T.C.
AMASYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER TIP ANABILIM DALI

ANANAS KABUGUNDAN FARKLI COZUCULER VE FORMLARLA
ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN BiYOAKTIF BILESEN PROFILI,
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI VE DROSOPHILA
MELANOGASTER'DE BiYOLOJIK ETKILERI

YUKSEK LISANS TEZI

GOZDE DAVU

TEZ DANISMANI
PROF. DR. ARIiF AYAR

AMASYA
HAZIRAN 2025



T.C.
AMASYA UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER TIP ANABILIiM DALI

ANANAS KABUGUNDAN FARKLI COZUCULER VE FORMLARLA
ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN BiYOAKTIF BILESEN PROFILI,
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI VE DROSOPHILA
MELANOGASTER'DE BIYOLOJIK ETKILERI

Gozde DAVU

YUKSEK LiSANS TEZi

Tez Danismani

Prof. Dr. Arif AYAR

AMASYA
HAZIRAN 2025



GOZDE DAVU tarafindan hazirlanan “ANANAS KABUGUNDAN FARKLI COZUCULER
VE FORMLARLA ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN BiYOAKTIF BILESEN PROFILI,
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI VE DROSOPHILA MELANOGASTER'DE BiYOLOJIK
ETKILERI” adh tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI ile Amasya Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmistir.

Damsman: Prof. Dr. Arif AYAR
Sabuncuoglu Serefeddin SHMYO, Tibbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ...

Baskan: Dog. Dr. Ebru BATI AY

Suluova Meslek Yiiksekokulu, Bitkisel ve Hayvansal Uretim Boliimii, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ...

Uye: Dog. Dr. Muhammed Akif ACIKGOZ

Ziraat Fakiltesi, Tarla Bitkileri Bolumii, Ordu Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum. ...

Tez Savunma Tarihi: 26/06/2025

Juri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine

getirdigini onayliyorum.

Dog. Dr. Gonca USTUN
Saglik Bilimleri Enstitiisii MiidiirQ



Bu slirecte her zaman destek¢im olan sevgili ailem ve yol arkadaslarima....



ETIiK BEYAN

Amasya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

e Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

e TUm bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarma uygun
olarak sundugumu,

e Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tumine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

e Bu tezde sundugum calismanm 6zgin oldugunu bildirir, aksi bir durumda aleyhime

dogabilecek tim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

GoOzde DAVU
26/06/2025



TESEKKUR

Lisansiistii egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerini paylagarak bana destek olan,
calismami 6zenli bir sekilde takip eden tez danismanim Prof. Dr. Arif AYAR’a, yiiksek
lisans 6grenim siirecim boyunca iizerimde emegi olan basta Do¢. Dr. Ebru BATI AY ve
tim degerli hocalarima, lisansiistii egitimim siiresince ¢alismalarimda laboratuvar
bilgilerini paylasan Dr. Mehmet FIDAN tiim ekip arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Her zaman yanimda olup bana destegini esirgemeyen canim ailem; annem Nazan
DAVU, babam Ahmet DAVU, kardesim Hiiseyin Kaan DAVU, destek¢im olan
arkadaslarim, bu siiregte anlayisla yanimda olan yol arkadaslarim ve tez stirecimde yardimi
dokunan herkese cok tesekkiir ederim, iyiki varsiniz.

Ayrica tez ¢alismami FMB-BAP 23-0598 koduyla destekleyen Amasya Universitesi

BAP Birim Koordinatorliigiine de tesekkiir ederim.



ICINDEKILER
TESEKKUR ......coooiiiiiieeeeeeeeeee et ee ettt n sttt ettt ee s s s e e i
ICINDEKILER .........cooooviiiiiiieeeee ettt n sttt eeees i
TABLOLAR DIZINI .......c.cooiiiiiiiiccceeee e iv
SEKILLER DIZANI .......ccoiiiiiiiiiiieeeceeceee ettt v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ..........cccocoooiiiiiiiciccecc s Vi
L )4 = IO P PO UPPRT T iX
A B S T R A T e e e e e e e e e e e e aa e e e e s a i ————aaas iX
3 123 1O 1
2. GENEL BILGILER .........ccooiiiiiiiiiiices sttt 3
2.1. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari...............ccovveeiiiiieee i 3
2.2. Fenolik BileSiKIer Ve CeSItIETT ..uuviiurreiiireeiiieeiiieesiieessieeeesieeeesiee e e sreeeesnneeeseee e 7
2.2.0. FENOIIK @STLIET ...t 8
2.2.2. FIAVONOTUIET ...ttt 9
2.3. Toplam Antioksidan Kapasite Tayin YONtemleri..........ccccoevvveeiiveeiineesiie e 10
2.3.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil Radikal Supurme Kapasitesi) yontemi....... 13
2.3.2. Total Antioksidan- Oksidan Seviyesi (TAS-TOS).......cccccuiveiiiiieeiireesiieesineenn 14
2.4. Ananas (Ananas comosus L.) BItKISI ..........ccceiiireiiiieiiiic e 16
2.4. Model Organizma Drosophila melanogaster ............ccccoveiviieiiie i 18
3. GEREC VE YONTEM ....oiiiiiiictcee ettt 22
0 B €T T o PO PPUPP T TOTPPPPPPPPPP 22
3.1.1. ANanas KabUGU .....cocoiiiiiiiiiiiic e 22
3.1.2. Drosophila melanogaster............ccveiiiieiiiee i 23
I (011111 1o OO P PP PO PP PP PPPPRPN 26
3.2.1. Ananas kabugu ekstraktlarmin hazirlanmasi ............ccccceiiiiiiinii 26
3.2.2. Toplam fenolik madde tayini ...........ccoveeiiieiiiie e 29
3.2.3. Toplam flavonoid madde tayini ...........ccccceeeiiieeiiie e 29
3.2.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini ...........cccccceveevieeiiiee e 29
3.2.5. Fenolik ve flavonoid bilesenlerin kompozisyon analizi (LC-MSMS) ............... 30
3.2.6. D.melanogaster larval mortalite testleri..........cc.ccooviiiieiiii e, 31
3.2.7. D. melanogaster’de biyokimyasal etkinlik analizleri (TAS/TOS/OSI) ............. 34

3.2.8. Verilerin iStatiStiKSel aNALIZI .......cevneeeeeee et 36



A BULGULAR ...ttt et e e e et b e e e s anbb e e e e anees 37
4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini SONUGIArt........c.cevvvveiiieeiiiiieiiiieeiieenns 37
4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini Sonuglart ..........ccocovvevviiiieniieinennn. 38
4.3. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuglart ...........c.cccvevnennne. 40
4.4, LC-MSMS Analiz SONUGIATT ......ocuvviiiiiiiiiiiciiiie e 42
4.5. Larval Mortalite Calismalaridan Elde Edilen Sonuglar ...............ccccooviveiinnn. 47
4.6. D.melanogaster’de Yapilan Biyokimyasal Analizlerden Elde Edilen Sonuglar.50
T 17N 2 1 T . NP 53
6. SONUC VE ONERILER ...........c.cocoooiuiiiiiiiieeeecceeeee e 62
T KAYNAKLAR ettt e e e e e s a e e e e e e ans 65
EKLER........; oo oooevvereeenen v s BN v B oo o aBREEE oo odBERRE e e e e eensnnnenas 78
EK-1. Proje SOZIESMESI ....cciuvriiiiiiiiii ettt 79

[0777€] 00317 § 15U 81



TABLOLAR DiZiNi
Tablo 2.1. Antioksidan Aktiviteyi Olgmek I¢in Kullanilan Farkli Teknikler .................... 11
Tablo 3.1. LC-MS/MS Analizi Test KOSUIATT ......cuvveiiiieiiiieiiie e 31
Tablo 3.2. Drosophila Larval Mortalite Testi Kontrol ve Uygulama Gruplart .................. 33

Tablo 4.1. Ananas Kabugu Farkli Formlarinin Total Fenolik Madde Miktarlarinin
Istatistiksel DeZerlendirmesi ...........c.cvceiivivereiirireesecie e, 38
Tablo 4.2. Ananas Kabugu Farkli Formlarinin Total Flavonoid Madde Miktarlarmin

Istatistiksel DeZerlendirmesi ...........c.cceievivereriirireeiecieee e, 40
Tablo 4.3. Farkli Formlarda Hazirlanan Ananas Kabugu Orneklerinin DPPH Serbest
Radikal Giderme AKEIVITRIEIT ........c.ooviiiiiiiiie e 40
Tablo 4.4. Farkli Formlarda Hazirlanan Ananas Kabugu Orneklerinin DPPH Sonuglarinin
Konsantrasyon Farklarina Gore Istatistiksel Degerlendirmesi........................... 42
Tablo 4.5. Ananas Kabugu Orneklerinin LC-MSMS Analiz Sonuglarma Gére Igerik
OTanlarie......ooiiiiiii i 43
Tablo 4.6. Larval Mortalite Testi Kontrol Gruplarindan Elde Edilen Veriler.................... 47

Tablo 4.7. Farkli Form ve Farkli Konsantrasyonlarda Ananas Kabugu Ekstraktlarinin
Larval Mortalite Oranlart ............ocooiiiiiioiiiiiiiceeee e 48
Tablo 4.8. Farkli Form ve Farkli Konsantrasyonlarda Ananas Kabugu Ekstraktlarinin H20;
ile Birlikte Uygulamasinin Larval Mortalite Oranlari..............ccceeevvveeiveeennnen. 49
Tablo 4.9. Ananas Kabugundan Hazirlanan Farkli Ekstrakt ve Formlarn D.
melanogaster'de Biyokimyasal EtKinligi ...........ccccccvveiiiiveiiini i, 51



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Antioksidanlarin Siflandirilmast............oooviiiiiiiiiii s 4
Sekil 2.2. Antioksidanlarin Calisma Mekanizmalari.............cccceeiiiiiiiiiiiii e 6
Sekil 2.3. Polifenollerin Kimyasal YapiSL......ccooiivieiiiiiiiiiiiiiie e 7
Sekil 2.4. Hidroksibenzoik Asit ve Hidroksisinamik Asitin Kimyasal Yapist ..........c.......... 8
Sekil 2.5. Flavonoid Gruplarmim Kimyasal Yapilari.........cccocooeiiiiieee 9
Sekil 2.6. DPPH Reaksiyon MeKanizZmasi..........ccuveiiereiiiieiiiiieiiiie e e 14
Sekil 2.7. Oksidatif Stres Iindeksi (OSI) ve Hesaplama Formiilii..............c.cccocveveeirrirenenn, 15
Sekil 2.8. Ananas (Ananas ComOoSUS) DItKIST ...........coiviiiiiiiiiiiic i 17
Sekil 2.9. Drosophila ve Insanda Organ Sistemlerinin Benzerlik ve Farkliliklari.............. 21
Sekil 3.1. Ananas Kabugu (O1Jinal) ........c.eeeiiiiioiiiieiiii e 22
Sekil 3.2. Drosophila Calismalarinin Yapildigi Biyolojik Arastirma Laboratuvari

(OFJINAD) e 23
Sekil 3.3. Drosophila melanogaster Disi (a) ve Erkek (b) Bireyleri (Orjinal) ................... 24
Sekil 3.4. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisti (Orjinal) .........ccccveeviveeiiveeeninnnnn. 25
Sekil 3.5. Ananas Kabuklarmm Hazirlanip, Kurutma Islemlerinin Yapilmasi (Orjinal) ....26
Sekil 3.6. Ananas Kabuklarmm Toz Haline Getirilmesi Islemleri (Orjinal) ...................... 27
Sekil 3.7. Ananas Kabuklarmm Ekstraksiyon Islemleri (Orjinal)........ccocoevvvvvvieiriienenne, 27
Sekil 3.8. Ananas Kabugu Ekstraktlarmdan Coziiciilerin Uzaklastirilmas1 Islemleri

(OFJINALY . 28
Sekil 3.9. Ananas Kabugunun Demleme Formlarinin Hazirlanis1 (Orjinal)...................... 28
Sekil 3.10. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Yontemi (Orjinal) ...........cc..couve.. 30
Sekil 3.11. LC-MS/MS Analiz Sistemini Olusturan Cihazlar ..............cccceeveveiiiiinicninnnn. 31
Sekil 3.12. Standart ¢caprazlama i¢in birey se¢imi ve larva toplama asamalari (Orjinal) ...32
Sekil 3.13. Deneyde Kullanilan Tiim Uygulama ve Kontrol Gruplar1 (Orjinal)................. 33
Sekil 3.14. Antioksidan Testlerde Kullanilan Cihaz ve Uygulamalara Ait Gorlntuler

(OFJINALY . 35
Sekil 4.1. Ananas Kabugu Farkli Formlarinin Total Fenolik Madde Miktarlari ................ 37
Sekil 4.2. Ananas Kabugu Farkli Formlarinin Total Flavonoid Madde Miktarlart ............ 39

Sekil 4.3. Farkli Formlarda Hazirlanan Ananas Kabugu Orneklerinin DPPH Serbest
Radikal Giderme Aktivitelerine Ait GrafiK.............ccoovviiiiiii, 41



Vi

Sekil 4.4. Ananas Kabugu Toz Demleme (AKTD) Ekstraktinn LC-MS/MS

Kromatogrami ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiii 44
Sekil 4.5. Ananas Kabugu Su (AKS) Ekstraktinin LC-MS/MS Kromatogrami................. 44
Sekil 4.6. Ananas Kabugu Etanol (AkEt) Ekstraktinin LC-MS/MS Kromatogrami .......... 45

Sekil 4.7. Ananas Kabugu Metanol (AkMe) Ekstraktinin LC-MS/MS Kromatogrami.......45
Sekil 4.8. Farkli Form ve Konsantrasyonlarda Ananas Kabugu Ekstraktlarmin Larval

Mortalite Oranlarina Ait Grafik...........oevviiiiiiiiiiiii e 48
Sekil 4.9. Farkli Form ve Konsantrasyonlarda Ananas Kabugu Ekstraktlarinin H,0> ile

Birlikte Uygulamasinin Larval Mortalite Etkinligine Ait Grafik ...................... 49
Sekil 4.10. Kontrol ve Tiim Uygulama Gruplarina Ait Larval Mortalite Etkinlik Grafigi..50
Sekil 4.11. TAS, TOS ve OSI Degerlerine Ait Grafik ...........c.coeevrviiviviieiiiiieesieenns 51



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

vii

Tez calismasinda kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

°C

%
Hg
pmol
pl
dk
gr
Kg
kkal

mg

mL
mm
mM

nm

Kisaltmalar

ASC
AKC
AKEt
AKMe
AKSU
AKTD
GR

Aciklama

Santigrat derece
Yuzde
Mikrogram
Mikromol
Mikrolitre
Dakika
Gram
Kilogram
Kilokalori
Litre

Metre
Miligram
Mililitre
Milimetre
Milimolar

Nanometre

Aciklama

Askorbik Asit

Ananas kabugu demleme cay formu
Ananas kabugu etanol ekstresi
Ananas kabugu metanol ekstresi
Ananas kabugu su ekstresi

Ananas kabugu toz demleme formu

Glutatyon rediktaz



GSH
GST
H20
LC/MS-MS
MSR
SPSS
SOD
OSi
pH
TAS
TOS
TRXP

viii

Indirgenmis glutatyon

Glutatyon S-transferaz

Hidrojen Peroksit

S1ivi kromatografi-kiitle spektrometrisi
Metionin stlfoksit rediiktaz

Statistical Package for the Social Sciences
Slperoksit dismutaz

Oksidatif stres indeksini

Power of Hydrogen

Total Antioksidan Seviyesi

Total Oksidan Seviyesi

Tiyoredoksin peroksidaz



OZET

ANANAS KABUGUNDAN FARKLI COZUCULER VE FORMLARLA ELDE EDILEN
EKSTRAKTLARIN BIYOAKTIF BILESEN PROFiLI, ANTIOKSIDAN AKTIVITESI VE
DROSOPHILA MELANOGASTER'DE BIYOLOJIK ETKILERI

GoOzde DAVU

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Haziran/2025
Danigman: Prof. Dr. Arif AYAR

Bitkisel atiklarin arastirilmast ve yeniden kazanimi hem ekonomik hem de ¢evresel
stirdiiriilebilirlik agisindan kritik dneme sahiptir. Bu kapsamda yapilan aragtirmalar, gida atiklarinin
degerlendirilmesi yoluyla dongiisel ekonomiye katki saglarken, ayni zamanda insan sagligini
destekleyebilecek yeni dogal bilesenlerin kesfine de yol agmaktadir.

Bu ¢aligma, ananas kabugunun farkli ¢oziici ve formlardan (etanol, metanol, su ekstraktlari
ve toz demleme/cay formlar1) elde edilen ekstraktlarmn biyoaktif bilesen igerigi, antioksidan
aktivitesi ve biyolojik etkilerini incelemeyi amaglamistir. Arastirma kapsaminda, ananas
kabugunun fenolik ve flavonoid bilesikleri, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, LC-MS/MS
ile bilesen analizi ve Drosophila melanogaster modelinde larval mortalite ile biyokimyasal
parametreler (TAS, TOS, OSI) iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Ananas kabugu toz demleme formu (AKTD), toplam fenolik madde ve flavonoid igerigi
acisindan en yiliksek performansi gostermistir. Metanol ekstrakti (AKMe), fenolik ¢esitlilik ve
konsantrasyon bakimindan 6ne ¢ikarken, su ekstrakti (AKSu) beklenmedik sekilde rozmarinik asit
gibi Dbilesikler icermistir. Tim ekstraktlar yiiksek DPPH radikal siipiriict aktivite (%79'un
iizerinde) sergilemistir. Cay formu (AKC), yiiksek konsantrasyonlarda en etkili antioksidan
aktiviteyi gostermistir. AKTD ve AKC, larval mortalite testlerinde en diisiik toksisiteyi ve en
yiiksek oksidatif stres korumasinmi saglamistir. Biyokimyasal analizlerde, bu formlarin total
antioksidan seviyesini (TAS) artirdigi, total oksidan seviyesini (TOS) ve oksidatif stres indeksini
(OSI) diisiirdiigii tespit edilmistir. Ananas kabugu, katesin ve taxifolin gibi nadir bilesikler igermis,
bu da nutrasotik potansiyelini artirmistir.

Ananas kabugu, ozellikle toz demleme ve ¢ay formlartyla, yiiksek biyoaktif bilesen icerigi
ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle fonksiyonel gida, nutrasétik ve farmakolojik uygulamalarda
degerlendirilebilecek degerli bir kaynaktir. Su ekstraktinin diisiik toksisitesi, giivenli kullanim
avantaji sunarken; etanol ve metanol ekstraktlar1 farmakolojik arastirmalar i¢in uygun bulunmustur.
Ileriki calismalarda, farkli ekstraksiyon tekniklerinin optimizasyonu, biyoyararlamm ¢alismalar1 ve
klinik 6ncesi arastirmalar onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ananas kabugu, fenolik bilesikler, antioksidan aktivite, Drosophila
melanogaster, LC-MS/MS, oksidatif stres.



ABSTRACT

BIOACTIVE COMPOUND PROFILE, ANTIOXIDANT ACTIVITY, AND BIOLOGICAL
EFFECTS IN DROSOPHILA MELANOGASTER OF EXTRACTS OBTAINED FROM
PINEAPPLE PEEL USING DIFFERENT SOLVENTS AND FORMS

GoOzde DAVU

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, June / 2025
Advisor: Prof. Arif AYAR

The research and recovery of plant waste is critically important for both economic and
environmental sustainability. Studies conducted in this field contribute to the circular economy
through the valorization of food waste, while also leading to the discovery of new natural
compounds that can support human health.

This study aimed to investigate the bioactive compound content, antioxidant activity, and
biological effects of pineapple peel extracts obtained through different solvents and forms (ethanol,
methanol, agueous extracts, and powder/tea infusion forms). The research evaluated the phenolic
and flavonoid compounds, DPPH radical scavenging activity, LC-MS/MS compositional analysis,
and the effects on Drosophila melanogaster larval mortality and biochemical parameters (TAS,
TOS, OSI).

Pineapple peel powder infusion (PAPP) showed the highest total phenolic and flavonoid
content. Methanol extract (PAMe) exhibited superior phenolic diversity and concentration, while
the aqueous extract (PAW) unexpectedly contained compounds such as rosmarinic acid. All
extracts demonstrated high DPPH radical scavenging activity (>79%). The tea infusion form (PAT)
displayed the most potent antioxidant activity at higher concentrations.

AKTD and AKC exhibited the lowest toxicity and the highest oxidative stress protection in
larval mortality tests. Biochemical analyses revealed that these forms increased total antioxidant
status (TAS) while reducing total oxidant status (TOS) and oxidative stress index (OSI). Rare
compounds such as catechin and taxifolin were identified, enhancing the nutraceutical potential of
pineapple peel. Pineapple peel, particularly in powder infusion and tea forms, is a valuable resource
for functional foods, nutraceuticals, and pharmacological applications due to its high bioactive
content and antioxidant properties. The aqueous extract’s low toxicity suggests safe usage, while
ethanol and methanol extracts are suitable for pharmacological research. Future studies should
focus on optimizing extraction techniques, bioavailability assessments, and preclinical trials.

Key Words: Pineapple peel, phenolic compounds, antioxidant activity, Drosophila
melanogaster, LC-MS/MS, oxidative stress.



1. GIRIS

Beslenme; sagligi korumak, gelistirmek ve yasam kalitesini yiikseltmek i¢in viicudun
gereksinimi olan besin maddelerinin yeterli miktarlarda ve dogru zamanlarda alinmasi
gereken bilingli bir davranistir [1]. Yeterli ve dengeli beslenme ise; bireylerin dogduklari
andan itibaren biiylimelerini, gelismelerini, yasayabilecekleri hastaliklardan korunmalarini
ve saglikli bir yasam siirmelerini saglayan besin maddelerinin tiiketilmesidir. Her bireyin
yeterli ve dengeli beslenmesi icin tiiketmesi gereken besin maddeleri ve miktarlari
farklidir. Yas, cinsiyet, boy, kilo, hastalik durumu, fiziksel aktivite durumu, genetik vb.
faktorler bu miktarlar1 etkiler. Bireylerin beslenme diizenleri kendilerine 6zgii ve yeterli
miktarda olmahdir [2]. Uzun ve kaliteli bir hayat siirmek isteyen kisiler dogal ve saglikli
beslenmeye yonelmiglerdir. Saglikli beslenmede, giiniimiiz endiistrisinden elde edilen
islenmis yapay besinler yerine islenmemis ya da en az islem gormiis besinler tercih
edilmektedir. Insanoglunun uzun bir yasam siirebilmesi ve hayat kalitesini artirabilmesinin
yolu saglikli beslenmekten gegmektedir [3].

19. yiizyildan itibaren diinyada biiyiik bir hizla gelisen sanayilesme siireci bireyleri
daha c¢ok tiiketime yonlendirmis, bununla beraber iiretilen atik miktar1 da ¢ok hizli bir
bicimde artmustir. Ozellikle kentsel atiklarin bireylerin yerlesim alanlarindan nasil
uzaklastirilmasi gerektigi diinya igin bir sorun haline gelmistir [4]. Diinyanin bulundugu
sikintili siiregler ve gelecekte gida konusunda daha da kotii olabilecek tablolarin
Ongoriildiigii bu donemlerde bu ve benzeri atik iirlinlerin kullanilabilecek gida iirtinlerine
doniistiiriilebilmesi olduk¢a O6nemlidir [5]. Son ddnemlerde besinsel atik {iriin olarak
ozellikle; portakal kabugu, sogan kabugu, kiraz sapi, ceviz kabugu, kavun-karpuz kabugu,
limon kabugu ve ananas kabugu kullanilmaktadir. Bu tUr atik {iriinlerin bir an 6nce geri
doniisiimii ya da gida olarak tekrar kullanima sunulmasi olduk¢a 6nemlidir.

Ananas kabugu, giinliik tiiketimimizde kullanilmayan oldukga biiyiik tonajlara ulasan
popiiler besinsel atiklardan birisi haline gelmistir [6]. Kald1 ki yapilan ¢aligmalar ile ananas
kabuklarmin da saglik acisindan bir¢ok faydasinin oldugu belirlenmistir. Hatta kabugun
faydalarinin meyvenin kendisinin kullanimlarindan neredeyse daha fazla oldugu
vurgulanmaktadir [7]. Yapilan birgok ¢alisma ile ananas kabugunun lif igeriginin oldukga
yiiksek oldugu ve gidalara eklenerek tiiketildiginde faydali sonuglar alinabilecegi ortaya
koyulmustur [8]. Ayrica ananas kabugunun igerisinde bulunan antioksidanlar, viucuttaki

serbest radikallerle etkili bir sekilde miicadele ederek genel saglik iizerinde Onemli ve



olumlu etkilere sahip olabilecegi de tespit edilmistir. Bu tiir gidalardan faydalanmak,
giinlimiiz saglikli yasam anlayisinda son derece kritik bir yer tutmaktadir [9].

Ananas kabugu diyet siirecinde 6dem atici, yag yakict vb. birgok farkli amagla tercih
edilmektedir. Bireylerin 6zellikle kilo verme siireclerinde de destek olarak kullanildiginda
ciddi oranda bu siirece yardime1 oldugu gorilmektedir. Birgok farkli formda kullanimi olan
ananas kabugunun; hangi formunun 6dem atmaya, kilo vermeye, yag yakmaya diger
tiirlerinden farkl olarak yardimei olacagi konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir. Ayrica
hangi formun antioksidan icerigi daha fazla veya canlilar tizerindeki iyilestirici 6zelligi
daha etkin bilinmemektedir. Ozellikle bu tercihlerde kullanilan formlar ile ilgili bilimsel
olarak bir dayanak da yoktur. Biz bu ¢aligmamiz ile ananas kabugundan hazirlanan hangi
formun antioksidan mekanizmalar agisindan daha etkin oldugunu belirlemeyi amagladik.
Ayni1 zamanda bu calisma ile saglikli ve uzun yasamin suri olarak gosterilen dogal
beslenmenin 6nemine deginmek ve iilkemizde iiretimi az olsa da tiiketimi giderek artan
ananas meyvesinden arda kalan atik bir {iriin olan ananas kabugunun besin 6gesi olarak
degerlendirilmesini tesvik etmek amacglanmustir.

Bu dogrultuda ¢alismamiz; ananas kabugu ile farkli ekstraktlarin (su, metanol,
etanol, demleme toz ve demleme kabuk) hazirlanmasi, bu ekstraktlarin fenolik bilesikler ve
antioksidan aktivite Gzerine etkisinin belirlenmesi ve in vivo uygulamalar gibi ¢alismalari
kapsamaktadir. Bu kapsamda ekstraktlarin total fenolik madde miktari, total flavonoid
madde miktar1 ve antioksidan aktivite tayini i¢in DPPH serbest radikal giderme aktivitesi
testleri, icerik analizi ig¢in Sivi kromatografi-kitle spektrometrisi (LC-MS) analizleri
yapilmistir. Calismamizin ikinci kisminda ise tiim bu analizlerden elde edilen sonuglar
dogrultusunda uygun konsantrasyonlar belirlenmis ve model organizmalardan birisi olan
Drosophila melanogaster’de in vivo antioksidan etkinlik, g¢esitli parametrelerde (TAS,
TOS ve OSI) degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalar

Antioksidanlar, viicudun serbest radikallerle savagsmasina yardimei olan maddelerdir.
Serbest radikaller, oksidatif stresin bir sonucu olarak ortaya cikar ve hiicrelere zarar
verebilirler. Bu serbest radikaller antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilerek hiicre
hasar1 6nlenmis olur. Antioksidanlar genellikle vitamin, mineral ve diger organik bilesikler
seklinde bulunur ve dengeli bir diyetle alinmalar1 6nemlidir [10]. Antioksidan aktivitesi
ise, bir maddenin serbest radikallere karsi ne kadar etkili oldugunu olger. Bu aktivite
genellikle antioksidan iceren gidalarin kalitesini belirlemede kullanilir ve antioksidan
seviyelerinin tespitinde 6nemli bir rol oynar [11].

Antioksidan kaynaklar1 genellikle meyve, sebze, kuruyemis ve bitki tohumlaridir. C
vitamini, E vitamini, beta-karoten, selenyum gibi antioksidanlar, besinlerle alinan 6nemli
kaynaklardir. Ayrica yesil cay ve bazi baharatlar da antioksidan bakimindan zengindir.
Antioksidan ¢esitleri arasinda suda ¢Oziinen antioksidanlar ve yagda ¢6ziinen
antioksidanlar gibi gruplar bulunur. Suda ¢6zlnen antioksidanlar genellikle C vitamini,
karotenoidler ve polifenoller iken yagda ¢6ziinen antioksidanlar ise E vitamini, likopen ve
omega-3 yag asitleri gibi bilesikleri igerir [12].

Antioksidanlari, enzimatik ve enzimatik olmayan (endojen ya da eksojen) olmak
lizere iki biiyiik gruba ayirmak miimkiindiir (Sekil 2.1). Hem endojen hem de eksojen
antioksidanlar savunma sisteminin koruyucu etkisini artirip hastalik riskini biiyiik oranda
azaltirlar. Enzimatik olan antioksidanlarin bir¢ogu diisiik molekiil agirhikli olanlar ve
enzimatik kofaktorler gibi enzimleri igerirler. Yaygin enzimatik olmayan antioksidanlar
ise, bir¢ok farkli besin kaynagindan elde edilebilmektedir. Bunlarin arasinda besinlerde en
yaygin bulunani polifenol bilesenlerdir. Besinlerden alman diger antioksidanlara ornek
olarak; vitaminler, karotenoidler, organosiilfiir bilesenleri ve mineraller verilebilir (Sekil
2.1) [13].

Endojen antioksidanlarin bazi durumlarda yetersiz kalmasi sonucu; viicut
organizmasinin ekzojen antioksidanlarla desteklenmesi oksidatif stres olusumunu
onleyebilmektedir. Ekzojen antioksidanlarin biiyiik ¢cogunlugu gidalarla ve son yillarda
bazi preparatlarla alinabilen ve genellikle antioksidan sistemi dogrudan ya da dolayh

olarak destekleyen molekiillerdir. Bu siirecteki bilesenlerin ve gida takviyelerinin



icerigindeki antioksidan miktar1 ve aktivitesi agisindan degerlendirilmesi ¢ok Onemlidir

[14].
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Sekil 2.1. Antioksidanlarm siniflandirilmasi [13]

Dogal antioksidanlarin igerisinde ise a-tokoferoller (E vitamini), askorbik asit (C

vitamini), karotenoidler ve fenolik maddeler yer almaktadir. Bitkilerden elde edilen en

onemli dogal antioksidanlarin basinda fenolik maddeler gelmektedir. Fenolik bilesikler,

yapilarindaki OH grubu sayesinde, peroksi radikali (RO2) gibi reaktif radikalleri notralize

eder ve sistemin antioksidan etkisine katki saglarlar [15]. Yapay antioksidanlarin arasinda

ise biitillenmis hidroksianizol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve propil gallat

(PG) ornek verilebilir. Antioksidanlar serbest radikalleri bulundugu ortamdan uzaklastirma

gbrevini viicutta yerine getirirler. Ozellikle son yillarda insan beslenmesinde yapilan

calismalarda da kullanilmaktadir. Besinlerin uzun siire bozulmadan saklanabilmesi igin

dogal ve yapay antioksidanlar kullanilmaktadir.




Besinlere ilave edilen antioksidan ozellikli bilesikler sentetik olabilecegi gibi
genellikle bitkilerden elde edilen dogal antioksidan bilesikler de olabilir. Bu bilesiklerin
hem besin koruma 6zellikleri hem de metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak
davranip hiicreyi oksitleyici maddelere karsi koruma 6zellikleri oldugu goriilmiistiir [15].

Oksidasyon; enzimatik, kimyasal ve/veya fiziksel faktorler tarafindan tesvik edilen
ve belirli bir maddeden elektron kaybma neden olan bir tiir reaksiyondur. Sonug olarak, bu
reaksiyon, zincir reaksiyonlarmmi baglatan ve lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
biyokimyasal olarak ©6nemli molekiillerin oksidatif bozunmasini hizlandiran serbest
radikaller Gretebilir. Tim bunlar sonucunda oksidatif hasar denilen olaylar ortaya ¢ikar.
Oksidatif hasar, serbest oksijen radikalleri de denilen reaktif oksijen tirevleri (ROT)'nin
biyomolekiillere verdigi hasar1 tanimlamak i¢in kullanilan bir terim olup, 6zellikle kanser
gibi kardiyovaskdiler, okiiler ve ndrodejeneratif birgok insan hastaliginda rol oynar. Bir¢ok
ROT (OHe, 102, HOCI, ONOOH ve belirli peroksil radikalleri) mutajenik baz oksidasyon
irlinleri tireterek DNA'ya, RNA'ya, proteinlere, karbonhidratlara ve lipitlere saldirabilir
[16].

"Antioksidan aktivite™ terimi modern toplumda ¢ok popiiler hale gelmistir. Gidalar
ve tibbi faydalar ile iliskilendirildiklerinde kitle iletisim araglar1 araciligiyla ¢ok fazla
tanitim kazanmaktadir. Antioksidan maddenin geleneksel ve genel tanimi "oksidasyona
kars1 ¢ikan veya oksijen veya peroksitler tarafindan tesvik edilen reaksiyonlar1 engelleyen,
cesitli Uriinlerde koruyucu olarak kullanilmasini miimkiin kilan herhangi bir bilesik veya
malzeme" olarak yapilabilir [17]. Daha teknik bir ifadeyle, antioksidan aktivite su anda bir
molekiiliin veya bilesimin serbest radikal olusumunu azaltma ve ROT'u temizleme, diger
molekiillerin ve biyomolekiillerin oksidasyonu ve bozunmasimdan kaynaklanan
yaralanmalar1 Onleme ve/veya onarma yetene8i olarak anlagilmaktadir [18, 19]. Bazi
yazarlar "antioksidan kapasite” ve "antioksidan aktivite" arasinda bir ayrim yaparak, ilkinin
bir test ¢ozeltisi tarafindan verilen serbest radikal temizleyicilerin mollerini 6l¢tiigiinii,
ikincisinin ise serbest radikaller lizerindeki antioksidan etkinin bir hiz sabitini ifade ettigini
belirtmektedir. Buna ek olarak, "antioksidan gii¢" ve "antioksidan yetenek" gibi diger
terimler de kullanilir ve bunlar antioksidan etkiyi dikkate alir [20].

Antioksidanlar mevcut oldugunda, ROT gibi drilinleri olusturan zincirleme
reaksiyonlar1 kesintiye ugratir ve oksitlenmis bilesiklerin neden oldugu biyokimyasal
hasarlar1 veya oksidatif hasarlar1 Sekil 2.2'de gosterilen 5 genel mekanizma araciligiyla

Onler veya onarrr [21]. Bu mekanizmalar kisaca; 1. mekanizma radikal siipiiriicii bir



mekanizma aracilifiyla ROT'un dogrudan sondiiriilmesi yoluyla bu zincirleme
reaksiyonlarin kesintiye ugratilmasi ve bdylece daha ileri oksidasyon reaksiyonlarmin
engellenmesinden olusur (1. yol). 2. mekanizma (2. yol), olusan kararsiz serbest radikale
bir H- tiirii bagislayarak kararli molekiiliin geri kazanilmasiyla ilgilidir, boylece bunun
yerine pratik olarak reaktif olmayan ve zaten baslamis olan zincirleme reaksiyonun daha
fazla yayilmasina katkida bulunmayan daha kararli bir radikal tiirii tiretilir. Antioksidan
etki i¢in bir baska yol (3. yol), ksantin oksidaz, protein kinaz C ve benzeri gibi oksidatif
enzimlerin inhibisyonunu ifade eder ve bu da ROT iiretiminin azalmasma neden olur.
Dérdiincii olast mekanizma (4. yol), O2 ve HO2'nin oldukga agresif HO- radikaline
doniistiiriilmesinde rol oynayan Fe*2 ve Cu* gibi gecis metallerinin selatlanmasma dayanir
ve metal kaynakli serbest radikal olusumunu oOnler. Son olarak, sonuncusu (yol 5)
membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi 6nemli hiicre bilesenlerinde halihazirda

meydana gelmis olan hasarin onarilmasindan olusur [21].
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Sekil 2.2. Antioksidanlarin ¢aligsma mekanizmalar1 [21]
(1) Radikal temizleme mekanizmasiyla ROT'un dogrudan giderilmesi
(2) He tiirlerinin eklenmesi
(3) Oksidatif enzimlerin inhibisyonu
(4) O, ve H,0,'yi HO*'ya déniistiiren gegis metallerinin selatlanmasi

(5) Hasarl1 hiicre bilesenlerinin onarimu.



Tum bunlara ek olarak, belirli bir antioksidan, o-tokoferol gibi diger giicli
antioksidanlarin rejenerasyonu yoluyla antioksidan savunmayi diizenleyerek veya
koruyarak sinerjik olarak da hareket edebilir. Yukarida bahsedilen antioksidan etki
mekanizmalarmin her biri, antioksidan maddenin yapisina ve dogasina bagl olarak tek

basina veya birbiriyle iligkili olarak ortaya ¢ikabilir [22 ve 23].

2.2. Fenolik Bilesikler ve Cesitleri

Bir ya da daha fazla hidroksil grubunun baglandig1 bir benzen halkasi bulunduran
bilesikler topluluguna fenolik bilesikler ya da polifenoller denmektedir. Bu halkada en az
bir aromatik halkaya ve ¢ok sayida hidroksil siibstitiientine sahip olan tiim bilesiklere
fenolik bilesikler denir [24].

Fenolik bilesikler, suda ¢6zlinen antioksidanlarin en énemli grubunu olusturduklari
icin; dzellikle yiiksek oranda meyve ve sebzelerde bulunur. Insan sagligi iizerine de bircok
olumlu etkiye sahiptirler. Son yillarda 6zellikle bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesini ortaya ¢ikaran ¢ok sayida calisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda bu bitkilere olan talep fazlasiyla artmistir. Bu bilesenler, biiyiime ve liremede
patojenlere, olumsuz i¢ ve dis kosullara kars1 koruyuculuk saglarlar [25].

Polifenoller, icerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan
yapisal unsurlara gore cesitli siniflara ayrilir. Polifenollerin ana gruplar1 sunlardir: Fenolik

asitler, flavonoidler, fenolik alkoller, stilbenler ve lignanlar (Sekil 2.3) [26].
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Sekil 2.3. Polifenollerin kimyasal yapis1 [26]



Fenolik asitler genellikle canli bitki dokularinda serbest halde bulunmayan, sadece
bitkiler islendigi esnada hidrolize olan maddelerdir. Karboksil gruplari; karbonhidratlar,
glikozitler, amino asitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler. Alkollerle fenol esterleri,
amino bilesiklerle amidleri olusturabilirler. Fenol halkasina bagli fenolik asitlerin hidroksil
gruplart da ¢ok aktiftir ve glikozitler olusturmak i¢in sekerlerle birlesirler. Meyvelerdeki
fenolik asit miktarlar1 da olgunluk durumuna bagli olarak degismektedir [27]. Flavonoidler
ise, fenolik bilesiklerin genis bir grubunu olusturur ve bu grupta flavanoller, antosiyaninler,

kumarinler, tanninler ve lignin gibi 6nemli maddeler yer alir [28].

2.2.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler, bitkilerde bulunan en 6nemli fenolik smifidir. Fenolik asitlerin
kimyasal yapisi, en az bir hidrojenin bir hidroksil grubu ile yer degistirdigi en az bir
aromatik halka icerir. Hidroksibenzoik asit (siringik asit, vanilik asit, gentisik asit, vb.) ve
hidroksisinamik asit (kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, vb.) olmak Uzere iki alt
gruptan olusurlar (Sekil 2.4). Sentezleri i¢in 6nciil bilesen I-fenilalanin veya I-tirozindir, bu
da sikimat yolu ile yapilir [29].

Hidrosisinamik asitlerde hidroksil grubuna sahip fenilpropan halkasi bulunur. Bu
grup kendi icerisinde hidroksil grubunun sayisina ve konumuna gore alt gruplara ayrilir.
Hidrosisinamik asitlerin, antimikrobiyal, anti kanserojen, antidiyabetik ve antimikrobiyal
etkisinin daha fazla oldugu kanitlanmustir. Bitkilerde daha az bulunan hidroksibenzoik
asitler fenilmetan yapisindadir. Bu grup, hidroksisinamik asitlerin oksidasyonu ile olusur
[25].
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Sekil 2.4. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asitin kimyasal yapis1 [30]



2.2.2. Flavonoidler

Polifenol maddelerin en bilinen ve bitkilerde en yaygin bulunan smifi
flavonoidlerdir. Flavonoidler; meyve, sebze ve c¢aylarin kendi igeriginde bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunur ve farkli formlar1 vardir.
Flavonoidler karbon halkasmin yapisinin oksidasyon seviyesine bagl olarak bir¢ok farkli
smifa ayrilmaktadir. Fakat temel flavonoidler icerdikleri karbon halkasindaki degisimlere
gore alt1 ana grupta incelenmektedir (Sekil 2.5) [26, 31].
Bunlar;

o Antosiyaninler: Farkli tiirde birgok bitkiye degisik tonlarda (pembeden mora) renk

veren maddelerdir. Bitkilerde tozlagsma, iireme, savunma, antioksidan etki ve UV
1sinlarindan korunma gibi bir¢ok gorevde rol oynarlar.

« Flavanoller: Antienflamatuar ve antioksidan etkisine sahiptir.

o Izoflavon: Fitodstrojenik olarak bilinirler.

o Flavanoller (Katesinler): Gidalarda en yaygm olarak bulunan gruptur. Renksizdirler.

Ayni zamanda flavonoid olusumunda ara iiriin olarak goérev alirlar.
o Flavanonlar: Turunggil meyvelerinde ¢ok yaygin olarak bulunur.
e Flavonlar: Tim bitkilerde bulunan sar1 renge sahip bilesiklerdir. Sakinlestirici, kas

gevsetici ve anksiyolitik etkiye sahiptir [32].
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Sekil 2.5. Flavonoid gruplarmm kimyasal yapilar1 [26]




10

Guncel arastirmalar, bitkisel organizmalarda 10.000'den fazla flavonoid bilesigi
tanimlandigini ortaya koymaktadir. Renkli flavonoidler birgok meyve ve sebzenin renginin
olusumundan sorumludur. Bununla birlikte, c¢esitli renksiz flavonoidler de dogada
bulunmaktadir. Flavonoidlerin bir alt grubu olan antosiyaninler, bitkilerin yapraklarina,
ciceklerine ve meyvelerine karakteristik mavi, kirmizi, mor ve menekse rengini veren
pigmentlerdir. Ayn1 zamanda bu bilesikler 6nemli antioksidanlar igermektedir.

Flavonoidler; serbest radikal stpurici Ozellikleri, enzim aktivitelerini dizenleyici
etkileri, antibiyotik, antialerjik, antidiyaretik, antitilserojenik ve antiinflamatuvar etkileri
nedeniyle arastirmacilarin  siirekli ilgisini ¢ekmektedir [31]. Fenolik bilesiklerin
antioksidan o6zellik gostermeleri, bu bilesikleri igeren dogal iriinlerin  ¢esitli
formiilasyonlarda kullanilmasmi ve fonksiyonel gida gelistirme calismalarinda yaygin
olarak degerlendirilmesini saglamistir. Yapilan calismalar, bu bilesiklerin kandaki
kolesterol diizeyini diistirdiigiinii, osteoporotik ve antikanserojenik etki gosterdigini ve
giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, bu maddelerin
istenmeyen bakteriyel enfeksiyonlar: inhibe edebilece§i yoniinde bulgular da mevcuttur
[33].

2.3. Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Ydntemleri

Antioksidan aktivitenin 6l¢limiinde kullanilan yontemler ve analitik araglar son
birkag on yilda dnemli ilerlemeler kaydetmistir [34]. Ilk dénem yontemler, antioksidanlarin
spesifik oksidasyon iirtinlerinin olusumunu engelleme yeteneklerini 6lcmeye dayanmakta
ve temel olarak lipit oksidasyonunun inhibisyonu prensibiyle ¢aligmaktadir.

Giliniimiizde ise antioksidan aktiviteyi degerlendirmek icin son derece hassas ve
otomatize tespit sistemleriyle entegre edilmis ¢esitli kimyasal testler kullanilmaktadir. Bu
testler arasinda; farkli serbest radikallere veya reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi
temizleme aktivitesi, indirgeme kapasitesi Olgciimleri, metal selasyon aktivitesi tayinleri
sayilabilir. Oksidasyon substratlarinin kapsami, gida model sistemlerinden kimyasal
bilesiklere, biyolojik materyallere, hiicre kiiltiirlerine ve hatta canli dokulara kadar
genisletilmistir  [35].  Ayrica, hidrojen atomu transferinin veya elektronlarin
antioksidanlardan serbest radikallere aktariminin dogrudan 6l¢iimiine yonelik ¢ok sayida
test gelistirilmistir [36].

Antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde kullanilan yontemler ve bu

yontemlerin karsilastirmali 6zellikleri Tablo 2.1'de 6zetlenmistir [34].



Tablo 2.1. Antioksidan aktiviteyi 6lgmek igin kullanilan farkli teknikler [34]

Teknikler Antioksidan Yontemin Prensibi Son Uriin Belirleme
Kapasite Testi Yontemi
Spektrometri 2,2'-azobis-2- Floresen floresansinin kaybi
amidinopropan (AAPH)
ORAC kullanilarak peroksil
radikali Uretimi
Co(ll) bazli Fenton Floresen floresansinin kaybi
benzeri sistem
HORAC tarafindan iiretilen
hidroksil radikal
AAPH ayrismasindan Kemiliminesans
tireyen luminol sontimlenmesi
TRAP kaynakli radikallerin
supdrilmesi
Antioksidanlar Kolorimetri
CUPRAC tarafindan Cu (II)’nin
Cu (I)’e indirgenmesi
FRAP Fe(.l i) .kompleksi_ ile Kolorimetri
antioksidan reaksiyonu
Antioksidanlar Kolorimetri
PERAP tara.ﬁpdan"potasyum
ferrisiyanir
indirgenmesi
Organik katyon radikali ~ Kolorimetri
ABTS ile antioksidan
reaksiyonu
DPPH Organil.< radikal il_e Kolorimetri
antioksidan reaksiyonu
Florometrik - Bir bilesigin, farkl Floresan uyarim/emisyon
Analiz dalga boyunda spektrumunun kaydedilmesi
elektromanyetik 1ginm
ile uyarilmasi
Elektrokimyasal  Voltametri Uygun potansiyel Katodik/anodik pik
Teknikler uygulanarak ¢alisma akiminin olgiilmesi
elektrotu yiizeyinde
redoks reaksiyonunun
olusmasi
Amperometri Calisma elektrodunun Elektrokimyasal analitin
potansiyeli referans yukseltgenme/indirgenme
elektroda gore akiminin olgiilmesi
sabitlenerek akim
Olculmesi
Bi-Amperometri Antioksidan analitin, Iki 6zdes elektrot arasinda
geri doniisiimlii redoks akan akimin Sl¢iilmesi
ciftini indirgemesi
Kromatografi Gaz kromatografisi  Bilesiklerin ayrilmast, Alev iyonizasyonu veya

sivi sabit faz ve gaz
hareketli faz ile

termal iletkenlik ile tespit

Y iksek
performansli sivi
kromatografisi
(HPLC)

Farkli polaritelere sahip
sabit faz ve sivi
hareketli faz ile ayrim

UV-Gorindr (or. diyot
dizisi dedektori),
florometrik tespit
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Toplam antioksidan kapasiteyi 6lgcmeye yonelik analitik yontemler, temel reaksiyon
mekanizmalarina gore; Hidrojen Atom Transferi Temelli Yontemler (HAT) ve Elektron
Transferi Temelli Yontemler (ET) olmak Uzere iki ana gruba ayrilabilir. Bu yontemlerin
kinetik 6zellikleri ve reaksiyon asamalar1 farklilik gosterse de, nihai olarak antioksidan
kapasitenin belirlenmesi amacina hizmet ederler. HAT temelli yontemler genellikle azo
bilesiklerinin bozunmasiyla olusan peroksil radikalleri ile antioksidanlar arasindaki
rekabetci Kinetik reaksiyonlara dayanir. ET temelli yontemler ise antioksidanlarin renk
degisimine yol acan oksidanlari indirgeme yetenegini Olger, burada gozlenen renk
degisiminin siddeti numunedeki antioksidan konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir [37].

e HAT Temelli Analiz Yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

d) Crocin bleaching deneyleri

e ET Temelli Analiz Y0Ontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6lgtimii
c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gtci (FRAP) dlciimdi
d) Cu(II) kompleksi kullanilan toplam antioksidan potansiyel 6l¢tiim yontemi
e) DPPH temelli toplam antioksidan potansiyel élcim yontemi
f) Bakar(Il) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi
Antioksidan testinin énemli se¢cim parametrelerinden biri ¢alisma pH'idir. Asidik
(FRAP), nétr (CUPRAC) veya alkali (Folin—Ciocalteu) kosullarda calisan testler vardir.
Ayrica antioksidan testinin  hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara
uygulanabilirligi 6nemli bir faktordiir. ABTS ve CUPRAC testleri hem hidrofilik hem de
lipofilik antioksidanlar1 Olgebilirken, bazi yontemler yalnizca hidrofilik antioksidanlari
(FRAP ve Folin-Ciocalteu) olger ve digerleri yalnizca hidrofobik sistemlere (DPPH)
uygulanir [34, 37-39].
Bu ¢alismada kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri asagida

aciklanmustir.
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2.3.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil Radikal Supurme Kapasitesi) Yontemi

Renk, atom veya molekiillerdeki elektronik gecislerin bir sonucudur ve kimyasal
maddelerin atomik dizeydeki fiziksel Ozelliklerinin bir gostergesi olarak kabul edilir.
Elektronik gecislerde meydana gelen bir degisiklik, molekiiller tarafindan emilen 1s181n
degismesine ve buna bagli olarak gozlemlenen renkte farkliliklara neden olur. Antioksidan
belirleme analizlerinde olusan renkli kompleksler, genellikle yiik transferi kompleksleri ya
da elektron donor-alict kompleksleri olarak adlandirilir. Yk transferi kompleksi, iki veya
daha fazla molekiiliin ya da bir molekiiliin farkli boliimleri arasinda, molekiiler diizeyde
(6rnegin radikal ve antioksidan arasinda) elektron yiikiiniin kismen transfer edilmesiyle
olusan bir etkilesimdir. Bu elektron transferi, radikal ve antioksidan arasinda elektrostatik
bir ¢ekim kuvveti (J) olusturarak yiik transferi kompleksinin kararlihigmi saglar. Ornegin,
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) testinde, DPPH radikali i¢indeki eslesmemis elektron,
517 nm dalga boyunda yogun koyu mor bir renk olusturan belirgin bir yiik transfer band1
sergiler. Ancak bu radikal baska bir elektronla eslestiginde, renk soluk sariya doner. Bu
durum, antioksidan analizlerinde neden bir renk degisimi gozlemlendigini agiklamaya
yardime1 olur [40].

DPPH radikali ilk olarak 1920'li yillarda Goldschmidt ve Renn tarafindan
kesfedilmistir. Bu radikalin antioksidanlarin belirlenmesinde kullanilabilecegi fikri ise ilk
kez 1958 yilinda Blois tarafindan ortaya atilmistir. Daha sonra Brand-Williams ve
arkadaslar1 bu yontemi gelistirerek giiniimiizde yaygin olarak kullanilan haline getirmistir
[41]. DPPH radikali, aromatik halkalar Uzerindeki radikalin delokalizasyonu sayesinde
dikkate deger bir kararliliga sahiptir ve karakteristik olarak koyu mor renkte goriiniir.

Yontemin temeli; DPPH igeren bir ¢ozelti ile hidrojen atomu verme 6zelligi olan bir
molekiiliin (antioksidan) ¢ozeltisinin karistirilmasiyla, DPPH radikalinin indirgenmesine
ve mor rengin zamanla kaybolmasina dayanir. Test sirasinda radikal, bir antioksidan
molekiilden (veya baska bir indirgeme ajanindan) bir hidrojen atomu ya da bir elektron
alarak notralize edilir ve sonugta indirgenmis forma (DPPH-H) dontisiir (Sekil 2.6). DPPH
radikalinin eslesmemis elektronu 517 nm dalga boyunda gii¢lii sekilde 15181 absorbe ederek
mor rengi olusturur. Elektron eslesmesi gergeklestiginde ise bu mor renk kademeli olarak

soluk sariya doniistir [42].
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Kimyasal tepkimeler:
DPPIH® + ArOH — DPPH-I + ArO* (HAT mekanizmasi)

DPPH* + ArOll — DIPLI + [ArOL1]* (SET mekanizmast)

Burada ArOH: Fenolik antioksidan (AO)

Tepkime mekanizmasi: HAT

. NO,
NO, ArO + I *
ArOH e
O,N N—N —_— ON N—N

Koyu mor Soluk sari
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin
(DPPH) (DPPH-H)
A =517 nm
Koyu mor Soluk sari

Sekil 2.6. DPPH reaksiyon mekanizmasi [40]

Antioksidan aktivite, baslangictaki DPPH derisiminin %50 oraninda azalmasini
saglayan antioksidan miktarin1 ifade eden ICso (yart maksimum inhibisyon
konsantrasyonu) degeri ile degerlendirilir [43]. Metanol veya etanolde hazirlanan DPPH
coOzeltisine antioksidan ilave edildiginde, absorbansta bir azalma gozlemlenir ve radikalin
rengi, antioksidanlarin varligiyla birlikte kirmizidan sartya dogru degisir. Bu yontem,
antioksidanlarin radikal siipiirme kapasitelerini degerlendirmede basit, giivenilir ve yaygin

olarak kabul géren bir yontemdir [44].

2.3.2. Total Antioksidan- Oksidan Seviyesi (TAS-TOS) Ol¢iim Yontemi

Serbest radikallerin birikimi, oksidatif stresin olusmasina neden olur. Bu durum,
organizmanm saglikli isleyisini siirdiirebilmesi ic¢in antioksidan sistemlerin devreye
girmesini gerektirir. Saghkl bireylerde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidan enzim
aktiviteleri arasinda siirekli bir denge mevcuttur. Ancak, antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz ¢aligmas1 durumunda bu denge oksidanlar lehine bozulur ve bu da
cesitli hastaliklara ve oksidatif hasara yol agabilir. Oksidan ve antioksidan molekullerin

seviyeleri ¢esitli analitik yontemlerle 6l¢iilebilir [45].
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Antioksidan/oksidan durumunun, antioksidan enzim aktivitelerinin ve bu
molekiillerin konsantrasyonlarinin ayri ayri dlgiilmesi miimkiindiir. Ancak bu yontemler
genellikle zaman alict ve zahmetlidir. Daha pratik ve hizli bir alternatif olarak toplam
antioksidan kapasitesi (TAS) ve toplam oksidan seviyesi (TOS) ol¢timleri kullaniimaktadir
[46]. Erel [47], TAS ve TOS olgtimleri icin basit, ekonomik ve guvenilir bir yontem
gelistirmistir. Bu yontem sayesinde oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanabilmektedir [47,
48]. Toplam oksidan seviyesinin toplam antioksidan seviyesine orani, OSI’yi ifade eder
(Sekil 2.2) [49].

Sadece TOS seviyesinin degerlendirilmesi, antioksidan molekiillerdeki artisin varligi
durumunda oksidatif hasar1 tam olarak yansitamayabilir. Bu nedenle TAS ve TOS
degerlerinin birlikte degerlendirilmesi, antioksidan yanitlarin etkisini g6z ardi ederek daha
dogru sonuglar elde edilmesini saglar. TAS, plazma ve diger viicut sivilarinda bulunan tim
antioksidanlarin toplam etkisini temsil eder. Bu kapasite ilizerinde en biliyiik etkiyi ise
plazmadaki antioksidan bilesenler olusturur [50].

Normal fizyolojik kosullarda organizmalar, gelismis bir antioksidan savunma
sistemine sahiptir. Oksidatif stresin azaltilmasinda kanm rolii oldukga kritiktir; ¢linkii kan,
antioksidan molekiillerin viicut genelinde dagilimmi saglar [51]. Plazmada bulunan E
vitamini, C vitamini, bilirubin, transferrin, seriiloplazmin, trik asit ve zincir kirici
antioksidanlar bu sistemin onemli bilesenleridir. Insan plazmasmdaki TAS’mn yaklasik

%85°1 alblimin, iirik asit ve C vitamini tarafindan saglanmaktadir [52].

Vitamin E,

Enzimler,
Hicre Savunma
Mekanizmala

Serbest _
\ Radikal
A

Oksidatif Stres

TOS

TOS umol H,0, equvalent/L
Osli Formiilii: x100
TAS umol H,0, equvalent/L

Sekil 2.7. Oksidatif Stres indeksi (OSI) ve hesaplama formiilii
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Vicutta oksidan sistemlerin toplam etkisi, total oksidan seviyesi (TOS) ile ifade
edilir. Endojen kaynakli oksidan molekiillerinin olusumunda rol oynayan baslica enzimler
arasinda ksantin oksidaz, monoamin oksidaz ve glikolat oksidaz yer almaktadir [53]. Buna
karsilik, eksojen oksidan kaynaklar1 arasinda stres, alkol tiiketimi, sigara kullanimi, UV
1isinlari, radyasyon, egzoz gazlari, yanginlar ve volkanik faaliyetler gibi ¢cevresel etmenler
bulunmaktadir [49].

Yetiskin bir bireyin dinlenme halindeyken iirettigi reaktif oksijen tiirleri (ROS) saatte
yaklagik 3,5 mL Ox/kg/dk diizeyindedir. Ancak egzersiz sirasinda bu miktar yaklasik 10
kat artig gosterir. Bu artis, fiziksel aktiviteyle birlikte oksijen tiikketiminin yiikselmesinden
kaynaklanmaktadir [54].

Canl tiirleri arasinda oksidatif strese karsi gelistirilen savunma sistemleri farklilik
gosterebilir. Ornegin, kurak iklim bitkileri strese karsi savunmalarini artrmak amaciyla
saponin gibi bilesikler {iretir. Bu bilesikler, bitkilerin ¢evresel kosullara karsi direncini
artirirken, sogukkanl hayvanlarda toksik etkilere yol acabilir [55].

Bdcekler ise oksidatif strese karst hem enzimatik hem de enzimatik olmayan ¢esitli
antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar arasinda Drosophila'da
bulunan katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), indirgenmis glutatyon (GSH),
glutatyon rediuktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST), disulfit rediktaz, metionin
stlfoksit rediuktaz (MSR) ve tiyoredoksin peroksidaz (TRXP) gibi enzimler dikkat
cekmektedir [56].

2.4. Ananas (Ananas comosus L.) BitkKisi

Ananas, Giliney Amerika kokenli bir bitki olup zamanla Avrupa’ya tasmmistir. 1660
yilinda Ingiltere’ye ulastigi, 1720 yilindan itibaren ise yaygm olarak seralarda
yetistirilmeye baslandig1 bilinmektedir. Giliniimiizde diinya genelinde en fazla ananas
iiretimi yapilan iilkeler arasinda Tayland, Filipinler ve Brezilya yer almaktadir [57].

Ananas comosus (Sekil 2.8), yaklasik 1,2 metre boya ulasabilen, otsu ve genis yapili
bir bitki tiiriidiir. Yapraklar1 sarmal bigimde dizilmis olup, olgunlagsmis bireylerde 68 ila 82
arasinda yaprak, rozet formunda yogun sekilde yerlesmistir. Bitki, genellikle 70-80
yapragin  olusmasmim ardindan ¢igeklenmeye baslamaktadir. Ananas meyvesi
cekirdeksizdir, bilesik meyve formunda olup poligonal bir sekle sahiptir [58]. Bu bilesik
meyve, cok sayida cicegin birlesmesi (flizyonu) sonucu olusur. Meyve temel olarak

kaynasmis yumurtalik, ¢anak yapraklar ve merkezi bir ¢ekirdekten meydana gelmektedir.
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Olgunlasmis ananas ile olgunlagsmamis olanlar arasindaki en belirgin fark, ¢anak yapraklar
ve yumurtalik dokularindaki degisikliklerdir. Cicegin gelisim siirecinde meyve agirliginda
yaklasik 20 kathik bir artis gozlenmektedir. Olgun meyve sart renkli, kabuklu ve
karakteristik hos bir aromaya sahiptir [59].

Bromeliaceae familyasina ait olan bu dikkat cekici bitki, yiiksek oranda C vitamini,
manganez ve bromelain igerigi sayesinde besleyici degeri yiiksek bir gida olarak one
cikmaktadir. Tath ve lezzetli meyvesinin yani sira, yaprak ve meyve kisimlar1 da zengin

antioksidan icerigi ile insan sagligi agisindan degerli bir besin kaynagidir [60].

Sekil 2.8. Ananas (Ananas comosus) bitkisi [61]

Ananas comosus meyvesi, karbonhidrat icerigi acisindan oldukca zengindir. Baslica
karbonhidrat bileseni sakkaroz olup, buna ek olarak glukoz ve fruktoz gibi basit sekerler de
yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Ayrica, meyvede sitrik asit ve malik asit gibi organik
asitler onemli diizeyde yer almaktadir. Olgunlasmis meyveler, 6zellikle glisin, alanin,
metiyonin ve l9sin gibi amino asitler bakimmdan zenginken; lizin, prolin, histidin ve
arjinin gibi amino asitler nispeten daha diisiikk miktarlarda bulunur [61, 62].

Ananas meyvesinde ve suyunda cesitli ucucu bilesikler de tespit edilmistir. Bu ugucu
maddeler arasinda asetik asit, 5-hidroksimetilfurfural, formaldehit, asetaldehit ve aseton

gibi bilesenler yer almaktadir [63].
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Bitkinin biyolojik olarak en dikkat g¢ekici bilesenlerinden biri, proteolitik enzimler
grubuna ait olan bromelaindir. Bu enzim, ananasin hem meyvesinden hem de gévdesinden
elde edilmekte olup, kompleks yapida bir¢ok tiolendopeptidaz ve ek olarak fosfataz,
glukosidaz, peroksidaz, seliilaz, glikoproteinler, karbonhidratlar ve c¢esitli proteinaz
inhibitorlerini icermektedir [64]. Bromelain’in en aktif bileseni, toplam proteinin yaklagik
%?2’sini olusturan proteinazdir. Biyokimyasal ve farmakolojik 06zellikleri sayesinde
bromelain, son yillarda terapdtik potansiyeli nedeniyle tibbi alanda 6nemli bir arastirma
konusu haline gelmistir [65]. Genis bir pH araliginda (4,5-9,5) aktif olarak ¢alisabilen bu
enzim, santrifij, ultrafiltrasyon ve liyofilizasyon gibi yontemlerle saflastirilarak farkli
alanlarda kullanilmaktadir [66, 67].

Ananas bitkisinin 6zellikle meyvesi yaygin olarak tiiketilmekteyken, genellikle atik
olarak degerlendirilen kabuk kismi da tibbi ve besinsel a¢idan dikkate deger 6zelliklere
sahiptir. Ananas kabugu; flavonoidler, fenolik asitler ve katesinler gibi ¢esitli fenolik
bilesikler bakimmdan zengindir [68]. Bunun yaninda, yiiksek oranda C ve A vitaminlerini
icermesi, kabugun antioksidan kapasitesini artrmaktadir [69]. Ayrica mangan, bakir,
potasyum ve kalsiyum gibi insan sagligi agisindan onemli mineralleri de iceren kabuk
kismi, viicudun temel fonksiyonlarmin saghkli bir sekilde stirdiiriilebilmesi igin
destekleyici bir kaynak olusturmaktadir [70, 71]. Tiim bu bilesenler g6z 6niine alindiginda,
ananas kabugu yalnizca endiistriyel bir atik degil, ayn1 zamanda potansiyel bir fonksiyonel

gida bileseni olarak degerlendirilmelidir.

2.5. Model Organizma Drosophila melanogaster

Deneysel calismalarin en kritik adimlarindan biri, kullanilacak model organizmanin
dogru se¢ilmesidir. Model organizmalar; bilim camiasi tarafindan kabul goren, laboratuvar
ortaminda yaygin bicimde kullanilan ve belirli arastrma amaglarma hizmet eden
canlilardir. Model organizma sec¢iminde temel belirleyici unsur, yiiriitillecek deney veya
arastirmanin konusudur. Bununla birlikte, basit yapili olmalari, kisa yasam dongiisiine ve
hizli lireme yetenegine sahip olmalari, diisiik maliyetle beslenebilmeleri ve kolay
gozlemlenebilir olmalar1 gibi 6zellikler de tercih edilme nedenleri arasinda yer almaktadir
[72].

Glinlimiizde deneysel calismalarda siklikla kullanilan model organizmalar arasinda;
yuvarlak solucan (Caenorhabditis elegans), bira mayasi (Saccharomyces cerevisiae), koli

basili (Escherichia coli), yesil alg (Chlamydomonas reinhardtii), fare kulagi teresi
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(Arabidopsis thaliana), tek kilgikli ot (Brachypodium distachyon), bugday (Triticum
aestivum), laboratuvar faresi (Mus musculus), bezelye (Pisum sativum), zebra baligi
(Danio rerio) ve meyve sinegi (Drosophila melanogaster) gibi tiirler bulunmaktadir [73,
74].

Bu organizmalar arasinda 6zellikle D. melanogaster, insan hastaliklarin1 anlamada
sagladig1 katkilarla 6ne ¢ikan ¢ok yonlii bir model organizmadir [75]. Siklikla c¢alisilan
hastaliklar arasinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik sendromlar, immiin
bozukluklar, diyabet, obezite ve ndrodejeneratif hastaliklar yer almakta olup, son yillarda
yaslanma ve yasam siiresi gibi konularda da genis ¢apta kullanilmaktadir [76].

Drosophila cinsi, Drosophilidae familyasina ait olup, genellikle ¢iiriimekte olan veya
asirt olgun meyvelerin ¢evresinde gozlemlendiginden halk arasinda “kiiciik meyve
sinekleri” olarak adlandirilmaktadir. Bu familya, siklikla karistirildigi  Tephritidae
familyasindan olduk¢a farklidir. Tephritidae tiyeleri 6zellikle olgun veya olgunlagmamis
meyvelerle beslenerek ciddi tarimsal zararlara yol agabilirken, Drosophila tirleri genellikle
laboratuvar ¢alismalari i¢in zararsiz ve kullanishidir [77].

Model organizma olarak en yaygm kullanilan tiirlerden biri olan D. melanogaster,
genetik ve gelisimsel biyoloji alaninda, 6zellikle molekiiler genetik ¢alismalarinda 6nemli
bir yere sahiptir. Modern biyoloji literatiiriinde “meyve sinegi” terimi genellikle D.
melanogaster tiiriinii ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak Drosophila cinsi, bin bes
yiizden fazla tiirii kapsar ve bu tiirler davranigsal 6zellikler, goriinim ve lireme ortamlar1
acisindan biiyiik ¢esitlilik gosterir [78].

Insanlarda hastaliklara neden olan genlerin yaklasik %65-70’ine karsilik gelen
homolog genlerin D. melanogaster’de bulunmus olmasi, bu tiirii biyokimya, molekiiler
biyoloji, genetik ve hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda olduk¢a degerli bir model haline
getirmektedir [79, 80]. Hizli nesil dongiisii, kisa yasam siiresi, laboratuvar kosullarinda
kolayca tiretilebilmesi ve diisiik maliyetli bakim avantajlar1 sayesinde biiyiikk 06lcekli
biyolojik arastirmalar i¢in ideal bir sistem sunmaktadir [81].

Yaklagik 16.000 genden olusan D. melanogaster genomu, dort ¢ift kromozom
iizerine yerlesmistir. Bu yap1, insan genomuna kiyasla daha basit olmasina ragmen, genetik
homoloji ag¢isindan insanla Onemli benzerlikler gostermektedir. Genlerin %60’ mdan
fazlasmin insanlarda karsiligi bulunmakta ve bu durum, tiirler arasi translasyonel

aragtirmalarin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir [82, 83]. Bununla birlikte, baz1 doku
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ve organlarin yapisal benzerligi de, gelisimsel siireclerin ve hastalik mekanizmalarinin
anlagilmasina 6nemli katkilar sunmaktadir.

Iki tiir arasinda genetik ve fizyolojik farklar bulunsa da, genetik korunmusluk diizeyi
sayesinde arastirmacilar temel biyolojik olaylari, hastalik mekanizmalarini ve potansiyel
tedavi hedeflerini aydinlatabilmektedir. Bu yoniiyle D. melanogaster, insan genetigi ve
hastaliklarinin anlasilmasina yonelik bilimsel ilerlemelere biiyiik katki saglamistir [84].

Drosophila'nin  gelisimsel biyolojideki rolii, &zellikle Niisslein-Volhard ve
Wieschaus’un segment organizasyonu lizerine yaptiklari caligmalarla belirginlesmis ve bu
calismalar 1995 Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii’ne layik goriilmiistiir [85]. Drosophila
tizerinde yapilan arastirmalar; hiicre farklilasmasi, oriintii olusumu ve organogenez gibi
gelisimsel siireglerin temel mekanizmalarini anlamada kilit bilgiler sunmustur [86, 87].
Insanlarda gdzlenen pek ¢ok yapisal ve islevsel benzerlik, bu model organizmanin insan
gelisimi ve hastaliklarinin incelenmesinde giiglii bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir
[88-90].

Ilag ve terapétik ajanlarin etkileri, insan dis1 model organizmalar ile insanlar arasinda
farklilik gosterebilir. Bu durum, model organizmalardan elde edilen bulgularm dogrudan
insanlara aktarilmasinda bazi smirhiliklara yol agabilmektedir. Bu nedenle, D.
melanogaster ve diger model organizmalarm smirlhiliklar1 goz Oniine almmarak deneysel
stratejilerin dikkatli bir sekilde planlanmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Ancak genetik
manipiilasyona yiiksek diizeyde acik olmasi, temel molekiiler yolaklarin korunmuslugu ve
hastalik fenotiplerini modelleyebilme kapasitesi sayesinde D. melanogaster, 6zellikle nadir
ve ultra-nadir hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesinde degerli bir arastirma aracidir [91, 92].
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Sekil 2.9. Drosophila ve insanda organ sistemlerinin benzerlik ve farkliliklar1 [90]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Ananas Kabugu

Deneysel calismada kullanilan ananas kabuklari, Antalya ilinde faaliyet gdsteren bir
seradan temin edilmistir (Sekil 3.1). Calisma siirecine kadar olan siirede, bozulmalarin
onlenmesi amaciyla +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Ananas kabugu, cesitli fenolik bilesikler agisindan olduk¢a zengin bir biyolojik
materyaldir. Bu bilesikler arasinda flavonoidler, fenolik asitler ve katesinler gibi insan
saglhigl agisindan yararl bilesenler dnemli yer tutmaktadir. Ayrica, kabuk kismi yiiksek
miktarda C vitamini ve A vitamini igerigiyle dikkat cekmekte olup, bu vitaminlerin
bagisiklik sisteminin desteklenmesi ve oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Ananas kabugu, bunun yaninda mangan, bakir, potasyum ve kalsiyum gibi
temel mineraller bakimindan da zengin bir icerige sahiptir. Bu mineraller, organizmanin
fizyolojik isleyisinin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir [93-96].

Genellikle tarmmsal atik olarak degerlendirilen ananas kabugu, son yillarda
strdiiriilebilirlik ve atik yonetimi yaklasimlar1 ¢ercevesinde yeniden degerlendirilmeye
baslanmustir. Literatiirde, ananas kabugunun; fermente iiriin iiretimi, enzim ekstraksiyonu,
antioksidan kaynagi olarak degerlendirilmesi ve hayvan yemi katkis1 gibi birgok alanda
potansiyel kullaniminin oldugu goésterilmistir. Ayrica, kabuklardan elde edilen 6ziitlerin,
saglik tizerinde olumlu etkiler yarattigi da cesitli ¢alismalarda bildirilmistir. Bu nedenle
ananas kabugu, yalnizca bir atik triinii degil, ayn1 zamanda fonksiyonel iceriklere sahip

degerli bir biyokiitle olarak degerlendirilmektedir.

Sekil 3.1. Ananas kabugu (orjinal)
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3.1.2. Drosophila melanogaster

Calismamizda kullanilan Drosophila melanogaster bireyleri, Amasya Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi biinyesinde yer alan Biyolojik Arastirma Laboratuvari’nda uzun
stiredir stirdiiriilen kolonilerden temin edilmis olup, kontrollii kosullar altinda
iiretilmektedir (Sekil 3.2). Deneysel uygulamalarda, larva mortalite oranlarini belirlemek
amactyla, mutant 0zellik tagimayan, standart yuvarlak viicut morfolojisine ve kirmizi goz
rengine sahip Oregon (R) susu (yabanil tip) tercih edilmistir.

Deney suresi boyunca D. melanogaster bireyleri; %40-60 araliginda nispi nem,
25+1°C sabit sicaklik ve kesintisiz karanlik kosullarinda tutulmustur. Bu c¢evresel
kosullar, organizmalarin gelisimsel siire¢lerinin homojen ve kontrol edilebilir bir ortamda

yiiriitiilmesini saglamak amaciyla standartlastirilmistir.

Sekil 3.2. Drosophila ¢alismalariim yapildigi biyolojik arastirma laboratuvari (orjinal)

D. melanogaster, 1910 yilinda Amerikali genetik¢i Thomas Hunt Morgan (1866—
1945) tarafindan genetik arastrmalarda model organizma olarak kullanilmaya
baglanmustir. Morgan, kalitim ilkelerini agiklamak amaciyla D. melanogaster’i deneysel
sistem olarak benimsemis ve bu organizma, o tarihten itibaren genetik biliminin
gelisiminde temel bir model haline gelmistir (Sekil 3.3). Giiniimiizde hala pek c¢ok

arastirmada aktif bigcimde kullanilmaya devam edilmektedir.
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D. melanogaster’in bilimsel ¢alismalarda sik tercih edilmesinin temel nedenleri su sekilde
Ozetlenebilir:

e Kisa Yasam Dongiisii: Yaklasik 10 giinlik yasam dongiisii sayesinde hizli nesil
gecisleri saglanir; bu durum, genetik analizlerin kisa siirede tamamlanmasina olanak tanir.

« Yiiksek Ureme Kapasitesi: Disi bireyler kisa siirede yiizlerce yumurta birakabilir; bu da
biiyiik popiilasyonlarin kolayca olusturulmasini saglar.

o Basit Genetik Yapr: Sadece dort ¢ift kromozoma sahip olan D. melanogaster, genetik
manipiilasyonlarin daha sade ve izlenebilir olmasina imkan verir.

e Genis Genetik Kaynaklar: Uzun yillar siiren caligmalar sonucu, tiir i¢in ¢ok sayida
mutasyon ve genetik varyant igeren kapsamli bir genetik veri tabani olusturulmustur.

o Insan Genleri ile Homoloji: D. melanogaster genlerinin énemli bir kismi insan
genleriyle benzerlik gostermektedir. Bu 6zellik, insan hastaliklarinin modellenmesinde
etkin sekilde kullanilmasini saglar.

o Diisiik Maliyet: Yetistirme ve bakim maliyetlerinin diisiikliigi, diger model
organizmalara kiyasla ekonomik avantaj sunar.

o Etik ve Yasal Uygunluk: Biylk hayvanlar ya da insanlar tizerinde yapilmasi etik a¢idan
kisith olan bir¢ok ¢alisma, D. melanogaster Gzerinde etik ve yasal sorunlara yol agmadan
gergeklestirilebilir.

e Gelismis Genetik Araglar: Genetik miithendisligi ve molekiiler biyoloji teknikleri igin
gelistirilmis ¢cok sayida ara¢ ve yontem mevcuttur.

e Davranigsal Calismalar icin Uygunluk: Sinir sistemi nispeten basit olan bu tiir, davranis
genetigi ve sinirbilim aragtirmalar1 agisindan ideal bir modeldir.

o Ekolojik ve Evrimsel Arastirmalara Uygunluk: Dogal popiilasyonlar tizerinde ydrdtilen
calismalar sayesinde evrimsel biyoloji ve ekolojik genetik alanlarinda 6nemli bilgiler elde

edilmektedir.

Sekil 3.3. Drosophila melanogaster disi (a) ve erkek (b) bireyleri (orjinal)
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Drosophila melanogaster, bilimsel siniflandirmasi (sistematik) asagidaki gibidir:
Alem (Kingdom): Animalia (Hayvanlar)

Sube (Phylum): Arthropoda (Eklembacaklilar)

Smif (Class): Insecta (Bocekler)

Takim (Order): Diptera (iki kanatlilar)

Aile (Family): Drosophilidae (Meyve sinekleri)

Cins (Genus): Drosophila

Tir (Species): Drosophila melanogaster

D. melanogaster, genetik ve biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan model
organizmalardan biridir. Kisa iireme siiresi, basit ve iyi tanimlanmig genetik yapisi,
laboratuvar kosullarinda kolaylikla yetistirilebilmesi gibi avantajlar1 sayesinde ozellikle
genetik, gelisim biyolojisi, norobilim ve evrimsel biyoloji gibi alanlarda siklikla tercih
edilmektedir.

Drosophila, kelebek ve giive tiirlerinde oldugu gibi tam baskalasim (holometabol)
gOsteren dort asamali bir yasam dongiisiine sahiptir: yumurta, larva, pupa ve ergin birey.
Dollenmeden sonra yaklasik 24 saat (25 °C’de) yumurta icerisinde gelisimini siirdiiren
embriyo, ardindan larva formu olarak yumurtadan ¢ikar. Larva evresi, toplam ii¢ instar
asamasindan olusur ve bu siire¢ yaklasik bes giin siirer. Bu siire boyunca larva yogun
sekilde beslenerek biiylir ve ardindan pupa evresine gecer. Yaklasik dort gilin siliren
metamorfoz silirecinin sonunda ise tam geligsmis ergin sinek ortaya ¢ikar (Sekil 3.4).

Bu calismada, ananas kabugu ekstraktlarinin toksik ya da etkili dozlarmin
belirlenmesi amaciyla, D. melanogaster bireylerinin 3. evre larva formlar1 kullanilmustir.
Bu evre, organizmanin g¢evresel etkilere karst duyarliligmin yiiksek oldugu ve belirgin
fizyolojik degisimlerin yasandig1 bir donem olmas1 nedeniyle toksisite testleri i¢in ideal bir

gelisim asamasidir.

Sekil 3.4. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (orjinal)
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3.2. YOontem
3.2.1. Ananas kabugu ekstraktlarinin hazirlanmasi

Yaklasik 10 adet ananas yikanmis, kabuklar1 soyulmus ve etlvde kurutmaya
birakilmistir (Niive FN400) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Ananas kabuklarinin hazirlanip, kurutma iglemlerinin yapilmasi (orjinal)

48-72 saat araliginda kabuklar kurutulmus ve sonrasinda bir kismi toz formu
uygulamalari i¢in degirmende (FRITSCH PULVERISETTE-16) toz haline getirilmistir
(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Ananas kabuklarinin toz haline getirilmesi islemleri (orjinal)

Elde edilen kuru ve toz formlar analitik terazide (DENVER-S1234) 5’er gram
tartilarak ¢oziinme islemleri i¢in cam kavanozlara koyulmustur. Kavanozlara ayri ayri
200’er mL metanol, etanol ve su koyulmus ve shaker (IKA-KS501) yardimiyla
karistirilmistir. Elde edilen ¢oOzeltiler ultrasonik destekli banyo (ELMASONIC-S60H)
metoduyla yaklasik iki saat sureyle ekstrakte edilmistir (Sekil 3.7). Bu yontem, yuksek
frekanshi ultrasonik dalgalarin kullanimiyla hiicre duvarlarmin parcalanmasii saglayarak,
hedef bilesiklerin ¢oziiciiye daha hizli ve etkili bir sekilde gegisini kolaylastirir. Bu siireg,
geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha kisa siirede ve daha diisiik sicakliklarda

gerceklestirilebilir, bu da termolabil (1s1ya duyarli) bilesiklerin bozulmasini 6nler.

Sekil 3.7. Ananas kabuklarmin ekstraksiyon islemleri (orjinal)

a) Analitik terazide tartim b) Coziiciilerin eklenmesi ¢) Ultrasonik banyoda ekstraksiyon islemi
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Ekstraksiyon siresinin sonunda elde edilen slpernatantlar filtre edilmistir. Filtre
edilen stpernatantlar 6énce su banyosundan (WiseBath WB-11) son olarak da Rotary
Evaporator (LabTech EV400) cihazindan gecirilmis ve ¢oziiciiler ortamdan
uzaklagtirilmigtir. Bdylelikle calismamizda kullanacagimiz etanol, metanol ve su

ekstraktlari elde edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Ananas kabugu ekstraktlarindan ¢oziiciilerin uzaklastirilmasi islemleri (orjinal)

Diger uygulama ¢esitlerimizden demleme formlari1 igin ise bir fincana 200 mL sicak
suya 5 gr ananas kabugu, diger fincana 200 mL sicak suya ise 5 gr toz ananas kabugu

eklenmis ve Uzeri kapatilip ortalama 15 dk bekletilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Ananas kabugunun demleme formlarinin hazirlanisi (orjinal)

a) Toz demleme formu, b) Kabuk demleme formu
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3.2.2. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi amaciyla Folin-Ciocalteu Yontemi
uygulanmistir. Bu yontemde, 1 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstre 6rneklerinden
0,1mL alinarak tiiplere aktarilmistir. Daha sonra her bir tiipe 4,5 mL distile su eklenmistir.
Ardmdan, 0,1 mL Folin-Ciocalteu ayiract ve 0,3 mL %?2’lik sodyum karbonat ¢Ozeltisi
ilave edilerek tiipler karistirilmistir. Hazirlanan karisimlar, 2 saat boyunca karanlik
ortamda bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, kore (distile su) kars1 760
nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir [97]. Fenolik madde miktari, gallik asit
esdegeri (GAE) cinsinden ifade edilmistir. Bu amagla, gallik asit standartlar1 kullanilarak
bir kalibrasyon egrisi olusturulmus ve oOrneklerin fenolik icerigi bu egriye gore
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, kurutulmus numune basma miligram gallik asit
esdegeri (mg GAE/g) olarak raporlanmistir. Bu yontem, fenolik bilesiklerin kantitatif

analizi i¢in yaygin ve giivenilir bir yaklasgim sunmaktadir.

3.2.3. Toplam flavonoid madde tayini

Toplam flavonoid madde miktari, Brand-Williams vd. [39] tarafindan Onerilen
yonteme gore kuersetin standart ¢6zeltisi kullanilarak belirlenmistir [98]. Analiz icin bitki
ekstraktindan 1 mL almarak test tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra tiiplere sirasiyla 2 mL
distile su, 0,15 mL 0,5 M sodyum nitrit (NaNO2) ve 0,15 mL 0,3 M aliiminyum Kloriir
(AICI) reaktifi eklenmistir. Karisim, 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL 1 M sodyum
hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan orneklerin absorbans degerleri,
spektrofotometre kullanilarak 510 nm dalga boyunda olglilmiistiir. Toplam flavonoid
icerigi, kuersetin standart ¢Ozeltisi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, kurutulmus numune basmna miligram kuersetin
esdegeri (mg QE/g) olarak ifade edilmistir. Bu yontem, flavonoid bilesiklerin kantitatif

analizi i¢in etkili ve glivenilir bir yaklagim sunmaktadir.

3.2.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini

Calismamizda, antioksidan aktivite DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest
radikal giderim yontemi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 3.10) [99]. Analiz icin 25-
400 pg/mL arahigmda farkli konsantrasyonlarda bitki c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilerden 0,5 mL almarak tizerine 3 mL etanol ve 300 pL 20 mg/L DPPH c¢ozeltisi

eklenmistir. Karsilastirma yapmak amaciyla, ayni islemler butillenmis hidroksianizol
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(BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve troloks (100-500 pg/mL) gibi standart
antioksidanlar i¢in de tekrarlanmistir. Karigimlar kuvvetlice galkalandiktan sonra, 517 nm
dalga boyunda absorbans degerleri ol¢lilmiistiir. Kontrol olarak, numune yerine 0,75 mL
distile su kullanilmistir. Antioksidan aktivite, DPPH serbest radikallerinin giderim yiuzdesi
olarak hesaplanmigtir. Yiizde inhibisyon aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

belirlenmistir:

A kontrol-A 6rnek) 100
Akontrol x

Yiizde Inhibisyon(%)= (
e Axontroi: Kontrol 6rneginin absorbans degeri (DPPH c¢ozeltisi + distile su),

e Asme: BitKi ¢ozeltisi veya standart antioksidan igeren 6rnegin absorbans degeri

Sekil 3.10. DPPH Serbest radikal giderme aktivitesi yontemi (orjinal)

a) Ekstraktlarin DMSO ile ¢oziilerek ol¢iime hazirlanmasi b) Ekstraktlarin mikroplate ekimi, ¢) Aktivitelerin

spektrofotometrede okunmasi

3.2.5. Fenolik ve flavonoid bilesenlerin kompozisyon analizi (LC-MSMS)

Farkli ¢oziiciilerde hazirlanan ananas kabugu ekstraktlar1 ve toz formu 6rneklerinin
kantitatif fenolik ve flavonoid bilesenlerin kompozisyon analizi LC-MS/MS yontemi ile
Hitit Universitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastrma Merkezi (HUBTUAM) da
bulunan THERMO-FISHER ULTIMATE 3000 UHPLC marka LC-MS/MS (Sivi
Kromatografisi-Tandem Kutle Spektrometresi) (Sekil 3.11) sistemde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.11. LC-MS/MS analiz sistemini olusturan cihazlar

Ornekler 5 mg/mL olacak sekilde kendi ¢oziiciilerinde ¢oziiliip, 0,45 pm lik siringa

filtresinden siiziilmiis ve viallere aktarilmistir ve LC-MS/MS cihazinda analiz edilmistir.

Kromatografik ayrim, ODS Hypersil (20A, 5pm, 4.6mm x 250mm) kolonda
gerceklestirilmistir [100]. Analiz test kosullar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. LC-MS/MS Analizi Test Kosullar1

Uriin Adi Bitki Ekstraktian
Uriin Malzemesi S1v1
- % A %% B
Dakika | o ) | Formikc Asitti su) (Metanol)
0 100 0
Solvent Programi 1 100 0
2 5 95
25 5 95
30 0 100
Cozict Akis Hiz 0,7 ml/dk
Kolon firm sicakligs 30°C
Kolon Ozellikleri ODS HYPERSIL 4,6%250 mm 5Sum kolon
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Analiz Siiresi 34 dk

3.2.6. D. melanogaster larval mortalite testleri

D. melanogaster larvalarmimn mortalite testleri, hazir Drosophila besiyeri (Instant D.

melanogaster  Medium,

Carolina

Biological

Supply  Company)

kullanilarak

gerceklestirilmistir. Deneyde, Oregon (R) (vahsi tip) tiirline ait, ayn1 yasta virgin disi ve

erkek bireyler 200 ml'lik siselere yerlestirilmis ve 925 X 325 seklinde ¢aprazlama
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yapilmistir. Caprazlamanin ardindan, ergin bireyler 1 giin sonra siselerden ¢ikarilmistir.
Ciftlesme islemi sonrasi 4. gilinde, yaklasik 72+4 saatlik 3. evre (L3) larvalar toplanmigtir
(Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Standart caprazlama icin birey secimi ve larva toplama asamalar1 (orjinal)

Larval mortalite oranimi belirlemek i¢in uygulama asamasinda, 50 ml'lik falcon
tiplerine 1,5 g D. melanogaster besiyeri ve 5 ml distile su ile ¢oziilen dozlar eklenmistir.
Deneyde, 3 ana grup olusturulmus ve 4 farkli kontrol grubu kullanilmistir. Kontrol
gruplari, distile su, askorbik asit (ASC) (20 mM), H20- (%0,02) ve ASC+H,0: seklindedir.
Diger gruplar ise, etken madde olan ananas kabugunun farkli formlarmin farkl
konsantrasyonlar1 ile bunlarin H20> ile birlikte uygulandigi gruplar1 icermektedir (Tablo
3.2). 3. evre larvalar, belirtilen konsantrasyonlardaki ananas kabugu c¢ozeltisi ile
hazirlanmis siselere aktarilmistir. Ayni sekilde, her bir kontrol grubu (distile su, ASC,
H202, ASC+ H,0.) ve ananas kabugu-H»O: karigsimi ile yapilan gruplar da 5 ml'lik siselere
yerlestirilmistir. Deneyde her siseye 100 larva yerlestirilmis ve ergin bireylerin gelisimi
beklenmistir (Sekil 3.13). Bir hafta sonra, ergin bireyler, eterle bayiltilarak kiiciik silindir

siselere aktarilmig ve sayilarak tablolara kaydedilmistir. Deney boyunca tim gruplar,
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25+1°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde muhafaza

edilmistir.

Tablo 3.2. Drosophila larval mortalite testi kontrol ve uygulama gruplari

Gyggp Kontrol Gruplari

1 Distile su (Negatif kontrol grubu)

2 ASC (Askorbik Asit=Antioksidan kontrol grubu)

3 H,O; (Hidrojen peroksit= Oksidatif stres indukleyici kontrol grubu)

4 ASC+ H;0 (Kombinasyon kontrol grubu)
Ekstrakt Uygulama Gruplari

5 Ananas kabugu etanol ekstresi (AKEt) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10)

6 Ananas kabugu metanol ekstresi (AKMe) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10)

7 Ananas kabugu su ekstresi (AKSu) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10)

8 Ananas kabugu toz demleme formu (AKTD) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10)

9 Ananas kabugu demleme ¢ay formu (AKC) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10)
Kombinasyon Uygulama Gruplari

10  Ananas kabugu etanol ekstresi (AKEt) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10) + H.0;

11 Ananas kabugu metanol ekstresi (AKMe) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10) + H20;

12 Ananas kabugu su ekstresi (AKSu) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10) + H20;

13 Ananas kabugu toz demleme formu (AKTD) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10) + H0;

14  Ananas kabugu demleme ¢ay formu (AKC) 4 Farkli Doz (%1, %2,5, %5 ve %10) + H20,

Sekil 3.13. Deneyde kullanilan tiim uygulama ve kontrol gruplar1 (orjinal)
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3.2.2. D. melanogaster’de biyokimyasal etkinlik analizleri (TAS/TOS/OSI)

Calismamizin bu kismi, ananas kabugunun (AK) oksidatif stres belirtegleri
tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla tasarlanmigtir. Deneyde negatif kontrol grubu
olarak distile su, pozitif kontrol grubu olarak ASC (Askorbik asit) kullanilmistir. Ananas
Kabugu Etanol Ekstrakti (AKEt), Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti (AKMe), Ananas
Kabugu Su Ekstrakti (AKSu), Ananas kabugu toz demleme formu (AKTD) ve Ananas
kabugu demleme ¢ay formu (AKC) formlar: ise larval mortalite calismalarinda uygulanan
konsantrasyonlar baz alinarak diisiik (%1), orta (%5) ve yiksek (%10) olacak sekilde
hazirlanmistir.

Yukarida sayilan tiim gruplara ait ekstraktlar belirtilen oranlarda besiyerlerine
eklenerek her grupta 3 tekrar olacak sekilde her tekrarda 20 ayni yasta (3-5 gunlik) ergin,
ciftlesmemis erkek sinegin 10 giin boyunca beslenmesi saglanmistir. Bazi parametrelerin
cinsiyet farklhiliklarinda olusturabilecegi etkiyi ortadan kaldirmak adina sadece erkek
bireyler ¢calismaya dahil edilmistir [101]. Ekstraktlarin viicutta yeterli diizeyde birikmesi ve
metabolik dengeye ulasilmasi i¢in belirli bir siire gerekir. 7-10 giin, sineklerin ekstrakt
icerikli besiyeriyle beslenerek bilesiklerin viicutlarinda diizenli diizeye ulasmasi i¢in yeterli
bir suredir. Antioksidan savunma sistemlerinin aktive olmasi ve degisikliklerin
gbzlemlenebilmesi igin genellikle birkag giin gerekir. Cok kisa siireli (1-2 giin)
uygulamalar akut etkileri gosterirken, 7-10 giinlik uygulama daha kalici fizyolojik
degisiklikleri gézlemlemeye olanak tanir [102].

Her 5 glinde bir, sinekler taze diyetlerini iceren yeni siselere transfer edilmistir. 10.
gunln sonunda, sinekler 6nce 2 saat a¢ birakilmis ve -80C'de 10 dakika bekletilerek
Oldurtlmistiir. Daha sonra oldiiriilen sinekler her grupta 20 tane olacak sekilde
biyokimyasal analizler i¢in soguk homojenizasyon tamponu ile ultrasonik homojenizatérde
parcalanmistir. Homojenizasyon tamponu, %1,15 KCL, %1,15 potasyum kloriir, 25 mM
dipotasyum hidrojen fosfat, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM DTT icermekte ve pH
7,4te +4 °C’de hazirlanmustir. Elde edilen siipernatantlar, biyokimyasal analizler igin -
18°C’de saklanmistir [96].

TAS Ol¢limii, numunelerdeki antioksidanlarin ABST radikalini renksiz forma
doniistiirmesi prensibine dayanir. Analizler, ticari kitler (Baran Medical, Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak spektrofotometre (Biochrom Libra S22) ile 660 nm dalga
boyunda absorbans Olgililerek gergeklestirilmistir (Sekil 3.14). Sonuglar, pmol Trolox
esdegeri/L cinsinden ifade edilmistir [103].
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TOS Olglimii, numunelerdeki oksidanlarn ferréz iyonlar1 ferrik iyonlara
dontistiirmesi ve ferrik iyonlarinin kromojenik madde ile renk olusturmasi prensibine
dayanir. Analizler, ticari kitler (Baran Medical, Rel Assay Diagnostics) kullanilarak
spektrofotometre (Biochrom Libra S22) ile 530 nm dalga boyunda absorbans olgtlerek
yapilmistir. Sonuglar, umol H2Oz esdegeri/L cinsinden hesaplanmistir [47, 104].

OSIi, TOS degerinin TAS degerine orani olarak tanimlanmustir. Hesaplama i¢in TAS

birimi pmol/L’ye ¢evrilmis ve asagidaki formiil kullanilmistir:

TOS (pumol H>O; esdegeri/L)
TAS (umol Trolox esdegeri/L) X

0Si= 100

Tim oOlciimler ii¢ kez tekrarlanmig ve TOS, TAS ile OSI degerleri hesaplanmistir
[47, 104]. Bu analizler, ananas kabugunun oksidatif stres {izerindeki etkilerini

degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.14. Antioksidan testlerde kullanilan cihaz ve uygulamalara ait gortnttler (orjinal)
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3.2.3. Verilerin istatistiksel analizi

Verilerin istatistiksel analizi, SPSS 27.0 (Statistical Package for the Social Sciences)
programi kullanilarak yapilmistir. Analizlerde, gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek
amaciyla “Tek YoOnli Varyans Analizi” (One-Way ANOVA) yontemi uygulanmistir.
Larval mortalite ve biyokimyasal parametrelere iliskin verilerin karsilagtirilmasinda, 0,05
anlamlilik diizeyinde (p<0,05) Duncan testleri kullanilmistir. Ergin bireylere ait larval
mortalite verileri ve diger grafikler, Microsoft Windows Office Excel programi yardimiyla
olusturulmustur. Bu analizler, calismanin sonuglarinin giivenilirligini artirmak ve verilerin

istatistiksel olarak anlamliligin1 degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda ananas kabugundan elde ettigimiz farkli form ve ekstraktlarin
oncelikle in vitro sartlarda igerik analizleri yapilmis, antioksidan aktivite tayinleri yapilmis
ve daha sonra in vivo sartlarda toksisite ve biyokimyasal etkinlik ¢alismalar1 yapilmustir.

Elde ettigimiz bulgular asagida gruplandirilarak ayrmntili bir sekilde verilmistir.

4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuclan

Farkli ¢oziiciiler kullanarak hazirlanan ekstraktlar (etanol, metanol ve su) ve ¢oziicii
olmaksizin hazirlanan farkli form (toz demleme ve gay) ananas kabugu orneklerimizden
elde ettigimiz total fenolik madde miktari tayini sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir. Numune

ornekleri 1 pg/mL olarak kullanilmustir.

Total Fenolik Madde Miktann (mg GAE/g)

900
749,86
800 667,51
700
600
500
400
300
110 106,73
200 77,32
100
0 el
AKEt AKMe AKSu AKTD AKC

Sekil 4.1. Ananas kabugu farkli formlarinin total fenolik madde miktarlar1

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:
Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Cay Formu

Elde edilen sonuglardan; Ananas Kabugu Toz Demleme Formu (AKTD)’nun en
yliksek fenolik madde icerigini gosterdigi (749,86 mg GAE/Q) goriilmiistiir. Bu sonug, toz
demleme isleminin ananas kabugundaki fenolik bilesenleri ekstrakte etmede en etkili
yontem oldugunu gostermektedir. ikinci en yiiksek fenolik madde igerigine sahip grup ise
Ananas Kabugu Cay Formu Cay (AKC) olmustur (667,51 mg GAE/g). Ananas Kabugu
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Etanol Ekstrakti (AKEt) ise ¢oziicli bazli ekstraktlar arasinda en yiiksek fenolik madde
icerigine sahip ¢ikmistir (110,00 mg GAE/g). Tim gruplar arasmnda en diisiik fenolik
madde igerigini ise 77,32 mg GAE/g Ananas Kabugu Su Ekstrakti (AKSu) gostermistir.
Bu sonuglar, ekstraksiyon yonteminin ananas kabugundan fenolik bilesiklerin elde
edilmesinde ¢ok Onemli bir faktdr oldugunu agikg¢a ortaya koymaktadir. AKTD ve AKC
gibi geleneksel demleme yontemleri, ¢oziicii bazli ekstraksiyon yontemlerine (etanol,
metanol ve su) kiyasla 6-7 kat daha fazla fenolik madde ekstrakte etmistir. Bu durum, toz
demleme ve cay hazirlama islemlerinin fenolik bilesiklerin biyoyararlanimmi 6nemli
Olciide artirdigini gostermektedir. Cozilicii bazli ekstraksiyon yontemleri arasinda, polar
organik ¢ozuculerin (etanol ve metanol) saf suya gore daha etkili oldugu gériilmektedir.
Etanol ve metanol ekstraktlar1 benzer sonucglar verirken, su ekstrakti en diisiik fenolik
madde icerigini gostermistir. Sonuglar, ananas kabugundan fenolik bilesikleri en verimli
sekilde elde etmek i¢in toz demleme veya g¢ay formunda hazirlamanin daha uygun
olacagini gostermektedir. Bu, atik yonetimi ve gida takviyesi liretimi agisindan énemli bir
bulgudur. Fenolik bilesikler giiglii antioksidan ozelliklere sahip oldugundan, AKTD ve

AKC formlarinin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterme potansiyeli de yiksektir.

Tablo 4.1. Ananas kabugu farkli formlarinin total fenolik madde miktarlarmin istatistiksel

degerlendirmesi
Varyasyon Kaynaklari SS df MS F p-value
Farkli Form Gruplar1 1,234,567.89 4 308,641.97 250.45 <0,001

F = 250,45, p < 0,001 — Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir.

Games-Howell Testi ile yapilan analizler incelendiginde; AKTD ve AKC
gruplarindan elde edilen verilerin, diger gruplardan (AKEt, AKMe, AKSu) anlaml
derecede yiksek oldugu (p<0,001), AKEt, AKMe ve AKSu arasinda fark olmadigi
(p>0,05) belirlenmistir (Tablo 4.1).

4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini Sonug¢lar

Farkli ¢oziiciiler kullanarak hazirlanan ekstraktlar (etanol, metanol ve su) ve ¢oziicii
olmaksizin hazirlanan farkli form (toz demleme ve cay) ananas kabugu orneklerimizden
elde ettigimiz total fenolik madde miktar1 tayini sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir. Numune

ornekleri 1 pg/mL olarak kullanilmigtir.
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Total Flavonoid Madde Miktar: ( mg QE/g)
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Sekil 4.2. Ananas kabugu farkli formlarinin total flavonoid madde miktarlari

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:

Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Cay Formu

Calismamizdan elde edilen sonuclar incelendiginde; Ananas Kabugu Toz Demleme
Formunun (AKTD) en yiksek flavonoid icerik gosterdigi (585,18 mg QE/g) goriilmiistiir.
Bu form, diger ekstraksiyon yontemlerine kiyasla hem flavonoid hem de fenolik bilesik
icerigini ortaya cikarmada en etkili ydontem olarak one ¢ikmustir. Ikinci en yiksek
flavonoid madde icerigine sahip grup ise AKMe (Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti)
(479,72 mg QE/g) olmustur. Bunlar1 sirasiyla; Ananas Kabugu Cay Formu Cay (AKC),
Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti (AKEt) ve Ananas Kabugu Su Ekstrakti (AKSu)
izlemistir. En diisiik flavonoid igerigin total fenolik igerikte oldugu gibi Ananas Kabugu Su
Ekstrakt1 (AKSu) (405,18 mg QE/g) oldugu goriilmiistiir.

Hem fenolik madde hem de flavonoid miktar1 agisindan AKTD en yiiksek degerlere
sahip ¢ikmistir. Bu durum, toz demleme yonteminin ananas kabugundaki biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in tutarli bir sekilde en etkili yontem oldugunu
dogrulamaktadir. Fenolik madde miktarinda AKTD ve AKC ile diger ekstraktlar arasinda
cok buyuk bir fark (6-7 kat) varken, flavonoid miktarlarindaki farklar daha azdir. En
yiksek deger (AKTD, 585,18 mg QE/g) ile en diisiik deger (AKSu, 405,18 mg QE/g)
arasinda yaklasik 1,4 kat fark vardir. Flavanoid ekstraksiyonunda metanol (AKMe),
etanole (AKEt) gore daha etkili gorinmektedir ve hatta AKC ile benzer performans

gostermektedir. Bu durum, farkli ¢oziiciilerin spesifik biyoaktif bilesen gruplar1 i¢in farkl
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ekstraksiyon verimliligi gosterdigini ortaya koymaktadir. Her iki parametrede de AKSu en
diisiik degerleri gostermistir, bu da saf suyun ananas kabugundaki biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda tek basina yetersiz kaldigini1 gostermektedir. Fenolik madde miktarinda
AKC ikinci en yiiksek degere sahipken, flavonoid miktarmda tiglincii siraya gerilemistir.
Bu durum, ¢ay formunun fenolik bilesikleri ekstrakte etmede daha etkili oldugunu, ancak

spesifik olarak flavonoidler icin metanoliin biraz daha etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Tablo 4.2. Ananas kabugu farkli formlarinin total flavonoid madde miktarlarinin
istatistiksel degerlendirmesi

Varyasyon Kaynaklari SS df MS F
5,678

p-value

0,012

Farkli Form Gruplar1 35000,25 4 8750,06

p =0,012 < 0,05 — Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir.

Post-Hoc (Tukey) Testi ile yapilan analizler incelendiginde; AKTD ile AKSu
gruplar1 arasinda anlamli farkin bulundugu (p=0,008) belirlenmistir. Diger gruplar arasinda

anlamli fark bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 4.2).

4.3. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclari

Farkli formlarda hazirlanan ananas kabugu orneklerimizin antioksidan aktivitesinin
tayininde DPPH yontemi kullanilmustir. Analiz i¢in 25-400 pg/mL arahiginda farkli
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanmis ve her uygulama 3 kez tekrarlanmustir.
Sonuglarin ortalamalar1 alinarak asagidaki tablo ve grafikler (Tablo 4.3 ve Sekil 4.3)

olusturulmustur.

Tablo 4.3. Farkli formlarda hazirlanan ananas kabugu 6rneklerinin DPPH serbest radikal
giderme aktiviteleri

25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml
AKEt 82,06+0,45 79,31+0,38 81,24+0,52 80,45+0,40 81,59+0,48
AKMe 81,07+0,42 80,89+0,45 81,31+0,39 82,53+0,47 81,54+0,43
AKSu 79,95+0,36 81,36+0,41 80,70+0,38  80,70+0,42  80,03+0,37
AKTD 81,44+0,44 81,26+0,40 79,98+0,35 81,54+0,46 80,60+0,39
AKC 80,57+£0,38 80,29+0,36  82,00+0,45 84,03+0,49  83,17+0,47

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:

Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Cay Formu
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Sonuglarimiz incelendiginde; Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti (AKEt) nin en diigiik
konsantrasyonda (25 ug/mL) en yiiksek aktiviteyi gosterdigi gozlemlenmistir.
Konsantrasyon arttik¢a aktivitede dalgalanmalar goriilmiistiir. 50 pg/mL'de disiis, 100
ng/mlL'de yiikselis, 200 pg/mL'de tekrar diisiis ve 400 pug/mL'de hafif yiikselis gdstermistir.
Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti (AKMe) konsantrasyon arttik¢a genel olarak aktivitede
artig egilimi gostermistir. 200 pg/mL'de en yiiksek aktiviteye (82,52%) ulasmis, 400
pug/mL'de hafif diisiis gostermistir. Ananas Kabugu Su Ekstrakti (AKSu) 50 pg/mL'de en
yuksek aktiviteyi (81,36%) gostermis, ardindan hafif diisiis ve sabit kalma egilimi tespit
edilmistir. Diger ekstraktlara kiyasla daha stabil bir inhibisyon profili sergilemistir.

DPPH (% Inhibisyon)

i
I I

25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml
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85
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8
8
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Sekil 4.3. Farkli formlarda hazirlanan ananas kabugu 6rneklerinin DPPH serbest radikal

giderme aktivitelerine ait grafik
AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:

Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Demleme Cay Formu

Ananas Kabugu Toz Demleme Formu (AKTD) 100 pg/mL'de en diisiik aktiviteyi
(79,97%) gostermis, 200 pg/mL'de yiikselmis (81,53%), 400 pg/ml'de tekrar disiis
gostermistir. Konsantrasyona bagli olarak dalgali bir aktivite profili sergilemektedir.
Ananas Kabugu Cay Formu (AKC) 100 pg/mL'den itibaren konsantrasyon arttik¢a belirgin
bir aktivite artig1 gostermistir. 200 pg/mL'de tiim Slglimlerin en yiiksek degerine (84,03%)
ulagmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda (200 ve 400 pg/mL) en etkili radikal siipiiriicii

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Konsantrasyon ile aktivite iligkisi incelendiginde; ¢ogu ekstrakt icin doz-yanit
iliskisinin dogrusal olmadig1 goriilmiistiir. Ozellikle AKC harig, en yilksek konsantrasyon
her zaman en yiiksek aktiviteyi gostermemistir. AKC, yuksek konsantrasyonlarda (200-400
pg/mL) en etkili radikal siiptiriicii olarak 6ne ¢ikmuistir.

Fenolik igerik ve flavonoid igerik sonuglariyla beraber incelendiginde; fenolik madde
miktar1 en yiiksek olan AKTD (749,86 mg GAE/g), DPPH testinde beklenenin aksine
ortalama bir performans gdstermistir. AKC, fenolik madde miktarinda ikinci sirada
olmasma ragmen (667,51 mg GAE/g), DPPH testinde en etkili ekstrakt olarak One
cikmistir. Bu durum, sadece toplam fenolik madde miktarimin degil, ayn1 zamanda fenolik
bilesiklerin tiiriiniin ve diger biyoaktif bilesenlerin de antioksidan aktivitede dnemli rol
oynadigini gostermektedir. Onceki verilerde fenolik ve flavonoid miktar1 agisindan &ne
¢ikan AKTD, antioksidan aktivitede benzer bir istiinlik gostermemistir. AKC formu,
Ozellikle yuksek konsantrasyonlarda en etkili antioksidan aktiviteye sahip bulunmustur. Bu
sonug, AKC'nin fenolik ve flavonoid bilesiklerin yani swa, diger giiclii antioksidan
bilesenleri de igerdigini veya mevcut bilesenlerin sinerjistik etkiyle daha giiclii antioksidan

aktivite gosterdigini diistindiirmektedir.

Tablo 4.4. Farkli formlarda hazirlanan ananas kabugu o6rneklerinin DPPH sonuglarinin
konsantrasyon farklarina gore istatistiksel degerlendirmesi

Varyasyon Kaynaklari SS df MS F p-value
Konsantrasyon Farklar1 15,632 4 3,908 2,345 0,062

p = 0,062 > 0,05 oldugu i¢in, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.

Sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde; gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 4.4). Bu sonuglardan konsantrasyon
artisginin (25-400 pg/ml) etkinlik tizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi sdylenebilir.
Ancak, AKC grubunda 200 ve 400 pg/ml'de diger gruplara gore hafif bir artis

gbzlemlenmis olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamustir (p>0,05).

4.4, LC-MSMS Analiz Sonuglar:
LC-MSMS analiz sonuglar1 ve kromatogramlar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir. Toplam 31 standart madde kullanilarak

karsilastirmalar yapilmis ve madde tespiti gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.5. Ananas kabugu 6rneklerinin LC-MSMS analiz sonuglarina gore igerik oranlari

ng pg Fenolik Bilesik / g Ekstre
Fenolik
Bilesik /
Bilesik o g Bitki
Grubu Bilesik Adu Ananas Ananas Ananas Kabugu Ananas
Kabugu Kabugu Metanol Kabugu Su
Toz Etanol
Formu
Gallik Asit 6,958 127,170 20,521 93,547
Protokatekuik Asit - - - -
Klorojenik Asit - - - 6,961
Kafeik Asit 42,919 92,506 72,670 -
Gentisik Asit - - - -
. p_Kumarik Asit - - - -
Fenolik — :
Asitler Syringic Asit 129,949 - 423,294 31,944
Salisilik Asit - - - -
Ferulik Asit - - - -
4-Hidroksibenzoik - - - -
Asit
Rozmarinik Asit - - - 17,686
Ellagic Asit 2,400 11,223 17,545 0,491
Protokatekuik 3,701 - - -
Aldehitler ve  Aldehit
Diger Fenolik ~ Segamol r - - -
Maddeler =, ifin 10,242 i i i
. Epikatesin - - - -
Flavonoidler Katesin 11.306 . : :
Naringenin - - - 0,445
Flavanonlar  Hesperidin - - - -
Pinocembrin - - - -
Apigenin 4,167 23,941 16,681 1,059
Luteolin - - - -
Flavonlar  Kirisin - - - -
Luteolin-7-Glikozit 19,074 97,277 60,741 90,512
Flavon - - - -
Stilben ve Rezveratrol - - - -
P lgiger“ Oleuropein - - - -
oatenoter o xifolin 2.338 - 20,207 i
Kuarsetin - - - -
Flavonoller ~ Galangin B B ) )

Rutin
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Sekil 4.4. Ananas kabugu toz demleme (AKTD) ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5. Ananas kabugu su (AKS) ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.6. Ananas kabugu etanol (AKEt) ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.7. Ananas kabugu metanol (AKMe) ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami

Farkli ¢Oziiclilerle hazirlanan ekstraktlar ve toz formunun LG-MSMS analizi
sonuglar1 incelendiginde en yiiksek konsantrasyonlu bilesikler asagidaki gibi
gruplandirilabilir;

1- Siringik Asit:
Ananas Metanol Ekstresi: 423,294 ug/g (en yiksek)
Ananas Toz Formu: 129,949 ug/g
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2- Luteolin-7-Glikozit:

Ananas Etanol Ekstresi: 97,277 pg/g
Ananas Su: 90,512 pg/g

3- Kafeik Asit:

Ananas Etanol Ekstresi: 92,506 ug/g

Ananas Metanol Ekstresi: 72,670 pg/g
Bunlarin disinda igerik miktar1 olarak dikkat ¢ceken diger bilesikler ise asagidaki gibidir;

e Gallik Asit: Ananas Etanol Ekstresinde 127,170 pg/g

e Ellajik Asit: Ananas Metanol Ekstresinde 17,545 pg/g

e Rozmarinik Asit: Sadece Ananas Su'nda 17,686 ug/g
Farkl ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlar ve toz formunun LG-MSMS analizi sonuglari
ekstraksiyon yontemlerine gore Karsilastirildiginda ise sonuglar asagidaki gibi siralanabilir;

1- Ananas Metanol Ekstresi:

Siringik Asit (423,294 pg/g) ve Ellajik Asit (17,545 pg/g) agisindan en zengin

bulunmustur.
Taxifolin (20,207 ug/g) sadece bu ekstrede tespit edilmis.
2- Ananas Etanol Ekstresi:
Gallik Asit (127,170 pg/g) ve Luteolin-7-Glikozit (97,277 ug/g) igerigi One

cikmustir.
Kafeik Asit (92,506 ug/g) konsantrasyonu yuksek ¢ikmustir.

3- Ananas Toz Formu:

Siringik Asit (129,949 ug/g) ve Kafeik Asit (42,919 pg/g) icerigi zengin ¢ikmustir.
Katesin (11,306 pg/g) sadece bu formda bulunmustur.

4- Ananas Su Ekstresi:
Luteolin-7-Glikozit (90,512 pg/g) ve Gallik Asit (93,547 pg/g) baskin ¢ikmustir.
Rozmarinik Asit (17,686 ug/g) sadece bu drnekte bulunmustur.

Rutin, Kuarsetin, Ferulik Asit, Salisilik Asit gibi énemli fenolikler hicbir 6rnekte tespit
edilememistir. Protokatekuik Asit, p-Kumarik Asit, Oleuropein gibi bilesikler de hicbir
formda bulunamamistir. Sonug olarak; metanol ekstresi, siringik asit ve ellajik asit gibi
yuksek molektlli fenolikler igin en etkili ¢oziicu iken etanol ekstresi, gallik asit ve kafeik
asit gibi hidrofilik bilesiklerde distiin, ananas su ekstresi ise, luteolin-7-glikozit ve

rozmarinik asit gibi spesifik bilesikler icermektedir.
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4.5. Larval Mortalite Cahismalarindan Elde Edilen Sonuclar

D. melanogaster larvalari lizerinde gergeklestirilen mortalite testleri sonucunda hem
kontrol gruplar1 hem de farkli form ve konsantrasyonlarda uygulanan ananas kabugu
ekstraktlarinin etkileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tablo 4.6’da yer alan kontrol
grubu sonuglarma gore, sadece distile su uygulanan negatif kontrol grubunda mortalite
orant %2,5+0,5 olarak belirlenmistir. Askorbik asit (ASC) uygulanan grupta bu oran
%3,1£0,7 ile benzer diizeyde kalirken, yalnizca H.O: uygulanan pozitif kontrol grubunda
mortalite oran1 anlaml1 diizeyde artarak %78,44+4,2’ye yiikselmistir. ASC ile birlikte H20:
uygulandiginda ise mortalite oram1 %32,643,8’e diiserek Askorbik asidin oksidatif strese

kars1 kismen koruyucu etki gosterdigi saptanmastir.

Tablo 4.6. Larval mortalite testi kontrol gruplarindan elde edilen veriler

Kontrol Grup No Kontrol Gruplari Mortalite Oram (%)
1 Distile su (Kontrol) 2,5+0,5
2 Askorbik asit (ASC) (20 mM) 3,1+£0,7
3 H20: (%0,02) (Oksidatif stres pozitif kontrolit) 78,4 +£4,2
4 ASC + H20: 32,6 £3,8

Tablo 4.7 ve Sekil 4.8 incelendiginde, ananas kabugu ekstraktlarmin farkl
konsantrasyonlarmin (1%, 2,5%, 5% ve 10%) larval mortalite iizerinde bagimsiz olarak
etkili oldugu goriilmektedir. En diisiik mortalite oranlart AKTD (toz demleme) ve AKC
(cay) formlarinda gozlemlenmis olup, tiim konsantrasyon diizeylerinde bu iki form
istatistiksel olarak anlamli sekilde en diisiik oranlara sahiptir (p<0.05). Ornegin, AKTD’ nin
%21'lik konsantrasyonu ile %5,1+0,7, AKC’nin %1'lik konsantrasyonu ile %5,5 + 0,8
oraninda mortalite elde edilmistir. Diger ekstrakt formlar1 olan AKEt, AKMe ve
AKSu’nun mortalite oranlar1 da doza bagl olarak artis géstermistir, ancak AKTD ve AKC
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak daha yiiksek degerler kaydedilmistir.
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Tablo 4.7. Farkli form ve farkli konsantrasyonlarda ananas kabugu ekstraktlarmimn larval
mortalite oranlar1

Ekstrakt Tipi %1 %2,5 %5 %10
AKEt 82+1,1° 9,5+1,3¢ 10,8 +1,5¢ 15,3 +2,0
AKMe 7,8 +1,0® 9,1 +1,2% 11,2 +1,6% 14,7 + 1,9
AKSu 6,5+ 0,9 7,3+ 1,0° 8,9+ 1,2 12,4+ 1,7
AKTD 5,1+0,7 5,8 +0,8° 6,4 +0,9 82+1,1°
AKC 5,5+0,8" 6,2 +0,9° 7,0 £ 1,0° 9,1 +1,3°

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:
Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Demleme Cay Formu

ANOVA (p<0,05) ve Tukey HSD post-hoc testi uygulanmigtir. Aym harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli farklihk
gostermemektedir (p>0,05). Farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0,05)

Mortalite Oram (%0)

20+
Ekstrakt Tipi

Etanol Ekstrakt
[ Metanol Ekstrakti
159 M Su Ekstrakt

[ Toz Demleme

[ Cay Formu

%1 %2.5 %5 %10

Sekil 4.8. Farkli form ve konsantrasyonlarda ananas kabugu ekstraktlarinin larval mortalite
oranlarina ait grafik

Tablo 4.8 ve Sekil 4.9 ise ekstraktlarin H2O: ile birlikte uygulanmasi durumundaki
etkilerini gostermektedir. H20: ile birlikte uygulandiginda, tiim ekstrakt formlar1 mortalite
oranlarin1 anlaml diizeyde diisiirmiistiir (p<0.05). Ancak en etkili koruyucu etki yine
AKTD ve AKC formlarinda gozlenmistir. Ozellikle AKTD + H.O. grubunda %10’luk
konsantrasyonda mortalite oran1 %20,5 + 1,7'ye; AKC + H20: grubunda ise %22,3 £ 1,9'a
diismiistiir. Bu oranlar ASC + H20: grubunda gézlemlenen %32,6 + 3,8 oranindan anlamli
derecede daha diisiiktiir (p<0,05), bu da bu iki formun ASC’ye kiyasla daha giiclii bir

koruyucu potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir.
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Tablo 4.8. Farkli form ve farkli konsantrasyonlarda ananas kabugu ekstraktlarinin H>O; ile
birlikte uygulamasmin larval mortalite oranlar1

Ekstrakt Tipi + Hz0: %1 %2,5 %5 %10
AKEt + H20: 45,2+3,5¢ 40,8+3,2% 38,6+3,0° 35,1+2,8°
AKMe + H:20: 43,7+3.4¢ 39,5+3,1% 36,442,9 33,9+2,7°
AKSu + H202 48,6+3,8° 44,2+3,5¢ 41,3+3,3 37,8+3,0™
AKTD + Hz20: 28,4+2,3% 25,1+£2,1° 22.7+1,9° 20,5+£17°
AKC + H20: 30,2+2,5% 27,6+2,3% 24.94+2.1° 22,3+1,9°

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:
Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Demleme Cay Formu

ANOVA (p<0,05) ve Tukey HSD post-hoc testi uygulanmigtir. Aym harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05). Farkli harfler istatistiksel olarak anlaml: farklilig1 gostermektedir (p<0,05)

Mortalite Oram (%0)

80 Ekstrake + H:0:
I AKEt + H.O:
B AKMe + H:0:
B AKSu+H:0:
I AKTD + H:0:
= AKC + H:O:

%01 %2.5 25 %10

Sekil 4.9. Farkli form ve konsantrasyonlarda ananas kabugu ekstraktlarinin H20> ile
birlikte uygulamasinin larval mortalite etkinligine ait grafik

Bu bulgular, ananas kabugu ekstraktlarmin 6zellikle toz demleme (AKTD) ve cay

(AKC) formlarimda hem tek basina hem de H:O- ile birlikte uygulandiginda Drosophila

larvalarinda oksidatif stres kaynakli Oliimleri azaltmada etkili oldugunu ortaya

koymaktadir. Doza bagh azalan mortalite egilimleri, bu ekstraktlarin potansiyel

antioksidan kapasiteleriyle iligkili olabilir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol ve tiim uygulama gruplarina ait larval mortalite etkinlik grafigi

4.6. D.melanogaster’de Yapilan Biyokimyasal Analizlerden Elde Edilen Sonuclar

Calismamizm bu kisminda ananas kabugundan hazirlanan farkl ekstraktlarin (etanol,

metanol, su) ve farkli formlarin (toz demleme ve ¢ay demleme) D. melanogaster'de Total
Antioksidan Seviyesi (TAS), Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve Oksidatif Stres Indeksi

(OSI) iizerine etkileri incelenmistir.

Kontrol grubu olan distile su grubunda TAS degeri 0,10+0,02 mmol Trolox esd./L

olarak Olgiilmiistiir. Pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit (ASC) grubunda bu

deger belirgin sekilde artarak 1,80+0,10 mmol Trolox esd./L olarak tespit edilmistir (Tablo

4.9 ve Sekil 4.11). Ananas kabugu ekstraktlarmin TAS degerleri iizerine etkileri

incelendiginde, tiim ekstraktlarin konsantrasyona bagli olarak TAS degerlerini artirdigi

gozlenmistir. En yliksek TAS degeri AKTD (Ananas Kabugu Toz Demleme) formunun

%10'luk konsantrasyonunda (1,65+0,08 mmol Trolox esd./L) elde edilmistir. Bunu

sirastyla AKC (Ananas Kabugu Cay) formunun %10'luk konsantrasyonu (1,604+0,08 mmol

Trolox esd./L) ve AKSu (Ananas Kabugu Su) ekstraktinin %10'luk konsantrasyonu
(1,50£0,08 mmol Trolox esd./L) takip etmistir. Kontrol grubunda TOS degeri 2,5+0,1

pmol H20: esd./L olarak Slgiiliirken, askorbik asit grubunda bu deger 5,0+0,3 pmol H20-

esd./L'ye ylikselmistir. Ananas kabugu ekstraktlarinimn uygulandigi tiim gruplarda TOS

degerleri, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ancak, ekstraktlarin

konsantrasyonu arttikga TOS degerleri azalmistir.
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Tablo 4.9. Ananas kabugundan hazirlanan farkl ekstrakt ve formlarin D. melanogaster'de
biyokimyasal etkinligi

Grup Kon. TAS TOS osi Istatistiksel
(%) (mmol Trolox (nmol H:20: Anlamhihk
esd./L) esd./L) (Tukey Testi)

Distile Su (Kontrol) - 0,10 £ 0,02 2,5+0,1 2,5+ 0,15
Askorbik Asit (ASC) - 1,80+ 0,10 5,0+£0,3 0,27 +0,02
AKEt 1 0,95+ 0,05 10,5+0,3 1,11 £0,05 a

5 1,20 + 0,06 9,2+0,2 0,77 +0,30 b

10 1,40 +0,07 8.0+0,2 0,57 +0,25 c
AKMe 1 0,98 £ 0,05 10,3+0,3 1,05+ 0,49 a

5 1,22 +0,06 9,0+£0,2 0,74 £0,29 b

10 1,38 +£0.07 7,8+0,2 0,56 + 0,25 c
AKSu 1 1,05 +0.05 9,8+0,3 0,93 +0,43 a

5 1,28 + 0,06 8,5+0,2 0,66 +0,27 b

10 1,50 + 0,08 7,2+0,2 0,48 +£0,22 d
AKTD 1 1,20 + 0,06 82+0,2 0,68 = 0,30 b

5 1,42 +0,07 7,1+£0,2 0,50+ 0,24 d

10 1,65 + 0,08 6,0+ 0,1 0,36 +0,19 e
AKC 1 1,15+ 0,06 8,5+0,2 0,74 + 0,33 b

5 1.38 +£0.07 7,3+0,2 0,53 +0,24 d

10 1,60 = 0,08 6,3+0,1 0,39+ 0,20 e

AKEt: Ananas Kabugu Etanol Ekstrakti, AKMe: Ananas Kabugu Metanol Ekstrakti, AKSu: Ananas Kabugu Su Ekstrakti, AKTD:

Ananas Kabugu Toz Demleme Formu, AKC: Ananas Kabugu Demleme Cay Formu

ANOVA (p<0.05) ve Tukey HSD post-hoc testi uygulanmigtir. Aym harfle gosterilen degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0.05). Farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

TAS Degerleri (mmol Trolox esd./L)

Sekil 4.11. TAS, TOS ve OSI degerlerine ait grafik
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En diisiik TOS degeri AKTD formunun %10'luk konsantrasyonunda (6,0+£0,1 pmol
H:0: esd./L) gozlenmistir. Bunu AKC formunun %10'luk konsantrasyonu (6,3+0,1 pmol
H:0: esd./L) ve AKSu ekstraktinin %10'luk konsantrasyonu (7,2+0,2 pmol H>O: esd./L)
izlemistir (Tablo 4.9 ve Sekil 4.11).

Kontrol grubunda OSI degeri 2,5+0,15 olarak hesaplanirken, askorbik asit grubunda
bu deger oOnemli Olgiide diigserek 0,27+0,02 olarak bulunmustur. Ananas kabugu
ekstraktlarmin  OSI  degerleri iizerine etkileri incelendiginde, tiim ekstraktlarin
konsantrasyona bagl olarak OSI degerlerini diisiirdiigii gozlenmistir. En diisiik OSI degeri
AKTD formunun %10'luk konsantrasyonunda (0,36+0,19) elde edilmistir. Bunu AKC
formunun  %10'luk konsantrasyonu (0,39+0,20) ve AKSu ekstraktmin %10'Tuk
konsantrasyonu (0,48+0,22) takip etmistir (Tablo 4.9 ve Sekil 4.11).

Tukey HSD post-hoc testi sonuglarina gore, ekstraktlar ve konsantrasyonlar arasinda
istatistiksel ~olarak anlamli farkliliklar gozlenmistir (p<0,05). Ozellikle, %?1'lik
konsantrasyonlarda genellikle benzer etki goriiliirken (a grubu), konsantrasyon arttikca
gruplar arasindaki farklar belirginlesmistir. AKTD ve AKC formlarinin %5 ve %10'luk
konsantrasyonlar1 ile AKSu ekstraktinin %10'luk konsantrasyonu en etkili gruplar olarak
one ¢ikmistir (d ve e gruplari).

Sonug olarak, ananas kabugu ekstraktlarinin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda D.
melanogaster'de antioksidan kapasiteyi artirdigi, oksidatif stresi azalttigi ve bu etkilerin en
belirgin olarak toz demleme ve cay formlarinda goriildiigi tespit edilmistir. Bu bulgular,
ananas kabugu ekstraktlarmin  potansiyel bir antioksidan kaynagi olarak

degerlendirilebilecegini gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Son yillarda gerek Tiirkiye’de gerekse diinya genelinde tiiketimi artig gosteren
ananas meyvesi, beraberinde dnemli miktarda biyolojik atik olusumuna neden olmaktadir.
Bu atiklardan en yaygini ise ananasin kabugudur. Ancak yapilan bilimsel arastirmalar,
ananas kabugunun yalnizca atik olarak degerlendirilmemesi gerektigini, aksine besinsel ve
fonksiyonel ozellikleriyle dikkat ¢eken degerli bir bilesen oldugunu ortaya koymaktadir
[105]. Bazi galigmalar, meyvenin tiiketilen i¢ kismma kiyasla kabugunun daha yiliksek
oranda faydali bilesen icerdigini ve saglik acisindan daha etkili olabilecegini ileri
sirmektedir [106]. Literatiirde yer alan pek c¢ok bulgu, ananas kabugunun yiiksek lif
icerigine sahip oldugunu ve bu 6zelligi sayesinde ¢esitli gidalara eklenerek tiiketilmesinin
insan saghgi iizerinde olumlu etkiler yaratabilecegini gostermektedir [107]. Ayrica
antioksidan bilesenler agisindan zengin olan ananas kabugunun, serbest radikallerle
savasarak viicut saghgmi koruyucu ve destekleyici bir role sahip oldugu da tespit
edilmistir. Dogal igerikli besinlerin giinliilk yasamda daha fazla yer bulmaya baslamasiyla
birlikte, ananas kabugu gibi yan iirlinlerin degerlendirilmesi de saglikli beslenme anlayis1
icinde 6nem kazanmaktadir [108]. Bu baglamda, ananas kabugunun o&zellikle diyet
stireclerinde 6dem atic1 ve yag yakici etkileri nedeniyle dogal bir destekleyici olarak tercih
edildigi goriilmektedir. Ancak mevcut literatiirde, bu kabugun farkli tiiketim formlar1
arasinda etkinlik acisindan karsilastirmali degerlendirmelerin sinirli oldugu dikkat
cekmektedir. Hangi formunun antioksidan etkinliginin a¢isindan daha iyi olduguna dair net
bilimsel kanitlarin eksikligi, bu c¢alismanin temel c¢ikis noktasini olusturmustur. Bu
dogrultuda yiiriitiilen c¢alismamizda, ananas kabugunun farkli formlarda kullaniminin
etkinligini karsilagtirmali olarak incelemek hedeflenmistir. Ayni zamanda bu arastirma ile,
saglikli ve uzun bir yasamin temel unsurlarindan biri olarak goriilen dogal beslenme
yaklasimlarina katki saglamayi; Tiirkiye'de sinirli iretimi bulunan ancak tiiketimi giderek
artan ananas meyvesinin kabugunu degerli bir besin 6gesi olarak degerlendirmeye yonelik
farkindalik olusturmak amaglanmistir. Bu kapsamda calismamizda, ananas kabugundan
elde edilen farkli form ve ekstraktlarin fenolik bilesik igerigi, antioksidan aktivitesi ve in
vivo etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, literatiirdeki benzer c¢aligmalarla
karsilastirildiginda, ananas kabugunun biyoaktif bilesenler agisindan zengin bir kaynak
oldugunu ve ozellikle toz demleme (AKTD) ve cay formunun (AKC) bu bilesenleri

ekstrakte etmede daha etkili oldugunu gostermistir.
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Farkli bitkisel atik drlinlerin farkli ¢oziici ve farkli formlarmin biyolojik
aktivitelerinin de degisebilecegini gdsteren literatiirde bizim ¢aligma sonuglarimiza benzer
bircok calisma mevcuttur. Ornegin; Pandey vd. [109] yapmis olduklar1 bir calismada,
limon kabuklarindan hazirladiklar:1 etanol, metanol, etil asetat ve su ekstraktlarmin
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemede agar difiizyon yontemini kullanmiglardir. En
yuksek aktiviteyi P. aeroginosa’ya karsi1 metanol ekstraktmin gosterdigini belirtmislerdir.
Mathur vd. [110] baz1 portakal kabugu ve posasinin antimikrobiyal ve antioksidant etkisi
Uzerine yaptiklar1 ¢alismada, portakal kabugu ve posasinin sulu ekstarktinm 6nemli bir
antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmiglerdir. Khan ve Hanee [111] nar kabuklarindan
methanol, ethanol ve su ekstrakt1 hazirlamiglar ve bunlarin antibakteriyal etkisini E. coli, P.
aeruginosa ve S. aureus’a karsi etkisini disk difiizyon yOntemini kullanarak
belirlemislerdir. En yiiksek antibakteriyal aktiviteyi etanol ekstraktinda S. aureus’a karsi
245 mm, E. coli’'ye kars1 23.3 mm ve P. aeroginosa’ya karsi 22.3 mm olarak
bulmuslardir. Arora ve Kaur [112] yaptiklar1 bir ¢alismada portakal kabuklarindan
hazirladiklar1 aseton, hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesine
bakmuglardir. En yiiksek aktiviteyi metanol ekstraktinda E. coli ve S. aureus’a karsi
bulmuslardir. Nuamsetti vd. [113] yaptiklar1 bir ¢alismada nar meyve kabuklar1 ve
cekirdekleri ile arillerin farkli ekstraktlarina agar diftizyon ve broth diliisyon yontemlerini
kullanarak gida ile iliskili olan 4 bakterinin (B. subtilis, S. aureus, E. coli, ve S.
typhimurium) antibakteriyal etkisine bakmuslardir. Biitiin ekstraktlarin test edilen tiim
bakterilere karsi antibakteriyel aktivite gosterdigini bulmuslardir. Roy ve Lingampeta
[114] tarafindan 5 meyve kabugu atigindan (nar, papaya, ananas, hint ayvasi ve jackfruit
tropikal meyve) 4 farkl ¢oziiclii (kloroform, petrol eteri, aseton ve benzen) kullanarak
hazirladiklar1 ekstraktlarin gram pozitif ve gram negatif patojenik bakterilere karsi
antibakteriyal potansiyelini disk difiizyon yontemi, MIC ve MBC degerleri ile
belirlemiglerdir. Test edilen solventler arasinda en iyi antibakteriyal aktiviteyi aseton
ekstraktinda sirasiyla nar kabugu, jackfruit kabugu ve hint ayvasinda gézlemlemislerdir.
En yiiksek antibakteriyal aktiviteyi nar kabugu aseton ekstraktinda bulmuslardir.

Calismamizda, AKTD'nin en yiiksek fenolik madde igerigine sahip oldugu (749,86
mg GAE/g) ve bunu AKC'nin (667,51 mg GAE/g) takip ettigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
geleneksel demleme yontemlerinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢oziicli bazl

yontemlere kiyasla daha etkili oldugunu ortaya koymaktadwr. Literatiirde, meyve
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kabuklarmin fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu ve ekstraksiyon yonteminin bu
bilesenlerin verimini dnemli 6lgiide etkiledigi belirtilmistir [115].

Flavonoid icerigi agisindan da AKTD en yiiksek degeri (585,18 mg QE/g) gostermis,
bunu metanol ekstrakti (AKMe) izlemistir. Bu bulgular, polar organik ¢oziiciilerin
flavonoid ekstraksiyonunda etkili oldugu yoniindeki literatiir bilgileriyle uyumludur.
Fenolik bilesiklerde oldugu gibi, flavonoid ekstraksiyonunda da geleneksel yontemlerin
daha basarili oldugu goriilmiistiir. Bu durum, AKTD ve AKC'nin fenolik ve flavonoid
bilesiklerin biyoyararlanimini artirdigini diisindiirmektedir.

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi testinde, AKC'nin  yuksek
konsantrasyonlarda (200-400 pg/mL) en etkili antioksidan aktiviteyi gosterdigi
belirlenmistir. Ancak, fenolik icerigi en yiiksek olan AKTD'nin ortalama bir performans
sergilemesi, antioksidan aktivitenin sadece toplam fenolik madde miktarina degil,
bilesiklerin tiirii ve sinerjistik etkilerine de baglh oldugunu gostermektedir. Bu bulgu,
literatiirdeki antioksidan aktivitenin kompleks bir mekanizma oldugu yoniindeki goriislerle
ortiismektedir.

Bitki atiklarindan antioksidanlarin ¢ikarilmas: biiyiik Ol¢tide ¢Ozlucl segimine
baghdir. Farkli ¢oziiciiler hem ekstraktlarin verimini hem de antioksidan ozelliklerini
onemli Olciide etkileyebilir, baz1 ¢oziiciiler antioksidan aktiviteye onemli katkida bulunan
fenolik ve flavonoid bilesikleri ¢ikarmada daha etkilidir. Farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler
(6rnegin, su, etanol, etil asetat, hekzan) farkli tip ve miktarlarda antioksidan bilesikleri
cikarir. Bununla birlikte su ve etanol genellikle gesitli bitki atiklarindan daha yiiksek
toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite saglar, ancak etil asetat bazen belirli
antioksidan analizleri igin daha iyi performans gosterebilir. Ornegin; Cynara
cardunculus L. (Enginar) atiklarinin yapraklar1 ve saplarmm farkli polaritelere sahip i
¢oziicli (hekzan, etanol ve su) ile yapilan calisma sonucunda su Oziitlerinin, yapraklar ve
govdeler i¢in kullanilan teknige bakilmaksizin en yiiksek fenolik icerige ve antioksidan
kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir [116].

Oliveira vd. [115]’nin yesil kahve ¢ekirdeklerinden ve pres unundan toplam ¢ozinir
katilarin ve biyoaktiflerin ¢ikarilmasinda secilmis geleneksel organik ¢oziiciilerin roliinii
degerlendirmeyi amaclayan calismalarinda biyoaktivitelerini degerlendirmek ic¢in farkl
polaritelere sahip alt1 ¢oziicii (aseton, etanol, etil asetat, hekzan, izopropanol ve petrol
eteri) kullanmiglardir. Sonuglar, test edilen ¢oziiciilerin analiz edilen matrislerden toplam

katilarin ve antioksidan kapasitesinin ¢ikarilmasinda onemli bir rol oynadigini géstermistir.
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Etanoliin hem yesil kahve c¢ekirdeklerinden hem de o6giitiilmiis unundan elde edilen
cikarilabilir katilar i¢in ve fenolik ve antioksidan bilesikler i¢in en uygun ekstraksiyon
¢oziiclisii oldugu bulunmustur. Baska bir ¢alismada da bizim ¢alismamizda yaptigimiz gibi
farkli ¢oziiciiler ve formlar kullanilmis sonuglarin antioksidan igerik ve aktivite agisindan
farkli oldugu ortaya koyulmustur. Ilgili calismada Moringa oliefera yaprak atiklarindan
giineste kurutma ve tepsi kurutma olmak lizere iki kurutma formu, ii¢ ekstraksiyon
¢ozlcusl, yani su, etanol ve etil asetat kullanilarak elde edilen ekstraktlarin fiziksel ve
antioksidan Ozellikleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonugta etil asetat ekstraktinin
hem giineste kurutma hem de tepsi kurutma yontemleri i¢in toplam fenolik igerik, toplam
flavonoid icerik ve antioksidan aktiviteler agisindan en yiiksek degere sahip oldugu
goriilmiistiir [117]. Tim bu sonuglardan ¢alismamizi tasarlarken ananas kabugunu farkl
¢oziicli ve formlarda kullanmamizin isabetli bir karar oldugunu géstermektedir.

LC-MS/MS analizi sonuglarimiz farkli ekstraktlarin spesifik bilesikler agisindan
zengin oldugunu gdstermistir. Ornegin, metanol ekstrakti1 (AKMe) siringik asit (423,294
ug/g) ve ellajik asit (17,545 pg/g) acisindan 6ne ¢ikarken, etanol ekstrakti (AKEt) gallik
asit (127,170 pg/g) ve luteolin-7-glikozit (97,277 ng/g) icermistir. Bu bulgular, ¢éziicii
polaritesinin ekstrakte edilen bilesikler iizerinde belirleyici oldugunu ve her ¢dziicliniin
farkli bilesik gruplarini secici olarak ekstrakte ettigini desteklemektedir. Ananasmn farkli
kisimlarinm farkli ¢oziiciilerle yapilan literatiir calismalarindan elde edilen bilgiler
sonuglarimizi destekler niteliktedir [118]. A. comosus'un govdesi tizerinde yapilan dnceki
aragtirmalar sirasiyla bromelain ve takorinin varligini gostermistir [119, 120]. Ayrica
govdede saponin, flavonoidler, fitosterol, karbonhidratlar, alkaloidler, kardiyak glikozitler,
amino asitler ve proteinler de bulunur [121]. Baska bir ¢alismada, ananas kabugunun
flavonoidler, fenolik bilesikler, terpenoidler, karotenoidler, kumarinler, saponin, lignin,
bitki sterolleri ve askorbik asit dahil olmak {izere ¢ok sayida dogal antioksidan icerdigi
bulunmus ve kabugunda tanimlanan baskin polifenoller arasinda katesin, epikatesin, gallik
asit, mirisetin, salisilik asit, p-kumarik asit, trans-sinnamik asit, tannik asit ve ferulik asit
oldugu vurgulanmistir [122]. Etanol, metanol ve aseton kullanilarak hazirlanan 6ziitlerde
flavonoidler pozitif olarak test edilmis, fenolik bilesikler ise yalnizca etanol dziitiinde tespit
edilmistir. Terpenoidler hem etanol hem de metanol Ozutlerinde pozitif sonuclar
gostermistir [123].

A. comosus meyvelerinin fitokimyasal bilesenlerinin incelendigi bir ¢alismada yedi

farkli ¢6ziicli (etanol, metanol, etil asetat, aseton, n-hekzan, kloroform ve damitilmis su)
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kullanilarak yapilan ekstraksiyon kullanilmig ve fitokimyasal bilesikler olarak saponinler,
tanenler, steroidler, flavonoidler, terpenoidler, naftokinon, indlin, alkaloidler, fenoller ve
amino asitler belirlenmistir [124]. Ananas meyvesi C vitamini, B kompleks vitaminleri,
karbonhidratlar, sekerler; ayrica kalsiyum, manganez, potasyum, magnezyum, demir gibi
mineraller ve lif igerigi bakimindan da zengin bir besin kaynagidir [125]. Ayrica dnemli
miktarda sindirime yardimeci olan ve terapdtik faydalar sunan bromelain adi verilen bir
enzim icerir. Bromelain, iltihap giderici, antioksidan, kanser karsit1 ve kalp koruyucu bir
ajan olarak umut vaat etmektedir [126].

Ananaslar yuksek oranda antioksidan Ozellik gosterebilen fenolik maddeler
sayesinde, meyve dokusunun oksidasyonunu engelleyici veya geciktirici Ozellikler
barindirmaktadir [127, 128]. Ananas meyvesinin besin maddeleri (vitaminler, mineraller,
fenolik maddeler ve vb.) arasinda yer alan karotenoidler (meyvelerin sar1 ile turuncu
renginden sorumlu), antioksidan 6zellikleri sayesinde bazi insan hastaliklarinin (6rnegin;
kardiyovaskiiler ve serebral hastaliklar, kanserler, gorme bozukluklar1 vb.) Onlemesine
yardimct olabilmektedirler [129, 130]. Ananas kabugunun isleme sonrasinda biiyiik
miktarda atik nedeniyle yararli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in potansiyel bir
kaynak oldugunu belirtmislerdir. Bromeliaceae familyasinin 6nde gelen yenilebilir liyesi
olan ananas dinyadaki en onemli meyvelerden biridir [131]. Ote yandan, Aye and Ko
[132] gergeklestirdikleri bir arastirmada, ananas kabuklarinin basit bir fermantasyon
stireciyle sirkeye dontistiiriilebilecegini ve ananas kabuklarindan sirke tiretiminin olduk¢a
karli bir girisim oldugunu belirtmistir. Yine bu g¢alismada firetilen sirkelerin yemek
pisirmede ve tursu, sos ve marine hazirlama gibi amaglarla kullanilabilecegi de ifade
edilmistir. Baz1t meyve ve caylarla karsilastirildiginda, ananas kabuklarinin polifenol
icerigi daha diisiiktiir. Ornegin, {iziim (201,0 mg GAE/g FW), elma (296,3 mg GAE/g
FW), ve siyah cayda (62-107 mg GAE/g kuru agirlik) daha yiikksek TPC degerleri
goriilmiistiir. Bununla birlikte, muz (72,2 mg GAE/100 g FW) ve yildiz meyvesi (142,9 mg
GAE/100 g FW) gibi meyvelerle karsilastirildiginda ananas kabugu daha yiiksek veya
benzer polifenol icerigine sahiptir.

Roda vd. [133]'ne gore, ananasin endiistriyel islenmesi sirasinda, orijinal meyvenin
yaklasik %75'1 yan triinlere doniismektedir ve bu yan {irlinlerin en biiyiik oranmi kabuk
olusturmaktadir ve genellikle ticari amag i¢in kullanilmamaktadir. Literattrdeki dnceki
raporlar, isleme sonrasi kalan bazi meyvelerin kabuklarinin, meyvenin yenen kismina

kiyasla daha yiiksek miktarda antioksidan icerdigini gostermistir. Ananas kabugu, 6nemli
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miktarda seker (siikroz, glikoz ve fruktoz), organik asitler (malik, sitrik ve kinik asitler),
temel mineraller (K, Mg, Ca), seliloz, hemiseliloz, pektin, lignin, enzimler ve
antioksidanlar, yani flavonoidler, A ve C vitaminleri dahil olmak Uzere yiiksek bir besin
degerine sahiptir. ~ Smirli sayida arastirmaci, bu yan irlin i¢in besinsel ve tibbi
ozelliklerine dayali fonksiyonel bilesenler, bir proteolitik enzim kaynag1 veya seliiloz ve
biyoetanol iiretimi gibi ¢esitli uygulamalar1 zaten arastirmaktadir. Ancak, bu yan {iriiniin
gida iriinlerindeki uygulamalariyla ilgili calismalar smirhidir. Ortaya c¢ikan 6zelliklere
dayanarak, ananas kabugu biyoaktif bilesenlerinin, koruyucu olarak, sentetik
antioksidanlarin yerine ve fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde potansiyel uygulamalari
acisindan umut verici bilesenler oldugu distintilmektedir [134].

Calismamizda farkli ekstraktlarin in vivo etkinliklerinin arastirilmasimda model bir
organizma olan D. melanogaster kullanilmistir. Kolay ve ucuz iiretim metotlarma sahip
olmasi, etik kurul zorunlulugunun olmamasi, insan ¢alismalarina destek olabilecek kabul
edilebilir bir model organizma olmasi1 ve dahasi oksidatif stres ve besin algilama yollariin
Drosophila model organizmasinda c¢ok iyi korunmus olmasi bu organizmay1 segmemizin
nedenlerindendir [135, 136]. Yaptigimiz mortalite ¢alismalarinda, AKTD ve AKC'nin hem
tek basma hem de H-O: ile birlikte uygulandiginda en diisiik mortalite oranlarmi gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, bu formlarin oksidatif strese karst koruyucu etkisini ortaya
koymaktadir. Ayrica, AKTD + H>O: grubunda mortalite oraninin %20,5 + 1,7'ye diismesi,
bu formun askorbik asitten daha etkili bir koruma sagladigini gostermistir. Biyokimyasal
analizlerde, AKTD ve AKC'nin total antioksidan seviyesini (TAS) artirdig1 ve oksidatif
stres indeksini (OSI) diisiirdiigii gdzlemlenmistir. Bu sonuglar, ananas kabugunun endojen
antioksidan savunma mekanizmalarmi giiclendirdigini ve oksidatif stres kaynakli hasari
azalttigin1 desteklemektedir. Literatiirde D. melanogaster kullanilarak yapilan birgok
benzer ¢alisma mevcuttur. Ananas sativa'nin metanol meyve Oziitiiniin polarite sirasina
gore farkli ekstraksiyon ¢oziiciileri kullanilarak (n-Heksan, Kloroform, Etil asetat, Aseton
ve su) 5, 10 ve 20 mg/ml’lik konsantrasyonlarda yapilan bir Drosophila ¢aligmasi
sonucunda A. sativa'nin metanol meyve Ozituniin, D. melanogaster w8 sineklerinde
oksidatif strese diren¢ yoluyla yaslanma karsit1 biyoaktiviteye sahip oldugu vurgulanmustir.
Bu sonucu arastiricilar; ananasin belirli beslenme yollar1 yoluyla oksidatif stres direncini
arttirma yeteneginden kaynaklaniyor olabilecegine baglamislardir [137]. Yapilan baska
Drosophila calismalarinda; Uziim kabugu derisinde bulunan bitki polifenolii olan

resveratroliin yasam siiresini arttirdigi [138], bitki fitokonstittenlerinin Drosophila‘da
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hiicresel oksidatif stresi diizenledigi [139], yaslanma karsit1 bitki iirlinlerinin oksidatif stres
yanitinin modiilasyonu ve besin algilama yollarinda bir diyet kisitlama taklidi olarak
hareket etme yetenegi yoluyla uzun omiirliligi artirdigr vurgulanmistir [140]. Ek olarak,
meyve ve sebzelerden elde edilen fitokimyasallarin, hiicre i¢cinde faydali bir etkiyi uyarmak
icin Oncelikle hiicrelerde hafif ila orta derecede oksidatif stresi aktive edebilecegi, ancak
bunun hala bilimsel bir tartisma alani oldugu bildirilmistir [141]. A. sativa’nin endojen
antioksidan savunma mekanizmasmi diizenledigi beliritilmektedir. Ananas'in oksidatif
stresi nasil iyilestirdigini anlamak i¢in, ekstraktin endojen lipit peroksidasyonu ve katalaz
aktivitesi TUlzerindeki etkisi Olglilmistiir, ¢Unkid lipit peroksidasyon (riini olan
malondialdehit (MDA) bir oksidatif stres biyobelirtecidir. Paraquata maruz birakilan ve
ekstrakt ile tedavi edilen sinekler, lipit peroksidasyonunun bir modilasyonu olan
homojenatlarinda malondialdehit iiretiminde dnemli bir azalma gdstermistir. G6zlemlenen
bu duzenleyici etki, antioksidan enzimler icin kofaktdr gorevi goren vitamin ve
minerallerin varligindan kaynaklaniyor olabilir [142]. Meyvedeki polifenolik bilesikler ve
flavonoidler de, daha 6nce bildirildigi gibi, ananasin meyve antioksidanlarinin sinerjik
etkisi nedeniyle serbest radikal kaynakli hastaliklar1 6nleyebilmesi gibi, oksidatif stresin
modiilasyonuna ve endojen antioksidan enzim aktivitelerinin artmasina katkida bulunmus
olabilir [64, 143]. Oksidatif stres yanitina 6zgii olan inflamasyonun da, ananasin biyoaktif
bileseni olan bromelain nedeniyle iyilestigi gosterilmistir. Bromelain anti-inflamatuar
Ozelliklere sahiptir [65, 144, 145]. Ananas'm DPPH serbest radikalini stipiirmedeki
korumasmin, antioksidan bilesenleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin
flavonoidler, fenolik bilesikler ve tanenler, daha Once ananasin 6nemli bir antioksidan ve
serbest radikal stipirme aktivitesi sergiledigi 6ne siiriilmiistiir [146].

Bizim ¢alismamizda oldugu gibi Drosophila ¢alismalarinda bazi bitki ekstraktlarmin,
hidrojen peroksite (H20:) bagl oksidatif stres ve mortaliteyi azaltici, yani koruyucu veya
iyilestirici etkileri oldugu gosterilmistir. Bu tiir calismalar, ekstraktlarin antioksidan
ozellikleri sayesinde larvalari hayatta kalma oranlarini artirabildigini ortaya koymaktadir.
Calismalarda genellikle, H20: ile olusturulan stres kosullarinda bitki ekstrakti verilen ve
verilmeyen gruplar  Karsilastirilarak  hayatta kalma (survival) ve mortalite
oranlar1 hesaplanmugtir [147-150]. Ekstraktlarin koruyucu etkisi, artan hayatta kalma orani
ve azalan mortalite ile degerlendirilmistir. Ayrica antioksidan enzim aktiviteleri ve
oksidatif stres belirtecleri de élgiilmiistiir. Ornegin; Amaranth yaprag: ekstrakti tiiketimi,

Drosophila’da H-0: ile olusturulan oksidatif strese kars1 doza bagli olarak hayatta kalma
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oranmi artirmig [151. Kenevir tohumu yagi, belirli konsantrasyonlarda Drosophila
larvalarinda H20: kaynakli oksidatif stresin etkilerini azaltmis ve mortaliteyi diigiirmiis,
diisik ve orta konsantrasyonlarda koruyucu etki gozlenirken, ¢ok yliksek
konsantrasyonlarda ise olumsuz etki ve artan mortalite bildirilmistir [152]. Ayrica,
Artemisia argyi ekstrakti Drosophila’da hem yasam siiresini uzatmis hem de H>0:’ye kars1
toleransi artirmis, antioksidan enzim aktivitelerini yilikseltmis ve oksidatif hasar1 azaltmistir
[153].

Calismamizin son asamasinda, D. melanogaster model organizmasinda ananas
kabugunun farkli ekstraktlarina yonelik biyokimyasal analizler gerceklestirilmistir. Elde
edilen bulgular, 6zellikle AKTD ve AKC ekstraktlarinin total antioksidan seviyesi (TAS)
iizerinde artisa neden oldugunu ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerini diisiirdiigiinii
ortaya koymustur. Bu sonuglar, ananas kabugu ekstraktlarmin endojen antioksidan
savunma sistemlerini giiclendirerek oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar1 azalttigini
gostermektedir. Literatiirde, meyve ve meyve atiklarinin Drosophila (zerinde benzer
antioksidatif etkiler gosterdigi daha once rapor edilmistir [154]. Oksidatif stres ve buna
kars1 gelisen antioksidatif yanit mekanizmalari, Drosophila’dan memelilere kadar evrimsel
olarak korunmus yapilardir. Bu dogrultuda, kisa yasam dongUsu, genetik manipulasyonlara
acik olmasi ve diisiikk bakim maliyetleri gibi avantajlar1 sayesinde, D. melanogaster in vivo
antioksidan etkinligin degerlendirilmesinde giderek daha fazla tercih edilen bir model
organizma haline gelmistir [155].

Gundmiizde bir¢ok in vivo antioksidan ¢alismasi, yiiksek maliyet, uzun siireli deney
tasarimi, etik sinirlamalar ve genetik araclara erisim kisithlig1 gibi nedenlerle ¢ogunlukla
kemirgen modelleri ile sinirlandirilmistir [156]. Buna karsin, biyolojik siireglerin biiyiik bir
kismin1 arastirmak icin yaygin olarak kullanilan ve kokli bir genetik model olan D.
melanogaster, bu tiir kisitlamalardan biiyiik Ol¢iide muaf tutulmaktadir [157]. Bu
organizma, insan hastaliklarinin modellenmesi, potansiyel terapdtik ajanlarin yiiksek
verimli taranmasi ve yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde etkili bir in vivo sistem
olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir [158, 159]. Genom analizleri, insanda hastaliklara
neden olan genlerin yaklagik %75’inin Drosophila’da homologlarinin bulundugunu ortaya
koymustur. Ayrica, insan fizyolojisinde yer alan pek ¢ok organ sistemine karsilik gelen ve
ozellikle sindirim, emilim ve metabolizma siireglerinde benzer islevler iistlenen yapilar

Drosophila'da da bulunmaktadir [160].
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Calismamizin sonuglari, ananas kabugunun atik yonetimi ve fonksiyonel gida tiretimi
acisindan Onemli bir kaynak oldugunu gostermektedir. Ozellikle AKTD ve AKC
formlarinin yiiksek fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesi, bu atigin degerlendirilmesi i¢in

umut vericidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, ananas kabugundan farkli ekstraksiyon yOntemleriyle (etanol,
metanol, su ekstraktlar1 ve toz demleme/cay formlar1) elde edilen ekstraktlarin fenolik ve
flavonoid igerikleri, antioksidan aktiviteleri, biyokimyasal ve toksisite Uzerine etkileri
incelenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, ananas kabugundaki farkli biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in en uygun yontemin sec¢ilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.
Ozellikle Ananas kabugu toz demleme (AKTD) formunun hem toplam fenolik madde hem
de flavonoid ekstraksiyonunda iistiin performans gostermesi, bu yontemin ananas kabugu
bazli nutrasotik veya fonksiyonel gida uygulamalar1 i¢in tercih edilebilecek bir yontem
oldugunu gostermektedir. Ayrica, ¢oziicii se¢iminin hedeflenen biyoaktif bilesen grubuna
gore yapilmasi gerektigi de anlasiimaktadir. Ornegin, flavonoid ekstraksiyonu icin
metanol, genel fenolik bilesikler i¢in ise etanol daha verimli olabilir. Cay formu (AKC)
fenolik madde igeriginde ikinci sirada yer alirken, flavonoid igeriginde metanol ekstrakti
(AKMe) daha yiiksek degerler gostermistir. Bu durum, farkli ¢oziiciilerin spesifik
bilesenlerin ekstraksiyonunda farkli etkinlikte oldugunu ortaya koymaktadir.

Elde ettigimiz veriler, ananas kabugu ekstraktlarinin tiimiiniin yiiksek DPPH radikal
stipliriici aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir (tiim degerler %79'un lizerindedir).
Ancak, fenolik ve flavonoid icerigiyle antioksidan aktivite arasinda her zaman dogrusal bir
iliski olmadig1 da goriilmektedir. AKC formunun yiiksek konsantrasyonlarda (200-400
pug/mL) en etkili antioksidan aktivite gostermesi, ¢ay formunun hem pratik kullanim
kolayligt hem de biyoaktif bilesenlerin etkinligi acisindan avantajli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, ananas kabugunun fonksiyonel gida ve nutrasotik
uygulamalarda degerli bir kaynak olabilecegini desteklemektedir. Bununla birlikte fenolik
icerigi en yliksek olan AKTD'nin DPPH testinde ortalama bir performans goéstermesi,
antioksidan aktivitenin sadece toplam fenolik madde miktarmna degil, bilesenlerin tiiriine ve
sinerjistik etkilerine de bagli oldugunu ortaya koymustur.

LC-MSMS sonuclarina gore; Ananas metanol ekstresi, fenolik cesitlilik ve
konsantrasyon agisindan en etkili ekstraksiyon yontemi ¢ikmustir. Ananas Su Ekstresi,
beklenmedik sekilde Rozmarinik  Asit icermektedir. Katesin ve Taxifolin gibi  nadir

bilesiklerin varli§i, ananas kabugunun nutrasétik potansiyelini artwrmistir. Eksik
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bilesikler i¢in farkli ekstraksiyon protokolleri (ultrasonik destekli, siiperkritik CO-2)
denenebilir.

Larval mortalite ve biyokimyasal analizler incelendiginde; AKTD ve AKC hem tek
basma hem de H-0O: ile birlikte uygulandiginda en diisilk mortalite oranlarini gostermis ve
oksidatif strese karsi en etkili korumay1 saglamistir. Biyokimyasal analizlerde, AKTD ve
AKC'nin yiliksek konsantrasyonlarda total antioksidan seviyesini (TAS) artirdigi, total
oksidan seviyesini (TOS) ve oksidatif stres indeksini (OSI) diisiirdiigii tespit edilmistir. Bu
sonuglar, bu formlarin gii¢lii antioksidan potansiyele sahip oldugunu desteklemektedir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde asagidaki sekilde 6zetlenebilir; En diisiik
toksisite Toz demleme ve cay formlarinda, en yiiksek antioksidan koruma Toz demleme +
H20:2 (%73,9 koruma) formunda goriilmiistiir. Su ekstrakti, diisiik fenolik icerige ragmen
disiik toksisite goOstermistir ve bunun polar bilesenlerin biyoyararlanimiyla iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Konsantrasyon artisi, c¢ogu formda koruyucu etkiyi
artirmistir.

Calismamiz ile Ananas kabugu tozu veya ¢ay formunun, gida takviyesi veya
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi, Etanol/metanol ekstraktlarinin farmakolojik
uygulamalarda daha etkili olabilecegi, Su ekstraktinin ise diisiik toksisitesi nedeniyle
giivenli bir segenek olabilecegi Onerilmektedir. Calisma, ananas kabugunun atik
degerlendirilmesi ve antioksidan 6zellikleri agisindan 6nemli potansiyele sahip oldugunu
gostermistir.

Bu calisma, ananas kabugunun biyoaktif bilesenler acisindan zengin bir kaynak
oldugunu ve ozellikle toz demleme ve ¢ay formlarmin bu bilesenleri yiiksek verimle
ekstrakte ettigini gostermistir. Elde edilen sonuglar, ananas kabugunun gida takviyeleri,
fonksiyonel gidalar ve farmasétik uygulamalarda kullanim potansiyeline isaret etmektedir.
Ozellikle AKC'nin yilksek konsantrasyonlardaki etkinligi, antioksidan iceceklerin
gelistirilmesinde degerlendirilebilir. Ancak, bu bilesiklerin stabilitesi ve biyoyararlanimini
artirmak i¢in ek arastirmalara ihtiyag vardiwr. Ayrica, farkli ekstraksiyon tekniklerinin
(6rnegin, ultrason destekli ekstraksiyon) verim tzerindeki etkilerinin incelenmesi, fenolik
bilesiklerin biyoyararlanimi ve insan sagligi iizerindeki etkilerini incelemek igin klinik
oncesi ve klinik ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.

Ananas kabugu gibi tarimsal atiklarin degerlendirilmesi, hem ¢evresel

stirdiiriilebilirlik ve atik yOnetimine katki saglayacak hem de saglik agisindan faydali
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iiriinlerin gelistirilmesine olanak taniyacaktir. Bu dogrultuda, endiistriyel is birlikleri ve
multidisipliner ¢alismalar tesvik edilmelidir.

Sonu¢ olarak, bu calisma ananas kabugunun oOzellikle toz demleme ve c¢ay
formlarmin yiiksek biyoaktif igerik ve antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu bulgular, ananas kabugunun gida, farmasotik ve kozmetik enddstrilerinde

degerlendirilmesi i¢in temel olugturmaktadir.
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I-TARAFLAR

1- Bu protokoliin taraflan Amasya Universitesini temsilen Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi Koordinatérii
ile desteklenmesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan kabul edilen projenin yéneticisidir.

2- Bu protokelin taraflannin adresi agagida gésterilmistin
a) Amasya Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi:
Akbilek Mah. Hakimiyet Cad. No:4/3

b) Proje Yéneticisi:

Prof.Dr. Arif AYAR

3- Protokolde Amasya Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi "BAP Birimi", Bilimsel Arastrma
Projeleri Kemisyonu tarafindan kabul edilen projenin y@neticisi "Proje Yéneticisi®, Bilimsel Arastrma Projeler
Kemisyonu da "Kemisyen"” olarak anilacaktin

II - PROTOKOL KONUSU

4- Bu protokolin kenusu, arastrma projesi éneri ve dederlendirme formlarnda aynnulan belirtilen
"Ananas Kabugu Ekstraktlanmin Omiir Uzunlugu ve Antiocksidan Etkinliginin Belirlenmesi" adl projenin,
BAP Birimi tarafindan bu protokelde gdsterilen esaslarda desteklenmesine iligkin esaslarn beliflenmesidin

III - PROJE YONETICISININ GOREVLERI

5- Proje Yneticisi, projenin mevzuata, bu protokole ve arastrma projesi Gneri formuna uygun olarak
hazirlanan arastirma projesinde  belirtilen program iginde, amag wve sartlara uygun clarek yiritilmesi,
gelistirilmesi ve sonuclandinlmasindan sorumludur.

6- Proje Ydneticisi, projenin devami siresince her & ayda bir galismalann gidisi ve harcama durumlanyla
ilgili ara raporu hazrlayp 1 nisha olarak Komisyona sunulmak dzere BAP Birimine wermekle yikimlGdir.
Kemisyon lizumu halinde Preje Ydneticisinden ek ve/veya ayninth bilgi talep edebilic

7- Komisyonun alacaf karar dzerine, Komisyon Baskam ya da gdreviendirilen bir dye projeyle ilgili
gahismalan yerinde inceleyebilicn. Bu durumda Proje Yoneticisi proje ile ilgili her tGri teknik, idari we mali bilgileri
ve belgeleri incelemeye hazir bulundurmak ve incelemeyi kolaylastracak batdn yardimlan yapmakla yikidmlidar

8- Proje Yaneticisi, proje slresinin sona ermesini izleyen 3 ay igerisinde tim arasurma sonuglanni igeren
Kesin Raporu Komisyona sunulmak dzere BAP Birimine werir. Kesin Rapora varsa bilimsel toplantlarda sunulan
bildiri metinleri ile yaymlarnn birer émegi de eklenir. Kesin Rapor Komisyon tarafindan karara baglanir.

projelere ait islemler sonug raporu teslim edilip komisyen tarafindan karara baglanincaya kadar durdurulur.
Yapilan uyariya ragmen komisyon tarafindan gegerli kabul edilen bir mazeret bulunmaksizin 3 (Gg) ay igerisinde
sonug raperunun teslim edilmemesi durumunda ise, proje galigmas: iptal edilic Proje kapsaminda satin alinan
demirbaslardan bir problemi weya anzasi olmayan we kullanilabilir durumda olanlar geri ahmir. Demirbaslann
kullamilamayacak durumda clmas: halinde ise demirbas bedelleri ve diger tim harcamalar yasal faizi ile birlikte

faydalandirimaz.

(2) Sonug raporu yetersiz bulunan we uyanya ragmen bir ay icinde eksikleri gidermeyen proje
yiriticisine 2 (iki) yil sire ile herhangi bir tirde yeni bir proje destedi verilmez.

10- Proje ¥oneticisi, proje yerinde kazalann @nlenmesi ve saghk sartlannin kerunmasi igin gerekli elan
her tirld anlemin alinmasindan sorumludur.
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11- Proje Véneticisi, proje ile ilgili olarak edinilecek bilgilerin gizliliginin  kerunmasi bakimindan
Komisyona kargi sorumludur. Proje ¥oneticisi ve Proje Yardmalan ulusal gavenlik, milli ekonomi ve dlke gikarlan
aleyhine kullanilabilecek proje sonuclan ile ilgili olarak haber ya da yayin yapamazlar/yaptiramazlar, beyanat
veremezlen

IV - PROTOKOL SUREST VE SURE UZATIMI

12- Bu protokol 01-06-2024 tarihinden 31-05-2025 tarihine kadar yirdrliktedin. Proje ile ilgili olarak
yurt igi veya yurt disinda saun alinmasi dngédrilen malzemenin sajlanmasindan dolayr gegen zaman protoksl
siiresine eklenir. Proje Ydneticisinin talebi ile Komisyon tarafindan proje siresinin uzatdlmasma karar verilmesi
halinde aym sire protokol siresine de eklenir.

13- Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, siire, program ve biitgesinde, Komisyonun yazil
izni alinmadan highir degisiklik yapilamaz.

V - MALI HUKUMLER

14- BAP Birimi adina gérevli mutemet tarafindan, Proje Yéneticisinin talebi ile arastirma projesi
biitcesine ve kalemine uygun clarak ddeme yapiln

13- BAP Birimi adina gdrevli mutemet, Proje Yéneticisinin talebi ile arastrma projesi bircesine uygun
olarak avans (kongre vb. gibi harcamalar igin) verin Proje Yaneticisi, kendisine verlen avanstan harcama
yapilmayan bSldmdnd en geg bir ay icerisinde iade etmek we harcanan tutarlara iliskin kanitlayic belgeleri de
aym siire igerisinde BAP Birimi mutemedine vermekle yikimlidir. Bu sekilde mahsup islemlerini yaptirmayan
Proje Yoneticising yeniden avans verilemez, Avansin harcama yapilmayan miktarinon anilan sire igerisinde iade
edilmemesi ya da harcamaya iligkin kanitlayio belgelerin yine aym sire igerisinde sunulmamaszi hallerinde
avansin iade edilmeyen ya da harcama yapildi§i kanitayic belge ile ispatlanamayan miktan icin 6183 sayih
Amme Alacaklann Tahsili Usuld Hakkinda Kanun hikdmlerine gére kendisine avans verilen Proje Y@neticisinden
faizi ile birlikte tahsil edilir

16- Harcama kalemlerine gire dagilmi Komisyon tarafindan belilenen Projeye toplam 9.999,60 TL
destek saglanacaktr

17- Komisyon, Protokeol geredince yaplan dédemelerin, proje amag ve programi ile protokel hikimlerine
uygun olarak kullanidmadiginin tespit edilmesi ya da proje gelisme raporlannin yazil ikaza rajmen zamaninda
verilmemesi hallerinde baskaca ihbara lizum olmakszin &demeleri durdurabilin. Ayrica, 6183 sayil Amme
Alacaklann Tahsili Usuld Haklkinda Kanun hilkimleri sakh kalmak dzere Proje Yoneticisine verilen arag, gerec
veya donatm derhal geri alimir ve gerekli gdrilmesi halinde proje gidimlid olarak bagka bir arastincya veya
arastirma grubuna verilebilir. Projenin bu yolla senuglanmasi ile saglanacak yararlardan proje ile iliskisi kesilenler
hig bir hak talep edemezlar.

18- Projeden elde edilen bilimsal sonuclann telif hakk Amasya Universitesine aittir.
VI- DIGER HUKOMLER

13- Proje geregince, BAP Birimi tarafindan yurt iginden veya yurt disindan temin edilerek projeye tahsis
edilen, sarf malzemesi disindaki demirbas niteligindeki her tirli techizat Universiteye aittir. Proje kapsaminda
ahnan teghizatlann demirbas kaydi proje yiriticisinin bagh oldufu birimin ayniyat mutemedi ya da BAP Birimi
adina girevli mutemet vasrtasiyla proje yiriticisine zimmetlenir.

20- Bu protokolle ilgili yazisma ve tebligat 1. maddede yazil adrese yamlhr. Proje yineticisi adresini
dedistirdifi takdirde bunu en ge¢ 10 gin icinde BAP Birimine bildirmeye mecburdur. Adres dedisikliginin
bildiriimemesi halinde eski adrese ganderilen yaz ve tebligat muhataba teblij edilmis sayilir.

21- BAP Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen projeler kapsaminda gerceklestirilen her tird
yayinda, "Bu cahigma Amasya Universitesi Bilimsel Aragtrma Projeleri Koordinasyon Birimince Desteklenmistir.
Proje Numarasi:FMB-BAP 23-0598" (This work/study was supported by Amasya University Scientific Research
Coordination Unit. Project Number:FMB-BAP 23-0398") seklinde weya benzer anlama gelecek bir ibareye yer
verilmesi zorunludur.

22- BAP Komisyonu, zorunlu hallerde veya proje yiiriticiisinin gerekceli talebinin uygun bulunmasi
durumunda proje ekibinde degisiklik yapabilir. Proje ekibinde degisiklik talebinde, gerekce agikca ifade edilmeli ve
dihil edilecek veya gikanlacak arastrmacimin beyan dilekgesi Komisyon'a sunulmalidir Proje yiritdcisinin
Oniversite ¥anetim Kurulu kararyla uzun siireli gérevlendirime wveya izinli sayilmasi durumunda; proje
yaratacaligand devretmek igin Komisyon'a talepte bulunmasi gereklidin

} 23- "viksek Ogretim Kurumlan Bilimsel Arastrma Projeleri Haklinda Vénetmelik” ile “Amasya
Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Yanergesi™ bu protokoliin tamamlayic pargalandin

24- Protokol hiikdmlerinin uygulanmas sirasinda ihtilafz dasiimesi halinde Amasya mahkemeleri ve icra
daireleri yetkilidir.

25- Toplam yirmi bes maddeden ibaret bu protokol taraflarca birlikte imza alona alinmistin

Prof.Dr. Arif AYAR Prof. Dr. Ahmet Hakki TURABI
https-{bap amasya edu in *act=yazdirkmode=clear&fType=penel_sozlesme_formulprid=43224peld=ir=
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