Marmara Pharmaceutical Journal 21/3: 522-529, 2017
DOI: 10.12991/marupj.311816

RESEARCH PAPER

Medicago rigidula (L.) ALL’nin Antioksidan ve Enzim Inhibisyon
Aktiviteleri ve Fenolik Bilesiminin Incelenmesi

Yavuz Selim Cakmak, Gokhan Zengin, Biilent Eskin, Kevser Yildirim, Miige Topal, G6zde Hatun Aydin, Emre Unlii,

Merve Baydemir, Kiibra Erten

0oz

Calisma Medicago rigidula (L.) All. metanol ekstresinin
antioksidan kapasitesi, fenolik bilesimi ve enzim inhibisyon
aktivitesinin  degerlendirilmesi  {izerine  odaklanmistir.
Antioksidan aktivite 2,2-difenill-1-pikrilhidrazil (DPPH),
demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP), bakir iyonu
indirgeme giicii (CUPRAC) ve total antioksidan kapasite
(fosfomolibdat) testini igeren farkli yontemler kullanilarak
degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda total fenolik ve flavonoit
icerikler de belirlenmistir. Enzim inhibisyon aktiviteleri
antikolinesteraz, tirozinaz, alfa-amilaz ve alfa-glukozidaza
kars: incelenmistir. M. rigidula bitkisinin fenolik bilesenlerinin

Yavuz Selim Cakmak, Biilent Eskin, Kevser Yildirim, Miige Topal, Gozde
Hatun Aydin, Emre Unlii, Merve Baydemir, Kiibra Erten

Aksaray Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Béliimii, Aksaray, Tiirkiye

Gokhan Zengin
Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Konya, Tiirkiye

Sorumlu Yazar:
Yavuz Selim Cakmak
e-posta: yavuzselimcakmak@gmail.com

Submitted / Gonderilme: 24.01.2017
Accepted / Kabul:  16.02.2017

Revised / Diizeltme: 13.02.2017

522

katesin, sinnamik asit, klorojenik asit, gallik asit ve sirinjik asit
bilesikleri oldugu saptanmistir. Metanol ekstresinin serbest
radikal giderici aktivitesi 1 mg/mL konsantrasyonda %20.30'dur.
Fosfomolibdat ve FRAP testlerinde siras1 ile 167.27 mg AAE/g
ve 67.01 mg TE/g bulundu. Total fenolik ve flavonoit igerik
sirastyla 79.61 mg GAE/g ve 27.38 ug QE/g olarak belirlenmistir.
Sonuglar M. rigidula’nin iyi bir antioksidan ve enzim inhibisyon
kapasitesine sahip oldugunu gosterdi. Bu nedenle Medicago
rigidula bitkisinin gida ve ilag endiistrisinde hammadde olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kimyasal kompozisyon, biyoaktivite,
HPLC analizi, Fabaceae.

GIRIS

Medicago L. cinsi (Leguminosae) familyasma ait olup
diinyada yaygin olarak kiiltiirii yapilan bir yem bitkisi olarak
bilinmektedir. Bu cins diinyada 87 tiir, Tiirkiyede ise yaklasik
40 tiir ile temsil edilmektedir. Genellikle Akdeniz tilkelerinde
yaygin olarak yetisen, ayrica sert kis kosullarina tolerans
gosterebilen ¢ok yillik otsu ve ¢alimsi bitkilerdir (1, 2).

Medicago L. tiirleri protein igerigi ve bazi diger faydali
bilesenleri yiiksek oranda icermesi nedeniyle hayvanlarda
yem olarak olduke¢a degerlidir (3). Ayrica ytiksek protein
iceriginden dolayr yapraklari bazi iilkelerde beslenmede
salatalarda, ¢orba ve sandviclerde tercih edilmektedir (4, 5).
Baz tiirleri bitki ¢ay1 olarak da kullanilmaktadir. Yapraklar:
ve goévdeleri protein, vitamin ve mineral bakimindan
zengindir (6). Ayni zamanda saglik acisindan faydali ve pek
¢ok hastaliga kars1 koruyucu etkileri olan fitokimyasallar: da
icermektedir. Izoflavonlar, lignanlar ve kiimestan (8strojenik
aktivite gosteren bitkisel fenolik grubu) fitodstrojenlerin
¢ ana smifini olusturur (7). Medicago tirlerinde en bol
bulunan fitodstrojen izoflavondur ve bu madde antifungal
ve antimikrobiyal ozellikleri nedeniyle tibbi amaglarla
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kullanilmaktadir (8). Laktasyon siiresince siitii artirici ve
kolesterol seviyesini diigiiriicii etkileri yanisira menopozal
semptomlar (7), bazi kanserler (9), koroner hastaliklar
(10), osteoporoz (11), anemi, diyabet ve iilser gibi pek ¢ok
hastaligin etkilerini azaltic1 ve 6nleyici rol oynamaktadir (12,
13). Farmakolojik ¢alismalar yaygin tiir olan Medicago sativa
bitkisinin antioksidan (14), anti bakteriyel (15), antikanser
(16), antihiperlipidemik (17) ve anksiyolitik (18) aktiviteler
gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir.

Serbest radikaller aerobik solunum sirasinda oksijenden
uretilmektedir ve asir1 miktarda olusum ve birikimi ise
oksidatif strese neden olmaktadir (19). Oksidatif stresin
canlhlarda birikimi Ozellikle proteinler, DNA ve lipitler
gibi biyomolekiillere zarar vermekte ve buna bagl olarak
hipertansiyon, iskemi, nérodejeneratif hastaliklar ve romatoid
artrit gibi pek ¢ok hastaliga neden olabilmektedir (20, 21).
Antioksidanlar ise oksidatif stresin zararlarinin 6nlenmesine
ya da bu zararlarin azaltilmasina yardim eder (22).

Enzim inhibisyon teorisi Alzheimer ve diyabet gibi kiiresel
saglik problemleri i¢in tedavi stratejileri igerisinde ¢ok
poptilerdir. Enzim inhibitérleri kiicitk molekiiler kimyasal
inhibe
ederek diisiirebilirler (23). Giiniimiizde enzim inhibisyonu

bilesenlerdir ve enzimin katalitik aktivitesini

onemli bir farmakolojik arastirma alanidir. Dogal irtinler

enzimlerle reaksiyona girerek enzimlerin aktivitesini
kontrol edilebilmektedir. Enzim inhibitérlerinin en énemli
rollerinden birisi bir¢ok fizyolojik sartlarda ila¢ olarak

kullanilmalaridir (24).

Medicago cinsi izerine yapilan ¢aligmalarin biyiik bir kismi
giniimiizde yaygin bir sekilde kiiltiire edilen yem bitkisi olan
yonca (Medicago sativa L.) tzerinedir. Mevcut ¢alismada
aragtirlan tiir olan Medicago rigidula (L) All ile ilgili
oldukea sinirli ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle mevcut
caligmada iilkemizde yaygin bir sekilde dogal olarak yetisen
M. rigidula’min antioksidan, enzim inhibisyon aktiviteleri
ve bu aktivitelerden sorumlu olabilecek fenolik maddeler
aragtirilmistir. Bu sekilde bitkinin faydal: etkileri belirlenerek
ilag ve gida endistrileri acgisindan degerlendirilmesi
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Kimyasallar

Antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitelerini belirlenmesi
i¢in uygulanan testlerde kullanilan tiim kimyasallar Sigma-
Aldrichden elde edilmis ve analitik safliktadir.

Bitkisel Orneklerin Toplanmasi ve Ekstrelerin
Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri Aksaray ili, Karadren
koyti civarindan ¢iceklenme déneminde 02.07.2015 tarihinde
toplanmis, &rnekler Aksaray Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii herbaryumunda (AKSU) BE-2225
toplayic1 numarasi ile saklanmaktadir. Bitkilerin teshisleri
Yrd. Dog. Dr. Biilent Eskin ve Mustafa Keskin tarafindan
yapimuistir.

Bitkinin toprak {stii kisimlarindan olusan érnekler gélgede
kurutulduktan sonra tamamen toz haline getirilmistir. 15
g toz edilen bitki Soxhlet cihazi kullanilarak yaklagik 6
saat siiresince metanol ekstraksiyonuna tabi tutulmustur.
Ekstreler stiziilerek rotary evaporatdrde yaklasik 40°Cde
altinda
buharlastirilmistir. Elde edilen ekstre analizler yapilincaya
kadar -20°C'de saklanmistur.

vakum ¢oziiclisii tamamen uguncaya kadar

Antioksidan Aktivite Testleri
Total Fenolik ve Flavonoit I¢erik

Total fenolik icerik kiigiik degisiklikler ile Folin-Ciocalteu
yontemine gore belirlenmistir (25, 26). 0.2 mL stok ¢6zeltisi
(2 mg/mL) tizerine 1.5 mL distile su ve 0.5 mL %7’lik Na,CO,
¢ozeltisi eklenerek 3 dakika bekletilmistir. Daha sonra 1 mL
Folin-Ciocalteu eklenmistir. Standart olarak gallik asidin
farkli konsantrasyonlarindan (100, 50, 25, 12.5 pg/mL)
alinarak ayniislemler tekrarlanmistir. Kor olarak 6rnek yerine
0.2 mL metanol kullanilmigtir. Daha sonra oda sicakliginda 2
saat karanlik bir ortamda inkiibe edilen 6rneklerin 760 nmde
spektrofotometrede absorbanslar1 okunmustur. Analizler 3er
kez tekrarlanmistir. Standardin absorbans konsantrasyon
grafigi kullanilarak orneklerin fenolik igerikleri gallik asit
esdegeri olarak belirlenmistir.

Total flavonoit igerik Arvout-Grand ve ark. (27)na gore
spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Metotta, 1 mL
ekstre (2 mg/mL) 1 mL %2’lik AlCl3 ile karistirildi. Her
ornek i¢in hazirlanan kor orneginde 1 mL ekstre ve 1 mL
metanol eklenmigtir. Standard olarak kersetin'in farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢6zeltileri kullanilmistir.
Ornekler 10 dakika oda sicakhiginda bekletildikten sonra
415 nmde kore kars1 absorbanslart okunmustur. Standardin
absorbans konsantrasyon grafiginde elde edilen denklem
kullanilarak 6rneklerin flavonoit icerikleri kersetin esdegeri
olarak belirlenmistir.
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DPPH Radikali Giderici Aktivite

Ekstrelerin DPPH radikali giderici aktivitesi Kirby ve
Schmidt (28)e gore uygulanmistir. Metot i¢in Oncelikle
DPPH'n 6x10° Mlik ¢ozeltisi hazirlanmistir.  Kontrol
tiptine 1 mL metanol ve 1 mL DPPH ¢ozeltisi, kor
tiipline ise metanol konulmustur. Ornekler igin ise farklt
konsantrasyonlarda hazirlanan 1 mL ekstre tizerine 1 mL
DPPH eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda karanlik bir
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 517
nmde 6rnekler, kontrol ve standartlarin absorbans degerleri
Olgtilmuigtiir. Absorbans degerleri kullanilarak ekstrelerin
DPPH radikali inhibe oranlari (%Inhibisyon) asagidaki
formiile gore hesaplanmigtir:

%l =100x (A-A) /A,
(A,:Kontroliin absorbansi, A :Ekstrenin absorbanst)

Ayrica her bir ekstre i¢in radikalin %50%sinin inhibe edildigi
konsantrasyon olan IC,  degerleri hesaplanmustir.

Total Antioksidan Kapasite

Total antioksidan kapasite fosfomolibdat yontemi kullanilarak
Prieto ve ark., (29)’na gore uygulanmistir. Karisim ¢ozeltisi 4
mM amonyum molibdat, 6 M siilfiirik asit ve 28 mM sodyum
fosfat ¢ozeltileri karistirilarak elde edilmistir. Daha sonra bu
karigimdan 3 mL alinarak tizerine 0.1 mL ekstre (2 mg/mL) ve
farkli konsantrasyonlardaki (0.0625-1 mg/mL) askorbik asit
cozeltileri eklenmistir. Kor i¢in 0.3 mL metanol eklenmistir.
Daha sonra tiipler 95°Cde 90 dakika inkiibe edildikten sonra
695 nmde absorbanslar1 okunmustur. Sonuclar askorbik asit
esdegeri olarak verilmistir (mg AAE/g).

Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP)

Metot ekstrelerin demir iyonlarini indirgeme giicliniin
belirlenmesi prensibine bagli olarak gerceklestirilmigtir
(28). Oncelikle 31.2 mg 2,4,6-tripiridil-s-triazine (TPTz),
50 pL hidroklorik asit ve 10 mL distile su karisiminda
¢ozlilmiistiir. Daha sonra 32 mg FeCl, 10 mL distile suda
¢ozilmustiir. Son olarak 4.1 mL asetik aside (%80) 250 mL
distile su ilave edilmis ve 0.66 g sodyum asetat bu ¢ozelti
i¢cinde tamamen ¢dziindiiriilmistiir. Tampon, TPTz ve FeCl,
10/1/1 oranlarinda karistirilarak bu karisimin 2 mUDsi ile 0.1
mL ekstre (2mg/mL) karistirilarak 30°C'de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Standart olarak ekstre yerine troloks ¢ozeltisinin
farkli konsantrasyonlar (25, 50, 75, 100, 150 ve 200 pg/mL)
kullanilmugtir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin absorbansi

593 nmde okunmustur. Sonuglar troloks esdegeri olarak
verilmistir.

Bakir fyonlar1 Indirgeme Aktivitesi (CUPRAC)

Bu yontem, Apak ve ark. (30)na gore gerceklestirilmistir.
Amonyum asetat (1 M), CuCl, (10 mM) ve neokuproin (7.5
mM) ¢ozeltilerinin her birinden l'er mL almmmistir. 0.5%r
mL farkli konsantrasnyonlardaki bitki ekstrelerinden ve
standartlardan (BHA ve BHT) ilave edilerek her bir tiipe
ler mL distile su eklenmistir. Oda sicakliginda, karanlik bir
ortamda 30 dakika bekletildikten sonra 450 nmde kore kars:
okunmustur.

Enzim Inhibisyon Testleri
Antikolinesteraz Aktivite

Kolinesteraz (ChE) inhibitér aktivitesi Ellman yontemi
kullanilarak élgiilmiistiir (28). Ornek ¢ozeltisi (50 uL) DTNB
(125 uL) veantikolinesteraz (veya biitirilkolinesteraz) ¢ozeltisi
(25 uL) Tris-HCl tamponu (pH 8.0) igerisinde karistirilmistir.
Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplaka icerisinde 15 dakika
25°Cde inkiibe edilmistir. Reaksiyon asetiltiyokolin iyodiir
veya butiriltiyokolin kloriir eklenmesiyle baslatilmistir.
Benzer sekilde, enzim igermeyen bir tiip kor olarak
hazirlanmistir. Ornek ve kér absorbanslar1 405 nmde 25°C'de
10 dakika inkiibasyondan sonra okunmustur. Kolinesteraz
inhibitor aktivitesi galantamine esdeger olarak verilmistir.

a-Amilaz inhibisyonu

a-Amilaz inhibitér aktivitesi Caraway-Somogyi iyodiir/
potasyum iyodiir (IKI) yontemi kullanilarak uygulanmigtir
(31). Ornek ¢ozeltileri (25 pL) a-amilaz ¢ozeltisi ile (50
uL) fosfat tamponunda (pH 6.9, 6 mM sodyum kloriir) 96
kuyucuklu mikroplaka icinde karistirilmistir. Karisim 10
dakika 37°Cde inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan sonra
reaksiyon nisasta ¢ozeltisi (50 pL, %0.05) eklendiginde
baslatilmistir. Benzer sekilde enzim icermeyen kor ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Reaksiyon karigimi 10 dakika 37°Cde
inkiibe edilmis ve reaksiyon HCI (25 puL, 1 M) eklendiginde
durdurulmustur. Bunu takiben iyodin-potasyum iyodid
¢ozeltisi (100 uL) eklenmistir. Ornek ve kor absorbanslar1 630
nmde okunmustur. a-Amilaz inhibitor aktivitesi sonuglar
akarboz esdegeri olarak verilmistir.
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a-Glukozidaz Inhibisyonu

a-Glukozidaz inhibitor aktivitesi Palanisamy ve ark,
(32)’nin yontemine gére uygulanmustir. Ornek ¢ozeltisi (50
uL), glutatyon (50 uL), a-glukozidaz ¢ozeltisi (50 uL) fosfat
tamponu (pH 6.8) ve PNPG (4-Nitrofenil 3-D-glukuronid)
(50 uL) ¢ozeltisi 96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde karigtirilmig
ve 15 dakika 37°Cde inkiibe edilmistir. Benzer sekilde
enzim icermeyen bir kor hazirlanmigtir. Reaksiyon sodyum
karbonat (50 uL, 0.2 M) eklendiginde durdurulmustur. Ornek
ve kor absorbanslar1 400 nmde okunmugtur. a-Glukozidaz
inhibitor aktivitesi akarboz esdegeri olarak verilmistir.

Tirozinaz Inhibisyonu

Tirozinaz inhibitdr aktivitesi substrat olarak L-DOPA
kullanilarak dopachrome yontemi ile gerceklestirilmistir
(33). Ornek ¢ozeltisi (25 pL), tirozinaz ¢ozeltisi (40 uL) ve
fosfat tamponu (100 uL, pH 6.8) ile 96 kuyucuklu mikroplaka
icerisinde karistirilmig ve 15 dakika 25°C'de inkiibe edilmistir.
Reaksiyon L-DOPA (40 uL) eklenmesi ile baglatilmistir.
Benzer sekilde enzim icermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
Ornek ve kor absorbanslari 10 dakika 25 °Cde inkiibe
edildikten sonra 492 nmde okunmustur. Tirozinaz inhibitor
aktivitesi sonuglar1 kojik asite esdeger olarak verilmistir.

Istatistik Degerlendirme

Antioksidan ve enzim inhibisyon aktivite analizleri 3'er
tekrarli olarak yapilmis ve sonuglar 3 paralel analizin
ortalamasi ve standart sapma degerleri hesaplanarak
verilmistir.

Fenolik Bilesenlerin Belirlenmesi

M. rigidulanin fenolik bilesenleri Agilent marka 1290
Infinity model HPLC cihazi, C18 kolonu ve DAD dedektorii

kullanilarak Caponio ve ark. (34)na gore belirlenmistir.
Hareketli faz olarak %2’lik asetik asit (A) ve metanol (B)
kullanilmistir. Akis hizi 1 ml/dKkdir. Hareketli faz igin; 3 dk %95
A/%5 B, 15 dk %80 A/%20 B, 2 dk izokratik, 10 dk %60 A/%40
B, 10 dk %50 A/%50 B ve analiz sonlanincaya kadar gecen siire
(10 dk) %100 B olacak sekilde gradient uygulanmustir. Ekstre
20 mg/mL konsantrasyonu saglayacak sekilde metanol ile
hazirlanan ¢ozeltiden 10 L enjeksiyon yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Antioksidan Aktivite

Calismada Medicago rigiduladan elde edilen metanol
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri arastirilmigtir. Metanol
ekstresinin verimi %11.78 olarak bulunmustur. Antioksidan
kapasite total antioksidan kapasite (fosfomolibdat testi),
demir iyonlar: indirgeme antioksidan giicii (FRAP), bakir
iyonlar: indirgeme giicii ve serbest radikal giderme aktivitesi
(DPPH) testleri uygulanmustir. Bunlara ek olarak total fenolik
ve flavonoit icerikler de belirlenmistir.

M. rigidula’nin total fenolik ve flavonoit igerikleri sirasiyla
79.61 mg GAE/g ekstre ve 27.38 pg QE/g ekstre olarak
bulunmustur (Tablo 1). Kicel ve Olszewska (35), M.
lupilinadan elde edilen farkli fraksiyonlarin total fenolik
igeriklerinin 6.6-162.4 mg GAE oranlar1 arasinda degistigini
gostermiglerdir.  Diger

bir ¢alismada bazi Medicago

turlerinin (M.minima, M. tornata, M. truncatula, M.
rigidula, M. scutelata, M. segitalis ve M. sativa) total fenolik
igerikleri 21.96-36.41 mg GAE arasinda bulunmustur (36).
Arastirmacilar ayn1 zamanda bu tiirlerin total flavonoit
igeriklerini de incelemis ve 5.54-11.67 mg katesin esdegeri

olarak gozlemlemislerdir.

FRAP testinde M. rigidula ekstresi 67.01 mg troloks esdegeri
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Tablo
1). Medicago lupulinadan elde edilen metanol ekstresine

Tablo 1. M. rigidula (L.) All. metanol ekstresinin verim, total fenolik icerik, total flavonoit igerik, total antioksidan kapasite ve

demir iyonu indirgeme antioksidan giici’

Verim TPC TFC TAC FRAP
(%) (mg GAE/g) (ng QE/g) (mg AAE/g) (mg TE/g)
Medicago rigidula 11.78 79.61+0.32 27.38+3.42 167.27+3.21 67.0145.89

* Ug paralel analizin ortalamasi + Standart sapma.

TPC: Total Fenolik igerik; TEC: Total Flavonoit h;erik; TAC: Total Antioksidan Kapasite; FRAP: Demir 1y0nu 1ndirgeme Antioksidan Giicii
GAE: Gallik asit esdegeri; QE: Kersetin esdegeri; AAE: Askorbik asit esdegeri; TE: Troloks esdegeri.
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FRAP testi uygulandiginda, ekstrenin 0.2 mmol Fe* /g
kuru ekstre aktiviteye, standart olarak kullanilan troloks ve
kersetinin 9.2 ve 36.7 0.2 mmol Fe**/g kuru ekstre aktiviteye
sahip oldugu goriulmistiir (35). Farkli Medicago tiirlerinin
aragtirlldig  diger bir c¢alismada, M. segitalisin 120.84
umol TE/g degeriyle en yiiksek, M. minimanin ise 58.05
umol/g degeriyle en diisiik aktiviteye sahip 6rnek oldugu
gosterilmistir (36). Serbest radikal giderme aktivitesinin
arastirildigi DPPH yonteminde 1 mg/mL konsantrasyondaki
ornek ¢ozeltisi %20.30 inhibisyon gostermistir (Sekil 1). Bu
testte konsantrasyon-inhibisyon grafigi kullanilarak serbest
radikalin %50’sini gideren konsantrasyon anlamina gelen
IC,, degeri de hesaplanmistir. Buna gére M. rigidula metanol
ekstresi 25.73 ug/mL IC, degerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Rodrigues ve ark., (36) ¢alismalarinda M. rigidula
127.18 pmol TE/g degeriyle en diisiik aktivite gosteren 6rnek
olmustur. M. sativa bitkisinin metanol ekstresinin DPPH
giderici aktivitesinin aragtirildigi calismada IC_ degeri
hesaplanarak 100.381 ug/mL diizeyinde oldugu gorilmiistiir
(37). Bora ve Sharma (38) M. sativa bitkisinin iskemi ve
reperfiizyon hasar1 gibi durumlara kargi koruyucu etkisi
ve antioksidan aktivitesinin arastirildigi caligmalarinda
metanol ekstresinin BHAdan daha dusiik iken BHT'den daha
yiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar
75 pg/mL konsantrasyondaki BHA, bitki ekstresi ve BHT nin

sirast ile %77, %70 ve %67 inhibisyona sahip oldugunu
belirlemislerdir. Al-Dosari (39) M. sativa bitkisinin 6zellikle
Orta Dogu {ilkelerinde besinsel ve tibbi amaglarla yaygin
kullanildigini belirtmis ve bitkiden elde edilen su ekstresinin
in vitro ve in vivo antioksidan aktivitelerini arastirmistir.
Bitkinin 1 mg/mL konsantrasyondaki ekstresi DPPH
radikalini %21.0 inhibe ettigi gorillmektedir.

Bakar CUPRACda
konsantrasyonla antioksidan aktivite arasinda dogru oranti

iyonlar1  indirgeme testi olan
oldugu goéralmiistiir. Buna gore M. rigidula 25-400 pg/mL
konsantrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyonda bakar
iyonu indirgeme giicii arastirilmis ve 0.058-0.733 arasinda
degisen absorbans degerleri gosterdigi bulunmugtur (Sekil
2).

Total antioksidan kapasitenin aragtirildigi test olan
fosfomolibdat testinde M.
167.27 mg AAE/g

tiirlerinin fosfomolibdat testi ile antioksidan kapasitesinin

rigidula metanol ekstresi

aktivite gostermistir.  Medicago

degerlendirmesi  konusunda  smnirli  sayida  ¢alisma
bulunmaktadir. Hindistanda M. sativa tiiriiniin antioksidan
aktivitesinin aragtirildig1 calismada total antioksidan kapasite
testinde etanol ekstresinin (10 mg/mL konsantrasyonda)
91.0 pg/mL askorbik asit esdegeri aktiviteye sahip oldugu

gorilmustiir (37).
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=
un
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Sekil 1. M. rigidula (L.) All. metanol ekstresinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 2. M. rigidula (L.) All. metanol ekstresinin bakir iyonu indirgeme giicii (CUPRAC)

Enzim Inhibisyon Aktivitesi

M. rigidulenin metanol ekstresinin enzim inhibisyon
aktivitesi kolinesteraz (asetil ve biitirilkolinesteraz) a-amilaz,
a-glukozidaz ve tirozinaz enzimlerine karsi arastirilmig
ve Tablo 2'de verilen sonuglar elde edilmistir. Kolinesteraz
aktivite teslerinde antikolinesteraz ve biitirilkolin esteraz
enzimleri inhibisyon aktiviteleri sirasiyla 2.05 ve 0.94
mg GALAE/g ekstre olarak bulunmustur. a-Amilaz ve
a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu Diabetes mellitus
tedavisinde giderek artan bir tedavi yontemi olarak is
gormektedir. Calismamizda kullanilan M. rigidula metanol
ekstresi a-amilaz enzimi i¢in 0.73 mmol ACAE/g ekstre
inhibisyon degeri gosterirken, a-glukozidaz icin 1.30
mmol ACAE/g ekstre inhibisyon gostermistir. Tirozinaz
enzim inhibisyon aktivitesi 16.36 mg KAE/g ekstre olarak
belirlenmistir. Tirozinaz inhibitorlerinin kullanimi 6zellikle

giines yaniklar1 sonrasi deri beyazlatici ve pigmentasyonu

onleyici etkilerinden dolayi ilag ve kozmetik endiistrilerinde
giderek artmaktadur.

Fenolik Bilesim

M. rigidulanin fenolik bilesimi {izerine daha &nce
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢aligmada
M. rigidulenin metanol ekstresinde gallik asit, katesin,
klorojenik asit, kaffeik asit, hidroksibenzoik asit, epikatesin,
sirinjik asit, kumarik asit, t-ferrulik asit, sinapik asit, benzoik
asit, hesperidin, rosmarinik asit, sinnamik asit ve kersetini
iceren 15 fenolik bilesenin varlig1 ve miktarlar: arastirilmig
ve elde edilen bulgular Tablo 3de verilmistir. Bu verilere
gore arastirilan ekstre bilesiminde bu bilesenlerden gallik
asit, katesin, klorojenik asit, sirinjik asit ve sinnamik asit
bulunmustur. Bunlardan katesin (3828.32 pg/g) en yiiksek
oranda bulunan bilesen olurken sirinjik asit (26.26 ug/g) en

Tablo 2. M. rigidula (L.) All. metanol ekstresinin enzim inhibisyon sonuglar’

Samples AChE inhibisyonu BChE Inhibisyonu Amilaz Inhibisyonu  Glukozidaz Inhibisyonu  Tirozinaz inhibisyonu
Inhibisyonu (mg GALAE/g ekstre) (mmol ACAE/g ekstre) (mmol ACAE/g ekstre) (mg KAE/g ekstre)
(mg GALAE/g ekstre)
Medicago rigidula 2.05+0.08 0.94+0.11 0.73+0.04 1.30+0.09 16.36+0.85

* Ug paralel analizin ortalamasi + Standart sapma.

GALAE: Galantamin esdegeri; ACAE: Akarboz esdegeri; KAE: Kojik asit esdegeri; na: Aktivite yok.
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Tablo 3. M. rigidula (L.) All. metanol ekstresinin fenolik
bilegenleri (ug/g).

Fenolik Bilesenler Medicago rigidula
Gallik Asit 40.92
Katesin 3828.32
Klorojenik asit 56.11
Epikatesin 26.26
Sinnamik asit 215.75

diisiik oranda bulunan bilesen olmustur. Bizim ¢alismamizda
ise hidroksibenzoik asit, ferrulik asit ve sinapik asit
bulunmazken sinnamik asit katesinden sonra en bol bulunan
fenolik bilesen olmustur.

Investigation of Antioxidant and Enzyme Inhibition
Activities and Phenolic Compound of Medicago rigidula (L.)
AlL

ABSTRACT

The study focused on evaluating of antioxidant capacity,
phenolic compounds and enzyme inhibition activity of
methanolic extract Medicago rigidula. Antioxidant activity
was evaluated using different assays including 2,2-diphenyl-1-
pikrylhydrazyl (DPPH), ferric ion reducing antioxidant power
(FRAP), cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC)
and total antioxidant capacity (phosphomolybdenum) test.
Total phenolic and flavonoit contents were also determined.
Enzyme inhibition activities were examined against
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and pharmaceutical industry.
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