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Korunga bitkisinin (Onobrychis viciifolia) fitokimyasal icerigi ve
farelerde akut oral ODs,’sinin belirlenmesi
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Ozet: Bu arastirmada, Tiirkiye’de yaygin bir sekilde yetistirilen korunga bitkisinin (Onobrychis viciifolia) fitokimyasal igerigi
ile ekstraktinin farelerde agizdan akut ODs, miktarinin belirlenmesi amaglanmistir. Korunga bitkisinin kimyasal incelemesinde;
alkaloidlerin, saponinlerin, tanenlerin, peptid/proteinlerin, sekerlerin, aminoasitlerin, fenoller ve fenolik asitlerin, kolin ve
flavonoidlerin varlig1 arastirildi. Akut ODso miktarmin belirlenmesi igin 25-35 g agirhginda, yaklagik 2 aylik Wistar Albino soyu, 60
disi ve 60 erkek toplam 120 adet fare kullanildi. Farelerde agizdan akut ODs, degerinin erkeklerde >19000 ve disilerde >20000
mg/kg oldugu ve bitkinin veya ekstraktinin fitokimyasal incelemesinde tanen, aminoasit, protein, sukroz, fenol ve flavonoidlerin
oldugu, alkaloid, basit seker, saponin ve kolin varliginin olmadig1 gozlendi. Bitkinin farelerdeki agizdan akut zehirliliginin disiik
oldugu ve hayvanlar tarafindan giivenle tiiketilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Fare, fitokimyasal icerik, korunga, ODs.

Determined of phytochemical properties of sainfoin (Onobrychisviciifolia) and acute orally LDs, in
mice

Summary: This in vitro study was aimed to determine the phytochemical properties and acute LDs, of oral administration of
the extract of sainfoin (Onobrychis viciifolia) which is largely distributed in Turkey. The phytochemical properties of the sainfoin
extract were determined presence of alkaloids, saponins, tannins, peptide/proteins, sugars, amino acids, phenols and phenolic acid,
choline and flavonoids. Sixty female and 60 male of total 120 numbers of wistar albino mice, 25-35g weight, approximately two
months age were used to determine acute LDs, level of the sainfoin extract. Acute oral LDs, of sainfoin was found >19000 mg/kg for
males and >20000 mg/kg for females and phytochemical analysis of the extract or plant showed the presence of tannins, amino acids,
proteins, sucrose, phenolic contents; but the presence of alkaloids, simple sugars, saponins and choline were not observed. We
concluded that the acute toxicity of the plant orally administered to mice was low, which suggested that animal can consume safely it.

Key words: LDs, mice, phytochemical properties, sainfoin.

ile (4,9,10,21,22) korunga otunun bagirsak {izerinde
yagsayan nematodlar {izerine etkili oldugu ve dogal

Giris
Korunga, Fabacaea ailesi, papillionidae altfamilya-

sindan olan bir baklagil yem bitkisidir. Yurdumuzun
ozellikle Orta ve Dogu Anadolu ile gecit bolgelerinde
yaygin olarak yetistirilir (2). Korunganin kimyasal
ozelliklerine iliskin yapilan bir ¢calismada; korunga yap-
rag1 ekstraktlarinin niikleer manyetik rezonans spektros-
kopisiyle incelenmesinde 7 sinnamik asit tirevi, 9
flavonoid glikozidin ve diisiik molekiil agirliga sahip
fenolik bilesiklerin oldugu rapor edilmistir (16). Marais
ve ark. (18)’nin sulu aseton ekstraksiyon ydntemiyle
yaptig1 caligmada, korunga bitkisinden; afzelin, arbutin,
kuersetin, kaemferol, rutin, kuersetin-3-(2(G)-ramnosil-
rutinoz), L-triptofan, inositol (+)-pinitol, yliksek oranda
sukroz (yaklasik ekstrakte materyalin % 35’) ve
kondanse tanenler elde edilmistir. Ayrica bir¢cok ¢alisma

antelmentik madde olarak degerlendirilmeye alindig1 da
belirtilmektedir.

Bu calismada amag, hayvan beslemede yaygin
sekilde kullanilan korunga bitkisinin ekstraksiyonla igeri-
gini ve farelerde agizdan akut dldiiriicii dozunu belirle-
mektir. Boylece dnemli bir kaba yem bitkisi olan korun-
ganin fareler kullanilarak memelilerdeki olasi zehirliligi
lizerine bir fikir edinilmesi miimkiin olabilecektir.

Materyal ve Metot
Bitki materyali: Korunga bitkisi materyali Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinden
2005 yili mayis ve temmuz aylar arasinda temin edildi.
Korunga bitkisi, ¢igeklenme doneminde, topraktan 5 cm

" Bu ¢alisma “Farelerde Korunga Bitkisinin (Onobrychis viciifolia) Bagirsaklara Etkisi” baglikli Doktora Tezinin bir béliimiidiir.
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yukarida, yaklasik 3040 cm uzunlugunda alindi. Daha
sonra govde ve yapraklar distile suyla yikandi, kiigiik
parcalara kesilerek oda 1sisinda kurutuldu ve ogiitiilerek
toz haline getirildi. Toz halindeki bitki, 151k gérmeyen
ortamda, i¢inde nem ¢ekici 6zellige sahip susuz kalsiyum
kloriir bulunan desikat6re konularak analiz i¢in saklandi.

Deney hayvanlari: Calismada, 25-35 g agirliginda
Wistar Albino soyu, 60 disi ve 60 erkek, en az 2 aylik
toplam 120 adet fare kullanildi. Caligma ile ilgili Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan onay
alind1 (2005/03).

Bitkinin ekstraksiyonu: Calisma icin kullanilacak
korunga bitkisinin organik fosforlu ve karbamat tiirevi
insektisid, aflatoksin By, B,, G, G, ve okratoksin kirliligi
yoniinden analizleri (13) yapildiktan sonra ekstraksiyon
islemi Lutterodt (17)’un bildirdigi yonteme gore Sokselet
cihazinda yapildi.

Bitkinin fitokimyasal analizleri: Korunga bitkisinin
kimyasal incelemesinde; alkaloidlerin, saponinlerin, ta-
nenlerin, peptid/proteinlerin, sekerlerin, aminoasitlerin,
fenoller ve fenolik asitlerin, kolin ve flavonoidlerin varli-
g1 arastirildi. Analizler Harborne (8) ve Lutterodt (17)’un
bildirdigi yontemlere gore yapildi.

Akut zehirlilik denemesi: Bu galisma igin toplam
120 fare kullanildi. Ekstrakt uygulanmadan 24 saat dnce
hayvanlar a¢ birakildi. Su ad libitum olarak verildi.
Calisma, 6n deneme sonuglarina goére belirlenen 6 doz
halinde ve agizdan tek seferde uygulandi. Her doz
miktar1 i¢in 10 erkek ve 10 disiden olusan 20 hayvan
kullanildi. Ekstrakt uygulanmasini takiben, hayvanlar 48

ekstraksiyonu yapilip, kalan alkoliin ugurulmasindan
sonra yesilimsi siyah renkte, nemli, %9.5 (a/a) (elde
edilen ekstraktin agirligi/toz edilmis bitkinin agirligl)
oraninda ekstrakt elde edildi. Eldeki ekstrakt distile su ile
yogunlugu 1 g/ml olacak sekilde ayarlandi ve degisik
seyreltmeleri denemelerde kullanildi.

Bitkinin fitokimyasal analiz bulgulari: Toz ve
ekstrakte edilmis bitkinin fitokimyasal incelemesinde,
kursun asetat ¢ozeltisinin damlatilmasiyla goriilen ¢okme
ile tanenler; demir kloriir ¢ozeltisinin damlatilmasiyla da
yesilimsi siyah rengin olusmasiyla pseudotanenler,
AOAC (1)’de bildirilen yontemle ham protein miktart %
14.58, Seliwanoff’s testi ile olusan kirmizi rengin
goriilmesiyle sukroz, ince tabaka kromotografisi (ITK)
ile plakaya Folin-ciocalteu ayiracinin piskiirtiilmesiyle
olusan mavi renkli leke ile hidrokuinon (Sekil 1), plakaya
ninhidrin ayiracinin piiskiirtiilmesiyle olusan kirmizi-
menekse renkle aminoasitler (Sekil 2), plakaya demir
kloriir/potasyum ferri siyaniir ¢ozeltisi ve Folin-ciocalteu
ayiract piskiirtiilerek, UV 151k altinda incelenmesinde
donuk kirmizimsi renk ve amonyak buharma tutulduktan
sonra olusan mavi rengin goriilmesiyle flavonoidlerin
(Sekil 3) varligt tespit edildi. Alkaloid, saponin, kolin
(Sekil 4) ve basit sekerlerin varligi ise gozlenemedi
(Tablo 2).

Tablo 2. Korunga bitkisi ve/veya ekstraktinin fitokimyasal
analiz bulgular1.

Table 2. Phytochemical analyse findings of sainfoin and/or
extract.

saat stireyle klinik belirtiler yoniinden izlendi (5). Bu Aranan. madde Test Sonug
. .. . Alkaloid Mayer’s -
siire icinde dlen hayvanlarin sayisi belirlenerek Behrens-
.. . . .. .. Dragendorff’s -
Karber yontemi (12) ve probit analizine (23) gore Tannik asit B
ODs,’si belirlendi. Disi ve erkek farelere mide sondast ile ; —
. S Saponin Kopiiklesme -
uygulanan doz miktarlar1 Tablo 1°de verilmistir. Hemoliz _
Tanenler Kursun asetat +
Tablo 1. Hayvan gruplar ve ekstrakt ¢dzeltilerinin miktarlari. Demir kloriir +
Table 1. Groups of animal and amount of the extract solutions Jelatin _
Disi Agizdan Erkek Agizdan Peptitler ve proteinler  Biiiret -
hayvan verilen doz hayvan verilen doz AOAC +
gruplari miktari gruplari miktari Basit sckerl .
sekerler Fehling -
(n: 10) (mg/kg) (n: 10) (mg/kg) -
Sukroz Seliwanoff’s +
1. 28500 1. 28500 - ; T
Aminoasitler Ninhidrin +
2. 25500 2. 23000 - .
Fenoller ve fenolik Folin-ciocalteu
3. 23000 3. 20000 asitler "
4. 20000 4. 17000 Vanillin/hidroklorik asit -
5. 18500 3. 14000 Vanillin/siilfiirik asit -
6. 17000 6. 11000 Kolin Dragendorff’s -
fodoplatinat -
Bulgular Flavonoidler UV fluoresan dalga boylari +
Bitki ekstresinin analiz bulgulari: Yapilan analizler Demir-Ill-klortir/potasyum
.. e . ferri siyaniir +
neticesinde korunga bitkisinde organik fosforlu ve Y
Folin-ciocalteu +

karbamat tiirevi insektisid, aflatoksin B;, B,, G, G, ve
okratoksin kirliligi gézlenmedi. Korunga bitkisinin alkolde

(-): varlig1 belirlenememis; (+): varligi belirlenmis.
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Sekil 1. Fenollerin varligi
Figure 1. Presence of phenols

Sekil 2. Aminoasitlerin varligt
Figure 2. Presence of amino acids

Sekil 3. Flavonoidlerin varlig1
Figure 3. Presence of flavanoids

Akut zehirlilik ¢alismast bulgulari: Korunga bitkisi
ekstraktinin probit analizine gore farelerdeki agizdan
akut ODs, miktari, sirasiyla, erkeklerde > 19000 mg/kg
(%95 giliven araligi; 13700-21280) ve disilerde ise
> 20000 mg/kg (%95 giiven araligt; 16670-22770) olarak
belirlendi. Behrens-Karber yontemine gore agizdan akut
ODs, degeri, sirasiyla, erkeklerde 19200 mg/kg ve
disilerde ise 20300 mg/kg olarak tespit edildi (Sekil 5).

Sekil 4. Kolin varligt
Figure 4. Presence of choline
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Sekil 5. Korunga bitkisi ekstraktinin farelerdeki agizdan akut
ODs, miktari

Figure 5. Amount of acute orally LDs, of sainfoin extract in
mice

Yiiksek dozlarda ekstrakt uygulamasmi takiben
hayvanlarda kisa siire igerisinde hareketsiz bir sekilde
yatma, solunum sayilarinin hizlanmasiyla kendini gésteren
zehirlenme belirtileri gozlendi. Oliimler yaklagik 2 saat
icinde gelisti.

Orta dozlarda ekstrakt verilmesini takiben hayvan-
larda huzursuzluk, hareketlerde yavaslama ve yine hizl
solunum ile kendini gosteren belirtiler kaydedildi.
Oliimler ise 1 ile 2 giin arasinda gozlendi.

Diisiik dozlarda ekstrakt verilen hayvanlarda ise bu
belirtiler daha ylizeysel olarak ve bu gruplarda 6liimlerin
ise nadir sekillendigi gozlendi.

Tartisma ve Sonuc¢

Korunga bitkisinin fitokimyasal analizlerinde; toz
haline getirilerek distile su ilave edilmis karisima kursun
asetat ¢Ozeltisinin damlatilmasiyla olusan ¢okelti
tanenlerin varligma igaret etmistir. Tanenin niteligini
belirlemek i¢in yapilan testlerde olusan ¢okeltiye demir
kloriir ¢6zeltisinin ilavesiyle goriiniir bir hale gelmeleri,
ancak jelatin ¢Ozeltisinin herhangi bir reaksiyon
vermemesi sonucu korunga bitkisinde bulunan tanenlerin
pseudotanen niteliginde olduklar1 anlagilmistir. Nitekim
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Marais ve ark. (18) da korunga bitkisinin pseudotanen
icerdigini vurgulamiglardir.

ITK’ya ninhidrin ayiracinin  piiskiirtiilmesi ile
goriilen aminoasitlerin ve AOAC’de bildirilen yontemle
bulunan ham protein (%14.58), bitkinin protein igerdigini
gostermektedir. Jel filtrasyon kromotografisiyle korunga
tohumlarindan elde edilen lektinin incelendigi ¢alisma-
larda; korunga aminoasit kisimlarinin serin, asparajin,
glutamik asit ve thereoninden olustugu belirtilmektedir
(7,20). Kantitatif olarak protein varliginin belirlen-
mesinde kullanilan biiiret deneyinin duyarliliginin az
olmasi nedeniyle (1-10 mg/ml) (3), ekstraktta bulunan
proteinlerin  varligim1  saptamada yetersiz  kaldig
sonucuna varilmistir. Marais ve ark. (18) belirttikleri
calisgmada sukroz oranmin olduk¢a yiiksek oldugunu
vurgulamiglardir.  Yapilan neticesinde  de
Seliwanoff’s testinde alinan renk reaksiyonu ile sukroz
oldugu tespit edilmistir.

Harborne (8)’un bildirdigi yonteme gore de fenoller
ve fenolik asitlerin varliginmn arastirilmasi ITK yontemi
ile de yapilabilmektedir. Bu ydnteme goére yapilan
incelemede plakaya ayiraglarin uygulanmasiyla goriilen
leke ve bunun Rf degerinin karsilastiriimasiyla
hidrokuinon oldugu gozlenmistir. Lu ve ark. (16)
yaptiklart ¢alismada korungada diisiik molekiil agirligia
sahip fenolik bilesiklerin oldugunu rapor etmislerdir.

Yapilan inceleme sonucunda korunganin flavonoid
icerdigi gozlenmistir. Lu ve ark. (16) ve Marais ve ark.
(18) yaptiklart ¢aligmalarda korunganin igeriginde
flavonoidleri saptamis olmalar1 bu ¢aligmadaki bulguya
benzerlik gostermistir.

Korunganin fitokimyasal analizlerine yonelik
yapilan bir¢ok aragtirmada (16,18) alkaloid, saponin,
kolin veya basit sekerlerin varligina yonelik herhangi bir
kayit olmamasi, bu caligmada yapilan analizlerde anilan
maddelerin bulunmamasini destekler niteliktedir.

Korunga bitkisi ekstraktinin farelerde agizdan akut
ODjs’sinin tespit edilmesinde kullanilan probit analizi ile
Behrens-Karber yontemleriyle alinan veriler arasinda
uyumluluk gozlenmis, bunun sonucunda, farelerde
agizdan akut ODs, miktarinin, sirastyla, erkeklerde >
19000 mg/kg ve disilerde ise > 20000 mg/kg oldugu
tespit edilmistir. Mutajen ve kanserojen etkinligi bilinen
tannik asit ya da tanenlerin ratlardaki agizdan ODs,’sinin
>2000 mg/kg oldugu (11), baklagil bitkisi olan
fasulyenin (Vicia faba) ekstraktinin farelerdeki agizdan
akut ODsy’sinin 19000 mg/kg canhi agirhk oldugu
bildirilmektedir (6). Marti ve ark. (19)’nin yaptig1 bir
calismada, piperella  bitkisi  ekstraktinin
farelerdeki agizdan akut ODs,’sinin >2 g/kg canli agirlik
oldugu tespit edilmistir. Bodylece  korunganin
hayvanlardaki zehirliliginin baklagil yem bitkisi olan
fasulyenin  zehirlilik  miktarina  benzer  oldugu
goriilmektedir.

analiz

Thymus

Herhangi bir maddenin zehirliligi genellikle o
maddenin alinan veya uygulanan miktartyla iliskilen-
dirilir. Kaya ve Bilgili (14) ile Lennon ve ark. (15)’nin
yaptiklar1 simiflandirmaya goére ratlara agizdan ODs,’ye
gore maddelerin zehirlilik derecesi incelendiginde, bir
maddenin pratikte zehirsiz olarak degerlendirilebilmesi
icin 0o maddenin ratlardaki agizdan akut ODs,’sinin >
15000 mg/kg olmasi gerekir. Bu degerlendirmeye gore
korunga bitkisinin hayvanlarda pratik olarak zehirsiz
oldugu anlasilmistir.  Ayrica, bu bitkiyi yiyen
hayvanlarda simdiye kadar herhangi bir istenmeyen
etkiyle karsilasilmamasi bu bulguyu destekler nitelik-
tedir.

Bu caligma ile korunga bitkisinin kurutulmus tozu
ve ekstraktinin fitokimyasal analizi ile tanen, sukroz,
aminoasit, protein, flavonoid ve fenolleri igerdigi,
alkaloid, saponin, basit seker ve kolin ihtiva etmedigi
saptanmistir.  Ekstraktin  farelerdeki agizdan akut
zehirliligi de disiik diizeyde bulunmustur. Boylece
iretiminin kolay, maliyetinin az oldugu bilinen ve
zehirliliginin de diisik oldugu gozlemlenen korunga
bitkisi hayvanlar icin son derece giivenli bir besin
maddesi 6zelligini tagimaktadir.

Korunga ile ilgili besin madde igerigi ve hayvan
besleme alanina iliskin calismalar oldukc¢a fazla, buna
karsmn in vitro etkileri ile ilgili arastirmalar daha az
sayida bulunmaktadir. Bu sebeple korunga ile ya da diger
baklagil yem bitkileriyle ilgili detayli caligmalarin
yapilarak, bu tiir bitkilerin varsa farmakolojik 6zellikleri
aciga cikarilarak bilime katki yapilabilecegi disiiniil-
mektedir.
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