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OZET
BITKISEL DROG MONOGRAFI HAZIRLANMASI: MENTHA SPICATA L.
Déne Nese CETIN
Farmakognozi Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019

Danisman: Dog. Dr. Gokalp ISCAN
2. Danisman: Dog. Dr. Fatih GOGER

Mentha spicata L., iilkemizde dogal olarak yetisen, Lamiaceae familyasindan
tibbi ve aromatik 6zellikleri ile gida, ilag, kozmetik ve kimya sektoriinde biiylik 6neme
sahip bir tiirdiir. Akdeniz, Giiney ve Bati Avrupa, Rusya, Asya, Tiirkiye ve ABD'nin
iliman bolgelerinde yetismekte ve yaygin olarak kiiltiirii yapilmaktadir. Ulkemizde
bahg¢e nanesi veya esek nanesi olarak bilinen Mentha spicata subsp. spicata ile kivircik
ismiyle bilinen Mentha spicata subsp. condensata dogal olarak yetismektedir.
Mentha spicata subsp. spicata sebze ve baharat olarak yiizyillardir kullanilmaktadir.
Tibbi amaglarla mide bulantisina karsi, gaz giderici, safra kanali ve gastrointestinal
sistem spazmlarinda, Oksiiriik ve soguk alginligi tedavisinde, aromatizan, irrite kolon
sendromu, oral ve farenjiyal mukoza iltihabina karsi kullanilmaktadir. Aromaterapide
inhalasyonla bulanti ve kusmaya karsi, haricen ise kas kramplar1 ve bas agrisinda
kullanim alanina sahiptir. Bahc¢e nanesinin karvonca zengin ugucu yaglari harig
herhangi bir resmi farmakopede monografi bulunmamaktadir.
Bu tez ¢alismasinda, iilkemiz icin biiyiik 6nemi olan bu tiirin kalite standartlarinin
olusturulmas:1 i¢in Avrupa Farmakopesi formatinda bir monograf hazirlanmasi
amaclanmistir. Farkli bolgelerde yetistiricilerden temin edilen kiiltiir formlar1 ile
kurutulmus kaba toz hazir 6rnekler botanik ve farmakognozik bakimdan incelenmis,
bazi sinir testleri yapilmis, ayrica su distilasyonu ile elde edilen ucucu yaglarinin
kalitatif ve kantitatif analizleri gerceklestirilmistir. Bunun yaninda, gida olarak yaygin
kullanimindan yola ¢ikilarak, mikrobiyolojik kontrolleri ve tasidigi rozmarinik asit
miktarlar ortaya konmustur.

Anahtar Sozciikler: Bahge nanesi, Mentha spicata, Monograf, Avrupa Farmakopesi,

Bitkisel drog.



ABSTRACT
PREPARATION OF A HERBAL DRUG MONOGRAPH: MENTHA SPICATA L.

Déne Nese CETIN
Department of Pharmacognosy

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gokalp ISCAN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih GOGER

Mentha spicata L. is a species of natural importance in the food, medicine,
cosmetics and chemical industries which grows naturally in our country having medical
and aromatic properties from the Lamiaceae family. Mentha spicata is distributed in the
Mediterranean, South and West Europe, Russia, Asia, Turkey and the temperate regions
of the United States and is also cultivated. “Mentha spicata subsp. spicata” known as
“Bahge nanesi" or “Esek nanesi" and “Mentha spicata subsp. condensata” known as
“Kiavircik" are plants that grow naturally in our country.

Mentha spicata subsp. spicata has been used as vegetables and spices for

centuries. It is used for nausea, as carminative, aromatizing, against gall blader canal
and gastrointestinal system spasms, irritable colon syndrome, heavy coughing, cold
treatment, oral and pharyngeal mucosa inflammation. It is also used in aromatherapy
and for nausea and vomiting, external muscle cramps and headache. ‘’Bahge nanesi’’
has no monograph in any official pharmacopoeia, except for its carvon-rich essential
oils.
In this thesis, it is aimed to prepare a monograph in the format of European
Pharmacopoeia to establish the quality standards of this species which is of great
importance for our country. Fresh specimens that have been collected from farmers and
dried samples ready to consumption have been examined in terms of pharmacognosy
and botanical characteristics; some limit tests has been carried out and it's essential oil
has been extracted by water distillation and analyzed. In addition, microbiological
controls were performed and the amounts of rosmarinic acid it contains were
determined, based on its widespread use as food.

Keywords: Bahge nanesi, Mentha spicata, Monograph, European Pharmacopoeia,

Bitkisel drog.



TESEKKUR

Tez caligmamin her asamasinda bilgi ve tecriibesi ile bana yol gosteren,
karsilastigim her zorlukta hosgoriisiiyle destegini esirgemeyen degerli danismanim
Sayin Dog. Dr. Gokalp ISCAN’a,

Tez c¢alismamda bilgi ve tecriibesiyle ¢alismalarima yardim eden, yol gosteren,

desteklerini esirgemeyen 2. Danisman hocam Dog. Dr. Fatih GOGER e,
Kantitatif analiz ¢aligmalarimda destek veren Kim. Emre ODUNCU’ya,

Yiiksek lisans 0greniminde beraber yol aldigim ve desteklerini esirgemeyen Ecz.

Zeynep ORALOGLU"na,

Hayatimin her aninda bana destek olan ve bana olan inanglarini hi¢ yitirmeyen

annem, babam, kardesim ve arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin
~Anadolu Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla
tarandigim1 ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Done Nese CETIN
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1. GIRIS VE AMAC

Dogadaki tiim canlilar bir dengenin parcasidir. Mitolojide bitkilerden, tanrilarin
insana verdigi en degerli hediye seklinde bahsedildigi goriilmektedir. Biitlin bitkiler
insanin hizmetine sunulmustur ve insanin varolusundan bu yana bitkilerle olan iligkisi
devam etmektedir (Gezgin, 2006). Binlerce yildir kullanilan tibbi ve aromatik bitkiler,
insanlarin saglig: siirdiirmek, hastaliklar1 iyilestirmek veya onlemek i¢in bagvuracaklari
tek kaynak olmuslardir. T1bbi bitkiler; kozmetik, bakim, sifa ve tiitsii olarak veya dini
torenlerde ¢esitli sekillerde kullanilirken, aromatik bitkiler tatlar1 ve giizel kokular1 i¢in
kullanilagelmistir. Tibbi amagla kullanilan bitkilerin hangi derde deva olduguyla ilgili
nesilden nesile aktarilan bilgiler bulunmakta ve genellikle bir kullanim regetesi olan bu
bitkilere halk arasindaki ifadesiyle “sifali bitkiler” denilmektedir (Yesil, 2012; Colak,
2012). Dogal ilaglarin 6nemli bir kismi laboratuvar sartlarinda sentezlenemediginden
veya ekonomik olarak elde edilemediginden, halen dogal kaynaklardan ¢esitli yollarla
elde edilmektedir. Giiniimiizde sentetik ilaglarin istenmeyen yan etkileri ve tilkelerin
tim toplum bireylerini kapsamayan saglik politikalar1 nedeniyle ilaglara erisimdeki
zorluklar insanlar1 dogal kaynakli ilaglar1 kullanmaya itmistir. Bitkisel droglarin tedavi
amaciyla kullanilmasinin istiinliiklerinden biri de bu dogal ilaglarin ayn1 anda birkag
etkiye birden sahip olmalaridir. Oysa sentetik ilaglar normalde bakildiginda sadece tek
bir hedefe yoneliktir. Bu amagla yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak i¢in bitkiler
izerinde yapilan aragtirmalar giinden giline artmaktadir (Baytop, 1984; Yesilada, 2012;
Heinrich., 2017). Bitkilerin evrimsel siire¢ igerisinde; dahil olduklar1 ekosistemde,
savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme, biyotik ve abiyotik ¢evresel
kosullara uyum gibi hayati olaylarda gesitli avantajlar saglayan, sekonder metabolitleri
arastirilmay1 bekleyen ila¢ aday molekilleridirler (Bourgaud vd., 2001).

Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerin miktari, antik ¢aglardan bu
yana devamli bir artis gostermektedir. Mezopotamya uygarligi doneminde tedavide
kullanilan bitkisel drog miktar1 250 civarindayken, Grekler doneminde kullanilan
bitkisel drog miktar1 600 civarindaydi. Arap-Fars uygarligi doneminde bu say1 4.000
civarina kadar ¢ikmistir. 19. yiizyilin baslarina bakildiginda ise bilinen tibbi bitkisel
drog miktar1 13.000’i bulmustur (Bayramoglu vd., 1999). Tarih 6ncesi dénemden
baslayarak Mezopotamya, Eski Misir, Hitit, Yunan, Roma, Selguklu ve Osmanl
donemlerinde bitkisel ilaglar tedavide yer almistir. Anadolu insaninin Yontma tas

(Paleolitik) devrinden beri bitkileri tedavi amaciyla kullandig1 ve yaklasik 50.000 yildan



beri bitkilerden cesitli amaglarla yararlandigi bilinmektedir (Ozbek, 2005).
Dioskorides’in ilk farmakope sayilabilecek “De Materia Medica” isimli 5 ciltlik
eserinde, 500 tibbi bitkinin ve bu bitkilerden hazirlanan ilaclarin tedavide kullanimi ile
ilgili ayrintili bilgiler verilmistir (Baytop, 1999). Bu bitkilerden ¢ogu Anadolu’da
yetisen tilirlerdir. Dioskorides’in eserinde 1000 kadar dogal maddenin (bitkisel,
hayvansal ve madensel kokenli) ozellikleri, bu maddelerin 4750 kadar tibbi olarak
tedavide kullanilis1 ve 350 kadar tibbi etkisi bir araya toplanmistir (Baydar, 2009).
Islam kiiltiiriinde de bitkilerle tedavi yontemleri dnemli bir yere sahip olup 6zellikle orta
cag Islam hekimleri bitkilerle hastaliklarin tedavisi konusunda eserler yazmislardir. Ebu
Reyhan Biruni (973-1051) Kitab al-Saydada fi al-Tib, ibni Sina (980-1037) Sifa ve
Kanun Fi’t Tib, Ibn Baytar (1197-1248) Kitab al-Cami al- Miifredat al-Adviye vel-
Agdiye ve Davud al-Antaki (1541-1599) Tezkeri-i Davud bu eserlerden bir kismidir
(Karakaplan, 2017).

Diinyada tibbi ve aromatik bitkiler, eski caglardan beri kullanilmaktadir. Bugiin
yeryliziinde bulunan bitki tiirii sayisinin 350-400 bin arasinda oldugu kabul gérmekte ve
her yil bu sayiya da 2000 tiir ilave olmaktadir (Erséz, 2012; Byng ve Christenhusz,
2018). Diinyada eski tarihlerden bu yana kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin sayisinin
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére 20000 civarinda oldugu ve bunlardan
yaklagik 4000 drogun yaygin bir sekilde kullanildigi ve halen diinyada 2000 civari, Bat1
Avrupa’da ise 500 civari tibbi bitkinin ticaretinin yapildig: bildirilmistir (Baydar, 2005).
Gelismekte olan {ilkelerde bitkisel iiriinlerin tedavide kullanim orani1 %80 iken, Asya,
Afrika gibi iilkelerde bu oran %95°1 bulmaktadir. ABD ve Avrupa’da ise bu oran %50
civarindadir (Acibuca ve Budak, 2018).

Son yapilan caligmalara gore Tiirkiye Florasinda 12.476 takson kayithdir
(Ozaydin vd., 2006; Deveci, 2012; Uskutoglu vd., 2017). Ulkemiz florasinda dogal
olarak bulunan 10000’i askin bitki tiiriinden 500 tanesi tibbi amagli etkin madde
icermektedir (Ozel, 1999; Kendir ve Giiveng, 2010).

Tiirkiye iklim ve bitki ¢esitliligi, cografi konumu, genis yiizol¢limii ve tarimsal
potansiyeli ile tibbi ve aromatik bitki ticaretinde 6n siralarda gelen iilkelerden biridir.
Tirkiye’nin bu 6nemi; gelismis iilkelerdeki bitki kimyasallari, gida ve katki maddeleri,
bitkisel ilag, kozmetik ve parflimeri sanayilerinin ham maddelerini saglayan bitkilerin

tilkemiz florasinda yetismesinden kaynaklanmaktadir (Bayram vd., 2010).



Ugucu vyaglar, canli organizmalarin dogal matrikslerinde bulunan ugucu
kimyasallarin kompleks karisimlaridir. Ugucu yaglar, bitkisel, hayvansal veya
mikrobiyal kdkenli olup, aromatik her tiirlii iirlinlin koku ve zaman zaman tat alma
Ozelliklerinden sorumludurlar. Genel olarak kokulu bu tiir iiriinler “u¢ucu yaglar”,
“Ozler”, “actheroleum” veya “eterli yaglar” olarak adlandirilir (Baser ve Buchbauer,
2010). Ugucu yaglar genellikle mono ve seskiterpenlerden olusan ¢ok ilging dogal
bitkisel Triinler olup antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuvar, antitiimoral,
sitotoksik, anestezik ve analjezik etkilere sahip biyoaktif karigimlardir (Baser ve
Buchbauer, 2010; Bajpai, 2016; Edris 2007 ).

Diinya ugucu yag iiretimi 22 milyon ton civarinda olup, narenciye yaglarindan
sonra en ¢ok tiretilen ikinci ugucu yaglardir. Mentha L. ugucu yag liretiminde Cin basta
olmak {lizere Brezilya, ABD, Paraguay, Arjantin, Peru, Kore, Tayland, Tayvan ve
Hindistan énemli tireticilerdir (Baser, 1997). Diinyada ticareti yapilan tibbi ve aromatik
bitkilerin %25°1 kozmetik, % 25’1 ilag % 50’si de gida sanayinde kullanilmaktadir.
Diinya bitkisel drog ticaretinin 10-13 milyar dolar seviyelerinde oldugu tahmin
edilmektir ve iilkemiz ne yazik ki zengin florasina ragmen bu pazardan yaklasik olarak
5-60 milyon dolarlik bir pay almaktadir. Bu durum ayni zamanda aromatik ve tibbi
bitkileri c¢ogunlukla islemeden ham olarak ihra¢ etmemizden kaynaklanmaktadir
(Faydaoglu, 2011). Ulkemizin bitkisel zenginligine bakildiginda; Kkaliteli bitkisel
hammadde {tretimi ve bu {irlinlerin iilkemizdeki c¢esitliliginin bilinmesi ve kalite
ozelliklerinin ortaya konulmas: ticarete dahil olma bakimindan son derece 6nemlidir.

Calismamizin da konusu olan Mentha spicata (bahge nanesi) iilkemizde dogal
olarak yetisen, yaygin sekilde kiiltiiri yapilan ve halk arasinda daha ¢ok baharat olarak
tiiketilse de, taze ya da ¢ay seklinde tibbi amaglarla kullanilan 6nemli bir aromatik bitki
tirtidir. M. spicata’nin ugucu yagi veya ana bilesenleri ¢cok sayida gida, ilag ve
kozmetik iirlinlin bilesimine girmektedir. Tibbi ve kozmetik amach kullanim potansiyeli
g6z Oniine alindiginda yapilan arastirmalar ile yalmzca ingiliz Farmakopesi’nde ugucu
yagiyla ilgili bir monografi bulunan Mentha spicata’nin resmi farmakopemiz olan
Avrupa Farmakopesi’nde bitkisel drog monograflarinda yer alan kalite kontrol
parametreleri esas alinarak monografinin hazirlanmasi amaglanmistir. Kiiltiir ve ticari
formlarindan temin edilen Orneklerde monografta yer alan testler yaninda, bazi
mikrobiyolojik analizler, ugucu yaglarin kalitatif ve kantitatif analizleri ile hidroalkolik

ekstresinin s1vi kromatografisi ile analizleri gergeklestirilmistir.



2.  KAYNAK BIiLGIiSi

2.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae (eski adiyla Labiatae) familyasi (Ballibabagiller) diinyada yaklasik
250 cins ve 7000 tiirii kapsamakta olup, bu familyaya ait {iyeler basta Akdeniz iilkeleri
olmak tiizere, Giiney Amerika, Giiney bati Asya ve Avustralya’da yayilis
gostermektedir. Akdeniz bolgesi gen merkezi olmakla birlikte, diinyanin hemen her
yerinde dagilis gosteren kozmopolit bir familyadir. Kutuplardan Himalayalar’a kadar
hemen hemen her habitat ve yiikseklikte yetisirler (0-5100 m). Giineydogu Asya’dan
Hawaii ve Avustralya’ya kadar, Afrika boyunca ve Amerika’nin kuzeyinden giineyine
kadar olan yerlerde yayilis gosterirler (Ozdemir, 2014; Tanker, 2007; Baytop, 1996;
Hedge, 1986).

Tiirkiye Lamiaceae familyasinin onemli gen merkezlerinden biridir ve bu
familya tilkemizde 45 cinste 256’s1 endemik olmak {izere yaklasik 574 tiirden meydana
gelmektedir. Lamiaceae familyasinin iilkemizde endemizm orani yaklagik % 44,5°tir ve
icerdigi takson sayisi bakimindan Tirkiye’nin en zengin Tgiincli familyasidir
(Karakaplan, 2017; Koyuncu vd., 2010, Aytac ve Yildiz, 1996). Son yapilan ¢aligsmalara
gore familyaya ait takson sayisinin arttig1 gozlemlenmektedir (Goger, 2013; Ellialtioglu

vd., 2007).

Bu familya bitkileri ¢ogunlukla c¢ok yillik otsu bitki, ¢ali ve ender olarak agag
formundadir (Yaltirik ve Efe, 1996). Govdeleri 4 koseli, yapraklari dekussat diziliglidir.
Govdelerinde epidermis altinda kose kollenkimasi ve ugucu yag salgilayan salgi
tiiylerinin bulunusu 6nemli o6zelliklerindendir. Sik rasemus durumunda toplanmis
zigomorf ve erdisi ¢icekler tasiyici yapraklarin koltuklarinda gelisir. Kaliks 2 dudakli,
korolla tabanda tiipsii, iistte 2 dudaklidir. Ust dudak 2, alt dudak 3 petalin
birlesmesinden olusur. Birlesmis petalleri loblarindan ayirt edilebilir. Cigeklerde eksen
oniindeki stamen korelmis, diger 4 tanesi gelismistir. Bu dort stamenden 2 tanesinin
filamenti uzun, 2 filament tanesinin kisadir. Bazi tiirlerinde ise 4 stamenden yalniz 2
tanesi verimli kalmis, diger 2 tanesi ise staminodyuma farklilagmistir. Ovaryum iist
durumlu ve 2 karpelli olup ayr1 bir bolme ile 4 lokulusa ayrilmistir. Stilus tek stigma
cogunlukla 2 lobludur. Stilusun ¢igek disina kadar uzanisi tipiktir. Ovaryum tabaninda
yiiksiik gibi kusatan ve nektar salgilayan diskus vardir. Entemogam bitkilerdir. 3200
kadar tiirii vardir (Davis, 1982; Zeybek ve Zeybek, 1994). Lamiaceae familyasi



Nepetoideae alt familyasina girmektedir. Nepetoideae alt familyasi az ¢ok bilabiat, bes
loblu Kkorolla (bazen fiizyon ile dort yaprakli) olarak karakterize edilir; korolla tiipiine
yerlestirilmis iki veya dort stamen; ginobazik bir tarzda ayrilan dort adet dortli
merikardin bir yumurtaligi; bir lob azaltilmis bifid tarzi; dort tek-tohumlu nutlets
meyvesi; endosperm olmayan nutlets; alt-bezleri ile kapli, karst ya da nadiren dikenli
yapraklara sahip dortgen bir sap; hekzakolpate, triniikleotit polen; ugucu yaglar ve
rosmarinik asit igerir (Lawrance, 2007; Abu-Asab ve Cantino, 1992).

Bu familya tiirlerinin en énemli 6zelligi biiyiik kismmin hos kokulu olmalar1 ve
bir kisminin da siis bitkisi olarak yetistirilmesidir ve bu 6zellikleri degerlerini daha da
arttirmaktadir. Bu familyaya ait bir¢cok cins bu maksatla kiiltiire alinmaktadir (Goger,
2013; Sertkaya vd, 2010). Lamiaceae familyasi {iyelerinin biiyiik bir kism1 ugucu yaglar
ve benzeri sekonder metabolitler bakimindan zengindir. Bu nedenle gida, kozmetik, tip
ve eczacilik gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Tanker vd., 1998; Tanker, 2007;
Karakaplan, 2017).

2.2. Mentha L.

Ballibabagiller familyasindan (Lamiaceae) karakteristik nane kokusuna sahip
veya bu kokuya benzeyen bilesime sahip bir¢ok bitkiye nane denmektedir. Nane gibi
kokan bitkilerin tiimii Ballibabagiller familyasindan olan cinslerden Grnegin,
Cyclorrichium, Micromeria, Acinas, Calamintha, Ziziphora gibi cinsler de halk
arasinda nane gibi kullanilir (Baser, 2006). Nane, bilindigi gibi Mentha tiirlerine verilen
genel bir addir ve bu bitkiler ¢ok yillik siiriiniicli govdelere sahip otsu bitkilerdendir.
Nane degerli bir tibbi ve aromatik bitkidir. Anavatan1 Orta Avrupa ve Asya olan nane,
diinyanin hemen her bolgesinde yayilis gostermekte olup, genis bir tiir zenginligine
sahiptir (Karakaplan, 2017). Mentha, ekonomik degerlere sahip olan ugucu yaglari ile
biiyiilk 6onem arz eder. Yillik olarak fiiretilen yaglarin miktari, 23.000 metrik tonu
asmakta ve 400 milyon dolarin iistiinde bir degerdedir. Bu onlari iiretilen en ekonomik
ucucu yaglar yapmaktadir (Lawrence, 2007). Tiirkiye de yetisen ilag ve baharat
bitkileri, cogunlukla yerel genotipler olup, bu konudaki ¢aligmalar son yillarda
yogunluk kazanmistir. Mentha L. temel olarak ¢ogunlukla Avrasya, Giiney Afrika ve
Avustralya’nin nemli bolgelerinde biiyliyen bitkiler olup, diinyada bu cinse ait 25’ten
fazla tiiriin bulundugu, bu tiirler arasinda Tiirkiye florasinda yayginlik gosteren cinslerin

M. pulegium, M. arvensis, M. aquatica, M. longifolia, M. piperita ve M. suaveolens
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oldugunu rapor eden ¢alismalar yapilmistir (Giilliice vd., 2007). Mentha x piperita, M.
aquatica ve M. spicata'nin bir melezi olarak kabul edilir (Lawrence, 2007). Pulegonca
zengin M. pulegium (Filiskin, Yarpuz, Pennyroyal) Tiirkiye’nin dogal bir bitkisidir.
Mentha’nin Tiirkiye’de yetisen tiirleri Tablo 2.2°de verilmistir ve Tirkiye’deki yayilis
alanlart Gorsel 2.1°de gosterilmistir. Tirkiye’de yetisen 15 takson ve 10 tiir
bulunmaktadir (Giiner, 2012). Avrupa Farmakopesi’nde yer alan M. piperita dogal
olarak iilkemizde yetismediginden rizomlarindan genellikle Cukurova bdlgesinde
kiltire alinarak yetistirilmekte ve ihra¢ edilmektedir. Osmanlilar zamaninda c¢ok
miktarda ugucu yag tretimi yapildigina dair bilgiler mevcuttur (Baser, 2014; Celenk
vd., 2008).

Nanenin ugucu yaglar1 ve ekstreleri binlerce yildan beri, baharat, gida koruma,
ilag olarak, tamamlayici tipta ve dogal tedavilerde kullanilmaktadir. Ugucu yaglar,
ozellikle bakteriyel patojenlere karsi antimikrobiyal Ozelliktedir. Ugucu yaglar oda
sicakliginda ugucudur, bu nedenle solunum yolu enfeksiyonlarinda inhalasyon tedavisi
ile kullanilabilir (Singh ve Ruchi, 2013). Mentha tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin
alttiir, varyete, bitkinin yetistirildigi bolge, yiikseklik ve iklim kosullarina bagh olarak,
farkli kimyasal igeriklere sahip olduklari bilinmektedir (Toprak, 2005). Mentha tiirleri
kendi aralarinda kolayca melezlenebildigi i¢in taksonomik agidan olduk¢a karmasiktir
(Kokkini, 1992; Kokkini vd., 1995). Nane bitkisinin etkin bilesikleri olarak yapraklar
%0,8-4 oraninda; ugucu yag, rosmarinik asit, flavonlar, triterpenik bilesikler, kafeik ve
Klorojenik asit tasimaktadir. Ugucu yag miktarlar1 ve icerdikleri bilesenler yetistirilen
tiire, irka ve yetisme kosullarina gore degismektedir (Deveci vd., 2016). Mentha cinsi,
alkaloitler, flavanoitler, fenoller, polisakkaritler gibi sekonder metabolitleri de
tiretmektedir. Gida ve eczacilik, kozmetik ve pestisit endiistrilerinde aktif olarak
kullanilmaktadir (Shinwari vd., 2011).

Osmanli ve Tiirk tibbinda da, Mentha bitkisinden elde edilen, nane yaprag ve
nane yagi, bircok farkli amacgla ve ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan bir
bitkiydi. Eski Mezopotamya Kodeksine bakildiginda, 120 adet madeni ve hayvani, 150
adet ise bitkisel drog bulunmaktaydi ve nane de bu kodeks igerisinde ila¢ olarak yer
almaktaydi. Ortagag’da yasamis olan {inlii Tiirk hekimi Ibn-i Sina’nin (980-1037) yan
sira, 15. ylizyilda Fatih Sultan Mehmet doneminde, sarayda kullanilan baharatlar
arasinda da bulunmaktaydi. Sonbahar mevsiminde sarayda nane c¢orbasi yapilirdi,

Topkap1 Sarayi’'nda bulunan hekimbagilart c¢orbayr ilag olarak hazirlayarak halka



bunlart sunarlardi. Kimiz, hazine yagi, bazi macunlar ve serbetler bu ilaglar arasinda
olup, nane de bir baharat ve ila¢ olarak kirmiz ve macunlarin yapisina girmekteydi.
Nane 1877 tarihinde yazilan Dustur al-Edviye adi verilen eski Tiirk Kodekslerinde de
kayithidir (Ozdemir, 2014).

Botanik o6zellikleri: Cok yillik, nemli yerlerde yetisen, siiriiniicli rizomlu, dik ya da
yatik gelisen bitkilerdir. Yapraklar basit, ¢icekler hermafrodit (erdisi) veya disi ¢igekler
ayni (monoik) veya ayr1 (dioik) bitkilerde bulunur. Brakteler yaprak benzeri veya
olduke¢a kiigiilmiis, kaliks aktinomorf (yildizs1) veya hafif bilabiat (iki dudakli), tiipsii
veya can seklindedir. Korolla bilabiat, 4 loblu, iist lob genis genelde daha belirgindir.
Stamenler 4 adet esit boyda, genelde korolladan disar1 ¢ikar. Nukletler genelde diizdiir
(Davis, 1982). Sucul ya da yari sucul ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Rizomlar1 ince uzun ve
bogumludur. Govdesi ¢ogunlukla kirmizimsi mor renklidir. Yapraklar1 ¢ogunlukla 6 cm
uzunlugunda, yumurtamst ya da yumurtamsi mizrak seklinde, kenarlar1 disli, giizel
kokulu ve koyu yesildir. Cigekleri tiip seklinde ve gevrel dizili, leylak renginde yogun
kiiremsi, 15-60 cm uzunlugunda terminal salkim kurul seklindedir (Kose, 2010).
Anatomik olarak Mentha taksonu, Labiatae familyasinin diger tiyeleri gibi hem kapitat
hem de peltat glandiiler trikomlar1 igerir (Lawrance, 2007).

Diinyada kiiltiirii yapilmakta olan {i¢ 6nemli nane tiirt;

[] Ingiliz nanesi (Peppermint): Mentha x piperita

[1 Japon nanesi (Japanese mint): Mentha arvensis

[1 Bahge nanesi (Spearmint): Mentha spicata’ dir (Simon vd., 1980).

2.2.1. Farmakopelerde kayith olan Mentha monograflari

Avrupa Farmakopesi 9.0’da M. piperitae tiiriine ait; yaprak (Peppermint leaf)-
Tibbi nane yapragi; M. piperitae folium, tibbi nane yaprag: kuru ekstresi (Peppermint
leaf dry extract) — M. piperitae folii extractum siccum, tibbi nane ugucu yagi
(Peppermint oil) — M. piperitae aetheroleum yer alir. Mentha canadensis L. tiiriiniin
cicekli herbasindan mentoliin kristalizasyon ile uzaklastirildigi “Mentolii kismen
alinmis nane esans1” monograflar1 bulunmaktadir (Ph. Eur., 2016).

Ingiliz Farmakopesinde Mentha ile ilgili 4 monograf bulunmaktadir: Peppermint
Leaf, Peppermint Oil, Spearmint Oil, Dementholised Mint Qil (BP, 2009). Yalnizca M.

spicata’nin ugucu yagi yer alir.



Amerikan Farmakopesinde kayitli 4 monograf bulunmaktadir: Peppermint,
Peppermint water, peppermint oil, peppermint spirit (USP, 2018).

Alman Farmakopesinde ise M. piperitae aetheroleum kayithidir (DAB, 2015).

Alman Komisyon E’de (German Comission E) mint oil (Mentha arvensis),
peppermint oil ve peppermint leaf olarak 3 monograf bulunmaktadir (BGA, 2018).

M. piperitae aetheroleum, M. piperitae folium monograflan da WHO

monograflar1 arasinda da yer almaktadir (WHO, 2004).
2.3. Mentha L. Cinsinin Sistematikteki Yeri

2.3.1. Mentha L. cinsinin taksonomik olarak siniflandirilmasi

Tablo 2.1 Mentha spicata’nin sistematikteki yeri

Boliim Spermatophyta
Alt Boliim Angiospermae
Simf Dicotyledonae
Alt simf Metachlamydeae
Takim Tubiflorae
Familya Lamiaceae

Alt Familya Nepetoidea
Cins Mentha L.

Tiir Mentha spicata

Tablo 2.2. Tiirkiye de yetisen nane tiirleri (Giiner, 2012)

Takson Ad1 Tiirk¢e Adi
Mentha aquatica Su nanesi
Mentha arvensis Kir nanesi
Mentha longifolia Piink

-M. longifolia subsp. longifolia Piink

-M. longifolia subsp. noeana It nanesi

-M. longifolia subsp. typhoides Dere nanesi
Mentha pulegium Yarpuz

Mentha spicata

Esek nanesi

-M. spicata subsp. condensata

Kivircik nane

-M. spicata subsp. spicata

Bahge nanesi, Esek nanesi

Mentha suaveolens

Kaba nane

Mentha x dumetorum

Deli nane




Mentha x piperita* Nane

Mentha x villosa-nervata Delikara

Mentha x rotundifolia Margama

*:Mentha x piperita kiiltiire alinmigtir. Dogal olarak yetisememektedir.

Rizge @
0]

Erzurum

akitye Elazy
5 OO

Gaziantep

Karaman

o Mentha spicata subsp. spicata
@ Mentha longifolia subsp. typhoides var. typhoides
@) Mentha x villosa nervata

® Mentha x dumetorum

® Mentha aquatica

Gorsel 2.1. Mentha L. nin Tiirkiye deki Yayilis Alanlar: (Yetisen, 2011)

2.4. Mentha L. Cinsinin Ticaretteki Yeri

Nane bitkisinin yapraklart (Menthae folium) ekonomik agidan en degerli
kisimlaridir (Duali, 2010). Ayni sekilde ucucu yaginin da ilag ve kozmetik sektoriinde
farkli kullanim amaglar1 sebebiyle Mentha tiirlerinin birgok iilkede ticaret amaciyla
tarim1 yapilmaktadir (Biiyiikbayraktar, 2014). M. spicata (Bahge nanesi, spearmint),
Mentha x piperita (Tibbi nane, kara nane, Peppermint) ve M. arvensis var. piperascens
(M. canadensis) (Japon nanesi, Japanese mint) ticari nane tiirleridir. Tiirkiye’de nane
olarak kullanilan ve yetistirilen tiir M. spicata’dir. Mentha x piperita az miktarda ve
ihracat amaciyla yetistirilmektedir (Baser, 2014). Tiirkiye’nin nane ihracati yillara gore

gerceklesme sayilar1 Tablo 2.3’de verilmistir.



Tablo 2.3. Tiirkiye 'nin kuru nane ihracati (Baser, 2014)

Yil Ton Dolar Birim Thrac Degeri($/kg)
010 572 1574929 2,75
2011 327 1145558 3,50
2012 166 805545 4,84

2.5. Mentha spicata L.
30-100 cm uzunlukta, ¢iplak veya grimsi tiiylii, kuvvetli kokulu, ¢ok yillik ve

otsu bir bitkidir. Yapraklar sivri uglu, neredeyse sapsiz, gigekler soluk mavi renkli,
dallarin ucunda uzun ve dar basak durumunda toplanmis sekildedir. Yetisme alanlari
sulak yerler veya su kenarlaridir. Bilhassa Kuzey bati ve Anadolu’da yaygin olarak
yetisir (Davis, 1982; Baytop, 1984; Eryigit, 2006). "Spearmint” olarak bilinen, M.
spicata bitkisi en fazla ugucu yag veren Mentha tiiriidiir. Sinonimleri Mentha viridis ve
M. crispa olan M. spicata Akdeniz bolgesi, Giiney ve Bati Avrupa, Rusya, Asya,
Tiirkiye ve ABD'nin 1liman bdlgelerinde yetisir ve diinyanin pek ¢ok yerinde kiiltiirii
yapilir (Duali, 2010,;Darligton ve Wylie, 1955; Borisova vd,. 1977). Bitki baharat olarak
kullanimiin yaninda, 6zellikle ugucu yag eldesinde kullanilmaktadir. Bu tiir %1-5
arasinda ugucu yag igermektedir. Elde edilen ugucu yag Mentha viridis aetheroleum adi
altinda bilinir. Bu yag i¢inde ana bilesen olarak R-(-)-karvon (%40-70) bulunmaktadir.
Diger ana bilesikler genellikle limonen ve 1,8-sineoldiir. M. Spicata’nin alttiirleri
Mentha spicata subsp. spicata ve Mentha spicata subsp. condensata’dir. M. spicata
subsp. condensata’nin sinonimi M. spicata subsp. tomentosa’dir (Davis, 1982). M.
spicata subsp. spicata ugucu yagindaki ana bilesenler Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu
alttlir Antep nanesi, bahc¢e nanesi, Rumi nane, yesil nane olarak da bilinir (Baytop,
1984). M. spicata da ugucu yagi ile aranan bir tiirdiir; Spearmint esansi adi verilen, 6zel
kokulu bir esans elde edilir; bu iriin Mentha x piperita’daki gibi mentol tasimaz
(Tanker vd., 1998). Tablo 2.4’de ¢esitli arastirmacilarin yaptig1 ¢alismalarda bulunan
ana bilesenler ve yiizdeleri gosterilmistir.

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) Mentha spicata i¢in kuru nane adi altinda bir
standart belirlemistir. Bu standarda gore kuru nane, kirilmis ufalanmis kuru
yapraklardan olusur. Bu yapraklar M. spicata L. kiiltiiriinden ¢i¢cek agma déneminden

once veya baslangicinda toplanarak kurutulur. Yapraklar donuk veya griye calan
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yesildir. Kendine 0zgii, lezzet ve kokuda, tatlims1 aromada olmali; yabanci kokular ve
cliriik bitki kokular1 veya toprak kokusu almis olmamalidir. Kuru nane igerisinde canli
bocek ve kiif olmamali ve ¢iplak gozle veya bazi 6zel durumlarda mikroskopla
bakildiginda, bocek, bocek kalintilar1 ve kemirgen yenigi goriilmemelidir (TSE, 2001).
Ulkemizde en ¢ok ekilen ve kullanilan nane, bahge nanesidir. Hemen her evde
nane olarak kullanilan bitki bu nane tiiriidiir. Nane bahgelerde kolayca yetistirilebildigi
gibi tarimi da ozellikle lilkemizde Gaziantep yoresinde yapilir. Kurutulmus yapraklari
biitlin ya da kaba toz edilmis halde satilir ve bu sekilde de kullanilir. Bu tiiriin ugucu
yaginda bulunan ana bilesik R-(-)-karvondur. Bu bilesigin S-(+) formu dereotu
(Anethum graveolens) ve keraviye (Carum carvi) meyve yaglarinda bulunur ve daha
farkli kokuya sahiptir. ingiliz Farmakopesi’ne gére ugucu yagdaki R-(-)-karvon miktari
%55’ten az olmamalidir (Baser, 2006). R-(-)-karvonca zengin kemotipler ekonomik
oneme ve ¢ok yonlii kullanima sahiptir (Ozdemir, 2010). Bahge nanesi ugucu yaginin
ratlarda yapilan caligmalarda LDsp toksik dozunun >5 g/kg oldugu belirlenmistir.
Aromaterapide inhalasyonla bulanti ve kusmaya karsi, haricen kas kramplar1 ve bas
agrisinda kullanilan M. spicata ugucu yagi ciltte ve mukoza dokusunda hafif hassasiyete

sebep olabilmektedir (Tisserand, 2004).

R-(-)-Karvon Limonen 1,8-Sineol

Sekil 2.1. Mentha spicata subsp. spicata ucucu yagi ana bilesenleri

M. spicata alt tiirlerine ait tayin anahtar1 asagidaki gibidir (Davis, 1982).
1. Govde yapraklar tabanda genis, alt tarafinda yesil ve tiiysiizden kaba gri-yesil, gri-
kils1 c¢ikinti degisen sekillerde tiiyli; tiiyler sert kurudugunda kivrilmaz (kece gibi

goriinmez), spika alt kisimda kesintili, az dallanmis bigimde oldugunda spicata,
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2. Bitki tliysliz veya tiliyll, kenarlar1 yassi ve alt tarafinda baslica basit tiiyli, govde
yapraklar1 35-75 mm uzunlugunda ve genellikle genisligi 12 mm’nin istiinde, spika 40-
80 (-110) mm, alt kistmda kesintili bigimde oldugunda subsp. spicata,
3. Bitki daima tliylii, yapraklart 30-38 mm uzunlugunda ve genellikle genisligi 12
mm“nin altinda, siklikla kenarlari undulat ve alt tarafinda ¢ok sayida dallanmis tiyli;
spika (35-) 70-110 (-140) mm, ozellikle meyvede genellikle fazla kesintili bigimde
oldugunda subsp. tomentosa olarak isimlendirilirler.

M. spicata subsp. spicata’ ya Anadolu’da farkli isimler verilmistir (Gorsel 2.2).
Aydin yoresinde nane, Balikesir’de esek nanesi, kurbaga nanesi, su nanesi,
Canakkale’de dere nanesi, Giresun’da anuk, nane, Isparta’da yarpuz, Trabzon’da nane
olarak bilinmektedir (Tuzlaci, 2006). M. spicata subsp. spicata tiiriiniin Tiirkiye’deki
yayilis alanlar1 Gorsel 2.3’ de gosterilmistir.

Cigeklenme zaman1 Haziran - Eyliil aylar arasindadir. Gol ve nehir kiyilarindaki
nemli alanlarda, hendeklerde, deniz seviyesinden 2200 metre yiikseklige kadar yayilis
gostermektedirler (Aydin, 2012).
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Gorsel 2.3. Mentha spicata subsp. spicata kiltirii (hitp 2)
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Gorsel 2.4. Mentha spicata subsp. spicata’ nin Tiirkiye 'deki yayulis alanlar

1: Edirne; 2: Balikesir; 3: Istanbul; 4: Bilecik; 5: Bolu; 6: Tokat; 7: Rize; 8: Artvin; 9: Izmir; 10: Usak; 11:
Elaz1g; 12: Mugla; 13: Antalya (Yetisen, 2011)

Tablo 2.4. Mentha spicata subsp. spicata’da yapilan bazi u¢ucu yag analiz ¢alismalart (Lawrence, 2007)

No Saptanan ana bilesenler
Karvone (% 67.3-80.0)

2. Karvone (% 40.1)
Neodihidrokarveol (% 16.5)
Dihidrokarvil asetat (% 10.8)
Dihidrokarveol (% 10.1)

3.  cis-Dihidrokarvon (% 21.6)
trans-Dihidrokarvon (% 21.2)

4.  Dihidrokarvil asetat (% 24.8)
Neoizodihidrolkarvil asetat (% 20.9)
Karvon (% 20.4)

5. Karvon (% 35.2)
Dihidrokarvon (% 21.5)
Dihidrokarvil asetat (% 12.3)

6.  Karvon (% 68.0)
1,8-Sineol (% 16.0)

7. Dihidrokarveol (% 34.8)
Karvon (% 33.4)
cis-Dihidrokarvon (% 11.4)

8.  Dihidrokarveol (% 37.8)
cis-Dihidrokarvon (% 32.0)

9.  Karvon (% 22.4)
Linalol (% 11.3)
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2.6. Mentha spicata’min Tibbi Amaclarla ve Gida Olarak Kullanimi

M. spicata (Bahge Nanesi) halk tarafindan en ¢ok kullanima sahip olan ve en iyi
bilinen baharatlardan biridir. Baharat olarak kullanilmasinin yaninda, gaz soktiiriicii,
koku verici ve mide bulantisini 6nleyici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Tibbi
olarak; dahilen, safra kanali ve gastrointestinal sistem kramplarinda, irite kolon
sendromunda, siskinlik ve mide gaz1 gibi sindirim sistemi problemlerinde, oral ve
farenjiyal mukoza iltihabinda, oksiiriik ve soguk alginlig1 tedavisinde kullanilmaktadir.
Haricen, inhalasyon yoluyla soguk alginligina, nevraljiye, kas kasilmalar1 ve kramplara
kars1 kullanilmaktadir (Baser, 2006; Goger, 2013; Biiyiikbayraktar, 2014; Ellialtioglu
vd., 2007).

M. spicata ugucu yagi, koku Ozelligi ve biyolojik etkileri ile gida, igki,
parfiimeri, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan ticari bir ugucu
yagdir (Baser, 1997; Duali, 2010). Dis macunlar1 ve cikletlere koku verici olarak
kullanilmaktadir (http:2).

Aft, meme kanseri, akciger kanseri, dalak kanseri, mide kanseri, soguk
algmmhgi, kolik, oOkstirtik, kramp, depresyon, diyare, hazimsizlik, bagirsak
enfeksiyonlari, ateslenme, gaz sancisi, mide rahatsizliklari, bel soguklugu, kum dékme,
bahar nezlesi, bas agrisi, hemoroit, hepatozis, histeri, uykusuzluk, nefroz, sinir
hastaliklari, tasikardi, romatizma, dalak rahatsizliklarinda, karin agrisinda, ve
enflamasyon durumlarinda kullanildigini belirtilmistir (Guedon ve Pasquier, 1994,
Olennikov ve Tankhaeva., 2010; Deans, 2007; Padmini vd., 2010). Zehirler igin
panzehir dzelliklerine sahip oldugu bulunmustur. inflamasyon, ates, bronsit, infantil
sikintilar, gebelikte kusma ve histeri i¢in de kullanildigina dair bilgiler mevcuttur
(Akdogan vd., 2007; Oztiirk vd., 2002).

Nane, antifungal, antiviral, antimikrobiyal, insektisit, antioksidan, alerjenik,
ditiretik ve uyarici olarak kullanilir. Ates, bronsit, soguk alginligi, kramp, gastrit, bas
agrisi, hazimsizlik ve bulanti tedavisinde kullanilir (Almeida vd., 2012). M. spicata
subs. spicata Tirkiye’de geleneksel tedavide astimda kullanilan bitkiler arasindadir
(Melikoglu vd., 2015). M. spicata ugucu yaglarinin, egzersiz performansi ve solunum
fonksiyon parametreleri tizerindeki etkinligi bulunmustur (Jaradat vd., 2016).

M. spicata ucucu yagi, aromatik bir preparat olarak kullanilir. Belirlenmis

terapotik dozajlarin uygun sekilde uygulanmasiyla herhangi bir saglik tehlikesi veya
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yan etkisi bilinmemektedir. Ugucu yag, mentol ve L-karvon igerigiyle zayiflatma
potansiyeline sahiptir (PDR, 2013).
2.7. Mentha spicata U¢ucu Yaglari ve Biyolojik Aktivite Calismalar:

Giliniimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilerden sentezlenen ugucu yaglarin saf
olarak kullanilmasi ve ozellikle etkin maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi, hem
ekonomik hem de bilimsel a¢idan oldukg¢a onemlidir. Elde edilen sonuglar, bu bitkilerin
ucucu yaglariin antimikrobiyal 6zellik tasidigini kanitlamaktadir. Ugucu yag ve
bilesenlerinin farmakolojik 06zellikleri de incelenerek tip, endiistri ve kozmetik
sektorlerinde kullanilmasinin faydali olabilecegi belirtilmektedir (Kose, 2010).

Nane ucucu yaginin bazi bakteri tiirleri tizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bulunmustur. Pek cok arastirmaci degisik tlirdeki nanelerden sentezlenen yaglarin
antimikrobiyal aktiviteleri tlizerinde c¢alismalar1 yapmis, bu ¢alismalar yaglarin
antimikrobiyal aktiviteleri ve kimyasal bilesimiyle arasinda siki bir iliski oldugunu
kanitlamistir (Ertiirk, 2010).

M. spicata iizerinde biyolojik ¢alismalarin yiiriitiilebilmesi amaciyla bitkinin
toprak tistii kisimlari, su ve dietil eter ile ekstraksiyona tabi tutulmus, arastirmada 180—
240 g agirliginda, 2-3 aylik, 50 adet erkek Sprague-Dawley si¢an kullanilmis, si¢anlar 5
gruba ayrilarak belirli araliklarla agirlik Slglimleri yapilmistir. Deney sonucunda M.
spicata’nin ekstreleri ve kuru tozunun hayvan yemlerine katilmasinin besleyici 6zellik
katabilecegi; ancak proteinlere, DNA’ya ve membran lipidlerine verecegi dogal
oksidasyon reaksiyonlarinin zararl etkilerine karsi koruyucu etki saglayamayacagi,
dolayisiyla da antioksidan giice etkisinin az oldugu bildirilmistir (Ozdemir ve Sozbilir,
2016). Nanenin antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigi ve serbest
radikal tiretiminin artti§1 durumlarda, fitokimyasal ve yardimer tedavi destegi olarak
viicuda destek olabilecegi diisiiniilmektedir (Ozdemir, 2010).

M. spicata’nin antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri igin ekstrelerinin
bilesimleri degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite, antioksidan aktivite indeksi ile
belirlenmis ve antimikrobiyal aktivite, difiizyon yontemi ile ve Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli'ye karst minimum inhibitdr konsantrasyonunun belirlenmesiyle
degerlendirilmistir. Metanollii ekstre, toplam fenolik bilesiklerin ve daha giiclii
antioksidan aktivitenin daha yiiksek oldugunu gosterirken, sadece ugucu yagi
antibakteriyel aktivite gostermistir. Nane ugucu yagi E. coli ve S. aureus suslarina karsi

kuvvetli bir etki gdstermistir (Scherer, 2013).
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M. spicata ugucu yaginda yiiksek miktarda bulunan terpenler R-(-)-karvon ve
limonen (S)-(-)-izomerlerini igerdigini ve R(-)-karvon izomerinin antifungal etki
gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle Microsporum gypseum tiiriine yiiksek derecede etkili
oldugu, antibakteriyel 6zelliginin ise Streptococcus mutans, Yersinia enterocolitica,
Klebsiella ~ pneumoniae, Enterobacter ~ aerogenes  iizerinde Kanamisin
antibiyotigininkine yakin oldugu bildirilmistir. Limonenin ise diisiikk antimikrobiyal
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir (Yetisen, 2011).

Polikistik over sendromunda hirsutizm, artmis androjen seviyesine bagl olarak
onemli kozmetik ve psikolojik problemlere yol acar. Tiirkiye'de yapilan son
aragtirmalar, nane ¢aymin disi bireylerde hirsutizmde antiandrojenik 6zelliklere sahip
oldugunu gostermistir (Grant, 2010).

Nane ugucu yaglarinin ve bazi izolatlariin antibakteriyel ve antifungal
ozellikleri ile kullanildigini belirtilmektedir (Lawrence, 2007). M. spicata ve Anethum
sowa Roxb'nin ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmis, hidrodistilasyonla
ucucu yaglar elde edilmistir. M. spicata uc¢ucu yagindan izole edilmis bilesiklerin
(karvon, limonen) in vitro biyoaktivite degerlendirmesi, karvonun optik izomerlerinin,
insan patojenik mantar ve bakteri spektrumuna (Colletotrichum falcatum, Aspergillus
niger, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) karsi aktif oldugunu ortaya
cikarmigtir (Aggarwal vd., 2002).

M. spicata ugucu yag1 DPPH radikal siipiiriicii etki ve 3-karoten testlerinde etkili
goriilmiis fakat M. piperita’nin etkisi daha yiiksek oldugundan M. spicata’nin gida
endiistrisi i¢in kullanimi tasviye edilmistir (Rasoolia vd., 2008).

M. spicata olarak alinan bitkiler yiiksek sicakliga maruz birakilmis, rozmarinik
asit seviyelerinde diislis gbzlenmistir, rozmarinik asit nanenin antioksidan kapasitesine
onemli seviyede katki sagladifindan, yiiksek sicaklik rozmarinik asit seviyesini
diistirmiis ve nanenin antioksidan etki seviyesi azalmistir (Fletcher vd., 2005).

M. spicata ugucu yagi Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum ve M.
nanum tizerinde ketokanozol ve mikanazolden daha etkili bir ajan olarak
bulunmuslardir (Pandey vd., 2002).

M. spicata’nin alkollii ekstresi antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde
igerikleri bakimindan M. longifolia’dan daha etkili bulunmustur. Ik ¢ikan yapraklardaki
toplam fenolik madde igerigi ikincil ¢ikan yapraklardan daha diisiikk bulunmasina

ragmen antioksidan aktivitesi daha yliksek olarak bulunmustur (Malik vd., 2013).
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M. spicata’nin dietileter, metanol ve diklorometan ekstreleri DPPH radikal
stiptirticii  etki bakimindan degerlendirilmis, sadece dietil eter ekstresinin giiclii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriiliirken diger 2 ekstrede sonuglar zayif olarak
bulunmustur (Choudhury vd., 2006).

M. spicata’nin hipotalamusa olan oksidatif stresi tizerine arastirmalar oksidatif
stresi azalttigini rapor edilmistir (Kumar vd., 2008).

M. spicata’nin sulu ekstresinin ¢ok gii¢lii lipit koruyucu ve radikal siipiiriicii
etkisi oldugu gozlenmistir (Kanatt vd., 2007).

M. spicata’nin Etanol ekstresi, sulu fraksiyonunda antigenotoksik etki
gozlenmistir. Bununla beraber fareler iizerinde yapilan in vivo deneylerde antioksidan
enzim seviyelerinde artis gériilmiistiir (Arumugam ve Ramesh, 2009).

M. spicata ugucu yagi, serbest radikal siipiirme yetenegi ile linoleik asit
oksidasyonu inhibisyonu yaparak iyi bir antioksidan aktivite gostermistir. Nane yaginin
ve baglica bilesenlerinin (cis-karveol ve L-karvon) antimikrobiyal aktivitesini, dort
farkli bakteri tiirtine karst disk difiizyonu ve minimum inhibitér konsantrasyonunu
arastirmak icin MIK testleri yapilmustir: Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, ve Pasturella multocida ve bes patojenik mantar: Rhizopus
solani, Mucor mucedo, Aspergillus niger, Botryodiplodia theobromae ve Fusarium
solani’ye kars1 cis-karveol ve karvon, 13.5-30.0 mm ve 17.5-24.9 mm inhibisyon
bolgeleri ve sirastyla MIK degerleri 0.10-0.52 mg/mL ve 0.16-0.33 mg/mL’de iyi
antibakteriyel aktivite sergilemislerdir. Test edilen tim mikroorganizmalar, nane
yaginin antimikrobiyal etkisinden giiclii bir sekilde etkilenmistir (Hussain vd., 2010).

Nane ugucu yaglari ile jojoba, kayisi ve badem tastyict yaglarindan olusan %1,5’
lik karisimla gerceklestirilen aromaterapi uygulamasinda hastalarin depresyon, agri ve
yorgunluk seviyelerini anlamli sekilde azalttigi bulunmustur (Gok Metin ve Ozdemir,
2016).

Aromaterapinin hemodiyaliz hastalarinda goriilen kasint1 {izerine etkisini tespit
etmek amaciyla 24 hasta lizerinde yaptiklart ¢alismada; nane, ¢ay agact ve lavanta
yaglarin1 kanistirmig, tath badem yagi ile diliie ederek %35’lik bir soliisyon
hazirlamislardir. Calismada iki hafta boyunca devam eden aromaterapi uygulamasi
sonunda deney grubunda bulunan hastalarin kasintilarinin azaldigi ve aradaki farkin

istatistiksel agidan 6nemli oldugunu saptamislardir (Shahgholian ve Dehghan, 2010).
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Nane ugucu yagi inhalasyonuna maruz birakilan siganlarin siniis mukozasinda
1,8-sineol temel bilesenlerden biri olarak tespit edilmistir. Nane ugucu yaginin
inhalasyon yolu ile kullaniminda siniis mukozasina ulagim miktarinin arastirilmasini
yapilan bu c¢alismada, inhalasyon yolu ile kullanildiginda, ugucu yagin, siniis
mukozasina ulastig1 gosterilmistir. Yillardir tedavi alaninda giivenle kullanilan ilaglara
benzer sekilde, antienfektif, antioksidan ve antiallerjik etkinligi gostermistir (Tore,
2016).

Karvon ve anetoliin nanopartikiiller lizerinde etkilerini belirlemek ic¢in yapilan
bir calismada, nanopargaciklar, emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma ve nanopresipitasyon
yontemleri kullanilarak hazirlanmis, nanopresipitasyon yontemi daha kiigiik boyutlu
nanopartikiiller (sirasiyla anetol ve karvon igin 158 ve 126 nm), daha dar boyut dagilimi
(0,08-0,2 PDI), daha yiiksek ilag yiiklemesi (sirasiyla anetol ve karvon i¢in% 14,73 ve%
12,32) olarak baslatilmistir. ila¢ salimimi ¢alismalari, in vitro 37 © C'de 4 giin siireyle
karvon ve 9 giin anetol i¢in yapilmistir. Mikrobiyal analizde, Salmonella typhi'ye karsi
anethol yiiklii nanopartikiillerin minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) 227 mg / mL
idi ve karvon yiiklii nanopartikiillerin MIK'si sirasiyla Staphylococcus aureus ve
Enterococcus coli'ye kars1 182-374 mg / mL idi. Antimikrobiyal ¢aligmalar, ugucu yag
yikli PLGA nanopartikiillerin biyomedikal ve gida uygulamalarinda yararh
olabilecegini diisiindiirmektedir (Manesh vd., 2013).

Yapilan bir ¢aligmada; karvonun aktivitesi goz Oniline alindiginda (+)- ve (-)-
karvon, (+) - ve (-)-hidroksdihidrokarvon ve a, p-epoksikarbonun sitotoksik,
kemopreventif ve antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesini amaglamistir. (+)-
Hidroksi dihidrokarbon (HC+), (-)-hidroksidihidrokarvon (HC-) ve a, p-epoksikarbon
(EP) sentezi; dncii madde olarak (+) — karvon (C +) veya (-) — karvon (C -) kullanilarak
elde edilmistir. Antifungal aktivitesi Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei ve C.
albicans ve Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesine
kars1 degerlendirilmistir. Sitotoksisite deneyleri, insan kanser ¢izgili hiicrelerinde
gerceklestirilmistir. Deney sonuglari, tiimér ve normal hiicre cizgileri {izerinde
sitotoksisite gostermemistir. Tiim bilesikler C. tropicalis ve C. parapsilosis'e kars1 zayif
antifungal aktivite gostermistir. EP ve C +, C. krusei'ye kars1 orta derecede aktivite
gostermistir. Sonuglar, karvonlarin potansiyel kullanimin1 gostermektedir. Hiicre
soylarinda sitotoksisitenin  olmamasi, bu bilesiklerin  kullaniminin ~ giivenligi

gostermektedir (Moro vd., 2017).
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2.8. Farmakope ve Monograf Kavram

Farmakope, llag iiretiminde kullanilan etkin ve tiim yardimci maddelerin
fizikokimyasal ozellikleriyle bunlarin nitel ve nicel analiz yontemlerinin yer aldigi,
yasal ve bilimsel olarak uyulmasi gereken ulusal ve uluslararasi kurallar1 ve yontemleri
iceren dokiimandir. Monograflar ise kimyasal/biyolojik etkin ve yardimci maddeler,
bitkisel droglar ve bitkisel preparatlar ile bitmis iriinlerin tanimini, igerigini,
Ozelliklerini (goriniim, ¢Oziiniirlik, erime ve kaynama noktasi gibi) tanima—teshis
analizlerini, miktar tayinini, ambalajlama ve saklama kosullarini, safsizliklarini

tanimlayan farmakope boliimiidiir (http:3).

2.9. Tiirk Farmakope Tarihgesi

Osmanli Imparatorlugu Déneminde 6 adet Kodeks ve es degeri dokiiman ile 8
adet kitabin yayimlandig: bilinmektedir.

1. Pharmacopoeia Geniki (Genel Farmakope): Tirkiye’deki ilk basili kodeksin
Osmanl imparatorlugu doneminde 1818 yilinda Farmakopii Genike (Genel Farmakope)
adiyla Istanbul’da yayimlandig1 bilinmektedir.

2. Pharmacopeia Castrensis Ottomana/Pharmacopee Militaire Ottomane
(Osmanli Askeri Farmakopesi): Osmanli Askeri Tip ve Eczacilik Okulu Midiirii Dr.
Karl Ambros (Charles Ambroise) Bernard tarafindan, Avusturya Askeri Kodeksinden
cevrilerek uyarlanan farmakopenin Latince ve Fransizca olarak yazildigi, dipnotlarin
Italyanca verildigi, madde isimlerinin Latin karakterleri ile Tiirkce gosterildigi
bilinmektedir.

3. Vade Mecum Tascabile di Materia Medica e Farmaceutica: Osmanl
Imparatorlugu déneminde Dr. Gio. Spagnolo tarafindan yazilmis ve 1859 yilinda
Istanbul’da “Vade Mecum Tascabile di Materia Medica e Farmaceutica” adiyla
basilmustir.

4. Dustur’ul Edviye: Dustur’ul Edviye Osmanli Imparatorlugu Déneminde Dr.
Hiiseyin Sabri tarafindan Fransiz Farmakopesi-1866’dan Osmanli Tiirk¢esiyle c¢eviri
yapilarak 544 sayfa olarak hazirlanan dokiiman 1874 yilinda Istanbul’da basilmistir

5. Annuaire Oriental de Medecine et de Pharmacie: Annuaire Oriental de
Medecine et de Pharmacie, Osmanli Imparatorlugu Déneminde Pierre Apery tarafindan
yazilan dokiiman 1892 yilinda Istanbul’da Fransizca, ii¢ béliimden olusmus ve 440

sayfa olarak basilmistir.
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6. Guide Complet pour les Pharmaciens Civils et Militaires: Guide Complet pour
les Pharmaciens Civils et Militaires, Osmanli Imparatorlugu Doneminde Askeri
Miifettis olan Mehmet Siilleyman tarafindan Osmanli Tiirkgesiyle 224 sayfa olarak
hazirlanarak 1912 yilinda basilmistir (Ozkan, 2016).

2.10. Tiirk Farmakopesi

Tiirkiye Cumhuriyeti’nin 29 Ekim 1923’te kurulmasindan ti¢ yil sonra 17 Mart
1926 tarihinde Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren 767 sayili Tiirk Kodeksi
Hakkinda Kanun ve 663 sayili Kanun Hiilkmiinde Kararname kapsaminda hazirlanan
Kodeks ve Farmakopeler incelendiginde;
- Turk Kodeksi 1930,
- Turk Kodeksi 1940,
- Turk Kodeksi 1948,
- Turk Kodeksi 1954,
- Tirk Farmakopesi 1974,
- Tiirk Farmakopesi-I, Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu 2004 ve
- Tiirk Farmakopesi-II, Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu 2016 yilinda yayimlanmistir
(Ozkan, 2016).

2.11. Avrupa Farmakopesi

Gilinlimiizde insan sagliginda kullanilacak olan ilag hammaddelerinin ve ilaglarin
diinya ¢apinda standardini belirlemek iizere resmi bir otorite kurulmasi zorunlu hale
getirilmistir. Bu amagtan yola cikilarak 1964 yilinda Avrupa Konseyi, Avrupa
Farmakopesi’ni kurmustur. Avrupa Farmakopesi’nin amaci, insan sagliginda ve
veteriner hekimlikte kullanilacak maddeler igin ortak kalite standartlar1 belirlemektir.
Avrupa Farmakopesi Detaylandirilmasi Sozlesmesi 1964 yilinda Avrupa Konseyi
tarafindan kabul edilmis ve Avrupa Farmakopesi’nin Avrupa’da iiretilen ilaglarin
kalitesini giivence altina almast icin temeller atilmistir (Saltan Iscan, 2016).

Avrupa Farmakopesi, Avrupa ve Gtesinde yiiksek kalitede ilaclarin verilmesine
katkida bulunan farmakolojik standartlar icin Avrupa'nin yasal ve bilimsel bir ol¢titiidiir.
Ph Eur. 38 Avrupa iilkesinde gegerlidir ve diinya ¢apinda 100'den fazla iilkede yaygin
olarak kullanilmaktadir. 9. baskist 2016 ortalarinda piyasaya siiriilmiis, 2017’de

uygulamaya konmugstur. 121 yeni ve 1.403 tekrar gozden gecirilmis metinle, 9.
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baskisina ait icerigin %50'den fazlasi, 8. baskiya kiyasla yenidir (9.0, 9.1, 9.2, 9.3, 9.4,
9.5) ve Ingilizce ya da Fransizca olarak da baskis1 mevcuttur. 9. baski, 3 giris cildinden
(9.0) olusmaktadir ve 8 adet kiimiilatif olmayan eklerle tamamlanir (9.1 ila 9.8). 9.
Baski (Ek 9.5 dahil) 2376 monograf (dozaj formlar1 dahil), 361 genel metin (genel
monograf ve analiz yontemleri dahil) ve yaklagik 2690 reaktif tanimini i¢cermektedir
(http-4).

Calismamizda M. spicata subsp. spicata’nin farkli yorelerden kiiltiirii yapilan ve
ticari olarak piyasaya sunulmus Orneklerinden temin edilmis, tilkemizin resmi
farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’nde ugucu yag tasiyan bitkisel drog
monograflart i¢in istenen analizlerden olusan bir monografi hazirlanmistir. Avrupa
Farmakopesi 8.0’da yer alan “M. piperita” monograflarinda yer alan testler

uygulanmustir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu boéliimde deneysel ¢alismalarda kullanilan bitkisel materyaller ve kaynaklari,
standart bilesenler, cihazlar, apareyler, kimyasal maddeler, c¢oziiciiler, reaktifler,

gerecler ve yontemler detayli olarak sunulmustur.

3.1. Bitkisel Materyal

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen 10 adet bahge nanesi bitkisinin
kaynag1 ve materyal tiplerine ait bilgiler, calisilan materyallere ait fotograflar gorselde
verilmistir. Ambalajli lirlinler marketler ve aktarlardan, taze materyaller kiiltiir yapan
ciftciden tarafimizdan temin edilmistir. Taze temin edilen drnekler golgede tarafimizdan
kurutulmustur. Tiim haldeki droglar ayiklanarak, yalnizca yapraklari ¢calisma materyali
olarak kullanilmigtir (Tablo 3.1, Gorsel 3.1).

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan droglar ve kaynakiari

Ornek  Durumu/Kaynagi

N1 Ambalajli kaba toz/Baharat Firmasi, Nisan, 2017
N2 Ambalajl kaba toz/Baharat Firmasi, 2017

N3 *Taze Ornek, kiiltiir/Afyon, Haziran 2017

N4 *Taze Ornek, kiiltiir/Diizce, Haziran, 2017

N5 *Taze Ornek siipermarket/Eskisehir, 2017

N6 *Taze Ornek, kiiltiir/Antalya 2017

N7 Acik drnek, Aktar/Isparta, 2017

N8 Ambalajli kaba toz/ Baharat Firmast, Istanbul, 2017
N9 Ambalajli kaba toz/Baharat Firmasi, Eskisehir 2016
N10 Acik drnek, Aktar, Gaziantep, 2017

*Taze temin edilen Grnekler, laboratuvarda gblgede ve havadar bir ortamda kurutulup, Kilitli plastik
torbalarda muhafaza edilmistir.
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Gorsel 3.1. Test edilen orneklerden bazilar

3.2. Kullamlan Kimyasallar ve Standart Maddeler

Monograf hazirlama ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal madde ve ¢oziictiler ile
bunlarin marka ve saflik dereceleri Tablo 3.2°de listelenmistir. Tablo 3.2’de yer alan
coziiciiler standart maddelerin ¢o6ziilmesinde, ©Ornek hazirlamada, ekstraksiyonda,

reaktiflerin hazirlanmasinda ve ITK mobil faz hazirlanmasinda kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Deneylerde Kullanilan Coziicii/Kimyasal Maddeler ve Safliklar

Coziicii/Kimyasal Madde Marka/Saflik

1,8-Sineol (MA:154) Aldrich (>%98)
Anisaldehit Merck (=%98)

Aseton Panreac (Ph. Eur. Grade)
Diklorometan Aldrich (>%99)

Etanol Merck (Ph. Eur. grade)

Etil asetat Merck (=%99)

Etil Asetat Merck (=%98)

Glasiyal asetik asit Carlo Erba (Ph. Eur. Grade)
Hidroklorikasit Carlo Erba (Ph. Eur. grade)
Kloralhidrat Merck (Ph. Eur. Grade)
Limonen (MA:136) Aldrich (>%99)

Metanol J.T. Baker (HPLC grade)
n-hekzan Aldrich (>%95)
R-(-)-karvon (MA:150 ) Aldrich (=%98)

Stilfiirik Asit Carlo Erba (Ph. Eur. Grade)
Toluen Merck (Ph. Eur. grade)
Vanilin Merck (=%99)

3.3. Kullamlan Kimyasal Reaktifler

Tiim reaktifler Avrupa Farmakopesi 8.0’de tarif edilen sekilde hazirlanarak
kullanilmustir.

Anisaldehit R.:0.5 mL anisaldehit ¢ozeltisi, 10 ml glasiyel asetik asit, 85 ml metanol ve
5 mL siilfiirik asit ¢ozeltileri sirasi ile karistirilarak hazirlanir.

Vanilin siilfiirik asit reaktifi: %1 lik etanolik vanilin ¢6zeltisine 1,5 ml derisik siilflirik
asit ilave edilerek hazirlanmistir.

Kloralhidrat R.: 80 g kloralhidrat, 20 ml distile su iginde ultrasonik banyoda ¢oziilerek
hazirlanmustir.

HCI R. Cozeltisi: 70 g HCI (dnci=1,19 g / ml =>70 g HCI= 58,8 ml) distile su ile 100
ml'ye seyreltilir.

3.4. Kullamlan Cihaz ve Apareyler

Deneylerde kullanilan cihaz ve apareylere ait bilgiler Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Deneyler kullanilan cihaz/aparey ve markalart

Kullanilan Cihaz/Aparey Marka
Volumetrik Su Miktar Tayini Apareyi ildam

Clevenger apareyi fldam

Gaz kromatografisi/Alev iyonlagma dedektorii Shimadzu GC 2010
Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi Shimadzu QP-2010
UV Lambasi Camag

Vortex IKA

Kiil Firim Nabertherm

Isiticili manyetik karistirict Heidolph

Isik mikroskobu (kamera entegre) Leica DM750

Etiiv 3M
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3.5. Deneysel Calismalar ve Yontemler
3.5.1. Mikroskobik inceleme

Toz haline getirilen 6rnekler, kloralhidrat reaktifi kullanilarak, bek alevinde
buhar1 solunmadan dikkatlice kaynatilmis, soguduktan sonra 1sik mikroskobunda
incelenmistir. Mikroskobik goriintiiler Leica DM750 binokiiler 151k mikroskobuna
entegre ICC50 HD kamera ile kaydedilmistir. Incelemede toz doglarm mikroskobik
ayriminda onemli karakterler olan ortii tiiyleri, salgi tiiyleri, diasitik stoma ve yapraga
ait diger onemli kisimlar dikkate alinmistir. Baz1 yapilarin biiyiikliikleri, mikrometrik
lam ve goriintileme programimnin Ol¢iim ozelliginden faydalanilarak oSl¢tilmiis,
fotograflara 6lcek yerlestirilmistir.

3.5.2. Su miktar tayini

500 ml'lik distilasyon balonuna 200 ml toluen R ve 2 ml su R konulmustur.
Balon iizerine su distilasyon apareyi (Gorsel 3.2) kurulmus ve 1sitma baslatilmistir.
Isleme, dereceli kistmda su miktarinda artis olmayana kadar, 60-90 dk boyunca devam
edilmigtir. Siire sonunda aparey sogumaya birakilmistir. Dereceli kisimdan toluenin
absorbe etmedigi su miktar: okunmustur (a). Daha sonra, su miktar tayini yapilacak olan
drogtan 10 g tartilarak, aymi distilasyon balonu igerisine yiiklenmis ve islem
baslatilmigtir. Apareyin dereceli kisminda biriken su miktarinda degisme olmayincaya
kadar isleme devam edilmistir. Islem tamamlaninca sistem sogutulmus ve dereceli
kisimda biriken toplam su miktar1 okunmustur (b). Okunan miktardan ilk islemde elde
edilen su miktar1 cikartilmistir. Elde edilen sonug iizerinden 100 g drogun tasimis

oldugu su miktar1 asagidaki denkleme goére hesaplanmustir.

% Su Miktar1 =[(b—a)/10] x 100
(3.1)

a: birinci distilasyonda elde edilen suyun milimetre cinsinden miktari

b: Tkinci distilasyonda elde edilen toplam suyun milimetre cinsinden miktar
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Gorsel 3.2. Avrupa Farmakopesi’'nde tanimlanan volumetrik su miktar tayini apareyi

3.5.3. Yabanci madde miktar tayini

Incelenecek materyalden 50 g tartilmus, ince bir tabaka halinde zemin iizerine
yayilmistir. Yabancit madde ¢iplak goz ile incelenmistir. Yabanci maddeler ayrilmais,

tartilip yiizdesi hesaplanmaistir.

3.5.4. Ugucu yag miktar tayini

Bitkisel materyalden ugucu yag eldesi amaci ile laboratuvar 6lgekte Clevenger
apareyinde (Gorsel 3.3) 50 g toz haline getirilmis kuru drog 2 L'lik balona
doldurulduktan sonra tizerine 1000 ml distile su ilave edilmistir. 3 saat siire ile
distilasyon islemi gerceklestirilmistir. Siire sonunda apareyin sogumasi beklenmistir.
Apareyin ucucu yagin toplandigi 6l¢ekli kisimdan miktar1 ml cinsinden okunmustur.
Buradan yiizde ugucu yag miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen ugucu yaglar cesitli analiz

islemleri i¢in +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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100 - 110

Gorsel 3.3. Clevenger apareyi (Avrupa Farmakopesinde tarif edilen)

3.5.5. Biitiin kiil

Ik olarak temizlenmis olan krozeler, 600°C kiil firminda 1 saat bekletildikten
sonra desikatorde sabit tartima gelmesi saglanmistir. Krozelerin darasi alinmistir.
Krozelere, kiil miktar1 tayin edilecek droglardan 1'er g tam tartim alinmistir.
Numuneler, kiil firmina konulunca alevlenme meydana gelmemesi ig¢in, 100-105°C
sicakliktaki etiivde 1 saat bekletilmistir. Siire sonunda numuneler 600°C (= 25°C)'ye
ayarlanmis kiil firininda tutulmustur (Numunelerde deneme sonunda siyah partikiiller
gozlenmediginde islemlere son verilir). Buradan desikatore alinan numuneler, sabit
tartima getirilmistir. Tarttm alinmistir. Son tarttmdan bos krozenin darasi ¢ikartilmis ve
elde edilen kiil miktar1 {izerinden yiizde hesaba gecilmistir.

3.5.6. Asitte erimeyen kiil miktar tayini

Biitiin kiil isleminden ¢ikmus kiil tizerinden yapilmaktadir. Biitiin kiilden elde
edilen kiil tizerine 15 ml distile su ve 10 ml HCl R eklenmistir. Bek alevinde,
kanigtirilarak 10 dk yavasca kaynatilmistir. Cozelti soguduktan sonra kiil birakmayan
filtre kdgidindan siiziilmiistiir. Filtre kagidi, turnusol kagidi notr renk alana dek sicak
distile su ile yikanmistir. Notralizasyon tamamlandiktan sonra filtre kagidi uygun
sekilde katlanmistir. Kroze iginde 100-105°C etlivde 1 saat kurumaya birakildiktan
sonra 600°C (= 25°C)'ye ayarlanmig kiil firrminda 3 saat tutulmustur. Desikatorde
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sogumaya birakilan kiiller sabit tartima getirilmistir. Elde edilen miktar {izerinden yiizde

hesabina gegilmistir.

3.5.7. Ince tabaka kromatografisi

Bu deneyde oncelikle Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan “Tibbi Nane
Yaprag:” monografinda yer alan ITK kosullar1 denenmistir. Ayrica distilasyon ile ugucu
yag veriminin belirlenmesi deneyinden elde edilen ugucu yag ornekleri de kullanilarak
ITK profili ayrica ortaya konmustur.

Calismalarda timii Merck marka Silikagel Fzss, Diol ve HPTLC plak
kullanilmistir. 10 x 10 cm ebadinda kesilmis plaklar ve hazir cam plaklar (10x10) 1 saat
siireyle 100°C'ye getirilmis etiivde aktive edilerek kullanilmistir. Develope islemine
geemeden Once siizgee kagidi cam kromatografi tankina yerlestirilmistir. Tanka
hazirlanan mobil faz ilave edilmistir. En 1yi ¢oziicli sistemini belirlemek i¢in 9 farkh
mobil faz denenmistir (Tablo 3.4). Test ¢ozeltileri 0,2 g toz haline getirilmis drog
tizerine 2 ml diklorometan ilave edilip 5 dk calkalanarak flakonlara adi siizgec
kagidindan stiziilerek hazirlanmistir. Ugucu yag ¢ozeltisi ise 40 ul ugucu yag 1 ml n-
hekzan ile ¢6ziilmiigtiir. Sahit ¢ozelti 40 pl R-(-)-karvon, 80 pl 1,8-sineol, 200 ul
limonen ve 10 ml n-hekzan R’de ¢oziilerek hazirlanmustir. Plaklara test ¢6zeltisinden 10
ul, sahit ¢ozeltiden 10 pl yuvarlak leke halinde uygulanmistir. Tank ¢6ziicli sistemi ile
doyduktan sonra develope islemine baslanmstir. islem bittikten sonra tanktan cikarilan
ITK plaklari oda sicakliginda kurutulup ilk énce UV lamba altinda gdzlenebilen lekeler
isaretlenmistir.

Plaklarin iizerine ¢eker ocak altinda taze hazirlanmis olan uygun reaktifler
puskiirtiilmiis ve gerekli ise manyetik 1sitictda 100-105°C'de 1sitilarak renklenmesi
saglanmistir. 4 farkli reaktif kullanilarak (Anisaldehit reaktifi, Vanilin siilfirik asit
reaktifi, iyot R) en uygun olani belirlenmistir.

Kromatogramda test ¢ozeltisi ile elde edilen ana leke, referans ¢ozeltisi ile elde
edilen leke ile gorsel olarak, her iki lekenin rengi, boyutlar1 ve tutunma faktorii (Rf)’ne

gore karsilastirma yapilmistir.
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Tablo 3.4. ITK da kullanilan mobil fazlar

1. Coziicii 2. Coziicii Oran
1. Diklorometan - 100
2. Diklorometan Aseton 90:10
3. Toluen Etil Asetat 95:5
4, n-Hekzan Etil Asetat 95:5
5. n-Hekzan Etil Asetat 90:10
6. n-Hekzan Etil Asetat 98:2
7. Diklorometan Aseton 95:5
8. Diklorometan Aseton 2:1
9. n-Hekzan Etil Asetat 1:1

3.5.8. Gaz kromatografisi (GK) ve gaz kromatografisi/ Kiitle spektrometresi

(GK/KS) ile ugucu yagin kimyasal bilesiminin belirlenmesi

10 farkli 6rnekten elde edilen ve susuz sodyum siilfat ile suyu g¢ekilen ugucu
yaglardan 3 mg, 1 ml n-hekzanda ¢oziilerek hazirlanan numuneler, GK ve GK/KS
sistemleri ile analiz edilmistir. GK sisteminde AID dedektorii (FID-Flame lonization
Detector- Alev iyonlagsma dedektorii) ile tespit edilen bilesiklerin integrasyonlari
yapildiktan sonra, bagil yilizdeleri belirlenmistir. GK/KS sistemi ile bilesenlerin kiitle
spektrumlar1 alinmistir. Degerlendirme islemleri Wiley ve MassFinder Kiitiiphane
Tarama Yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir. Analiz program ve sartlar1 dahilinde 10

numuneye ait ugucu yagdaki bilesenler relatif yiizde olarak belirlenmistir.

3.5.8.1. GK analiz kosullart

Analiz Shimadzu 2010 sistemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. AID Dedektor
sicakligi 250°C’ dir. GK/KS sistemi ile uyumlu tutunma zamanlari elde edilebilmesi
icin 25 m X 0.25 mm @, 0.25 mm film kalinliginda CPSil-5CB kullanilmis ve agagida

verilen sicaklik programi uygulanmistir.

3.5.8.2. GK/KS analiz kosullar

GK/KS analizlerinde Shimadzu QP2010 Plus sistemleri kullanilmistir. GK
sisteminde kullanilan kolonun aynisi ile tasityict gaz akis hizi 1 ml/dak. olarak
ayarlanmigtir. Kolon sicaklik programi, 60°C 'de 10 dak, 4°C/dk artisla 260°Cya
cikarilip, 260°C 'de 5 dk tutulmustur. Split oran1 50:1°dir. Enjeksiyon portu sicakligi
260°C olarak ayarlanmistir. Kiitle spektrumlart (MS) 70 eV elektron enerjisi

uygulanarak ve m/z 35-450 kiitle araliginda alinmistir.
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3.5.9. Ucgucu yagin kantitatif analizi

Calismamizda temin edilen analitik saflikta R-(-)-karvon, 1,8-sineol ve limonen
icin AID dedektorlii GK kullanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlanmistir. Ugucu
yaglarin GK/KS ve GK/AID analizinden elde edilen alan relatif yiizdelerin hesaplandig
kromatogramlar incelenerek en biiyiik ve en kii¢iik alan degerlerine gore kalibrasyon
egrisinde kullanilacak derisim aralig1 10-3000 ppm olarak belirlenmistir (Sekil 3.3).

3 mg/ml’lik konsantrasyondaki numune ¢o6zeltileri kullanilmigtir. Cihazin
yazilim programi kullanilarak integrasyon sonunda kromatogramda gozlenen
standartlara ait piklerin ger¢ek miktar tayinleri asagida verilen alan/derisim grafiklerine

gore hesaplanmigtir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. R(-)-karvon, 1,8-sineol ve limonen igin kalibrasyon egrileri (10, 50, 500, 1000, 1500, 3000 ppm)

32



3.5.10. Ekstrenin mikrobiyolojik analizi
Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne gore “Cay, bitki

ve meyve caylart ve bunlarin karigimlar” ile “Baharat, bitki ve/veya bunlarin
karisimlart (toz, macun formlari, karisimlart vb.)” maddelerindeki mikroganizmalarin
bir kismi aranarak, calismamiz kapsaminda baharat olarak temin edilen hazir ambalajl
orneklerin mikrobiyolojik kalitesi ortaya konmustur. Tiim analizler TEMPO® hazir
protokollere gore yapilmistir. Numunelerden 5’er g tartilarak 45 ml peptonlu suda
seyreltilmigtir.  Numuneler pedalli  homojenizatérde  homojenize  edilmistir.
Numunelerden TEMPO® (bioMérieux) sisteminin 6zel filtreli torbasinda siiziilerek,
stiziintiden 1’er ml ¢ekilip 3’er ml peptonlu su eklenip toplamda 1/40 oraninda
diliisyonlar hazirlanmigtir. Sistemin kendi kit ve kartlarma soliisyonlar pipetlenerek

Tablo 3.5’teki uygulama siireleri ve sicakliklar baz alinarak inkiibasyona birakilmistir.

' T ,,,,,,, o i " \
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Gorsel 3.4. TEMPO®, QI otomatik sayim sistemi

Tablo 3.5. Ticari 6rneklere uygulanan mikrobiyolojik analizler ve inkiibasyon kosullar

Maya-Kaf B. cereus T(_)tal Koliform  Enterobakter S. aureus E. coli
Koliform
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N1 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+1°C 35+¢1°C 37+1°C 37+1°C
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N2 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+1°C 35+¢1°C 37+1°C 37+1°C
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N7 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+¢1°C 35+1°C 37+1°C 37+1°C
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N8 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+¢1°C 35+1°C 37+1°C 37+1°C
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N9 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+¢1°C 35+1°C 37+1°C 37+1°C
72-76 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 22-27 saat, 24-27 saat, 24-27 saat,
N10 24+1°C 30+1°C 30+1°C 35+1°C 35+¢1°C 37+1°C 37+1°C
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3.5.11. Sivi kromatografisi

Bu deneyde oncelikle Avrupa Farmakopesi 8.0’da yer alan “Tibbi nane kuru yaprak
ekstresi” monografinda yer alan, Rozmarinik asit igerigi belirlenmesinde kullanilan sivi
kromatografisi sartlar1 uygulanmigtir. Calismada test ¢ozeltisi i¢in; 0,4 g droga 15 ml
etanol (%50) eklenerek, ultrasonik banyoda tutulmus ve 20 ml’lik balon jojeye
siziilmistiir. Erlen ve siiziintii etanol (%50) R ile yikanarak ayni ¢oziicliyle 20 ml’ye
tamamlanmaistir.

Sahit ¢ozelti (a) : 5 mg rozmarinik asit, etanol (%50) iginde ¢oziilir, 50 ml’ye
tamamlanir.

Sahit ¢ozelti (b) : 5 mg ferulik asit sahit ¢ozelti(a) i¢inde ¢oziiliir ve ayn1 ¢ozelti 50
ml’ye tamamlanir.

Kolon: 0,25 m, 4,6 mm.

Sabit faz: kromatografi i¢in oktadesilsilil silika jel R (5 um)

Mobil faz (a) i¢in: 5 ml fosforik asit, 95 ml asetonitril, 400 ml distile su ile hazirlandi.

Mobil faz (b) igin: 5 ml fosforik asit, 200 ml metanol, 295 ml asetonitril ile hazirlandu.

Zaman (dk) Hareketli faz A (%h/h) Hareketli faz B (%h/h)
0-20 100 mmmp 55 0 wmmp 45
20-25 55 wmmmp 45 =mmp 100
25-30 0 w==mp 100 100 mmmp 0

Akis hizi: 1,2 ml/dk
Tanima: spektrofotometre, 330 nm.
Uygulama: 20 pl

Ekstrelerdeki rozmarinik asit yilizdesi hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir.

A Xmy, Xp Xx0,2
Ay Xm,

(3.2)

Au: test ¢ozeltisi ile elde edilen kromatogramda rozmarinik aside kars1 gelen pik alani

Ay sahit ¢ozelti (a) elde edilen kromatogramda rozmarinik aside karsi gelen pik alam
M. test ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan ekstrenin agirligi, g;

my: sahit ¢ozelti (a) hazirlamak i¢in kullanilan rozmarinik asit CRS agirligi, g;

p: rozmarinik asit CRS igindeki % rozmarinik asit igerigi.
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4. BULGULAR VE YORUMLAR

4.1. Makroskobik inceleme

Tim halde veya kirilgan kiiglik pargalar halinde kaba toz formunda olan
ornekler, incelenmeden once tun¢ havanda ince toz hale getirilmistir. Ornekler
karakteristik, keskin ve aromatik kokululudur. Oreklerde kahverengimsi-yesil veya

yesil bazen kahverengisimsi-mor damarlar gozlenmistir.

4.2. Mikroskobik inceleme

Orneklerin tiimii ortak ozelliklere sahip olup, farkli morfoloji veya tipte
mikroskobik karakteristik pargalara rastlanmamustir. Kloralhidrat reaktifi ile 1sitilarak
hazirlanan preparatlarda yaygin sekilde, kiitikulas1 ¢izgicikli tek sirali ¢ok hiicreli ortii
tilyleri ile tek hiicreli dis tliylere rastlanmistir. Bast ve sap1 tek hiicreli salg tiiyleri ile
60-70 um capinda basi sekiz sap1 tek hiicreli Lamiaceae tipi salgi tiiyleri mevcuttur.
Diasitik tipteki stomalar yapragin her iki ylizeyinde de (amfistomatik) mevcuttur. Alt
epiderma karakteristik dalgali duvarlara sahiptir. Iletim demetleriyle bir arada bol

miktarda palizat parenkimasi pargalart mevcuttur (Gorsel 4.1).

4.3. Volumetrik Su Miktar Tayini

Yapilan deneyler sonucu elde edilen ylizde su miktarlar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Numunulerde bulunan su miktarlar1 %3 ile %13,86 arasinda degismektedir.
Avrupa Farmakopesine gore Tibbi nane yapragi monografinda olmasi gereken miktar
maksimum %11°dir (110 ml/kg). 2, 5 ve 6-10 no’lu 6rnekler %11’in altinda su
tagimaktadir. Tim verilere ait ortalama degerler tablonun altinda verilmistir. TSE
verilerine gore su miktart maksimum %10 olmalidir. 1, 3 ve 4 no’lu 6rnekler bu degerin
tizerindedir.

4.4. Yabanc1 Madde Miktar Tayini

10 farkli numunede yapilan yabanci madde miktar tayini sonucu elde edilen
yiizde degerler Tablo 4.1°de verilmistir. Yapilan tartimlarda %0,9 ile %1,9 arasinda

belirlenmistir. TSE verilerine gore yabancit madde miktart maksimum %0,1 olmalidir.
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N =4 . - LR g : ; 2 g
Gorsel 4.1. M. spicata subsp. spicata mikroskobik incelemesi (a, b: ortii tiyii; ¢, d: Alt ve st epiderma

diasitik stoma; e, f: salgi tiiyleri; g: ortii ve salgi tiiyleri, h. iletim demetleri ve palizat parenkimast
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45. Ucucu Yag Miktar Tayini

Clevenger apareyi kullanilarak 3 saatlik distilasyon sonucu kuru drog iizerinden
hesaplanmis ugucu yag verimleri Tablo 4.1°de gosterilmistir. Avrupa Farmakopesi’nde
Tibbi nane yaprak monografinda ugucu yag miktari pargalanmis drogta en az 9 ml/kg
(%0,9), biitiin drogta ise 12 ml/kg olarak verilmistir. 03, 04, 05, 06 no’lu droglar biitiin
droglardir. 05 no’lu 6rnek disinda elde edilen ucucu yaglar, %1,2 degerinin istiindedir.
01, 02, 07, 08, 09 ve 10 no’lu 6rnekler parcalanmis toz haldeki droglardir. 02, 08 ve 09
no’lu ornekler disinda elde edilen ugucu yag miktarlar1 %0,9’un tizerindedir. TSE
verilerine gore ugucu yag miktart minumum %0,7 olmalidir. 8 numarali 6rnek

haricindekiler bu degerin tizerindedir.

4.6. Kiil Miktar Tayini

Toplam kiil miktar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. En yiiksek toplam kiil miktar1 10
nolu Ornekte tespit edilmigtir. Avrupa Farmakopesi 8.0’a gére nane yapragi
monografinda maksimum toplam kiil miktar1 %15°tir. TSE verilerine gore kiil miktar

maksimum %10’dur. Tiim 6rnekler bu degerin altinda kalmistir.

4.7. Asitte Erimeyen Kiil Miktar Tayini

Asitte erimeyen kiil miktar1 Tablo 4.1°de verilmistir. Bu degere en yakin 6rnek
10 numarali 6rnektir. 09 numarali 6rnek bu degerin iistiinde, diger 6rnekler bu degerin
altinda kalmistir. TSE verilerine gore asitte erimeyen kiil miktar maksimum %?2,5’tur. 9

no’lu 6rnek haricindekiler bu degerin altindadir.

37



Tablo 4.1. Analiz sonuglar

) % su miktari % yabanci % ugucu yag % toplam Kkiil % asitte erimeyen
Ornek madde miktari verimi kiil
NO1 13,00 0,09 1,00 7,84 0,12
NO02 8,00 0,20 0,89 7,90 0,44
NO3 13,86 1,98 1,56 9,02 0,54
NO04 10,82 1,18 1,82 6,84 0,24
NO5 9,90 0,39 1,03 8,00 0,80
NO6 6,58 0,37 1,25 7,70 0,73
NO7 4,92 0,41 1,28 8,18 1,05
NO8 9,96 0,50 0,50 9,38 1,01
NO09 3,00 0,56 0,85 8,32 2,94
N10 6,85 0,39 1,79 9,50 1,15
Ortalama 8,69 0,61 1,19 8,27 0,91
Std. 11 8 0,9/1,2* 15 15
Std.* 10 0,1 0,7 10 2,5

Std. : Avrupa Farmakopesi Nane Yapragr monografindaki limit degerler
Std. *: TSE kuru nane standartindaki limit degerler
*: par¢alanmis drogda en az %1,2, biitiin drogda en az %0,9.

4.8. 1Ince Tabaka Kromatografisi

10 adet numunenin farmakopede tarif edildigi sekilde hazirlanan diklorometan
ekstreleri ve n-hekzanda hazirlanan ugucu yaglarmm farkli ¢oziicii sistemlerinde ITK
analizileri yapilmistir. En iyi ayirim saglayan ¢oziicii sistemi n-Hekzan: Etil Asetat (9:1)
olarak belirlenmistir. UV lamba altinda (254 nm ve 364 nm) belirgin lekeler
isaretlenmistir. Belirteg olarak anisaldehit-stilfiirik asit reaktifi kullanilmistir. Ugucu yag
ve diklorometan ekstrelerine ait sahit ¢oOzelti ve test ¢Ozeltisiyle elde edilen

kromatogramdaki lekeler Gorsel 4.2 ve Gorsel 4.3°te belirtilmistir.
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Test ¢ozeltisi: 0.2 g ince toz edilmis bitkisel drog 2 ml diklorometan eklenerek, 5 dk
calkalanip ve siiziilmiistiir.

Sahit ¢ozelti: 40 pl R-(-)-karvon, 80 ul 1,8-sineol, 200 ul limonen, 10 ml n-hekzan R’de
¢Oziilerek hazirlanmistir.

Plak: Silika jel F2s4

Hareketli faz: n-Hekzan: Etil Asetat (9:1, h/h)

Uygulama:10 ul yuvarlak leke

Stiriiklenme: 10 cm lizerinden ilerleme

Kurutma: Havada

Tespit: Anisaldehit R. piiskiirtiiliir, 100-105°C 5-10 dk 1s1tilir, giin 1s1g81nda incelenir.
Sonuclar: Sahit ¢ozelti ile elde edilen kromatogramda orta kisimda asagidan yukari
dogru sirasiyla turuncu leke (karvon), pembe-mor leke (1,8-sineol) ve pembe leke
(limonen) gorildi. Test ¢ozeltisiyle elde edilen kromatogramda en altta mor-sSiyah
lekeler, onun tiistiinde kahverengi leke, onun iistiinde mavi leke ve daha iistiinde kirmizi-
mor leke, orta kisimda karvon ve 1,8-sineole ait lekeler goriildii. Daha yukarida

limonene ait leke gézlemlendi (Gorsel 4.2).
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Plagin Tepesi

Limonen: Pembe leke Pembe leke

1,8-sineol: Kirmizi-Mor Leke | Kirmizi-Mor leke

R(-)-karvon: Turuncu leke Turuncu leke

Kirmizi-Mor leke
Kahverengi leke
Mor-Siyah leke

Sahit Cozelti Test Cozeltisi

Ty grore 8010

--Limonen

--1,8-Sineol

--Karvon

LS P8P G wer e wos  lef h

Gorsel 4.2. Toz drogtan n-hekzan ile hazirlanan test ¢ozeltisi ITK kromatogrami
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Test ¢ozeltisi: 40 ul ugucu yag 1 ml n-hekzanda ¢oziildii.

Sahit ¢ozelti: 40 ul R(-)-karvon, 80 ul 1,8-sineol, 200 pl limonen, 10 ml n-hekzan R’de
¢Ozildii.

Plak: Silika jel F2sa

Hareketli faz: n-Hekzan: Etil Asetat (9:1, h/h)

Uygulama:10 ul yuvarlak leke

Stiriiklenme: 10 cm lizerinden ilerleme

Kurutma: Havada

Tespit: Anisaldehit ¢ozeltisi R. piskiirtiildii, 100-105°C 5-10 dk sitildi, giin 1s18inda
incelendi.

Sonuglar: Test ¢ozeltisinde plagin en altinda koyu kirmizi leke, yukartya dogru mor
lekeler goriiliir. Orta kisimda turuncu (R(-)-karvon), mavi-mor leke (1,8-sineol), pembe

leke (limonen) goriildi (Gorsel 4.3).
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Plagin Tepesi

Limonen: Pembe leke Pembe leke

1,8-sineol: Kirmizi-Mor Leke | Kirmizi-Mor leke

R-(-)-karvon: Turuncu leke Turuncu leke

Mor leke
Koyu kirmizi leke
Sahit Cozelti Test Cozeltisi
fsicagel FAGL, —t o tep (4 0Ac Y (2 »

Gorsel 4.3. Ugucu yaglarin ITK kromatogram:
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4.9. Ucucu Yag Bilesimi

M. spicata numunelerinden elde edilen ugucu yaglarmn bilesimleri GK-AID ve
GK/KS sistemleri ile belirlenmis, genel olarak %1 den biiylik ana bilesenlerin bagil %
miktarlart sunulmustur. Ugucu yaglarda ana bilesenler karvon (%26,6-83,2), 1,8-sineol
(%-0,3-4) ve limonen (%0,2-10) olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu iki major bilesik
disinda  degisen oranlarda sabinen, 3-oktanol, dihidrokarvon, a-terpineol,
dihidrokarveol, B-burbonen, B-karyofilen, germakren-D, bisiklogermakren, spatulenol
ve karyofillen oksit gibi mono ve seskiterpenler de saptanmistir (Tablo 4.2).

Analizi yapilan M. spicata ugucu yaglarinda karvon oraninin %26,6-83,2
arasinda degistigi goriilmektedir. Tablo 4.2 incelendiginde 05 numarali 6rnekteki

karvon orani %26,6 olup diger orneklere gore daha diisiik bir yiizdeye sahiptir. 05

numarali 6rnekte seskiterpenlerin yiiksek bir yiizdeye sahip oldugu gozlemlendi.

Intensity
1000000
*
Karvon Limonen
750000
500000; } 1,8-Sineol
| ]
250000+ '
] * ‘ - s
07_‘_;&_}._ _____._~_,.n_.!_.__ —_—— ‘ I ——— - — —
[ T I T I L B T I T [
10 20 30 40 50 60

min

Sekil 4.1. Mentha spicata u¢ucu yagina ait érnek bir kromatogram (N04)

4.10. Ucucu Yagda 1,8-sineol, Limonen ve R-(-)-karvon Miktar Tayini

GK-AID kullanilarak 10-3000 ppm araliginda derisimde hazirlanan standart
maddeler ile ¢izilen kalibrasyon egrisine gore ugucu yaglarda R-(-)-karvon, 1,8-sineol
ve limonenin 3 mg/ml olarak hazirlanan ¢ozeltideki ger¢ek miktarlar1 (mg/ml) belirlendi
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Numunelere ait ugucu yaglarin kompozisyonu ve miktar tayini sonuglart
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4.11. Drogun Mikrobiyolojik Analizi

Ambalajli toz halde satin alinan 6rneklerde yapilan gida analizleri sonucu Tablo
4.3’de verilmistir. Orneklerde maya-kiif, Bacillus cereus, Total Koliform, Koliform,
Enterobacter, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterileri kontrol edilmistir.
Tablo 4.4°deki veriler 2009 ve 2011 Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi’ndeki baharat ile kahve-¢ay referans degerlerine aittir. Tim 6rneklere 1/40

diliisyon uygulanmistir ve tablodaki sonuglar KOB/g birimi ile verilmistir.

Tablo 4.3. Numune sonuclari

Ornek Maya- Total

KOB/g Kiif B. cereus Koliform Koliform  Enterobakter S. aureus E. coli
NO1 <100 <100 5,3x 102 <100 2,1x10? 1,1x104 <100
N02 <100 <100 4,6x 10? <100 8,2x10* <100 <100
NO7 102 <100 9,5x 10° 100 3,9%x 10° <100 <100
NO08 10? <100 5,1x 103 100 1,2x 10° 1,0x10? <100
N09  2,1x10? <100 4,3x10* <100 - 3,3x 10 <100
N10  4,1x10? <100 2,2x10* 1,2x10° >4,9x10° 4,6x10° <100

KOB/gr: Numunenin her 1 gramindaki koloni olusturan mikroorganizma birimi, “-“ sonu¢ alinamadi

Tablo 4.4. Tablodaki veriler 2009 ve 2011 tarihli Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligi 'nde sinir degerlerdir (KOBI/Q)

Tebligler Maya- Total
Kiif  B.cereus Koliform Koliform Enterobakter S.aureus E. coli
2011
(Baharat) - 10°-10* - - - 10%-10* -
2011
(Kahve ve Cay)  10%-10° - - - - - -
2009
(Baharat) 10%-10°  10%-10% - - 10%-103 103-10* -
2009
(Kahve ve Cay)  10°-10* - - 102- 10° - - -

4.12. Sivi Kromatografisi

Orneklerin Avrupa Farmakopesi 8.0, Mentha piperitae yaprak ekstresi monografina
gore igerdikleri rozmarinik asit miktar1 belirlenmistir. Ekstrelerin i¢erdikleri rozmarinik
asit (Sekil 4.2) yiizdesi %0,3-1,14 arasinda degismektedir. Ekstrelerde yapilan analiz

sonuglar1 Tablo 4.5’de verilmistir.
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HO

HO OH

OH

Sekil 4.2. Rozmarinik asit

Tablo 4.5. YBSK ile belirlenen rozmarinik asit i¢erigi

Ornek Rozmarinik asit icerigi (%)
NO1 0,44
NO02 0,30
NO3 0,19
NO4 0,42
NO5 1,14
NO6 1,06
NO7 0,44
NO8 0,36
N09 0,44
N10 0,46
Std.* 0,5

*Std: Tibbi nane yapragi kuru ekstresi monografindaki deger
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda halk arasinda bahge nanesi olarak bilinen M. spicata subsp. spicata
tiirtiniin kiiltiir formlar1 ve baharat olarak gesitli kaynaklardan temin edilen 6rnekleri ile
bir Avrupa Farmakopesi Monografi hazirlanmasi amaglanmistir. Bu amacgla Avrupa
Farmakopesi'nin, bitkisel droglar ve bitkisel drog preparatlarinda monograf
hazirlanmasi i¢in yayimladigi rehberde yer alan kalite kontrol testlerinden uygun olanlar
temin edilen 10 adet 6rnek i¢in uygulanmistir. Elde edilen bulgular Avrupa Farmaopesi
8.0’de yer alan ‘Tibbi nane yapragi (Peppermint leaf), tibbi nane ugucu yagi
(Peppermint oil) ve tibbi nane kuru yaprak ekstresi (Peppermint leaf dry extract)’
monograflarindaki bilgiler ve TSE kuru nane standardindaki degerlerle karsilastirilmali
olarak degerlendirilmistir.

Temin edilen 10 o6rnegin binokiiler 151k mikroskopu ile incelenmesi sonucu
orneklerde Lamiaceae familyasina 6zgii ortii ve salgi tiiyleri tasiyan epiderma pargalari,
yiizeyden ve alttan goriiniimde diasitik stoma, tek sira iizerine dizili 3-8 hiicreli, uzun,
genellikle pargalanmis ortii tiiyleri, 2 tipte salg tityleri; kiiglik-yuvarlak, tek hiicreli ve
genislemis oval basli-tek hiicreli sapli, enine kesitte kisa ve koni seklinde tek veya iki
hiicreli ortli tliyleri, iletim demetleri ve palizat parenkimasi tabakasi gozlenmistir
(Gorsel 4.1.). 10 6rnek ayni tiire ait oldugundan herhangi bir farkliliga rastlanmigtr.

Numunulerde bulunan su miktarlar1 %3 ile %14 arasinda degismektedir. Avrupa
Farmakopesi tibbi nane yaprak monografinda olmasi gereken oran maksimum %11°dir
(110 mL/kg). 1 ve 3 numarali 6rnekler %11’in istiinde su tagimaktadir (Tablo 4.1).
Avrupa Farmakopesindeki bitkisel drog monograflari incelendiginde, havada
kurutulmus bitkisel droglarin genellikle %11°dan fazla su tasimamasi gerektigi
bildirilmistir. TSE verilerine gore su miktari1 %10’un altinda olmalidir. 1, 3 ve 4 no’lu
ornekler bu degerin iizerindedir. Bu sonu¢ bize bu iki drogun uygun sekilde
kurutulmadigi veya saklanmadigini, yiiksek nem orani ile enzimatik faaliyetlerin devam
edecegi ve/veya fungal {iremenin olabilecegini isaret etmektedir.

10 farkli numunede yapilan yabanci madde miktar tayini sonucunda, tim
droglarda % 0,1 ile % 2 arasinda yabanci maddeye rastlanmistir. Farmakopedeki en
yakin drog olan tibbi nane yapraginda kahverengi lekeli yapraklarda maksimum %38 ve
capt 1,5 mm’den biiylik olmayan saplar i¢in maksimum %5 limit deger olarak
belirlenmistir. Bu monografa gore droglar yabanci madde miktar limit degerleri

icerisindedir. TSE verilerine gore yabanci madde miktar1 9%0,1’in altinda olmalidir. 1
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no’lu ornek haricindekiler bu degerin iizerindedir. Bu durum bize hasat asamasinda
govde, kok parcalarinin karigmis olabilecegini, kurutma ve ambalajlama asamalarinda
kirliliklerin bulagmis olabilecegini gdsterebilir.

Avrupa Farmakopesi Tibbi nane yapragi monografina gore pargalanmis drogda
ucucu yag miktari en az 0,9 mg/ml (% 0,9), biitiin drogda en az 1,2 mg/ml (%1,2) olarak
verilmigtir. 03, 04, 05, 06 numarali 6rnekler taze, biitiin droglardir. 05 numarali 6rnek
hari¢ diger orneklerde ucucu yag oram1 %1,2’den yiiksek ¢ikmustir. 01, 02, 07, 08, 09,
10 numarali ornekler parcalanmis toz haldeki droglardir. 02, 08 ve 09 nolu 6rnekler
disindaki tiim numunelerde ucucu yag miktar1 %0,9’dan yiliksek ¢ikmistir. TSE
verilerine gore ugucu yag miktar1 %0,7’den az olmamalidir. Yalnizca 8 no’lu 6rnek bu
degerin altinda kalmistir (Tablo 4.1). 02, 05, 08, 09 numarali 6rneklerde ugucu yag
veriminin diisiik ¢ikmasini, toprak kosullari, biyotik ¢evre kosullari, hasat sartlar1 ve
mevsimi, kurutma kosullar1 gibi nedenler etkilemis olabilir. Yapilan ucucu yag analiz
caligmalar1 incelendiginde bu tiire ait yag verimlerinin c¢alismamamiz verileri ile
uyumlu sekilde %0,6-2,5 civarinda oldugu goriilmiistiir (Baser vd.,2012; Salehi, 2018;
Snoussi, 2015; Foda vd.; 2010, Lawrance, 2007).

Bitkisel materyaldeki inorganik maddeler, fizyolojik ve fizyolojik olmayan olarak
iki tiptedir. Kalsiyum oksalat gibi tuzlar dogal inorganik maddelerdir ve toplam kiil
miktart ile tespit edilebilirler. Ancak bu kiiliin icerisinde topraktan bulasan silikanin
varligin1 belirlemek iizere asitte erimeyen kiil miktar tayini deneyi yapilir. Toplam
kiilden kalan kiil seyreltik asitle 1sitilinca ¢oziinmeyen silika ikinci bir siizme ve tartimla
tespit edilir (Rao ve Xiang, 2009). Orneklerimizde en yiiksek toplam kiil ve asitte
erimeyen kiil miktar1 sirastyla % 9,5 ve % 2,94 ile 9 ve 10 no’lu drneklerde tespit
edilmistir (Tablo 5.1). Avrupa Farmakopesi (Tiirk Farmakopesi-2)’'ne gore tibbi nane
yapragl monografinda maksimum toplam kiil miktar1 %15, maksimum asitte erimeyen
kil miktar1 % 1,5’tur. Bu limit degerine gore toplam kiil miktarma tiim ornekler
uygundur. Asitte erimeyen kiil miktarina 9 no’lu 6rnek hari¢ diger 6rnekler uygundur.
TSE verilerine gore kiil miktar ve asitte erimeyen kiil miktar maksimum %210 ve
%2,5’tur. Toplam kiil miktarina tiim 6rnekler uygundur. Asitte erimeyen kiil miktarina
9 no’lu 6rnek haricindekiler uygundur. Gidalardaki mineral maddelere, yakma sonucu
arta kalan inorganik maddelere veya madensel maddelere asitte erimeyen kiil denilir.
Kisaca organik bilesiklerin haricindeki gida bilesenleridir. 9 no’lu 6rnekte inorganik

maddeler daha fazla bulundugundan bu oran yiiksek ¢ikmustir.
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Yapilan ITK analizlerinde UV lamba altinda 254 nm’de R-(-)-karvon, limonen,
1,8-sineolde belirgin lekeler gozlenmistir. 366 nm’de lekelere rastlanmamistir. Belirteg
olarak anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile en iyi sonu¢ alinmistir. Reaktif puiskiirtiiliip
1sitilan plakta sahit ¢ozeltide yer alan R-(-)-karvon, limonen, 1,8-sineol farkli renklerde
net olarak gdzlenmistir. ITK’da sahit ¢dzelti ile elde edilen kromatogramda yukaridan
asag1 dogru sirasiyla pembe leke (limonen), mavi-mor leke (1,8-sineol) ve turuncu leke
(R-(-)-karvon) goriilmiistiir. Toz drogdan diklorometan ile hazirlanan test ¢ozeltisiyle
elde edilen kromatogramda ve ugucu yag ile hazirlanan test ¢6zeltisinden elde edilen
kromatogramda iist kisimda limonen, orta kisimda R-(-)-karvon ve 1,8-sineole ait
lekeler gorilmistiir (Gorsel 4.2. ve Gorsel 4.3). Plakta denenen tiim mobil ve sabit
fazlar sonunda en iyi ayrim HPTLC plakta ve n-hekzan: etil asetat (9:1) ile saglanmistur.

M. spicata subsp. spicata numunelerinden elde edilen ugucu yaglarin bilesimleri
GK-AID ve GK/KS sistemleri ile belirlenmis, %1°den biiyiik ana bilesenler verilmistir
(Tablo 4.2). Her bir numunenin ana bilesenlerinin miktarlart 6rnekten Ornege
degismekle birlikte R-(-)-karvon (%26,7-83,17), limonen (0,33-9,8) ve 1,8-sineol
(960,33-3,9) her numunede ortaktir. Bu ii¢ bilesik disinda degisen oranlarda sabinen, 3-
oktanol, dihidrokarvon, o-terpineol, dihidrokarveol, p-burbonen, p-karyofilen,
germakren-D, bisiklogermakren, spatulenol ve karyofilen oksit gibi mono ve
seskiterpenler de saptanmigtir (Tablo 4.2). Tiim droglarda en yiiksek yiizde icerik R-(-)-
karvona aittir. 1,8-sineol oram1 1, 2, 7, 8, 9 ve 10 numarali numunelerde limonen
oranindan yliksekken, 3, 4, 5, 6 numarali numunelerde daha diisiik olarak belirlenmistir.
5 numarali ornekteki karvon igeriginin diger Orneklerden diisiik olmasi, Oncelikle
genotipik farklilik, yetistirilme kosullari, toplanma zamani, kurutma sekli ve kosullari
ile depolanma siiresi gibi faktorlerle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Farkli iilkelerde Mentha spicata subsp. spicata bitkisi i¢in yapilan ugucu yag
calismalarinda GK/KS ve GK/AID analizi sonuglarina bakildiginda, genel olarak R-(-)-
karvon orami %26,5-76,65, 1,8-sineol oran1 %1-17 ve limonen oran1 %?2-23 arasinda
bulunmustur (Baser vd., 2012; Chauhan vd., 2009; Snoussi vd., 2015; Masi vd., 2017,
Bayan ve Kiisek, 2018; Dhifi vd., 2013). Bazi calismalarda farkli sonuglar
gozlemlenmistir. Bir ¢alismada farkli olarak Tirkiye kokenli Mentha spicata subsp.
spicata bitkisinde menton (%62), izomenton (%17), terpinen 4-ol (%5) ve 1,8-sineol
(%2) ana bilesen olarak belirlenmistir (Baser ve Kiirk¢iioglu, 1999). Elde ettigimiz

ucucu yag analiz sonuglart genel olarak yapilan caligmalarla benzer sonuglar
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gostermistir. Ayni bitki tiirti ile yapilan ¢alismalarda farkli kimyasal kompozisyon
sonuclar elde edilmesinin pek ¢ok nedeni vardir. Ugucu yag bilesimindeki farklililarin
en biiyik etmeni olan, kimyasal irklar haricinde, biyotik c¢evre kosullari, toprak
kosullari, hasat sartlar1 ve mevsimi, cografi konum, yiiseklik, iklim ve biiylime kosullar1
gibi ¢cok nedeni dikkate almak gerekir. Bitkinin kurutma yontemi, ekstraksiyon teknigi
ve ekstraksiyon icin kullanilan bitkinin anatomik kismi da ugucu yag verimini ve
bilesimini etkilemektedir (Baser ve Buchbauer, 2010).

Ugucu yaglar karmagik yapilara sahip bilesiklerdir. Bu tez ¢alismasiyla M. spicata
subsp. spicata ugucu yagindaki {i¢ major bilesenin bagil ve gercek miktar tayinleri
ortaya konmustur. GK-AID kullanilarak 10-3000 ppm araliginda derisimde hazirlanan
standart maddeler ile ¢izilen kalibrasyon egrisine gore ugucu yaglarda R-(-)-karvon,
limonen ve 1,8-sineoliin gercek miktarlar1 belirlenmistir. Bagil yiizde degerlerle elde
edilen gercek miktar arasinda farkliliklarin mevcut oldugu anlasilmaktadir. Tablo 4.2
incelendiginde N1 no’lu o6rnek diger ornekler gibi 3 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanmis ve enjekte edilmis, R-(-)-karvon relatif ylizdesi %71,4 olarak bulunmustur.
Bulunan bagil yiizde ile yapilan oranti ile 6rnekteki R-(-)-karvon miktarinin 2142 pg
olmas1 beklenirken ger¢ek miktar 2108 pg olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde N10
no’lu ornekte karvon miktar1 yapilan integrasyon sonunda %80 olarak saptanirken,
kantitatif olarak 2200 pg/ml (%73) olarak bulunmustur. Benzer sekilde tiim analizlerde
bagil ylizde ile gercek miktar arasinda farkliliklar saptanmistir. Bu kii¢lik farkliliklarin
kullanilan sicaklik programinda yagda bulunan bazi maddelerin dedektdre ulasamamis
olmas1 veya AID dedektorii ile tespit edilemedigi ongoriilmektedir. Ucucu yaglarda
major bilesenlerin standart numuneler ile hazirlanan kalibrasyon grafiklerine gore, en
azindan ana bilesenler bazinda kantitatif olarak c¢alisilmasinin 6nemi burada ortaya
¢ikmaktadir.

M. spicata subsp. spicata bitkisi iilkemizde ve diinyada yaygin olarak baharat ve
tibbi ¢ay olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle taze olarak toplanan 6rnekler disindaki 1,
2, 7, 8, 9 ve 10 numarali orneklerin gidalarda kalite parametrelerinden olan
mikrobiyolojik bulas durumu incelenmistir. Orneklerde, Maya-Kiif, B. cereus, Total
Koliform, Koliform, Enterobakter, S. aureus ve E. coli iiremesi kontrol edilmistir.

Sonuglar 2009-2011 Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmelikleri
uyarinca degerlendirilmistir. Yonetmelikte total koliform ve E.coli iiremesi ile ilgili bir

bilgi mevcut degildir. Ancak total koliform saptanan 6rneklerde fekal bir bulasmanin
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ortaya konmasi bakimindan E. coli’nin de bakilmasi gereklidir. Enterobakter kontrol
edildiginde 1 numarali 6rnek disindaki haricinde digerlerinde sinirin iizerindedir.
Enterobakter dogada, toprak, su, insan ve hayvan digskisinda dogal olarak bulunur. Bu
durum bize orneklerin yeterince temizlenmedigi ve/veya sulama suyunun kalitesinin
yeterli olmadigini bizlere gostermektedir. 10 numarali 6rnekte koliform miktar1 gramda
1200 adet koloni olusturan birim olarak belirlenmistir. insan ve hayvan diskis1 kaynakli
olan fekal koliformlar bu iriiniinde uygun sartlarda yetistirilmedigi veya Kkaliteli
sulanmadigimi gostermektedir. Yine ayni orne8in diger parametreler bakimindan da
limitler altinda kalsa da yiiksek mikrobiyal yiike sahip oldugu gériilmektedir. E. coli ile
ilgili kodekste limit deger yer almamakla birlikte, 6rneklerde aranmis ve 100 KOB/g
olarak tespit edilmistir. Diger sonuglar 2009-2011 Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeligi’ne uygun olarak belirlenmistir. Cesitli baharatlar i¢in benzer
calismalar yapilmistir.

Van bolgesinden toplanan kirmizibiber, karabiber ve kimyondan olusan toplam 44
adet baharat &rnegini mikrobiyolojik acidan incelenmistir. Incelenen 15 adet
kirmizibiber, 14 adet karabiber ve 15 adet kimyon 6rneginde sirasiyla ortalama toplam
aerob mikroorganizma 1,7 x10’ KOB/g, 1,3 x 10" KOB/g, 1,7 x 10° KOB/g; koliform
bakteri 1,5 x10* KOB/g, 1,3 x 10° KOB/g, 8,4 x 10® KOB/g; E. coli 1,0 x 10* KOB/g,
1,0 x 10° KOB/g, 8,2 x 10® KOB/g; Staphylococcus sp. 3,0 x 10° KOB/g, 1,5 x 10*
KOB/g, 1,6 x 10* KOB/g; kiif-maya 1,4 x 10* KOB/g, 1,1 x 10° KOB/g, 9,2 x 10°
KOB/g; aerob sporlu mezofil bakteri 1,5 x 10’ KOB/g, 1,6 x 10" KOB/g, 3,3 x 10°
KOB/g olarak tespit edilmis, anaerob sporlu mezofil bakteriler sirasiyla 8, 11, 14
ornekte bulunmustur (Sagun vd., 1997).

Bursa’da market ve semt pazarlarinda satisa sunulan 105 adet karabiber, kimyon,
ac1 toz kirmizibiber, tathi toz kirmizibiber, aci kirmizi pul biber, targin, kekik, nane,
sumak, kisnis, zencefil, reyhan gibi baharat ve ¢esni verici otlarda Bacillus cereus
varhi@i arastirllmigtir. Analize tabi tutulan ambalaj igerisindeki baharatlardan
karabiberde Bacillus cereus sayisi act pul kirmizibiberde 7,7 X 10* KOB/g, 8,5 x 108
KOB/g, kimyonda 4,8 x 102 KOB/g, ac1 toz kirmizibiberde 2,9 x 10° KOB/g, tar¢inda
8,8 x 102 KOB/g olarak, acik olarak satilan karabiberde 1,6 x 10* KOB/g, kimyonda 9,8
x 102 KOB/g, ac1 toz kirmizibiberde 3,1x 10° KOB/g, ac1 pul kirmizibiberde 2,2x 10°
KOBY/(g, tatli toz kirmizibiberde 3,3 x 10° KOB/g, sumakta 3,2 x 10> KOB/g, zencefilde
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3,1 x 10* KOB/g, kisniste 1,1 x 10° KOB/g olarak tespit edilmistir (Temelli ve Anar,
2002).

Istanbul'daki farkli satis noktalarindan alinan karabiber drneklerinden toplam
mezofil aerob mikroorganizma sayisini ortalama, 2,9 x 10° KOB/g, Enterobacter
sayisim ortalama, 4,3 x 10* KOB/g, aerob sporlu bakteri sayisim1 ortalama, 8 x 10°
KOB/g, kiif ve maya sayis1 ortalama 1,2 x 10* KOB/g olarak saptanmistir (Aydin,
2001).

Yapilan ¢alismalar bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda; ¢calismalarda maya-
kiif iremesi 1,1x 10°— 1,4 x 10* KOBY/g arasindayken, bizim 6rneklerimizde 0-4,1 X 10*
KOB/g arasindadir. B. cereus iiremesi calismalarda 3,2 x 10?2 - 3,3 x 10° KOB/g
arasindayken, bizim g¢alismamizda 100 KOB/g’dan az olgiilmiistiir. Koliform sayisi
calismalarda 1,3 x 10% -1,5 x 10* KOB/g iken, bizim ¢alismamizda 0-1,2 x 10 KOB/g
arasindadir. Enterobacter sayis1 calismalarda 4,3 x 10° KOB/g iken, bizim
calismamizda 0-4,9 x 10° KOB/g arasinda 6l¢iilmiistiir. S. auresus sayisi ¢alismalarda
1,5 x 10* -3,0 x 10° KOB/g iken, bizim ¢alismamizda 0-1,1 X 104 KOB/g arasindadir.
E.coli sayis1 galismalarda 1,0 x 10%-1,0 x 10* KOB/g arasinda iken, bizim ¢alismamizda
100 KOB/g’1n altinda 6l¢tilmiistiir.

Calismamizda Avrupa Farmaopesi 8.0’da yer alan “Tibbi nane kuru yaprak
ekstresi”> monografi icinde uygulanan sivi kromatografisi denenmistir. Orneklerdeki
rozmarinik asit miktarlar1 % olarak konmugstur. Monografa gore rozmarinik asit yiizdesi
minumum %0,5 olmalidir. Numunelerden 5 ve 6 no’lu 6rnek disindakiler bu degerin
altinda kalmistir. M. spicata ile yapilan ¢alismalar incelendiginde bu oran %0,58 ile %1
arasinda degismektedir (Shekarchi vd., 2012; Fletcher vd., 2005; Fletcher vd., 2010,
Goger, 2013)

Ulkemizde yaygin olarak kullanilan M. spicata subsp. spicata bitkisine ait bir
kalite standardi mevcut degildir. Bu standartlar1 olusturmak amaciyla Avrupa
Farmakopesinde yer alan bitkisel droglar i¢in uygun testler gerceklestirilmis olup, elde
edilen sonuglarla bitkinin monografinin olusturulmasinda bir 6n ¢alisma
gerceklestirilmistir. Parametreler en yakin tiir olan tibbi nane monografi ve TSE kuru

nane standardi ile karsilastirilarak verilmistir.
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