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GümüĢhane Ġli Kelkit Ġlçesi, göstermiĢ olduğu bitki çeĢitliliği nedeniyle önemli bitki 

alanlarından biri olarak kabul edilmektedir. Orchidaceae familyasına ait farklı bitki türleri 

bu bölgede yoğun bir yayılıĢ göstermektedir. Özellikle, Dactylorhiza romana subsp. 

georgica orkidesinin yumruları geleneksel yöntemler ile pek çok hastalığın 

hafifletilmesinde yerel halk tarafından sıklıkla kullanılmaktadır. Bu çalıĢmada, yerel halk 

tarafından kullanılan bu bitkinin biyolojik aktivitelerinin ve fenolik içeriğinin 

aydınlatılması ve böylece geleneksel kullanımının biyoteknolojik bir bakıĢ açısıyla 

değerlendirilmesi hedeflenmiĢtir. Bunun için, farklı polaritelere sahip çözgenlerle 

(kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan) hazırlanan yumru ekstrelerinin toplam 
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fenolik ve flavonoid madde miktarları, toplam antioksidan kapasitesi ve antioksidan 

aktivitesi spektrofotometrik yöntemler kullanılarak; fenolik madde içeriği ise HPLC analizi 

ile belirlendi. Ayrıca, ekstrelerin 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 7 adet fungus 

(2 maya, 5 küf) olmak üzere toplam 13 mikroorganizmaya karĢı antimikrobiyal aktivitesi 

disk difüzyon ve mikrodilüsyon yöntemleri ile belirlendi. En yüksek toplam fenolik madde 

miktarına (29.15±0.24 mg GAE/g ekstre), toplam flavonoid madde miktarına (6.97±0.25 

mg QE/g ekstre), ABTS radikali giderme aktivitesine (89.49±0.83 mg AAE/g ekstre, 

50.17±0.96
 
mg TE/g ekstre), DPPH radikali giderme aktivitesine (9.02±0.01 mg AAE/g 

ekstre, 12.58±0.08 mg TE/g ekstre) etil asetat ekstresinde rastlandı. Yumru ekstrelerinin 

toplam fenolik ve flavonoid madde miktarları ile antioksidan kapasite sonuçları arasında 

korelasyon bulundu. En yüksek fenolik içeriğe sahip olan etil asetat ekstresinde taranan 

yirmi fenolik bileĢenden dokuz tanesi tespit edildi. En fazla bulunan fenolik bileĢenin 

antimikrobiyal etkinliğiyle iyi bilinen benzoik asit (1455.3 µg/g ekstre) olduğu görüldü. 

Antimikrobiyal aktivite tayinlerinde ekstrelerin çalıĢmada kullanılan küflere karĢı herhangi 

bir inhibisyon göstermediği tespit edildi. Disk difüzyon yönteminde çalıĢmada kullanılan 

ekstrelerin bazı bakteri ve mayalara karĢı inhibisyon zonu oluĢturduğu, öte yandan 

ekstrelerin bakterilerden ziyade daha çok maya türlerine karĢı antimikrobiyal aktivite 

gösterdiği tespit edildi. En düĢük MĠK değeri kloroform ekstresinde mayalardan C. 

albicans ve C. tropicalis için 0.5125 mg/ml ve etil asetat ekstresinde C. albicans için 

0.5125 mg/ml olarak tespit edildi. 

Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre, Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesinin 

yumru ekstrelerinin yüksek biyolojik aktiviteleri nedeniyle, biyoteknoloji alanında gıda ve 

ilaç endüstrilerinde doğal ve alternatif bir kaynak olarak kullanılma potansiyeline sahip 

olduğu düĢünülmektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite, Dactylorhiza romana                   

subsp. georgica, Toplam fenolik, Toplam flavonoid 
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Kelkit District of GümüĢhane Province is considered to be one of the important plant 

areas due to the variety of plants present in the district. Different plant species belonging to 

the Orchidaceae family show intense distribution in this region. In particular, the tubers of 

Dactylorhiza romana subsp. georgica commonly used by the local population to alleviate 

many diseases by conventional methods. In this study, it is aimed to enlighten the 

biological activities and phenolic content of this plant used by local people and thus to 

evaluate its traditional use from a biotechnological point of view. For this purpose, total 

phenolic and flavonoid content, total antioxidant capacity, antioxidant activity of the tuber 

extracts prepared with solvents with different polarities (chloroform, ethyl acetate, 
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methanol, ethanol and hexane) were determined by spectrophotometric methods and 

phenolic content by HPLC analysis. In addition, the antimicrobial activity of the extracts 

against 13 microorganisms including 3 Gram (+), 3 Gram (-) bacteria and 7 fungi (2 yeast, 

5 mold) were determined by disk diffusion and microdilution methods. To the highest total 

phenolic content (29.15±0.24 mg GAE/g extract), total flavonoid content (6.97±0.25 mg 

QE/g extract), ABTS radical scavenging activity (89.49±0.83 mg AAE/g extract, 

50.17±0.96 mg TE/g extracts), DPPH radical scavenging activity (9.02±0.01 mg AAE/g 

extract, 12.58±0.08 mg TE/g extract) were observed in the ethyl acetate extracts. There 

was a correlation between total phenolic and flavanoids of the tuber extracts and 

antioxidant capacity results. Nine of the twenty phenolic components scanned were 

detected in the ethyl acetate extract that has the highest phenolic content. The highest 

phenolic component amount was detected as benzoic acid (1455.3 µg/g extract), well 

known for its antimicrobial activity. In the antimicrobial activity assays, the extracts did 

not show any inhibition against the molds used in the study. In the disc diffusion method, it 

was determined that the extracts used in the study formed a zone of inhibition against some 

bacteria and yeasts, whereas the extracts showed more antimicrobial activity than yeast 

species rather than bacteria. The lowest MIC value was found to be 0.5125 mg/ml for C. 

albicans and C. tropicalis in the chloroform extract and 0.5125 mg/ml for C. albicans in 

ethyl acetate extract. 

According to the results of this study, the tuber extracts of Dactylorhiza romana 

subsp. georgica are thought to have the potential to be used as a natural and alternative 

source in the food and pharmaceutical industries in the field of biotechnology due to their 

high biological activities. 

 

Key words: Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Dactylorhiza romana subsp.    

georgica, Total phenolic, Total flavonoid 
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1. GENEL BĠLGĠLER 

 

1.1. GiriĢ 

 

Dünyada kapalı tohumlu bitkilere ait tür sayısının yaklaĢık 422 bin civarında olduğu, 

bu bitkilerden 72 bin tanesinin de tedavi edici amaçlarla kullanıldığı ifade edilmektedir. 

Dünya çapında popüler olan tıbbi bitki sayısının 4-6 bin, ticareti yapılan tür sayısının ise 3 

bin olduğu belirtilmektedir (Schippmann vd., 2006). Bitkilerin tedavi amaçlı kullanımı 

ülkelerin geliĢmiĢlik düzeyine göre farklılık göstermektedir. GeliĢmekte olan ülkelerde 

nüfusun %80‟i tedavi amaçlı olarak doğrudan bitkisel ürünlerden faydalanmakta, bu oran 

Asya, Afrika ve Orta Doğu‟nun bazı ülkelerinde %95‟e kadar çıkmaktadır. GeliĢmiĢ 

ülkelerde bu oranın daha az olduğu görülmekle birlikte tıbbi bitkilerin en önemli ticaret 

merkezleri de Almanya, ABD, Japonya ve Ġngiltere‟de bulunmaktadır (Titz, 2004). Dünya 

Sağlık Örgütü‟ne göre günümüzde kullanılan farmasötik ilaçların %25‟i tıbbi bitkilerden 

imal edilmektedir. Dolayısıyla geliĢmiĢ ülkeler bitkisel kökenli ilaçları geleneksel tıp 

uygulamalarına dahil ederken, geliĢmekte olan ülkeler halen bitkileri doğrudan 

kullanmaktadır (Acıbuca ve Budak., 2018). 

Ülkemiz farklı coğrafik, ekolojik ve iklimsel özelliklere sahip olması nedeniyle bitki 

çeĢitliliği açısından oldukça zengindir (Tan, 2010). Nitekim Avrupa‟da görülen 11.6 bin 

kadar bitki türünün %75‟i Türkiye‟de 9.5 binin üzerinde taksa ile temsil edilmekte ve  

bunların 3 bininin endemik olduğu bilinmektedir (Ekim vd., 2000). Ülkemizde tıbbi olarak 

kullanılan bitkilerin neredeyse tamamı doğadan temin edilmekte olup, sayısının 500 

civarında olduğu tahmin edilmektedir (Sarı ve Oğuz 2000; Karik ve Öztürk, 2009). 

Orchidaceae (Orkidegiller), kapalı tohumlu bitkiler içinde 750-800 cins ve 25-35 bin 

tür sayısı ile en geniĢ familyaya sahip gruplardan biridir. Antarktika ve sıcak çöller hariç 

dünyanın hemen hemen her bölgesinde orkidelere rastlanılmakla birlikte orkideler, tropik 

ve subtropik bölgelerde çeĢitlilik ve sayıca üstünlük göstermektedir. Orkideler Ģüphesiz 

dikkat çekici ve eĢsiz çiçeklere sahip süs bitkileridir (Das ve Bhattacherjee, 2006). Tıbbi 

kullanımlarından ziyade daha çok bu özelikleri ile bilinmektedir. Ancak orkidelerin farklı 

kısımlarından tedavi edici niteliklere sahip bileĢikler elde edildiği raporlanmıĢtır (Jahromi 

vd., 2018, Diengdoh vd., 2019; Rykaczewski vd., 2019). Bu bileĢiklerin antimikrobiyal  

antioksidan, antitümör, antienflamatuar, antidiyabetik, nöroprotektif, antialerjik 
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özelliklerinden bahsedilmektedir (Maridass ve GhanthiKumar 2008; Hossain, 2009; Kala 

ve Senthilkumar, 2010; Marasini ve Joshi, 2012; Bhattacharjee ve Islam, 2015; Biswas vd., 

2016; Schuster vd., 2016; Bose vd., 2017; Auberon vd., 2018). Elde edilen bilimsel veriler, 

baĢta Asya ülkelerinde olmak üzere çok sayıda farklı orkide türünün terapötik amaçlarla 

geleneksel kullanımlarını desteklemektedir. Dünya genelinde orkidelerin kök, gövde, 

rizom, yalancı yumru (pseudobulb), yumru, yaprak, çiçek gibi farklı bitki kısımlarının veya 

tümünün tüberküloz, göğüs ağrısı, astım, ishal, çıban, iltihap gibi çok farklı hastalıkların 

tedavisinde kullanıldığı görülmektedir (Hossain, 2011). Fakat bilimsel anlamda orkidelerin 

tıbbi etkilerini ortaya koyan ve orkidelerde bulunan bileĢenler hakkında az sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır. Bu nedenle orkidelerle tıbbi uygulamaların kabul görmesi için içeriğinde 

bulunan bileĢenlere iliĢkin daha çok çalıĢma yapılması gerekmektedir (Cribb vd., 2009). 

Bitkiler, yapı ve fonksiyonları farklı olan çok sayıda kimyasal madde üretmektedir. 

Primer metabolitlerin yanı sıra, bitkilerde temel büyüme ve geliĢme için doğrudan gerekli 

olmayan fakat biyotik ve abiyotik stres faktörlerine karĢı çevresel uyumda görev alan 

sekonder metabolitler (SM), faydalı bileĢiklerin eldesinde kullanılmakta ve 

biyoteknolojinin yeni bir alanını oluĢturmaktadır (Oskay ve Oskay, 2009; Nascimento ve 

Fett-Neto, 2010; Efferth, 2019). Bu kapsamda çok sayıda bilim insanı, çeĢitli endüstriyel 

alanlarda kullanılmak üzere bitkilerden izole edilen SM‟nin yapı ve biyolojik aktivitelerini 

ortaya koyan çalıĢmalara yönelmektedir (Oskay D. ve Oskay M., 2009; Singh vd., 2018; 

Khan vd., 2019). Günümüz teknolojisi ile bitkilerdeki SM‟nin bilimsel olarak 

tanımlanması ve içeriklerinin belirlenmesi, özellikle sağlık ve gıda endüstrisinde talep 

gören ham madde ihtiyacının karĢılanması için önem arz etmektedir. Bunun yanında 

biyoteknolojinin baĢka bir alanı olan sekonder metabolitlerin bioreaktörler aracılığıyla, in 

vitro bitki doku kültürü çalıĢmaları ile endüstriyel ölçekte üretilmesine odaklanılmaktadır. 

Dolayısıyla bitkilerdeki SM‟nin tanımlanması, bitki biyoteknolojisinde hücre ve doku 

kültürü uygulamalarının temel alanlarından biri olan sekonder metabolit üretimi 

çalıĢmalarına ıĢık tutmakta ve yeni biyoteknolojik çalıĢmalara öncülük etmektedir (Topçu 

ve Çölgeçen, 2015; Efferth, 2019; Thakur vd., 2019). 

Vücudumuzda doğal süreçte çeĢitli reaksiyonlar sonucunda toksik etkileri olan 

serbest radikaller meydana gelmektedir. Bu radikaller, canlı dokularda doku bütünlüğünün 

ve fonksiyonlarının normal düzeylerde sürdürülmesi için çeĢitli enzimler, endojen 

maddeler ve A, C, E vitaminleri gibi diğer antioksidan savunma sistemlerince nötralize 



  

3 

 

edilmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Ancak bunun yanında tüketilen gıda maddeleri, 

hava kirliliği, tütün ürünleri, iyonize radyasyon, kızılötesi ıĢınlar, ilaçlar ve zararlı 

kimyasallar gibi eksojen kaynakların da serbest radikal üretimini önemli ölçüde tetiklediği 

bilinmektedir (de Zwart vd., 1999; Singh vd., 2004; Vinson, 2006). Normal Ģartlarda 

vücudumuzda oksidan ve antioksidanlar arasında bir denge bulunmaktadır. Fakat sayılan 

sebepler nedeniyle belirli bir düzeyin üzerine çıkan serbest radikaller mevcut dengeyi 

bozarak antioksidan savunma sistemlerini yetersiz kılmakta ve oksidatif strese sebep 

olmaktadır. Oksidatif stres, organizmanın yapı elemanları olan protein, lipid, karbonhidrat, 

nükleik asitler ve yararlı enzimleri bozarak olumsuz etkilere yol açmaktadır. Bu etkileri 

bertaraf etmek için vücuda dıĢarıdan antioksidanların alınması gerekmektedir (Valko vd., 

2006). Bu kapsamda yeterli miktarda antioksidan alımı ile serbest radikallerin artıĢıyla 

doğrudan iliĢkili olan hastalıklardan kurtulmak mümkün olabilir. Dolayısı ile oksidan 

kaynaklı hastalıkların görülme riskini azaltmak, daha kaliteli ve uzun yaĢam için 

antioksidanlar önemli bir savunma mekanizması olarak tavsiye edilmektedir (Kasapçopur 

ve Birdane, 2014; Karabulut ve Gülay, 2016). Bilimsel çalıĢmalar, sentetik 

antioksidanların toksik etkileri nedeniyle özellikle fenolik bileĢikler içeren bitkisel 

kaynaklı antioksidanlar üzerine yoğunlaĢmıĢtır (Okan vd., 2014). 

Son yıllarda mikroorganizmalar antibiyotiklere karĢı direnç kazanmakta ve bunları 

yeni üyelerine aktarmaktadırlar. Bu durum, bir yandan kullanılan antibiyotiklerin kullanım 

ömrünü sınırlarken, öte yandan da enfeksiyonel hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde yeni 

stratejiler geliĢtirme zorunluluğunu gündeme getirmektedir (Erdoğan ve Everest, 2013). Bu 

arayıĢ içerisinde, bitki temelli antimikrobiyal bileĢenler, terapötik potansiyel ile zengin bir 

alternatif sunmaktadır (Iwu vd., 1999). Bitkilerin ürettiği sekonder metabolitler, 

çoğunlukla fenolik ve onların oksijen bağlı türevlerinden oluĢmaktadır (Cowan, 1999). 

Dünya genelinde çok sayıda metabolit yaklaĢık 400 binden fazla bitki türünden elde 

edilmektedir (Zhong, 2011). ġimdiye kadar tanımlanan 100 bin adet bitkisel sekonder 

metabolit doğada bulunanların tahminen sadece %10‟unu teĢkil etmektedir (Zhong, 2011; 

Ashraf vd., 2018). Bu nedenle, antimikrobiyal etkinliğe sahip bitkisel sekonder 

metabolitlerin keĢfedilmesine yönelik çalıĢmalar bilim insanlarının ilgi odağı olmuĢtur 

(Jamwal vd., 2018; Takshak ve Agrawal, 2019).  

 GümüĢhane Ġli Kelkit Ġlçesi Ülkemizin Doğu Karadeniz Bölgesi‟nde bulunmasına 

rağmen Doğu Karadeniz ve Doğu Anadolu Bölgeleri arasında geçiĢ iklimine sahiptir. Her 
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iki bölgenin iklim özelliğini taĢıyan Kelkit‟te yaz ayları sıcak ve kurak, kıĢ ayları soğuk, 

ilkbahar ve sonbahar ayları oldukça yağıĢlı geçmektedir. Ġlçenin denizden yüksekliği 1150-

2746 m aralığındadır. Ġlçenin coğrafi konumu ve iklimsel özellikleri nedeniyle bitki 

çeĢitliliği oldukça fazladır (Korkmaz ve Karakurt, 2014). Öyle ki Ülkemizde bulunan 144  

“Önemli Bitki Alanı” ndan üçü (Sipikor Dağı, Pöske Dağı, Karadağ) Kelkit çevresinde yer 

almaktadır. Kelkit‟te yapılan floristik çalıĢmalarda 137‟si endemik olan 1010 farklı 

bitkinin yayılıĢ gösterdiği belirtilmektedir (Kandemir vd., 2012). Bitkilerin ekstrem 

koĢullarda sekonder metabolit ürettiği bilinmektedir (Ramakrishna and Ravishankar, 

2011). Bu nedenle çalıĢmamızda kullanılan Dactylorhiza romana subsp. georgica 

orkidesine ait yumruların sekonder metabolit içeriğinin yüksek olabileceği 

düĢünülmektedir. 

1.2. ÇalıĢmanın Amacı 

Bu çalıĢmada, halk arasında geleneksel yöntemlerle kaynatılıp kurutularak tedavi 

amacıyla kullanılan Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesine ait yumruların; 

toplam fenolik ve flavonoid madde miktarının tespiti, toplam antioksidan kapasitesi, 

antioksidan aktivitesi, fenolik madde içeriği ve ayrıca antimikrobiyal aktivitesinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Ülkemizde „Salepgiller‟ olarak bilinen orkidelerin daha çok 

salep kalitesini belirleyen glikomannan içeriği ve salep eldesi için kültüre alınması 

çalıĢmalarına rastlanmaktadır. Ancak, ülkemizde doğal olarak yayılıĢ gösteren çok sayıda 

orkide türü olmasına rağmen, orkidelerin biyolojik aktiviteleri üzerine çok sınırlı sayıda 

çalıĢma mevcuttur. Bu bakımdan, elde ettiğimiz bulgular, literatürdeki boĢluğun 

giderilmesi ve yerel halkın geleneksel kullanımının biyoteknolojik bir bakıĢ açısıyla ele 

alınması oldukça değerli görülmektedir. Bu çalıĢma ile ayrıca, bitkinin antioksidan ve 

antimikrobiyal özellikleri nedeniyle, alternatif ve doğal bir kaynak olarak kullanılma 

potansiyeli olduğu düĢünülmektedir. Bu çalıĢma, bitkiye ait yumruların, faydalı etkilerinin 

gıda ve ilaç endüstrilerinde kullanılabilmeleri için yeni ve ileri çalıĢmalara da öncülük 

edebilecektir. 
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1.3. Dactylorhiza romana subsp. georgica Bitkisine ĠliĢkin Genel Bilgiler 

Ülkemizde bulunan orkideler, kökleri ile toprağa bağlı olan “Orta KuĢak Orkideleri” 

veya karasal (terrestrial) orkideler olarak adlandırılmaktadır. Tübives 2017 yılı kayıtlarına 

göre Türkiye, Orkidegiller ailesine ait 24 cins ve 187 adet takson barındırmaktadır. 

Dactylorhiza cinsi ise ülkemizde tür sayısı bakımından 26 adet ile üçüncü sırada yayılıĢ 

göstermektedir (ÇalıĢkan, 2018). ÇalıĢmada kullanılan Dactylorhiza romana subsp. 

georgica ince, orta boylu ve yumrulu bir bitkidir (Kreutz, 2009). Yumrularının alt tarafında 

bulunan parmaksı çıkıntılar nedeniyle halk arasında “Çatal Salep” olarak 

adlandırılmaktadır (ÇalıĢkan, 2018). Çiçeklenme Mart ayı sonu itibariyle baĢlamakta, 

Mayıs ayı sonuna kadar devam etmektedir. Bitkiye ait yumrular Haziran-Temmuz 

aylarında olgunlaĢmakta ve hasat edilmektedir. Ülkemizde Dactylorhiza romana subsp. 

georgica bitkisi, Karadeniz Dağları‟nda, özellikle Zigana Geçidi-GümüĢhane yakınlarında 

yoğun bir yayılıĢ göstermektedir (Kreutz, 2009). Bunun yanında Iğdır, Kars, Siirt, Bitlis, 

Artvin Ordu, Samsun, Sivas, Trabzon, Hakkari, Van Gölü‟nün çevresi ve Yozgat 

Akdağmadeni‟nde görülmektedir (ġekil 1.1.) (Kreutz, 2009). 

 

 

ġekil 1.1.  Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisinin Türkiye‟deki 

doğal yayılıĢ alanı (www.tubives.com) 

 

Dactylorhiza romana subsp. georgica alt türünün yayılıĢı düĢük rakımlı bölgelerde 

azalmakta, 700-2100 m rakım aralığında yoğunluk göstermektedir. Dactylorhiza romana 

türü 1600 m rakımdan sonra kaybolurken, alt türü olan Dactylorhiza romana subsp. 

georgica bu yüksekliklerde en geniĢ yayılıĢa sahiptir (Altındağ vd., 2012). Bu orkideler, 
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seyrek çam ve köknar ormanları, çalılaĢmıĢ meĢelikler gibi gölgeli yetiĢme ortamlarını 

tercih etmektedir. Genellikle nemli bölgelerde çam ormanları içerisinde aynı alt türe ait 

sarı ve mor bireyler dağınık halde yaĢamaktadır (ġekil 1.2.) (Kreutz, 2009).  

 

 

ġekil 1.2.  Dactylorhiza romana subsp. georgica 

bitkisine ait bir görünüm (AĢağıözlüce Köyü, 

Kelkit, GümüĢhane, 19.05.2017) 

 

Farklı kaynaklara göre değiĢmekle birlikte ülkemizde Dactylorhiza cinsinin de 

aralarında bulunduğu 154 adet orkide taksonunun ürettiği yumrular halk tarafından salep 

olarak kullanılmaktadır (ÇalıĢkan, 2018). Ticari anlamda kaliteli bir salebin glikomannan 

oranının %40 olması beklenmektedir. Bu bitkiye ait yumruların %48.54 glikomannan 

içeriği ile ülkemizin farklı yörelerinden toplanılan 20 adet salep orkidesine göre en yüksek 

orana sahip olduğu bildirilmektedir (ġen, 2016). Bu nedenle çalıĢmada kullanılan bitkiye 

ait salep yumrularının ticari değeri oldukça yüksektir. 
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1.4. Bitki Seçimi 

Bitkinin toplum tarafından nasıl kullanıldığının bilinmesi son derece önemlidir. Bir 

farmakolojik çalıĢmada bitki seçiminde kullanılan en yaygın yöntem etnobotanik olarak 

adlandırılan farklı kültürlerdeki doğal kaynakların kullanımının dikkatle incelenmesidir 

(Güder, 2008). 

 Orkidelere ait yumrular yara, çıban ve iltihap iyileĢtirici olarak kullanılmakta; 

tüberküloz, kanser, Parkinson ve bağırsak hastalıklarının tedavisinde yumrulardan 

faydalanılmaktadır (Kashani vd., 2012; Korkmaz ve Karakurt, 2015). Bunun yanında 

yumruların vücuda kuvvet verici, kalbi kuvvetlendirici, zihin yorgunluğunu giderici 

özelliklerinden bahsedilmektedir (Sezik, 2002; Giri vd., 2012). Bu çalıĢmada kullanılan 

Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait yumrular GümüĢhane Kelkit 

yöresindeki yerel halktan edinilen bilgiye göre; balgam söktürücü, göğüs yumuĢatıcı 

özellikleri nedeniyle soğuk algınlıklarına karĢı sıcak bir içecek olan salep yapımında, toz 

halinde ishali önleyici olarak, yara ve çıban tedavisinde kullanılmaktadır. Yukarıda 

bahsedilen kullanımları nedeniyle, bu çalıĢmada incelenen yumruların, vücuttaki oksidatif 

stresi, dokularda ve üst solunum yollarında enfeksiyona neden olan mikroorganizmaların 

etkinliğini azaltabileceği düĢünülmüĢtür. Bu durum Dactylorhiza romana subsp. georgica 

bitkisinden antioksidan ve antimikrobiyal özellikteki maddelerin elde edilebileceği 

yönünde fikir edindirmiĢtir. Öte yandan salep kalitesi açısından ticari değeri yüksek olan 

yumruların antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin ortaya konulması bu bitkiye ilave 

katma değer sağlayacaktır. 

1.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Türleri 

Serbest radikaller dıĢ yörüngelerinde bir veya daha fazla eĢlenmemiĢ elektron 

bulunduran, yüksek enerjiye sahip atom veya moleküller olarak tanımlanırlar (Halliwell ve 

Gutteridge, 1985; Bast vd., 1991; Nawar, 1996). Serbest radikaller eĢlenmemiĢ elektron 

bulundurmaları nedeniyle diğer bileĢenlerle kolaylıkla reaksiyona girebilirler. 

Elektronlarını çiftler halinde bulunduran atomlar veya moleküller ise kararlı bir yapıya 

sahip olduklarından, baĢka moleküller ile reaksiyonlara girme eğilimleri serbest radikaller 

kadar yüksek değildir (Halliwell, 1999; Valko vd., 2007). Çoğu durumda serbest radikaller 
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ve reaktif oksijen türleri (ROT) terimleri birbirlerinin yerine kullanılır. Ancak bu kullanım 

her zaman doğru değildir. Bu iki kullanım arasındaki fark aĢağıda açıklanmıĢtır.  

Aerobik koĢullar altında canlı organizmalarda tüketilen oksijenin %90‟dan daha 

fazlası elektron transport zincirinde (ETZ) sitokromoksidaz aracılığıyla doğrudan suya 

dönüĢür. Bu durum ROT salınımı olmadan dört-elektron mekanizması yardımıyla 

gerçekleĢir (Ott vd., 2007; Skulachev, 2012). Ökaryot canlılarda ETZ bileĢenleri 

mitokondriyal membranda bulunur. ETZ operasyonuna ATP formunda enerji üretimi için 

oksidatif fosforilasyon eĢlik eder. Tüketilen oksijenin %10‟undan daha azı, moleküler 

oksijenin bir elektron alması ile indirgenerek süper oksit anyon radikallerine (  
  ) dönüĢür. 

Bunu takiben (  
  ) „nin iki proton kabul etmesiyle hidrojen peroksit (H2O2) oluĢur. Bu 

bileĢik serbest radikal değildir, ancak kimyasal olarak moleküler oksijenden çok daha 

aktiftir. Bundan dolayı ROT grubundandır. Hidrojen peroksit molekülü bir elektron daha 

kabul ettiğinde hidroksil radikaline (HO
.
) ve hidroksil anyonuna (OH

-
) ayrılır. Son olarak 

HO
.
 bir elektron ve bir proton daha aldığında su oluĢur (Lushchak, 2014). Bu oksidatif 

türler normal metabolik yan ürünlerdir (Büyükuslu ve YiğitbaĢı, 2015). Biyolojik 

sistemlerde bu reaksiyon, protein ve lipid gibi farklı bileĢenlerden hidrojen atomunu 

ayırması nedeniyle zincir reaksiyonlarının baĢlamasına neden olur. Özetlemek gerekirse; 

  
  , H2O2 ve HO

.
 reaktif oksijen türleri olarak adlandırılırlar. Fakat H2O2 serbest radikal 

değilken, sadece   
   ve HO

.
 serbest radikallerdir. Yukarıda anlatılan tüm reaksiyonlar ġekil 

1.3‟te Ģematize edilmiĢtir (Lushchak, 2014). 

 

 

ġekil 1.3.  Moleküler oksijenin dört- ve bir- elektron mekanizmasıyla 

indirgenmesi (Lushchak, 2014) 
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Reaktif oksijen türlerinin yanısıra lipid, protein ve nükleik asit peroksitleri gibi çeĢitli 

peroksitler de vardır. Ayrıca nitrik oksit, peroksinitrit ve ilgili bileĢikler gibi nitrojen içeren 

reaktif türler (RNT) de bulunmaktadır (Lushchak, 2014). Biyolojik sistemlerde oluĢan 

RNT‟nin en önemlisi nitrik oksittir (NO
-
). NO

-
 damar endotel hücrelerinde nitrik oksit 

sentaz enzimi aracılığıyla L-arjininden sentezlenir. Nitrik oksitin vücuttaki reaktif oksijen 

türleri ile tepkime vererek güçlü bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO
-
 ) oluĢturduğu ve 

bunun da ilerleyen tepkimelerle HO
.
 radikali oluĢturduğu ifade edilmektedir (Rayner vd., 

2009). ROT ve RNT‟nin düĢük düzeyleri, patojen mikroorganizmalara karĢı savunma 

mekanizması ve hücreler arası haberleĢme gibi biyolojik etkiler gösterirken, yüksek 

deriĢimleri DNA, lipid ve proteinlerde hasara, hatta hücre ölümlerine neden olur (Brown 

ve Borutaite, 2001). 

1.6. Oksidatif Stres 

YaĢayan organizmalar reaktif oksijen türlerini bünyelerinde regüle eden sistemlere 

sahiptir. Bu sistemler reaktif oksijen türlerini çok düĢük düzeylerde tutarak bir denge 

sağlar. Ancak bu denge aĢağıdaki koĢulların birinde veya daha fazlasının 

kombinasyonlarında bozulabilir.  

• Endojen ve eksojen bileĢenlerin artıĢıyla otooksidasyonun baĢlaması ve ona 

eĢlik eden ROT üretimi,  

• DüĢük molekül ağırlıklı antioksidan rezervlerinin tükenmesi,  

• Antioksidan etki gösteren enzimlerin inaktivasyonu, 

• Antioksidan etki gösteren enzimlerin ve düĢük molekül ağırlıklı 

antioksidanların üretiminin azalması.  

ROT üretimi ve eliminasyonu arasındaki dengesizlik sonucu ROT seviyesindeki 

artıĢ, tümünü olmasa bile birçok yaĢam prosesini etkileyebilir. Bu artıĢın sonuçları, ROT 

seviyesine ve üretiminin gerçekleĢtiği yere, antioksidan sistemlerin etkinliğine, enerji 

kaynaklarının kullanılabilirliğine ve etkileĢimde bulunduğu hücresel hedeflere bağlı olarak 

değiĢir (Sies, 1985; Sies, 1997). 

ROT seviyesi, normal Ģartlar altında ROT üretimi ve eliminasyonu arasındaki uyum 

ile birlikte belli bir aralıkta (kararlı hal seviyesi “steady state level”) dalgalanma gösterir. 

Oksidanların giriĢi gibi bazı nedenlerden dolayı ROT seviyesi hızlı bir Ģekilde artabilir ve 
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kararlı hal seviyesinden ayrılabilir. Eğer antioksidan sistemler, artan ROT miktarını 

elimine edebilirse, bu seviye baĢlangıçtaki seviyeye geri döner. Bu olay „akut oksidatif 

stres‟olarak tanımlanır. Burada Ģunun altı çizilmelidir ki; ROT seviyesinin belli bir süre 

yüksek kalması oksidatif stresin geliĢimi için yeterli değildir. Ancak bazı fizyolojik 

değiĢikliklere neden olabilir. Oksidatif stresin geliĢimini engelleyen; antioksidanlar ve 

süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon redüktaz gibi enzimlerin ekspresyonundaki artıĢtır. 

(Demple, 1991; Lushchak, 2011a ). Bazı durumlarda hücre, antioksidanların ve ilgili 

enzimlerin artan ekspresyonu ile dahi ROT miktarını nötralize edemez ve baĢlangıçtaki 

kararlı hal seviyesine çekemez. Böylece, artan ROT seviyesi kararlı hale gelebilir ve farklı 

hücresel komponentlerin modifikasyonunu artırarak homeostaziyi önemli derecede 

bozabilir. Bu durum „kronik oksidatif stres‟olarak adlandırılır. Son olarak organizmadaki 

fizyolojik durum değiĢiklikleri ile birlikte ROT seviyesi baĢlangıç seviyesine dönemez ve 

yarı kararlı seviyede “quasi-stationary level” sabitlenir. Bu durumda reaktif oksijen türleri 

de dahil olmak üzere tüm homeostazinin yeniden düzenlenmesi gerekir (Lushchak, 2011a, 

2011b). Oksidatif strese iliĢkin süreç ġekil 1.4‟te Ģematize edilmiĢtir (Lushchak, 2014). 

 

 

ġekil 1.4. Biyolojik sistemlerde değiĢken ROT düzeyi (Lushchak, 2014) 

 

Oksidatif stresteki artıĢ sonucunda oluĢan ROT, hücre içi lipid ve protein yapılarının 

çift bağ içeren gruplarına ve DNA‟daki bazların çift bağlarına saldırır ve bir hidrojen 

atomu kopararak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarını baĢlatır. Böylece hücre içi lipid, 

protein ve DNA gibi makromoleküllerin hasarlanarak hücre zedelenmesi veya hücre 
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ölümlerine neden olur. ġekil 1.5‟te oksidatif stres hasarı Ģematize edilmiĢtir (Özcan vd., 

2015). Kronik oksidatif stres; kanser (Leinonen vd., 2014; Townsend vd., 2014), diyabet 

(Drel vd., 2010; Yan, 2014), kardiyovasküler (Feoli vd., 2014; Mei vd., 2014), ve 

nörodejeneratif (Ahmad vd., 2014; Zhang ve Tian, 2014) hastalıklar gibi birçok hastalığın 

patogenezinden sorumludur. 

 

 

ġekil 1.5. Oksidatif stres hasarı (Özcan vd., 2015) 

 

1.7. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmaları 

Antioksidanlar, düĢük konsantrasyonlarda bile DNA, protein ve lipid gibi 

substratların oksidasyonunu önleyebilen veya geciktirebilen moleküllerdir (Halliwell, 

1990). Antioksidanlar serbest radikallere olan yüksek afiniteleri nedeniyle, serbest 

radikallerin sayılarını azaltır. Böylece hücre içi oksidan/antioksidan dengenin 

sürdürülebilmesini sağlarlar (Casas-Grajales ve Muriel, 2015).  

Antioksidanlar, serbest radikallerin oluĢumunu engelleyen ya da bazı mekanizmalar 

ile çoğalmalarını önleyen faydalı etkileri nedeniyle kullanılırlar. Bu mekanizmalar;  

• Oksidasyonu baĢlatan yüksek reaktivite gösteren türlerin süpürülmesi,  

• Biyolojik moleküllerin oksidasyonunu katalizleyen ve ROT üretimindeki 

indirgeme reaksiyonlarına katılan metal iyonlarının Ģelatlanması,  

• ROT‟un öncüsü olan singlet oksijenin (  
  ) sönümlenmesi, 
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• ROT‟un çoğalmasını önleyerek oksidatif zincirin kırılmasıdır (Nawar, 1996; 

Brewer, 2011). 

Antioksidanların etkinliği; yapısal özelliklerine, fiziksel konumlarına, aktivasyon 

enerjilerine, indirgeme potansiyellerine, uçuculuk ve ısıya duyarlılıklarına bağlı olarak 

değiĢir. En iyi antioksidanlar, zincir reaksiyonlarının çoğalmasını engelleyen 

antioksidanlardır. Aromatik ve fenolik halka içeren antioksidanlar, bir hidrojen atomu alma 

kabiliyetleri ile serbest radikallerin aktivitesini azaltmaları nedeniyle en iyi potansiyel 

süpürücülerdir (Brewer, 2011).  

1.7.1. Antioksidanların Sınıflandırılması 

Antioksidanlar farklı kriterlere göre; birincil ve ikincil, enzimatik ve enzimatik 

olmayan, önleyici ve tamir edici, endojen ve eksojen, suda çözünebilir ve yağda 

çözünebilir, doğal ya da sentetik olarak sınıflandırılabilir (Pisoschi ve Pop; 2015). 

Antioksidanlar, oksidasyon zinciri reaksiyonundaki etki mekanizmalarına göre 

sınıflandırılabilir. Oksidasyon zinciri reaksiyonundaki rollerine göre, birincil (zincir-

kırıcılar) ve ikincil (önleyici) olarak sınıflandırılır. Birincil bileĢenler olarak antioksidanlar, 

reaksiyonların baĢlangıç ve ilerleme aĢamaları boyunca oluĢan serbest radikallerin 

önlenmesi veya eliminasyonu için hidrojen atomu transfer eder ya da elektron alırlar. 

Böylece rezonans yardımıyla reaktif türleri inaktive ederler. Antioksidanlar; oksidasyonu 

katalizleyen demir, bakır gibi metal iyonları ile bileĢik yaparak, primer antioksidanlardaki 

hidrojen ile yer değiĢimi sağlayarak, glukozoksidaz, süperoksit dismutaz ve katalaz gibi 

enzimler vasıtasıyla oksijeni yakalayıp singlet oksijeni deaktive ederek, UV ıĢınını absorbe 

ederek ve hidrojen peroksitleri parçalayarak, oksidasyon hızını yavaĢlatan ikincil görevi 

üstlenirler (Reische vd., 2002; Wanasundara ve Shahidi, 2005; Angelo ve Jorge, 2007). 

Antioksidanlar oksidatif stres açısından değerlendirildiğinde endojen ve eksojen 

antioksidanlar olarak sınıflandırılabilir (Pisoschi ve Pop; 2015). Yapılan sınıflandırma 

ġekil 1.6‟da Ģematize edilmiĢtir. 
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ġekil 1.6. Antioksidanların sınıflandırılması (Pisoschi ve Pop, 2015) 

 

1.7.1.1. Endojen Antioksidanlar 

Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki 

gruba ayrılırlar (Cheeseman ve Slater, 1993). 

 Enzimatik antioksidanlar 

Süperoksit dismutaz (SOD): SOD süperoksit radikal anyonunu hidrojen peroksite 

dönüĢtürerek oksidasyonu geciktiren savunma sistemi enzimleridir. Memeli dokularında üç 

farklı tipi vardır. Bunlar; sitozollerde bulunan bakır-çinko içeren süperoksit dismutaz 

(SOD1), mitokondriyal matrikste bulunan mangan içeren süperoksit dismutaz (SOD2) ve 

hücre dıĢı süperoksit dismutazlardır (SOD3). Her üçü de sağlıklı böbreklerin tübüllerinde 

yüksek düzeyde sentezlenir (Ghezzi vd., 2005; Sung vd., 2013). 

 

     
     

   
→                                                                                                                     
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Katalaz (CAT): CAT hidrojen peroksiti suya dönüĢtüren savunma sistemi enzimleridir. 

Genelikle hücre, doku ve organlarda, yüksek konsantrasyonlarda karaciğer ve eritrositlerde 

sentezlenir (Sung vd., 2013). 

 

      

   
→                                                                                                                                  

 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin 

indirgenmesini katalizleyen, suya ve çeĢitli alkollere dönüĢtüren selenyum içerikli 

savunma sistemi enzimleridir (Dröge, 2002). 

 

           
   
→                                                                                                             

 

 Enzimatik olmayan antioksidanlar 

Tiyol: Tiyoller hemen hemen bütün fizyolojik oksidanlarla etkileĢimde bulunarak görev 

yapan esansiyel antioksidan tamponlardır (Sung vd., 2013). 

Ürik asit: Ürik asit singlet oksijen, peroksil ve hidroksil radikallerini süpürücü etkiye 

sahiptir. Eritrosit membranlarını lipid peroksidasyonuna karĢı koruyucu olarak görev yapar 

(Frei vd., 1981). 

Bilirubin: Bilirubin hücre koruyucu bir aktivite gösterir. Birçok hücrede ROT‟un 

konsantrasyonunu düĢürür (Sedlak vd., 2009). Lipofilik bilirubinler membran lipidlerinin 

peroksidasyonunu önlerler (Baranano vd., 2002). 

Melatonin: Melatoninler, süperoksit anyon radikallerini, hidroksil radikallerini ve nitrik 

oksitleri süpürücü etkiye sahiptir. Mitokondriyal oksidatif strese karĢı çok iyi 

koruyuculardır (Poeggeler vd., 1994; Arnao ve Harnandez-Ruiz, 2006; Lowes vd., 2013). 

Metal bağlayıcı proteinler: Transferrin, ferritin, laktoferrin, seruplazmin ve albumin bu 

gruba dahil enzimatik olmayan antioksidanlardandır. ROT‟un çoğunun oluĢumundan 

sorumlu olan geçiĢ metal iyonlarını bağlayarak antioksidan etki gösterirler (Sung vd., 

2013). 

ĠndirgenmiĢ Koenzim Q: ĠndirgenmiĢ Koenzim Q elekton transport zincirinde Vitamin C 

ve E ile birlikte elektron taĢıyıcısı olarak görev yapar. Hücresel membran ve plazma 

lipoproteinlerini oksidatif hasara karĢı korur (Beyer, 1992; Beyer, 1994). 
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1.7.1.2. Eksojen Antioksidanlar 

Eksojen antioksidanlar, C vitamini, E vitamini, karotenoidler, fenolik antioksidanlar, 

yağ lesitinleri, asetilsisteinler, eksojen selenyum ve çinko olarak gruplandırılabilir 

(Pisoschi ve Pop, 2015). C ve E vitaminleri, karotenoidler ve fenolik bileĢikler önemli 

eksojen antioksidanlardır. 

C Vitamini (Askorbik asit): C vitamini hidroksil, alkoksil ve süperoksit anyon 

radikallerini, reaktif nitrojen türlerini semidehidroaskorbik asit formuna dönüĢtürerek 

biyomoleküllerdeki oksidasyonu önler (Descamps-Latscha vd., 2001; Du vd., 2012; Sung 

vd., 2013).  

E Vitamini (α-Tokoferol): E vitamini hücre membranlarındaki lipid peroksidasyonunu 

önler. Serbest radikalleri düĢük reaktiviteli türevlere dönüĢtürerek radikal zincirlerini 

durdurur. Böylece lipid substratlarına saldırıyı engeller (Descamps-Latscha vd., 2001; 

Himmelfarb ve Hakim, 2003).  

Karotenoidler (β-Karoten): β-Karoten singlet oksijen radikallerini çok yüksek düzeyde 

söndürücü etkiye sahiptir. β-Karoten UV ıĢınlarına karĢı koruyucu olup ciltte UV 

ıĢınlarının hasarını önler (Huang vd., 2005; Godic vd., 2014). 

Fenolik Antioksidanlar: Fenolik asitlerden olan hidroksisinnamik asit türevleri serbest 

radikallere hidrojen verebilme kabiliyetlerinden dolayı zincir kırıcı antioksidanlar olarak 

rol oynar (Siquet vd., 2006). Klorojenik asit, kuinik ve kafeik asitin esterleri en güçlü 

serbest radikal süpürücülerindendir (Matsuzoe vd., 1999; Dias, 2012) Bulundukları 

maddeye antimutajenik, antimikrobiyal ve antiviral aktivite kazandırır (Matsuzoe vd., 

1999). 

Flavonoidlerden olan kuersetin, rutin, apigenin ve naringin süperoksit anyon 

radikallerine karĢı antioksidan aktivite gösterir (Yuting vd., 1990, Sichel vd., 1991). Bir 

antosiyanidin olan nasunin; hidrojen peroksit, hidroksil ve süperoksitleri yakalayarak, 

muhtemelen demir iyonlarını Ģelatlayarak Fenton hidroksil radikal üretimini önler (Noda 

vd., 1998; Frei vd., 2008). 

1.8. Bitkisel Sekonder Metabolitler 

Dünya genelinde yaklaĢık 400 binden fazla bitki türü çok sayıda metabolitin 

kaynağıdır. Doğal kaynaklardan elde edilen metabolitlerin yaklaĢık %80‟i ise bitkisel 
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kökenlidir. Günlük hayatımızda kullandığımız, ekonomik olarak önem taĢıyan 

farmasötiklerin, gıda katkı maddelerinin ve biyopestisitlerin birçoğu bitkilerden elde edilir 

(Zhong, 2011). Primer metabolitler, fotosentetik yeĢil bitkilerin temel hücresel 

fonksiyonlarını yürütebilmek için sentezlediği karbonhidrat, lipid ve aminoasitlerdir 

(Delgoda ve Murray, 2017). Bitkisel sekonder metabolitler (BSM), bitkinin çeĢitli 

fizyolojik değiĢiklikler nedeniyle ürettiği primer metabolitlerin türevleridir. BSM bitki 

büyümesini teĢvik eder ve farklı çevresel stres faktörleri altında bitkinin hayatta kalmasını 

sağlar. Dolayısıyla bitki hayatında primer metabolitler kadar önemli rol oynar 

(Kliebenstein, 2013; Zandalinas vd., 2017). Bu bileĢiklerin üretimi; bitki türüne, bitkinin 

fizyolojik ve geliĢimsel safhalarına, çevresel faktörlere bağlı olarak değiĢir ve bitkideki 

miktarı genellikle bitki kuru ağırlığının %1‟inden bile daha azdır (Zheng, 2010). Bitkiler 

aleminde spesifik taksonomik gruplarla sınırlı yaklaĢık 100 bin adet BSM tanımlanmıĢtır. 

Biyosentetik yollarla türevlenen bitkilerdeki sekonder metabolitler üç ana gruba ayrılır. Bu 

gruplar; azot içeren bileĢikler, terpenler ve fenolik bileĢiklerdir (Fang vd., 2011).  

Siyanojenik glikozitler, glukosinolatlar ve alkaloidler; azot içeren bileĢikler 

grubunun önemli bir kısmını oluĢturur (Facchini, 2001). Özellikle bu gruba dahil olan tıbbi 

öneme sahip alkoloitler, kanser ve kardiyovasküler hastalıkların iyileĢtirilmesinde 

(Akhgari vd., 2017) ve antimikrobiyal ajan, kas gevĢetici, öksürük kesici ve analjezik 

olarak kullanılmaktadır (Ashraf vd., 2018). 

Karotenoidler, isoprenler, mono/diterpenler, absisik asit ve giberellin gibi bitki 

hormonları, fitol, tokoferoller, filokinonlar, plastokinonlar, polifenoller, brassinosteroidler, 

steroller ve seskiterpenler terpenler grubuna dahildir. Terpenler; kanobinoid ve 

flavonoidler ile sinerjistik etki göstererek migren ve baĢ ağrısı tedavisinde kullanılırlar 

(Baron, 2018).  

ÇalıĢmamız kapsamında fenolik bileĢikler irdelendiği için bir sonraki bölümde 

ayrıntılı olarak anlatılacaktır. 

1.8.1.  Fenolik BileĢikler 

Fenolik bileĢikler, bitkisel sekonder metabolitlerin en önemli sınıflarından biridir 

(Malcovska vd., 2014). Yapısal olarak fenolik bileĢikler ġekil 1.7‟de görüldüğü gibi bir 

aromatik halka, bu halkaya bağlı bir veya daha fazla hidroksil grubu taĢırlar (Achakzai vd., 
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2009; Ali vd., 2013). Fenolik bileĢikler bitkilerde büyüme, üreme, çeĢitli biyotik ve 

abiyotik stres faktörlerine karĢı dayanım gibi fonksiyonlarda rol oynamak üzere malonik 

asit yolağı ile sentezlenir (Achakzai vd., 2009; Chaparro vd., 2013; Giménez vd., 2014, 

Ayoub  vd., 2016; Butkhup vd., 2016; Puthur, 2016). Bitkiler özellikle çeĢitli stres 

faktörlerine maruz kaldıklarında, fenolik bileĢik üretimi  maksimum seviyeye ulaĢır 

(Achakzai vd., 2009; Verma ve Shukla, 2015). Ürettikleri fenolik bileĢikleri; meyve, 

tohum, çiçek, yaprak, dal ve gövdelerinde bulundururlar (Balasundram vd., 2006). 

  

 

 ġekil 1.7. Fenol yapısı 

 

ġimdiye kadar 8 binden fazla farklı bitkisel fenolik bileĢik tanımlanmıĢtır (Naczk ve 

Shahidi, 2006). Bu fenoliklere devamlı olarak yeni bulunan ve tanımlanan fenolik 

maddeler eklenmektedir (Harborne ve Williams, 2000). Fenolik bileĢiklerin; antioksidan, 

antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral, antialerjik, antiaterojenik, antienflamatuar, 

antimutajenik, antikarsinojenik, antiülser ve antitrombotik etki gibi pek çok etki gösterdiği 

ileri sürülmektedir (Moure vd., 2001; Balasundram vd., 2006). Birçok ülkede yapılan 

epidemiyolojik çalıĢmalarda meyve ve sebze açısından zengin bir diyetin; yaĢlanma 

sürecini geciktirdiği, özellikle kalp damar gibi çeĢitli hastalıklar ve kanser, romatoid artrit, 

akciğer hastalıkları, katarakt, Parkinson veya Alzheimer hastalığı gibi diğer hastalıkların 

riskini azalttığı belirtilmiĢtir (Szajdek ve Borowska, 2008; Çağlar ve Demirci, 2017). 

Bitkisel ürünlerin sağlığa yararlı etkilerinin çoğu, antioksidan etkili fenolik bileĢiklerden 

ileri gelmektedir (Balasundram vd., 2006). Fenolik bileĢiklerin antioksidan etkisi ise 

yapılarında bulunan hidroksil gruplarından kaynaklanmaktadır. Bu gruplar, serbest 

radikallerin süpürülmesini sağlar (Cueva vd., 2010; Stojković vd, 2013).  Fenolik 

bileĢiklerin kimyasal yapılarında bulunan hidroksil grupları aynı zamanda bakteriler 

üzerinde inhibe edici etki gösterir ve antimikrobiyal aktivitede önemli rol oynar (Shan vd., 

2007; Hayek vd., 2013 , Burt, 2014).  
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Fenolik bileĢikler; flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler, kumarinler, 

lignanlar ve ligninler olmak üzere yedi grup altında sınıflandırılır (Pandey ve Rizvi, 2009). 

AĢağıda bu tez çalıĢması kapsamında irdelenen flavonoidler ve fenolik asitler ile bu 

bileĢiklerin sağlığa yararlı etkileri anlatılmıĢtır. 

1.8.1.1. Flavonoidler  

Flavonoidler, bugüne kadar 6 binden fazla bileĢiği tanımlanmıĢ olan en önemli 

fenolik bileĢikler grubunu oluĢturur (Erlund, 2004). Bu sınıfa dahil olan bileĢikler 

flavonoller, flavonlar, flavanoller, flavanonlar, antosiyanidinler, kateĢinler ve 

izoflavonoidlerdir. Hepsi temel difenilpropan genel yapısına sahip olup flavonoid 

molekülünün temel yapısı ġekil 1.8‟de gösterilmiĢtir. Ġzoflavonlar, flavoneller, flavonlar ve 

antosiyaninler bitkilerde geliĢim ve böceklere karĢı savunma gibi rolleri üstlenen baĢlıca 

fenolik bileĢiklerdir (Taiz ve Zeiger, 2006). 

 

 

 ġekil 1.8. Flavonoid molekülünün temel yapısı 

 

 Flavonoidlerin çeĢitliliği kimyasal yapılarındaki farklılıklara bağlıdır (Havsteen, 

2002). Genellikle altı ana grup dikkate alınır. Bunlar flavonoller, flavonlar, flavanoller, 

flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidlerdir. Kuersetin, kaempferol, mirisetin, 

luteolin ve apigenin en önemli flavonollerdir. En yaygın bulunan flavanonlar; hesperidin, 

narirutin ve naringenin iken, önemli flavonlar ve flavon glikozitleri arasında luteolin, krisin 

ve apigenin bulunur. Flavanoller normal olarak aglikonlar halinde veya kateĢin ve 

epikateĢin gibi gallik asit ile esterlenmiĢ halde bulunur. Apigenin ve luteolin beslenmede 

en önemli flavonlar olarak kabul edilir. Önemli antosiyanidinler ise pelargonidin, 

siyanidin, delfinidin ve malvidindir (Erlund, 2004). Antosiyaninler, en iyi bilinen flavonoid 

türlerinden biri olmakla birlikte antosiyanidinlerin glikozit türevleridir. Antosiyanin 

konsantrasyonu özellikle koyu renkli meyvelerde (kırmızı üzüm, kara kiraz) daha 
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yüksektir. Bu bileĢikler, kırmızıdan maviye değiĢen renk pigmentleri olarak iĢlev görür 

(Khandelwal ve Abraham, 2014). 

 Flavonoid bakımından zengin bitkisel besinler doğada bol miktarda bulunur. Çoğu 

zaman bu bileĢiklerin birkaç türü tek bir gıda maddesinde bulunabilir. Bununla birlikte 

bazı gıdalar flavonoidlerin ana kaynağıdır. YeĢil yapraklı sebzeler (marul, maydanoz, 

kiĢniĢ ve nane gibi), flavonoller, flavonlar ve flavon glikozitleri içeren en bilinen kaynaklar 

arasındadır. Bazı baharatlar (biberiye, kekik, tarhun, kekik ve fesleğen), tohumlar ve 

kuruyemiĢler de flavonoidlerin önemli kaynaklarıdır (Adebamowo vd., 2005). Bunun 

yanında, flavanonlar neredeyse sadece sitrik meyvelerde ve üzümlerde bulunurken 

(Erlund, 2004), flavanoller bazı meyvelerde (kayısı, elma, armut, Ģeftali) bulunur (Mullie  

vd., 2008). 

Yapılan çalıĢmalar flavonoid bakımından zengin beslenmenin insan sağlığına çok 

sayıda yararlı etkisinin olduğunu ortaya koymuĢtur (Luna-Guevera vd., 2019). Bitki 

tarafından sentezlenen flavonoidler, güçlü antioksidan aktivite sergilemekle birlikte 

kardiyovasküler ve nörolojik kronik dejeneratif hastalıklara karĢı korunmaya yardımcı olur 

(Perez Viscaino vd., 2009, Luna-Guevara vd., 2019). Flavonoidlerin antioksidan 

özellikleri, yapılarında bulunan hidroksil fenolik gruplardan gelir. Bunlar; indirgeyici 

ajanlar, hidrojen donörleri, singlet oksijen ve süperoksit radikal temizleyicileri ve hatta 

metal iyon Ģelatlama ajanları olarak çalıĢır. Ayrıca flavonoidler; antioksidan enzimleri 

aktive edebilir, α-tokoferol radikallerini (tokoferoksilleri) azaltabilir, oksidazları inhibe 

edebilir, nitrosatif stresi hafifletebilirler (Atmani vd., 2009). 

Flavonoidler güçlü antioksidan etkinlik göstermelerinin yanısıra antimikrobiyal ve 

bazı fonksiyonel etkilere de sahiptir. Bu bileĢiklerin insanlarda bağırsak mikrobiyotasını 

düzenleyerek sağlıklı bir sindirim sisteminin sürdürülebilmesine yardımcı olduğu, 

antibakteriyel ve antifungal aktivite göstererek diyareyi önlediği bildirilmektedir (Azuma 

vd., 2013). Ayrıca flavonoidler, antikarsinojenik ve antitümör özelliklere sahiptir (Galati 

ve O‟brien, 2004). Flavonoidlerin karsinojenlerin aktivasyonunu sağlayan enzimlerin 

inhibisyonu ile tümör oluĢumunu engellediği bildirilmektedir (Delgado vd., 2014). Ayrıca 

flavonoidlerin çevresel toksik ajanların yol açtığı  DNA hasarlarına karĢı koruyucu rol 

oynadığı (Carino-Cortes vd., 2010), bunun dıĢında antidiyabetik etki gösterdiği de 

raporlanmıĢtır (Havsteen, 2002). 
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1.8.1.2. Fenolik Asitler 

 Doğada yaygın olan fenolik asitler; bitkilerde besin emilimi, protein sentezi, 

enzimatik aktivite, fotosentez ve allelopati gibi birçok fonksiyonda yer alan biyoaktif 

bileĢiklerdir (Goleniowski vd., 2013). Fenolik asitler, tek bir fenol halkası ve en az iĢlevsel 

bir karboksilik asit grubundan oluĢur ve genellikle fenole (C6) bağlı zincirdeki karboksil 

grubuna (C1, C2 veya C3) bağlı karbon sayısına göre C6-C1 (hidroksibenzoik asitler), C6-

C2 (asetofenonlar ve fenilasetik asitler) ve C6-C3 (hidroksisinamik asitler) olarak 

sınıflandırılır (ġekil 1.9.) (Zhu ve Sang, 2017). 

 

 

ġekil 1.9. Fenolik asitlerin temel yapısı (hidroksi benzoik asit ve sinnamik asit) 

 

Gıda maddelerinde en yaygın bulunan fenolik asitler; gallik asit, p-hidroksibenzoik 

asit, vanilik asit, Ģiringik asit ve protokateĢinleri içeren hidroksibenzoik asitlerdir. Kafeik 

asit, ferulik asit ve p-kumarik asit ise hidroksisinamik asitler grubundandır (Jurikova vd., 

2016). Tüketilen bitkisel gıdaların miktarına bağlı olarak, fenolik asit alımı genellikle 

günlük olarak tüketilen tüm fenolik bileĢiklerin yaklaĢık üçte biri olmak üzere, günde 1-2 g 

arasındadır (Zhu ve Sang, 2017). Fenolik asitler, çoğunlukla meyvelerde (mango, Ģeftali, 

kızılcık, yaban mersini, armut, kiraz, kayısı ve sitrik meyveler), sebzelerde (domates, 

ıspanak ve patlıcan), bazı hububatlarda, yağlı tohum ve kuruyemiĢlerde, kahve ve yeĢil 

çayda bulunur (Naczk ve Shahidi, 2006; Masibo ve He, 2008; Działo vd.; 2016). 

 Fenolik asitler göstermiĢ oldukları biyoaktiviteler nedeniyle özellikle tıbbi 

araĢtırmalara konu olmuĢtur (Jitan vd., 2018). Fenolik asitler indirgeme yeteneklerinden 

dolayı doğal antioksidanlar olarak görev yaparlar. Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi 

kimyasal yapılarıyla iliĢkilidir. Bu durum da serbest radikallere bir hidrojen atomu veya 

elektron vermesi ya da konjuge aromatik sistemin eĢlenmemiĢ elektronunun yerini 

değiĢtirmesiyle oluĢur (Cuvelier vd., 1992; Dai ve Mumper, 2010 ). Fenolik asitlerin 
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antioksidan aktivitelerini kimyasal yapılarında bulunan hidroksil grubu sayısı ile hidroksil 

ve karboksil gruplarının pozisyonu belirler. Hidroksil grubu sayısı arttıkça antioksidan 

aktivite artar. Polihidroksifenollerin monofenollere göre antioksidan aktivitesi daha 

yüksektir. Örneğin, protokatekuik asit ve kafeik asitin antioksidan aktivitesi, bir monofenol 

olan p-kumarik asite göre daha güçlüdür. Benzer Ģekilde bir trifenol olan gallik asitin 

antioksidan aktivitesi ise protokatekuik asit ve kafeik asite göre çok daha yüksektir 

(Cuvelier vd., 1992; Dai ve Mumper, 2010; Jitan vd., 2018). Hidroksil grubunun karboksil 

grubuna göre konumu da antioksidan aktivitede belirleyicidir. Hidroksil grubunun meta 

pozisyonunda olması antioksidan aktivitenin en yüksek olduğu konumdur. Para veya orto 

pozisyonlarda karboksil grubunun elektron çekim potansiyeli (sterik engelleme) 

antioksidan aktiviteyi azaltır. Monofenollerde orto pozisyondaki hidroksil grubuna bir veya 

iki metoksi grubunun eklenmesi de antioksidan aktiviteyi arttırır. Örneğin antioksidan 

aktivite sırasıyla p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit için giderek artar (Jitan vd., 

2018). 

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerinin yanında; antienflamatuar, antikanser, 

antidiyabetik gibi biyolojik aktiviteler de sergiler (Gomes vd., 2003; Yi vd., 2005; Hsu ve 

Yen,  2008; Verma vd., 2013; Adefegha vd., 2015; Choi vd., 2016; Iswandana vd., 2016). 

Fenolik asitler, enflamasyon sırasında hücresel sinyalizasyon proseslerini kontrol eder 

(Garcia Lafuente vd., 2014) ve hücre hasarlanmasına neden olan enflamasyon ara 

ürünlerinin üretilmesini baskılar (Kassim vd., 2010; Li vd., 2014; Taofiq vd., 2015). 

ġiringik asitin enflamasyon görülen ratlarda sitokin seviyesini düĢürdüğü ve enflamasyonu 

baskıladığı bildirilmektedir (Itoh vd., 2009). Rosmarinik asitin lipoksigenaz ve 

sikloksigenaz aktivitesini inhibe ederek enflamasyonu azalttığı rapor edilmektedir 

(Iswandana vd., 2016). Fenolik asitlerin sağlık alanında kullanımlarından bazıları da 

kanser tedavisi ve tümör geliĢiminin baskılanmasıdır. Örneğin elajik asit, protokatekuik 

asit, kafeik asit ve gallik asitin farklı kanser türlerine sitotoksik etki yaparak antikanser etki 

gösterdiği raporlanmıĢtır (Gomes vd., 2003; Yi vd., 2005; Verma vd., 2013). Fenolik 

asitlerin antidiyabetik özelliklerinden de bahsedilmektedir. Örneğin gallik asit ve 

protokatekuik asitin Tip 2 diyabette rol oynayan α-amilaz ve α-glukozidazın etkinliğini 

inhibe ettiği bildirilmektedir (Adefegha vd., 2015; Iswandana vd., 2016). Benzer Ģekilde 

hidroksibenzoik asitlerin kan Ģekerini düĢük seviyelerde tuttuğu ve bu iki enzimi inhibe 

ettiği bildirilmiĢtir (Ho vd., 2017; Chiou vd., 2017). Ayrıca düzenli fenolik asit alınan 
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diyetlerde kardiyovasküler hastalıkların da dahil olduğu kronik dejenaratif hastalıkların 

görülme riskinin azaldığı raporlanmıĢtır (Shi vd., 2013). 

Fenolik asitler; mikrobiyal nükleik asit sentezini, enzimatik aktiviteyi, sitoplazmik 

membran fonksiyonunu ve enerji metabolizmasını inhibe ederek antimikrobiyal ajan olarak 

rol oynar (Villalobos vd., 2016). Protokatekuik asit, kafeik asit, p-kumarik asitlerin gram 

negatif ve gram pozitif bakterilere karĢı yüksek düzeyde antimikrobiyal aktivite 

gösterdikleri (Alves vd., 2013; Villalobos vd., 2016), patojenik Escherichia coli O157:H7 

ve Staphylococcus aureus EP167 mikroorganizmalarının geliĢimini inhibe ettiği 

bildirilmektedir (Cueva vd., 2010; Alves vd., 2013). Kafeik asitin antimikrobiyal 

aktivitesinin bakteriyel RNA polimeraz enzimini inhibe edebilme kabiliyetinden 

kaynaklandığı  (Lima vd., 2016), p-kumarik asitin bakteriyel genomik DNA‟sına 

bağlanarak hücresel fonksiyonunu inhibe ettiği ve bakterilerin ölümüne sebep olduğu 

raporlanmıĢtır (Heleno vd., 2015).  

Fenolik asitler, yaĢlanma karĢıtı ve UV ıĢınları hasarına karĢı cilt koruyucu olarak, 

kısırlık ve karaciğer hasarı tedavisinde etkilidir. Örneğin ferulik asitlerin UV ıĢınlarını 

emme kabiliyeti çok yüksektir. Dolayısıyla iyi bir cilt koruyucu olarak görev yaparlar 

(Zhao vd., 2008). Ferulik asitlerin lipid peroksidasyonunu önlediği için bazı ülkelerde gıda 

katkı maddesi olarak kullanıldığı (Srinivasan vd., 2007), C vitamini ile karĢılaĢtırıldığında 

kanda daha uzun süre kaldığı (Srinivasan vd., 2007), koroner hastalıklara karĢı koruyucu 

olduğu, kolestrolü düĢürdüğü ve sperm canlılığını arttırdığı bildirilmektedir (Ou ve Kwok, 

2004). 

1.9. Mikroorganizmalar 

Bu tez çalıĢmasında antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi için yapılan analizlerde 

insan, hayvan ve gıdalarda patojen olan mikroorganizmalar seçilmiĢtir. 3 adet Gram (+), 3 

adet Gram (-) ve 7 adet fungus (2 maya, 5 küf) olmak üzere toplam 13 mikroorganizma 

test mikroorganizma olarak kullanılmıĢtır. Test mikroorganizmaları, Giresun Üniversitesi, 

Mühendislik Fakültesi, Genetik ve Biyomühendislik Bölümü, Mikrobiyoloji 

Laboratuvarından (GÜ) ve Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, 

Mikrobiyoloji Laboratuvarından (EÜ) temin edilmiĢtir. Ġlgili mikroorganizmalara iliĢkin 

bilgiler Tablo 1.1‟de verilmiĢtir. 
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Bacillus cereus: B. cereus, basil Ģeklinde, gram pozitif, hareketli, kapsülsüz, sporları 

terminal veya subterminal olan aerop bir bakteridir. Doğada yaygın olarak bulunur. 

Saprofit bakteriler olmalarına rağmen gıda zehirlenmelerine sebep olurlar. Ayrıca apse, 

göz içi enfeksiyonlar, osteomiyelit, endokardit ve üriner enfeksiyonlar gibi çeĢitli 

enfeksiyonların etkeni olabilirler (Ustaçelebi, 1999). 

 

Tablo 1.1. Tez çalıĢmasında kullanılan mikroorganizmalar 

Mikroorganizma adı ġus numarası Cinsi Temin edilen yer 

Bacillus cereus RSKK 709 Gram (+) bakteri GÜ 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram (+) bakteri GÜ 

Listeria monocytogenes - Gram (+) bakteri EÜ 

Escherichia coli ATCC 29998 Gram (-) bakteri GÜ 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram (-) bakteri GÜ 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 Gram (-) bakteri GÜ 

Candida albicans DSMZ 5817 Fungus (maya) GÜ 

Candida tropicalis NRRL YB-366 Fungus (maya) GÜ 

Aspergillus flavus - Fungus (küf) GÜ 

Aspergillus fumigatus - Fungus (küf) EÜ 

Aspergillus niger NRRL 326 Fungus (küf) EÜ 

Alternaria brassicicola - Fungus (küf) EÜ 

Alternaria alternata - Fungus (küf) EÜ 

 

Staphylococcus aureus: S. aureus, pigmentli, fakültatif anaerop, sporsuz, hareketsiz ve 

kapsülsüz gram pozitif bir bakteridir. Doğada oldukça yaygın halde bulunur. Ġnsan ve 

sıcakkanlı hayvanlarda gıda zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonları yapan bir türdür. 

Deri ve mukozoda apse, sivilce, kıl kökü iltihabı, çıban, panaris (dolama), ter bezi, göz 

kapağı ve bademcik iltihabı, endokardit ve pnömoniye neden olurlar.  

Listeria monocytogenes:  L. monocytogenes basil Ģeklinde, sporsuz, kapsülsüz, fakültatif 

anaerop, gram pozitif bir bakteridir. Ġnsanlarda menenjit, septisemi (kan zehirlenmesi), 

konjoktivit  (göz kapağı iltihaplanması) gibi hastalıklara neden olur. Gebelerde plesenta 

yolu ile fetüse geçebildiği için ölü doğumlara neden olabilir (Ustaçelebi, 1999). 
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Escherichia coli: E. coli, Escherichia cinsi içinde en önemli türdür. E. coli basil Ģeklinde, 

gram negatif, hareketli, fakültatif anaerop bakteridir. Normal bağırsak bakterisi olarak 

memeli ve kuĢlarda bulunur. Bağırsak ve bağırsak dıĢı hastalıklara neden olur. E. coli 

bağırsaklarda ishale, bağırsak dıĢına çıkarak dokulara geçebildiği zaman; üriner sistem, 

safra ve safra yolları enfeksiyonları, menenjit, peritonit, hemolitik üremik sendrom, sinüzit 

ve yara enfeksiyonları gibi çok çeĢitli hastalıklara yol açar (Ustaçelebi, 1999). 

Klebsiella pneumoniae: K. pneumoniae kısa ve uçları yuvarlak basil Ģeklinde, hareketsiz, 

sporsuz, aerop ve fakültatif aerop özellik gösterebilen, gram negatif bir bakteridir. Doğada 

yaygın olarak bulunur. Ġnsanlarda üst solunum yolu ve dıĢkı florasında bulunan bir bakteri 

olduğu için uygunsuz koĢullar altında fırsatçı bir patojen olarak ortaya çıkar. Üst solunum 

yollarında yoğun balgam üretimine ve akciğerlerde kalıcı hasara sebep olabilir. Hastane 

enfeksiyonlarından sorumlu bir bakteridir (Ustaçelebi, 1999). K. pneumoniae kaynaklı bu 

enfeksiyonların içerisinde en sık rastlanan üriner sistem enfeksiyonlarıdır (Kahraman vd., 

2017). 

Vibrio parahaemolyticus: V. parahaemolyticus, halofilik (tuzu seven) gram negatif bir 

bakteridir. Deniz ve kıyı Ģeridi çevrelerinde görülür. Genellikle iĢlem görmemiĢ, çiğ ve 

piĢirilmemiĢ deniz mahsullerinin tüketilmesiyle insanlara bulaĢır. Ġnsanlarda akut 

gastroenterite (mide bağırsak iltihaplanması), nadir olarak yara ve kulak enfeksiyonlarına 

ve septisemiye (kan zehirlenmesi) neden olur (Letchumanan vd., 2014). 

Candida albicans: C. albicans, eĢeyli çoğalan diploid bir mantar türüdür. Candida cinsine 

ait yaklaĢık 200 tür vardır ve en yaygın görülen mantar enfeksiyonu C. albicans‟a aittir. 

Vücutta nemli ve ılık bölgeleri tercih eden C. albicans normal koĢullar altında ağız ve 

vajen florasında bulunur. Bağırsakların da flora üyesi olan Candida, fırsatçı 

enfeksiyonların temel etkenidir (Acarkan vd., 2014). Vücuda antibakteriyel antibiyotikler 

alındığında, C. albicans ile rekabet içerisinde bulunan bakterilerin ölümüyle birlikte C. 

albicans sayısı hızla artarak mevcut denge bozulur. Böylece ağız ve vajinal kandidiyazı 

(pamukçuk) oluĢur (Devkatte vd., 2005;  Omran ve Esmailzadeh, 2009; Olama vd., 2013). 

Candida tropicalis: C. tropicalis eĢeysiz çoğalan diploid bir mantar türüdür (Suzuki vd., 

1991). Candida türleri içinde C. albicans‟tan sonra virulansı en yüksek patojendir. Hatta 

çok güçlü biyofilm üreticisi olması nedeniyle C. albicans türünün bazı durumlarda önüne 

geçmektedir. Vücutta nemli ve ılık bölgeleri tercih eder. Ayrıca osmotik basınca karĢı 

toleransı yüksek olan C. tropicalis, çok yüksek tuz konsantrasyonlarında bile fungal 
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aktivite gösterir (Zuza-Alves vd., 2017). Ġnsanlarda deri ve tırnak enfeksiyonlarına, piĢiğe, 

ağız ve vajinal kandidiyazına neden olur. Bunun yanında bağıĢıklık sistemi zayıf hastalarda 

ölümcül vakalara neden olmaktadır (Chai vd., 2010). 

Aspergillus spp.: Aspergillus cinsi içerisinde 185 tür bulunur ve A. flavus, A. fumigatus, 

A. niger‟in de aralarında bulunduğu 20 tür, ciddi enfeksiyonlara neden olur. Aspergillus 

sporları; hava, su, toprak, çürümüĢ bitkisel artıklar, hayvan yemi, hayvan barınakları ve 

hayvanların üzerinde yaygın olarak bulunur. Aspergillus türlerinin mikroskobik 

karakterlerinin yanında, büyüme hızı, koloni rengi ve sıcaklığa gösterdikleri tolerans; 

mantarlar içerisinde makroskobik olarak da tanımlanabilmelerini sağlar. Aspergillus 

spp.‟nin etmeni olduğu hastalıklara aspergillozis adı verilir ve bu hastalık solunum yoluyla 

kuĢlara ve insanlara bulaĢır. Ġnsanlarda görülen hastalıklar aĢağıda belirtilmiĢtir. 

• Tüberküloza bağlı akciğer boĢluklarında kolonileĢme, akciğer ve böbreklerde 

tümör oluĢumu gibi hastalıklara neden olur. Ġnsan vücudundaki herhangi bir organ veya 

sistemi etkileyebilir. Endokardit (kalp iç zarı iltihabı), miyokardit (kalp kası iltihabı) 

sinüzit, menenjit gibi iltihaplı hastalıklara yol açar. Ayrıca aspergillozis hastanelerde 

kullanılan bazı aletlerden hastalara bulaĢır. Bu nedenle bağıĢıklık sistemi zayıf hastalar, 

yaĢlı, hamile ve bebekler için çok büyük bir risk oluĢturur. 

• BronĢlarda alerjik reaksiyonlara neden olur. 

• Aspergillus spp. tarafından üretilen aflatoksinler kanserojen etki göstererek 

karaciğer kanseri ve karaciğer tümörüne neden olur (Pattron, 2006). 

Alternaria spp.: A. brassicicola ve A. alternata türlerinin de dahil olduğu Alternaria  spp. 

tahıl, sebze ve meyve gibi tarımsal ürünlere hasat öncesi veya sonrası zarar veren çok 

sayıda türe sahip olan bir mantar cinsidir. Doğada çok geniĢ bir yayılıma sahip olan bu 

cinsin sporları çok çeĢitli habitatlarda, toprak ve havanın normal florasında bulunur 

(Patriarca ve Pinto, 2018). Alternaria ılık ve kuru ortamlarda geliĢir (Targonski vd., 1995). 

DüĢük sıcaklıklarda bile geliĢimlerine devam ederler. Kısa hayat döngüsüne sahip bu 

patojenik türler sporlarını rüzgar ile kolayca yayabilirler. Sporlar radyasyon etkisine ve 

zorlu çevresel koĢullara dayanıklıdır. Tüm bu özellikler düĢünüldüğünde Alternaria 

spp.‟nin çok etkili bir patojen olduğu söylenebilir. Alternaria türleri sekonder metabolitler 

olan fitotoksin ve mikotoksinleri üretir. Fitotoksinler bitkilerde hastalık etmeni olarak 

önemli rol oynar. Mikotoksinler ise bulaĢık sebze ve meyveleri tüketen insan ve hayvanlar 

için zararlıdır. Ancak Alternaria spp.‟nin ürettikleri mikotoksinler hakkında Aspergillus 
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spp.‟nin ürettikleri kadar bilgi bulunmamaktadır (Patriarca ve Pinto, 2018). Alternaria spp. 

sporları astım ve alerjik fungal sinüzite neden olur (O'Hollaren vd., 1991; Stewart ve 

Hunsaker, 2002).   

1.10. Antimikrobiyal Ajanlar 

Antimikrobiyal ajanlar; bakteri, mantar veya virüs gibi mikroorganizmaların 

geliĢimini önleyen, çoğalmasını baskılayan veya bu mikroorganizmaları öldüren farklı 

molekül sınıflarıdır (Musumeci ve Puglisi, 2013). Bu ajanlar mikroorganizmaları tamamen 

öldürürse mikrobiyosit, mikroorganizmaların üremesini engellerse mikrobiyostatik olarak 

adlandırılır (Yılmaz ve Beyatlı, 2003; ÖzgümüĢ, 2010).  

Antimikrobiyal ajanlar kimyasal yapı ve etki mekanizmalarına göre aĢağıdaki gibi 

sınıflandırılır. 

• Bakteri hücre duvarlarının sentezini inhibe eden ajanlar,  

• Doğrudan mikroorganizmanın hücre zarı geçirgenliğini artıran ve hücre içi 

bileĢiklerin bozunmasına neden olan ajanlar, 

• Protein sentezini tersine inhibe etmek için 30S veya 50S ribozomal alt 

birimlerinin iĢlevini bozan ajanlar,  

• 30S ribozomal alt ünitesine bağlanan ve protein sentezini değiĢtiren ajanlar,  

• Bakteriyel nükleik asit metabolizmasını etkileyen ajanlar (RNA polimeraz veya 

topoizomeraz inhibitörleri),  

• Antimetabolitler (Musumeci ve Puglisi, 2013).  

Antimikrobiyal maddeler, etki gösterdikleri mikroorganizma cins sayısının az ya da 

çok oluĢuna göre dar ya da geniĢ spekturumlu olarak tanımlanmaktadır (ÖzgümüĢ, 2010; 

Topal, 2013). GeniĢ spekturumlu antimikrobiyal maddeler, konağın bağıĢıklık sisteminde 

bulunan doğal mikroorganizma yapısını bozmaktadır. Bu nedenle etkisini sadece 

enfeksiyon etkeni olan mikroorganizma üzerinde gösteren dar spekturumlu 

antimikrobiyaller tercih edilmelidir. Fakat çoklu patojene bağlı enfeksiyonlarda veya acil 

durumlarda geniĢ spekturumlu antimikrobiyaller kullanılabilir (Topal, 2013). 

Antimikrobiyal maddelerin ayrıca düĢük konsantrasyonlarda bile konağa zarar vermeden 

sadece hastalık yapan mikroorganizma üzerinde etkili olması beklenir. Bu özelliğe seçici 

toksisite adı verilir (ÖzgümüĢ, 2010; Topal, 2013). 
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Bitkiler doğal antimikrobiyal kaynaklar açısından büyük bir potansiyele sahiptir 

(Orhan vd., 2012). Antimikrobiyal bileĢikler çoğunlukla sekonder metabolitler olan 

fenollerde ve bunların oksijen-ikame türevleri olarak bitkilerde bulunmaktadır. Bitkilerde 

antimikrobiyal etkiden sorumlu olan temel bileĢikler; fenolikler, fenolik asitler, kinonlar, 

saponinler, flavonoidler, taninler, kumarinler, terpenoidler ve alkaloidler olarak 

bilinmektedir (Gyawali ve Ġbrahim, 2014; Yücel ve Yücel, 2015).  Doğal antimikrobiyal 

maddelerin etki mekanizmaları tam olarak bilinmemekle beraber, terpenoidler ve 

fenoliklerin hücre membranını parçaladığı, flavonoidlerin metal Ģelasyonuna neden olduğu, 

kumarin ve alkaloidlerin ise genetik materyal üzerine etki ederek mikroorganizma 

geliĢimini engellediği bilinmektedir (Cowan,  1999; Yücel ve Yücel, 2015). Fenolik 

bileĢiklerde bulunan hidroksil grupları, bakterilerin hücre zarı ile etkileĢime girerek 

hücrelerin membran yapısını bozmakta ve hücresel bileĢenlerin hücre dıĢına sızmasına 

neden olmaktadır (Burt, 2004; Lai ve Roy 2004; Shan vd., 2007; Xue vd., 2013). Ayrıca bu 

hidroksil gruplarının; proton değiĢtirici olarak hareket eden elektronların 

delokalizasyonuna ve bakteri hücrelerinin sitoplazmik zar üzerindeki eğilimini azaltmaya 

yardımcı olarak hücre ölümüne neden olduğu (Ultee vd., 2002; Gyawali ve Ġbrahim, 2014) 

ve mikroorganizmaların hücre metabolizmalarını değiĢtirerek enzimlerin aktif bölümünü 

kolayca bağlayabileceği bildirilmiĢtir (Farag vd., 1989). Bunun yanında flavonoidlerin 

antiviral etkisinin bulunduğu ve bu etkinin proteinlere yüksek oranda bağlanma yeteneği 

ile ilgili olduğu bilinmektedir. Örneğin yüksek antioksidan kapasiteye sahip olan metil 

kuersetinin, poliovirüsünün replikasyonunu ve hücresel protein sentezini bloke ettiği 

bildirilmiĢtir (Kahraman vd., 2002). Ayrıca polifenollerin de antibakteriyel aktivitelerinden 

bahsedilmektedir (Taguri vd., 2004). Bitkilerin kendilerini mikrobiyal enfeksiyonlar gibi 

biyotik saldırılardan korumak için sentezlemiĢ oldukları bu antimikrobiyal bileĢikler 

nedeniyle bitkiler ve bitkisel ürünler mikroorganizmalara karĢı aktivite çalıĢmalarında 

kullanılmaktadır (Kan vd., 2009). 

Bakteriler, antibiyotiklere karĢı doğal olarak dirençli olabilmektedir. Doğal direnç,  

mikroorganizmanın tür özelliğine bağlı olarak ilacın hedefi olan yapıyı taĢımaması veya 

ilacın yapısal bir özelliğinden dolayı hedefine ulaĢamaması sonucunda oluĢmaktadır. 

Örneğin Gram negatif bakteriler ilacın dıĢ membrandan geçememesi nedeniyle, 

vankomisine doğal olarak dirençlidir veya bakterilerin L formları ve mikoplazmalar gibi 

çepersiz mikroorganizmalar, penisilin gibi hücre duvar sentezi inhibitörlerine doğal olarak 
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dirençlidir. Aynı Ģekilde metabolik olarak inaktif olan bakteri sporları doğal dirençlidir. 

Çünkü birçok ilacın etkili olabilmesi için bakterinin aktif üreme döneminde olması 

gerekmektedir (Eliopoulos 1992; Willett vd., 1992; Jawetz vd., 1995; Mayer vd., 1995; 

Yüce, 2001). Bakterilerin antibiyotiklere karĢı gösterdikleri doğal direncin yanında çok 

daha önemli olan kazanılmıĢ dirençtir (Tenover, 2006). KazanılmıĢ direnç, bakterilerin 

genetik özelliklerindeki değiĢime bağlı olarak önceden duyarlı olduğu bir antibakteriyal 

ajandan etkilenmemesi durumu olarak ifade edilmektedir (Yüce, 2001). Nokta mutasyonlar 

ile hedef bağlanma yerlerinin değiĢtirilerek antimikrobiyal ajanın aktivitesinin 

engellenmesi, bakterilerde büyük bir DNA segmentinin yeniden düzenlenmesi, plazmidler, 

bakteriyofajlar, yalın DNA dizilimleri veya taĢınabilir genetik elementler aracılığıyla 

gerçekleĢen yabancı bir DNA segmentinin kazanılması gibi çok çeĢitli mekanizmalarla 

genetik değiĢiklikler meydana gelebilir. Böylece sayılan mekanizmalar yardımıyla 

herhangi bir antimikrobiyal ajana direnç geliĢebilir. Antibiyotik direnç geni bir kez 

geliĢtikten sonra bu direnç transformasyon, transdüksiyon, konjugasyon ve transpozisyon 

ile bakteriler arasında yayılır (Kuyucu, 2007). Dolayısıyla geliĢtirilen ilaçlara karĢı 

mikroorganizmaların hızla direnç kazanması ve bu ilaçların etkinliğini yitirmesi önemli bir 

problem olarak ortaya çıkmaktadır (Kürek, 2007). Sentetik olarak üretilen ilaçların tek bir 

aktif madde içermesi nedeniyle mikroorganizmaların bu ilaçlara karĢı direnç kazanması 

kolaylaĢırken, bitkilerde bulunan aktif maddelerin diğer maddelerle kompleks halinde 

bulunması mikroorganizmaların bu yapılara karĢı çoklu direnç kazanmasını 

güçleĢtirmektedir (Tenover, 2006, Kürek, 2007). Dolayısıyla bitkilerin yapısında bulunan 

çok sayıda bileĢimin oluĢturduğu sinerjik etki ile enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde ve 

tek tip antibiyotiğe karĢı direnç kazanan mikroorganizmaların yok edilmesinde, bitkisel 

kaynaklı ilaçların sentetik ilaçlara göre daha etkin bir tedavi sağladığı belirtilmektedir 

(Faydaoğlu ve Sürücüoğlu, 2013). Bu nedenle bitki kaynaklı ilaçlar mikroorganizma 

temelli hastalıkların tedavisinde büyük umut kaynağı olmuĢtur ve araĢtırmacılar bitkilerin 

kimyasal bileĢimlerini ortaya çıkarıp, antimikrobiyal mekanizmasını çözmeye 

çalıĢmaktadırlar (Erdoğan ve Everest, 2013). 



 

 

 

 

2. YAPILAN ÇALIġMALAR 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Cihazlar 

 

Tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar ve gereçler Tablo 2.1‟de verildi. 

 

Tablo 2.1. Tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar ve gereçler 

Cihazlar ve Gereçler Firma 

Hassas Terazi Kern 

Buzdolabı Beko 

Çalkalayıcı inkübatör Shel Lab 

Etüv Daihan Scientific 

GPS Cihazı Magellan 

McFarland Densiometresi Grant Instruments 

Mikroplaka Okuyucu Thermo Scientific 

Otoklav HMC Hirayama 

Öğütücü Fritsch 

Rotary evaporatör Heidolph 

Steril kabin  Esco 

Su Banyosu Memmert 

Ultrasonik Su Banyosu Wisd Laboratory Instruments 

Vorteks Heidolph 

6 mm disk Bioanalyse 

96 kuyucuklu mikroplaka LP Italiana Spa 

Balon joje ISO Lab 

Bek alevi  ISO Lab 

Eküvyon Cultiplast 

Ependorf tüpü ISO Lab 

Erlen mayer ISO Lab 

Falkon tüp  ISO Lab 

Filtre kağıdı Schleicher & Schüll 

Ġnokulasyon aparatı  ISO Lab 

Otoklav ĢiĢesi ISO Lab 

Otomatik pipetler Ependorf 

Öze Loop Plast 

Petri ISO Lab 

Viyal ISO Lab 

 

 



  

30 

 

2.1.2. Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Kimyasal Sarf Malzemeler 

 Tez çalıĢmasında kullanılan kimyasal sarf malzemeler Tablo 2.2‟de verildi. 

 

Tablo 2.2. Tez çalıĢmasında kullanılan kimyasal sarf malzemeler  

Malzeme adı Firma 

ABTS Sigma Aldrich 

Alüminyum nitrat nonahidrat Merck 

Amonyum heptamolibdat tetrahidrat  Merck 

Askorbik asit  Merck 

Dimetilsülfoksit Merck 

DPPH Sigma Aldrich 

Etanol Merck 

Etil asetat Sigma Aldrich 

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi  Merck 

Gallik asit  Merck 

Hekzan Sigma Aldrich 

Kloramfenikol Sigma Aldrich 

Kloroform Sigma Aldrich 

Kuersetin Sigma Aldrich 

Metanol Merck 

Müller-Hinton Agar  Merck 

Müller-Hinton Broth Merck 

Nistasin Sigma Aldrich 

Potasyum asetat  Sigma Aldrich 

Potasyum persülfat  Sigma Aldrich 

Potato Dextrose Agar Merck 

Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat Merck 

Sodyum karbonat Sigma Aldrich 

Sülfürik asit  Merck 

Troloks Sigma Aldrich 

 

2.2. Metot 

Tüm analizler üç tekrarlı olarak çalıĢıldı. 

2.2.1. Bitkilerin Toplanması 

Orkidelere ait yumrular 9 Temmuz 2017 tarihinde GümüĢhane Ġli Kelkit Ġlçesi 

AĢağıözlüce Köyü sınırları dahilinde bulunan dağlık alanlardan toplandı (Rakım:1872 m, 

D:0549052 K:4429427 ve Rakım:1940 m, D: 0549227 K:4429388 lokasyonları). Orkide 

yumrularının doğadan toplanması izne tabi olduğundan Kelkit Ġlçesi Orman ĠĢletme 
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ġefliği‟ne 22.06.2017 tarih ve 1322161 sayılı dilekçe ile baĢvuru yapıldı. 30.06.2017 tarih 

ve 1376191 sayılı resmi yazı ile 250 gr kuru yumru ağırlığı için izin verildi. Bitkinin tür 

teĢhisi „Rothmaler in Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 50. 1941‟nomenklatür referansı temel 

alınarak Dr. Öğretim Üyesi Tuba ACET tarafından yapıldı. Hazırlanan herbaryum örneği 

GümüĢhane Üniversitesi Genetik ve Biyomühendislik Bölümü‟ndeki herbaryumda 

TAK1801 kodu ile muhafaza edildi. Ayrıca Akdeniz Üniversitesi, Eğitim Fakültesi, 

Matematik ve Fen Bilimleri Eğitimi Bölümü, Biyoloji Eğitimi Anabilim Dalı‟nda görev 

yapan „Bitki Sistematiği‟konusunda uzman Doç. Dr. Ġsmail Gökhan DENĠZ‟e canlı bitki 

materyalleri ile herbaryum örneği gönderildi ve tür teĢhisi teyit edildi (ġekil 2.1.). 

 

 

 ġekil 2.1. Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait herbaryum örneği 

 

2.2.2. Bitki Yumrularının Ektraksiyona Hazırlanması ve Ekstraksiyon ĠĢlemi 

Bitki yumrularının ekstraksiyon için hazırlanma yöntemi geleneksel usule uygun 

olarak yapıldı (TekinĢen ve Güner, 2010). Ekstraksiyon öncesi hazırlık çalıĢmaları ġekil 

2.2‟de Ģematize edildi. 
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ġekil 2.2. Ekstraksiyon öncesi hazırlık çalıĢmaları 

 

Ekstraksiyon için farklı polaritelere sahip hekzan (H, rp
1
: 0.009), etil asetat (EA, rp: 

0.228), kloroform (K, rp: 0.259), etanol (E, rp: 0.654) ve metanol (M, rp: 0.762) olmak 

üzere beĢ farklı çözgen tercih edildi (Reichardt, 2003).  
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Ektraksiyon iĢlemi ġekil 2.3‟te Ģematize edildiği gibidir. Ekstraksiyon iĢlemi 

tamamlandıktan sonra, her ekstre için 10 mg/ml stok solüsyon dimetilsülfoksit (DMSO) ile 

hazırlandı ve analizlerde stok solüsyonlar kullanıldı (Acet ve Özcan, 2018). 

 

 

ġekil 2.3. Ekstraksiyon iĢlemi 

 

 

 

 

 

 

 

 

1
Göreceli polarite “Relative Polarity” (rp); bir çözgenin suya göre polaritesini belirler (su için rp:1.0 alınır) 

(Reichardt, 2003).          
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2.2.3. Çözeltilerin Hazırlanması 

 Toplam Fenolik Madde Tayini için Gerekli Çözeltilerin Hazırlanması 

Sodyum karbonat (Na2CO3) çözeltisi (%1 w/v): 0.25 g Na2CO3 (MA:105.988 g/mol) 

hassas terazide tartılarak bir miktar distile su ile çözüldü ve balon jojede hacmi 25 ml‟ye 

distile su ile tamamlandı.  

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi çözeltisi (%10 v/v): 1 ml folin reaktifi distile su ile 

çözülerek hacmi balon jojede 10 ml‟ye tamamlandı. 

Gallik asit standart çözeltisinin hazırlanması: 10 mg gallik asit hassas terazide tartılarak 

1 ml etanol içinde çözüldü ve stok gallik asit çözeltisi elde edildi. Daha sonra 1 mg/ml‟lik 

gallik asit stok çözeltisinden 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 µg/ml‟lik seyreltik gallik asit 

çözeltileri oluĢturuldu. 

 Toplam Flavonoid Madde Tayini için Gerekli Çözeltilerin Hazırlanması 

Alüminyum nitrat (Al(NO3)3) çözeltisi (%10, w/v): 4.40 g alüminyum nitrat nonahidrat 

(Al(NO3)3.9H2O, MA:375.134 g/mol, MAsusuz:212.996 g/mol) bir miktar distile su ile 

çözüldü ve hacmi balon jojede 25 ml‟ye tamamlandı. 

Potasyum asetat (KCH3COO) çözeltisi (1 M): 2.454 g potasyum asetat (KCH3COO, 

MA:98.142 g/mol) bir miktar distile su ile çözüldü ve hacmi balon jojede 25 ml‟ye 

tamamlandı. 

Etanol çözeltisi (%80, v/v): 80 ml saf etanol distile su ile balon jojede 100 ml‟ye 

tamamlandı. 

Kuersetin standart çözeltisinin hazırlanması: 10 mg kuersetin önce 80 µl saf etanol ile 

çözüldü ve hacmi 1000 µl‟ye distile su ile tamamlandı. 10.000 µg/ml‟lik kuersetin standart 

stok çözeltisi elde edildi. Standart stok çözeltisi %80‟lik etanol ile 1:10 oranında 

seyreltilerek 1000 µg/ml‟lik çözelti hazırlandı. Daha sonra ise 1, 3, 5, 7, 9 µg/ml seyreltik 

kuersetin standart çözeltileri oluĢturuldu. 

 Total Antioksidan Kapasite Tayini (Fosfomolibdat Testi) için Gerekli 

Çözeltilerin Hazırlanması 

Fosfomolibdik asit kompleksinin hazırlanması: 1.6 ml sülfürik asit (0.6 M H2SO4, 

MA:98.08 g/mol) 50 ml‟lik balon jojeye konuldu ve üzerine 12 ml metanol sızdırılarak 

karıĢtırıldı. Hassas terazide 0.2472 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat (4 mM 

((NH4)6Mo7O24 + 4H2O, MA:1235.86 g/mol) tartıldı ve balon jojeye alındı. Üzerine bir 
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miktar distile su eklenip çözüldü. Daha sonra 0.2295 g sodyum dihidrojen fosfat 

monohidrat (28 mM NaH2PO4+H2O, MA:137.99 g/mol ) tartılıp karıĢıma eklendi. 

Çözündükten sonra hacim çizgisine kadar distile su ile tamamlandı. 

Askorbik asit standart çözeltisinin hazırlanması: 1.5 mg askorbik asit hassas terazide 

tartılarak 1 ml etanol içinde çözüldü. Daha sonra stok askorbik asit çözeltisinden 1000 

µg/ml‟lik seyreltik stok çözeltiler elde edildi. Son olarak 50, 100, 150, 200, 250 µg/ml‟lik 

seyreltik askorbik asit çözeltileri oluĢturuldu. 

Troloks standart çözeltisinin hazırlanması: 1.5 mg troloks hassas terazide tartılarak 1 ml 

etanol içinde çözüldü. Daha sonra stok troloks çözeltisinden 1000 µg/ml‟lik seyreltik stok 

çözeltiler elde edildi. Son olarak 100, 200, 300, 400, 500 µg/ml‟lik seyreltik troloks 

çözeltileri oluĢturuldu.  

 ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini için Gerekli Çözeltilerin 

Hazırlanması 

ABTS radikali çözeltisi (7 mM): 38 mg 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik 

asit) (ABTS, MA:514.62 g/mol) tartılarak 10 ml distile su ile çözüldü. Daha sonra 6.622 

mg potasyum persülfat (K2S2O8, MA:270.322 g/mol, 2.45 mM) tartılarak 10 ml distile su 

ile çözüldü. Hazırlanan her iki çözelti falkon tüpte karıĢtırıldı. ABTS radikal çözeltisi elde 

etmek üzere, falkon tüpün etrafı alüminyum folyo ile kaplanarak oda sıcaklığında 12 saat 

karanlıkta bekletildi. ABTS radikal çözeltisinin optik yoğunluk değerinin 0.7 olması için 

karıĢım 1:37 oranında distile su ile seyreltildi. 

Askorbik asit standart çözeltisinin hazırlanması: 1000 µg/ml‟lik seyreltik stok 

çözeltisinden 1, 3, 5, 7, 9 µg/ml‟lik seyreltik askorbik asit çözeltileri oluĢturuldu. 

Troloks standart çözeltisinin hazırlanması: 1000 µg/ml‟lik seyreltik stok çözeltisinden 

1, 3, 5, 7, 9 µg/ml‟lik seyreltik askorbik asit çözeltileri oluĢturuldu. 

 DPPH Radikali Süpürme Aktivite Tayini için Gerekli Çözeltilerin 

Hazırlanması 

DPPH radikali çözeltisi (0.1 mM): 3.9 mg 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, 

MA:394.32 g/mol) hassas terazide tartılarak etanol ile balon jojede 100 ml‟ye tamamlandı. 

Askorbik asit standart çözeltisinin hazırlanması: 1000 µg/ml‟lik seyreltik stok 

çözeltisinden 1, 3, 5, 7, 9 µg/ml‟lik seyreltik askorbik asit çözeltileri oluĢturuldu. 

Troloks standart çözeltisinin hazırlanması: 1000 µg/ml‟lik seyreltik stok çözeltisinden 

1, 3, 5, 7, 9 µg/ml‟lik seyreltik askorbik asit çözeltileri oluĢturuldu. 
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2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayinleri için Gerekli Hazırlıkların Yapılması  

Antimikrobiyal aktivite tayini için 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) ve 7 adet fungus 

(2 maya, 5 küf) olmak üzere toplam 13 mikroorganizma test mikroorganizma olarak 

kullanıldı (Tablo 1.1.). 

 Bakteri ve Fungus Ekimi için Besi Ortamlarının Hazırlanması 

Bakteri ve maya ekimi için 19 g Müller-Hinton Agar (MHA) tartılarak otoklav 

ĢiĢesine alındı ve üzeri 500 ml distile su ile tamamlandı. Fungus (küf) ekimi için ise 39 g 

“Potato Dextrose Agar” (PDA) tartılarak otoklav ĢiĢesine alındı ve üzeri 1 l distile su ile 

tamamlandı. Hazırlanan besi ortamları ve iĢlem sırasında kullanılacak tüm malzemeler 121 

ºC sıcaklıkta 15 dakika süre ile otoklavda steril edildi. Daha sonra steril kabin içerisinde 

hazırlanan besi ortamları 90 mm‟lik petrilere dökülerek soğuması beklendi. Soğuyan 

petrilerin üzerleri kapatılarak +4 ºC‟de buzdolabına konuldu. 

 Bakteri ve Maya Ekimi 

ÇalıĢmada 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 2 adet maya kullanıldı. Daha 

önce steril edilmiĢ 9 ml distile su bulunan tüplere öze yardımıyla ilgili mikroorganizmalar 

eklenerek 0.5 MacFarland (1.5x10
8
 kob/ml) bulanıklık standardı sağlandı. Steril kabin 

içerisinde, MHA bulunan 90 mm‟lik steril petrilere öze yardımıyla mikroorganizmaların 

ekimi yapıldı Daha sonra petriler 37º C‟de 18 saat gece kültürü yapılmak üzere inkübatöre 

konuldu. Ġnkübasyon sonrası bakteri ve maya bulunan petrilerin son durumu ġekil 2.4‟te 

verildi. 
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ġekil 2.4. Ġnkübasyon sonrası bakteri ve maya bulunan petrilerin son durumu 

                                                                                                   

 Küf Ekimi  

ÇalıĢmada funguslardan beĢ farklı küf kullanıldı. PDA bulunan 90 mm‟lik steril 

petrilere bek alevi ile sterilize edilen iğne öze yardımıyla küflerin ekimi yapıldı. Daha 

sonra ekimi yapılan petriler 27 ºC sıcaklıkta 3 gün süre ile inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrası küf bulunan petrilerin son durumu ġekil 2.5‟te verildi. 

 

 

ġekil 2.5. Ġnkübasyon sonrası küf bulunan petrilerin son durumu 
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2.2.5. Toplam Fenolik Madde Tayini  

Ekstrelerin toplam fenolik içeriği Folin-Ciocaltaeu yönteminde (Slinkard ve 

Singleton, 1977), küçük değiĢiklikler yapılarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak 

ölçüldü (Acet ve Özcan, 2018). Yapılan pipetlemeler Tablo 2.3‟te özetlendi. 5-60 µg/ml 

konsantrasyon aralığında (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 µg/ml) gallik asit standart eğrisi 

oluĢturuldu. Ekstrelerin 1 mg/ml‟lik konsantrasyonları kullanıldı. Toplam fenolik madde 

miktarı ġekil 2.6‟daki standart eğri grafiği referans alınarak gallik asit eĢdeğeri (mg GAE/g 

ekstre) olarak hesaplandı. 

 

Tablo 2.3. Yumru ekstrelerinde toplam fenolik madde tayini için yapılan pipetlemeler 

  Miktar, µl 

  Kör Kontrol Standart Numune 

Distile su 250 31.25 - - 

Ekstre - - - 31.25 

Standart - - 31.25 - 

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi çözeltisi, %10 (v/v) - 125 125 125 

Na2CO3 çözeltisi, %1 (w/v) - 93.75 93.75 93.75 

          

Oda sıcaklığında, karanlıkta 2 saat inkübe edildi. 

750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile köre karĢı absorbans ölçümü yapıldı. 
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ġekil 2.6. Toplam fenolik madde miktarı için gallik asit ile hazırlanan standart eğri grafiği 

 

2.2.6. Toplam Flavonoid Madde Tayini  

Toplam flavonoid madde miktarı, alüminyum nitrat kolorimetrik yönteminde küçük 

değiĢiklikler yapılarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak ölçüldü (Moreno vd., 

2000). Yapılan pipetlemeler Tablo 2.4‟te özetlendi. 1-9 µg/ml konsantrasyon aralığında (1, 

3, 5, 7, 9 µg/ml) kuersetin standart eğrisi oluĢturuldu. Ekstrelerin 1 mg/ml‟lik 

konsantrasyonları kullanıldı. Toplam flavonoid madde miktarı ġekil 2.7‟deki standart eğri 

grafiği referans alınarak kuersetin eĢdeğeri (mg QE/g ekstre) olarak hesaplandı.  
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Tablo 2.4. Yumru ekstrelerinde toplam flavonoid madde tayini için yapılan pipetlemeler 

    Miktar, µl 

  Kör Kontrol Standart Numune 

Etanol 200 20 - - 

Ekstre - - - 20 

Standart - - 20 - 

Etanol çözeltisi, % 80 (v/v) - 172 172 172 

Al(NO3)3 çözeltisi, % 10 (w/v) - 4 4 4 

KCH3COO çözeltisi, 1 M - 4 4 4 

Oda sıcaklığında, karanlıkta 40 dakika inkübe edildi. 

415 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile köre karĢı absorbans ölçümü yapıldı. 

 

 

 

ġekil 2.7. Toplam flavonoid madde miktarı için kuersetin ile hazırlanan standart eğri grafiği 

 

2.2.7. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini 

 

2.2.7.1. Fosfomolibdat Yöntemi 

 

Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi, fosfomolibdat test yönteminde küçük 

değiĢiklikler yapılarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak ölçüldü (Zengin vd., 
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2014). Yapılan pipetlemeler Tablo 2.5‟te özetlendi. Askorbik asit için 50-250 µg/ml (50, 

100, 150, 200, 250 µg/ml), troloks için 100-500 µg/ml (100, 200, 300, 400, 500 µg/ml) 

konsantrasyon aralığında askorbik asit ve troloks standart eğrileri oluĢturuldu. Ekstrelerin 

0.5 mg/ml‟lik konsantrasyonları kullanıldı. Toplam antioksidan kapasite ġekil 2.8. ve 

2.9‟daki standart eğri grafikleri referans alınarak askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) 

ve troloks eĢdeğeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandı.  

 

Tablo 2.5. Yumru ekstrelerinde toplam antioksidan kapasite tayini (fosfomolibdat)  

için yapılan pipetlemeler 

  Miktar, ml 

  Kör Kontrol Standart Numune 

Distile su 3.3 0.3 - - 

Ekstre - - - 0.3 

Standart - - 0.3 - 

Fosfomolibdik asit kompleksi - 3.0 3.0 3.0 

Reaksiyonun gerçekleĢmesi için deney tüpleri daha önceden ayarlanan 95 °C'deki su banyosunda 

90 dakika bekletildi. 

SoğumuĢ karıĢım otomotik pipet yardımıyla 96 kuyucuklu plakaya 250 µl hacimde enjekte edildi ve 

mikroplaka okuyucuda 695 nm'de köre karĢı (distile su) okundu. 

 

 

 

   ġekil 2.8. Toplam antioksidan kapasite için askorbik asit ile hazırlanan standart eğri 

grafiği 
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  ġekil 2.9. Toplam antioksidan kapasite için troloks ile hazırlanan standart eğri grafiği 

 

2.2.8. Antioksidan Aktivite Tayini Yöntemleri 

 

2.2.8.1. ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini 

 

Ekstrelerin ABTS radikali giderme aktivitesi Re vd., (1999) tarafından geliĢtirilen 

yöntemde küçük değiĢiklikler yapılarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak ölçüldü 

(Acet ve Özcan, 2018). Yapılan pipetlemeler Tablo 2.6‟da özetlendi. Askorbik asit ve 

troloks için 1-9 µg/ml konsantrasyon aralığında (1, 3, 5, 7, 9) askorbik asit ve troloks 

standart eğri grafikleri oluĢturuldu. Ekstrelerin 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/ml‟lik 

konsantrasyonları kullanıldı. ABTS radikali giderme aktiviteleri ġekil 2.10. ve 2.11‟deki 

standart eğri grafikleri referans alınarak askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) ve 

troloks eĢdeğeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandı. 
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Tablo 2.6. Yumru ekstrelerinde ABTS radikali giderme aktivite tayini için yapılan pipetlemeler 

  Miktar, µl 

  Kör Kontrol Standart Numune 

Etanol 240 80 - - 

Ekstre - - - 80 

Standart - - 80 - 

ABTS radikali çözeltisi, 7 mM - 160 160 160 

ABTS radikali çözeltisi 1:37 oranında seyreltilerek optik yoğunluk değerinin (OD) 0.7 olması 

sağlandı. 

Oda sıcaklığında, karanlıkta 6 dakika inkübe edildi. 

750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile köre karĢı absorbans ölçümü yapıldı. 

 

 

 

 ġekil 2.10.  ABTS radikali giderme aktivite tayini için askorbik asit ile 

hazırlanan standart grafiği 
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 ġekil 2.11.  ABTS radikali giderme aktivite tayini için troloks ile hazırlanan 

standart eğri grafiği 

 

Ekstrelerin ABTS radikali giderme aktivitesi yarı maksimum inhibisyon 

konsantrasyonu (IC50) değeri olarak da verildi. Bu amaçla yumru ekstrelerinin 0.1, 0.25, 

0.5, 0.75, 1 mg/ml‟lik konsantrasyonlarının spektrofotometrik ölçümler sonrasında elde 

edilen absorbans değerleri ile EĢitlik 2.1 yardımıyla % inhibisyon değerleri hesaplandı. 

Örneğin Tablo 2.7‟de verilen ekstre konsantrasyonları ve % inhibisyon değerleri ile lineer 

grafik çizildi (ġekil 2.12.). ġekil 2.12‟deki grafik eğrisine ait eğri denklemi kullanılarak 

kloroform ekstresinin IC50 değeri, 0.7693 mg/ml olarak hesaplandı. Askorbik asit ve 

troloks standart çözeltilerinin 1, 3, 5, 7, 9 µg/ml‟lik konsantrasyonları ile aynı iĢlemler 

gerçekleĢtirilerek standart çözeltilerinin IC50 değerleri tespit edildi. Sonuçlar mg/ml olarak 

verildi. 

 

             
                     

        
                                                                                

 

Bu eĢitlikte; 

Akontrol; Kontrol absorbans değeri 

Aekstre; Yumru ekstresinin absorbans değeri 
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Tablo 2.7. Kloroform ekstresine (K) ait absorbans ve % inhibisyon değerleri 

Örnek ve Kontrol Absorbans Değeri  %Ġnhibisyon Değerleri 

K 0.10 mg/ml 0.3248 24.3299 

K 0.25 mg/ml 0.2962 30.9951 

K 0.50 mg/ml 0.2574 40.0372 

K 0.75 mg/ml 0.2167 49.5222 

K 1.00 mg/ml 0.1788 58.3546 

Kontrol 0.4294 - 

 

 

 

ġekil 2.12. Kloroform ekstresi konsantrasyonları % inhibisyon grafik eğrisi 

 

2.2.8.2. DPPH Radikali Süpürme Aktivite Tayini 

Ekstrelerin DPPH radikali süpürme aktivitesi Brand-Williams vd. (1995) tarafından 

geliĢtirilen yöntemde küçük değiĢiklikler yapılarak mikroplakalarda spektrofotometrik 

olarak ölçüldü (Acet ve Özcan, 2018). Yapılan pipetlemeler Tablo 2.8‟de özetlendi. 

Askorbik asit ve troloks için 1-9 µg/ml konsantrasyon aralığında (1, 3, 5, 7, 9) askorbik asit 

ve troloks standart eğrileri oluĢturuldu. Ekstrelerin 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 mg/ml‟lik 

konsantrasyonları kullanıldı.  Ekstrelerin DPPH radikali süpürme aktivitesi ġekil 2.13. ve 
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2.14‟teki standart eğri grafikleri referans alınarak askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) 

ve troloks eĢdeğeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandı.  Ayrıca ekstrelerin DPPH radikali 

giderme aktivitesi IC50 değeri olarak da verildi. Bu amaçla yumru ekstrelerinin 0.25, 0.5, 

0.75, 1, 2 mg/ml‟lik konsantrasyonları kullanılarak IC50 değerleri hesaplandı. Sonuçlar 

mg/ml olarak verildi. 

 

Tablo 2.8. Yumru ekstrelerinde DPPH radikali süpürme aktivite tayini için yapılan pipetlemeler 

  Miktar, µl 

  Kör Kontrol Standart Numune 

Etanol 250 125 - - 

Ektsre - - - 125 

Standart - - 125 - 

DPPH radikali çözeltisi, 0.1 mM  - 125 125 125 

Oda sıcaklığında, karanlıkta 30 dakika inkübe edildi. 

490 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile köre karĢı absorbans ölçümü yapıldı. 

 

 

 

ġekil 2.13.  DPPH radikali süpürme aktivite tayini için askorbik asit ile 

hazırlanan standart eğri grafiği 
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ġekil 2.14.  DPPH radikali süpürme aktivite tayini için troloks ile 

hazırlanan standart eğri grafiği 

 

2.2.9. Yüksek Performanslı Sıvı Kromotografisi (HPLC) Analizi ile Fenolik 

Madde Ġçeriğinin Belirlenmesi 

Toplam fenolik madde miktarı en yüksek olan etil asetat ekstresinin (10 mg/ml) 

fenolik bileĢen analizi gerçekleĢtirildi. Analiz kapsamında, Shimadzu Marka HPLC cihazı 

ile orkidelerde yaygın olarak görülen 20 adet fenolik bileĢiğe bakıldı. Gallik asit, 

protokatekuik asit, kateĢin, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikateĢin, 

Ģiringik asit, vanilin, p-kumarik asit, o-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit, 

rutin, rosmarinik asit, sinnamik asit, kuersetin, luteolin ve kaemferol fenolik bileĢiklerinin 

içeriklerine iliĢkin sonuçlar µg/g ekstre olarak verildi. 

Analiz için pompa (LC-10 ADvp), degazör ünitesi (DGU-14A), otosampler (SIL-10 

ADvp) ve detektör (DAD, ƛ max=278) içeren Shimadzu Marka HPLC sistemi ve Agilent 

Eclipse XDB-C18 (250×4.60 mm, 5 μm partikül büyüklüğü) kolonu, CTO-10Avp kolon 

fırını kullanıldı. Mobil faz %3‟lük asetik asit çözeltisi (Mobil faz A) ve metanol (Mobil faz 

B), faz akıĢ hızı 0.8 ml/dk., akıĢ tipi gradient elüsyonu ve enjeksiyon hacmi ise 20 μl 

olarak belirlendi ġekil 2.15‟teki standart kromotogramına göre okumalar yapıldı. Bu 

analiz, hizmet satın alınarak Süleyman Demirel Üniversitesi YETEM Uygulamalı Temel 

Bilimler ve Teknolojileri AraĢtırma Birimi‟nde yaptırıldı.  
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1:gallik asit 2:protokateĢuik asit 3:kateĢin 4:p-hidroksi benzoik asit 5:klorojenik asit 6:kafeik asit 

7:epikateĢin 8:Ģiringik asit 9:vanilin 10:p-kumarik asit 11:ferulik asit 12:sinapik asit 13:benzoik asit 

14:o-kumarik asit 15:rutin 16:rosmarinik asit 17:sinnamik asit 18:kuarsetin 19:luteolin 20:kamferol 

ġekil 2.15. HPLC analizinde kullanılan standart kromotogramı 

 

2.2.10. Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri, bir antimikrobiyal ajanın belli bir mikroorganizma 

türüne karĢı in-vitro etkinliğini belirlemek amacıyla uygulanır. Antimikrobiyal duyarlılık 

testlerinde "difüzyon" ve "dilüsyon" olmak üzere baĢlıca iki yöntem kullanılır. Uygulama 

kolaylığı ve maliyet açısından en sık kullanılan yöntem disk difüzyon testleridir. Bu test, 

kağıt disklere emdirilen antimikrobiyal ajanın, duyarlılığı araĢtırılan organizmanın inoküle 

edildiği besiyerine difüze olması temeline dayanır. Ayrıca antimikrobiyal ajanların 

minimum inhibisyon konsantrasyon (MĠK) değerlerinin tespit edilmesi için dilüsyon 

yöntemleri kullanılır. Dilüsyon testlerinde, antimikrobiyal ajanın dilüsyonlarını içeren 

mikroplaka kuyucuklarında üremenin gözle görülebilir olması esas alınır. Bu kapsamda 

ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi için difüzyon yöntemlerinden disk 

difüzyon ve dilüsyon yöntemlerinden ise mikrodilüsyon yöntemi tercih edildi (CLSI 2006; 

Kahlmeter vd., 2003; Kahlmeter vd., 2006). 
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2.2.10.1. Disk Difüzyon Yöntemi 

Ekstrelerin 10 mg/ml konsantrasyon stokları kullanılarak disk difüzyon yöntemiyle 

antimikrobiyal aktivite tayin edildi (CLSI, 2007). Bu tez çalıĢmasında 3 adet Gram (+), 3 

adet Gram (-) ve 7 adet fungus (2 maya, 5 küf) olmak üzere toplam 13 mikroorganizma 

test mikroorganizma olarak kullanıldı (Tablo 1.1.). Bakteriler, mayalar ve küfler için disk 

difüzyon yöntemi aĢamaları ġekil 2.16‟da Ģematize edildi. 
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2.2.10.2. Mikrodilüsyon Yöntemi 

Yapılan disk difüzyon testi sonuçlarına göre kullanılan mikroorganizmalar üzerine 

inhibisyon zonu oluĢturan ekstrelerin, 96‟lık mikroplakalarda mikrodilüsyon yöntemi 

kullanılarak MĠK değerleri belirlendi (CLSI, 2007). Bitki ekstrelerinden DMSO 

kullanılarak 40 mg/ml stok solüsyonlar hazırlandı. Pozitif kontrol olarak 1-1024 µg/ml 

aralığında seri iki kat dilüsyonla hazırlanan 10 farklı konsantrasyondaki kloramfenikol 

antibiyotiği kullanıldı. Taze kültürleri hazırlanan test organizmalarının (Bacillus cereus 

RSKK 709; Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes, Escherichia coli 

ATCC 29998, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Vibrio parahaemolyticus ATCC 

17802, Candida albicans DSMZ 5817, Candida tropicalis NRRL YB-366) 

konsantrasyonları 0.5 MacFarland standardına (1.5x10
8
 kob/ml) göre ayarlandı. 

Mikroplakada her kuyucuğa 100 µl MHB dağıtıldı ve ilk kuyucuğa 100 µl 16.4 mg/ml 

konsantrasyonundaki bitki ekstreleri eklendi. 100 µl‟ye ayarlanmıĢ çoklu pipet yardımıyla 

ilk kuyucuktan itibaren ġekil 2.17‟de görüldüğü gibi seri dilüsyon iĢlemi yapılarak her bir 

kuyucuğun madde konsantrasyonu yarıya indirildi (8.2-0.5125 mg/ml). Seri dilüsyon 

tamamlandıktan sonra negatif kontrol hariç tüm kuyucuklara 10 µl mikroorganizma 

eklendi ve 37 °C‟de 48 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda inhibisyon olup olmadığı 

kontrol edildi ve mikroorganizmaların büyümesini engelleyen en düĢük ekstre 

konsantrasyonları MĠK değeri olarak belirlendi. 

 

 

ġekil 2.17. Seri dilüsyon iĢlemi 
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2.3. Ġstatistiksel Analizler 

Tüm ölçümler 3 tekrarlı olarak çalıĢıldı. Sonuçlar SPSS (version 11.5 for Windows 

2000, SPSS Inc.) programında, One-way ANOVA ile hesaplandı ve önemli farklılıklar 

Duncan‟ın çoklu sıra testleri ile belirlenip p˂0.05 değerleri anlamlı olarak kabul edildi.



 

 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Ekstre Verimi 

 

Bitki ekstraksiyonu için farklı polaritelerde beĢ çözgen kullanıldı. Dactylorhiza 

romana subsp. georgica bitkisi yumruları ile elde edilen kloroform, etil asetat, metanol, 

etanol ve hekzan ekstre verimleri Tablo 3.1‟de verildi.  

 

Tablo 3.1.  Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumrularının 

ekstre verimleri ve çözgenlerin polarite dereceleri  

Ekstraksiyon çözgeni % Verim RP  

Kloroform ekstresi (K) 0.44 0.259 

Etil asetat ekstresi (EA) 0.50 0.228 

Metanol ekstresi (M) 2.83 0.762 

Etanol ekstresi (E) 0.95 0.654 

Hekzan ekstresi (H) 0.40 0.009 

 

3.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuçları 

Ekstrelerin toplam fenolik madde içeriği Folin-Ciocaltaeu yöntemi ile analiz edildi. 

Toplam fenolik madde miktarı ġekil 2.6‟daki standart eğri grafiği referans alınarak gallik 

asit eĢdeğeri (mg GAE/g ekstre) olarak hesaplandı (Tablo 3.2. ve ġekil 3.1.). 
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Tablo 3.2. Ekstrelerin toplam fenolik 

madde miktarı sonuçları 

Ekstre mg GAE/g ekstre 

K 24.62±0.38
b
 

EA 29.15±0.24
a
 

M 21.40±0.68
c
 

E 24.91±0.95
b
 

H 14.56±0.63
d
 

± standart sapma, üç analizin 

ortalaması, sütunlardaki harfler 

p<0.05 istatistiksel düzeyde ekstreler 

arasındaki önemli farklılıkları 

göstermektedir. 

 

 
a, b, c, d

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.1.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin gallik asite eĢdeğer toplam fenolik madde miktarları 

 

3.3. Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuçları 

Ekstrelerin toplam flavonoid madde içeriği alüminyum nitrat kolorimetrik yöntemi 

ile analiz edildi. Toplam flavonoid madde miktarı ġekil 2.7‟deki standart eğri grafiği 
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referans alınarak kuersetin eĢdeğeri (mg QE/g ekstre) olarak hesaplandı (Tablo 3.3. ve 

ġekil 3.2.).  

 

Tablo 3.3. Ekstrelerin toplam flavonoid 

madde miktarı sonuçları 

Ekstre mg QE/g ekstre 

K 5.79±0.13
b
 

EA 6.97±0.25
a
 

M 1.31±0.02
d
 

E 3.58±0.08
c
 

H 3.80±0.09
c
 

± standart sapma, üç analizin ortalaması, 

sütunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel 

düzeyde ekstreler arasındaki önemli 

farklılıkları göstermektedir. 

 

 
a, b, c, d

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.2.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin    kuersetine eĢdeğer toplam flavonoid madde miktarları 
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3.4. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini Sonuçları 

 

3.4.1. Fosfomolibdat Yöntemi Tayini Sonuçları 

 

Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi fosfomolibdat yöntemi ile analiz edildi. 

Toplam antioksidan kapasite ġekil 2.8. ve 2.9‟daki standart eğri grafikleri referans alınarak 

askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks eĢdeğeri (mg TE/g ekstre) olarak 

hesaplandı (Tablo 3.4., ġekil 3.3. ve 3.4.). 

 

Tablo 3.4. Ekstrelerin toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat) sonuçları 

Ekstreler mg AAE/g ekstre mg TE/g ekstre 

K 466±2.67
b,c

 770±4.30
a
 

EA 491±3.92
a
 741±3.19

b
 

M 448±2.04
c
 714±3.74

d
 

E 472±3.78
b,c

 730±5.40
c
 

H 452±2.89
c
 748±3.24

b
 

± standart sapma, üç analizin ortalaması, sütunlardaki harfler p<0.05 

istatistiksel düzeyde ekstreler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir. 

 

 
a, b, c

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.3.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin askorbik asite eĢdeğer toplam antioksidan kapasite sonuçları 
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a, b, c, d

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.4.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin troloksa eĢdeğer toplam antioksidan kapasite sonuçları 

 

3.5. Antioksidan Aktivite Tayini Sonuçları 

 

3.5.1. ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini Sonuçları 

 

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ABTS radikali giderme aktivite tayini ile analiz 

edildi. ABTS radikali giderme aktiviteleri ġekil 2.10. ve 2.11‟deki standart eğri grafikleri 

referans alınarak askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks eĢdeğeri (mg TE/g 

ekstre) olarak hesaplandı (Tablo 3.5., ġekil 3.5. ve 3.6.). Ayrıca ekstrelerin ABTS radikali 

giderme aktivitesi IC50 değeri (mg/ml) olarak verildi (Tablo 3.5. ve ġekil 3.7.). 
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Tablo 3.5. Ekstrelerin antioksidan aktivite (ABTS) sonuçları ve IC50 değerleri 

Ekstreler ve standartlar mg AAE/g ekstre mg TE/g ekstre IC50 mg/ml 

K 66.69±1.29
b
 36.73±0.93

b
 0.76±0.006

e
 

EA 89.49±0.83
a
 50.17±0.96

a
 0.35±0.003

c
 

M 57.50±1.37
d
 30.06±0.63

c
 0.65±0.005

d
 

E 62.59±1.68
c
 30.74±1.28

c
 0.64±0.005

d
 

H 54.06±1.53
e
 27.22±1.04

d
 1.74±0.009

f
 

Troloks - - 0.07±0.001
b
 

Askorbik asit - - 0.02±0.001
a
 

± standart sapma, üç analizin ortalaması, sütunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel 

düzeyde ekstreler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir. 

 

 

 
a, b, c, d, e

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan 

testine göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak 

ortalama ± standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.5.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin askorbik asite eĢdeğer antioksidan aktivite (ABTS) sonuçları 
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a, b, c, d

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.6.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin troloksa eĢdeğer antioksidan aktivite (ABTS) sonuçları 

 

 

 
a, b, c, d, e, f

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan 

testine göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak 

ortalama ± standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.7.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin ve standartların ABTS radikali giderme aktivitesine iliĢkin IC50 

değerleri 
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3.5.2. DPPH Radikali Süpürme Aktivite Tayini Sonuçları 

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH radikali süpürme aktivite tayini ile analiz 

edildi. DPPH radikali süpürme aktiviteleri ġekil 2.13. ve 2.14‟teki standart eğri grafikleri 

referans alınarak askorbik asit eĢdeğeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks eĢdeğeri (mg TE/g 

ekstre) olarak hesaplandı (Tablo 3.6., ġekil 3.8. ve 3.9.). Ayrıca ekstrelerin ABTS radikali 

giderme aktivitesi IC50 değeri (mg/ml) olarak verildi (Tablo 3.6. ve ġekil 3.10.). 

 

Tablo 3.6. Ekstrelerin antioksidan aktivite (DPPH) sonuçları ve IC50 değerleri 

Ekstreler ve standartlar mg AAE/g ekstre mg TE/g ekstre IC50 mg/ml 

K 5.09±0.10
b
 7.15±0.13

b
 1.21±0.010

e
 

EA 9.02±0.01
a
 12.58±0.08

a
 0.20±0.001

c
 

M 3.09±0.08
d
 4.60±0.05

d
 1.32±0.005

f
 

E 1.48±0.03
e
 4.72±0.03

d
 1.53±0.004

g
 

H 4.86±0.04
c
 6.26±0.06

c
 0.98±0.004

d
 

Troloks - - 0.07±0.002
b
 

Askorbik asit - - 0.06±0.001
a
 

± standart sapma, üç analizin ortalaması, sütunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel 

düzeyde ekstreler arasındaki önemli farklılıkları göstermektedir. 
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a, b, c, d, e

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan 

testine göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak 

ortalama ± standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.8.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin askorbik aside eĢdeğer antioksidan aktivite (DPPH) sonuçları 

 

 

 
a, b, c, d

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine 

göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± 

standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.9.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin troloksa eĢdeğer antioksidan aktivite (DPPH) sonuçları 
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a, b, c, d, e, f, g

 Aynı sütunda farklı harfle iĢaretlenmiĢ ortalamalar istatistiki olarak Duncan 

testine göre birbirinden farklıdır (p<0.05). Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak 

ortalama ± standart sapma olarak verildi. 

ġekil 3.10.  Farklı çözücülerle hazırlanmıĢ Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait 

ekstrelerin ve standartların DPPH radikali süpürme aktivitesine iliĢkin IC50 

değerleri 

 

3.6. HPLC Analizi ile Fenolik Madde Ġçeriği Sonuçları 

Toplam fenolik madde miktarı bakımından en yüksek içeriğe sahip etil asetat 

ekstresinin fenolik bileĢenleri HPLC ile analiz edildi. ġekil 2.15‟teki standart 

kromotogramına göre okumalar yapıldı. ġekil 3.11‟deki numune kromotogramından elde 

edilen sonuçlar µg/g ekstre olarak Tablo 3.7‟de verildi. 
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ġekil 3.11. Dactylorhiza romana subsp. georgica‟ya ait etil asetat ekstresinin HPLC kromotogramı 

 

Tablo 3.7. Etil asetat ekstresinin fenolik bileĢen içeriği 

Sıra No Fenolik bileĢen Ġçerik (µg/g ekstre) 

1 Gallik Asit * 

2 Protokatekuik Asit 750.4±5.01 

3 KateĢin * 

4 p-hidroksi benzoik asit 152.2±5.16 

5 Klorojenik asit 50.9±3.04 

6 Kafeik asit * 

7 EpikateĢin * 

8 ġiringik asit 2.9±0.40 

9 Vanilin 18.2±1.01 

10 p-kumarik asit 6.1±0.51 

11 Ferulik asit * 

12 Sinapik asit * 

13 Benzoik asit 1455.3±10.03 

14 o-kumarik asit * 

15 Rutin * 

16 Rosmarinik asit * 

17 Sinnamik asit 63.5±3.69 

18 Kuersetin * 

19 Luteolin 175.3±5.01 

20 Kaempferol * 

Sonuçlar üç paralelin ortalaması alınarak ortalama ± standart 

sapma olarak verildi. 

*Tespit edilemedi. 
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3.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuçları 

 

3.7.1.  Disk Difüzyon Yöntemi Sonuçları 

 

Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difüzyon yöntemi ile tayin edildi. Bu tez 

çalıĢması kapsamında 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 7 adet fungus (2 maya, 5 

küf) olmak üzere toplam 13 mikroorganizma (Tablo 1.1.) ve kontrol olarak kloramfenikol 

kullanıldı. Ġnkübasyon sonrasında disk etrafında oluĢan inhibisyon zonlarına iliĢkin 

sonuçlar (mm) Tablo 3.8‟de verildi. Küf mikroorganizmalarına karĢı herhangi bir ekstrede 

inhibisyon görülmediği için bu sonuçlara Tablo 3.8‟de yer verilmedi. 

 

Tablo 3.8. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (disk difüzyon) sonuçları 

    Ġnhibisyon zon çapı (mm) 

  Ekstreler ve antibiyotikler K EA M E H KF 

M
ik

ro
o

rg
a

n
iz

m
a

 a
d

ı 

Gram (+) bakteri             

Bacillus cereus (RSKK 709) 9 - - - 8 14 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 8 - - - - 12 

Listeria monocytogenes - - - - 7 12 

Gram (-) bakteri             

Escherichia coli (ATCC 29998) 9 8 7 7 7 12 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 8 - - - 7 15 

Vibrio parahaemolyticus (ATCC 

17802) 
7 7 - - - 12 

Fungus (maya)             

Candida albicans (DSMZ 5817) 9 9 - - - 12 

Candida tropicalis (NRRL YB-366) 10 - - - - 12 

*KF: Kloramfenikol antibiyotiği 
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3.7.2. Mikrodilüsyon Yöntemi Sonuçları 

Yapılan disk difüzyon testi sonuçlarına göre kullanılan mikroorganizmalar üzerine 

inhibisyon zonu oluĢturan ekstrelerin MĠK değerleri mikrodilüsyon yöntemi ile tayin 

edildi. Sonuçlar mg/ml olarak Tablo 3.9‟da verildi. 

 

Tablo 3.9. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (MĠK) sonuçları 

    MĠK (mg/ml) 

  Ekstreler ve antibiyotikler K EA M E H KF 

M
ik

ro
o

rg
a

n
iz

m
a

 a
d

ı 

Gram (+) bakteri             

Bacillus cereus (RSKK 709) 0.5125 - - - 1.025 0.016 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 8.2 - - - - 0.128 

Listeria monocytogenes - - - - 8.2 0.016 

Gram (-) bakteri             

Escherichia coli (ATCC 29998) 8.2 8.2 4.1 8.2 8.2 0.016 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 8.2 - - - 8.2 0.032 

Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) 8.2 8.2 - - - 0.064 

Fungus (maya)             

Candida albicans (DSMZ 5817) 0.5125 0.5125 - - - 0.016 

Candida tropicalis (NRRL YB-366) 0.5125 - - - - 0.016 

 



 

 

 

 

4. TARTIġMA 

Oksidatif stres, organizmanın yapı elemanlarını bozarak olumsuz etkilere yol 

açmaktadır. Bu etkileri bertaraf etmek için vücuda dıĢarıdan antioksidanların alınması 

gerekmektedir (Valko vd., 2006). Bu kapsamda yeterli miktarda antioksidan alımı ile 

serbest radikallerin artıĢıyla doğrudan iliĢkili olan hastalıklardan kurtulmak mümkün 

olabilir. Dolayısı ile oksidan kaynaklı hastalıkların görülme riskini azaltmak, daha kaliteli 

ve uzun yaĢam için antioksidanlar önemli bir savunma mekanizması olarak tavsiye 

edilmektedir (Kasapçopur ve Birdane, 2014; Karabulut ve Gülay, 2016). Bilimsel 

çalıĢmalar, sentetik antioksidanların toksik etkileri nedeniyle özellikle fenolik bileĢikler 

içeren bitkisel kaynaklı doğal antioksidanlar üzerine yoğunlaĢmıĢtır (Okan vd., 2014). 

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karĢı direnç kazanmakta ve bunları yeni üyelerine 

aktarmaktadırlar. Bu durum, bir yandan kullanılan antibiyotiklerin kullanım ömrünü 

sınırlarken, öte yandan da enfeksiyonel hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde yeni 

stratejiler geliĢtirme zorunluluğunu gündeme getirmektedir (Erdoğan ve Everest, 2013). 

Sentetik olarak üretilen ilaçların tek bir aktif madde içermesi nedeniyle 

mikroorganizmaların bu ilaçlara karĢı direnç kazanması kolaylaĢırken, bitkilerde bulunan 

aktif maddelerin diğer maddelerle kompleks halinde bulunması mikroorganizmaların bu 

yapılara karĢı çoklu direnç kazanmasını güçleĢtirmektedir (Tenover, 2006, Kürek, 2007). 

Dolayısıyla bitkilerin yapısında bulanan çok sayıda bileĢimin oluĢturduğu sinerjik etki ile 

enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde ve tek tip antibiyotiğe karĢı direnç kazanan 

mikroorganizmaların yok edilmesinde, bitkisel kaynaklı ilaçların sentetik ilaçlara göre 

daha etkin bir tedavi sağladığı belirtilmektedir (Faydaoğlu ve Sürücüoğlu, 2013). 

Orkidelerden elde edilen bileĢikler de bitkisel kaynaklı ilaç olarak kullanılmaktadır. 

Dünya genelinde orkidelerin farklı bitki kısımlarının çok çeĢitli hastalıkların tedavisinde 

kullanıldığı görülmektedir (Maridass ve GhanthiKumar 2008; Hossain, 2009; Kala ve 

Senthilkumar, 2010; Hossain, 2011; Marasini ve Joshi, 2012; Bhattacharjee ve Islam, 

2015; Biswas vd., 2016; Schuster vd., 2016; Bose vd., 2017; Auberon vd., 2018). Fakat 

bilimsel anlamda orkidelerin tıbbi etkilerini ortaya koyan ve orkidelerde bulunan bileĢenler 

hakkında az sayıda çalıĢma bulunmaktadır. Bu nedenle orkidelerle tıbbi uygulamaların 

kabul görmesi için içeriğinde bulunan bileĢenlere iliĢkin daha çok çalıĢma yapılması 
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gerekmektedir (Cribb vd., 2009). Bu tez çalıĢmasında, halk arasında tedavi amacıyla 

kullanılan Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesine ait yumruların; toplam fenolik 

ve flavonoid madde miktarı, toplam antioksidan kapasitesi, antioksidan aktivitesi, fenolik 

madde içeriği ve ayrıca antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiĢtir. Burada ele alınan orkide 

türü ile ilgili literatürde herhangi bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Dolayısı ile bu araĢtırma, 

Dactylorhiza romana subsp. georgica’nın biyolojik aktivitesi bakımından 

değerlendirildiğinde tamamen özgün veriler ortaya koymuĢtur. 

ÇalıĢmamızda kullanılan yumru ekstreleri farklı polaritelerde beĢ çözgen kullanılarak 

elde edilmiĢtir. Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumruları ile elde edilen 

kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan ekstre verimleri ve çözgenlerin polarite 

dereceleri Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. Tablo verileri değerlendirildiğinde etil asetat ekstre 

verimi sonucu hariç tutulduğunda polarite derecesi arttıkça ekstre veriminin arttığı 

söylenebilir [Polarite derecesi: Hekzan (0.009) < Etil Asetat (0.228) <Kloroform (0.259) < 

Etanol (0.654) < Metanol (0.762); Ekstre verimi: %: Hekzan (0.40) < Kloroform (0.50) < 

Etil Asetat (0.44) < Etanol (0.95) < Metanol (2.83)]. Bu durum “Benzer benzeri çözer.” 

ilkesine dayanarak yumru ekstresinin polar bileĢenlerce zengin olduğunu 

düĢündürmektedir (Montes vd., 2003). Dolayısıyla ekstraksiyonda su gibi daha polar bir 

çözgen kullanılması ekstre verimini arttırabilir. Dalar vd.‟nin (2015) yaptığı çalıĢmada 

etanolik bazlı liyofilize ekstraksiyon ile Dactylorhiza chuhensis‟e ait yumru veriminin 

%19.8 (DW) olduğu bildirilmiĢtir. Bu sonuç çalıĢmamızda elde edilen ekstre verimlerine 

göre oldukça yüksektir. Bu orkideye ait yumru ekstre veriminin arttırılması için liyofilize 

ekstraksiyon yöntemlerine benzer çalıĢmalar yapılabilir. 

Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarı Folin-Ciocaltaeu yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir. Bu yöntemin esası fenolik bileĢiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracını 

indirgeyip kendilerinin oksitlenmiĢ forma dönüĢtüğü indirgeme reaksiyonuna 

dayanmaktadır. Reaksiyon sonucunda oluĢan mavi rengin absorbansının ölçülmesiyle 

hesaplama yapılmaktadır. OluĢan kompleksin renk Ģiddeti fenolik maddelerin 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır (Slinkard ve Singleton, 1977). Tablo 3.2‟deki sonuçlar 

değerlendirildiğinde en yüksek içeriğin etil asetat ekstresinde (29.15±0.24
a
 mg GAE/g 

ekstre), en düĢük içeriğin ise hekzan ekstresinde (14.56±0.63
d
 mg GAE/g ekstre) olduğu 

görülmüĢtür. Orchidaceae familyasına ait bitkilerde; Kanlayavattanakul vd. (2018)‟nin 

yaptıkları çalıĢmada Dendrobium orkidelerine ait çiçeklerin etanol (%70 v/v) ve sulu 
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ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarları sırasıyla 9.220±0.140, 10.310±0.320 (g 

GAE/100 g ekstre), Aliyazıcıoğlu vd. (2018)‟nin çalıĢmasında ise Dactylorhiza 

osmanica‟nın toprak üstü aksamında 20.6±0.3785 mg GAE/g ekstre olarak raporlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda kullanılan orkide yumrularına ait etil asetat ekstrelerinin toplam fenolik 

madde miktarı, Dactylorhiza osmanica‟nın toprak üstü aksamı ekstrelerine göre daha 

yüksek olmakla beraber, Dendrobium orkidelerinin çiçek ekstrelerine göre daha düĢük 

olduğu görülmüĢtür. Dalar vd.‟nin (2015) yaptıkları çalıĢmada Dactylorhiza chusensis‟e ait 

yumruların metanol ekstrelerinin ve Paltinean vd.‟nin (2017) yaptıkları çalıĢmada, 

Dactylorhiza maculata‟ya ait yumruların etanol (%70 v/v) ekstrelerinin toplam fenolik 

madde miktarları sırasıyla, 13.9±0.6
c
 mg GAE/g DW ve 2.76±0.21 mg GAE/g DW olarak 

raporlanmıĢtır. Her iki çalıĢmada da bu orkidelere ait toprak üstü aksamı ekstrelerinin, 

yumru ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarından daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir. 

Giri vd.‟ye (2012) göre tıbbi bir orkide olan Habernaria edgeworthii bitkisinin doğal 

yumrularının metanol ekstrelerinde toplam fenolik madde miktarı 5.28±0.06 mg GAE/g 

DW olarak tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada bitki büyüme düzenleyicileri ile muamele 

edilen kallus süspansiyon kültürlerinin toplam fenolik madde miktarı bitkinin doğadan 

toplanılan yumruları ile karĢılaĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada elde edilen bulgulara göre metil 

jasmonat uygulanan kalluslarda fenolik madde miktarı yaklaĢık üç kat artmıĢtır 

(14.70±0.72
a
 mg GAE/g DW). Bu açıdan bakıldığında, tez çalıĢması kapsamında 

değerlendirilen orkide türünün biyoteknolojik uygulamalar yardımıyla fenolik madde 

içeriğinin arttırılabileceği ve bu sayede doğal kaynakların korunmasına da yardımcı 

olunabileceği düĢünülmektedir. 

Ekstrelerin toplam flavonoid madde içeriği alüminyum nitrat kolorimetrik yöntemi 

ile analiz edilmiĢtir. Tablo 3.3‟teki sonuçlar değerlendirildiğinde en yüksek içeriğin etil 

asetat ekstresinde (6.97±0.25
a
 mg QE/g ekstre), en düĢük içeriğin ise metanol (1.31±0.02

d
 

mg/QE g ekstre) ekstresinde olduğu görülmüĢtür. Paltinean vd. (2017) tarafından yapılan 

çalıĢmada D. maculata‟nın toprak üstü aksamı ve yumru etanol ekstrelerinin toplam 

flavonoid madde miktarı sırasıyla 2.69±0.29 ve 0.46±0.05 (mg QE/g DW) olarak 

bulunmuĢtur.  

Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi fosfomolibdat yöntemi ile analiz edilmiĢtir 

Bu yöntem, antioksidan maddelerin asidik ortamda Mo(VI)‟i Mo(V)‟e indirgemesi ve 

oluĢan yeĢil renkli fosfat/Mo(V) kompleksin ölçülmesi esasına dayanmaktadır. (Zengin 
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vd., 2014). Tablo 3.4‟teki sonuçlar değerlendirildiğinde en yüksek içeriğin etil asetat 

ekstresinde (491±3.92
a
 mg AAE/g ekstre) ve kloroform ekstresinde (770±4.30

a
 mg TE/g 

ekstre) olduğu görülmüĢtür. En düĢük toplam antioksidan kapasite ise metanol 

ekstrelerinde sırasıyla (448±2.04
c
 mg AAE/g ekstre) ve (714±3.74

d
 mg TE/g ekstre) olarak 

bulunmuĢtur. Literatürde Orchidaceae familyasına ait bitkilerde toplam antioksidan 

kapasitenin aynı yöntemle değerlendirildiği baĢka bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bu 

nedenle çalıĢma sonuçları kendi içinde değerlendirilmiĢtir. 

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ABTS ve DPPH radikal giderme aktivite tayinleri 

ile analiz edilmiĢtir. Bitkilerin antioksidan aktivitelerinin değerlendirildiği çalıĢmalarda en 

az bir serbest radikal kullanılarak bu radikalin bitki özütü tarafından ne oranda giderildiği 

hesaplanmaktadır. Bu radikaller içerisinde en yaygın olanları elektron transferi ile 

indirgenen ABTS ve DPPH radikalleridir. Stabil radikaller olan ABTS ve DPPH sırasıyla 

koyu mavi/yeĢil ve mor renklidir. Antioksidan varlığında radikallerin rengindeki açılma 

spektrofotometrik olarak ölçülür (Uysal vd., 2016; Büyüktuncel, 2014).  

Tablo 3.5‟teki ABTS analiz sonuçları değerlendirildiğinde en yüksek aktivitenin etil 

asetat ekstresinde (89.49±0.83
a
 mg AAE/g ekstre, 50.17±0.96

a
  mg TE/g ekstre) ve en 

düĢük aktivitenin ise hekzan ekstresinde (54.06±1.53
e
 mg AAE/g ekstre, 27.22±1.04

d
 mg 

TE/g ekstre) olduğu görülmüĢtür. Tablo 3.6‟daki DPPH analiz sonuçları 

değerlendirildiğinde en yüksek aktivitenin etil asetat ekstresinde (9.02±0.01
a
 mg AAE/g 

ekstre, 12.58±0.08
a
 mg TE/g ekstre) ve en düĢük aktivitenin ise etanol (1.48±0.03

e
 mg 

AAE/g ekstre, 4.72±0.03
d
 mg TE/g ekstre) ve metanol (4.60±0.05

d
 mg TE/g ekstre) 

ekstresinde olduğu görülmüĢtür.  Giri vd. (2012) tarafından yapılan çalıĢmada Habernaria 

edgeworthii bitkisinin antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH metodları ile tayin edilmiĢtir. 

ABTS değerleri; doğal yumrularda 1.78±0.05 mM AAE/100 g, kallus kültürlerinde ise 

6.62±0.00-6.71±1.13 mM AAE/100 g, DPPH değerleri doğal yumrularda 1.14±0.05 mM 

AAE/100 g, kallus kültürlerinde ise 1.09±0.06-1.16±0.00 mM AAE/100 g bulunmuĢtur. 

Ekstrelerin ve standartların ABTS ve DPPH radikali giderme aktiviteleri IC50 değeri 

olarak da verilmiĢtir (Tablo 3.5 ve 3.6). IC50 değerinin düĢük değerde olması ekstrenin ya 

da standartların ABTS ve DPPH radikali giderme aktivitelerinin yüksek olduğunu 

göstermektedir. ABTS analizi sonucu doğal bir antioksidan olan askorbik asit ve yapay bir 

antioksidan olan troloks standartlarının IC50 değerleri sırasıyla 0.02±0.001
a
 mg/ml ve 

0.07±0.001
b
 mg/ml olarak bulunmuĢtur. Ekstreler için ABTS yöntemi ile belirlenen IC50 
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değerleri 0.35±0.003
c
 ve 1.74±0.009

f
 mg/ml arasında bulunmuĢtur. Etil asetat ekstresinin 

(0.35±0.003
c
) ABTS radikali giderme aktivitesi, diğer ekstrelerden önemli derecede 

yüksektir. ABTS radikali giderme aktivitesi bakımından etil asetat ekstresini 

etanol=metanol>kloroform>hekzan ekstreleri takip etmektedir. DPPH analizi sonucu 

askorbik asit ve troloks standartlarının IC50 değerleri ise sırasıyla 0.06±0.001
a
 mg/ml ve 

0.07±0.002
b
 mg/ml olarak bulunmuĢtur. Ekstreler için DPPH yöntemi ile belirlenen IC50 

değerleri ABTS yöntemi sonuçlarına paralellik göstermiĢ ve en düĢük IC50 değeri ile en 

yüksek aktivite etil asetat ekstresinde (0.20±0.001
c
 mg/ml), en yüksek IC50 değeri ile en 

düĢük aktivite etanol ekstresinde (1.53±0.004
g
 mg/ml) tespit edilmiĢtir. Etil asetat 

ekstresinin (0.20±0.001
c
 mg/ml) DPPH radikali giderme aktivitesi, diğer ekstrelerden 

önemli derecede yüksektir. Etil asetat ekstresini hekzan˃kloroform˃metanol˃etanol 

ekstreleri takip etmektedir. Ancak, etil asetat ekstresinin ABTS ve DPPH radikali giderme 

aktivitesi, standartlarla karĢılaĢtırıldığında ise düĢüktür.  

Kanlayavattanakul vd.‟nin (2018) çalıĢmasına göre Dendrobium orkidelerine ait 

çiçeklerin etanol (%70 v/v) ve sulu ekstrelerinin IC50 değerleri ABTS metoduna göre 

sırasıyla (IC50, mg/ml) 103.563 ± 1.289, 113.621 ± 1.986, DPPH metoduna göre sırasıyla 

(IC50, mg/ml) 124.703 ± 0.987, 144.807 ± 14.483 olarak raporlanmıĢtır. Buna göre bu 

çalıĢmada kullanılan Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumru ekstrelerinin 

Dendrobium orkidelerine ait çiçeklerin antioksidan aktivitesine göre oldukça yüksek 

olduğu söylenebilir. Aliyazıcıoğlu vd.‟ye (2018) göre Dactylorhiza osmanica‟nın toprak 

üstü kısımlarında DPPH yöntemi ile belirlenen IC50 değeri 0.1838±0.0015 mg/ml olarak 

bulunmuĢtur. ÇalıĢmamızda DPPH yöntemi ile belirlenen IC50 değeri (0.20±0.001
c
 mg/ml) 

bu sonuca oldukça benzerlik göstermektedir. 

Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbirinin yerine kullanılırlar. 

Fakat aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan arasındaki reaksiyonun hız sabitini 

kapsar. Kapasite, bir numune tarafından süpürülen belirli bir serbest radikalin miktarının 

ölçüsüdür. Antioksidan kapasite ölçümleri, örneğin toplam süpürme kabiliyetini belirleyen, 

heterojen bir antioksidan karıĢımının miktarını verir. Her bir bileĢenin antioksidan 

kapasitesini ölçmez (MacDonald-Wicks, 2006). Farklı antioksidanlar ve oksidanlar 

arasındaki reaksiyonlar farklı hız sabitlerine sahiptir ve bu yüzden numunenin antioksidan 

kapasitesi farklı oksidanlarla değiĢir (Ghiselli vd., 2000). Ölçümde kullanılan analitik 

metotlar ve analizin oluĢtuğu koĢullar da aynı numune için, farklı sonuçlara neden olabilir 
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(Büyüktuncel, 2013). ÇalıĢmamızda elde edilen sonuçların antioksidan kapasite ve 

antioksidan aktivite değerlerinin bazı durumlarda farklı olma gerekçesi bu Ģekilde 

açıklanabilir.  

Toplam fenolik madde miktarı bakımından en yüksek içeriğe sahip etil asetat 

ekstresi, orkidelerde görülen 20 adet fenolik bileĢenin standart kromotogramları dikkate 

alınarak (ġekil 3.11.) HPLC ile analiz edilmiĢtir. En yaygın kullanılan analitik tekniklerden 

biri olan HPLC analizi, bir karıĢımdaki bileĢenlerin tanımlanmasında sıvı hareketli faz 

kullanılarak, bileĢenlerin çözündürülüp, yüksek basınç altında kromotografi kolonundan 

geçirilmesi esasına dayanır. Böylece saf hallerinde alıkonma zamanları belirlenen 

bileĢenlerin standart kromotogramlarına göre numune karıĢımının kompozisyonu belirlenir 

(Sani vd., 2011). Tablo 3.7‟deki sonuçlar değerlendirildiğinde etil asetat ekstresinde dokuz 

fenolik bileĢenin bulunduğu görülmüĢtür. Etil asetat ekstresinde en fazla bulunan fenolik 

bileĢenin benzoik asit (1455.3 µg/g ekstre), en az bulunan bileĢenin ise Ģiringik asit (2.9 

µg/g ekstre) olduğu tespit edilmiĢtir. Miktar bakımından benzoik asit içeriğini (µg/g ekstre) 

protokatekuik asit (750.4) > luteolin (175.3) > p-hidroksi benzoik asit (152.2) > sinnamik 

asit (63.5) > klorojenik asit (50.9) > vanilin (18.2) > p-kumarik asit (6.1) takip etmektedir. 

Paltinean vd.‟ye (2017) göre HPLC-MS ile analiz edilen. D. maculata‟nın toprak üstü 

aksamında en yüksek miktarda bulunan fenolik bileĢenin isokuersitrin, (518.6±3.7 μg/g 

DW), daha sonra takip eden bileĢenin kuersitrin (474.6±4.34 μg/g DW) olduğu; ferulik 

asit, p-kumarik asit, kafeik asit ve kaempferol bileĢenlerine de rastlandığı ancak düĢük 

miktarda bulunduğu, yumrularda ise çalıĢılan fenolik bileĢenler içerisinde herhangi birisine 

rastlanmadığı belirtilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında ise yumru ekstrelerinde bazı fenolik 

bileĢenlerin bulunması dikkat çekicidir. Aliyazıcıoğlu vd.‟ye (2018) göre Dactylorhiza 

osmanica‟nın toprak üstü kısımlarında RP-HPLC analizi ile tespit edilen fenolik 

bileĢiklerden bazılarının benzoik asit (289.123 mg/l), protokatekuik asit (1006 mg/l), p-

hidroksi benzoik asit (1472 mg/l), vanilin (0.694 mg/l), p-kumarik asit (3133 mg/l) olduğu 

bildirilmiĢtir. Etil asetat ekstresinde en fazla bulunan fenolik bileĢenin benzoik asit olduğu 

görülmüĢtür. Benzoik asit ve tuzları antimikrobiyal özellikleri nedeniyle gıdalarda en sık 

kullanılan katkı maddelerindendir. Ucuz ve kolay elde edilebilir olması nedeniyle daha çok 

sentetik olarak üretilirler. ÇeĢitli meyve suları, alkolsüz içecekler gibi asidik gıdalarda 

antimikrobiyal gıda katkı maddesi olarak kullanılmaktadır (Öztürkcan ve Acar, 2017). 

Benzoik asit ve tuzları daha çok küf ve mayalara karĢı etkilidir. Benzoik asitin etkinliği pH 
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4.5‟in üzerinde azaldığından bakterilere karĢı kullanılması tavsiye edilmez (Robach, 1980; 

Küçükçetin vd., 2008). ÇalıĢmamız kapsamında orkide yumrularına ait ekstrelerin Candida 

türlerine karĢı antimikrobiyal aktivite göstermesinin, içeriğinde bulunan benzoik asitten 

kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. 

Polihidroksifenollerden olan protokatekuik asit, bir monofenol olan p-kumarik asite 

göre daha güçlü bir süpürücü olmakla birlikte her ikisi de antioksidan aktiviteye sahiptir 

(Cuvelier vd., 1992; Dai ve Mumper, 2010; Jitan vd., 2018). Protokatekuik asit ve p-

kumarik asitlerin gram negatif ve gram pozitif bakterilere karĢı yüksek düzeyde 

antimikrobiyal aktivite gösterdiği (Alves vd., 2013; Villalobos vd., 2016), patojenik E. coli 

ve S. aureus mikroorganizmalarının geliĢimini inhibe ettiği bildirilmiĢtir (Cueva vd., 2010; 

Alves vd., 2013). p-kumarik asitin bakterilerin genomik DNA‟sına bağlanarak hücresel 

fonksiyonlarını inhibe ettiği ve bakterilerin ölümüne sebep olduğu raporlanmıĢtır (Heleno 

vd., 2015). Ayrıca, Bose vd. (2017), protokatekuik asit ve p-kumarik asitin antitirozinaz, 

antienflamatuar ve antiproliferatif etkilerinden bahsetmiĢtir. Protokatekuik asitin farklı 

kanser türlerine sitotoksik etki yaparak antikanser etki gösterdiği (Gomes vd., 2003; Yi vd., 

2005; Verma vd., 2013), Tip 2 diyabette rol oynayan α-amilaz ve α-glukozidazın 

etkinliğini inhibe ettiği bildirilmiĢtir (Adefegha vd., 2015; Iswandana vd., 2016). 

p- hidroksi benzoik asitin lösemi hücrelerinde apopitozisi uyardığı, göğüs kanserinde 

kanser hücrelerinin çoğalmasını engellediği, α-glukozidaz ve pankreatik α-amilaz enzimini 

inhibe ettiği raporlanmıĢtır (Yen vd., 2018; Nemec vd., 2017; Ho vd., 2017). 

Luteolinin, antioksidan, antienflamatuar, antikanser etkilerinin olduğu ve prooksidan 

enzimlerin inhibisyonunu sağladığı rapor edilmiĢtir (Jollow vd., 1974; Ali vd., 2013). 

Sinnamik asit esterlerinin, ultraviyole (UV) ıĢınlarını filtre edici özelliğe sahip 

olduğu ve bu nedenle UV ıĢınları ve serbest radikallerden kaynaklanan yaĢlanmaya karĢı 

yaĢlılık belirtilerinin oluĢmasını geciktirdiği bildirilmiĢtir (ġen, 2016). 

Klorojenik asit esterlerinin en güçlü serbest radikal süpürücülerinden olduğu 

(Matsuzoe vd., 1999; Dias, 2012) ve aynı zamanda bulundukları maddeye antimikrobiyal 

ve antiviral aktivite kazandırdığı bildirilmiĢtir (Matsuzoe vd., 1999). 

Vanilinin antioksidan, antienflamatuar etkileri nedeniyle nöron koruyucu olarak 

görev yaptığı ve iskemia hastalığının önlenmesine yardımcı olduğu raporlanmıĢtır (Gupta 

ve Sharma, 2014). 
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ġiringik asitin enflamasyon görülen ratlarda sitokin seviyesini düĢürdüğü, 

enflamasyonu baskıladığı ve antienflamatuar olarak rol oynadığı bildirilmiĢtir (Itoh vd., 

2009). 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri, bir antimikrobiyal ajanın belli bir mikroorganizma 

türüne karĢı in vitro etkinliğini belirlemek amacıyla uygulanır. Uygulama kolaylığı ve 

maliyet açısından en sık kullanılan yöntem disk difüzyon testleridir. Bu test, kağıt disklere 

emdirilen antimikrobiyal ajanın, duyarlılığı araĢtırılan organizmanın inoküle edildiği 

besiyerine difüze olması temeline dayanır. Ayrıca antimikrobiyal ajanların MĠK 

değerlerinin tespit edilmesi için dilüsyon yöntemleri kullanılır. Dilüsyon testlerinde, 

antimikrobiyal ajanın dilüsyonlarını içeren mikroplaka kuyucuklarında üremenin gözle 

görülebilir olması esas alınır. Bu kapsamda ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin 

belirlenmesi için difüzyon yöntemlerinden disk difüzyon ve dilüsyon yöntemlerinden ise 

mikrodilüsyon yöntemi tercih edilmiĢtir (CLSI 2006; Kahlmeter vd., 2003; Kahlmeter vd., 

2006). Tablo 3.8‟de disk difüzyon testi sonuçları verilmiĢtir. Küflere karĢı herhangi bir 

ekstrede inhibisyon gözlemlenmemiĢtir. Ekstrelere ait antimikrobiyal aktivite 

denemelerinde kloroform ekstresinin L. monocytogenes hariç tüm mikroorganizmalara 

karĢı 7-10 mm aralığında inhibisyon zonu gösterdiği tespit edilmiĢtir. Metanol ve etanol 

ekstrelerinde ise sadece E. coli‟ye karĢı 7 mm inhibisyon zonu gözlemlenmiĢtir. Öte 

yandan çalıĢmamızda kullanılan tüm ekstrelerin E. coli‟ye karĢı 7-9 mm inhibisyon zonu 

oluĢturduğu görülmektedir. E. coli‟nin bağırsaklarda ishale yol açtığı (Ustaçelebi, 1999) 

düĢünüldüğünde yerel halkın bu orkideye ait yumruları toz haline getirerek ishale karĢı 

kullanması, yumruların E. coli‟ye karĢı göstermiĢ oldukları antimikrobiyal aktiviteden 

kaynaklanabileceğini düĢündürmektedir. Kloroform ekstresi en yüksek inhibisyon zonu ile 

gram (+) bakterilerden B. cereus‟a (9 mm, kontrol:14 mm) ve gram negatif bakterilerden 

E. coli‟ye (9 mm, kontrol:12 mm) karĢı antimikrobiyal aktivite göstermiĢtir. Cueva vd. 

(2010), protokatekuik asit ve p-kumarik asitlerin patojenik E. coli mikroorganizmalarının 

geliĢimini inhibe ettiğini bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamız kapsamında orkide yumrularına ait etil 

esetat ekstresinin bu iki fenolik bileĢeni içeriyor olması E. coli‟ye karĢı antimikrobiyal 

aktivitede etkili olabileceğini düĢündürmektedir. Genel bir değerlendirme yapıldığında ise 

ekstrelerin bakterilerden ziyade daha çok maya türlerine (C. albicans, kloroform ve etil 

asetat ekstreleri: 9 mm); (C. tropicalis (kloroform ekstresi: 10 mm) karĢı antimikrobiyal 

aktivite gösterdiği dikkat çekmektedir. Fırsatçı patojenler olarak bilinen Candida türleri 
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insanlarda deri ve tırnak enfeksiyonlarına, piĢiğe, ağız ve vajinal kandidiyazına neden 

olmaktadır (Devkatte vd., 2005; Omran ve Esmailzadeh, 2009; Chai vd., 2010; Olama vd., 

2013). ÇalıĢma kapsamında orkideye ait yumruların yerel halk tarafından yara ve çıban 

iyileĢtirici olarak kullanılması bu bitkinin Candida türlerine karĢı antimikrobiyal 

aktivitesinden kaynaklanabileceğini düĢündürmektedir. 

Aliyazıcıoğlu vd.‟nin (2018) çalıĢmasında Dactylorhiza osmanica‟nın toprak üstü 

aksamı metanol ekstrelerinin (500 µg konsantrasyonda) S. aureus‟a 8 mm (kontrol 

ampisilin:10 mm), B. cereus‟a 8 mm (kontrol ampisilin:15 mm) inhibisyon gösterdiği ve 

çalıĢmamıza benzer sonuçlar elde edildiği görülmektedir. Aynı çalıĢmada ekstrelerde C. 

albicans‟a karĢı inhibisyon gözlemlenmezken (kontrol: flukonazol 25 mm), kendi 

çalıĢmamızda kloroform ve etil asetat ekstrelerinde Candida türlerine karĢı inhibisyon 

zonu gözlemlenmesi dikkat çekmektedir. Avasthi vd.‟ye göre (2013), bir orkide türü olan 

Orchis latifolia‟nın hekzan ekstrelerinin (50 µg konsantrasyonda) C. albicans‟a karĢı 9 

mm inhibisyon zonu gösterdiği bildirilmiĢ ve çalıĢmamıza benzer veriler elde edilmiĢtir.  

Marasini ve Joshi (2012) tarafından 11 farklı epifitik orkide ile gerçekleĢtirilen 

antimikrobiyal aktivite çalıĢmasında toprak üstü aksamı etanol ekstrelerinin (250 µg 

konsantrasyonda) sırasıyla E. coli‟ye 8-10 mm, S. aureus‟a 8-13 mm, K. pneumoniae‟ye 8-

12 mm, C. albicans‟a karĢı 8-10 mm inhibisyon zonu oluĢturduğu bildirilmiĢtir. Bahse 

konu çalıĢmadaki bulgulara göre ilgili mikroorganizmalara karĢı benzer ya da daha düĢük 

aktivite elde edildiği görülmüĢtür. Bhattacharjee ve Islam (2015)‟a göre, Rhynchostylis 

retusa orkidesine ait metanol ve kloroform ekstrelerinin (200 µg konsantrasyonda)   

sırasıyla S. aureus‟a 8.4-10 mm (kontrol: streptomisin 22.2 mm), E. coli‟ye 9-10.2 mm 

(kontrol: streptomisin 22.6 mm), K. pneumoniae‟ye karĢı 10.4-10.7 mm (kontrol: 

streptomisin 24.6 mm) inhibisyon zonu gösterdiği bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan 

ekstrelerin, Bhattacharjee ve Islam (2015) tarafından elde edilen bulgulara benzer ya da 

daha düĢük antimikrobiyal aktivite gösterdiği gözlemlenmiĢtir.  

Ekstrelerin disk difüzyon testi sonuçlarına göre mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak 

MĠK değerleri belirlenmiĢtir. MĠK değeri bir mikroorganizmanın üremesinin inhibe olduğu 

en düĢük antimikrobiyal ajan konsantrasyonu olarak tanımlanır (Kahlmeter vd., 2006). 

Dolayısıyla ekstrelerin MĠK değerinin düĢük olması antimikrobiyal aktivitesinin daha 

yüksek olduğu anlamına gelmektedir. Mikrodilüsyon denemelerde ekstrelerin 8.2-0.5125 

mg/ml seri dilüsyonları kullanılmıĢtır. Tablo 3.9‟daki MĠK testi sonuçları 
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değerlendirildiğinde en düĢük MĠK değeri kloroform ve etil asetat ekstrelerinde 

görülmüĢtür. Kloroform ekstresinde MĠK değeri Gram (+) bakterilerden B. cereus, 

mayalardan C. albicans ve C. tropicalis için 0.5125 mg/ml olarak bulunmuĢtur. Etil asetat 

ekstresinde ise C. albicans için MĠK değeri 0.5125 mg/ml olarak tespit edilmiĢtir. Hekzan 

ekstresinin B. cereus için MĠK değeri kloroform ekstresine göre daha yüksektir (1.025 

mg/ml). Gram (-) bakterilerden E. coli için metanol ekstresinin MĠK değeri 4.1 mg/ml 

olarak tespit edilmiĢtir. Ayrıca, Tablo 3.8‟deki disk difüzyon sonuçlarına paralel olarak; 

kloroform ekstresinde S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, V. parahaemolyticus, etil asetat 

ekstresinde E. coli, V. parahaemolyticus, etanol ekstresinde E. coli, hekzan ekstresinde E. 

coli ve K. pneumoniae için MĠK değeri 8.2 mg/ml olarak tespit edilmiĢtir. 

Marasini ve Joshi‟ye göre (2012), bir orkide türü olan Coelogyne cristata‟nın toprak 

üstü aksamı etanol ekstrelerinin S. aureus için MĠK değeri 31.25 mg/ml olarak 

bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda kullanılan yumruların kloroform ekstresinde ise MĠK değeri 

8.2 mg/ml olarak belirlenmiĢ ve bahse konu çalıĢmaya göre S. aureus‟un üremesinin 

inhibisyonu daha düĢük bir konsantrasyonda sağlanmıĢtır. Paltinean vd. (2017) tarafından 

yapılan çalıĢmada D. maculata‟nın yumru etanol ekstrelerinin MĠK değeri S. aureus, 

B.cereus ve L. monocytogenes için 0.015 mg/ml, E. coli için 0.0078 mg/ml olarak 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda ise farklı bitki ekstrelerinin ilgili mikroorganizmaların 

inhibisyonu için gerekli en düĢük konsantrasyonlar sırasıyla; 8.2 mg/ml, 0.5125 mg/ml, 8.2 

mg/ml ve 4.1 mg/ml‟dir. Paltinean vd.‟ye göre (2017), çalıĢmamızda kullanılan ekstrelerin 

antimikrobiyal aktivitesi önemli düzeyde düĢüktür. Sandrasagaran vd.‟ye göre (2014), 

Dendrobium crumenatum orkidesine ait yalancı yumruların metanol ekstrelerinin MĠK 

değerleri sırasıyla E. coli, K. pneumoniae, S. aureus için 12.5, 3.125, 6.250 mg/ml olarak 

raporlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda ise E.coli‟nin MĠK değeri anılan değerlere göre düĢüktür 

(4.1 mg/ml). 

 



 

 

 

 

5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

1. Yaptığımız tez çalıĢması kapsamında Dactylorhiza romana subsp. georgica 

orkidesine ait yumrulardan elde edilen kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan 

ekstrelerinin fenolik ve flavonoid madde miktarı analiz sonuçları değerlendirildiğinde en 

yüksek sonuçlar etil asetat ekstresinde belirlenmiĢtir. 

2. Ekstrelerde fosfomolibdat testi ile belirlenen en yüksek toplam antioksidan 

kapasiteye etil asetat ve kloroform ekstrelerinde, en yüksek DPPH ve ABTS radikali 

süpürücü aktivite ise etil asetat ekstresinde tespit edilmiĢtir. Antioksidan kapasite ve 

aktivite sonuçları arasında korelasyon olduğu görülmüĢtür.  

3. En yüksek fenolik içeriğe sahip etil asetat ekstresinde yapılan HPLC analizi ile 

antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal etkileri rapor edilen dokuz adet fenolik 

bileĢen tespit edilmiĢtir. Yumrularda bulunan fenolik bileĢenlerin biyoteknolojik araçlar 

vasıtasıyla saflaĢtırılması bu bileĢiklerin antioksidan ve antimikrobiyal etkinliklerini daha 

net bir Ģekilde ortaya koyacaktır.  

4. Disk difüzyon yöntemi ile ekstrelerin çalıĢmada kullanılan küflere karĢı herhangi 

bir inhibisyon göstermediği tespit edilmiĢtir. Öte yandan çalıĢmada kullanılan tüm 

bakterilere karĢı farklı düzeyde antimikrobiyal aktivite görülürken, mayalara karĢı daha 

yüksek düzeyde antimikrobiyal aktivite tespit edilmiĢtir. 

5. Mikrodilüsyon testi ile belirlenen MĠK değeri en düĢük kloroform ve etil asetat 

ekstrelerinde tespit edilmiĢtir. En yüksek antimikrobiyal aktivite Gram (+) bakterilerden B. 

cereus, mayalardan C. albicans ve C. tropicalis‟e karĢı görülmüĢtür. 

6. Orkideye ait yumru ekstrelerinin özellikle mayalara karĢı göstermiĢ olduğu 

antifungal aktivite, bu yumruların yerel halk tarafından yara ve çıban tedavisinde 

kullanımını desteklemektedir. Ayrıca tüm bitki ekstrelerinin E. coli‟ye karĢı antibakteriyel 

etki göstermesi, yumruların toz halinde ishal önleyici olarak kullanımını doğrulamaktadır. 

K. pneumoniae‟ye karĢı görülen antimikrobiyal aktivite, bu yumruların soğuk algınlığına 

karĢı balgam söktürücü olarak kullanımını desteklemektedir. 

7. Salep kalitesi açısından ticari değeri yüksek olan yumruların, antioksidan ve 

antimikrobiyal etkilerinin tespit edilmiĢ olmasının, bu bitkiye ilave katma değer 

sağlayabileceği düĢünülmektedir. 
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8. ÇalıĢmada, ekstraksiyon öncesi yumrular geleneksel usule uygun olarak 

kaynatılarak kurutulmuĢtur. Kaynatma ile kaybedilebilecek bileĢiklerin incelenebilmesi 

için baĢka bir çalıĢmada yumrular herhangi bir iĢleme tabi tutulmadan kurutularak 

ekstraksiyona hazırlanabilir.  

9. Yumruların ekstraksiyon verimini arttırmak için çalıĢmada kullanılan çözgenlerin 

polarite derecesinden daha yüksek çözgenler veya su kullanılabilir. Bunun yanında 

liyofilize temelli ekstraksiyon yöntemleri ile çalıĢılabilir. 

10. Bu orkidenin çiçek, yaprak, gövde ve yumru ekstrelerinin antioksidan ve 

antimikrobiyal aktiviteleri ayrı ayrı belirlenerek çalıĢma kapsamı geniĢletilebilir. 

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi için farklı yöntem ve standartlar kullanılabilir. 

11. Yumru ekstrelerinin farklı Candida türleri ile mayalara karĢı antifungal 

aktiviteleri araĢtırılabilir. Ayrıca ekstrelerin antimikrobiyal etkinlikleri canlı sistemlerde 

çalıĢılmalıdır. 

12. Yapılan literatür taramalarında in vitro Ģartlarda kallus kültürlerinden elde edilen 

sekonder metabolitlerin doğal kaynaklarına göre oldukça yüksek bulunması, orkide 

türlerinin biyoteknolojik uygulamalar yardımıyla ticari sekonder metabolit üretiminde 

kullanılabilmesine iĢaret etmektedir.  

13. Bu orkideye ait yumru ekstrelerinin yüksek biyolojik aktivite göstermesi 

nedeniyle, biyoteknoloji alanında gıda ve ilaç endüstrilerinde doğal ve alternatif bir kaynak 

olarak kullanılabileceği düĢünülmektedir. Ancak in vivo Ģartlarda yapılan çalıĢmalar ile tez 

kapsamında elde edilen bulguların desteklenmesi gerekmektedir.  
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