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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Melissa officinalis EKSTRAKTI UZERINE GUMUS NiTRAT
KULLANILARAK OLUSTURULAN NANOPARCACIKLARININ
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Murat Hiidavendigar MANAV

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Alpaslan DAYANGAC

Bu c¢alismada iilkemizde yetisen tibbi aromatik bir bitki olan Melissa officinalis'in
laboratuvar ortaminda Giimiis Nanopartikiiller sentezlenerek antimikrobiyal aktive
etkilerini, UV-vis spektrum sonuglari ve antioksidan aktivitelerini tespit etmek
amaglandi. Kirsehir Ahi Evran Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarinda Antimikrobiyal aktivite, Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi ile 18
bakteriyel izolat tizerinde yapildi. Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su'da M.
officinalis AgNOg'lerinin ¢esitli bakterilerde antimikrobiyal aktiviteleri, UV-vis
spektrumlari antioksidan aktiviteleri incelendi. M. officinalis bitki ekstrakti
kullanilarak AgNP'lerin biyosentezini degerlendirilerek in vitro ortamda giimiis nano
partikiil elde edilerek, M.officinalis’in antimikrobiyal aktivitesi arastirildi. M.
Officinalis ekstrakti kullanilarak AgNP'lerin biyosentezi yapildi ve Ag'nin olusumu
UV-vis spektroskopisi yapildi. Antimikrobiyal AgNP'lerin aktivitesi, agar kuyucuk

diflizyon yontemi ile arastirildi. Bitki ektrakti, AgNP'lerin olusumundan sonra 6ziide

Xi



sariddan kahverengiye kadar renk degisikligi gosterdi. 450 nm'de bulunan yiizey
Plazmon rezonansi, AgNP'lerin olusumunu dogruladi. Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi iyi inhibe edici aktivite gdsterdi. M. officinalis L. ’in protein ve
fenolik madde icerigi de tespit edildi. Toplam fenolik madde igerigi Folin Ciocalteu
metodu kullanilarak 100 g taze bitki igin 280 mg olarak bulundi. M.officinalis L.
subsp. officinalis'in protein igerigi Bradford metodu kullanilarak 230 pg/mL olarak
tespit edildi. Elde edilen nanopartikiiller, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere

kars1 1y1 inhibe edici aktivite gosterildi.

Mart 2020, 71 Sayfa
Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis, Giimiis Nanopartikiil, Antimikrobiyal,
Antioksidan,
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ABSTRACT

MASTER’S DEGREE

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF NANOPARTICLES CREATED BY USING SILVER NITRATE ON Melissa
Officinalis EXTRACT

Murat Hiidavendigar MANAV

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Alpaslan DAYANGAC

In this study, it was aimed to identify the antimicrobial activating effects, UV-vis
spectrum results and antioxidant activities by synthesizing Silver Nanoparticles in a
laboratory environment of Melissa officinalis, a medicinal aromatic plant grown in our
country. Antimicrobial activity was performed on 18 bacterial isolates with Agar
Kuyucuk Diffusion Method in Kirsehir Ahi Evran University Faculty of Science and
Letters Microbiology Laboratory. Antimicrobial activities, UV-vis spectra antioxidant
activities of M. officinalis AGNO3 in various bacteria were investigated in acetone,
methanol, purified water and boiled pure water. Antimicrobial activity of M.
officinalis was investigated by obtaining silver nanoparticles in vitro by evaluating the
biosynthesis of AgNPs using M. officinalis plant extract. AQNPs were biosynthesized
using M. Officinalis extract, and the formation of Ag was performed by UV-vis
spectroscopy. The activity of antimicrobial AgNPs was investigated by agar well

diffusion method. The plant extract varied in essence from yellow to brown after the
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formation of AgNPs. Surface Plasmon resonance at 450 nm confirmed the formation
of AgNPs. It showed good inhibitory activity against Gram positive and Gram
negative bacteria. Protein and phenolic content of M. officinalis L. were also
determined. Total phenolic substance content was found as 280 mg for 100 g of fresh
plants using Folin Ciocalteu method. M.officinalis L. subsp. The protein content of
officinalis was determined as 230 pg / mL using Bradford method. Nanoparticles
obtained, good inhibitory activity against Gram positive and Gram negative bacteria
were shown.

March 2020, 71 Pages

Keywords: Melissa officinalis, Silver Nanoparticles, Antimicrobial, Antioxidant
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1. GIRIS

Bitki ve bitki iiriinlerinin ilag olarak kullanimi, insan uygarliginin baslangic1 olarak kabul
edilir (Akbar ve dig.,2014). Bitkiler kullanilarak tedavi etmek seklinde aciklayan
"fitoterapi" ilk olarak Fransiz doktor Henri Leclerc tarafindan La Presse Medical adli
dergide kullanildig1 iddia edilmis olsada bundan ¢ok Once tarihte ne adla olursa olsun ¢ok
eski zamandan beri tedavi amagl kullanilmaktadir. Cin, Hint, Misir, Yunan, Roma ve pek
¢ok uygarhigin tibbinda bitkiler kullanildg: bilinmektedir. Unlii Tiirk bilgini Ibni Sina’nin
En biiyiik eseri 3 ciltlik "El-kanun fit-tib"dir. O’nun bu eserinde 900'den fazla tibbi bitki,
hayvani ve inorganik kokenli ila¢ yer almaktadir. Miisliiman bilim insanlar1 1600'den fazla

tibbi kullandiklar1 biliniyor (Kahya E, 2000).

Cok yillik bir bitki olan Melissa officinalis L. (Lamiaceae, Labiatae) gévdeleri 28 -95 cm
kadardrr. Yapraklar1 dekusat diziligli, ovattan romboidale kadar veya eliptik sekilde, derin
krenattir. Genellikle alt yapraklar, {ist yapraklardan biiyiiktiir. Cigek yapraklar1 (brakteler)
normal yapraklara benzer tabanda kordattan kuneata kadar, kenarlari krenat-serrattir.
Vertisillatlar 4-12 ¢igeklidir. Cigekler 2 dudakl, korolla (ta¢ yapraklari) (8-) 9-14 (-16)
mm acik sari, beyaz, bazen hafifce acik mor renklidir. Melisa bitkisi Dogu Akdeniz

elementi olup, Kafkasya, iran, Irak’ta dogal olarak yetismektedir ( Mill, 1982).

Razi ve ibn-i Sina M. officinalis bitkisinin sakinlestirici ve kalbi rahatlatic1 etkilerini
bildirmistir. Ibn-i Sina der ki; "Ogul otunun kalbi ferahlandirdig1, kalbe verdigi kuvveti
kirmiz1 yakutun fiiline muadildir" (Isik, 2007).

Arap tibbinda Biiylik Farmakope’ye kaydedilmis olmasindan dolay1 da 6nem kazanmis,
16. yiizyila kadar Avrupa’da da tip kitaplarinda 6grencilere 6nemli bir tibbi bitki olarak
okutulmustur. Ilag olarak kullamlan ilk Melissa preparatimin 1611 yilinda hazirlandig
bilinmektedir ve bu preparat bitkinin alkollii distilatindan bagka limon kabugu ve diger

bazi droglar1 da tasimaktadir (Isik, 2007).

M. officinalis bitkileri ¢ok az kullanilir ama ¢ok degerli bir sifali bitkidir. M. officinalis
bitkisinin terapotik etkisi esas olarak salgi tiiylerindeki ugucu yagdan kaynaklanmaktadir.

Bitki ¢ok az miktarda ugucu yag tasidigi i¢in ilk arastirmalar bitkideki ugucu yagin miktari



iizerinde yogunlagmistir. 19. yy'in sonlarinda baslayan bu caligmalar, bitkideki ucucu yag
miktarinin cesitli faktorlere bagli oldugunu gostermistir. Bitkinin yetistigi yer, iklim,
gelisme evresi, toplama zamani, kuruluk derecesi, depolanma sekli ve ugucu yag elde etme
yontemi, ugucu yag miktarmda etkili olan parametrelerdir (Baykan, 2011). Cesitli yiyecek
ve i¢eceklerin i¢ine konulan yapraklar eski zamandan bu yana sakinlestirmek, terletmek ve
gaz soktiiriicii ¢ay olarak hazirlanir. Ulser, kasilma, dis agris1 ve damar tikanikligina karsi

kullanilir (Baytop, 1997).

Uzun yillardir tibbi amagla kullanilan bir bitki olan M. officinalis tizerinde yapilan in vitro,
in vivo ve klinik ¢aligmalar, ugucu yagmin ve degisik polaritelerdeki ekstrelerinin cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Ugucu yagmin antimikrobiyal,ve
antiparazitik 6zellikleri bulunmaktadir (Dikshit ve dig., 1984; Leung ve dig., 1996; Mikus
ve dig., 2000).

1974-2007 yillar1 arasmda yapilmis c¢aligmalar antiviral, antimikrobiyal, antifungal,
antioksidan, antiulser, antispazmodik, hipolipidemik, sedatif, sitotoksik ve Alzheimer

hastaligmma kars1 etkiler baslhiklar1 altinda derlenerek monograf halinde yaymlanmigstir
(Baykan, 2011).

Bu ¢alismanin amaci, M. officinalis'in yaprak ekstraktlarin1 metanol, aseton, saf su ve
kaynatilmis saf su giimiis nanopartikiillerini sentezlemek ve antimikrobiyal, antioksidan

Ozelliklerini belirlemektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Melissa Officinalis’in Ozellikleri

Insan saglilig1 iizerinde etkili olan birgok tibbi ve aromatik bitki oldugu bilinmektedir.
Insanlar tarafindan bunlardan ¢ogu bilinmemektedir. Bu tibbi ve aromatik bitkilerden bir

tanesi de Melissa officinalis’tir.
Fam: Lamiacea
Genus::Melissa L.

Sp.: Melissa officinalis L.
Subsp.: officinalis

Melissa, Labitae familyasindan, Akdeniz bitkisi olup, yaprak tiyliligi, tirtikliligina gére 3
ayrilmaktadir. Melissa 3 alt tiirii vardir. Bunlar Melissa offinalis officinalis L., Melissa
officinalis inodora Bornm, Melissa officinalis altissima Arcangeli dir (Baytop, 1999;
Mill, 1982).

Bu tiirlerden yanlizca ssp officinalis limon kokulu olmaktadir ve tedavi amaglh
kullanilmaktadir (Ceylan, 1997; Baytop, 1999). M. officinalis'in disinda kalan diger iki tiir
kokusuz ve tibbi amagla kullanilmamaktadir (Baytop,1999). M. officinalis diisiik miktarda

yag oranina sahip olmasina ragmen pahali olarak iiriinlerden birisidir (Sar1 ve dig., 2002).

Melissa'nin boyu 100 cm kadar ¢ikmaktadir. Yapraklar basit ovat-lanseolat 1.5-3.0 cm
eninde 2.5-4 cm boyundadir, uzun sapli, (2-9 cm.uzunlugunda) kenarlar1 dentat ve her iki
yiizii de tiiylii, rengi yesil, damarlanma pennattir. Haziran Eyliil aylarinda ¢igek
acmaktadir. Cigcegin rengi beyaz agik pembeye yaklasan, iki dudakl, korolla tiibii egrice,
stamen 4 tane, filamentler birbirine yaklasmistir (Baytop,1999).

Cok yillik otsu bitkidir. Glizel kokusu sebebiyle eski zamanlardan beri bilinmektedir. Tibbi
aramotik bir bitki tiiriidiir. Bu bitki {ilkemizde Istanbul, Ankara, Bursa, Bilecik, Bolu,

Amasya, Samsun, Kiitahya, Malatya ve Tunceli illerinde bulunmaktadir (Akgiil,1993).

M. officinalis'in otlar1 ¢ay ve baharat olarak kullanilmakta, ugucu yagi ise eczacilik,

kozmetik ve gida sanayinde kullanilmaktadir (Akgiil,1993).



Ulkemizde kullamm alani genistir. M. officinalis'in ¢ogunlugu dogal ortamda
bulunmaktadir. Ekonomik degeri yiiksektir. M. officinalis'in kiiltiire alinarak yeni
klonlarmin gelistirilmesi, ugucu olan yagmin standardize edilmesi asir1 derece bilingsiz
toplanmasimin dogal floranin tahribini az da olsa 6nlemis olacaktir. Ulkemizde bu ¢alisma

Bursa ilinde yapilmistir. Ugucu yag {izerine etkili calismistir (Akgiil, 1993).

Sitronellal %36 ile ana bilesen olup sitral (neral+geranial) % 12 civarindadir (Schultze Von
W ve dig., 1989). M. officinalis iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda
sinarosid, kosmosin,ramnositrin,izokuersetin, ursolik asit ve oleanolik asit, kafeik asit ve
rosmarinik asit gibi flavonoidlerce ve esansiyel yaglarca (neral ve jeranial gibi) zengin

oldugunu goriilmiistiir (Carnat ve dig., 2003).

M. officinalis'in Alzheimer hastaligi tedavisinde rol oynadigi goriilmiistiir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda M. officinalis kullanilarak asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe ederek

Epilepsi ve Alzheimer gibi hastaliklara iyi geldigi goriilmiistiir (Salah ve dig., 2005).

Sekil 2.1. Melissa officinalis L.’nin Ankara ili Giidiil ilgesinden toplanan fotografi



Sekil 2.2. Melissa officinalis L. dogada genel goriiniim Foto. Prof. Dr. M. Koyuncu

2.2. Nanoteknoloji ve Giimiis Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, maddelerin 1-100 nanometre arasi Ol¢limler yapilarak, diizenlemeye ve
sekillendirmeye yardimci olan ¢alismalarin toplandigi bilim dalidir. Cok yeni ve hizli bir
sekilde ilerleyen bir teknolojik alandir. Biyolojik anlamda da maddelerin yapilarni
diizenleme, isleme konulariyla da ilgilenen bir teknolojidir. Endiistriyel alanda ¢arpici1 kar
marj1 nedeniyle kullanilmaya baglanmistir. Son zamanlar da ilag yapiminda da kullanilan
nanoteknoloji, ucuz maliyetli caligmalar ile sektoriin gelismesine yardimci olmaktadir

(Crraci, 2005; Roco, 2007; Rai ve dig., 2009; Silver, 2003).

Biyolojik anlamda nanoteknoloji, maddelerin nanopartikiillerinin canli hiicreler {izerine
etkisini aragtirmaktadir. Nanopartikiil elde edilmesi ve hiicre ortamindan sentezlenmesi
icin bir¢ok yontem bulunmasina ragmen maliyeti yliksek caligmalardir. Bu nedenle daha az
maliyet ve ¢evreye zarari olmayan yontemlerin bulundugu yesil nanoteknoloji
kullanilmaya baslanmistir (Bar ve dig., 2009). Bu anlamda, yesil bitki 6zlerinden

sentezlenen partikiiller ile mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Kumar ve dig., 2009).



2.3.Giimiis Nanopatikiillerin Antimikrobiyal Etkileri

Glimiis nanopartikiiller bakteriler iizerinde etkisini ac¢iklamak i¢in birgok mekanizma ileri
siiriilmiistiir. Ileri siiriilen mekanizmalar giimiis nanopartikiillerin hiicre duvarina tutulmasi

ve dagilmasi esasina dayanir (Bindhu Umadevi, 2015).

Gumiisiin fosfor ve siilfiire yiiksek afinitesinin olmasi antimikrobiyal etkide dnemli rol

oynadig1 diistiniilmistiir (Rai ve dig., 2009).

Modern tibta giimiis elementi etkili bir antimikrobiyal ajan olarak gériiliir. Ilk antibiyotik
maddenin giimiis oldugu diistiniilmektedir. Bugiin ise neredeyse enfeksiyon kontroliiniin zor
oldugu bir¢ok yerde, bandajlardan yanik tedavilerine kadar ¢ok genis bir alanda antimikrobiyal
ozelligi olmasi nedeniyle glimiis kullaniimaktadir. Giimiisiin antimikrobiyal 6zelligi ¢ok eski
zamanlara dayanmaktadir. Eski Roma ve yunan medeniyeti giimiis sikke ile sulari temizleme
de kullanirlardi. 19. yiizyilldan 6nce giimiis tibbi araclarda kullanilmaktadir. 19. yiizyilin son
ceyreginde ise bakteri ve c¢esitli enfeksiyonlara karsi giimiis temizlemek i¢cin kullanilmigtir

(Celik, 2013).

2.4. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu durdurur veya mevcut radikalleri stipiirerek
hiicrenin zarar gormesini engeller, dejeneratif hastaliklarin olusumunu durdururlar (Baublis

ve dig., 2000; Sivritepe ve dig., 2000).

Canli organizmalar serbest radikallerin etkisinden korunmak icin antioksidatif korunma
sistemine sahiplerdir. Bazi durumda antioksidatif sistemi iyi c¢alismadiginda serbest
radikallerin viicutta fazlalastig1 goriilmektedir. Buda viicutta hasar meydana getirir. Serbest
radikal artikga yaslanmanin hizlanmasma, hiicre Olimii, doku Olimi hatta beyin

kanamasina neden olur (Bilaloglu ve Harmandar, 1999).

Serbest radikaller, bir atom veya molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron igeren
reaktif kimyasal triinlerdir. Antioksidan Aktivitesi i¢in yeniden ekstrakt hazirlandi. Blois
tarafindan 1958 yilinda ortaya konan metoda gore DPPH radikali (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ticari olarak satilan bir serbest radikaldir. Bu radikal 517 nm'de maksimum

absorbans olusturmaktadir. Antioksidanlarla muamele, DPPH’tan kaynaklanan mor rengin



siddeti azalarak absorbansin diisiisiine sebep oldu. DPPH’in absorbansindaki degisim

Olgtilerek asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir (Giirdél ve Ademoglu, 2005).

DPPH (%) = (Absorbans kontrol — Absorbans test) X 100

(Absorbans kontrol)

2.5. Fitokimyasallar
2.5.1. Flavonoidler

Flavonoidler sebze, meyve c¢esitli biyokimyasallar ve antioksidan etkiye sahip bazi
iceceklerde bulunan aromatik pigment bilesiklerdir. Flavonoidler fizyolojik diizenleyici,
hiicre dongiisiiniin inhibitérii ve hiicre icinde kimyasal haberci olarak goérevi vardir.
Flavonoidlerin yiiksek antioksidan 6zellikleri yaninda bazi hastaliklara kars1 koruma etkisi

vardir. Sayilar1 4000 iizerinde flavonid vardir (Stavric B., 1994; Bors W ve dig., 1990).

1930'li yillarda flavonoidler vitamin-p olarak adlandirildi. Bu sekilde anilmasiin sebebi ise

kilcal damarlardaki gegirgenlik 6zelliginden dolayidir (Mobh S, 1938).
2.5.2. Terpenoidler

Bitkilerde farkli ¢esitleri bulunmaktadir. Bitkilerde hastaliga yol agan canlilar1 ve bocekleri
uzaklastirmak ic¢in savunma islevleri goriirler. Fotosentezin 1s1k alma reaksiyonlarinda da
gorev alirlar. Fazla 1s1k yiiziinden gelen zararlari engellerler. Bitkilerden elde edilen
terpenoidler parfum ve kozmetik sanayinde kullanilir (Baydar H., 2005; Graham ve dig.,
2004).

2.5.3. Saponinler

Saponinler,steroid veya triterpenoid yapida lipofilik bir ¢ekirdek ile bir veya ¢ok sayida
karbonhidrat yan zincirine sahip glikozittir (Cheeke PR, 1999; Milgate J. ve Roberts DCK,
1995).

Bu glikozitlere, sulu c¢ozeltilerinde giiglii kopiirme ozelliginden dolayr saponin adi

verilmistir (Cheeke PR, 1999; Milgate J. ve Roberts DCK, 1995)



Saponinler yapisal olarak glikan ve aglikan olmak {izere iki kisimdan olusur. Aglikanda
yapisina gore steroidal ve tritepenoidal olarak smiflandirilir. Aglikan kisminda -OH,-

COOH,-CHg gibi fonkisyonel gruplara sahiptirler (Olesezek W., 2002).
2.5.4. Alkoloidler

Alkaloitler tibta ve ila¢ sanayinde kullanilirlar. Bitkide oynadiklar1 savunmadan dolay1
onemlidirler. Alkaloitler azot iceren bazik karekterli bilesikler oldugundan, bitkilerde
organik asitlere bagli olarak bulunurlar. Alkaloitler genelde sinir sistemine etki ederler,
agr1 dindirici, kasilmalar1 ¢oziicii, kismen uyusturucu, kan dolasimini hizlandiric1 ve kan
dindirici etki gostermektedirler. Asirt miktarda alinirsa zehirleyici etki yapar (Baydar H.,
2005; Graham ve dig., 2004; Ozer ve dig., 2004).

2.5.5. Taninler

Taninler bitkilerde bulunan azotsuz polifenolik yapidaki bilesiklerdir. Bir¢ok bitkide
bulunur. Su, etanol ve asetonda erir. Bitkilerde kompleks halinde bulunur ki tannoid
kompleksi (alkaloit veya proteinle beraber) adimi alir. Bazilar1 ozlarla (seker yapilari)
birlesmislerdir, bunlara da tannozit denir. Bitkinin tiim organlar1 tanin tasiyabilir
(Sieniawska ve Baj, 2017).

2.5.6. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar, yeryliziinde en fazla bulunan biyomolekiillerdir. Karbonhidratlarin genel
formulii (CH20), kapali formuliine sahiptir, bazilar1 da azot, kiikiirt, fosfor igerir. Bitkiler
de karbonhidratlar fotosentezin ilk iirliniidiir ve ¢igek olusumundan kisin hiicre yasamina
kok olusumu ve biiylimesinden vejetatif biiyiimeye bircok 6nemli rol oynamaktadir.
Karbonhidratlar1 meydana getiren sekerlerin ve depo maddesi olarak kullanilanlarin
bitkiler tizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (Koksal A. ve dig., 2001; Kaska, N.
1968).

2.5.7. Proteinler

Proteinler, aminoasitlerin zincir halinde birbirlerine baglanmasi sonucu olusan biiyiik
organik bilesiklerdir. Proteinler, aminoasitlerin yapitaslarindan olusan polimerlerdir.

Proteinlerin en kiigiik yap1 tagina aminoasit denir (Cetiner ve Bilek, 2018).



Kimyada bir aminoasit hem amin hem de karboksil fonksiyonel gruplar igeren bir
molekiildiir. Aminoasitlerin peptit baglariyla u¢ uca eklenmesiyle olusturduklar1 kisa
polimer zincirler "peptid"”, uzun polimer zincirler ise "polipeptid” veya "protein” olarak
adlandirilirlar (Saldamli ve Temiz, 2017).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Ankara ili Giidiil Ilgesinde 2018 yili Nisan-Haziran aylarinda arazi
calismasinda dogal ortamindan Melissa officinalis bitkisi toplandi. Toplanan bitki Ahi
Evran Universitesinde Mikrobiyoloji Arastirma laboratuarma ortamma nakledildi. Tiir
tayini Ahi Evran Universitesi Ogretim {iyesi Ekrem AKTOKLU tarafindan yapilmistur.
Taze toplanmis Melissa officinalis’in yapraklar1 6nce laboratuar ortaminda kurutuldu.
Daha sonra toz haline getirilidi (Adebayo ve Ishola, 2009). Laboratuar ortaminda kurutulan

M. officinalis ekstraktsiyonu yontemi kullanild.
3.1. Ekstrakt Hazirlanmasi

M. officinalis’in yapraklari bes gramlik toz haline getirildi. 25 ml steril damitik su, 25 ml
metanol ve 25 ml aseton 250 ml steril sise iginde 24 saat oda sicakliginda 150 rpm'de
calkalayict da dondiiriildii. Ekstrakt siiziildii ve daha sonra 7 dakika siireyle 4400 rpm'de
santrifiijlendi. Beher kabmin baslangic agirhigi not edildi ve ekstraksiyon, soxhlet
aparatindan geg¢irildi. Coziiciiniin, tam buharlagsmaya ulasana kadar 121 °C'de sicak hava

firininda buharlastirildi ve son agirlik ile baglangi¢ agirligi ekstraktin agirhigini verdi.
3.1.1 AgNP’lerin Biyosentezi

9 ml sulu 1 mM giimiis nitrat (AgNQO3) igine 1 ml M. officinalis ekstrakti eklendi ve oda
sicakliginda sabit rotasyonla tutuldu. Soliisyondaki renk degisimi Ag NP'lerin olusumunu
ortaya ¢ikardi. Hazirladigimiz bu ekstratlari metanol, aseton, saf su ve kaynatilmis su
olarak ayr1 ayr1 beherlere yerlestirdi. Bu beherlerdeki ImM'lik ve 2mM'lik Giimiis Nitratli
cozeltiye eklendi.

0,017 AgNO3 100 ml saf su igin Sml ¢6zeltisi tizerine 100 mL. AgNOj ile tamamlandi.
0,85gr Melissa officinalis'e 500 ml saf su ile AgNO; eklendi.
5ml saf su 100 ml AgNO3, 5ml metanol 100 ml AgNO3, 5 ml aseton 100 ml AgNO3

50 ml saf suyu 0,25 gr Melissa officinalis ile kaynattildi. Daha sonra 8ml kaynatilmis saf
su 100 ml AgNOs; eklendi.
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Sekil 3.1. Melisssa officinalis’in galkalayicida ve ImM'lik AgNO3z Melisssa officinalis

ekstrat ¢cozeltileri

3.1.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Besiyerleri, iiretici firmanin belirledigi kurallara uyularak hazirlanmistir. Otoklavdan
cikarilan kat1 besiyerleri daha dnce pastor firminda 240°C de 1,5 saat kadar streril edilen
petri kutularmna steril sartlarda dokiildii. Hazir hale getirilen besiyerlerinin sogumasi
beklendikten sonra 37°C’lik etiiv de bir giin kadar bekletilerek kontaminasyona ugrayip
ugramadiginin denetimi yapildi. Temiz olan besiyerleri deneyimizde kullanilmak ig¢in

buzdolabinda sakland:.
3.1.3. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Biyosentezlenen AgNP'lerin antimikrobiyal aktivitesi, bakteri tiirlerine kars1 agar kuyucuk
diftizyon kullanilarak analiz edildi. TSB ortamu hazirlandi ve 180° C'de sterilize edildi.
Yaklasik 25 ml ortam, her sterilize edilmis petri plakalarma aseptik olarak aktarildi.
Bakteriyel suslar, pipet kullanilarak petri plakalarina yayildi. Daha sonra, farkli numuneler
(damitilmis su, bitki ekstrtakti biyosentezlenmis AgNP'ler) 6 mm c¢apinda agilmis
kuyucuklara 75 pg ilave edildi. 37 © C de 24 - 48 saat inkiibe edildi. 48 saat boyunca

inhibisyon zonu, mm cinsinden 6l¢iildii ve kaydedildi.
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3.1.4. Agar Kuyucuk Difuzyon Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinligi agar kuyucuk diflizyon teknigi ile tespit edildi (Kalemba ve
Kunicka, 2003). Petri kaplarina 20°ser mL 121°C’de 15 dk otoklavda dezenfekte duruma
getirilen TSB agar dokiildii. Agarin katilasmasi beklenip ardindan 0,5 McFarland
bulaniklik standarti ile belirlenmis 100 uL bakteri slispansiyonunun petri kaplarina ekimi
yayma plak teknigiyle gerceklestirildi. Besiyerleri oda sicakliginda kisa bir siire kurumaya
birakildi. Akabinde besiyerlerine 6 mm ¢apindaki steril mikro pipet ucu yardimiyla S'er
tane kuyucuk ac¢ilmig ve bu kuyucuklarin hem digerlerinehem de petri kutusunun
kenarlarmma es mesafede olmasina dikkat edildi. Besiyerleri 35°C ‘de 24 saat siireyle

inkiibe edildi.

Calismamiz her mikroorganizma ve antimikrobiyal aktivitesi i¢in ti¢ kez yapildi. Melissa
officinalis 1 mM ¢o6zelti stoku ve 2 mM ¢ozeltiden kullanildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon

neticesinde antimikrobiyal aktivitesi 6lgtildii.

3.1.5. Cahismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite i¢in bu ¢alismada Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans
ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030, Campylobacter jejuni, Candida tropicalis
M 007, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella
spp. ,Listeria monocytogenes ATCC 35152, Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853,
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Proteus mirabilis ATCC 29906, Proteus vulgaris
ATCC 29905, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Saccharomyces boulardii ATCC
MY A-796, Shigella dysenteria ATCC 11835, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, bakterileri kullanildi.

3.1.6. Kullanilan Kimyasal Madeler ve Coziiciiler

Tryptic Soy Broth(TSB), metanol, aseton, AgNO3, H,SO4, NaOH, CuSO,, Kloroform,

kursun asetat kullanildi.

3.2. Stok Hazirh@
Ekstaktlardan 2 mg alindi, uygun ¢oziicii de 20 ml'ye seyreltiril ve standart olarak

kullanilmistir. Daha sonra kullanim i¢in 4 °C'de saklanda.
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3.3. On Fitokimyasal Tarama

Stok ¢ozeltileri, karbonhidratlar (Molisch testi), Protein (Biuret testi), alkaloid,(\Wagner ve
Dragendroff testi) flavonoidleri,, taninler, saponinler, ve terpenoidler (Salkowsi testi) gibi

fitokimyasal testlerde kullanildi.
3.4. Tarama Prosediirii

M. officinalis'in saf su, kaynartilmis saf su, metanol ve aseton yapraklarin ekstraktlari,

asagidaki yontemlerle fitokimyasal bilesiklerin mevcudiyeti agisindan tarandi.
3.5. Fitokimyasal Test
3.5.1. Flavonoit I¢eriginin Belirlenmesi

M. officinalis ekstraktinin sulu filtratinin bir kismina 5 ml seyreltik amonyak ¢6zeltisi ilave

edildi ardindan con. H,SO, ilave edildi. Flavonoidlerin varligin1 dogrulayan sari bir
renklenme gozlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2:M. officinalis ekstratinin Flavonoidler testi
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3.5.2. Karbonhidratlar I¢eriginin Belirlenmesi

3.75 g 1-Naftol (CioHsO) 25 ml %99 etanol eklenerek molisch reaktifi elde edildi.
Molisch reaktifinin 2 tanesi, Melissa officinalis ekstratina 2 ml'sine eklendi ve 2 ml

konsantrasyon sonra iyice ¢alkalandi Test tiipiine yandan H,SO, ekledikg¢e iki katmanin

birlestigi yerde kirmizimsi bir mor halka ortaya ¢ikt1 ve karbonhidratlarin varligini gosterdi
(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. M. officinalis ekstratinin Karbonhidrat Testi

3.5.3. Protein iceriginin Belirlenmesi

1 ml % 40'lik NaOH ¢ozeltisi ve 1-2 damla% 1'lik CuS04¢6zeltisi, her bir bitki ekstraktin 2
ml ilave edildi.. Mor bir renk, molekiiliin peptit bagmimn varligmi gosterdi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. M. officinalis ekstraktinin Protein Testi
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3.5.4. Alkaloidler I¢eriginin Belirlenmesi

M. officinalis ekstraktina 2 ml'sinden % 1 HCl ve 6 damla Mayer’in reaktifi ve

Dragendroff’un reaktifi eklendi. Organik bir ¢okelti, numunede alkaloidlerin varligini

gosterdi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5.M. officinalis ekstratinin Alkaloidler testi

3.5.5. Terpenoidler Iceriginin Belirlenmesi

M. officinalis ekstraktina 5 ml'sine 2 ml kloroform ve 3 ml H,SO, 'e eklenildi ve ara

yiizeyinin kirmizims: kahverengi renklenmesi terpenoidler i¢in pozitif sonu¢ olusturdugu

gosterdi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. M. officinalis ekstratinin Terpenoitler Testi

3.5.6. Tanninler Iceriginin Belirlenmesi

M. officinalis ekstraktina 5 ml 6ziit, birka¢ damla% 1 kursun asetata eklendi. Sar1 bir

¢okelti olustu, bu da tanninlerin varligin1 gosterdi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. M. officinalis ekstratinin Tannin testi

3.5.7. Saponinler iceriginin Belirlenmesi

20 ml damitilmis su ile M. officinalis ekstrakt, 15 dakika siireyle dereceli bir silindirde

calkalandi. 1 cm'lik kopiik tabakasinin olustu ve saponinlerin varligini gosterdi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8.M. officinalis ekstratinin Saponinler igin test

3.6. Bitki Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Etkisi

3.6.1. Mikrobiyal Suslarin Toplanmasi

M. officinalis bitkisinin antimikrobiyal aktivitesinde 18 bakteri susu kullanildi. Bu
mikrobiyal suslar arasinda sunlar yer alir. Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans
ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030, Campylobacter jejuni, Candida tropicalis
M 007, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella
spp. ,Listeria monocytogenes ATCC 35152, Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853,
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Proteus mirabilis ATCC 29906, Proteus vulgaris
ATCC 29905, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Saccharomyces boulardii ATCC
MY A-796, Shigella dysenteria ATCC 11835, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 kullanildi. Ekstraktlarm in-vitro aktivitesi, se¢ilen
bakteri suslarina karst denendi. Tiim ATCC suslari, 4 ° C'de NutrientBroth tiiplerinde
tutuldu. Bitki ekstraklarinin antimikrobiyal etkinligi, verilen suslara karsi degerlendirildi.
Nutrientbroth (NB) ve Muller Hinton Agar (MHA) mikroorganizmalarin biiyimesi i¢in

besi yeri olarak kullanildi.
3.6.2. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

1 mM AgNOs; ¢ozeltisi hazirland1 ve koyu renkli sisede saklandi. 5 ml M. officinalis
bitkinin ekstrakts: ayr1 ayr1 aldik ve bu 50 ml ImM AgNO3; soliisyonu damla damla 50-60
°C'de siirekli karigtirarak ekledik ve renk degisimi gozlemlendi. Cozeltinin renk degisimi

periyodik olarak kontrol ederek, daha sonra konik sise oda sicakliginda 48 saat siireyle
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inkiibe edilidi. Yaprak ekstraktmnin saridan koyu kahverengiye doniisiimii, M. officinalis

yapraklarindan giimiis nanopartikiillerinin sentezini gosterildi.
3.6.2. Antimikrobiyal Test

M. officinalis yaprak ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesi, Adeniyi ve arkadaslari
(1996) tarafindan tarif edildigi gibi Agar well diflizyon teknigi kullanilarak test edildi.
Daha sonra 0.1 ml seyreltilmis mikrobiyal kiiltlirler besin agar plakasina yayildi. 6 mm
caplt kuyu, steril delici ile MHA agar plakalar1 aseptik olarak delindi. Steril mikropipet
yardimi ile M. officinalis yaprak ektraktlar1 0.1 ml, 0.2 ml, 0.3 ml'lik farkli
konsantrasyonlarda (metanol, aseton, saf su ve kaynatilmig safsu ile) 100 pul kuyucuklara
ilave edildi. Plakalara 24 saat 37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, ortaya ¢ikan

inhibisyon zonunun ¢ap1 6l¢iilerek ve ortalama degerler kaydedildi.

Antimikrobiyal aktivite i¢in bitki ekstrakti (Kontrol), antibiyotik diskler (Standart), saf
giimiis ¢6zeltisi (1 mM AgNOs3), M. officinalis’in sentezlenmis AgNP'leri de denemelerde
kullanild1 ve plakalar 24 saat 37 °C'de inkiibe edildi.

3.6.3. UV-goriiniir spektrum analizi

Metalik nano pargaciklarin karakterizasyonu UV-Visible spektroskopisi (Shimazu
2401PC) kullanilarak gerceklestirildi. Spektrumlar 300 ile 800 nm arasinda UV-G®oriiniir
cift 1511 spektrofotometre iizerinde kaydedildi.

3.7. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Testi
3.7.1.Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite tespit etmede kullanilacak bakteri suslar1 Tryptic Soy Broth (TSB)
stv1 besiyerine ekilerek besiyeri ortaminda 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirildi.
Swvi kiiltiirde iiretilen bakteriler Tryptic Soy Broth agar kati besiyerine ekilerek

calismalarda kullanilmak tizere stok kiiltiirler hazirlanip ve +4°C’de saklandi.
3.7.2. Agar Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin tespit edilmesinde ayrica disk diflizyon teknigi de kullanildi. Bu
yontemde; bakterilerin TSB sivi besiyerine ekilen ve bir gece etiivde ilireyen bakteri

kiiltiirlerinden 100 pl alinarak TSB Agar kat1 besiyeri iceren petrilere yayma ekim yapildi
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(Sandri ve dig. 2007). Onceden hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyonlardaki bitki
ekstraktlarindan 10 ar ul steril bos disklere 6 mm emdirilip petrilere yerlestirildi. Petriler
37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra petrilerdeki disklerin

etrafinda olusan zonlarin ¢ap1 mm cinsinden Sl¢iildi.
3.8. Antioksidan Aktivite

DPPH Testi M. officinalis yaprak ekstrakti 1 ml ¢ozelti alindi. M. officinalis ekstraktlari
%350, %25 ve %12,5 derisiminde metanollii ¢ozelti olusturuldu. Cozeltiyi karistiricida
karistirildi. 0,04 gr DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 100 ml metanol ile ¢ozelti
olusturuldu. 1ml M. officinalis ekstraktlina 3ml DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
eklendi. Daha sonra 517 nm UV-Gorinir ¢ift 1sinli spektrofotometresinde absorbans

degerlerini 6l¢iildii.
AgNP’lerin antioksidan aktivitesi asagidaki formiil ile hesapladi.

DPPH (%) = (Absorbans kontrol — Absorbans test) X 100

(Absorbans kontrol)
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4. BULGULAR

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar

M. officinalis ekstraktlart ImM AgNO3 ve 2 mM AgNO; ayri ayr1 agar kuyucuk diflizyon

yontemi kullanilarak antimikrobiyal etkilerine bakildi.

M. officinalis'den elde edilen metanol, aseton, safsu, kaynatilmig saf su ekstratklart AgNO3
eklenerek mikrobiyalsuslara uygulandi ve antimikrobiyal etkileri belirlendi. Agar kuyucuk

diflizyon yontemine gore olusan zon mm ¢aplar1 Tablo 4.1 ile Tablo 4.6 arasnda belirtildi.

Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi deneyi yapildi. M.officinalis'in
antimikrobiyal aktivite 6zelligi metanol, aseton, saf su ve kaynatilmig safsu karigimlari ile
gbzlendi. Yapilan bu sonuglar Tablo 4.1 ile Tablo 4.6 arasindaki gibi gézlendi. Giimiis
nitratin molaritesi artikga tablolarda oldugu gibi bakterilerin direnglerini diistiigiinii ve
M.officinalis'in antimikrobiyal aktivite o6zellikleri arttigi gozlemlendi. Antimikrobiyal

Ozelligi en iyi metanollii ekstraktlarda oldugu gozlemlendi.

Sentezlenen nanopartikiillde genel olarak C. glabrata, C. albicans, P. aeruginosa tiirlerine
kars1 daha etkili oldu. AgNOj3 derisimi artik¢a antimikrobiyal etkisinin artigi goriildi.
Metanollii ekstraktalarda iyi bir antimikrobiyal etkinin oldugu zon ¢aplar1 6lgiilmesiyle

goriildil.

Antimikrobiyal aktivitenin kuvetli odugu zon ¢aplar1 ile belirlenir. Glimiis namopartikiillii
M.officinalis'lerin antimikrobiyal aktivitelerinin artmasi i¢in AgGNOj3 derisiminin artmasi
gerektigi gorildi. C. glabrata, S. typhimurium, P. aeruginosa, C. albicans'a karsi

M.officinalis'lerin iyi antimikorbiyal oldugu goriilmektedir.

Tez caligmasinda tespit edilmis olan bilimsel veriler, IBM SPSS 25 istatistiksel analiz

programinda One-Way Anova yontemiyle analiz edildi.
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Tablo 4.1. M. officinalis'in yaprak ekstraktt +1mM AgNOjs’den sentezlenen AgNP ‘nin
Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakls Ekstrakth Ekstrakly Ekstraktl
Metanol- K.  Saf

1mM AgNO; Aseton-1 L Saf Su-1 Su1 AGNO:
C. glabrata ATCC 90030 9,7 10,1 9,7 7,2 20
S. typhimurium ATCC 14028 10,1 10,3 15,8 0 15
P. aeruginosa ATCC 27853 14,6 15,7 25,2 0 0
C. albicans ATCC 90028 16,3 20,2 14,7 0 20
S. dysenteriae ATCC 11835 0 0 0 0 10
Klebsiella spp. 15,1 14,7 0 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 0 0 0 15
P.vulgaris ATCC 29905 10,3 10,4 9,8 0 5
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 5
S. boydii ATCC MYA-796 15,4 20,1 20,1 14,8 15
L. monocytogenes ATCC 35152 9,8 0 0 0 15
K. pneumoniae ATCC 13883 0 0 15,2 0 10
C. jejuni 10,1 9,7 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 0 0 0 0
C .tropicalis M 007 24,6 20,1 20,3 0 30
A. hydrophila ATCC 7966 15,3 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 15,1 15,2 0 0 5
B. subtilis ATCC 6633 0 15,1 0 0 15
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Tablo 4.2. M. officinalis'in yaprak ekstraktt +1mM AgNOjs’den sentezlenen AgNP ‘nin
Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakly Ekstrakth Ekstrakly Ekstraktl
Metanol- K.  Saf

1mM AgNO; Aseton-2 5 Saf Su-2 Su2 AGNO:
C. glabrata ATCC 90030 10,3 9,7 9,9 6,9 20
S. typhimurium ATCC 14028 10,2 10,1 16,1 0 15
P. aeruginosa ATCC 27853 15,2 16,4 25,1 0 0
C. albicans ATCC 90028 16,2 20,1 15,2 0 20
S. dysenteriae ATCC 11835 0 0 0 0 10
Klebsiella spp. 15,2 14,9 0 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 0 0 0 15
P.vulgaris ATCC 29905 10,1 9,9 9,9 0 5
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 5
S. boydii ATCC MYA-796 14,9 20,4 20,1 14,9 15
L.monocytogenes ATCC 35152 9,9 0 0 0 15
K. pneumoniae ATCC 13883 0 0 14,9 0 10
C. jejuni 9,7 9,9 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 0 0 0 0
C .tropicalis M 007 25,2 19,8 19,9 0 30
A. hydrophila ATCC 7966 14,8 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 14,7 14,9 0 0 5
B. subtilis ATCC 6633 0 15,3 0 0 15

22



Tablo 4.3. M. officinalis'in yaprak ekstraktt +1mM AgNOjs’den sentezlenen AgNP ‘nin

Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakth Ekstraktli | Ekstraktl Ekstrakth
K. Saf Su-

1mM AgNO; Aseton-3 Metanol-3 | Saf Su-3 3 AGNO:
C. glabrata ATCC 90030 10 10,2 10,4 6,9 20
S. typhimurium ATCC 14028 9,7 9,6 16,1 0 15
P. aeruginosa ATCC 27853 15,2 15,9 24,7 0 0
C. albicans ATCC 90028 15,5 19,7 15,1 0 20
S. dysenteriae ATCC 11835 0 0 0 0 10
Klebsiella spp. 14,7 15,4 0 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 0 0 0 15
P.vulgaris ATCC 29905 9,6 9,7 10,3 0 5
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 5
S. boydii ATCC MYA-796 14,7 19,5 19,8 15,3 15
L. monocytogenes ATCC 35152 10,3 0 0 0 15
K. pneumoniae ATCC 13883 0 0 14,9 0 10
C. jejuni 10,2 10,4 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 0 0 0 0
C .tropicalis M 007 25,2 20,1 19,8 0 30
A. hydrophila ATCC 7966 14,9 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 15,2 14,9 0 0 5
B. subtilis ATCC 6633 0 14,7 0 0 15
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Tablo 4.4. M. officinalis'in yaprak ekstrakti +2mM AgNOs’den sentezlenen AgNP’nin
Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakls Ekstrakth Ekstrakly Ekstraktl
Metanol- K.  Saf| AgNO;

2mM AGNO; Aseton-1 L Saf Su-1 Su1

C. glabrata ATCC 90030 14,7 20,1 14,7 20,2 20
S. typhimurium ATCC 14028 151 15,3 9,8 15,2 15
P. aeruginosa ATCC 27853 9,7 14,7 0 0 0
C. albicans ATCC 90028 20,1 20,2 20,1 20,1 20
S. dysenteriae ATCC 11835 9,7 5,2 15,1 0 10
Klebsiella spp. 9,8 9,7 9,8 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 15,1 10,1 9,8 15
P.vulgaris ATCC 29905 10,3 10,4 9,8 0 5
E. coli ATCC 25922 9,7 51 9,8 5,2 5
S. boydii ATCC MYA-796 10,1 15,4 15,1 14,8 15
L. monocytogenes ATCC 35152 0 20,1 20,2 14,7 15
K. pneumoniae ATCC 13883 10,1 9,7 9,7 0 10
C. jejuni 0 0 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 15,1 9,8 10,3 0
C .tropicalis M 007 29,6 30,1 30,3 30,3 30
A. hydrophila ATCC 7966 0 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 53 0 4,8 53 5
B. subtilis ATCC 6633 15,3 9,6 14,7 0 15
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Tablo 4.5. M. officinalis'in yaprak ekstraktt +2mM AgNOjs’den sentezlenen AgNP ‘nin
Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakil Ekstrakth Ekstrakly Ekstraktl
Metanol- K.  Saf| AgNO;

2mM AGNO; Aseton-2 5 Saf Su-2 Su2

C. glabrata ATCC 90030 15,3 19,7 14,9 19,9 20
S. typhimurium ATCC 14028 15,2 15,1 10,1 15,1 15
P. aeruginosa ATCC 27853 9,9 15,4 0 0 0
C. albicans ATCC 90028 19,7 20,1 20,1 19,7 20
S. dysenteriae ATCC 11835 9,9 4,7 15,3 0 10
Klebsiella spp. 10,1 9,9 9,9 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 14,7 9,8 9,9 15
P.vulgaris ATCC 29905 10,1 9,9 9,9 0 5
E. coli ATCC 25922 9,9 5,2 10,1 4,6 5
S. boydii ATCC MYA-796 9,7 14,9 14,7 14,9 15
L. monocytogenes ATCC 35152 |0 19,7 20,1 15,4 15
K. pneumoniae ATCC 13883 9,7 9,9 9,9 0 10
C. jejuni 0 0 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 14,7 9,9 10,1 0
C .tropicalis M 007 29,8 30,1 29,6 30,2 30
A. hydrophila ATCC 7966 0 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 4,6 0 4,9 5,2 5
B. subtilis ATCC 6633 15,1 9,9 15,3 0 15
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Tablo 4.6. M. officinalis'in yaprak ekstraktt +1mM AgNOjs’den sentezlenen AgNP ‘nin
Zon gaplar1 (mm) Antimikrobiyal Aktivitesi

Ekstrakly Ekstrakth Ekstraktls Ekstraktl
Metanol- K.  Saf| AgNO;

2mM AGNO; Aseton-3 3 Saf Su-3 Su3

C. glabrata ATCC 90030 15 20,2 15,4 19,9 20
S. typhimurium ATCC 14028 14,7 14,6 10,1 14,7 15
P. aeruginosa ATCC 27853 10,4 14,9 0 0 0
C. albicans ATCC 90028 20,2 19,7 19,8 20,2 20
S. dysenteriae ATCC 11835 10,4 51 14,7 0 10
Klebsiella spp. 10,1 10,4 10,3 0 0
S. aureus ATCC 85923 0 15,2 10,1 10,3 15
P.vulgaris ATCC 29905 9,6 9,7 10,3 0 5
E. coli ATCC 25922 10,4 4,7 10,1 5,2 5
S. boydii ATCC MYA-796 10,2 14,7 15,2 15,3 15
L. monocytogenes ATCC 35152 0 20,2 19,7 14,9 15
K. pneumoniae ATCC 13883 10,2 10,4 10,4 0 10
C. jejuni 0 0 0 0 0
P. mirabilis ATCC 29906 0 15,2 10,3 9,6 0
C .tropicalis M 007 30,6 29,8 30,1 29,5 30
A. hydrophila ATCC 7966 0 0 0 0 0
S. epidermidis ATCC 12228 51 0 53 4,5 5
B. subtilis ATCC 6633 14,6 10,5 15 0 15
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Tablo 4.7. Calismada kullanilan mikroorganizmalar iizerinde kullanilan farkli 1mM

AgNO; ¢ozeltilerinin istatistiksel sonuglari

1mM AgNOs;

UYGULAMALAR p degeri
Ekstraktli Aseton-1 0,11
Ekstraktli Aseton-2 0,09
Ekstraktli Aseton-3 0,091
Ekstraktli Metanol-1 0,365
Ekstraktli Metanol-2 0,397
Ekstraktli Metanol-3 0,362
Ekstrakth Saf Su-1 0,675
Ekstrakth Saf Su-2 0,68
Ekstraktli Saf Su-3 0,671
Ekstraktli K. Saf Su-1 0,763
Ekstrakthi K. Saf Su-2 0,772
Ekstraktli K. Saf Su-3 0,777

IBM SPSS 25 istatistiksel analiz programimda One-Way Anova yontemiyle analize gore p

degeri 0,05’den kiiclikse istatistiksel olarak anlamlidir. ImM AgNOs3

M. officinalis'in

yaprak ekstrakt p degerleri 0,05'den biiylik oldugu icin giimiis nitrat uygulamalarinda

anlamli deger bulunmamaktadir.

27



Tablo 4.8:Calisgmada kullanilan mikroorganizmalar {izerinde kullanilan farkli 2 mM

AgNO; ¢ozeltilerinin istatistiksel sonuglari

2mM AgNO3
UYGULAMALAR |p degeri
Ekstraktli Aseton-1 0,009
Ekstraktli Aseton-2 0,009
Ekstraktli Aseton-3 0,007
Ekstraktli Metanol-1 | 0,003
Ekstraktl Metanol-2 | 0,002
FEkstraktl Metanol-3 | 0,003
Ekstrakth Saf Su-1 0,22
Ekstrakth Saf Su-2 0,26
Ekstraktli Saf Su-3 0,24
Ekstraktli K. Saf Su-1 | 0,002
Ekstraktli K. Saf Su-2 | 0,003

Ekstraktli K. Saf Su-3 | 0,002

IBM SPSS 25 istatistiksel analiz programinda One-Way Anova yontemiyle analize gore p
degeri 0,05’den Kkiiciikse istatistiksel olarak anlamlidir. 2mM AgNO3; M. officinalis'in

yaprak ekstraktta anlamli veri bulunmaktadir.

M. officinalis yaprak ekstrakti Aseton-1 p degeri 0,009 oldugu i¢in giimiis nitrat
uygulamasina gore anlamhidir. M. officinalis yaprak ekstrakti Aseton-2 p degeri 0,009
oldugu igin glimiis nitrat uygulamasma goére anlamlidir. M. officinalis yaprak ekstrakti
Aseton-3 p degeri 0,009 oldugu i¢in giimiis nitrat uygulamasina gére anlamlidir. M.
officinalis yaprak ekstraktt Metanol-1 p degeri 0,003 oldugu igin glimiis nitrat
uygulamasma gore anlamhidir. M. officinalis yaprak ekstrakti Metanol-2 p degeri 0,002
oldugu igin giimiis nitrat uygulamasma gore anlamhdwr. M. officinalis yaprak ekstrakti
Metanol-3 p degeri 0,003 oldugu i¢in giimiis nitrat uygulamasina gore anlamhidir. M.
officinalis yaprak ekstrakti saf su p degerleri 0,05 biiyik oldugu ic¢in glimiis nitrat
uygulamasma gore anlamli degildir. M. officinalis yaprak ekstrakti K.Saf.Su-1 p degeri

0,002 oldugu i¢in giimiis nitrat uygulamasina gore anlamlidir. M. officinalis yaprak
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ekstraktt K.Saf. Su-2 p degeri 0,003 oldugu i¢in glimiis nitrat uygulamasma gore
anlamlidir. M. officinalis yaprak ekstrakti K.Saf. Su-3 p degeri 0,002 oldugu i¢in giimiis

nitrat uygulamasina gére anlamlidir.

Tablolarda Bakteri ve bazi mayalarrin zon ¢aplart 6l¢iim sonucu gosterilmektedir. Bu
Sonuglara bakarak antimikrobiyal aktvitelerinin metanol ekstraktli, asteton ekstraktli, saf

su ekstraktl ve kaynatilmis saf su ekstratlilarda ayr1 ayr1 sonuglar1 goriilmektedir.

M.officinalis'lerin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal
aktiviteleri tablolarda zon ¢aplar1 goriildii. M. officinalis metanollu ekstraklarda daha iyi
antimiktobiyal etkileri goriildii.. C. glabrata, S. typhimurium, P. aeruginosa, C. albicans'a,
L. monocytogenes'e karsi iyi anti mikrobiyal aktivite oldugu gozlendi.Tablo 4.2' de daha

net sekilde antimikrobiyal etkileri daha net sekilde goriildii.

Sekil 4.1. ImM AgNO; P.aeruginosa (ATCC27853)'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarin P.aeruginosa
(ATCC27853) zon caplar1 metanol ekstraktinda 15 mm, aseton ekstraktinda 16 mm ve saf
su ekstraktinda 25 mm'dir. Antimikrobiyal aktivitesi Sekil 4.1'de goriilmektedir.
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Sekil 4.2.1mM AgNO; C. tropicalis MO07'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarin C. tropicalis zon
caplar1 metanollu ekstraktta 25 mm asetonlu ekstraktta 20 mm ve saf sulu ekstraktta 20

mm'dir. Antimikrobiyal aktivitesi Sekil 4.2'de gériilmektedir.

Sekil 4.3. ImM AgNO; S. epidermidis ATCC 12228 'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarin S. epidermidis'nin
zon ¢aplar1 asetonlu ekstraktta 15 mm metanollu ekstraktta 15mm'dir. Antimikrobiyal

aktivitesi Sekil 4.3'de goriilmektedir.
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Sekil 4.4. 2mM AgNO;s S. boydii ATCC MY A-796'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarn S. boydii'nin zon
caplar1 metanollu ekstrakttal5 mm asetonlu ekstraktta 10 mm saf sulu ekstraktta 15 mm
kaynatilmis saf sulu ekstraktta 15 mm AgNOs'de 15 mm'dir. Antimikrobiyal aktivitesi
Sekil 4.4'de goriilmektedir.

Sekil 4.5. 2mM AgNO; Proteus Mirabilis ATCC 29906' nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarin Proteus
Mirabilis'nin zon c¢aplar1 asetonlu eksktakta 15 mm saf sulu ekstraktta 10mm ve
kaynatilmig saf sulu ekstraktta 10 mm'dir. . Antimikrobiyal aktivitesi Sekil 4.5'de

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. 2mM AgNO; C. parapsilosis M006 'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmis saf su ile olusturulan ektraktlarm C.
parapsilosis'nin zon ¢aplar1 metanollu ekstraktinda 20 mm asetonlu ekstraktinda 15mm saf
sulu ekstraktinda 15 mm kaynatilms saf sulu ekstraktinda 20 mm ve AgNO3'de 20 mm'dir.
. Antimikrobiyal aktivitesi Sekil 4.6'da goriilmektedir.

Sekil 4.7. 2mM AgNO; L. monocytogenes ATCC 35152 'nin antimikrobiyal aktivitesi

Aseton, metanol, saf su ve kaynatilmig saf su ile olusturulan ektraktlarm L.
monocytogenes'nin zon ¢aplart metanollu ekstrakintda 20mm saf sulu ekstraktinda 20 mm
kaynatilmis saf sulu ekstraktinda 15 mm AgNOs'de 15 mm'dir. . Antimikrobiyal aktivitesi
Sekil 4.7'de goriilmektedir.

32



4.2. UV-Vis Spektrofotometre Analizi

Metanollii M. officinalis yaprak ekstraktinin 450 nm'deki Maksimum noktaya ¢iktigi Sekil

4.8'de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Metanolli M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (ImM AgNO3) giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Asetonlu M. officinalis yaprak ekstraktinin 450 nm'deki Maksimum noktaya ¢iktig1 Sekil

4.9'da goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Asetonlu M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (ImM AgNOs3) giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.
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Safsulu M. officinalis yaprak ekstraktinin 450 nm'deki Maksimum noktaya ¢iktigi Sekil
4.10'dagoriilmektedir.
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Sekil 4.10. Saf Sulu M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (1mM AgNQ3) giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Kaynatilmig Saf sulu M. officinalis yaprak ekstraktinin 450 nm'deki Maksimum noktaya

Sekil 4.11'de ¢iktig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Saf Su ile kaynatilmis M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (1mM
AgNO3) glimiis nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.
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Metanollii M. officinalis yaprak ekstraktinin 2mM AgNO; nanopartikiillerin 450 nm'deki
Maksimum noktaya ¢iktig1 Sekil 4.12'de goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Metanollii M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (2mM AgNO3)
giimiis nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari

Asetonlu M. officinalis yaprak ekstraktmin 2mM AgNOj3; nanopartikiillerin 450 nm'deki
Maksimum noktaya ¢iktig1 Sekil 4.13'de goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Asetonlu M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (2mM AgNO3) giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari
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Saf sulu M. officinalis yaprak ekstraktinin 2mM AgNOj; nanopartikiillerin 450 nm'deki
Maksimum noktaya ¢iktig1 Sekil 4.14'de goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Saf Sulu M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (2mM AgNO3) glimiis

nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari

Kaynatilmig Saf sulu M. officinalis yaprak ekstraktmin 2mM AgNO3; nanopartikiillerin
450 nm'deki Maksimum noktaya ¢iktig1 Sekil 4.15'de goriilmektdir.
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Sekil 4.15. Saf Su ile kaynatilmig M. officinalis yaprak ekstraktindan sentezlenen (2mM
AgNO3) glimiis nanopartikiillerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari
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M. officinalis'lerin UV-Visible spektroskopisi verilerine bakildiginda 450 nm'de

maksimum noktaya ulastig1 goriildi.

UV-Visible spektroskopisi saf su, metanol, aseton ve kaynatilmis safsulu M.
officinalis’lerin 1ImM ve 2mM c¢ozeltilerinde bakildi. UV-Visible spektroskopisi verilerine
bakildiginda, sekillerde M. officinalis ekstraktlarinin uv spektrofotometresin de 430 ile 500

arasinda pik noktaya ulastig1 goriilmektedir.

Molar derigimi arttik¢a pik noktasma daha erken ¢iktig1 goriilmektedir. En kisa zamanda
Aseton ¢oOzeltisi maksimum noktaya cikarken en ge¢ olarak maksimum noktaya da

kaynatilmis saf sulu ¢ozelti ¢iktig1 goriildii.
4.3. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, biyolojik molekiillere zarar vererek hastalik gelisiminde rol oynayan

oksidatif stresin azaltilmasinda biiyiik 6neme sahiptirler (Bektas ve dig., 2005).

Gilinilimiizde, antioksidan aktivite oncelikle meyve ve sebzeler gibi genel gida bitkilerinde
incelenmektedir. Bununla birlikte, son c¢alismalar, sifali bitkiler gibi diger bitki
kategorilerinin de 6nemli antioksidan etkinlige sahip oldugunu gostermektedir (Jaberian ve
dig. 2013).

Bu nedenle, gidalardaki antioksidan maddelerin ve tibbi dogal kaynaklarin arastirilmasima
ilgi artmistir. Bu nedenle, diyetteki antioksidan alimini arttrmak ve gida katki maddesi

olarak kullanilan bitkiler arasinda dogal antioksidan kaynaklar1 arasgtirmak énemlidir.

Bu ¢aligsmada antimikrobiyal, antioksidan aktivite ve fitokimyasallar i¢cin M. officinalis
bitkisi degerlendirildi. DPPH oda sicakliginda 517 nm'de karakteristik emiciligi olan mor
renkli bir serbest radikaldir. M. officinalis'in yaprak ekstraktlari, DPPH serbest radikali
iizerinde konsantrasyona bagli olarak anlamli bir etki gosterdi. Deneyde kullanilan standart
antioksidanlar ile karsilastirildiginda, ekstrakt nispeten diisik DPPH serbest radikalleri
arttrma potansiyeli gosterdi. M. officinalis ’in yaprak ekstraktlarmm bu DPPH radikal
temizleme aktivitesi, reaktif radikal tiirlerinin, duyarli biyolojik ve gida sistemlerinde
DNA, protein, ¢oklu doymamis yag asitleri ve sekerler gibi biyomolekiillere zarar

vermesini onleyebilir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. DPPH Testinde M. officinalis 'in AgNP ve metanol ekstraktinin antioksidan
aktivitesinin Absorbance Degerleri

Absorbance (nm) M. officinalis
Concentration (g/L) Askorbik Asit AgNP
12,5 0.116 1.246
25 0.034 0.887
50 0.041 0.901
100 0.035 0.215

M. officinalis'in ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin absorbans degerleri yukarida
Tablo 4.9' da verildi. Bu absorbans degerleri iyi bir antioksidan olan askorbik asit ile
karsilagtirildi. Absorbans degerleride goriildiigii gibi M. officinalis'in ekstraktlarinin

antioksidan aktivesi oldugu gosterdi.
4.4. Fitokimyasal Tayin

Fitokimyasal taramalarina gére flavonoidlerin varligin1 M. officinalis'in yaprak kisminda
sar1 bir renklenme goézlendi, M. officinalis'in karbonhidrat taranmasinda kirmizimsi bir mor
halka gozlendi. M. officinalis'in ekstraktlarinda protein taramasi sonucunda mor bir renk
elde edilmesi yaprak ekstraklarinda pozitif olarak goriildii. M. officinalis’in ekstraktlarinda
terponoidlerin kuvvetli pozitif olarak bulundu. M. officinalis'in yaprak ekstraktinda sar1 bir
¢okelti tanenlerin varhigmi gosterdi. M. officinalis'in yaprak ekstraktinda organik bir

¢okelti alkaloidlerin varligin1 gosterdi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. M. officinalis ekstraktlarinda Fitokimyal Tarama Sonuglar1

Fitokimyasallar Test Sonug
Flavonoidler Sihinoda +
Terpenoidler Salkwaski +
Saponin Frothing +
Tanin Ferric Chloride +
Karbonhidrat Molish +
Protein Biiiret +
Alkoloidler Dragendroff +

Bununla birlikte, daha yeni ¢alismalar diyet fenoliklerinin (6rnegin flavonoidler) anti-
proliferatif etki gosterebilecegini gostermektedir (Anter ve dig., 2011). Tibbi bitkilerin
anti-neoplastik ajanlarin ana kaynaklar1 olarak kabul edilmesine ragmen, artik yenilebilir
bitkilerin anti-proliferatif etkilerinin arastirilmasina olan ilgi artmaktadir (De la Rosa. ve
dig., 2014).

Oksidatif stres ile ilgili hastaliklarm tedavisi igin Peru Amazonlar: bitkiler geleneksel

olarak, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler, enflamatuar ve ndrodejeneratif hastaliklar da

kullanilmigtir (Duke ve dig.,2009; Neri ve dig., 2013).

Antioksidan  aktiviteye ek olarak birgok fenolik bilesik antikanser veya
antikarsinojenik/antimutagenik aktivitelerini daha fazla veya daha az dlglide gosterdigi
gosterilmistir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) insanda ¢ok ¢esitli hastaliklara neden
olmaktadr. Flavonoidlerin antioksidan aktivite gosterdigi ve beslenme ve sagligi
tizerindeki etkileri olduk¢a fazladir (Pourmorad ve dig. ,2006). Bazi1 galismalar fenolik
bilesiklerden zengin sifali bitkilerin antioksidan ozelliklerini tanimlamistir (Nijveldt ve

dig., 2001; Rong ve Zeyuan, 2004).
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Fitokimyasal taramanin sonuclarina gore, alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin ve tanen,
bitkide aktif bilesenlerin varhigin1 belirlendi (Tablo 4.10). M. officinalis ’de bu
fitokimyasallarin bulunmasindan dolayr antimikrobiyal ve antioksidan aktivitenin de
olabileceginin bir gostergesidir. Fenolik bilesiklerin, renk, tat, aroma ve aroma
degistirmede ve ayrica sagliga yararli etkiler saglamada kalite ve besin degerine katkida

bulunduguna inanilmaktadir.

Bu sonuglar, antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ile kimyasal kompozisyon arasinda,
antimikrobiyal ve antioksidan ajan olarak Onemli bir baglant1 olusturabilir. Gida

iriinlerindeki potansiyel koruyucu olarak da kullanilabilir

Spesifik tibbi bitkilerin bilesiklerinin tanimlanmasi, antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteye gozlenebilmesi bu bitkilerin gelecek de halk saghigi iizerinde rollerinin etkili

olacaginin bir gostergesidir.

AgNP'lerin yesil sentezi, M. officinalis yaprak, ekstrakti kullanilarak gergeklestirildi. Bu
sekilde bitki ekstrakti ile nanopartikiil sentezi, maliyet agisindan etkili, ¢evre dostu ve
kullanom1 kolay oldugu icin bilinen direngli antibiyotiklerden daha avantajlidir. Bu
nanopartikiiller, Gram pozitif bakterilere kars1 gii¢lii inhibisyon etki gosterdi. AgNP'lerin
biyomedikal 6zelliklerini gelistirmek icin sentez mekanizmasi ve antimikrobiyal aktivite

mekanizmalar1 hakkinda daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Bu ¢alisma ayrica M. officinalis ’in ekstraktlarmin fitokimyasallar1 farmasotik tiriinler igin
ana kaynak olarak hizmet edebilir, bu nedenle bitki tiirleri, ¢esitli kronik hastaliklar i¢in
terapi gorevi yapmak i¢in muazzam bir potansiyele sahip olabilir. M. officinalis'in
ekstraktlar1 antimikrobiyal ve antioksidan aktivite umut verici olup, yeni antioksidan ve

antimikrobiyal ilaclar elde etmek i¢cin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caliymada mikroorganizma olarak Kirsehir Ahi Evran Universitesi Mikrobiyoloji
Labratuarunda bulunan mikroorganizmalarindan yararlanildi. Ayrica Ankara ili Giidiil

ilgesinden toplanan M. officinalis endemik bitkisinden bu ¢alismada kullandik.

Gerek yurtdiginda gerekte Tiirkiye'de tibbi aramotik bitkilerde yapilan arasgtirma ve
calismalarda antimikrobiyal aktivite ve antioksidan aktivitite etkileri iizerinde ¢ok sayida

calismalar yapilmistir.

Bu calismada Ankara ili Giidiil ilgesinde bulunan endemik bitki olan M. officinalis'i
metanol, aseton, saf su ve kaynatilmig saf su ile ekstratlar1 hazirlandi. Patojenik
mikroorganizmalar ile antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivitesini ve on fitokimyasal

taramasini inceledik.
5.1. Giimiis Nanopartikiil Karakterizasyonu

Glimiis nanopartikiiller biyomedikal alaninda bircok uygulama bulmustur. Son yillarda
ilaca direngli mikroorganizmalarin artmasi ile klinik uygulamalarda faydali olan
antibiyotiklerin kullanimi i¢in giimiis nanopartikiillere olan ilgi gliniimiizde artmistir.
Bununla birlikte, glimiis nanopartikiil sentezi i¢in ¢evre dostu yontemler gelistirmek
gerekir. Elde edilen giimiis nanopartikiiller gosterdi ki, Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere kars1 iyi bir inhibe edici aktivite gostermektedirler (Saba Pirtarighat ve dig.,
2017).

Bitki ektrakti AgNP'lerin olusumundan sonra oziide saridan kahverengiye kadar renk
degisikligi gosterildi. 450 nm'de bulunan yiizey plazmon rezonansi Ag NP'lerin olusumunu
dogruladi. Ag NP'leri. biyosentezlenmis AgNP'ler, dogada kristallesti ortalama ¢ap 34.64
nm'dir. Gliimiis iyonlarinin biyo-azaltilmasi ve aralarindaki etkilesimler igin, Elde edilen
nanopartikiiller gosterilmistir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi iyi inhibe

edici aktivitesidir (Saba P. ve dig., 2017).

Bizim c¢alismamiz ve diger ¢alismalar gbéz Oniine alindigimda M. officinalis iyi bir
antimikrobiyal ve antioksidan 6zeligi oldugu gozlendi. M. officinalis yaprak ekstrakti
AgNOs; kullanilarak biyolojik sentezle sentezlendi. Sentezlenme sonunda grimsi bir renk

olustu.
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5.2. UV-VIS spektoskopisi

AgNP’nin M. Officinalis yaprak ekstraktinin sentezlenmesiyle iligkili bir UV-vis
spektrumunu sonuglarini goriilmistiir. M. officinalis ekstraktinin 420 nm'de bulunan bir
yiizey plazmon rezonans (SPR) bandi 1 saatlik reaksiyonda tanim landigini ve bu bantin
AgNP'lerin olusumunu dogruladigini bildirmislerdir (Alvaro de J. Ruiz-Baltazar ve dig.,
2017). .

Ayni arastrmada, 1-72 saat araliginda 430'dan 433 nm'ye kadar bir SSPR kaymasini
gozlemlemistir. Bu, olusan nanoparcaciklarin sayisina ve 1 saatlik bir reaksiyondan sonra

AgNP ‘lerin bliyiimesine veya toplanmasina baglanabilir.

Yukaridaki UV — Vis spekturumda, Ag iyonu miktarmin 1 saat de azalmasindan hemen
sonra tamamen azaldigmmi ve reaksiyonun termodinamik dengeye yakin oldugunu

gostermektedir.

UV spektrum analiz sonuglar1 Sekil 4.8 ile Sekil 4.15 arasinda goriilmektedir. AgNO; mM
artikca daha hizli siirede maksimum noktaya c¢iktig1 goézlenmektedir. Partikiil boyutu
Olciimlerinde ¢6ziicli olarak saf su, aseton, kaynatilmis safsu ve metanol kullanilmistir.
Sentezlenen nanopartiikiillerin antimikrobiyal etkileri bakterilere, derisime, ¢oziiciilere,
nanopartikiillerin  sentez  yOontemine, nanopartikiillerin yiizey alanina baghdir.

Nanopartikiiller inceleenen bakteri ve maya tiirlerini lizerinde farkli antimikrobiyal

etkidedir.

Sentezlenen nanopartikiillde genel olarak C. glabrata, C. albicans, P. aeruginosa tiirlerine
kars1 daha etkili olmustir. AgNOs derisimi artikca antimikrobiyal etkisinin artig1
goriilmiistiir. Yapilan c¢aligmada sentezlenen AgNO; antimikrobiyal etki gosterdigi

gorilmiistir.

Litaratiir taramalarinda g6z oniine alindiginda M. officinalis ile ilgili ¢alismalarda Alvaro
de Jests ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, M. officinalis ekstrakti kullanilarak
AgNP sentezlenerek ¢alismada E. coli ve S. aureus antimikrobiyal aktivitesine bakilmigtir
(Alvaro de J. Ruiz-Baltazar ve dig., 2017).

Pirtarighat ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada M. officinalis ekstrakti kullaninlarak
AgNO;3; ile sentezlenip antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Yapilan bu calismada M.

officinalis bitki ekstrakt1 kullanilarak AgNP'lerin biyosentezini degerlendirmek i¢in, Bitki
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ekstrakt1 kullanilarak Ag NP'lerin biyosentezi yapilmistir ve Ag'nin olusumu UV-Goriiniir
spektroskopisi, X-1sin1 kirinimi (XRD), Alan Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu ile
onaylanan NP'ler (FESEM) ve Dinamik Isik Sa¢ilimi1 (DLS) da test edilmistir. Adsorbe
edilen bilesiklerin fonksiyonel gruplar1t AgNP'leri, Fourier Transform Infrared Spectroscop
(FTIR) ¢aligmalar1 kullanilarak tanimlanmigtir. Antimikrobiyal AgNP'lerin aktivitesi, agar

disk diflizyon metodu ile arastirilmistir.

Bitki ektrakti AgNP'lerin olusumundan sonra Oziide saridan kahverengiye kadar renk
degisikligi gosterilmistir. 450 nm'de bulunan ylizey Plazmon rezonansi, AgNP'lerin

olusumunu dogrulad:.
5.3. Antimikrobiyal Aktivite

M. officinalis 'in yaprak ekstraktindan sentezlenen Ag NP’nin antimikrobiyal aktivitesi tez
calismasinda tespit edilmis olan bilimsel veriler, IBM SPSS 25 istatistiksel analiz
programinda One-Way Anova yontemiyle analiz edilmistir. IBM SPSS 25 istatistiksel
analiz programimda One-Way Anova yontemiyle analize gore p degeri 0,05’den kiiclikse
istatistiksel olarak anlamlidir. Tablo 4.1 ile Tablo 4.6 arasinda goriilmektedir. Tablo 4.7 ve
Tablo 4.8 istatistiksel analiz sonucu p degerleri verildi. Bu p degerine bakilarak
antimikrobiyal olarak anlamli oldugu sonucuna varildi. Bakterilerin kaynatilmis saf su,
metanol, aseton ve saf su ile AgNO; varliginda ile bitki yaprak ekstraktinin agar kuyu
difizyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal aktivitesi P.aeruginosa, C.albicans,
C.glabrata, S.boydii, P.vulgaris, S typhimurium, C.tropicalis, 10-30 mm en genis

inhibisyon zon ¢ap1 goriilmektedir.

Antimikrobiyaller viriis hari¢ mikroorganizmalar1 6ldiiren veya onlarin biiylimelerini
engelleyen maddelerdir. Insanlarda goriilen hastaliklarm (tiiberkiiloz, bakteriyel menenjit)

tedavisinde yaygin olarak kullanilir, hayati riskin azaltimasinda kullanilir.

M. officinalis’den sentezlenen AgNP’iin S. aureus ve E. coli'ye karst 6nemli inhibe edici

aktiviteye gosterdigi bildirilmistir (Alvaro de J Ruiz-Baltazar ve dig., 2017).

Yapilan ¢aligmada AgNO3z 6nemli kullanim alanina sahiptir. Gilimiisiin antimikrobiyal
madde olarak Onemli avantajlar1 bulunmaktadir. Avantajlar1 glimiisiin ¢ok genis
spektrumlu bir antibiyotik olmasi ve giimiise karsi bakteri direncinin neredeyse hig

bulunmamasi ve daha oOnce belirtildigi tizere diisiik derisimde canlilar igin toksik
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olmamasidir (Rai ve dig., 2009). Biyolojik organizmalar kullanilarak nanopartikiil
sentezlenmesi biyolojik sentez tanimina girmektedir. Biyolojik sentez diger sentezlere
bakildiginda ekomomik, gevre dostu, hizli ve giivenli bir yontemdir. Bu yontem bitkiler
icin onemli bir yerdir. Bakteriyel enfeksiyon hastaliklar1 insan sagligini tehdit eden diinya
capinda bir sorundur. Enfeksiyonlarin artmasi, bakterilerin belli siire sonra antibiyotiklere
diren¢ kazanmasi, yeni bakteriyel mutasyonlarin olusmasi, az geligmis iilkelerde uygun as1
eksikligi kiiresel olarak saglik tehdidine sebep olmaktadir. AgNOj; gibi nanopartikiiller

alternatif ajan olarak kullanila bilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda M. officinalis ekstraktlarmna AgNOs ile sentezlenmistir. Sentezlenen
nanopartikiillerin UV Spektrum Analizi, antimikrobiyal aktivitesine, antioksidan
aktivitesine bakildi. Coziicli olarak saf su, aseton, kaynatilmis saf su ve metanol kulanildi.
Sentezlenen nanopartikiillerin antimikrobiyal etkileri arastirildi. Antimikrobiyal aktivite

testinde bakteriler i¢in siv1 besi yeri olarak Tryptic Soy Broth (TSB) kullanildi.

M. officinalis yaprak ekstrakti AgNOj; kullanilarak biyolojik sentezle sentezlendi.
Sentezlenme Ssonunda grimsi bir renk olustu. UV spektrum analiz sonuglari sekilerde
goriilmektedir. AgNO; mM artik¢a daha hizli siirede maksimum noktaya ¢iktigi

gozlenmektedir.

Partikiil boyutu Ol¢timlerinde ¢6ziicli olarak saf su, aseton, kaynatilmis saf su ve metanol
kullanildi. Sentezlenen nanopartiikiillerin antimikrobiyal etkileri bakterilere, derisime,
coziiciilere, nanopartikiillerin sentez yontemine, nanopartikiillerin ylizey alanina baghdir.
Nanopartikiiller incelenen bakteri ve maya tiirlerini {izerinde farkli antimikrobiyal

etkidedir.

Sentezlenen nanopartikiillde genel olarak Candida glabrata, Candida albicans,
P.aeruginosa tiirlerine karst daha etkili oldu. AgNO; derisimi artikga antimikrobiyal
etkisinin artig1 gorilldic Yapilan g¢aligmada sentezlenen AgNOs; antimikrobiyal etki

gosterdigi goriildii.

Alvaro de Jests Ruiz-Baltazar ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢ahismada M. officinalis
ekstrakti kullanilarak AgNO; ile sentezlenip antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Yapilan bu c¢aligmada E. coli ve S. aureus antimikrobiyal aktivitesine bakilmistir.
AgNP’nin yesil metodolojilerden edindigi potansiyel bir ara¢ artan antibiyotik direnci ile

miicadele etmektir (Alvaro de J. ve dig., 2017)
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Alvaro de Jests Ruiz-Baltazar ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada M. officinalis
ekstrakt1 Yesil sentez yolu, M. officinalis'in indirgeyici ajan olarak kullanilmasma dayanr.
Oda sicakliginda sulu ¢ozelti i¢inde glimiis iyonlar1 tamamlayici, giimiis antimikrobiyal
etkinligi ~ Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'ye Kkarsi nanopartikiiller
dogrulanmistir. Giimiis nanopartikiiller elde edilen transmisyon elektron mikroskobu, X
1sm1 kirmimi, UV-vis, Raman ile karakterize edilmistir. FT-IR spektroskopisi G6zlenen
sonuglar M. officinalis kullanarak gergeklestirilmesinin miimkiin oldugunu gostermistir

(Alvaro de Jesus Ruiz-Baltazar ve dig., 2017).
5.4. Antioksidan Aktivite

Bu c¢aligmada antioksidan aktivite igin M. officinalis sifali bitkisi degerlendirildi.
Glinlimiizde, antioksidan aktivite oncelikle meyve ve sebzeler gibi genel gida bitkilerinde
incelenmektedir. Bununla birlikte son c¢alismalar, sifali bitkiler gibi diger bitki
kategorilerinin de 6nemli antioksidan etkinlige sahip oldugunu gostermektedir (Jaberian ve

ark., 2013).

Gidalardaki antioksidan maddelerin ve tibbi dogal kaynaklarm arastirilmasina ilgi
artmistir. Bu nedenle, diyetteki antioksidan alimmi arttrmak ve gida katki maddesi olarak
kullanilan bitkiler arasinda dogal antioksidan kaynaklar1 arastirmak onemlidir. DPPH
serbest radikali oda sicakliginda 517 nm'de karakteristik emiciligi olan mor renkli bir

serbest radikaldir.

M officinalis’in yaprak ekstraktlari, DPPH serbest radikali tizerinde konsantrasyona bagli
olarak anlamli bir etki gostermistir. Deneyde kullanilan standart antioksidanlar ile
karsilastirildiginda, ekstrakt nispeten diisiik DPPH serbest radikalleri arttirma potansiyeli

gostermistir.
5.5. Fitokimyasal Tayin

Fenolik maddeler antioksidan aktivitesi gosterdikleri i¢in Onemli bir bilesiktir. Primer
antioksidantlar, serbest radikalleri daha kararli olan {iriinlere c¢evirir ve oksidasyonu
geciktirirler veya inhibe eder. Biuret testine gore, M. officinalis’in ekstraktina bazik bakir
stilfat ¢ozeltisi ilave edilerek pembemsi mor renk olusarak molekiilerdeki peptit bagini

gozlemledik.
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Protein icerigi Bradford metoduna gore asidik bir boya olan Coomassie-Brillant Blue
(CBB) G-250 soliisyonu kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiilerek M. officinalis L.
subsp. officinalis“in protein igerigi 230 g/mL olarak tespit edildi.

M.. officinalis“in ekstraktina Biuret testine gore bazik bakir siilfat ¢ozeltisi ilave edilerek

pembemsi mor renk olusarak molekiilerdeki peptit bagmi gdzlendi.

Molisch  Testi, Avusturyali botanik¢i Hans Molisch'ten sonra adlandirilan,
karbonhidratlarmm varli§1 icin, karbonhidratin siilfiirik asit veya hidroklorik asit ile
dehidrasyonuna dayanarak, bir fenoliin iki molekiilii ile yogunlasan bir aldehit {iretmek
tizere adlandirilmasina dayanan hassas bir kimyasal testtir. Molisch Testi, M. officinalis L.
subsp. officinalis’in ekstraktina Molisch reaktifi ekleyerek bir yandan da H,SO, ekleyerek

karbonhidrat varhigmi gézlendi.

Dragendorff reaktifi bir test 6rnegindeki alkaloitleri tespit etmek icin bir renk reaktifidir.
Alkaloidler, numune ¢ozeltisinde mevcutsa, Dragendorff reaktifi ile reaksiyona girecek ve
turuncu veya turuncu-kirmizi bir ¢okelti tiretecektir. Dragendroff testi, M. officinalis L.
subsp. officinalis’in ekstraktmna Dragendroff reaktifi ve HCI ekleyerek organik ¢okelti

olustururarak alkaloid varhigini gozlendi.

Salkowsi testi, Bir steroid ve alkol birlesimi olan kolesteroliin niteleyici olarak tayin
edilmesidir. Yontem, kolesteroliin, siilfiirik asit (HoSO,4) gibi kuvvetli ve derisik asitlerle
muamele edildiginde oksitlenmesi esasma dayanmaktadir. Oksitlenen kolesterol kiraz
kirmizis1 bir renk olusturur. Salkowsi testi, M. officinalis L. subsp. officinalis’in

ekstraktindaki flavonoid, tannin, terpenoid ve saponin varliklarmi gézlendi.

Bu tez ¢alismasinda M. officinalis ekstraktlarina AgNOs ile sentezlenen nanopartikiillerin
UV-vis spektrum analizi, antimikrobiyal aktivitesine ve antioksidan aktivitesi incelendi.

(Coziicii olarak saf su, aseton, kaynatilmig saf su ve metanol kullanildi.

Alvaro de Jestis Ruiz-Baltazar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada M. officinalis

ekstrakti Yesil sentez yolu, M. officinalis'in indirgeyici ajan olarak kullanilmasina dayanur.

Fenoloik madde bitkiler i¢in renk ve tat olusmasinda 6nemli bir bilesiktir (Bradford ve
dig., 1976). Koyu renkli sebze ve meyvelerde karotenoidler, antosiyaninler ve flavonoidler
fenoilk maddelerdir. Bununla birlikte renk olusumunda da goérevlidir (Maisuthisakul ve

dig.2007).
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Fenolik maddeler antioksidan aktivitesi gosterdikleri i¢in 6nemli bir bilesiktir. Primer
antioksidantlar, serbest radikalleri daha kararli olan {iriinlere c¢evirir ve oksidasyonu
geciktirirler veya inhibe eder. Biuret testine gore, M. officinalis L. subsp. officinalis’in
kstraktina bazik bakir siilfat ¢ozeltisi ilave edilerek pembemsi mor renk olusarak peptit

bagini gozlemledik.

Calismamiz ve diger ¢alismalar g6z oniine alindiginda M. officinalis iyi bir antimikrobiyal

aktivitesi ve antioksidan 6zelligi oldugu gozlendi.

Bakteriyel enfeksiyon hastaliklar1 halk saghgmi tehdit eden 6nemli bir sorundur. Son
zamanlarda, bakterilerin antibiyotiklere direng¢ kazanmasi, yeni bakteriyel mutasyonlarin
olusmasi, az gelismis lilkelerde uygun as1 eksikligi nedeni ile enfeksiyon hastaliklarinda
tehlikeli bir durumu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle, direngli bakterilere karsi yeni
antibiyotiklere ihtiyag duyulmasi nanoteknolojik gelismelerde Onemli olan bitki
ekstraktlar1 kullanilarak elde edilen giimiis nanopartikiillerin (AgNP) sentezlenmesi ile

saglik alaninda yeni bir ¢i181r acilacaktir.
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