bekletildi. Ultrasonikten alinan ve diger faz numuneleri PTFE 0,45
um’lik filtreden siiziilerek HPLC viallerine aktarildi. Giilliioglu vd. (2024)’nin ¢aligmasi

referans alinip, metot lizerinde ¢esitli degisimler yapilarak optimize edilmistir [82].
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hekzan etil asetat

!
!

biitanol  MeOH:su:HCl

Sekil 2. 1. Kurutulmus bitki 6rneklerinde yapilan melatonin ekstraksiyonunun asamalari

(S. ZARF TOKAN tarafindan BioRender programinda ¢izilmistir)
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2.6.1. Melatonin Ekstraksiyonuna Isik ve Karanhk Etkisi

[lk olarak, normal sartlarda tek konsantrasyon (1000 ppm) melatonin standard1 hazirlanir

ve cihaza yiiklenir.

Karanlik numunesi: Tamemen karanlik sartlarda 1 mg melatonin standardi, disi

aliminyum folyo ile kaplanmis bir ependorf tiipiine tartilir ve MeOH: Saf Su: 0,1M HCl
ile ¢oziiliir. 1000 ppm konsantrasyonundaki bu numune 24 saat boyunca oda sartlarinda

karanlikta bekletildikten sonra cihaza yiiklenir.

Isik numunesi: Aydinlik sartlarda 1 mg melatonin standardi, bir ependorf tiipiine tartilir
ve MeOH: Saf Su: 0,1M HCl ile ¢oziiliir. 1000 ppm konsantrasyonundaki bu numune 24
saat boyunca oda sartlarinda beyaz 151k altinda bekletildikten sonra sonra cihaza yiiklenir.

2.7. MELATONIN iCERIiGININ HPLC-UV iLE KANTITATIF TAYINi

HPLC-UV Mobil Faz:

MeOH: Saf Su: Asetik Asit (550:449:1) seklinde 1000 mL’lik mobil faz sisesinde

karistirilarak hazirlandi.

MEL Standart Stok Cozelti:

1000 ppm: 1 mg MEL + 1 mL MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (70:29.9:0,1) ¢oziicii ile
hazirlandi. Hazirlanan 1000 ppm standart stok ¢ozeltisinden 1 ppm,5 ppm, 10 ppm, 25
ppm, 50 ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarinda melatonin ¢ozeltileri asagidaki Cizelge

2. 2’deki gibi hazirlandi.

Cizelge 2. 2. 1000 ppm standart stok ¢ozeltisinden ¢esitli konsantrasyonlarda standart

hazirlanmasi
Konsantrasyon Standart Stok Coziicii (nL) Toplam Hacim
(ppm) Hacim (uL) (nL)
1 ppm 100 pL (10 ppm) 900 pL. 1000 uL
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Cizelge 2.2. 1000 ppm standart stok ¢ozeltisinden ¢esitli konsantrasyonlarda standart

hazirlanmasi (Devam)

5 ppm 500 pL (10 ppm) 500 pL 1000 uL
10 ppm 100 pL (100 ppm) 900 pL. 1000 pL
25 ppm 500 pL (50 ppm) 500 pL 1000 pL
50 ppm 500 pL (100 ppm) 500 pL 1000 uL
100 ppm 500 pL (1000 ppm) 500 pL 1000 pL

Ekstraksiyonu yapilan bitki Orneklerindeki melatonin analizi HPLC-UV ile
gerceklestirildi. Giillioglu vd. (2024)’nin c¢alismas1 [82] referans alinarak hazirlanan
MeOH: Saf Su: Asetik Asit (550:449:1) mobil faz ve ACE 5 C18 250x4,6 mm 5u kolon
cihaza takilir. Cihaz parametreleri; 280 nm dalga boyu, 0.5 mL/dk akis hizi, kolon
sicaklig1 40°C ve numune sicaklig1 15°C olarak analiz gergeklestirildi. 10 pl enjeksiyon
hacmi ve analiz siiresi 10 dk olarak belirlendi. Cihaza ilk olarak stok standarttan
seyreltilerek hazirlanmis olan 1,5,10,25,50 ve 100 ppm konsantrasyonlar: sirasiyla

okutularak kalibrasyon egrisi olusturuldu. Daha sonra numuneler sirasiyla cihaza verildi.

2.8. MELATONININ SAFLASTIRILMA ASAMALARI

Ekstraksiyonda en yliksek verim saglayan yani melatonin igerigi en yiiksek olan bitki
numunesi sec¢ilip verimi artirmak i¢in biiylik 6lgekte ekstraksiyon yapildi. Burada amacg,
miktarlar artirilarak verimi artirmak hedeflendi. Hacimlerin artirilmasi disinda her sey
ayni sekilde ekstraksiyon prosediiriine gore yapilip numune cihaza yiiklendi. Daha sonra
kullandigimiz HPLC-UV analitik metodu ile melatonin pikinin kolona tutundugu zaman
araliklar1 belirlendi ve bu zaman araliklarindaki melatonin piki cihazdan toplanarak
saflagtirilmis oldu. Saflagtirilan melatoninin kesin karakterizasyonu icin LC-MS ile

analiz edildi.
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2.9. SAFLASTIRILAN MELATONIN KARAKTERIZASYONU

HPLC-UYV cihazindan saflastirilan melatoninin karakterizasyonu i¢in FTIR, RAMAN ve
LC-MS cihazlar kullanildu.

RAB02

FTIR Cihaz1 RAMAN Cihaz1 LC-MS Cihazi

Sekil 2.2. HPLC-UV cihazindan saflastirilan melatoninin karakterizasyon analizi i¢in

kullanilan FTIR, RAMAN ve LC-MS cihaz sistematigi
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2.9.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile Analizi

HPLC-UYV cihazindan saflastirilan sivi melatonin numunesinden ¢oziicliyli uzaklastirmak
i¢in liyofilizator kullanildi. Numune, kapagi yarim agik sekilde cam GC vialine ve kapak
kismi delinmis HPLC vialine aktarilarak 26 saat boyunca kademeli bir sekilde ¢oziicii

uzaklastirildi. Daha sonra vial dibinde olusan kat1 ile FTIR analizi yapild.

Melatoninin yapisinda bulunan fonksiyonel grup ve atomlar arasindaki baglar1 belirlemek
icin Agilent Cary 630 FTIR spektroskopisi kullanilmistir. Saflastirilan liyofilize

melatonin transmisyon modunda ve spektrum aralig1 1000-3500 cm™' arasinda bakildi.

Liyofilizatér Cihaz FTIR Cihaz
Sekil 2.3. Liyofilizator cihazinda kurutulan melatonin numunesine, FTIR cihazinda
yapilan karakterizasyon analizi
2.9.2. Raman Spektroskopisi ile Analizi

HPLC-UYV cihazindan saflastirilan s1ivi melatonin numunesinden ¢6ziiciiyii uzaklagtirmak
icin liyofilizator kullanildi. Numune, kapag1 yarim acik sekilde cam GC vialine ve kapak
kism1 delinmis HPLC vialine aktarilarak 26 saat boyunca kademeli bir sekilde ¢oziicii

uzaklastirildi. Daha sonra vial dibinde olusan kat1 ile Raman analizi yapildi.

Melatoninde bulunan farkli fonksiyonel gruplari tespit etmek amaciyla saflastirilan

liyofilize melatonin, lamin {istiine ¢ok az miktarda eklenir ve WiRE yazilimina sahip
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Renishaw Raman spektroskopisi kullanilarak analiz edilir. Cihazin lazer giicii ile 100-

2000 cm™! spektrum araliklarina bakildi.

TS NN

RAMAN
01

Sekil 2.4. Liyofilizator cihazinda kurutulan melatonin numunesine, RAMAN cihazinda

gerceklestirilen karakterizasyon analizi

2.9.3. LC-MS ile Melatonin Analizi

HPLC-UV cihazindan saflastirilan sivi melatonin, kiitle ve yavru iyon taramasi igin
Shimadzu LC-MS/MS 8040 cihazi ve LabSolutions yazilimi kullanilmistir. Bu analizde
kullanilan MeOH ve su, MS-Grade olmasina dikkat edilerek hazirlanmistir. Mobil faz A:
% 1 formik asit igeren su ve mobil Faz B: % 1 Formik asit igeren MeOH’dir. Vial i¢gindeki
stvi numune, kiitle ve yavru iyon tarama amagli inflizyon seklinde cihaza verildi. MS
dedektoriinde, 0,3 mL/dk akis hiz1 ve pozitif iyon elektrosprey modunda (ESI+) analiz
gerceklestirildi.
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LCMs-8030 T

Sekil 2.5. HPLC-UV cihazindan saflagtirilan melatoninin, LC-MS cihazinda

gerceklestirilen karakterizasyon analizi

2.10. MELATONININ FARMASOTIK FORMDA DEGERLENDIRILMESI

Temel bileseni hidrofilik ve kolloidal bir polisakkarit kompleksi olan agar agar ile diger
ana bilesenleri arasinda tatlandirma amaciyla eklenen sorbitol ve siikroz, canli goriiniim
icin bir renklendirici ve tadi zenginlestirmek i¢in eklenen bir aroma kullanilarak

olusturulan yumusak tablet formu gelistirildi.

2.10.1. Yumusak Tablet Formunun Hazirlanmasi

Yumusak tablet preparatlarinin formiilasyonunda 6nemli birinci bilesen, kalip formu
olusturma islevi goren jellestirici maddelerdir. Bunlar; agar agar, jelatin, nigasta, gam,
PEG tiirleri ve pektin gibi ¢esitli jellestirici maddeler kullanilir. Cesitli denemelerden
sonra en uygun yumusak tablet formiilasyonunun agar agar ile olduguna karar verildi.
Agar, kaynar suda ¢dziiniir ve sulu ¢ozelti sogutuldugunda jole kivami olusturur. ikinci
onemli bilesen ise tatlandirict maddelerdir; sorbitol ve siikroz tatlandirict madde olarak
iriin  formiilasyonuna eklendi. Sorbitol, kristallesme riskini azaltir ve iyi bir
nemlendiricidir fakat bazi kisilerde miishil etkisi yapabildiginden siikroz ile birlikte
kullanilip tat dengesi ayarlandi. Kullanilan maddeler ve miktarlar1 asagidaki Cizelge 2.

3’de gosterilmektedir.
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Cizelge 2. 3. Yumusak tablet formunun formiilasyon bilesenleri

Faz Bilesenler Yiizde (%) Kullanim Amaci
A Agar agar 1,60 Jellestirici madde
Saf su 62,96 Coziict
Sorbitol 8,18 Tatlandirici
B
Siikroz 11,62 Tatlandirici
Saf su 15,82 Coziicii
c Bitkisel melatonin 50 uL Sakinlestirici ve uyku
destegi
D Sitrik Asit (%50) 0,020 Aroma artirict
Sodyum Benzoat 0,006 Koruyucu
Aroma 0,084 [lave aroma
Renklendirici 0,087 Renklendirici madde
Total Hacim 100 g

Yumusak tablet formunun asamalar1 su sekildedir:

1.Adim: A fazinda agar, saf su ile karigtirillarak 150°C’del5 dk manyetik karistirici
tizerinde (700 rpm) 1sitilarak karigtirilir.

2.Adim: B fazinda sorbitol ve siikroz, saf su ile 120 °C’de 20 dk karistirilarak, kalin

kivamli bir hale gelene kadar 1sitilir.

3.Adim: B fazinin sicakligir 70-80 °C’lere diisiiriiliir ve listiine A fazi eklenir ve cam

cubukla iyice 10 dk karistirilir.

4.Adim: C faz, sitrik su ile ¢ozdiiriiliir. Sitrik asidin ¢6zelti olarak eklenmesi 6nemlidir.
Aksi halde yumusak tablet formunun icinde taneli olarak kalacaktir.  Sitrik asit

¢ozeltisinin i¢ine Sodyum benzoat, aroma ve renklendirici eklenir ve ¢ozelti cam ¢ubukla
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karigtirilir. Hazirlanan bu ¢ozelti, A ve B fazlar total karisimin istiine eklenerek iyice

karigtirilir.
5.Adimm: pH metre ile pH seviyesi kontrol edilerek kaliplara dokiiliir.

6.Adim: Kaliplara dokiilen her yumusak tablet formunun i¢ine mikropipet ile hizlica 50
ul bitkisel melatonin (1,45 mg MEL) eklenir ve +4°C’ye kaldirilarak katilasmasina izin

verildi.
oy 1.Adim:
\ A fazi Agar + Saf su
(120 %C/15 dk)

4. Adm:

0 a o

b - Sitrik asit (30:30) +

- Aroma+ Renklendirici +

Na Benzoat
~

3 Adim: ( ﬁ
A fazi, sicakligi digiirilen B fazimin
istine eklenir

(70 °C/10 dk )

-~ 2. Adim: o '
\

B fazi: Sorbitol+ Stkroz+ Saf su

5 .
(120°C/20 dk ) 5.Adum:

Kangim gesitli kaliplara ddkiilic

& - \

-

6. Admm:

Her kuyucuga 50 pl bitkisel melatonin
eklenir

Sekil 2.6. Yumusak tablet formunu hazirlama adimlar1 (S. ZARF TOKAN tarafindan
BioRender programinda ¢izilmistir)
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2.11. YUMUSAK TABLET FORMUNUN KARAKTERIZASYON ANALIZLERI

+4°C’deki katilagmanin ardindan, yumusak tablet kaliplardan dikkatlice ¢ikarildi ve nihai

iiriin ¢esitli degerlendirme parametreleri i¢in analiz edildi.

2.11.1. Yumusak Tablet Degerlendirme Parametreleri

1. Fiziksel Goriiniim: Hazirlanan tiim yumusak tabletler renk, sekil, koku, tat ve doku

agisindan olarak incelenir

2. Agirlik Degisimi: Toplam 10 adet yumusak tablet hassas terazide tartildi ve toplam

agirlik belirlendikten sonra ortalama agirlik belirlendi.

3. Dagilma analizi: 6 adet yumusak tabletin Sotax DT2 dagilma cihazinda ¢6ziinme

stireleri incelenmistir. 37°C'de 200 mL saf su bulunan bir beher i¢indeki dagilma aparatina
6 adet yumusak tablet eklenir. C6ziinme siirecini izlemek ve ¢ézlinme siiresini belirlemek

i¢in kronometre kullanildi.

Sekil 2.7. Yumusak tablet formunun dagilma cihazinda gergeklestirilen karakterizasyon

analizi
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4 Nem icerigi: 2 adet yumusak tabletin Metrohm 915 KF Ti-Touch nem cihazinda su

icerigine bakilmistir.

Sekil 2.8. Yumusak tablet formunun nem cihazinda gerceklestirilen karakterizasyon

analizi

5.Sertlik: 10 adet yumusak tabletin Sotax MT50 sertlik cihazinda sertlikleri kontrol

edilmistir.

Sekil 2.9. Yumusak tablet formunun sertlik cihazinda gergeklestirilen karakterizasyon

analizi

39



6. pH: Yumusak tablet formu kaliba dokiilmeden 6nce pH metre kullanilarak pH’s1
kontrol edildi.

Sekil 2.10. Yumusak tablet formunun pH metre kullanilarak gerceklestirilen

karakterizasyon analizi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BiTKi ORNEKLERINDEN EKSTRE EDIiLEN MELATONININ HPLC-
UV ANALIZi SONUCLARI VE DEGERLENDIRILMESI

3.1.1. Melatonin Ekstraksiyonunda En Uygun Coziiciiniin Belirlenmesi

Melatoninin amfifilik karakteri nedeniyle en verimli sonuglar1 elde etmek icin dogru
ekstraksiyon ¢oziiciisiinii segmek oldukca zordur [56]. Bizde bu kapsamda MeOH, EtOH,
MeCN, MeOH: Saf Su (500:500), EtOH: Saf Su (500:500), MeCN: Saf Su (500:500),
EtOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1), MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) ve saf su
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak denendi ve sonuglar1 Cizelge 3. 1’de gosterildi. En iyi
¢oziinme, MeOH ¢ozeltisi ile ger¢ceklesmesine ragmen pik simetrisi yeterince iyi degildi.
Dolayistyla, pik simetrisi ve ¢dziinme veriminden otliri MeOH: Saf Su: 0,1M HCI

(700:299:1) en dogru ve uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak belirlendi.

Cizelge 3. 1. Melatonin ekstraksiyonunda kullanilan 100 ve 1000 ppm

konsantrasyonlarindaki ¢oziiciilerin HPLC-UV analizi ile belirlenen alanlari

Coziiciiler 100 ppm 1000 ppm

(280 nm / 20uL) (280 nm / 20pnL)
Saf su - 20672197
MeOH 3697418 31163264
EtOH 1540235 16645734
MeCN 1601303 27046182
MeOH: Saf Su (500:500) 3007515 26242747
EtOH: Saf Su (500:500) 2701692 12018951
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Cizelge 3. 1. Melatonin ekstraksiyonunda kullanilan 100 ve 1000 ppm

konsantrasyonlarindaki ¢oziiciilerin HPLC-UV analizi ile belirlenen alanlari (Devam)

MeCN: Saf Su (500:500) 2987027 25219541
EtOH: Saf Su: 0,1M HCI 3233900 28361045
(700:299:1)
MeOH: Saf Su: 0,1M HCI 3533207 29494362
(700:299:1)

3.1.2. Melatonin Ekstraksiyonuna Isik ve Karanlik Etkisinin Sonuclar

Ekstraksiyon kosullarina 1sik/karanlik etkisini belirlemek adina, saf melatonin standardi
tizerinden karanlik ve 151k numuneleri hazirlanarak HPLC-UV cihazinda analiz edildi.
Analiz sonucuna gore, karanlik test numunesinin alan1 29126988 iken 151k test
numunesinin alant 32442002 oldugu goriilmiistir. Bu sonucuna gore beyaz 1sik,
melatonin yapisinda herhangi bir bozulmaya sebep olmamaktadir. Bizde bu sonug
dogrultusunda, ekstraksiyon kosullarin1 karanlik yerine normal oda kosullarinda

gerceklestirdik.

3.1.3. Melatonin Ekstraksiyon Sonuglari ve Degerlendirilmesi

Ihlamur, Papatya, Melisa, Sekerotu, Adacay1r ve Sar1 Kantaron bitki 6rneklerinden,
melatonin ekstre etmek icin ekstraksiyon yontemi kullanildi. Ekstre edilen bitki
orneklerinin HPLC-UYV ile kalitatif ve kantitatif analizi gerceklestirildi. Tiim analizler ii¢
tekrarl sekilde gerceklesti. 1 ppm ila 100 ppm konsantrasyon araligindaki melatonin

standartlar1 da {i¢ tekrarli sekilde cihaza verildi.
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Sekil 3. 1. MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) ¢dziiciisii ile hazirlanan 1000 ppm
konsantrasyonda melatonin standardt HPLC-UV kromotogrami (0.5 mL/dk, 20 pL ve
280 nm)

1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarindaki melatonin
standartlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden standart kalibrasyon grafigi cizildi.
Bu kalibrasyon grafigi egrisinden elde edilen y = 32052x — 13418 (r> = 0,9997) formiil
kullanilarak Thlamur, Papatya, Melisa, Sekerotu, Adacayr ve Sar1 Kantaron bitki

orneklerinin melatonin igerigi pg/g olarak hesaplandi.

Mel

3500000

3000000 ¥ =32052x - 13418
R2=10,9997

2500000

2000000

Alan

1500000
1000000
500000
0

0 20 10 60 80 100 120
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3. 2. Melatonin standart egri grafigi

43



Bitki 6rneklerinin sulu ¢ozeltileri sirasiyla hekzan, etil asetat ve biitanol ile ayirma hunisi
icerisinde karistirilip, evaporatdrde ugurulduktan sonra en son kendi ¢oziiclisii olan
MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1)’de ¢0zdiiriildii. Bitki numunelerindeki MEL
igeriginin kullanilan ¢oziiciilere ne kadar gecebildigi belirlemek amaciyla tiim fazlar ayri
ayrt HPLC-UV’de analiz edildi. En iyi ekstraksiyon verimi MeOH: Saf Su: 0,1M HCI
(700:299:1) ve biitanol de goriildi. MEL, etil asetatta daha az ¢oziiniirken, hekzana
neredeyse hi¢ gecmedigi goriilmektedir. Bunun sebebi, melatoninin yapisindaki asetamid
fonksiyonel grubu ile biitanol ve metanol de bulunan OH gruplarinin hidrojen baglari
olusturma etkilesimi melatoninin ¢oziiniirliiglinii artirabilir. Ayni zamanda melatoninin
heterosiklik halkasinin polarize edilebildigi ve boylece N-H grubunun hidrojen bagi
olusturabildigi bir indolamin olmasindan 6tiirii polar grup iceren c¢oziiciilerde daha rahat
coziinmektedir. Tersine, polar olmayan hekzan gibi c¢oziiciilerde ise daha diisiik

¢Oziiniirlik gostermektedir.

Cizelge 3. 2. Bitki 6rneklerinin MEL igeriginin HPLC-UYV analizi ile belirlenen

miktarlari
Numunedeki Miktar (ng/g)
Bitki Ornekleri MeOH:su: biitanol etil asetat hekzan
0,1M HCI
Adagay1 (Sakarya) 1192,66 463,86 - -
Adacgay1 (Konya) 1772,79 1104,80 - -
Sar1 Kantaron (Diizce) 481,15 635,21 - -
Sar1 Kantaron (Konya) 230,30 249,64 - -
Thlamur (Sakarya) 925,10 1680,34 101,53 21,37
Papatya 2207,45 2665,83 601,81 -
Melisa 482,27 661,88 102,26 -
Sekerotu 4513.,35 - 277,03 22,81
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1 g bitkiden ekstraksiyonu yapilan Ihlamur, Papatya, Melisa, Adacay1, Sar1 Kantaron ve
Sekerotu bitki 6rneklerinin HPLC-UV analiz sonuglarina gére; MEL miktar1 en yiiksek
verimle MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) ile ¢oziilen Sekerotu bitkisinde 4513,35
ng olarak elde edilirken, ayni numunenin biitanol ¢dziiclisiinde melatonine ait pik elde
edilemedi. Bitki orneklerinin HPLC-UV analizi ile elde edilen kromatogramlar1 ise
strastyla Sekil 3. 3, Sekil 3. 4, Sekil 3. 5, Sekil 3. 6, Sekil 3. 7, Sekil 3. 8, Sekil 3. 9, Sekil
3. 10, Sekil 3. 11, Sekil 3. 12, Sekil 3. 13, Sekil 3. 14, Sekil 3. 15, Sekil 3. 16 ve Sekil 3.
17°de gosterilmektedir.
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Sekil 3. 3. Sakarya adagay1 (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait
HPLC-UV analizi kromotogrami

4.004

3.00-

AU

2.00-
1,00

0.00-

T T T T e e e
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Minutes

] FLATDNN

9.00 10.00

@
=]
=1
~
o
=]
@
=]
=]

Sekil 3. 4. Sakarya adagayi (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 5. Konya adagay1 (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait
HPLC-UV analizi kromotogrami

5.00 T
4.00

3.00

AU

2,001

1,00

] %ELATONN

0.00]
—_————————

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Minutes

3
=

10.00

Sekil 3. 6. Konya adagay1 (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 7. Diizce Sar1 kantaron (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine
ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 8. Diizce Sar1 kantaron (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi
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Sekil 3. 9. Konya Sar1 kantaron (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine

ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 10. Konya Sar1 kantaron (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi
kromotogrami
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Sekil 3. 11. Sakarya Ihlamur (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait
HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 12. Sakarya Thlamur (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi
kromotogrami
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Sekil 3. 13. Papatya (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait HPLC-

UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 14. Papatya (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 15. Melisa (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait HPLC-UV

analizi kromotogrami
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Sekil 3. 16. Melisa (biitanol) bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi kromotogrami
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Sekil 3. 17. Sekerotu (MeOH: Saf Su: 0,1M HCI (700:299:1) bitki 6rnegine ait HPLC-

UV analizi kromotogrami

3.2. MELATONIN SAFLASTIRILMASI VE SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Ekstraksiyonda en yiiksek verim saglayan yani MEL igerigi en yiiksek olan sekerotu bitki
numunesi, HPLC-UV analitik metodu ile melatonin pikinin kolona tutundugu zaman
araliklarima gore cihazdan toplanarak saflastirildi. Saflastirilan melatoninin, standart
kalibrasyon grafik egrisinden elde edilen y = 32052x — 13418 (r* = 0,9997) formiil
kullanilarak MEL igerigi pg/g olarak hesaplandi. Sekerotu bitkisinden saflastirilan
melatoninin miktart 1452,17 ng/g olarak bulundu. Uyku destegi i¢in yaygin kullanilan
MEL dozu 1-3 mg arasi olup, sekerotu bitkisinden saflagtirilan 1,45 mg/g MEL miktari

farmasotik form igin yeterli olacaktir.
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Sekil 3. 18. Sekerotu bitki 6rneginden saflastirilan melatonine ait HPLC-UV analiz
kromotogrami

50



5.00

3.00-

AU
MELATONIN

2,007

1.00+

0.00 L3

——T — T T T T T T T T T T T T T T T T T T — T T —T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Sekil 3. 19. 1000 ppm konsantrasyonda melatonin standardi HPLC-UV analiz

kromotogrami

3.3. SAFLASTIRILAN MELATONININ KARAKTERIZASYON ANALIiZ
SONUCLARI VE DEGERLENDIRILMESI

HPLC-UV cihazindan saflastirilan MEL’in karakterizasyon analizi FTIR, RAMAN ve
LC-MS cihazlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.1. Saflastirnlan  Melatoninin  FTIR Analizi ve Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

MEL yapisinda bulunan fonksiyonel grup ve atomlar arasindaki baglar1 belirlemek i¢in
kullanilan FTIR spektroskopisi ile 1000-3500 ¢cm™ spektral araliginda bakildi. Bitki
ekstraktinin IR (infrared) 15181 absorplamasi esasina dayali olarak elde edilen fonksiyonel

gruplara ait gerilme titresimleri Sekil 3. 20°de FTIR spektrumundan goriilebilir.
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Sekil 3. 20. Saflastirilan liyofilize melatoninin FTIR spektrumu
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Sekil 3. 20’ de goriildiigii gibi aromatik amin grubundaki NH bagi (N—H) 3380-3510 cm’
! «de orta siddetli 151k spektrumu olarak gdzlendi [83],[84]. C-H arasindaki baglardan
kaynaklanan ~2800- 3150 cm™! de zayif siddetli bir 151k spektrumu olarak gdzlendi [85].
Amid II olarak tanimlanan N-H deformasyon titresimlerinden kaynaklanan 1490-1580
cm! 'de zayif siddetli bir 151k spektrumu olarak gozlendi [86]. 900-1700 cm™! spektrum
araliginda ise C=0, C-C ve C-N gerilmesi, C-H ve N-H biikiilmesi ile iliskilendirilir [85].

3.3.2. Saflagtirllan  Melatoninin Raman Analizi ve  Sonuclarmmin

Degerlendirilmesi

Raman spektroskopisi, bir titresim spektroskopi tiiriidiir [87] ve maddenin bir 151k kaynagi
ile aydinlatilmas1 sonucu maddenin titresim modlarin1 belirlemek i¢in kullanilir [88].
Raman spektrumu, her molekiile 6zgii olan bag gerilmesi ve biikiilmesi gibi karakteristik
titresim frekanslar1 verir [89]. Raman spektroskopisinin temelini Raman sagilmasi
olusturur [87] ¢iinkii molekiillerin enerji seviyeleri arasinda absorbsiyon, emisyon
olaylarinin yani sira sacilma da gergeklesir. Numuneye gonderilen 15181 dalga boyuna
gore, numune molekiillerinden sagilan 15181 dalga boyunda olusan ve Raman kaymasi

olarak bilinen farklar 6l¢iilebilmektedir [88].

f

Sekil 3. 21. Saflagtirilan liyofilize melatoninin Raman spektrumu

150-400 cm’deki raman piki n-alkanlarda zincir genislemesi, 630-1250 cm™'’deki
raman piki C-C alifatik hidrokarbonlardan ve 830-930 cm™’deki raman piki alifatik
eterlerdeki C-O-C gerilmesinden kaynaklanmaktadir [90]. 1449 cm™!'deki raman piki CHa
biikiilme titresimi olarak protein yapilarinda goriilebilmektedir [91]. 1480-1580 cm’
Pdeki raman piki amid II yani C-N gerilme ve N-H biikiilme titresimlerinden

kaynaklanmaktadir. 16001690 cm™'*deki raman piki ise amid I olarak tammlanan C =
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O gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir [92]. Organik molekiillerin raman aktif
normal titresim modlar1 400-4000 cm™ araliginda meydana gelir [93]. Bu ¢alismada ise
100-2000 cm! spektral araliginda tarama yapildigindan amin gibi bazi fonksiyonel

gruplara ait titresim modlar1 saptanamamastir.

3.3.3. Saflagtirilan  Melatoninin LC-MS  Analizi ve  Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS), S1vi Kromatografisi (LC) ve Kiitle
Spektrometrisinin - (MS) birlesimi olup HPLC'min ayirma giici ve Kiitle
Spektrometresinin (MS) tespit giiciinii kullanan analitik bir tekniktir [94]. LC-MS
yontemi, yiiksek hassasiyet ve miikemmel tespit 0Ozgilliigli sunar [95]. Kiitle
Spektrometrisi sayesinde bilinmeyen bilesiklerin, bilinen bilesiklerin tanimlanmasi,
yapinin agikliga kavusturulmasi ve molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde kullanilir
[94]. Biz de bu kapsamda, HPLC-UV’den saflastirilan melatoninin tespiti ve
karakterizasyonu i¢in LC-MS’de analiz edildi.

inten
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Sekil 3. 22. Melatonin standardi LC-MS analiz kromotogrami
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Sekil 3. 23. Saflastirilan melatoninin LC-MS analiz kromotogrami
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Sekil 3. 24. Saflastirilan melatoninin yavru iyonlarinin LC-MS analiz kromotogrami

HPLC-UYV cihazindan saflastirilan sivi melatonin, kiitle ve yavru iyon taramasi i¢in LC-
MS cihazinda, pozitif iyon elektrosprey modunda (ESI+) ve MS dedektorii kullanilarak
inflizyon yontemiyle analiz edildi. Melatonin standardi, HPLC-UV’den saflagtirilan
melatonin numunesi ve yavru iyonlarina ait kromotogramlar verileri Sekil 3. 22, Sekil 3.
23 ve Sekil 3. 24°de gosterilmektedir. Melatoninin pozitif kiitle spektrumu sonucunda,
psddomolekiiler iyona [M+H]" karsilik gelen m/z 233.1 'de ana pik olarak tanimlandi.
Melatoninin standardinda ve HPLC-UV’den saflastirilan melatonin  numunesi
karsilastirildiginda ikisinin de dnciil iyonlarinin m/z 233.1 oldugu gériilmektedir. Onciil
iyon olarak kullanilan m/z 233.1, ESI-MS/MS spektrum sonucunda; m/z 159.05, m/z
174.00, m/z 216.75 ve m/z 233.10 yavru iyonlarin1 Uretmistir. LC-MS analiz
kromotogramlarinda da goriildiigi iizere HPLC-UV’den saflastirilan numunedeki
maddenin, hem ana kiitle hem de yavru iyonlarina bakildiginda melatonine ait oldugu

dogrulanmis oldu.

3.4. MELATONININ FARMASOTIK FORMA DONUSTURULMESI VE
SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESIi

Temel bileseni agar agar olup diger bilesenleri arasinda tatlandirici olarak eklenen sorbitol
ve siikroz, canli goriinlim i¢in kirmizi bir renklendirici ve tadi zenginlestirmek igin
eklenen kiraz aromasi kullanilarak gelistirilen yumusak tablet formu Sekil 3. 25° de
goriildiigii tizere gesitli meyve kaliplarina dokiilerek, tiiketimi daha keyifli bir hale

doniistiiriilmiis oldu.
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Sekil 3. 25. Bitkisel melatonin iceren yumusak tablet formiilasyonu

Yumusak tablet formu ile bitkisel ekstraktlarin sifali giicii birlestirilerek, lezzetli alternatif
bir form amagclanir [65]. Yumusak tablet formiilasyonunda bitki ekstraklarinin kullanimi1
¢ok sayida calismanin konusu olmustur. Ornegin, Charoen vd. (2015), Psidium guajava
Linn. yaprak ekstraktinin yumusak tablet de antioksidan takviyesi olarak
kullanilabilecegini bildirmistir [67],[96]. Abinaya vd. (2023) tarafindan yayinlanan bir
baska calismada yumusak tablete Allium cepa (kirmizi sogan) ekstraktinin ilavesi
incelenmistir ve kirmizi sogan ekstraktinin antioksidan aktiviteyi artirabilecegi ve
duyusal o6zellikleri iyilestirebilecegi goriilmiistiir [67]. Teixeira-Lemos vd. (2021)
tarafindan yapilan caligma da ise, portakal suyu, meyve piiresi ve balla formiile edilen
yumusak tabletin, hem organoleptik ozellikleri iyilestiren hemde antioksidan 6zelliklere

sahip daha saglikli formiilasyonlar oldugunu gostermistir [67],[69].

Yapilan diger caligmalar incelendikten sonra bu kapsamda, HPLC-UV ile kantitatif
analizi sonucunda en yiiksek MEL igerigine sahip oldugu tespit edilen sekerotu (Stevia
rebaudiana Bertoni) bitkisinden, MEL saflastirtlip LC-MS’ de karakterizasyonu
yapildiktan sonra, gelistirilen yumusak tablet formuyla bitkisel MEL birlestirildi. Bitkisel
MEL igeren yumusak tablet formunun, tiiketimi kolay ve keyifli olan dogal bir uyku

destegi saglamasi1 beklenmektedir.

34.1. Yumusak Tablet Formu Degerlendirme Parametrelerinin Sonuglari

Organoleptik analizler; renk, sekil, tat, koku ve doku incelemelerini igermektedir.
Organoleptik analiz sonuglarina gore, nihai iiriin belirlenmis kriterleri karsiladigi

goriilmektedir.
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Cizelge 3. 3. Yumusak tablet formu organoleptik analiz degerlendirmesi

Organoleptik analizler Sonu¢
Renk Canli Kirmizi
Sekil Cesitli Meyve Gorselleri
Koku Kiraz Aromasi
Tat Normal
Doku Yumusak

Yumusak tablet formiilasyonu hazirlanip kaliplara dokiilmeden 6nce pH sonucu
kaydedilip, katilagma gerceklestikten sonra agirlik degisimi, dagilma analizi, nem igerigi

ve sertlik analizleri yapilarak sonuglar1 Cizelge 3. 4’ de belirtilmistir.

Cizelge 3. 4. Yumusak tablet formuna ait gesitli parametrelerin sonuglari

Parametreler Sonuclari
Agirlik Degisimi 851,07 mg
Dagilma Analizi 18 dk

Nem Igerigi %16,45
Sertlik 407,8 g
pH 3,66

Tek bir yumusak tablet agirligi, kabul edilebilir olan ortalama agirligin £%10'u dahilinde
olmalidir. 812,2- 888,5 mg araliginda degisen tabletlerin ortalama agirligi 851,07 mg

olarak bulundu.

Dagilma analiz sonucunda 6 yumusak tabletin ortalama dagilma siiresi 18 dk olarak
gbzlenmistir. Yumusak tablet ortamda ne kadar hizli ¢6ziiliirse, melatonin etkeni o kadar
hizli salinacaktir. Ganea vd. (2025)’nin jelatin bazli yumusak tablet ¢alisma sonuclarina
gore; 30 rpm, 37 °C ve pH 6,8’de 6 dk, pH 5°de 12 dk, pH 7,3’de 11 dk ve pH 8’de 17
dk sonra ¢dziinmenin gerceklestigini gdzlemlemislerdir [97]. Icerik, boyut ve ortam
sicakligi gibi birgok faktdr, yumusak tabletin ne kadar cabuk eridigini etkileyebilir.
Genellikle, yumusak tablet jel benzeri kivamlari nedeniyle diger formiilasyon tiirlerine

kiyasla nispeten yavas parcalanirlar [98].
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Bu calisma kapsaminda yapilan 2 adet yumusak tabletin ortalama nem igeriginin sonucu
%16,45 olarak bulunmustur. Nem kaybi, yumusak tablet yaparken karsilagilan ana
sorunlardan biridir ¢link{i yumusak tablet bilesimi yiiksek oranda su igerirken, Onerilen
nem igeriginin %24 civarinda olmasi gerektigi bildirilmistir [99]. Pizzoni vd. (2015)’nin
yaptiklar1 ¢alismada nem igerigi, jellestirici madde ile iliskilendirilmistir [68]. Ileride

yapilmasi planlanan stabilite ¢alismalarinda zaman i¢inde nem kaybinin nasil degistigi

incelenecektir.

Bu calisma kapsaminda yapilan 10 yumusak tabletin ortalama sertlik sonucu 4 N (407,87
g) olarak bulunmustur. Cizauskaite vd. (2019)’nin yaptiklart ¢alisma sonucunda yumusak
tablet ortalama sertligi olarak 439,29 g olarak bulmuslardir ve yumusak tablet tabanini
olusturmak i¢in kullanilan jellestiricinin, iirlinlin sertligi ve giicli lizerinde énemli bir
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir [99]. Kullanilan agar agar miktari, yumusak tablet
elastikiyetinin artmasina neden olur. Kisaca, agar konsantrasyonu ne kadar diisiikse
yumusak tablet o kadar yumusak form elde edilirken; agar konsantrasyonu arttik¢a sert

ve daha az elastik formlar elde edilir [66].

Niam vd. (2022)’nin yaptiklari ¢calismada, jel formiilasyonu i¢in optimum pH kosullarinin
pH 3,2'ye yakin veya asidik bir pH olmas1 gerektigini bildirmistir [66]. Yine Zamarron
vd. (2019)’da yaptig1 calismada, yumusak tablet i¢in ideal pH aralig1 3,0 ila 4,5 oldugunu
ve daha diisiik bir pH’nin ise iiriin stabilitesi veya jel olusmama ihtimallerinden dolay1
istenmeyecegini bildirmistir [100]. Bu ¢aligmalara gore elde ettigimiz yumusak tabletin

pH’sinin ideal aralikta oldugu anlagilmaktadir.
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4. SONUC

Son yillarda ¢ok fazla insanin uyku bozukluklarindan muzdarip oldugu ve bu sebepten
Otiiric melatonin iriinlerine artan talep dogrultusunda, melatonin sentezi ile ilgili
endiistriyel yaklasimlarin iyilestirilmesi gerekmektedir [9]. Melatonin giiniimiizde esas
olarak kimyasal sentez yoluyla tiretilir ve bu da agir reaksiyon adimlar ve ¢evre kirliligi
gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir [10]. Bu yiizden, bitkiden melatonin ekstraksiyonu ve
saflagtirma metodunu optimize etmek hem cevre i¢in hem de insanlarin artan uyku

problemlerine dogal bir ¢dziim olmasindan 6tiirii umut vadeden alternatif bir yontemdir.

Bu ¢alismada, sirkadiyen ritmi (uyku-uyaniklik dongiisii) diizenlemesinden dolayi1 [5]
uyku bozukluklarinin hafifletilmesinde benzersiz bir molekiil olan MEL’in [23] en
verimli seviyelerde bitkisel kaynaklardan elde edilip, bir¢ok uyku bozukluklarinin

tedavisi i¢in farmasotik formda {irtin gelistirilmesi amaglanmustur.

Cesitli literatiir aragtirmalar1 dogrultusunda, MEL’in verimli bir sekilde elde edilmesi igin
secilen; Glimiisi Ihlamur (7ilia tomentosa Moench ), Papatya (Matricaria recutita L.),
Melisa (Melissa officinalis L.), Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni), Adacay1 (Salvia
officinalis L.) ve Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.) kurutulmus bitki
orneklerinden ekstraksiyon yontemleri optimize edilmeye ¢alisilmistir. MEL’in kalititatif
ve kantitatif olarak tespit edilmesi i¢in ultraviyole dedektorliit HPLC kullanilarak analitik
metot gelistirilmistir. Bu analitik metot ile segilen bitkiler icerisinde, 1g sekerotu
bitkisinin s1v1 ekstraksiyonu sonucunda en yiiksek melatonin (4513,35 pg) icerigine sahip
oldugu tespit edilmistir. MEL, sekerotu bitki numunesinden, HPLC-UV analitik
metodundaki melatonin pikinin alikonma zamani esas alinarak cihazdan saflagtirildi.
Saflastirilan melatoninin kimyasal yapis1 Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
(FTIR), Raman Spektroskopisi ve Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)
cihazlann ile karakterize edilerek melatonin oldugu dogrulanmigtir. Saflastirilan
melatoninin farmasétik formda degerlendirilmesi i¢in tiiketimi daha kolay ve keyifli bir
form amagclanip yumusak tablet formiilasyonu tasarlanmistir. Bu formun temel bileseni
olarak onemli bir jel olusturma yetenegine sahip olan polisakkarit bazli kolloidal agar
agar kullanilmistir. Yumusak tablet formunda, agar agara ilave olarak tatlandirici olarak
eklenen sorbitol ve siikroz, canli gorliinim i¢in kirmizi bir renklendirici, tadi
zenginlestirmek i¢in eklenen kiraz aromasi ve sekerotu bitkisinden saflastirilan bitkisel

MEL (1452,17 pg) ile total form olusturuldu. Yaygin kullanilan MEL giinliik alim dozu
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1-3 mg arasi oldugundan, yumusak tablet formuna eklenen 1,45 mg MEL uyku destegi
icin yeterli olmaktadir. Yumusak tabletin karakterizasyon analiz sonuglarina gore, pH’s1
3,66 ve ortalama agirlig1 851,07 mg olarak bulundu. 6 adet yumusak tablet i¢in ortalama
dagilma siiresi 18 dk oldugu goriildii. 10 adet yumusak tablet i¢in ortalama sertlik sonucu
407.8 g olarak bulunurken, nem igeriginin ise %16,45 olarak bulunmustur. Tiim bu
karakterizasyon analiz sonuglari, farkli yaumusak tablet ¢calismalar ile karsilastirildiginda

tutarlt oldugumuz anlasilmaktadir.

Kisaca bu ¢alisma kapsaminda; melatoninin bitkilerden ekstraksiyonu, saflastirilmasi,
karakterizasyon analizleri ve farmasotik bir forma doniistirme ¢aligmalart
gerceklestirilmistir. Ayrica Glmiisi Thlamur (7ilia tomentosa Moench), Papatya
(Matricaria recutita L.), Melisa (Melissa officinalis L.), Adacay1 (Salvia officinalis L.) ve
Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkilerinin MEL igerigi ile ilgili literatiirde
cok cesitli caligmalar mevcut iken, Sekerotu (Stevia rebaudiana Bertoni) bitkisinin MEL
igerigi ile ilgili literatiirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu ¢alisma,
dogal tatlandiric1 olarak bilinen Sekerotu bitkisinin, MEL igerigi hakkinda yapilan ilk

calisma olarak goriilmektedir.

Bitki kaynakli melatonini, farmasoétik {iriine doniistiirme asamasinda yumusak tablet
formuna karar verilmistir. Genellikle bu farmasoétik formlar, bitki icerigindeki etken
yetersizliginden yada saflastirma yapilamamasindan dolay: tiim bitki ekstresi igerir. Bu
calisma kapsaminda ise Sekerotu bitkisinden saflastirilan MEL ile yumusak tablet
farmasotik formu birlestirilmistir. Bu sayede bitki kaynaklt MEL ile gelistirilen yumusak
tablet formu, dogal bir uyku destegi saglayacak olan alternatif takviye formuna

doniistiiriilmiistiir.

Gelistirilen yumusak tablet formiilasyonu aslinda 6n bir ¢aligsma olup, ilerleyen siiregte
biyoyararlanim ¢aligmalar1 ve stabilizasyon analizlerinin de eklenmesi hedeflenmektedir.
Bu analizler eklendiginde, melatoninin etki kapasitesi ve raf dmrii belirlenerek, dogal bir
uyku takviyesi olarak piyasaya sunulmasi planlanmaktadir. Hatta sekerotu bitkisinin
dogal tatlandiric1 6zelligi ile diyabet hastalari i¢in farkli formiilasyonlarinda gelistirilmesi

hedeflenmektedir.
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