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Abstract: Lemon grass (Melissa officinalis L.) is a species used as a medicinal and aromatic plant, marketed on the domestic 
market and also exported. Lemon grass has many uses in the pharmaceutical, perfumery, cosmetics and food industries. The 
prominence of M. officinalis is due to the essential oils found in citronelal and citral. In addition to these two components, 
compounds such as linalool, geraniol, ά-pinene and terpinene are contained at a lower rate. Callus cultures and cell suspension 

cultures are in vitro propagation pathways for medical and aromatic plants. It is possible to obtain metabolites of plant secondary 
in the same quality and in high quantity. In this study, total phenolic substances and flavanoid amounts of calli produced in vitro 
were determined. M. officinalis nodes were used as explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator 
combinations for callus formation in Murashige Skoog medium. The highest phenolic substance content was determined from 1523 
mg / g to 1.5 mg / L 2,4-D + 0.5 mg / L BAP-induced callus. 1.356 mg / g and the lowest phenolic substance was found in cultured 
calli containing 2 mg / L 2,4-D + 0.5 mg / L BAP. In the culture medium with the highest amount of flavanoid (4.392 mg / g), there 
is a plant growth regulator of 2 mg / L 2,4-D + 1 mg / L PIC + 0.5 mg / L KIN.. 

Keywords: Melissa officinalis L., phenolic compound, flavanoid, antioxidant, callus. 

Farklı bitki büyüme düzenleyicilerle stimule edilen limon otu (Melissa officinalis L.) kallus 

kültürlerindeki toplam fenolik bileşikler ve flavanoidlerin belirlenmesi 

Özet: Limon otu (Melissa officinalis L.), tıbbi ve aromatik bir bitki olarak kullanılan türlerden olup, iç piyasada pazarlanmakta ve 

ihracatı yapılmaktadır. Limon otu eczacılık, parfümeri, kozmetik ve gıda sanayinde çok sayıda kullanım alanına sahiptir. M. 
officinalis’in önemi içerisinde bulunan uçucu yağlar olan citronelal ve citral ’den kaynaklanmaktadır. Bu iki bileşenin yanında daha 
düşük oranlarda linalool, geraniol, ά-pinen, terpinen gibi bileşikler içermektedir. Kallus kültürleri ve hücre süspansiyon kültürleri 
tıbbi ve aromatik bitkilerin in vitro çoğaltım yollarıdır. Bu sayede aynı kalitede ve yüksek miktarda bitki sekonder metaboli tlerini 
elde etmek mümkündür. Bu çalışmada in vitro olarak üretilen kallusların toplam fenolik madde ve flavanoid miktarları 
belirlenmiştir. Eksplant kaynağı olarak M. Officinalis nodları kullanılmıştır. Nodlar Murashige Skoog besiyerinde kallus oluşumu 
için farklı bitki büyüme düzenleyici kombinasyonları ile teşvik edilmiştir. En yüksek fenolik madde miktarı 1523 mg/g ile 1.5 
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile teşvik edilen kallusta tespit edilmiştir. 1.356 mg/g ile en düşük fenolik madde ise 2 mg/L 2,4-D + 

0.5 mg/L BAP içeren kültür ortamındaki kalluslarda görülmüştür. Flavanoid miktarının en yüksek olduğu (4.392  mg/g)  kallusun 
bulunduğu kültür ortamında ise bitki büyüme düzenleyicisi olarak 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PİC + 0.5 mg/L KİN bulunmaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis L., fenolik bileşik, flavanoid, antioksidan, kallus. 
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1.Giriş 

Tıbbi ve aromatik bitkilerin insan sağlığı ,üzerinde çok 
önemli etkileri olduğu bilinmektedir. Bu bitkiler ilk 

çağlardan beri şifa kaynağı olarak kullanılmaktadır. 

Türkiye’de bulunan 9000 civarındaki bitki türünün bunların 

yaklaşık bin kadarı tıbbi ve aromatik bitki olarak kabul 

edilmaktedir (Arslan ve ark., 2002). Bu tıbbi aromatik 

bitkilerden biri de Melissa officinalis’tir. İnsanlar tarafından  

uzun yıllardır tedavi amacıyla kullanılan bu bitki üzerinde 

yapılan in vitro, in vivo ve klinik çalışmalar, M. officinalis 
bitkisinin terapötik etkisinin esas olarak salgı tüylerindeki 

uçucu yağdan kaynaklandığını ve bu uçucu yağın çeşitli 

biyolojik aktivitelere sahip olduğunu göstermiştir.  

M. officinalis bitkisinin uçucu yağının antiviral, 

antibakteriyel ve antispazmodik bir etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir (Farahani ve ark., 2009). Bitkinin uçucu yağı 
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iyi bilinen bir antimikrobiyal maddedir ve hafif antidepresif 

ve antispazmolitik özellikleri de bildirilmiştir (Basta vd., 

2005; Hussain ve ark., 2011; Vitullo ve ark., 2011;). Ayrıca 

Melissa officinalis’ in antioksidatif (Spiridon ve ark., 2011), 

antiinflamatuar, ağrı dindirici (Birdane ve ark., 2007), 

antidiabetik (Chung ve ark., 2010) ve gastrointestinal 

hastalıklardaki tedavi edici etkileri de (Beloued, 2009) 

yapılan araştırmalarla gösterilmiştir.  

M. officinalis üzerindeki fitokimyasal araştırmalarla, 

terpenler (monoterpenler, seskiterpenler ve triterpenler) ve 

fenolik bileşikler (fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler) 
de dahil olmak üzere çeşitli fitokimyasal maddelerin 

varlığını ve miktarları belirlenmiştir (Allahverdiyev ve ark., 

2004; Moradkhani ve ark., 2010). M.officinalis'in ana aktif 

bileşenleri uçucu bileşikler (örneğin geranial, neral, 

sitronelal ve geraniol), triterpenler (örneğin ursolik asit ve 

oleanolik asit) ve fenoliklerdir (örneğin cis ve trans-RA 

izomerleri, kafeik asit türevleri, luteolin, naringin ve 

hesperidin) (Argyropoulos ve Müller, 2014; Awad ve ark., 

2009). Bu bitkideki uçucu yağ oranı, %0.02 - %0.30 

arasında değişmekte olup bu oran Lamiaceae ailesinin diğer 

üyeleriyle karşılaştırıldığında oldukça düşüktür. Bu 
sebeple, uçucu yağın üretim maliyeti ve fiyatı piyasada çok 

yüksektir. Uçucu yağın temel bileşenleri, yağ içeriğinin 

yaklaşık %96'sını sitral (geranial ve neral), sitronelal, 

linalool, geraniol, β-pinen, α-pinen, β-karyofilen ve β-

karyofilen oksit oluşturmaktadır (Sarı ve Ceylan, 2002; 

Saglam ve ark., 2004). 

Çalışmamızın amacı, M. officinalis bitkisi nodlarını farklı 

bitki büyüme düzenleyicileriyle (BBD) uyararak, 

geliştirilen kallusların toplam fenolik ve toplam flavonoid 

kapasitesini belirlemektir. 

2. Materyal ve Metot  

Araştırmamızda, M. officinalis bitkisinin saksıda yetiştirilen 

fideleri kullanılmıştır. Fidelerin kurumaması için kültüre 

alınacakları gün yıpratılmadan toplanmıştır. Çalışmada 

kullanılan M. officinalis fideleri musluk suyuyla 

yıkandıktan sonra, eksplant kaynağı olarak kullanılacak 

olan nod kısımları bisturiyle alınmış ve %70 lik etil alkolde 

yavaşça karıştırılarak 30 saniye süreyle yüzey 

sterilizasyonu işlemine tabi tutulmuştur. Etil alkoldenden 

çıkarılan eksplantlar 3 defa steril saf suda yıkandıktan sonra  

5 dakika da %50 lik ticari sodyum hipokloritte (NaOHCI)  

bekletilmiştir. Sodyum hipoklorit olarak ticari çamaşır suyu 

(Ace) kullanılmıştır. Eksplantların yüzey sterilizasyonu 
bittikten sonra çamaşır suyunun uzaklaştırılması için 3 kez 

steril saf sudan geçirilmiştir.  

2.1. Kallus Oluşumu 

Çalışmada bitki doku kültüründe en yaygın olarak 

kullanılan MS ortamı kullanılmıştır (Murashige ve Skoog, 

1962). Besiyerleri hazırlamasında 4.4 g/L MS, 30 g/L 

sakkaroz olacak şekilde tartılıp, çalkalayıcı yardımıyla 

çözünmesi sağlanmıştır. Çözünen besiyerleri pH değeri 5.7-

5.8 şekilde ayarlanmış ve katılaşması için 8 g/L plant agar   

eklenmiştir. Tablo 2.1 ‘de görüldüğü gibi 12 farklı BBD 

kombinasyonu içeren  besiyerleri her bir kombinasyonda 5 

paralel olacak şekilde (12×5= 60 petri besiyeri) 

hazırlanmıştır. 

Çalışmada MS ortamında 2,4-Diklorofenoksiasetik asit 

(2,4-D), Indol Asetik Asit (IAA), Kinetin (KIN) ve 

Picloram (PIC), 6-Benzylaminopürin (BAP) BBD’ lerinin 

çeşitli konsantrasyon ve kombinasyonları kullanılmıştır 

(Tablo 2.1.). 

Ekimi gerçekleşen bitkiler ±22 oC de, 2500 lux floresan ışık 

altında, 16 saat aydınlık/ 8 saat karanlık şartlarda iklim 

odalarında bekletilerek, günlük olarak kallus gelişimi 

gözlenmiştir. Bu arada kontamine olan kültür kapları kültür 
ortamından uzaklaştırılıp, otoklavda steril edilmiştir.  

Tablo 2.1:Bitki büyüme düzenleyicilerin yoğunlukları. 

Besiyeri 

ortamı 

2,4-D 

(mg/L) 

IAA 

(mg/L) 

BAP 

(mg/L) 

KIN 

(mg/L) 

PIC 

(mg/L) 

1 1 1 0.5 - - 

2 1.5 1 0.5 - - 

3 2 1 0.5 - - 

4 1 - 0.5 - - 

5 1.5 - 0.5 - - 

6 2 - 0.5 - - 

7 1 - - 1 0.5 

8 1.5 - - 1 0.5 

9 2 - - 1 0.5 

10 - - 0.5 - 1 

11 - - 0.5 - 1.5 

12 - - 0.5 - 2 

 

2.2. Kallus Ekstraksiyonu 

Besiyerinde yetiştirilen M. officinalis kallusları pens 

yardımıyla dikkatli bir şekilde petriden alınmıştır. 
Uygulanan bitki büyüme düzenleyicilere göre ayrılan  

kalluslar saf sudan geçirilerek 50 oC etüvde kurumaya 

bırakılmıştır. Kuruyan kalluslar hassas teraziyle 0.1 gram 

olacak şekilde tartılmış ve falkonlara aktarılmıştır. 

Kallusların üzerine 4 ml % 99.9 luk etanol  pipetle eklenmiş 

ve falkonların etrafı parafimle sarılmıştır. Çözeltinin 

özdeşleşebilmesi için 72 saat buzdolabında saklanmıştır. 

Zamanı dolan çözeltiler blender yardımıyla 1-2 dk kadar 

parçalanmıştır. Daha sonra bu çözeltiler huniye yerleştirilen 

Whatman filtre kağıtıyla süzülmüş ve madde tayininde 

kullanılacak ekstraktlar elde edilmiştir.   
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2.3. Toplam Fenolik Madde Analizi 

Toplam fenolik madde analizi Singleton ve Rossi 

(1965)’nin uyguladığı Folin-Ciocalteu metoduna göre 

yapılmıştır. Bu yönteme göre, 300 µl M. officinalis kallus 

ekstresi ve 1.5 ml 2 N ‘lik Folin-Ciocalteu reaktifi cam 

tüplerde karıştırılmıştır. Bu karışım 1-2 dakika 

bekletildikten sonra %7.5 ’lik sodyum karbonat 

çözeltisinden 1.2 ml eklenip, vortekste karıştırılmış ve 25 

°C de karanlıkta 90 dk bekletildikten sonra UV-VİS 

spektrofotometrede 765 nm de absorbans köre (su) karşı 

ölçülmüştür. Toplam fenol içeriği gallik asit kalibrasyon 
eğrisinden yararlanılarak gallik asit eşdeğeri olarak 

verilmiştir. Kalibrasyon eğrisi gallik asidin 5 farklı  

konsantrasyonlarına (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) karşı 

hesaplanan absorbans değerleriyle okunmuştur. Gallik asit 

kalibrasyon eğrisinden elde edilen y= 0,0471x + 0,0405 

formülüne göre sonuçlar hesaplanmıştır. 

2.4. Toplam Flavonoid Analizi 

Flavonoid içeriğinin saptanmasında metanolik form 

kullanılmıştır (Lamaison ve ark., 1990). Bu analiz için bitki 

ekstresinden 1 ml ve 1 ml %2 ‘lik AlCI3 çözeltisi 

karıştırılmıştır. Tepkime karışımı 10 dakika oda 
sıcaklığında inkübe edilmiştir. Örneklerin absorbansları 394 

nm dalga boyunda UV-VİS spektrofotometrede, kontrol 

örnek %2 lik AlCI3 ‘e karşı okunmuştur. Flavonoid derişimi 

kuersetinin kalibrasyon eğrisi ile karşılaştırılarak 

hesaplanmıştır. Kalibrasyon eğrisi kuersetinin 5 farklı  

konsantrasyonlarına (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) karşı 

hesaplanan absorbans değerleriyle okunmuştur. Kuersetinin 

kalibrasyon eğrisinden elde edilen sonuçlar mg kuersetin 

eşdeğer / g ekstre şeklinde ifade edilmiştir. Elde edilen 

grafik denklemi y = 0,0029x -0,1044 olarak bulunmuştur 

3. Sonuçlar 

Bu çalışmada M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus 

ekstrelerinin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid 

verileri hesaplanmıştır.  

3.1. Toplam Fenolik Madde Analizi 

M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus ekstrelerinin 

toplam fenolik madde içeriği analiz edilmiştir. Sonuçlar 

gallik asit kalibrasyon eğrisine göre mg gallik asit eşdeğer / 

g ekstre şeklinde ifade edilmiştir (Tablo 3.1.1). 

M. officinalis eksplantlarından 12 farklı bitki büyüme 

düzenleyicisi kombinasyonlarıyla elde edilen kallusların 

her birinin toplam fenolik madde içeriği, çok yüksek 

değerler olmamakla beraber birbirlerinden farklı olarak 
tespit edilmiştir. Bu sonuçlara bağlı olarak, en yüksek 

toplam fenolik madde içeriği 1.523 mg GAE/ g olarak 1.5 

mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP hormon kombinasyonundaki 

kallus etanol ekstresinden elde edilmiştir. En düşük toplam 

fenolik içeriği ise, 1.178 mg GAE/ g olarak 1 mg/L PIC + 

0.5 mg/L BAP bitki büyüme düzenleyicisi 

kombinasyonundaki kallus etanol ekstresinden elde 

edilmiştir. 

Tablo 3.1.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam fenolik madde 
miktarı. 

Besiyeri ortamı 

Toplam fenolik madde 

(µg GAE/mg ) 

1 1.493 

2 1.496 

3 1.395 

4 1.445 

5 1.442 

6 1.391 

7 1.498 

8 1.523 

9 1.356 

10 1.178 

11 1.392 

12 1.389 

3.2. Toplam Flavanoid Analizi  

M. officinalis kallus ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid 

bileşiklerin konsantrasyonları analiz edilmiştir. M. 

officinalis kallus etanol ekstrelerinin farklı bitki büyüme 

düzenleyicilerine göre toplam flavonoid içerikleri tablo 

3.2.1 de gösterilmiştir. Kuersetin kalibrasyon eğrisine göre 

kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid içerikleri 

2.709–4.930 mg kuersetin/g ekstre arasında olduğu 

belirlenmiştir.  

Tablo 3.2.1 deki verilere göre toplam flavonoid içeriği 

karşılaştırıldığında, en yüksek içerik 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L 

BAP hormon kombinasyonunda, en düşük içerik 1.5 mg/L 

2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN hormon 

kombinasyonundan elde edilen M. officinalis kallus etanol 

ekstresinde saptanmıştır. 
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Tablo 3.2.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid miktarı. 

Besiyeri ortamı Toplam flavonoid madde (µg/mg) 

1 2.985 

2 4.157 

3 3.330 

4 3.137 

5 2.709 

6 4.392 

7 3.206 

8 3.288 

9 4.295 

10 4.199 

11 2.971 

12 4.930 

4. Tartışma 

Flavonoid ve diğer fenolik maddelerin içerikleri, kanser ve 

kalp hastalığının gelişiminde önleyici bir rol oynamaktadır 

(Kahkonen ve ark., 1999). Hücre kültürü ve kallus 

oluşumunda yapılan literatür araştırmasında, bitkinin 

gelişimini uyaran bitki büyüme düzenleyicileri, ışık etkisi, 
sıcaklık gibi faktörlerin etkisiyle fenolik ve antioksidan 

özelliklerinin değiştiği gözlenmiştir. Giri ve ark., yapmış 

oldukları çalışmada, MS ortamında BA ve metil jasmonat 

(MeJA) bitki büyüme düzenleyicilerinin farklı 

konsantrasyonlarında Habenaria edgeworthii bitkisinin 

kallusları üretmiş ve toplam fenolik içeriğinin BA 

hormonun konsantrasyon artışıyla yükseldiğini, MeJA 

hormon konsatrasyonu atışıyla ise düştüğünü tespit 

etmişlerdir. Toplam fenolik içeriğini en yüksek 14.70 mg 

GAE/ g olarak, 10 µM MeJA hormon takviyesindeki 

H.edgeworthii kallusunda elde etmişlerdir (Giri ve ark., 
2012). Asteraceae familyasına ait şeker otu (Stevia 

rebaudiana) bitkisi kallusları farklı renklerde ışıkların 

etkisiyle üretilip, bitkide toplam fenolik ve toplam 

flavonoid içeriği incelenmiştir. Çalışma sonucunda, toplam 

fenolik içeriğin maksimum değeri mavi ışık altında 

yetiştirilen kalluslarda 0,102 mg GAE/ g olarak 

belirlenmiştir (Ahmad vd., 2016). Lamiaceae familyasına 

ait biberiye (Rosmaricus officinalis) kallus kültürleri 

üzerine yapılan bir çalışmada ise, radyasyona maruz 

bırakılan kallusların toplam fenolik madde içeriği önemli 

miktarda artış göstermiştir. Bu çalışmaya göre, ışınlama 

yapılmayan biberiye kalluslarının (kontrol grup) toplam 

fenolik içeriği 0.89 mg GAE/ g olurken, ışınlama dozu (Gy) 

maksimum 20 Gy’de 4.38 mg GAE/ g ulaştığı tespit 

edilmiştir ( El-Beltagi ve ark., 2011). 

M. officinalis, fenolik bileşiklerinin zenginliği ile çok 

belirgin bir antioksidan potansiyeline sahip olduğunu 

göstermiştir. Mabrouki ve ark., M. officinalis bitkisinin 

farklı çözücülerdeki ekstraktlarının toplam fenolik içeriğini 
incelemiştir. Raporlarına göre toplam fenolik içeriği, en 

yüksek 63.00 mg GAE/ g kuru etanol ekstraktında, en düşük 

1.01 mg GAE/ g kuru hekzan ekstraktında tespit etmişlerdir 

(Mabrouki ve ark., 2017). Capecka vd. taze M. officinalis 

bitkisinde, toplam fenolik maddeyi 2253 mg / 100 mg , L-

Askorbikasiti 53.2 mg / 100 mg ve karotenoidi 46.3 mg / 

100 mg şeklinde bulmuşlardır (Capecka ve ark., 2005). 

Ivanova ve ark. ise, M. officinalis ekstraktının ortalama 

1370.09 mM toplam fenol içerdiğini ve 4.06 mM TEAC 

(Trolox eşdeğeri antioksidan kapasite) bir antioksidan 

kapasitesine sahip olduğunu bulmuşlardır (Ivanova ve ark., 
2005). 

5. Sonuç  

Yapılan bu çalışmada da tıbbi ve aromatik bitki olan M. 

officinalis bitkisinin in vitro koşullarda çeşitli bitki büyüme 

düzenleyicileriyle kallus üretimi sağlanarak toplam 

flavanoid ve toplam fenolik madde miktarları belirlenmiştir. 

Sonuçlar genel olarak incelendiğinde toplam flavonoid 

miktarının verilerinin sınır değerleri içerisinde, toplam 

fenolik madde verilerinin sınır değerlerin bir miktar altında 

olduğu görülmektedir. Ayrıca BBD’ lerin kombinasyon ve 

konsantrasyon değişimlerinin hem toplam fenolik madde 
hem de toplam flavonoid miktarını etkilediği görülmüştür. 

Bitki çeşidi, bitkiden alınan miktar, ektraksiyon seçimi, 

çözücü ve çözünen polaritesi gibi seçeneklerin farklılığı bu 

sonucun nedenleri olarak sayılabilir. 

Teşekkür 

Bu çalışma Fırat Üniversitesi Bilimsel Araştırma Birimi’nin 

MF 15.39 nolu projesi ile desteklenmiştir. 
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