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Onsoz

Ege Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Fitoterapi egitimime 2012 yilinda
basladim. Bir yil boyunca yiiksek lisans derslerini tamamladim. Sonraki yil tez
danismanim Prof.Dr.Giilen irem Kaya ile tez konuma karar verdik.‘Piyasada satilan
Folia Melissae drog ornekleri iizerindeki kalite kontrol caligmalari’ isimli tez
calisgmama baglarken Tiirkiye’nin c¢esitli illerinden ve cesitli firmalardan drog
ornekleri temin ettim. Sonrasinda hizla laboratuvar c¢alismalarina basladim. Es
zamanl olarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde calistigimdan,
laboratuvar ¢alismalarim uzun bir siirece yayildi ve 2015 yilinda bitebildi. Bu siirecte
evlendim ve bir yil sonra hamile kaldim, dogum yaptim. O nedenle tezimin yazim
asamasina uzun bir ara vermek zorunda kaldim. Degerli hocam Prof.Dr. Giilen irem
Kaya’nin motivasyonu ve biiylikk destekleri sayesinde tezimi tamamladim.

Calismalarimin ve sonuglarinin eczacilik bilimi adina faydali olmasini diliyorum.

Izmir, 31.07.2019 Aysegiil KARADENIZ



Ozet

Piyasada Satilan Folia Melissae Drog Ornekleri Uzerinde Kalite Kontrol

Cahismalan

Melissa officinalis L. (ogul otu) yatistirici, gaz giderici, midevi ve terletici olarak
yillardir halk arasinda kullanilmakta olup, bu kullanimlar1 deneysel olarak da
kanitlanmistir. Bitkinin taze veya kurutulmus yapraklarindan hazirlanan ekstreleri
iceren fitoterapdtikler sinirsel gerginlige bagli uykusuzlugun tedavisinde ve sedatif
olarak kullanilmaktadir.

Yapraklarindaki baslica sekonder metabolitlerden biri olan rozmarinik asit
(hidroksisinnamik asit tiirevi), M. officinalis i¢in belirleyici bir bilesiktir. Avrupa
Farmakopesi 6.0’da yer alan monografinda verilen yontemde drogun i¢cermis oldugu
toplam hidroksisinnamik asit yiizdesi rozmarinik asit iizerinden hesaplanmistir.
Aktar’dan ve eczanelerden alinan 6rneklerin Avrupa Farmakopesi 6.0’da belirtilen
analizlere uygunlugu arastirilmistir.

Bu amagcla 6rnekler iizerinde kurutma kaybi ve total kiil tayini yapilmistir. Kurutma
kayb1 %8.513-16.528 ve total kiil degerleri %8.408-11.333 degerleri arasindadir.
Avrupa Farmakopesi 6.0’a gore spektrofotometrik yontem ile rozmarinik asit
tizerinden toplam % hidroksisinnamik asit degerleri hesaplanmis ve 4.449-12.969
araliginda bulunmustur. Drog 6rnekleri iizerinde ayrica ITK ile bir karsilastirma
yapilmis ve antioksidan aktivite tayini i¢in ise DPPH radikalini siipiiriicii etkisi
arastirilmistir.  Standart olarak askorbik asidin kullanildigi bu calismada ECso
degerlerinin 10.60-19.10 pg/ml arasinda oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Folia Melissae, Avrupa Farmakopesi Analizi, ITK, Antioksidan

Aktivite, Rozmarinik asit



Abstract

Quality Control Studies On Commercial Folia Melissae Samples

Melissa officinalis (lemon balm) has long been used as sedative, carminative,
sudorific and stomachic in folk medicine and these effects have been proved
experimentally. The phytotherapeutics, containing the extracts prepared from fresh or
dried leaves are utilized as sedative and in the treatment of insomnia due to
nervousness.

Rosmarinic acid (hydroxycinnamic acid derivative), which is one of the main
secondary metabolites in the leaves, is used as a marker compound for M. officinalis.
In the monograph of European Pharmacopoeia, the percentage of total
hydroxycinnamic acid derivatives of the drug is calculated over rosmarinic acid. The
suitability of the samples obtained from herbalist and pharmacists were investigated
according to the analyzes described in European Pharmacopoeia 6.0. In this context,
drying loss and total ash were determined. Drying loss values found to be between
8.513-16.528% and total ash values between 8.408-11.333%. Total waste
hydroxycinnamic acid percentage was calculated based on rosmarinic acid by a
spectrophotometric method according to European Pharmacopoeia 6.0 and found in
the range of 4.449-12.9609.

Drug samples were also compared with TLC and the scavenging effect of DPPH
radical was investigated in the antioxidant activity assay. In this study using ascorbic
acid as a standard, ECso values were found to be between 10.60- 19.10 pg/ml.
Keywords: Folia Melissae, European Pharmacopoeia Analysis, TLC, Antioxidant

Activity, Rosmarinic acid
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Giris

Melissa officinalis L. (Labiatae) 2000 yili askin siiredir bilinip kullanilan kokulu
sifali bir bitkidir. Ingilizce lemon balm, tiirkce ogul otu, kovanotu, limon nanesi,
melisaotu isimleriyle taninir. Tibbi olarak kullanilan kismi yapraklaridir. (Baytop,
1999).

“Melissa” kelimesi, Yunan 'melitos'tan geliyor, bu kelime bal ve arilara ilgiyi ifade
eder. Dioscorides’in “Materia Medica” isimli eserinde, Melissa officinalis
(melissophullon) dekoksiyonunun akrep sokmalarina ve dis agrisina karsi
kullanildig1 belirtilmis, ayrica kadinlarin menstriiasyon doneminde banyo olarak
kullanmalar1 tavsiye edilmistir (Diascorides, 2000). ibn-i Sina’nin “El-Kanun fi’t-
Tib” adli eserinde ise ogulotu, “Bazrencbuyeh” adiyla ge¢mekte; ‘biitiin balgam
cinsi hastaliklarla sevdavi hastaliklar iizerine etkilidir, agiz kokusuna iyi gelir,
sevdavi kagintilarina iyi gelir, beyindeki tikaniklar1 ve nefes darligin1 giderir, kalbi
ferahlatir, sindirim i¢in uygundur ve hickiriga hayirlidir” seklinde ifadelerle etkileri

belirtilmistir (Kahya, 2000).

Bu bitkinin yapraklart Avrupa’da uzun yillardir lezzet vermek icin yemek pisirmede
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitki ayni zamanda zihinsel engellilerin
tedavisinde yer almaktadir. Kardiyovaskiiler ve solunum problemleri, ¢esitli
kanserle, hafiza arttirici, kardiyotonik, anti-depresan, uyku yardimcis1 ve panzehir

olarak kullanimindan da bahsedilmektedir.(Dastmalchi ve digerleri, 2008)

Ulkemizde Anadolu’nun kenar kisimlarinda ve Akdeniz bdlgesinde yayilis gosteren
bir bitki olan Melissa officinalis L. (Labiatae) (ogulotu) bitkisinin yapraklarinin
kurutulmasiyla elde edilen Folia Melissae drogu, halk arasinda genelde infiizyonu
halinde yatistirici, midevi, gaz soktiriicti, terletici ve antiseptik etkileriyle
kullanilmaktadir (Baser, 2009, Baytop, 1999, Bisset 1994). 1984'ten beri, M.
officinalis “The Komisyon E Monographs”da yer almistir (Bluementhal, 1998).
Dahili olarak cay, kuru ve siv1 ekstre, tentiir ve diger galenik praparatlari halinde
sinirsel uyku problemleri, tedirginlik, huzursuzluk, asabiyet durumlarinda ve
fonksiyonel gastrointestinal sistem sikayetlerinde kullanilir. Haricen topikal olarak
%1 ‘lik liyofilize sulu ekstre igeren (70:1) kremi “Herpes labialis ”’in neden oldugu
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilir (Koytchev ve ark1999)



M. officinalis tiizerinde yapilmis olan fitokimyasal c¢alismalar, bitkinin
hidroksisinnamik asit tlirevi, flavonoit, ugucu yag, tanen ve terpenik yapida sekonder
metabolitler i¢erdigini ortaya koymustur (Carnat ve ark 1998, Mencherini ve ark
2007, Dastmalchi ve ark 2008). M. officinalis yapraklarinda bulunan
hidroksisinnamik asit tiirevi olan rozmarinik asit, bu bitki ic¢in biyobelirteg
(belirleyici bir bilesik) olarak kabul edilmekte olup (WHO) antiviral, antibakteriyel,
antioksidan ve antienflamatuvar gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir (Petersen ve
ark 2003).

Bu bitki iilkemizde hem i¢ piyasada pazarlanan, hem de ihracati yapilan bitkilerden

biridir (Zeybek, 1987).

Bu arastirmamizin amaci tilkemizde aktarlarda ve eczanelerde satilan fitotarapi
acisindan Oonemli bir yeri olan ogulotu (Melissa officinalis) yapraklarinin, Avrupa
farmakopesi’nde bulunan Melissae folium (Ogulotu yapragl) monografina

uygunlugunun arastirilmasi, sonuglarin karsilagtirilarak degerlendirilmesidir.



Genel Bilgiler

2.1.Botanik Bilgiler

2.1.1. Bitkinin Yayihis1

Melisa officinalis diinyada Avrupa’nin giineyinde, Asya ve Kuzey Amerika’da dogal
olarak yetismektedir. (Simon ve ark., 1984; Ceylan, 1997)

Tiirkiye’de Akdeniz boélgesinde dogal yayilim gostermektedir. Melisa officinalis’in
ti¢ alt tiirti (officinalis, altissima, inodora) Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir.
Tibbi degeri olan Melisa officinalis subsp. officinalis iilkemizde 6zellikle Bursa,
Bilecik, Bolu, Istanbul, Ankara, Amasya, Samsun, Kiitahya, Malatya, Tunceli ve
Mugla illerinde dogal yayilis gostermektedir. M. officinalis bitkisi orman alanlari,
makilerin yetistigi bolgeler, kayalik yamaclar ve yariklar, akarsu kenarlari, bos ve
1ss1z araziler, yol kenarlarinda 1800 m yiikseklige kadar yetismektedir (Mill, 1982;
Baytop, 1984).

2.1.2.Labiatae (Lamiaceaea) Familyasinin Genel Ozellikleri

Yeryliziinde 200 kadar cins ve 3200 tiir ile temsil edilen bu familyanin 45 cins ve
550 tiirti yurdumuzda yetisir. Bu familya bitkileri genel olarak otsu bitki veya ¢ali
formundadir, salgi tiiyleri tasir ve ugucu yag icerir. Familya i¢in karakteristik
ozellikler, govde dort koseli, yapraklar cogu zaman basit, bazen parcali ve dekussat
diziliglidir, c¢icekler her nodusta vertisillastrum durumundadir; zigomorf ve
bilabiattir. Labiatae tipi salg: tiiyii tasir. Bu tliyler ucucu yag igerir, tek sap, 8 bas
hiicreli olup pul seklindedir. Hermafrodit olan ¢iceklerde kaliks 5 loblu kalici, bazen
bilabiat, korolla bilabiat, tist dudak bazen eksiktir. Stamen 4 tane, ¢ogu zaman
didinamdir, bazen 2 stamen bulunur. Ovaryum 2 karpelden meydana gelmis, 4 gozli
ve iist durumludur, her gbzde bir oviil bulunur, stilus ginobaziktir. Meyve 4 nukstan

meydana gelen bir sizokarptir (Tanker, 2007).



2.1.3. Melissa L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Melissa cinsi bitkileri, ¢ok yillik bitkilerdendir. Vertisillatlar1 tek yonli, ¢igekli
yapraklarin koltuk kisimlarinda birkag veya bircok c¢igeklenme, kaliks tiipsii
kampanulat, 13 damarl, 2 dudakli; list dudak basik, 3 dislidir, (orta dis Tiirkiye
tiirlerinde genellikle yoktur), alt dudak yarik; bogaz kisminda + tiiyler eksiktir.
Korolla 2 dudakli olup, tiip kavisli, orta kismin lizerinden baslayarak genisler; iist
dudak dik veya hafif kukuletali olup, emerginat, alt 3 lobludur. Stamenleri 4 ve
korolla icinde, yays1 ve birbirine yonelmistir; anter tekalari ayridir. Stilus boylari

asag1 yukari esit olup, nukslar piirtizsiizdiir. (Mill,1982).

2.1. Kimyasal Bilesimi

Ana bilegenleri olarak hidroksisinnamik asit tiirevleri (%4-7) tasir. Rosmarinik asit
ve daha az miktarlarda olmak tlizere p-kumarinik, kafeik ve klorojenik asitler bu grup
bilesiklerin temel bilesenleri olarak kabul edilir. Ayrica %0.02-0.37 oraninda ugucu
yag icerir. Ugucu yagin temel bilesenleri, sitronellal, sitral (E ve Z), sitronellol, -
karyofilen, germakren D ve B-karyofilen oksit olarak tespit edilmistir (Kittler ve ark.
2018). Drogta ayrica benzoik asitler, flavonoitler; triterpenler ve fenilpropanoit

glikozitleri de bulunmaktadir (Dastmalchi ve ark., 2008).

2.2. Biyolejik Aktivite Calismalari

2.3.1. Antioksidan Aktivite

M. officinalis yapraklarindan elde edilen ugucu yagin DPPH radikallerine karsi
radikal siipiiriicii kapasitesi incelenmistir. Ugucu yag bilesenlerinin tayini i¢in ITK ve
GC-MS analizleri yapilmistir. En etkin bilesiklerin sitral, sitronellal, izomenton,
menton ile p-karyofillen oldugu saptanmistir. Ugucu yagin DPPH radikaline kars1
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giiclii bir radikal siipiiriicii etki’ye (ICso 7.58 pg/ml) sahip oldugu bulunmustur
(Mimica ve ark 2004).

Melissa officinalis bitkisine ait kuru ekstre ve farkli fraksiyonlarmnin antioksidan
aktivite potansiyellerinin 6l¢iildiigli bir calismada, DPPH radikalini siipiiriicii
etkisinin kuru ekstere igin ICso degeri 379.98 png/ml oldugu saptanmistir (Pereira ve
ark., 2014). Diger bir calismada Melissae officinalis etanol ekstresi antioksidan
aktivite potansiyeli DPPH yontemi ile degerlendirilmis ve sonug olarak 1Cso degeri

65.14 pg/ml olarak bulunmustur (Benedec ve ark., 2015).

Melissa officinalis bitkisinin kimyasal kompozisyonunun ve in vitro antioksidan
aktivitesinin ¢alisildigr bir diger calismada, bitkinin yapraklari sulu etanol ile orta
basingli sivi-kat1 ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve ekstrenin antioksidan kapasitesi
farkli yontemlerle hesaplanmistir. DPPH radikaline kars1 siipiiriicii etkisi 1Cso degeri

134.16 pg/ml olarak bulunmustur (Dastmalchi ve ark., 2008).

2.3.2. Antiviral Etki

Melissa officinalis yapraklarinin sulu ekstresi “Herpes simplex” virlis tip 2’yi,
“influenza viriis A2 (Manheim 7)”’ ve “Vaccinia viriis” in vitro olarak inhibe etmistir
(ESCOP 2003). Yine Melissa officinalis yapraklarinin sulu alkollii ekstresinin , Vero
hiicreleri tizerinde HSV-2 viriis tipine (Mazanti 2008) akrs1 antiviral ektivitesi tespit
edilmistir (Mazanti ve ark., 2008) .

Melissa officinalis ugucu yaginin da “Herpes simplex” viriisii {izerine inibe edici
etkisi in vitro ortamda incelenmis, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile (% 0.0004 ve
0.00008 diliisyonlarda) HSV-1 ve HSV-2 viriisiine kars1 giiglii antiviral aktivite tespit
edilmistir (Schnitzer ve ark., 2008).

2.3.3. Antibakteriyel ve Antifungal Etki

Kiltiirii  suretiyle yetisen M. officinalis bitkisinden elde edilen ugucu yagin
antibakteriyel etkinligi, ¢ukur agar difiizyon ydntemi ile incelenmistir. Incelenen
biitin bakteri suslarina karsi  ugucu yagin degisen seviyelerde antibakteriyel

aktivitesi ortaya ¢ikmistir. Ayni c¢alismada ugucu yagin, Trichophyton tonsurans



mantaria karsi antifungal aktiviteside arastirilmis, ugucu yagin (MFC=15 pl/ml)
standard olarak kullanilan antifungal bir ilag olan bifonazole yakin diizeyde

antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur (Mimica ve ark, 2004).

2.3.4. Sedatif Etki

10 erkek, 8 kadin toplam 18 saglikli gonilliiniin katildigi, ¢ift korld, plasebo
kontrollii, randomize, ¢apraz kontrollii bir ¢alismada kisilere iki farkli doz(300 mg,
600 mg) M. officinalis standart ekstresi ile plasebo araya 7 giinliik temizlenme
siireleri verilerek,

ayr giinlerde verilmistir. Gonilliilerin duygusal degisimi 6zel bilgisayar destekli bir
alet “DISS Battery” doz oncesi ve doz verildikten 1 saat sonra Ol¢iilmiis, sonuglar
degerlendirilmistir. 600 mg M. officinalis standart ekstresi dozu belirgin bir miktarda
olumsuz duygulanma durumunu diizeltirken, (sakinlik hali artmis, tetikte olma hali
azalmistir). Ancak 300 mg doz uygulandiginda ise duygusal durum Ol¢iimlerinde
higbir degisiklik goriilmemistir (Kennedy 2004).

2.3.5. Demans ve Alzheimer Hastahig Uzerine Etki

Ulusal Saglik Servisi'nde (Ingiltere) siddetli demans baglaminda klinik olarak énemli
ajitasyona sahip bakim tesislerinde yasayan yetmis iki kisiye, Melissa esansiyel yagi
(N = 36) veya plasebo (aycigek yagi) (N =36 ) ile aromaterapi uygulamasi
yapildi. Aktif tedavi veya plasebo yagi bir baz losyon ile birlestirildi ve bakim
personeli tarafindan giinde iki kez hastalarin yiizlerine ve kollarina uygulandi. Klinik
olarak anlamli ajitasyonda (Cohen-Mansfield Ajitasyon Envanteri [CMAI]) ve
yasam kalitesi endekslerinde (sosyal olarak cekilmis harcanan zaman yiizdesi ve
yapici faaliyetlere katilan zaman yiizdesi, Demans Bakim Haritalamasi ile 6l¢iilen) 2
grup arasinda karsilastirildi. 4 haftalik tedavi siiresini 71 hasta tamamladi. Onemli bir
yan etki gozlenmedi. Aktif tedavi grubunun %60°1 (21/35) ve plasebo ile tedavi
edilen grubunun % 14'G (5/36) CMALI skorunda% 30'luk bir azalma yasadi. Genel
olarak ajitasyonda (CMAI skorunda) Melissa ugucu yagi alan hastalarda %35 ve
plasebo ile tedavi edilenlerde % 11 gelisim skoru izlenmistir.Yasam kalitesi
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endekslerinde de melisa ugucu yag alan kisilerde anlamli olarak daha fazla
iyilesmistir. (Ballard 2002)

Hafif-orta siddette 42 Alzheimer hastas1 dort ay siiresince M. officinalis veya plasebo
ile tedavi edilmistir. M. officinalis kullanan hastalarda kognitif fonksiyonlarin
plaseboya gore daha iyi oldugu saptanmistir. Ayrica melisa hastalardaki ajitasyonu
da belirgin bir sekilde azaltmistir. Bu sonug¢ bitkinin halk arasinda kaygi

durumlarinin tedavisinde kullanilisi ile uyum gostermektedir. (1zzo ve ark., 2007).

2.4. Kalite Kontrol Cahismalar:

2.4.1. Rosmarinik Asit Uzerinden Hesaplanms Total Hidroksisinnamik Asit

Tiirevlerinin Miktar Tayini

Melissa tiirlerinin yer aldig1 Labiatae familyasinin en ¢ok calisilan fitokimyasallari,
hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit tiirevleri olan fenolik asitler vardir.
Bunlarin insan saghigi tzerinde, serbest radikal siipiriici etki, enzimatik
reaksiyonlar1 diizenleme gorevleri gibi pek ¢ok yararlari vardir (Rice-Evans ve ark.,
1996).

Folia Melissae drogunun kalitesini belirlemede 6nemli bir kriter hidroksisinnamik
asit iceriginin miktarinmn tayin edilmesidir. Daha dnce yapilan ¢esitli ¢alismalarda
drogun igerdigi toplam hidroksisinnamik asit spektrofotometrik yontemlerle tayin
edilmistir. Bu sonuclara gore yapraklarin rozmarinik asit iizerinden hesaplanmis %11
total hidroksisinnamik asit igerdigi saptanmistir. YPSK yontemiyle yapraklarda %4.1
oraninda rozmarinik asit varligi saptanmistir (Carnat ve ark., 1998). Bir diger
calismada spektrofotometrik yontem ile rozmarinik asit {izerinden toplam ylizde
hidroksisinnamik asit degerleri, dogadan toplanan Folia Melissae Orneklerinde
%10.12 ve kiiltiire alinmis Orneklerde ise % 8.45 olarak bulunmustur. Yiiksek
Performansli Ince Tabaka Kromatografisi yontemi kullanilarak yapilan tayinde ise
rozmarinik asit yiizdeleri dogadan toplanan 6rnekte % 3.4 ve kiiltiire alinmis drnekte

ise % 7.2 olarak tayin edilmistir (Isman, 2010).



Bir bagka calismada, Slovakya’da yetisen M. officinalis’in YPSK ile analizi
yapilmistir. Metanolsu (60:40) karisiminin en etkili ekstraksiyon ¢oziiciisii oldugu
saptanan yontemde, ekstredeki fenolik asitlerin verimleri soyledir: rozmarinik asit
17.03 mg/g, kafeik asit 1.99 mg/g ve protokatesik asit 0.041 mg/g (Caniova ve ark.,
2001; Karasova ve ark., 2005).



Gere¢ ve Yontem

3.1.Bitkisel Materyel

Bu calismada piyasada satilan 4 ayr1 6rnek (farkli illerdeki baharatcilardan temin
edilmis oOrnekler ile eczanelerde satilan markali iriinler) A,B,C,D adi altinda
kodlanmig, bunlardan A kodlu {iriiniin sap kismi ¢ok miktarda oldugundan, sap

kisimlarindan ayrilarak; Axansik V€ Atemiz olarak iki defa incelenmistir.
A: Malatya’da bir baharatgidan temin edilmistir.

Axansik: Saplarindan ayrilmadan incelenmistir.

Atemiz: Saplarindan ayrilarak incelenmistir.

B: “Nutraxin” firmasinin eczanelerde satilan droglari

C: “Fitomed” firmasinin eczanelerde satilan droglari

D: Istanbul’da Misir Carsisi’ndaki bir baharat¢idan temin edilmistir.

Resim 1. Folia Melissae



3.2. Yontem

Ornekler iizerinde Avrupa Farmakopesine 6.0 (European Pharmacopeia, 2007)
uygun olarak, gravimetrik yontem ile nem, total kiil ve spektrofotometrik olarak
rosmarinik asit tizerinden hesaplanmis total hidroksisinnamikasit tiirevlerinin miktari

tayin edilmistir.

3.2.1. Kurutmada Kayip (Nem, Su) Miktar Tayini Yontemi:

Deney sartlarinda dnceden sabit agirliga getirilen cam nem miktar kab1 igerisine tam
olarak tartilan drog, 100—105 °C lik etiivde yaklagik bir saat siire ile tutulur. Etiivden
cikarildiktan sonra, desikatorde sogutularak tartilir. Tartma islemlerine, sabit vezne

gelinceye kadar devam edilir.

3.2.2. Total Kiil Miktar1 Tayini

Drog, deney sartlarinda dnceden sabit agirliga getirilmis olan porselen kroze icerisine
tam olarak tartilir. Sonra sicakligi 600 °C olan firina konulur ve drog yaklasik bir
saat siireyle yakilir. Bu siire sonunda kroze desikatore alinip sogutulur ve tartilir.
Yakma, sogutma ve tartma islemlerine, kiilii iceren krozenin agirhigi sabit vezne

gelinceye kadar devam edilir.

3.2.3. Spektrofotometrik Olarak Rosmarinik Asit Uzerinden Hesaplanms Total

Hidroksisinnamikasit Tiurevlerinin Miktar1 Tayini

Stok soliisyon hazirlamak {izere 0.200 g toz drog 190 ml etanol (%50 v/v) ile su
banyosunda geri ¢eviren sogutucu altinda 30 dk kaynatildi. Sogumaya birakildi ve
stiziildii. Siizgeg kagidi 10ml etanol ile miimkiin oldugunca temizlendi. Filtrat etanol

(%50 v/v) ile 200mI’ye tamamlandi.

Stok soliisyondan 1 ml soliisyon bir test tiibiine alindi. Uzerine 2ml 0.5M hidroklorik

asit; 2 ml, 10g sodyum nitrit ve 10 g sodyum molibdat’in 100 ml suda hazirlanan
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¢ozeltisi; 2 ml diliile sodyum hidroksit (% 8.5) ilave edildi. Cozelti distile su ile 10

ml’ye tamamlandi, ¢alkalanarak test soliisyonu hazirlandi.

505 nm’de spektrofotometrik Olgiim yapilarak, hidroksisinnamik asit tiirevlerinin
yiizde igerigi rosmarinik asit lizerinden (%)=A X 5/m formiilii ile hesaplandi

(European Pharmacopeia, 2007).
A=505 nm’de olgiilen absorbans

m= 0rnek miktar1 g olarak

3.2.4. Droglarin Ince tabaka Kromatografisi (I.T.K) ile Saflik Kalite Kontrolii

3.2.4.1. Ornek ve Standart Cozeltilerinin Hazirlanisi

0,5 g toz drog 5 ml diklormetan ile bir kapsiilde karistirildi, su banyosunda bir siire
yogunlastirildi. Cam pamugu ve susuz sodyum siilfat kullanilarak siiziildii. Bakiye 2
ml diklormetan ile yikandi. Filtrat su banyosunda kuruluga kadar uguruldu ve 0.1 ml
ctilasetat da ¢oziindii, ve ITK plag: {izerine bant seklinde uygulandi. (Egon Stahl,
1981). Standart olarak sitral ¢ozeltisi kullanildi. Standart madde de toluol’de

coziinerek bant seklinde uygulandi.

3.2.4.2. I.T.K. Kontrol Calismalar:

Farkli drog orneklerinden elde edilen ekstreler ile standartlara ait ¢ozeltiler hazir
kromatografi plagma (Kieselgel 60 F2ss, 20 cm x 20 cm, Merck) uygulandi.
Kromatografi plag: ekstre ve standart maddeler i¢in 6n deneylerle saptanmis uygun

¢Oziicl sisteminde siiriiklendi.

Plak kromatografi tankindan ¢ikarildiktan sonra, anisaldehit-siilfiirik asit revalator

¢oOzeltisi piiskiirtiilerek, 1sit1ld1 ve fotografi ¢ekildi.
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3.2.5. Antioksidan Aktivite Tayini Yontemi

Folia Melissae drog orneklerinin farkli konsantrasyonlarda metanol ekstreleri
hazirlanmistir. Antioksidan aktivite tayini i¢in uygun olan konsantrasyonlar1 bulmak
icin 6n denemeler yapilmis ve (2.5-100pug/mL) arasi uygun goriilmiistiir. Ekstrenin 6
farkli konsantrasyon’da ¢ozeltisi hazirlanmistir. Calismalar 3 ekstreden 3’er paralel

olarak yiirtitilmiistiir.

2.5 ml ekstre tlizerine 0.3 mM metanolli DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
cozeltisinden 1 ml konuldu. 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda
absorbansi 6l¢iilerek % DPPH inhibisyonu hesaplandi (Brand-Williams, 1995)

% EC= 100- [( Abs 6rnek-Abs bos)x100/ Abs kontrol]

Abs oOrnek: Farkli konsantrasyondaki ekstrelerin, DPPH ilavesinden sonraki

absorpsiyon degeri

Abs bos: Ekstre’nin metanol deki ¢6zeltisinin absorbsiyon degeri

Abs kontrol: Metanol ve DPPH ile hazirlanan ¢ozeltinin absorpsiyon degeri
GraphPad Prism 5.03 programi kullanilarak ECso degeri hesaplandi.

Standart madde olarak askorbik asit kullanildi.
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Bulgular

4.1 Kalite Kontrol Cahismalarina Ait Bulgular

4.1.1. Kurutmada Kayip (Nem, Su) Miktar Tayini

Axangik, Atemiz, B, C, D kodlu 6rnekler tizerinde ayr1 ayri olmak {izere ti¢ paralel deney

yapildi. Bu deneylerde elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

Cizelge 1: Axangk Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini

Sonuclan
Drog Miktari (g) % Kurutmada Kayip
1.0001 12.228
1.0001 12.108
1.0001 11.908
Ortalama + SD: 12.082 £ 0.161

Cizelge 2: Atemiz Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuclar

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip
0.9999 10.461
0.9999 10.531
1.0004 10.285

Ortalama + SD: 10.425 £ 0.126
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Cizelge 3: B Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuclar

Drog Miktari (g) % Kurutmada Kayip
1.0002 8.458
1.0011 8.460
1.0021 8.621
Ortalama + SD: 8.513 + 0.093

Cizelge 4 : C Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktar (g) % Kurutmada Kayip
1.0001 16.858
1.0001 16.368
1.0000 16.360
Ortalama + SD: 16.528 + 0.285
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Cizelge 5 : D Orneginde Yapilan Kurutmada Kayip Miktar Tayini Sonuclari

Drog Miktari (g) % Kurutmada Kayip
1.0001 11.388
0.9999 11.191
1.0000 11.060
Ortalama + SD: 11.213 £ 0.165

4.1.2.Total Kiil Miktar Tayini

Alansik, Atemiz, B, C, D kodlu 6rnekler lizerinde ayr1 ayri olmak {izere ii¢ paralel deney

yapildi. Bu deneylerde elde edilen sonuglar agsagida yer almaktadir.

Cizelge 6 : Awangik Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuclari

Drog Miktan (g) % Total Kiil Miktari
1.0000 9.520
0.9998 9.371
1.0002 9.318

Ortalama £ SD: 9.318 + 0.104
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Cizelge 7 : Atemiz Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglari

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar1
1.0002 8.398
1.0000 8.470
1.0005 8.355
Ortalama + SD: 8.408 + 0.058

Cizelge 8 : B Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuclar

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar
0.9964 11.310
0.9977 11.285
0.9981 11.341

Ortalama = SD: 11.312 + 0.028

Cizelge 9 : C Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuglar

Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar
1.0000 10.060
0.9999 9.950
0.9999 10.121

Ortalama = SD: 10.043 £ 0.086
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Cizelge 10 : D Orneginde Yapilan Total Kiil Miktar Tayini Sonuclar

Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar:
1.0000 11.430
0.9999 11.221
1.0001 11.348
Ortalama + SD: 11.333 £ 0.105
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4.1.3. Droglarin ince Tabaka Kromatografisi (I.T.K) ile Saflik Kalite

Kontroliine Ait Bulgular

Resim 2 : ITK plagimin Anisaldehit-siilfiirik asit revelator piiskiirtiiliip, isitildiktan
sonra ¢ekilen fotografi
Developman solvani: Kloroform

Mukayese ¢ozeltisi: Sitral
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4.2. Spektrofotometrik Olarak Rosmarinik Asit Uzerinden Hesaplanmig

Total Hidroksisinnamikasit Tiirevlerinin Miktar Tayini

Cizelge 11 : Axangk Orneginde Yapilan Total Hidroksisinnamikasit Tiirevlerinin

Miktar Tayini Sonuclar:

Drog miktari(g) % Total Hidroksisinnamik asit
Tiirevleri
0.2001 4.422
0.2001 4.547
0.1999 4.377

Ortalama = SD: 4.449 + 0.088

Cizelge 12 : Aemi; Orneginde Yapilan Total Hidroksisinnamikasit Tiirevlerinin Miktar

Tayini Sonuclari

Drog miktari(g) % Total Hidroksisinnamik asit
Tiirevleri
0.2000 5.497
0.2000 5.800
0.9958 5.645

Ortalama = SD: 5.650+ 0.151

Cizelge 13 : B Orneginde Yapilan Total Hidroksisinnamikasit Tiirevlerinin

Miktar Tayini Sonuclari

Drog miktari(g) % Total Hidroksisinnamik asit
Tiirevleri
0.1999 8.579
0.2001 9.495
0.2002 8.466

Ortalama = SD: 8.850 = 0.56
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Cizelge 14 : C Orneginde Yapilan Total Hidroksisinnamikasit Tiirevlerinin

Miktar Tayini Sonuclar:

Drog miktari(g) % Total Hidroksisinnamik asit
Tiirevleri
0.2001 12.49
0.2000 12.65
0.2001 13.768

Ortalama = SD: 12.969 + 0.70

Cizelge 15 : D Ornegi Orneginde Yapilan Total Hidroksisinnamikasit
Tiirevlerinin Miktar Tayini Sonuclar:

Drog miktari(g) % Total Hidroksisinnamik asit
Tiirevleri
0.1999 6.128
0.2000 6.275
0.2050 5.512

Ortalama = SD: 5.970 = 0.40
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4.3.Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclari

Cizelge 16: Akangx Ornegi icin Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar1 (ug/ml)

S1 S S3
ECso-1.pARALEL 22.70 15.10 17.57
ECso-2pARALEL 22.56 15.86 19.63
ECso-3pARALEL 22.29 16.25 16.75
ECso- 2253 15.74 17.98
1.PARALEL+2.PARALEL+3.PARALEL
ECso-s1+52+s3 18.75

Cizelge 17: Atemiz Ornegi icin Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar1 (ug/ml)

St Sz Ss
ECso-1.rARALEL 15.36 13.09 19,47
ECs0-2.PARALEL 17.33 12.49 19,83
ECso-3.pARALEL 15.50 11.46 17,86
ECso. 16.06 12.34 19,05
ortLPARALEL+2 PARALEL+3.PARALEL
ECso-ort s1+s2+53 15.82

Cizelge 18: B Ornegi icin Antioksidan Aktivite Tayini Sonuglari (ug/ml)

Si S S
ECso-1.pARALEL 19.16 18.13 18.72
ECso-2.pARALEL 18.60 14.84 13.06
ECso-3pARALEL 24.70 13.97 17.25
ECso. 20.82 15.65 16.34

1.PARALEL+2.PARALEL+3.PARALEL

ECso-s1+s2+s3 17.60




Cizelge 19: C Ornegi icin Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar: (ug/ml)

S1 S S3
ECso-1.pARALEL 10.34 15,32 7.14
ECso-2pARALEL 8.97 13,30 9.58
ECso-3pARALEL 9.45 14,30 7.02
ECso- 9.59 14,31 791
1.PARALEL+2.PARALEL+3.PARALEL
ECso-s1+52+s3 10.60

Cizelge 20: D Ornegi icin Antioksidan Aktivite Tayini Sonuclar: (ug/ml)

S1 S S3
ECso-1.pARALEL 21.59 13.73 22.72
ECso-2.pARALEL 18.95 13.42 22.06
ECso-3pARALEL 21.90 14.17 24.13
ECso. 20.81 13.77 22.97
1.PARALEL+2 PARALEL+3PARALEL
ECso-s1+52+s3 19.1

Cizelge 21: Standart Askorbik Asit ile Antioksidan Aktivite Tayini

Sonuclarr™*(ug/ml)
ECso.1.pARALEL 3.306
ECso-2.pARALEL 3.369
ECso.3.pARALEL 3.241
ECs0-1.PARALEL+2 PARALEL+3.PARALEL 3.305

*Tek Paralel olarak Calisildi
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Tartisma

Incelenen Orneklerde kuru drog agirhign iizerinden kurutmada kayip (nem)
miktarlarinin %8.513-16.528 arasinda, total kiil miktarinin % 8.408-11.333 arasinda
ve total hidroksisinnamikasit tiirevlerinin de % 4.4449 -12.969 arasinda oldugu tespit
edilmigtir. En  yiiksek rozmarinik asit {izerinden  hesaplanmis total
hidroksisinnamikasit tiirevleri miktar1 C kodlu 6rnekte tespit edilmistir. Kurutma
kayb1 acgisindan incelendiginde yalnizca B kodlu Ornegin (%8.513) Avrupa
Farmakopesi 6.0’a (%10’dan ¢ok olmamalidir) uygun oldugu, digerlerinin %
kurutmada kayip (nem) miktarlarinin siir degerini gegtigi goriilmektedir. Total kiil
miktarlar1 agisindan incelendiginde ise biitiin 6rneklerin Avrupa Farmakopesi 6.0’da
sinir degerine (%12’den ¢ok olmamalidir) uydugu tespit edilmistir (European
Pharmacopeia, 2007) .

ITK ile yapilan kontrolde sitral standart 6rnegi ile drog ekstreleri karsilastirilmis
ve revelator piiskiirtiildiikten sonra B, C ve D Orneklerinde kromatografik olarak
sitral igeri@i belirgin olarak gbzlenmistir. Antioksidan aktivite agisindan
degerlendirildiginde 6rneklerin DPPH radikalini siipiiriicii etkilerinin ECso degerleri
10.60-19.10 pug/ml arasindaki konsantrasyonlar olarak tespit edilmis olup, en aktif
olan oOrnegin C kodlu 0Ornek oldugu goriilmiistir. Bu da bu Ornegin
hidroksisinnamikasit tiirevleri agisindan da en yilksek degere sahip olmasiyla

iliskilendirilebilir.
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Sonuc ve Oneriler

Yaptigimiz kalite kontrol ¢aligmalar1 Tiirkiye’de aktarlarda ve eczanelerde satilan
Folia Melissae droglarinin Avrupa Farmakopesi’ndeki drog i¢in belirtilmis
standartlara uygunlugunu kontol etmek ig¢in yapilmistir. Sonu¢ olarak incelenen
biitin 6rneklerin rozmarinik asit iizerinden hesaplanmis total hidroksisinnamikasit
tiirevleri ( % 4’den az olmamalidir) ve total kiil miktar1 (%12’den ¢ok olmamalidir)
acisindan Avrupa Farmakopesi 6.0 ‘a uygun oldugu tespit edilmistir. Kurutma kaybi
miktar1 incelendiginde ise yalnizca B kodlu 6rnegin (%8.513) Avrupa Farmakopesi
6.0’a (%10’dan ¢ok olmamalidir) uygun oldugu, digerlerinin % kurutmada kayip

(nem) miktarlarinin sinir degerinin iistiinde oldugu goriilmektedir.

Bir Oneri yapmak gerekirse firma ve aktarlarin droglarin kurutma ve saklama

kosullarina daha ¢ok dikkat etmeleri gerektigi sdyleyebiliriz.

Ayrica beklenen bir sonu¢ olarak, c¢ok belirgin olmamakla beraber
hidroksisinnamik asit i¢erigi ile antioksidan aktivite potansiyeli arasinda dogru oranti

seklinde bir iliski oldugu soylenebilir.

Ulkemizde Melissa officinalis bitkisi gibi fitoterapi agisindan degerli drog elde
edilen bitkiler maalesef gogunlukla yabani ortamlardan saglanmaktadirlar. Kaliteli
drog elde etmek igin iilkemizin iklimi bu bitkilerin yetismesi i¢in miisaitdir. O
nedenle bu bitkilerin kiiltiiriiniin yapilmasi, bunlardan yola ¢ikarak daha ¢ok ve daha

kaliteli drog eldesi ve de ticari iiriin haline getirilmesi desteklenmelidir.
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