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Giimiishane Ili Kelkit Ilgesi, gdstermis oldugu bitki cesitliligi nedeniyle dnemli bitki
alanlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Orchidaceae familyasina ait farkl bitki tiirleri
bu bolgede yogun bir yayilis gostermektedir. Ozellikle, Dactylorhiza romana subsp.
georgica orkidesinin yumrulari geleneksel yontemler ile pek ¢ok hastaligin
hafifletilmesinde yerel halk tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Bu calismada, yerel halk
tarafindan kullanilan bu bitkinin biyolojik aktivitelerinin ve fenolik igeriginin
aydinlatilmas1 ve bdylece geleneksel kullaniminin biyoteknolojik bir bakis agisiyla
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in, farkli polaritelere sahip ¢ozgenlerle

(kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan) hazirlanan yumru ekstrelerinin toplam
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fenolik ve flavonoid madde miktarlari, toplam antioksidan kapasitesi ve antioksidan
aktivitesi spektrofotometrik yontemler kullanilarak; fenolik madde igerigi ise HPLC analizi
ile belirlendi. Ayrica, ekstrelerin 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 7 adet fungus
(2 maya, 5 kiif) olmak iizere toplam 13 mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivitesi
disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile belirlendi. En yiiksek toplam fenolik madde
miktarina (29.15+0.24 mg GAE/g ekstre), toplam flavonoid madde miktarina (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 rastlandi. Yumru ekstrelerinin
toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari ile antioksidan kapasite sonuglari arasinda
korelasyon bulundu. En yiiksek fenolik igerige sahip olan etil asetat ekstresinde taranan
yirmi fenolik bilesenden dokuz tanesi tespit edildi. En fazla bulunan fenolik bilesenin
antimikrobiyal etkinligiyle iyi bilinen benzoik asit (1455.3 pg/g ekstre) oldugu goriildii.
Antimikrobiyal aktivite tayinlerinde ekstrelerin ¢alismada kullanilan kiiflere karsi herhangi
bir inhibisyon gostermedigi tespit edildi. Disk diflizyon yonteminde g¢alismada kullanilan
ekstrelerin bazi bakteri ve mayalara karsi inhibisyon zonu olusturdugu, &6te yandan
ekstrelerin bakterilerden ziyade daha ¢ok maya tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edildi. En diisiik MIK degeri kloroform ekstresinde mayalardan C.
albicans ve C. tropicalis i¢in 0.5125 mg/ml ve etil asetat ekstresinde C. albicans igin
0.5125 mg/ml olarak tespit edildi.

Bu caligmanin sonuglarina gore, Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesinin
yumru ekstrelerinin yliksek biyolojik aktiviteleri nedeniyle, biyoteknoloji alaninda gida ve
ila¢ endiistrilerinde dogal ve alternatif bir kaynak olarak kullanilma potansiyeline sahip

oldugu diistliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite, Dactylorhiza romana

subsp. georgica, Toplam fenolik, Toplam flavonoid



ABSTRACT
MS THESIS

DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES AND PHENOLIC CONTENT
OF DACTYLORHIZA ROMANA SUBSP. GEORGICA TUBERS SPREADED IN
THE NATURAL FLORA OF GUMUSHANE

Deniz KOTILOGLU

Gilimiishane University
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Department of Biotechnology
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2019, 96 pages

Kelkit District of Giimiishane 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 pg/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

Vil



TESEKKUR

Bu calisma, Giimiishane Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir.

Tez ¢aligmalarim boyunca degerli katkilari, yol gosterici fikirleri ve beni siirekli
ayakta tutmak adina sagladiklari moral ve motivasyon i¢in sevgili Tez Danigmanlarim Dr.
Ogr. Uyesi Tuba ACET ve Dr. Ogr. Uyesi Kadriye OZCAN’a siikranlarimi1 sunarim.

Bitkilerimin tiir teshisinde bana yardimci olan Akdeniz Universitesi, Egitim
Fakiiltesi, Matematik ve Fen Bilimleri Egitimi Boliimii, Biyoloji Egitimi Anabilim
Dali’nda gorev yapan Dog. Dr. I. Gokhan DENiZ’e nezaketi ve degerli bilgi paylasimi igin
tesekkiir ederim.

Tezimin her asamasinda ve Ozellikle laboratuvar analizlerinde aktardigi degerli
gozlemleri ile bana destek olan yiiksek lisans arkadagim Biyolog Osman AKMESE’ye,
yiiksek lisans egitimim boyunca gosterdigi sabir ve manevi destegi i¢in Miidiiriim Bahadir
NASUHBEYOGLU’na, her kosulda arkamda duran ¢alisma arkadasim Ziraat Miihendisi
Haluk AYDEMIR’e, degerli arkadaslarim Ayse ARSLAN, Aycan KOCABEYOGLU,
Mehtap KARAGOL, Seniha AGDAS, Dilek UCAR, Cihan YILMAZ’a ve ayrica Dastan
CELIK e tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan degerli annem ve ablam Hamiyet KOTILOGLU ve Rahsan
KOTILOGLU TOPTAS’a, elimi asla birakmayan ablam Ceyda KOTILOGLU’na, destegi
icin enistem Salih TOPTAS’a ve zamanini, emegini tiim igtenligiyle benimle paylasan,
kardesim kadar candan sevdigim Seving Sevim KAHYA KELES’ e en derin tesekkiirlerimi
sunarim.

Son olarak hayatta olsaydi tiim tez siirecinde bir ¢ocuk gibi heyecanla hedefe

ulasmami bekleyecek olan rahmetli babam Feti KOTILOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim.

Deniz KOTIiLOGLU
Glimiishane, 2019

VI



ICINDEKILER

Sayfa No
(O Y72 S PRSP v
ABST RACT e e e nre e nres VI
TESEKKUR ...ocvovivitiieieieieteete e e e te s ts ettt sttt ettt s sttt sesesesesesesesetesesesesesesesns VI
ICINDEKILER ......cooviviieteieteieee e ete ettt bttt st sttt sttt eseseseseseseeens IX
SEKILLER DIZINT ..ottt ettt XIl
TABLOLAR DIZINI....cooiiiiiiiiiiieiicisincs st XV
SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINI ......coooviiiiniiiiniinieessesse s XVI
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
1.1. L€ 51 PO PT PSP 1
1.2 CalISMANTN ATNACT ....veiiiieiie et eiie ettt et e e et e e sbeessb e e sbeeanbeenneas 4
1.3. Dactylorhiza romana subsp. georgica Bitkisine Iliskin Genel Bilgiler ........ 5
14. BItKi SE@GIMI .ttt bbbt 7
1.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen TUrlert..........ccooveviiiiiiniciiicniine 7
1.6. OKSIAALT SEIES ...eeveeieiee ettt enne e 9
1.7. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari.............cccccvveiiiiiiecniiiie e, 11
1.7.1. Antioksidanlarin Siniflandirtlmast ..........ccccoeeiiiiiiii i, 12
1.7.1.1.  Endojen AntioKSidanlar ...........ccccoeiieiiiii i 13
1.7.1.2.  Eksojen AntioKSIdanlar............ccccoeiieiiiiieiic i 15
1.8. Bitkisel Sekonder Metabolitler...........cocooeviiiiiiiiiisieee e 15
1.8.1. Fenolik BileSIKICT........uuviiiiiiiiiie i 16
1.8.1.1. FIAVONOIAIET ... 18
1.8.1.2. FENOITK ASITIEE ... 20



1.9.

1.10.

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.24.
2.2.5.
2.2.6.
2.2.7.
2.2.7.1.
2.2.8.
2.2.8.1.
2.2.8.2.
2.2.9.

2.2.10.

2.2.10.1.

2.2.10.2.

2.3.

3.1.

MiKroorganizmalar ... 22

Antimikrobiyal AJanlar.............ccooiii 26
YAPILAN CALISMALAR ....ccoiiiiiiiie s 29
MALEIYAL ... et 29
Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ............ccoiiiiiiiiiiieni e, 29
Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Sarf Malzemeler..............ccccocuvenee. 30
MELOT......oiiici 30
Bitkilerin Toplanmast .........ccveiiiiiiiiieiiiiiiie e 30
Bitki Yumrularmin Ektraksiyona Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon Islemi ...... 31
Cozeltilerin Hazirlanmasi ...........coooiiiiieiiiiiii e 34
Antimikrobiyal Aktivite Tayinleri i¢in Gerekli Hazirliklarin Yapilmasi...... 36
Toplam Fenolik Madde Tayini .......cc.ccviveiieieieceese e 38
Toplam Flavonoid Madde TaYINT ......cccoereriiinininisesieeeie s 39
Toplam Antioksidan Kapasite TayiNi.........ccoereriniiniinieieeene e 40
Fosfomolibdat YONtemi ........evvuviiiiiiie i 40
Antioksidan Aktivite Tayini YOntemleri.......cccoovvveiiiiiiciiciieenec e 42
ABTS Radikali Giderme AKEIVIte TaYiNI ......cccooiiirininieieee e 42
DPPH Radikali Siiptirme Aktivite TayIni .......cccocovvveniinniieneeneeseeee e 45

Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizi ile Fenolik

Madde Igeriginin Belrlenmesi .........c.ccevvvreveriireriiieeiiicseiseesee e 47
Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri.........cccoooiiiiiiiiiiii, 48
Disk Diflizyon YONteMI........covuiiiiiiiiiiiieiieiis s 49
Mikrodilisyon YONEMI .....cccvevviiiiiiiiiiie i 51
Istatistiksel ANALZIET .........coveeviveriiiieerete e 52
BULGULAR ...ttt 53
EKSEre VErmMI....cccociiiiicic 53



3.2.
3.3.
3.4.

3.4.1.

3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuglari..........cccoceeviiiiniininiiiiciiccneee, 53
Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuglari..........ccccoeovvriininiiiiciiciciee, 54
Toplam Antioksidan Kapasite Tayini Sonuglart ..........cccocevviiiiiveniiicnnenn. 56
Fosfomolibdat Yontemi Tayini SONUCIATT ........cccooviiieiiiiiiiecec 56
Antioksidan Aktivite Tayini SONuUGlart.........cceoviiiiiiiiiiiicic 57
ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini Sonuglart.........ccccccvvvviviiiiinniinnnns 57
DPPH Radikali Siipiirme Aktivite Tayini Sonuglart ..........cccevcvvviiveeiiiennnne, 60
HPLC Analizi ile Fenolik Madde Icerigi Sonuglart .........c.ccovevevevevevevevevennnns 62
Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuglart..........cccceviiiiiiiininicicn, 64
Disk Diflizyon Yontemi Sonuglart .........cccovvviiiiiiiiniiiicce, 64
Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclart .........ccoovvviiviiiiiiiiciicc, 65
TARTISMA ... 66
SONUC VE ONERILER.........c.ccoviieiitirieeiseeiisesee s essasissss s s sesen e, 76
KAYNAKLAR ..o 78
EKLER ..ot 97
OZGECMIS

Xl



Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 1.3.

Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.
Sekil 1.9.
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.

Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No

Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisinin Tiirkiye’deki dogal
yayilis alant (WWW.tUDIVES.COM)...ouuiiiiriiiiiiieiiieniie st 5

Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait bir goriinim

(Asagiozliice Koyii, Kelkit, Giimiishane, 19.05.2017) ....ccccovcvvvviieiiiennnn 6
Molekiiler oksijenin dort- ve bir- elektron mekanizmasiyla indirgenmesi

(LUSNChaK, 2014)....c.oeeiiiieceeee et 8
Biyolojik sistemlerde degisken ROT diizeyi (Lushchak, 2014) ................. 10
Oksidatif stres hasar1 (Ozcan vd., 2015) .....cccovovuerriierieeeeieeeeeecee e, 11
Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Pisoschi ve Pop, 2015).......ccccccveviinene 13
FeNOL YaAPIST .ot 17
Flavonoid molekiilinlin temel yapist ........cccvvveriiiiiiiveiiiiiiec e 18
Fenolik asitlerin temel yapisi (hidroksi benzoik asit ve sinnamik asit) ...... 20
Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait herbaryum 6rnegi....... 31
Ekstraksiyon oncesi hazirlik ¢alismalart ..........ccoooeeiiiniiiiniiinicic 32
Ekstraksiyon i$1emi .........ccocviiiiiiiiiii 33
Inkiibasyon sonrasi bakteri ve maya bulunan petrilerin son durumu.......... 37
Inkiibasyon sonrasi kiif bulunan petrilerin son durumu..............cccevevvneen. 37

Toplam fenolik madde miktari i¢in gallik asit ile hazirlanan standart egri
Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in kuersetin ile hazirlanan standart

€I GLafiSl ..vvieiiiiiiic e 40

Toplam antioksidan kapasite i¢in askorbik asit ile hazirlanan standart egri

ABTS radikali giderme aktivite tayini i¢in askorbik asit ile hazirlanan

StaNdart ErafiZl........coveiiiiiieie e 43

Xl



Sekil 2.11.

Sekil 2.12.
Sekil 2.13.

Sekil 2.14.

Sekil 2.15.

Sekil 2.16.
Sekil 2.17.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

ABTS radikali giderme aktivite tayini igin troloks ile hazirlanan standart
€I GLATIST c.vveieiiiieii e
Kloroform ekstresi konsantrasyonlar1 % inhibisyon grafik egrisi ..............
DPPH radikali siipiirme aktivite tayini i¢in askorbik asit ile hazirlanan
standart €Zr1 Grafifl .....ccoovvvrieiiiieiie e
DPPH radikali stipirme aktivite tayini i¢in troloks ile hazirlanan standart
EETT ZLATIZT 1.vvve it
HPLC analizinde kullanilan standart kromotogrami............cccccevvvveiiinennnne
Disk difiizyon yontemi agamalart.............coccevveriiiiiiiniiiiiic e
Seri diliSyOn 1SIEMI . ....eiveiiiiiiii e
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin gallik asite esdeger toplam fenolik madde miktarlari ..........
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin  kuersetine esdeger toplam flavonoid madde miktarlart ....
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin askorbik asite esdeger toplam antioksidan kapasite
10 118 (012 o PPV R PSR
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin troloksa esdeger toplam antioksidan kapasite sonuglart.......
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin askorbik asite esdeger antioksidan aktivite (ABTS)
10381 o] ' PP
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan aktivite (ABTS) sonuglarri......
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin ve standartlarin ABTS radikali giderme aktivitesine iliskin
IC50 AEZETICIT ...
Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya

ait ekstrelerin askorbik aside esdeger antioksidan aktivite (DPPH)

10381 o] ' PR PPRUPRI

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya

ait ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan aktivite (DPPH) sonuglari......

X1

44
45

46

47

48

50

51

54

55

56

57

58

59

59



Sekil 3.10.

Sekil 3.11.

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya
ait ekstrelerin ve standartlarin DPPH radikali siipiirme aktivitesine iligkin

IC50 AEEEIICIT ..ot 62

Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait etil asetat ekstresinin HPLC

kromotogrami

XV



Tablo 1.1,
Tablo 2.1,
Tablo 2.2,
Tablo 2.3.

Tablo 2.4.

Tablo 2.5.

Tablo 2.6.

Tablo 2.7.
Tablo 2.8.

Tablo 3.1.

Tablo 3.2,
Tablo 3.3.
Tablo 3.4,
Tablo 3.5.
Tablo 3.6.
Tablo 3.7,
Tablo 3.8.
Tablo 3.9.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tez caligmasinda kullanilan mikroorganizmalar..............cccceviveiiinenineennnn, 23
Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve geregler..........cccoooviiieiiiiiinnnnnne 29
Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal sarf malzemeler ..............cccoceeneene 30

Yumru ekstrelerinde toplam fenolik madde tayini i¢in  yapilan
PIPELIEMEIET ... s 38
Yumru ekstrelerinde toplam flavonoid madde tayini igin yapilan
PIPELIEMEIET ... 39
Yumru ekstrelerinde toplam antioksidan kapasite tayini (fosfomolibdat)
icin yapilan pipetlemeler ...........cooiiiiiiiiiiiii 41
Yumru ekstrelerinde ABTS radikali giderme aktivite tayini i¢in yapilan
PIPELIEMEIET ... 43
Kloroform ekstresine (K) ait absorbans ve % inhibisyon degerleri............ 45

Yumru ekstrelerinde DPPH radikali siipiirme aktivite tayini i¢in yapilan

PIPELIEMEIET ... 46
Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumrularinin ekstre

verimleri ve ¢ozgenlerin polarite dereceleri...........ooovoviiiiiiiiniciiieicee 53
Ekstrelerin toplam fenolik madde miktart sonuglari.........cccocvevriiennnennnn 54
Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktar1 sonuglari..........cccoevvveeineennnn 55
Ekstrelerin toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat) sonuglari........... 56
Ekstrelerin antioksidan aktivite (ABTS) sonuglar1 ve ICs degerleri.......... 58
Ekstrelerin antioksidan aktivite (DPPH) sonuglari ve ICs degerleri.......... 60
Etil asetat ekstresinin fenolik bilesen i¢erigi........ccocvvviiviiiiiiiiiniiiniiee 63
Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (disk difiizyon) sonuglart..................... 64
Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (MIK) sonuglart...........c.cccccevvveverennnnen. 65

XV



AAE
ABD
ABTS

AEkstre

AKontroI
ATCC

ATCC
ATP
BSM
CAT
DMSO
DNA
DPPH
DSMZ
DW
E

EA
ETZ
EU
GAE
GSH
GSH-Px
GU

H
HzOz
HO-
HPLC
K

KF

M
MHA
MHB
MiK
NO
NRRL
09
OH"
ONOO
PDA
QE
RNA
RNT

SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Askorbik asit esdegeri

: Amerika Birlesik Devletleri

: 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
: Yumru ekstresinin absorbans degeri

: Kontrol absorbans degeri

: Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu

: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

: Adenozin trifosfat

: Bitkisel sekonder metabolitler

: Katalaz

: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiribo Niikleik Asit

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu
: Kuru agirlik

: Etanol ekstresi

: Etilasetat ekstresi

: Elektron transport sistemi

: Ege Universitesi

: Gallik asit esdegeri

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Giresun Universitesi

: Hekzan ekstresi

: Hidrojen peroksit

: Hidroksil radikali

: Yiiksek Performansli S1vi Kromotografisi
: Kloroform ekstresi

: Kloramfenikol antibiyotigi

: Metanol ekstresi

: Miiller Hinton Agar

: Miiller Hinton Broth

: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

- Nitrik oksit

: Kuzey Bolgesel Arastirma Laboratuvari
: Siiper oksit anyon radikali / Singlet oksijen
- Hidroksil anyonu

: Peroksinitrit

. Potato Dekstroz Agar

: Kuersetin esdegeri

: Ribo Niikleik asit

: Reaktif Nitrojen Tiirleri

XVI



ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

RP : Relative polarity, Goreceli polarite

RP-HPLC : Ters Faz Kromotografisi

RSKK : Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu

SM : Sekonder metabolitler
SOD : Stiperoksit dismutaz
spp. : Tiirler

subsp. : Alt tiir

TE : Troloks esdegeri

uv - Ultra viyole

YETEM : Yenilik¢i Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi

XVII



1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Diinyada kapali tohumlu bitkilere ait tiir sayisinin yaklasik 422 bin civarinda oldugu,
bu bitkilerden 72 bin tanesinin de tedavi edici amaglarla kullanildig ifade edilmektedir.
Diinya ¢apinda popiiler olan tibbi bitki sayisinin 4-6 bin, ticareti yapilan tiir sayisinin ise 3
bin oldugu belirtilmektedir (Schippmann vd., 2006). Bitkilerin tedavi amag¢h kullanimi1
iilkelerin gelismislik diizeyine gore farklilik gostermektedir. Gelismekte olan iilkelerde
niifusun %80°1 tedavi amagli olarak dogrudan bitkisel iirlinlerden faydalanmakta, bu oran
Asya, Afrika ve Orta Dogu’nun bazi iilkelerinde %95’e kadar ¢ikmaktadir. Gelismis
tilkelerde bu oranin daha az oldugu goriilmekle birlikte tibbi bitkilerin en 6nemli ticaret
merkezleri de Almanya, ABD, Japonya ve Ingiltere’de bulunmaktadir (Titz, 2004). Diinya
Saglik Orgiitii’'ne gore giiniimiizde kullamlan farmasétik ilaglarin %25’ tibbi bitkilerden
imal edilmektedir. Dolayisiyla geligsmis iilkeler bitkisel kokenli ilaglart geleneksel tip
uygulamalarina dahil ederken, gelismekte olan iilkeler halen bitkileri dogrudan
kullanmaktadir (Acibuca ve Budak., 2018).

Ulkemiz farkli cografik, ekolojik ve iklimsel 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle bitki
cesitliligi agisindan oldukca zengindir (Tan, 2010). Nitekim Avrupa’da goriilen 11.6 bin
kadar bitki tiirliniin %75°1 Tirkiye’de 9.5 binin {izerinde taksa ile temsil edilmekte ve
bunlarin 3 bininin endemik oldugu bilinmektedir (Ekim vd., 2000). Ulkemizde tibbi olarak
kullanilan bitkilerin neredeyse tamami dogadan temin edilmekte olup, sayisinin 500
civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Sar1 ve Oguz 2000; Karik ve Oztiirk, 2009).

Orchidaceae (Orkidegiller), kapali tohumlu bitkiler i¢inde 750-800 cins ve 25-35 bin
tiir sayist ile en genis familyaya sahip gruplardan biridir. Antarktika ve sicak ¢dller harig
diinyanin hemen hemen her bolgesinde orkidelere rastlanilmakla birlikte orkideler, tropik
ve subtropik bolgelerde ¢esitlilik ve sayica istiinliik gostermektedir. Orkideler siliphesiz
dikkat ¢ekici ve essiz cigeklere sahip siis bitkileridir (Das ve Bhattacherjee, 2006). Tibbi
kullanimlarindan ziyade daha ¢ok bu 6zelikleri ile bilinmektedir. Ancak orkidelerin farkli
kisimlarindan tedavi edici niteliklere sahip bilesikler elde edildigi raporlanmigtir (Jahromi
vd., 2018, Diengdoh vd., 2019; Rykaczewski vd., 2019). Bu bilesiklerin antimikrobiyal

antioksidan, antitimor, antienflamatuar, antidiyabetik, noroprotektif, antialerjik



Ozelliklerinden 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,
basta Asya lilkelerinde olmak iizere ¢ok sayida farkli orkide tiiriiniin terapotik amaglarla
geleneksel kullanimlarin1 desteklemektedir. Diinya genelinde orkidelerin kok, govde,
rizom, yalanci yumru (pseudobulb), yumru, yaprak, ¢igek gibi farkli bitki kisimlarinin veya
tiimiiniin tlberkiiloz, goglis agrisi, astim, ishal, ¢iban, iltithap gibi ¢ok farkli hastaliklarin
tedavisinde kullanildig1 goriilmektedir (Hossain, 2011). Fakat bilimsel anlamda orkidelerin
tibbi etkilerini ortaya koyan ve orkidelerde bulunan bilesenler hakkinda az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bu nedenle orkidelerle tibbi uygulamalarin kabul gérmesi i¢in iceriginde
bulunan bilesenlere iliskin daha ¢ok c¢alisma yapilmasi gerekmektedir (Cribb vd., 2009).

Bitkiler, yap1 ve fonksiyonlar farkli olan ¢ok sayida kimyasal madde iiretmektedir.
Primer metabolitlerin yani sira, bitkilerde temel biiyiime ve gelisme icin dogrudan gerekli
olmayan fakat biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi c¢evresel uyumda gorev alan
sekonder metabolitler (SM), faydali bilesiklerin eldesinde kullanilmakta ve
biyoteknolojinin yeni bir alanini olusturmaktadir (Oskay ve Oskay, 2009; Nascimento ve
Fett-Neto, 2010; Efferth, 2019). Bu kapsamda ¢ok sayida bilim insani, gesitli endiistriyel
alanlarda kullanilmak {izere bitkilerden izole edilen SM’nin yap1 ve biyolojik aktivitelerini
ortaya koyan ¢alismalara yonelmektedir (Oskay D. ve Oskay M., 2009; Singh vd., 2018;
Khan vd., 2019). Giiniimiiz teknolojisi ile bitkilerdeki SM’nin bilimsel olarak
tanimlanmasi1 ve igeriklerinin belirlenmesi, 6zellikle saglik ve gida endiistrisinde talep
goren ham madde ihtiyacinin kargilanmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Bunun yaninda
biyoteknolojinin baska bir alani olan sekonder metabolitlerin bioreaktorler araciligiyla, in
vitro bitki doku kiiltiirli calismalar1 ile endiistriyel dlcekte tiretilmesine odaklanilmaktadir.
Dolayisiyla bitkilerdeki SM’nin tanimlanmasi, bitki biyoteknolojisinde hiicre ve doku
kiltirii uygulamalarinin temel alanlarindan biri olan sekonder metabolit {iretimi
caligmalarina 151k tutmakta ve yeni biyoteknolojik ¢alismalara onciililk etmektedir (Topgu
ve Colgecen, 2015; Efferth, 2019; Thakur vd., 2019).

Viicudumuzda dogal siiregte cesitli reaksiyonlar sonucunda toksik etkileri olan
serbest radikaller meydana gelmektedir. Bu radikaller, canli dokularda doku biitiinliigiiniin
ve fonksiyonlarinin normal diizeylerde siirdiiriilmesi i¢in ¢esitli enzimler, endojen

maddeler ve A, C, E vitaminleri gibi diger antioksidan savunma sistemlerince nétralize



edilmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Ancak bunun yaninda tiiketilen gida maddeleri,
hava kirliligi, tlitiin triinleri, iyonize radyasyon, kizildtesi isinlar, ilaglar ve zararh
kimyasallar gibi eksojen kaynaklarin da serbest radikal iiretimini dnemli 6l¢iide tetikledigi
bilinmektedir (de Zwart vd., 1999; Singh vd., 2004; Vinson, 2006). Normal sartlarda
viicudumuzda oksidan ve antioksidanlar arasinda bir denge bulunmaktadir. Fakat sayilan
sebepler nedeniyle belirli bir diizeyin lizerine ¢ikan serbest radikaller mevcut dengeyi
bozarak antioksidan savunma sistemlerini yetersiz kilmakta ve oksidatif strese sebep
olmaktadir. Oksidatif stres, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat,
niikleik asitler ve yararli enzimleri bozarak olumsuz etkilere yol agmaktadir. Bu etkileri
bertaraf etmek i¢in viicuda disaridan antioksidanlarin alinmasi gerekmektedir (Valko vd.,
2006). Bu kapsamda yeterli miktarda antioksidan alimi ile serbest radikallerin artisiyla
dogrudan iliskili olan hastaliklardan kurtulmak miimkiin olabilir. Dolayis1 ile oksidan
kaynakli hastaliklarin goriilme riskini azaltmak, daha kaliteli ve uzun yasam igin
antioksidanlar énemli bir savunma mekanizmasi olarak tavsiye edilmektedir (Kasapgopur
ve Birdane, 2014; Karabulut ve Giilay, 2016). Bilimsel c¢alismalar, sentetik
antioksidanlarin toksik etkileri nedeniyle Ozellikle fenolik bilesikler iceren bitkisel
kaynakli antioksidanlar {izerine yogunlagsmistir (Okan vd., 2014).

Son yillarda mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmakta ve bunlari
yeni liyelerine aktarmaktadirlar. Bu durum, bir yandan kullanilan antibiyotiklerin kullanim
Oomriinii sinirlarken, 6te yandan da enfeksiyonel hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni
stratejiler gelistirme zorunlulugunu giindeme getirmektedir (Erdogan ve Everest, 2013). Bu
aray1s icerisinde, bitki temelli antimikrobiyal bilesenler, terapotik potansiyel ile zengin bir
alternatif sunmaktadir (Iwu vd., 1999). Bitkilerin {rettigi sekonder metabolitler,
cogunlukla fenolik ve onlarin oksijen baglh tiirevlerinden olusmaktadir (Cowan, 1999).
Diinya genelinde ¢ok sayida metabolit yaklasik 400 binden fazla bitki tiirlinden elde
edilmektedir (Zhong, 2011). Simdiye kadar tanimlanan 100 bin adet bitkisel sekonder
metabolit dogada bulunanlarin tahminen sadece %10’unu teskil etmektedir (Zhong, 2011;
Ashraf vd., 2018). Bu nedenle, antimikrobiyal etkinlige sahip bitkisel sekonder
metabolitlerin kesfedilmesine yonelik caligsmalar bilim insanlarmin ilgi odagi olmustur
(Jamwal vd., 2018; Takshak ve Agrawal, 2019).

Giimiishane Ili Kelkit Ilgesi Ulkemizin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunmasina

ragmen Dogu Karadeniz ve Dogu Anadolu Bolgeleri arasinda gecis iklimine sahiptir. Her



iki bolgenin iklim 6zelligini tasiyan Kelkit’te yaz aylar sicak ve kurak, kis aylar1 soguk,
ilkbahar ve sonbahar aylar1 oldukea yagisli gegmektedir. ilcenin denizden yiiksekligi 1150-
2746 m arahigindadir. ilgenin cografi konumu ve iklimsel &zellikleri nedeniyle bitki
cesitliligi oldukca fazladir (Korkmaz ve Karakurt, 2014). Oyle ki Ulkemizde bulunan 144
“Onemli Bitki Alan1” ndan iicii (Sipikor Dag1, Poske Dag1, Karadag) Kelkit cevresinde yer
almaktadir. Kelkit’te yapilan floristik calismalarda 137’si endemik olan 1010 farkli
bitkinin yayilis gosterdigi belirtilmektedir (Kandemir vd., 2012). Bitkilerin ekstrem
kosullarda sekonder metabolit iirettigi bilinmektedir (Ramakrishna and Ravishankar,
2011). Bu nedenle ¢alismamizda kullanilan Dactylorhiza romana subsp. georgica
orkidesine ait yumrularin sekonder metabolit igeriginin yiiksek olabilecegi

diistiniilmektedir.

1.2. Calismanin Amaci

Bu c¢aligmada, halk arasinda geleneksel yontemlerle kaynatilip kurutularak tedavi
amaciyla kullanilan Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesine ait yumrularin;
toplam fenolik ve flavonoid madde miktarmin tespiti, toplam antioksidan kapasitesi,
antioksidan aktivitesi, fenolik madde igerigi ve ayrica antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ulkemizde ‘Salepgiller’ olarak bilinen orkidelerin daha ¢ok
salep kalitesini belirleyen glikomannan igerigi ve salep eldesi i¢in kiiltiire alinmasi
caligmalarina rastlanmaktadir. Ancak, iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren ¢ok sayida
orkide tlirii olmasina ragmen, orkidelerin biyolojik aktiviteleri {izerine ¢ok sinirli sayida
calisma mevcuttur. Bu bakimdan, elde ettigimiz bulgular, literatiirdeki boslugun
giderilmesi ve yerel halkin geleneksel kullaniminin biyoteknolojik bir bakis agisiyla ele
alimmas1 oldukg¢a degerli goriilmektedir. Bu calisma ile ayrica, bitkinin antioksidan ve
antimikrobiyal O6zellikleri nedeniyle, alternatif ve dogal bir kaynak olarak kullanilma
potansiyeli oldugu diisliniilmektedir. Bu ¢aligma, bitkiye ait yumrularin, faydali etkilerinin
gida ve ila¢ endistrilerinde kullanilabilmeleri i¢in yeni ve ileri caligmalara da Onciiliikk

edebilecektir.



1.3. Dactylorhiza romana subsp. georgica Bitkisine Iliskin Genel Bilgiler

Ulkemizde bulunan orkideler, kokleri ile topraga bagl olan “Orta Kusak Orkideleri”
veya karasal (terrestrial) orkideler olarak adlandirilmaktadir. Tiibives 2017 yili kayitlarina
gore Tiirkiye, Orkidegiller ailesine ait 24 cins ve 187 adet takson barindirmaktadir.
Dactylorhiza cinsi ise iilkemizde tiir sayis1 bakimindan 26 adet ile {iglincii sirada yayilis
gostermektedir (Caliskan, 2018). Calismada kullanilan Dactylorhiza romana subsp.
georgica ince, orta boylu ve yumrulu bir bitkidir (Kreutz, 2009). Yumrularinin alt tarafinda
bulunan parmaksi c¢ikintilar nedeniyle halk arasinda “Catal Salep” olarak
adlandirilmaktadir (Caligkan, 2018). Ciceklenme Mart ay1 sonu itibariyle baslamakta,
Mayis ayr sonuna kadar devam etmektedir. Bitkiye ait yumrular Haziran-Temmuz
aylarinda olgunlasmakta ve hasat edilmektedir. Ulkemizde Dactylorhiza romana subsp.
georgica bitkisi, Karadeniz Daglari’nda, 6zellikle Zigana Ge¢idi-Giimiishane yakinlarinda
yogun bir yayilis gostermektedir (Kreutz, 2009). Bunun yaninda Igdir, Kars, Siirt, Bitlis,
Artvin Ordu, Samsun, Sivas, Trabzon, Hakkari, Van GoOli’niin cevresi ve Yozgat

Akdagmadeni’nde goriilmektedir (Sekil 1.1.) (Kreutz, 2009).

= = f

IGDIR, KARS, SIRT, BITLIS, ARTVIN, GUMUSHANE, ORDU, SAMSUN, SIVAS, TRABZON

Sekil 1.1. Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisinin Tiirkiye’deki
dogal yayilig alan1 (www.tubives.com)

Dactylorhiza romana subsp. georgica alt tiiriiniin yayilis1 diisiikk rakimli bolgelerde
azalmakta, 700-2100 m rakim araliginda yogunluk gostermektedir. Dactylorhiza romana
tiri 1600 m rakimdan sonra kaybolurken, alt tiirii olan Dactylorhiza romana subsp.

georgica bu yiiksekliklerde en genis yayilisa sahiptir (Altindag vd., 2012). Bu orkideler,
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seyrek cam ve koknar ormanlari, calilagsmis meselikler gibi golgeli yetisme ortamlarini
tercih etmektedir. Genellikle nemli bolgelerde ¢cam ormanlari igerisinde ayni alt tiire ait

sart ve mor bireyler daginik halde yagamaktadir (Sekil 1.2.) (Kreutz, 2009).

Sekil 1.2, Dactylorhiza romana subsp. georgica
bitkisine ait bir goriiniim (Asagi6zliice Koytl,
Kelkit, Glimiighane, 19.05.2017)

Farkli kaynaklara gore degismekle birlikte iilkemizde Dactylorhiza cinsinin de
aralarinda bulundugu 154 adet orkide taksonunun iirettigi yumrular halk tarafindan salep
olarak kullanilmaktadir (Caliskan, 2018). Ticari anlamda kaliteli bir salebin glikomannan
oraninin %40 olmasi beklenmektedir. Bu bitkiye ait yumrularin %48.54 glikomannan
icerigi ile lilkemizin farkli yorelerinden toplanilan 20 adet salep orkidesine gore en yiiksek
orana sahip oldugu bildirilmektedir (Sen, 2016). Bu nedenle ¢alismada kullanilan bitkiye

ait salep yumrularinin ticari degeri oldukga yiiksektir.



1.4. Bitki Secimi

Bitkinin toplum tarafindan nasil kullanildiginin bilinmesi son derece dnemlidir. Bir
farmakolojik calismada bitki seciminde kullanilan en yaygin yontem etnobotanik olarak
adlandirilan farkli kiltiirlerdeki dogal kaynaklarin kullanimimin dikkatle incelenmesidir
(Gtider, 2008).

Orkidelere ait yumrular yara, ¢iban ve iltihap iyilestirici olarak kullanilmakta;
tiilberkiiloz, kanser, Parkinson ve bagirsak hastaliklarinin tedavisinde yumrulardan
faydalanilmaktadir (Kashani vd., 2012; Korkmaz ve Karakurt, 2015). Bunun yaninda
yumrularin viicuda kuvvet verici, kalbi kuvvetlendirici, zihin yorgunlugunu giderici
ozelliklerinden bahsedilmektedir (Sezik, 2002; Giri vd., 2012). Bu ¢alismada kullanilan
Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait yumrular Gilimiishane Kelkit
yoresindeki yerel halktan edinilen bilgiye gore; balgam soktiiriicli, goglis yumusatici
ozellikleri nedeniyle soguk alginliklarina karsi sicak bir icecek olan salep yapiminda, toz
halinde ishali Onleyici olarak, yara ve c¢iban tedavisinde kullanilmaktadir. Yukarida
bahsedilen kullanimlar1 nedeniyle, bu ¢alismada incelenen yumrularin, viicuttaki oksidatif
stresi, dokularda ve {ist solunum yollarinda enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin
etkinligini azaltabilecegi diisliniilmistiir. Bu durum Dactylorhiza romana subsp. georgica
bitkisinden antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikteki maddelerin elde edilebilecegi
yoniinde fikir edindirmistir. Ote yandan salep kalitesi agisindan ticari degeri yiiksek olan
yumrularin antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin ortaya konulmasi bu bitkiye ilave

katma deger saglayacaktir.

1.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran, ytliksek enerjiye sahip atom veya molekiiller olarak tanimlanirlar (Halliwell ve
Gutteridge, 1985; Bast vd., 1991; Nawar, 1996). Serbest radikaller eslenmemis elektron
bulundurmalari nedeniyle diger bilesenlerle kolaylikla reaksiyona girebilirler.
Elektronlarini ciftler halinde bulunduran atomlar veya molekiiller ise kararli bir yapiya
sahip olduklarindan, bagka molekiiller ile reaksiyonlara girme egilimleri serbest radikaller

kadar yiiksek degildir (Halliwell, 1999; Valko vd., 2007). Cogu durumda serbest radikaller



ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) terimleri birbirlerinin yerine kullanilir. Ancak bu kullanim
her zaman dogru degildir. Bu iki kullanim arasindaki fark asagida agiklanmustir.

Aerobik kosullar altinda canli organizmalarda tiiketilen oksijenin %90’dan daha
fazlas1 elektron transport zincirinde (ETZ) sitokromoksidaz aracilifiyla dogrudan suya
doniisiir. Bu durum ROT salinimi olmadan dort-elektron mekanizmasi yardimiyla
gerceklesir (Ott vd., 2007; Skulachev, 2012). Okaryot canlilarda ETZ bilesenleri
mitokondriyal membranda bulunur. ETZ operasyonuna ATP formunda enerji tiretimi i¢in
oksidatif fosforilasyon eslik eder. Tiiketilen oksijenin %10’undan daha azi, molekiiler
oksijenin bir elektron almasi ile indirgenerek siiper oksit anyon radikallerine (O3 ) doniistir.
Bunu takiben (03) ‘nin iki proton kabul etmesiyle hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Bu
bilesik serbest radikal degildir, ancak kimyasal olarak molekiiler oksijenden ¢ok daha
aktiftir. Bundan dolayr ROT grubundandir. Hidrojen peroksit molekiilii bir elektron daha
kabul ettiginde hidroksil radikaline (HO") ve hidroksil anyonuna (OH") ayrilir. Son olarak
HO' bir elektron ve bir proton daha aldiginda su olusur (Lushchak, 2014). Bu oksidatif
tirler normal metabolik yan friinlerdir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015). Biyolojik
sistemlerde bu reaksiyon, protein ve lipid gibi farkli bilesenlerden hidrojen atomunu
ayirmast nedeniyle zincir reaksiyonlarinin baslamasima neden olur. Ozetlemek gerekirse;
03, H,0, ve HO' reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilirlar. Fakat H,O, serbest radikal
degilken, sadece O; ve HO' serbest radikallerdir. Yukarida anlatilan tiim reaksiyonlar Sekil

1.3’te sematize edilmistir (Lushchak, 2014).

e - e -
0, —— 02# H,0,—=>HO" + HO

4e [4HT

e, H' (H)

2H,0= —
Sekil 1.3. Molekiiler oksijenin dort- ve bir- elektron mekanizmasiyla
indirgenmesi (Lushchak, 2014)



Reaktif oksijen tiirlerinin yanisira lipid, protein ve niikleik asit peroksitleri gibi ¢esitli
peroksitler de vardir. Ayrica nitrik oksit, peroksinitrit ve ilgili bilesikler gibi nitrojen igeren
reaktif tirler (RNT) de bulunmaktadir (Lushchak, 2014). Biyolojik sistemlerde olusan
RNT’nin en 6nemlisi nitrik oksittir (NO’). NO damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit
sentaz enzimi aracilifiyla L-arjininden sentezlenir. Nitrik oksitin viicuttaki reaktif oksijen
tiirleri ile tepkime vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO™ ) olusturdugu ve
bunun da ilerleyen tepkimelerle HO' radikali olusturdugu ifade edilmektedir (Rayner vd.,
2009). ROT ve RNT’nin diisiik diizeyleri, patojen mikroorganizmalara karst savunma
mekanizmast ve hiicreler arasi haberlesme gibi biyolojik etkiler gosterirken, yliksek
derisimleri DNA, lipid ve proteinlerde hasara, hatta hiicre dliimlerine neden olur (Brown

ve Borutaite, 2001).

1.6. Oksidatif Stres

Yasayan organizmalar reaktif oksijen tiirlerini biinyelerinde regiile eden sistemlere
sahiptir. Bu sistemler reaktif oksijen tiirlerini ¢ok diisiik diizeylerde tutarak bir denge
saglar. Ancak bu denge asagidaki kosullarin birinde veya daha fazlasinin

kombinasyonlarinda bozulabilir.

. Endojen ve eksojen bilesenlerin artisiyla otooksidasyonun baslamasi ve ona
eslik eden ROT iiretimi,

. Diisiik molekiil agirlikli antioksidan rezervlerinin tiikenmesi,

. Antioksidan etki gosteren enzimlerin inaktivasyonu,

. Antioksidan etki gOsteren enzimlerin ve dilisik molekiil agirlhikh

antioksidanlarin iiretiminin azalmasi.

ROT iretimi ve eliminasyonu arasindaki dengesizlik sonucu ROT seviyesindeki
artig, tiimiinii olmasa bile bir¢ok yasam prosesini etkileyebilir. Bu artigin sonuglari, ROT
seviyesine ve ilretiminin gerceklestigi yere, antioksidan sistemlerin etkinligine, enerji
kaynaklarinin kullanilabilirligine ve etkilesimde bulundugu hiicresel hedeflere bagl olarak
degisir (Sies, 1985; Sies, 1997).

ROT seviyesi, normal sartlar altinda ROT {iretimi ve eliminasyonu arasindaki uyum
ile birlikte belli bir aralikta (kararli hal seviyesi “steady state level”) dalgalanma gosterir.

Oksidanlarin girisi gibi baz1 nedenlerden dolayr ROT seviyesi hizli bir sekilde artabilir ve



kararli hal seviyesinden ayrilabilir. Eger antioksidan sistemler, artan ROT miktarimni
elimine edebilirse, bu seviye baslangigtaki seviyeye geri doner. Bu olay ‘akut oksidatif
stres’olarak tanimlanir. Burada sunun alt1 ¢izilmelidir ki; ROT seviyesinin belli bir siire
yiiksek kalmasi oksidatif stresin gelisimi icin yeterli degildir. Ancak bazi fizyolojik
degisikliklere neden olabilir. Oksidatif stresin gelisimini engelleyen; antioksidanlar ve
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin ekspresyonundaki artistir.
(Demple, 1991; Lushchak, 2011a ). Bazi durumlarda hiicre, antioksidanlarin ve ilgili
enzimlerin artan ekspresyonu ile dahi ROT miktarin1 notralize edemez ve baslangigtaki
kararli hal seviyesine ¢ekemez. Boylece, artan ROT seviyesi kararli hale gelebilir ve farkli
hiicresel komponentlerin modifikasyonunu artirarak homeostaziyi 6nemli derecede
bozabilir. Bu durum ‘kronik oksidatif stres’olarak adlandirilir. Son olarak organizmadaki
fizyolojik durum degisiklikleri ile birlikte ROT seviyesi baslangi¢ seviyesine donemez ve
yar1 kararli seviyede “quasi-stationary level” sabitlenir. Bu durumda reaktif oksijen tiirleri
de dahil olmak {izere tiim homeostazinin yeniden diizenlenmesi gerekir (Lushchak, 2011a,

2011b). Oksidatif strese iliskin siire¢ Sekil 1.4’te sematize edilmistir (Lushchak, 2014).

Akut
oksidatf
stres

Yam kararh seviye

st (ksidan

ROT Diizeyi

Zaman
Sekil 1.4. Biyolojik sistemlerde degisken ROT diizeyi (Lushchak, 2014)

Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan ROT, hiicre i¢i lipid ve protein yapilarinin
cift bag iceren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve bir hidrojen
atomu kopararak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baslatir. Boylece hiicre igi lipid,

protein ve DNA gibi makromolekiillerin hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre
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oliimlerine neden olur. Sekil 1.5’te oksidatif stres hasar1 sematize edilmistir (Ozcan vd.,
2015). Kronik oksidatif stres; kanser (Leinonen vd., 2014; Townsend vd., 2014), diyabet
(Drel vd., 2010; Yan, 2014), kardiyovaskiiler (Feoli vd., 2014; Mei vd., 2014), ve
norodejeneratif (Ahmad vd., 2014; Zhang ve Tian, 2014) hastaliklar gibi bircok hastaligin
patogenezinden sorumludur.

Oksidatif denge Yaglanma

inflamasyon
Yiksek Oz basinc
Kimyasal ajaniar
Radyasyon
Iskemi-repefiizyon
A ?
Lﬁoks'danla,
Ser
best Rad‘ka"er
o

Oksidatif hasar

"
e %, ¢

Membran lipidleri  Proteinler Nikleik asitler

Sekil 1.5. Oksidatif stres hasar1 (Ozcan vd., 2015)

1.7. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar, diigsiik konsantrasyonlarda bile DNA, protein ve lipid gibi
substratlarin oksidasyonunu Onleyebilen veya geciktirebilen molekiillerdir (Halliwell,
1990). Antioksidanlar serbest radikallere olan yiiksek afiniteleri nedeniyle, Serbest
radikallerin sayilarim1 azaltir. Boylece hiicre i¢i oksidan/antioksidan dengenin
stirdiiriilebilmesini saglarlar (Casas-Grajales ve Muriel, 2015).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyen ya da baz1 mekanizmalar
ile cogalmalarin1 6nleyen faydali etkileri nedeniyle kullanilirlar. Bu mekanizmalar;

. Oksidasyonu baslatan yiiksek reaktivite gosteren tiirlerin siipiiriilmesi,

. Biyolojik molekiillerin oksidasyonunu katalizleyen ve ROT iiretimindeki
indirgeme reaksiyonlarina katilan metal iyonlarin selatlanmasi,

. ROT’un 6nciisii olan singlet oksijenin (03 ) soniimlenmesi,
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. ROT’un ¢ogalmasin1 onleyerek oksidatif zincirin kirilmasidir (Nawar, 1996;
Brewer, 2011).

Antioksidanlarin etkinligi; yapisal Ozelliklerine, fiziksel konumlarina, aktivasyon
enerjilerine, indirgeme potansiyellerine, ucuculuk ve 1siya duyarliliklarina bagli olarak
degisir. En iyl antioksidanlar, =zincir reaksiyonlarinin ¢ogalmasini engelleyen
antioksidanlardir. Aromatik ve fenolik halka iceren antioksidanlar, bir hidrojen atomu alma
kabiliyetleri ile serbest radikallerin aktivitesini azaltmalar1 nedeniyle en iyi potansiyel

stiptirticiilerdir (Brewer, 2011).

1.7.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar farkli kriterlere gore; birincil ve ikincil, enzimatik ve enzimatik
olmayan, Onleyici ve tamir edici, endojen ve eksojen, suda c¢oziinebilir ve yagda
¢oziinebilir, dogal ya da sentetik olarak siniflandirilabilir (Pisoschi ve Pop; 2015).

Antioksidanlar, oksidasyon zinciri reaksiyonundaki etki mekanizmalarina gore
siiflandirilabilir. Oksidasyon zinciri reaksiyonundaki rollerine gore, birincil (zincir-
kiricilar) ve ikincil (6nleyici) olarak siniflandirilir. Birincil bilesenler olarak antioksidanlar,
reaksiyonlarin baslangic ve ilerleme asamalari boyunca olusan serbest radikallerin
Onlenmesi veya eliminasyonu i¢in hidrojen atomu transfer eder ya da elektron alirlar.
Boylece rezonans yardimiyla reaktif tiirleri inaktive ederler. Antioksidanlar; oksidasyonu
katalizleyen demir, bakir gibi metal iyonlari ile bilesik yaparak, primer antioksidanlardaki
hidrojen ile yer degisimi saglayarak, glukozoksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
enzimler vasitasiyla oksijeni yakalayip singlet oksijeni deaktive ederek, UV 1sinin1 absorbe
ederek ve hidrojen peroksitleri pargalayarak, oksidasyon hizini yavaslatan ikincil gorevi
uistlenirler (Reische vd., 2002; Wanasundara ve Shahidi, 2005; Angelo ve Jorge, 2007).

Antioksidanlar oksidatif stres acisindan degerlendirildiginde endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak siniflandirilabilir (Pisoschi ve Pop; 2015). Yapilan siniflandirma

Sekil 1.6’da sematize edilmistir.
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ANTIOKSIDANLAR

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
/—/\ *Askorbik asit (C vit.)
*ua Tokoferal (E vit.)
Enzimatik Olanlar Enzimatik Olmayanlar *Karotenoid
*Fenolik anticksidanlar
*Siiperoksit dismutaz *Tiyol -Stilben tiirevleri
*Katalaz *Urik asit -Fenolik asitler
*Glutatyon peroksidaz *Bilirubin -Flavonoidler
*Melatonin *Yag lesitinleri
*Metal baglayic proteinler 'AS‘E‘“.' sterin
*indirgenmis koenzim Q 'EBSUIEH selenyum
*Alfa lipoik asit *Cinko

*Endojen organik selenyum

Sekil 1.6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Pisoschi ve Pop, 2015)

1.7.1.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki
gruba ayrilirlar (Cheeseman ve Slater, 1993).

e Enzimatik antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD siiperoksit radikal anyonunu hidrojen peroksite
dontstiirerek oksidasyonu geciktiren savunma sistemi enzimleridir. Memeli dokularinda ti¢
farkli tipi vardir. Bunlar; sitozollerde bulunan bakir-¢inko iceren siiperoksit dismutaz
(SOD1), mitokondriyal matrikste bulunan mangan igeren siiperoksit dismutaz (SOD2) ve
hiicre dis1 siiperoksit dismutazlardir (SOD3). Her ti¢li de saglikli bobreklerin tiibiillerinde
yiiksek diizeyde sentezlenir (Ghezzi vd., 2005; Sung vd., 2013).

SOD
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Katalaz (CAT): CAT hidrojen peroksiti suya doniistiiren savunma sistemi enzimleridir.
Genelikle hiicre, doku ve organlarda, yiiksek konsantrasyonlarda karaciger ve eritrositlerde

sentezlenir (Sung vd., 2013).

CAT
2 H,0, — H,0 + 0, (1.2)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin
indirgenmesini Kkatalizleyen, suya ve cesitli alkollere doniistiiren selenyum igerikli

savunma sistemi enzimleridir (Drége, 2002).

GP
H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0 (1.3)

e Enzimatik olmayan antioksidanlar
Tiyol: Tiyoller hemen hemen biitiin fizyolojik oksidanlarla etkilesimde bulunarak goérev
yapan esansiyel antioksidan tamponlardir (Sung vd., 2013).
Urik asit: Urik asit singlet oksijen, peroksil ve hidroksil radikallerini siipiiriicii etkiye
sahiptir. Eritrosit membranlarini lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu olarak gorev yapar
(Frei vd., 1981).
Bilirubin: Bilirubin hiicre koruyucu bir aktivite gosterir. Birgok hiicrede ROT’un
konsantrasyonunu diisiiriir (Sedlak vd., 2009). Lipofilik bilirubinler membran lipidlerinin
peroksidasyonunu 6nlerler (Baranano vd., 2002).
Melatonin: Melatoninler, siiperoksit anyon radikallerini, hidroksil radikallerini ve nitrik
oksitleri siipiiriicii etkiye sahiptir. Mitokondriyal oksidatif strese karst ¢ok iyl
koruyuculardir (Poeggeler vd., 1994; Arnao ve Harnandez-Ruiz, 2006; Lowes vd., 2013).
Metal baglayici proteinler: Transferrin, ferritin, laktoferrin, seruplazmin ve albumin bu
gruba dahil enzimatik olmayan antioksidanlardandir. ROT’un g¢ogunun olusumundan
sorumlu olan gegis metal iyonlarini baglayarak antioksidan etki gosterirler (Sung vd.,
2013).
Indirgenmis Koenzim Q: Iindirgenmis Koenzim Q elekton transport zincirinde Vitamin C
ve E ile birlikte elektron tasiyicisi olarak gorev yapar. Hiicresel membran ve plazma

lipoproteinlerini oksidatif hasara kars1 korur (Beyer, 1992; Beyer, 1994).
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1.7.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, C vitamini, E vitamini, karotenoidler, fenolik antioksidanlar,
yag lesitinleri, asetilsisteinler, eksojen selenyum ve ¢inko olarak gruplandirilabilir
(Pisoschi ve Pop, 2015). C ve E vitaminleri, karotenoidler ve fenolik bilesikler 6nemli
eksojen antioksidanlardir.

C Vitamini (Askorbik asit): C vitamini hidroksil, alkoksil ve siiperoksit anyon
radikallerini, reaktif nitrojen tiirlerini semidehidroaskorbik asit formuna doniistiirerek
biyomolekiillerdeki oksidasyonu 6nler (Descamps-Latscha vd., 2001; Du vd., 2012; Sung
vd., 2013).

E Vitamini (a-Tokoferol): E vitamini hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonunu
onler. Serbest radikalleri diisiik reaktiviteli tiirevlere dontstiirerek radikal zincirlerini
durdurur. Boylece lipid substratlarina saldirtyr engeller (Descamps-Latscha vd., 2001;
Himmelfarb ve Hakim, 2003).

Karotenoidler (f-Karoten): p-Karoten singlet oksijen radikallerini ¢ok yiiksek diizeyde
sondiiriicii etkiye sahiptir. B-Karoten UV 1sinlarina karst koruyucu olup ciltte UV
1sinlarinin hasarii 6nler (Huang vd., 2005; Godic vd., 2014).

Fenolik Antioksidanlar: Fenolik asitlerden olan hidroksisinnamik asit tiirevleri serbest
radikallere hidrojen verebilme kabiliyetlerinden dolay: zincir kiric1 antioksidanlar olarak
rol oynar (Siquet vd., 2006). Klorojenik asit, kuinik ve kafeik asitin esterleri en giiglii
serbest radikal stipiiriiciilerindendir (Matsuzoe vd., 1999; Dias, 2012) Bulunduklar
maddeye antimutajenik, antimikrobiyal ve antiviral aktivite kazandirir (Matsuzoe vd.,
1999).

Flavonoidlerden olan Kkuersetin, rutin, apigenin ve naringin siiperoksit anyon
radikallerine karsi antioksidan aktivite gosterir (Yuting vd., 1990, Sichel vd., 1991). Bir
antosiyanidin olan nasunin; hidrojen peroksit, hidroksil ve siiperoksitleri yakalayarak,
muhtemelen demir iyonlarini selatlayarak Fenton hidroksil radikal iiretimini 6nler (Noda

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

1.8. Bitkisel Sekonder Metabolitler

Diinya genelinde yaklasik 400 binden fazla bitki tiirii ¢cok sayida metabolitin
kaynagidir. Dogal kaynaklardan elde edilen metabolitlerin yaklasik %80°’1 ise bitkisel
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kokenlidir. Giinlik hayatimizda kullandigimiz, ekonomik olarak Onem tasiyan
farmasdatiklerin, gida katki maddelerinin ve biyopestisitlerin bircogu bitkilerden elde edilir
(Zhong, 2011). Primer metabolitler, fotosentetik yesil bitkilerin temel hiicresel
fonksiyonlarin1 yiiriitebilmek i¢in sentezledigi karbonhidrat, lipid ve aminoasitlerdir
(Delgoda ve Murray, 2017). Bitkisel sekonder metabolitler (BSM), bitkinin c¢esitli
fizyolojik degisiklikler nedeniyle iirettigi primer metabolitlerin tiirevleridir. BSM bitki
bliylimesini tesvik eder ve farkli ¢evresel stres faktorleri altinda bitkinin hayatta kalmasini
saglar. Dolayisiyla bitki hayatinda primer metabolitler kadar ©nemli rol oynar
(Kliebenstein, 2013; Zandalinas vd., 2017). Bu bilesiklerin tiretimi; bitki tiirine, bitkinin
fizyolojik ve gelisimsel sathalarina, ¢evresel faktorlere bagli olarak degisir ve bitkideki
miktar1 genellikle bitki kuru agirliginin %1’inden bile daha azdir (Zheng, 2010). Bitkiler
aleminde spesifik taksonomik gruplarla sinirhi yaklasik 100 bin adet BSM tanimlanmaistir.
Biyosentetik yollarla tiirevlenen bitkilerdeki sekonder metabolitler {i¢ ana gruba ayrilir. Bu
gruplar; azot igeren bilesikler, terpenler ve fenolik bilesiklerdir (Fang vd., 2011).

Siyanojenik glikozitler, glukosinolatlar ve alkaloidler; azot igeren bilesikler
grubunun énemli bir kismini olusturur (Facchini, 2001). Ozellikle bu gruba dahil olan tibbi
oneme sahip alkoloitler, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin iyilestirilmesinde
(Akhgari vd., 2017) ve antimikrobiyal ajan, kas gevsetici, Oksiiriikk kesici ve analjezik
olarak kullanilmaktadir (Ashraf vd., 2018).

Karotenoidler, isoprenler, mono/diterpenler, absisik asit ve giberellin gibi bitki
hormonlari, fitol, tokoferoller, filokinonlar, plastokinonlar, polifenoller, brassinosteroidler,
steroller ve seskiterpenler terpenler grubuna dahildir. Terpenler; kanobinoid ve
flavonoidler ile sinerjistik etki gostererek migren ve bas agrisi tedavisinde kullanilirlar
(Baron, 2018).

Calismamiz kapsaminda fenolik bilesikler irdelendigi icin bir sonraki boliimde

ayrintili olarak anlatilacaktir.

1.8.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkisel sekonder metabolitlerin en 6nemli siniflarindan biridir
(Malcovska vd., 2014). Yapisal olarak fenolik bilesikler Sekil 1.7°de goriildigii gibi bir
aromatik halka, bu halkaya bagli bir veya daha fazla hidroksil grubu tasirlar (Achakzai vd.,
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2009; Ali vd., 2013). Fenolik bilesikler bitkilerde biiyiime, lireme, ¢esitli biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karsi dayanim gibi fonksiyonlarda rol oynamak tizere malonik
asit yolagi ile sentezlenir (Achakzai vd., 2009; Chaparro vd., 2013; Giménez vd., 2014,
Ayoub vd., 2016; Butkhup vd., 2016; Puthur, 2016). Bitkiler ozellikle ¢esitli stres
faktorlerine maruz kaldiklarinda, fenolik bilesik {iretimi maksimum seviyeye ulasir
(Achakzai vd., 2009; Verma ve Shukla, 2015). Urettikleri fenolik bilesikleri; meyve,

tohum, ¢igek, yaprak, dal ve gévdelerinde bulundururlar (Balasundram vd., 2006).

OH

Sekil 1.7. Fenol yapisi

Simdiye kadar 8 binden fazla farkl bitkisel fenolik bilesik tanimlanmistir (Naczk ve
Shahidi, 2006). Bu fenoliklere devamli olarak yeni bulunan ve tanimlanan fenolik
maddeler eklenmektedir (Harborne ve Williams, 2000). Fenolik bilesiklerin; antioksidan,
antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral, antialerjik, antiaterojenik, antienflamatuar,
antimutajenik, antikarsinojenik, antiiilser ve antitrombotik etki gibi pek ¢ok etki gosterdigi
ileri siiriilmektedir (Moure vd., 2001; Balasundram vd., 2006). Bircok iilkede yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda meyve ve sebze agisindan zengin bir diyetin; yaslanma
stirecini geciktirdigi, 6zellikle kalp damar gibi ¢esitli hastaliklar ve kanser, romatoid artrit,
akciger hastaliklari, katarakt, Parkinson veya Alzheimer hastalig1 gibi diger hastaliklarin
riskini azalttigi belirtilmistir (Szajdek ve Borowska, 2008; Caglar ve Demirci, 2017).
Bitkisel tirtinlerin sagliga yararh etkilerinin ¢cogu, antioksidan etkili fenolik bilesiklerden
ileri gelmektedir (Balasundram vd., 2006). Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi ise
yapilarinda bulunan hidroksil gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu gruplar, serbest
radikallerin siiptiriilmesini saglar (Cueva vd., 2010; Stojkovi¢ vd, 2013). Fenolik
bilesiklerin kimyasal yapilarinda bulunan hidroksil gruplari ayni zamanda bakteriler
tizerinde inhibe edici etki gosterir ve antimikrobiyal aktivitede 6nemli rol oynar (Shan vd.,
2007; Hayek vd., 2013, Burt, 2014).
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Fenolik bilesikler; flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler, kumarinler,
lignanlar ve ligninler olmak {izere yedi grup altinda siniflandirilir (Pandey ve Rizvi, 2009).
Asagida bu tez calismasi kapsaminda irdelenen flavonoidler ve fenolik asitler ile bu

bilesiklerin sagliga yararli etkileri anlatilmistir.

1.8.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bugiine kadar 6 binden fazla bilesigi tanimlanmis olan en Onemli
fenolik bilesikler grubunu olusturur (Erlund, 2004). Bu simifa dahil olan bilesikler
flavonoller, flavonlar, flavanoller, flavanonlar, antosiyanidinler, katesinler ve
izoflavonoidlerdir. Hepsi temel difenilpropan genel yapisina sahip olup flavonoid
molekiiliiniin temel yapis1 Sekil 1.8’de gosterilmistir. izoflavonlar, flavoneller, flavonlar ve
antosiyaninler bitkilerde gelisim ve boceklere karsi savunma gibi rolleri tstlenen baslica
fenolik bilesiklerdir (Taiz ve Zeiger, 2006).

Sekil 1.8. Flavonoid molekiiliiniin temel yapisi

Flavonoidlerin ¢esitliligi kimyasal yapilarindaki farkliliklara baghdir (Havsteen,
2002). Genellikle alti ana grup dikkate alinir. Bunlar flavonoller, flavonlar, flavanoller,
flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidlerdir. Kuersetin, kaempferol, mirisetin,
luteolin ve apigenin en dnemli flavonollerdir. En yaygin bulunan flavanonlar; hesperidin,
narirutin ve naringenin iken, 6nemli flavonlar ve flavon glikozitleri arasinda luteolin, krisin
ve apigenin bulunur. Flavanoller normal olarak aglikonlar halinde veya katesin ve
epikatesin gibi gallik asit ile esterlenmis halde bulunur. Apigenin ve luteolin beslenmede
en onemli flavonlar olarak kabul edilir. Onemli antosiyanidinler ise pelargonidin,
siyanidin, delfinidin ve malvidindir (Erlund, 2004). Antosiyaninler, en iyi bilinen flavonoid
tirlerinden biri olmakla birlikte antosiyanidinlerin glikozit tlirevleridir. Antosiyanin

konsantrasyonu ozellikle koyu renkli meyvelerde (kirmizi iiziim, kara kiraz) daha
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yiiksektir. Bu bilesikler, kirmizidan maviye degisen renk pigmentleri olarak islev goriir
(Khandelwal ve Abraham, 2014).

Flavonoid bakimindan zengin bitkisel besinler dogada bol miktarda bulunur. Cogu
zaman bu bilesiklerin birkag tiirli tek bir gida maddesinde bulunabilir. Bununla birlikte
bazi gidalar flavonoidlerin ana kaynagidir. Yesil yaprakli sebzeler (marul, maydanoz,
kisnis ve nane gibi), flavonoller, flavonlar ve flavon glikozitleri igeren en bilinen kaynaklar
arasindadir. Baz1 baharatlar (biberiye, kekik, tarhun, kekik ve feslegen), tohumlar ve
kuruyemisler de flavonoidlerin 6nemli kaynaklaridir (Adebamowo vd., 2005). Bunun
yaninda, flavanonlar neredeyse sadece sitrik meyvelerde ve fiziimlerde bulunurken
(Erlund, 2004), flavanoller bazi meyvelerde (kayisi, elma, armut, seftali) bulunur (Mullie
vd., 2008).

Yapilan calismalar flavonoid bakimindan zengin beslenmenin insan sagligina ¢ok
sayida yararli etkisinin oldugunu ortaya koymustur (Luna-Guevera vd., 2019). Bitki
tarafindan sentezlenen flavonoidler, giiclii antioksidan aktivite sergilemekle birlikte
kardiyovaskiiler ve norolojik kronik dejeneratif hastaliklara karsi korunmaya yardimci olur
(Perez Viscaino vd., 2009, Luna-Guevara vd., 2019). Flavonoidlerin antioksidan
ozellikleri, yapilarinda bulunan hidroksil fenolik gruplardan gelir. Bunlar; indirgeyici
ajanlar, hidrojen donorleri, singlet oksijen ve siiperoksit radikal temizleyicileri ve hatta
metal iyon selatlama ajanlari olarak galisir. Ayrica flavonoidler; antioksidan enzimleri
aktive edebilir, a-tokoferol radikallerini (tokoferoksilleri) azaltabilir, oksidazlari inhibe
edebilir, nitrosatif stresi hafifletebilirler (Atmani vd., 2009).

Flavonoidler gii¢lii antioksidan etkinlik gdstermelerinin yanisira antimikrobiyal ve
baz1 fonksiyonel etkilere de sahiptir. Bu bilesiklerin insanlarda bagirsak mikrobiyotasini
diizenleyerek saglikli bir sindirim sisteminin siirdiiriilebilmesine yardimci1 oldugu,
antibakteriyel ve antifungal aktivite gostererek diyareyi onledigi bildirilmektedir (Azuma
vd., 2013). Ayrica flavonoidler, antikarsinojenik ve antitimor 6zelliklere sahiptir (Galati
ve O’brien, 2004). Flavonoidlerin karsinojenlerin aktivasyonunu saglayan enzimlerin
inhibisyonu ile tiimor olusumunu engelledigi bildirilmektedir (Delgado vd., 2014). Ayrica
flavonoidlerin ¢evresel toksik ajanlarin yol agtigi DNA hasarlarina karsi koruyucu rol
oynadig1r (Carino-Cortes vd., 2010), bunun disinda antidiyabetik etki gosterdigi de
raporlanmistir (Havsteen, 2002).
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1.8.1.2. Fenolik Asitler

Dogada yaygin olan fenolik asitler; bitkilerde besin emilimi, protein sentezi,
enzimatik aktivite, fotosentez ve allelopati gibi bircok fonksiyonda yer alan biyoaktif
bilesiklerdir (Goleniowski vd., 2013). Fenolik asitler, tek bir fenol halkas1 ve en az islevsel
bir karboksilik asit grubundan olusur ve genellikle fenole (C6) bagli zincirdeki karboksil
grubuna (C1, C2 veya C3) bagli karbon sayisina gore C6-C1 (hidroksibenzoik asitler), C6-
C2 (asetofenonlar ve fenilasetik asitler) ve C6-C3 (hidroksisinamik asitler) olarak
stiflandirilir (Sekil 1.9.) (Zhu ve Sang, 2017).

R;

Sekil 1.9. Fenolik asitlerin temel yapisi (hidroksi benzoik asit ve sinnamik asit)

Gida maddelerinde en yaygin bulunan fenolik asitler; gallik asit, p-hidroksibenzoik
asit, vanilik asit, siringik asit ve protokatesinleri iceren hidroksibenzoik asitlerdir. Kafeik
asit, ferulik asit ve p-kumarik asit ise hidroksisinamik asitler grubundandir (Jurikova vd.,
2016). Tiketilen bitkisel gidalarin miktarina bagli olarak, fenolik asit alimi genellikle
giinliik olarak tiiketilen tiim fenolik bilesiklerin yaklasik iicte biri olmak iizere, giinde 1-2 ¢
arasindadir (Zhu ve Sang, 2017). Fenolik asitler, cogunlukla meyvelerde (mango, seftali,
kizilcik, yaban mersini, armut, kiraz, kayis1 ve sitrik meyveler), sebzelerde (domates,
1spanak ve patlican), bazi hububatlarda, yagli tohum ve kuruyemislerde, kahve ve yesil
cayda bulunur (Naczk ve Shahidi, 2006; Masibo ve He, 2008; Dziato vd.; 2016).

Fenolik asitler gostermis olduklar1 biyoaktiviteler nedeniyle 6zellikle tibbi
arastirmalara konu olmustur (Jitan vd., 2018). Fenolik asitler indirgeme yeteneklerinden
dolay1 dogal antioksidanlar olarak gérev yaparlar. Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi
kimyasal yapilariyla iliskilidir. Bu durum da serbest radikallere bir hidrojen atomu veya
elektron vermesi ya da konjuge aromatik sistemin eslenmemis elektronunun yerini

degistirmesiyle olusur (Cuvelier vd., 1992; Dai ve Mumper, 2010 ). Fenolik asitlerin
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antioksidan aktivitelerini kimyasal yapilarinda bulunan hidroksil grubu sayisi ile hidroksil
ve karboksil gruplarinin pozisyonu belirler. Hidroksil grubu sayisi arttikca antioksidan
aktivite artar. Polihidroksifenollerin monofenollere goére antioksidan aktivitesi daha
yiiksektir. Ornegin, protokatekuik asit ve kafeik asitin antioksidan aktivitesi, bir monofenol
olan p-kumarik asite gore daha giigliidiir. Benzer sekilde bir trifenol olan gallik asitin
antioksidan aktivitesi ise protokatekuik asit ve kafeik asite gore c¢ok daha yiiksektir
(Cuvelier vd., 1992; Dai ve Mumper, 2010; Jitan vd., 2018). Hidroksil grubunun karboksil
grubuna goére konumu da antioksidan aktivitede belirleyicidir. Hidroksil grubunun meta
pozisyonunda olmast antioksidan aktivitenin en yiiksek oldugu konumdur. Para veya orto
pozisyonlarda karboksil grubunun elektron c¢ekim potansiyeli (sterik engelleme)
antioksidan aktiviteyi azaltir. Monofenollerde orto pozisyondaki hidroksil grubuna bir veya
iki metoksi grubunun eklenmesi de antioksidan aktiviteyi arttirir. Ornegin antioksidan
aktivite sirastyla p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit i¢in giderek artar (Jitan vd.,
2018).

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerinin yaninda; 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 sirasinda hiicresel sinyalizasyon proseslerini kontrol eder
(Garcia Lafuente vd., 2014) ve hiicre hasarlanmasina neden olan enflamasyon ara
tirtinlerinin tretilmesini baskilar (Kassim vd., 2010; Li vd., 2014; Taofig vd., 2015).
Siringik asitin enflamasyon goriilen ratlarda sitokin seviyesini diisiirdiigii ve enflamasyonu
baskiladig1 bildirilmektedir (Itoh vd., 2009). Rosmarinik asitin lipoksigenaz ve
sikloksigenaz aktivitesini inhibe ederek enflamasyonu azalttigi rapor edilmektedir
(Iswandana vd., 2016). Fenolik asitlerin saglik alaninda kullanimlarindan bazilar1 da
kanser tedavisi ve tiimdr gelisiminin baskilanmasidir. Ornegin elajik asit, protokatekuik
asit, kafeik asit ve gallik asitin farkli kanser tiirlerine sitotoksik etki yaparak antikanser etki
gosterdigi raporlanmistir (Gomes vd., 2003; Yi vd., 2005; Verma vd., 2013). Fenolik
asitlerin antidiyabetik &zelliklerinden de bahsedilmektedir. Ornegin gallik asit ve
protokatekuik asitin Tip 2 diyabette rol oynayan a-amilaz ve a-glukozidazin etkinligini
inhibe ettigi bildirilmektedir (Adefegha vd., 2015; Iswandana vd., 2016). Benzer sekilde
hidroksibenzoik asitlerin kan sekerini diisiik seviyelerde tuttugu ve bu iki enzimi inhibe

ettigi bildirilmistir (Ho vd., 2017; Chiou vd., 2017). Ayrica diizenli fenolik asit alinan
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diyetlerde kardiyovaskiiler hastaliklarin da dahil oldugu kronik dejenaratif hastaliklarin
goriilme riskinin azaldigi raporlanmistir (Shi vd., 2013).

Fenolik asitler; mikrobiyal niikleik asit sentezini, enzimatik aktiviteyi, sitoplazmik
membran fonksiyonunu ve enerji metabolizmasini inhibe ederek antimikrobiyal ajan olarak
rol oynar (Villalobos vd., 2016). Protokatekuik asit, kafeik asit, p-kumarik asitlerin gram
negatif ve gram pozitif bakterilere karst yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri (Alves vd., 2013; Villalobos vd., 2016), patojenik Escherichia coli O157:H7
ve Staphylococcus aureus EP167 mikroorganizmalarinin gelisimini inhibe ettigi
bildirilmektedir (Cueva vd., 2010; Alves vd., 2013). Kafeik asitin antimikrobiyal
aktivitesinin bakteriyel RNA polimeraz enzimini inhibe edebilme kabiliyetinden
kaynaklandigt  (Lima vd., 2016), p-kumarik asitin bakteriyel genomik DNA’sina
baglanarak hiicresel fonksiyonunu inhibe ettigi ve bakterilerin Oliimiine sebep oldugu
raporlanmustir (Heleno vd., 2015).

Fenolik asitler, yaslanma karsiti ve UV 1ginlar1 hasarina karsi cilt koruyucu olarak,
kisirhk ve karaciger hasari tedavisinde etkilidir. Ornegin ferulik asitlerin UV 1simlarini
emme kabiliyeti ¢ok yliksektir. Dolayisiyla 1yi bir cilt koruyucu olarak gorev yaparlar
(Zhao vd., 2008). Ferulik asitlerin lipid peroksidasyonunu onledigi i¢in baz iilkelerde gida
katki maddesi olarak kullanildig: (Srinivasan vd., 2007), C vitamini ile karsilagtirildiginda
kanda daha uzun siire kaldig1 (Srinivasan vd., 2007), koroner hastaliklara karsi koruyucu
oldugu, kolestrolii diistirdigii ve sperm canliligini arttirdigr bildirilmektedir (Ou ve Kwok,
2004).

1.9. Mikroorganizmalar

Bu tez calismasinda antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi icin yapilan analizlerde
insan, hayvan ve gidalarda patojen olan mikroorganizmalar secilmistir. 3 adet Gram (+), 3
adet Gram (-) ve 7 adet fungus (2 maya, 5 kiif) olmak {izere toplam 13 mikroorganizma
test mikroorganizma olarak kullanilmustir. Test mikroorganizmalari, Giresun Universitesi,
Miihendislik ~ Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan (GU) ve Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan (EU) temin edilmistir. Tlgili mikroorganizmalara iliskin

bilgiler Tablo 1.1°de verilmistir.

22



Bacillus cereus: B. cereus, basil seklinde, gram pozitif, hareketli, kapsiilsiiz, sporlari
terminal veya subterminal olan aerop bir bakteridir. Dogada yaygin olarak bulunur.
Saprofit bakteriler olmalarina ragmen gida zehirlenmelerine sebep olurlar. Ayrica apse,
goz i¢i enfeksiyonlar, osteomiyelit, endokardit ve iiriner enfeksiyonlar gibi c¢esitli

enfeksiyonlarin etkeni olabilirler (Ustagelebi, 1999).

Tablo 1.1. Tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma ad1 Sus numarast Cinsi Temin edilen yer
Bacillus cereus RSKK 709 Gram (+) bakteri GU
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram (+) bakteri GU
Listeria monocytogenes - Gram (+) bakteri EU
Escherichia coli ATCC 29998 Gram (-) bakteri GU
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram (-) bakteri GU
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 Gram (-) bakteri GU
Candida albicans DSMZ 5817 Fungus (maya) GU
Candida tropicalis NRRL YB-366  Fungus (maya) GU
Aspergillus flavus - Fungus (kiif) GU
Aspergillus fumigatus - Fungus (kiif) EU
Aspergillus niger NRRL 326 Fungus (kiif) EU
Alternaria brassicicola - Fungus (kiif) EU
Alternaria alternata - Fungus (kiif) EU

Staphylococcus aureus: S. aureus, pigmentli, fakiiltatif anaerop, sporsuz, hareketsiz ve
kapsiilsiiz gram pozitif bir bakteridir. Dogada olduk¢a yaygm halde bulunur. insan ve
sicakkanli hayvanlarda gida zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonlart yapan bir tiirdiir.
Deri ve mukozoda apse, sivilce, kil kokii iltihabi, ¢iban, panaris (dolama), ter bezi, goz
kapag1 ve bademcik iltihabi, endokardit ve pndmoniye neden olurlar.

Listeria monocytogenes: L. monocytogenes basil seklinde, sporsuz, kapsiilsiiz, fakiiltatif
anaerop, gram pozitif bir bakteridir. insanlarda menenjit, septisemi (kan zehirlenmesi),
konjoktivit (goz kapag: iltihaplanmasi) gibi hastaliklara neden olur. Gebelerde plesenta

yolu ile fetiise gecebildigi i¢in 61ii dogumlara neden olabilir (Ustagelebi, 1999).

23



Escherichia coli: E. coli, Escherichia cinsi i¢inde en énemli tiirdiir. E. coli basil seklinde,
gram negatif, hareketli, fakiiltatif anaerop bakteridir. Normal bagirsak bakterisi olarak
memeli ve kuslarda bulunur. Bagirsak ve bagirsak disi hastaliklara neden olur. E. coli
bagirsaklarda ishale, bagirsak disina ¢ikarak dokulara gegebildigi zaman; iiriner sistem,
safra ve safra yollar1 enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, hemolitik iiremik sendrom, siniizit
ve yara enfeksiyonlar1 gibi ¢ok ¢esitli hastaliklara yol acar (Ustagelebi, 1999).

Klebsiella pneumoniae: K. pneumoniae kisa ve uglar1 yuvarlak basil seklinde, hareketsiz,
sporsuz, aerop ve fakiiltatif acrop 6zellik gosterebilen, gram negatif bir bakteridir. Dogada
yaygin olarak bulunur. Insanlarda iist solunum yolu ve diski florasinda bulunan bir bakteri
oldugu i¢in uygunsuz kosullar altinda firsatc1 bir patojen olarak ortaya cikar. Ust solunum
yollarinda yogun balgam fliretimine ve akcigerlerde kalici hasara sebep olabilir. Hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu bir bakteridir (Ustagelebi, 1999). K. pneumoniae kaynakli bu
enfeksiyonlarm igerisinde en sik rastlanan iiriner sistem enfeksiyonlaridir (Kahraman vd.,
2017).

Vibrio parahaemolyticus: V. parahaemolyticus, halofilik (tuzu seven) gram negatif bir
bakteridir. Deniz ve kiy1 seridi ¢evrelerinde goriiliir. Genellikle islem gormemis, ¢ig ve
pisirilmemis deniz mahsullerinin tiiketilmesiyle insanlara bulasir. Insanlarda akut
gastroenterite (mide bagirsak iltihaplanmasi), nadir olarak yara ve kulak enfeksiyonlarina
ve septisemiye (kan zehirlenmesi) neden olur (Letchumanan vd., 2014).

Candida albicans: C. albicans, eseyli ¢ogalan diploid bir mantar tiiriidiir. Candida cinsine
ait yaklagik 200 tiir vardir ve en yaygin goriilen mantar enfeksiyonu C. albicans’a aittir.
Viicutta nemli ve 1lik bolgeleri tercih eden C. albicans normal kosullar altinda agiz ve
vajen florasinda bulunur. Bagirsaklarin da flora {iyesi olan Candida, firsat¢i
enfeksiyonlarin temel etkenidir (Acarkan vd., 2014). Viicuda antibakteriyel antibiyotikler
alindiginda, C. albicans ile rekabet igerisinde bulunan bakterilerin oliimiiyle birlikte C.
albicans sayisi hizla artarak mevcut denge bozulur. Boylece agiz ve vajinal kandidiyazi
(pamukguk) olusur (Devkatte vd., 2005; Omran ve Esmailzadeh, 2009; Olama vd., 2013).
Candida tropicalis: C. tropicalis eseysiz ¢ogalan diploid bir mantar tiiriidiir (Suzuki vd.,
1991). Candida tiirleri i¢inde C. albicans’tan sonra virulansi en yiiksek patojendir. Hatta
cok giiclii biyofilm iireticisi olmasi nedeniyle C. albicans tiiriniin bazi durumlarda oniine
gecmektedir. Viicutta nemli ve 1lik bolgeleri tercih eder. Ayrica osmotik basinca karsi

tolerans1 yiiksek olan C. tropicalis, ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile fungal
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aktivite gosterir (Zuza-Alves vd., 2017). Insanlarda deri ve tirnak enfeksiyonlaria, pisige,
agiz ve vajinal kandidiyazina neden olur. Bunun yaninda bagisiklik sistemi zayif hastalarda
Oliimciil vakalara neden olmaktadir (Chai vd., 2010).

Aspergillus spp.: Aspergillus cinsi igerisinde 185 tiir bulunur ve A. flavus, A. fumigatus,
A. niger’in de aralarinda bulundugu 20 tiir, ciddi enfeksiyonlara neden olur. Aspergillus
sporlari; hava, su, toprak, clirlimiis bitkisel artiklar, hayvan yemi, hayvan barinaklari ve
hayvanlarin iizerinde yaygin olarak bulunur. Aspergillus tiirlerinin mikroskobik
karakterlerinin yaninda, biiyiime hizi, koloni rengi ve sicaklifa gosterdikleri tolerans;
mantarlar igerisinde makroskobik olarak da tanimlanabilmelerini saglar. Aspergillus
spp.’nin etmeni oldugu hastaliklara aspergillozis ad1 verilir ve bu hastalik solunum yoluyla
kuslara ve insanlara bulasir. insanlarda goriilen hastaliklar asagida belirtilmistir.

. Tiiberkiiloza bagl akciger bosluklarinda kolonilesme, akciger ve bobreklerde
tiimdr olusumu gibi hastaliklara neden olur. Insan viicudundaki herhangi bir organ veya
sistemi etkileyebilir. Endokardit (kalp i¢ zari iltihab1), miyokardit (kalp kasi iltihabi)
sinilizit, menenjit gibi iltithapli hastaliklara yol acar. Ayrica aspergillozis hastanelerde
kullanilan bazi aletlerden hastalara bulasir. Bu nedenle bagisiklik sistemi zayif hastalar,
yasli, hamile ve bebekler i¢in ¢ok biiylik bir risk olusturur.

. Bronglarda alerjik reaksiyonlara neden olur.

. Aspergillus spp. tarafindan iretilen aflatoksinler kanserojen etki gostererek
karaciger kanseri ve karaciger tlimoriine neden olur (Pattron, 2006).

Alternaria spp.: A. brassicicola ve A. alternata tiirlerinin de dahil oldugu Alternaria spp.
tahil, sebze ve meyve gibi tarimsal iiriinlere hasat oncesi veya sonrasi zarar veren ¢ok
sayida tiire sahip olan bir mantar cinsidir. Dogada c¢ok genis bir yayilima sahip olan bu
cinsin sporlari ¢ok g¢esitli habitatlarda, toprak ve havanin normal florasinda bulunur
(Patriarca ve Pinto, 2018). Alternaria 1lik ve kuru ortamlarda gelisir (Targonski vd., 1995).
Diisiik sicakliklarda bile gelisimlerine devam ederler. Kisa hayat dongiisiine sahip bu
patojenik tiirler sporlarini riizgar ile kolayca yayabilirler. Sporlar radyasyon etkisine ve
zorlu c¢evresel kosullara dayanikhidir. Tim bu ozellikler disiintildigiinde Alternaria
spp.’nin ¢ok etkili bir patojen oldugu sdylenebilir. Alternaria tiirleri sekonder metabolitler
olan fitotoksin ve mikotoksinleri iretir. Fitotoksinler bitkilerde hastalik etmeni olarak
onemli rol oynar. Mikotoksinler ise bulasik sebze ve meyveleri tiikketen insan ve hayvanlar

icin zararhidir. Ancak Alternaria spp.’nin irettikleri mikotoksinler hakkinda Aspergillus
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spp.’nin trettikleri kadar bilgi bulunmamaktadir (Patriarca ve Pinto, 2018). Alternaria spp.
sporlar1 astim ve alerjik fungal siniizite neden olur (O'Hollaren vd., 1991; Stewart ve
Hunsaker, 2002).

1.10. Antimikrobiyal Ajanlar

Antimikrobiyal ajanlar; bakteri, mantar veya virlis gibi mikroorganizmalarin
gelisimini Onleyen, ¢ogalmasini baskilayan veya bu mikroorganizmalar1 6ldiiren farkli
molekiil siiflaridir (Musumeci ve Puglisi, 2013). Bu ajanlar mikroorganizmalar1 tamamen
Oldiirtirse mikrobiyosit, mikroorganizmalarin iiremesini engellerse mikrobiyostatik olarak
adlandirilir (Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Ozgiimiis, 2010).

Antimikrobiyal ajanlar kimyasal yap1 ve etki mekanizmalarina gore asagidaki gibi
siiflandirilir.

. Bakteri hiicre duvarlarinin sentezini inhibe eden ajanlar,

. Dogrudan mikroorganizmanin hiicre zari1 gecirgenligini artiran ve hiicre igi
bilesiklerin bozunmasina neden olan ajanlar,

. Protein sentezini tersine inhibe etmek i¢in 30S veya 50S ribozomal alt
birimlerinin iglevini bozan ajanlar,

. 30S ribozomal alt {initesine baglanan ve protein sentezini degistiren ajanlar,

. Bakteriyel niikleik asit metabolizmasini etkileyen ajanlar (RNA polimeraz veya
topoizomeraz inhibitorleri),

. Antimetabolitler (Musumeci ve Puglisi, 2013).

Antimikrobiyal maddeler, etki gosterdikleri mikroorganizma cins sayisinin az ya da
cok olusuna gore dar ya da genis spekturumlu olarak tanimlanmaktadir (Ozgiimiis, 2010;
Topal, 2013). Genis spekturumlu antimikrobiyal maddeler, konagin bagisiklik sisteminde
bulunan dogal mikroorganizma yapisini bozmaktadir. Bu nedenle etkisini sadece
enfeksiyon etkeni olan mikroorganizma iizerinde goOsteren dar spekturumlu
antimikrobiyaller tercih edilmelidir. Fakat ¢oklu patojene bagli enfeksiyonlarda veya acil
durumlarda genis spekturumlu antimikrobiyaller kullanilabilir (Topal, 2013).
Antimikrobiyal maddelerin ayrica diigiik konsantrasyonlarda bile konaga zarar vermeden
sadece hastalik yapan mikroorganizma tizerinde etkili olmasi1 beklenir. Bu ozellige segici

toksisite ad1 verilir (Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013).
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Bitkiler dogal antimikrobiyal kaynaklar agisindan biiylik bir potansiyele sahiptir
(Orhan vd., 2012). Antimikrobiyal bilesikler ¢ogunlukla sekonder metabolitler olan
fenollerde ve bunlarin oksijen-ikame tiirevleri olarak bitkilerde bulunmaktadir. Bitkilerde
antimikrobiyal etkiden sorumlu olan temel bilesikler; fenolikler, fenolik asitler, kinonlar,
saponinler, flavonoidler, taninler, kumarinler, terpenoidler ve alkaloidler olarak
bilinmektedir (Gyawali ve ibrahim, 2014; Yiicel ve Yiicel, 2015). Dogal antimikrobiyal
maddelerin etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle beraber, terpenoidler ve
fenoliklerin hiicre membranini pargaladigi, flavonoidlerin metal selasyonuna neden oldugu,
kumarin ve alkaloidlerin ise genetik materyal iizerine etki ederek mikroorganizma
gelisimini engelledigi bilinmektedir (Cowan, 1999; Yiicel ve Yiicel, 2015). Fenolik
bilesiklerde bulunan hidroksil gruplari, bakterilerin hiicre zari ile etkilesime girerek
hiicrelerin membran yapisin1 bozmakta ve hiicresel bilesenlerin hiicre disina sizmasina
neden olmaktadir (Burt, 2004; Lai ve Roy 2004; Shan vd., 2007; Xue vd., 2013). Ayrica bu
hidroksil ~ gruplarinin;  proton  degistirici olarak  hareket eden elektronlarin
delokalizasyonuna ve bakteri hiicrelerinin sitoplazmik zar {izerindeki egilimini azaltmaya
yardimci olarak hiicre 6liimiine neden oldugu (Ultee vd., 2002; Gyawali ve Ibrahim, 2014)
ve mikroorganizmalarin hiicre metabolizmalarin1 degistirerek enzimlerin aktif boliimiini
kolayca baglayabilecegi bildirilmistir (Farag vd., 1989). Bunun yaninda flavonoidlerin
antiviral etkisinin bulundugu ve bu etkinin proteinlere yiiksek oranda baglanma yetenegi
ile ilgili oldugu bilinmektedir. Ornegin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan metil
kuersetinin, polioviriisiiniin replikasyonunu ve hiicresel protein sentezini bloke ettigi
bildirilmistir (Kahraman vd., 2002). Ayrica polifenollerin de antibakteriyel aktivitelerinden
bahsedilmektedir (Taguri vd., 2004). Bitkilerin kendilerini mikrobiyal enfeksiyonlar gibi
biyotik saldirilardan korumak icin sentezlemis olduklari bu antimikrobiyal bilesikler
nedeniyle bitkiler ve bitkisel {irlinler mikroorganizmalara karsi aktivite calismalarinda
kullanilmaktadir (Kan vd., 2009).

Bakteriler, antibiyotiklere karst dogal olarak direngli olabilmektedir. Dogal direnc,
mikroorganizmanin tiir 6zelligine baglh olarak ilacin hedefi olan yapiy1 tasimamasi veya
ilacin yapisal bir 6zelliginden dolayr hedefine ulagamamasi sonucunda olusmaktadir.
Ornegin Gram negatif bakteriler ilacin dis membrandan gecememesi nedeniyle,
vankomisine dogal olarak direnclidir veya bakterilerin L formlar1 ve mikoplazmalar gibi

cepersiz mikroorganizmalar, penisilin gibi hiicre duvar sentezi inhibitorlerine dogal olarak
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direnclidir. Ayn1 sekilde metabolik olarak inaktif olan bakteri sporlar1 dogal direnglidir.
Ciinkii bir¢ok ilacin etkili olabilmesi i¢in bakterinin aktif iireme doneminde olmasi
gerekmektedir (Eliopoulos 1992; Willett vd., 1992; Jawetz vd., 1995; Mayer vd., 1995;
Yiice, 2001). Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri dogal direncin yaninda ¢ok
daha 6nemli olan kazanilmis direncgtir (Tenover, 2006). Kazanilmis direng, bakterilerin
genetik Ozelliklerindeki degisime bagli olarak dnceden duyarli oldugu bir antibakteriyal
ajandan etkilenmemesi durumu olarak ifade edilmektedir (Yiice, 2001). Nokta mutasyonlar
ile hedef baglanma yerlerinin degistirilerek antimikrobiyal ajanin aktivitesinin
engellenmesi, bakterilerde biiyiik bir DNA segmentinin yeniden diizenlenmesi, plazmidler,
bakteriyofajlar, yalin DNA dizilimleri veya tasinabilir genetik elementler aracilifiyla
gerceklesen yabanci bir DNA segmentinin kazanilmasi gibi ¢ok c¢esitli mekanizmalarla
genetik degisiklikler meydana gelebilir. Bdylece sayillan mekanizmalar yardimiyla
herhangi bir antimikrobiyal ajana direnc¢ gelisebilir. Antibiyotik diren¢ geni bir kez
gelistikten sonra bu direng transformasyon, transdiiksiyon, konjugasyon ve transpozisyon
ile bakteriler arasinda yayilir (Kuyucu, 2007). Dolayisiyla gelistirilen ilaglara kars
mikroorganizmalarin hizla diren¢ kazanmasi ve bu ilaglarin etkinligini yitirmesi 6nemli bir
problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kiirek, 2007). Sentetik olarak iiretilen ilaglarin tek bir
aktif madde igermesi nedeniyle mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi direng kazanmasi
kolaylasirken, bitkilerde bulunan aktif maddelerin diger maddelerle kompleks halinde
bulunmasi mikroorganizmalarin  bu yapilara karst c¢oklu diren¢ kazanmasim
giiclestirmektedir (Tenover, 2006, Kiirek, 2007). Dolayisiyla bitkilerin yapisinda bulunan
cok sayida bilesimin olusturdugu sinerjik etki ile enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ve
tek tip antibiyotige karsi diren¢ kazanan mikroorganizmalarin yok edilmesinde, bitkisel
kaynakli ilaclarin sentetik ilaglara gore daha etkin bir tedavi sagladigi belirtilmektedir
(Faydaoglu ve Siirliciioglu, 2013). Bu nedenle bitki kaynakli ilaglar mikroorganizma
temelli hastaliklarin tedavisinde biiylik umut kaynagi olmustur ve arastirmacilar bitkilerin
kimyasal bilesimlerini ortaya ¢ikarip, antimikrobiyal mekanizmasimni ¢ézmeye

calismaktadirlar (Erdogan ve Everest, 2013).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve geregler Tablo 2.1°de verildi.

Tablo 2.1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve geregler

Cihazlar ve Geregler Firma

Hassas Terazi Kern

Buzdolabi Beko

Calkalayic1 inkiibator Shel Lab

Etiiv Daihan Scientific
GPS Cihaz1 Magellan

McFarland Densiometresi
Mikroplaka Okuyucu
Otoklav

Ogiitiicii

Rotary evaporator
Steril kabin

Su Banyosu
Ultrasonik Su Banyosu
Vorteks

6 mm disk

96 kuyucuklu mikroplaka
Balon joje

Bek alevi

Ekiivyon

Ependorf tiipii

Erlen mayer

Falkon tiip

Filtre kagidi
Inokulasyon aparati
Otoklav sisesi
Otomatik pipetler

()ZC

Petri

Viyal

Grant Instruments
Thermo Scientific
HMC Hirayama
Fritsch

Heidolph

Esco

Memmert

Wisd Laboratory Instruments
Heidolph
Bioanalyse

LP Italiana Spa
ISO Lab

ISO Lab
Cultiplast

ISO Lab

ISO Lab

ISO Lab
Schleicher & Schiill
ISO Lab

ISO Lab
Ependorf

Loop Plast

ISO Lab

ISO Lab




2.1.2. Tez Caliymasinda Kullanmilan Kimyasal Sarf Malzemeler

Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal sarf malzemeler Tablo 2.2°de verildi.

Tablo 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal sarf malzemeler

Malzeme adi Firma
ABTS Sigma Aldrich
Aliminyum nitrat nonahidrat Merck
Amonyum heptamolibdat tetrahidrat Merck
Askorbik asit Merck
Dimetilsiilfoksit 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
Miiller-Hinton Agar Merck
Miiller-Hinton Broth Merck
Nistasin Sigma Aldrich
Potasyum asetat Sigma Aldrich
Potasyum persiilfat Sigma Aldrich
Potato Dextrose Agar Merck
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat Merck
Sodyum karbonat Sigma Aldrich
Siilfiirik asit Merck
Troloks Sigma Aldrich
2.2. Metot

Tim analizler ¢ tekrarli olarak calisildi.

2.2.1.Bitkilerin Toplanmasi

Orkidelere ait yumrular 9 Temmuz 2017 tarihinde Giimiishane ili Kelkit ilgesi
Asagiozliice Koyii smirlart dahilinde bulunan daglik alanlardan toplandi (Rakim:1872 m,
D:0549052 K:4429427 ve Rakim:1940 m, D: 0549227 K:4429388 lokasyonlari). Orkide

yumrularmin dogadan toplanmasi izne tabi oldugundan Kelkit Ilgesi Orman Isletme
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Sefligi’ne 22.06.2017 tarih ve 1322161 sayili dilekge ile bagvuru yapildi. 30.06.2017 tarih
ve 1376191 sayili resmi yazi ile 250 gr kuru yumru agirligi i¢in izin verildi. Bitkinin tiir
teshisi ‘Rothmaler in Repert. Spec. Nov. Regni Veg. 50. 1941 nomenklatiir referansi temel
alinarak Dr. Ogretim Uyesi Tuba ACET tarafindan yapildi. Hazirlanan herbaryum &rnegi
Giimiishane Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’ndeki herbaryumda
TAK1801 kodu ile muhafaza edildi. Ayrica Akdeniz Universitesi, Egitim Fakiiltesi,
Matematik ve Fen Bilimleri Egitimi Bo6liimii, Biyoloji Egitimi Anabilim Dali’nda gérev
yapan ‘Bitki Sistematigi’konusunda uzman Dog. Dr. Ismail Gokhan DENIZ’e canl bitki
materyalleri ile herbaryum 6rnegi gonderildi ve tiir teshisi teyit edildi (Sekil 2.1.).

Giimiishane Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Béliimii Herbaryumu

| Fam: Orchidaceae
Nom: Dactviorhiza romana subsp. georgica
Loc: Guimiishane/Kelkit/Asagiozliice K. 1940
m/D-0549227 K-4429388
Leg: Deniz KOTILOGLU
Det: Dr. Ogr. Uyesi Tuba ACET
Dog. Dr. I. Gokhan DENIZ
Code: TAK1801

Sekil 2.1. Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisine ait herbaryum 6rnegi

2.2.2.Bitki Yumrularinin Ektraksiyona Hazirlanmas: ve Ekstraksiyon Islemi

Bitki yumrularinin ekstraksiyon i¢in hazirlanma yontemi geleneksel usule uygun
olarak yapildi (Tekinsen ve Giiner, 2010). Ekstraksiyon oncesi hazirlik ¢alismalar1 Sekil
2.2°de sematize edildi.
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Yumrular
toplandi.

3 dakika
bovunca
suda

kaynatildi.

L U A —
EPRALIMV

Suyu

stizildi ve Kumyan

yvumrular 5__ 'un"n"u lar

golge ve ogl}tulup toz
haline

acik alanda -

sertlesinceye getinildi.

kadar

kurutuldu.

Bir kismu analizler igin kullanild1.
Kalan kism1 daha sonraki analizlerde
kullanilmak itizere +4 °C de
buzdolabinda muhafaza edildi.

Sekil 2.2. Ekstraksiyon 6ncesi hazirlik ¢aligmalari
Ekstraksiyon igin farkli polaritelere sahip hekzan (H, rp*: 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
tizere bes farkli ¢ozgen tercih edildi (Reichardt, 2003).
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Ektraksiyon islemi Sekil 2.3’te sematize edildigi gibidir. Ekstraksiyon islemi

tamamlandiktan sonra, her ekstre i¢in 10 mg/ml stok soliisyon dimetilsiilfoksit (DMSO) ile

hazirland1 ve analizlerde stok soliisyonlar kullanild1 (Acet ve Ozcan, 2018).

10 g kuru yumru
tozu iizerme 200

mlgdzgen

eklendi

‘akum altinda

37°C'de gozgen
evaporatdr
vardimiyla
uvzaklagtinids,
balonjoje
geperleri kendi
gozgenlenyle
vikanaralk,
kangm viyallere

-

\ aktanid:. /

125 pm_ 37°C
sicakhga
ayarlanmsg
galkalayic:
mkiibatdrde, 24
saatboyunca
bekletilerek
ekstraksivon
islemsi
gerceklestinildl

|

24 saatsonra
kaba filtre ka gids
vardimiayla
yuomru
pargaciklan
stzildid ve
¢dzgen balon
jojelere ahnds.

Etiivde 37°C'de 3 giin beklenerek,
¢Ozgenin buharlagmas: sagland: ve elde edilen
kuru ekstre analizlerde kullaniimak tizere +4
°C’de muhafaza edildi

Sekil 2.3. Ekstraksiyon islemi

'Goreceli polarite “Relative Polarity” (rp); bir ¢dzgenin suya gore polaritesini belirler (su i¢in rp:1.0 almur)

(Reichardt, 2003).
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2.2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Toplam Fenolik Madde Tayini icin Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi
Sodyum karbonat (Na,CO3) ¢ozeltisi (%1 w/v): 0.25 g Na,CO; (MA:105.988 g/mol)
hassas terazide tartilarak bir miktar distile su ile ¢oziildii ve balon jojede hacmi 25 ml’ye
distile su ile tamamlandi.

Folin-Ciocalteu fenol reaktifi ¢ozeltisi (%10 v/v): 1 ml folin reaktifi distile su ile
¢oziilerek hacmi balon jojede 10 ml’ye tamamlandi.

Gallik asit standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg gallik asit hassas terazide tartilarak
1 ml etanol i¢inde ¢6zildii ve stok gallik asit ¢ozeltisi elde edildi. Daha sonra 1 mg/ml’lik
gallik asit stok c¢ozeltisinden 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/ml’lik seyreltik gallik asit
¢oOzeltileri olusturuldu.

e Toplam Flavonoid Madde Tayini i¢cin Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi
Aliiminyum nitrat (AI(NO3)3) ¢ozeltisi (%10, w/v): 4.40 g aliiminyum nitrat nonahidrat
(AI(NO3)3.9H,0, MA:375.134 g/mol, MAgsz:212.996 g/mol) bir miktar distile su ile
¢oziildii ve hacmi balon jojede 25 ml’ye tamamlandi.

Potasyum asetat (KCH3COO) c¢ozeltisi (1 M): 2.454 g potasyum asetat (KCH3COO,
MA:98.142 g/mol) bir miktar distile su ile ¢oziildii ve hacmi balon jojede 25 ml’ye
tamamlandi.

Etanol cozeltisi (%80, v/v): 80 ml saf etanol distile su ile balon jojede 100 ml’ye
tamamlandi.

Kuersetin standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg kuersetin 6nce 80 ul saf etanol ile
¢Oziildii ve hacmi 1000 pul’ye distile su ile tamamlandi. 10.000 pg/ml’lik kuersetin standart
stok cozeltisi elde edildi. Standart stok ¢ozeltisi %80’lik etanol ile 1:10 oraninda
seyreltilerek 1000 pg/ml’lik ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra ise 1, 3, 5, 7, 9 pg/ml seyreltik
kuersetin standart ¢ozeltileri olusturuldu.

e Total Antioksidan Kapasite Tayini (Fosfomolibdat Testi) icin Gerekli

Cozeltilerin Hazirlanmasi
Fosfomolibdik asit kompleksinin hazirlanmasi: 1.6 ml siilfiirik asit (0.6 M H3SOq,
MA:98.08 g/mol) 50 ml’lik balon jojeye konuldu ve iizerine 12 ml metanol sizdirilarak
karistirildi. Hassas terazide 0.2472 g amonyum heptamolibdat tetrahidrat (4 mM
((NH4)6M070,4 + 4H,0, MA:1235.86 g/mol) tartild1 ve balon jojeye alindi. Uzerine bir
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miktar distile su eklenip ¢o6ziildii. Daha sonra 0.2295 g sodyum dihidrojen fosfat
monohidrat (28 mM NaH,PO4+H,0, MA:137.99 g/mol ) tartilip karisima eklendi.
Coziindiikten sonra hacim ¢izgisine kadar distile su ile tamamlandi.
Askorbik asit standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1.5 mg askorbik asit hassas terazide
tartilarak 1 ml etanol i¢inde ¢6ziildii. Daha sonra stok askorbik asit ¢ozeltisinden 1000
ug/ml’lik seyreltik stok ¢ozeltiler elde edildi. Son olarak 50, 100, 150, 200, 250 pug/ml’lik
seyreltik askorbik asit ¢ozeltileri olusturuldu.
Troloks standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1.5 mg troloks hassas terazide tartilarak 1 ml
etanol icinde ¢oziildii. Daha sonra stok troloks ¢ozeltisinden 1000 pg/ml’lik seyreltik stok
¢ozeltiler elde edildi. Son olarak 100, 200, 300, 400, 500 pg/ml’lik seyreltik troloks
¢oOzeltileri olusturuldu.

e ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini icin Gerekli Cozeltilerin

Hazirlanmasi

ABTS radikali ¢ozeltisi (7 mM): 38 mg 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) (ABTS, MA:514.62 g/mol) tartilarak 10 ml distile su ile ¢dziildii. Daha sonra 6.622
mg potasyum persiilfat (K2S20g, MA:270.322 g/mol, 2.45 mM) tartilarak 10 ml distile su
ile ¢oziildli. Hazirlanan her iki ¢6zelti falkon tiipte karistirildi. ABTS radikal ¢ozeltisi elde
etmek tlizere, falkon tiipiin etrafi aliiminyum folyo ile kaplanarak oda sicakliginda 12 saat
karanlikta bekletildi. ABTS radikal ¢ozeltisinin optik yogunluk degerinin 0.7 olmasi i¢in
karisim 1:37 oraninda distile su ile seyreltildi.
Askorbik asit standart cozeltisinin hazirlanmasi: 1000 pg/ml’lik seyreltik stok
cozeltisinden 1, 3, 5, 7, 9 pg/ml’lik seyreltik askorbik asit ¢ozeltileri olusturuldu.
Troloks standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1000 pg/ml’lik seyreltik stok ¢ozeltisinden
1, 3,5, 7,9 pg/ml’lik seyreltik askorbik asit ¢ozeltileri olusturuldu.

e DPPH Radikali Siipiirme Aktivite Tayini icin Gerekli Cozeltilerin

Hazirlanmasi

DPPH radikali c¢ozeltisi (0.1 mM): 3.9 mg 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH,
MA:394.32 g/mol) hassas terazide tartilarak etanol ile balon jojede 100 ml’ye tamamlandi.
Askorbik asit standart cozeltisinin hazirlanmasi: 1000 pg/ml’lik seyreltik stok
¢ozeltisinden 1, 3, 5, 7, 9 ug/ml’lik seyreltik askorbik asit ¢ozeltileri olusturuldu.
Troloks standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1000 pg/ml’lik seyreltik stok ¢ozeltisinden

1, 3,5, 7,9 ng/ml’lik seyreltik askorbik asit ¢dzeltileri olusturuldu.
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2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayinleri icin Gerekli Hazirhklarin Yapilmasi

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) ve 7 adet fungus
(2 maya, 5 kiif) olmak iizere toplam 13 mikroorganizma test mikroorganizma olarak
kullanildi (Tablo 1.1.).
e Bakteri ve Fungus Ekimi i¢in Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi
Bakteri ve maya ekimi i¢in 19 g Miiller-Hinton Agar (MHA) tartilarak otoklav
sisesine alind1 ve tizeri 500 ml distile su ile tamamlandi. Fungus (kiif) ekimi i¢in ise 39 g
“Potato Dextrose Agar” (PDA) tartilarak otoklav sisesine alindi ve tizeri 1 1 distile su ile
tamamlandi. Hazirlanan besi ortamlar1 ve islem sirasinda kullanilacak tiim malzemeler 121
°C sicaklikta 15 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Daha sonra steril kabin igerisinde
hazirlanan besi ortamlart 90 mm’lik petrilere dokiilerek sogumasi beklendi. Soguyan
petrilerin lizerleri kapatilarak +4 °C’de buzdolabina konuldu.
e Bakteri ve Maya Ekimi
Calismada 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 2 adet maya kullanildi. Daha
once steril edilmis 9 ml distile su bulunan tliplere 6ze yardimiyla ilgili mikroorganizmalar
eklenerek 0.5 MacFarland (1.5x10® kob/ml) bulaniklik standard: saglandi. Steril kabin
icerisinde, MHA bulunan 90 mm’lik steril petrilere 6ze yardimiyla mikroorganizmalarin
ekimi yapildi Daha sonra petriler 37° C’de 18 saat gece kiiltiirii yapilmak {izere inkiibatore
konuldu. inkiibasyon sonrasi bakteri ve maya bulunan petrilerin son durumu Sekil 2.4’te

verildi.
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Sekil 2.4. Inkiibasyon sonras1 bakteri ve maya bulunan petrilerin son durumu

o Kiif Ekimi
Calismada funguslardan bes farkli kiif kullanildi. PDA bulunan 90 mm’lik steril
petrilere bek alevi ile sterilize edilen igne 6ze yardimiyla kiiflerin ekimi yapildi. Daha
sonra ekimi yapilan petriler 27 °C sicaklikta 3 giin siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrast kiif bulunan petrilerin son durumu Sekil 2.5’te verildi.

Sekil 2.5. Inkiibasyon sonrasi kiif bulunan petrilerin son durumu
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2.2.5. Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocaltacu yonteminde (Slinkard ve
Singleton, 1977), kiigiik degisiklikler yapilarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak
olgiildii (Acet ve Ozcan, 2018). Yapilan pipetlemeler Tablo 2.3’te 6zetlendi. 5-60 pg/ml
konsantrasyon araliginda (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/ml) gallik asit standart egrisi
Olusturuldu. Ekstrelerin 1 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Toplam fenolik madde
miktar1 Sekil 2.6’daki standart egri grafigi referans alinarak gallik asit esdegeri (mg GAE/g

ekstre) olarak hesaplandi.

Tablo 2.3. Yumru ekstrelerinde toplam fenolik madde tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Miktar, ul
Kor  Kontrol Standart Numune
Distile su 250 31.25 - -
Ekstre - - - 31.25
Standart - - 31.25 -
Folin-Ciocalteu fenol reaktifi ¢ozeltisi, %10 (v/v) - 125 125 125
Na,CO; ¢ozeltisi, %1 (W/v) - 93.75 93.75 93.75

Oda sicakliginda, karanlikta 2 saat inkiibe edildi.

750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile kore kars1 absorbans 6l¢iimii yapildi.
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Sekil 2.6. Toplam fenolik madde miktari igin gallik asit ile hazirlanan standart egri grafigi

2.2.6. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Toplam flavonoid madde miktari, aliiminyum nitrat kolorimetrik yonteminde kiigiik
degisiklikler yapilarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak ol¢tildii (Moreno vd.,
2000). Yapilan pipetlemeler Tablo 2.4’te 6zetlendi. 1-9 pg/ml konsantrasyon araliginda (1,
3, 5, 7, 9 ng/ml) kuersetin standart egrisi olusturuldu. Ekstrelerin 1 mg/ml’lik
konsantrasyonlar1 kullanildi. Toplam flavonoid madde miktar1 Sekil 2.7 deki standart egri

grafigi referans alinarak kuersetin esdegeri (mg QE/g ekstre) olarak hesaplandi.
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Tablo 2.4. Yumru ekstrelerinde toplam flavonoid madde tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Miktar, pl
Kor Kontrol Standart Numune
Etanol 200 20 - -
Ekstre - - - 20
Standart - - 20 -
Etanol ¢ozeltisi, % 80 (v/v) - 172 172 172
AI(NOs); ¢dzeltisi, % 10 (w/v) . 4 4 4
KCH3COO ¢ozeltisi, 1 M - 4 4 4

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi.

415 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile kore kars1 absorbans dl¢iimil yapildi.
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Sekil 2.7. Toplam flavonoid madde miktari igin kuersetin ile hazirlanan standart egri grafigi

2.2.7. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini
2.2.7.1. Fosfomolibdat Yontemi
Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi, fosfomolibdat test yonteminde kiiciik

degisiklikler yapilarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak o6lciildii (Zengin vd.,
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2014). Yapilan pipetlemeler Tablo 2.5’te 6zetlendi. Askorbik asit i¢in 50-250 pg/ml (50,
100, 150, 200, 250 pg/ml), troloks i¢in 100-500 pg/ml (100, 200, 300, 400, 500 pg/ml)
konsantrasyon araliginda askorbik asit ve troloks standart egrileri olusturuldu. Ekstrelerin
0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Toplam antioksidan kapasite Sekil 2.8. ve
2.9’daki standart egri grafikleri referans alinarak askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre)
ve troloks esdegeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandi.

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

icin yapilan pipetlemeler

Miktar, ml

Kor  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 gergeklesmesi i¢in deney tiipleri daha 6nceden ayarlanan 95 °C'deki su banyosunda
90 dakika bekletildi.

Sogumus karisim otomotik pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plakaya 250 pl hacimde enjekte edildi ve
mikroplaka okuyucuda 695 nm'de kore karsi (distile su) okundu.
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Sekil 2.8.  Toplam antioksidan kapasite i¢in askorbik asit ile hazirlanan standart egri
grafigi
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Sekil 2.9. Toplam antioksidan kapasite i¢in troloks ile hazirlanan standart egri grafigi

2.2.8. Antioksidan Aktivite Tayini Yontemleri
2.2.8.1. ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini

Ekstrelerin ABTS radikali giderme aktivitesi Re vd., (1999) tarafindan gelistirilen
yontemde kiiciik degisiklikler yapilarak mikroplakalarda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii
(Acet ve Ozcan, 2018). Yapilan pipetlemeler Tablo 2.6’da &zetlendi. Askorbik asit ve
troloks i¢in 1-9 pug/ml konsantrasyon araliginda (1, 3, 5, 7, 9) askorbik asit ve troloks
standart egri grafikleri olusturuldu. Ekstrelerin 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/ml’lik
konsantrasyonlar1 kullanildi. ABTS radikali giderme aktiviteleri Sekil 2.10. ve 2.11°deki
standart egri grafikleri referans alinarak askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) ve
troloks esdegeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandi.
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Tablo 2.6. Yumru ekstrelerinde ABTS radikali giderme aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Miktar, pl

Kor  Kontrol Standart Numune

Etanol 240 80 - -
Ekstre - - - 80
Standart - - 80 -
ABTS radikali ¢ozeltisi, 7 mM - 160 160 160

ABTS radikali ¢ozeltisi 1:37 oraninda seyreltilerek optik yogunluk degerinin (OD) 0.7 olmast
saglandi.

Oda sicakliginda, karanlikta 6 dakika inkiibe edildi.

750 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile koére kars1 absorbans 6l¢iimii yapildi.
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Sekil 2.10. ABTS radikali giderme aktivite tayini i¢in askorbik asit ile
hazirlanan standart grafigi
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Sekil 2.11. ABTS radikali giderme aktivite tayini i¢in troloks ile hazirlanan
standart egri grafigi

Ekstrelerin  ABTS radikali giderme aktivitesi yar1 maksimum inhibisyon
konsantrasyonu (ICsp) degeri olarak da verildi. Bu amagla yumru ekstrelerinin 0.1, 0.25,
0.5, 0.75, 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarinin spektrofotometrik Ol¢limler sonrasinda elde
edilen absorbans degerleri ile Esitlik 2.1 yardimiyla % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Ornegin Tablo 2.7°de verilen ekstre konsantrasyonlar1 ve % inhibisyon degerleri ile lineer
grafik c¢izildi (Sekil 2.12.). Sekil 2.12°deki grafik egrisine ait egri denklemi kullanilarak
kloroform ekstresinin 1Csy degeri, 0.7693 mg/ml olarak hesaplandi. Askorbik asit ve
troloks standart ¢ozeltilerinin 1, 3, 5, 7, 9 pg/ml’lik konsantrasyonlar: ile ayni iglemler
gerceklestirilerek standart ¢ozeltilerinin ICso degerleri tespit edildi. Sonuglar mg/ml olarak

verildi.

[(Akontrol - Aekstre) N

% Inhibisyon = 100 (2.1)

Akontrol
Bu esitlikte;

Aontrol; Kontrol absorbans degeri

Ackstre; Yumru ekstresinin absorbans degeri
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Tablo 2.7. Kloroform ekstresine (K) ait absorbans ve % inhibisyon degerleri

Ornek ve Kontrol ~ Absorbans Degeri %Inhibisyon Degerleri
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 -
70 1
60 ] y =37,547x + 21,124
— 1 R2=10,9991
= 1 | | 7P .-
% 50 = _un
20 ] T
240 b _,../
= S .
§> ._,— —————
:é 30 - I =
-] 4
= 20 ]
SO
10
0-""I""I""I""I""I""
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Ekstre Konsantrasyonlar: (mg/ml)

Sekil 2.12. Kloroform ekstresi konsantrasyonlar1 % inhibisyon grafik egrisi

2.2.8.2. DPPH Radikali Siipiirme Aktivite Tayini

Ekstrelerin DPPH radikali stipiirme aktivitesi Brand-Williams vd. (1995) tarafindan
gelistirilen yontemde kiigiik degisiklikler yapilarak mikroplakalarda spektrofotometrik
olarak olgiildii (Acet ve Ozcan, 2018). Yapilan pipetlemeler Tablo 2.8’de 6zetlendi.
Askorbik asit ve troloks i¢in 1-9 ug/ml konsantrasyon araliginda (1, 3, 5, 7, 9) askorbik asit
ve troloks standart egrileri olusturuldu. Ekstrelerin 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 mg/ml’lik

konsantrasyonlar1 kullanild1. Ekstrelerin DPPH radikali siipiirme aktivitesi Sekil 2.13. ve
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2.14’teki standart egri grafikleri referans alinarak askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre)
ve troloks esdegeri (mg TE/g ekstre) olarak hesaplandi. Ayrica ekstrelerin DPPH radikali
giderme aktivitesi ICsy degeri olarak da verildi. Bu amagla yumru ekstrelerinin 0.25, 0.5,
0.75, 1, 2 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanilarak ICsy degerleri hesaplandi. Sonuglar
mg/ml olarak verildi.

Tablo 2.8. Yumru ekstrelerinde DPPH radikali siipiirme aktivite tayini igin yapilan pipetlemeler

Miktar, ul
Kor Kontrol Standart Numune
Etanol 250 125 - -
Ektsre - - - 125
Standart - > 125 -
DPPH radikali ¢6zeltisi, 0.1 mM - 125 125 125

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

490 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile kore karst absorbans 6l¢iimii yapildi.
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Sekil 2.13. DPPH radikali siipirme aktivite tayini i¢in askorbik asit ile
hazirlanan standart egri grafigi
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Sekil 2.14. DPPH radikali stipiirme aktivite tayini igin troloks ile
hazirlanan standart egri grafigi

2.2.9. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizi ile Fenolik

Madde Iceriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olan etil asetat ekstresinin (10 mg/ml)
fenolik bilesen analizi gergeklestirildi. Analiz kapsaminda, Shimadzu Marka HPLC cihaz1
ile orkidelerde yaygin olarak goriilen 20 adet fenolik bilesige bakildi. Gallik asit,
protokatekuik asit, katesin, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,
siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, o-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit,
rutin, rosmarinik asit, sinnamik asit, kuersetin, luteolin ve kaemferol fenolik bilesiklerinin
iceriklerine iligkin sonuglar ug/g ekstre olarak verildi.

Analiz i¢in pompa (LC-10 ADvp), degazor tinitesi (DGU-14A), otosampler (SIL-10
ADvp) ve detektor (DAD, & max=278) i¢eren Shimadzu Marka HPLC sistemi ve Agilent
Eclipse XDB-C18 (250x4.60 mm, 5 pum partikiil biiyiikligii) kolonu, CTO-10Avp kolon
firmi1 kullanildi. Mobil faz %3’liik asetik asit ¢6zeltisi (Mobil faz A) ve metanol (Mobil faz
B), faz akis hiz1 0.8 ml/dk., akis tipi gradient eliisyonu ve enjeksiyon hacmi ise 20 ul
olarak belirlendi Sekil 2.15’teki standart kromotogramina goére okumalar yapildi. Bu
analiz, hizmet satin alinarak Siileyman Demirel Universitesi YETEM Uygulamali Temel

Bilimler ve Teknolojileri Arastirma Birimi’nde yaptirildi.
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Sekil 2.15. HPLC analizinde kullanilan standart kromotogrami

2.2.10. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir mikroorganizma
tiirline kars1 in-vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanir. Antimikrobiyal duyarlilik
testlerinde "diflizyon" ve "diliisyon" olmak {izere baglica iki yontem kullanilir. Uygulama
kolaylig1 ve maliyet acisindan en sik kullanilan yontem disk diflizyon testleridir. Bu test,
kagit disklere emdirilen antimikrobiyal ajanin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin inokiile
edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanir. Ayrica antimikrobiyal ajanlarin
minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerlerinin tespit edilmesi i¢in diliisyon
yontemleri kullanilir. Dillisyon testlerinde, antimikrobiyal ajanin dillisyonlarini igeren
mikroplaka kuyucuklarinda tiremenin gozle goriilebilir olmasi esas alinir. Bu kapsamda
ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in diflizyon yontemlerinden disk
difiizyon ve diliisyon yontemlerinden ise mikrodiliisyon yontemi tercih edildi (CLSI 2006;
Kahlmeter vd., 2003; Kahlmeter vd., 2006).
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2.2.10.1. Disk Difiizyon Yontemi

Ekstrelerin 10 mg/ml konsantrasyon stoklar1 kullanilarak disk difiizyon yontemiyle
antimikrobiyal aktivite tayin edildi (CLSI, 2007). Bu tez ¢alismasinda 3 adet Gram (+), 3
adet Gram (-) ve 7 adet fungus (2 maya, 5 kiif) olmak iizere toplam 13 mikroorganizma
test mikroorganizma olarak kullanildi (Tablo 1.1.). Bakteriler, mayalar ve kiifler i¢in disk

difiizyon yontemi agamalar1 Sekil 2.16’da sematize edildi.
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2.2.10.2. Mikrodiliisyon Yontemi

Yapilan disk difiizyon testi sonuclaria gore kullanilan mikroorganizmalar iizerine
inhibisyon zonu olusturan ekstrelerin, 96’lik mikroplakalarda mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak MIK degerleri belirlendi (CLSI, 2007). Bitki ekstrelerinden DMSO
kullanilarak 40 mg/ml stok soliisyonlar hazirlandi. Pozitif kontrol olarak 1-1024 pg/ml
araliginda seri iki kat diliisyonla hazirlanan 10 farkli konsantrasyondaki kloramfenikol
antibiyotigi kullanildi. Taze kiiltiirleri hazirlanan test organizmalarmin (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)
konsantrasyonlart 0.5 MacFarland standardina (1.5){108 kob/ml) goére ayarlandi.
Mikroplakada her kuyucuga 100 ul MHB dagitild1 ve ilk kuyucuga 100 ul 16.4 mg/ml
konsantrasyonundaki bitki ekstreleri eklendi. 100 ul’ye ayarlanmis ¢oklu pipet yardimiyla
ilk kuyucuktan itibaren Sekil 2.17’de gortildiigli gibi seri dillisyon islemi yapilarak her bir
kuyucugun madde konsantrasyonu yariya indirildi (8.2-0.5125 mg/ml). Seri diliisyon
tamamlandiktan sonra negatif kontrol hari¢ tiim kuyucuklara 10 pl mikroorganizma
eklendi ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda inhibisyon olup olmadigi
kontrol edildi ve mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen en diisiik ekstre

konsantrasyonlar1 MiK degeri olarak belirlendi.

% 7 J -

S8 O
-
N

TR

Sekil 2.17. Seri diliisyon islemi

51



2.3. istatistiksel Analizler

Tiim Ol¢timler 3 tekrarli olarak calisildi. Sonuglar SPSS (version 11.5 for Windows
2000, SPSS Inc.) programinda, One-way ANOVA ile hesaplandi ve 6nemli farkliliklar

Duncan’in ¢oklu sira testleri ile belirlenip p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Ekstre Verimi

Bitki ekstraksiyonu igin farkli polaritelerde bes ¢ozgen kullanildi. Dactylorhiza
romana subsp. georgica bitkisi yumrulari 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 yumrulariin
ekstre verimleri ve ¢6zgenlerin polarite dereceleri

Ekstraksiyon ¢dzgeni % 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 Sonuclari

Ekstrelerin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocaltaeu yontemi ile analiz edildi.
Toplam fenolik madde miktar1 Sekil 2.6’daki standart egri grafigi referans alinarak gallik
asit esdegeri (mg GAE/g ekstre) olarak hesaplandi (Tablo 3.2. ve Sekil 3.1.).



Tablo 3.2. Ekstrelerin toplam fenolik

madde miktar1 sonuglari

Ekstre mg GAE/qg ekstre

K 24.62+0.38°

EA 29.15+0.24°

M 21.40+0.68°
24.91+0.95°

H 14.56+0.63°

+ standart sapma, {¢ analizin
ortalamasi, siutunlardaki  harfler
p<0.05 istatistiksel diizeyde ekstreler
arasindaki ~ 6nemli  farkliliklar:
gostermektedir.

35,00

30,00 ~

GAE (mg/g ekstre)
= N N
o o O
o o o
o o o
H
|_|
Ho

[y

o

o

o
I

5,00 -

0,00
K EA M E H

Ekstreler

ab.ed Avn siitunda farkl harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.1. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin gallik asite esdeger toplam fenolik madde miktarlar

3.3. Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuclari

Ekstrelerin toplam flavonoid madde igerigi aliminyum nitrat kolorimetrik yontemi

ile analiz edildi. Toplam flavonoid madde miktar1 Sekil 2.7°deki standart egri grafigi
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referans alinarak kuersetin esdegeri (mg QE/g ekstre) olarak hesaplandi (Tablo 3.3. ve
Sekil 3.2.).

Tablo 3.3. Ekstrelerin  toplam flavonoid

madde miktar1 sonuglari

Ekstre mg QE/qg ekstre
K 5.79+0.13"
EA 6.97+0.25%
M 1.310.02°

3.58+0.08°
H 3.8040.09°

+ standart sapma, {i¢ analizin ortalamasi,
siitunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel
diizeyde ekstreler arasindaki G6nemli
farkliliklar gdstermektedir.

8,00

Ho

7,00 -
6,00 ~
5,00
© 4,00 - c z

w

o

o
1

QE (mg/g ekstre)
H

2,00 +
1,00 -

o

0,00
K EA M E H

Ekstreler

&bcd Aynt siitunda farkli harfle igaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama +
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.2. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin  kuersetine esdeger toplam flavonoid madde miktarlar
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3.4. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini Sonug¢lari
3.4.1. Fosfomolibdat Yontemi Tayini Sonuclar:

Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi fosfomolibdat yontemi ile analiz edildi.
Toplam antioksidan kapasite Sekil 2.8. ve 2.9’daki standart egri grafikleri referans alinarak
askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks esdegeri (mg TE/g ekstre) olarak
hesaplandi (Tablo 3.4., Sekil 3.3. ve 3.4.).

Tablo 3.4. Ekstrelerin toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat) sonuglari

Ekstreler mg AAE/g ekstre mg TE/qg ekstre
K 466+2.67°° 770+4.30°
EA 49143.92% 741+3.19°
M 448+2.04° 714+3.749
E 472+3.78"¢ 730+5.40°
H 452+2.89° 748+3.24°

+ standart sapma, ii¢ analizin ortalamasi, siitunlardaki harfler p<0.05
istatistiksel diizeyde ekstreler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.
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o O

1 1
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(
SN
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o

1
H

AAE
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N
o

430 H
420 -
410

K EA M E H
Ekstreler

&b ¢ Ayni siitunda farklh harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar {i¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.3. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin askorbik asite esdeger toplam antioksidan kapasite sonuglari
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abcd Aynt siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.4. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin troloksa esdeger toplam antioksidan kapasite sonuglari

3.5. Antioksidan Aktivite Tayini Sonug¢lar
3.5.1. ABTS Radikali Giderme Aktivite Tayini Sonuclari

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ABTS radikali giderme aktivite tayini ile analiz
edildi. ABTS radikali giderme aktiviteleri Sekil 2.10. ve 2.11°deki standart egri grafikleri
referans alinarak askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks esdegeri (mg TE/g
ekstre) olarak hesaplandi (Tablo 3.5., Sekil 3.5. ve 3.6.). Ayrica ekstrelerin ABTS radikali
giderme aktivitesi ICsp degeri (mg/ml) olarak verildi (Tablo 3.5. ve Sekil 3.7.).
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Tablo 3.5. Ekstrelerin antioksidan aktivite (ABTS) sonuglar1 ve ICsq degerleri

Ekstreler ve standartlar ~ mg AAE/g ekstre  mg TE/g ekstre 1Cs5o mg/ml
K 66.69+1.29° 36.73+0.93° 0.76£0.006°
EA 89.49+0.83° 50.17+0.96% 0.35+0.003°
M 57.50+1.37" 30.06:+0.63° 0.65+0.005°
E 62.59+1.68° 30.74+1.28° 0.64+0.005°
H 54.06+1.53° 27.22+1.04° 1.74+0.009"
Troloks - - 0.070.001°
Askorbik asit - - 0.02+0.001%

+ standart sapma, {i¢ analizin ortalamasi, siitunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel
diizeyde ekstreler arasindaki dnemli farkliliklar1 gostermektedir.
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Ekstreler

abocde Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan
testine gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak
ortalama + standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.5. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin askorbik asite esdeger antioksidan aktivite (ABTS) sonuglar1
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abcd Aynt siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.6. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan aktivite (ABTS) sonuglari
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aboed et Avn siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan
testine gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak
ortalama + standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.7. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin ve standartlarin ABTS radikali giderme aktivitesine iliskin ICsg
degerleri
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3.5.2. DPPH Radikali Siipiirme Aktivite Tayini Sonuclari

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH radikali siiplirme aktivite tayini ile analiz
edildi. DPPH radikali siiptirme aktiviteleri Sekil 2.13. ve 2.14’teki standart egri grafikleri
referans alinarak askorbik asit esdegeri (mg AAE/g ekstre) ve troloks esdegeri (mg TE/g
ekstre) olarak hesaplandi (Tablo 3.6., Sekil 3.8. ve 3.9.). Ayrica ekstrelerin ABTS radikali
giderme aktivitesi 1Csp degeri (mg/ml) olarak verildi (Tablo 3.6. ve Sekil 3.10.).

Tablo 3.6. Ekstrelerin antioksidan aktivite (DPPH) sonuglar1 ve ICsq degerleri

Ekstreler ve standartlar ~ mg AAE/g ekstre mg TE/g ekstre 1C5o mg/ml

K 5.09+0.10° 7.15+0.13° 1.21£0.010°
EA 9.02+0.01° 12.58+0.08" 0.20£0.001°
M 3.09:0.08" 4.60+0.05" 1.3240.005"
E 1.48+0.03° 4.72+0.03¢ 1.53+0.004°
H 4.86+0.04° 6.26+0.06° 0.98:£0.004°
Troloks - - 0.07:£0.002°
Askorbik asit - - 0.06+0.001%

+ standart sapma, ii¢ analizin ortalamasi, siitunlardaki harfler p<0.05 istatistiksel
diizeyde ekstreler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.
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a b oo L8 Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan
testine gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak
ortalama + standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.8. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin askorbik aside esdeger antioksidan aktivite (DPPH) sonuglari
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ab.cd Avn siitunda farkl harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan testine
gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+
standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.9. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanmig Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan aktivite (DPPH) sonuglari
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abedelo Avn situnda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak Duncan
testine gore birbirinden farklidir (p<0.05). Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak
ortalama + standart sapma olarak verildi.

Sekil 3.10. Farkh ¢oziiciilerle hazirlanmis Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait
ekstrelerin ve standartlarin DPPH radikali siipiirme aktivitesine iligkin ICsg
degerleri

3.6. HPLC Analizi ile Fenolik Madde ¢erigi Sonuclar:

Toplam fenolik madde miktar1 bakimindan en yiiksek igerige sahip etil asetat
ekstresinin fenolik bilesenleri HPLC ile analiz edildi. Sekil 2.15’teki standart
kromotogramina gore okumalar yapildi. Sekil 3.11°deki numune kromotogramindan elde

edilen sonuclar pg/g ekstre olarak Tablo 3.7’de verildi.
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Sekil 3.11. Dactylorhiza romana subsp. georgica’ya ait etil asetat ekstresinin HPLC kromotogrami

Tablo 3.7. Etil asetat ekstresinin fenolik bilesen igerigi

Sira No Fenolik bilesen Icerik (ug/g ekstre)
1 Gallik Asit *

2 Protokatekuik Asit 750.4+5.01
3 Katesin *

4 p-hidroksi benzoik asit 152.245.16
5 Klorojenik asit 50.9+3.04
6 Kafeik asit *

7 Epikatesin *

8 Siringik 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 *

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi alinarak ortalama =+ standart
sapma olarak verildi.
*Tespit edilemedi.
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3.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclar
3.7.1. Disk Difiizyon Yontemi Sonuclari

Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon yontemi ile tayin edildi. Bu tez
calismasi kapsaminda 3 adet Gram (+), 3 adet Gram (-) bakteri ve 7 adet fungus (2 maya, 5
kiif) olmak tizere toplam 13 mikroorganizma (Tablo 1.1.) ve kontrol olarak kloramfenikol
kullanildi. Inkiibasyon sonrasinda disk etrafinda olusan inhibisyon zonlarma iliskin
sonuglar (mm) Tablo 3.8’de verildi. Kiif mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir ekstrede

inhibisyon goriilmedigi i¢in bu sonuglara Tablo 3.8’de yer verilmedi.

Tablo 3.8. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (disk difiizyon) sonuglari

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Ekstreler ve antibiyotikler K EA M E H KF

Gram (+) bakteri

Bacillus cereus (RSKK 709) 9 - - - 8 14
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 8 - - - - 12
Listeria monocytogenes - - - - 7 12
-c% Gram (-) bakteri
E Escherichia coli (ATCC 29998) 9 8 7 7 7 12
gﬂ Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 8 - - - 7 15
é Y;tégg)parahaemolyticus (ATCC 7 7 i i i 12
Fungus (maya)
Candida albicans (DSMZ 5817) 9 9 - - - 12
Candida tropicalis (NRRL YB-366) 10 - - - - 12

*KF: Kloramfenikol antibiyotigi
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3.7.2. Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclari

Yapilan disk difiizyon testi sonuglarina gore kullanilan mikroorganizmalar iizerine
inhibisyon zonu olusturan ekstrelerin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile tayin

edildi. Sonucglar mg/ml olarak Tablo 3.9’da verildi.

Tablo 3.9. Ekstrelerin antimikrobiyal aktivite (MiK) sonuglari

MIK (mg/ml)

Ekstreler ve antibiyotikler K EA M E H KF

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
-cé Gram (-) bakteri
'g Escherichia coli (ATCC 29998) 8.2 8.2 4.1 8.2 8.2 0.016
g) Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 8.2 - - - 8.2 0.032
é 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
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4. TARTISMA

Oksidatif stres, organizmanin yapi elemanlarim1 bozarak olumsuz etkilere yol
acmaktadir. Bu etkileri bertaraf etmek icin viicuda disaridan antioksidanlarin alinmasi
gerekmektedir (Valko vd., 2006). Bu kapsamda yeterli miktarda antioksidan alimi ile
serbest radikallerin artistyla dogrudan iliskili olan hastaliklardan kurtulmak miimkiin
olabilir. Dolayisi ile oksidan kaynakli hastaliklarin goriilme riskini azaltmak, daha kaliteli
ve uzun yasam ic¢in antioksidanlar onemli bir savunma mekanizmasi olarak tavsiye
edilmektedir (Kasapgopur ve Birdane, 2014; Karabulut ve Giilay, 2016). Bilimsel
calismalar, sentetik antioksidanlarin toksik etkileri nedeniyle 6zellikle fenolik bilesikler
igeren bitkisel kaynakli dogal antioksidanlar tizerine yogunlasmistir (Okan vd., 2014).

Mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmakta ve bunlar1 yeni iiyelerine
aktarmaktadirlar. Bu durum, bir yandan kullanilan antibiyotiklerin kullanim Omriini
sinirlarken, 6te yandan da enfeksiyonel hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde yeni
stratejiler gelistirme zorunlulugunu giindeme getirmektedir (Erdogan ve Everest, 2013).
Sentetik olarak {retilen ilaglarin  tek bir aktif madde icermesi nedeniyle
mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi diren¢ kazanmasi kolaylasirken, bitkilerde bulunan
aktif maddelerin diger maddelerle kompleks halinde bulunmasi mikroorganizmalarin bu
yapilara kars1 ¢oklu diren¢ kazanmasimi gli¢lestirmektedir (Tenover, 2006, Kiirek, 2007).
Dolayisiyla bitkilerin yapisinda bulanan ¢ok sayida bilesimin olusturdugu sinerjik etki ile
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ve tek tip antibiyotige karsi diren¢ kazanan
mikroorganizmalarin yok edilmesinde, bitkisel kaynakli ilaglarin sentetik ilaclara gore
daha etkin bir tedavi sagladigi belirtilmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013).

Orkidelerden elde edilen bilesikler de bitkisel kaynakli ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Diinya genelinde orkidelerin farkli bitki kisimlarinin ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 goriilmektedir (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 tibbi etkilerini ortaya koyan ve orkidelerde bulunan bilesenler
hakkinda az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle orkidelerle tibbi uygulamalarin

kabul gormesi i¢in igeriginde bulunan bilesenlere iliskin daha c¢ok calisma yapilmasi



gerekmektedir (Cribb vd., 2009). Bu tez g¢alismasinda, halk arasinda tedavi amaciyla
kullanilan Dactylorhiza romana subsp. georgica orkidesine ait yumrularin; toplam fenolik
ve flavonoid madde miktari, toplam antioksidan kapasitesi, antioksidan aktivitesi, fenolik
madde icerigi ve ayrica antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Burada ele alinan orkide
tirii ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Dolayist ile bu arastirma,
Dactylorhiza romana subsp. georgica’nin  biyolojik  aktivitesi  bakimindan
degerlendirildiginde tamamen 6zgiin veriler ortaya koymustur.

Calismamizda kullanilan yumru ekstreleri farkli polaritelerde bes ¢6zgen kullanilarak
elde edilmistir. Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumrulari ile elde edilen
kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan ekstre verimleri ve ¢dzgenlerin polarite
dereceleri Tablo 3.1°de verilmistir. Tablo verileri degerlendirildiginde etil asetat ekstre
verimi sonucu hari¢ tutuldugunda polarite derecesi arttikca ekstre veriminin arttigi
sOylenebilir [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 ¢ozer.”
ilkesine dayanarak yumru ekstresinin polar bilesenlerce zengin  oldugunu
diistindiirmektedir (Montes vd., 2003). Dolayisiyla ekstraksiyonda su gibi daha polar bir
cozgen kullanilmasi ekstre verimini arttirabilir. Dalar vd.’nin (2015) yaptig1 c¢aligmada
etanolik bazli liyofilize ekstraksiyon ile Dactylorhiza chuhensis’e ait yumru veriminin
%19.8 (DW) oldugu bildirilmistir. Bu sonu¢ ¢alismamizda elde edilen ekstre verimlerine
gore oldukca yiiksektir. Bu orkideye ait yumru ekstre veriminin arttirilmasi igin liyofilize
ekstraksiyon yontemlerine benzer ¢aligsmalar yapilabilir.

Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemi ile analiz
edilmistir. Bu yontemin esas1 fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracim
indirgeyip kendilerinin  oksitlenmis forma doniistiigii indirgeme reaksiyonuna
dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda olusan mavi rengin absorbansinin O6lgiilmesiyle
hesaplama yapilmaktadir. Olusan kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Slinkard ve Singleton, 1977). Tablo 3.2’deki sonuglar
degerlendirildiginde en yiiksek icerigin etil asetat ekstresinde (29.15+0.24* mg GAE/g
ekstre), en diisiik icerigin ise hekzan ekstresinde (14.56ﬂ:0.63OI mg GAE/g ekstre) oldugu
goriilmistiir. Orchidaceae familyasina ait bitkilerde; Kanlayavattanakul vd. (2018)’nin

yaptiklar1 ¢alismada Dendrobium orkidelerine ait ¢igeklerin etanol (%70 v/v) ve sulu
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ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla 9.220+0.140, 10.310+0.320 (g
GAE/100 g ekstre), Aliyazicioglu vd. (2018)’nin c¢alismasinda ise Dactylorhiza
osmanica’nin toprak tistii aksaminda 20.6+0.3785 mg GAE/g ekstre olarak raporlanmuistir.
Calismamizda kullanilan orkide yumrularina ait etil asetat ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktari, Dactylorhiza osmanica’nin toprak iistii aksami ekstrelerine gore daha
yiikksek olmakla beraber, Dendrobium orkidelerinin ¢icek ekstrelerine gore daha disiik
oldugu goriilmiistiir. Dalar vd.’nin (2015) yaptiklari1 ¢calismada Dactylorhiza chusensis’e ait
yumrularin metanol ekstrelerinin ve Paltinean vd.’nin (2017) yaptiklar1 ¢alismada,
Dactylorhiza maculata’ya ait yumrularin etanol (%70 v/v) ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktarlar sirastyla, 13.9£0.6° mg GAE/g DW ve 2.76+0.21 mg GAE/g DW olarak
raporlanmistir. Her iki ¢alismada da bu orkidelere ait toprak iistii aksami ekstrelerinin,
yumru ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarindan daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Giri vd.’ye (2012) gore tibbi bir orkide olan Habernaria edgeworthii bitkisinin dogal
yumrularmin metanol ekstrelerinde toplam fenolik madde miktar1 5.28+0.06 mg GAE/g
DW olarak tespit edilmistir. Ayn1 calismada bitki biliyiime diizenleyicileri ile muamele
edilen kallus siispansiyon kiiltlirlerinin toplam fenolik madde miktar1 bitkinin dogadan
toplanilan yumrulan ile karsilagtirlmigtir. Calismada elde edilen bulgulara gore metil
jasmonat uygulanan kalluslarda fenolik madde miktar1 yaklagik ii¢ kat artmistir
(14.70£0.72* mg GAE/g DW). Bu agidan bakildiginda, tez calismasi kapsaminda
degerlendirilen orkide tiiriiniin biyoteknolojik uygulamalar yardimiyla fenolik madde
iceriginin arttirilabilecegi ve bu sayede dogal kaynaklarin korunmasina da yardimci
olunabilecegi diisiiniilmektedir.

Ekstrelerin toplam flavonoid madde igerigi aliiminyum nitrat kolorimetrik yontemi
ile analiz edilmistir. Tablo 3.3’teki sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek igerigin etil
asetat ekstresinde (6.97+0.25% mg QE/g ekstre), en diisiik icerigin ise metanol (1.3 10.02°
mg/QE g ekstre) ekstresinde oldugu goriilmiistiir. Paltinean vd. (2017) tarafindan yapilan
calisgmada D. maculata’nin toprak istii aksami ve yumru etanol ekstrelerinin toplam
flavonoid madde miktar1 sirasiyla 2.69+0.29 ve 0.46+0.05 (mg QE/g DW) olarak
bulunmustur.

Ekstrelerin toplam antioksidan kapasitesi fosfomolibdat yontemi ile analiz edilmistir
Bu yontem, antioksidan maddelerin asidik ortamda Mo(VI)’i Mo(V)’e indirgemesi ve

olusan yesil renkli fosfat/Mo(V) kompleksin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. (Zengin
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vd., 2014). Tablo 3.4’teki sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek icerigin etil asetat
ekstresinde (491+3.92* mg AAE/g ekstre) ve kloroform ekstresinde (770+4.30% mg TE/g
ekstre) oldugu gorilmiistir. En diisiik toplam antioksidan kapasite ise metanol
ekstrelerinde sirastyla (448+2.04° mg AAE/g ekstre) ve (714+3.74% mg TE/g ekstre) olarak
bulunmustur. Literatiirde Orchidaceae familyasina ait bitkilerde toplam antioksidan
kapasitenin ayni yontemle degerlendirildigi baska bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle ¢alisma sonuglar1 kendi iginde degerlendirilmistir.

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ABTS ve DPPH radikal giderme aktivite tayinleri
ile analiz edilmistir. Bitkilerin antioksidan aktivitelerinin degerlendirildigi ¢aligmalarda en
az bir serbest radikal kullanilarak bu radikalin bitki 6zitii tarafindan ne oranda giderildigi
hesaplanmaktadir. Bu radikaller igerisinde en yaygin olanlar1 elektron transferi ile
indirgenen ABTS ve DPPH radikalleridir. Stabil radikaller olan ABTS ve DPPH sirasiyla
koyu mavi/yesil ve mor renklidir. Antioksidan varliginda radikallerin rengindeki agilma
spektrofotometrik olarak Slgiiliir (Uysal vd., 2016; Biiyiiktuncel, 2014).

Tablo 3.5’teki ABTS analiz sonuglar1 degerlendirildiginde en yiiksek aktivitenin etil
asetat ekstresinde (89.49+0.83% mg AAE/g ekstre, 50.17+0.96° mg TE/g ekstre) ve en
diisiik aktivitenin ise hekzan ekstresinde (54.06+1.53° mg AAE/g ekstre, 27.22+1.04" mg
TE/g ckstre) oldugu gorilmistir. Tablo 3.6’daki DPPH analiz  sonuglar
degerlendirildiginde en yiiksek aktivitenin etil asetat ekstresinde (9.02+0.01*° mg AAE/g
ekstre, 12.58+0.08% mg TE/g ekstre) ve en diisiik aktivitenin ise etanol (1.48+0.03° mg
AAE/g ekstre, 4.72+0.03¢ mg TE/g ekstre) ve metanol (4.60+0.05° mg TE/g ekstre)
ekstresinde oldugu goriilmiistiir. Giri vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Habernaria
edgeworthii bitkisinin antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH metodlari ile tayin edilmistir.
ABTS degerleri; dogal yumrularda 1.78+0.05 mM AAE/100 g, kallus kiiltiirlerinde ise
6.62+0.00-6.71+1.13 mM AAE/100 g, DPPH degerleri dogal yumrularda 1.14+0.05 mM
AAE/100 g, kallus kiiltiirlerinde ise 1.09+0.06-1.16+0.00 mM AAE/100 g bulunmustur.

Ekstrelerin ve standartlarin ABTS ve DPPH radikali giderme aktiviteleri ICso degeri
olarak da verilmistir (Tablo 3.5 ve 3.6). 1Csq degerinin diisiik degerde olmasi ekstrenin ya
da standartlarin ABTS ve DPPH radikali giderme aktivitelerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. ABTS analizi sonucu dogal bir antioksidan olan askorbik asit ve yapay bir
antioksidan olan troloks standartlarinin ICsy degerleri sirasiyla 0.02+0.001% mg/ml ve

0.07+£0.001° mg/ml olarak bulunmustur. Ekstreler igin ABTS yontemi ile belirlenen ICsp
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degerleri 0.35+0.003° ve 1.74+0.009f mg/ml arasinda bulunmustur. Etil asetat ekstresinin
(0.35+0.003°) ABTS radikali giderme aktivitesi, diger ekstrelerden &nemli derecede
yiiksektir. ABTS radikali giderme aktivitesi bakimindan etil asetat ekstresini
etanol=metanol>kloroform>hekzan ekstreleri takip etmektedir. DPPH analizi sonucu
askorbik asit ve troloks standartlarnin ICsy degerleri ise sirastyla 0.06+0.001% mg/ml ve
0.07+0.002° mg/ml olarak bulunmustur. Ekstreler i¢in DPPH yontemi ile belirlenen ICsg
degerleri ABTS yontemi sonuglarina paralellik gdéstermis ve en diisiik ICso degeri ile en
yiiksek aktivite etil asetat ekstresinde (0.20£0.001° mg/ml), en yiiksek ICsy degeri ile en
diisiik aktivite etanol ekstresinde (1.53+0.004° mg/ml) tespit edilmistir. Etil asetat
ekstresinin (0.20£0.001° mg/ml) DPPH radikali giderme aktivitesi, diger ekstrelerden
onemli derecede yiiksektir. Etil asetat ekstresini hekzan>kloroform>metanol>etanol
ekstreleri takip etmektedir. Ancak, etil asetat ekstresinin ABTS ve DPPH radikali giderme
aktivitesi, standartlarla karsilastirildiginda ise diigiiktir.

Kanlayavattanakul vd.’nin (2018) c¢alismasimna gore Dendrobium orkidelerine ait
ciceklerin etanol (%70 v/v) ve sulu ekstrelerinin ICso degerleri ABTS metoduna gore
strasiyla (ICsp, mg/ml) 103.563 + 1.289, 113.621 + 1.986, DPPH metoduna gore sirasiyla
(ICs0, mg/ml) 124.703 £ 0.987, 144.807 + 14.483 olarak raporlanmigtir. Buna gore bu
caligmada kullanilan Dactylorhiza romana subsp. georgica bitkisi yumru ekstrelerinin
Dendrobium orkidelerine ait ¢igeklerin antioksidan aktivitesine gore olduk¢a yiiksek
oldugu soéylenebilir. Aliyazicioglu vd.’ye (2018) gore Dactylorhiza osmanica’nin toprak
istli kisitmlarinda DPPH yontemi ile belirlenen ICsp degeri 0.1838+0.0015 mg/ml olarak
bulunmustur. Calismamizda DPPH yéntemi ile belirlenen ICsq degeri (0.20+0.001¢ mg/ml)
bu sonuca oldukca benzerlik gostermektedir.

Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbirinin yerine kullanilirlar.
Fakat aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan arasindaki reaksiyonun hiz sabitini
kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan siipiiriilen belirli bir serbest radikalin miktarmin
Olcuisiidiir. Antioksidan kapasite 6l¢timleri, 6rnegin toplam siipiirme kabiliyetini belirleyen,
heterojen bir antioksidan karigiminin miktarin1 verir. Her bir bilesenin antioksidan
kapasitesini 6lgmez (MacDonald-Wicks, 2006). Farkli antioksidanlar ve oksidanlar
arasindaki reaksiyonlar farkli hiz sabitlerine sahiptir ve bu ylizden numunenin antioksidan
kapasitesi farkli oksidanlarla degisir (Ghiselli vd., 2000). Olgiimde kullanilan analitik

metotlar ve analizin olustugu kosullar da ayn1 numune icin, farkli sonuglara neden olabilir
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(Biiytiktuncel, 2013). Calismamizda elde edilen sonuglarin antioksidan kapasite ve
antioksidan aktivite degerlerinin bazi durumlarda farkli olma gerekcesi bu sekilde
aciklanabilir.

Toplam fenolik madde miktar1 bakimindan en yiiksek igerige sahip etil asetat
ekstresi, orkidelerde goriilen 20 adet fenolik bilesenin standart kromotogramlart dikkate
alinarak (Sekil 3.11.) HPLC ile analiz edilmistir. En yaygin kullanilan analitik tekniklerden
biri olan HPLC analizi, bir karisimdaki bilesenlerin tanimlanmasinda sivi hareketli faz
kullanilarak, bilesenlerin ¢oziindiiriiliip, yiiksek basing altinda kromotografi kolonundan
gecirilmesi esasina dayanir. Boylece saf hallerinde alikonma zamanlari belirlenen
bilesenlerin standart kromotogramlarina gére numune karigiminin kompozisyonu belirlenir
(Sani vd., 2011). Tablo 3.7°deki sonuglar degerlendirildiginde etil asetat ekstresinde dokuz
fenolik bilesenin bulundugu goriilmiistiir. Etil asetat ekstresinde en fazla bulunan fenolik
bilesenin benzoik asit (1455.3 ng/g ekstre), en az bulunan bilesenin ise siringik asit (2.9
ng/g ekstre) oldugu tespit edilmistir. Miktar bakimindan benzoik asit igerigini (ng/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) gore HPLC-MS ile analiz edilen. D. maculata’nin toprak iistii
aksaminda en yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesenin isokuersitrin, (518.6+£3.7 ug/g
DW), daha sonra takip eden bilesenin kuersitrin (474.6+4.34 ug/g DW) oldugu; ferulik
asit, p-kumarik asit, kafeik asit ve kaempferol bilesenlerine de rastlandigi ancak diisiik
miktarda bulundugu, yumrularda ise ¢alisilan fenolik bilesenler igerisinde herhangi birisine
rastlanmadig1 belirtilmistir. Bu tez caligmasinda ise yumru ekstrelerinde bazi fenolik
bilesenlerin bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Aliyazicioglu vd.’ye (2018) gore Dactylorhiza
osmanica’nin toprak {dstii kisimlarinda RP-HPLC analizi ile tespit edilen fenolik
bilesiklerden bazilarinin 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/1) oldugu
bildirilmistir. Etil asetat ekstresinde en fazla bulunan fenolik bilesenin benzoik asit oldugu
goriilmiistiir. Benzoik asit ve tuzlar1 antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle gidalarda en sik
kullanilan katki maddelerindendir. Ucuz ve kolay elde edilebilir olmas1 nedeniyle daha ¢ok
sentetik olarak tretilirler. Cesitli meyve sulari, alkolsiiz icecekler gibi asidik gidalarda
antimikrobiyal gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Oztiirkcan ve Acar, 2017).

Benzoik asit ve tuzlar1 daha ¢ok kiif ve mayalara kars1 etkilidir. Benzoik asitin etkinligi pH
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4.5’in lizerinde azaldigindan bakterilere karsi kullanilmasi tavsiye edilmez (Robach, 1980;
Kiigiikgetin vd., 2008). Calismamiz kapsaminda orkide yumrularina ait ekstrelerin Candida
tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermesinin, i¢eriginde bulunan benzoik asitten
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Polihidroksifenollerden olan protokatekuik asit, bir monofenol olan p-kumarik asite
gore daha giiclii bir siipiiriici 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 karsi yiiksek diizeyde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi (Alves vd., 2013; Villalobos vd., 2016), patojenik E. coli
ve S. aureus mikroorganizmalarinin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Cueva vd., 2010;
Alves vd., 2013). p-kumarik asitin bakterilerin genomik DNA’sina baglanarak hiicresel
fonksiyonlarini inhibe ettigi ve bakterilerin dliimiine sebep oldugu raporlanmistir (Heleno
vd., 2015). Ayrica, Bose vd. (2017), protokatekuik asit ve p-kumarik asitin antitirozinaz,
antienflamatuar ve antiproliferatif etkilerinden bahsetmistir. Protokatekuik asitin farkli
kanser tiirlerine sitotoksik etki yaparak antikanser etki gosterdigi (Gomes vd., 2003; Yi vd.,
2005; Verma vd., 2013), Tip 2 diyabette rol oynayan a-amilaz ve a-glukozidazin
etkinligini inhibe ettigi bildirilmistir (Adefegha vd., 2015; Iswandana vd., 2016).

p- hidroksi benzoik asitin 16semi hiicrelerinde apopitozisi uyardigi, gégiis kanserinde
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi, a-glukozidaz ve pankreatik a-amilaz enzimini
inhibe ettigi raporlanmistir (Yen vd., 2018; Nemec vd., 2017; Ho vd., 2017).

Luteolinin, antioksidan, antienflamatuar, antikanser etkilerinin oldugu ve prooksidan
enzimlerin inhibisyonunu sagladigi rapor edilmistir (Jollow vd., 1974; Ali vd., 2013).

Sinnamik asit esterlerinin, ultraviyole (UV) 1smlarint filtre edici 6zellige sahip
oldugu ve bu nedenle UV 1sinlar1 ve serbest radikallerden kaynaklanan yaslanmaya karsi
yaslilik belirtilerinin olugmasini geciktirdigi bildirilmistir (Sen, 2016).

Klorojenik asit esterlerinin en gii¢lii serbest radikal siipiiriiciilerinden oldugu
(Matsuzoe vd., 1999; Dias, 2012) ve ayn1 zamanda bulunduklar1 maddeye antimikrobiyal
ve antiviral aktivite kazandirdig: bildirilmistir (Matsuzoe vd., 1999).

Vanilinin antioksidan, antienflamatuar etkileri nedeniyle néron koruyucu olarak
gorev yaptig ve iskemia hastaliginin 6nlenmesine yardimci oldugu raporlanmistir (Gupta

ve Sharma, 2014).
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Siringik asitin enflamasyon goriilen ratlarda sitokin seviyesini disiirdiigi,
enflamasyonu baskiladigi ve antienflamatuar olarak rol oynadigi bildirilmistir (Itoh vd.,
2009).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir mikroorganizma
tirtine karsi in vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanir. Uygulama kolayligi ve
maliyet acisindan en sik kullanilan yontem disk difiizyon testleridir. Bu test, kagit disklere
emdirilen antimikrobiyal ajanin, duyarliligi arastirilan organizmanin inokiile edildigi
besiyerine difiize olmasi temeline dayanir. Ayrica antimikrobiyal ajanlarm MIK
degerlerinin tespit edilmesi i¢in diliisyon yontemleri kullanilir. Diliisyon testlerinde,
antimikrobiyal ajanin diliisyonlarin1 iceren mikroplaka kuyucuklarinda tiremenin gozle
goriilebilir olmast esas almir. Bu kapsamda ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi igin difiizyon yontemlerinden disk difiizyon ve diliisyon yontemlerinden ise
mikrodiliisyon yontemi tercih edilmistir (CLSI 2006; Kahlmeter vd., 2003; Kahlmeter vd.,
2006). Tablo 3.8’de disk difiizyon testi sonuglar1 verilmistir. Kiiflere karst herhangi bir
ekstrede inhibisyon gozlemlenmemistir. Ekstrelere ait antimikrobiyal aktivite
denemelerinde kloroform ekstresinin L. monocytogenes hari¢ tiim mikroorganizmalara
karsi 7-10 mm araliginda inhibisyon zonu gosterdigi tespit edilmistir. Metanol ve etanol
ekstrelerinde ise sadece E. coli’ye karst 7 mm inhibisyon zonu gdzlemlenmistir. Ote
yandan ¢alismamizda kullanilan tiim ekstrelerin E. coli’ye karsi 7-9 mm inhibisyon zonu
olusturdugu goriilmektedir. E. coli’nin bagirsaklarda ishale yol actigi (Ustagelebi, 1999)
diistintildiiglinde yerel halkin bu orkideye ait yumrular1 toz haline getirerek ishale karsi
kullanmasi, yumrularin E. coli’ye karsi gostermis olduklar1 antimikrobiyal aktiviteden
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Kloroform ekstresi en yiiksek 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) kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Cueva vd.
(2010), protokatekuik asit ve p-kumarik asitlerin patojenik E. coli mikroorganizmalarinin
gelisimini inhibe ettigini bildirilmistir. Calismamiz kapsaminda orkide yumrularina ait etil
esetat ekstresinin bu iki fenolik bileseni iceriyor olmasi E. coli’ye karsi antimikrobiyal
aktivitede etkili olabilecegini diislindiirmektedir. Genel bir degerlendirme yapildiginda ise
ekstrelerin bakterilerden ziyade daha ¢ok maya tiirlerine (C. albicans, kloroform ve etil
asetat ekstreleri: 9 mm); (C. tropicalis (kloroform ekstresi: 10 mm) karsi antimikrobiyal

aktivite gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. Firsat¢1 patojenler olarak bilinen Candida tiirleri
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insanlarda deri ve tirnak enfeksiyonlarina, pisige, agiz ve vajinal kandidiyazina neden
olmaktadir (Devkatte vd., 2005; Omran ve Esmailzadeh, 2009; Chai vd., 2010; Olama vd.,
2013). Calisma kapsaminda orkideye ait yumrularin yerel halk tarafindan yara ve ¢iban
iyilestirici olarak kullanilmasi bu bitkinin Candida tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitesinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Aliyazicioglu vd.’nin (2018) calismasinda Dactylorhiza osmanica’nin toprak istii
aksami1 metanol ekstrelerinin (500 pg konsantrasyonda) S. aureus’a 8 mm (kontrol
ampisilin:10 mm), B. cereus’a 8 mm (kontrol ampisilin:15 mm) inhibisyon gosterdigi ve
calismamiza benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Ayni ¢aligmada ekstrelerde C.
albicans’a karsi inhibisyon gozlemlenmezken (kontrol: flukonazol 25 mm), kendi
caligmamizda kloroform ve etil asetat ekstrelerinde Candida tiirlerine karsi inhibisyon
zonu gozlemlenmesi dikkat cekmektedir. Avasthi vd.’ye gore (2013), bir orkide tiirii olan
Orchis latifolia’nin hekzan ekstrelerinin (50 ug konsantrasyonda) C. albicans’a kars1 9
mm inhibisyon zonu gosterdigi bildirilmis ve ¢aligmamiza benzer veriler elde edilmistir.
Marasini ve Joshi (2012) tarafindan 11 farkli epifitik orkide ile gergeklestirilen
antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda toprak {iistii aksami etanol ekstrelerinin (250 pg
konsantrasyonda) sirasiyla E. coli’ye 8-10 mm, S. aureus’a 8-13 mm, K. pneumoniae’ye 8-
12 mm, C. albicans’a kars1 8-10 mm inhibisyon zonu olusturdugu bildirilmistir. Bahse
konu c¢alismadaki bulgulara gore ilgili mikroorganizmalara kars1 benzer ya da daha diisiik
aktivite elde edildigi goriilmistiir. Bhattacharjee ve Islam (2015)’a gore, Rhynchostylis
retusa orkidesine ait metanol ve kloroform ekstrelerinin (200 pg konsantrasyonda)
sirastyla 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 karst 10.4-10.7 mm (kontrol:
streptomisin 24.6 mm) inhibisyon zonu gosterdigi bildirilmistir. Calismamizda kullanilan
ekstrelerin, Bhattacharjee ve Islam (2015) tarafindan elde edilen bulgulara benzer ya da
daha diistik antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.

Ekstrelerin disk diflizyon testi sonuglarina gore mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
MIK degerleri belirlenmistir. MIK degeri bir mikroorganizmanin {iremesinin inhibe oldugu
en diigiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonu olarak tanimlanir (Kahlmeter vd., 2006).
Dolayisiyla ekstrelerin MIK degerinin diisiik olmasi antimikrobiyal aktivitesinin daha
yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Mikrodiliisyon denemelerde ekstrelerin 8.2-0.5125
mg/ml seri diliisyonlar1 kullanilmistir. Tablo 3.9°daki MIK testi sonuglari
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degerlendirildiginde en diisik MIK degeri kloroform ve etil asetat ekstrelerinde
goriilmiistiir. Kloroform ekstresinde MIK degeri Gram (+) bakterilerden B. cereus,
mayalardan C. albicans ve C. tropicalis i¢in 0.5125 mg/ml olarak bulunmustur. Etil asetat
ekstresinde ise C. albicans i¢in MIK degeri 0.5125 mg/ml olarak tespit edilmistir. Hekzan
ekstresinin B. cereus icin MiK degeri kloroform ekstresine gore daha yiiksektir (1.025
mg/ml). Gram (-) bakterilerden E. coli i¢in metanol ekstresinin MIK degeri 4.1 mg/ml
olarak tespit edilmistir. Ayrica, Tablo 3.8’deki disk diflizyon sonuglarina 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 i¢in MIK degeri 8.2 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Marasini ve Joshi’ye gore (2012), bir orkide tiirii olan Coelogyne cristata’nin toprak
listii aksami etanol ekstrelerinin S. aureus icin MIK degeri 31.25 mg/ml olarak
bildirilmistir. Calismamizda kullanilan yumrularin kloroform ekstresinde ise MIK degeri
8.2 mg/ml olarak belirlenmis ve bahse konu calismaya gore S. aureus’un liremesinin
inhibisyonu daha diisiik bir konsantrasyonda saglanmstir. Paltinean vd. (2017) tarafindan
yapilan calismada D. maculata’nin yumru etanol ekstrelerinin MiK degeri S. aureus,
B.cereus ve L. monocytogenes i¢in 0.015 mg/ml, E. coli igin 0.0078 mg/ml olarak
belirlenmigstir. Calismamizda ise farkli bitki ekstrelerinin ilgili mikroorganizmalarin
inhibisyonu i¢in gerekli en diisiik konsantrasyonlar sirasiyla; 8.2 mg/ml, 0.5125 mg/ml, 8.2
mg/ml ve 4.1 mg/ml’dir. Paltinean vd.’ye gore (2017), ¢alismamizda kullanilan ekstrelerin
antimikrobiyal aktivitesi dnemli diizeyde diisiiktiir. Sandrasagaran vd.’ye gore (2014),
Dendrobium crumenatum orkidesine ait yalanci yumrularin metanol ekstrelerinin MIK
degerleri sirasiyla E. coli, K. pneumoniae, S. aureus igin 12.5, 3.125, 6.250 mg/ml olarak
raporlanmistir. Caligmamizda ise E.coli’nin MIK degeri anilan degerlere gore diisiiktiir
(4.1 mg/ml).
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5. SONUC VE ONERILER

1. Yaptigimiz tez calismasi kapsaminda Dactylorhiza romana subsp. georgica
orkidesine ait yumrulardan elde edilen kloroform, etil asetat, metanol, etanol ve hekzan
ekstrelerinin fenolik ve flavonoid madde miktari analiz sonuglar1 degerlendirildiginde en
yiiksek sonuglar etil asetat ekstresinde belirlenmistir.

2. Ekstrelerde fosfomolibdat testi ile belirlenen en yiiksek toplam antioksidan
kapasiteye etil asetat ve kloroform ekstrelerinde, en yiiksek DPPH ve ABTS radikali
stiptiriicii aktivite ise etil asetat ekstresinde tespit edilmistir. Antioksidan kapasite ve
aktivite sonuglari arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir.

3. En yiiksek fenolik icerige sahip etil asetat ekstresinde yapilan HPLC analizi ile
antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal etkileri rapor edilen dokuz adet fenolik
bilesen tespit edilmistir. Yumrularda bulunan fenolik bilesenlerin biyoteknolojik araglar
vasitastyla saflastirilmasi bu bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal etkinliklerini daha
net bir sekilde ortaya koyacaktir.

4. Disk diflizyon yontemi ile ekstrelerin ¢alismada kullanilan kiiflere karst herhangi
bir inhibisyon godstermedigi tespit edilmistir. Ote yandan calismada kullanilan tiim
bakterilere kars1 farkli diizeyde antimikrobiyal aktivite goriiliirken, mayalara kars1 daha
yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.

5. Mikrodiliisyon testi ile belirlenen MIK degeri en diisiik kloroform ve etil asetat
ekstrelerinde tespit edilmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite Gram (+) bakterilerden B.
cereus, mayalardan C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 goriilmiistiir.

6. Orkideye ait yumru ekstrelerinin 6zellikle mayalara karst gostermis oldugu
antifungal aktivite, bu yumrularin yerel halk tarafindan yara ve ¢iban tedavisinde
kullanimini desteklemektedir. Ayrica tiim bitki ekstrelerinin E. coli’ye karsi antibakteriyel
etki gostermesi, yumrularin toz halinde ishal 6nleyici olarak kullanimini dogrulamaktadir.
K. pneumoniae’ye kars1 goriilen antimikrobiyal aktivite, bu yumrularin soguk alginligina
kars1 balgam soktiirticii olarak kullanimini desteklemektedir.

7. Salep kalitesi agisindan ticari degeri yiiksek olan yumrularin, antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin tespit edilmis olmasinin, bu bitkiye ilave katma deger

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



8. Calismada, ekstraksiyon Oncesi yumrular geleneksel usule uygun olarak
kaynatilarak kurutulmustur. Kaynatma ile kaybedilebilecek bilesiklerin incelenebilmesi
icin baska bir ¢alismada yumrular herhangi bir isleme tabi tutulmadan kurutularak
ekstraksiyona hazirlanabilir.

9. Yumrularin ekstraksiyon verimini arttirmak i¢in ¢alismada kullanilan ¢6zgenlerin
polarite derecesinden daha yiiksek c¢ozgenler veya su kullanilabilir. Bunun yaninda
liyofilize temelli ekstraksiyon yontemleri ile caligilabilir.

10. Bu orkidenin ¢icek, yaprak, govde ve yumru ekstrelerinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlenerek ¢alisma kapsami genisletilebilir.
Antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in farkli yontem ve standartlar kullanilabilir.

11. Yumru ekstrelerinin farkli Candida tiirleri ile mayalara karsi antifungal
aktiviteleri arastirilabilir. Ayrica ekstrelerin antimikrobiyal etkinlikleri canli sistemlerde
caligilmalidir.

12. Yapilan literatiir taramalarinda in vitro sartlarda kallus kiiltiirlerinden elde edilen
sekonder metabolitlerin dogal kaynaklarina goére oldukca yiiksek bulunmasi, orkide
tiirlerinin biyoteknolojik uygulamalar yardimiyla ticari sekonder metabolit {iretiminde
kullanilabilmesine isaret etmektedir.

13. Bu orkideye ait yumru ekstrelerinin yiiksek biyolojik aktivite gostermesi
nedeniyle, biyoteknoloji alaninda gida ve ila¢ endiistrilerinde dogal ve alternatif bir kaynak
olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ancak in vivo sartlarda yapilan ¢alismalar ile tez

kapsaminda elde edilen bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.
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Trabzon Orman Bolge Miidiirligii OSugurtc
Giimiishane Orman Isletme Miidiirliigii

Sayl  : 61417804-305.03.01-E.1376191 30.06.2017
Konu : Deniz KOTiLOGLU'nunTalebi

KELKIT ORMAN ISLETME SEFLIGINE

11gi: 22/06/2017 tarih ve 1322161 Sayili yaziniz:
Igi yaziniz ekinde M tidiirl igtimiize génderilen:Deniz KOTILOGL U'nun 20/06/2017 tarihli
dilekcesi Orman Bolge M uidiirl igtimiize sunulmus olup,Alinan cevabi yazi ekte génderil mistir.
ilgilinin talebinin karsilanmasinda sakinca olmayip.Y Uksel Lisans Tezinin sonucunun
Bdlge Mudiirl igtimiize sunulmak tizere M Gidiirl igumiize génderilmesini;

Rica ederim.
R e=imzahan
Tuncay DINC
isletme MUduri V.
Ek : BolgeMudurlugi izin yazisi (1 Adet) (1 sayfa)
\ulNHWAnh\h;kkﬁnmk\m/JLmumn”guﬂlhﬂhdULCkkﬂﬂmklm/ﬂﬂinhlﬂmﬂnﬁﬂ
. GUMUSHANE Bilgi i¢in:Muammer GURSES
KaKIteSt Telefon No: 0-456-2132100 Belge Geger No:Faks :0-456- Teknisyen

2131389
c-posta: internct adresi: hitp:/trabzonobm.ogm.gov.tr
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’\\_@"‘ ORMAN GENEL MUDURLUGU o i,

N Trabzon Orman Boélge Miidiirliigii O&Ugune
Odun Dis1 Uriin Ve Hizmetler Sube Midiirligii

Sayl  : 81030260-305.03.01-E.1366374 29.06.2017
Konu : Deniz KOTILOGLU'na ait Dilekge

GUMUSHANE ORMAN iSLETME MUDURLUGUNE

ilgi 1 28.06.2017 tarih ve 61417804-305.03.01-E.1356614 sayil yaziniz.

isletme Mudarltguniiz ilgi sayili yaziniz ekinde alinan Deniz KOTILOGLU'na ait
20.06.2017 tarihli dilekge incelenmis olup, ticari amagli kullaniimamasi sartiyla Dactylorhiza
romana subsp. georgica altttiriiniin Kelkit Orman isletme Sefligi sinirlarinda bilimsel amagli olarak
250 gr. toplanmesinda herhangi bir sakinca yoktur. Ayrica Y iiksek Lisans tezin sonuglarinin Bélge
M tdurl tgumiize sunulmasi hususunda;

Geregini rica ederim.

R a-imzahdir
Kenan AKDUMAN
Bélge Mdir Yardimeisi V.

Not: 5070 savili clektronik imza kanunu geregi bu belge elektronik imza ile imzalanmigtr
] . Toklu Mahallesi Devlet Sahil Yolu Karsiss TRABZON Bilgi igin:Gillcan MEYDAN AKTURI_(
Kaj{ztest Telefon No:4622302178 Belge Geger No:4622302168 Mithendis
e c-posta: internet adresi:http://trabzonobm.ogm.gov.tr

98



OZGECMIS

21.10.1987 tarihinde Bolu’da dogdu. Ilkogretimini Bolu Sakarya ilkdgretim
Okulu’nda tamamladi. 2005 yilinda Bolu Izzet Baysal Anadolu Lisesi’nden mezun oldu.
2009 yilinda Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Ziraat Miihendisligi, Tarla Bitkileri
Béliimii’nden ‘Onur Ogrencisi’ (3.22/4) olarak mezun oldu. 2010-2012 yillari arasinda fide
iiretim ve topraksiz tarim isletmelerinde Ziraat Miihendisi olarak calisti. 2013 yilinda
Giimiishane Kelkit Tarim ve Orman Ilge Miidiirliigii’nde Ziraat Miihendisi olarak goreve
baslad1 ve halen goreve devam etmektedir. Yabanci dili ingilizce’dir (YOKDIL/2018 Fen
Bilimleri: 80 puan, YDS/2018 65 puan).



