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OZET

BAZI BITKISEL TENTURLERDE FARMAKOPE ANALIZLERI VE
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE TAYINI

Baris HENDEN
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Bitkisel drog preparati olarak tentiirler, eczacilik ve fitoterapide binlerce yillik bir
kullanima sahiptir. Gerek geleneksel, gerekse kanita dayali iy1 tanimlanmis etkiye sahip
tentiirlerin gliniimiizde de terapotik olarak yaygin kullanimi mevcuttur.

Bu calisma kapsaminda farkli farmakopelerde yer alan kirmizi kantaron -
Centaurium erythraea L. (Gentianaceae), mir - Commiphora myrrha (Nees) Engler
(Burseraceae), sar1 kantaron - Hypericum perforatum L. (Hypericaceae), gozotu -
Euphrasia officinalis L. (Orobanchaceae), turna gagasi - Geranium robertianum
(Geraniaceae), adacay1 - Salvia officinalis (Lamiaceae), ve 1sirgan - Urtica dioica L.
(Urticaceae)’nin tentiirleri Avrupa Farmakopesi (Ph. Eur, 2019) kapsaminda uygunluklari
fizikokimyasal ve ITK ile analiz edilmistir. Ayrica Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli HI157, Bacteriodes fragilis, Yersinia enterocolitica,
Clostridium difficile, Campylobacter jejuni, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
mutans, Escherichia coli, Streptococcus sanguinis, Fusobacterium nucleatum gibi insan
patojeni mikroorganizmalar kullanilarak in vitro mikrodiliisyon yontemi ile
antimikrobiyal etkinlikleri agisindan degerlendirilmistir. E. officinalis tentiiriiniin test
edilen biitiin mikroorganizmalarda etkinligi denenen maksimum konsantrasyondan daha
yukarida oldugu ¢ikmustir. H. perforatum tentiiriiniin ise C. jejuni’ye kars1 etkisi denenen

minimum konsantrasyondan daha diisiik konstrasyonda etkili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Farmakope, Tentiir, Antimikrobiyal



ABSTRACT

PHARMACOPOEIA ANALYSIS OF CERTAIN HERBAL TINCTURES AND
ASSESSMENT OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Baris HENDEN
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020
Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Tinctures as herbal drug preparates have been used for thousands of years in
pharmacy and phytotherapy. Tinctures with both traditional and evidence based well

defined effects remain in widespread usage to date.

In this study, European centaury-Centaurium erythraea L. (Gentianaceae), Myrrh-
Commiphora myrrha (Nees) Engler (Burseraceae), St. John's-wort-Hypericum
perforatum (Hypericaceae), Eyebright-Euphrasia officinalis (Orobanchaceae), herb-
Robert - Geranium robertianum (Geraniaceae), Sage - Salvia officinalis (Lamiaceae) and
common nettle - Urtica dioica (Urticaceae) tinctures proportionate to monographs of
various pharmacopoeia were analyzed for physicochemical and TLC compatibility with
European Pharmacopoeia (Ph. Eur, 2019). Additionally, using human pathogen
microorganisms such as Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli HI57, Bacteriodes fragilis, Yersinia enterocolitica, Clostridium difficile,
Campylobacter jejuni, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Streptococcus sanguinis and Fusobacterium nucleatum tinctures were assessed for
antimicrobial effectiveness with in vitro microdilution technique. Additionally, for all
tested organisms, E. officinalis tincture of highest tested concentration was not found
antimicrobially effective. Furthermore, H. perforatum tincture's minimum inhibitory

concentration was found to be lower than tested concentrations against C. jejuni.

Keywords: Pharmacopoeia, Tincture, Antimicrobial
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1. GIRIiS VE AMAC

Eski caglardan giiniimiize kadar gegen bu siirede, en biiyilk medeniyetleri dahi
zaman zaman yok edebilecek seviyeye gelebilmis, insanligin devami i¢in en biiyiik tehdit
gruplarindan biri olan hastaliklar giiniimiizde de her yoniiyle aydinlatilabilmis degildir.
Milattan 6nce yaklasik 1550 yillarina ait olan Ebers Tip Papiriisiinde yer alan hastaliklar
her ne kadar timsah 1sirmasi, tirnak agrist gibi giiniimiize gore basit bir sekilde tarif
ediliyor olsa da kiyasla modern bir sekilde gastrointestinal hastaliklar, oftalmolojik
hastaliklar1 seklinde kategorize de edilmisti [1]. Bu donemlerdeki c¢esitli hastaliklar,
zehirli hayvanlar ve zaman igerisinde yasanan ciddi epidemiler beraberinde insanlari,
genellikle zengin ve soylu kesimi, kendilerini koruyabilmeleri i¢in bir ¢6ziim aramaya
itmistir. Bu arayisin sonuglarindan biri ise o zamanlar herseyin panzehiri gibi lanse edilen
ve genellikle opium, myrrh, cannabis gibi bitki, ¢esitli hayvan kisimlar1 ve salgilari
seklinde 50-60’a yakin farkli icerigin alkol yani sarap veya bal gibi sivilar ile karistirilarak
yapilan farkli zamanlarda farkli medeniyetlerin ismine “theriac”, “mithridatium” dedigi
karisimlar1 ortaya c¢ikmustir [2]. Bu calismalar gelistirilerek ve kiyasla daha bilimsel
yontemler kullanilarak terk edilen bu basit bakis agis1 zamanla yerini ekstre ve ¢esitli
diger formlardaki karisimlara birakmistir. Yiizyillarca medikal otorite olarak da goriilen
Ibn-i Sina’nin “El-Kanun fi’t Tib” isimli kitabmin 1800’lere kadar kullanimi buna en iyi

ornektir [3].

Yapilan caligmalar ile giiniimiize yaklastik¢a bu karisimlarin kalitelerini kontrol
edebilmek amaciyla farmakopeler yayilanmis ve bu baglamda ilk olarak da kabul edilen
farmakope Floransa’da 1498’de olusturulmustur. [4] Tip ve teknoloji alaninda yasanan
gelismelerle birlikte Ikinci Diinya Savas1 sonrasinda modern tibbin olusmasi, tablet gibi
daha pratik ve kullanimi kolay farmakolojik formlara gecilmesi bu tarz sivi ekstre ve

tentiirlerin kullanimini azaltmistir [5].

Gilinlimiizde modern tibbin sundugu ilaglarin gosterdigi yan etkiler ve 6zellikle de
antibiyotiklere karsi gelisen direng kaynakli olarak, istenilen tedavi sonucuna
ulagilamama veya bu ilaglara siirekli bagimli kalma gibi sebeplerden dolay1 insanlari
sentetik olarak elde edilmislerden uzaklastirip eskiye, dogal c¢Ozlimlere itmeye
baslamistir. Gelisen bu talep dogrultusunda da bitkisel ¢aylar, tentiirler ve ekstreler gibi

cesit ¢esit kalite ve 6zellikte iirlinler piyasaya arz edilmeye baslanmistir.



Herhangi bir bitkiden elde edilen iiriiniin tedavide istenilen sonucu verebilmesi ve
iiriin validasyonunun saglanabilmesi i¢in bitkinin etkin madde igeriginin dogru oranda ve
miktarda standart olmasi ¢ok biiyiilk onem teskil etmektedir. Standardizasyon amaclh
olarak farmakopelerde bulunan, bitkinin makroskopik ve mikroskobik teshisi, {iriiniin
bitkinin hangi kismindan ve ne sekilde hazirlanmasi gerektigi gibi birgok kriterleri yerine
getirmesi, ayn1 zamanda da kullanima kadar gecen siirede bu kriterleri muhafaza etmesi

icin her tiirli sart saglanmalidir.

Giliniimilizde uygun olmayan toprakta bitki yetistirme, uygun olmayan zamanda ve
uygun olmayan bitki kisimlarin1 toplama sorunlarina ek olarak farkli farmakolojik iirtin
tipleri i¢in farkli denetim mekanizmalar1 olmasindan ve bu mekanizmalarin hepsinin ayni
standarda bagli olmamasindan kaynakli ¢ok farkli kalitedeki bitki ve bitki iiriinleri
pazarda bulunmaktadir. Bu da kullanilan iirine gore tedavinin sonucunu dolayisiyla

hastalarin sagligini ciddi anlamda riske atabilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda Avrupa’da yaygin olarak kullanilan ve farmakopeye
gore Ttretildigi beyan edilen tentiirlerin farmakope monograflarindaki kriterlere

uygunlugu ve bu tentiirlerin antimikrobiyal etkinliginin tespiti amaglanmaistir.

Buna yonelik olarak kirmizi kantaron -Centaurium erythraea L. (Gentianaceae),
miir - Commiphora myrrha (Nees) Engler (Burseraceae), sar1 kantaron - Hypericum
perforatum (Hypericaceae), gdzotu - Euphrasia officinalis (Orobanchaceae), turna gagast
- Geranium robertianum (Geraniaceae), adacayt - Salvia officinalis (Lamiaceae) ve
isirgan - Urtica dioica (Urticaceae)’nin farmakope monograflarina gore belirtilen
oranlarindaki tentiirleri secilen Avrupa Farmakopesi (PhEur, 2019) kapsaminda
monograflarda yer alan kuru bakiye, bagil yogunluk, iTK referans kromatogramlarina

uygunluklar1 agisindan degerlendirilmistir.

Farmakopeye gore incelenen tentiirlerin antimikrobiyal etkilerinin in-vitro olarak
mikrodiliisyon yontemiyle Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli HI57, Bacteriodes fragilis, Yersinia enterocolitica, Clostridium difficile,
Campylobacter jejuni, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus mutans, Escherichia coli,

Streptococcus sanguinis, Fusobacterium nucleatum ’a karsi etkileri aragtirilmigtir.



2. KAYNAK BIiLGIiLER

2.1. Farmasotik Dozaj Formlar:
Dozaj formlar1 kullanimma veya fiziksel formuna gore siniflandirilabilirler.
Kullanim yontemlerine gore siniflandirma; topikal veya haricen kullanim (kremler,
merhemler, macunlar); oral kullanim (suruplar, tabletler, kapsiiller); rektal
supozituvarlar; parenteral enjeksiyonlar; transdermal patch’ler (yakilar); lokalize
damlalar (okiiler, nazal, otik) iken, fiziksel formlarina gore ise asagidaki sekilde

siniflandirilirlar [6].

e Soliisyonlar

e Sivi dispersiyonlar

e Yarikat1 dispersiyonlar

e Plastik dispersiyonlar

e Kaplanmis katilar1 da igeren kat1 dozaj formlari
e Uzun Siirede etkili tirlinler

e Basingh acrosoller

e Basingsiz gaz dozaj formlari (inhalasyon preparatlar)

2.1.1. Soliisyonlar

Soliisyonlar, uygun bir ¢oziiciide veya birbiriyle karisabilen bir sivi karisiminda
bir veya daha fazla ¢6ziinmiis kimyasal madde igeren preparatlardir. Genellikle molekiiler
olarak homojen dagildiklarindan dolayr kullaniminda esit bir dozajlama;

karigtirildiklarinda veya seyreltildiklerinde ise elde edilmek istenen derisime ulagabilmek

daha kolaydir [9].
Farmasotik standartlar ve diger dozajlama gereksinimleri ulusal ve uluslararasi
farmakopelerde belirtilmistir.
Soliisyonlar ¢esitli farmas6tik amaglar i¢in kullanilmaktadir [9].
e Oral olarak: Sulu veya Hidroalkolik ¢oziicii sistemiyle sekerli tatlandirilmas,
aromalandirilmais.
e Harici uygulamalar i¢in (emdirilerek, banyo olarak), deri yaralarina

e Viicut bosluklarina veya agikliklarina: lavman, dus, mesane yikanmasi



e Inhalant olarak atomizerler, nebulizerler ve basingli aerosollerden

e Agiz ve bogaz i¢in gargara veya afiz yikama olarak mukoz membranlarin
tedavisinde (iritan 6zellikleri olanlar harig)

e G0z, kulak veya nazal damla olarak lokal uygulamalarda 6zel preparasyonlarla,

e Steril ve apirojen formlari ile Parenteral enjeksiyon

Bir¢ok cesit ilag sollisyon dozaj formlar1 yillar 6nce ¢esitli ¢oziiciilerle bitki
materyalleri ekstre edilerek gelistirilmisti. Bu sebeple cesitli suruplar, alkollii ickiler,
tentiirler ve sivi ekstreler hala USP-NF’de listelidir. Bunlardan bazilar terapotik etkili
maddeler icerir (6rnegin ipecac surubu, senna sivi ekstresi, cascara sagrada sivi ekstresi
ve belladona tentiirii). Terapotik etkili madde igermeyen ekstreler, karisimlar i¢in aroma
seyreltme araci olarak yer almistir(6rnegin nane alkolii, vanilya tolu balzam tentiirii ve
tolu balzam surubu). Aromatik sular da bu tip soliisyonlara girmektedir. Bu tipteki ekstre

soliisyon tiplerine drnekler [6].
e Suruplar
e Aromatik Sular
o Eliksirler
e Esanslar
e Sivi ekstreler

e Tenturler

2.2. Hidroalkolik Soliisyonlar

2.2.1. Eliksirler

Oral kullanim i¢in tathilastirilmis hidroalkolik soliisyonlara eliksir denir [6].
Bazilari ilag ihtiva ederler digerleri ise tatlandirici araclardir. izoalkolik eliksir buna bir

Ornektir.

Ticari kullanimda “eliksir” terimi (ABD igerisinde USP veya NF tarafindan
belirtilmedigi siirece) resmi formunu yansitmaz. Bu ayni sekilde “surup” ve “tentiir”

terimleri i¢in de gegerlidir [6].



2.2.2. Esanslar

Ugucu maddelerin veya yaglarin alkollii veya hidroalkolik ¢ozeltileridir. Bazilari
ilag igerdikleri gibi digerleri ise yiiksek alkol igermesi i¢in kullanilan tatlandirici

araglardir [6].
2.2.3. Tentiirler

Bitkisel droglarin, sentetik maddelerin veya tatlandirici iceriklerin hidroalkolik

coOzeltileridirler.

Avrupa Farmakopesi (Ph. Eur, 2019)’ne gore oOlgiimlii tentiirler ve “diger”
tentiirler, bitkisel drogdan agirlik¢ca 1 kisim ve ekstraksiyon solventinden agirlikca veya
hacimce 10 kisim kullanilarak veya bitkisel drogdan agirlik¢ca 1 kisim ve ekstraksiyon
solventinden agirlikca veya hacimce 5 kisim kullanilarak hazirlanir. Alternatif olarak
bitkisel drogdan agirlikca 1 kisim ve ekstraksiyon solventinden toplamda 10 kisim edecek
kadar alinarak veya bitkisel drogdan agirlikca 1 kisim ve ekstraksiyon solventinden
toplamda 5 kisim edecek kadar alinarak da hazirlanabilir. Bitkisel drog’un ekstraksiyon

coziiciisii farkli oranlar1 da kullanilir [8].

Standardize tentiirler bilinen terapotik aktiviteleriyle birlikte sadece bilesen

miktarina gore tanimlanirlar.

2.3. Tentiirler

2.3.1. Tentiirlerin Uretimi

Avrupa Farmakopesine gore tentiirler 1 kisim bitki ve 10 kisim ekstraksiyon
coziiclisii kullanilarak veya 1 kisim bitki ve 5 kisim ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanilarak
elde edilen siv1 ekstrelerdir. Alternatif olarak 1 kisim bitki ve toplamda 10 kisim tentiir
elde edilecek miktarda ekstraksiyon ¢oziiciisii veya 1 kisim bitki ve toplamda 5 kisim

tentlir elde edilecek miktarda ekstraksiyon ¢oziiciisii tentiir eldesinde tercih edilebilir [8].

Tentiirler, genellikle bitkisel drogu ekstre edebilecek uygun konsantrasyonda
etanol ile maserasyonla veya perkolasyonla hazirlanir veya bitkisel drogun yumusak veya
kuru ekstresini (direkt tentiir hazirlanirken kullanilan solvent kullanilmis olmali) uygun

konstrasyondaki etanolde ¢ozerek hazirlanir [8].

Tentiir, etanol tedarik zincirinin ve tentlir liretim prosesinin detayli bilgisi ile
uygunluk gilivencesi verilmedigi siirece izopropil alkol i¢ermesine karsi test edilir.
Maksimum %0.05 (h/h) igermesi gereklidir [10].
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Standardize tentiirler haricinde, yumusak veya kuru ekstrelerden elde edilen
tentiirler direkt ekstraksiyon yapilarak tretilen tentiirler igerisindeki bulunan maddeler
haricinde bagka bir madde igeremezler. Ancak tentiirii elde etmek i¢in kullanilan yumusak
ekstreler stabilitesini korumasi igin stabilizatdr, antioksidan veya antimikrobiyal

koruyucular iceriyorsa tentiirde de olmasi istisnai durum olarak kabul edilebilir.

Tentiirler solventlerin igeriginin gerekliliklerini karsilamalar1 i¢in ayarlanabilirler.
Tentiirler eger gerekli ise filtre edilebilirler. Tentiirler genellikle berraktirlar.

Bekletildiklerinde biraz tortu olusabilir.

Endiistriyel 6lgekte kullanilan maserasyon tanki ve perkolator goriiniimleri Sekil

2.1 ve Sekil 2.2°deki gibidir.
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Sekil 2.1. Endiistriyel Maserasyon Tank1




Malzeme girisi

Filtre

Perkolator metal
plakasi

[ T Perkolat eldesi

Sekil 2.2. Endiistriyel Perkolator

2.3.2. Tentiirlerin Kalite Testleri
Avrupa Farmakopesi’ne (Ph. Eur, 2019) gore su kalite testleri yapilmaktadir.

Bagil Yogunluk: Gegerli olan yerlerde tentiir uygun goriilmiis limitler dahilinde

olmalidir.

Etanol: Etanol icerigi uygun goriilen limitler dahilinde olmalidir.

Metanol: maksimum %0.05 (h/h) igermelidir. (Aksi regete edilmedikge)

Kuru bakiye: Gegerli olan yerlerde tentiir uygun goriilmiis limitler dahilinde olmalidar.
Depolama sartlari: Isiktan korunmalidir.

Etiketleme sartlar1: Etiket yukaridaki bahsedilen gereklilikler disinda %h/h olarak etanol

icermelidir.

2.4. Farmakopelerde Tentiirler

2.4.1. Euphrasia officinalis tincturae

Cigceklenme zamanindaki Euphrasia stricta D. Wolff ex J. F. Lehm. ve Euphrasia

officinalis L. subsp. rostkoviana (Hayven) F. Towns.‘in taze herba ve kok’iin (planta



totalis) kendileri veya karigimlari tentiir yapiminda kullanilir[11]. Tiirkiye’de Giresun,

Ordu, Rize ve Trabzon’da dogal olarak yetismektedir [17].
Farmakope monograf bilgileri (Ek-13) su sekildedir:

Uretim:

Ana tentiir ve s1v1 diliisyonlar HAB regiilasyon 3a’ya gore hazirlanir.
Karakteristigi:

Ana tentlir koyu kahverengi bir sividir ve otsu kokuludur.

Teshis:

Ince tabaka kromatografisi

Test ¢ozeltisi: 10 mL ana tentiir 10 mL su ile seyreltilir

Referans ¢ozelti: 10 mg hiperozid, 10 mg kafeik asit ve 10 mg rutin 10 mL metanol

igerisinde hazirlanir.

Plak: Silikajel aliiminyum ITK plag

Mobil faz: Su: susuz formik asit: etil asetat (8:8:84 h/h/h)

Stirtiklenme: 15 cm

Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Plak dnce metanol R igerisinde Difenilborilfenoksietilamin R ¢ozeltisi (10g/L)
ile puskiirtiiliir daha sonra metanol R igerisinde Macrogol 400 R ¢ozeltisi (50 g/L)
puskiirtiiliir. Ardindan 105 ile 110 °C arasinda 5 dk sitilir ve 365nm UV 1sikta
gozlemlenir.

Testler:

Bagil yogunluk (2.2.5): 0,900 ile 0,920 aras1

Kuru bakiye (H 2.2.6): Minimum %2,0

EMA’ya gore Euphrasia officinalis tentliri su problemlerin tedavisinde

geleneksel olarak kullanilmaktadir:

o Konjonktivit’in semptomatik tedavisinde ve Onlenmesinde (alerjik, irritatif,
enfeksiydz kaynakli)
e Minér goz problemlerinin semptomatik tedavisinde. (Blefarit, géz yorgunlugu,

piiriilan okiiler enflamasyon, arpacik gibi)



2.4.2. Geranium robertianum tincturae
Geranium robertianum’un taze toprak iistii kisimlarinin ¢igceklenme zamaninda
toplanarak tentiir hazirlanir [12]. Tiirkiye’de Bolu, Istanbul, Kastamonu, Antalya, Artvin,
Denizli, Hatay, Isparta, Kirklareli, Kiitahya, Samsun, Sinop, Trabzon’da dogal olarak
yetismektedir [17].
Farmakope monograf bilgileri (Ek-12) su sekildedir:
Uretim:
Ana tentlir regiilasyon 2a’ya gore hazirlanir.
Karakteristigi:
Ana tentiir, bal saris1 ve koyu sar1 kahverengi arasinda bir sividir.
Teshis: ince tabaka kromatografisi (2.2.27)
Test ¢Ozeltisi: Ana tentiir
Referans ¢ozelti: 10 mL metanol i¢erisinde 10 mg hiperozid ve 10 mg kafeik asit ¢oziiliir.
Plak: Silikajel aliiminyum ITK plag: (5 ile 40 pm)
Mobil faz: Susuz formik asit: su: etilasetat (10:10:80 h/h/h)
Uygulama: 10 pL ; bant seklinde 20 mm
Siiriiklenme: 10 cm
Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Plaka 6nce metanol igerisinde Difenilboriloksietilamin ¢dzeltisi (10g/L) ile
puskiirtiiliir daha sonra methanol igerisinde Macrogol 400 ¢ozeltisi (50 g/L) piiskiirtiiliir.

Ardindan 105 ile 110 °C arasinda 5 dk 1sitilir ve 365nm UV 1s1kta gdzlemlenir.
Testler:

Bagil Yogunluk (2.2.5): 0,930 ile 0,950 arasinda

Kuru bakiye (H 2.2.6): minimum %1,3

Geranium robertianum ’'un EMA’da monografi ve geleneksel kullanim bilgileri

heniiz olusturulmamaistir.



2.4.3. Commiphora myrrha tincturae

Commiphora myrrha ve/veya diger Commiphora tiirlerinin kok ve dallarindan
kesikler ile veya spontan akintiyla elde edilmis a¢ik havada kurutulmus re¢ineden tentiir

hazirlanir [13]. Tiirkiye’de dogal olarak yetismemektedir [17].

Farmakope monograf bilgileri (Ek-9) su sekildedir:

Uretim:

Tentiir, uygun prosediir ile 1 kisim drog ve 5 kisim etanol (%90 h/h) kullanilarak elde
edilir.

Karakteristigi:

Berrak sarimsi1 kahverengi veya turuncu-kahverengi sividir.

Teshis: ince tabaka kromatografisi (2.2.27).

Test ¢cozeltisi: 5 mL tentiir 10 mL alkol R ile seyreltilir.

Referans ¢ozelti: 10 mg timol ve 40 uL anetol 10 mL eter R igerisinde ¢oziiliir.
Plak: ITK silikajel aliiminyum plak

Mobil faz: Etil asetat: toluen (2:98 h/h).

Uygulama: 10 pl, bant halinde

Siiriiklenme: 15 cm

Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Anisaldehit R soliisyonu ile spreylenir ve 100-105 °C’de 10 dakika boyunca

wsitilirken giin 15181nda gozlemlenir.

Testler:

Bagil yogunluk: Farmakope monografinda mevcut degil.
Kuru bakiye (2.8.16): minimum % 4,0 k/k.

EMA’ya gore Commiphora myrrha reginesinin tentliri su problemlerin

tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir:

e Agizdaki mindr iilser ve enflamasyonlarda,

e Minor yaralar ve kii¢iik ¢cibanlarda.
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2.4.4. Urtica dioica tincturae

Tentiir biitiin, taze ve ¢igekli Urtica dioica bitkisi ile hazirlanir [14]. Urtica dioica
Tiirkiye’de Osmaniye, Bolu, Gaziantep, Istanbul, Igdir, Hakkari, Bitlis, Ankara, Antalya,
Balikesir, Elaz1g, Erzurum, Giresun, izmir, Konya, Nigde’de dogal olarak yetismektedir
[17].
Farmakope monograf bilgileri (Ek-11) su sekildedir:
Uretim:
Urtica dioica ana tentiirii etanol kullanilarak maserasyon ile uygun konsantrasyonda
hazirlanir.
Karakteristigi:
Yesilimsi kahverengi veya turuncu-kahverengi sivi
Teshis: ince tabaka kromatografisi (2.2.27).
Test ¢cOzeltisi: Ana tentiir.

Referans ¢ozelti: 10 mg fenilalanin ve 10 mg serin esit hacimde metanol ve su ile toplam

10 mL igerisinde ¢oziiliir.

Plak: ITK silikajel aliiminyum plak.

Mobil faz: glasiyel asetik asit: su: aseton: biitanol (10:20:35:35 h/h/h/h).
Uygulama: 20 pL, bant halinde.

Stiriiklenme: 10 cm

Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Etanol (%96) icerisinde 1g/L’lik ninhidrin ¢6zeltisi ile spreylenir ve 105-110
°C’de 5-10 dk boyunca sitilir ve 10 dk igerisinde giin 151g1nda gozlemlenir.

Testler:
Bagil Yogunluk (2.2.5) : 0.930 ile 0.950 arast
Kuru bakiye (2.8.16): Minimum %1.1

EMA’ya gore Urtica dioica tentlirii su problemlerin tedavisinde geleneksel olarak

kullanilmaktadir:

e Hafif eklem agrilarinda,
e Mindr idrar sikayetlerinde idrar miktarmin arttirilarak idrar yollarinin

temizlenmesinde.
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2.4.5. Hypericum perforatum tincturae

Tentlir yapimui i¢in hazirlanacak materyal biitiin ve taze Hypericum perforatum
bitkisinin c¢iceklenme doneminin baslangicinda toplanilmasiyla elde edilir [15].
Tiirkiye’de Istanbul, Ardahan, Hakkari, Bartin, Amasya, Ankara, Antalya, Aydin,
Balikesir, Canakkale, Erzincan, Erzurum, Giresun, Hatay, Isparta, Icel, Kocaeli, Manisa,
Kahramanmaras, Mugla, Nevsehir, Samsun, Bayburt, Karaman’da dogal olarak
yetismektedir [17].

Farmakope monograf bilgileri (Ek-14) su sekildedir:

Uretim:

Hypericum perforatum L. ana tentlirii, etanol kullanilarak maserasyon ile uygun
konsantrasyonda hazirlanir.

Karakteristigi:

Koyu kirmiz1 ile kahverengimsi kirmizi arasi bir renkte sivi

Teshis: Ince tabaka kromatografisi (2.2.27).

Test ¢Ozeltisi: Ana tentiir

Referans ¢ozelti: 5 mg rutozid trihidrat, 1 mg hiperisin ve 5mg hiperozid metanol ile

coziilerek 5 mL’ye metanol ile seyreltilir.

Plak: ITK silikajel aliiminyum plak

Mobil faz: susuz formik asit: su: etil asetat (6:9:90 h/h/h).
Uygulama : 10 pL, 10 mm bant halinde.

Siirtiklenme: 10 cm

Kurutma: 100-105 °C’de 10 dakika boyunca

Reaktif: Metanolde ¢oziilmiis 10 g/L’lik difenilborik asit aminoetil ester ¢ozeltisi
spreylenir ve sonrasinda metanol igerisinde 50 g/L’lik Macrogol 400 c¢dzeltisi

puskiirtiiliir. 30 dakika sonrasinda 365 nm’de UV 1sikta incelenir.
Testler:

Bagil yogunluk (2.2.5): 0.900 ile 0.920 aras1

Kuru bakiye (2.8.16): Minimum %1,3

EMA’ya gore Hypericum perforatum tentiirii su problemlerin tedavisinde

geleneksel olarak kullanilmaktadir:
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¢ Gegici zihinsel yorgunluklarda,
e Minor cilt enflamasyonlarinda ve mindr yaralarda,

e Hafif gastrointestinal rahatsizliklarda.

2.4.6. Salvia officinalis tincturae

Salvia officinalis yapraklart kullanilarak tentiir elde edilir [16]. Tirkiye’de dogal
olarak yetismemektedir [17].

Farmakope monograf bilgileri (Ek-10) su sekildedir:

Uretim:

Tentiir, uygun prosediire gore 1 kisim ufalanmis drog ve 10 kisim %70’lik etanol
kullanilarak elde edilir.

Karakteristigi:

Kendine has bir kokuya sahip kahverengimsi sivi.

Teshis: Ince tabaka kromatografisi (2.2.27).

Test ¢ozeltisi: Tentiir

Referans ¢ozelti: 20 pL tuyon R ve 25 pL sineol R, 20 mL metanol igerisinde ¢oziiliir.
Plak: ITK silikajel aliiminyum plak

Mobil faz: etil asetat:toluen (5:95 h/h).

Uygulama: 20 pL, bant halinde

Stiriiklenme: 15 cm

Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Etanolde 200 g/L’lik fosfomolibdik asit R ¢dzeltisi piiskiirtiiliir ve 100-105 °C’de

10 dakika 1sitilarak giin 15181nda incelenir.
Testler:
Bagil yogunluk: Farmakope monografinda referans bulunmamaktadir.
Kuru bakiye (2.8.16): minimum %2,0 k/k
EMA’ya gore Salvia officinalis tentiirii su problemlerin tedavisinde geleneksel

olarak kullanilmaktadir:

e Mide eksimesi ve siskinlik gibi hafif hazimsizlik problemlerinde,

e Asiri terlemede,
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e Agiz ve bogazdaki enflamasyonlarda,

e Mindr cilt enflamasyonlarinda.

2.4.7. Centaurium erythraea tincturae

C. majus (H. et L.) Zeltner and C. suffruticosum (Griseb.) Ronn. (syn.: Erythraea
centaurium Persoon ; C. umbellatum Gilibert ; C. minus Gars.) de dahil olmak iizere
Centaurium erythraea Rafn s. [. toprak iistii kistmlariin biitiin veya parcalanmis kuru
cicekli halleri kullanilarak tentiir elde edilir. Tiirkiye’de Istanbul, Bartin, Antalya, Artvin,
Balikesir, Canakkale, Icel, Izmir, Ordu, Sinop, Trabzon’da dogal olarak yetismektedir
[17].

Centaurium erythraea’nin farmakopelerde tentiir monografi bulunmamaktadir.

Centaurium erythraea bitkisinin Avrupa farmakopesindeki monograf bilgileri (Ek-8) su

sekildedir:

Karakteristigi:

Buruk ac1 tad1 vardar.

Teshis: Ince tabaka kromatografisi

Test ¢ozeltisi: 1 gram toz edilmis bitkiye 25 mL metanol eklenerek 15 dakika boyunca
calkalanir ve daha sonra filtrelenir. Filtrat ugurulur ve 50 °C’yi gecmeyecek sekilde
vakum altinda kurutulur. Kalan kisimdan kii¢lik metanol miktarlari ile alinarak toplam 5

mL’lik ¢ozelti elde edilir. Tortu kalabilir.

Referans ¢ozelti: 1 mg rutozid trihidrat ve 1 mg svertiamarin metanol igerisinde ¢oziiliir

ve 1 mL seyreltilir.

Plak: ITK silikajel aliiminyum plak (5-40 pm)

Mobil faz: su: susuz formik asit: etil format (4:8:88 h/h/h)
Uygulama: 10 pL bant halinde

Siiriiklenme: 12 cm

Kurutma: A¢ik havada

Reaktif: Anisaldehit R ¢ozeltisi ile spreylenir ve 100-105 °C arasinda 5-10 dakika

boyunca 1sitilir. Sonrasinda giin 15181nda gézlemlenir.

Testler:
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Yabanci madde: Maksimum %3

Acilik derecesi: Minimum 2000

Kurutma kayb1: Maksimum %10, 1 kg toz haline getirilmis bitki tizerinden tespiti yapulir.
Toplam kiil: Maksimum %6

EMA’ya gore Centaurium erythraea tentiiri su problemlerin tedavisinde

geleneksel olarak kullanilmaktadir:

e Hafif hazimsizlik/gastrointestinal rahatsizliklarda ve gecici istah kaybinda.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Bitkisel Materyal, Kimyasal Madde ve
Gerecler

3.1.1. Materyalin temini

Deneylerde kullanilan biitiin tentiirler Avrupa’da nihai {riin olarak eczane
raflarinda bulunmaktadir. Deneyde kullandigimiz Ceres markali biitiin tentiirler
Zirih’teki bir eczaneden temin edilmistir; Caelo markali Myrrha tentiirii ise Miinih’teki
bir eczaneden temin edilmistir. Se¢ilen Ceres markali tentiirlerin hepsinin kutusunun
iizerinde ilgili farmakopenin ilgili maddesine atif verilerek farmakopeye uygun tiretildigi
beyan edilmistir. Temin edilen iirtinlerin Son Kullanim Tarihleri ve Lot numaralar1 Tablo

3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan bitki tentiirleri ve iiretici firmalar

Bitki Tentiirii Uretici Firma
Centaurium erythraca CERES Heilmittel
Euphrasia officinalis CERES Heilmittel
Hypericum perforatum CERES Heilmittel
Geranium robertianum CERES Heilmittel
Commiphora myrrha Caesar & Loretz GmbH
Urtica dioica CERES Heilmittel

Tablo 3.2. Bitki tentiirlerinin SKT ve Lot No

Bitki Tentiirii Son Kullanma Tarihi Lot Numarasi
Centaurium erythraea 04.2023 1628111K
Euphrasia officinalis 21.2023 1732137Y
Hypericum perforatum 04.2022 527525D
Geranium robertianum 04.2023 1621080Z
Myrrh 11.2021 18319401
Urtica dioica 06.2022 1654235X
Salvia officinalis 08.2023 1654549H
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3.1.2. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ile iiretici firmalar1 Tablo
3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Uretici Firma
Etilasetat Honeywell
Toluen Carlo Erba
Glasiyel asetik asit Fluka

Metanol Merck

Etanol Sigma-Aldrich
Aseton Sigma-Aldrich
Biitanol Fluka

Formik asit Merck
Ninhidrin Fluka

3.1.3. Deneysel calismalarda kullanilan cihaz ve apareyler
Deneysel calismalarda kullanilan cihaz ve apareyler ile lretici firmalari Tablo
3.4°de verilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan cihaz ve apareyler

Cihaz ve aparey Uretici Firma
UV Goriintiileme Cihazi  CAMAG
Etiiv MMM Ecocell

3.2. Deneysel Calismalar ve Yontemler
3.2.1. Bagil yogunluk test yontemi

Bu test yontemi Avrupa Farmakopesi 9.0’a gore (2.2.5) yapilmigstir.

Bagil yogunluk: Bir maddenin t; sicakliginda belirli bir hacimdeki kiitlesinin t,
sicakliginda esit hacimdeki suyun kiitlesine oranina denir.

Aksi belirtilmedikge t1 ve t> degerleri 20°C alinarak test uygulanir. Bagil yogunluk
veya yogunluk monografta belirtilen virglilden sonraki hassaslik derecesine gore
hesaplanir. Hesaplamada piknometre (kat1 ve sivi), hidrostatik denge (kat1), hidrometre

(s1v1) veya salinim doniistiirticiilii bir dijital yogunluk dlger (s1v1 ve gazlar) kullanilabilir.

Tez kapsaminda yapilan deneylerde 10 mL hacminde piknometre kullanilmistir.
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3.2.2. Ekstrelerin kuru bakiye test yontemi

Bu test yontemi Avrupa Farmakopesi 9.0’a gore (2.8.16) yapilmistir. 50 mm
capinda ve yaklasik 30 mm yiiksekligindeki diiz tabanli bir kaba hizlica 2 gram veya 2
mL incelenecek ekstre koyulur. Su banyosunda kuruluga kadar ugurulur ve 100-105 °C
arasinda 3 saat firinda kurutulur. Desikator igerisinde difosfor pentoksit R veya kuru silika
jel R ile sogumaya birakilir ve agirligr dlgiiliir. Sonuglar kiitle yiizdesi olarak veya litre

basina gram olarak hesaplanir.

3.2.3. lince tabaka kromatografisi

Deneylerde kullanilan tentiirlerin ITK ydntemleri Tablo 3.5°de verilen
farmakopelerden alimistir. Farmakopelerde ITK yontemi yer almayan Euphrasia
officinalis i¢in benzer major bilesenlere sahip olan tentiirlere uygulanan yontemlerden
yararlanilmigtir.

Tablo 3.5. Tentiirlerin ITK yontem kaynaklar:

Tentiir ITK yontemi
Hypericum perforatum EP 9.0
Commiphora myrrha EP 9.0

Salvia officinalis EP 9.0

Urtica dioica EP 9.0
Geranium robertianum HAB 2014
Centaurium erythraea EP 9.0

Biitiin ITK larda farmakopelerde belirtildigi gibi Merck marka Silika jel plaklar
kullanilmistir ve plakalarin siiriiklenme uzunluklar1 Tablo 3.6’da belirtilen farmakope
verilen gore kesilerek hazirlanmistir. Plakalar uygulamadan 6nce 100°C etiivde 1 saat

stire birakilarak aktive edilmistir.

Tablo 3.6. Farmakopelere gore ITK siiriiklenme uzunluklar:

Tentiir ITK Siiriiklenme Uzunlugu
Hypericum perforatum 10 cm
Commiphora myrrha 15 cm
Salvia officinalis 15 cm
Urtica dioica 10 cm
Geranium robertianum 10 cm
Euphrasia officinalis 10 cm
Centaurium erythraea 10 cm
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Ilgili farmakopelerin monograflarinda belirtilen bilgilere gére mobil fazlar Tablo

3.7’ye gore hazirlanmistir.

Tablo 3.7. Tentiirlerin mobil fazlart

Tentiir Mobil Faz

Hypericum perforatum Susuz formik asit: Su:Etilasetat (6:9:90 h/h/h)

Commiphora myrrha Etilasetat:Toluen (2:98 h/h)

Salvia officinalis Etilasetat:Toluen (5:95 h/h)

Urtica dioica Glasiyel asetik asit:Su:Aseton:Biitanol (10:20:35:35 h/h/h/h)
Geranium robertianum Susuz formik asit: Su:Etilasetat (10:10:80 h/h/h)

Euphrasia officinalis Susuz formik asit: Su:Etilasetat (10:10:80 h/h/h)
Centaurium eyrthraea Su: susuz formik asit: etil format (4:8:88 h/h/h)

Cam ITK tanklarina mobil fazlar ve siizgec kagitlar1 5nceden yerlestirilerek tank
icinin mobil fazla ile doygunluga ulagsmasi i¢in beklenmistir. Numunelerden
farmakopelere gore Tablo 3.8°de belirtilen miktarlarda alinarak bant seklinde ITK

plaklar1 izerine uygulanmistir.

Tablo 3.8. Tentiirlerin uygulama miktarlar:

Tentiir Uygulama Miktarlar
Hypericum perforatum 10 uL, 10 mm bant halinde
Commiphora myrrha 10 puL bant halinde

Salvia officinalis 20 pL bant halinde

Urtica dioica 20 pL bant halinde
Geranium robertianum 10 uL, 20 mm bant halinde
Euphrasia officinalis 10 pL bant halinde
Centaurium eyrthraea 10 uL bant halinde

Siiriiklenme isleminin ardindan Tablo 3.9°daki yontemlerle plakalar kurutulmustur.

Tablo 3.9. Plakalarin kurutma yontemleri

Plakalar Kurutma Yoéntemleri

Hypericum perforatum 100-105 °C’de 10 dk boyunca

Commiphora myrrha Oda sicakliginda
Salvia officinalis Oda sicakliginda
Urtica dioica Oda sicakliginda
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Geranium robertianum Oda sicakliginda
Euphrasia officinalis Oda sicakliginda

Centaurium eyrthraea Oda sicakliginda

Kurutulan plakalar farmakopelerde yer alan ilgili reaktifler piiskiirtiilerek ve

gerekli plakalar 1sitilarak giin 15131 veya UV’de incelenmistir.

Hypericum perforatum i¢in metanolde 10 g/L’lik difenilborik asit aminoetil ester
soliisyonii hazirlanmig ve piiskiirtiilmiistiir. Ardindan metanolde 50g/L’lik Macrogol 400
coOzeltisi hazirlanarak piiskiirtiilmiistiir. 30 dakikanin ardindan plaka 365 nm’de UV 151k

altinda degerlendirilmistir.

Commiphora myrrha igin Anisaldehit R sollisyonu piskiirtiilerek 100-105°C

arasinda 10 dakika boyunca 1sitirken giinisiginda degerlendirilmistir.

Salvia officinalis i¢in etanol igerisinde 200 g/L’lik fosfomolibdik asit ¢ozeltisi
hazirlanarak puskiirtiilmiistir ve 100-105°C arasinda 10 dakika boyunca isitirken

gilinisiginda degerlendirilmistir.

Urtica dioica i¢in etanolde (%96’lik) 1g/L’lik ninhidrin ¢6zeltisi hazirlanarak
puskiirtiilmiis ve 105-110°C arasinda 10 dakika boyunca isittiktan sonra 10 dakika

icerisinde giinigiginda degerlendirilmistir.

Geranium robertianum i¢in metanolde 10 g/L’lik difenilboriloksietilamin
¢ozeltisi hazirlanarak piiskiirtiilmiis ardindan metanol igerisinde 50g/L.’lik Macrogol 400
cozeltisi hazirlanarak piiskiirtiilmiistiir. Sonrasinda 105-110°C arasinda 5 dakika boyunca

1sitma isleminin ardindan 365 nm UV 1sikta degerlendirilmistir.

Euphrasia officinalis i¢in metanolde 10 g/L’lik difenilboriloksietilamin ¢ozeltisi
hazirlanarak piiskiirtiilmiis ardindan metanol igerisinde 50g/L’lik Macrogol 400 ¢ozeltisi
hazirlanarak piskiirtiilmiistiir. Sonrasinda 105-110°C arasinda 5 dakika boyunca

wsittiktan sonra 365 nm UV 1s1kta degerlendirilmistir.

Centaurium erythraea i¢in Anisaldehit R sollisyonu piiskiirtiilerek 100-105°C

arasinda 10 dakika boyunca 1sitirken giinisiginda degerlendirilmistir.
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3.2.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon

Calismada mikrodiliisyon ydntemi ile minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIiK)
belirlenmesi CLSI standartlarina gore gergeklestirilmistir (CLSI, 2012; 2018). Tablo
3.10.’da bulunan mikroorganizmalar -85 °C gliserol stoklarindan 100 pL alinarak
Mueller Hinton Agar (MHA) igeren petri kaplarina Yayma Plak yontemi ile ekim
yapilmistir. Ekimi yapilan kiiltiirler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
mikroorganizmalardan ¢izgi ekimler yapilarak saflik kontrolleri saglanmistir. Safliklar
kontrol edilen kiiltiirler MHB igeren deney tiiplerine alinarak hiicre densitometresi ile 0.5
McFarland (BaCl; %1,75, 0.36 N H2SOys i¢inde) ayarlanmistir. Bu sekilde yaklasik 10 8

CFU/mL’lik (mililitredeki koloni olusturan {inite) bakteri konsantrasyonu elde edilmistir.

Kullanilan MHA (BIOMARK), MHB 2 (Fluka), PDA (Merck), SDB (Acumedia)
besiyerleri hazir olarak temin edilmis ve kutu tizerindeki tarife uygun olarak tartilip hacmi

safsuile I L’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika 1.5 atm basing altinda steril edilmistir.

Test edilecek olan tentiirler antimikrobiyal etki goOstermesi beklenen son
kullaniciya erisecek {riinler oldugundan dolay1 baslangic konsantrasyonu olarak
farmakope derisimine gore ayarlanmis tentiirlerin kendisi olarak seg¢ilmistir. 96
kuyucuklu “U” tipi Mikrotitrasyon plakalarinin kuyucuklarina éncelikle 100 pL MHB 2
besiyeri ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan stok soliisyonu ilk kuyucuga 100 pL ilave
edilerek cift katli seri diliisyonlar1 yapilmistir. Seri diliisyonlar1 yapilmis mikrotitrasyon
plakalarinin kuyucuklarina multikanal pipetor kullanilarak 100’er pl bakteri kiiltiirleri
ilave edilmistir ve 24 saat 37°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
sonunda kuyucuklara 20’ser pL % 0,01 (a/h)’lik rezasurin ¢ozeltisi eklenmistir ve 37
°C’de 2 saat bekletilerek MIK degerleri belirlenmistir. Deney sirasinda besiyeri ve
mikroorganizma bulunan 12. siitunda bulunan kuyucuklar iireme kontrolii, sadece
besiyerinin bulundugu 11. kuyucuklar ise sterilite kontrolii olarak plaklara eklenmistir.

Karsilagtirma ve kontrol i¢in antibakteriyel madde olarak Amoksisilin kullanilmistir.

Minimum inhibitdr konsantrasyon testinde antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi i¢in Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dal1
Arastirma Laboratuvart koleksiyonunda bulunan test mikroorganizma kiiltiirleri

kullanilmistir. Kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri Tablo 3.10°da verilmistir.
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Tablo 3.10. Kullanilan standart mikroorganizma kiiltiirleri

Mikroorganizmalar Tiirii

Kaynak

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli H157
Bacteriodes fragilis

Yersinia enterocolitica
Clostridium difficile
Campylobacter jejuni
Klebsiella pneumoniae
Streptococcus mutans
Escherichia coli
Streptococcus sanguinis
Fusobacterium nucleatum
Candida albicans

Candida parapsilosis

(ATCC 6538)
(ATCC 14990)

Izolat
(ATCC 23745)

(RSKK 04050)
(ATCC 9689)
(ATCC 33560)
(NCTC 9633)
(ATCC 25175)
(NRRL B-3008)
(ATCC 15914)
(ATCC 25586)
(ATCC 24433)
(ATCC 22019)
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4. BULGULAR VE YORUMLAR
4.1. Kuru Bakiye Testi Sonug¢lari

Her tentiirden farmakope yontemine goére alinip hazirlanan iiger farkli 6rnegin

kuru bakiye testinin sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tentiirlerin kuru bakiye yiizdeleri

Tentiir Ornek 1 (%) Ornek2(%) Ornek3 (%)  Ortalama (%)
Hypericum perforatum 5,07 5,06 5,03 5,08
Commiphora myrrha 5,95 6,04 6,01 6,00
Salvia officinalis 2,83 2,85 2,88 2,85
Urtica dioica 3,04 2,99 3,02 3,02
Geranium robertianum 3,13 3,22 3,17 3,17
Euphrasia officinalis 2,77 2,71 2,76 2,75
Centaurium erythraea 5,30 5,12 5,24 5,22

Tentiirlerin alkol igeriginin oranina bagl olarak biitiin tentiirlerde kuru bakiye
miktarlart farklilik gostermektedir. Biitlin tentiirlerde her iki 6rneklem arasi fark kiiciik

dolayistyla tutarl sonuglar vermistir.

4.2. Bagil Yogunluk Sonuglari

Tablo 4.2. Tentiirlerin bagil yogunluklar:

; Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ortalama

Tentiir (%) (%) (%)

Hypericum perforatum 0,913 0,911 0,918 0,914
Urtica dioica 0,935 0,937 0,936 0,936
Geranium robertianum 0,941 0,948 0,943 0,944
Euphrasia officinalis 0,909 0,912 0,907 0,909
Centaurium erythraea 0,911 0,915 0,907 0,911
Commiphora myrrha 0,831 0,833 0,838 0,834
Salvia officinalis 0,900 0,901 0,901 0,901

10 mL’lik piknometre kullanilarak once saf su olmak iizere biitiin tentiirlerin
agirliklar1 Ol¢lilmiistiir ve Avrupa farmakopesindeki sekliyle bagil yogunluk hesabi

yapilarak degerlere ulasilmistir.
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4.3. ITK Sonuclar

4.3.1. Centaurium erythraea tincturae

Front

Plagin Tepesi

Kahverengi bélge (swertiamarin)
Sar1 bélge (Rutosid)

e Kahverengimsi gri bolge
(swertiamarin)

Sari bolge (Rutozid) Sarl gri bﬁlge

Kahverengimsi gri bolge

Gri bolge
Sari bolge
Gri bolge

Start

Test Cozeltis

Gorsel 4.1. Centaurium erythraea tentiiriiniin ITK kromatogrami

Farmakope monografinda belirtilen referans ile karsilastirildiginda farmakopeye
uygun olmasi i¢in gdzlenmesi istenen svertiamarin (kahverengi bolge), rutosid (sari
bolge) ve bunlarimn altinda kalan kahverengimsi gri, sar1-gri ve gri bolgeler yapilan ITK da

goriintiilenmistir.
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4.3.2. Commiphora myrrha tincturae

- Plagin Tepesi
Yogun ve biiyiik mor

bsige S o "
(furanoeudesma-1,3- Yogun ve biiyiik mor bdolge

- (Furanoeudesma-1,3-dien)

Mor bélge

Mor bélge (Anetol)

2 adet yogun mor bolge

Yog bol
il (Kurzerenon ve altinda
Yogun mor bolge 2-metoksifuranodien)
(2-metoksifuranodien)
Turuncu-kirmizi bélge T“runcu-kll'mlll b('ilge
(Timol)
(Timol)
Stan Test Cozeltist

Gorsel 4.2. Commiphora myrrha tentiiriiniin ITK kromatogranu

Farmakope sartlarma gore yapilan ITK’da farmakopeye uygunluk icin goriilmesi
beklenen furanoeudezma-1,3-dien (yogun ve biiyilk mor bdlge), kurzerenon(orta
kisimdaki yogun mor bolge), 2-metoksifuranodien (ortadaki diger yogun mor bolge) ve

timol (turuncu-kirmizi bolge) bolgeleri gbzlenmistir.
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4.3.3. Euphrasia officinalis tincturae

Front

Mavi floresans bélge
(Kafeik asit)

Beyaz-mavi bolge
(Fenilpropanoik asit)

Start

Gorsel 4.3. Euphrasia officinalis tentiiriiniin ITK kromatogrami

Euphrasia  officinalis bitki ve tentiirliniin farmakope monograflarinin
bulunmamasi sebebiyle referans verilememistir. Literatiirde daha onceden yapilmis
calismalara dayanilarak yapilan ITK da front’a yakin bdlgede ok az miktarda kafeik asit
(mavi floresans bolge) ve kromatogramin orta kisminda yer alan fenilpropanoik asit

(beyaz-mavi bolge) gozlenmistir. [18,19]
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4.3.4. Geranium robertianum tincturae

Fron Plagin Tepesi

Yesil floresans bélge

Mavi floresans bolge
(Kafeik asit)

Yesil floresans bolge
Mavi floresans bolge (Kafeik asit)

Mavi floresans bolge

Mavi floresans bélge

Mavi floresans bolge

Sarimsi turuncu floresans bolge
(Hiperozid)

Mavi floresans bolge

Sarimsi turuncu
floresans bolge
(Hiperozid)

Start Test Cozeltisi

Gorsel 4.4. Geranium robertianum tentiiriiniin ITK kromatogrami (365 nm UV)

365 nm UV isikta gozlenen kromatogram farmakope referansi ile
karsilastirildiginda front’a yakin yesil ve mavi renkli bolge ve kafeik asit (mavi bolge)
bolgesi referansa benzer sekilde gozlenmistir. Kromatogramin orta kisminda ise
hiperozid (sarims1 turuncu floresans bolge) ve mavi floresans bolge farmakopeye uygun

bir sekilde gozlenmistir.
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4.3.5. Hypericum perforatum tincturae

Front Plagin Tepesi

Sar1 - Mavi Bélge

Hiperisin 2 adet kirmizi1 Bélge (Hiperisin)

Cesitli Bolgeler

Hiperozid Mavi veya Sar1 Bélgeler (Hiperozid)
Rutin Sari-turuncu Bélge (Rutin)
Start Test Cozeltisi

Gorsel 4.5. Hypericum perforatum tentiiriiniin ITK kromatogrami (365 nm UV)

Kromatogram incelendiginde farmakopeye uygunlugu icin gézlenmesi istenen
front’a yakin hiperisin (kirmizi bolge) ve buradaki sari-mavi bolgeler, kromatogramin
orta-alt kisminda bulunan hiperozid (sar1 bolge) ve kromatogramin altinda bulunan rutin

(sari-turuncu bolge) gozlenmistir.
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4.3.6. Salvia officinalis tincturae

Front

Plagin Tepes1

Mavi bélge

Mavi bolge (Front’a yakin)

2 adet pembemsi mor bolgeler (alfa

tuyon ve beta tuyon)
Pembemsi mor bilge
(alfa tuyon)
, Mavi bolge (Sineol)
- Pembemsi mor bolge
(beta tuyon)
Mavi bilge
(Sineol)
Mavi bolgeler
Star Test Cozeltist

Gorsel 4.6. Salvia officinalis tentiiriiniin ITK kromatogrami

Kromatogram farmakope referansi ile karsilastirildiginda front’a yakin olan mavi
bolge ile orta kisimda bulunan alfa ve beta tuyon’a karsilik gelen 2 adet pembemsi mor

bolge ile hemen altindaki sineol’e denk gelen mavi bolge gozlenmistir.
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4.3.7. Urtica dioica tincturae

Front P lagm TePeSI

kirmizidan mora bélge
(Fenilalanin)

kirmizidan mora bélge

kirmizidan mora bolge 4 adet kirmizidan mora bolgeler
(Fenilalanin)

kirmizidan mora bolge

mor bélge (Serin)

mor bélge

Mor bélge (Serin)

Mor bélge

Start

Test Cozeltisi

Gorsel 4.7. Urtica dioica tentiiriiniin iITK kromatogram1

Farmakope referansi ile karsilagtirildiginda kromatogramin ortasinda bulunan 4
adet kirmizidan mora dogru olan ve fenilalanin igeren bolgeler gézlenmistir. Farmakope
referansindaki alt bolgede gozlenmesi istenen ve serin’i de igceren 2 adet mor bolge ise

beklenenin biraz daha iistiinde ortadaki bolgeye daha yakin olacak sekilde gézlenmistir.
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4.4.MIiK Sonuclan

Tablo 4.3. MIK Sonuclar:

CM EO HP SO GR UD CE Amoksisilin (ng/mL)
C. jejuni 0,78125 =50 <0,78125 0,78125 11,5625 3,125 3,125 0,004
C. difficile 078125 0 15625 155625 625 625 25 0,016
S. mutans 25 >50 25 25 >50 >50  >50 0,004
K. pneumonia >50 >50 25 25 6,25 12,5 25 0,008
E.coli HI57 25 >50 25 25 >50  >50  >50 0,004
B. fragilis 12,5 >50 12,5 12,5 25 >50 25 0,001
F. nucleatum 12,5 >50 6,25 6,25 12,5 25 125 0,005
S. sanguinis 6,25 >50 25 25 25 >50 25 0,005
Yersinia e. 6,25 >50 12,5 12,5 12,5 >50 25 0,016
E. coli BI >50 >50 25 25 >50 >50  >50 0,002
C. albicans - >50 - - - >50 - 0,008
C. parapsilosis - >50 - - - >50 - 0,06
S. epidermidis - >50 - - - 12,5 - 0,005
S. aureus - >50 - - - 6,25 - 0,005

CM: Commiphora myrrha, EO: Euphrasia officinalis, HP: Hypericum perforatum, SO: Salvia officinalis,

GR: Geranium robertianum, UD: Urtica dioica, CE: Centaurium erythraea, C. jejuni: Campylobacter

Jjejuni, C. difficile: Clostridium difficile, S. mutans: Streptococcus mutans, K. pneumonia: Klebsiella

pneumoniae, E.coli: Escherichia coli, B. fragilis: Bacteriodes fragilis, F. nucleatum: Fusobacterium

nucleatum, S. sanguinis: Streptococcus sanguinis, Yersinia e.: Yersinia enterocolitica, C. albicans:

Candida albicans, C. parapsilosis: Candida parapsilosis, S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis, S.

aureus: Staphylococcus aureus

Calismada antimikrobiyal aktivitesi incelenen 7 adet tentiirden hepsi dahili

kullanilacak sekilde aktivitesi incelenmis olup Euphrasia officinalis ve Urtica dioica

tentiirleri ise ek olarak harici kullanim i¢in de test edilmistir.

Commiphora myrrha tentiri C. jejuni ve C. difficile testlerinde diger

mikroorganizmalara gore ¢ok daha etkili oldugu goriilmektedir. Ancak K. pneumonia ve

E.coli B1 mikroorganizmalarinda ise higbir antimikrobiyal aktivite gozlenememistir.

Euphrasia officinalis tentiirinde hem dahili hem de harici kullanim ig¢in

degerlendirildiginde hicbir mikroorganizmaya kars1 hazir preparat olarak kullanildigi

konsantrasyonlarda bir etkisi gozlenememistir.
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Hypericum perforatum tentiirinde C. jejuni’ye karsi yapilan testte denenen en
diisiik konsantrasyonda dahi etkili oldugu goriilmektedir dolayisiyla minimum inhibisyon
konsantrasyonunun bu miktardan daha az olmas1 beklenmektedir. Yine benzer gii¢lii bir
antimikrobiyal etki C. difficile’de goriilmektedir. En diisiik antimikrobiyal etki ise S.

mutans, K. pneumonia ve E. coli H157’de goriilmektedir.

Salvia officinalis tentiirii C. jejuni ve C. difficile’ye kars1 daha etkili olurken E.
coli B1 S. sanguinis, E. coli H157, K. pneumonia, S. mutans’a kars1 kiyasla daha yiiksek

konsantrasyonlarda etkili oldugu gézlenmistir.

Geranium robertianum tentiirii i¢in S. mutans, E. coli H157 ve E. coli Bl
mikroorganizmalarinda hazir preparat olarak kullanilan konsantrasyonun %50’sine kadar
denenen miktarda herhangi bir antimikrobiyal etki gézlenmemistir. Ancak C. jejuni’ye
kars1 tentiir preparatinin %1,5625’1 kadarinda bir konsanstrasyonda dahi etkili oldugu

gorilmistiir.

Urtica dioica tentlirii hem bakteriler hem de mantarlara karsi antimikrobiyal
etkileri agisindan test edilmistir. C. jejuni’ye karst %3,125 gibi cok diisiik bir
konsantrasyonda etkili olmusken S. mutans, E. coli H157, B. fragilis, S. sanguinis,
Yersinia e., E. coli Bl, C. albicans ve C. parapsilosis’e kars1 herhangi bir antimikrobiyal

etki gozlenmemistir.

Centaurium erythraea tentiirii ise C. jejuni’ye kars1 diisiik konsantrasyonda etkili
olabilmisken S. mutans, E. coli H157 ve E. coli B1’e kars1 bir etki gostermemistir. F.

nucleatum’a kars1 ise orta seviyede etkili olmustur.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda incelenen yedi farkli tentiir Oncelikle ilgili
farmakopelerdeki kalite karakteristiklerine gore incelenmistir.

Hypericum perforatum tentiiriiniin farmakopeye goére minimum kuru bakiye
yiizdesi %1,3 olmalidir. Yaptigimiz testte ise bu miktar farmakopeye uygun olarak %5,08
cikmistir. Hypericum perforatum tentiiriiniin farmakopeye gore bagil yogunluk araliginin
0,900 ile 0,920 arasinda olmasi beklemektedir. Elimizdeki tentiire uyguladigimiz testte
ise bu deger farmakopeye uygun olarak 0,914 ¢ikmustir. Farmakope ITK referansi ile
karsilastigimizda ise tentiiriimiize yaptigimiz ITK sonucunun ortiistiigiinii gormekteyiz.
Bu ii¢ sonuca bakarak tentiirlimiiziin farmakope kalitesinde oldugunu sdyleyebiliriz ve
test ettigimiz antimikrobiyal etkinin farmakopeye gore standardize bir Hypericum
perforatum tentiiriinii kullandigimizda da istenen etkiyi bu sekilde verecegi 6ngoriisiinti
yapabiliriz.

Salvia officinalis tentiirliniin farmakopeye gore minimum kuru bakiye oraninin %2
olmas1 beklenmektedir. Yaptigimiz kuru bakiye testinde ise bu oran farmakopeye uygun
olarak 2,85 olarak ¢ikmistir. Yapilan bagil yogunluk testinde ise sonu¢ 0,901 olarak
cikmistir fakat farmakopelerde bir referans yer almamaktadir. Salvia officinalis
tentiiriiniin farmakopeye gére belirtilen sartlar altinda yapilan ITK’sinda ise farmakope
referansi ile karsilastirildiginda oncelikli olarak belirtilen alfa ve beta tuyon maddeleri ve
sineol bolgelerinin farmakopeye uygun olmasi i¢in gozlenmesi gereken bolgelerde tespit
edilmistir. Bu iki sonuca bakarak Salvia officinalis tentlirlimiiziin farmakope sartlarina
uydugunu soyleyebiliriz ve antimikrobiyal calismada gozlenene yakin antimikrobiyal
etkilerin farmakopeye gore standardize olan tentiirlerin kullaniminda gozlenebilecegi
ongoriislinii yapabiliriz.

Commiphora myrrha tentiiriiniin farmakopeye gore olmasi beklenen kuru bakiye
miktart minimum %4’tlir. Calismamizda ise farmakopeye uygun olarak %5,99
bulunmustur. Bagil yogunluk testinde 0,834 olarak sonug¢ alinmistir fakat farmakopelerde
referans veri bulunmamaktadir. Farmakope standartlarina gore yapilan ITK ¢aligmasinda
ise farmakopeye uygun olmasi i¢in gézlenmesi beklenen furanoeudezma-1,3-dien (yogun
ve biiyiik mor bolge), kurzerenon (orta kisimdaki yogun mor bolge), 2-metoksifuranodien
(ortadaki diger yogun mor bolge) ve timol (turuncu-kirmizi bolge) bolgeleri gozlenmistir.

Bu sonuglara bakarak tentiirlimiiziin farmakope sartlarina uygun oldugunu dolayisiyla
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antimikrobiyal calismada elde edilen sonuglarin standardize bir Commiphora myrrha
tentiirliniin beklenen antimikrobiyal etkileri temsil edecegini sdyleyebiliriz.

Geranium robertianum tentiiriiniin farmakopeye gore beklenilen minimum kuru
bakiye yiizdesinin %1,3 olmas1 beklenmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada ise tentiiriin kuru
bakiye i¢eriginin farmakopeye uygun olarak %3,18 oldugu gozlenmistir. Tentiire ait bagil
yogunlugun ise farmakopeye gore olmasi gereken aralik 0,930 ile 0,950 arasindadir.
Farmakope standartlarina gére dl¢limiinii yaptigimiz tentiiriin bagil yogunlugu ise 0,941
olarak ¢ikmistir. Geranium robertianum’un yapilan ITK ¢alismasinda ise kafeik asit ve
hiperozid bolgeleri dahil farmakope referansinda gozlenilmesi beklenilen biitiin bolgeler
gozlenmistir. Bu {i¢ sonuca bakarak calismada kullandigimiz tentiiriin farmakope
standartlarina uygun oldugunu ve standardize bir Geranium robertianum tentiiriiniin
caligmamizda elde ettigimiz antimikrobiyal etkileri aymi sekilde gérmemiz gerektigi
ongoriisiinde bulunabiliriz.

Euphrasia officinalis tentiiriinlin kuru bakiye ylizdesinin farmakopeye gore
olmasit gereken minimum orant %?2’dir. Yaptigimiz kuru bakiye testinde ise
kullandigimiz Euphrasia officinalis tentiiriiniin kuru bakiye orani farmakopeye uygun
olarak %2,74 olarak bulunmustur. Euphrasia officinalis tentiiriiniin farmakopeye gore
uygun olan bagil yogunlugu ise 0,900 ile 0,920 arasinda olmasi beklenmektedir.
Calismada kullandigimiz tentiiriin ise bagil yogunluk testi sonucunda ¢ikan degerimiz bu
farmakope araligina uygun olarak 0,909 olmustur. Bu iki sonuca baktigimizda ¢aligmada
kullanilan Euphrasia officinalis tentiiriiniin farmakopede bulunan monografina gore
uymas1 gereken sartlar1 sagladigi i¢in farmakopeye uygundur diyebiliriz ve
antimikrobiyal ¢calismada goriilen etkinin Euphrasia officinalis igin beklenen etki oldugu
yorumunda bulunabiliriz.

Urtica dioica tentiiriiniin farmakopeye uygun olabilmesi i¢in kuru bakiye oraninin
%1,1 olmas1 beklenmektedir. Yaptigimiz ¢calismada kullandigimiz tentiiriin kuru bakiye
orani farmakopeye uygun olarak %3,01 olarak bulunmustur. Tentiiriin bagil yogunluk
degerinin ise farmakopeye uygun olabilmesi icin 0,930 ile 0,950 arasinda olmasi
beklenmektedir. Kullandigimiz tentiiriin bagil yogunlugu ise yaptigimiz testte
farmakopeye uygun olarak 0,935 olarak bulunmustur. Farmakope monografinda verilen
kosullarda uygulanan ITK calismasinda farmakope referansi ile karsilastirildiginda
fenilalanin ve serin de dahil olmak {izere farmakopeye uygunlugu i¢in gozlenmesi

gereken biitlin bolgeler gozlenmistir. Yalnizca start alanina yakin olmasi gereken iki adet
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mor bolge olmasi gerektiginden daha yukarida goézlenmistir. Bu bulguyu da ¢alisma
ortamimizdaki sartlarin birebir istenilen sartlarda olmadigindan dolay:1 ortaya ¢iktigini
diistinebiliriz. Bu li¢ sonucu goz oniinde bulundurdugumuzda ¢aligmada kullandigimiz
Urtica dioica tentiiriiniin farmakopeye uygun oldugunu ve antimikrobiyal etkisinin de
farmakope standardindaki bir Urtica dioica tentiirlinii temsil edebilecegini sdyleyebiliriz.

Bu calismada kullandigimiz  Centaurium erythraea tentliriiniin  Avrupa
farmakopesinde bitki monografi olmasina ragmen tentiir monograflar1 farmakopelerde
bulunmamaktadir. Uygulanan ITK yéntemi Centaurium erythraea bitki monografindan
almmustir. Yapilan ¢alismalarda Centaurium erythraea tentiiriiniin kuru bakiye yiizdesi
%S5,21 ve bagil yogunluk sonucu ise 0,911 olarak tespit edilmistir. Benzer sartlardaki
kullanilan iirtinlerin farmakope sartlarina uydugu goz oniinde bulunduruldugunda bu
calismadaki elde edilen Centaurium erythraea test sonuglarinin potansiyel bir farmakope

calismasinda uygunlugun degerlendirmesinde yardimci olacag: diisiintilebilir.

Sonug olarak, bu calismada kullanilan tentiirlerden farmakopelerde monografi
varolanlarin testlerinde biitiin tentiirlerin farmakopeye uygun oldugu bulunmustur.
Giintiimiizde tentiir ve diger formlarda piyasaya sunulan bitkisel kaynakli iiriinlere olan
talep artmaktadir. Bu talep dogrultusunda da arz edilen {iriin ¢esitliligi de artmaya devam
etmektedir. Bu noktada bitkisel iiriinlerin konvansiyonel ilaglar gibi standardize olmasi
hedeflenen tedaviye ulagsmakta ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir. Bunu saglayabilmenin en
Oonemli sart1 ise farmakopelere uygun nihai iriinler tiretebilmektir. Bugiinkii sartlarda,
tiretici firmalarin farmakopeye uygun olarak beyan ettigi bazi nihai {iriinlerinin verilen
kriterlere uygunlugunun test edilmesi, ilgili monograflarinin heniiz tam olarak
olusturulmamais olmasi sebebiyle miimkiin olamamaktadir. Bu ¢alismalar tamamlandikca
olusturulan monograflar ile elde edilecek standardizasyon, kaliteli {irlinler elde edilmesini
giivence altina alacak olup bitkisel iirlinlerdeki belirsizlik 6nyargisini ortadan kaldirmak

i¢cin 6nemli bir adim olacaktir.
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EK-1. Centaurium erythraea Tentiirii Etiket Gorselleri
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EK-2. Commiphora myrrha Tentlirii Etiket Gorselleri
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EK-3. Salvia officinalis Tentiirli Etiket Gorselleri
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EK-4. Urtica dioica Tentiiri Etiket Gorselleri

41



EK-5. Geranium robertianum Tenturi Etiket Gorselleri
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EK-6. Euphrasia officinalis Tentiirii Etiket Gorselleri
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EK-7. Hypericum perforatum Tentlirii Etiket Gorselleri
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CENTAURY

Centaurii herba

DEFINITION

Whole or fragmented dried flowering aerial parts of
Centaurium erythraea Rafn s. |. including C. majus (H. et L.)
Zeltner and C. suffruticosum (Griseb.) Ronn. (syn.: Erythraea
centaurium Persoon; C. umbellatum Gilibert; C. minus Gars.).

CHARACTERS
Bitter taste.

IDENTIFICATION

A. The hollow cylindrical, light green to dark brown stem has
longitudinal ridges, and is branched only in its upper part.
The sessile leaves are entire, decussately arranged, and
have an ovate to lanceolate lamina, up to about 3 cm long.
Both surfaces are glabrous and green to brownish-green.

The inflorescence is diaxially branched. The tubular
calyx is green and has 5 lanceolate, acuminate teeth. The
corolla consists of a whitish tube divided into 5 elongated
lanceolate pink to reddish lobes, about 5-8 mm long.

5 stamens are present attached to the top of the corolla
tube. The ovary is superior and has a short style, a broad
bifid stigma and numerous ovules. Cylindrical capsules,
about 7-10 mm long, with small brown markedly rough
seeds are frequently present.

Microscopic examination (2.8.23). The powder is
greenish-yellow or brownish. Examine under a microscope,
using chloral hydrate solution R. The powder shows the
following diagnostic characters: fragments from the stem
with lignified groups of fibres associated with narrow
vessels, tracheidal vessels occasional vessels with spiral
thickening; pitted parenchyma of the pith and medullary
rays; fragments of leaf lamina with sinuous epidermal
cells and striated cuticle, especially over the margins and
surrounding the stomata; numerous stomata, mainly
anisocytic (2.8.3); fragments of the palisade mesophyll,
each cell containing a single prism crystal or, less frequently,
a cluster crystal of calcium oxalate; fragments of calyx and
corolla, those of the calyx with straight-walled epidermal
cells, those of the inner epidermis of the corolla with
obtuse papillae and radially striated cuticle; parts of

the endothecium with reticulate or ridge-shaped wall
thickenings; triangularly rounded or elliptical, yellow
pollen grains, about 30 pm in diameter, with a distinctly
pitted exine and 3 germinal pores; fragments of the

wall of the fruit capsule composed of crossed layers of
fusiform cells; oil droplets from the seeds, fragments of the
epidermis of the testa showing large, brown reticulations
and a pitted surface.

EK-8. Centaurium erythraea Monografi (Ph. Eur, 2019)

C. Thin-[ayer chromatography (2.2.27).
Test solution. To 1.0 g of the powdered herbal drug (355)
(2.9.12) add 25 mL of methanol R, shake for 15 min and
filter. Evaporate the filtrate to dryness under reduced
pressure and at a temperature not exceeding 50 °C. Take
up the residue with small quantities of methanol R so as to
obtain 5 mL of solution, which may contain a sediment.
Reference solution. Dissolve 1 mg of rutoside trilydrate R
and 1 mg of swertiamarin R in methanol R and dilute to
1 mL with the same solvent.
Plate: TLC silica gel F,., plate R (5-40 pm) [or TLC silica
gel F;, plate R (2-10 pm)].
Mobile phase: water R, anhydrous formic acid R, ethyl
Sformate R (4:8:88 V/V/V).
Application: 10 uL [or 5 uL] as bands.
Development: in an unsaturated tank over a path of 12 em
[or 6 cm).
Drying: in air.
Detection A: examine in ultraviolet light at 254 nm.
Results A: see below the sequence of the zones present in
the chromatograms obtained with the reference solution
and the test solution. Furthermore, other less intense

quenching zones may be present in the chromatogram
obtained with the test solution.

Top of the plate

Swertiamarin: a quenching zone | A prominent quenching zone
(swertiamarin)

Rutoside: a quenching zone

Reference solution Test solution

Detection B: spray with anisaldehyde solution R and heat at
100-105 °C for 5-10 min. Examine in daylight.

Results B: see below the sequence of the zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and
the test solution. Furthermore, other less intense coloured
zones may be present in the chromatogram obtained with
the test solution.

Top of the plate

Swertiamarin: a brown zone A brown zone (swertiamarin)
Rutoside: a yellow zone
A brownish-grey zone

A yellow zone

A grey zone

Reference solution Test solution

TESTS
Foreign matter (2.8.2): maximum 3 per cent.
Bitterness value (2.8.15): minimum 2000.

Loss on drying (2.2.32): maximum 10.0 per cent, determined
on 1.000 g of the powdered herbal drug (355) (2.9.12) by
drying in an oven at 105 °C for 2 h.

Total ash (2.4.16): maximum 6.0 per cent.
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EK-9. Commiphora myrrha Tentiirii Monografi (Ph. Eur, 2019)

MYRRH TINCTURE

Myrrhae tinctura

DEFINITION
Tincture produced from Myrrh (1349).

PRODUCTION

The tincture is produced from 1 part of the drug and 5 parts
of ethanol (S0 per cent V/V) by a suitable procedure.

CHARACTERS
Clear yellowish-brown or orange-brown liquid.

IDENTIFICATION
Thin-layer chromatography (2.2.27).

Test solution. Dilute 5 mL of the tincture to be examined to
10 mL with alcohol R.

Reference solution. Dissolve 10 mg of thymol R and 40 pL of
anethole R in 10 mL of ether R.

Plate: TLC silica gel plate R.

Movile phase: ethyl acetate R, toluene R (2:98 V/V).
Application: 10 pL, as bands.

Development: over a path of 15 cm.

Drying: in air.

Detection: spray with anisaldehyde solution R and examine in
daylight whilst heating at 100-105 °C for 10 min.

Results: see below the sequence of the zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and the
test solution. Furthermore, other zones mostly violet, are
present in the chromatogram obtained with the test solution.

Top of the plate

An intense violet zone exceeding
the others in size and intensity
(furanoeudesma-1,3-diene)

Anethole: a violet zone A violet zone
Thymol: an orange-red zone Two intense vielet zones

(curzerenone and below
2-methoxyfuranodiene)

Reference solution Test solution

TESTS
Ethanol content (2.9.10): 82 per cent V/V to 88 per cent V/V.

Methanol and 2-propanol (2.9.11): maximum 0.05 per
cent V/V of methanol and maximum 0.05 per cent V/V of
2-propanol.

Dry residue (2.8.16): minimum 4.0 per cent m/m.

STORAGE
Plastic containers are not recommended.
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EK-10. Salvia officinalis Tentiirii Monografi (Ph. Eur, 2019)

SAGE TINCTURE

Salviae tinctura

DEFINITION
Tincture produced from Sage leaf (Salvia officinalis) (1370).
Content: minimum 0.1 per cent m/m of essential oil.

PRODUCTION

The tincture is produced from 1 part of comminuted drug and
10 parts of ethanol (70 per cent V/V) by a suitable procedure.

CHARACTERS
Appearance: brownish liquid with a characteristic odour.

IDENTIFICATION

Thin-layer chromatography (2.2.27).

Test solution. The tincture to be examined.

Reference solution. Dissolve 20 pL of thujone R and 25 uL of
cineole R in 20 mL of ethanol R.

Plate: TLC silica gel plate R.

Mobile phase: ethyl acetate R, toluene R (5:95 V/V).
Application: 20 pL, as bands.

Development: over a path of 15 cm.

Drying: in air.

Detection: spray with a 200 g/L solution of phesphomolybdic
acid R in ethanol R and heat at 100-105 °C for 10 min.
Examine in daylight.

Results: see below the sequence of the zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and the
test solution. Furthermore, other zones are present in the
chromatogram obtained with the test solution.

Top of the plate

A blue zone (near the solvent front)

a-Thujone and B-thujone: 2 2 pinkish-violet zones (a-thujone
pinkish-violet zones and p-thujone)
Cineole: a blue zone . A blue zone (cineole)
Blue zones
Reference solution Test solution
TESTS

Ethanol content (2.9.10): 64 per cent V/V to 69 per cent V/V.

Methanol and 2-propanol (2.9.11): maximum 0.05 per
cent V/V of methanol and maximum 0.05 per cent of
2-propanol.

Dry residue (2.8.16): minimum 2.0 per cent m/m, determined
on 3.00 g.

ASSAY

In a 500 mL round-bottomed flask, place 30.0 g of the tincture
and add 100 mL of water R. Distil, using a descending
condenser, into a separating funnel which has been marked
beforehand at 50 mL. Stop the distillation process as soon as

the distillate reaches the 50 mL mark. Rinse the condenser
with 10 mL of pentane R. Dissolve in the distillate sufficient
sodium chloride R to produce a saturated solution. Shake
with 3 quantities, each of 20 mL, of pentane R. Dry the
combined pentane layers, including the pentane from rinsing
the condenser, over anhydrous sodium sulfate R and filter
through a plug of absorbent cotton into a weighed 100 mL
round-bottomed flask. Wash the sodium sulfate several times
with small quantities of pentane R. Remove the pentane
carefully at a temperature not exceeding 40 °C. Dry the
residue in a desiccator over diphosphorus pentoxide R and hard
paraffin at atmospheric pressure and at room temperature for
2 h. Weigh the residue (essential oil).
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EK-11. Urtica dioica Tentiirii Monografi (Ph. Eur, 2019)

URTICA DIOICA FOR
HOMOEOPATHIC PREPARATIONS=

Urtica dioica ad praeparationes
homoeopathicas

DEFINITION
Whole, fresh, flowering plant of Urtica dioica L.

CHARACTERS
The plant causes an itching, burning sensation on the skin.

IDENTIFICATION

A. The perennial plant has a taproot that sends out creeping
subterranean rhizomes, more or less 4-angled in transverse
section, from which extend adventious secondary roots
and very numerous brownish hairy rootlets. The stipes
are erect, generally unbranched, 3-5 mm in diameter
and 0.3-1.5 m high, rarely up to 2.5 m high, 4-angled,
greyish-green and covered in short hairs and stinging hairs.
The decussate leaves are 30-150 mm long and 20-80 mm
wide. The petiole is hispid and usually slightly less than
one-third the length of the lamina. The leaf blade is ovate,
acuminate, cordate or rounded at the base, and coarsely
dentate; the apical tooth is distinctly larger than the lateral
teeth. The upper side of the leaves is dark green and usually
matt, both sides bear short serried hairs intermingled with
long stinging hairs. The 2 stipules are linear-subulate and
free. The inflorescences growing from the leaf axils are
complex, the flowers unisexual, and, particularly in male
plants, generally distinctly longer than the petiole. After

shedding their pollen, male inflorescences are erect at

an oblique angle or horizontal; female inflorescences are
pendent when the fruit is ripe. All flowers have long stalks.
The perianth of the male flowers is divided half-way down
into equal green lobes, widest at their base, with short
bristles and stinging hairs at the margins. The stamens are
equal and opposite to the perianth segments, each with a
long, whitish filament that curves inwards before pollen is
shed and spreads out afterwards. The ovary is rudimentary,
button or cup-shaped. The perianth of the female flowers
is downy or bristly on the outside and consists of outer, and
2 inner segments; the inner segments are about twice the
length of the outer ones. The hypogynous, ovate, unilocular
ovary bears a large capitate stigma with a brush-like shock
of hair. As the one-seeded fruit grows ripe, the 2 inner
segments of the perianth fold around it like wings.

B. It complies with the test for Urtica urens (see Tests).
TESTS

Urtica urens. The margin of the lamina is not serrate with
teeth twice as long as wide. The clusters of flowers in the axils
are longer than the petiole of the leaf. Unisexual, apetalous

flowers are not together on the same plant and in the same
cluster.

Foreign matter (2.8.2): maximum 5 per cent.

Loss on drying (2.2.32): minimum 65.0 per cent, determined
on 5.0 g of finely cut herbal drug by drying in an oven at

105 °C for 2 h, if performed to demonstrate the freshness of
the herbal drug.
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Mother tincture

The mother tincture complies with the requirements of
the general monograph Mother tinctures for homoeopathic
preparations (2029).

PRODUCTION

The mother tincture of Urtica dioica is prepared by maceration
using ethanol of a suitable concentration.

CHARACTERS

Appearance: greenish-brown or orange-brown liquid.
IDENTIFICATION

Thin-layer chromatography (2.2.27).

Test solution. The mother tincture to be examined.

Reference solution. Dissolve 10 mg of phenylalanine R and

10 mg of serine R in a mixture of equal volumes of metharol R
and water R and dilute to 10 mL with the same mixture of
solvents.

Plate: TLC silica gel plate R.

Mobvile phase: glacial acetic acid R, water R, acetone R,
butanol R (10:20:35:35 V/V/V/V).

Application: 20 pL, as bands.

Development: over a path of 10 cm.

Drying: in air.

Detection: spray with a 1 g/L solution of ninhydrin R in

ethanol (96 per cent) R, heat at 105-110 °C for 5-10 min and
examine in daylight within 10 min.

Results: see below the sequence of the zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and the
test solution.

Top of the plate

Phenylalanine: a violet to
reddish-brown zone

4 red 1o violet zones

Serine: a reddish-violet zone A violet zone

A violet zone

Reference solution Test solution

TESTS

Relative density (2.2.5): 0.930 to 0.950.

Ethanol (2.9.10): 40 per cent V/V to 56 per cent V/V.
Methanol (2.9.11): maximum 0.10 per cent V/V.
Dry residue (2.8.16): minimum 1.1 per cent.



EK-12. Geranium robertianum Tentiiri Monografi (HAB 2014)
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Geranium robertianum

Verwendet werden die frischen oberirdi-
schen Teile von Geranium robertianum L.
zur Blitezeit.

Beschreibung

Die Pflanzenteile haben einen kriftigen,
unangenehmen Geruch.

Die 150 bis 900 mm hohen, krautigen,
rot tiberlaufenen, stielrunden oder schwach
gerillten Stingel sind niederliegend bis
aufsteigend oder aufrecht und vom unters-
ten Sténgelknoten an mehr oder weniger
sparrig verzweigt. An den deutlich ver-
dickten Nodien stehen jeweils ein bis vier
leicht abbrechende, unterschiedlich dicke
Seitendste mit sehr unterschiedlich langen
Internodien von 10 bis 190 mm Linge. Alle
Achsenteile sind mit 0,3 bis 3 mm langen,
mehrzelligen Driisenhaaren mit rotem
Kopfchen besetzt oder durch driisenlose
Haare weich behaart.

Die bis 200 mm lang gestielten Roset-
tenblatter vertrocknen bald nach der Bil-
dung der Stingel, die an den Knoten mit
gegenstandigen, in der Regel 20 bis 80 mm,
selten bis 200 mm lang gestielten Stingel-
blittern besetzt sind. Die in der Regel fiinf-,
seltener dreieckigen Blattspreiten sind brei-
ter als lang und bis zum Grund meist in
drei, selten in fiinf, in der Regel 30 bis
60 mm lange, kurzgestielte Abschnitte ge-
teilt, die wie die Blattsticle abstehend
behaart und teilweise rot gefirbt sind. Die
Teilabschnitte erster Ordnung sind fast bis
zum Mittelnerv doppelt fiederspaltig und
die Teilabschnitte zweiter Ordnung unter-
schiedlich tief eingeschnitten. Die abgerun-

deten Abschnitte haben eine kurze, aufge-
setzte Spitze. Am Blattgrund finden sich je
zwei kleine, kurz zugespitzte, driisig be-
wimperte Nebenblatter.

Aus fast jedem Stingelknoten entspringt
ein Bliitenstand mit gewohnlich zwei Blii-
ten. Die Bliitenstandsachsen sind in der
Regel deutlich langer als die entsprechen-
den Laubblitter. Die Bliitenstiele sind 2 bis
7 mm lang. Die 8 bis 15 mm langen Bliiten
haben fiinf freie, 6 bis 8 mm lange, unter-
schiedlich breite, eiformig-lanzettliche
Kelchblitter mit drei mehr oder weniger gut
ausgebildeten, in der Regel rotlich gefirb-
ten, driisig behaarten Langsnerven. Die
schmalen Bereiche zwischen den Lings-
nerven sind hellgriin. Der stets gut ausge-
bildete Mittelnerv lauft in eine 1 bis 2 mm
lange Granne aus. Die an beiden Léngs-
seiten hautig berandeten Kelchblatter stehen
aufrecht und liegen dem Nagel der Kron-
blatter und nachher dem Fruchtknoten eng
an. Die 5 bis 7 mm lang genagelten, freien,
kahlen, verkehrt-eiformigen Kronblitter
sind insgesamt etwa 9 bis 15 mm lang und
tragen eine etwa 7 bis 8 mm lange rosakar-
minrote, in der Regel ganzrandige oder
gelegentlich schwach ausgerandete, mit drei
weillen Langsstreifen versehene Platte. Die
zehn Staubblatter sind zu je fiinf in einem
duleren Kreis mit der Linge der Kelch-
blatter und einem inneren, etwa 1 mm
langeren Kreis angeordnet. Der pfriemliche,
griine Staubfaden trdgt rotlich braune
Staubbeutel. Der oberstindige, fiinfficheri-
ge Fruchtknoten wird von fiinf roten, 1 bis
1,5 mm langen Narben gekront und bildet
eine schnabelformige 16 bis 25 mm lange
Frucht.
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2 Geranium robertianum

‘ Arzneiformen

Herstellung

Urtinktur und fliissige Verdiinnungen nach
Vorschrift 2a
Eigenschaften

Die Urtinktur ist eine honiggelbe bis ocker-
braune Flissigkeit.

Priifung auf Identitit
Diinnschichtchromatographie (2.2.27)
Untersuchungslosung: die Urtinktur
Referenzlosung: 10 mg Hyperosid R und
10 mg Kaffeesdure R werden in 10 ml
Methanol R geldst.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel R (5 bis
40 pum) [oder DC-Platte mit Kieselgel R
(2 bis 10 pm)]

Fliefimittel: wasserfreie Ameisensiure R,
Wasser R, Ethylacetat R (10:10:80 V/V/V)

Auftragen: 10 pl [oder 5 pl]; bandformig
20 mm [oder 10 mm)]

Laufstrecke: 10 cm [oder 6 cm]

Trocknen: im Kaltluftstrom

Detektion: Die Platte wird mit einer Losung
von Diphenylboryloxyethylamin R

(10 g - I'") in Methanol R und anschlieBend

mit einer Losung von Macrogol 400 R
(50 g - I'") in Methanol R bespriiht. Nach
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5 min langem Erhitzen bei 105 bis 110 °C
erfolgt die Auswertung im ultravioletten
Licht bei 365 nm.

Ergebnis: Die Zonenfolge in den Chroma-
togrammen von Referenzlosung und Unter-
suchungslosung ist aus den nachstehenden
Angaben ersichtlich. Im Chromatogramm
der Untersuchungslosung konnen weitere
fluoreszierende Zonen vorhanden sein.

Oberer Plattenrand

1 griin fluoreszierende

Zone
Kaffeesdure: 1 blau 1 blau fluoreszierende
fluoreszierende Zone Zone
1 blau fluoreszierende
Zone

Hyperosid: 1 gelblich | 1 blau fluoreszierende

orange fluoreszierende | Zone
Zone
Referenzlosung Untersuchungslosung

Priifung auf Reinheit

Relative Dichte (2.2.5): 0,930 bis 0,950
Trockenriickstand (H 2.2.6): mindestens
1,3 Prozent

Lagerung

Vor Licht geschiitzt




EK-13. Euphrasia officinalis Tentliri Monografi (HAB 2014)

1/2

Euphrasia 3¢

Euphrasia officinalis 3c

Verwendet werden die frischen ganzen
Pflanzen von Euphrasia stricta D. Wolff
ex J. F. Lehm. und Euphrasia officinalis L.
subsp. rostkoviana (Hayne) F. Towns. und
deren Bastarde oder Mischungen davon zur
Bliitezeit.

Beschreibung

Die Pflanze ist ohne Geruch.

Die Pflanzen haben ein schmichtiges
Waurzelwerk mit einer diinnen, verkriimm-
ten Hauptwurzel und wenigen Seitenwur-
zeln. Die bis 300 mm hohen Stingel steigen
aus kurzem Grund straff auf, sie sind fast
stielrund, von riickwirts gebogenen, krau-
sen Hirchen flaumig und in der Regel auch
driisenhaarig. Sie sind in der Regel braun-
violett. Wenn Seitentriebe vorhanden sind,
gehen diese ziemlich steil bis rechtwinklig
von der Hauptachse ab und steigen bogig
auf.

Die 3 bis 17 mm langen Laubblitter sind
steif, im Umriss breit keilférmig, rasch in
den Blattgrund verschmilert, die oberen
mehr eiformig und spitzer. Die sitzenden
Blitter sind unterwirts in der Regel deut-
lich, oberwiirts oft weniger deutlich gegen-
standig. Sie tragen auf der Unterseite kurze
Borsten und in der Regel auch lingere,
geschlingelte Driisenhaare (Lupe).

Der Bliitenstand ist vielbliitig. Die Deck-
blitter der Bliiten sind etwas Kiirzer und
breiter als die obersten Laubblitter und
tragen am Rand drei bis sechs spitze oder
kurz stachelspitzige Zihne. Die fast unge-
stielten Bliiten haben einen vierzipfeligen,
schwach dorsiventralen Kelch. Die insbe-

sondere am Rand driisenlos oder langdriisig
behaarten Kelchzipfel sind schmal drei-
eckig und laufen manchmal in eine kurze
Stachelspitze aus. Die Krone ist 6 bis
15 mm lang und deutlich zweilippig, auBen
in der Regel behaart und weil bis blasslila.
Die drei Zipfel der Unterlippe tragen je drei
violette Radialstreifen, die Mitte der Unter-
lippe einen groBen, gelben Fleck. Die
trichterférmige Kronrohre hat einen gelben
Schlund. Die vier Staubblitter besitzen
lange, glatte, nach auBen gebogene Fila-
mente und dunkle, fest miteinander ver-
klebte Antheren. Der diinne Griffel folgt der
Kriimmung der Oberlippe und ragt vorn
heraus. Er ist im mittleren Teil behaart und
trigt eine kleine, kopfige, ockerfarbene
Narbe.

Bei Euphrasia stricta und Euphrasia
officinalis L. subsp. rostkoviana handelt
es sich um formenreiche Sammelarten, die
in den meisten Merkmalen grofe Variabi-
litdt zeigen.

Arzneiformen

Herstellung

Urtinktur und fliissige Verdiinnungen nach
Vorschrift 3¢

Eigenschaften

Die Urtinktur ist eine dunkelbraune Fliis-
sigkeit mit krautigem Geruch.
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2/2 Euphrasia 3c

Priifung auf Identitit
Diinnschichtchromatographie (H 2.2.4)

Untersuchungslosung: 10 ml Urtinktur wer-
den mit 10 ml Wasser R versetzt. Die
Mischung wird 2-mal mit je 10 ml Ethyl-
acetat R ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Phasen werden im Vakuum
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand
wird in 1 ml Methanol R aufgenommen.

Referenzlosung: 10 mg  Hyperosid R,
10 mg Kaffeesdure R und 10 mg Rutosid R
werden in 10 ml Methanol R gelost.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel R

Fliefmittel: Wasser R, wasserfreie Amei-
sensiure R, Ethylacetat R (8:8:84 V/V/V)

Auftragen: 30 ul Untersuchungslosung und
10 pl Referenzlosung

Laufstrecke: 15 cm

Detektion: Nach Verdunsten des FlieBmit-
tels wird die Platte mit einer Losung von
Diphenylboryloxyethylamin R (10 g-1"") in
Methanol R, anschlieBend mit einer Losung
von Macrogol 400 R (50 g-17") in Metha-
nol R bespriiht. Die Auswertung erfolgt
nach 30 min im ultravioletten Licht bei
365 nm.
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Ergebnis: Das Chromatogramm der Refe-
renzlosung zeigt im unteren Drittel die
orangerot fluoreszierende Zone des Ruto-
sids. dariiber die orange fluoreszierende
Zone des Hyperosids und im oberen Drittel
die griinblau fluoreszierende Zone der

Kaffeesdure.

Im Chromatogramm der Untersuchungslo-
sung konnen zwischen den Referenzsubs-
tanzen Rutosid und Hyperosid drei griinblau
fluoreszierende Zonen erscheinen. Etwas
unterhalb der Referenzsubstanz Kaffeesdure
liegen zwei griinlich gelb bis blaugriin
fluoreszierende Zonen, etwa in Hohe der
Referenzsubstanz Kaffeesiure eine gelblich
fluoreszierende Zone und dariiber eine
griinlich blau fluoreszierende Zone.

Priifung auf Reinheit
Relative Dichte (2.2.5): 0,955 bis 0,975

Trockenriickstand (H 2.2.6): mindestens
2,0 Prozent

Lagerung

Vor Licht geschiitzt



EK-14. Hypericum perforatum Tentiirii Monografi (Ph. Eur, 2019)

HYPERICUM FOR HOMOEOPATHIC
PREPARATIONS=

Hypericum perforatum ad praeparationes
homoeopathicas

DEFINITION

Whole, fresh plant of Hypericum perforatum L., at the
beginning of the flowering period.

IDENTIFICATION

The perennial plant consists of a spindle-shaped root and a
branched rhizome, giving rise to long, decumbent runners.
The cylindrical, erect stem is woody at the base, 0.2 mto 1 m
long, branched in the upper part, with 2 raised longitudinal
lines.

The leaves are opposite, sessile, exstipulate, oblong-oval and
15 mm to 30 mm long. The leaf margins show black glandular
dots, and many small translucent oil glands are present on the
entire surface and are visible by transmitted light.

The flowers are regular and form corymbose clusters at

the apex of the stem. They have 5 green, lanceolate sepals
with acuminate apices, and black oil glands near the entire
margins; 5 orange-yellow petals, much longer than the
sepals, with black oil glands near the terminal margins only;
3 staminal blades, each divided into many orange-yellow
stamens and 3 carpels surmounted by red styles. Each petal is
asymmetrically linear-ovate in shape, with one of the margin
entire and the other dentate.

TESTS

Foreign matter (2.8.2): maximum 4 per cent of fruits and
maximum 1 per cent of other foreign matter.

Loss on drying (2.2.32): if performed to demonstrate the
freshness of the drug, minimum 55 per cent, determined on
5.0 g of finely cut drug by drying in an oven at 105 °C.

Mother tincture

The mother tincture complies with the requirements of
the general monograph Mother tinctures for homoeopathic
preparations (2029).

PRODUCTION

The mother tincture of Hypericum perforatum L. is prepared
by maceration using alcohol of a suitable concentration.

CHARACTERS
Dark red to brownish red liquid.
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IDENTIFICATION
Thin-layer chromatography (2.2.27).
Test solution. The mother tincture to be examined.

Reference solution. Dissolve 5 mg of rutoside trihydrate R,
1 mg of hypericin R and 5 mg of hyperoside R in methanol R
and dilute to 5 mL with the same solvent.

Plate: TLC silica gel plate R.

Mobile phase: anhydrous formic acid R, water R, ethyl acetate R
(6:9:90 V/V/V).

Application: 10 uL of the test solution and 5 pL of the reference
solution, as 10 mm bands.

Development: over a path of 10 cm.

Drying: at 100-105 °C for 10 min.

Detection: spray with a 10 g/L solution of diphenylboric acid
aminoethyl ester R in methanol R and then a 50 g/L solution

of macrogol 400 R in methanol R. Examine the plates after
30 min in ultraviolet light at 365 nm.

Results: see below the sequence of the zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and the
test solution. In the chromatogram obtained with the test
solution, the zone due to rutoside may be weak or even absent.
The chromatogram obtained with the test solution shows a
group of zones that may be blue or yellow, with a R, similar
to that of the zone due to hyperoside in the chromatogram
obtained with the reference solution. Other weak zones may
also be visible.

Top of the plate
A yellow to blue zone
Hypericin: a red zone 2 red zones

Several zones

Hyperoside: a yellow to orange Blue or yellow zones

zone

Rutoside: a yellow to orange zone A yellow to orange zone

Reference solution Test solution

TESTS

Relative density (2.2.5): 0.900 to 0.920.

Ethanol (2.9.10): 60 per cent V/V to 75 per cent V/V.
Dry residue (2.8.16): minimum 1.3 per cent.





