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OZET

Diinya genelinde artan hastaliklarla beraber bu hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ve dogal
alternatiflerin arayiglart1 devam etmektedir. Hastaliklarin tedavisinde 6zellikle son
donemlerde sentetik veya yari sentetik ilaglarin kullanimi artis gostermekle birlikte
yan etkileri gbz ardi edilemeyecek diizeydedir. Bu durum yan etkisi olan ilaglara
alternatif olabilecek bilesenlerin tespiti ve izolasyonu ile ilgili ¢alismalar1 6n plana
cikartmaktadir. Bitkisel biyoaktif bilesenler sentetik ilaglara alternatif olma anlaminda
onemli bir potansiyele sahiptir. Bitkiler bulunduklari ¢evre ve yasam kosullarina gore
gelistirmis  olabilecekleri farkli fitokimyasal profiller sayesinde ©On plana
cikmaktadirlar. Mevcut ¢alismada tlilkemizde oldukg¢a yaygin bulunan bir bitki tiirti
olarak yiiksek protein igerigi ile bazi yorelerde protein kaynagi seklinde insan
beslenmesinde kullanilan Trifolium pratense var. pratense bitkisinin farkli 6ziitlerinin
(etilasetat, metanol) biyolojik aktivitelerinin arastiritlmasi amaglanmistir. Bazi
bolgelerde alternatif tipta da kullanimlar1 bulunan bitkinin antioksidan kapasitesinin
ve tibbi potansiyelinin belirlenmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu amacla da
bitkinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ve bazi yaygin metotlar kullanilarak
(DPPH, FRAP ve PBD) antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Toplam antioksidan
kapasite disindaki diger tiim antioksidan analizlerinde metanol Oziitiiniin yiiksek
aktivite gosterdigi, HPLC analizine gore ise bitki yapisinda yiiksek oranda Gallik asit
ve Rosmarinik asit bulundugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak yiiriitiilen ¢alisma ile
Trifolium pratense var. pratense bitkisinin 6nemli bir biyoaktivite kaynagi oldugu,
antioksidan aktivitesi ag¢isindan Onemli bir potansiyele sahip oldugu ortaya
cikartlmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Aktivite, Fitokimyasallar, Kimyasal Bilesim,
Trifolium Pratense Var Pratense.

Eyliil, 2024; 35 sayfa
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ABSTRACT

With the increasing number of diseases worldwide, the search for new and natural
alternatives for the treatment of these diseases continues. Although the use of synthetic
or semi-synthetic drugs has increased considerably in the treatment of diseases, their
side effects are at a level that cannot be ignored. This situation brings to the forefront
the studies on the identification and isolation of components that can be an alternative
to drugs with side effects. Plant bioactive components have an important potential as
an alternative to synthetic drugs. Plants come to the forefront thanks to the different
phytochemical profiles they may have developed according to their environment and
living conditions. In the present study, it was aimed to investigate the biological
activities of different extracts (ethyl acetate, methanol) of Trifolium pratense var.
pratense, which is a very common plant species in our country and used in human
nutrition as a protein source in some regions with its high protein content.
Determination of the antioxidant capacity of the plant, which is also used in alternative
medicine in some regions, is important in terms of determining its medicinal potential.
For this purpose, total phenolic and flavonoid contents and antioxidant activities of the
plant were determined using some common methods (DPPH, FRAP and PBD). In all
antioxidant analyses except total antioxidant capacity, methanol extract showed high
activity, and according to HPLC analysis, high levels of Gallic acid and Rosmarinic
acid were found in the plant structure. In conclusion, the study revealed that Trifolium
pratense var. pratense is an important source of bioactivity and has an important
potential in terms of antioxidant activity.

Keywords: Biological Activity, Phytochemicals, Chemical Composition, Trifolium
Pratense Var Pratense.

September 2024; 35 pages
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1. GIRIS

Insan niifusu genel saglik bakiminm 6nemini ve hastalik yiikiinii kavradig1 zamandan
beri, dogal ¢evresinde bulunan sifali 6zellikler tasiyan bitkilere yonelmistir. Alternatif
tip halkin gelenek ve goreneklerine gore sekillenmis yakin yiizyilda da daha disipliner
hale gelerek bilimsel siire¢ odakli olarak gelisimini siirdiirmiistiir. Halkin kaliteli ve
uzun yasama siirecini iyilestirebilen alternatif tip giiniimiizde de ¢6ziim yollarini
aragtirarak ve gelistirerek devam etmektedir. Gelismekte olan tip bilimine ragmen
insanlarin geleneksel tip anlayis1 degismemekte veya bazi insanlarin modern tibba
ulasamamasindan dolay1 geleneksel tibba ihtiyag halen devam etmektedir.
Giliniimiizde alternatif tibbin bahsedilen pozitif etkilerine ilaveten diinya diizeninin
degismesi, kiiresel salginlar ve hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan sentetik ilaglarin
yan etkileri gibi negatif etkenler gbz online alindiginda insanlarin yasam kalitesini
arttirma arayislart ve dogala yonelerek tedavi arayislarini siirdiirmeleri ile aternatif
tibba egilim de artmistir (Oztiirk, 2020). Alternatif tip bitkisel dziitler, homeopatik

ilaclar ve ugucu yaglar olarak da tanimlanmaktadir (Little, 2004).

Bir ¢ok bitki ve tiirevleri yliksek biyoaktiviteleri ve ¢cok diistik toksisiteleri nedeniyle
onemli dogal antioksidanlar icerir ve serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresi
onlemede 6nemli 6l¢iide kullanilmaktadirlar (Akbari vd., 2022). Serbest radikaller son
yoriingelerinde en az bir adet eslenmemis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir. Bu atom ve molekiill grubu kararli hale gelebilmek igin diger
molekiillerle reaksiyona girme egilimindedirler. Bu sekilde reaksiyona girdiginde ise
kararli hale gelmek i¢in reaksiyona girdigi molekiilii kararsiz hala getirerek serbest
radikal haline ¢evirir. Bu durum zincirleme bir sekilde devam eder ve iki serbest
radikal birbiri ile reaksiyona girene kadar bu siire¢ sonlanmaz (Juan vd., 2021). Serbest
radikaller temelde oksijen (O) ve nitrojen (N) kaynakli olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Serbest radikallerin reaktif oksijen tiirlerinden 6rnekleri hidroksil
(OH), peroksil ve siiperoksit (O%) radikalleri seklinde sayilabilir. Nitrojen kaynakli
serbest radikaller ise nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksittir (NO). Kaynak olarak
baktigimizda serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli olarak meydana
gelebilmektedirler. Hiicre organellerinden olan ve enerji iireten mitokondri endojen
iretim noktasidir. Eksojen iiretim yerleri (Sekil 1.1) ise ultraviyole 1smlar (uv), kirlilik,

tiitiin, ilaglar, duman, ksenobiyotikler veya iyonlastirict radyasyon gibi kaynaklar

1



olarak siralanabilir. Aerobik organizmalarin verimli enerji iretimi i¢in oKsijeni
kullanmasinin sonucu olarak, mitokondrilerin i¢ zarinda olusan serbest radikallerin
normal seviyenin {izerinde oldugu durumda, kompleks besin olan lipitlerde,
proteinlerde, kalitim yapilarimiz olan niikleik asitler, gen ve niikleotidlerde
mutasyonel ve yapisal bozukluklar olusturmak kaydiyla organizmaya gesitli zararlar
verebilmektedirler. Serbest radikaller viicutta diisiik konsantrasyonda bulunduklarinda
canlilarda yararl etkilerinden bahsedilebilir (Karabulut, 2016; Giilay, 2016).

Asirt alkol
tiketimi

Ultraviyole Sigara
1sinlar kullanimi

Asir fiziksel
egzersiz

Dogum
kontrol
haplar1

™.

Yaglanma

Sekil 1.1. Serbest radikal olusumuna neden olan dis faktorler.

Bazi durumlarda hiicreler yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller iiretebilirler.
Bu durumun sonucu olarak hiicrelerde serbest radikal birikmesi meydana gelebilir. Bu
durumun sonucu olarak mevcut antioksidan savunma sistemi, serbest radikallerin
etkisini tamamen Onleyemez. Bu noktada oksidatif stres olarak adlandirilan durum

meydana gelmektedir (Pizzino vd., 2017).

Serbest oksijen radikalleri oksidatif stres kaynagidir. Oksidatif stres, hiicrenin
metabolik faaliyetleri sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirlerinin (RNS) organizmaya zararli olan toksik maddelerden arinmasina
neden olan antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi seklinde

tanimlanmaktadir (Biswass vd., 2017).



Calisma materyali olarak kullanilan Trifolium pratense var. pratense tiiriiniin tibbi
amaglarla veya diyet besini olarak kullanildigina dair herhangi bir bilgiye
ulasilamamustir. Bitki tilkemizin cesitli bolgelerinde yayilis gostermektedir. Literatiir
taramasi1 sonucunda Trifolium pratense var. pratense ile ilgili olarak yiirtttigiimiiz
caligma konusunda daha 6nce yapilmis kapsamli herhangi bir ¢caligma bulunmadigi

sonucuna varilmistir.

Mevcut tez calismamizda Trifolium pratense var. pratense bitkisinin tilkemiz
genelinde yayilis gosteren tiir olarak, farkli fitokimyasal bilesime sahip oldugu
diisliniilerek bitkinin vejetasyon doneminde toplanan toprak iistii kisimlarinin etil
asetat ve metanol olmak ftizere iki farkli oziitiiniin biyolojik aktivitelerinin ortaya
¢ikarilmasi amaglanmistir. Buna bagli olarak bitkinin toplam flavonoid ve fenolik
igeriklerinin yan1 sira HPLC analizi ile bitkinin fitokimyasal bilesimi tespit edilmeye
calisilmistir. PBD testi ile toplam antioksidan kapasite tespit edilmigtir. FRAP testi ile
iyon indirgeme potansiyelinin belirlenmesi ve DPPH testi ile serbest radikal giderme
aktiviteleri belirlenmistir. Bu ¢alisma Trifolium pratense var. pratense bitkisi 6zelinde
yapilan ilk fitokimyasal profil arastirmasi olmas1 bakimindan 6nem arz etmektedir. Bu
noktada literatiirdeki bosluk degerlendirildiginde ¢alismanin sonucundan elde edilecek
verilere gore bitki ile ilgili yapilabilecek yeni ¢alisma alanlarina kapi aralamasi

beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Trifolium Pratense Var Pratense Tiiriiniin Sistematik Semasi

Trifolium pratense var. pratense, Fabaceae (baklagiller) familyasina ait ¢ok yillik bir
bitkidir. Bu bitkinin sistematik siniflandirilmasi, bitkinin taksonomik hiyerarsisini ve
biyolojik iliskilerini anlamak agisindan 6nemlidir. Trifolium pratense var. pratense'nin

sistematik semasi su sekildedir (Cizelge 2.1):

Cizelge 2.1. Trifolium pratense var pratense'nin sistematik semasi

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Trifolium

Tiir : Trifolium pratense

Alt tiir : Trifolium pratense var. pratense

Botanik ozelliklerine baktigimizda yapraklar, ti¢li yaprakeiklar seklindedir ve
genellikle oval veya yuvarlak sekillidir. Yaprakgiklarin kenarlar disli olabilir. Cigekler
ise pembe veya kirmizi renkte olup kiiresel ¢igek baslari olusturur. Kok sistemi, derin
ve yaygin kok sistemi, bitkinin su ve besin maddelerini verimli bir sekilde almasini

saglar.
2.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar sirasinda olusan ve
hiicrelerimizde zarar olusturabilen reaktif molekiillerdir. Serbest radikaller, bir veya
daha fazla eslenmemis elektrona sahip atomlar, molekiiller veya iyonlardir. Bu
Ozellikleri, onlar1 oldukga reaktif ve kararsiz kilar. Viicudumuzda serbest radikallerin
olusumu ve bunlarin zararli etkileri {lizerine yapilan ¢aligmalar, bu molekiillerin
yaslanma, kanser ve ¢esitli kronik hastaliklardaki rollerini anlamada 6nemli bilgiler

sunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).



Serbest radikaller, hem endojen hem de eksojen faktorlerin etkileriyle
olusabilmektedir. Endojen faktorler arasinda mitokondriyal solunum, NADPH
oksidazlar, lipoksijenazlar, immiin sistemin aktivitesi, sitokrom P450 ve g¢esitli
enzimatik reaksiyonlar bulunmaktadir. Eksojen faktorlerde ise gevresel kirleticiler,
sigara dumani, radyasyon, ilaglar, ¢esitli kimyasallar gibi kaynaklar yer almaktadir.
Ornegin, viicutta enerji iiretimi sirasinda mitokondrilerde oksijen kullanimi serbest

radikallerin olusumuna yol acabilir (Sies, 2017).

Serbest radikaller baslica reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri olmak iizere
iki baslik altinda siniflandirilir (Cizelge 2.2). Bu siniflandirmada bulunan ve en yaygin
olan serbest radikaller arasinda stiperoksit anyonu (O2¢"), hidroksil radikali (OH¢) ve
nitrik oksit (NO¢) bulunur. Hidroksil radikali, bilinen en reaktif serbest radikaldir ve
hiicresel bilesenlerle hizla reaksiyona girerek biiyiik hasarlara yol acabilir. Siiperoksit
anyonu ve nitrik oksit ise daha az reaktiftir ancak yine de biyolojik sistemlerde 6nemli
zararlara neden olabilir (Pham-Huy vd., 2008). Serbest radikaller, hiicrelerde
proteinler, lipitler ve DNA gibi biyomolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif stres adi

verilen duruma yol acar.

Cizelge 2.2. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin siniflandirilmasi
(Nene, 2020).

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Nitrojen Tiirleri
Hidrojen peroksit H20> Nitrik oksit NO
Singlet oksijen 10, Lipid peroksil LOO*
Hipoklorik asit HOCI Nitrojen dioksit NO2
Ozon O3 Peroksinitrit ONOO-
Peroksit ROOH

Serbest radikaller ikili bir rol oynamaktadirlar. Diisiik veya orta konsantrasyonlarda
tutuldugunda, serbest radikaller organizma igin gesitli yararl roller oynar. Ornegin,
bazi hiicresel yapilar1 sentezlemek ve patojenlerle savagmak icin konak savunma
sistemi tarafindan kullanilmak igin gereklidirler. Fagositler, istilaci patojenik

mikroplar yok edildiginde sentezledikleri ve depoladiklar1 serbest radikallari serbest
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birakirlar. ROS'un bagisiklik sistemi icin temel rolii, graniilomatéz hastaligi olan
hastalar tarafindan iyi bir sekilde 6rneklendirilmistir. Bu kisiler, kusurlu bir NADPH
oksidaz sistemi nedeniyle O~ iiretemezler, bu nedenle birden fazla ve ¢ogu durumda
kalic1 enfeksiyonlara egilimlidirler. Serbest radikaller ayrica bir dizi hiicresel sinyal

yolunda da gorev alirlar.

Fagositik olmayan NADPH oksidaz izoformlar tarafindan iiretilebilirler. Bu gibi
durumlarda, serbest radikaller fibroblastlar, endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, kardiyak miyositleri ve tiroid dokusu gibi ¢esitli hiicre tiplerinde hiicre i¢i
sinyalleme kaskadlarinda 6nemli bir diizenleyici rol oynar. Sinyalleme molekiilii
olarak hareket eden en iyi bilinen serbest radikal nitrik oksittir (NO). Uygun bir kan
akis1 modiilasyonu igin gerekli olan 6nemli bir hiicre habercisidir. Trombozda rol

oynar ve normal sinirsel aktivite i¢in ¢ok 6onemlidir (Pacher vd., 2007).

NO ayrica, hiicre i¢i patojenleri ve tiimor hiicrelerini ortadan kaldirmak icin gerekli
olan spesifik olmayan konak savunmasinda da rol oynamaktadir. Serbest radikallerin
bir diger fizyolojik aktivitesi, mitojenik bir yanitin indiiklenmesidir. Ozetle, diisiik
veya orta seviyelerde tutuldugunda serbest radikaller insan sagligi i¢in oldukca

onemlidirler (Pizzino vd., 2017).
2.3 Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu olusan ve hiicresel hasara yol acan bir durum olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikaller, viicudumuzda oksijenin kullanilmasiyla ener;ji
iiretimi gibi normal biyokimyasal siiregler sirasinda ve ¢esitli ¢evresel faktorlerin de

etkileriyle olusmaktadir (Cizelge 2.3).

Antioksidanlar ise bu serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri korumakla
gorevlilerdir. Ancak, serbest radikallerin asir1 iiretimi veya antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz kalmas: durumunda meydana gelen dengesizlik oksidatif

stresi meydana getirmektedir (Sies, 2017).



Cizelge 2.3. Serbest radikal olusumuna sebep olan endojen ve eksojen kaynaklar
(Karabulut ve Giilay, 2016).

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar

UV-isinlari, X-ray, mikrodalga
Mitokondride aerobik solunum 1sinlari
sirasinda.

Lipid peroksidasyonu ve ksantin oksidaz Organik maddelerin yalalmast.

gibi kaynaklar.

Diiz kas hiicreleri, arasidonik asit ve

plateletlerin metabolizmas. Volkanik faaliyetler.

Karbonmonoksit ve asbest gibi hava
B Y kirleticileri. -

Immiin sistem hiicreleri. - ~ Pestisit, insektisit gibi kimyasallar.
Viicut yorgunlugundan veya zihinsel
olarak olusan stres.

Sitokrom-p450 sistemi.

Alkol ve sigara kullanim.

Oksidatif stres, hiicrelerde lipitler, proteinler ve DNA gibi makromolekiillere zarar
verebilmektedir. Bu hasar, hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina ve hiicre Sliimiine
kadar gidebilen bir siirece yol agabilmektedir. Oksidatif stresin uzun vadede, yaslanma
stirecini  hizlandirabilmesi, kanser, Kkardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
norodejeneratif hastaliklar gibi kronik hastaliklarin gelisimine de sebep oldugu tespit

edilmistir (Sekil 2.1) (Liguori vd., 2018)

Sekil 2.1. Oksidatif stresin sebep oldugu hastaliklar (Kiran vd., 2023).



Viicudumuz, serbest radikallerin zararli etkilerini dengelemek icin diyetle alinan
antioksidanlara ihtiyag duyarken bunun yaninda dogal antioksidan savunma
mekanizmalarina da sahiptir. Antioksidan agisindan zengin besinlerin tiiketimi,
oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasar1 6nlemeye yardimci olabilir (Halliwell,

2006).

2.4 Antioksidanlar

Antioksidanlar bir hedef molekiile oksidatif hasar1 geciktiren, engelleyen veya ortadan
kaldiran herhangi bir madde olarak tanimlanmaktadir (Halliwell, 2007). Genel olarak,
antioksidan savunma mekanizmalar1 enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler olarak
gruplandirilir. ROS detoksifikasyonunun enzimatik mekanizmalari, bu reaktif tiirlerin
tam detoksifikasyonuna yol agan enzimatik kaskadlardir. Enzimatik olmayan
antioksidatif sistemler, enzimatik olanlar kadar spesifik degildir, ancak yine de
antioksidatif savunmanin ilk sirasinda yer alirlar ve bu nedenle hiicresel oksidatif

strese yanitta biiyiik 6nem tasirlar (Augustyniak vd., 2010).

Antioksidanlar

Enzimatik Non-enzimatik

I T T
Prlmer Sekgnder Flavonoidler Kofaktor Vitaminler Fenolik asitler
enzimler enzimler

Sekil 2.2. Enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar (Carocho ve Ferreira, 2013).

Antioksidan maddeler dogal veya sentetik olabilir. Dogal antioksidanlar tamamen
dogal kaynaklardan elde edilir ve bir siiredir gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Ote yandan sentetik antioksidanlar kimyasal sentezle olusturulan

maddelerdir (Mahmoud vd., 2021).



Sentetik antioksidanlar, dogal olanlarin yerine kullanilmistir, bunun baslica nedeni
daha yiiksek stabilite ve performans, diisiik maliyetler ve genis bulunabilirlik
sunmalaridir. Gida endiistrisinde en ¢ok referans alinan sentetik antioksidanlar
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat
(PG) ve tert-biitil hidrokinondur (TBHQ). Sentetik antioksidanlar yaygin olarak
kullanilmasina ragmen zamanla saglik acisindan risk olusturdugu tespit edilmistir.
(Lourenco vd., 2019). Bu durum dogal antioksidan kaynaklarinin kesfine ve mevcut
dogal antioksidanlarin kullaniminda artisa sebep olmustur. Dogal antioksidanlar gida
ve tibbi bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu dogal antioksidanlar, 6zellikle
polifenoller ve karotenoidler, anti-inflamatuar, anti-aging, anti-ateroskleroz ve
antikanser gibi ¢ok cesitli biyolojik etkiler gosterir. Gida ve tibbi bitkilerden
antioksidanlarin etkili bir sekilde ¢ikarilmasi ve uygun sekilde degerlendirilmesi,
potansiyel antioksidan kaynaklarini kesfetmek ve fonksiyonel gidalarda, ilaglarda ve

gida katki maddelerinde uygulamay1 tesvik etmek i¢in ¢ok onemlidir (Xu vd., 2017).

2.5 Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, bitkilerde dogal olarak bulunan ve insan sagligi iizerinde olumlu
etkileri olan kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkilerin kendilerini zararlilardan,
hastaliklardan ve g¢evresel streslerden korumalarina yardimer olur. Fitokimyasallar,
antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal ve antikanser gibi gesitli 6zellikleriyle
bilinmektedir. Bu nedenle, fitokimyasallar agisindan zengin gidalarin tiiketimi,

sagligin korunmasi ve hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Dillard ve

German, 2000).

Fitokimyasallar, g¢esitli siniflara ayrilabilir ve her sinif farkli biyolojik aktiviteler
sergiler. Fitokimyasallar, viicutta cesitli biyolojik siire¢lere miidahale ederek saglik
tizerinde olumlu etkiler yaratir. Antioksidan 6zellikleri sayesinde, serbest radikalleri
notralize eder ve oksidatif stresi azaltir. Bu, hiicresel hasar1 6nlemede ve kronik
hastaliklarin gelisme riskini azaltilmasi noktasinda onemlidir. Antienflamatuar
etkileri, inflamasyonla iliskili hastaliklarin (6rnegin, artrit, kalp hastaliklari)
tedavisinde yardimecir olabilir. Ayrica, bazi fitokimyasallar antimikrobiyal
ozellikleriyle enfeksiyonlara karsi koruma saglar ve bagisiklik sistemini gii¢lendirir

(Liu, 2004). Baslica fitokimyasal siniflar1 flavonoidler, tanenler, glukozinolatlar,



ligninler, fenolik asitler, alkaloidler, terpenoidler ve saponinler olarak karsimiza

cikmaktadir.

Flavonoidler, bitkilerden elde edilen ve bir¢ok bitki boliimiinde bulunan dogal olarak
tiretilen bilesiklerdir. Bunlar, yaygin olarak dagilmis diisiik molekiiler agirlikli fenolik
molekiillerin bir smifidir ve gelismis bitkilerde bulunan benzersiz 6zelliklere sahip
molekiil smiflar1 arasindadir (Hasnat vd., 2024). Flavonoidler ayrica meyve, sebze,
cay, kakao ve sarap gibi bitki kokenli yiyecek ve igeceklerde bol miktarda bulunur.
Flavonoidler; anti-inflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antialerjik, sitotoksik
antitimor, norodejeneratif hastaliklarin tedavisi, vazodilator etki gibi birgok cesitli

biyolojik aktivelere sahiptirler.

Karotenoidler canli organizmalardaki kirmizi, sar1 ve turuncu renklendirmeden
sorumlu biyoaktif pigmentlerdir. Kimyasal yapilarinda coklu konjuge c¢ift baglardan
olusan kromoforlar, karotenoidlere saridan turuncuya ve kirmiziya kadar renkler verir
(Meléndez-Martinez vd., 2007). Bitkilerde sekonder metabolitler olarak, insan
diyetinde biyoaktif besin maddeleri olarak da gorev alirlar, A vitamini Onciileri ve
antioksidanlar olarak hareket ederler ve yasa bagli makula dejenerasyonu,
kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite ve kanserler dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara

kars1 direngte onemli roller oynarlar (Hermanns vd., 2020).

Glukozinolatlar ~ (GSL'ler), Brassicaceae familyasindaki  biyoaktif ikincil
metabolitlerin baslica smifi olanamino asitlerdentiiretilen kiikiirt iceren ikincil
metabolitlerdir. GSL'lerin ¢esitli yapilari, ¢ok gesitli islevler sunarak onlar1 bitki
bilesiklerinin incelenmesi i¢in ideal bir model haline getirir (Cheng vd., 2024).
Cruciferae, Brassicaceae ailesine ait lahana, brokoli, Briiksel lahanasi, turp ve
karnabahar gibi sebzeler yiiksek GSL igerigine sahiptir. GSL, kardiyo-metabolik,
norolojik ve kas-iskelet sistemi siirecleri gibi bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli bir rol
oynar (Maina vd., 2020). GSL'ler ve tiirevleri antifungal, antibakteriyel, biyoherbisit,

antioksidan, antimutajenik ve antikarsinojenik gibi 6zelliklere sahiptir (Vig vd., 2009).

Fenolik asitler bitkilerde bulunan bir grup ikincil metabolitlerdir ve giiglii antioksidan
ozelliklere ve cesitli biyolojik aktivitelere sahiptirler. Bu dogal bilesikler anti-
inflamatuar, anti-kanser, anti-bakteriyel, anti-alerjik, anti-viral, anti-trombotik ve

serbest radikal temizleyiciler gibi genis bir yelpazede faydali etkiler sergilerler.
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(Vargas-Ramella vd., 2021). Tam tahillar, meyve ve sebzelerde bulunurlar. Fenolik

asitler, kalp hastaliklar1 ve kanser riskini azaltabilir (Shahidi ve Yeo, 2018).

Saponinler, ¢esitli bitki tiirlerinde ve bazi deniz organizmalarinda bulunan, dogal
olarak olusan ¢esitli bir kimyasal bilesik sinifidir (Juang ve Liang, 2020). Cesitli
biyoaktif bilesiklerden olusan saponinler, ¢esitli insan gida kaynaklarinda bol miktarda
bulunur ve diyetlerimizi ¢esitli saglik gelistirici elementlerle zenginlestirir.
Saponinler, bitkilerin gogunda yaygin olarak bulunan ve dogasi geregi ugucu olmayan
dogal glikozidik bilesiklerdir (Goral ve Wojciechowski, 2020). Kolesterol diisiiriicli
etkileri ile bilinirler ve bagisiklik sistemini giiglendirebilirler (Shi vd., 2004).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Bitki Materyali

Tez materyali olan Trifolium pratense var. pratense bitkisi Aksaray ili merkez ilgesi
smirlari igerisindeki Yuva kasabasindan vejetasyon donemi igerisinde toplanmustir.
Bitki Aksaray iiniversitesi Iktisadi ve Idari Bilimler Fakiiltesinde goérev yapan Dr. Ogr.

iiyesi Biilent ESKIN ve Mustafa KESKIN tarafindan tanimlanmistir.
3.2 Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Bitki ornekleri golge bir ortamda kurutulmustur. Kurutulduktan sonra ornekler
laboratuvar tipi blender yardimiyla 6giitiilmiistiir. Ogiitiilmiis bitki materyali 15’er gr
tartildiktan sonra 6ziit ¢ikarmak tizere balon jojelere aktarilmistir. Coziicii olarak her

bir numune i¢in 250’ser ml metanol ve etil asetat kullanilmistir.

Oziit ¢ikartma islemi ultrasonik su banyosu kullanilarak tamamlanmistir. Bu islemden
gecirilen 6rnekler filtre kagidindan iki defa gegirilerek siiziilmiistiir. Ornekler 150 rpm
donme hizinda 50-60 °C sicaklikta ¢alisan Rotary Evaporator cihazi yardimiyla saf
hale getirilmistir. Hazirlanan 6ziitler analiz siirecine kadar -20 °C’de depolanmustir.

Her bir test icin stok ¢ozeltiler 2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmstir.
3.3 Antioksidan Aktivite Metotlari
3.3.1 Toplam fenolik icerik (TPC)

Folin-Ciocalteu yonteminde yapilan ufak revizyonlarla toplam fenolik igerik test
edilmistir (Juranovi¢ Cindri¢ vd., 2011; Agbor vd., 2014). Ozetle, 1.5 ml saf su, 0.5
ml %7’lik Na>COs sirasiyla eklenerek karistirilmistir. 3 dakika siire ile beklenecek
sekide hazirlanan stok orneklerden 0.2 ml alinmigtir. Daha sonra Folin-Ciocalteu

reaktifinden 1 ml ilave edilmistir.

Gallik asitin 100, 50, 25, 12.5 pg/ml konsantrasyonlarindan alinmak kaydiyla ayni
yontemler uygulandi. Kor 6l¢iimiinde 0.2 ml metanol, numune yerine kullanilmstir.
Daha sonra karanlik bir ortamda 2 saatlik zaman siirecinde 25 °C inkiibe edilen
orneklerin absorbanslar1 760 nm’de belirlendi. Orneklerin fenolik oranlarindaki

degisikliginden dolay1 yesil tondan mavi tona dogru renk fakliliginin tespit ettigi
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gozlemlendi. Numuneler ii¢ tekrar seklinde 6l¢iilmiistiir. Orneklerin fenolik icerikleri
gallik asit esdegeri olacak sekilde standardin absorbans konsantrasyon grafiginde

belirlenmis olan denklemden faydalinalarak saptanmustir.
3.3.2 Toplam flavonoid icerik (TFC)

Toplam flavonoid igerik Arvouet-Grand vd., (1994)’nin  metoduna gore
spektrofotometrik olarak saptanmustir. Bu testte, hazirlanan oOziitten 1 ml alinip
ardindan hazirlanan 1 ml %2’lik AlClz ile ¢ozelti karistirllmistir. Kor olarak 1 ml 6ziit

ve 1 ml metanol karigimi kullanilmistir.,

Rutin’in farkli yogunluklarinda standart olarak hazirlanan homojen karigimlar
kullanilmigtir. Numuneler normal sartlar altinda 10 dakika siireden sonra 415 nm’de
kore karsi absorbans seviyeleri belirlenmistir. Numunelerin flavonoid muhtevasi
kuersetin esdeger(QE) standarti absorbans yogunluk denklemi grafiginden elde

edilmistir.
3.3.3 DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderme faaliyeti Sarikurkcu vd., (2008)’nin
yonteminde ufak degisikliklerle uygulanmistir. Yontem i¢in DPPH’in mM’lik
homojen karigim yapilmustir. Sabit degisken tiipiine 1 ml DPPH homojen karigimi ve
1 ml metanol, kor tiipiine ise sadece metanol birakilmistir. Numuneler igin ise 1 ml
DPPH, farkli yogunluklarda hazirlanmis olan 1 ml 6ziit yerine normal sartlar altinda
151k almayan yerde 30 dk. zaman dahilinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin
bitiminde 517 nm’de numunelerin, standartlarin ve kontrol absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.

DPPH radikali inhibe oranlar1 (%) 3.1°de ki formiile gore hesaplanmastir.
%I = 100 x (A0-Al) /AO (3.2)

(A0:Kontroliin absorbansi, A1:0ziitiin absorbansi)

3.3.4 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
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Bu teknikte bitki ekstrelerinin demir elementlerinin iyon halini indirgeme giicii
seviyesinin belirlenmesi ilkesine bagli olarak gerceklestirilmistir (Aktumsek vd.,
2013). Ik 6nce 10 ml saf su, 31.2 mg TPTz ve 50 ul hidroklorik asit karisiminda
¢ozilmustir. Daha sonra 10 ml saf suda 32 mg FeCls eklenerek ¢6ziilmiistiir. En son
olarak 4.1 ml asetik asit stvimiza (%80) 250 ml saf su katilarak 0.66 gr sodyum asetat

homojen karisim igerisinde hepsi karigim olana kadar karistirma iglemi yapilmustir.

Tampon, TPTz 10/1/1 ve FeCl; oranlarinda karistirilmistir ve ¢ozeltinin 2 ml’si ile 0.1
ml bitki ekstresi hazirlanip sonrasinda 30 dakika 30 santigrat derecede uygun
sicaklikta bekletilmistir. Normal olarak troloks homojen karisimmin farkl
yogunluklar1 (25, 50, 100, 75, 150, ve 200 ug/ml) ekstre i¢in kullanilmistir. Etkenin

ortaya ¢ikig siirecinde, drneklerin absorbans degerleri 593 nm’de belirlenmistir.
3.3.5 Toplam antioksidan kapasite (PBD)

Biitiinsel antioksidan potansiyeli Cakmak vd., (2012)’nin metodu olan
fosfomolibdenum gore uygulanmustir. Test igin 3 farkli homojen karisim yapilip
devaminda karistirma ile reagent homojeni hazirlanmistir. Cozeltiler 4 mM amonyum
molibdat, 28 mM sodyum fosfat ve 6 M siilfiirik asit ¢ozeltileri karigtirilarak elde
edilmistir. Daha sonra elde ettigimiz ¢ozeltden 3 ml eklenerek iistiine farkl
yogunluklardaki (0.0625-1 mg/ml) askorbik homojen karigim asiti ve 0.1 ml 6ziit

katilmastir.

0.3 ml metanolde kor igin katilmigtir. Sonrasinda tiipler 95 °C’de 90 dakikalik siire
igerisinde inkiibe olduktan sonra 695 nm’de absorbans seviyeleri ortaya ¢ikmustir. Elde

edilen veriler akarboz esdegerinde (AE) verilmistir.
3.4 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi Analizleri (HPLC/DAD)

Farkli ekstrelerin fenolik bilesim analizi, Caponio vd. (1999) tarafindan verilen
teknikle ve degistirilen kiigiik eklemelerle elde edilmistir. Analizde kullandigimiz
cihaz HP Agilent marka 1200 Infinity Series modeli HPLC cihazidur.

Hareketli faz, (A) su ve (B) metanol i¢inde %3 asetik asit (v/v) kullanilmistir.
Enjeksiyon hacimleri 10 pL ve ekstrakt konsantrasyonlari 2 mg/ml olarak

ayarlanmigtir. Eluatlar 278 nm'de tespit edilmistir. Test edilen 6rnekler metanol
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igerisinde hazirlanmistir. Eliisyon gradyanindan faydalanilmistir ve takip orani ; %93
A-%7 B (0,1 dk), %72 A-%28 B (20 dk), %75 A-%25 B (8 dk), %70 A- %30 B (7dK);
ve 15 dakika siiresince benzer gradyan %67 A-%33 B (10 dakika), %58 A-%42 B (2
dakika), %50 A-%50 B (8 dakika), %30 A-%70 B idi (3 dk), %20 A-%80 B (2 dk)
ve %100 B ¢alismanin son 5 dakikasi siiresince kullanilmistir. Calismamizda,
(ppm=mg/kg-mg/L) olarak ifade edilen her bir bilesik her bir ekstre i¢in belirlenerek

incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calismada kullanilan bitki materyali Yuva Kasabasindan vejetasyon doneminde
toplanmistir. Kurutulan numunelerin metanol ve etil asetat ekstraksiyonlari
hazirlanmigtir. Ekstraktlarin antioksidan kapasite tayin yontemleri olarak toplam
antioksidan kapasite testi (Fosfomolibdat testi), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

yontemi ve FRAP olmak {izere 3 farkli metot uygulanmistir.

Bunun disinda ekstrelerin toplam fenolik madde (Folin-Ciocalteu Y 6ntemi) ve toplam
flavonoid madde tayini de yapilmistir. Ayrica HPLC ile fenolik bilesenleri de
belirlenmistir. Hazirlanan metanol ve etil asetat oziitleri i¢in tim testler in vitro

kosullarda uygulanmuistir.
4.1 Toplam Fenolik Icerik

Bitkilerde fenolik icerik seviyesi ne kadar yiiksek ise 6ziitiin serbest radikal tiirlerini
gidermesinin o kadar yiiksek oldugu ve saglik acgisindan daha gii¢lii hale geldigi
bilinmektedir (Kolag vd., 2017; Uyar vd., 2013).

Bundan dolay1 Trifolium pratense var. pratense’nin toplam fenolik icerigi etil asetat
ve metanol ¢oziictileri kullanilarak hazirlanan o6ziitler ile hesaplanmaya ¢alisilmustir.
Sonuglar gallik asit esdegeri cinsinden verilmistir. Metonol ekstrakti 444.64+12.21 mg
GAE/qg olarak gozlemlenmistir ve en giiglii sonug bu 06ziitte tespit edilmistir. Toplam
fenolik igerik agisindan etil asetat oziitii ise 279.64+5.14 mg GAE/g olarak tespit
edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Trifolium pratense var pratense o6ziitlerinin toplam fenolik igerigi.

N GAE
Ogziitler
(mg/g)
Metanol 444.64+12.21
Etil Asetat 279.64+5.14
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444,64

279,64

MG GAE/G

METANOL ETIL ASETAT
OzUTLER

Sekil 4.1. Trifolium pratense var pratense dziitlerinin toplam fenolik igerigi.

Esmaeili vd., (2015) yapmus olduklari bir ¢aligmada Trifolium pratense tiiriiniin toprak
iistli kisimlarindan hazirlamis olduklart metanol, n-hekzan fraksiyonu, etil asetat
fraksiyonu ve kloroform fraksiyonlarinin toplam fenolik igerigini arastirmislardir.
Calismanin sonucunda en iyi sonucu 31.94+1.68 mg GAE/g olarak metanol 6ziitiinde
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bir diger c¢alismada ise Antonescu vd. (2019)
Trifolium pratense tiiriiniin hidro-alkolik ekstraksiyonunun toplam fenolik igerigini
arastirmigtir. Calismanin sonucunda toplam fenolik icerigi 46.56 mg GAE/100g DW
olarak bildirmislerdir. Kolodziejczyk-Czepas vd. (2014) yapmis olduklar1 bir
calisgmada 6 farkli Trifolium tiiriiniin toplam fenolik igerigini arastirmislardir.
Calismanin sonucunda bitkilerin fenolik igeriklerini sirasiyla T. alexandrinum 52.55
mg/g, T. incarnatum 47.97 mg/g, T. resupinatum var. majus 22.54 mg/g, T.
resupinatum var. resupinatum 17.32 mg/g, T. hybridum 15.24 mg/g ve T. fragiferum
ssp. bonanni 11.30 mg/g olarak tespit etmislerdir. Vlaisavljevi¢ vd. (2017) yapmis
olduklar1 ¢alismada T. pratense tiiriiniin 30 cm uzamis toprak iistii kistmlarinin, 50 cm
uzamig toprak istii kistmlarmin ve tohum kisminin metanol oziitiinii hazirlayarak
toplam fenolik igeriklerini aragtirmislardir. Calismanin sonucunda tiim oOziitlerin
toplam fenolik igeriklerini 30.99 + 1.02 mg gallik asit esdegeri/g ! ve 41.96 + 0.93 mg
gallik asit esdegeri/g™! araliginda tespit etmislerdir. Kaurinovic vd. (2012)
calismalarinda T. pratense tiiriiniin yaprak kisimlarindan hazirlamis olduklar: eter,

kloroform, etilasetat, n-butanol ve su Oziitlerinin toplam fenolik igerigini
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arastirmiglardir. Calismanin sonucunda tiim oziitler i¢in toplam fenolik igerigi 0,16 +
0,02 GAE/g - 0,43 £ 0,01 GAE/g araliginda tespit etmislerdir. Hanganu vd. (2017)
yapmis olduklar1 bir calismada T. pratense ve T. repens tiirlerinin yaprak ve ¢igek
kisimlarindan hazirlamis olduklar1 etanol Oziitlerinin toplam fenolik igeriklerini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda T. pratense i¢in ¢i¢cek kismindan hazirlanan
oziitli 61.80 = 1.20 mg GAE/g ve yaprak kisimlarindan hazirlanan 6ziitii 76.16 + 0.84
mg GAE/g olarak tespit etmislerdir. T. repens i¢in ise ¢icek kismindan hazirlanan
Oziitlin toplam fenolik icerigini 49.80 + 2.20 mg GAE/g ve yaprak kisimlari i¢in
hazirlanan 6ziitlerin toplam fenolik igerigini 62.06 + 1.94 mg GAE/g olarak tespit
etmiglerdir. Kii¢iikboyaci vd., (2013) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada Trifolium
pratense var. sativum ve trifolium pratense var. pratense tiirlerinin toprak isti
kisimlarindan hazirlamis olduklar1 metanol (%80) Oziitlerinin toplam fenolik
iceriklerini aragtirmiglardir ve ¢aligmanin sonucunda sirasiyla 48.60 = 0.86 mg gallik
asit/g ve 52.30 + 1.20 mg gallik asit/g olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Erenler
vd., (2024) T. pratense tiiriiniin yaprak kisimlarindan hazirlamis olduklar1 metanol
Oziitliniin toplam fenolik igerigini arastirmislardir ve ¢alismanin sonucunda toplam

fenolik igerigi 82.44 + 0.15 mg GA/g olarak tespit etmislerdir.
4.2 Toplam Flavonoid Icerik

Bitkilerin biiylime, fotosentez, iiriin doniisiim fonksiyonlarinin gergeklesmesinde,
biyolojik gorevleri ve hastalik yapici etkenlerle miicadeledeki rolii bakimindan en
stratejik bilesik gruplardan birisi de flavonoidlerdir (Ozyurt, 2005). Tarihsel zamanda
yapilan ¢caligmalarda bir¢ok bitkide 4000°den fazlaca flavonoidin izolesi ortaya ¢ikmis
ve yapilar agikliga kavusturulmustur (Bakir, 2010). Tez ¢alismamiz kapsaminda
Trifolium pratense var. pratense tiiriinden hazirlamis oldugumuz farkli Gziitlerin
(metanol ve etil asetat) toplam flavonoid igerikleri arastirilmistir. Metanol ekstraktinin
toplam flavonoid igerigi 82.77+1.01 (ng/g) QE olarak hesaplanmis ve en iyi sonug bu
oziitte elde edilmistir. Toplam flavonoid igerik bakimindan etil asetat Oziitii ise
15.29+0.73 (ng/g) QE en 1yi ikinci sonug olarak tespit edilmistir. Analizler Cizelge
4.2 ve Sekil 4.2°de O0zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Trifolium pratense var. pratense 0ziitlerinin toplam flavonoid igerigi.

- QE
Oziitler
(ng/g)
Metanol 82.77+1.01

Etil asetat 15.294+0.73
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Sekil 4.2. Trifolium pratense var pratense 6ziitlerinin toplam flavonoid igerigi.

Trifolium cinsine ait yapilan diger ¢alismalarda Akbaribazm vd., (2020) Trifolium
pratense tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan hazirlamis olduklart hidroalkolik/alkolik
Oziitlin toplam flavonoid igerigini aragtirmislardir. Calismanin sonucunda toplam
flavonoid igerigi 39.21+4.26 mg RUE/g olarak bildirmislerdir. Dragusha vd. (2023)
caligmalarinda Trifolium pratense tiiriiniin ¢igek kisimlarindan hazirlamis olduklar
metanol ve su dziitlerinin toplam flavonoid igeriklerini arastirmislardir. Calismanin
sonucunda su 6ziitii i¢in toplam flavonoid igerigi 1.57+0.01 mg CE/g DW ve metanol
0ziitll icin toplam flavonoid igerigi 1.36+0.02 mg CE/g DW olarak tespit etmislerdir.
Esmaeili vd. (2015) Trifolium pratense tiiriiniin toprak tistii kisimlarindan hazirlamis
olduklar1 metanol 6ziitli, n-hekzan fraksiyonu, kloroform fraksiyonu ve etil asetat
fraksiyonlarinin in vivo ve in vitro kosullarda toplam flavonoid igerigini

aragtirmislardir. Calismanin sonucunda in vivo kosullarda en etkili sonucu kloroform
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fraksiyonunda gozlemlerken (19.56+1.11 mg RE/g) in vitro kosullarda en etkili sonucu
metanol 6ziitiinde (13.03+0.79 mg RE/g) tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Kaurinovic vd., (2012) calismalarinda Trifolium pratense tiirlinden hazirlamis
olduklar1 farkli 6ziitlerin (dietileter, kloroform, etilasetat, n-butanol ve su) toplam
flavonoid igerigini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda en yiiksek igerigi

15.23+0.01 pg RE/g ile etilasetat oziitiinde tespit etmislerdir.

Fabaceae familyasindan olan bazi tiirlere ait literatiir taramalarma baktigimizda ise
Tungmunnithum vd., (2021) yaptiklari g¢alismada Vigna unguiculata subsp.
sesquipedalis tiirti iizerinde TFC igerigini arastirmislardir ve ¢alismanin sonucunda
toplam flavonoid igerigi 13,4 ila 41,6 mgRE/100 arasinda tespit etmislerdir. Miceli
vd., (2015) ise Bauhinia forficata tiirinden hazirlamis olduklar1 etanol ekstraktinin
flavonoid igerigini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda toplam flavonoid igerigi

62.59 + 0.32 mgQE/g olarak tespit etmislerdir.
4.3 DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Oziitlerin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Sarikurkcu vd. (2008)’in yontemi
tizerinde kii¢iik modifikasyonlarla gergeklestirilmistir. DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi fenolik icerikle baglantili olabilece§i i¢in antioksidan aktivitenin
belirlenmesi ac¢isindan Olgiilmelidir. Sonuglar radikalin %50’nin giderildigi bir
konsantrasyon olarak tanimlanan IC50 cinsinden verilmistir. Trifolium pratense var.
pratense tiirlinden hazirlamis oldugumuz etil asetat ve metanol Oziitlerinin DPPH
serbest radikal giderme aktiviteleri IC50 cinsinden sirastyla 48.820+1.25 pg/ml ve
99.780+2.17 pg/ml olarak tespit edilmistir. Sonuglar Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3’te

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.3. Trifolium pratense var. pratense Oziitlerinin toplam fenolik icerigi.

Oziitler 1C50
(ug/ml)
Metanol 99.780+2.17

Etilasetat 48.820+1.25
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Lg/ml

Metanol Etilasetat
Oxiitler

Sekil 4.3. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi.

Kolodziejczyk-Czepas vd., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Trifolium pratense ham
ekstrakti, Trifolium pratense fenolik fraksiyonu, Trifolium pallidum fenolik fraksiyonu
ve Trifolium scabrum fenolik fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlardaki DPPH
serbest radikal giderme aktivitelerini aragtirmislardir. Calismanin sonucunda tiim
Oziitlerin aktivitesinin % 25.59+1.41 ve % 91.82+0.14 araliginda tespit edildigini
bildirmiglerdir. Kaurinovic vd., (2012) calismalarinda Trifolium pratense tiiriinden
hazirlamis olduklar farkli 6ziitlerin (dietileter, kloroform, etilasetat, n-butanol ve su)
DPPH serbest radikal giderme aktivitelerini incelemislerdir. Calismanin sonucunda
tiim 6ziitlerin DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri 17.47 ug/mL ve 34.19 pg/mL
araliginda tespit edilmistir. Sabudak vd., (2013) Trifolium echinatum tiirinden
hazirlamis olduklar1 hekzan, diklorometan, etil asetat ve biitanol Oziitlerinin DPPH
serbest radikal giderme aktivitelerini incelemislerdir. Etil asetat 6ziitiiniin aktivitesi
10.32+0.67 uM ile en diisiik sonug olarak tepit edilirken hekzan 6ziitlinlin aktivitesi
129.1+1.76 uM ile en etkili sonug olarak tespit edilmistir. Demirkiran vd., (2013) ise
caligmalarinda Trifolium nigrescens tiirlinden hazirlamis olduklart hekzan,
diklorometan, etilasetat ve biitanol oOziitlerinin DPPH serbest radikal giderme
aktivitelerini arastirmislardir. Calisma sonucunda 12.38+0.55 uM ile en diisiik aktivite

etil asetat Oziitiinde tespit edilmistir. Hekzan 6ziitii ise 398.65 + 4.01 uM ile en yiiksek
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aktivite gosteren 0Oziit olarak bildirilmistir. Tundis vd., (2015) ¢caligmalarinda Trifolium
pratense ve Trifolium repens tiirlerinin etanol oziitlerinin DPPH serbest radikal
giderme aktivitelerini arastirmislardir. Calismanin sonucunda T. repens’in serbest
radikal siipiirme aktivitesi 10.3+£1.2 pg/mL, T. pratense’nin serbest radikal siiptirme
aktivitesi ise 34.0+1.6 pg/mL olarak tespit edilmistir. Antonescu vd., (2019) Trifolium
pratense tiirlinden hazirlamis olduklart hidro-alkolik ekstraksiyonun DPPH serbest
radikal giderme aktivitesini arastirmislardir. Calismanin sonucunda 6ziitiin serbest
radikal giderme aktivitesini %14.49 olarak tespit etmislerdir. Akbaribazm vd., (2020)
ise yapmis olduklar1 bir calismada Trifolium pratense tiirliniin toprak istii
kisimlarindan hazirlamig olduklar: etanol ekstraktinin DPPH serbest radikal siipiirme
aktivitesini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda serbest radikal giderme aktivitesi
149£11.61 (umol eq. Trolox/10 @) olarak bildirilmistir.

4.4 Toplam Antioksidan Kapasite

Fosfomolibdat testi ile toplam antioksidan kapasite Olciilmiistiir. Yapilan test, bir
elektron aktarimi sistematigi icermektedir. Bitkilerdeki flovonoidler ve fenolikler bu
testlerde 6l¢iilebilir. Ahmed vd., (2015). Calismada fosfomolibdat testi ile belirlenen
seviyeler troloks es degeri tiirinden hesaplanmustir. Trifolium pratense var. pratense
tiirtiniin ekstratlar1 bu testte sirasiyla etil asetat 6ziitii igin 224.09+10.29mg AE (mg/qg),
metanol 6ziitli i¢in 163.18+£2.57 AE (mg/g), sonuglarmi vermistir. Sonuglar Cizelge
4.4 ve Sekil 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.4. Trifolium pratense var. pratense oziitlerinin toplam antioksidan

kapasitesi.
. AE
Oziitler (mg/g)
Metanol 163.18+2.57
Etil asetat 224.09+10.29
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H 224,091

b 163,182
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Sekil 4.4. Toplam antioksidan kapasite.

Erbil vd., (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada Trifolium ochroleucum tiiriiniin toprak
isti kisimlarindan hazirlamis olduklari metanol o6ziitiinliin toplam antioksidan
kapasitesini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda toplam antioksidan kapasiteyi
2.546+0.191 mM olarak tespit etmislerdir. Khalil vd., (2022) yapmis olduklari
calismada Trifolium repens, Dumasia villosa ve Medicago laciniata tiirlerinin kok,
yaprak ve govde kisimlarindan hazirlamis olduklar1 metanol, etanol ve kloroform
Oziitlerinin toplam antioksidan kapasitesine bakmiglardir. Calismanin sonucunda tiim
Oziitlerin 7.703+1.20 mg/g ile 44.08+0.98 mg/g araliginda oldugunu tespit etmislerdir.
Erbil vd., (2014) ¢alismalarinda Fabaceae familyasindan Adenocarpus complicatus
tiirliniin farkli kisimlarindan (kok, govde, yaprak, ¢icek, ve tohum) hazirlamig

olduklar1 metanol 6ziitiinlin toplam antioksidan kapasitesini arastirmiglardir.

Calismanin sonucunda karigik materyallerin toplam antioksidan kapasitesini 105.75
mgAE/g ve 251.53 mgTE/g, meyve kisimlarinin toplam antioksidan aktivitesini ise
90.75 mgAE/g ve 207.53 mgTE/g olarak tespit etmislerdir. Borquaye vd., (2020)
caligmalarinda Fabaceae familyasinin bir liyesi olan Tamarindus indica tiiriiniin kok
ve govde kisimlarindan hazirlamig olduklari etanol dziitlerinin toplam antioksidan

kapasitesini aragtirmiglardir. Caligsmanin sonucunda kok 6ziitii i¢in toplam antioksidan
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kapasiteyi 27.29+3.7 g/100 g AAE ve govde 0ziitii i¢in toplam antioksidan aktiviteyi
27.16+4.5 g/100 g AAE olarak bildirmislerdir.

4.5 FRAP Iyon Indirgeme Giicii

Antioksidanlarin varhiginda ve asidik bir otamda (pH 0-7) ferrictripyridyltriazine
kompleksi Fe*®den elektron alarak Fe*?’ye indirgenir. Olusan renkli homojen karisim
595 nm absorbansda ylikselise neden olur. Elde edilen sonuglar troloks esiti olarak
ifade edilir (Albayrak vd., 2010). Yapilan testlerde Trifolium pratense var. pratense
tiirliniin ekstratlar1 sirastyla metanol 6ziitii i¢in 186.13+3.02 mg TEs/g, etanol 6ziitii
icin 98.954+2.95mg TEs/g olarak hesaplanmistir. Calismamizi yaptigimiz Trifolium
pratense var. pratense bitkisinin demir indirgeme giicli (FRAP) sonuglar1 Cizelge 4.5

ve Sekil 4.5°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Trifolium pratense var pratense 6ziitlerinin FRAP iyon indirgeme giicti.

TE
Oziitler (mg/g)
Metanol 186.13+£3.02
Etilasetat 98.95+2.95
E T
METANOL ETIL ASETAT

OZUTLER

Sekil 4.5. FRAP iyon indirgeme giicii
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Kolodziejczyk-Czepas vd., (2014) yapmis olduklart c¢alismalarinda farkl
konsantrasyonlardaki (1.5, 3, 6.25, 12.5, 25, 50 pug/ml) alt1 farkli trifolium tiiriniin
metanol oOziitlerinin FRAP iyon indirgeme giiclerini arastirmiglardir. Caligmanin
sonucunda bitkilerin FRAP iyon indirgeme giicleri en yliksek konsantrasyon olan 50
ug/ml’de T. alexandrinum i¢in 1.701 +0.410 pg/ml, T. incarnatum igin 0.368 + 0.009
pug/ml, T. hybridum ic¢in 0.662+0.020 pg/ml, T. fragiferum L. ssp. bonanni igin
0.436 £0.029 pg/ml, T. resupinatum L. var. resupinatum i¢in 0.888 £0.012 pg/ml ve
T. resupinatum L. var. majus igin ise 1.014 +0.048 pg/ml olarak tespit etmislerdir.
Kolodziejczyk-Czepas vd. (2015) yaptiklari bir diger ¢alismada ise ti¢ farkli trifolium
tirtiniin farkli konsantrasyonlardaki (1.5, 3, 6.25, 12.5, 25, 50 ug/ml) %80°lik metanol
oziitlerinin fenolik fraksiyonlarinin FRAP iyon indirgeme gii¢lerini aragtirmislardir.
Calismanin sonucunda 50 pg/ml konsantrasyonda Trifolium pratense i¢in FRAP iyon
idirgeme giiciinii 2.606+0.355 mM of Fe?*, Trifolium pallidum i¢in 0.809+0.018 mM
of Fe?* ve Trifolium scabrum igin 0.197+0.036 mM of Fe?* olarak tespit etmislerdir.
Tundis vd. (2015) ¢alismalarinda Trifolium pratense ve Trifolium repens tiirlerinin
etanol Oziitlerinin FRAP iyon indirgeme giiclinii arastirmislardir. Calismanin
sonucunda T. repens 44.2+4.5 uM Fe(I1)/g olarak tespit edilirken, T. pratense tiiriiniin
FRAP iyon indirgeme giicii tespit edilememistir. Antonescu vd. (2019) Trifolium
pratense tiirlinden hazirlamis olduklar1 hidro-alkolik ekstraktin FRAP iyon indirgeme
potansiyelini incelemislerdir ve 17.14 mg TE/mL olarak bildirmislerdir. Akbaribazm
vd., (2020) yapmis olduklar1 arastirmada Trifolium pratense tiiriiniin toprak iistii
kisimlarindan hazirlamis olduklar1 etanol ekstraktinin FRAP iyon indirgeme giiciinii
arastirmiglar ve 6620.15+43.26 mmol Fe(Il)/mg olarak tespit etmislerdir. Jakubczyk
vd., (2021) calismalarinda Trifolium repens ve Trifolium pratense tiirlerinden
hazirlamig olduklar1 etanol Oziitlerinin FRAP iyon indirgeme potansiyellerini
aragtirmiglardir. Calismanin sonucunda T. repens 88.71+3.16 uM Fe(II)/L, T. pratense
ise 100.20+4.96 uM Fe(II)/L olarak tespit edilmistir. Fabaceae familyasina ait bazi
tiirler lizerinde yapilan FRAP iyon indirgeme giicli arastirmalarina bakildiginda ise
Madrid vd., (2012) Psoralea glandulosa tiiriiniin diklorometan oziitiinin FRAP
aktivitesini 2.71 mM, Madubunyi ve Ode (2011), ise Cassia singueana tiiriiniin yaprak
kisimlarindan hazirlanan metanol oziitlerinin FRAP aktivitesini 100 pg/ml
konsantrasyonda 1.9 mM/ml olarak tespit etmislerdir. Literatiirdeki diger ¢alismalarin

verileri ve ¢alismamizdan elde edilen sonuglar goz oniine alindiginda Trifolium

25


https://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Kolodziejczyk-Czepas%2C+Joanna
https://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Kolodziejczyk-Czepas%2C+Joanna

pratense var. pratense tiirlinlin demir indirgeme potansiyelinin verimli oldugu

gbzlemlenmistir.
4.5 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi Analizleri (HPLC)

Trifolium pratense var. pratense bitkisinin toprak ustii kisimlarindan hazirlanan
methanol ve etil asetat oziitlerinin fenolik bilesim analizi, Caponio vd. (1999)
tarafindan aciklanmis olan yontem izlenerek elde edilmis olup kalibrasyon egrilerinde
hesapland1 ve pg/g ekstrakt olarak ifade edildi; sonuglar Cizelge 4.6’da 6zetlenmistir.
Bu ¢aligmada, (ppm=mg/kg-mg/L) olarak ifade edilen her bir bilesigin her bir 6ziitii
(metanol, etil asetat) i¢in incelenmistir Sonuglara goz attigimizda gallik asit (MeOH :
92,230 ppm), hesperidin (MeOH : 49,074 ppm) ve rosmarinik asit (MeOH : 50,741 ppm)
analizde yiiksek sonu¢ vermistir. Gallik asit fenolik bilesiklerde bulunan saf
maddelerden biridir. Bu saf madde bitkilerde ve tohum taslaginin olgun halinde
(meyve) genel olarak bulunur ve yaygin bir endiistriyel kullanima potansiyeli vardir.
Ester formu genellikle gida, kozmetik ve farmakoloji de antioksidan olarak
kullanilmaktadir. Miirekkep ve boya endiistrisinde kullanilabilmektedir (Stupans ve
Ow 2003; Florez-Fernandez vd., (2020). Mekanik agidan bakildiginda, gallik
asit Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptecoccus mutans ve
Listeria monocytogenes’in yapismasini, hareketliligini ve biyofilm olusumunu inhibe
edebilir (Kahkeshani vd., 2019). Bilesik ayrica gram pozitif ve gram negatif
bakterilerde hiicre zarmin biitiinligiinii bozabilir ve zar ylizeyinin yikiini,
hidrofobisitesini ve gegirgenligini degistirebilir. Hesperidin, flavonoid alt siniflarindan
biri olan flavanon bilesiklerindendir (Pyrzynska, 2022). Yapisal olarak, aglikon
hesperetin ve disakkarit rutinozdan olusan bir flavon glikozididir (Choi vd., 2022).
Cesitli turunggillerde (6zellikle portakal kabuklarinda) bol miktarda bulunan bir
flavonoiddir. Ozellikle, turunggil kabugu, posasindan daha yiiksek flavonoid igerigine

sahiptir ve bu sayede daha gii¢lii anti-inflamatuar 6zellikler sergiler (Tian vd., 2024).

Hesperidin, antioksidan, fotokoruyucu, anti-inflamatuar, antikarsinojenik ve
antibakteriyel aktiviteler dahil olmak iizere cilde ¢ok ¢esitli potansiyel olarak degerli
ozellikler sundugu icin son derece ilgi ¢ekici bir bilesik olarak kabul edilir (Rodrigues
ve Pintado, 2024). Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet modellerinde ve ayrica
kanserin 6nlenmesinde ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir (Kim vd., 2019). Rosmarinik

asit (RA) ise kekik, biberiye, nane, adagayr gibi bitkilerde varolan dogal bir
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antioksidandir (Sacli, 2019). RA, antiviral, antibakteriyel, antikanser, antioksidan,
yaglanma karsiti, antidiyabetik, kardiyoprotektif, hepatoprotektif, nefroprotektif,
antidepresan, antialerjik ve antiinflamatuar aktiviteler dahil olmak tizere dikkate deger
biyolojik etkilere sahiptir (Nadeem vd., 2019). Ayrica bitkilerde, RA kiimiilatif bir
savunma bilesigi olarakta kabul edilmektedir (Luo vd., 2020).

Cizelge 4.6. Fenolik bilesim analizi.

el . ) Y RT Metanol | Etil asetat
Fenolik Bilesik* | Correlation (r?) (m) | (min) | (ppm™) | (ppm*=**)
3-Hidroksi
Benzoik Asit 0,99928 287 | 22.545 5,353 2,539
- Hidroks: Benzolk| 9 99904 278 | 17.647| 3974 | 1,065
Benzoik Asit 0,99986 278 | 47.629 N.D. 1,227
Katesin Hidrat 0,99906 278 | 11.499 N.D. 3,441
Klorojenik Asit 0,99970 330 | 16.239 3,948 0,988
Kafeik Asit 0,99892 330 |21.476 N.D. N.D.
Epikatesin 0,99879 278 | 20.169 19,214 N.D.
Gallik Asit 0,99966 278 5.912 92,230 6,133
Hesperidin 0,99705 287 | 65.989 49,074 15,78
P-Kumarik Asit 0,99982 330 | 33.597 1,994 0,623
Kuersetin 0,99962 254 | 76.313 14,265 12,312
Rosmarinik Asit 0,99907 330 | 70.655 50,741 2,308
Sinnapik Asit 0,99925 330 | 37.264 1,681 N.D.
Siringik Asit 0,99839 278 | 22.628 2,961 0,982
t-Sinnamik Asit 0,99998 278 | 75.207 1,295 0,618
t-Ferrulik Asit 0,99993 330 | 37.202 1,093 0,181

*1, 5, 10, 20, 50, 70, 100 ppm konsantrasyonlarinda saf standart ¢ozeltileri okutularak
kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. **RT=Retention Time (Alikonma zamani),
N.D.=Not Detected (Algilanmadi). ***ppm=mg/kg-mg/L

Kicel ve Wolbis (2006) yapmis olduklari bir ¢alismada Trifolium repens ve Trifolium
pratense tiirlerinin ¢igcek ve yaprak kisimlarindan hazirlamis olduklari metanol
Oziitlerinin fenolik bilesimini arastirmiglardir. Calismanin sonucunda her iki tiir i¢in
de salisilik asit diger bilesenlere gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Ahmad vd.,
(2019) calismalarinda Trifolium repens tiiriiniin yaprak kisimlarindan hazirlamig
olduklar1 metanol oziitlerinin fenolik bilesimini arastirmislardir. Analiz sonucunda
tirosol (11.1 + 0.2 mg/g) en bol bulunan bilesik olarak bildirilmistir. Tundis vd., (2015)
Trifolium repens ve Trifolium pratense tiirlerinin ¢i¢cek kisimlarindan hazirlamis
olduklar1 etanol 6ziitlerinin fenolik igerigini ¢alismislardir. Arastirma sonucunda T.

repens i¢in klorojenik asit (79.2 mg/g) ve T. pratense i¢in luteolin (16,7 mg/g) en
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yogun tespit edilen bilesenler olarak bildirilmistir. Chiriac vd., (2020) yapmis
olduklari aragtirmalarinda Trifolium pratense tiiriiniin tohum kisimlarindan hazirlamis
olduklar1 etanol 6ziitiiniin fenolik bilesimini ¢alismiglardir. Calismanin sonucunda
farkli miktarlarda 15 flavonoid, 8 fenolik asit ve 7 izoflavon bileseninin tespit
edildigini bildirmislerdir. Fabaceae familyasina ait bazi bitki tiirlerinden hazirlanan
oziitlerin HPLC analizleri degerlendirildiginde ise; Elbanoby vd., (2024)
caligmalarinda Leucaena leucocephala tiiriiniin ¢esitli kisimlarindan hazirlamig
olduklar1 metanol 6ziitiiniin fenolik bilesimini arastirmislardir ve sonucunda benzoik
asid (1520.44 mg/kg ME), mirisetin (848.73 mg/kg ME), rosmarinik asid
(792.46 mg/kg ME) bilesiklerinin bol bulundugunu bildirmiglerdir. Bir diger
calismada ise Kumar vd., (2018) Astragalus membranaceus tiiriinden hazirlamis
olduklar1 farkli o6ziitlerin (su, etanol, metanol ve etil asetat) fenolik bilesimini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda Kuersetin, kumarin, lanatozid C, gallik asit ve
kafein bilesiklerinden farkli oranlarda tespit etmislerdir. Odion vd., (2024)
Solenostemon monostachyus yapraklarindan hazirlamis olduklari metanol 6ziitliniin
fenolik bilesimini arastirmiglar ve ¢alismanin sonucunda katesinin (33.334 pg/ml) en

bol bulunan bilesik oldugunu tespit etmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasi, Trifolium pratense var. pratense bitkisinin toprak
istli kisimlarindan hazirlanan farkli 6ziitlerin (metanol ve etilasetat) biyolojik ve
fitokimyasal 6zelliklerini arastirmayi temel almistir. Calisma kapsaminda Trifolium
pratense var. pratense tiirlinlin fitokimyasal analizi antioksidan kapasite bakimindan
yaygin bazi testler (TPC, TFC, DPPH, FRAP, PBD, HPLC) uygulanarak tespit
edilmeye calisgilmistir. Analizler sonucunda bitki metabolitlerinin  metanol
¢oOziiclisiiyle daha iyi bir etkilesime girdigi ve oOzellikle fenolik ve flavonoid
bilesenlerce 0nemli bir potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica demir
iyonlarini indirgeme potansiyelinin de yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Toplam
antioksidan kapasite acisindan ise etil asetat Oziitiiniin daha aktif oldugu tespit
edilmistir. Caligma HPLC analizi ile desteklenerek fenolik bilesenler agisindan
zenginligi kanitlanmigtir. Farmakoloji alaninda bu bitki tiirii 6zelinde yapilabilecek
daha kapsamli c¢alismalarla bitkinin yapisinda bulunan ©Onemli molekiillerin

kesfedilmesi ve kullanim potansiyelinin ortaya konulmasina ihtiyag¢ vardir.
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