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ÖZET 

Amaç: Ülkemiz zengin florasıyla çok sayıda tıbbi ve aromatik bitkiyi bünyesinde barındırmaktadır. Günümüzde fitoterapi araştırmaları popüler 

olmuştur. Bu çalışmanın amacı, Dactylorhiza osmanica bitkisinden elde edilen metanolik ekstrenin antioksidan ve antimikrobiyal kapasiteleri, tirozi-

naz inhibitor etkisini değerlendirmektir. 
Gereç ve Yöntem: Ekstrenin antioksidan özelliği toplam fenolik içeriği (TPC), demir indirgeyici antioksidan güç (FRAP) ve 1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil (DPPH) radikali süpürme aktivitesi testi  gibi in vitro antioksidan tayin yöntemleri kullanılarak araştırıldı. Ekstrenin fenolik kompozis-

yonu ters faz yüksek performanslı sıvı kromatografisi (RP-HPLC) ile incelendi. Antimikrobiyal aktivite disk difüzyon metodu kullanılarak test edildi. 
Tirozinaz inhibitör aktivite kolorimetrik olarak ölçüldü. 

Bulgular: Ekstrenin TPC, FRAP ve DPPH aktiviteleri sırasıyla; 20.6 ± 0.3785 mg gallik asid eşdeğeri/gram numune, 804 ± 8.6217 μM Trolox/g 

numune ve 0.1838 ± 0.0015 mg/mL olarak bulundu. Gallik asit, protokatekuik aldehit, protokatekuik asid, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, 

vanilik asit, kafeik asit, vanilin, şiringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asid, sinapik asid, benzoik asid ekstrede bulunan fenolik bileşiklerdir. Tirozi-

naz inhibitör aktivite tayininde ekstrenin IC50 değeri anlamlı bulunmamıştır. Ekstre, asid-hızlı bakteri (M. smegmatis), bazı gram pozitif (S. aureus and 

B. cereus) ve bazı gram negatif (Y. pseudotuberculosis) bakterilere karşı orta derecede antibakteriyal aktivite gösterdi. 
Sonuç: Bu çalışmanın sonuçlarına göre, D. osmanica yeni farmasotiklerin geliştirilmesinde potansiyel bir kaynak olarak düşünülebilir. 

Anahtar Sözcükler: Antioksidan, Antimikrobiyal, Enzim İnhibisyonu. 

ABSTRACT 

Investigation of Antioxidant, Antimicrobial and Tyrosinase Inhibitor Activities on the Aerial Parts of Dactylorhiza osmanica 

Objective: Our country contains a large number of medical and aromatic plants with rich flora. Nowadays phytotherapy research has become popular. 
The purpose of this study was to evaluate the antioxidant and antimicrobial capacities, and tyrosinase inhibitory effect of methanolic extracts of 

Dactylorhiza osmanica.  

Material and Method: The antioxidant properties of extract were investigated using in vitro antioxidant assay methods such as total phenolic content 
(TPC), ferric reducing antioxidant power (FRAP), and the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity assay. Enzyme inhibi-

tory effect was tested aganist tyrosinase. The phenolic composition of extract was investigated by means of reverse phase-high performance liquid 

chromatography (RP-HPLC). Antimicrobial activity was tested using the disc diffusion method. Tyrosinase inhibitor activity was tested to colorimet-
rically. 

Results: The total phenolic content value is 11.2 ± 0.472 mg gallic acid per gram sample,  FRAP value is 240 ± 2.645 μM Trolox/g sample, and IC50 

value for DPPH assay has been found as 0.708 ± 0.010 mg/mL. Phenolic compounds were identified as gallic acid, proto-catechuic acid, proto-
catechuic aldehyde, p-hydroxy benzoic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, vanillin, p-coumaric acid, syringaldehyde, ferulic acid, and benzoic acid. 

The IC50 value of the extract was not significant in determining tyrosinase inhibitor activity. The extract displayed moderate antibacterial activity 

against an acid-fast bacterium (M. smegmatis), some Gram pozitive (S. aureus and B. cereus) and Gram negatif (Y. pseudotuberculosis) bacteria. 
Conclusion: According to the results of the present study, D. osmanica can be considered as a potential source for developing new pharmaceuticals. 

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial, Enzyme Inhibition.   

Dünyadaki en zengin çiçekli bitki gruplarını oluşturan 

Orchidaceae familyası, ülkemizde 24 cins ve 170 tak-

son ile temsil edilmektedir (1). Avrupa, Akdeniz ve 

Asya’da yayılış gösteren Orchidaceae familyasına ait 

Dactylorhiza cinsinin ise ülkemizde 13 türü bulunmak-

tadır (2). Bu cinse ait türlerden biri olan ve çalışmamı-

zın konusunu oluşturan Dactylorhiza osmanica ülke-

mizde halk arasında kuvvet verici, yara ve çıban teda-

visinde, antienflamatuvar olarak ve zihin yorgunluğu-
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nun giderilmesinde kullanılmaktadır (3). 

İnsan vücudu, serbest radikallerin ve diğer oksidanların 

zararlı etkilerine karşı doğal enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. 

Serbest radikaller kanser, kardiyovasküler rahatsızlık-

lar, sinirsel bozukluklar, Alzheimer hastalığı, Parkin-

son hastalığı, alkol ile indüklenen karaciğer hastalığı, 

ülseratif kolit, yaşlanma ve ateroskleroz gibi çok sayıda 

hastalığa zemin oluşturmaktadır (4-12). Antioksidanlar 

içeren gıdalar serbest radikallere karşı savunmayı güç-

lendirerek bu hastalıkların önlenmesinde büyük önem 

taşımaktadır. Antioksidanlar ayrıca yaşam kalitesini 

artırılmasında ve dejeneratif hastalıklardan korunmada 

faydalı olmaktadır (13). 

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanılan in 

vitro yöntemlerden olan ve çalışmamızda da kullandı-

ğımız toplam fenolik madde miktarının belirlenmesine 

dayanan Folin yöntemi, Troloks eşdeğeri antioksidan 

yöntemi (TEAC), demir indirgeyici antioksidan güç 

yöntemi (FRAP) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

radikali temizleme yöntemleri elektron transferine 

dayanmaktadır (14). Elektron ve hidrojen transferiyle 

serbest radikallerin zararlı etkilerinden koruyan fenolik 

bileşikler yüksek antioksidan aktivite sahip doğal kay-

naklı bileşiklerdir (15). Çalışmamız kapsamında bu 

bilgiden hareketle D. osmanica’nın metanol ekstresi 

RP-HPLC yöntemiyle bazı fenolik bileşikleri yönünden 

taranmıştır. 

Tirozinaz enzimi vücutta melanin sentezinin aşırı ol-

masından kaynaklanan cilt lekesi gibi hiperpigmentas-

yon problemlerinde ve psoriazis, vitiligo gibi melanin 

sentezinin yeterli olmamasından kaynaklı hipopigmen-

tasyon problemlerinde önemli bir enzimdir. Bu enzimi 

inhibe eden ajanlar hiperpigmentasyon problemlerin 

tedavisinde ve aktive eden ajanlar ise hipopigmentas-

yon problemlerinin tedavisinde kullanılabilir (16, 17). 

Çalışma kapsamında bitkinin tirozinaz enzimi üzerine 

etkisi incelenmiştir. 

Antimikrobiyal ajanlar, gıda koruyucuları olarak po-

tansiyel uygulamaları nedeniyle hem bilim insanları 

hem gıda endüstrileri tarafından son yıllarda büyük ilgi 

görmüştür. Depolama esnasında gıdalardaki istenme-

yen mikroorganizmaların büyümesini önlemek için, 

antimikrobik maddeler doğrudan ürün formülasyonuna 

dahil edilebilmekte, gıda yüzeyine kaplanabilmekte 

veya ambalajlama materyallerine eklenebilmektedir 

(18). Gıda koruycusu olarak kullanılabilecek bitkilerde 

bulunan bazı sekonder metabolitler antimikrobiyal 

etkili doğal bileşik kaynaklarıdır (19). Antimikrobiyal 

aktivite tayininde yaygın olarak kullanılan yöntemler-

den disk difüzyon yöntemi çalışmamızda D. osmani-

ca’nın antimikrobiyal kapasitesinin belirlenmesinde 

kullanılmıştır (20). 

D.  osmanica ile ilgili bu çalışma antioksidan, antimik-

robiyal, total fenolik içeriği, HPLC ile fenolik bileşen-

lerin tespiti ve tirozinaz inhibitör aktivite açısından ilk 

olma özelliği taşımaktadır. 

 

 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Bitkisel Materyalin Temini 

Araştırmada kullanılan bitkisel materyal D. osmanica 

türünün topraküstü kısımları 2014 yılında Mayıs ayın-

da Gümüşhane’den kuru ağırlığı 100 g olacak şekilde 

toplandı. Bitkinin tür teşhisi Karadeniz Teknik Üniver-

sitesi Eczacılık Fakültesi öğretim üyesi Prof. Dr. Ufuk 

Özgen tarafından yapıldı ve AEF-26708 herbaryum 

numarası ile Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

(AEF) herbaryumunda saklandı. Bitki örneğimiz oda 

koşullarında ve gölgede kurutulduktan sonra analizde 

kullanılmak üzere renkli kavanozlarda muhafaza edildi. 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitör aktivite 

ve fenolik bileşenleri belirlemek için kullanılan kimya-

sallar analitik ya da HPLC sınıfı saflıkta olup Sigma-

Aldrich (St. Louis, ABD) firmasından temin edildi. 

Kullanılan Laboratuvar Cihazları 

Bu çalışma yapılırken HPLC (Agilent 1100, DAD 

1200 Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) 

cihazı, UV-VIS spektrofotometre (Spectro UV-VIS 

Double PC-8 auto cell, Labomed), rotary evaporator 

sistemi (IKA®, Werke, USA), çalkalayıcı (Heidolph 

Promax 2020), su banyosu (Nüve, ST 402), pH metre 

(Hanna pH 213, Romania), magnetik karıştırıcı (Hei-

dolph MR 3001, Germany), bitki öğütme değirmeni 

(Retsch RM200, Germany) gibi laboratuvar cihazları 

kullanıldı.  

Ekstraksiyon 

Kurutulan topraküstü kısmı değirmen yardımıyla toz 

haline getirilip konsantrasyonu 10 mg/mL olacak şe-

kilde metanol ile ekstrakte edildi. Ekstrakte edilen D. 

osmanica bitkisi biyolojik aktivite tayinlerinde kulla-

nılmak üzere 4 °C’de muhafaza edildi. 

Toplam Fenolik Madde Miktarı Tayini 

D. osmanica metanol ekstresinin toplam fenolik madde 

tayini kolorimetrik olarak yapıldı (21). Öncelikle, bitki 

özütünden (10 mg/mL) 50 μL ve farklı konsantrasyon-

larda (31,25-62,5-125-250-500-1000 μg/mL) gallik 

asitten (standart) 50 μL deney tüplerine pipetleme 

yapıldı. Sonra her bir tüpe 2,5 mL saf su ve 250 μL 

Folin-Ciocalteu Reaktifi eklendi ve vortekslendi. 3 dk 

oda sıcaklığında bekletildikten sonra üzerine 750 μL 

%7,5’lik Na2CO3 ilave edilerek vortekslendi. Karışım-

lar oda sıcaklığında 2 saat bekletildi ve absorbans öl-

çümü 765 nm’de yapıldı. Toplam fenolik madde mikta-

rı gram ya da mL numune başına μg olarak ifade edildi 

(μg Gallik asit eşdeğeri / gram kuru ekstrakt). 
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Demir İndirgeyici Antioksidan Güç (FRAP) Tayini 

Benzie ve Szeto’nun metodu, Fe(III)-TPTZ (2,4,6-

tripiridil-s-triazin) kompleksinin antioksidanlar varlı-

ğında indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(II)-

TPTZ’nin oluşması ve bu kompleksin 595 nm’de mak-

simum absorbans vermesi esasına dayanır (23). Bu 

amaçla, FRAP reaktifi [300 mM pH 3.6 asetat tampo-

nu:10 mM TPTZ:20 mM FeCl3 (10:1:1)] taze hazırlan-

dı, kullanılmaya başlayıncaya kadar düşük hızda karış-

tırıldı. 3 paralel olacak şekilde hazırlanan numune 

tüplerine ve numune körü tüplerine bitki ekstresinden 

100 μL ve reaktif körü tüplerine numune çözücüsünden 

100 μL pipetlendi. Numune tüplerine ve reaktif körü 

sıralarına 3.0 mL FRAP reaktifi, numune körü sırasına 

ise 3.0 mL FRAP çözücüsü (su-metanol (2:3)) 20 sn 

arayla pipetlendi ve vortekslendi. 20 dakika sonrasında 

tüplerin absorbansı 595 nm`de okundu. Standart olarak 

Troloks 5 farklı konsantrasyonda (1000- 500- 250-125-

62.5 µM) hazırlandı ve aynı işlemlere tabi tutuldu. 

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Süpür-

me Kapasitesi Tayini  

Molyneux metoduna göre, D. osmanica’nın metanol 

ekstresinin serbest radikali süpürme aktivitesini belir-

lemek için 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali 

kullanıldı (22). Bu metotta, ekstre aktivite gösterecek 

şekilde 5 farklı konsantrasyonda (100, 250, 500, 750 ve 

1000 μg/mL) hazırlandı. DPPH çözeltisi ise 100 µM 

olacak şekilde metanolde çözülerek hazırlandı. Ardın-

dan tüpler kontrol tüpleri, numune tüpleri ve kör tüpleri 

olacak şekilde ayarlandı. Kontrol tüplerine ve numune 

tüplerine 750 µL numune konulup numune körü tüple-

rine numune yerine 750 µL numune çözücüsü ilave 

edildi. Numune pipetlemesi bitince 20 sn arayla önce 

kontrol tüplerine ardından numune tüplerine 750 µL 

DPPH çözeltisi ve en son numune körlerine 750 µL 

DPPH çözücüsü (metanol) pipetlendi ve vortekslendi. 

50 dakika karanlık ortamda bekletildikten sonra 20 sn 

ara olacak şekilde 517 nm’de absorbans değerleri öl-

çüldü. Ölçüm sonrası elde edilen sonuçlar grafiğe geçi-

rilip IC50 değerleri (mg/mL) hesaplandı. Bu çalışmada 

standart olarak bütillenmiş hidroksitoluen (BHT) kul-

lanıldı ve BHT için aynı işlemler uygulandı. 

Tirozinaz İnhibitör Aktivitesi Tayini 

Bitki ekstresinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi L-

DOPA substratı ile dopakrom metoduna göre belirlendi 

(24). Mikroplakadaki kuyucuklara 25 μL örnek çözelti, 

40 μL tirozinaz çözeltisi (mantar tirozinaz, 30 U, EC 

1.14.1.8.1) ve 100 μL fosfat tamponu (pH 6.8) ilave 

edildi. Bu karışım 25 °C’de 15 dakika bekletildikten 

sonra 40 μL (10 mM) L-DOPA konuldu. Tirozinaz 

enzim çözeltisi olmadan hazırlanmış tepkime reaktifle-

rine örnek çözeltisi eklendi ve kör hazırlandı. Bitki 

ekstresinin ve körlerin absorbansları 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmesinin ardından 492 nm’de 

okundu. Gerçek absorbansları elde etmek adına körle-

rin absorbansları örneklerden çıkarıldı ve sonuç olarak 

IC50 değerleri hesaplandı. 

HPLC Çalışmasında Standart Çözeltilerin Hazır-

lanması 

Bu çalışmada, standart olarak gallik asit, protokate-

kuik asit, protokatekuik aldehit, klorojenik asit, p-

hidroksi benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit, vani-

lin, şiringaldehit, ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik 

asit, benzoik asit kullanılmıştır. Kalibrasyon eğrisi 

oluşturmak için, standart karışımın stok çözeltisi, 5-100 

µg/mL konsantrasyon aralığında seyreltildi. 

HPLC Koşulları 

Kalibrasyon eğrisi oluşturmak için, karışık standartla-

rın stok çözeltileri, 5-100 µg/mL konsantrasyonlarda 

seyreltildi. Fenolik bileşiklerin HPLC analizi [A: 100% 

metanol; B: su içinde 2% asetik asit (pH: 2,8)], bir 

HPLC sistemi (Shimadzu Corporation, LC 20AT, Kyo-

to, Japonya) üzerinde 1.5 mL/dk sabit bir çözücü akış 

oranında bir ters faz kolon kullanılarak gerçekleştirildi. 

Enjeksiyon hacmi 20 µL, sinyaller, 232 °C, 246 °C, 

260 °C, 270 °C, 280 °C, 290 °C, 308 °C ve 328 °C'de, 

25 °C kolon sıcaklığında DAD dedektörü ile kaydedil-

di.  

HPLC Yöntemiyle Analizlerin Yapılması 

HPLC analizinde ayırmalar bir ters faz kolonu olan 

LiChoCART RP-18 (12,5 cm x 0,4 cm, partikül büyük-

lüğü 5µm) ile yapıldı. 1 mL/dk akış hızında hareketli 

faz olarak su-formik asit (19:1) (çözücü A) ve sabit faz 

olarak metanol (çözücü B) kullanıldı. Martos ve ark. 

(1997)’nın metoduna göre uygulanan çözücü gradient-

leri şöyledir: 30% metanol (B) ve çözücü A (gradient 

uygulanmayan çözücü) 15 dakika boyunca kolondan 

geçirildi, metanol gradienti dakikalar ilerledikçe oranı 

artırılarak 41. dakikaya kadar gradientte devam edildi 

(25). HPLC’ye enjekte edilen örnek ekstraktı için 290 

nm ve 340 nm’de kromatogramlar incelendi. Fenolik 

asitlerin tanınması ve miktarının belirlenmesi için UV 

spektrumları ve alıkonma zamanları standartlarla karşı-

laştırıldı.   

Antimikrobiyal Aktivite Tayini 

Antimikrobiyal aktivite testleri agar kuyucuk difüzyon 

yöntemine göre çalışıldı (26). Escherichia coli, Yersi-

nia pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,  

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus 

cereus, Mycobacterium smegmatis bakterileri ve Can-

dida albicans, Saccharomyces cerevisiae mantarları 

kullanıldı. 

Agar Kuyucuk Difüzyon Metoduyla Antimikrobiyal 

Aktivitesinin Belirlenmesi 

D. osmanica ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin 

belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk difüzyon me-

todu kullanıldı. Bu çalışmada, Mueller Hinton agar ve 

sıvı besiyerleri bakteriler için, Brain heart infusion 

(BHI) sıvı ve katı besiyeri M. smegmatis için, maya 

ekstreli sıvı besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) man-

tarlar için ve Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Det-

riot, MI) kullanıldı. Test edilecek bakterilerin bir gece-
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lik kültürlerinden, sıvı besiyeri içinde yaklaşık olarak 

106 kob/mL (koloni oluşturan birim=colony forming 

unit) şeklinde dilüsyonlar hazır hale getirildi ve katı 

besiyerlerine yaygın ekimleri yapıldı. Sonrasında steril 

cam boru ile besiyerleri üzerinde 2 cm aralıklarda, 5 

mm çapında kuyucuklar açıldı. Her bir kuyucuğa ekst-

renin 1 mL’sinde hazırlanmış stok çözeltilerden 50 µL 

damlatıldı. İnkübasyon işlemi bakteriler için 24 saat, 

mayalar için 48 saat olacak şekilde 36 ºC’de petrilerde 

yapıldı. İnhibisyon zonları bir cetvel yardımı ile ölçül-

dü. Standard kontrol ilaç olarak ampisilin, flukonazol 

ve streptomycin kullanıldı. 

BULGULAR 

Antioksidan aktivite tayini ile ilgili bulgular Tablo 1 

‘de özetlenmiştir. D. osmanica ekstresi için DPPH 

yöntemiyle IC50 değeri 0.1838 ± 0.0015 mg/mL olarak 

bulunmuştur. Standart olarak kullanılan BHT ile karşı-

laştırıldığında IC50 değerinin BHT’ye göre daha yüksek 

çıktığı görülmektedir. FRAP değeri 804 ± 8.6217 µM 

Troloks/g örnek olarak bulunmuştur. Toplam fenolik 

içeriğine baktığımızda sonucun 20.6 ± 0.3785 mg/g 

örnek gallik asit eşdeğerine karşılık geldiği bulunmuş-

tur.  
 

Tablo 1. Dactylorhiza osmanica ekstresinin antioksidan aktivitesi.  

Test 

bileşikleri 
TPC1 FRAP2 DPPH3 

Ekstre 20.6 ± 0.3785 804 ± 8.6217 0.1838 ± 0.0015 

BHT   0.0099 ± 0.0002 

1Total fenolik içeriği ( mg gallik asid eşdeğeri/gram), 2FRAP değeri (μM trolox 

eşdeğeri/gram), 3DPPH değeri (mg/mL), BHT (Bütillenmiş Hidroksitoluen). 

 

HPLC ile fenolik madde içeriğinin incelenmesi sonu-

cunda bitkinin içeriğinde standart bileşiklerden gallik 

asit, protokatekuik asit, protokatekuik aldehit, p-

hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, ka-

feik asit, vanilin, şiringaldehit, p-kumarik asit, ferulik 

asit, sinapik asit ve benzoik asit bulunmuştur. Sonuca 

bakıldığında fenolik içerik bakımından zengin bulun-

muştur. Bileşiklerin alıkonma zamanı, piklerin kapla-

dığı alan ve bitkide bulundukları konsantrasyonları 

Tablo 2’de gösterilmiştir (Şekil 2). Bitkinin kromatog-

ramı Şekil 1’de gösterilmiştir.  

 

 
Şekil 1. Fenolik standartların RP-HPLC kromatogramı. Pikler: (1) gallik asid, 

(2) proto-katekuik asid, (3) proto-katekuik aldehid, (4) p-hidroksi benzoik asid, 

(5)  klorojenik asid, (6) vanilik asid,  (7) kafeik asid, (8) vanilin, (9) şiring 

aldehid, (10) ) p-kumarik asid, (11) ferulik acid, (12) sinapik acid, (13) benzoik 

asid. 

Tablo 2. Dactylorhiza osmanica ekstresinin fenolik kompozisyonu. 

Sıra  

No 
Bileşik 

Alıkonma 

Zamanı 
Alan 

Konsantrasyon 

(mg/L) 

1 Gallik Asit 7.331 23455 0.911  

2 Protokatekuik Asit 11.045 27078 1.006 

3 Protokatekuik Aldehit 14.408 763472 14.253 

4 p-OH Benzoik Asit 16.274 79103 1.472 

5 Klorojenik Asit 16.830 176088 12.296 

6 Vanilik Asit 18.702 12102 0.590  

7 Kafeik Asit 20.399 1176895 34.394 

8 Vanilin 24.059 18584 0.694  

9 Şiringaldehit 26.820 20639 1.680 

10 p-Kumarik Asit 28.872 133123 3.133 

11 Ferulik Asit 32.057 30082 1.503 

12 Sinapik Asit 32.589 299541 21.967 

13 Benzoik asit 34.918 1800093 289.123 

 

 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri sonuçları incelendi-

ğinde bitkinin akciğer enfeksiyonu etkenleri olabilen 

grubu temsil eden Y. pseudotuberculosis üzerinde etki-

sinin olduğu görülmüştür. P. aeruginosa üzerinde dü-

şük de olsa etkisinin görülmesi bitkinin antipseudomo-

nal etki gösterdiğini düşündürmüştür. 

 

 

 
Şekil 2. Dactylorhiza osmanica’nın  RP-HPLC kromatogramı. Pikler: (1) 

gallik asid, (2) proto-katekuik asid, (3) proto-katekuik aldehid, (4) p-hidroksi 

benzoik asid, (5)  klorojenik asid, (6) vanilik asid,  (7) kafeik asid, (8) vanilin, 

(9) şiring aldehid, (10) ) p-kumarik asid, (11) ferulik acid, (12) sinapik acid, 

(13) benzoik asid. 

 

Bitkinin M. smegmatis üzerinde de etkili olduğu çalış-

malarımız sonucunda belirlenmiştir. E. coli, E. faecalis,  

C. albicans ve S. cerevisiae üzerinde etki gözlenme-

miştir (Tablo 3).  

 
Tablo 3. Dactylorhiza osmanica ekstresinin antimikrobiyal aktivite taraması 

(50 µL). 

 

Test edilen  

bileşikler 

Microorganizmalar ve inhibisyon çapı (mm) 

Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc 

Ekstre - 18 10 8 - 8 15 - - 

Ampicillin 10 10 18 10 35 15 - - - 

Streptomycin       35   

Fluconazole - - - - - - - 25 25 

Ec: E. coli, Yp: Y. pseudotuberculosis, Pa: P. aeruginosa, Sa: S. aureus, Ef: E. 

faecalis, Bc: B. cereus,  Ms: M. smegmatis, Ca: C. albicans, Sc: S. cerevisiae, (-): 

aktivite yok.  

 

Tirozinaz inhibitör aktivite tayini çalışmaları sonuçları 

incelendiğinde bitkinin IC50 değeri anlamlı bulunma-

mıştır.  
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TARTIŞMA 

Bütün bitki metabolizmalarında, sekonder metabolit 

olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini bazı zararlılara 

karşı korumada rolleri olduğu sanılan çok sayıda çeşitli 

fenolik bileşikler bulunmaktadır (27). Bitkilerin ikincil 

metabolizma ürünleri olarak tanımlanan fenolik bile-

şikler bitkilerde yaygın olarak bulunmaktadır ve gü-

nümüzde binlerce fenolik bileşiğin yapısı tanımlanmış-

tır (28). Bunlara devamlı olarak her geçen gün yeni 

tanımlanan fenolik bileşikler eklenmektedir (29). Feno-

lik bileşikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, çiçek, 

yaprak, dal ve gövde kısımlarında bulunabilirler (30-

32). Geniş bir aile olan fenolik bileşiklerin spesifik bir 

grubunun ayrı ayrı analizleri mümkün olsa da gıdalar-

daki toplam fenolik bileşiklerin tayini her zaman tercih 

edilen bir analizdir. Farklı Dactylorhiza türünün anti-

oksidan etkinliği Dalar ve ark.(33)’nın yaptığı çalışma-

da rapor edilmiştir. Bu bağlamda çalışmamızın sonuç-

larını önceki raporlarla karşılaştırmak olanaksızdır. Bu 

nedenle çalışma sonuçlarımız farklı Dactylorhiza türü 

ile karşılaştırıldı. Çalışmamızda bitki ekstresindeki 

toplam fenoliklerin miktarı kolorimetrik olarak tayin 

edilerek ekstredeki toplam fenolik madde miktarı 20.6 

± 0.3785 mg GAE/g ekstre şeklinde hesaplandı (Tablo 

1). Dalar ve ark.(33)’nın yaptığı çalışmada D. chuhen-

sis’in yaprak ekstresinde toplam fenolik içeriğinin 44.9 

± 0.8 mg GAE/g kuru ağırlık olduğu bulunmuştur. 

D. osmanica ekstresindeki fenolik bileşenler RP-HPLC 

ile belirlendi. Bu amaçla 13 fenolik asit standardı 

kullanıldı (Şekil 1). D. osmanica ekstresi HPLC analizi 

ile incelendiğinde gallik asit, protokatekuik asit, proto-

katekuik aldehit, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik 

asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, şiringaldehit, p-

kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit ve benzoik asit 

pikleri belirlendi (Şekil 2) ve miktarları hesaplandı 

(Tablo 2). Doğal antioksidanlar arasında önemli rol 

oynayan bitkisel polifenollerin miktar ve içeriği; bitki 

türü, tarımsal proses, ışık, iklim, hasat zamanı ve depo-

lama şartları göre birçok dış etkenden etkilenebilir 

(34).  

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin değerlendirilmesi 

üzerine çok sayıda çalışma yapılmasına rağmen antiok-

sidan kapasiteyi tümüyle yansıtan tek bir metot henüz 

geliştirilememiştir. Bu nedenle farklı testlerle antioksi-

dan kapasitenin yorumlanması gerekmektedir. Bu nok-

tadan hareketle çalışmamızda farklı antioksidan testler 

kullanılmıştır. 

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin değerlendirildiği 

çalışmalarda en az bir serbest radikal kullanılarak bu 

radikalin bitki ekstresi tarafından ne oranda giderildiği 

bulunmaktadır. Bu radikallerden en yaygın olarak kul-

lanılanlardan bir tanesi DPPH’dir. Stabil bir radikal 

olan DPPH mor renkli olup antioksidan moleküllerden 

bir elektron alarak sarı pikrilhidrazil formuna dönüş-

mektedir ve spektrofotometrik olarak 517 nm’de takip 

edilmektedir. Çalışmamızda D. osmanica’nın metano-

lik ekstresinin DPPH radikali giderme kapasiteleri 

araştırılmış ve Tablo 1’de sunulmuştur. Dalar ve 

ark.(33)’nın D. chuhensis ile yaptığı bir çalışmada 

yaprak ekstresinde FRAP değeri 736.8 ± 

16.2 μmol Fe2+/g kuru ağırlık, oksijen radikal yakalama 

kapasitesi 2715.8 ± 83.5 μmol Trolox E/g kuru ağırlık 

olarak bulunmuştur. 

Bitki ekstrelerinin indirgeyici gücü onların antioksidan 

aktiviteleri ile yakından ilişkilidir (35). FRAP değeri ne 

kadar yüksekse bitki ekstresinin Fe+3 indirgeyici kapa-

sitesi de o kadar yüksektir. Çalışmamızda D. osmani-

ca’nın metanolik ekstresinin iyi derecede Fe+3 indirge-

yici kapasitesi ve dolayısıyla elektron verebilme yete-

neği olduğu gözlendi. Bu özelliğinden dolayı ekstremi-

zin reaktif serbest radikal türlerini, daha stabil radikal 

olmayan türlere dönüştürerek serbest radikal zincirini 

sonlandırmak suretiyle rol oynayabileği söylenebilir. 

Fe+3 indirgeyici kapasite ile lipid peroksidasyonunun 

inhibisyonu arasında güçlü bir ilişki olduğu çeşitli 

çalışmalarda belirtilmiştir (36, 37). 

Günümüzde farklı faktörlere bağlı olarak çeşitli hasta-

lıklar küresel boyuta ulaşmıştır. Bu bağlamda çeşitli 

hastalıkların tedavisine yönelik yeni stratejilerin ortaya 

konulması önemli hale gelmektedir. Bu stratejiler ara-

sında en çok kabul göreni anahtar enzimlerin inhibis-

yonu olmuştur. Buna göre hastalıkların patolojisinde 

rol oynayan anahtar enzimler inhibe edilerek hastalık-

tan kaynaklanabilecek semptomların hafifletilmesi 

sağlanır. Tirozinaz, melanin sentezinin en önemli en-

zimidir ve bu enzimin inhibe edilmesi deri hastalıkları-

nın kontrolünde önem taşır (38). Bu amaçla tirozinaz 

için inhibitör olarak sıklıkla kullanılan kojik asit, sente-

tik olarak üretilmiştir. Bu sentetik inhibitörlerin sindi-

rim sistemi bozukluklarına yol açması ve hepatotoksik 

özelliklerine sahip olması bunların kullanımlarında 

sakıncalar meydana getirmiştir (39-41). Bu noktadan 

yola çıkılarak bitkisel kaynaklı doğal inhibitörlere her 

geçen gün ilgi artmaktadır. Tirozinaz inhibisyonuna 

bakıldığında metanol ekstresi tirozinaz üzerine etkili 

bulunmamıştır. 

Son yıllarda çoklu antibiyotik direncine sahip mikroor-

ganizmaların artması yüzünden bu mikropların neden 

olduğu enfeksiyonun tedavisi giderek karmaşık bir 

sorun haline gelmektedir. Bazı çalışmalar, bitkilerin 

tedavi edici etkilerinin tek bir etken maddeden ziyade 

çok sayıda bileşimin sinerjik etkisinden kaynaklandığı-

nı göstermektedir Bu nedenle tek bir antibiyotikle öldü-

rülmesi zor olan mikroorganizmalara karşı bitkisel 

bileşimlerin daha etkin bir tedavi sağladığı rapor edil-

mektedir (42, 43). Bu durum, araştırmacıları bitki özüt-

lerinden elde edilen doğal antimikrobiyal ajanların 

inhibitör etkisini araştırmaya yöneltmektedir (44). 

Bitkisel ekstraktlar; flavonoid, polifenolik bileşikler, 

taninler ve terpenler gibi çok sayıda bileşenden meyda-

na gelmektedir. Mikroorganizmalara karşı yüksek 

düzeyde antimikrobiyal aktiviteden bu tür bileşiklerin 

sorumlu olduğu belirtilmiştir (45). Birçok araştırmacı, 

bitkilerden elde edilen su ekstrelerinin antimikrobiyal 

aktivitesini metanol, etanol ve n-hekzan ektstrelerine 

göre daha düşük antimikrobiyal aktiviteye sahip oldu-

ğunu bildirmektedirler (43). Organik çözücüler kullanı-
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larak elde edilen ekstrelerin daha yüksek antimikrobi-

yal aktiveye sahip olması, elde edilen özütlerin aroma-

tik veya doyurulmuş organik bileşikleri daha yüksek 

miktarlarda içermesinden olabilir (43). Yaptığımız 

çalışmada, bitkilerin içerdiği antimikrobiyal maddeleri 

daha iyi çözdüğü için metanol tercih edildi. Dünyada 

birçok araştırmacı tarafından pek çok familyaya men-

sup bitki türlerinden elde edilen özütlerin çeşitli pato-

jenlere karşı antimikrobiyal aktivitelerini kapsayan çok 

sayıda çalışma yapılmıştır (46-48). Ancak D. osmani-

ca’nın metanolik ekstresinde antimikrobiyal aktivitenin 

incelendiği çalışmaya rastlanamadı. Çalışmamızda 6 

farklı bakteri ve 2 farklı maya kullanılarak D. osmani-

ca’nın metanolik ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi 

incelenmiştir. Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçları 

standard antibiyotik ilaçlarla karşılaştırdığımızda ekst-

remizin Y. pseudotuberculosis, P. aeruginosa, S. au-

reus, B. cereus ve M. smegmatis’a karşı orta derecede 

antimikrobiyal aktivite gösterdiği bulundu. Ekstemizin 

orta derecede antimikrobiyal aktivite göstermesi D. 

osmanica’nın içerdiği etken maddelerin enfeksiyon 

hastalıkların tedavisinde bazı sentetik antibiyotiklere 

alternatif olabileceğini gösterdi. Ayrıca bitkimizdeki 

muhtemel etken maddelerin tespiti ve kimyasal yapıla-

rının aydınlatılmasının farmakolojik açıdan önemli 

olacağı düşünülmektedir.  

Günümüzde değişen hayat şartları ve beslenme alışkan-

lıklarına bağlı olarak kronik ve dejeneratif hastalıklara 

yakalanma riski gün geçtikçe artmaktadır. Bu noktadan 

yola çıkılarak, bu riskin azaltılması bilim dünyasının 

ana konularından biridir. Bu bağlamda, bitkiler ve 

onların sergiledikleri biyolojik aktiviteler, yeni ilaç ve 

gıda formülasyonlarının geliştirilmesinde kullanılmak-

tadır. Bu temelde gerçekleştirdiğimiz çalışmamızın 

sonucunda metanol ekstresi etkin antioksidan, antimik-

robiyal, enzim inhibitor etkiler sergilemiştir. Güvenli 

ve etkin fonksiyonel ajanların tespitinin önemli olduğu 

günümüzde, D. osmanica doğal ajanların önemli bir 

adayı olarak düşünülebilir. 
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