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Onobrychis Oxyodonta’nin Toprakisti Kisminda
Antioksidan, Antimikrobiyal ve Tirozinaz Inhibitor Aktivitesi

Amag: Dunyada genis bir alana yayilmis olan Onobrychis turleri, ylksek antioksidan aktiviteye
sahip fenolik madde igeriginden dolayi tibbi aromatik bitkiler arasinda énemli bir yere sahiptir. Bu
¢alismanin amaci, Onobrychis oxyodonta bitkisinden elde edilen metanolik ekstrenin fenolik asit
bilesenlerini, antioksidan, antimikrobiyal ve tirozinaz inhibitér aktivitesini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil serbest radikali (DPPH-), demir indirgeyici
antioksidan gui¢ (FRAP) ve total fenol icerigi (TPC) metanolik ekstrenin antioksidan kapasitenin
degerlendiriimesi icin calisildi. Fenolik kompozisyon ters faz ylksek performans sivi
kromatografisi (RP-HPLC) ile arastirildi. Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon metodu ile belirlendi.
Tirozinaz inhibitdr aktivite ise kolorimetrik metod kullanilarak test edildi.

Bulgular: Ekstrenin toplam fenolik icerigi, FRAP ve DPPH aktiviteleri sirasiyla; 8.0+0.115 mg
gallik asid esdegeri/gram numune, 323+5.773 uM Trolox/g numune ve 1.333+0.0026 mg/mL
olarak bulundu. Ferulik asid, benzoik asid, sinapik asid, syringaldehid ekstrenin temel fenolik
bilesikleridir. Tirozinaz tzerine yari maksimum inhibitér konsantrasyonu (ICso) kojik asitten daha
yiksek bulundu. Ekstre, asid-hizli bakteri (Mycobacterium smegmatis) ve gram negatif (Yersinia
pseudotuberculosis) bakterilere karsi ilimli antibakteriyal aktivite gdsterdi.

Sonug: O. oxyodonta ekstresi icerdigi zengin fenolik bilesenlerle gugli antioksidan,
antimikrobiyal ve ilmli tirozinaz inhibitor aktivitesine sahip oldugundan faydal bir farmasotik ajan
olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, antioksidan, antimikrobiyal

Antioxidant, Antimicrobial, and Tyrosinase Inhibitor Activities in the Aerial Parts
of Onobrychis oxyodonta

Objective: The genus Onobrychis occurs widely across the world and occupies an important
place among medical aromatic plants due to its antioxidant and phenolic contents. The aim of this
study was to evaluate the constituents of phenolic acids, volatile components, antioxidant,
antimicrobial, and tyrosinase inhibitor activities of Onobrychis oxyodonta.

Materials and Methods: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical (DPPH-), ferric reducing
antioxidant power (FRAP), and total phenol content (TPC) were used to evaluate the antioxidant
capabilities of the methanolic extract. The phenolic composition was investigated by means of
reverse phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC). Antimicrobial activity was
determined using the disc diffusion method. Tyrosinase inhibitor activity was tested using the
colorimetric method.

Results: The ICsg value for DPPH assay was 1.333+0.0026 (mg/mL), the FRAP value 323+5.773
(UM Trolox/g sample) and the total phenolic content value 8.0+0.115 mg gallic acid per gram of
sample. Ferulic acid, benzoic acid, sinapic acid, syringaldehyde were the main phenolic
compounds in the extract. The half-maximal inhibitory concentrations (ICso) of the extract for
tyrosinase were higher than for kojic acid. The extract exhibited moderate antibacterial activity
against acid-fast bacterium (Mycobacterium smegmatis) and gram negative (Yersinia
pseudotuberculosis) bacteria.

Conclusion: O. oxyodonta extract may be a useful pharmaceutical agent due to its powerful
antioxidant, antimicrobial and moderate tyrosinase inhibitor activities.

Key Words: HPLC, antioxidant, antimicrobial

Giris

Tdm dinyada oldugu gibi Glkemizde de birgok bitki turi yillardan beri halk arasinda
cesitli amaglarda kullaniimaktadir. Dinya Saglhk Orgitunin (WHO), 91 ulkenin
farmakopelerine ve tibbi bitkiler Gzerine yapilmis olan bazi yayinlara bakilarak tedavi

amacli kullanilan tibbi bitkilerin sayisi 20.000 civarindadir. Bitkilerin insan saghgi igin
6nemli olan 6zellikleri 1926 yilindan beri laboratuarda arastiriimaya baslanmigtir (1).

Turkiye'de dogal olarak yetisen Onobrychis cinsi, Onobrychis ve Sisyrosema
olmak Uzere iki alt cinsten meydana gelir. Bu alt cinslerden Onobrychis; Dendobrychis,
Laphobrychis ve Onobrychis olmak tzere 3 farkli seksiyona ayrildigi bilinmektedir (2).
Fabaceae ailesi Turkiye'de Asteraceae’den sonra ikinci buyuk ailedir ve halk arasinda
cesitli kullanimlari vardir. Ornegin Onobrychis gracilis soguk alginh@ ve nezle
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tedavisinde, Vicia faba gastrovaskiiler hastaliklarda,
Vicia cracca subsp. stenophylla soguk alginhginda ve
Vicia ervilia diyabet tedavisinde kullaniimaktadir (3-5).

Organizmada normal metabolik yollarin igleyisi
sirasinda ya da pestisidler, aromatik hidrokarbonlar,
toksinler, ¢dzuculer gibi ¢cevresel ajanlar ile ya da stres,
radyasyon gibi cesitli dig faktorlerin etkisiyle serbest
radikaller meydana gelmektedir (6). Vucutta surekli
Uretilen oksijen merkezli serbest radikaller ve reaktif
oksijen turleri doku tahribatlarina ve ardindan da hiicre
Olimlerine neden olabililer. Serbest radikallerden
kaynaklanan oksidatif hasar, yaslanma ve baz
hastaliklara neden olabilmektedir (7). Fenolik bilesiklerce
zengin meyve ve sebzeler, insan vucudunu serbest
oksijen radikallerine karsi korurlar. Yapilan
epidemiyolojik calismalar reaktif oksijen tirlerine karsi
bitkisel kaynaklardaki fitonutrientlerin yararli oldugu;
meyve ve sebzelerin koruyucu etkilerinin igerdikleri
askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini),
karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik asitler gibi
dogal bilegiklerden dolayr oldugunu gostermistir (8).
Gidalarda ya da biyolojik sistemlerde serbest radikaller
ve reaktif oksijen turleri oksidasyona neden oldugunda,
antioksidanlar bu sureci ¢esitli mekanizmalarla énleyebilir
ya da erteleyebilir (9). Gidalardaki antioksidan
kapasitesinin Olglimesiyle insanlarin saglik amaciyla
farmosoétik ve kozmetik Urlinlerde dogal olan drlnlerin
kullanimina olan ilgisi her gegen giin artmaktadir (10).

Son yillarda bittin dinyada antibiyotiklerin gelisigtizel
kullanimi ile ilag direnci yakindan iligkilidir (11). Ozellikle
immun sistemi zayiflatan AIDS, kanser gibi hastaliklarin
ve enfeksiyonlarin tedavisinde ilaglara direngli patojen
mantar ve bakteriler nedeniyle zorlastigi goértlmastar
(12). Bu durum bilim adamlarini degisik kaynaklardan
yeni antimikrobiyal bilesiklerin arastirimasina tegvik
etmistir.  Bitkiler, yeni antimikrobiyal kemoterapotik
maddelerin elde edilebilecedi kaynak teskil ettiginden
arastirmalar ozellikle tibbi bitkiler Uzerinde
yogunlasmistir (12).

Tirozinaz, vlcutta melanin  sentezinin  asin
olmasindan kaynaklanan cilt lekesi gibi
hiperpigmentasyon problemlerinde; psoriazis, vitiligo gibi
melanin sentezinin yeterli olmamasindan kaynakli
hipopigmentasyon problemlerinde roli oldugu bilinen
Onemli bir enzimdir. Bu enzimi inhibe eden ajanlar
hiperpigmentasyon problemlerinin tedavisinde ve aktive
eden ajanlar ise hipopigmentasyon problemlerinin
tedavisinde kullanilabilir (13).

Farkli  Onobrychis turlerinin halk arasinda cesitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanildigina dair literatur
bilgileri mevcut olmasina ragmen (3-5) O. oxyodonta
bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal, total fenolik icerigi,
HPLC ile fenolik bilesenlerin tespiti ve tirozinaz inhibitor
aktivite agisindan arastirilmasi ve literatlire
kazandiriimasi agisindan ilk olma 6zelligi tagimaktadir.
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Gereg ve Yontem

Bitkisel Materyalin Temini: Arastirmada kullanilan
bitkisel materyal O. oxyodonta tirlinin toprakdsti
kisimlari 2014 yilinda Mayis ayinda Sinop’tan kuru
agirhgr 100 g olacak sekilde toplandi. Tur teshisi Gazi
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji bélimii
Ogretim uUyelerinden Prof. Dr. Zeki AYTAC tarafindan
yapildi. Bitki numunesi Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiltesi'nde bulunan herbaryumda saklandi (AEF
26703). Temin edilen &rnekler oda kosullarinda ve
gblgede kurutulduktan sonra analizde kullaniimak Uzere
renkli kavanozlarda muhafaza edildi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler: Antioksidan,
antimikrobiyal, tirozinaz inhibitdr aktivite ve fenolik
bilesenleri belirlemek i¢in kullanilan tum kimyasallar
analitik ya da HPLC sinifi saflikta olup Sigma-Aldrich (St.
Louis, ABD) firmasindan temin edildi.

Kullanilan Laboratuvar Cihazlar: Calismada 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
karistirici (Heidolph MR 3001, Germany), bitki 6gitme
degirmeni (Retsch RM200, Germany) kullanildi.

Ekstraksiyon: Kurutulan toprakisti kismi degirmen
yardimiyla toz haline getirilip konsantrasyonu 10 mg/mL
olacak sekilde metanol ile ekstrakte edildi. Ekstrakte
edilen O. oxyodonta bitkisi biyolojik aktivite tayinlerinde
kullaniimak Gzere 4 °C’de muhafaza edildi.

Toplam Fenolik Madde igeriginin Belirlenmesi
(TPC): O. oxyodonta metanol ekstresinin toplam fenolik
madde tayini kolorimetrik olarak dlgiildii (14). Oncelikle,
bitki 6zutinden (10 mg/mL) 50 pL ve farkl
konsantrasyonlarda (31.25; 62.5; 125; 250; 500; 1000
pg/mL) standart olarak kullanilan gallik asitten 50 pL
alinarak deney tlplerine sirasiyla pipetlendi. Sonra her
bir tlpe 2,5 mL saf su ve 250 L Folin-Ciocalteu Reaktifi
eklenerek karistinildi. 3 dk oda sicakliginda bekletilerek
Uzerine 750 pL 7.5%’lik Na2COs ilave edilerek karistirildi.
Karisimlar oda sicakliginda 2 saat bekletilerek 765
nm'de tiplerdeki karisgimin absorbanslari okundu.
Sonuglar mg gallik asit esdegeri/g numune olarak verildi.

Demir indirgeyici Antioksidan Giig¢ Tayini (FRAP):
Bu metodun prensibi, Fe(lll)-TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazin) kompleksinin antioksidanlar varliginda
indirgenerek mavi renkli kompleks olan Fe(ll)-TPTZyi
olusturmasi ve bu kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans vermesi esasina dayanan bir metoddur (15).
Bu amagla, FRAP reaktifi [300 mM pH 3.6 asetat
tamponu:10 mM TPTZ:20 mM FeCls (10:1:1)] taze olarak
hazirlandi. Deney 3 paralel olgim olacak sekilde
dizenlendi. Hazirlanan numune ve numune koéri
tiplerine bitki ekstresinden 100 uL ve reaktif koérl
tiplerine numune g¢o6zuclsinden 100 pyL  pipetlendi.
Numune taplerine ve reaktif kérl siralarina 3.0 mL FRAP
reaktifi numune kori sirasina ise 3.0 mL FRAP
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¢6zliclsu (su-metanol (2:3)) 20 sn arayla pipetlenerek
kanigtinldi.  Tupler 20 dakika bekletildikten sonra
absorbans 6lgimleri 595 nm’de gergeklestirildi. Standart
olarak Troloks, 5 farkli konsantrasyonda (1000- 500-
250-125-62.5 pM) hazirlanarak ayni islemlere tabi
tutuldu. Sonuglar pM trolox esdegeri (TE)/g numune
olarak verildi.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil  (DPPH) Radikal
Siipiirme Kapasitesi Tayini: Molyneux metoduna gore,
O. oxyodonta ekstresinin serbest radikali sutplirme
aktivitesini belirlemek icin DPPH radikali kullanildi (16).
Bu metotta, ekstre 5 farkli konsantrasyonda (100, 250,
500, 750 ve 1000 pg/mL) hazirlanirken DPPH c¢ozeltisi
ise 100 uM olacak sekilde metanolde c¢ozilerek
hazirlandi. Kontrol ve numune tiplerine 750 yL numune
konuldu. Numune kéru tuplerine numune yerine 750 pL
numune ¢ozlcusu ilave edildi. Numune pipetlemesi
bitince 20 sn arayla 6nce kontrol tiplerine ve daha sonra
numune tuplerine ve en son olarak da numune korlerine
750 pL DPPH c¢odzicustu (metanol) pipetlendi ve
karigtinldi. 50 dakika karanlk ortamda bekletildikten 517
nm’de absorbans élgiimleri yapildi. Olgiim sonrasi elde
edilen sonuglar grafige gecirilip DPPH yari maksimum
engelleyici konsantrasyon (ICso) degerleri (mg/mL)
hesaplandi. Bu calismada standart olarak batillenmis
hidroksitoluen (BHT) kullanildi.

Fenolik Bilesiklerin HPLC Analizi: Bu galismada,
standart bilesikler olarak gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekuik aldehit, klorojenik asit, p-OH benzoik
asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit,
ferulik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit
kullanildi. Standart karisimin stok ¢ozeltisi, 5-100 pg/mL
konsantrasyon araliginda seyreltilerek kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Fenolik bilesiklerin HPLC analizi [A: 100%
metanol; B: su iginde 2% asetik asit (pH: 2,8)], bir HPLC
cihazinda (Shimadzu Corporation, LC 20AT, Kyoto,
Japonya) 1.5 mL/dk sabit bir ¢dziicu akis oraninda bir
ters faz kolon kullanilarak gerceklestirildi. Enjeksiyon
hacmi 20 pL, kolon sicakligi 25 °C olarak belirlendi.
Sinyaller, 232 °C, 246 °C, 260 °C, 270 °C, 280 °C, 290
°C, 308 °C ve 328 °C'de DAD dedektdri kullanilarak
kaydedildi. HPLC analizinde bir ters faz kolon olan
LiChoCART RP-18 (12,5 cm x 0,4 cm, partikdl blyUkIigu
5um) kullanilarak ayrim gergeklestirildi. 1 mL/dk akis
hizinda hareketli faz olarak su-formik asit (19:1) (¢6zlcu
A) karnisimi ve sabit faz olarak metanol (¢dziici B)
¢ozlicusu kullanildi.  Fenolik asitlerin  taninmasi ve
miktarinin belirlenmesi icin UV spektrumlari ve alikonma
zamanlari standartlarla kargilastiridi.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini: Antimikrobiyal
aktivite testleri agar kuyucuk difizyon metoduna gore
calisildi (17). Escherichia coli, Yersinia
pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus

cereus, Mycobacterium smegmatis bakterileri ve
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
mantarlari  galismamizda kullanildi. Test edilecek

bakterilerin bir gecelik kulttrlerinden sivi besiyeri icinde
yaklasik  olarak  10%kob/mL  (koloni  olusturan
birim=colony  forming unit)  seklinde dilisyonlar
hazirlandi ve kati besiyerlerine yaygin ekimleri yapildi.
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Sonrasinda steril cam boru ile besiyerleri Gzerinde 2 cm
araliklarla 5 mm ¢apinda kuyucuklar acildi. Her bir
kuyucuga ekstrenin 1 mlL’sinde hazirlanmis stok
gozeltilerden 50 pL ilave edildi. inkiibasyon islemi
bakteriler icin 24 saat, mayalar igin 48 saat olacak
sekilde 36 °C’de petrilerde gergeklestirildi. inhibisyon
zonlari bir cetvel yardimiyla o6lglldi. Standard olarak
ampisilin, flukonazol ve streptomycin ilaglari kullanildi.

Tirozinaz inhibitdr Aktivite Tayini: Bitki ekstresinin
tirozinaz enzim inhibisyonu aktivitesi L-DOPA substrati
kullanilarak dopakrom metoduna goére caligildi (18).
Mikroplakadaki kuyucuklara 25 pL 6rnek ¢ozelti, 40 pL
tirozinaz ¢ozeltisi ve 100 pL fosfat tamponu (pH 6.8)
ilave edilerek karistinldi. Bu karigim 25 °C’de 15 dakika
bekletildikten sonra Uzerine 40 pL L-DOPA ilave edildi.
Tirozinaz enzim ¢ozeltisi olmadan hazirlanmis tepkime
reaktiflerine Ornek ¢ozeltisi eklendi ve koér olarak
hazirlandi. Bitki ekstresinin ve kérlerin absorbanslari 10
dakika oda sicakhidinda inkibe edildi. Daha sonra
karigimin  absorbansi 492 nm’'de okundu. Gergek
absorbanslari elde etmek igin korlerin absorbanslari
Orneklerin absorbansindan c¢ikarildi ve sonuglar 1Cso
degeri olarak verildi.

Bulgular

O. oxyodonta ekstresi DPPH  yontemiyle
incelendiginde ICso degeri 1.333+0.0026 mg/mL olarak
bulunmustur. Standart olarak kullanilan butillenmig
hidroksi toluen (BHT) ile Kkarsilastinldiginda ICso
degerinin  BHT'ye gbére daha yiksek c¢iktigi
gorilmektedir. FRAP degeri 323+5.773 uM Troloks/g
ekstre, toplam fenolik icerigi 8.0+0.115 mg gallik asit
esdegeri/g ekstre bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Onobrychis oxyodonta’nin metanol ekstresinin
antioksidan degerleri

Test bilesikleri TPC! FRAP? DPPH?
Ekstre 8.0+0.115 323+5.773 1.333+0.0026
BHT 0.0099+0.0002

ITPC degeri total fenolik igerigini (mg gallik asid esdegeri/gram),
2FRAP degeri demir indirgeyici antioksidan glicinii (UM trolox
esdegeri/gram), *DPPH degeri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal
stplrme kapasitesini (mg/mL), BHT degeri butillenmis hidroksi
tolueni gosterir.

HPLC ile fenolik madde igeridinin incelenmesi
sonucunda bitkinin iceriginde 13 standart bilesigin
timdnun (gallik asit, protokatekuik asit, protokatekuik
aldehit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit,
kafeik asit, vanilin, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik
asit, sinapik asit ve benzoik asit) bulundugu tesbit
edilmistir. Sonuca bakildiginda fenolik icerik bakimindan
oldukga zengin bulunmugtur. Bilesiklerin alikonma
zamani, piklerin kapladidi alan ve bitkide bulunduklar
konsantrasyonlari Tablo 2’de, bitkinin kromatogrami ise
Sekil 1°de gdsterilmigtir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglari bitkinin akciger
enfeksiyonu etkenleri olabilen grubu temsil eden Y.
pseudotuberculosis uzerinde etkili oldugunu gostermistir.
Bitkinin M. smegmatis uzerinde de etkili oldugu
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g¢alismalarimiz sonucunda belirlenmistir. E. coli, E.
faecalis, C. albicans ve S. cerevisiae Uzerinde etki
gdézlenmemistir (Tablo 3).

Tirozinaz inhibitor aktivite tayini ¢alismalari sonuglari
incelendiginde ekstrenin 1Cso degeri 331.131 pg/mL
olarak bulunmustur.

Tablo 2. Onobrychis oxyodonta’nin metanolik ekstresinin fenolik bilesenleri

Fenolik Bilesik Alikonma zamani (dk) Standard Egri Korelasyon katsayisi (r) Miktar
(mg/100g)

Gallik Asit 7.319 Y=46685x-33209 0,9935 6.84
Protokatekuik Asit 10.506 Y=39214x-27944 0,9984 45.12
Protokatekuik Aldehit 14.069 Y=46438x+6147,1 0,9968 8.67
p-OH Benzoik Asit 15.584 Y=39080x-10794 0,9974 3.73
Klorojenik Asit 16.720 Y=9208,8x-399,4 0,9930 9.65
Vanilik Asit 18.557 Y=49369x-631102 0,9980 9.11
Kafeik Asit 19.900 Y=27764x-9126,7 0,9973 32.64
Vanilin 24.020 Y=38753x-1671,6 0,9976 4.30
Siringaldehit 26.646 Y=13655x-2503,5 0,9982 258.15
p-Kumarik Asit 27.949 Y=53747x-39534 0,9955 39.08
Ferulik Asit 31.682 Y=81674x-55584 0,9975 601.25
Sinapik Asit 32.531 Y=63367x-44638 0,9997 271.49
Benzoik asit 35.361 Y=6422x-11532 0,9967 387.97

Tablo 3. Onobrychis oxyodonta ekstresinin antimikrobiyal aktivite taramasi (50 pL)

Microorganizmalar ve inhibisyon ¢api (mm)

Test edilen bilesikler Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc

Ekstre - 6 - - - 16 - -

Ampisilin 10 10 18 10 35 15

Streptomisin 35

Flukonazol 25 25

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus aureus, Ef: Enterococcus
faecalis, Bc: Bacillus cereus, Ms: Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, (-): aktivite yok.

mAU

mAU

100

Sekil 1. Fenolik standardin RP-HPLC kromatogrami.
(2) proto-katekuik asit, (3)
(4) p-OH benzoik asit, (5)

Pikler:

(1) gallik asit,
protokatekuik aldehid,

T T
30 35 40
min

Sekil

Onobrychis

oxyodonta’nin
kromatogrami. Pikler: (1) gallik asit, (2) proto-katekuik
asit, (3) protokatekuik aldehid, (4) p-OH benzoik asit, (5)

T
40
min

RP-HPLC

klorojenik asit, (6) vanilik asit, (7) kafeik asit, (8) vanilin,
(9) siring aldehid, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit,
(12) sinapik asit, (13) benzoik asit
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klorojenik asit, (6) vanilik asit, (7) kafeik asit, (8) vanilin,
(9) siring aldehid, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit,
(12) sinapik asit, (13) benzoik asit
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Tartisma

Fenolik bilesikler bitkiler aleminin 6nemli dogal
bilesenleridir ve son yillarda gidalardaki fenolik
bilesiklerin antioksidan etkilerinin incelenmesi giderek
onem kazanmaktadir (19). Genis bir aile olan fenolik
bilesiklerin spesifik bir grubunun ayrn ayr analizleri
mumkiln olsa da gidalardaki toplam fenolik bilesiklerin
tayini her zaman gereksinim duyulan bir analizdir. Farkl
Onobrychis  tirlerinin  antioksidan  etkinligi  cesitli
calismalarda rapor edilmistir (20, 21). Bu baglamda
c¢alismamizin sonuglarini énceki raporlarla karsilagtirmak
olanaksizdir. Bu nedenle c¢alisma sonuglarimiz farkli
Onobrychis tirleri ile karsilastinldi. Calismamizda bitki
ekstresindeki toplam fenoliklerin miktari kolorimetrik
olarak tayin edilerek ekstredeki toplam fenolik madde
miktari 8.0£0.115 mg GAE/g ekstre seklinde hesaplandi
(Tablo 1). Karamian ve Asadbegy (20)'nin yaptigi
calismada O. viciifolia’nin (10.38+0.33 mg GAE/g) en
yuksek total fenolik madde icerdigini O. melanotricha’nin
ise (6.25+0.28 mg GAE/g) en dusuk degeri gosterdigi
belirtiimistir. Ince ve ark. (21)’nin yaptigi calismada O.
viciifolia bitkisinden hazirlanan metanol, aseton, su ve
etilasetat ekstrelerinde total fenolik madde igerigini Folin-
Ciocalteu metoduna gére calismislar ve sonuglarinin
11.35+0.82 ile 38.26+0.15 pg Tannik asid/g ekstre
araliginda degistigini  bulmuslardir. O. oxyodonta
ekstresindeki fenolik bilesenler RP-HPLC ile belirlendi.
Bu amagla 13 fenolik asit standardi kullanildi (Sekil 1). O.
oxyodonta ekstresi HPLC analizi ile incelendiginde gallik
asit, protokatekuik asit, protokatekuik aldehit, p-OH
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 miktarlari
hesaplandi (Tablo 2). Dogal antioksidanlar arasinda
onemli rol oynayan bitkisel polifenol igerigi; bitki turiine,
tarimsal prosese, isida, iklime, hasat zamanina ve
depolama sartlarina gére bircok dis etkenden etkilenebilir
(22). Ayrica ¢ozlciu ve ekstraksiyon proseslerinindeki
cesitlilik de fenolik bilesiklerde gobzlenen miktar
degisikliklerinin sorumlulari arasindadir.

Dogal antioksidanlarin serbest radikal giderme
aktivitesini 6lgmek icin kullanilan DPPH radikali yaygin
olarak kullaniimaktadir. DPPH’in etanoldeki ¢ozeltisi mor
renklidir ve absorbansi 517 nm’de olgulur. DPPH
¢cozeltisine antioksidanlarin ilave edilmesiyle absorbansta
bir dusis meydana gelir ve c¢dzeltinin rengi mordan
sarlya dogru degisir. Absorbansin dismesinin sebebi
radikal ile antioksidan molekillerin etkilesime girmesi,
radikale hidrojen baglanmasi ile radikalin giderilmesidir.
Antioksidan ile  DPPHIn  olusturdugu reaksiyon
karigiminin  dlgilen absorbansi ne kadar dusik ise
antioksidanin serbest radikali giderme aktivitesi de o
kadar yiksek olacaktir.

Yapilan antioksidan testleri sonucunda, DPPH ICso
1.333+0.0026 mg/mL ve FRAP 323+5.773 uM TE/g
ekstre olarak belirlenmistir. Toplam fenolik icerigi 8.0 +
0.115 mg GAE/g ekstre olarak tespit edilmistir (Tablo 1).
Karamian ve Asadbegy (20)’'in calismasinda O. viciifolia
ekstresinde toplam fenolik igerigi 10.38+0.33 mg GAE/g
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DW olarak bulunmustur. O. sosnowiec, O. viciifolia ve O.
melanotricha tirleri ile yaptiklari caismada DPPH radikal
yakalama aktivitesini (ICso; 0.121+0.005 to 0.129+0.001
mg/mL) ve metal selatlama aktivitesini (ICso; 1.10+£0.006
to 1.80+0.003 mg/mL) askorbik asit ile
karsilastirdiklarinda daha yuksek aktivite gosterdigini
bulmuslardir. Ayrica B-karoten beyazlatma yonteminde

sonuglarini  sentetik antioksidan olan BHT ile
karsilastirdiklarinda daha yuksek bir aktivite
bulmuslardir.

Bitki ekstrelerinin indirgeyici glici onlarin antioksidan
aktiviteleri ile iligkilidir (23). FRAP degeri ne kadar
yiksekse bitki ekstresinin Fe*® indirgeyici kapasiteleri o
kadar yuksektir. Calismamizda ekstremizin iyi derecede
Fe*® indirgeyici kapasitesi ve dolayisiyla elektron
verebilme yetenedi oldugu gézlendi. Bu 6zelliginden
dolay! ekstremizin reaktif serbest radikal tlrlerini, daha
stabil radikal olmayan tirlere donUstirerek serbest
radikal zincirini sonlandirmak tzere rol oynayabilecekleri
sOylenebilir. Bazi g¢alismalarda da Fe*® indirgeyici
kapasite ile lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
arasinda guglu bir iligki oldugu belirtilmistir (24, 25).

Glnumizde birgok faktére bagli olarak cesitli
hastaliklar cok sik goérilmeye baslanmistir. Alzheimer
hastaligi ve diyabet bunlardan sadece ikisidir. Ornegin,
Amerika'da her 67 saniyede bir kisi Alzheimera
yakalanmakta ve bu durumun 2050°de 33 saniye gibi
kisa bir slireye dusmesi beklenmektedir (26). Ayrica,
glinimiizde 366 milyon insan diyabetten etkilenirken bu
sayinin 2050'de 552 milyona yukselecedi tahmin
edilmektedir (27). Bu baglamda bu hastaliklarin
tedavisine yonelik yeni stratejilerin ortaya konulmasi ¢ok
Onemlidir. Bu stratejiler arasinda en c¢ok kabul gdreni
anahtar enzimlerinin inhibisyon argtirmalaridir. Boylece
hastaliklarin patolojisinde rol oynayan anahtar enzimler
inhibe edilerek hastaliktan kaynaklanacak semptomlarin
hafifletimesi saglanir. Ornegin, tirozinaz enzimi melanin
sentezinin en énemli enzimidir ve bu enzimin inhibe
edilmesi deri hastaliklarinin kontrolinde bilgi vericidir
(28). Tirozinaz inhibitérlerinin kullanimina ilgi, 6zellikle
glines vyaniklari  sonrasi  deri beyazlatici ve
pigmentasyonu Onleyici etkilerinden dolayl ilag ve
kozmetik  endistrilerinde  glin  gegtikge  giderek
artmaktadir. Bu amacla cok gesitli enzim inhibitorleri
(kolinesteraz igin galantamin, amilaz ve glukozidaz igin
akarboz, tirozinaz igin kojik asit) sentetik olarak
Uretilmistir. Bununla birlikte bu sentetik inhibitérlerin
sindirim sistemi bozukluklara yol a¢gmasi, hepatotoksik
Ozelliklere sahip olmasi gibi pek c¢ok dezavantajlar
olmasi bunlarin kullanimlarini kaygili hale getirmistir (29).
Bu noktadan hareketle bitkisel kaynakli dogal
inhibitdrlere olan ilgi her gegen gin artmaktadir.
Ekstremizin tirozinaz enzim inhibisyonu ICso degeri
331.131 pg/mL olarak belirlendi ve kojik asitle
kargilastiriidiginda O. oxyodonta metanol ekstresinde
ihmh tirozinaz inhibisyon aktivitesi gézlendi. Zengin ve
ark. (30) O. hypargyrea’nin metanolik ekstraktinin
tirozinaz enzimi Uzerindeki inhibitér etkisini (3.5£0.069
mg/mL ICso0), standart olarak kullanilan kojik asitten
(0.1440.001 mg/mL ICs0) anlamh olarak yuksek
bulmuslardir.

29



ALIYAZICIOGLU R. ve Ark.

Son yillarda c¢oklu antibiyotik direncine sahip
mikroorganizmalarin artmasi ylzinden bu mikroplarin
neden oldudu enfeksiyonun  tedavisi  gittikge
zorlagmaktadir. Bazi calismalar, bitkilerin tedavi edici
etkilerinin tek bir etken maddeden ziyade ¢ok sayida
bilesimin sinerjik etkisinden kaynaklandigini, bu nedenle
bitkisel bilesimlerin tek bir antibiyotikle dldurtlmesi zor
olan mikroorganizmalarin direncliligine kargi koyarak
daha etkin bir tedavi sagladigini géstermektedir (31, 32).
Bu durum, arastirmacilari bitki ekstrelerinden elde edilen
dogal antimikrobiyal ajanlarin inhibitér etkiye sahip
bilesimlerini arastirmaya sevk etmektedir (33). Bitkisel
ekstraktlar; flavonoid, polifenolik bilesikler, taninler ve
terpenler gibi ¢ok sayida fitokimyasal maddeyi
icermektedir. Yapilan c¢alismalar, mikroorganizmalara
karsi yuksek diuzeyde antimikrobiyal aktiviteden bu tdr
bilesiklerin sorumlu oldugunu géstermektedir (34).

Ulkemiz dahil dinyanin her vyerinde pek g¢ok
familyaya mensup bitki tlirlerinden elde edilen ekstrelerin
cesitli patojenlere kargi antimikrobiyal aktivitelerini
kapsayan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (35, 36). Bizim
¢alismamiz ile uyumlu bir sekilde, O. oxyodonta tiriine
ait yapilan bir calismada test edilen bazi gram pozitif ve
gram negatif bakterilere karsi 1hml  derecede
antibakteriyel aktivite bulunmustur (37). Bu calismada ise
Yersinia pseudotuberculosis pozitif kontrol olarak
kullanilan Ampificiline karsi; M. smegmatis ise yine pozitif

Kaynaklar

1. Toroglu S, Cenet M. Tedavi amagli kullanilan bazi bitkilerin
kullanim  alanlari  ve  antimikrobiyal  aktivitelerinin
belilenmesi igin kullanilan metodlar. KSU Fen ve
Muhendislik Dergisi 2006; 9: 12-9.

2. Aktoklu E. Tirkiye'de yetigen Onobrychis miller (Fabaceae)
Tarlerinin - Revizyonu. Doktora Tezi, Malatya: In6ni
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitlist Biyoloji Anabilim Dall,
1995.

3. Demirci S, Ozhatay N. An ethnobotanical study in
Kahramanmaras, (Turkey); wild plants used for medicinal
purpose in Andirin, Kahramanmaras. Turk J Pharm Sci
2012; 9: 75-92.

4. Sargin SA, Akcicek E, Selvi S. An ethnobotanical study of
medicinal plants used by the local people of Alasehir
(Manisa) in Turkey. J Ethnopharmacol 2013; 150: 860-874.

5. Hayta S, Polat R, Selvi S. Traditional uses of medicinal
plants in Elazig (Turkey). J Ethnopharmacol 2014; 154:
613-623.

6. Yesilada E, Honda G, Sezik E, et al. Traditional medicine in
Turkey. V. Folk medicine in the inner Taurus Mountains. J
Ethnopharmacol 1995; 46: 133-152.

7. Akkus I. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri.
Konya: Mimoza Yayinlari, 1995.

8. Halvorsen BL, Holte K, Myhrstad MCW, et al. A systematic
screening of total antioxidants in dietary plants. J Nutr
2002; 132: 461-471.

9. Ulusoy E, Kolayli S, Sarikaya O. Antioxidant antimicrobial
activity of different floral origin honeys from Turkey. J Food
Biochem 2010; 34: 321-335.

30

Onobrychis Oxyodonta’nin Toprakdisti Kisminda Antioksidan,...

F.U. Sag. Bil. Tip Derg.

kontrol olarak kullanilan Streptomisine karsi direng
goOsterir  iken, Dbitki ekstresi bu bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite géstermistir (Tablo 3). Bu g¢alisma
ile O. oxyodonta’nin antibiyotiklere direng g0steren
bakterilere karsi, tibbi bitkilerin antimikrobiyal amagla
kullanimlarinin gerekli oldugu durumlarda bitki segimine
yardimci olabilecek nitelikte oldugu belirlenmigtir.

Simdiye kadar yapilan Onobrychis bitkisinin farkli
turlerinin halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigini biliyoruz. Ancak ¢alisilmamis bir tiir olan O.
oxyodonta’nin gerek antioksidan gerekse antimikrobiyal
olarak etkili oldugu vyapilan bu calisma ile ortaya
konmustur. Hem antibakteriyal hem de antifungal
aktiviteye sahip olmasi nedeniyle enfeksiyonlarin
tedavisinde yardimci olarak kullanilabilir. Tirozinaz
enzimini inhibe etmesinden dolay! hiperpigmentasyon
tedavisinde de yardimci olarak kullanilabilir. Ayrica sahip
oldugu gugli antioksidan 6zellikten dolayl, gida
sanayinde  kullanimi ile  antioksidan  savunma
sistemimizin serbest radikallerle micadelesinde katki
saglayacagi agiktir. Calisma sonuglarimiza bakildiginda
O. oxyodonta’nin iyi bir antioksidan ve antimikrobiyal
kaynag! oldugu, tirozinaz enzimini orta dizeyde inhibe
etme 06zelligine ve zengin fenolik bilesime sahip oldugu
soylenebili. Bu nedenle caligilan tir dogal
antioksidanlarin ve enzim inhibitérlerinin énemli bir
kaynagi olarak dusundlebilir.

10. Lopez-Alarcon C, Lissi E. A novel and simple ORAC
methodology based on the interaction of Pyrogallol Red
with peroxyl radicals. Free Radic Res 2006; 40: 979-985.

11. Celik A, Herken EN, Arslan I, Ozel MZ, Mercan N.
Screening of the constituents, antimicrobial and antioxidant
activity of endemic Origanum hypericifolium. Nat Prod Res
2010; 24: 1568-1577.

12. Unal L. Tirkiye Florasinda Dogdal Olarak Yetisen Bazi Bitki
Turlerinin  Antimikrobiyal ve Antioksidan Aktivitelerinin
Belirlenmesi. Yuksek Lisans Tezi, Erzurum: Ataturk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 2006.

13. Gholamhoseinian A, ZohreRazmi Z. Screening the
methanolic extracts of some plants for tyrosinase inhibitory
activity. Toxicol Environ Chem 2012; 94: 310-318.

14. Singleton VL, Rossi Jr JA. Colorimetry of total phenolics
with phosphomolibdic-phosphotungtic acid reagents. Am J
Enol Vitic 1965; 16: 144-158.

15. Benzie IF, Szeto YT. Total antioxidant capacity of teas by
the ferric reducing/antioxidant power assay. J Agr Food
Chem 1999; 47: 633-636.

16. Molyneux P. The use of the stable free radical
diphenylpicryl-hydrazyl (DPPH) for estimating antioxidant
activity. Songklanakarin J Sci Technol 2004; 26: 211-219.

17. Woods GL, Brown-Elliott BA, Desmond EP, et al. In
susceptibility testing of mycobacteria, nocardiae, and other
aerobic actinomycetes; approved standard, NCCLS
document M24-A, 2003; 23: 18.

18. Masuda T, Yamashita D, Takeda Y, Yonemori S.
Screening for tyrosinase inhibitors among extracts of
seashore plants and identification of potent inhibitors from



Cilt: 31, Say1: 1

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Garcinia subelliptica. Biosci Biotechnol Biochem 2005; 69:
197-201.

Aliyazicioglu R, Sahin H, Ulusoy E, Erturk O, Kolayli S.
Properties of the phenolic composition and biological
activity of the propolis from Turkey. Int J Food Prop 2011;
16: 277-287.

Karamian R, Asadbegy M. Antioxidant activity, total
phenolic and flavonoid contents of three Onobrychis
species from Iran. Pharm Sci 2016; 22: 112-119.

Ince S, Ekici H, Yurdakok B. Determination of in vitro
antioxidant activity of the sainfoin (Onobrychis viciifolia)
extracts. Ank Univ Vet Fak Derg 2012; 59: 23-27.

Heimler D, Isolani L, Vignolini P, Tombelli S, Romani A.
Polyphenol content and antioxidative activity in some
species of freshly consumed salads. J Agric Food Chem
2007; 55: 1724-1729.

Blois MS. Antioxidants determination by the use of a stable
free radical. Nature 1958; 4617: 1199-1200.

Juntachote T, Berghofer E. Antioxidative properties and
stability of ethanolic extracts of holy basil and galangal.
Food Chem 2005; 92: 193-202.

Hinneburg |, Dorman Hjd, Hiltunen R. antioxidant activities
of extracts from selected culinary herbs and spices. Food
Chem 2006; 97: 122-129.

Alzheimer Association. Alzheimer’'s disease facts and
figures. Alzheimer's & Dementia 2014; 10: e47-e92.

Whiting DR, Guariguata L, Weil C, Shaw J. IDF Diabetes
Atlas: Global estimates of the prevalence of diabetes for
2011 and 2030. Diabetes Res Clin Pr 2011; 94: 311-321.

Kim YJ, Uyama H. Tyrosinase inhibitors from natural and
synthetic sources: structure, inhibition mechanism and
perspective for the future. Cell Mol Life Sci 2005; 62: 1707-
1723.

Onobrychis Oxyodonta’nin Toprakisti Kisminda Antioksidan, ...

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Mart 2017

Bhat M, Zinjarde SS, Bhargava SY, Kumar AR, Joshi BN.
Antidiabetic Indian plants: A good source of potent
amylase inhibitors. Evid-Based Complement Alternat Med
2011: 1-6.

Zengin G, Guler GO, Aktumsek A, et al. Enzyme inhibitory
properties, antioxidant activities, and phytochemical profile
of three medicinal plants from Turkey. Adv Pharmacol Sci
2015; 2015: 1-8.

Shanthi Sree KS, Yasodamma N, Paramageetham CH.
Phytochemical screening and in vitro antibacterial activity
of the methanolic leaf extract: Sebastiania chamaelea
Muell Arg. The Bioscan 2010; 5: 173-175.

Mohd Nazri NAA, Ahmat N, Adnan A, Syed Mohamad SA,
Syaripah Ruzaina SA. In vitro Antibacterial and Radical
Scavenging Activities of Malaysian Table Salad. Afr J
Biotech 2011, 10: 5728-5735.

Dash BK, Sultana S, Sultana N. Antibacterial activities of
methanol and acetone extracts of fenugreek (Trigonella
foenum) and Coriander (Coriandrum sativum). Life Sci Med
Res 2011, 27: 1-8.

Mojab F, Poursaeed M, Mehrgan H, Pakdaman S.
Antibacterial activity of Thymus daenensis methanolic
extract. Pak J Pharm Sci 2008; 21: 210-213.

Aliyazicioglu R, Korkmaz N, Akkaya S, et al. Phenolic
components, antioxidant and antimicrobial activities of
Centranthus longiflorus L. Int J Adv Res Biol Sci 2016; 3:
80-87.

Maregesi SM, Pieters L, Ngassapa OD, et al. Screening of
some tanzanian medicinal plants from bunda district for
antibacterial, antifungal and antiviral activities. J
Ethnopharmacol 2008; 119: 58-66.

Usta C, Birinci Yildirim A, Ucar Turker A. Antibacterial and
antitumour activities of some plants grown in Turkey.
Biotechnol Biotec Eq 2014; 28: 306-315.

31


https://www.researchgate.net/journal/1735-403X_Pharmaceutical_Sciences

