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Ozet

T1bbi ve aromatik bitkilerin ¢ok eskiden beridir ¢esitli alanlarda tedavi ve gida amagl kullanimlari
oldukca yaygindir. Tibbi ve aromatik bitkiler saglig: siirdiirmek ve viicutta olusan hastaliklari iyilestirmek
i¢in ilag olarak kullanilan bitkilerdir. Bu bitkilerde fitokimyasal bilesikler yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Aromatik bitkilerin yapilarinda bulundurduklar1 bu bilesikler bitkinin antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Bu aromatik bitkilerin {ilkemiz florasinda olduk¢a fazla bulunmasi
kullanimlarinin da giin gegtikge artmasini saglamaktadir. Antioksidan etki gosteren fitokimyasal bilegikler
en ¢ok bitkinin yaprak ve ¢igek kisimlarinda bulunurlar. Bu ¢alismada kullanilan Medicago sativa tibbi ve
aromatik bir bitki olup zengin fitokimyasal icerigi ile halk arasinda tedavi edici ve gida olarak oldukga sik
kullanilmaktadir. Bunun yami sira yiiksek protein igeriginden dolayr yem bitkisi olarak da bu tiirden
faydanilmaktadir. M. sativa bitkisinin ¢icek, gévde ve yaprak boliimlerinin su ekstreleri alinarak
antioksidan aktiviteleri arastirilmigtir. Antioksidan aktiviteleri yapilan toplam fenol ve toplam flavonoid
metodlart ile degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda en yiiksek fenolik bilesik icerigi bitkinin
govdesinde 274.752 mg GAE/g olarak saptanmistir. En yiiksek toplam flavonoid igerigi katesin es
degerine gore bitkinin yapraginda 76.553 mg KE/g kuru ekstre iken, kuersetin es degerine gore bitkinin
yapraginda 453.340 mg QE/g kuru ekstre olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Medicago sativa, Toplam fenol, Toplam flavonoid, Aromatik bitki, Antioksidan
aktivite

Determination of Antioxidant Capacity of Medicago sativa
Abstract

Medicinal and aromatic plants have been used for teratement and food in various fields since
ancient times. These plants are used as medicines for protection and treatment of diseases. Phytochemical
compounds are commonly found in aromatic plants and these compounds in the structure of aromatic
plants indicate that the plant has antioxidant activity. As the flora of our country are rich in these aromatic
plants use of the plants is increaseing day by day. Phytochemical compounds exhibiting antioxidant effect
are mostly found in the leaves and flower parts of the plant. Medicago sativa is a medicinal and aromatic
plant with rich phytochemical content and is widely used as a therapeutic plant and as a food by local
community. In addition it is used as forage plant due to its high protein content. antioxidant activities
were observed in Water extracts of plant parts of M. sativa . Antioxidant activities were evaluated using
total phenol and total flavonoid methods. The highest phenolic compound content was 274.752 mg
GAE/g of dried extract in the body. While the highest total flavonoid content was 76.553 mg KE/g dried
extract on the leaf of the plant according to catechin equavalent and 453.340 mg QE/g dried extract on the
leaf of the plant according to equavalent of quercetin.

Key words : Medicago sativa , Total phenol, Total flavonoid, Medicinal plant, Antioxidant activity
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Giris

Tibbi ve aromatik bitkiler ¢ok eskilerden beridir gida, ila¢ ve tedavi amaciyla
insanlar tarafindan fazlaca kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkiler farkli alanlarda
da kullanilabilir olmas1 bu fliriinlere olan talebi artirmis ve giin gectikge tibbi bitkilerin
kullanim1 da yayginlagmistir (Kumar, 2009).

Tibbi ve aromatik bitkiler oncelikle hastaliklar iyilestirmek, 6nlemek ve sagligi
stirdiirmek icin ila¢g olarak kullanilan bitkilerdir. Bu bitkiler gida, kozmetik gibi
alanlarda degerlendirilmesinin yami sira giizel koku ve tatlar1 olmasindan otiirii de
oldukca kullanilmaktadir (Anonim, 2005). Insan sagligina yararli olan bitkilerin tedavi
edici ozellikleri oldugundan bitkisel ilag yapiminda faydanilmaktadir. Ulkemizin
florasina bakildiginda tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayis1 tam olarak bilinmezken,
yaklasik 500 kadar tibbi bitkinin oldugu varsayilmaktadir (Baytop, 1999; Ekim ve ark.
2000; Aydin, 2004).

Ulkemizin cografi konumu, genis yiizolgiimii, iklimi ve bitki cesitliligi ile tibbi
aromatik bitkilerin bolca bulundugu bir tilkedir. Gelismis iilkelerde kullanilan bitkisel
ilaclar katki maddeleri ve kozmetik alanlarinda kullanilan bir¢cok bitki iilkemizin
florasindan ¢ikmigtir (Bayram ve ark. 2010). Aromatik bitkilerin yapilarinda
bulundurduklar1  fenolik  bilesikler bitkinin antioksidan aktivitesi oldugunu
gostermektedir (Skerget ve ark. 2005). Bu bilesiklerin en ¢ok bulunanlari flavonoidler,
fenolik asitler ve fenolik terpenlerdir (Javanmardi ve ark. 2003).

Antioksidan aktivite gosteren fenolik bilesiklerin viicutta olusan serbest radikalleri
temizleme, engelleme ve azaltict gibi Ozellikleri vardir. Fenolik bilesikler
biyomolekiillerin serbest radikaller tarafindan okside olmalarimi engellemektedirler
(Burda ve ark. 2001).

Fenolik bilesikler ve flavonoidler en ¢ok bitkinin ¢icek ve yaprak kisimlarinda
bulunmaktadir (Kdhkonen ve ark. 1999). Aromatik bitkilerin antioksidan kapasiteleri
bazi etmenlere bagli olarak kimyasal yapilarindaki degisimler sonucu degisebilmektedir
(Akgiil ve Ayar. 1993; Javanmardi ve ark. 2003). Aromatik bitkilerin antioksidan
aktivitesi yapisindaki bilesiklerden ve sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Bu
bitkilerdeki sekonder metabolitlerin sayis1 (morfogenetik, ontogenetik, diurnal, ekolojik
faktorler ve genom farkliliklart) degismektedir (Ceylan, 1995).

Ulkemiz bitki cesitliligi bakimindan 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu
potansiyelin bilimsel c¢alismalara temel olusturmasi acisindan dogru bir sekilde
degerlendirilmesi gerekir. Bu bitkilerin 0zellikle ¢esitli hastaliklarda tedavi edici
etkilerinin bilimsel yontemlerle ispatlanmasi elbette hayati bir 6neme sahiptir.

Medicago sativa Leguminosae familyasina ait bir yem bitkisidir. Yaygin olarak
Akdeniz iilkelerinde yetisen ve diger bir yandan sert kis kosullarina uyum saglayabilen
cok yillik otsu bitkilerdir (Cocks, 2003; Farag ve ark. 2007). Hayvanlarda yem olarak
cokca kullanilan Medicago tiirlerinin etken madde olarak yiiksek oranda faydali
bilesenleri igeren ve protein igerikleri bakimindan olduk¢a degerli bitkilerdir (Yildiz,
2005). Medicago tiirlerinin igerisindeki protein yogunlugundan dolay1 insanlar ¢esitli
sekillerde (salata, ¢orba, ve ¢ay) yararlanmaktadirlar (Facciola, 1990; Koschuh ve ark.
2004).

Insanlar birgok hastaliga karst immiin sistemi korumasi igin bitkideki
fitokimyasallardan yararlanmaktadir. Bu fitokimyasallar lignanlar, izoflavonlar,
kiimestan olarak tanimlanmistir (Jacobs ve ark. 2009). Medicago tiirlerinde en fazla
bulunan fitokimyasal izoflavondir ve bu fitokimyasal madde antimikrobiyal ve
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antifungal 6zellikleriyle tipta ¢okca kullanilmaktadir (Javid ve ark. 2015). Pek ¢ok
hastaligin (bazi kanser tiirleri, koroner, osteoporoz, anemi, diabet, {ilser) etkisini azaltan
yani sira kolesterol seviyesinin artmasini onleyici rolii vardir (Jian, 2009; Wu ve ark.
2008; Sabudak ve Guler. 2009; Mortensen ve ark. 2009). Selvan ve ark. (2014)
yaptiklar1 c¢alisma ile M. sativa tiriiniin anksiyolitik aktivite gosterdigini tespit
etmiglerdir. Aneta Krakowska ve ark. (2018) yaptig1 caligma da M. sativa yapraklariin
antioksidan o6zellik tasidigin1 ve HPLC-MS/MS karakterizasyonu sonucu ¢okca fenolik
bilesik tanimlandigi kanitlamiglardir. M. sativa alkol ekstrelerinde yapilan (lipid
peroksidasyonu, DPPH, ABTS) antioksidan kapasitelerine bakilmis ve antioksidan
aktivite gosterdikleri belirlenmistir (M.G. Rana ve ark. 2010). M. sativa bitkisinin
antidiabetik, anti-inflamatuar ve antioksidan etkilerinin oldugu yapilan ¢alisma ile
ortaya konmustur (Kundan Singh Bora ve ark. 2010). M. rigidula tiirii izerinde yapilan
calisma da bitkinin metanol ekstrelerinin antioksidan kapasitesi, fenolik bilesimi ve
enzim inhibisyonu aktivitesi ¢alisilmis yapilan aragtirmalar neticesinde bitkinin giiclii
bir antioksidan ve enzim inhibisyon kapasitesine sahip oldugu tanimlanmis olup bu
tiriin gida ve ila¢ sektoriinde hammadde olarak kullanilabilecegi One siiriilmiistiir
(Cakmak ve ark. 2017).

Materyal ve Yontem
Bitkisel Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi Kampiisiinden
toplanarak Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimi arastirma
laboratuvarinda incelenmistir. Bitki teshisi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim
tiyelerinden Dr. Ogretim Uyesi Fazli OZTURK tarafindan yapilmistir.

Ekstraksiyon (M. sativa)

[k olarak bu cins igerisindeki tiirler {izerinde yapilan diger galismalardan yola
cikilarak hangi yontemlerin yapildig: belirlenmistir.

M. sativa bitkisinin gévde, yaprak ve ¢icek boliimleri direkt giines 1s181ina maruz
birakilmadan ayr1 ayri kurutulup, ogiitiilerek tozhale getirilmistir. Ornekler hassas
terazide 5’er gr tartilmis lizerine 75 mL hekzan konularak 40°C‘de 8 saat siireyle 1siticili
manyetik karistiricida birakilmistir. Orneklerden hekzan siiziilmiis ve tiipte kalan bitki
orneklerinin tizerine 75 mL etanol eklenerek 48 saat inkubasyona birakilmistir. 48 saat
sonunda etanol siizlilmiis ve etanol u¢masi saglandiktan sonra bitki 6rneklerinin {izerine
100 mL su eklenmis 48 saat inkiibe edilmistir. Karisimdan su siiziilmiis 50 mL’lik
falcon tiiplere alindiktan sonra 45° lik a¢1 ile -80°C de 1 gece kalacak sekilde
konulmustur. Ornekler -80 °C den ¢ikarildiktan sonra liyofilizatdrde 72 saat bekletilerek
su uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstreler analizler yapilincaya kadar -20°C’de
saklanmistir. Kurutulan 6rneklerin verimliligi Formiil 1°e gore hesaplanmustir.

Formil 1:

Ekstraksiyon yilizdesi(w/w)=(kurutulmus ekstrenin kiitlesi)/(toplam 6rnek kiitlesi)x 100
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Toplam Fenol Kapasitesi

Toplam fenol kapasitesinin belirlenmesi i¢in Singleton ve ark. (1999) Folin-
Ciocalteu metodunun modifiye sekli kullanilmistir. Standart olarak Gallik Asit
kullanilmistir. GA standart grafigi Sekil 1°de verilmistir. Orneklerin absorbanslar1 750
nm de okunmugtur. Standart grafige gore hesaplamalar Formiil 2’ye gore yapilmistir.
Bitkinin fenol igerigi 0.25-0.5-1 mg/mLkonsantrasyonlarda 3 tekrar ve n;5 deger elde
edilmistir.

Formil 2:

Ekstre yiizdesi(w/w)= (((A1-Ao) / y degeri) / konsantrasyon) x 100

(Ao Kontroliin absorbansi, Aj. Ekstrenin absorbansi, y degeri: Grafik de denklemde olusan y degeri)
Toplam Flavonoid Icerigi

Flavonoid igerigi Zhishen ve ark. (1999) yaptig1 ¢alisma baz alinarak yapilmistir.
Standart olarak Kuersetin ve Katesin kullanilmistir. Sirasiyla 415 ve 510 nm de
Olctimler alinmistir. Katesin ve kuersetin standart grafikleri Sekil 2 ve 3’de verilmistir.
Standart grafiklere gore hesaplamalar Formiil 3’e gore yapilmistir. Bitkinin flavonoid
icerigi 0.25-0.5-1 mg/mL konsantrasyonlarda 3 tekrar ve n;5 deger elde edilmistir.

Formul 3:

Ekstre yiizdesi(w/w)= (((A1-Ao) / y degeri) / konsantrasyon) x 100
(Ao Kontroliin absorbansi, Aj. Ekstrenin absorbansi, y degeri: Grafik de denklemde olusan y degeri)

Istatistiksel Analiz

M. sativa toplam fenol ve flavonoid igerikleri tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) testi ve student t-test uygulanarak *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
*EH%p<0.0001 degeri kullanilarak analiz edildi. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular ve Tartisma

Yapilan ¢alismada M. sativa bitkisinin gesitli organlari; ¢igek, yaprak ve gévde
ayristirilarak elde edilen su ekstrelerinin antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Su
ekstre verimleri Tablo 1°de verilmistir. M. sativa 'min c¢icek, yaprak ve govde
kisimlarinin antioksidan aktiviteleri toplam fenol ve flavonoid metodlar1 kullanilarak
arastirilmastir.

Tablo 1. M. sativa su ekstrelerinin verimlilikleri

Medicago sativa boliimleri Cicek Govde Yaprak

Verim (%) 0.998 1.018 1.005
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Toplam fenol igeriginin belirlenmesi i¢in Gallik Asit standart olarak
kullanilmistir. Gallik Asit Standart Egrisi Sekil 1°de verilmistir.

Gallik Asit Standart Egrisi

y =0,0172x
R2=0,9988

Absorbans (750 nm)
N

0 50 100 150 200

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 1. Gallik Asit Standart Egrisi, Deneyler 3 tekrar olacak sekilde ¢aligildu.

M. sativa bitkisinin toplam fenolik icerigi 3 ayri konsantrasyona gore hesaplanmistir.
Bitki kisimlarindan elde edilen sonuglar Sekil 2°de verilmistir.

Total Fenolik igerik
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Sekil 2. M.sativa bitkisinin toplam fenol igerigi.

Her parametre 3 ayr1 deneyden alman 5°li dlglimlerin ortalamasidir. ****p<0.0001. Degerler =+ S.E.M
olarak gosterildi. Cigege ait parametre baz alinarak a; ¢igege gore %95 anlamlilig1 ifade eder. b; yapraga
gore %95 anlamlilig1 ifade eder.

Ikili yapilan unpaired t-testine gdre biitiin istatiksel analiz sonuglar1 istatiksel
olarak anlamli bir fark oldugunu gostermistir.
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Cakmak ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada M. rigidula’ nin fenol ve
flavonoid igeriklerine bakmiglardir. M. rigidula ' nin fenol igerigi 79.61 mg GAE/g
olarak bulunmusgken flavonoid igerigi 27.38 mg QE/g bulunmustur. En yogun olarak
bulunan fenolik bilesik 215.75 mg ile katesin olmustur.

Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in standart olark Katesin ve Kuersetin
kullanilmis ve standart egrileri ¢ikartilmistir. Sekil 3 ve 4’de sirast ile Katesin ve
Kuersetin standart egrileri verilmistir.

Kuersetin Standart Egrisi
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Sekil 3. Kuersetin Standart Egrisi, Deneyler 3 tekrar olacak sekilde ¢alisildi.

Kategin Standart Egrisi
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Sekil 4. Katesin Standart Egrisi, Deneyler 3 tekrar olacak sekilde calisildi.

M. sativa bitkisinin toplam flavonoid igerikleri 3 ayr1 konsantrasyona gore
hesaplanmistir. Bitki kisimlarindan elde edilen sonuglar Sekil 5’de verilmistir.
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Yapilan  bir diger c¢alismada  M.sativa  etanol  ekstrelerinin 10
mg/mLkonsantrasyonda toplam antioksidan kapasitesine bakilmis ve askorbik asit es
degeri 91.0 pg/mL ulastig1 belirlenmistir (Kicel ve Olszewska, 2015). Bir baska c¢alisma
da ise Medicago lupilina’dan farkli ekstreler alinmis ve igerdigi fenolik bilesik
miktarlar aragtirllmis ve fenolik igeriklerinin 6.6 -162.4 mg GAE/g degerleri arasinda
oldugu belirlenmistir (Rana ve ark. 2010).

Total Flavanoid Igerik

__ 500 mmm Cicek a,b
= B o Govde o4 o o o —
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=~ @ 200 e ok e ok %
= w
5 5, 100 = b ¥

= AN

Kuersetin

Sekil 5. M.sativa bitkisinin toplam flavonoid igerigi.

Her parametre 3 ayri1 deneyden alinan 5°li dlglimlerin ortalamasidir. ****p<0.0001. Degerler + S.E.M
olarak gosterildi. Cigege ait parametre baz alinarak a; cigege gore %95 anlamlilig: ifade eder. b; yapraga
gore %95 anlamlilig1 ifade eder.

Ikili yapilan unpaired t-testine gore istatiksel analiz sonucu a-b katesin es
degerine gore farkli bulunmamistir. Diger biitiin sonuglar istatiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gdstermistir.

Bu ¢alismada M. sativa bitkisinin ¢esitli bolimlerinden elde edilen toplam
fenolik ve flavonoid sonuglar1 Tablo 2°de verilmistir. Toplam fenolik igerik en yiiksek
bitki gdvdesinde 274,752 mg GAE/g kuru ekstre olarak bulunmusken en diisiik total
flavonoid igerik gévde de 50,233 mg KE/g kuru ekstre; 204,470 QE/g kuru ekstre
olarak bulunmustur. Yapragin flavonoid igerigi kuersetin es degerine gore diger bitki
boliimlerinin yaklasik 2 kati bulunmustur.

Tablo 2. M. sativa bitki boliimlerinin total fenol ve flavonoid igerikleri

. Cicek Govde Yaprak
M.sativa (mg/g kuru ekstre) (mg/g kuru ekstre) (mg/g kuru ekstre)
Bitki Boliimleri n'5 n'5 n'5
Total Fenolik icerik a ab
(Gallik Asit) 58.094+1.4 274752 + 1.8 201.291 £ 0.40
Total Flavonoid Katesin 76.003 +0.84 50.233+1.1° 76553 +0.82°
igerik Kuersetin 265777+ 1.7 204.470 = 1.3° 453340+ 0817

(a; gicege gore %95 anlamlilig: ifade eder. b; yapraga gore %95 anlamliligi ifade eder.)
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Sonuclar

Medicago tiirleri iizerinde yapilan ¢alismalar neticesinde bu tiiriin daha ¢ok
hayvancilik yapilan bolgelerde hayvanlara temel besin kaynagi olarak kullanildig: tespit
edilmistir. Bu tiirler icerigindeki yiiksek protein miktar1 bakimindan insanlar tarafindan
da diyet amacl kullanilmaya baslanmistir. Bu yiiksek protein igeriginden yola ¢ikilarak
yapilarindaki bilesikler tespit edilmis ve bu bilesikler insan saglifina olan etkileri
yapilan antioksidan ve antiinflamatuar c¢aligmalar ile belirlenmistir. Antioksidan
aktivitelerine bakilan bu tiirlerde bazilarinin yiiksek antioksidan kaynagi oldugu bir¢ok
arastirmaci tarafindan bulunmustur. Medicago tiirlerinin bazi metabolik hastaliklarda rol
alan enzimlerin viicutta olusabilecek risklere kars1 enzimleri inhibe edebilme 6zelliginin
oldugu arastirilmistir.

Bu calismamizda M. sativa tiirinin halk tarafindan tedavi amagli ¢okca
kullanildig1 goriilmistiir. Antioksidan kaynagin insanlar i¢cin ne denli 6nemli oldugu
asikardir. Bundan esinlenerek M. sativa 'nin antioksidan aktivitelerine bakilmis olup
veriler grafikler ile desteklenmistir. Yaptigimiz ¢aligmalar gostermektedir ki M. sativa
bitkisi yiiksek antioksidan 6zelliktedir.

fleri calismalarla bu tiiriin ilag ve kozmetik gibi diger sanayi dallarinda da
kullanilmas1 desteklenebilir. Bu tiiriin baz1 metabolik hastaliklar ve cilt hastaliklarinda
tedavi amagl kullanilmast i¢in 6n ilag olarak islenip tibbi bir iiriin olarak kullanimi
yayginlastirilabilir.
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