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OZET

OGUL OTU (Melissa officinalis L.) BITKISININ KIMYASAL
ICERIKLERI VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ
INCELENMESI

Ozkan KARAKOL

Bu calismada, Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal, fenolik
bilesen ve ugucu yag profilleri biitlinciil bir yaklasimla degerlendirilmistir. Aragtirmada
ilk olarak bitkinin metanolik ekstrakti hazirlanmis ve antioksidan kapasitesi cesitli
spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore toplam
fenolik madde igerigi 7.78+0.43 mg GAE/g, toplam flavonoid igerigi ise 5.09+0.06 mg
kuersetin/g olarak belirlenmis; bu degerler ogul otunun yiiksek fenolik zenginligini ve
buna bagli antioksidan potansiyelini ortaya koymustur. DPPHe analizi sonucunda ICso
degerinin 0.91 mg/mL olmasi, bitkinin gii¢lii radikal siipiirme kapasitesine sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica FRAP ve CUPRAC analizlerinden sirastyla 0.13 pmol
FeS04.7H20/g numune ve 0.65 mmol TEAC/g degerleri elde edilmistir.

Antimikrobiyal analizlerde Melissa officinalis L. metanolik ekstraktinin bakteri ve maya
tiirlerine karst 20004000 pg/mL araliginda degisen MIK degerleri sergiledigi
belirlenmistir. Ozellikle Candida albicans ve Candida krusei iizerinde 2000 pg/mL
diizeyinde, Candida glabrata iizerinde ise 4000 pg/mL diizeyinde antifungal aktivite
gozlenmesi, ogul otunun maya tiirlerine karsi secici bir etki gosterebilecegini
diisiindiirmektedir. GC-MS analizleri sonucunda toplam 27 ucucu yag bilesigi
tanimlanmis; menthalactone, (Z)-anethole, pentadecanolide, isoisopulegol, menthone ve
limonene en baskin bilesenler olarak saptanmistir. HPLC-UV analizinde ise standart
fenoliklerden yalnizca klorojenik asit belirlenmis ve miktar1 45.52 ppm (%40.3) olarak
hesaplanmastir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, Fenolik bilesen, GC-MS, Melisa otu,
Melissa officinalis L., Ugucu yag



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHEMICAL CONTENTS AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES OF LEMON BALM (Melissa officinalis
L.) PLANT

Ozkan KARAKOL

In this study, the antioxidant, antimicrobial, phenolic compound, and essential oil profiles
of Melissa officinalis L. were evaluated with a holistic approach. The plant material was
first subjected to extraction using methanol, and its antioxidant capacity was analyzed by
various spectrophotometric methods. The total phenolic content was determined as
7.78+0.43 mg GAE/g, and the total flavonoid content as 5.09+0.06 mg quercetin/g. These
values demonstrate the high phenolic content and associated antioxidant potential of
lemon balm. The ICso value of 0.91 mg/mL as a result of DPPHe analysis indicated that
the plant has a strong radical scavenging capacity. Furthermore, FRAP and CUPRAC
analyses yielded values of 0.13 umol FeSO4.7H20/g sample and 0.65 mmol TEAC/g,
respectively.

Antimicrobial analyses revealed that the methanolic extractive of Melissa officinalis L.
exhibited MIC values ranging from 2000 to 4000 pg/mL against bacteria and yeast
species. Antifungal activity was observed especially against Candida albicans and
Candida krusei at 2000 pg/mL, and against Candida glabrata at 4000 ng/mL, suggesting
that lemon balm may have a selective effect against yeast species. GC-MS analyses
identified a total of 27 essential oil compounds; menthalactone, (Z)-anethole,
pentadecanolide, isoisopulegol, menthone, and limonene were the most dominant
components. HPLC-UV analysis identified only chlorogenic acid among standard
phenolics, and its amount was calculated as 45.52 ppm (40.3%).

Keywords: Antimicrobial, Antioxidant, Essential oil, GC-MS, Lemon balm, Melissa

officinalis L., Phenolic component
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1

GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Bitkiler, yiizyillardir insanlar tarafindan hem besin kaynagi hem de hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde dogal sifa unsurlar1 olarak kullanilmistir. Bu kapsamda yaprak,
cicek, meyve ve kok gibi farkl bitki kisimlari, geleneksel tip uygulamalarinda 6nemli bir
yer tutmustur. Tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alan Melissa officinalis L. (ogul
otu), ozellikle sedatif, sakinlestirici ve anksiyolitik etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir. Hos
aromatik 6zellikleri sayesinde gida endiistrisinde de yaygin kullanim alan1 bulan bu bitki,
hem geleneksel hem de modern tip uygulamalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir

(Kennedy ve ark., 2004).

Modern tibbin bazi durumlarda yetersiz kalmasi, insanlar1 alternatif tedavi yontemlerine
yoneltmistir. Ozellikle antibiyotiklerin asir1 kullanim1 sonucunda mikroorganizmalarin
direng gelistirmesi, arastirmacilart bitkisel kaynakli tedavilere yonlendirmistir. Tibbi ve
aromatik bitkilerin, farmakolojik etkileri ve diislik yan etki profilleri nedeniyle yeniden
ilgi gérmeye bagladigi giiniimiizde, ogul otu gibi bitkiler ilizerine yapilan bilimsel

calismalarin sayisinda artis gézlenmektedir (Shahina Naz ve ark., 2007).

Gilinitimiizde gelisen teknoloji ve degisen cevresel kosullar, insanlarin pek ¢ok zararli
faktore maruz kalmasina yol agmaktadir. Zirai ilaglar, ¢evre kirliligi, UV 1sinlart ve gesitli
kimyasallar bu etkenler arasinda sayilabilirken; yogun is temposu ve hayat kosullar: da
psikolojik yiikiin agirlasmasina katkida bulunmaktadir. Bu dis ¢evre ve psikolojik
kosullar viicutta oksidatif stresin gelismesini tetikleyebilmektedir. Serbest radikaller,
hiicrelerde var olan molekiilleri deforme ederek cesitli saglik problemlerine yol
acabilmekte; 6zellikle hiicre 6liimii ve kanser gibi ciddi sonuglara sebep olabilmektedir.

(Hochstein ve Atallah, 1988; Benzie, 2003).

Serbest radikallerin sebep olduklar1 oksidatif reaksiyonlara kars1 direng gdsteren organik

bilesiklere antioksidan bilesikler denmektedir. Yaslanma, kanser ve diyabet gibi tedavisi



zor olan problemlere yol agan serbest radikal mekanizmali reaksiyonlarin 6nlenebilmesi

ancak antioksidan bilesikler yardimiyla miimkiin olmaktadir (Halliwell, 1992).

Bu siireglerin olumsuz etkilerini azaltmada antioksidan savunma sistemi ile antioksidan
igeren gidalarin roli olduk¢a 6nemlidir. Antioksidan bilesikler, serbest radikalleri etkisiz
hale getirerek hiicrelerin zarar gérmesini dnler. Ozellikle antioksidan bakimindan zengin
besinlerin tiikketilmesi, bu zararl etkilerin azalmasina katki saglayarak ¢esitli hastaliklarin
ortaya ¢ikma riskini diistirebilir. Kisacasi, oksidatif stresin ve serbest radikal olusumunun
kontrol altina alinmasi, dengeli bir beslenme diizeni ve yeterli antioksidan alimiyla

miimkiin olmaktadir (Pellegrini ve ark., 2009).

Diinya genelinde yaklasik 250 bin farkli bitki tiirti bulunmaktadir ve bunlarin 35 bin ila
70 bininin tedavi amagl kullanildigi bilinmektedir (Mukerji, 1997). Modern tipta
kullanilan bir¢ok ilacin kdkeninin bitkisel olmasi, tibbi bitkilerin degerini bir kez daha
gozler oniine sermektedir. Ogul otu da bu kapsamda degerlendirilen bitkilerden biridir ve
ucucu yaglar, fenolik bilesikler ile flavonoidler gibi aktif bilesenleri sayesinde ¢esitli tibbi
ve aromatik uygulamalarda kullanilmaktadir (Miguel, 2010).

Fenolik bilesikler, ogul otunun farmakolojik ozelliklerini biiylik Olclide destekleyen
bilesenlerdir. Bu dogal antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek hiicresel hasari
Oonleme potansiyeline sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde oksidatif stres kaynakli hastaliklarin
tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). DPPH, FRAP
ve CUPRAC gibi farkli antioksidan kapasite belirleme yontemleriyle gerceklestirilen
analizler, Melissa officinalis L. nin belirgin diizeyde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu ortaya koymustur (Apak ve ark., 2004).

Ogul otunun igerigindeki ugucu yaglar da oldukca degerlidir. Sitral, sitronellal ve geraniol
gibi monoterpenler, bu yaglarin ana bilesenlerini olusturur. Bu bilesenler, antimikrobiyal,
antifungal ve antiviral ozellikler sergilemektedir. Ayrica ugucu yaglarin sakinlestirici
etkileri, ogul otunun depresyon ve anksiyete gibi rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmasina  olanak  tanimaktadir. Antimikrobiyal etkileri acisindan
degerlendirildiginde, disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
yontemleriyle gerceklestirilen calismalar, ogul otunun hem bakterilere hem de maya
tiirlerine kars1 etkili oldugunu gostermektedir. Ozellikle Candida tiirleri {izerindeki

antifungal etkisi dikkat ¢ekicidir (Miguel, 2010).



Geleneksel tipta, ogul otu ¢ok yonlii bir bitki olarak karsimiza ¢ikar. Ortagag’da zihinsel
rahatlama saglamak ve hafizay:1 gliglendirmek i¢in kullanilmis, Osmanli déneminde ise
mide rahatsizliklarini hafifletmek ve uyku diizenini saglamak amaciyla tiiketilmistir.
Giiniimiizde ogul otunun ¢ay1, hem sindirimi kolaylastirict hem de yatistirict bir igecek

olarak yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Diken, 2009).

Son yillarda, organik ve dogal iiriinlere olan talep artisi, ogul otu gibi bitkilerin
kullaniminm1 daha da yayginlastirmistir. Dogal antioksidanlar, hem saglik hem de gida
endiistrisi i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Ogul otunun igerdigi fenolik bilesikler, bu
potansiyelin dnemli bir parcasini olusturmaktadir. Ayrica, fitokimya ve fitoterapi
alanindaki gelismeler, bu bitkinin kimyasal bilesenlerinin daha detayli bir sekilde
incelenmesine olanak tanimis ve yeni kullanim alanlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir

(Miguel, 2010).

Melissa officinalis L., geleneksel ve modern tibbin kesisim noktasinda yer alir. Hem sifali
ozellikleri hem de aromatik yapisiyla dikkat ¢eken bu bitki, medikal ve farmasotik
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, yapilan calismalarda ogul otunun

antiviral 6zellikler sergiledigi bilinmektedir (Behzadi ve ark., 2023).

Melissa officinalis L.’nin gelecekteki potansiyeli oldukg¢a yiiksektir. Gelisen analitik ve
biyoteknolojik yontemler ile artan bilimsel ¢alismalar, bu bitkinin biyokimyasal yapisinin
ve etki mekanizmalarmin daha ayrintili bigimde anlasilmasina olanak saglamaktadir.
Ozellikle antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri sayesinde ogul otu, modern ilag
sanayisi ve fonksiyonel {iriin gelistirme caligmalar1 i¢in 6nemli bir dogal kaynak olma

Ozelligini stirdiirmektedir (Shakeri ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak, ogul otunun kimyasal yapist ve biyolojik ozellikleri, onun sadece
geleneksel bir bitki olmanin Gtesine gectigini ve modern saglik ¢oziimlerinde 6nemli bir
yer edindigini ortaya koymaktadir. Dogal iiriinlere olan ilginin giderek artmasiyla, ogul

otunun 6nemi ve kullanimi da paralel sekilde artacaktir (Diken, 2009).

Bu bilgiler dogrultusunda c¢aligmanin amaci; tibbi ve aromatik bir bitki olan Melissa
officinalis L.’nin antioksidan kapasitesini (DPPHe, FRAP, toplam flavonoid, toplam
polifenol ve CUPRAC analizleri ile), antimikrobiyal aktivitesini (Disk difiizyon ve MIK
yontemleri ile), ugucu yag bilesenlerini (SPME ve GC-MS teknikleri ile ) ve fenolik
bilesen profilini (HPLC-UV yontemi ile) ortaya koymaktir.



1.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde dogal olarak bulunan, yapisal unsurlarina ve halka yapisina
gore isimlendirilen, bir veya birden fazla hidroksil (-OH) grubu igeren aromatik
bilesiklerdir. Bu bilesikler genellikle suda ¢6ziiniir ve antioksidan 6zellikleri ile bilinir.
Bitkisel fenolikler, insan sagligina faydalari ile 6ne ¢ikan ilk bilesikler arasinda yer alir.
Fenolik bilesikler, proteinlerle kompleks olusturarak ¢okelti olusturma kapasitesine sahip
olup, bu durum gida endiistrisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Cemeroglu ve

Cemeroglu, 1998).
Polifenollerin Siniflandirilmasi

Polifenoller, temel olarak flavonoidler (flavanoller, flavonoller, flavonlar, flavanonlar,
isoflavanonlar ve antosiyanidinler) ve flavonoid olmayanlar (fenolik asitler, stilbenler ve
lignanlar) seklinde iki ana gruba ayrilir (Shahidi ve Yeo, 2016). Meyve ve sebzelerde az
miktarda da olsa bulunurlar ve yapilar1 hidroksil gruplari ve aromatik halkalar1 ile

karakterize edilir.

1.2.1. Flavonoidler

Fenolik bilesikler icinde en 6nemli grubu olusturan flavonoidler, yapisal olarak flavonlar,
flavonoller, flavononlar, antosiyanidinler, katesinler ve izoflavonoidler olmak iizere alt1
gruba ayrilmaktadir. Flavonoidler, genellikle tiim bitki dokularinda sentezlenebilir ve

gidalarda yaygin olarak bulunurlar (Shahidi ve Ho, 2005; VVermerris ve Nicholson, 2006).

Flavonoidler, C6-C3-C6 yapisina sahip olup, iki fenil halkasi ile bir propan zincirini
icermektedir. Genellikle diyetle aliman flavonoidler glikozid seklindedir ve
bagirsaklardan emilimleri daha zor gergeklesir (De Pascual-Teresa ve ark., 2007).
Flavonoidlerin saglhiga etkileri arasinda bagisiklik sistemini giiclendirme, romatizmal

hastaliklari tedavi etme ve kanser hiicrelerinin artisin1 engelleme bulunmaktadir (Spencer,
2007).

Fenolik bilesenler, meyve ve sebzelerde az oranlarda bulunmalarma ragmen, dogal
antioksidanlar olarak 6nemli islevler istlenirler. Bitkiler, stres altindayken fenolik
bilesikleri sentezleyerek kendilerini koruma mekanizmalarini devreye sokarlar. Fenolik
bilesiklerin saglik iizerindeki olumlu etkileri, bilimsel aragtirmalarla desteklenmekte ve
gida endistrisinde kullanilma potansiyeli artmaktadir (Atak ve ark., 2017; Halliwell,
2000).



1.2.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, aromatik karbonik asitler olarak bilinir ve serbest halde bulunanlar
hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olarak iki grupta incelenir (Acar ve
Gokmen, 2005). Fenolik maddelerin alt grubunda yer alan bu asitler, fenil-propanoid
metabolizmasindan tiiremektedir (Anklam, 1998). Ozellikle gida endiistrisinde, ilag
sanayisinde ve tip alaninda fenolik bilesiklerin aragtirmalarinda Onemli bir artig
gozlemlenmistir. Polifenoller, bitkilerde ¢esitli etkileri olan 6nemli bilesikler olarak 6ne
cikar; antioksidan, anti-viral ve anti-inflamatuar etkileri ile insan saglig1 agisindan biiyiik

onem tagirlar (Fang ve Bhandari, 2010).
Klorojenik Asit

Klorojenik asitler, dogada yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerdir. Bazi tiirleri, insan
beslenmesinde sik karsilasilan polifenoller arasinda yer almakta olup, en bilinen
kaynaklarindan biri kahvedir (Nardini ve ark., 2002). Bu bilesik; yaban mersini, elma,
patates, kahve ve gay gibi pek ¢ok meyve ve sebzede bulunur. Dogada klorojenik asit
yoniinden en zengin kaynak ise yesil kahve c¢ekirdekleridir. Ayrica klorojenik asit;
antiapoptotik, antienflamatuar, antifibrotik ve giiclii antioksidan 6zellikleri ile dikkat
ceker (Domitrovi¢ ve ark., 2014). Kahve ¢ekirdeklerinde dogal olarak bulunan klorojenik

asitler, yiiksek antioksidan kapasiteye sahip 6nemli bilesenlerdendir (Sekil 1.1).

HO, COOH

Sekil 1. 1 Klorojenik asidin kimyasal formiili

1.3. Antioksidanlar

Serbest radikaller, ¢evresel faktorler ve sagliksiz yasam tarzlari sonucu viicutta olusan,
hiicrelere zarar verebilen reaktif molekiillerdir. Soludugumuz kirli hava, sagliksiz besin
gruplarindaki zararli maddeler, yanlis beslenme ve fiziksel aktivite yetersizligi serbest

radikal olusumunu tetiklemektedir. Serbest radikallerin viicutta olusturdugu zararl



etkiler, hiicrelerin DNA'sina, proteinlerine ve lipidlerine zarar vererek hiicre 6limii ve

yaslanmayi hizlandirmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

Bu baglamda, antioksidanlar serbest radikallere karsi koruyucu bir islev gérmektedir.
Antioksidanlar, hiicrelerin sagligin1 korumak, hastaliklara karsi diren¢ saglamak ve
yaslanmay1 geciktirmek i¢in Onemlidir. Antioksidanlarin etkileri arasinda serbest
radikallerin inaktive edilmesi, zincir reaksiyonlarmin kirtlmasi ve hiicresel hasarlarin

onarilmasi bulunmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999; Pham-Huy ve ark., 2008).

Gida sanayisinde antioksidan kullanimi, lipid oksidasyo nunu azaltmak, besin kalitesini
stirdirmek ve gidanin raf omriinii uzatmak amaciyla gereklidir. Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi’ne gore, antioksidanlar “yaglarin ransidlesmesi ve renk farkliliklar1 gibi
oksidasyonun neden oldugu bozulmalar1 Onleyerek, besinlerin raf Omiirlerinin
uzatilmasini saglayan maddeler” olarak tanimlanmaktadir (Isbilir, 2008; Faydaoglu ve

Stirtictioglu, 2013).

Antioksidanlarin kaynaklari, dogal ve sentetik olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Dogal
antioksidanlar arasinda flavonoidler, fenoller, vitaminler ve karotenoidler gibi bilesikler
yer alirken; sentetik antioksidanlar arasinda BHT (Biitillenmis Hidroksi Toluen), BHA
(Biitillenmis Hidroksi Anisol) ve TBHQ (Tersiyer Biitil Hidrokinon) gibi maddeler
bulunmaktadir (Huang ve ark., 2005). Ancak sentetik antioksidanlarin asir1 dozda
alinmasi insan sagligi iizerinde olumsuz etkilere yol acabilmektedir (Branen, 1975;

Halliwell ve Gutteridge, 1996).

Sonug olarak, antioksidanlar serbest radikallere kars1 savunma mekanizmasi olusturarak
sagligimizi korumakta dnemli bir rol oynamaktadir. Dogal kaynaklardan elde edilen
antioksidanlarin beslenmemizdeki yeri biiyiikken, sentetik alternatiflerin dikkatli bir
sekilde kullanilmasina ihtiya¢ vardir. Dogru beslenme aligkanliklar1 ve antioksidan
bakimindan zengin gidalarin tiiketimi, hastaliklara yakalanma riskini azaltarak daha

saglikli bir yasam siirmemizi saglamaktadir.

1.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite, mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar ve protozoa gibi)
gelisimini inhibe eden veya 6ldiiren maddelerin etki giiciinii ifade eder. Gida sanayisinde,
antimikrobiyal maddeler, gida iiriinlerinin bozulmasin1 6nlemek ve insan sagligini

korumak amaciyla kullanilmaktadir. Antimikrobiyal maddeler, dogal ve sentetik olmak



tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Dogal antimikrobiyal maddeler arasinda bitki 6ziitleri,
esansiyel yaglar ve fenolik bilesikler yer alirken; sentetik antimikrobiyal maddeler, cesitli

kimyasal bilesenler igermektedir (Branen ve Davidson, 1983; Nostro ve ark., 2000).

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Disk difiizyon, siv1 seyreltme ve mikrobiyal sayim gibi yontemler, antimikrobiyal etkinin
degerlendirilmesinde sik¢a bagvurulan tekniklerdir. Disk difiizyon yontemi, belirli bir
antimikrobiyal madde ile inokiile edilmis bir agar yiizeyine yerlestirilen disklerin
etrafinda olusan inhibisyon alanlarinin Olg¢lilmesiyle gergeklestirilir. Bu yontemde,
maddelerin etkinligi, inhibisyon alaninin ¢api ile belirlenir (Esen, 2008; Alzokery ve
Nakahara, 2003).

Antimikrobiyal aktivite, genellikle {i¢ ana mekanizma ile gerceklesir: hiicre duvari
sentezinin inhibisyonu, hiicre membrani iizerindeki etkinin saglanmasi ve DNA/RNA
sentezinin engellenmesi. Antibakteriyel maddeler, bakterilerin hiicre duvart yapisini
bozarak veya zar1 gecirgen hale getirerek mikroorganizmalarin yasamsal fonksiyonlarini
bozarlar. Ayrica, bazi antimikrobiyal bilesenler, bakteriyel DNA ve RNA sentezini inhibe
ederek, mikroorganizmalarin iiremesini engeller (Akyiiz, 2007; Oztiirk, 2009).

Bitki kokenli antimikrobiyal maddeler, gida giivenligini saglama konusunda biiyiik 6nem
tasimaktadir. Cesitli bitki dziitleri, antibakteriyel zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir. Ornegin,
sarimsak (Allium sativum), zencefil (Zingiber officinale) ve hardal (Brassica spp.) gibi
bitkiler, ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici etkiler gdstermektedir (Burt,
2014). Bununla birlikte, bitki oziitlerinin etkinligi, igerdikleri aktif bilesenlerin
konsantrasyonuna, tilirline ve hazirlanma yontemine bagli olarak degisiklik

gostermektedir.

Antimikrobiyal direng, 6zellikle antibiyotiklerin asir1 kullanim1 ve yanlis uygulamalar:
sonucunda ortaya ¢ikan 6nemli bir saglik sorunudur. Bu durum, hem insan sagligi hem
de gida giivenligi agisindan ciddi tehditler olusturmaktadir. Antimikrobiyal direncin
Onlenmesi amaciyla, dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin
kullanimi, sentetik antimikrobiyal maddelere alternatif olarak giderek daha fazla

onerilmektedir (Toroglu ve Cenet, 2006).

Sonug olarak, antimikrobiyal aktivite, gida glivenligi ve halk saglig1 agisindan kritik bir
oneme sahiptir. Dogal antimikrobiyal maddelerin arastirilmast ve kullanimi,

mikroorganizmalarin gelisimini dnlemek ve antibiyotik direncini azaltmak i¢in etkili bir



strateji olarak degerlendirilmektedir. Bitkisel antimikrobiyal ajanlarin, geleneksel
antibiyotiklerle birlestirilmesi, mikroorganizmalara karsi daha etkili bir koruma

saglayabilir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013; Nazri ve ark., 2011).

1.5. Ucucu Yag icerigi ve Bilesen Profili

1.5.1. Ucucu Yaglarin Karakteristik Yapisi ve Ozellikleri

Ugucu yaglar, antik caglardan itibaren basta Misir, Yunan ve Roma medeniyetleri olmak
lizere bircok uygarlikta tedavi edici Ozellikleri nedeniyle aromaterapi, masaj ve
hidroterapi gibi uygulamalarda kullanilmigtir. Giiniimiizde ise bu dogal bilesikler, hos
kokular1 ve biyolojik aktiviteleri sayesinde kozmetik, parfiimeri ve kisisel bakim tirtinleri
endiistrilerinde 6nemli bir hammadde konumundadir (Bakkali ve ark., 2008). Son yillarda
ucucu yaglarin 6nemi, antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuvar ozelliklerinin
belirlenmesiyle birlikte ila¢ gelistirme ve biyoteknolojik uygulamalarda daha da artmistir

(Menichini ve ark., 2011).

Ugucu yaglar, oda sicakliginda ¢ogunlukla sivi halde bulunan, karakteristik ve hos
kokulara sahip dogal bilesiklerdir. Bu 6zelliklerinden dolay: eterik yaglar veya esanslar
olarak da adlandirilmaktadir. Genellikle sudan daha diisiik yogunluga sahip olan ugucu
yaglar optik aktiflik gosterebilmekte ve yiiksek kirilma indisleri ile karakterize
edilmektedir. Isik, hava ve oksijenle temas ettiklerinde oksidasyon ve reginelesme egilimi
gosterdiklerinden, kimyasal stabilitelerinin korunmasi amaciyla koyu renkli ve hava
gecirmez kaplarda saklanmalar1 6nerilmektedir (Bakkali ve ark., 2008). Ucucu olmalari
nedeniyle buharlastiktan sonra kalint1 birakmazlar. Genellikle renksiz yapida olmalarina

karsin, bazi tiirlerde mavi, yesil veya agik sar1 tonlar1 da goriilebilir (Kilig, 2008).

1.5.2. Ugucu Yaglarin Kimyasal Kompozisyonunun Tanimlanmasi

Bitkilerdeki pek ¢ok dogal bilesik terpen yapilidir ve bu nedenle bitkisel kokenli ugucu
yaglarin ana bilesenlerini terpenler ve terpen tiirevleri olusturmaktadir (Dhifi ve ark.,
2016). Ugucu yaglarda bulunan bu bilesikler, ¢ogunlukla su distilasyonu yoluyla elde

edilir ve bitkiye 6zgili kokunun olusumundan sorumludur (Linskens ve Jackson, 1997).

Terpenler, organik ¢oziiclilerde ¢oziiniir, ancak suda ¢dziinmeyen yapilardir. Bitkinin
tiiriine baglh olarak, terpenler bitkinin tamaminda veya belirli organlarinda birikirler.

Ozellikle Rosaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Asteraceae ve Rutaceae familyalari, yiiksek



miktarda ugucu bilesik i¢eren bitki gruplar1 arasinda yer almaktadir (Linskens ve Jackson,
1997).

Ugucu yaglar, biyoaktif bilesenler acisindan zengindir. Bu bilesenler, bitkilerin saglik ve
tyilik hallerine katkida bulunur ve hiicreler arasinda bilgi tasinmasinda 6nemli rol oynar
(Linskens ve Jackson, 1997). Ayrica, hormon dengesi iizerinde etkili olabilecek bazi

bilesenleri igerirler, bu da onlarin tibbi kullanimin1 destekler (Celik ve Celik, 2007).

Terpenler

Terpenler, bes karbon atomundan olusan izopren birimlerinin birlesmesiyle meydana
gelen dogal bilesiklerdir. Terpenlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, igerdigi izopren
birimi sayisina gore degisiklik gosterir. Bu 6zellik, bilesiklerin yapisal ¢esitliligini ve
biyolojik islevlerini anlamada temel bir kriterdir. Ugucu yaglarda yer alan terpenler,

icerdigi karbon atomu ve ucuculuk diizeyine gore asagidaki sekilde siniflandirilir:

Monoterpenler (Cio): Yiiksek oranda ugucu olup genellikle karakteristik koku veren
bilesiklerdir.

Seskiterpenler (Cis): Monoterpenlere gore daha biiyiik molekiillerdir ve cogunlukla daha

agir kokular tasirlar.

Diterpenler (Cz).: Uguculugu daha diisiik, yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir.

Triterpenler (Cso) ve Steroller: Genellikle ugucu olmayan, ancak bitkilerin yapisal

biitiinliiglinde 6nemli rol oynayan bilesiklerdir.

Karotenoidler: Bitkilere renk veren pigment yapisindaki bilesiklerdir ve terpen

tirevlerindendir.

Bu terpenik yapilarin orani, ucucu yaglarin biyolojik aktivitesi, koku profili ve
endiistriyel kullanim alanlarini belirleyen 6nemli bir faktordiir (Linskens ve Jackson,
1997).

Ugucu yaglarda en yogun olarak bulunan bilesik grubu terpenlerdir, ancak bunlara ek
olarak aldehitler, esterler, alkoller, fenoller, azot ve kiikiirt igeren bilesikler de
bulunabilmektedir (Dhifi ve ark., 2016). Bu kimyasal yapilar, yaprak yiizeyinde ya da
bitki hiicresinin iginde lokalize olabilir. Genellikle serbest formda, bazen de organik

asitlerle, glikozitlerle veya proteinlerle bagl sekilde bulunurlar.



1.6. Melissa officinalis L. Bitkisinin Genel Ozellikleri

Melissa officinalis L., halk arasinda melisa, ogul otu ya da limon otu olarak bilinen, ¢ok
yillik, aromatik ve otsu bir bitkidir. Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait olan bu
tiir, morfolojik olarak kalp bicimli, disli kenarli ve {ist ylizeyi hafif tiiylii yapraklariyla
taninir; karakteristik limon kokusu, bitkinin en ayirt edici oOzelligidir (Sekil 1.2)

(Moradkhani ve ark., 2010).

Ogul otu bitkisi kokeni Giiney Avrupa ve Akdeniz havzasina dayanan, ¢ok yillik ve otsu
bir bitkidir. Bitki, limon benzeri karakteristik aromatik kokusuyla taninmakta olup
Haziran—Eyliil aylar1 arasinda ¢igeklenmektedir. Ogul otunun kendine 6zgii aromatik
kokusu, biinyesinde bulunan ugucu yaglardan kaynaklanmaktadir. Literatiirde ugucu yag
oraninin genellikle %0,01-0,25 araliginda degistigi bildirilmekte ve yagin temel
bilesenlerini terpenik aldehitler ile alkol tiirevleri olusturmaktadir. Bitki, hem tibbi-
aromatik bitki tiretimi hem de siis bitkisi yetistiriciligi kapsaminda genis bir kullanim
alan1 bulmaktadir (Ceylan, 1997). Ogul otu bitkisi, iyi drene edilmis, organik maddece
zengin ve pH’s1 5—7 arasinda degisen topraklarda en iyi gelisimi gosterir; giinesli veya

yar1 golgeli bolgeleri tercih eder (Moradkhani ve ark., 2010).
Ogul otu bitkisi farkli etnomedikal sistemlerde uzun yillardir kullanilan tibbi bir bitkidir.

Geleneksel kullanimlarinin bircogu gilinlimiizde yapilan farmakolojik ¢aligmalarla

dogrulanmis olup, Ozellikle anksiyete ve merkezi sinir sistemiyle iliskili bazi
bozukluklarin tedavisinde potansiyel bir bitki olarak degerlendirilmektedir. Giiniimiizde

de melisa bitkisi, farmasotik formiilasyonlarda, fonksiyonel gidalarda ve aromaterapide

siklikla kullanilmaktadir (Shakeri ve ark., 2016).

Sekil 1. 2. Melissa officinalis L. (Ogul otu) bitkisi
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Zengin fitokimyasal igerigi ve ortaya konan biyolojik potansiyelleri sayesinde ogul otu
bitkisi diinya genelinde geleneksel ve tibbi kullanim1 yaygin olan 6nemli bir bitki olarak
degerlendirilmektedir. Lamiaceae familyasina ait bitkilerde; ugucu yaglar, monoterpenik
aldehitler ve seskiterpenler, ayrica diterpenler, triterpenler, tanenler, fenolik asitler ve
flavonoidler gibi biyolojik ve ekonomik agidan degerli ¢esitli sekonder metabolitlerin
bulundugu rapor edilmistir. Bu zengin kimyasal ¢esitlilik, ogul otunun farmakolojik
potansiyelinin ve genis kullanim alanlarinin temelini olusturmaktadir (Carnat ve ark.,

1998; Moradkhani ve ark., 2010).

Farmakolojik ¢alismalar, ogul otu bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal ve
antienflamatuvar aktivitelere sahip oldugunu; ayrica antispazmodik, anksiyolitik ve
noroprotektif etkiler gostererek merkezi sinir sistemi {izerinde olumlu etkiler
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Bu biyolojik aktiviteler, bitkinin sadece geleneksel
tipta degil, ayn1 zamanda modern farmasotik, kozmetik ve gida endiistrisinde de
degerlendirilen onemli bir dogal terapotik ajan olarak one g¢ikmasini saglamaktadir

(Shakeri ve ark., 2016).

Sonug olarak ogul otu bitkisi zengin fitokimyasal igerigi, giiclii biyolojik aktiviteleri ve
genis terapdtik potansiyeliyle, doganin en degerli tibbi bitkilerinden biri olarak hem

gecmisin hem de gliniimiiziin tedavi yaklasimlarinda kalici bir yere sahiptir.
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2.
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Melissa officinalis L. dérnegi, Mardin ilinde faaliyet gosteren yerel bir aktardan temin
edilmistir. Elde edilen bitki materyali, laboratuvar ortaminda dgiitiilerek ince toz formuna

getirilmis ve tiim analizler bu toz formdaki 6rnekler lizerinden gergeklestirilmistir (Sekil
2.1).

Sekil 2. 1 Calismada kullanilan Melissa officinalis L. bitkisine ait 6rnek

2.1.1. Cahsmada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Bu aragtirmada, Melissa officinalis L.’nin  antimikrobiyal  potansiyelinin
degerlendirilmesinde kullanilan fungal ve bakteriyel mikroorganizmalarin saf izolatlari,
cesitli ulusal ve uluslararas: kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilmistir. S6z konusu
mikroorganizmalar, Amerika Birlesik Devletleri Tarim Arastirma Servisi Kiiltiir
Koleksiyonu (NRRL), Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC), Anadolu Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi ve bazi ticari kiiltlir depolarindan elde edilmistir.
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Calismada bakteri suslar1 olarak Staphylococcus aureus ATCC 6538, Proteus vulgaris
NRRL B-123, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Bacillus subtilis NRRL B-4378, Streptomyces griseolus NRRL B-1062,
Pseudomonas citronellosis NRRL B-2504, Bacillus velezensis NRRL B-14580,
Gordonia rubripertincta NRRL B-3906 ve Escherichia coli ATCC 8739 kullanilmistir.

Maya tiirleri olarak ise Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 2001
ve Candida krusei ATCC 6258 izolatlarindan yararlanilmstir.

Tiim mikroorganizma stoklari, %15 gliserol igeren besiyerlerinde -85°C’de saklanmustir.
Kiiltirlerin  stirekliliginin saglanabilmesi amaciyla Nutrient Agar (NA) (Merck
1.05450.0500), Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck 1.10130), Mueller Hinton Agar
(MHA) (Sigma M-9552) ve Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Fluka 84088) gibi besi

ortamlar1 kullanilmastir.

Belirli araliklarla alinan alt kiiltiirler +4°C’de korunmus, antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde ise uygun besi ortamlarinin yani sira mikrodiliisyon yontemi i¢cin RPMI

1640 besiyeri tercih edilmistir.

2.1.2. Mikroorganizmalarin Cogaltilmasinda Kullanilan Besiyerleri

Bu arastirmada kullanilan mikroorganizma suslari, ilgili depo kiiltlirlerinden temin
edilmistir. Bakteriyel izolatlar, Mueller Hinton Agar (MHA) ortaminda; fungal izolatlar
ise Onceden hazirlanmis agar petri kutularindan elde edilmistir. Elde edilen fungal
izolatlar, Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerine aktarilmig; bakteri izolatlar1 ise
Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck 1.10293) sivi besi ortamina inokiile edilerek
cogaltilmistir (Ozsen, 2011). Melissa officinalis L. bitkisinin belirlenen bakteri ve fungus
tirleri tizerindeki antimikrobiyal etkilerinin incelenmesinde, Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan yayimlanan standart prosediirler esas alinmustir.
Deneysel ¢aligmalarda, mikrodiliisyon yontemi kullanilmis ve bakteriler i¢cin M100-S16,
funguslar i¢cin M38-A2 ve mayalar i¢in M27-A2 protokollerinde tanimlanan kosullarda
bazi uyarlamalar yapilarak testler yiirtitiilmisttir (M38-A2, 2008; M100-S16, 2006; M27-
A2, 2002). Antimikrobiyal aktivite testlerinde referans ila¢ olarak antifungal deneylerde
ketokonazol ve amfoterisin B, antibakteriyel deneylerde ise tetrasiklin ve kloramfenikol

standart bilesikleri kullanilmastir.
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2.1.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu caligmada gerceklestirilen tim deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik
saflik derecesine sahiptir. Caligmada yararlanilan baslica kimyasallar arasinda
neokuproin, metanol, etil asetat, sodyum hidroksit, etanol ve dietil eter yer almakta olup,
bu maddeler Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Almanya) ve Merck (Darmstadt,
Almanya) gibi giivenilir tedarik¢ilerden temin edilmistir. Arastirmada kullanilan fenol
reaktifi, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazin) ve
Folin—Ciocalteu’s reaktifi, Fluka Chemie GmbH (Buchs, Isvigre) firmasindan
saglanmigtir. Ayrica Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit)
standardi, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Almanya)’dan satin alinmistir.
Analizlerin yiiriitilmesinde kullanilan diger kimyasallar arasinda karbon tetrakloriir,
stilfiirik asit, ferrik kloriir, glasiyal asetik asit, potasyum kloriir, hidroklorik asit ve
sodyum asetat yer almakta olup, bu maddelerin tamami1 Merck (Darmstadt, Almanya)

sirketinden satin alinmistir.

2.1.4. Deneylerde Kullanilan Bazi1 Ekipmanlar

Bu arastirmada kullanilan cihazlar, ekipmanlar ve bunlara ait marka/model bilgileri Tablo
2.1’de Ozetlenmistir. Calismada kullanilan tiim cihazlar, analizlerin gilivenilirligini ve

tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla diizenli kalibrasyondan gecirilmistir.

Tablo 2. 1 Aragtirmada yararlanilan ekipmanlar

Cihaz Ad1 Marka / Model

HPLC IKA, China

GC-MS Shimadzu QP 2010, Japan
Evaporator Elite LaChrom, Hitachi, Japonya
Spektrofotometre Cihazi Shimadzu, Japan

(Calkalama Cihazi Heidolph

Yiiksek Hassasiyetli Terazi IKA, China

Karistirmali Su Banyosu Niive, ST402, Ankara, Tiirkiye
Vorteks Karistiric Labnet VX 100, Inc. NJ, USA
Manyetik Karistirici IKA, China

Yar: otomatik Pipet Eppendorf

Etiiv Binder ED 53, Germany
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2.1.5. Analizlerde Kullanilan Bitkinin Ekstrakt Cozeltisinin Hazirlanisi

Bu ¢aligmada kullanilan Melissa officinalis L. 6rnegi, Mardin ilinden temin edilmistir.
Bitki Ornekleri, analiz Oncesinde bir bicakli blender yardimiyla ince toz haline
getirilmistir. Tartim islemi sonucunda yaklasik 10 gram bitki 6rnegi alinarak ekstraksiyon

islemine tabi tutulmustur.

Ekstraksiyon i¢in, toz haline getirilen bitki materyali lizerine yaklasik 40 mL metanol
¢oziiclisti eklenmis ve karisim oda sicakliginda, 24 saat boyunca calkalayici cihazinda
stirekli karigtirtlmistir. Siire sonunda elde edilen siispansiyon, siizge¢ kagid1 kullanilarak
sliziilmiis ve hacim sabitleninceye kadar yeniden metanol ilavesi yapilmistir (Sekil 2.2).
Elde edilen Melissa officinalis L. ekstrakti, ¢esitli kimyasal analizlerde kullanilmistir.
Ekstraktin toplam flavonoid ile toplam polifenol miktarlari tespit edilmis; bunun yani sira
CUPRAC, DPPHe ve FRAP yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. Buna ek olarak, ekstraktin antimikrobiyal potansiyelini
degerlendirmek amaciyla disk difiizyon ve minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK)

yontemleri uygulanmaigtir.

Sekil 2. 2. Melissa officinalis L. bitkisinin ekstraksiyon islemi

2.2. Antioksidan Analizleri

Bu ¢alismada Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan kapasitesini belirlemek

amaciyla farkli analitik yOntemlerden yararlanilmigtir. Bitki ekstraktinin toplam
flavonoid ve fenolik madde igerikleri ile antioksidan aktiviteleri, CUPRAC, DPPH ve
FRAP yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3. Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan aktivite deney ¢alismalari

Elde edilen veriler, 6rneklerin UV/VIS Spektrofotometre (Sekil 2.4) cihazinda 6l¢iilen
absorbans degisimleri temel alinarak analiz edilmistir. Bu sayede, Melissa officinalis L.
ekstraktinin serbest radikal giderme kapasitesi ve indirgeme gilicii nicel olarak

belirlenmistir.

Sekil 2. 4. Analizlerde kullanilan UV/VIS (Ultraviyole—Goriiniir Bolge)
spektrofotometre cihazi

Bu c¢aligmada, antioksidan aktiviteyi belirlemeye yonelik analiz yontemleri her biri i¢in

ayr1 alt bagliklar altinda ayrintili bigimde agiklanmistir.

2.2.1. Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Belirlenmesine Yénelik Analiz

Melissa officinalis L. bitkisinin toplam fenolik bilesen miktar1, spektrofotometrik analiz
yontemi esas alinarak belirlenmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Analiz sonucunda elde
edilen veriler Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Uygulanan yonteme gore, Orneklerdeki ¢Oziiniir fenolik bilesikler, Folin—Ciocalteu
reaktifi ile reaksiyona sokularak 760 nm dalga boyunda renkli bir kompleks olusturur. Bu
renk degisimi, orneklerdeki fenolik madde miktarinin belirlenmesinde temel alinmistir.
Kuantifikasyon asamasinda, gallik asit standardi kullanilarak bir kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve bitki ekstraktindan elde edilen absorbans degerleri bu egriye gore

degerlendirilmistir.
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Tablo 2. 2 Melissa officinalis L. bitkisinin toplam fenolik madde igerigi i¢in kullanilan
deneysel kosullar

Kor Standart Numune
Saf Su 700 uL 680puL 680 uL
Standart (¢esitli
konsantrasyonlarda) - 20pL -
Numune - - 20 L
0.5 N Folin Reaktifi 400 pL 400 L 400 uL

Tiipleri kanstup, 3 dakikalhk inkiibasyondan sonra
%10 NazCOs 400 pL 400 L 400 pL

Omekler 2 saat sonra absorbans 760 nm absorbans kullanilarak olgiim vapilir.

2.2.2. Toplam Flavonoid iceriginin Belirlenmesine Yonelik Analiz

Melissa officinalis L. bitkisinin toplam flavonoid igerigi, spektrofotometrik yontem esas
alinarak belirlenmistir (Zhishen ve ark., 1999). Bu analiz sonucunda elde edilen bulgular
Tablo 2.3’te sunulmustur. Bu yontemin temelinde, flavon ve flavonol tiirii bilesiklerde
yer alan hidroksil ve keto yapisindaki molekiillerin asidik kosullarda aliiminyum kloriir
(AICl5) ile etkileserek kararli kompleksler meydana getirmesi prensibi yatmaktadir. Buna
ek olarak, flavonoidlerin yapisinda bulunan dihidroksil gruplariyla aliiminyum klortir
reaksiyona girerek renkli komplekslerin olusumuna neden olur. Analizlerde kuersetin
standart madde olarak kullanilmig; 1-0,03125 mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda
Olctimler gergeklestirilmistir. Bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri
kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmus ve orneklerin flavonoid miktarlart bu

egriye gore hesaplanmustir.

Tablo 2. 3 Melissa officinalis L. bitkisinin toplam flavonoid madde igerigi i¢in
kullanilan deneysel kosullar

Kor Standart Numune
Numune _ _ 500 pL
Standart _ 500 uL _
Metanol 4800 pL 4300 pL 4300 pL
%10 AI(NO3)3 100 pL 100 uL 100 uL
1M NH4CH3COO" 100 puL 100 uL 100 uL

40 dakika beklemeden sonra 415 nm absorbanstta 6l¢iimler yapilir.
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2.2.3. CUPRAC (Bakir(IT) iyonu Indirgeme) Testi ile Antioksidan Ol¢iimii

Bu analizde, CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) yontemi kullanilarak
Melissa officinalis L. ekstraktinin indirgeme giicii belirlenmistir. Bu yontemin temeli,
neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) adli bilesigin bakir (II) iyonlariyla molekiiler
yap1 olusturma yetenegine dayanmaktadir (Apak ve ark., 2004). Reaksiyon sonucunda
olusan Cu(Il)-neokuproin (Cu(lI1)-Nc) kompleksi, 450 nm dalga boyunda absorbans
gostermektedir. Ekstrakttaki antioksidan bilesikler, bu kompleksi Cu(I)-neokuproin
[Cu(D)-Nc] formuna indirger; boylece elektron verme kapasiteleri dlgiilerek antioksidan
aktiviteleri nicel olarak belirlenir. Deneylerde Troloks® standart bilesigi referans olarak
kullanilmistir. Olgiimler 1-0,03125 mM konsantrasyon araliginda gerceklestirilmis ve
sonuglar TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) birimi cinsinden ifade
edilmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2. 4 Melissa officinalis L. bitkisinin CUPRAC tayini i¢in kullanilan deneysel

kosullar
Kir Standart Numune

10mM CuClI, 1 mL 1 mL 1 mL
7.5 mM Neocuproin 1 mL 1 mL 1 mL
NHy:CH3;COO" Tamponu
(1M pH 7,0) 1 mL 1 mL 1 mL
Standart - 0.2 mL -
Numune - - .2mL

Su 1.1 mL 0.9 mL 0.9mL

60 dakika beklemeden sonra 450 nm absorbanstta dlciimler yapilir.

2.2.4. FRAP (Fe* Indirgeme Giicii) Analizi

Melissa officinalis L. ekstraktinin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde, gelistirilen
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) yontemi uygulanmistir (Benzie ve Strain,
1996). Bu yontemin temeli, Fe** (ferrik) iyonlarimin tripiridiltriazin (TPTZ) (Sekil 2.5)
bilesigi ile kompleks olusturarak indirgenmesi prensibine dayanmaktadir (Tablo 2.5).
Analiz siirecinde, diisik pH kosullarinda bulunan Fe**~TPTZ (ferrik tripiridiltriazin)
kompleksi, ekstraktta yer alan antioksidan bilesikler tarafindan Fe**~TPTZ (ferroz)
formuna indirgenmektedir. Bu indirgenmis kompleksin 593 nm dalga boyunda 6lgiilen
absorbans degeri, 6rnegin toplam indirgeme kapasitesinin gostergesi olarak kabul edilir

(Benzie ve Strain, 1996; Huang ve ark., 2005).
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Melissa officinalis L. bitkisinin metanol ekstrakti ile gergeklestirilen analiz sonucunda
elde edilen FRAP degeri, TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) cinsinden

hesaplanmis ve sonuglar pmol Troloks/g birimiyle ifade edilmistir.

= =
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|/

Sekil 2. 5 Tripiridiltriazin (TPTZ)

Tablo 2. 5 Melissa officinalis L. bitkisinin FRAP tayini i¢in kullanilan deneysel kosullar

Kor Standart Numune
FRAP Reaktifi 3 mL 3 mL 3 mL
Numune - - 100 pL
Troloks
(Degisen kons.) ) 100 pl. )
Destile Su 100 puL - -

4 dakika bekletildikten sonra 593 nm absorbans kullanilarak 6l¢iim yapilir.

2.2.5. DPPHe Analizi ile Serbest Radikal Giderme Etkisinin Olciilmesi

Melissa officinalis L. ekstraktinin serbest radikal giderme kapasitesi, tanimlanan DPPHe
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sekil 2.6) yontemi kullanilarak belirlenmistir (Molyneux,
2004). Deneyde, 4 mg/100 mL derisimde metanol i¢inde hazirlanmis DPPHe ¢ozeltisi
kullanilmistir. Bitki ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve her birine 750

pL hacminde DPPHe ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Karisimlar oda sicakliginda, karanlik ortamda ve 1 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Siirenin sonunda, DPPHe radikalinin maksimum absorbans gosterdigi 517 nm dalga
boyunda Olgiimler gergeklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerleri, farkl
konsantrasyonlara karsilik gelen radikal siipiirme yiizdeleri kullanilarak grafiksel olarak
degerlendirilmistir. Grafik sonuglarina dayanarak, %50 inhibisyon degerini temsil eden
ICso degerleri mg/mL cinsinden hesaplanmistir. Deneylerde referans standart olarak

Troloks® bilesigi kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, bitki ekstraktinin
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konsantrasyonuna karsilik gelen degerler, standart Troloks’a ne kadar yakinsa, DPPHe

radikalini nétralize etme kapasitesi de o oranda yiiksek bulunmustur.

OgN HN—N

Sekil 2. 6 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) kimyasal yapisi

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Melissa officinalis L. bitkisinin metanol ekstraktinin antibakteriyel ve antifungal
ozellikleri in vitro kosullarda degerlendirilmistir. Bu amagla, Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1  Enstitlisii  (CLSI) tarafindan Onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi
uygulanmistir (Amsterdam, 1996). Tetrasiklin ve kloramfenikol standart antibiyotik
olarak antibakteriyel etkinin belirlenmesinde kullanilmis; antifungal analizlerde ise
ketokonazol ve amfoterisin B referans bilesikleri tercih edilmistir. Tiim standart
kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Analizler, elde edilen
sonuglarin giivenilirligini artirmak amaciyla iki bagimsiz test seklinde yiiriitiilmiis ve her

bir deney iki kez tekrarlanarak dogrulanmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2. 7 Melissa officinalis L. bitkisinin antimikrobiyal aktivite deneysel ¢aligmalari

2.3.1. Bakterilerin incelenmesinde Kullamlan Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Melissa officinalis L. ekstraktinin antibakteriyel etkisinin degerlendirilmesinde, Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan yayimlanan M100-S16 standart
protokolii temel alinarak sivi mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir (M100-S16, 2006).

20



Bitki ekstraktinin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri, 96 oyuklu mikrotiter
plaklar kullanilarak belirlenmistir. Bakteriyel kiiltiirler, ¢ift kuvvetli Mueller-Hinton
Broth (MHB) besiyerinde (Merck, Almanya) bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Elde
edilen silispansiyonlarin yogunlugu, MacFarland No: 0.5 standardi esas alinarak yaklasik
10* CFU/mL diizeyine ayarlanmistir. Bitki ekstrakti, %10 dimetilsiilfoksit (DMSO)
icinde ¢oziilmiis ve MHB ortaminda 15,63-4000 pg/mL araliginda seyreltmeler
hazirlanmistir. Negatif kontrol olarak yalnizca DMSO kullanilmistir. Hazirlanan
siispansiyonlar, iki kez 100 uL MHB ile seyreltilmis ve bakteri izolatlar1 ile inokiile
edilmistir. Plaklar, 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda, canlilik kontrolii amaciyla resazurin ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich) eklenmis ve renk
degisimi gdzlenmistir. MIK degeri, bakteriyel biiyiimeyi tamamen inhibe eden en diisiik
ekstrakt konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Elde edilen MIK sonuglar1, amfoterisin B

ve kloramfenikol standart bilesikleriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

2.3.2. Maya Suslarinin incelenmesinde Kullanilan Sivi Mikrodiliisyon Yoéntemi

Melissa officinalis L. ekstraktinin maya tiirleri tizerindeki antifungal etkisi, CLSI M27-
A2 protokolii esas alinarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir (M27-A2,
2002). Analizler, 96 oyuklu mikrotiter plaklar kullanilarak ve besi ortami olarak RPMI-
1640 (Sigma, Almanya) besiyeri tercih edilerek gergeklestirilmistir. Deneylerde, 0.5-2.5
x 10* hiicre/mL yogunlugunda hazirlanan maya siispansiyonlart1 (MacFarland 0.5
standardi) ile inokiilasyon yapilmistir. Bitki ekstrakti, 250-2000 pg/mL araliginda olacak
sekilde son konsantrasyon degerleriyle test edilmistir. Plaklar 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmis; ardindan, biiyiimenin degerlendirilmesi i¢in resazurin ¢ozeltisi
eklenmistir. MIK degeri, hiicre ¢ogalmasmi tamamen engelleyen en diisiik ekstrakt
konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglar, %100 biiyiime inhibisyonu

saglayan minimum deger ilizerinden hesaplanarak ifade edilmistir.

2.4. Ucucu Yag Profili Uzerine Yapilan Analizler

2.4.1. SPME Yontemiyle Numune Ekstraksiyon Prosediirii

Ucucu yag tayininde tercih edilen kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi; ¢oziicii
kullanimina ihtiya¢ duymamasi, kisa siirede uygulanabilir olmasi, ekonomikligi ve
yiiksek verim saglamasi gibi avantajlar1 nedeniyle diger ugucu yag analiz yontemlerine

gore ustiinliik gostermektedir (Sekil 2.8). Bu ¢alismada, Melissa officinalis L. bitkisinden
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5 g o6rnek alinmig ve bigakli 6giitlicii yardimiyla kiigiik parcalara ayrilmistir. Hazirlanan
ornekler, silikon-kauguk septumlu kapakla kapatilmig cam siselere aktarilmig ve her bir
siseye 10 mL hacminde bitki materyali eklenmistir. Sisenin iist kisminda kalan bosluk
bolgesine kati faz mikroekstraksiyon aparati yerlestirilmistir. Ugucu bilesenlerin
ekstraksiyonu amaciyla, bu bosluk kismina DVB/Karboxen/PDMS kaplamali lif
takilmistir. Ekstraksiyon oOncesinde, SPME lifleri 250°C’de 5 dakika boyunca GC
siringasi i¢inde sartlandirilmistir. Ekstraksiyon islemi, manyetik karistirici tizerinde 80°C
sicaklikta, 5-10 dakika siireyle karistirilarak gerceklestirilmistir. Ugucu bilesikler,
ekstraksiyon lifine adsorbe edildikten sonra gaz kromatografi (GC) enjektoriine
aktarilmigtir. Analizlerde akis hiz1 1 mL/dk olan helyumdan faydalanilmistir. Enjeksiyon
islemi 250°C’de ve 1:30 boélme oraninda (split mode) yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
Melissa officinalis L. bitkisinin ugucu bilesen profilini ortaya koyacak sekilde
raporlanmistir. Analizde kullanilan ekstraksiyon siiresi, sicaklik kosullar1 ve bekleme

stireleri bildirilen yontem referans alinarak optimize edilmistir (Renda ve ark. 2016).

Sekil 2. 8 Dogrudan daldirma SPME’nin genel prensibinin sematik gosterimi. (Weggler
ve ark., 2020)

2.4.2. Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Analizi

Melissa officinalis L. bitkisinin ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasinda Agilent 59778
GC/MS gaz kromatografisi (Sekil 2.9) kullanilmistir. Analizlerde, 30 m x 0.25 mm i¢ gap
ve 0.25 pum film kalinligina sahip TRB-5MS kilcal kolon tercih edilmistir. Gaz
kromatografisi sistemi, yine Agilent markasina ait 5977B GC/MS kiitle dedektorii ile
entegre calisacak sekilde yapilandirilmistir. Analiz islemleri 1:30 bélme oraninda (split
mode) gerceklestirilmistir. Kullanilan firin programi; baslangicta 40°C’de 2 dakika
bekleme, ardindan sicakligin 240°C’ye yiikseltilmesi ve 3 dakika bu sicaklikta
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sabitlenmesi, sonrasinda ise 250°C’de 4 dakika siireyle 1sitma adimlarini igermektedir.
Boylece toplam analiz siiresi 55 dakika olarak tamamlanmistir. Cihazin kiitle transfer
hatt1 sicakligr 200°C, enjektor sicakligr ise 250°C olarak ayarlanmistir. Tasiyic1 gaz
olarak helyum (%99.999 saflikta) kullanilmis ve akis hizi 1 mL/dk olacak sekilde
sabitlenmistir. Iyonizasyon islemi elektron carpan iyonizasyon (EI) modunda
yiirlitiilmiis, iyonizasyon enerjisi 70 elektronvolt (eV) olarak belirlenmistir. Kiitle
spektrumlart 40-400 m/z (kiitle/yiik orani) araliginda kaydedilmistir. Tiim analiz
kosullari, Renda ve ark. (2016) tarafindan Onerilen yontem temel alinarak optimize

edilmistir.

Sekil 2. 9 Analizlerde kullanilan GC/MS (Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi)
cihazi

2.4.3. Tespit Edilen Bilesenlerin Kimyasal Tanimlanmasi

Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasinda,
C-’den Cso’a kadar olan n-alkan referans serisi kullanilmistir. Bilesiklerin alikonma
indeksleri (retention index), Kovats yontemi esas alinarak hesaplanmistir (Kovats, 1958).
Elde edilen ugucu bilesenlerin kimyasal yapilar, kiitle spektrumlariin karsilagtirilmasi
yoluyla belirlenmistir. Tanimlama asamasinda, elde edilen spektral veriler FFNSC 1.3
(Flavor and Fragrance Natural and Synthetic Compounds) kiitiiphane veritabani ile
karsilastirilarak dogrulanmistir (FFNSC, 2008).
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2.5. HPLC-UV (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi—Ultraviyole Dedektor)
Uygulamasiyla Fenolik Profilin Belirlenmesi

Melissa officinalis L. bitkisinin fenolik bilesiklerinin tayininde kullanilmak {izere, bitki
ekstraktt metanol ¢dziiciisiinde 24 saat siireyle ¢alkalayicida karistirilarak hazirlanmastir.
Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra karisim, stizgec kagidi kullanilarak siiziilmiis
ve siizlintiideki metanol ¢oziiciisli evaporator yardimiyla uzaklagtirilmistir. Elde edilen
kalinti, 10 mL distile su (pH = 2) icerisinde ¢6ziilmiis; ardindan sirastyla dietil eter (5
mL) ve etil asetat (5 mL) c¢oziiciileriyle, her biri li¢ kez tekrarlanacak sekilde ekstraksiyon
islemi uygulanmistir (Sekil 2.10). Elde edilen organik faz, evaporatdr balonuna alinarak
45°C sicaklikta bulunan doner buharlastirict (rotavapor) sisteminde ¢doziiciilerden
arindirilmistir. Son asamada, evaporator balonunda kalan kuru 6ziit izerine 2 mL metanol
ilave edilerek kalint1 tamamen c¢oziilmistiir. Elde edilen ¢ozelti, 0.45 pm membran
filtreden siiziilmiis ve fenolik bilesiklerin kantitatif analizi HPLC-UV cihazi (Sekil 2.11)

ile gergeklestirilmistir.

Sekil 2. 10 Melissa officinalis L. bitkisinin ekstraksiyon ve ¢6ziicii uzaklastirma islemi

HPLC-UV analizi, UV-VIS dedektor iceren Agilent 1260 Infinity II model cihaz
kullanilarak (Sekil 2.11), 280-315 nm dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
Analizlerde, ters faz C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 pum; Fortis) kullanilmis ve ayrim
islemi, asetik asit, saf su ve asetonitril iceren gradient eliisyon programu ile yiiriitiilmiistiir.
Sistemdeki A rezervuari, %2 oraninda asetik asit ¢ozeltisi i¢erirken; B rezervuari, %70—
30 oraninda asetonitril-saf su karistmindan olusmaktadir. Numunelerin ve standart
coOzeltilerin enjeksiyon hacmi 20 pL, hareketli fazin akis hiz1 0.75 mL/dak, kolon sicakligi
ise 30°C olarak optimize edilmistir. Tiim analizler, Can ve ark. tarafindan bildirilen

metodoloji esas alinarak gergeklestirilmistir (Can ve ark., 2015).

24



PREFER, BAENEW
RRBEIR

=pawEa

Sekil 2. 11 Analizlerde kullanilan HPLC-UV cihazi
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3.
BULGULAR

3.1. Antioksidan Giiciin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Bu tezde, Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan kapasitesi farkli spektrofotometrik
yontemler kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite analizlerinde UV-VIS
spektrofotometrik yontem temel alinmis ve elde edilen veriler dogrultusunda bitki
ekstraktinin antioksidan bilesen igerikleri hesaplanmistir. Metanol ekstrakti lizerinde
gercgeklestirilen analizler sonucunda; toplam flavonoid miktar1 mg kuersetin esdegeri/g
numune (mg QE/g), toplam fenolik madde icerigi mg gallik asit esdegeri/g numune (mg
GAE/g), CUPRAC degeri mmol Troloks esdegeri/g numune (mmol TE/g), DPPHe
radikal siiplirme aktivitesi ICso (mg/mL) ve FRAP degeri pumol Troloks esdegeri/g

numune (umol TE/g) olarak hesaplanmistir.

Analizlerden elde edilen tim nicel veriler Tablo 3.1, Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de
Ozetlenmistir. Bu sonuglar, Melissa officinalis L. ekstraktinin antioksidan kapasiteye
sahip oldugunu ve fenolik bilesenlerce zengin bir kimyasal profili bulundugunu

gostermektedir.

3.1.1. Toplam Fenolik Maddeye iliskin Ol¢iim Bulgular

Analizlerin ilk asamasinda, Melissa officinalis L. bitkisinin metanolik ekstrakti
hazirlanarak toplam fenolik madde tayini gerceklestirilmistir. Fenolik bilesik miktarinin
belirlenmesinde gallik asit standart madde olarak kullanilmistir. Standart egrinin
olusturulmasi asamasinda, konsantrasyon degerleri (x-ekseninde) ve 760 nm dalga
boyunda Slgiilen absorbans degerleri (y-ekseninde) esas alinmistir. Elde edilen 6lgiimler
dogrultusunda, konsantrasyon ile absorbans arasinda giiglii bir dogrusal iliski saptanmis
ve bu iligkiye ait dogrusal regresyon denklemi y = 1.1865x + 0.0253 seklinde elde
edilmistir. Korelasyon katsayist (R? = 0.9991) olarak belirlenmis olup, bu deger 6l¢iim
giivenilirliginin olduk¢a yiiksek oldugunu gostermektedir (Sekil 3.1). Bu standart
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, 100 g bitki numunesindeki toplam fenolik bilesik

miktart mg gallik asit esdegeri (mg GAE/100 g) olarak hesaplanmistir. Sonuglar, Melissa
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officinalis L. ekstraktinin fenolik bilesikler bakimindan zengin bir i¢erige sahip oldugunu

gostermektedir.

Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi
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Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL.)
Sekil 3. 1 Toplam fenolik madde tayininde kullanilan grafik

Deney sonucuna gore, Melissa officinalis L. bitkisinin metanolik ekstraktinda dlgiilen
toplam fenolik bilesik miktar1 7.784+0.43 mg GAE/g numune olarak belirlenmistir (Tablo
3.1). Bu sonug, ogul otu ekstraktinin dikkate deger diizeyde fenolik bilesik igerdigini ve
bu bilesenlerin bitkinin antioksidan kapasitesine Onemli Olgiide katki sagladigini

gostermektedir.

3.1.2. Toplam Flavonoid Maddeye fliskin Ol¢iim Bulgular

Bu analizde, Melissa officinalis L. bitkisinin metanolik ekstraktindaki toplam flavonoid
miktarinin belirlenmesi amactyla kuersetin standart bilesigi kullanilmistir. Standart egri
olusturulurken, konsantrasyon degerleri x-ekseninde, 415 nm dalga boyunda olciilen
absorbans degerleri y-ekseninde olacak sekilde grafiksel iliski tanimlanmistir. Elde edilen
standart egrinin dogrusal denklemine gore, y = 6.3568x + 0.0196 olup, korelasyon
katsayist R? = 0.9994 olarak hesaplanmistir. Bu yliksek korelasyon degeri, dl¢timlerin
dogrusal dogrulukta ve giivenilir bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 3.2).
Standart egriden elde edilen veriler dogrultusunda, bitki ekstraktinin toplam flavonoid
madde igerigi, mg kuersetin esdegeri/g numune (mg QE/g) cinsinden hesaplanmistir. Bu
sonug, Melissa officinalis L. ekstraktinin flavonoid bilesikler agisindan zengin bir
kimyasal profile sahip oldugunu ve antioksidan kapasitesine dnemli katki sagladiginmi

gostermektedir.
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Sekil 3. 2 Toplam flavonoid madde tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi

Grafikten saglanan degerlere bakildiginda, Melissa officinalis L.’nin metanolik
ekstraktindaki toplam flavonoid madde miktari, 5.09+0.06 mg kuersetin esdegeri/g
numune (mg QE/g) olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 3.1). Bu sonug, ogul otu ekstraktinin
onemli diizeyde flavonoid bilesik igerdigini ve bu bilesenlerin bitkinin antioksidan

etkinligine anlamli bir katki sagladigin1 gostermektedir.

3.1.3. FRAP Olciimiine iliskin Bulgular

Bu analizde, Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan kapasitesi FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemde, Fe(I1I)-
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) kompleksinin indirgenerek Fe(ll)-TPTZ formuna
dontigmesi esas almmistir. Elde edilen indirgenme diizeyi, 6rnegin demir iyonlari
indirgeme giicliyle orantili olarak antioksidan kapasitesini gostermektedir. Analiz
kapsaminda, Troloks standart antioksidan bilesigi olarak kullanilmis ve farkh
konsantrasyon degerlerine ait Ol¢iimlerden kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Elde
edilen standart egriden yararlanilarak, bitki ekstraktinin 1 mmol L™ Troloks esdegeri Fe**
indirgeme kapasitesi hesaplanmistir. Olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 3.3’te

verilmistir.
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FRAP Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3. 3 FRAP analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi

Tablo 3.1’de gosterildigi tizere, Melissa officinalis L. bitkisinin metanolik ekstrakti,
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) analizi sonucunda 0.13+0.01 pmol

FeSO4:7H20/g numune degerine sahip bulunmustur.

3.1.4. CUPRAC Olciimiine iliskin Bulgular

Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan kapasitesi, CUPRAC (Cupric lon Reducing
Antioxidant Capacity) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontem, Cu**—neokuproin
(Cu**~Nc) kompleksinin, ornekte bulunan antioksidan bilesikler tarafindan elektron
alarak Cu*-neokuproin [Cu’—Nc] formuna indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Elde
edilen indirgenme miktari, Ornegin antioksidan aktivitesiyle dogru orantilidir.
Analizlerde 450 nm dalga boyu iizerinden absorbans Olgiimleri gergeklestirilmistir.
Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda, standart madde olarak Troloks kullanilmis ve
farkli konsantrasyon degerlerine ait Ol¢iimlerle dogrusal bir iligki elde edilmistir.
Troloksun cesitli konsantrasyonlarindan yararlanilarak olusturulan bu kalibrasyon egrisi

Sekil 3.4’°te verilmistir.

CUPRAC Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3. 4 CUPRAC analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi
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Tablo 3.1’de gosterildigi tizere, Melissa officinalis L. bitkisinin metanolik ekstrakti
CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) analizine gore 0.65+0.02 mmol

TEAC/g numune degerine sahip bulunmustur.

3.1.5. DPPHe Ol¢iimiine iliskin Bulgular

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontemlerden biri olan
DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme testi, Melissa officinalis L.
bitkisinin metanolik ekstraktina uygulanmistir. Ticari olarak temin edilen DPPHe
¢ozeltisi kullanilmistir. Artan numune konsantrasyonlari x-ekseninde, 517 nm dalga
boyunda Olgililen absorbans degerleri ise y-ekseninde olacak sekilde grafiksel olarak
gosterilmistir. Olusturulan grafikten yararlanilarak, maksimum absorbans degerinin
yarisina karsilik gelen 6rnek konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlenmistir. Bu deger,
numunenin radikal giderme (siipiirme) kapasitesini ifade etmektedir. Ol¢iim sonucunda
kiigiik ICso degerleri, yiiksek antioksidan aktiviteye isaret etmektedir; ¢linkii daha diisiik
konsantrasyonda bile radikal temizleme etkisi daha yiiksektir. Elde edilen sonuglara gore,
Melissa officinalis L. bitkisinin DPPHe testi sonucunda antioksidan aktivite degeri ICso
= 0.91 mg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 3.5, Tablo 3.2). Karsilastirma amaciyla
kullanilan standart antioksidan Troloks bilesiginin ICso degeri 0.008 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Bu sonug, ogul otu ekstraktinin DPPHe radikali iizerinde yiiksek diizeyde
serbest radikal temizleme aktivitesi gosterdigini ve gli¢lii antioksidan potansiyele sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 3. 1 Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan aktivite deneylerinden elde
edilen sonuglar

FRAP — Toplam Toplam
Testi (nmol T{:ﬁ%ﬁ;l Polifenol Flavonoid
Numune FeS04.7H:0/g ' Analizi Analizi (mg
TEAC/g .
numune) (mgGAE/g  Kkuersetin/g
numune)
numune) numune)
Melissa officinalis L. 0.13+0.01 0.65£0.02 7.78+0.43 5.09+0.06
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Sekil 3. 5 DPPH radikal stipiirme aktivitesi sonug grafigi

Tablo 3. 2 Melissa officinalis L. bitkisinin DPPHe analizinden elde edilen sonuglar

Ornek DPPH* Deneyi Sonucu (mg/mL)
Troloks Standardi 0.008
Melissa officinalis L. 0.91

3.2.  Antimikrobiyal Etki Analizi ve Bulgular

Melissa officinalis L. bitki 6ziitiinlin antioksidan 6zelliklerinin yani sira, antimikrobiyal
etkisi de degerlendirilmistir. Bu kapsamda, {i¢ii maya susu, onu ise bakteri tiirii olmak
lizere toplam on T{i¢ mikroorganizmaya karst antimikrobiyal aktivite analizleri
gerceklestirilmistir (Tablo 3.3). Calismada, antimikrobiyal igerik testlerinde o6zellikle
biyofilm olusturan ve klinik 6neme sahip mikroorganizma tiirleri secilmistir. Bu se¢im,
giinlimiizde artan antibiyotik direnci ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin onemine
dikkat c¢ekmek amaciyla yapilmistir. Antibakteriyel ve antifungal aktivitelerin
belirlenmesinde, MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) ydntemi uygulanmistir.
Deneysel prosediirler, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI) tarafindan
belirlenen standart protokoller esas alinarak yiiriitilmiistiir. Buna gore; fungal izolatlar
icin M38-A2 (2008), maya suslar1 icin M27-A2 (2002) ve bakteri kiiltiirleri icin M100-
S16 (2006) standartlart kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, Melissa officinalis L.
ekstraktinin bazi gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi belirgin diizeyde
antibakteriyel etki, ayrica test edilen bazi maya tiirlerine karsi antifungal aktivite
gosterdigini ortaya koymustur (Tablo 3.3).
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Tablo 3. 3 Melissa officinalis L. bitkisinin antimikrobiyal aktivite sonug¢lart (pg/mL)

Bakteri Melissa Kloramfenikol Tetrasiklin
officinalis L.
Staphylococcus aureus ATCC 6538 = 0.5 0.125
Proteus vulgaris NRRL B-123 = 0.5 8
Salmonella typhimurium AT CC > 0.125 025
13311
Staphylococcus epidermidis ATCC 4000 1 8
1222
Bacillus subtilis NRRL B-4378 > 0.125 0.125
Streptomyces griseolus = 0.125 0.125
Pseudomonas citronellosis > 1 0.25
Bacillus velezensis > 4 4
Gordonia rubripertincta 4000 0.125 0.25
Escherichia coli ATCC 8739 > 0.25 1
Candida Melissa Amfoterisin B Ketokonazol
officinalis
L.
Candida albicans ATCC 90028 2000 0.25 0.0625
Candida glabrata ATCC 2001 4000 0.125 0.0625
Candida krusei ATCC 6258 2000 0.25 0.125

Antibakteriyel test sonuclarinda elde edilen verilere gore, Melissa officinalis L. bitkisinin
metanolik ekstrakti, analizde yararlanilan mikroorganizmalar iizerinde 2000-4000
pg/mL arahiginda degisen MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degerleriyle
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Analiz sonuglari, ogul otu ekstraktinin bakterilere
kiyasla maya tiirleri lizerinde daha yiiksek diizeyde etki gosterdigini, dolayistyla belirgin
bir antifungal potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur. Bakteriler arasinda,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Gordonia rubripertincta NRRL B-3906
tiirlerinde 4000 pg/mL diizeyinde daha zayif antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. Maya
suslar1 arasinda, Candida albicans ATCC 90028 ve Candida krusei ATCC 6258’e kars1
2000 pg/mL, Candida glabrata ATCC 2001’e kars1 ise 4000 pg/mL MIK degeriyle
antifungal etki belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, Melissa officinalis L. bitki
ekstraktinin 6zellikle Candida tiirleri {lizerinde belirgin antifungal aktiviteye sahip
oldugunu, ayrica test edilen bakterilere kars1 doz bagimli bir antimikrobiyal etki profili

sergiledigini ortaya koymaktadir.
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3.3. Ucucu Yag icerigine iliskin Bulgular

Mardin ilinden temin edilen Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yag
ornekleri, Gaz Kromatografisi—Kiitle Spektrometresi (GC/MS) cihazi kullanilarak analiz
edilmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda, bitki ugucu yaginda toplam 36 farkli
bilesen tanimlanmistir. Elde edilen bu bilesikler; monoterpenler, seskiterpenler,
aldehitler, ketonlar, alkoller, yag asitleri, eterler, esterler, karboksilik asit ve diger
bilesikler olmak {izere on ana kimyasal grupta siniflandirilmistir. Tanimlanan bilesenler
ve oranlar1 Tablo 3.4’te verilmistir. Bilesiklerin kimyasal tanimlamalari, elde edilen kiitle
spektrumlarinin FFNSC (2008) kiitiiphane verileriyle karsilagtirllmasi ve literatiirde
bildirilen Kovats alikonma indeksleri temel alinarak yapilmistir. Bu analiz sonugclart,
Melissa officinalis L. ugucu yaginin bilesiminde yer alan ana bilesenlerin terpenoid
yapida oldugunu ve bitkinin karakteristik aromatik o6zelliklerinin bu bilesiklerden

kaynaklandigin1 gostermektedir.

Tablo 3. 4 Melissa officinalis L. ugucu yaginda GC/MS analizi ile belirlenen bilesenler

No Bilesikler RT (dak) Alan % aR|
(Alikkonma (Indeks)
zamani)

Monoterpenler

1 a-Pinene 8.696 0.29 935
2 B-Pinene 10.259 0.44 977
3 Sabinene 10.178 0.25 975
4 Limonene 12.269 6.65 1032
5 Eucalyptol 12.377 2.03 1034
6 (E)-p-Ocimene 12.695 0.13 1042
7 Isoisopulegol 17.941 7.87 1180
8 Menthone 17.076 6.97 1157
9 a-Terpineol 18.499 0.13 1194
10 Pulegone 20.295 0.18 1244
11 Carvone 20.456 0.40 1248
12 Piperitone 20.836 3.69 1267
13 Carvacrol 22.569 0.27 921
14 Dihydrojasmone 30.147 0.23 1536
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Tablo 3.4 (devami)

Toplam 29.53
Seskiterpenler

15 Aromadendrene 26.647 2.35 1427
16 a-Humulene 27.772 0.13 1461
17 B-Chamigrene 28.572 0.31 1486
18 y-Cadinene 28.670 0.51 1489
19 Caryophyllene oxide 31.868 0.12 1593

Toplam 3.42

Aldehitler

20 Pelargonaldehyde 15.236 0.11 1108
21 Capronaldehyde 51.451 0.28 2339

Toplam 0.39

Ketonlar

22 Acetoin 1.635 1.86 650
23 Menthalactone 27.333 25.27 1448
24 Ethylene brassylate 33.327 0.30 1642

Toplam 28.43

Alkoller

25 2-Ethylhexanol 11.111 0.32 1034
26 Benzyl alcohol 12.513 0.14 1038

Toplam 0.46

Yag asitleri
27 2-methyl butyric acid 6.053 0.24 858
28 Valeric acid 10.578 0.52 987
29 Palmitic acid 42.157 0.55 1948
30 16-hydroxy-6- 45.465 0.35 2103
hexadecenoic acid
omega lactone
Toplam 1.66
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Tablo 3.4 (devami)

Eter

31

32
33
34
35

36

(Z2)-Anethole

Esterler
Isopulegyl acetate
Diethyl phthalate
Methyl palmitate

Pentadecanolide

21.970

Toplam

22.961
32.147
41.315
46.497

Toplam

Karboksilik Asitler

Isovaleric acid

Diger

37 Tanimlanamayanlar

5.745

1112-50.702

Toplam

Toplam Oranlar

20.59
20.59

0.93

1.80

0.12
12.41
15.26

0.17

0.08-0.31

1.09
100

1290

1318
1601
1524
2147

844

®RI (aritmetik retansiyon indeksi) degerleri, polar olmayan TRB-5MS kolonunda, C+—

Cso araligindaki n-alkanlarin alikonma siireleri dikkate alinarak hesaplanmaistir.

Kalin yazilan bilesikler, ugucu yagin ana bilesenlerini temsil etmektedir. Analiz sonuglari
incelendiginde, pyrazine 2-methoxy bilesiginin kolondan ilk eliisyon gdsteren bilesik
oldugu (RT = 1.112 dk), en uzun alikonma siiresine sahip bilesigin ise capronaldehyde
oldugu belirlenmistir (RT = 51.350 dk). Melissa officinalis L. ugucu yaginda en yiiksek
oranlarda saptanan bilesikler sirasiyla menthalactone (%25.27), (Z)-Anethole (%20.59),
pentadecanolide (%12.41), isoisopulegol (%7.87), menthone (%6.97) ve limonene
(%6.65) olmustur. Ayrica, daha diisikk oranlarda piperitone (%3.69), aromadendrene
(%2.35), acetoin (%1.86), diethyl phthalate (%1.80) bilesenleri tespit edilmistir. Geriye

kalan bilesiklerin orani ise genellikle %1’in altinda bulunmustur.
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3.4. HPLC-UV ile Fenolik icerik Uzerine Bulgular

Melissa officinalis L. bitkisinin fenolik bilesen profilini belirlemek amaciyla hazirlanan
metanolik 6ziit, ¢coziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildiktan sonra sirasiyla etil
asetat ve dietil eter ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon isleminin ardindan geriye kalan
kalinti kismia belirli hacimde metanol eklenmis ve bu ¢ozelti HPLC-UV cihazinda
analiz edilmistir. Analiz sirasinda, mobil faz olarak asetik asit, su ve asetonitril
karisimindan olusan bir gradyan sistem kullanilmistir. Elde edilen kromatogramlar,
cihazin 280-315 nm dalga boyu araliginda calisan UV dedektori ile kaydedilmistir.
Ornege ait kromatogram {izerinde elde edilen alikonma (retention) zamanlari, cihazda
ayn1 kosullarda calisilan 15 farkli standart fenolik bilesik ile karsilastirilmistir. Boylece
numunedeki fenolik bilesenlerin kimlikleri, eliisyon siireleri ve pik alanlari dikkate
alinarak tanimlanmistir. Analizlerde kullanilan standart fenolik bilesiklerin kimyasal
yapilar1 Tablo 3.5’te, standartlara ait kromatogram 6rnekleri ise Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de
verilmigtir. Ayrica, elde edilen bilesenlerin alikonma zamanlari ve konsantrasyon

degerleri sirasiyla Tablo 3.6 ve Tablo 3.7°de sunulmaktadir.

Tablo 3. 5 HPLC analizinde yararlanilan standart fenoliklerin formiilleri

o O, _OoH O, _OH
HO
OH
HO OH
OH OH OH
Gallik Asit Protokatekuik asit p-OH benzoik asit
OH
SHENPON W SN
HO 0. . J@A\)LOH DWDH
“oH HO HO
HO
Epikatesin p-Kumarnk asit Ferulik asit
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Tablo 3.5 (devami)
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Sekil 3. 6 HPLC-UV cihazinda 280 nm dalga boyunda elde edilen 15 adet standart

fenolik bilesige ait kromatogram
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Tablo 3. 6 280 nm dalga boyunda belirlenen standart fenoliklerin tutunma zamanlari

Bilesik RT (Tutunma zamani)
1. Gallik Asit 3.70
2. Protokatekuik asit 6.75
3. Katesin 10.22
4. Vanilik asit 11.49
5. Epikatesin 12.01
6. p-OH benzoik asit 21.86
7. o-kumarik asit 2330
8. t-sinnamik asit 25.54
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Sekil 3. 7 HPLC-UV cihazinda 315 nm dalga boyunda elde edilen 15 adet standart
fenolik bilesigin kromatogrami

Tablo 3. 7 315 nm dalga boyunda tespit edilen standart fenoliklerin tutunma zamanlari

Bilesik RT (Tutunma zamani)
1 Klorojenik zsit 10.61
2 Kafeik asit 11.69
3 p-kumarik asit 15.39
4 Ferulk asit 1930
5 Rutin 21.02
6 Kuersetin 2531
7. Kaemferol 26.31
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HPLC-UV deneyinden tespit edilen sonuglara gore, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9 incelendiginde,
kullanilan 15 standart fenolik bilesik arasindan Melissa officinalis L. bitki ekstraktinda
sadece bir fenolik bilesigin tespit edildigi belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore;
klorojenik asit: 45,52 ppm (%40,3) olarak saptanmistir. Diger standart fenolik bilesiklere

ise Melissa officinalis L. 6ziitiinde rastlanmamastir.
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Sekil 3. 8 Melissa officinalis L. bitkisinin 280 nm’de elde edilen HPLC-UV

kromatogrami
mAU
F15nmdnm(1.00)
2000
1500
1000
500 S
i R ¥
G i I
1 e Ly B |
00 50 100 1.0 200 250 300 min

Sekil 3. 9 Melissa officinalis L. bitkisinin 315 nm’de elde edilen HPLC-UV
kromatogrami
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4,
TARTISMA

Tibbi-aromatik bitkilerin farkli kullanim alanlarin1 bilimsel olarak degerlendirebilmek
icin, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ile bunlar1 belirleyen fenolik bilesikler ve
ucucu yag bilesenlerinin nicel-nitel profillerinin ortaya konmasi kritik 6nemdedir. Bu
baglamda, Melissa officinalis L.’in zengin fenolik igerigi ile ugucu yagindaki terpenoid
bilesenlerin farmakolojik etkilerin temel belirleyicileri oldugu literatiirde genis bicimde
gosterilmistir. Bu tezde Mardin ilinden temin edilen Melissa officinalis L. 6rnekleri
lizerinde; antimikrobiyal aktivite, toplam flavonoid ve toplam fenolik madde miktarlari,
farkli yontemlerle antioksidan 6zellikler (DPPHe, FRAP, CUPRAC), ayrica ugucu yag
ve HPLC-UYV ile fenolik bilesen igerikleri sistematik olarak belirlenmis; elde edilen

sonuglar giincel Melissa officinalis L. literatiiriiyle karsilagtirmali bigimde tartigilmistir.

Melissa officinalis L. Lamiaceae familyasina ait, aromatik kokulu, ¢ok yillik otsu bir
bitkidir. Bitkinin yapraklar1 kalp bi¢iminde, kenarlar1 disli ve limon benzeri kokusuyla
karakterizedir. Fitokimyasal olarak olduk¢a zengin bir tiir olup; fenolik asitler,
flavonoidler ve ugucu yag bilesikleri bakimindan yiiksek ¢esitlilik gostermektedir. Bu
ozelliklerinden dolay1 tip, kozmetik ve gida endiistrilerinde genis kullanim alanina

sahiptir.

Calismanin ilk asamasinda Melissa officinalis L.’nin methanol iginde ekstrakti
hazirlanmis ve bu ekstraktin toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde igerikleri ile

antioksidan aktiviteleri (DPPHe, FRAP, CUPRAC yontemleri) belirlenmistir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin yliksek antioksidan kapasiteleri genellikle biinyelerindeki
fenolik bilesiklerden kaynaklanmakta olup, bu maddeler serbest radikallerin etkisini
azaltarak biyolojik sistemlerde oksidatif dengeyi korurlar (Song ve ark., 2010). Nitekim
fenolik bilesiklerin bitkisel ekstraktlarda antioksidan giiclin temel belirleyicisi oldugunu

bildirmislerdir. (Dragland ve ark., 2003; Cai ve ark., 2004).

Spiridon ve arkadaslari tarafindan Romanya’da yetisen Melissa officinalis L. iizerine
yapilan bir ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 54.9 +2.14 mg GA/g ve toplam
flavonoid madde miktari ise 25.8+6.26 mg rutin esdegeri/g (mg R/g) bulunmustur. DPPH
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yontemine gore ise antioksidan aktivitesini ICs0=87.28 ug/mL olarak belirlemislerdir
(Spiridon ve ark., 2011). Ulgen ve arkadaslarinin ¢alismasinda Bolu’da dogada yetisen
Melissa officinalis L. ile in vitro (laboratuvar ortaminda) yetistirilen Melissa officinalis
L. karsilagtirilmis; toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriklerin dogada yetisen ogul
otu bitkisinde sirasiyla 374.35+1.3 mg GAE/g ve 327.61+1.6 mg katesin/g (mg CE/g), in
vitro ortaminda olan ogul otu bitkisinde ise 31.66+0.7 mg GAE/g ve 32.50+0.6 mg CE/g
oldugu bildirilmistir. Ayrica DPPH serbest radikal siipiirme testinde dogada yetisen
orneginin 1Cs0=34.86 ug/mL degerine sahip oldugu, in vitro 6rnegin ise ICso degerinin
200 pg/mL’nin iizerinde bulundugu ve bu nedenle dogada yetisen 6rneginin daha giiglii
antioksidan kapasite gosterdigi belirtilmistir (Ulgen ve ark., 2023). Bizim ¢alismamizda
elde edilen sonuglar olan toplam fenolik madde (7.78+0.43 mg GAE/g), toplam flavonoid
madde miktar1 (5.09+0.06 mg QE/g) ve DPPH antioksidan aktivitesi (ICs=0.91 mg/mL)
literatiirdeki Spiridon ve arkadaslar1 ile Ulgen ve arkadaslari tarafindan elde edilen

sonuclardan daha diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir.

Brezilya’dan elde edilen Melissa officinalis L. yapraklari iizerine yapilan bir ¢alismada,
ektrasksiyon ¢oziiciisii olarak bu ¢alismadan farkli olarak hekzan kullanilmis ve toplam
fenolik madde miktar1 177 £13 mg GA/g ve toplam flavonoid madde miktari ise 26+3
mg GAE/g bulunmustur. FRAP ve DPPH yo6ntemine gore antioksidan aktivitesi ise
sirasiyla 61+£6 mg troloks esdegeri/g (mg TE/g) ve ICso=17 pg/mL seklinde 6l¢iilmiistiir
(Franco ve ark., 2018). Yine bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglar (toplam flavonoid
ve fenolik madde miktarlari, DPPH radikal siipiirme antioksidan degeri) Franco ve
arkadaslar1 tarafindan elde edilen sonuglardan diisiik ¢ikmistir. FRAP yontemine gore
bizim calismamizda antioksidan aktivite 0.13+0.01 pmol FeSO4-7H20/g seklinde
Ol¢iilmiisken, Franco ve arkadaslari tarafindan bu deger 616 mg TE/g seklinde
bulunarak, Brezilya’dan elde edilen Melissa officinalis L. bitkisinin Tiirkiye/Mardin’den
elde edilene gore daha yiiksek FRAP antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Literatiirdeki daha yiiksek sonuglara gore bizim ¢alismamizda daha diisiik sonuglar elde
edilmesi; bitkinin yetistigi yerlerin yiikselti farklari, kullanilan ekstraksiyon yontemi,
kosullari, ¢oziicii farki gibi etkenlerin fenolik birikim ve antioksidan &zelligi giicli

bicimde etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

2016 yilinda Popova ve arkadaslar tarafindan Bulgaristan’in Plovdiv bdlgesinden elde
edilen Melissa officinalis L. bitkisinin kurutlmus hali su igerisinde demleme ve kaynatma

olacak sekilde iki farkli yontemle ektraksiyona tabii tutulmus ve ekstraksiyon yoneminin
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degismesiyle, toplam fenolik madde igerigi ile FRAP ve CUPRAC yontemine gore ise
antioksidan aktivitelerinin de degistigini bildirmislerdir. Bu ¢alismaya gore Melissa
officinalis L. yapraklarinin kaynatilmasiyla elde edilen 6ziitiin toplam fenolik madde
miktar1 43.51+£1.50 mg GAE/g iken demlemesiyle elde edilen 6ziitiin toplam fenolik
madde miktart ise 27.17+0.51 mg GAE/g seklinde dl¢tilmiistiir. Antioksidan aktivitesi ise
kaynatilmasiyla elde edilen 6ziitiin FRAP yontemine gore 1133.24+11.54 pmol Trolox
esdegeri/g (umol TE/Q) iken demlemesiyle elde edilen Oziitiin antioksidan aktivitesi
679.49+10.63 pmol TE/g bulunmustur. CUPRAC yodntemine gore antioksidan aktivitesi
ise kaynatilmasiyla elde edilen 6ziitiin 1228.71+46.07 umol TE/g iken demlemesiyle elde
edilen Oziitiin 715.54+4.79 umol TE/g seklinde Ol¢tilmiistiir (Popova ve ark., 2016).
Bizim bu ¢aligmamizda ise CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite 0.65+0.02
mmol TEAC/g numune olarak ol¢iilmiis yani literatiirdeki hem kaynatma hem de
demleme ile elde edilmis oziitlerin antioksidan aktivitesine gore Melissa officinalis L.
bitkisinin daha diisik CUPRAC antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Yine
benzer sekilde toplam fenolik madde miktar1 ve FRAP yodntemine gore antioksidan

aktivitesi de literatiirde verilenden (Popova ve ark., 2016) daha diistik ¢ikmustir.

Koksal ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada Melissa officinalis L. yapraklar
Tiirkiye’nin Erzurum ilinde yerel bir pazardan temin edilmis, yapraklar toz haline getirilip
25°C’de kullanima kadar saklanmistir. Aym1 ¢aligmada yapraklardan hazirlanan su
ekstrakti ve etanol ekstrakti i¢in antioksidan sonuglari raporlanmig; DPPHe radikal
siipiirme testinde su ekstraktinin ICso=31.4 pg/mL, etanol ekstraktinin ise 1Cs0=202.7
pg/mL oldugu belirtilmistir (Koksal ve ark., 2011). Koksal ve ark. yaptig1 bu ¢alismaya
gore Melissa officinalis L. bitkisininin su ve etanol igindeki Oziitiiniin bizim
calismamizdaki metanol i¢indeki Oziitinden daha fazla DPPH radikal giderme
antioksidan aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Bu bulgular, ekstraksiyon
¢oziiclislinilin ve yonteminin antioksidan yanit1 belirgin bicimde degistirebildigini ve ayni
bitkide bile farkli ekstraktlarin farkli etkinlik profilleri sergileyebilecegini

gostermektedir.

Calismanin diger kisminda Melissa officinalis L. nin metanolik 6ziitii disk difiizyon ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu yontemleriyle degerlendirilmis, 6ziitiin test edilen
mikroorganizmalara karst 2000-4000 pg/mL araliginda degisen MIK degerleriyle
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sonuclar, 6ziitiin bakterilere kiyasla

maya tiirlerinde daha etkili oldugunu ve antifungal potansiyelin 6ne ¢iktigin1 géstermis;
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bakteriler arasinda Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Gordonia rubripertincta
NRRL B-3906 suslarinda 4000 pg/mL diizeyinde daha zayif aktivite izlenirken,
mayalarda Candida albicans ATCC 90028 ve Candida krusei ATCC 6258 i¢in 2000
png/mL, Candida glabrata ATCC 2001 igin 4000 pg/mL MIK degeriyle antifungal

aktivite saptanmaistir.

Melissa officinalis L. (Lamiaceae), g¢esitli etnomedikal, terapotik ve mutfak
uygulamalarina sahip ¢ok yillik bir bitkidir. Geleneksel olarak uguk, yaralar, enfeksiyonlu
siriklar, iilserler ve paraziter rahatsizliklar dahil olmak iizere c¢esitli durumlarin
tedavisinde kullanilmistir; bu nedenle, Abdel ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alisma
M. officinalis'in toplam etanol ekstresinin ve farkli fraksiyonlarinin ¢esitli insan patojenik
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal potansiyelini degerlendirmek amaciyla
yapitlmistir. Calismadan elde edilen verilere gore genel olarak, test edilen Ornekler,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa'ya karst 1,65 ile 191,40 ug/mL
arasinda degisen MIC degerleriyle degisen inhibitdr potansiyeller gosterirken,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae'ye karsi antibakteriyel etki kaydedilmemistir.
Ogul otu bitki 6ziitii ve ondan elde edilen fraksiyonlar ayrica Candida albicans, Candida
krusei ve Candida glabrata'ya kars: 0,30-345,10 pg/mL MIK degerleriyle kayda deger
antifungal aktivite gostermistir (Abdel ve ark., 2019). Bizim bu g¢alismamizda da
literatiirdekine benzer sekilde Melissa officinalis L. bitkisinin bakterilerden daha ¢ok

maya tiirlerine kars1 etkili oldugu bulunmustur.

2008 yilinda Romanya’da yapilan Tuchilus ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen bir
calismada Melissa officinalis L. bitkisinden elde dilen yagin gram pozitif bakteriler olan
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus cereus ATCC 14579’a kars1 sirasiyla
600 ve 300 pg/mL, gram negative bakteriler olan Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa’ya karsi 4000 pg/mL MIC degeriyle antibakteriyel etki
gosterirken, bir maya susu olan Candida albicans ATCC 10231’e kars1 ise 600 ug/mL
MIC degerleriyle antifungal etki gostermistir (Tuchilus ve ark., 2008). Bizim bu
calisgmamizda ise Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen 6ziitiin gram pozitif
bakterilerden sadece Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve Gordonia
rubripertincta’ya kars1 4000 ng/mL MIK degeriyle antibakteriyel etki gdsterirken gram
negatif bakterilere kars1 etki géstermedigi bulunmustur. Bununla birlikte maya suslari
olan Candida albicans ATCC 90028 ve Candida krusei ATCC 6258 igin 2000 pg/mL,
Candida glabrata ATCC 2001 igin 4000 pug/mL MIK degeriyle antifungal aktivite
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saptanmustir. Yani literatiirdeki Tuchilus ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma ile
bizim ¢alismamiz benzer sekilde Melissa officinalis L. bitkisinin gram negatif
bakterilerden daha ¢ok gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugu ve 6zellikle de daha

¢ok maya suslarina kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

2014 yilinda Cezayirde yetisen Melissa officinalis L. bitkisi lizerine yapilan bir ¢alismada
antimikrobiyal aktivite disk difiizyon ve MIK y&ntemiyle 7 bakteri (3 adet gram pozitif
ve 4 adet gram negatif bakteri), 2 maya ve 3 mantar tizerinde degerlendirilmis; inhibisyon
zonlarinin gram pozitif bakterilerde 17 ile 18 mm, gram negatif bakterilerde 14 ile 21 mm
araliginda oldugu, Candida albicans i¢in 36 mm’ye ulastigi ve Fusarium oxysporum
albedinis ile Fusarium oxysporum lini gibi fitopatojenik mantarlarda 34 ile 38 mm
araliginda inhibisyon olusturdugu bildirilmistir (Abdellatif ve ark., 2014). Bu ¢alismadan
da anlasilacag: gibi ogul otunun antifungal aktivitesinin, antibakteriyel aktivitesine gore
yine daha yiiksek oldugu goriilmiis ve elde edilen sonuglar bizim c¢alismamizla paralel

sonug¢ vermistir.

Melissa officinalis L. ugucu yaglari tizerine yapilan ¢alismalar da bitkinin antimikrobiyal
ozelliklerini dogrulamaktadir. Ogul otu ugucu yaginin bilesiminde geranial (%44.5), neral
(%30.4) ve citronellal (%12.3) gibi bilesenlerin baskin oldugunu ve bu ugucu bilesenlerin
ozellikle Candida albicans ve Staphylococcus aureus suslarina karsi belirgin
antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmistir (Duki¢ ve ark., 2004). Yapilan bir bagka
aragtirmada ise Melissa officinalis L. Oziitlerinin gram pozitif bakterilere (6zellikle
Staphylococcus epidermidis) karsi daha yiiksek inhibisyon giicii sergiledigi, buna karsin
gram negatif bakterilere karsi etkinligin daha sinirli oldugu raporlanmistir (Hancianu ve
ark., 2008). Bu literatiir sonuglari, bizim ¢aligmamizda ogul otu ekstraktinin Candida
tiirlerine kars1 daha yiiksek antifungal potansiyele sahip oldugu bulgusuyla uyumluluk

gostermektedir.

Bolu’da yetisen Melissa officinalis L. iizerine yapilan ¢aligmada toplam on tane bakteri
tizerine, bunlardan {i¢ tanesi gram pozitif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes) yedi tanesi ise gram negatif (Serratia marcescens,
Salmonella enterica serovar Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli) olmak {izere etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore gram pozitif bakterilere karsi inhibisyon
zonlarinin 11-15 mm araliginda degistigi ve gram negatif bakterilere kars1 ise inhibisyon

zonlarmin §-10 mm aralifinda oldugu bulunmustur. Yani ogul otunun yine gram negatif
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bakterilerden daha ¢ok gram pozitif bakteriler iizerine etkili oldugu goriilmiis ve en
yiiksek etki ise gram pozitif bakteri olan Streptococcus pyogenes’e karsi 15+0.6 mm

inhibisyon zonu ile dl¢iilmiistiir (Ulgen ve ark., 2023).

Bitkilerde kendiliginden dogal sekilde bulunan ugucu yag bilesenleri ve fenolik bilesikler,
bilhassa bakteriyel ajanlara karsi yeni antibakteriyel suslarin olasi kaynaklar1 olarak
kayda deger bir role sahiptir. Bu dogal yapilar, enfeksiyon hastaliklarinin
iyilestirilmesinde kullanilabilme potansiyeline sahip olup, antimikrobiyal o6zellikleri
sayesinde terapotik agidan etkili bilesenler olarak degerlendirilmektedir. (Sandri ve ark.,
2007; Torbati ve ark., 2013). Bu baglamda, Melissa officinalis L. 6ziitiiniin elde edilen
antifungal etkisi, 6zellikle Candida albicans ve Candida krusei gibi klinik 6neme sahip

patojenler iizerinde gelecekteki terapotik uygulamalara 11k tutabilecek diizeydedir.

Calismanin bagka bir boliimiinde ise Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen u¢ucu
maddeler, GC-MS cihaz1 ile arastirilarak 36 tane ucgucu madde tanimlanmistir.
Menthalactone  (%25.27), (Z)-Anethole (%20.59), pentadecanolide (%12.41),
isoisopulegol (%7.87), menthone (%6.97) ve limonene (%6.65) bilesikleri, en yiiksek

oranlarda olduklarindan ana bilesenler olarak tanimlanmistir.

Iranda 2012 yilinda Melissa officinalis L. ugucu yag: iizerine yapilan bir calismada
yontem olarak su destilasyonu ve GC/MS yontemi uygulanmis ve bitkinin ¢igeklenme
donemi Oncesi, ¢iceklenme donemi ve ciceklenme donemi sonrasi olmak iizere {i¢ ayri
donemde ugucu yag bilesenleri incelenmistir. Bitkilerin ugucu yaglarinin ¢ogunun
cigeklenme Oncesi donemde bulundugunu gostermislerdir. Cigceklenme dncesi donemde
toplam 37 adet bilesen tanimlanmistir ve ogul otuna ait baslica bilesenler dekadienal
(9%29,38), geraniol (%25,3), kariofillen oksit (%8,75) ve geranil asetat (%5,41) seklinde
bulunmustur. Cigeklenme déneminde bitki ugucu yaglarinin basglica bilesenleri olarak 36
bilesik tanimlanmis: dekadienal (%28,04), geraniol (%24,97), kariofillen oksit (%7,55),
kariofillen E (%4,65) seklindedir. Cigeklenme sonrasi donemde ise baslica bilesenler
olarak 16 bilesen tanimlanmistir ve bu bilesenler karvakrol (%37,62), metil sitronellat
(%32,34), geranil asetat (%5,82), Kkariofillen (%5,50) olarak siralanmistir (Saeb ve
Gholamrezaee, 2012).

Bagka bir ugucu yag calismasinda Cezayirde yetisen Melissa officinalis L. bitkisinin
ucucu yaglar1 su destilasyonu, GC/MS ve Gaz Kromatografisi-Alev Iyonizasyon

Dedektorii (GC-FID) yontemleri ile agiga ¢ikarilmis ve toplam yagin %94,10'unu temsil
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eden toplam 63 bilesik tanimlanmistir. Bitkinin baslica bileseni geranial (%44,20), diger
baskin bilesenler ise neral (%30,20) ve sitronellal (%6,30) olarak raporlanmistir
(Abdellatif ve ark., 2014). Yine Abdellatif ve arkadaslari tarafindan 2021 yilinda yapilan
bir baska ¢alismada Melissa officinalis L. bitkisi i¢in toplam 78 bilesik tanimlanmis olup
bu bilesikler toplam yagin %94,090'm1 olusturmustur. Bu yag, c¢ok yiiksek oranda
oksijenli monoterpenler (%84,980) ile karakterize edilmistir ve bunlarin arasinda neral
(%31,720), geranial (%45,060) ve sitronellal (%6,420) baslica bilesenler olarak
tamimlanmistir (Abdellatif ve ark., 2021).

Romanya’da 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada Melissa officinalis L. bitkisine ait toplam
yagin %98,79'unu temsil 36 adet ugucu bilesen tanimlanmis olup baslica bilesenler beta-
kiibeben (%27,66), beta-karyofillen (%27,41), alfa-kadinen (%4,72), karyofillen oksit
(%4,09) ve alfa-kadinol (%4,07) seklinde verilmistir (Radulescu ve ark. 2021). Iran’da
yapilan bir ¢alismada ise ogul otu igin baslica ugucu bilesenler olarak trans-carveol
(28.89%), citronellol (25.24%), 6-3carene (5.26%), citronellal (4.9%), geraniol (2.2%),
loctene-3-ol (2.03%) and spathulenol (2.06%) olarak verilmistir (Adinee ve ark., 2008).

Literatiirde var olan Melissa officinalis L. bitkisine ait ugucu yag bilesenleri ile bizim bu
calismamizdaki ugucu yag bilesenleri farklilik gostermektedir. Ugucu yag bilesiminde
gozlenen farkliliklar, miktar1 ve orani, bitkinin yetisme donemi, toprak yapisi, depolama
kosullar1, hasat donemi, ekstraksiyon ve distilasyon yontemleri, mevsimsel degisimler,
iklim Ozellikleri ile cografi faktorler gibi ¢evresel ve teknik unsurlara bagl olarak

farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Evren ve Tekgiiler, 2011).

Bu aragtirmanin son bdoliimiinde ise HPLC-UV yonteminden yararlanilarak fenolik
bilesen deneyi yapilmis, analiz igin yararlanilmis olan 15 tane standart yapidan Melissa
officinalis L. bitkisinde yalnizca klorojenik asit fenoliginin bulundugu gézlemlenmistir.
Kalan 14 adet bilesige ogul otu bitkisinde rastlanmamistir. Calismamizda klorojenik asit

miktart: 45,52 ppm (%40,3) olarak bulunmustur.

Hanganu ve arkadaslar1 tarafindan Romanya’dan elde edilen Melissa officinalis L.
bitkisine HPLC-UV ile fenolik bilesen analizi yapilmis ve analiz sonucunda bizim
calismamizdan farkli olarak, kaftarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin
ve apigenin gibi toplam 6 adet fenolik bilesik degisik miktarlarda elde edilmistir
(Hanganu ve ark., 2008).
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2014 yilinda Ibragi¢ ve arkadaslari tarafindan Bosna Hersek ile Tiirkiye’den elde Melissa
officinalis L. bitkisinin fenolik bilesenleri HPLC-UV teknigi ile agiga ¢ikarilmis ve elde
edilen fenolik bilesik miktarlar1 kiyaslanmistir. Bosna Hersek ogul otu 6rnegi igin gallik
asit (0.38 mg/qg), klorojenik asit (0.14 mg/g), kafeik asit (0.25 mg/g) ve rosmarinik asit
(5.10 mg/g) iken Tiirkiye ogul otu 6rnegi i¢in gallik asit (0.22 mg/g), klorojenik asit (0.23
mg/g), kafeik asit (0.73 mg/g) ve rosmarinik asit (0.24 mg/g) seklinde bulunmustur.
Bosna Hersek ogul otu 6rneginin Tiirkiye’den elde edilen ogul otuna gore miktar olarak
daha ¢ok fenolik bilesige sahip oldugu bulunmustur (Ibragi¢ ve ark., 2014). Bizim bu
calismamizda ise ogul otunda sadece klorojenik asit fenoliginin bulundugu goriilmiistiir
(45,52 ppm) ve bu deger Ibragi¢ ve arkadaslari tarafindan ogul otu i¢in bulunan Klorojenik
asit (0.14 mg/g) fenoligi miktarindan daha yiiksektir.

Ulgen ve arkadaslarmin ¢alismasinda Bolu’da dogada yetisen Melissa officinalis L. ile in
vitro (laboratuvar ortaminda) yetistirilen Melissa officinalis L. fenolik bilesikleri
karsilastirilmis; HPLC-DAD (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi — Diyot Dizi
Dedektorii) analizi sonucunda her iki grupta da baskin fenoligin rosmarinik asit oldugu
bulunmustur. Dogada yetisen ogul otu drneginde rosmarinik asit miktarinin 190.56+0.5
mg/g, in vitro ogul otu 6rneginde ise 3.58+1.4 mg/g oldugu goriilmiistiir. Ayrica ogul otu
orneginde rutin (dogada yetisen igin 8.58+0.7 mg/g, in vitro ortaminda yetisen igin
0.07+0.01mg/g) ve mirisetin (dogada yetisen i¢in 2.76+0.5 mg/g; ortaminda yetigen i¢in
0.64+0.36 mg/g) fenolik bilesenlerin de oldugu raporlanmistir (Ulgen ve ark., 2023).

Cezayir’de yiiriitiilen bir ¢aligma Melissa officinalis L. nin toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ekstraktlarinda HPLC-DAD teknigi kullanilarak fenolik bilesen analizi yapilmis
ve baskin bilesigin rosmarinik asit (%55.39) bulunmustur. Ayn1 fraksiyonda kafeik asit
(%1.58), kuersetin (%8.32), mirisetin (%7.78), luteolin (%7.86), kaempferol (%1.11) ve
apigenin (%0.94) gibi fenoliklerin de bulundugunu raporlanmistir (Abdellatif ve ark.,
2023).

Bir¢ok arastirma, Melissa officinalis L. bitkisinin yiiksek antioksidan kapasitesini sahip
oldugu zengin fenolik bilesik icerigine baglamaktadir. Bitkinin rosmarinik asit, kafeik
asit, ferulik asit, klorojenik asit, kuersetin ve luteolin gibi bilesikleri dogal antioksidan
Ozelliklerinden sorumlu bilesikler olarak ©ne c¢ikmaktadir. Bu bilesikler, serbest
radikalleri notralize ederek oksidatif stresi azaltmakta ve hiicre koruyucu etkiler

gostermektedir (Miraj ve ark., 2017).
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Fenolik bilesenlerin cesitliligi, bitkisel tiiriin yetistigi bolgeye, iklime, bitkinin gelisim
evresine ve ekstraksiyon solventine bagl olarak farklilik gosterebilir. Bununla birlikte,
Melissa officinalis L.’nin hem ugucu yag hem de fenolik bilesen bakimindan zengin
profili, bitkinin antioksidan, antimikrobiyal ve farmakolojik agidan degerli bir kaynak

oldugunu acikca ortaya koymaktadir.

Elde edilen bulgular, ogul otunun zengin fenolik igerigi, gii¢lii antioksidan 6zellikleri ve
ozellikle Candida tiirlerine kars1 sergiledigi belirgin antifungal etkisiyle, hem dogal bir
farmasotik ajan hem de fonksiyonel gida bileseni olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymustur. Ayrica ugucu yaginda saptanan menthalactone, anethole (Z) ve limonene gibi
bilesikler, bitkinin biyolojik aktivitesine katki saglayan baslica kimyasal bilesenler olarak

one ¢ikmaktadir.

Yapilan literatiir taramalari sonucunda, Melissa officinalis L. tizerine gergeklestirilen
arastirmalarin genellikle bitkinin ya antioksidan, ya antimikrobiyal, ya da ugucu yag
bilesenleri iizerine odaklandig; ancak bu ozellikleri ayn1 ¢calisma kapsaminda birlikte
inceleyen biitiinciil arastirmalarin oldukca sinirli oldugu belirlenmistir. Bu agidan
degerlendirildiginde, bu tez ¢alismas1 Melissa officinalis L. bitkisinin fenolik madde
profili, antioksidan kapasitesi, antimikrobiyal etkinligi ve ugucu yag bilesenlerinin
eszamanl olarak analiz edilmesi bakimindan literatiirdeki ilk kapsamli 6rneklerden biri

olma 6zelligini tagimaktadir.
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5.
SONUC VE ONERILER

Tibbi ve aromatik bitkiler, sahip olduklar1 biyolojik aktif bilesikler sayesinde hem
farmasotik hem de gida endiistrisinde 6nemli dogal kaynaklar arasinda yer almaktadir.
Bu bitkilerin igerik profilleri; yetisme kosullari, iklim, toprak yapisi ve ¢evresel faktorlere
bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle, bitkilerin biyolojik aktivitelerinin
ve kimyasal bilesimlerinin bdlgesel olarak degerlendirilmesi, onlarin terapétik ve
endistriyel potansiyellerinin dogru bi¢cimde belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
Bu tez kapsaminda, Mardin bolgesinden alinan Melissa officinalis L. bitkisinin ugucu yag
ve fenolik bilesen profili ile antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ¢ok yonlii olarak

incelenmistir.

Arastirmada ilk olarak bitkinin metanolik ekstrakti hazirlanmis ve antioksidan kapasitesi
cesitli yontemlerle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore toplam fenolik madde
miktar1 7.78+0.43 mg GAE/g, toplam flavonoid madde miktar1 ise 5.09+0.06 mg
kuersetin/g olarak belirlenmistir. DPPHe radikal giderme testi sonucunda ICso = 0.91
mg/mL degeri hesaplanmis, bu da bitkinin giiclii bir radikal siiplirme kapasitesi tagidigini
ortaya koymustur. FRAP ve CUPRAC analizlerinde sirasiyla 0.13 umol FeSO4.7H20/g
ve 0.65 mmol TEAC/g degerleri elde edilmistir.

Melissa officinalis L. ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi, bakteriler ve maya suslarina
kars1 genis bir yelpazede degerlendirilmistir. Calismada belirlenen Minimum inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) degerleri 2000-4000 pg/mL araliginda degismistir. Ozellikle
Candida albicans ve Candida krusei tiirlerine karst 2000 pg/mL diizeyinde belirgin
antifungal etki gozlemlenirken, Candida glabrata susuna kars: etkinligin 4000 pg/mL
seviyesinde oldugu tespit edilmistir. Bakterilerden Staphylococcus epidermidis ve
Gordonia rubripertincta tiirlerine karsi ise 4000 pg/mL diizeyinde zayif antibakteriyel
etki belirlenmistir. Bu sonuglar, ogul otunun bakterilere kiyasla maya tiirlerine kars1 daha
belirgin bir antifungal potansiyele sahip oldugunu ve dogal antifungal ajan olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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GC-MS analizi sonucunda, Melissa officinalis L. ugucu yaginda toplam 36 farkli bilesik
tespit edilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde, pyrazine 2-methoxy bilesiginin
kolondan ilk eliisyon gosteren bilesik oldugu (RT = 1.112 dk), en uzun alikonma siiresine
sahip bilesigin ise capronaldehyde oldugu belirlenmistir (RT = 51.350 dk). Melissa
officinalis L. ucucu yaginda en yiiksek oranlarda saptanan bilesikler sirasiyla
menthalactone  (%25.27), (Z)-Anethole (%20.59), pentadecanolide (%12.41),
isoisopulegol (%7.87), menthone (%6.97) ve limonene (%6.65) olmustur. Bu bilesikler,
genellikle monoterpen ve oksijenli terpenoid yapisinda olup bitkiye karakteristik limon
aromas1 kazandirmakta ve biyolojik aktivitesine katki saglamaktadir. Ayrica, daha diisiik
oranlarda piperitone (%3.69), aromadendrene (%2.35), acetoin (%1.86), diethyl phthalate
(%1.80) bilesenleri tespit edilmistir. Bu sonuglar, literatiirde bildirilen Melissa officinalis
L. ugucu yag profiliyle biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir ve cevresel faktorlerin

bitkinin kimyasal kompozisyonuna etkisini ortaya koymaktadir.

HPLC-UV analizi sonucunda Melissa officinalis L. bitkisinde kullanilan 15 standart
fenolik bilesikten yalnizca klorojenik asit tespit edilmistir. Bu bilesigin miktar1 45.52 ppm
(%40.3) olarak belirlenmistir. Diger 41 adet fenolik bilesige ise Melissa officinalis L.
bitkisinde rastlanmamistir. Elde edilen bu sonug, bitkinin antioksidan kapasitesinin biiyiik
Ol¢iide klorojenik asit varligindan kaynaklandigini ve bu bilesigin bitkinin fenolik
profilinde baskin rol oynadigin1 gostermektedir.

Genel olarak, bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar Melissa officinalis L. bitkisinin
giiclii antioksidan ve antifungal 6zellikler tasidigini, ucucu yag bilesenlerinin ise bu
biyolojik aktiviteleri destekledigini ortaya koymustur. Bu bulgular, ogul otunun dogal
antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak hem farmasotik, hem de gida endiistrisinde
potansiyel bir bilesen olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Bitkinin zengin fenolik
yapisi, serbest radikal temizleme giicii ve ugucu yag profili, onu fonksiyonel gida katki

maddesi veya dogal koruyucu ajan olarak da degerli kilmaktadir.

Gelecekte yapilacak calismalarda, Melissa officinalis L.’nin biyolojik etkilerinin
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi dnerilmektedir. Ozellikle antifungal ve
antienflamatuvar etkilerinin hiicresel diizeyde incelenmesi, bu bitkinin terapdtik
potansiyelini daha net ortaya koyacaktir. Ayrica ekstraksiyon verimini artirmak amaciyla
ultrases destekli, mikrodalga destekli veya stliperkritik CO: ekstraksiyon yontemlerinin
uygulanmasi, bitkinin aktif bilesenlerinin daha yiliksek oranda elde edilmesine katki

saglayabilir. Farkli cografi bolgelerde yetisen Melissa officinalis L. popiilasyonlarinin
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kimyasal bilesimlerinin karsilastirilmast ise ¢evresel faktorlerin bilesik profiline etkisini

daha ayrintili bigimde agiklayacaktir.

Deneylerde kullanilacak 6ziitiin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak metanol tercih edilmistir.
Bununla birlikte, aseton, su, eter ve etanol gibi farkli ¢oziiciilerden yararlanilarak da
oziitler hazirlanabilir ve ayni analizler tekrarlanabilir. Bu sayede, bitkinin farkli

¢oziiciilerde elde edilen deney sonuglar1 karsilastirilarak en uygun ¢6ziicii belirlenebilir.

Melissa officinalis L. bitkisinin ugucu yaglarimin agiga ¢ikarilmasinda SPME
ekstraksiyon metotundan faydalaniimistir. Bununla birlikte, farkli ekstraksiyon teknikleri
kullanilarak da benzer ¢alismalar yapilabilir ve elde edilen veriler karsilastirmali olarak

degerlendirilebilir.

Ayrica Melissa officinalis L. bitkisine yonelik antimikrobiyal aktivite testleri
uygulanmistir. Bunun yani sira, ayni bitki tiirli tizerinde anti-lipaz ve anti-iireaz enzim
aktiviteleri incelenebilir; ayrica antikanser ve antienflamatuar gibi diger biyolojik

aktiviteleri de arastirilarak belirlenebilir.

Sonug¢ olarak, bu tez c¢alismasi Melissa officinalis L. bitkisinin antioksidan,
antimikrobiyal, ugucu yag ve fenolik bilesen profillerini bir arada degerlendiren ilk
kapsamli arastirmalardan biridir. Elde edilen bulgular, bitkinin dogal, giivenilir ve
stirdiiriilebilir bir biyolojik ajan olarak hem bilimsel hem de endiistriyel agidan 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu yoniiyle ¢aligma, ogul otunun ¢ok
yonlii biyolojik etkinligini belgeleyerek, ileride yapilacak fitofarmasotik, fonksiyonel

gida ve kozmetik {iriin gelistirme ¢alismalarina bilimsel bir temel saglamaktadir.
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