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OZET

Amag: Ulkemiz zengin florastyla cok sayida tibbi ve aromatik bitkiyi biinyesinde barmdirmaktadir. Giiniimiizde fitoterapi arastirmalar1 popiiler
olmustur. Bu ¢aligmanin amaci, Dactylorhiza osmanica bitkisinden elde edilen metanolik ekstrenin antioksidan ve antimikrobiyal kapasiteleri, tirozi-
naz inhibitor etkisini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Ekstrenin antioksidan ozelligi toplam fenolik igerigi (TPC), demir indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) ve 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiirme aktivitesi testi gibi in vitro antioksidan tayin yontemleri kullanilarak arastirildi. Ekstrenin fenolik kompozis-
yonu ters faz yiiksek performansl sivi kromatografisi (RP-HPLC) ile incelendi. Antimikrobiyal aktivite disk difiizyon metodu kullanilarak test edildi.
Tirozinaz inhibitor aktivite kolorimetrik olarak 6l¢iildii.

Bulgular: Ekstrenin TPC, FRAP ve DPPH aktiviteleri sirasiyla; 20.6 = 0.3785 mg gallik asid esdegeri/gram numune, 804 + 8.6217 uM 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, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asid, sinapik asid, benzoik asid ekstrede bulunan fenolik bilesiklerdir. Tirozi-
naz inhibitor aktivite tayininde ekstrenin ICs degeri anlamli bulunmamugtir. Ekstre, asid-hizli bakteri (M. smegmatis), bazi gram pozitif (S. aureus and
B. cereus) ve bazi gram negatif (Y. pseudotuberculosis) bakterilere karsi orta derecede antibakteriyal aktivite gdsterdi.

Sonug¢: Bu ¢alismanin sonuglarina gore, D. osmanica yeni farmasotiklerin gelistirilmesinde potansiyel bir kaynak olarak diisiiniilebilir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Antimikrobiyal, Enzim Inhibisyonu.

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 uM Trolox/g sample, and ICsg
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 ICs 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.

Dactylorhiza cinsinin ise iilkemizde 13 tiirii bulunmak-
tadir (2). Bu cinse ait tiirlerden biri olan ve ¢aligmami-
zm konusunu olusturan Dactylorhiza osmanica iilke-
mizde halk arasinda kuvvet verici, yara ve ¢iban teda-
visinde, antienflamatuvar olarak ve zihin yorgunlugu-

Di’myadaki en zengin ¢igekli bitki gruplarini olusturan
Orchidaceae familyasi, tilkemizde 24 cins ve 170 tak-
son ile temsil edilmektedir (1). Avrupa, Akdeniz ve
Asya’da yayilis gosteren Orchidaceae familyasina ait
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nun giderilmesinde kullanilmaktadir (3).

Insan viicudu, serbest radikallerin ve diger oksidanlarin
zararl etkilerine karsi dogal enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
Serbest radikaller kanser, kardiyovaskiiler rahatsizlik-
lar, sinirsel bozukluklar, Alzheimer hastaligi, Parkin-
son hastalig1, alkol ile indiiklenen karaciger hastaligi,
iilseratif kolit, yaslanma ve ateroskleroz gibi ¢ok sayida
hastaliga zemin olusturmaktadir (4-12). Antioksidanlar
iceren gidalar serbest radikallere kargt savunmayi giig-
lendirerek bu hastaliklarin dnlenmesinde biiyiik 6nem
tagimaktadir. Antioksidanlar ayrica yasam Kkalitesini
artirilmasinda ve dejeneratif hastaliklardan korunmada
faydali olmaktadir (13).

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan in
vitro yontemlerden olan ve ¢alismamizda da kullandi-
gimiz toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesine
dayanan Folin yontemi, Troloks esdegeri antioksidan
yontemi (TEAC), demir indirgeyici antioksidan gii¢
yontemi (FRAP) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikali temizleme yoOntemleri elektron transferine
dayanmaktadir (14). Elektron ve hidrojen transferiyle
serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyan fenolik
bilesikler yiiksek antioksidan aktivite sahip dogal kay-
naklt bilesiklerdir (15). Caligmamiz kapsaminda bu
bilgiden hareketle D. osmanica’nin metanol ekstresi
RP-HPLC yontemiyle bazi fenolik bilesikleri yoniinden
taranmustir.

Tirozinaz enzimi viicutta melanin sentezinin asir1 ol-
masindan kaynaklanan cilt lekesi gibi hiperpigmentas-
yon problemlerinde ve psoriazis, vitiligo gibi melanin
sentezinin yeterli olmamasindan kaynakli hipopigmen-
tasyon problemlerinde 6nemli bir enzimdir. Bu enzimi
inhibe eden ajanlar hiperpigmentasyon problemlerin
tedavisinde ve aktive eden ajanlar ise hipopigmentas-
yon problemlerinin tedavisinde kullanilabilir (16, 17).
Caligma kapsaminda bitkinin tirozinaz enzimi iizerine
etkisi incelenmistir.

Antimikrobiyal ajanlar, gida koruyuculari olarak po-
tansiyel uygulamalari nedeniyle hem bilim insanlari
hem gida endiistrileri tarafindan son yillarda biiyiik ilgi
gormiistiir. Depolama esnasinda gidalardaki istenme-
yen mikroorganizmalarin biiyiimesini onlemek igin,
antimikrobik maddeler dogrudan iiriin formiilasyonuna
dahil edilebilmekte, gida ylizeyine kaplanabilmekte
veya ambalajlama materyallerine eklenebilmektedir
(18). Gida koruycusu olarak kullanilabilecek bitkilerde
bulunan bazi sekonder metabolitler antimikrobiyal
etkili dogal bilesik kaynaklaridir (19). Antimikrobiyal
aktivite tayininde yaygin olarak kullanilan ydntemler-
den disk diflizyon yontemi ¢aligmamizda D. osmani-
ca’nin antimikrobiyal kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilmastir (20).

D. osmanica ile ilgili bu ¢alisma antioksidan, antimik-
robiyal, total fenolik igerigi, HPLC ile fenolik bilesen-
lerin tespiti ve tirozinaz inhibitor aktivite agisindan ilk
olma 6zelligi tagimaktadir.

Aliyazicioglu ve ark.

GEREC VE YONTEM

Bitkisel Materyalin Temini

Aragtirmada kullanilan bitkisel materyal D. osmanica
tiriiniin toprakiistii kisimlar1 2014 yilinda Mayis ayin-
da Giimiishane’den kuru agirhig 100 g olacak sekilde
toplandi. Bitkinin tiir teshisi Karadeniz Teknik Univer-
sitesi Eczacilik Fakiiltesi 6gretim tiyesi Prof. Dr. Ufuk
Ozgen tarafindan yapildi ve AEF-26708 herbaryum
numarasi ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
(AEF) herbaryumunda saklandi. Bitki 6rnegimiz oda
kosullarinda ve goélgede kurutulduktan sonra analizde
kullanilmak iizere renkli kavanozlarda muhafaza edildi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitor aktivite
ve fenolik bilesenleri belirlemek icin kullanilan Kimya-
sallar analitik ya da HPLC sinifi saflikta olup Sigma-
Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edildi.

Kullanilan Laboratuvar Cihazlan

Bu calisma yapilirken HPLC (Agilent 1100, DAD
1200 Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
cihazi, UV-VIS spektrofotometre (Spectro UV-VIS
Double PC-8 auto cell, Labomed), rotary evaporator
sistemi (IKA®, Werke, USA), calkalayici (Heidolph
Promax 2020), su banyosu (Nive, ST 402), pH metre
(Hanna pH 213, Romania), magnetik karistiric1 (Hei-
dolph MR 3001, Germany), bitki 6giitme degirmeni
(Retsch RM200, Germany) gibi laboratuvar cihazlar
kullanildi.

Ekstraksiyon

Kurutulan toprakiistii kismi degirmen yardimiyla toz
haline getirilip konsantrasyonu 10 mg/mL olacak se-
kilde metanol ile ekstrakte edildi. Ekstrakte edilen D.
osmanica bitkisi biyolojik aktivite tayinlerinde kulla-
nilmak tizere 4 °C’de muhafaza edildi.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

D. osmanica metanol ekstresinin toplam fenolik madde
tayini kolorimetrik olarak yapildi (21). Oncelikle, bitki
oziitiinden (10 mg/mL) 50 pL ve farkli konsantrasyon-
larda (31,25-62,5-125-250-500-1000 upg/mL) gallik
asitten (standart) 50 pL deney tiiplerine pipetleme
yapildi. Sonra her bir tiipe 2,5 mL saf su ve 250 uL
Folin-Ciocalteu Reaktifi eklendi ve vortekslendi. 3 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine 750 pL
%7,5’lik Na,CQOs ilave edilerek vortekslendi. Karigim-
lar oda sicakliginda 2 saat bekletildi ve absorbans 6l-
¢limii 765 nm’de yapildi. Toplam fenolik madde mikta-
1 gram ya da mL numune bagina pg olarak ifade edildi
(ng Gallik asit esdegeri / gram kuru ekstrakt).
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Demir indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

Benzie ve Szeto’nun metodu, Fe(Ill)-TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazin) kompleksinin antioksidanlar varli-
ginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(ll)-
TPTZ’nin olugmasi ve bu kompleksin 595 nm’de mak-
simum absorbans vermesi esasina dayanir (23). Bu
amacla, FRAP reaktifi [300 mM pH 3.6 asetat tampo-
nu:10 mM TPTZ:20 mM FeCl; (10:1:1)] taze hazirlan-
d1, kullanilmaya baslayincaya kadar diisiik hizda karis-
tirlldi. 3 paralel olacak sekilde hazirlanan numune
tiiplerine ve numune korii tiiplerine bitki ekstresinden
100 pL ve reaktif korii tiiplerine numune ¢oziiciisiinden
100 pL pipetlendi. Numune tiiplerine ve reaktif korii
siralarina 3.0 mL FRAP reaktifi, numune korii sirasina
ise 3.0 mL FRAP ¢oziiciisii (su-metanol (2:3)) 20 sn
arayla pipetlendi ve vortekslendi. 20 dakika sonrasinda
tiiplerin absorbansi 595 nm'de okundu. Standart olarak
Troloks 5 farkli konsantrasyonda (1000- 500- 250-125-
62.5 uM) hazirlandi ve ayni islemlere tabi tutuldu.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiir-
me Kapasitesi Tayini

Molyneux metoduna gore, D. osmanica’nin metanol
ekstresinin serbest radikali siiplirme aktivitesini belir-
lemek i¢in 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanild1 (22). Bu metotta, ekstre aktivite gdsterecek
sekilde 5 farkli konsantrasyonda (100, 250, 500, 750 ve
1000 pg/mL) hazirlandi. DPPH c¢ozeltisi ise 100 uM
olacak sekilde metanolde ¢dziilerek hazirlandi. Ardin-
dan tiipler kontrol tiipleri, numune tiipleri ve kor tiipleri
olacak sekilde ayarlandi. Kontrol tiiplerine ve numune
tiiplerine 750 puL numune konulup numune korii tiiple-
rine numune yerine 750 pL numune ¢oziiciisii ilave
edildi. Numune pipetlemesi bitince 20 sn arayla 6nce
kontrol tiiplerine ardindan numune tiiplerine 750 pL
DPPH ¢ozeltisi ve en son numune korlerine 750 pL
DPPH ¢o6ziiciisii (metanol) pipetlendi ve vortekslendi.
50 dakika karanlik ortamda bekletildikten sonra 20 sn
ara olacak sekilde 517 nm’de absorbans degerleri 6l-
ciildii. Olciim sonrasi elde edilen sonuglar grafige geci-
rilip I1Cso degerleri (mg/mL) hesaplandi. Bu ¢alismada
standart olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kul-
lanild1 ve BHT i¢in ayni islemler uygulandi.

Tirozinaz Inhibitér Aktivitesi Tayini

Bitki ekstresinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi L-
DOPA substrati ile dopakrom metoduna gore belirlendi
(24). Mikroplakadaki kuyucuklara 25 pL 6rnek ¢ozelti,
40 pL tirozinaz ¢ozeltisi (mantar tirozinaz, 30 U, EC
1.14.1.8.1) ve 100 pL fosfat tamponu (pH 6.8) ilave
edildi. Bu karisim 25 °C’de 15 dakika bekletildikten
sonra 40 pL (10 mM) L-DOPA konuldu. Tirozinaz
enzim ¢ozeltisi olmadan hazirlanmis tepkime reaktifle-
rine Ornek ¢ozeltisi eklendi ve kor hazirlandi. Bitki
ekstresinin ve korlerin absorbanslari 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmesinin ardindan 492 nm’de
okundu. Gergek absorbanslar1 elde etmek adina korle-
rin absorbanslar1 6rneklerden ¢ikarildi ve sonug¢ olarak
ICso degerleri hesaplandi.
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HPLC Cahsmasinda Standart Cozeltilerin Hazir-
lanmasi

Bu calismada, standart olarak gallik asit, protokate-
kuik asit, protokatekuik aldehit, klorojenik asit, p-
hidroksi benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit, vani-
lin, siringaldehit, ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik
asit, benzoik asit kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi
olusturmak icin, standart karigimin stok ¢ozeltisi, 5-100
pg/mL konsantrasyon araliginda seyreltildi.

HPLC Kosullar

Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in, karisik standartla-
rin stok ¢ozeltileri, 5-100 pg/mL konsantrasyonlarda
seyreltildi. Fenolik bilesiklerin HPLC analizi [A: 100%
metanol; B: su i¢inde 2% asetik asit (pH: 2,8)], bir
HPLC sistemi (Shimadzu Corporation, LC 20AT, Kyo-
to, Japonya) iizerinde 1.5 mL/dk sabit bir ¢oziicli akis
oraninda bir ters faz kolon kullanilarak gergeklestirildi.
Enjeksiyon hacmi 20 pL, sinyaller, 232 °C, 246 °C,
260 °C, 270 °C, 280 °C, 290 °C, 308 °C ve 328 °C'de,
25 °C kolon sicakliginda DAD dedektorii ile kaydedil-
di.

HPLC Yontemiyle Analizlerin Yapilmasi

HPLC analizinde ayirmalar bir ters faz kolonu olan
LiChoCART RP-18 (12,5 cm x 0,4 cm, partikiil biiytik-
lugii Spm) ile yapildi. 1 mL/dk akis hizinda hareketli
faz olarak su-formik asit (19:1) (¢6ziicii A) ve sabit faz
olarak metanol (¢oziicii B) kullanildi. Martos ve ark.
(1997)’nin metoduna goére uygulanan ¢oziicii gradient-
leri sdyledir: 30% metanol (B) ve ¢oziicii A (gradient
uygulanmayan ¢6ziicii) 15 dakika boyunca kolondan
gecirildi, metanol gradienti dakikalar ilerledikge orani
artirilarak 41. dakikaya kadar gradientte devam edildi
(25). HPLC’ye enjekte edilen ornek ekstrakti i¢in 290
nm ve 340 nm’de kromatogramlar incelendi. Fenolik
asitlerin taninmasi1 ve miktarinin belirlenmesi igin UV
spektrumlari ve alikonma zamanlari standartlarla karsi-
lastirildi.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite testleri agar kuyucuk difiizyon
yontemine gore ¢alisildi (26). Escherichia coli, Yersi-
nia pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus, Mycobacterium smegmatis bakterileri ve Can-
dida albicans, Saccharomyces cerevisiae mantarlari
kullanildi.

Agar Kuyucuk Difiizyon Metoduyla Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi

D. osmanica ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk difiizyon me-
todu kullanildi. Bu ¢aligmada, Mueller Hinton agar ve
siv1 besiyerleri bakteriler igin, Brain heart infusion
(BHI) siv1 ve kat1 besiyeri M. smegmatis i¢in, maya
ekstreli sivi besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) man-
tarlar i¢in ve Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Det-
riot, MI) kullanildi. Test edilecek bakterilerin bir gece-
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lik kiiltiirlerinden, sivi besiyeri i¢inde yaklasik olarak
108 kob/mL (koloni olusturan birim=colony forming
unit) seklinde diliisyonlar hazir hale getirildi ve kati
besiyerlerine yaygin ekimleri yapildi. Sonrasinda steril
cam boru ile besiyerleri iizerinde 2 cm araliklarda, 5
mm ¢apinda kuyucuklar acildi. Her bir kuyucuga ekst-
renin 1 mL’sinde hazirlanmis stok ¢ozeltilerden 50 uL
damlatildi. Inkiibasyon islemi bakteriler icin 24 saat,
mayalar i¢in 48 saat olacak sekilde 36 °C’de petrilerde
yapildi. Inhibisyon zonlar1 bir cetvel yardimu ile 6lgiil-
dii. Standard kontrol ilag olarak ampisilin, flukonazol
ve streptomycin kullanildi.

BULGULAR

Antioksidan aktivite tayini ile ilgili bulgular Tablo 1
‘de Ozetlenmistir. D. osmanica ekstresi i¢gin DPPH
yontemiyle ICso degeri 0.1838 + 0.0015 mg/mL olarak
bulunmustur. Standart olarak kullanilan BHT ile karsi-
lagtirildiginda ICso degerinin BHTye gore daha yiiksek
¢iktig1 goriilmektedir. FRAP degeri 804 + 8.6217 uM
Troloks/g 6rnek olarak bulunmustur. Toplam fenolik
igcerigine baktigimizda sonucun 20.6 £ 0.3785 mg/g
ornek gallik asit esdegerine karsilik geldigi bulunmusg-
tur.

Tablo 1. Dactylorhiza osmanica ekstresinin antioksidan aktivitesi.
Test

bilesikleri TPC! FRAP? DPPH?
ilesikleri
Ekstre 20.6 £ 0.3785 804 £ 8.6217 0.1838 £ 0.0015
BHT 0.0099 + 0.0002

YTotal fenolik icerigi ( mg gallik asid esdegeri/gram), 2FRAP degeri (uM trolox
esdegeri/gram), *DPPH degeri (mg/mL), BHT (Biitillenmis Hidroksitoluen).

HPLC ile fenolik madde igeriginin incelenmesi sonu-
cunda bitkinin igeriginde standart bilesiklerden gallik
asit, protokatekuik asit, protokatekuik aldehit, p-
hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, ka-
feik asit, vanilin, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik
asit, sinapik asit ve benzoik asit bulunmustur. Sonuca
bakildiginda fenolik igerik bakimindan zengin bulun-
mustur. Bilesiklerin alitkonma zamani, piklerin kapla-
dig1 alan ve bitkide bulunduklari konsantrasyonlari
Tablo 2°de gosterilmistir (Sekil 2). Bitkinin kromatog-
ramut Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Fenolik standartlarin RP-HPLC kromatogrami. Pikler: (1) gallik asid,
(2) proto-katekuik asid, (3) proto-katekuik aldehid, (4) p-hidroksi benzoik asid,

(5) Kklorojenik asid, (6) vanilik asid, (7) kafeik asid, (8) vanilin, (9) siring
aldehid, (10) ) p-kumarik asid, (11) ferulik acid, (12) sinapik acid, (13) benzoik

asid.
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Tablo 2. Dactylorhiza osmanica ekstresinin fenolik kompozisyonu.

Sira _— Alikonma Konsantrasyon
No Bilesik Zamant Alan (mg/L) Y

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  Siringaldehit 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 duyarhlik testleri sonuglart incelendi-
ginde bitkinin akciger enfeksiyonu etkenleri olabilen
grubu temsil eden Y. pseudotuberculosis tizerinde etki-
sinin oldugu goriilmiistir. P. aeruginosa iizerinde dii-
stik de olsa etkisinin goriilmesi bitkinin antipseudomo-
nal etki gosterdigini diisiindiirmiistiir.
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Sekil 2. Dactylorhiza osmanica’mn  RP-HPLC kromatogrami. 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) siring aldehid, (10) ) p-kumarik asid, (11) ferulik acid, (12) sinapik acid,
(13) benzoik asid.

Bitkinin M. smegmatis iizerinde de etkili oldugu ¢alis-
malarimiz sonucunda belirlenmistir. E. coli, E. faecalis,
C. albicans ve S. cerevisiae iizerinde etki gozlenme-
migtir (Tablo 3).

Tablo 3. Dactylorhiza osmanica ekstresinin antimikrobiyal aktivite taramasi
(50 uL).

Microorganizmalar ve inhibisyon ¢capi (mm)

Iﬁz;ﬁgﬁn 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 inhibitdr aktivite tayini ¢aligmalar1 sonuglari
incelendiginde bitkinin ICso degeri anlamli bulunma-
mistir.
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TARTISMA

Biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit
olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini bazi zararlilara
kars1 korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida ¢esitli
fenolik bilesikler bulunmaktadir (27). Bitkilerin ikincil
metabolizma iriinleri olarak tanimlanan fenolik bile-
sikler bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir ve gii-
niimiizde binlerce fenolik bilesigin yapist tanimlanmig-
tir (28). Bunlara devamli olarak her gegen gilin yeni
tanimlanan fenolik bilesikler eklenmektedir (29). Feno-
lik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢igek,
yaprak, dal ve govde kisimlarinda bulunabilirler (30-
32). Genis bir aile olan fenolik bilesiklerin spesifik bir
grubunun ayri ayri analizleri miimkiin olsa da gidalar-
daki toplam fenolik bilesiklerin tayini her zaman tercih
edilen bir analizdir. Farkli Dactylorhiza tiiriiniin anti-
oksidan etkinligi Dalar ve ark.(33)’nin yaptig1 caligma-
da rapor edilmistir. Bu baglamda ¢alismamizin sonug-
larin1 dneeki raporlarla karsilagtirmak olanaksizdir. Bu
nedenle ¢alisma sonuglarimiz farkli Dactylorhiza tiiri
ile karsilastirildi. Calismamizda bitki ekstresindeki
toplam fenoliklerin miktar1 kolorimetrik olarak tayin
edilerek ekstredeki toplam fenolik madde miktar1 20.6
+ 0.3785 mg GAE/g ekstre seklinde hesaplandi (Tablo
1). Dalar ve ark.(33)’nin yaptigi1 ¢alismada D. chuhen-
sis’in yaprak ekstresinde toplam fenolik igeriginin 44.9
+ 0.8 mg GAE/g kuru agirlik oldugu bulunmustur.

D. osmanica ekstresindeki fenolik bilegsenler RP-HPLC
ile belirlendi. Bu amagla 13 fenolik asit standardi
kullanild: (Sekil 1). D. osmanica ekstresi HPLC analizi
ile incelendiginde gallik asit, protokatekuik asit, proto-
katekuik aldehit, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik
asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit, p-
kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit ve benzoik asit
pikleri belirlendi (Sekil 2) ve miktarlart hesaplandi
(Tablo 2). Dogal antioksidanlar arasinda Onemli rol
oynayan bitkisel polifenollerin miktar ve igerigi; bitki
tirti, tarimsal proses, 151k, iklim, hasat zamani ve depo-
lama sartlar1 gore bir¢ok dis etkenden etkilenebilir
(34).

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin degerlendirilmesi
lizerine ¢ok sayida caligma yapilmasina ragmen antiok-
sidan kapasiteyi tiimiiyle yansitan tek bir metot heniiz
gelistirilememistir. Bu nedenle farkl testlerle antioksi-
dan kapasitenin yorumlanmasi gerekmektedir. Bu nok-
tadan hareketle ¢alismamizda farkli antioksidan testler
kullanilmastir.

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin degerlendirildigi
caligmalarda en az bir serbest radikal kullanilarak bu
radikalin bitki ekstresi tarafindan ne oranda giderildigi
bulunmaktadir. Bu radikallerden en yaygin olarak kul-
lanilanlardan bir tanesi DPPH’dir. Stabil bir radikal
olan DPPH mor renkli olup antioksidan molekiillerden
bir elektron alarak sar1 pikrilhidrazil formuna doéniis-
mektedir ve spektrofotometrik olarak 517 nm’de takip
edilmektedir. Caligmamizda D. osmanica’nin metano-
lik ekstresinin DPPH radikali giderme kapasiteleri
arastirilmis ve Tablo 1’de sunulmustur. Dalar ve
ark.(33)’nin D. chuhensis ile yaptigi bir g¢aligmada
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yaprak  ekstresinde FRAP  degeri 736.8 =+
16.2 pmol Fe?*/g kuru agirlik, oksijen radikal yakalama
kapasitesi 2715.8 + 83.5 umol Trolox E/g kuru agirlik
olarak bulunmustur.

Bitki ekstrelerinin indirgeyici giicii onlarin antioksidan
aktiviteleri ile yakindan iligkilidir (35). FRAP degeri ne
kadar yiiksekse bitki ekstresinin Fe*® indirgeyici kapa-
sitesi de o kadar yiiksektir. Caligmamizda D. osmani-
ca’nm metanolik ekstresinin iyi derecede Fe*® indirge-
yici kapasitesi ve dolayisiyla elektron verebilme yete-
negi oldugu gozlendi. Bu 6zelliginden dolay1 ekstremi-
zin reaktif serbest radikal tiirlerini, daha stabil radikal
olmayan tiirlere doniistiirerek serbest radikal zincirini
sonlandirmak suretiyle rol oynayabilegi sdylenebilir.
Fe*? indirgeyici kapasite ile lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu arasinda giiglii bir iliski oldugu ¢esitli
calismalarda belirtilmistir (36, 37).

Gilinliimiizde farkli faktorlere bagli olarak ¢esitli hasta-
liklar kiiresel boyuta ulagmistir. Bu baglamda ¢esitli
hastaliklarin tedavisine yonelik yeni stratejilerin ortaya
konulmasi énemli hale gelmektedir. Bu stratejiler ara-
sinda en ¢ok kabul gdreni anahtar enzimlerin inhibis-
yonu olmustur. Buna gore hastaliklarin patolojisinde
rol oynayan anahtar enzimler inhibe edilerek hastalik-
tan kaynaklanabilecek semptomlarin hafifletilmesi
saglanir. Tirozinaz, melanin sentezinin en onemli en-
zimidir ve bu enzimin inhibe edilmesi deri hastaliklari-
nin kontroliinde 6nem tasir (38). Bu amagla tirozinaz
icin inhibitdr olarak siklikla kullanilan kojik asit, sente-
tik olarak tretilmistir. Bu sentetik inhibitérlerin sindi-
rim sistemi bozukluklarina yol agmasi ve hepatotoksik
Ozelliklerine sahip olmasi bunlarin kullanimlarinda
sakincalar meydana getirmistir (39-41). Bu noktadan
yola ¢ikilarak bitkisel kaynakli dogal inhibitorlere her
gegen giin ilgi artmaktadir. Tirozinaz inhibisyonuna
bakildiginda metanol ekstresi tirozinaz iizerine etkili
bulunmamistir.

Son yillarda ¢oklu antibiyotik direncine sahip mikroofr-
ganizmalarin artmasi yiiziinden bu mikroplarin neden
oldugu enfeksiyonun tedavisi giderek karmagik bir
sorun haline gelmektedir. Bazi c¢aligmalar, bitkilerin
tedavi edici etkilerinin tek bir etken maddeden ziyade
cok sayida bilesimin sinerjik etkisinden kaynaklandigi-
n1 gostermektedir Bu nedenle tek bir antibiyotikle 61dii-
rilmesi zor olan mikroorganizmalara karsi bitkisel
bilesimlerin daha etkin bir tedavi sagladig rapor edil-
mektedir (42, 43). Bu durum, arastirmacilar1 bitki 6ziit-
lerinden elde edilen dogal antimikrobiyal ajanlarin
inhibitor etkisini arastirmaya yoneltmektedir (44).
Bitkisel ekstraktlar; flavonoid, polifenolik bilesikler,
taninler ve terpenler gibi ¢ok sayida bilesenden meyda-
na gelmektedir. Mikroorganizmalara karsi yiliksek
diizeyde antimikrobiyal aktiviteden bu tiir bilesiklerin
sorumlu oldugu belirtilmistir (45). Bir¢ok arastirmaci,
bitkilerden elde edilen su ekstrelerinin antimikrobiyal
aktivitesini metanol, etanol ve n-hekzan ektstrelerine
gore daha diigiik antimikrobiyal aktiviteye sahip oldu-
gunu bildirmektedirler (43). Organik ¢oziiciiler kullani-
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larak elde edilen ekstrelerin daha yiiksek antimikrobi-
yal aktiveye sahip olmasi, elde edilen 6ziitlerin aroma-
tik veya doyurulmus organik bilesikleri daha yiiksek
miktarlarda icermesinden olabilir (43). Yaptigimiz
calismada, bitkilerin icerdigi antimikrobiyal maddeleri
daha iyi ¢6zdiigii icin metanol tercih edildi. Diinyada
bir¢ok arastirmaci tarafindan pek cok familyaya men-
sup bitki tiirlerinden elde edilen 6ziitlerin cesitli pato-
jenlere kars1 antimikrobiyal aktivitelerini kapsayan ¢ok
sayida ¢aligma yapilmustir (46-48). Ancak D. osmani-
ca min metanolik ekstresinde antimikrobiyal aktivitenin
incelendigi ¢aligmaya rastlanamadi. Calismamizda 6
farkli bakteri ve 2 farkli maya kullanilarak D. osmani-
ca’nin metanolik ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglari
standard antibiyotik ilaglarla karsilagtirdigimizda ekst-
remizin Y. pseudotuberculosis, P. aeruginosa, S. au-
reus, B. cereus ve M. smegmatis’a kars1 orta derecede
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulundu. Ekstemizin
orta derecede antimikrobiyal aktivite gostermesi D.
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