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Bu calismada tropik egzotik meyvelerden biri olan Graviola (Annona muricata L.)
meyvesinin pulp, kabuk ve ¢ekirdekleri ile yapraklarinda ugucu bilesik kompozisyonu, toplam fenolik,
flavonoid igerigi ile antioksidan aktivite ¢alismasi yapilmistir. Bu amacgla n-hekzan, etil asetat,
metanol ve diklormetan ¢oziiciileri ile elde edilen ekstrelerde DPPHe ve ABTSe+ serbest radikali
giderme aktivitesi, FRAP ve CUPRAC Kkapasitesi ile p-karoten agarma yontemleri ile antioksidan
aktivite belirlenmistir. Elde edilen n-hekzan ekstrelerinde, GC-MS yo6ntemini kullanarak ugucu
bilesiklerin kompozisyonu belirlenmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimi (% 64.14) meyvenin
pulpundan ve metanol ¢oziiciisiiyle elde edilmistir. En yiilksek TFM ve TF igerigi yaprak-MeOH
ektresinde (244.61 pg CAT mg ekstrakt™; 81.32 pug CAT mg ekstrakt™) bulunmustur. n-hekzan
ekstrelerindeki GC-MS sonuglarina gore, yapraklarda temel bilesen olarak terpenoidler (% 53.52),
esterler (% 12.01), steroidler (% 9.85); kabuklarda temel bilesen olarak esterler (% 52.2), alifatik
hidrokarbonlar (% 17.84), fenolik bilesikler (% 12.90); meyvenin pulpunda temel bilesen olarak
esterler (% 47.32), hidrokarbonlar (% 19.84) ve fenolik bilesikler (% 15.46) gbzlenirken, ¢ekirdek
ekstresindeki temel bilesenler, yag asitleri (% 67.22) ve terpenoidler (% 9.92) olarak tespit edilmistir.
Antioksidan aktivite sonuglarina gore, DPPH, FRAP ve CUPRAC aktivitesi agisindan da en yiiksek
aktivite meyvenin cekirdeklerinde bulunurken, ABTSe" radikal giderim aktivitesinde ¢ekirdekler ve
yapraklar agisindan istatistiksel olarak bir fark belirlenememistir. B-karoten renk agartma aktivitesi en
yiiksek kabukta ve sonra yapraklarda bulunmustur. Pulp en diisiik aktiviteye sahiptir. Tiim antioksidan
karakterler agisindan istatistiksel degerlendirme yapilmig, farkliliklar ve iliskiler 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Meyvenin toplam fenolik madde igerigi ile toplam flavonoid madde igerigi arasinda
r=0.761** diizeyinde 6nemli bir iliski bulunmaktadir. Toplam flavonoid madde igerigi ile antioksidan
aktivite karakterleri arasindaki en yiiksek korelasyon, FRAP aktivitesi ile bulunmustur (r=0.900**).
Graviola ekstrelerinin GC-MS analizi, ekstredeki farkli kimyasal yapiya sahip ¢esitli farmasétik olarak
onemli kimyasal bilesiklerin varligin1 gosteriken, toplam fenolik ve flavonoid madde ve antioksidan
aktivite analizlerinde, 6zellikle ¢ekirdek ve yapraklarda yiiksek aktivite dikkat cekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Graviola (Annona Muricata L.), ugucu bilesikler, GC-MS, toplam
flavonoid, FRAP, CUPRAC

2019, 107 Sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

VOLATILE COMPOUNDS and ANTIOXIDANT ACTIVITY of GRAVIOLA ( Annona
Muricata L.)

Ilayda SEVIK (BAHRISEFIT)

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor I: Prof.Dr. Temine SABUDAK
Supervisor II: Assoc.Prof.Dr. H. Hiillya ORAK

In this study, volatile compounds, total phenolic, total flavonoid content and
antioxidant activity were carried out in the pulp, peel, and seeds and leaves of Graviola
(Annona muricata L.) fruit, which is one of the tropical exotic fruits. For this purpose, DPPHe
and ABTS-" free radical scavenging activity, FRAP and CUPRAC capacity and p-carotene
bleaching methods were tested in the extracts obtained from n-hexane, ethyl acetate, methanol
and dichloromethane were used solvents. The volatile compound was determined using the
GC-MS method in the n-hexane extracts. The highest extraction efficiency (64.14%) was
obtained from pulp by using methanol as solvent. The highest TPC and TP content was found
in the Y-MeOH extract (244.61 g CAT mg extract™; 81.32 ug CAT mg extract™). According
to GC-MS results of hexane extracts, terpenoids (53.52%), esters (12.01%) and steroids
(9.85%) are the main components of graviola leaves. In the graviola shells, esters (52.2%),
aliphatic hydrocarbons (17.84%) and phenolic compounds (12.90%) were found as the major
constituents. Esters (47.32%), hydrocarbons (19.84%) and phenolic compounds (15.46%)
were the main components in the pulp, while the main components in the seed were fatty
acids (67.22%) and terpenoids (9.92%). According to the results of antioxidant activity, the
highest DPPH, FRAP and CUPRAC activity was found in the seed of the fruit, while there
was no statistically significant difference in ABTS « + radical removal activity for seed and
leaves. The B-carotene bleaching activity was highest in the peel and then in the leaves. Pulp
showed the lowest activity. All antioxidant characters were evaluated statistically, differences
and relationships were found to be significant (p <0.05). There is an important relationship
between total phenolic content and total flavonoid content of r = 0.761 **. The highest
correlation was found between total flavonoid content and FRAP activity (r = 0.900**). GC-
MS analysis of graviola extracts exhibited the presence of various pharmaceutically important
chemical compounds with different chemical structure in the extract, and the remarkable total
phenolic, flavonoid content and high antioxidant activity activity of the seeds and leaves in
this study.

Keywords: Graviola (Annona Muricata L.), volatile compounds, GC-MS, Total Flavonoid,
FRAP, CUPRAC
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1. GIRIS

Insan viicudu, serbest radikallerin ve diger oksidantlarin neden oldugu zararl etkileri
gideren karmasik bir enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemine sahiptir
(Olakunle ve ark. 2014). Serbest radikaller, kanser (Kinnula ve Crapo 2004), kalp-damar
hastaliklar1 (Gerber 2002), noral bozukluklar (Sas ve ark. 2007), Alzheimer hastaligir (Smith
ve ark. 2000), hafif biligsel bozukluk (Guidi ve ark. 2006), Parkinson hastaligi (Bolton ve
ark., 2000), yaslanma (Hyun ve ark. 2006) ve ateroskleroz da (Upston ve ark. 2003) dabhil
olmak iizere ¢ok sayida hastalifa neden olmaktan sorumludur. Son yillarda, reaktif oksijen
tirleri ve serbest radikallerin hiicre icinde lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin
hasarindan sorumlu olduguna ve boylece inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, hiicre
dejenerasyonu gibi cesitli fizyolojik ve patolojik olagandisiliklara sebep olduguna dair giiglii
kanitlar ve ¢alismalar bulunmustur (Leong ve Shui 2002, Wright ve ark. 2008).

Bir serbest radikal molekiilii, eslesmemis bir elektrona sahip olan ve kimyasal olarak
reaktif bir molekiildiir. Canli sistemlerde, otooksidasyon, enzimatik oksidasyon veya solunum
gibi gibi normal metabolik faaliyetlerin bir sonucu olarak iiretilirler veya iyonize radyasyon,
redoks dongiisiine maruz kalabilen ilaglar veya ksenobiyotikler gibi dis kaynaklara maruz
kaldiklarinda organizmada iiretilebilirler (Freeman ve Crapo 1982).

Diger taraftan antioksidanlar, reaktif serbest radikal tiirlerinin zararli etkilerini
azaltabilir veya ortadan kaldirabilirler. Diyet antioksidanlarinin yeterli miktarda alimi ile
serbest radikallere karsi korumanin arttirilabilecegine, dejeneratif hastaliklarin baglamasinin
Onlenerek veya ertelenerek yasam kalitesinin iyilestirilebilecegine dair bilim insanlar
arasinda artan bir fikir birligi vardir. Bu nedenle, antioksidan savunma mekanizmalarinin
savunmada yetersiz kalmasi sonucunda ortaya c¢ikabilecek hastaliklardan korunmak igin
antioksidan etkiye sahip ¢esitli meyveler, tohumlar gibi bitkisel {irlinlerin tiiketilmesinin veya
tibbi 6zellige sahip sifali bitkilerin kullanilmasinin insan saglig1 agisindan faydali oldugunu
gosteren ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Ozellikle duyusal nitelikleri ve lezzetleri ile
cazip meyvelerin siklikla tiiketiminin, yapilarinda bulunan mikro antioksidan bilesenlerden
dolayi bu riskleri azalttigina dikkat ¢ekilmektedir (Saura-Calixto ve Goni 2006).

Meyveler askorbik asit, karotenoidler gibi antioksidan vitaminlerin yanisira
flavonoidler, tanninler, fenolik asitler, terpenoidler ve proantosiyonidinler gibi polifenollerce
zengin, antioksidan bilesiklerin iyi bir kaynagi olarak kabul edilmektedir. Diyet

antioksidanlarinin 6nemli bir kaynagini temsil eden meyvelerin son zamanlarda tiiketimlerinin
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arttirilmasina yonelik vurgular yapilmaktadir (Liu 2003, Hall ve ark. 2009). Meyvelerin
serbest radikal siipiiriicli, antioksidan aktivite gibi Ozellikleri esas olarak dogal fenolik
bilesikler gibi fitokimyasallara atfedilir (Liu 2003, Cartea ve ark. 2011). Antioksidan
aktivitelerine ek olarak, fitokimyasal maddeler insanlarda baska 6zel faydali farmakolojik
etkiler de meydana getirir. Bu nedenle, meyvelerin serbest radikal siiplirme aktivitesi ve
fitokimyasal bilesimi potansiyel saglik faydalarmin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Liu 2003, Pisoschi ve ark. 2009, Vera de Rosso 2013).

Meyveler ve sebzeler gibi dogal antioksidan kaynaklarinin, esdegerleri olan sentetik
muadillerine/takviyelerine gore daha avantajli oldugu bilinmektedir (Liu 2003). Simdilerde,
nutrasotik kaynagi olarak, saglik arttirici bilesenleri yiiksek seviyelerde icerdikleri igin
tropikal egzotik meyvelere ve yan iriinlerinden elde edilen ekstraktlara ilgi artmaktadir
(Gorinstein ve ark. 2011). Diger taraftan, farkli genotip 6zelliklere sahip, farkli yorelerde
yetisen meyveler ve meyvelerin farkli kisimlari, birbirinden farkli fenolik, flavonoid ve
fitokimyasallar icerdikleri gibi, farkli i¢erik miktarlar1 nedeniyle, farkli antioksidan kapasite
ve etki diizeyleri sergilemektedirler.

Tropik egzotik meyveler, daha ¢ok icerdikleri fitokimyasallar gibi biyolojik aktif
bilesen icerikleri ve antioksidan aktiviteleri ile arastirmalara konu olmakta, bu yonleri ile
farmakoloji, biyokimya, tibbi gidalar gibi alanlarda arastirilmaktadirlar. Bu bakimdan
meyvelerin yenilebilir kisimlarinin yani sira, yenilemeyen kisimlart da potansiyel antioksidan
kaynagi olarak goriilmektedir (Galanakis 2012). Yenilebilir bir meyvenin yan iriinlerinin
yiiksek oranda dogal antioksidan bilesiklere sahip olmasi, onun farmakoloji ve gida
endiistrisinde sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilecek bir potansiyel olmasini
saglamaktadir (Fitri ve ark. 2016).

Tropik ekzotik meyvelerin ¢ekici duyusal 6zellikleri nedeniyle hem yerel hem de
uluslararasi pazarlarda {iretimi, ticareti ve tiiketiminde 6nemli bir artig ve bu meyveler ile
ilgili yapilan ¢alismalardan dolay1 besinsel ve teropatik degerlerinde gittik¢e artan bir kabul
bulunmaktadir (Ayala-Zavala ve ark. 2011). Bu meyveler, yerel iireticiler icin, egzotik
karakterlere ilgi gosteren ve dejeneratif hastaliklar1 6nleyebilecek besin igerigine vurgu yapan
0zel pazarlara girmesi acisindan firsat olusturmaktadir (Alves ve ark. 2008). Ayrica tropikal
meyve pulplarimin taze ve endiistriyel iirlinler seklinde tiiketimlerinin yam sira cekirdek,
kabuk gibi yan irlinlerinin nutrasetik suplement, besin destedi, fonksiyonel gida ve
farmakolojik iiriinler olarak, tarima dayali sanayi atiklarmin degerlendirilmesi agisindan
endiistriyel, ekonomik ve ¢evresel Katki saglayacag diisiiniilmektedir (Ayala-Zavala ve ark.

2011). Bu nedenle meyve pulplarinda ve yan {riinlerinde bulunan fitokimyasallari
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tanimlamak ve miktarlarin1 saptamak, bunlarin potansiyel saglik yararlarindan insanlarin
besinler veya besin destekleri yoluyla yararlanmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Cesitli bitkisel triinlerin potansiyel saglik etkileri yapilarinda bulunan fenolik
bilesikler, flavonoidler, fitosteroller, terpenler, terpenoidler ve alkaloidler gibi sekonder
metabolitlerle iligklendirilir. Bitkisel iirlinlerde bulunan bu etken maddelerin arastiriimasi
onlarin farmakolojik etkilerini saptamak agisindan da oldukca 6nemlidir.

Bilindigi iizere fenolik maddeler gibi, bitkilerin yapisinda bulunan sekonder
metabolitler arasinda ugucu yaglar da bitkiler tarafindan olusturulan kompleks bilesiklerdir.
Ugucu, dogal, giliclii kokular ile karakterize olan, aromatik Ozellikteki ugucu bilesikler
antiseptik, antibakteriyel, viriisidal ve antifungaldirlar ve tibbi 6zellikleri nedeniyle gidalarin
tatlandirilmasi yani sira, korunmasinda da kullanilmaktadir.

Tiim diinyada tropik 1liman iklim bolgeleri, iilkemizde de Akdeniz Bolgesi ucucu yag
barindiran bitkiler bakimindan zengin bolgelerden biridir (Ceylan 1996). Bitkilerin ugucu
yaglar1 karakteristik kokularinin esasidir, ayrica eterik yaglar veya ugucu yaglar olarak da
adlandirilir, ¢linkii normal sicakliklarda havaya maruz kaldiklarinda hizla buharlasirlar. Genel
olarak, ugucu yaglar, farkli molekiil tiirlerini iceren bir¢ok karistmdan olusur. Bu kimyasal
bilesenler iki genis sinifa ayrilir: terpenler ve fenil-propanoidler (Khayyat ve ark. 2018). Cogu
esansiyel yaglar, esas olarak, bitkilerin esansiyel yaglarinin ana bileseni olan
monoterpenlerden olugsa da, ¢ok ¢esitli aromatik bitkilerden buhar damitma veya ¢oziicii
ekstraksiyonuyla elde edilebilir. Esansiyel yaglar tedavi edici 6zellikleri olan tibbi bitkiler
yaninda, yenilebilir meyve ve bitkilerde de bulunabilir (Sousa ve ark. 2006, Nerio ve ark.
2010)

Esansiyel yaglar, c¢igeklerden, yapraklardan ve meyvelerden ekstrakte edilebilen
degerli dogal iiriinlerdir. Parfiim, kozmetik, baharat, yiyecek, beslenme ve tedavi gibi birgok
alanda hammadde olarak kullanilirlar. Esansiyel yaglar birgok tekil bilesik igeren kompleks
karigimlardir (Khayyat ve ark. 2018). Birgok bitkinin karakteristik kokular1, i¢erdikleri ugucu
yagdan kaynaklanmaktadir. Bu sebeple bunlara esans da denilmektedir. Bunlar ayrica su ile
karismadigindan ve su yiizeyinde tabaka olusturdugundan yag adi ile de amlirlar. Ancak
bunlarin sabit yaglarla 6nemli farkliliklar1 bulunmaktadir. Ugucu yaglar su buhari ile
stiriiklenebilmekte, siizge¢ kagidi tizerinde leke birakmamaktadirlar. Halbuki, sabit yaglar su
buharinda siiriiklenmezler ve siizge¢ kagidi iizerinde kalici leke birakirlar. Ugucu yaglar, yag
asidi trigliserit yapisinda degildirler. Ancak 151k ve hava karsisinda zamanla oksitlenir ve
recinelesirler. Yine sulu etanolde ¢6ziinebilme 6zelligi bu yaglar sabit yaglardan ayiran diger

onemli bir farkliliktir (Ceylan 1997). Ucgucu yaglarin kirilma indisleri yiiksek olup cogunlugu
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optikge aktiftir. Spesifik ¢evirmeleri ugucu yag1 tanimaya yardimei olur. Kirilma indisinde ve
polarize 15181 ¢evirme derecesinde olusan degismeler ugucu yagin safliginin bozuldugunu
gostermektedir (Demir¢cakmak 1994, Tanker ve Tanker 1990).

Yapilarinda en biiylik grubu terpenler olusturmaktadir. Bununla birlikte az miktarda
alkoller, aldehitler, esterler, fenoller, azot ve kiikiirt iceren bilesiklerde bulunmaktadir.
Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen oksijenli tlirevler koku, tat ve terapik 6zellikteki
maddelerdir (Linskens ve Jackson 1997a, 1997b). Meyve ve sebzelerde, karakteristik
lezzetlerini temsil eden ugucu maddeler genellikle esterler, aldehitler, alkoller, terpenler veya
bunlarin tiirevleridir.

Yaygmn tiiketilen meyvelerin antioksidan aktivitesi ve fitokimyasal kompozisyonu
izerine yapilan ¢ok sayida kapsamli aragtirma olmasina ragmen, tropik baz iilkelerde yetisen
az bilinen meyveler hakkinda daha az calisma yapilabilmistir. Annona tiirleri, Annonaceae
familyasina ait ve yenilebilir meyveleri i¢in tropik iilkelerde yetistirilmektedir. Bunlar
arasinda, Annona muricata L. (Soursop veya Graviola), Orta Amerika ve Amerika'da goriilen
dogal olarak bulunan bir bitkidir (George ve ark. 2015). Annona muricata, Annonaceae
familyasina ait bir agactir ve meyveleri yiyeceklerde, i¢eceklerde kullanilmakta ve geleneksel
olarak ¢esitli amaglarla tedavi olarak kulanildigina dair yayinlar bulunmaktadir
(Moghadamtousi ve ark. 2013).

1.1. Calismanin Amaci

Calismada son yillarda ilgi odag: tropik meyvelerden biri olan graviola meyvesi secilmis,
meyvenin pulpu yani sira, yan lrilinleri olan kabuk, ¢ekirdek ve yapraklarinin toplam fenolik,
flavonoid ve ugucu bilesik iceriklerinin ve antioksidan potansiyellerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Graviola, tropik bolgelerde yasayan ve yaprak ddkmeyen bir agacin
meyvesidir. Graviola meyvesi ve agacinin biitin kisimlarinin, terapétik potansiyelleri
nedeniyle geleneksel tipta kullanimina dair bir gegmisi vardir. Bu nedenle bu meyvenin
tilkemizde de hastaliklarin tedavisi amaciyla digaridan ithal edilen nadir meyveler arasinda yer
aldig1 goriilmektedir. Ulkemizde de &zellikle Akdeniz bdlgesinin tropik meyve yetistiriciligi
icin potansiyel bir bolge olmasi, ¢esitli tropik meyve fidesi yetistiriciligine imkan saglamasi
ve tliretilen meyvelerin i¢ pazarlarda talep bulmasi, tropik-ekzotik meyvelerin ¢ekici duyusal

ozellikleri yanm sira, yiiksek besinsel ve terapdtik degere sahip olduklarinin agiklanmasi



nedeni ile hem yerel hem de uluslararas1 pazarlarda, liretim, ticaret ve tiiketimlerinde artis
goriilmesi agisindan yapilacak bu ¢alismanin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Calismada; Giiney Amerika Karayip denizlerinde, Dominica adasinda yetisen Annona
muricata L., “Graviola”, “Soursop” ad1 da verilen ve tilkemizde ‘Tar¢in elmas1’ olarak bilinen
tropikal meyvenin ele alinmasi planlanmistir. Calismada, graviola agacinin meyvesinin pulp,
cekirdek, kabuklari yaninda agacin yapraklarindan n-hekzan, diklormetan, etilasetat ve
metanol kullanilarak elde edilen liyofilize ekstrelerde antioksidan aktivite diizeylerinin
belirlenmesi amaglanmustir. Elde edilen ekstrelerden, n-hekzan ekstrelerinde GC-MS y6ntemi
kullanilarak ugucu ve yar1 ugucu bilesiklerin tayininin gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu
calismada amaglanan konular ve ulasilmak istenen sonuglar asagidaki sekilde siralanarak
Ozetlenebilir;

1. Tropikal bir meyve olan ve iilkemizde de ithal edilerek ticareti yapilan, graviola
(Annona muricata L.) meyvesinin farkli kisimlarinin yag asitleri, ugucu bilesikler, fenolik ve

flavonoid madde igerigi ile antioksidan aktivite agisindan incelenmesi,

2. Bu amagla meyvenin, meyve eti, ¢ekirdek, kabuk olarak ayrilip, yapraklari ile birlikte
dondurarak kurutma teknigi ile kurutulmasi ve kurutulmus Orneklerden n-hekzan,
diklormetan, etilasetat ve metanol ile sokslet ekstraksiyon yontemi ile ekstraktlarin elde

edilmesi,
3. Elde edilen liyofilize ham ekstrelerde toplam fenolik ve flavonoid miktarinin tayini,

4. Ekstraktlarda DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali uzaklastirma Kkapasitesi,
ABTSe" katyon radikali giderme aktivitesi, FRAP yontemiyle ferrik iyon indirgeme
kapasitesi, CUPRAC yontemi ile bakir indirgeme giicii ve linoleik asit oksidasyonundan ileri
gelen  konjuge dien hidroperoksitlerinin  inhibisyonunun p-karoten-linoleik  asit

yontemiyle belirlenerek, meyvenin farkli kisimlarinda antioksidan aktivitelerinin saptanmast,

5. n-hekzan ekstrelerindeki ugucu bilesiklerin GC-MS (Gaz Kromatografisi/Kiitle

Spektrometrisi) yontemiyle saptanmasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE ONCEKi ARASTIRMALAR

2.1. Bitkinin Tammm ve Yayilisi

Annono muricata L.; Graviola, Guanabana, Soursop, Annona muricata adi da verilen ve
tilkemizde “Tar¢in elmas1” olarak bilinen meyve, genellikle tropik bolgelerde yasayan ve
yaprak dokmeyen bir agacin meyvesidir. Agag, yaklastk 130 cins 2300  tiri
kapsayan Annonaceae familyasinin bir tyesidir (Morton 1987, Leboeuf ve ark. 1980). A.
muricata L., Gliney ve Kuzey Amerika'daki en sicak tropik bolgelere 6zgiidiir ve simdilerde
Hindistan, Malezya ve Nijerya dahil diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerine yayilmistir
(Adewole ve ark. 2006). Annono muricata L. her zaman yesil kalabilen, 5-8 m yiikseklige
kadar uzanan, yaprak dokmeyen, karasal, dik bir agactir. Biiyiik, parlak, koyu renkli yesil
yapraklara sahiptir. Agacin yenilebilir meyveleri iri, kalp seklinde ve yesil renkte olup, ¢ap1
15 ila 20 cm arasinda degismektedir (Sekil 2.1, Sekil 2.2, Sekil 2.3) (Moghadamtousi ve ark.
2015a). Annono muricata L., (Graviola) tropik bolgelerde yerel marketlerde satilmakta olup,
meyve pulpu eksi-asidik Ozelliginden dolayr serbet ve iceceklerin yapiminda da
kullanilmaktadir. Meyve agirliginin yaklasik % 67.5%ini yenilebilir pulp, % 20'sini kabuk ve
% 8.5'unu ¢ekirdek ve % 4'lni meyve gobegi olusturmaktadir (Badrie ve Schauss 2010).
Meyve etli kisminda 5’ten 200’e kadar veya daha fazla sayida ¢ekirdek igerebilir (Paull
1998). I¢ yiizeyi krem rengidir ve beyaz, lifli, sulu, i¢ kism1 yumusak gekirdeklerinden
kolayca ayrilir (Morton 1987).



Sekil 2. 1. (A) Annona muricata L. agaci; (B) yapraklar ; (C) cicekleri; (D) meyveleri
(Moghadamtousi ve ark. 2015a)

Tropik bolgelerde Annono muricata L., agacinin kok, yaprak, meyve, meyve ¢ekirdegi
gibi tiim kisimlarinin dogal tipta kullanildigina dair literatiir bilgileri bulunmaktadir. Ozellikle
Afrika ve Kuzey Amerika yerli topluluklarinin geleneksel tip uygulamalarinda bu bitkinin
cesitli kisimlarinin hastaliklara kars1 tedavi edici olarak kullanildigr goriilmektedir
(Moghadamtousi ve ark. 2013). Farmakolojik g¢ergeveden bakildiginda; geleneksel tipta
kullanimda uzun bir tarih¢eye sahip aktif fitokimyasallarca zengin bitkiler hem hastaliklarin
tedavisinde kullanilmiglar hem de farmakolojik c¢alismalara 1s1k tutmuslardir. Graviola
agaci geleneksel kullanimi olan, bu 6zellikteki bitkilerden birisidir.

Graviola, Soursop olarak taninan meyve Giiney Amerika, Afrika, Malezya ve Avusturalya
gibi cesitli tropikal iilkelerin ekonomik gelisimine katki sagladigi gibi ekzotik islenmis tiriin
gelistirmede de kulanilmaktadir. Essiz ve begenilen aromasi ve beyaz renkli pulpu ile meyve
sular1 karigimlarinda, suruplarda, regel ve dondurmalarin tiretiminde kullanilmakta ve bu

tiriinler Avrupa, Kuzey Amerika ve Brezilya pazarlarinda yer almaktadir (Shashirekha ve ark.
2008).



Sekil 2. 2. Dominica adasinda yetistirilen Graviola agacindan bir goriintii

Sekil 2. 3. Dominica adasinda yetistirilen Graviola meyvesinden bir goriintii



Meyve, yerli halk tarafindan artritik agri, nevralji, artrit, ishal, dizanteri, ates, sitma,
parazitler, romatizma, deri dokiintiileri i¢in dogal tipta kullanilmakta ve dogumdan sonra
annenin siit miktarini yiikseltmek i¢in yenilmektedir. Yapraklar sistit, diyabet, bas agris1 ve
uykusuzlugun tedavisinde kullanilmaktadir. Kaynatilmis yapraklarin anti-romatolojik ve
nevraljik etkiler sergiledigine inanilirken, pismis yapraklar topik olarak apseleri ve romatizma
tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Adewole ve Caxton-Martins 2006, De Sousa ve ark. 2010,
Mishra ve ark. 2013). Ezilmis tohumlarin solucanlara ve parazitlere kars1 anthelmintik etkilere
(bagirsak solucanlarini diisiiriicii) sahip olduguna inanilmakta ve Tropikal Afrika'da bocek
oldiiriicii ajan olarak kullanilmaktadir. Giiney Amerika'da ve tropik Afrika'da, Nijerya da
dahil olmak iizere, A. muricata L., timorlere ve kansere karsi etnomedikal olarak
taninmaktadir (Adewole ve Ojewole 2009). Buna ek olarak, anti-inflamatuar, hipoglisemik,
sedatif, diiz kas gevsetici, hipotansif ve antispazmodik etkiler A. muricatanin yapraklari,
kabugu ve kokleri ile de ilgili oldugu belirtilmektedir (Adewole 2009).

2.1.2. Annono muricata L., (Graviola) ile Tlgili Antioksidan Aktivite Cahsmalar1

Yapilan literatiir ¢alismasi sonucunda, Graviola meyvesi (A. muricata L.) {izerinde
yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalarini agagidaki gibi 6zetleyebiliriz;

Farklt Annona cesitlerinin yapraklarinin serbest radikal giderme etkilerini DPPH,
ABTS metodlar ile karsilastiran arastiricilar, A.muricata yapraklarinin etanol ekstrelerinin
daha yiiksek serbest radikal giderme etkilerine karsilik, lipid peroksidasyonunu engelleme
etkilerinin diisiik oldugunu ortaya koymuslardir (Baskar ve ark. 2007).

Correa-Gordillo ve ark. (2012), A.muricata meyvesinin meyve pulpunda ABTS,
FRAP ve ORAC yontemleriyle belirledikleri antioksidan aktivite ¢aligmalarinda, antioksidan
bilesiklerin esas olarak lipofilik oldugunu gostermektedirler.

Silva ve ark.’nin (2014) Brezilya’da yetisen 12 c¢esit tropikal meyvenin biyoaktif
bilesenlerinin saptandig1 calismada, soursop meyvesinin fenolik madde miktarinin pulpta
2886.60 mg GAE/100 g ve kabukta 1439.63 +22.32 mg GAE/100 g ile en yiiksekler arasinda
dordiincii sirada oldugunu agiklamislardir. Ektraksiyonlar etanol kullanilarak yapilmis, bu
calismada cekirdek ele alinmamustir.

Jiménez ve arkadaslari, 2014 yilinda soursop meyvesine gittik¢e artan bir ilgi olmasina
karsilik, fitokimyasal kompozisyonu bakimindan meyve pulpunun ayrintili bir sekilde

arastirllmadigini, yalmzca yaklasik besin igerigi ve isoquinoline alkaloidler ile ilgili
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caligmalar oldugunu saptadiktan sonra yiiriittiikleri aragtirmada, HPLC-DAD-MS yontemini
kullanarak, meyve pulpunda yiiksek oranda sinnamik asit ve p-kumarik asit bulmuslardir.
Aragtiricilar  bu  bilesiklerinin meyvenin antioksidan aktivitesine katki sagladigini
acgiklamislardir.

DRSA, FRAP ve HRSA testleri uygulayarak karsilagtirildigi A.muricata yapraklarinin
su ve metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin karsilastirdigi ¢alismada, metanol
ekstrelerinin daha yiiksek radikal giderme aktivitesine sahip oldugu ve su ekstreleri aktivite
gostermemesine karsilik metanol eksterelerin DNA koruyucu etki gosterdigi bulunmustur
(George ve ark. 2015).

Afrika’da yetisen A.muricata meyve pulpunda DPPH yontemiyle yiiksek antioksidan
aktivite saptanirken (% 75.37), fitokimyasal bilesenlerden tannin, saponin, flavanoid ve
kumarinler ile kardiyak glikozitler oldugu belirlenmistir. Diger yandan arastiricilar meyvenin
steroller, alkaloidler, triterpenoidleri ise igermediklerini agiklamiglardir. Sterollerin yoklugu
Adewole and Ojewole (2008) ile benzerlik gosterirken alkaloidlerin yoklugu EFSA, 2009’nin
raporuna ters diismiistiir (Boakye ve ark. 2015).

Adefegha ve ark. (2015), Nigeria’da yetisen A.muricata’nin farkli meyve
kisimlarindan elde ettikleri su ekstrelerinde, antidiabetik, antihipertansif ve antioksidan
ozellikler ile fenolik made igerigi arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu agiklamislardir.
Aragstiricilar kabuktaki antioksidan aktivitenin pulp ve cekirdekten daha yiiksek oldugunu
belirtmektedirler.

Alt1 tropikal meyvenin (kapundung, matoa, papaya, rambai salak ve soursop) kabuk ve
¢ekirdek ekstraktlari arasinda Matoa kabugu ve soursop kabugundan elde edilen ekstraktlarin,
bu tropikal meyvelerin yan iiriinleri acisindan en umut verici antioksidan kaynagi oldugu
gosterilmistir. Ektraksiyon, ¢oziicii asetonitril ile birlikte sodyum Klorid, trisodyum sitrat
dehidrat, disodyum hidrojen sitrat seskihidrat ve magnezyum siilfat kullanarak uygulanmigtir
(Fitri ve ark. 2016).

2.1.3. Annono muricata L. (Graviola) ile flgili Ucucu Bilesik Calismalar1

McLeod ve Pieris (1981), yaptiklari gaismada A. muricata’ nin meyve pulpundaki ugucu
bilesikleri arastirmiglar ve Metil hekzanoat, Metil (E)-2-hekzenoat, Metil (E)-2-biitenoat,

Metil (E)-2-oktenoat ve Hekzanol bilesiklerini temel bilesikler olarak saptamislardir.
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Malezya’da yetisen A. muricata'min meyve pulpundaki ugucu bilesik kompozisyonu
lizerine yapilan caligmada, Metil (E)-2-hekzenoat, Metil (E)-2-butenoat, (Z)-3-hekzanol,
Linalool, Metilnikotinat, Metil-2-hidroksihekzenoat, Metilbutenoat, Metilhekzenoat,
Etilhekzenoat ve Metil-2-hidroksi-3-metilpentanoat tanimlanan ugucu bilesiklerdir (Wong ve
Khoo 1993).

Pelissier ve arkadaslari (1994), yaprak ve meyve pulpundaki ugucu bilesik
kompozisyonunu GC-MS ile tayin etmisler ve 59 ugucu bilesik tanimlanmistir. Yaptiklari
caligmada, yaprak yagindan basta B-karyofilen (% 31.4), o-kadinen (% 6.7), a-muurolen (%
5.5), a-kadinol (% 4.3) ve baz1 seskiterpenler bulunmustur. Meyve yagindaki temel bilesikler
ise, alifatik asitler, esterler ve Metil (E)-2-hekzenoat bilesigidir.

Boyom ve arkadaslar1 (1996), A.muricata'nin yapraklari ve tohumlarindaki ugucu bilesik
kompozisyonunu incelemislerdir. B-karyofilen veya (E)-karyofilen (% 40) bilesiklerinin
yapraklarda baskin oldugunu bulurken, a-fellandren (% 25) bilesiginin tohumlarda baskin
oldugunu gozlemislerdir.

Sausa ve arkadaslar1 (2004) A.muricata meyvesinde, alkaloidlerin (retikulin, koreksimin,
koklarin ve anomurin) ve ugucu yag kompozisyonunu (B-karyofillen, o-kadinen, epi-a-
kadinol ve a-kadinol) tespit etmislerdir.

Benin'de yetisen A.muricata 'nin yaprak yagmi su buhari destilasyonu yaparak
gerceklestirilen ¢alismada, GC-MS cihazinda ugucu bilesik kompozisyonunu tayin
etmislerdir. GC-MS kullanilarak, 80 bilesigin varlig1 gézlenmistir. En yiiksek oranda bulunan
bilesikler B-karyofilen (% 13.6), o-kadinen (% 9.1), epi-a-kadinol (% 8.4) ve a-kadinol (%
8.3) olarak saptanmistir (Kossouoh ve ark. 2007).

Jirovetz ve arkadaslar1 (1998), Kamerun'da yetisen A.muricata L. meyvesinin taze meyve
pulpunda, ugucu bilesikleri GC/FID ve GC/MS ile arastirdiklar1 ¢alismada, ana bilesikler
olarak Metil 2-heksenoat, Etil 2-heksenoat, Metil 2-oktenoat ve Metil 2-biitenoat ile alifatik
asitlerin esterlerinin baskin oldugu 50'den fazla bilesik tanimlanmastir.

Cheong ve arkadaslar1 (2010), Malezya'daki siiper marketlerden alinarak analize tabi
tutulan meyvelerde kati faz mikro ekstraksiyon (HS-SPME) ve Gaz Kromatografisi (GC-
TOFMS) yontemini kullanarak, A.muricata L. meyvesinin ugucu bilesiklerini tayin
etmisglerdir. Analiz sonucunda 37 ucucu bilesik tanimlanmastir.

Bicas ve arkadaslar1 (2011), A.muricata L. meyvesinin taze meyve yaglarinda, mono ve
seskiterpenleri (a-karyofilen, 1,8-sineol, linalol, (R)-terpineol, Linalil propiyonat ve Salyen

gibi) temel bilesikler olarak, yiiksek konsantrasyonda bulmuslardir.
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Marquez ve arkadaslart (2011), Kolombiya'da yetisen A.muricata L. meyvelerinin
fizikokimyasal Ozelliklerini aragtirmiglardir. Ayrica, ucucu bilesiklerini kati faz mikro
ekstraksiyon (HS-SPME) ve Gaz Kromatografisi (GC-MS) yontemini kullanarak tayin

etmislerdir. Analiz sonucunda 27 ugucu bilesik tanimlanmustir.

2.2. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya c¢evresel ajanlar
(pestisidler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler, ¢oziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi ¢esitli dis
faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Radikaller, dis orbitallerinde bir
veya daha fazla paylagilmamis elektron iceren kimyasal yapilardir. Kisa omiirlii, kararsiz ve
reaktif maddelerdir. Serbest radikallerin en onemlileri siiperoksit radikali (O2'¢), hidroksil
radikali («OH), singlet oksijen (*0,) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H,0,) ve
peroksinitrit (ONOO") olup “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler (Halliwell ve
Gutteridge 1990).

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde en sik elektron transferiyle meydana gelir, pozitif
yiikli, negatif yiiklii veya nétral olabilir. Biyolojik sistemlerde serbest oksijen molekiillerinin
yani sira Cu®" Fe*, Mn? gibi inorganik molekiiller de vardir. Bunlar ortaklanmamis
elektronlart1 oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmez, fakat reaksiyonlar:
katalizleyerek serbest radikal olusumunda 6nemli rol alirlar (Akkus 1995).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli meydana
gelmektedir. Serbest radikaller nétralize edilmediklerinde, viicutta hiicre membraninin, lipit
ve proteinlerini yok ederek, hiicre fonksiyonunu engellemek, ¢ekirdek membranini yikarak
niikleustaki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirmek,
bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak yoluyla

ciddi hasarlara neden olabilirler (Serteser ve Gok 2003).

2.2.1. Antioksidanlar

Dogal bitkisel kaynaklarindan aldigimiz antioksidanlar; serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip olan
molekiillerdir (Elliot 1999). Hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenler

olan antioksidanlar, boylelikle, birincil radikalleri radikal olmayan kimyasal tiirlere ¢evirerek,
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okside olmus antioksidan radikaller olustururlar. Antioksidanlarin molekiil yapisi sadece
hidrojen atomu verme acisindan degil, ayn1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli hale getirip
lipitler ile reaksiyona girmesini engellemesi agisindan da olduk¢a uygundur (Madhavi 1996).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak {izere ikiye ayrilir (Gokalp ve ark 2002). Dogal
antioksidanlar, endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ya da ekzojen (disaridan
besinlerle alinan) yapilardir. En 6nemli kaynagi meyve sebzeler olan bitkisel antioksidanlar,
anormal hiicre ¢ogalmalarim1 engelleyen ve oksidasyondan dolayr zarar goren hiicreleri
koruyan bir gorev istlenirler (Brown 1999). Bu bilesikler gida kokenli antioksidanlar (C
vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler (ferritin, albiimin, laktoferrin,
seruloplasmin gibi) ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan ¢esitli antioksidan fitonutrientlerdir
(Becker ve ark. 2004).

Antioksidanlar dogrudan metabolizmada etkin olabildigi gibi beslenme yoluyla da
almabilirler. Bitkiler dogal antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini olusturmaktadir. Meyve
ve sebzeler, baharatlar, bitkisel caylar ve yagli tohumlarin icermis olduklar1 antioksidan
bilesikleri pek ¢ok ¢alismaya konu olmus ve antioksidan etkilerinin fenolik bilesiklerden ve
ozellikle de flavonoid yapisindan kaynaklandigi gosterilmistir (Diri 2006). Dogal kaynakli
antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoidler, fenolik
asitler), azotlu bilesikler (alkaloitler, klorofil tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve
karotenoidlerdir. Sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin gibi aminoasitler ile siilfiirlerce
zengin olan tiyoredoksin proteini de antioksidan 6zellik gosterirler (Diri 2006).

Bitkilerde ¢esitli antioksidan bilesikler meydana gelmektedir (Ak 2006). Bu nedenle,
sebze ve meyveler bir¢ok dogal antioksidan bilesik icerirler (Cao ve ark., Wang ve ark. 1996).
Bu antioksidan bilesikler, tohumlarda, yapraklarda, ¢igeklerde, koklerde ve kabuklarda bol
miktarda bulunmaktadir (Pratt ve Hudson 1990). Karotenoidler, fenoller, vitaminler,
flavonoidler, glutatyon ve endojen metabolitler baslica dogal antioksidanlardir. Bitki tiirevli
antioksidanlar peroksit pargalayici, singlet ve triplet oksijen kuenceri, serbest radikal
gidericisi, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak goriliirler (Larson 1988). Yapilan
aragtirmalarda bol miktarda sebze ve meyve tiiketilmesi sonucunda, hastaliklara yakalanma
riskinin azaldigi, kalp-damar hastaliklarinda, kanser vakalarinda ve 6liim oranlarinda 6nemli

olglide azalmalar oldugu belirtilmistir (Ak 2006).

Antioksidan bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini serbest radikallere vererek onlart

notralize etmeleri ve bu esnada serbest radikal haline gelmemeleridir (Prior ve Cao 2000).
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Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin kimyasal
yapilari, ¢oziintirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleridir
(Kaur ve Kapoor 2001). Canlilarda gerceklesen tiim fizyolojik siiregler; oksidasyon ve
indirgenme reaksiyonlariin kompleks kombinasyonlarini igerir. Canlilarda redoks
dengesinde meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin
bozulmasina sebep olabilir. Antioksidan maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve farkli
oksidasyon reaksiyonlarini diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya antioksidan savunma
sistemlerinde bulunan baz1 bilesenlerin endojen sentezinde meydana gelebilecek bir

yetersizlik, farkli hastalik tiirlerini meydana getirebilir (Cuttler ve Pryor 1984).

2.2.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Canli organizmalar, serbest radikallerin etkisinden korunmak igin, antioksidatif koruma
sistemine sahiptir (Bilaloglu ve Harmandar 1999). Bu koruma sisteminde antioksidanlar dort
ayr sekilde radikallere etki ederler (Tiirkyilmaz 2003).

e Toplayic etki (scavenging effect)

e Bastirici etki (quencher effect)

e Zincir kirici etki (chain breaking effect)

e Onarici etki (repair effect)

e Toplayicl Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif
yeni molekiile ¢evirme toplayiclr etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal
mukus ve kiiclik molekiiller bu tip etki gosterirler.

e Bastinal Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiricr etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

e Zincir Kirier Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etki zincir kirier etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve

mineraller zincir kirici etki gosterirler.

e Onarial Etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Hiicredeki cesitli enzimatik tamir mekanizmalar1 onarici etki gosterir (Akkus 1995).

14



2.3. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak
simiflandirilabildigi gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar seklinde de siniflandirilabilir.
(Akkus 1995, Seven ve Candan 1996). Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer
alan baglica elemanlar; enzimler, suda ve yagda ¢oziinen radikal tutucular ve metal iyonlarini

baglayan proteinlerdir (Halliwell 1994, Percival 1998).

2.3.1. insan Viicudunda Sentezlenmeyen Yagda ve Suda Coziinen Onemli Dogal

Antioksidanlar

Karotenoidler: 5 karbonlu sekiz izoprenoid iinitesinin yan yana dizilmesiyle 40
karbonlu merkezi bir iskeletten olusur ( Otles ve Atl1 1997, Acar 1998). Karotenoidler hemen
hemen tiim yiiksek bitkilerde, pek ¢ok mikroorganizmada, kirmizi ve yesil alglerde,
fotosentetik bakterilerde, mantarlarda ve hayvanlar aleminin biitiin familyalarinda degisik
miktarlarda bulunan, onlara sari-kirmiz1 tondaki dogal renklerini veren pigmentlerdir (Otles
ve Ath 1997, Uylager 2000). Karotenoid bilesikler sadece bulunduklari iiriine renk vermekle
kalmayip, giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugundan ve bir kismi provitamin A
aktivitesi gosterdiginden arastirmacilarin ilgisini uzun zamandir ¢ekmekte ve yogun bir
sekilde arastirllmaya devam edilmektedir (Otles ve Atli 1997, Handelman 2001). En yaygin
bulunanlarda B-karoten (Sekil 2. 4), lipid peroksidasyonlarina karsi lizozomlart koruma
yetenegindedir (Woodall 1997). Likopenin antioksidan ozelligi tekli oksijen yakalayici,
slipiiriicii gorev yapmasindan ve dolayisiyla hiicreleri oksidatif strese karsi korumasindan
gelir. Indirgenmeden &nce bir molekiil likopen binlerce tekli oksijen molekiilii baglayabilir

(Krinsky 1988).

Sekil 2. 5. B-Karotenin yapisi
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C Vitamini (Askorbik asit): C vitamini giiclii indirgeyici aktivitesinden dolay1 ayni
zamanda giiclii bir antioksidandir. Insanda hastaliklara yol agabilecek potansiyele sahip birgok
radikal tiirtinii (stiperoksit, hidroksil radikali, peroksil radikaller gibi ) okside edebilmektedir
(Buettner 1993) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 6. Askorbik asitin dehidro askorbik asite doniigiimii

Siv1 fazdaki tiim peroksil radikallerini plazma lipidlerine difiize olmadan tutar ve bu
sekilde lipid peroksidasyonunun baglamasimni engeller. Membranlarda olusan a-tokoferol
radikali ile reaksiyona girerek a-tokoferoliin rejenerasyonunu saglar (Halliwell 1994, Akkus
1995). Askorbik asidin yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin yaninda, diisiik
konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Gegis metalleri varliginda
demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonu ile *OH radikali olusumuna katki saglar. Saglikli
organizmada gecis metal iyonlar1 proteinlere bagli bulunduklarindan, bu durum in vivo
kosullarda ¢ok sinirlidir ve askorbik asidin antioksidan 6zelligi prooksidan 6zelliginden daha
baskindir (Halliwell 1994). Askorbik asidin N-nitroso bilesiklerin olusumunu inhibe ederek
kanseri Onledigi ve bagisiklik sistemini uyardigi ileri siiriilmektedir (Koca ve Karadeniz
2005).

a-Tokoferol: E vitamini eksojen kaynakli en Onemli lipofilik antioksidandir.
Yapisinda fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bulunmasindan dolay1 antioksidan
aktiviteye sahiptir (Akkus 1995). Lipofilik 6zelliginden dolay1 lipid peroksidasyonuna karsi
hiicre membranlarinin ve plazma lipoproteinlerinin en 6nemli zincir kirici antioksidanidir.
Peroksil radikallerini gidererek lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Akkus 1995, Seven ve
Candan 1996). E vitamini, serbest radikal ve tekli oksijen tutucu olarak goérev yapan ¢ok aktif
bir yapidadir. Ultraviyole, radyasyon gibi serbest radikal iireten faktorlere karsi cildi korur (Di
Mambroa ve ark 2003).

Fenolik Bilesikler: Polifenoller veya fenolik bilesikler hemen hemen tiim meyve ve

sebzelerde az veya ¢ok miktarda bulunan genel olarak, fenolik asitler ve flavonoidler olarak
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siiflandirilan bilesiklerdir (Neo ve ark. 2010). Beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri
nedeniyle biyoflavonoid ve kilcal dolasim sisteminde gegirgenligi diizenleyici ve kan basinci
diistiriicii etkisi goz Oniine alinarak P faktorii (Permeabilite Faktorii) veya P vitamini ad1 da
verilmektedir. Polifenollerin antioksidan aktivitesi serbest radikalleri baglama kapasitesi veya
demiri indirgeme giiciine dayanmaktadir (Pulido ve ark. 2000). Fenolik bilesikler genel olarak
iki sinifta incelenirler (Cemeroglu 2004). Genel olarak ¢esitli kaynaklarda asagidaki sekilde
siiflandirilmaktadir.

Tablo 2. 1. Polifenollerin Siniflandirilmasi

Flavonoidler

* Flavonlar

« Izoflavonlar + Izoflavlar

* Flavononlar

* Flavonoller

- Monomerler ~ Katesinler

- Polimerler ~ Proantosiyanidinler

~ Yogunlagmis Tanenler

~ Theaflavinler

~ Thearubiginler

* Antosiyanidinler

 Kalkonlar + Dihidro Kalkonlar

Stilbenoidler

- Polihidroksillenmis Stilbenler ~ Resveratrol Analoglar

Fenolik Asitler

» Hidroksisinamikasit ~ Ferulik Asit

~ Kafeik Asit

~ 0-Kumarik Asit

~ p-Kumarik Asit

» Hidroksibenzoikasit ~ Salisik Asit

~ m-hidrobenzoik asit

~ p-hidrobenzoik asit

~ gallik asit

~ vanilik asit

Flavonoidler: Bitkilerin sekonder metabolitleri olan polifenolik bilesiklerdir.
Gilinlimiizde bitkilerden izole edilen 4000°den fazla flavonoid mevcuttur. Halka yapilarina
gore flavonoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyaninler, katesinler ve izoflavonoidler olarak
siiflandirilir (Bilaloglu ve ark. 2000). Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin O, lipid
alkoksil (RQOe), lipid peroksil (ROO¢) ve NO- radikallerini temizleme, Fe ve Cu selatlama, a-
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tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara katildigi da bildirilmistir (Miller ve Luiz-larrea
2002, Ross ve Kasum 2002, Rice-Evans 1999) (Sekil 2. 7).

OH (@)

Flavonol'ler: X=0H Baglanan gruplar Flavon'lar: X=H

R Ry o
Kamferol H H Apigenin
Kuersetin OH H Luteolin
Mirisetin OH OH —
Isoramnetin OCH, H Krisoeriol

- OCH;, OCH, Trisin

(@) Flavonoller ve flavononlarin kimyasal yapilar1 (Mairer ve ark. 1990)
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Sekil 2. 8. (a) Flavonoller ve flavononlarin kimyasal yapilari, (b)Flavonoidlerin temel yapilar

Flavonoid ve fenolik antioksidanlar anomerik hidroksil grubundan lipid radikallerine
bir hidrojen atomu vererek lipid oksidasyonunu engeller (Cotelle ve ark. 1996, Cimen 1999).

Antosiyanidinler: Antosiyaninler, baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore
adlandirilirlar. Antosiyaninler meyve, sebze, cicek ve diger bitkilere pembeden mora kadar
degisen renk veren, suda ¢oziinebilir dogal pigmentlerdir. Hiicre sitoplazmasinda glikozit
formda bulunmakta olup bazi sekerler ve seker olmayan (aglikon) maddelerden meydana
gelmistir. Aglikon kismini antosiyanidinler olusturmaktadir. Antosiyanidinler Cg-C3-Cg
seklinde, temel yap1 gosteren flavonoid grubu maddelerin bir alt grubuna dahildir. Genel

formiile farkli gruplarin baglanmasiyla degisik antosiyanidinler olusmaktadir (Sekil 2.7).

19



+ Antosivanidinler | R’ R,

Pelargonidin (Pg)| H H
Siyvanidin (Cy) OH H
Peonidin (Pn) | QCH; | H
Delfinidin (Dp) OH OH
Petmnidin (Pr) QCH, | OH
OH i Malvinidin (Mv) | OCH, [OCH,

HO

Sekil 2. 9. Flavilium Katyonu (Jackman ve ark. 1987, Cemeroglu 2011)

Fenolik Asitler: Fenolik asitler, aromatik karboksilik asitlerin hidroksi tiirevleridir.
Bunlar aromatik zincirler iizerindeki hidroksil karbonlarin pozisyonlari ve sayilarindaki fark
nedeniyle yapist icinde degisiklik gosterebilirler. Dogal olarak meydana gelebilen bu
bilesikler; serbest radikallere ve diger reaktif oksijen tiirlerine karsi giiglii antioksidan etki
gosterirler (Yu ve ark. 2002, Tohma ve ark. 2017).

Hidroksibenzoik Asitler: Hidroksi benzoik asitler C-C; yapisina sahiptir. En 6nemli
hidroksibenzoik asitler quinikasit, gallik asit, 4-hidroksibenzoik asit gibi bilesiklerdir.
Meyvelerde ise en yaygin bulunan hidroksibenzoik asitler; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik
asitlerdir (Cemeroglu 2011).

Hidroksisinamik Asitler: Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 yapisina sahiptirler. En
yaygin sinamikasit tiirevleri kafeikasitin quinikasit ile yaptigi ester olan klorejenik asittir.
Meyvelerde sinamik asitler D-kuenik asit veya glikoz ile esterlesmis halde bulunmaktadir.

Ayrica malik asit ve tartarik asit esterleri halinde de bulunurlar (Cemeroglu 2011).

5 & s 5

4®LCH=CH—COOH 4®COOH

2
s 3

Hidroksisinamik Baglanan gruplar Hirdoksibenzoik
asitler ve konumlari asitler -
o-kumarik asit 2-OH Salisilik asit
p-kumarik asit 4-OH p-hidroksibenzoik asit
- 2,5-di-OH Gentisik asit
Kafeik asit 3,4-di-OH Protokatesuik asit
Ferulik asit 3-OCH,, 4-OH Vanilik asit
- 3,4,5-tri-OH Gallik asit
Sinapik asit 3,5-di-OCHj,, 4-OH Siringik asit

Sekil 2. 10. Baslica hidroksisinamik ve hidroksibenzoiklerin yapilari (Maier ve ark. 1990,
Cemeroglu 2011)
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Glutatyon (G-SH): Organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan glutamikasitsistein—
glisinden olusan bir tripeptidtir. Aminoasitlerin hiicre igine tasinmasi gérevinden baska, gesitli
metabolik fonksiyonlar1 vardir (Onat ve ark. 2002). Suda ¢oziinen 6nemli bir antioksidandir.
H,0,, disiilfitler, askorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir ve bdylece hiicreleri oksidatif

hasara kars1 korur (Sekil 2. 11).

Sekil 2. 12. Glutatyon (G-SH) Yapist

Urik asit: Purin metabolizmasinin son {iriinii olan iirat plazmada bulunan ve suda
¢Oziinen bir maddedir. Normal plazma konsantrasyonlarinda bulunan iirat (160-450 uM/L)
hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni giderir. Fakat lipid radikalleri
lizerinde etkisizdir (Akkus 1995). Urik asidin plazmada askorbik asidi stabilize etme
fonksiyonu direk antioksidan aktivitesinden daha 6nemli bulunmaktadir (Keaney ve Frei
1994) (Sekil 2. 13).

OH
=N
X Lo
e
HO” "N” N
H
Sekil 2. 14. Urik asit yapisi

Bilirubin: HEM metabolizmasinin memelilerdeki son iiriinlerinden biri olan bilirubin
tirat ve askorbat ile birlikte plazmanin {i¢ temel antioksidanindan biridir (Stryer 1995, Seven
ve Candan 1996). Suda ¢6ziinen peroksitlere karsi koruma saglamada askorbat kadar etkilidir.
In vitro kosullarda diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir (Yesilkaya ve ark. 1998) (Sekil 2. 11).
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M VM PP MM vV
HO™ ™~y N N r.lq v N~ OH
H H
Sekil 2. 15. Bilirubin yapist

Melatonin: Melatonin immiinite, uyku, iireme ve sirkadien ritmin (yaz-kis, uzun giin-
kisa giin, aydinlik-karanlik dongiisiiniin) diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonda rol
oynayan bir hormondur (Reiter 1998). Literatiirde ilk kez antioksidan etkili olarak 1991°de
yer almis ve daha sonra in vitro ve in vivo calismalarla desteklenmistir. *OH, H,0o, 102,
HOCI, NO+,ONOO" gibi serbest radikalleri detoksifiye ettigi bilinmektedir. Hem suda hem
lipid fazda c¢oziinebildiginden, genis bir alanda antioksidan aktivite gosteren giiclii bir
antioksidandir (Yazict ve Kose 2004).

a-Lipoik Asit: Kiikiirt igeren, endojen bir antioksidandir. *OH radikali ve H,0;’i
notralize eder. Hem lipid hem sulu fazda serbest radikalleri giderir. Prooksidan metalleri
selatlayarak da antioksidan etki gosterebilir (Scott ve ark. 1994, Packer ve ark. 1995, Percival
1998).

2.3.2. Metal iyonlarini baglayan proteinler

Gecis metallerinin 6nemi; oksidan hasarini dolayli yoldan hizlandirmalaridir. Demir
ve bakir iyonlar1 in vivo kosullarda bazi az reaktif bilesiklerin ¢ok kisa siirede daha reaktif
sekillerine doniismelerini saglayabilirler. Bu yilizden organizmada tasiyic1 protein ve depo
proteinlerine bagli halde tutulurlar (Halliwell 1994, Onat ve ark. 2002). Viicuttaki demirin
2/3’i hemoglobinde, az bir kism1 miyoglobinde, cesitli enzimlerde, demir tasiyict protein
transferrinde ve kalan kismi da ferritindedir. Ferritin dokulardaki demiri baglayip depolar.
Laktoferrin ve transferrin dolasimdaki serbest demiri baglarlar. Alblimin miyoloperoksidaz
kataliziyle olusan HOCI’'nin giderilmesinde etkilidir, ayrica bakirt da baglar (Halliwell ve
Gutteridge 1990).
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2.3.3. Enzimler

Siiperoksit dismutaz (S§OD): Serbest radikallere karsi canlidaki ilk savunma SOD
enzimiyle gergeklesir. Oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin
zararl etkilerine kars1 korumaktadir (Sekil 2. 16). Siiperoksidin daha az toksik olan H,0,’ye
doniigiimiinii saglar. SOD enzimi Hy0, iirettigi icin H,O, uzaklastirici enzimler ile isbirligi

icinde ¢alisir (Halliwell 1994, Akkus 1995, Seven ve Candan 1996).

ror + ant 22— Ho, + 0,

Sekil 2. 17. SOD enzimi ile sliperoksidin hidrojen peroksite doniistimii

Katalaz: Tim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, o&zellikle
peroksizomlarda lokalize dort alt birimden olusan bir hemprotendir. H,O, nin yikilmasini

saglar. HyO, olusum hizinin yiliksek olmasi durumunda indirgeyici aktivite gosterir (Sekil
2.13).

‘?'HEOZ M‘. 2]_[1@ -+ Ol

Sekil 2. 18. Katalaz enzimi ile hidrojen peroksit yikimi

H,0; olusum hizinin diisiik oldugu veya yiiksek konsantrasyonlarda elektron vericisi

bulundugu durumlarda peroksidatif aktivite gosterir (Murray ve ark. 1996, Onat ve ark. 2002).

H:OE + AH: —_— ZHEO + A

Sekil 2. 19. Katalaz enziminin peroksidatif etkisi

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Normal kosullarda katalaz ve glutatyon peroksidaz
hiicrenin farkli yerlerinde yerlesmis olmalarindan dolayi, karacigerde endojen olusan H,O;
seviyesini  diizenlemede birlikte etkinlik gdsterirler. Hiicrede bulunan H;0;’in
detoksifikasyonundan esas olarak GSH-Px sorumludur. Lipid peroksidasyonunun baslamasini

ve gelismesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir (Seven ve Candan 1996) (Sekil 2.15).
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2GSH + Hy0, —2sy  G8SG + 2H,0

GSH-P,
2GSH + ROOH —2% 5 GSSG + ROH + Hy0

Sekil 2. 20. Glutatyon peroksidaz etki mekanizmasi

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red): GSH-Red prostetik grubu flavin adenindiniikleotid
(FAD) olan dimerik yapida sitozol ve mitokodride bulunan bir enzimdir. NADPH varliginda
oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler (Halliwell 1994) (Sekil 2. 21).

GSSG + NADPH + [ — > 2GSH + NADP

Sekil 2. 22. Glutatyon rediiktaz'in etki mekanizmasi

Glutatyon-S-Transferazlar (GST): GST her biri iki alt birimden olusmus bir enzim
grubudur. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Antioksidan
savunma mekanizmasi agisindan Onemleri yabanct maddelerin biyotransformasyonu ve
detoksifikasyonunda onemli rol oynamalar1 ve basta aragidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlere karst selenyumdan bagimsiz GSH-PX
aktivitesi gostermeleridir (Akkus 1995, http://www.mustafaaltinisik.org Ocak 2007) (Sekil 2.
23).

Os5T
ROOH A 2 G-SH —— Os8sG + ROH I H->0
o Ff.": Tt
20y ﬂ.. H50, —
'/r-\’ NADP
2H 0,
watalkaz GSH-R, CSH-Red T
HaO + 05 H,0 NADPH

Sekil 2. 24. GST'nin etki mekanizmasi
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2.4 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Bitkisel {irtinlerin farkli antioksidan igeriklerinden dolayi, hiicre i¢inde de birbirinden
farkli tepkimeler olusmaktadir. Bundan dolayr gidalarin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde tek bir yontem degil ¢cok sayida yontem kullanilmaktadir (Pellegrini 2003).
Bu yontemlerle belirlenen kisaca, standart bir antioksidan maddeye gore gidanin serbest
radikali baglama veya oksidasyonu durdurma giiciidiir (Pokorny 2001). Cesitli arastiricilar
antioksidan aktivite c¢aismalarinda total antioksidan “kapasite” veya “etkinlik” , “gii¢”,
“parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” terimlerini kullanmaktadir. Baz1 arastiricilar
tarafindan 6nemle antiradikal ve antioksidan aktivite arasindaki fark oldugu vurgulanmaktadir
(Tirzitis ve Bartosz 2010, Moharram ve Youssef 2015). Antiradikal aktivite, bilesiklerin
serbest radikal ile reaksiyona girme kabiliyetini karakterize ederken, antioksidan aktivite,
oksidasyon iglemini inhibe etme kabiliyetini ortaya koymaktadir. Benzer agiklamalara gore
antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbiri yerine kullanilmakla birlikte
farkli anlamlara sahiptirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan arasindaki
reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan siiptriilen belirli bir serbest
radikalin miktarinin 6l¢iisiidiir. Antioksidan kapasite Olglimleri, drnegin toplam siiplirme
kabiliyetini belirleyen, heterojen bir antioksidan karigiminin miktarini verir. Her bir bilesenin
antioksidan kapasitesini 6l¢mez (Biiyiiktuncel 2013).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon acisindan temel
olarak iki sinifta toplanabilir:

i) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
ii) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esasli analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigsmali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT- esasli yontemler genellikle bir sentetik serbest
radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur. ET esasli yontemler
reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayni zamanda reaksiyonu takip etmek i¢in
prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir. HAT ve ET esasli yontemler bir 6rnegin
radikal (veya oksidan) siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye yoneliktir. HAT reaksiyonuna dayanan
analiz yontemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin
antioksidan ve substrat tarafindan yarismali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanir. HAT

analiz yontemleri:
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a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET esasl analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir
oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk degisiminin derecesi
ornekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir. ET esasli analiz yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢timii

c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢iimii

d) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6lgiim yontemi

e) CUPRAC (Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak siralanabilir.

Bu yontemlerden FCR’1in antioksidanin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde ve
ORAC’im ise antioksidan radikal siipiiriici kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmasi
onerilmektedir (Lopez-Alarcon ve Lissi 2005). Yukarida bahsedilen tiim yontemlerin bir
Ornegin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmast miimkiin olmakla birlikte,
ornekteki antioksidan maddelerin molekiiler ¢esitliligi bu yontemler arasinda her zaman
dogrusal iligki olusmasini engelleyebilir. Bu nedenle tek bir yontem kullanarak bitkinin
antioksidan kapasitesi hakkinda karar vermek uygun olmayabilir. Antioksidan kapasitenin
Ol¢imii icin literatliirde verilen yirmiden fazla yontem vardir. Bitkilerin antioksidan
kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda antioksidan aktivite segilecek tayin yontemine
son derece bagimlidir ve gozlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile bitki ekstrelerinin
total fenolik icerigi arasinda tam bir korelasyon gozlenmeyebilir (Dorman ve ark. 2003,
Trouillas ve ark. 2003, Miliauskasve ark. 2004).

2.4.1.Folin-Ciocalteu Yéntemi fle Total Fenolik Bilesik Tayini

Bu yontem 1965°de Singleton ve Rossi tarafindan Onerilmis ve daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya
Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olup fenolik ve
polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir (Singletonve ark. 1999). Yontem
test edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarin1 dlger

(Vinson ve ark. 2005). Ancak bu reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini 6lgmedigi ve
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ornek icinde mevcut tiim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi bilinmektedir. Bu
nedenle reaktifin sadece Ornekteki fenolik bilesik diizeyini degil 6rnegin total indirgeme
kapasitesini de 6l¢tiigii konusunda tartisma vardir (Ikawave ark. 2003). Buna ragmen Folin-
Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktar1 tayini hemen hemen tiim antioksidan
caligmalarinda 6rnekteki fenolik igeriginin tayininde kullanilan standart bir yontemdir. Ayrica
bu reaktifin ilag analizinde, idrar gibi biyolojik oOrneklerde (Rao ve ark. 1978), gida
tirtinlerinde (Mogalhaes ve ark. 2006) fenolik bilesik diizeyi veya indirgeme Kkapasitesi
Ol¢timleri i¢in genisletilmis veya modifiye edilmis uygulamalar1 bulunmaktadir. Bu yontemin
esasi, ortamda bulunan Mo(VI)’in ortama konan indirgeyici ajan tarafindan Mo(V)’e
indirgenmesi sonucu olusan mavi-yesil rengin spektrofotometrik olarak 765 nm’de Slgiimii

esasma dayanir (Oztiirk ve ark. 2004).

Mo (sar1) + e-(AH dan) —> Mo+5(mavi)

2.4.2.DPPH Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabilecegini onerilmesi ile ortaya
cikmigtir. Antioksidan aktivite g¢alismalarinin yogunlastigi yillarda Brand-Williams ve
arkadaglar1 (1995) yontemi gelistirmis ve bu yontem pek c¢ok arastirici tarafindan referans
olarak kullanilmistir. DPPH" radikali giderim aktivitesi tayini; antioksidanlarin kararli bir
organik azot radikali olan DPPH" (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin siipiiriicii etkilerini
Ol¢meye dayali bir yontemdir. DPPHe radikali, birka¢ kararli organik azot radikalinden bir
tanesidir ve koyu menekse renktedir. Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir
redoks reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir. Metanolik DPPH’
¢ozeltisinin koyu menekse rengi agilir ve absorbanstaki degisim spektrofotometrik olarak
Olciiliir. Daha fazla renk acilmasi, reaksiyon karisiminin absorbansinda daha fazla diisme ile

belirlenir ve daha yiiksek radikal siiplirme kapasitesi oldugunu gosterir (Ndhlala ve ark.
2010).
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O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Sekil 2. 25. DPPH’ radikalinin reaksiyon ortaminda pembeden sar1 renge doniisiimii (Teixeira
ve ark. 2013)

Antioksidan aktivite baslangictaki DPPH derisiminin % 50’sinin azalmasi i¢in
harcanan antioksidan miktarini ifade eden ICsg (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir (Brand-
Williams ve ark. 1995).

DPPH yontemi teknik olarak basit olmasina karsin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Birgok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan peroksil radikalleri ile ¢ok
hizli tepkime vermektedir, ancak DPPH" ile yavas tepkime vermektedir. Ornegin askorbik asit
ile 1,15 dakika ve rutin ile 103 dakikada tepkime vermektedir. Sonug olarak antioksidan
kapasitenin dogru bir sekilde ifade edilemedigi diisiiniilebilir. Ayrica, DPPH" ile antioksidan
bilesik arasindaki reaksiyon kinetiginin DPPH derisimi ile her zaman dogrusallik

gostermedigi de bilinmektedir (Molyneux 2004, Huang ve Prior 2005).

2.4.3. TEAC (Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite) Yontemi

Troloks [(+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin suda
¢ozliniir esdegeridir (Re ve ark. 1999). Troloks canli sistemlerde dogal olarak bulunan bir
bilesik olmamakla birlikte pek cok antioksidan aktivite tayin yonteminde standart olarak
kullanilir. Genellikle belli bir derisim araliginda Troloks antioksidan olarak kullanilarak bir
caligma grafigi hazirlanir ve bilinmeyen antioksidanin aktivitesi bu grafikten Troloks esdegeri
olarak okunur. TEAC yontemi ilk defa Miller ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra,
Re ve ark. tarafindan degistirilmis olan bu yontem, gida Orneklerinin antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmistir. Kromojenik bir redoks
radikali olan ABTS+" [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit] ayn1 zamanda kararli

bir radikaldir. Hem suda hem organik ¢oziiciilerde ¢oziindiigiinden hem hidrofilik hem de
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hidrofobik antioksidan aktivite tayininde kullanilabilmektedir. 660, 734 ve 820 nm’de
maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon spektrumu gdsteren ABTSe"
radikal katyonun absorbansinin antioksidan tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir (Prior ve
Cao 1999). Orijinal yontemde hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin aktivasyonu sonucu
ferrilmiyoglobin olusur. Bu bilesik daha sonra 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazllin-6-siilfonik
asit) (ABTS)’den ABTSe" radikal katyonunun olusmasina neden olmaktadir. Bu ydéntemde
test TEAC yontemi, antioksidan varhiginda ¢ozeltideki ABTSe" radikalinin absorbansindaki
azalmanin 6lglilmesine dayanmaktadir. Bu yontemde test edilecek 6rnek ABTSe- radikalleri
olusumundan once eklenir. Test bilesigi/6rnegi ABTSe" radikallerinin olusumunu azaltir
(Magalhaes ve ark. 2008) (Sekil 2.19).
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ABTS (renksiz)

: E

Sekil 2. 26. Mavi renkli 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikalinin
persiilfat ile oksidasyonu sonucu renksiz forma doniisiimii (Biiyiiktuncel 2013)

Re ve arkadaslari (1999) tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde, ABTS’ nin
potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTSe+ radikal katyonu olusmaktadir Yani
sisteme antioksidan ilave edilmeden dnce radikal katyonu olusturulmaktadir. Orijinal metotta
ise antioksidan varliginda radikal meydana gelmektedir. Olusan radikal katyonu oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayanikhidir. Gelistirilen metodun orijinal metottan
farki hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon
(renk giderimi) yontemi olmasidir. TEAC metodunun diger bir modifikasyonu, Van den Berg
ve ark. (1999) tarafindan gelistirilmistir. Yontemde antioksidanlar radikalin olugsmasindan
once eklenmektedir. Bdylece radikal olusumuna etki edecek bilesiklerin girisimini
onlemektedir. Bu yontemde de hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasitesi
oOlgiilebilmektedir (Van den Berg ve ark. 1999). Diger bir yenilik Arnao ve ark. (1998)

29



tarafindan ortaya konulmustur. Burada ABTS radikalinin olusumunda ‘“horse radish
peroxidase” (HRP) enzimi kullanilmistir. ABTS/ H,0,/ HRP enzimatik sistemi kullanilarak
hidrofilik ve lipofilik antioksidan aktivitesi 6lgiilebilmektedir (Arnao ve ark. 1998).

2.4.4.(CUPRAC) Bakir(IT) indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi

Bu yontem 6rnekte bulunan antioksidanlar (rediiktan) tarafindan Cu (II)’nin Cu (I)’e
indirgenmesini temel almaktadir (Sekil 2.20). Kromojenik ayira¢ olan batokuproin (2,9-
dimetil-4,7-difenil-1,10- fenantrolin), Cu (I) ile 2:1 oraninda bir kompleks olusturur. Bu
kompleks 490 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. Ilk kez Apak ve calisma arkadaslar
tarafindan uygulana bu yontem kromojenik bir yiikseltgen olan Cu(II)- neokuproin (Nc)
reaktifi kullanilarak genis alanda uygulanabilen bir antioksidan kapasite tayin yontemi
gelistirilmistir. Toplam antioksidan kapasite (TAC) tayininde kullanilan bu yontem diinya
literatlirtine Cupric Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC (bakir(Il) iyonu indirgeme
antioksidan kapasite) adiyla 2004 yilinda kazandirilmistir. Uygun konumlanmis fenolik
hidroksiller, CUPRAC redoks reaksiyonu ile tekabiil eden kinon yapilarina doniisiir ve bu
redoks reaksiyonu sonucunda olusan Cu(I)-Nc kelat1 (Sekil 2.20), 450 nm’de maksimum
absorbans verir. Yontem cesitlemeleri ile birlikte ¢ok sayida atif almistir ve diinyanin 6nde
gelen gida antioksidanlari arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Apak ve ark. 2004,
2005).

— — 24 B _.

O O Ar(OH), Ar(=0),, O Q

M M M
HaC \c/ Ol N\ / e N/ |
u ci + H
HaG, VAR CHa = [HsC /N, fHa
O~O O~O
Aqik mavi CUPRAC realktifi Sar1 renkli firiin, Aw..= 450 nm

Sekil 2. 27. CUPRAC yo6nteminin kromojenik oksidasyon araci olan Cu(II)-Nc reaktifinin
antioksidanlarla (Ar(OH)n) reaksiyonu sonucu Cu(l)-Nc renkli kelatinin olusumu
(Apak ve ark. 2004)
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Bu reaksiyonda, Ar(O)n hidroksi grubu iceren antioksidan polifenolden olusan kinonu
ifade etmektedir. Tepkime sonunda iki proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH)n yapisinda bulunan
hidroksil grubu kinon formuna doéniismektedir. Cu(II)-Nc ise 450 nm’de maksimum
absorbans veren siddetli renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Ncn kelatina dontismektedir. Bu
reaksiyonda, n-OH grubu igeren antioksidan karakterli bilesikler, 2n-e donérii olarak hareket
etmektedir (Apak ve ark. 2004).

2.4.5.Demir (IIT) iyonu indirgeyici antioksidan giic yontemi (FRAP)

FRAP yoOnteminin avantaji elektron-transfer reaksiyonu olmasidir. Burada Fe(Ill) tuzu,
Fe(II(TPTZ),Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanilir. Fe(lll) tuzu
redoks potansiyeli (~70 V) ABTSe<’nin redoks potansiyeli (0.68 V) ile benzerdir. Bu yiizden,
TEAC ve FRAP yontemleri arasinda pek fark yoktur. TEAC yontemi, notral pH’da, FRAP
yontemi ise demirin ¢oziiniirliigiinii saglamak i¢in asidik kosullarda (pH 3.6) gerceklestirilir.
Diisiik pH degerinde, Fe(Ill)- TPTZ kompleksi, Fe(Il) formuna indirgenir (Sekil 2.21). Bu

kompleks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 nm’dir (Nilsson ve ark. 2005).
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Sekil 2. 28. Fe(I11)-TPTZ kompleksinin, Fe(Il) formuna indirgenmesi (Biiyiiktuncel E, 2013)

2.4.6. B- karoten Renk Agarma Aktivitesi (f- karoten- lineolik asit Sistemi)

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun 6lgiilmesine dayanan B-karoten-linoleik asit yontemiyle

belirlenmigtir (Miller 1971). Bu metot linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest
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radikal zincir reaksiyonu sonucu olusan peroksitler tarafindan B-karotenin renk aciliminin
izlenmesi temeline dayanir (Wang ve ark. 2006). Bu sistem linoleik asidin inkiibasyonu
sirasinda olusan peroksit iirlinlerinin, B-karotenin karakteristik sar1 rengini tepkime vererek
gidermesi ve bu renk gideriminin spektroskopik sekilde takip edilmesine baglidir
(Eryigit,2006). Reaksiyon sonunda ¢ozeltide B-karotenin kaybolan sari renginin absorbansi
470 nm’de spektrofotometrede olgiiliir. Reaksiyon genellikle 50°C baslar. Ortamda
antioksidanlarin bulunmasi linoleik asitten olusan peroksit {iriinlerinin bu antioksidanlarla
notralize edilmesini saglar ve sonucunda B-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur.
Yani daha yiiksek absorbans, daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir. Bu ydntemin

stlinligli hizl, basit ve duyarli bir yontem olmasidir (Koleva ve ark. 2002).

2.4.7.Ucucu Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Ugucu yag, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan elde edilen, oda
sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik sari
renkli, ugucu, kuvvetli kokulu, dogal bir {irlindiir. Giizel kokulu olmasindan dolay: esans ya
da eterik yagda denilmektedir. Su ile karismadiklar: i¢in yag olarak tamimlansalar da sabit
yaglardan farklidirlar (Ceylan 1997).

Ucucu yaglan degisik 6zelliklerine gore gruplara ayirmak miimkiindiir. Bunlar kimyasal
bilesimleri, aromatik &zellikleri, farmakolojik ve terapik etkileri gbz Oniinde tutularak,
terpenik maddeler, aromatik maddeler, diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tasiyan
bilesikler olmak {izere dort grupta incelenebilir. Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen
oksijenli tiirevler ugucu yagin kendine 6zgii kokusunu, tadini ve terapik 6zelliklerini verirler.

Ucgucu yaglarda asil 6nemli olan bilesikler oksitlenmis tiirevlerdir (Ceylan 1997).

2.4.7.1.Ugucu Bilesiklerin Kimyasal Bilesimlerine Gore Simiflandirilmasi

Ucucu yaglardaki gesitli bilesikleri 4 grup altinda toplayabiliriz (Ceylan 1997).

1. Terpenik bilesikler
2. Aromatik bilesikler
3. Diiz zincirli hidrokarbonlar

4. Azot ve kiikiirt tastyan bilesikler
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2.4.7.1.1. Terpenik Bilesikler:

Ucucu yaglarin %901 terpenik maddelerden olusmustur. Terpenler, belirli sayida

izopren molekiillerinin bir araya gelmesiyle olugsmaktadir.

CHs

HECN

CH,

Sekil 2. 29. Izopren birimi

Ucucu yaglarda mono, seski, diterpenler ve bunlarin oksijenli tiirevlerine rastlanir.
Daha yiiksek molekiillii olanlara regine, lateks vb. formlarda cesitli bitkilerde rastlanmaktadir

(Baser ve ark. 2005).
Monoterpenler

Monoterpenler, iki izopren biriminden (CyoHie) olusur. Ug grup altinda toplanirlar.
Asiklik monoterpenler grubunda, osimen, sitral, nerol, linalol, gitronellal, geraniol bulunur.
Giil, bergamut, kignis, melisa, limon, safran gibi bitkilerde saptanmislardir. Monosiklik
monoterpenler, nane, kimyon, okaliptus, defne gibi bitkilerin yapisinda bulunan bilesenlerdir.
Terpinen, mentol, menton, kuminal, limonen bu grubun iiyeleridir. Bisiklik monoterpenler
grubunda ise, sabinen, tujon, kamfen, kamfor, fencon sayilabilir. Bu bilesiklerin yaygin olarak
bulundugu bitkiler ise, pelin otu, kusdili, kedi otu, solucan otu, pire otu olarak sayilabilir
(Ttrk 2010).

CH CH;
CH

HsC CH
HEE H2 3 3

Sekil 2. 30. Limonen ve mentol yapilari
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Seskiterpenler (C15)

Seskiterpenler ii¢ izopren {initesinden olusan CisHys molekiil formiiliine sahip

bilesiklerdir. Terpenoitlerin en genis simifint olustururlar. Giiniimiizde 1000°den fazla

seskiterpen bilinmekte ve bunlar 100 farkli karbon iskeleti tasimaktadir. Seskiterpenler

ozellikle tat ve ilag bileseni olarak biiyiik degeri olan bir gruptur. Bunlar da asiklik,

monosiklik, bisiklik ve trisiklik seskiterpenler olarak alt gruplara ayrilir. Bugiin ugucu

yaglarda 1000 kadar seskiterpen baglantili tiirevler bulunmaktadir. Seskiterpenlere ornek

olarak bisabolol, kamazulen, farnesol verilebilir (Connolly ve Hill 1991, Devon ve Scott
1972, Djerass1 1994a, 1994b, 1994c, Fischer ve ark. 1990).

OH

Sekil 2. 31. Bisabolol yapisi

Diterpenler (C20)

Dort izopren molekiiliinden meydana gelen cesitli farmakolojik etkilere sahip olan

diterpenler, 20 C’lu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan heterojen bilesiklerdir.

Bitkilerde bulunan ve bugiine kadar elde edilen, ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip diterpenlerin

oksijenli tiirevleri kimyasal yapilarina gore su sekilde gruplandirilmaktadir;

Asiklik diterpenler

Monosiklik diterpenler

Bisiklik diterpenler

Trisiklik diterpenler

Tetrasiklik diterpenler

Pentasiklik diterpenler

Lakton ya da furan halkasi igceren diterpenler

Makrosiklik diterpenler
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CH
CHs, 3

CHB CHg
H,C HsC HsC
3 CHQ 3 3

HsC CHjy HyC CHy HyC CH;

Sekil 2. 32. Labdan, pimeran ve abietan yapisi

Bitkilerde diterpenlerin oksijenli tiirevleri yaninda, yan zincirde ya da halka i¢inde
azot atomu ihtiva eden ve “Diterpenoit Alkaloitler" olarak bilinen 19 veya 20 C'lu bilesikler
de bulunmaktadir. Diterpenler kimyasal yapilarina gore simiflandiriabildigi gibi, regine

diterpenler, toksik diterpenler ve gibberellinler seklinde de gruplandirilabilmektedir.

2.4.7.2 Ucucu Bilesiklerin Aromatik Ozelliklerine Gére Simiflandirilmasi

Ugucu yaglar koku ve tat dzelliklerine gore de gruplandirilabilirler. Buna gore ugucu
yaglar;
- Aromatika (¢ok kokulu ve tadi iyi olanlar),
- Aromatika-aroma (kokulu ve tad: ac1 olanlar) ve

- Aromatika-akria (kokulu ve tadi keskin olanlar) olmak {izere tice ayrilirlar.

Bu 6zellige sahip ucucu yaglarin elde edildigi bitkiler ise Cin tar¢ini, Ceylan targini,
karanfil, anason, kiigiik hindistan cevizi, rezene ve kekik gibi bitkilerdir (Hacioglu 2006,
Umay 2007).

2.4.7.3.Ugucu Bilesiklerin Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore Siniflandirilmasi

Farmakolojik olarak ve terapik etkilerine gore de ugucu yaglar gruplandirilabilirler. Bu
grupta yer alan ugucu yaglar genellikle tedavi amaglidirlar ve alternatif tibbin 6nem
kazanmasiyla da Onemleri artmistir. Farmakolojik etkilerine goére de ucucu yaglar
antiromatizmal, Oksiiriik kesici, idrar soktiiriicli, iltihap azaltan, dezenfektan vs. gibi
gruplandirmaya tabi tutulurlar. Ugucu yaglar bulunduklari bitkilere goére asagidaki gibi

stniflandiriimistir (Ceylan 1997).
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1. Koklerinden faydalanilanlar: Karaturp, kirmiziturp gibi.

2. Govdelerinden faydalanilanlar: Zencefil, targin gibi.

3. Yapraklarindan faydalanilanlar: Nane, kekik, mercank6sk, maydanoz, defne gibi.

2. Sogan yapisinda olanlar: Mutfak sogani, sarimsak gibi.

3. Cigeklerinden faydalanilanlar: Karanfil gibi.

4. Meyvelerinden faydalanilanlar: Kimyon, anason, karabiber, kirmizibiber, vanilya gibi.

5. Tohumlarindan faydalanilanlar: Hardal, kii¢iik Hindistan cevizi gibi.

2.4.8.Ucgucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Gilintimiizde gelisen teknolojinin bir sonucu olarak, islenmis gidalara olan egilimin
artmasi; gidanin kimyasal ve besleyici 6zelliklerini, aromasini, tekstiiriinti, rengini ve diger
ozelliklerini dogala en yakin sekilde muhafaza ederek tiiketiciye sunulmasini gerekli kilmistir.
Bu yiizden gida islemede kullanilan temel islemler arasinda, ayirma teknikleri 6zel bir Snem
kazanmustir (Higil ve Unlii 1996). Ugucu yag eldesinde kullanilan yéntemler;

1) Destilasyon

e Su destilasyonu
e Buhar destilasyonu
e Vakum destilasyonu
2) Ekstraksiyon
e (oziicl ekstraksiyonu
e Siiper kritik s1v1 ekstraksiyonu
e Mikrodalgayla ekstraksiyon
e Sikistirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu
e Kati-Faz mikroekstraksiyon
3) Cok yonlii ekstraksiyon
4) Presleme

2.4.8.1.Ekstraksiyon

Bilesiklerin ayrilma ve saflastirilmasinda tercih edilen en eski yontemlerden biri de

ekstraksiyondur. Giinliik hayatta ¢ay ya da kahvenin hazirlanmasinda bitki materyalinin sicak
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su ile ekstrakte edilmesi de bir ekstraksiyon drnegidir. Kat1 ya da sivi fazda bulunan bir ya da
birden ¢ok bilesigin farkli ¢oziiniirliik 6zellikleri kullanilarak diger bir sivi faza alinmasi
islemine ekstraksiyon denir.

Ekstraksiyon islemini geleneksel ve yeni metotlar olmak tizere iki gruba ayirabiliriz.
Sokslet ekstraksiyonu ve maserasyon islemi geleneksel yontemler arasinda olup islem siiresi
uzundur ve biiyiilk miktarlarda ¢evreyi kirletici ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Siiperkritik sivi
ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu ise son yillarda gelistirilen hizli, etkin ve modern
yontemler arasindadir (Moyler 1993). Ugucu yaglarin eldesinde kullanilan ekstraksiyon
yontemleri; organik ¢oziicii ile ekstraksiyon, sabit yag ile ekstraksiyon ve sivilastirimis

gazlarla ekstraksiyondur.

Organik Coziicii Ekstraksiyonu

Ugucu yag, drog, benzen, hekzan ve heptan gibi uygun bir ¢oziicli ile ekstrakte
edildiginde ugucu yag, sabit yag, mum ve boya maddeleri organik ¢oziiciiye ge¢mektedir.
Organik c¢oziiciiniin algak basingta ugurulmasiyla birlikte elde edilen ve “konkret” olarak
adlandirilan tirtinden ugucu bilesikleri almak i¢in etanol ile tiiketilir. Ekstrenin sogutulmasiyla

da i¢inde ¢6ziinmeyen maddeler ¢oktiiriilerek ayrilmaktadir (Baser ve ark. 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, Sigma D9132-1G), ABTS (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat, Alfa aesar J65535.03), Na;S;0g (Sodyum persiilfat, VWR
C28000.236), (S)-Trolox metil eter (Sigma 238813-1G), glasial asetik asit (VWR 20102.320),
sodyum asetat trihidrat (VWR 27652.298), HCI (Hidroklorik asit, Merck 1.00314.2500),
demir (1) klorit (Alfa Aesar 12457.30), 2,3,5-trifenil tetra azoliumklorit (Alfa aesar
A10870.09), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridil)-s-triazine, Sigma 93285-1G), 3-(2-piridil)-5,6-
difenil-1,2,4-triazin-P,P-distilfonik asit (Sigma SAFA160601-1G), EDTA (etilendiamin
tetraasetik asit, Sigma EDS-100G), demir (Il) klorit (Sigma 701122-1G), potasyum fosfat
(Honeywell P0662-25G), sodyum hidrojen fosfat (Sigma 255793-10G), timol (Sigma T0501-
100G), Neokuprin (Sigma N1501-1G), NH4;Ac (Amonyum asetat, VWR 437453 A), bakir (IT)
Klorit (Sigma 307483-100G), L-askorbik asit (Sigma A92902-25G), B-karoten (Sigma 22040-
5G-F), Tween 40 (polioksi etilen sorbitan monopalmitat, Sigma P1504-100mL), linoleik asit
(Sigma L1376-10MG), BHT (butilat hidroksitoluen, Sigma B1253-100G), tokoferol (Sigma
T3251-5G), dimetil siilfoksit PHR1309-3G), Trizma HCI (Sigma T5941-500G), NADH (-
nikotin amid adenin diniikleotid, VWR 424237L), NBT (Nitrotetrabluetetrazolium, Sigma
N6876-1G), fenazin metosiilfat (Alfa aesar H56718.06).

3.2. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

Folin-Ciocalteu Reaktifi

Reaktif ticari olarak alindig1 sekilde destile su ile 1:1 oraninda seyreltilerek kullanildi.

Doymus Na,COj ¢ozeltisi
35.0017 g Na,CO3 100 mL’lik suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

% 5’lik NaNO; cozeltisi

5 g NaNOy’in distile su ile 100 mL’ ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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% 10’luk AICIl3.6H,0 cozeltisi
2.5 g AICI3.6H,0’1in, destile su ile ¢oziilerek destile su ile 25 mL'ye tamamlanarak hazirlandi.

1 M NaOH cozeltisi

1 g NaOH'n destile su ile ¢oziilerek, 25 mL'ye tamamlanarak hazirlandi.

Stok katesin ¢ozeltisi:
100 mg katesin 100 mL etanolde ¢oziilerek hazirlandi (Img/mL)

1mM DPPH cozeltisi
9.86 mg DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’in 25 mL MeOH’da ¢6ziindiiriilmesiyle
hazirlanip ve 2 saat karanlikta bekletildi.

FRAP reaktifi:
FRAP reaktifi, 10:1:1 (v/v/v) olacak sekilde A, B, C olarak tanimlanan {i¢ ¢0zeltinin

karistirilmasi ile hazirlandi.

A ¢ozeltisi: 300mM asetat tampon ¢ozeltisi (pH 3.6’da 300 mmol/ L asetat tamponu):
3.1g NaCOOH.3H,0 16 mL asetik asit ile karistirilarak destile su ile 1L’ye tamamlandi.

B ¢ozeltisi: (TPTZ; 2,4,6-tris(2-pyridil)-s-triazine):10 mM (40mM HCl iginde)
0.7808 g TPTZ, 250 mL 40 mM HCl iginde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

C ¢ozeltisi : (FeCl; X 6H,0): 20mM
0.1352 g FeCl3 6H,0 distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Stok ABTS cozeltisi:
96 mg ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)'nin 20 mL distile su ile
¢oziiliip, 5 mL 2.45 mM Na,S;0g ¢ozeltisi ile karistirilmasi suretiyle hazirlandi. Cozelti 12-16

saat karanlikta ¢alkalandi.

2.45 mM Na,S,0g cozeltisi:

33 mg Na,S;0sg ‘nin 10 mL suda ¢oziilmesi ile hazirlandi.
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B-Karoten-linoleikasit emiilsiyonu:

2 mg B-karoten 10 mL kloroform (CHCIs) igerisinde ¢6zdiiriildii. Bu stok ¢ozeltiden 1 mL
alimarak 20 mg linoleik asit ve 200 mg Tween 40 emiilsifier ile karistirlldi. CHCl;
uzaklagtirildiktan sonra 50 mL, oksijenlendirilmis ultra distile su ilave edilerek hizlica
karigtirllarak emiilsiyon hazirlandi. Ayrica her uygulamada ¢ozeltiler giinliik olarak

hazirlanmistir.

Bakar (IT) Kkloriir c¢ozeltisi (1.0><10'2 M):
CuCl,.2H,0’tan 0.4262 g tartim alinip, distile su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat tamponu, 1 M (pH=7)
19.27 g Amonyum asetat (NH4OAc) tartim alinip, distile su ile 250 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

Neokuproin (2,9- dimetil-1,10-fenantrolin) ¢ézeltisi (7.5x10° M) :
0.156 g Neokuproin (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin) tarttm aliip, etanolle 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Troloks (TR) stok ¢ozeltisi (1.0x10° M):
0.0125 g Troloks ((£)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) alinip etanol
ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Ayrica, farkli standart antioksidan bilesikleri uygun

¢Oziicl ve derisimlerde hazirlandi.

Trikloroasetik asit (TCA) %10’luk (w/v):
10 g TCA tartilarak saf etil alkol i¢erisinde 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.3.Kullanilan Cihazlar

UV spektrofotometre: Hitachi U-2000 Spektrofotometre, Model 121-0002 kullanilmuistir.
Dondurarak Kurutucu: Armfield vacuum freeze dryer; FT 33

Santrifiij cihazi: IEC-HN-SII centrifuge.

Evaporator: Buchi Rotavapor R-210 SJ29/32, S, WB, 100-120V

Vakum pompast: Buchi vakum pompasi1 V-710 3.1 m3/h, 2 mbar, V-855, WB, Cond.
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Manyetik Isitici: Buchi B-491 su banyosu 230V

Terazi: Miktarlar; Ohaus PA 224 marka terazi kullanilarak alinmistir.
Inkiibatér: Daihan Scientific-Wisd Heating Block MaXtable H10-set
Vortex: Dathan Scientific vortex mixer, 60 Hz

Etiiv: Ecocell etiiv

GC-MS: Hewlett-Pack-ard HP6890 Series

3.4.Materyal

Calismada materyal olarak ele alinan Graviola (A. muricata L) meyveleri ve yapraklart,
2017 yilinda, y1l boyunca yesil olan agaglardan, meyvelerinin olgunlastiklart donemde ve
aralik ay1 sonunda, Giiney Amerika Karayip denizlerinde Kiigiik Antillerde bulunan,
Dominica adasindan getirilmistir (Sekil 3.1). Meyve, kabuk, pulp ve ¢ekirdek olarak kisimlara
ayrilmig -22 + 2°C’de derin dondurucuda (Williams freezer HS 1 BCBF) herhangi bir 6n
islem uygulanmaksizin dondurulmustur. Dondurulan pulp, kabuk, ¢ekirdek ve yapraklar
analizlerde kullanilmak tizere, vakum Kkurutucuda (Armfield vacuum freeze dryer; FT 33)
kurutulmugtur. Dondurularak kurutulmus Ornekler, kalin vakum ambalaj paketlerinde
vakumlanarak ambalajlanmis ve daha sonra ekstraksiyon islemlerinde kullanilmak iizere

tekrar derin dondurucuda saklanmaistir.

B oo sy

Sekil 3. 1. Taze meyveden goriintiiler
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a.Celkirdek b.Kabuk

c.Yaprak d. Mevve Eti

Sekil 3. 2. Dondurularak kurutulmus meyve kisimlari

Meyvenin pulp, kabuk, ¢ekirdek fraksiyonlar: ile yapraklari, dondurularak kurutma
yontemine gore kurutulduktan sonra ekstraksiyon Oncesinde ayri ayri ogitiilmiistiir. Daha
sonra sokslet ekstraksiyon yontemiyle n-hekzan ardindan da, polarite artis sirasina gore,
diklormetan, etilasetat ve metanol ile ekstraksiyonlari yapilmistir. Ardindan evaporatérde
¢oziiclileri ugurularak elde edilen konsantrelerin, son kalint1 ¢oziictileri dondurarak vakum
kurutucuda (Armfield vacuum freeze dryer; FT 33) uzaklastirilmis ve liyofilize ham ekstreler

elde edilmistir.

3.5.Yontem

3.5.1.Graviola Ekstrelerinde Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFM)

Ham ekstrelerde toplam fenolik madde miktarin1 belirlemede Amarowicz ve
arkadaslarina (2005) ait yontem izlenmistir. Yontemin esasi fenolik bilesiklerin Folin-

Ciocalteu reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit) ile bazik ortamda reaksiyon vermesi
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temeline dayanmaktadir. Graviola meyvesinin farkli kistm ve yapraklarindan, farklh
coziiciilerle ekstraksiyon sonucunda elde edilen ham ekstrelerinde yiiriitilen bu analizde
spektrofotometrik olarak 725 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. TFM tayininde
oncelikle ham ekstreler, ektraksiyon amaciyla kullanilan n-hekzan, metanol, etil asetat ve
diklormetan ¢oziiciilleri kullanilarak uygun konsantrasyonlarda seyreltilmislerdir. Metotun
uygulaniginda, 250 pL 6rnek, 250 puL Folin reaktifi, 500 uL. doymus Na,COj3 ¢ozeltisi ve 4
mL saf su ile hazirlanan karisim, doymus Nap,COs; c¢ozeltisinin ilavesinden sonra
vortekslenerek karanlikta 20 dakika bekletilmistir. Na,CO3 ¢6zeltisinin ilavesinden itibaren
tam 20 dakika sonra, 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenenen (IEC HN-SII Centrifuge)
orneklerin absorbanslar1 725 nm'de (Hitachi spectrophotometer, Model 121-002) dl¢tilmiistiir.
Blank 250 uL metanol + 250 uL mL Folin reaktifi + 500 pL doymus Na,COj3 ¢ozeltisi + 4
mL saf su olacak sekilde hazirlanmistir. Toplam fenolik madde miktarlari, katesin
kullanilarak hazirlanan absorbans ve konsantrasyona karsi cizilen standart grafiklerin
denklemlerinden mg ekstrakita pg katesin esdegeri (ng CAT mg ekstrakt™) olarak

hesaplanmistir. Tiim analizler 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmustiir.

3.5.2.Graviola Ekstrelerinde Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi (TF)

Eksrelerin toplam flavonoid madde miktar1 aliiminyum kloriir kolorimetrik ydntemi
(AICI3-NaNO; metodu) uygulanarak saptanmistir (Valcarcel ve ark. 2015). AICl3-NaNO,
yontemi toplam flavonoid madde igeriginin, aliiminyum kloriir ve sodyum nitrit belirtecleri
kullanilarak, alkali ortamda pembe renkli flavonoid-aliiminyum kompleksi, pembe renkli
bilesikler olusturmasi esasina dayanir. Analizde uygun seyreltilmis ekstrakt 6rneklerinden 250
pL alinmis ve toplam reaksiyon hacmi, tiim cozeltilerin ilavesinden sonra 2,5 mL olacak
sekilde distile su ile tamamlanmustir. Tiiplere pipetlenen 6rnek tizerine 75 pL, % 5’lik sodyum
nitrit ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda 5 dk bekletilmis ve flavonoid-aliiminyum
kompleksi olugturmak i¢in 150 pL %10’luk AlCl3.6H,0 eklenmis, oda sicakliginda 6 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 500 uLL 1 M NaOH ¢6zeltisi ilave edilmis, her bir ¢ézeltinin ilavesi
ardindan hizlica vortekslenmistir ve UV spektrofotometresinde 510 nm dalga boyunda kor
denemeye kars1t absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir (Hitachi spectrophotometer, Model 121-
002). Standart olarak hazirlanan katesin ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrileri
yardimiyla, toplam flavonoid miktar1 katesin (ug CAT mg'1 ekstrakt) esdegeri olacak sekilde

hesaplanmustir.
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3.5.3.Ham Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini

Graviola meyvesinin elde edilen n-hekzan, diklormetan, etilasetat ve metanol ekstrelerin
antioksidan aktivite analizleri, DPPH" radikali giderim aktivitesi, ABTS™ katyon radikali
giderme aktivitesi, ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP), B-karoten lineoleik asit
emiilsiyon sisteminde agartma aktivitesi, bakir (II) indirgeme giicii (CUPRAC) yontemleri ile

yapilmustir.

3.5.3.1.DPPH" Radikali Giderim Aktivitesi Tayini

Graviola meyvesinden elde edilen ekstraktlarn DPPH" radikali giderim aktivitesi
Amarowicz ve ark (2002)’nin metoduna gore yapilmustir. Oncelikle her analiz icin, serbest
radikal DPPH’ radikalinin 1 mM’lik ¢ozeltisi taze olarak hazirlanmistir. Aktivitesi
belirlenecek meyve ve yapraklarin farkli kisimlarindan elde edilen n-hekzan, metanol, etil
asetat ve diklormetan ekstrelerinin aktivitesini belirlemek i¢in ayni ¢oziiciiler kullanilarak
daha oOnce hazirlanan 2 mg/mL stok ekstrakt ¢ozeltileri kullanilmistir.  Analizin
yuriitilmesinde hazirlanan stok ekstrakt ¢ozeltisinde asagida belirtildigi gibi metanol ile
seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlanmistir. (Metanolik solusyonlarin
0.1 mL’si 0.04-0.2 mg ekstrakt igerecek sekilde). DPPH' radikali giderim aktivitesi her bir
ekstreden 0.04, 0.08, 1.2, 1.6, 2.0 mg’larinin i¢inde bulundugu test ¢ozeltilerinin 570 nm’de

absorbanslar1 6lciilerek belirlenmistir.

Tablo 3. 1. Ekstrakt ¢ozeltilerinin farkli diliisyonlarinin tiiplerde hazirlanisi (2 mg/mL stok
ekstrakt ¢ozeltisinden)

Tiip no 1 2 3 4 5 6
Ekstrakt (mg/mL) | Kontrol 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
(Alinan hacim) Ol 20 ul 40 pl 60 pl 80 ul 100 pl
Metanol 100 pl 80 ul 60 ul 40 pl 20 pl Ol

Antiradikal aktiviteyi belirlemek i¢in seyreltilmis 100 ul solusyonlara 2 mL metanol ve
250 pl ImM metanolik DPPHe ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendikten sonra karigim oda

sicakliginda ve karanlikta 20 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda absorbans degerleri
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spektrofotometre ile 517 nm’de metanole karsi 6l¢iilmiistiir. Kontrol 6rnek 0.1 mL metanol ile

hazirlanmistir (1 nolu diliisyon).

Orneklerin antioksidan aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

% AA (|nh|b|5y0n) = [(Akomrm_Aémek) /Akontro|] X 100 (1)

Axontrol: Kontroliin absorbans degeri
Asmer: Orneklerin absorbans degeri

DPPH radikalinin baglangi¢ konsantrasyonunun %350’sinin inhibisyonunu saglayan
ekstrakt konsantrasyonu ECsp olarak tanimlanir. ECsp degerlerini belirlemek igin calisilan
konsantrasyonlara karst % inhibisyon degerleri ile hazirlanan grafikler kullanilarak hesaplama
yapilmis ve sonuglar ECsp degerleri olarak verilmistir. Ekstrakt konsantrasyonlari analizde
uygulan toplam 2.35 mL reaksiyon hacmine gére hesaplanmistir (100 pl ekstrakt ¢ozeltisi + 2
ml metanol + 0.25 ml DPPH ¢ozeltisi).

3.5.3.2.ABTS"™" Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Troloks esiti antioksidan kapasite yontemi ilk defa Miller ve arkadaslar1 tarafindan
raporlanmis (Miller ve ark. 1993) olup, sonrasinda Re ve arkadaglar tarafindan da
gelistirilmistir (Re ve ark. 1999). TEAC analizi 2,2'-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat)
(ABTS™) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan absorbansinin engellenmesi temeline
dayanir. TEAC’1n karakteristik dalga boyu 660, 734 ve 820 nm’de maksimum absorbasyon
yapar (Prior ve ark. 1999). Radikal katyon formunda iiretilen ABTS™, temel
spektrofotometrik olarak ¢esitli maddelerin toplam antioksidan aktivitesini Ol¢mede

uygulanir.

Bu yéntem; 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS™) kromojen radikal
katyonunun absorbansinin, antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alir. Trolox
esdegeri antioksidan aktivite (TEAC) tayini Re ve ark. (1999)’a gore yapilmistir. Bu amagla
2,2-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asid radikali, (ABTSe+) stok solusyonu, 2.45
mM sodyum persiilfat ile karigtirilarak oda sicakliginda 12-16 saat karanlikta stabil oksidatif
duruma ulasincaya kadar bekletilmistir. Analiz asamasinda ABTSe+ stok solusyonu 734
nm’de 0.700-0.800 absorbans araliginda olacak sekilde metanol ile seyreltilerek

hazirlanmistir. Metoda gore ideal absorbans 0.720’ye yakin degerlerdir. Bu nedenle analiz
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oncesinde hazirlanan ABTS™ stok soliisyonu metanol ile 734 nm'de 0.70 = 0.02 absorbans
araliginda seyreltilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler icin, 2 mL ABTS™ ¢ozeltisi ve 20 pL
soliisyonu karistirilmis ve absorbans degerleri numunelerin 30 °C'de 6 dakika inkiibe
edilmesinden sonra 734 nm'de kaydedilmistir. Blank 2 mL ABTS™ c¢ozeltisi ve 20 uL
metanol ile hazirlanmustir. larinin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri, standart egriden elde

edilen esitlikten olarak mM troloks g™ ekstrakt olarak hesaplanmustir.

% ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin belirlenmesi igin ise asagidaki esitlikten

yararlanilmstir.

% Il’lhlblsyon = [ ( Akontro| - Aémek) / Akontr0| ] X 100 (2)
ABS;me: Orneklerin absorbans degeri

ABSyontroi: Kontroliin absorbans degeri

3.5.3.3.Ferrik Iyon indirgeme kapasitesi (FRAP)

Benzei ve Strain (1996) tarafindan gelistirilen bu yontemde demir (III)’in indirgenme
kapasitesi yoluyla antioksidanlarinin toplam miktar tayini yapilmaktadir. Diisitk miktarlarda
olusan Fe(Ill)’lin, tripiridiltriazin (TPTZ) ile reaksiyonu sonucu olusan [Fe(IIl)-TPTZ]
kompleksi antioksidanlarin etkisiyle Fe(II)-tripiridiltriazin [Fe(ll)-TPTZ] kompleksine
indirgenmektedir. Meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin rengi koyu mavi olup 593
nm’de maksimum absorbans verir (Y1ldiz 2007). Sonuglar troloks esiti olarak ifade edilir.

Bu yontemde oncelikle, pH 3.6’da 300 mM asetat tampon c¢ozeltisi, 40 mM HCl’de
hazirlanan 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCls ¢ozeltileri 10:1:1 (v/v/v) olacak sekilde
karistirtlarak FRAP reaktifi hazirlanmistir. Metodun uygulanisinda 75 pL. Graviola ekstrakt
solusyonlari, 2.25 mL FRAP reaktifi ve 225 pL distile su ile vortekslendikten sonra 37 °C' de
30 dakika inkiibe edilmistir (Daihan Scientific-Wisd Heating Block MaXtable H10-set).

Reaksiyondan  sonra, oOrneklerin  absorbans  degerleri 593 nm’de (Hitachi
spectrophotometer, Model 121-002) spektrofotometrede Sl¢tilmiistiir. Kér numune i¢in 2.25
mL FRAP c¢ozeltisi 300 pL distile su ile karistirilip, 37 OC’de 30 dakika inkiibe edilmistir
Orneklerin ferrik iyon indirgeme kapasiteleri, FeSO,.7H,0 kullanilarak hazirlanan standart
calisma grafiginden belirlenmistir ve sonuglar pmol Fe?* g ekstrakt™ olacak sekilde
hesaplanmustir.

46



3.5.3.4. Linoleik asit emiilsiyon sisteminde antioksidan aktivite (p -karoten renk agartma

yontemi)

Lipid peroksidasyon inhibisyonu ve linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan bu yontemde, antioksidan
maddeler bu tepkimenin olusumunu engellendiginden, aktivite yiikseldikge [-karoten
¢Ozeltisinin sar1 rengi stabil kalacaktir. Graviola meyve yapraklarinin ham ekstrelerinin, -
karoten-linoleik asit emiilsiyon ortaminda oksidasyon inhibisyon kapasitesi Miller (1971)’a
gore, modifiye edilerek uygulanmustir. B-karoten-linoleik asit emiilsiyonunu hazirlamak i¢in
1.6 mg B-karoten 2 mL kloroform igerisinde ¢ozdiiriilmiis, 400 mg Tween 40 ve 40 puL
linoleik asit ilave edilerek hazirlanmistir. Karisimdan kloroform uzaklastirildiktan sonra,
emiilsiyon ¢oOzeltisi hazirlanmistir.  Analizin uygulanisinda, uygun konsantrasyonda
ekstraktlar 200 uL 6rnek ve standart olarak BHA, 5 mL B-karoten-linoleik asit emiilsiyonu ile
vortekslenerek karigtirilmistir. f-karoten oksidasyon hizi 50 9C’de 6rneklerin 180 dakika siire
ile bekletilmesi sirasinda 30 dakikalik araliklarla yapilan absorbans Ol¢iimleri ile
kaydedilmistir. Oksidasyon hizi 470 nm’de absorbans degerleri kaydedilerek saptanmustir.
Antioksidan aktivite (AA) (% inhibisyon) asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

AA (% inhibisyon) = ([drkontroi- Arsmek]/ dkontrot) <100 (3)
drome= (In [Ao- A/ 1)

Ao; Ekstrakt igeren drnegin inkiibasyon baglangici absorbans degeri,

Ay; Ekstrakt iceren 6rnegin t dakikadaki absorbans degeri,

dr= degredasyon (yikim) orani

3.5.3.5.Bakar (IT) indirgeme Giicii (CUPRAC)

[k olarak Apak ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bu ydntem temel olarak 2,9-
dimetil-1, 10-fenantrolin (Neokuproin Nc)’in Cu (II) ile olusturdugu bakir (IT)-neokuproin
kompleksinin (Cu(ll)-N¢), 450 nm’ de maksimum absorbans veren bakir (I)neokuproin
(Cu(l)-Nc) ¢elatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite

hesaplanmaktadir (Apak ve ark. 2004). CUPRAC metodunun toplam antioksidan kapasite
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(TAC) analizinde diger elektron transferi (ET) yontemlerinden ayirici avantaji pH’in kolay
ayarlanabilmesi, reajanlarin kolay kullanilabilmesi ve stabil olmasi, basit, diisiikk maliyetli
olmast ve hidrofilik antioksidanlarin yaninda lipofilik antioksidanlara uygulanabilmesidir
(Ozyiirek ve ark. 2011).

Bu yontemde test tiiplerine 1 mL 0.02 M bakir (II) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL 7,5x 10° M
Neokuprin ve 1 mL 1 M NH4OAc ilave edildikten sonra iyice karistirilip son hacim 4.1 mL
olacak sekilde hazirlanmistir. 4.1 mL nihai hacimde belirli konsantrasyonda ekstrakt ¢ozeltisi
veya standart ¢Ozelti x mL olacak sekilde (x mL) ve 1.1 mL’ye saf su ile tamamlayacak
sekilde [H20; (1.1-x) mL] hazirlanmistir. Agz1 kapatilan tiipler 30 dakika oda kosullarinda
bekletildikten sonra i¢inde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsit 450 nm'de absorbans
(Ass0) degerleri belirlenmistir. Ekstraktlarin bakir indirgeme giicti (KUPRAK aktiviteleri)
standart olarak Troloksun etanolde belirli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri ile elde

edilen standart egriden hesaplanarak mM troloks g™ ekstrakt olarak bulunmustur

3.5.4.GC-MS Cihaz1 Kullanilarak, Bitki Kisimlarindan Elde Edilen Ekstrelerde Ucucu
Bilesiklerin Tayini

Bu tez c¢alismasimin, bir ayaginda; bitkinin n-hekzan ve diklormetan ekstrelerinde
bulunan ugucu ve yart ugucu bilesiklerin tayini amaglanmistir. Ancak, bitki kisimlarinin
diklormetan ekstrelerindeki yar1 ugucu bilesiklerin tayini i¢in, GC-MS cihazinda uygulanacak
metod gelistirilemediginden dolayi, bu kisim tez kapsamindan ¢ikarilmistir.

Bitkinin meyve, kabuk, ¢ekirdek ve yapraklarindan elde edilen n-hekzan ekstresindeki
ugucu bilesiklerin cinsi ve miktariin tayini Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-

MS) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kromatografik analiz; kiitle segici bir dedektor ile kombine edilmis bir Hewlett-Pack-
ard HP 6890 serisi GC / MS cihazinda gergeklestirilmistir. HP-5MS (%5 fenil metil siloksan,
30m x 250 pm x 0.25 um) kapiler kolon kullanilmistir. Helyum, 5 pL enjeksiyon hacmi ile
1.0 mL / dakika akis hizinda tastyic1 gaz olarak kullanilmistir. Firin sicakligi baslangigta 3
dakika boyunca 60°C daha sonra, 1 dakikada 4°C artacak sekilde 250°C’ye yiikseltilmis ve
enjektor sicakligi 250°C ulastirilmistir. MS tarama araligy, elektron etkisi (EI) iyonlasmasi, 70
eV ve 250°C 'lik bir iyon kaynag sicakligi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bilesenlerin kiitle
spektrumlarinin Wiley 9 ve NIST kiitiiphaneleri ile karsilagtirilmast yapilmistir. Ayrilan
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bilesiklerin  goreceli  yiizdesi bilgisayarli integratér tarafindan, Toplam Iyon

Kromatografisinden hesaplanmaistir.

3.5.5. istatistik analiz

Sonuglarin istatistiki analizi, MSTAT-C programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Ekstraksiyon Verimi

Graviola meyvesinin kabuk, pulp, ¢ekirdekleri ile yapraklarindan n-hekzan, metanol, etil
asetat ve diklormetan ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstre verimlerine iliskin bulgular

asagidaki cizelgede gosterildigi gibidir (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. Graviola meyvesi ve yapraklarinin farkli ¢oziiciilerdeki % ekstraksiyon verimi

Meyve kisim Ekstraksiyon ¢oziiciisii Ekstraksiyon verimi
%
n-Hekzan 2426 b
Metanol 3.66¢
Cekirdek
Etil asetat 0.58 h1
Diklormetan 3.01f
n-Hekzan 0.71 1
Pulp Metanol 64.14 a
Etil asetat 0.26 1j
Diklormetan 0.25]
n-Hekzan 0.59 hi
Metanol 16.50 ¢
Kabuk
Etil asetat 0.25]
Diklormetan 0.23]
n-Hekzan 3.66¢
Metanol 12.07 gh
Yaprak
Etil asetat 0.83 gh
Diklormetan 1.10¢g
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Gorildugi gibi en yliksek ekstraksiyon verimi meyvenin pulpundan ve metanol
coziiciisiiyle elde edilmistir. Daha sonra kabuk metanol, yaprak metanol ve kabuk metanol
ekstreleri gelmektedir. En diisiik verim ise kabuk diklormetan, kabuk etil asetat, pulp
diklormetan, kabuk etil asetat ekstrelerinden elde edilmistir. Bu durumda ¢ekirdek igin en
yiiksek ekstraksiyon verimi n-hekzan ¢oziiciisiiyle elde edilirken, pulp, kabuk ve yaprak igin

ekstraksiyon etkinligi en yiiksek olan ¢6ziicliniin metanol oldugu goriilmektedir.

4.2. Graviola Meyve ve Yaprak Ekstrelerinde Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFM)

Yapilan ¢alismada toplam fenolik miktarin1 saptamak amaciyla 1 pg mL™*- 5 pg mL™
araliginda standart olarak katesinin etanolik ¢ozeltisi hazirlanmis ve TFM miktarina iliskin
bulgular elde edilen egri yardimiyla pg CAT mg ekstrakt™ esdegeri seklinde hesaplanmustir.
Katesinin kalibrasyon egrisi Sekil 4.1’de gosterildigi gibidir.

Absorbans (1:725nm) = 0.0588katesin (ug)+ 0.0006 (R% 0.9989)

0,350
= 0,300 1 y = 0,0588x - 0,0006
2 _

£ 0250 | R? =0,9989
n
(o]
S 0,200 |
[7,]
c
2 0150 -
o
3 0,100 1
< 7

0,050 -

0,000 . . . . .

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4. 1. Toplam fenolik madde tayini katesin standart egrisi

Graviola meyvesinin yaprak, kabuk, pulp ve c¢ekirdeklerinden farkli ¢oziiciilerle elde
edilen ekstrelerinin toplam fenolik madde miktart (TFM)’na iligkin bulgular katesin esdegeri

olarak hesaplanmis ve sonuglar Sekil 4.2 ve Tablo 4.2’ de gosterilmistir.
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TFM miktarina iliskin Sekil 4.2 ve Tablo 4.2’de goriildiigl tizere, en yiiksek TFM
icerigi meyvenin yaprak kismindan ve metanol ekstraksiyonu sonucunda 244.61 ng CAT mg
ekstrakt™ olarak elde edilmistir. Daha sonra en yiiksek deger C-MeOH (202.17 pg CAT mg
ekstrakt™) ekstresinde bulunmus, bu degerleri sirasiyla K-MeOH (187.48 pg CAT mg
ekstrakt™) ve Y-EtOAc (73.42 pg CAT mg ekstrakt™) ekstreleri izlemistir. K-EtOAc
ekstresinin fenolik madde icerigi (56.33 pg CAT mg ekstrakt™) bu degerlerden sonraki en
yiiksek deger olarak bulunsa da, istatistiksel analiz sonucunda K-EtOAc, C-EtOAc ve P-
EtOAc ekstreleri arasindaki fark onemsiz bulunmustur. En diisiik TFM igerigi C-HKZn
eksresinden elde edilmis (5.06 pg CAT mg ekstrakt™) olup, bu degerden sonra en diisiik TF
igerigi P-HKZn (10.92 pg CAT mg ekstrakt™) eksresinde bulunmustur. Y-HKZn ve K-HKZn

eksreleri arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (Sekil 4.2 ve Tablo 4.2).

Toplam fenolik madde miktar1 (TFM)

C-HKZn
P-HKZn
K-HKZn
Y-HKZn
C-MeOH
P-MeOH
K-MeOH
Y-MeOH
C-EtOAc
P-EtOAC
K-EtOAc
Y-EtOAC
C-DCM
P-DCM
K-DCM
Y-DCM

0 50 100 150 200 250 300

mg katesin/mg ekstrat

Sekil 4. 2. Graviola ekstrelerinin toplam fenolik madde igerigi (n=3)

*Siitun boyunca farkl harfler, istatistik olarak farklar1 gostermektedir (P<0.05).
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Tablo 4. 2. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam fenolik madde (TFM) igerigi

Ekstre TFM (ug CAT mg ekstrakt™)” | ORTALAMA
n-Hekzan 5.06+1.37]
Metanol 202.17+1299b
Cekirdek
Etil asetat 53.73+281 e 70.16 AB
Diklormetan 20.70 +£5.00 h1
n-Hekzan 19.84 £0.90 h1
38.36+2.12 fg
Pulp Metanol
Etil asetat 50.15+4.57 ¢ 33.68 B
Diklormetan 26.23£0.96 gh
n-Hekzan 20.75+0.20 h1
Metanol 187.48 £6.78 ¢ 70.41 AB
Kabuk
Etil asetat 56.33+4.97¢
Diklormetan 27.35%0.50 gh
n-Hekzan 10.92 + 1.28 4]
Metanol 244.61 £7.00 a 90.62 A
Yaprak i
Etil asetat 73.42+3.48
Diklormetan 30.60 £2.71 fg
n-Hekzan : 13.66 C
Metanol : 168.16 A
ORTALAMA Etil asetat : 56.69 B
Diklormetan : 26.66 BC

*Katesin esdegeri olarak toplam flavonoid madde miktar1

**Sonuglar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

***Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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Sonuglar, TFM madde miktar {izerine ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciilerin 6nemli diizeyde
etki gosterdigini ve meyvenin farkli kisimlarinda TFM madde icerigi arasinda dnemli diizeyde
farklilik oldugunu géstermektedir (P<0.05). Bu farkliliklar1 saptayabilmek ve degerlendirmek
amaciyla bulunan ¢oziicii ve meyve kisimlarina iligskin istatistiksel analiz sonuglarinin
ortalama degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir. Buna gore en yliksek TFM igeriginin
meyvenin yapraklarinda, en diisiik miktarin ise meyve pulpunda oldugu goriilmektedir (Tablo
4.2). Meyvenin kabuk ve cekirdeklerinden elde edilen bulgulara gore TFM igeriklerinde
istatistiksel agidan bir fark gozlenememistir. Eksraksiyon ¢oziiclisii etkinligi acisindan ise
siralama Metanol > Etil asetat > Diklormetan > n-Hekzan seklinde olmustur. Goriildiigii iizere
toplam fenolik madde ekstraksiyonunda en etkin ¢oziicii metanol, en diisiik etkinlige sahip

¢oziicii ise n-hekzandir.

4.3.Graviola Meyve ve Yaprak Ekstrelerinin Toplam Flavonoid (TF) Icerigi

Elde edilen Graviola ekstrelerinin toplam flavonoid igerigini belirlemek igin katesin
standart bilesigi kullanilarak kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Sekil 4.3). Bu amacla 2 pg
mL? - 10 pg mL™ konsantrasyon arahiginda etanolik katesin ¢ozeltisi hazirlanmis ve
kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunan toplam flavonoid miktarlarina iliskin sonuglar katesin

esdegeri (ug CAT mg ekstrakt™) olarak asagidaki esitlikten hesaplanmustir.

Absorbans (1: 510 nm) =0.0225 (katesin) + 0.0045 (R%:0.9994)
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Sekil 4. 3. Toplam flavonoid madde igerigi katesin standart egrisi

Tim graviola ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri Sekil 4.4 ve Tablo’4.3’de
gosterilmistir. Ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiciilerin flavonoid ekstraksiyonuna etkisini
saptamak ve meyvenin yaprak, kabuk, pulp ve ¢ekirdek kisimlarinin flavonoid igeriklerini
karsilastirmak amaciyla uygulanan istatistik analiz sonuglar1, farkliliklarin istaitstiksel olarak
onemli (P<0.05) oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4 ve Tablo 4.3).
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Toplam flavonoid madde miktari (TF)
C-HKZn |

P-HKZn |
K-HKZn |
Y-HKZn .
C-MeOH b
P-MeOH gh
K-MeOH e
Y-MeOH a
C-EtOAc cd
P-EtOAC e
K-EtOACc cd
Y-EtOAC d

C-DCM h

P-DCM gh

K-DCM g

Y-DCM f

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

(ng CAT mg ekstrakt)

Sekil 4. 4. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam flavonoid madde (TF) icerigi

*Siitlin boyunca farkli harfler, istatistik olarak farklari gostermektedir (P<0.05) (n=3).

Orneklerin TF miktarina iliskin verilere gore, en yiiksek TF igerigi meyvenin yaprak
kismindan ve metanol ekstraksiyonu ile elde edildigi goriilmektedir (81.32 pg CAT mg
ekstrakt™). Toplam flavonoid igerigi daha sonra en yiiksek Y-EtOAc (65.98 pg CAT mg
ekstrakt™) ekstresinde bulunmus ve onu C-MeOH (56.59 pg CAT mg ekstrakt™) ekstresi
izlemistir. K-EtOAc ekstresinin flavonoid icerigi (50.22 pg CAT mg ekstrakt™) bu
degerlerden sonraki en yiiksek deger olarak bulunsa da, istatistiksel analiz sonucunda K-
EtOAc ve C-EtOAc arasindaki fark onemsiz bulunmustur. Yaprakta ve cekirdekte en yiiksek
flavonoid ekstraksiyonu metanol ¢oziiciisii ile elde edilirken, pulp kismidan en yiiksek
flavonoid ekstraksiyonu etil asetat ¢oziiciisii ile elde edilmistir. En diisiik TF igerigi ise C-
HKZn ekstresinde (1.54 pg CAT mg ekstrakt™) olup genel olarak n-hekzana iliskin veriler
diistiktiir ve ekstreler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsiz goriilmektedit (Sekil 4.4 ve

Tablo 4.3).
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Tablo 4. 3. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam flavonoid madde (TF) igerigi

Bitki kisim Ekstre TF (ug CAT mg ekstrakt’)” | ORTALAMA
n-Hekzan 1.54+0.08 1
Metanol 56.59+5.29 ¢ 30.16 AB
Cekirdek
Etil asetat 48.04+2.11 cd
Diklormetan 11.45+£0.59h
n-Hekzan 2.16+0.121
13.95+0.19 gh 16.10 C
Pulp Metanol
Etil asetat 3441+220¢
Diklormetan 13.34+0.28 gh
n-Hekzan 1.68 £ 0.09 1
Metanol 36.10+1.04 ¢ 25.94 B
Kabuk
Etil asetat 50.22 +2.90 cd
Diklormetan 1577+022 ¢
n-Hekzan 2.62+0.191
Metanol 81.32+3.45a 39.095 A
Yaprak
Etil asetat 65.98+4.79b
Diklormetan 2646 £1.57 f
n-Hekzan: 2.02C
Metanol : 46.98 A
ORTALAMA Etil asetat : 44.66 A
Diklormetan: 16.75 B

*Katesin esdegeri olarak toplam flavonoid madde miktari.

**Sonuglar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

***Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak onemli
farkliliklart géstermektedir (P<0.05).
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Istatistiksel analiz sonuglarma gore, TF madde iceriginde ekstraksiyonda kullanilan
coziicilerden metanol ile etil asetat arasinda Onemli diizeyde bir farklilik olmadig:
goriilmektedir (Tablo 4.3). Diger taraftan diklorometan bu iki ¢6ziiciiden daha az flavonoid
ekstraksiyon etkisine, n-hekzanin ise en disiik etkinlige sahip oldugu goriilmektedir
(Metanol = Etil asetat > Diklormetan > n-Hekzan). Sonuglar ayrica meyvenin farkli
kisimlarinda TF igerigi arasinda énemli diizeyde farklilik oldugunu gostermektedir. Meyve
kisimlarmna iliskin istatistiksel analiz sonug¢larmin ortalama degerlerine gore en yiiksek TF
igerigi meyvenin yapraklarindan elde edilirken, daha sonra ¢ekirdek ve meyvenin kabuklar
izlemis, en diigiik miktar ise meyve pulpunda bulunmustur. Meyve kisimlar agisindan ise TF

icerigi siralamasi Yaprak > Cekirdek > Kabuk > Pulp seklinde olmustur.

4.4.Graviola Meyve ve Yaprak Ekstrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini

4.4.1. DPPHe- Radikali Giderim Aktivitesi

DPPH" radikal giderim aktivitesi drneklerin antioksidan potansiyellerini 6lgmede hizli
ve birgok 6rnegin radikal siliplirme aktivitesini izlemek icin farkli 6rneklerin ¢oziiniirlikklerine
elverigli bir metot olmasi nedeniyle yaygin kullanilan bir metotdur. Antioksidan bilesikler
tarafindan DPPH" serbest radikaline proton transferi reaksiyonun 517 nm’de absorbans
azalmasi seklinde gozlenmesine ve bu siirecin goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans
sabitlenene kadar takip edilmesine dayanmaktadir (Albayrak 2010). Graviola ekstreleri ve
standart ¢Ozelilerin DPPH" radikali giderim aktivitesiyle iliskili konsantrasyona bagh
absorbans degisimi Sekil 4.5 ve Sekil 4.6” da gosterildigi gibidir. Yapilan ¢alismada DPPH’
radikali giderim aktivitesi % inhibisyon degerleri olarak, 0.4 - 2.0 mg/mL konsantrasyon
araliginda alinan test ¢ozeltileri ile belirlenmistir. DPPH" radikallerinin giderilmesi aktivitesi

ile konsantrasyon arasinda dnemli bir iliski bulunmaktadir .
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Sekil 4. 5. Graviola ekstrelerinin DPPH" giderim aktivitesi’ne iligkin konsantrasyona bagl

absorbans degisimleri (n=3).
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Sekil 4. 6. Tokoferol ve BHA’nin DPPH’™ giderim aktivitesi’ne iliskin konsantrasyona bagh

absorbans degisimleri (n=3).
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Sekil 4. 8. Tokoferol ve BHA nin DPPH’ giderim aktivitesi (% Inhibisyon) (n=3).

Analiz sonuglarinda ekstrakt konsantrasyonlarina bagli olarak % inhibisyon degerleri
arasinda onemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). Konsantrasyon arttik¢a radikal giderim
aktivitesi onemli diizeyde yiikselmistir. Tim ekstreler icerisinde C-MeOH ekstresinin en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7). Aktivite siralamasinda en yiiksek
konsantrasyonda, % 85.46 (C-MeOH), % 67.01 (Y-MeOH), % 41.66 (K-MeOH), % 40.73
(C-EtOAC ) degerleri ile belirtilen ekstraktlar yiiksek aktiviteler gostermektedir (Sekil 4.7).
Standart tokoferol ve BHA ¢ozeltileri ile karsilastirildiginda, ¢ekirdek metanol ekstresinin 0.8
mg/mL ekstrakt konsantrasyonunda aktivitesinin (% 40.18) tokoferolun 0.2 mg/mL
konsantrasyondaki aktivitisinden (% 31.28) yiiksek oldugu goriilmektedir. BHA nin 0.2
mg/mL konsantrasyondaki aktivitesi (% 63.37) ise, ¢ekirdek metanol eksresinin 1.6 mg/mL
ekstrakt konsantrasyonunda (% 71.24) asilmistir (Sekil 4. 8.).

DPPH radikal giderim aktivitesini degerlendirmede reaksiyon ortamindaki DPPH
radikalinin % 50’sinin giderilmesi i¢in gereken etkili antioksidan konsantrasyonu olan ECsy
degeri hesaplanmakta ve en diisik ECsg degeri, en yiiksek antiradikal aktiviteyi
gostermektedir. Bu sekilde graviola ekstrelerinin her biri igin ayr1 ¢izilen konsantrasyon - %
inhibisyon grafiklerinden yararlanarak DPPH radikali giderim aktivitesine iliskin ECsg
degerleri belirlenmistir. Ayrica elde edilen sonuglar farkliliklart ortaya koymak ig¢in
istatistiksel analiz yontemiyle degerlendirilmis ve Tablo 4.4’de gosterilmistir. Tablodan da
goriildiigii gibi en disik ECsy degeri 0.044 mg/mL degeri ile C-MeOH ekstresinde
bulunurken, en yiiksek ECsy degeri P-HKZn ekstresinde ve 0.411mg/mL olarak saptanmustir.
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Tablo 4. 4. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin DPPH radikal giderim aktivitesine iligskin

EC 50 degerleri
Bitki kisim Ekstre EC 50 DPPH ( mg/ml_)* ORTALAMA
n-Hekzan 0.231£0.021
Metanol 0.044 £ 0.02 o 0.145 C**
Geldrdek Etil asetat 0.115+£0.02 m
Diklormetan 0.191+0.04]
n-Hekzan 0.411 £0.03 a
Pulp Metanol 0.281+£0.04 f 0.332 A
Etil asetat 0.307+0.02d
Diklormetan 0.328 £0.05b
n-Hekzan 0.264 +0.02 h
Metanol 0.090 £ 0.05 n 0.229B
rabuk Etil asetat 0.277+0.10 g
Diklormetan 0.286 +0.02¢
n-Hekzan 0.312+0.04 ¢
Metanol 0.063 +£0.04 n 0.164 BC
Yaprak Etil asetat 0.136 +0.65 1
Diklormetan 0.143£0.02 k
EC 50 (Tokoferol ) : 0.011 +0.02
EC s (BHA): 0.0029 +0.01
n-Hekzan : 0.304 A
Metanol : 0.119 C
ORTALAMA Etil asetat : 0.209 B
Diklormetan :0.237 AB

*Sonugclar ortalama deger olarak hesaplanmis, ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

**Analiz edilen karaktere iligkin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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ECso degerlerine gore C-MeOH ekstresinden sonra yiiksek DPPH radikal giderim
aktivitesi gosteren ekstrelerin Y-MeOH (0.063 mg/mL), K-MeOH (0.090 mg/mL), C-EtOAc
(0.115 mg/mL), Y-DCM (0.143 mg/mL), C-DCM (0.191 mg/mL), Y-EtOAc (0.136 mg/mL),
Y-DCM (0.143 mg/mL), C-EtOAc (0.115 mg/mL) oldugu goriilmektedir. Standart tokoferol
ve BHA igin bu degerler sirasiyla 0.011 mg/mL ve 0.0029 mg/mL olarak belirlenmistir
(Tablo 4.4). Buna gore tokoferol aktivitesinin, C-MeOH ekstresinin dort kati1 kadar yiiksek
oldugu goriilmektedir.

DPPH ECsy degerlerine iligskin istatistiksel ortalama degerleri meyvenin farkl
kisimlar1 ve ¢oziicli etkinligi arasindaki farkliligin 6nemli diizeyde (P < 0.05) oldugunu

gostermektedir.  Buna gore en yiksek DPPH radikal giderim aktivitesi meyvenin

¢ekirdeklerinde belirlenirken, en diisiik aktivite meyve pulpunda bulunmustur (Tablo 4.4).

Aktivite siralamas1 Cekirdek > Yaprak > Kabuk > Pulp seklindedir. Ekstraksiyon
¢oziictisii etkinligi agisindan ise siralama; Metanol > Etil asetat > Diklormetan > n-Hekzan
seklinde olmustur. Goriildiigii tizere DPPH radikal giderim aktivitesi en yiiksek metanol
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen 6rneklerde, en diisiik aktivite ise n-hekzan ¢oziicii

kullanilarak elde edilen ekstrelerde belirlenmistir (Tablo 4.4).

4.4.2. Ferrik Demir Iyon indirgeme Kapasitesi (FRAP)

Antioksidan bilesiklerin Fe**’ii Fe'®ye indirgeme kapasitelerini ortaya koyan ve
elektron transfer esasina dayali reaksiyonlarindan olan ferrik demir iyon indirgeme kapasitesi
Olgtimiinde FeSO,4.7H,0 kullanilarak standart calisma grafigi hazirlanmistir (Sekil 4.9). 0.1-
1.0 pmol/mL FeS0O,4.7H,0O konsantrasyon araliginda hazirlanan standart ¢alisma grafigi
yardimiyla ekstrelerin ferrik demir iyon indirgeme kapasiteleri pmol Fe?*g™ ekstrakt olarak
hesaplanmistir. Graviola ekstrelerinin ferrik demir iyon indirgeme kapasitelerini belirlemek

amaciyla hazirlanan grafik ve hesaplamada kullanilan esitlik asagida belirtilmistir.

Absorbans (. 734 nm) = 0.7162 Fe** (umol) + 0.0213 (R?: 0.9965)
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Sekil 4. 9. Ferrik iyon indirgeme kapasitesi (FRAP), FeSO,4.7H,0 standart egrisi

Yapilan analizler sonucunda graviola meyvesinin n-hekzan, metanol, etil asetat ve
diklormetan ekstrelerinin FRAP aktivitesine iliskin degerler ve istatistik analiz sonuglari
Tablo 4.5 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

FRAP aktivitesine iliskin Sekil 4.10 ve Tablo 4.5’de goriildiigii tizere en yiiksek ferrik
demir iyon indirgeme kapasitesi meyvenin g¢ekirdeklerinde ve metanol ekstresinde 1100.56
umol Fe?* g™ ekstrakt olarak saptanmustir. Daha sonra en yiiksek deger (798.95 pmol Fe?* g
ekstrakt) yapraklardan metanol ekstraksiyonu sonucunda elde edilmistir. Cekirdeklerde
metanol ekstresinden sonra en yiiksek aktivitenin etil asetat ekstresinde (447.39 umol Fe?* g*
ekstrakt) oldugu goriilmektedir. Bu aktivite degerinin kabuktan metanol ¢oziiciisii kullanilarak
elde edilen ekstrelerin (465.19 pmol Fe®* g ekstrakt) aktivitesine yakin oldugu goriilmekle
birlikte, sonuglar arasindaki farklilik istatistiki agidan onemli bulunmustur (P< 0.05).
Tablodan da gortldigi tizere kabuk, yaprak ve g¢ekirdek ekstrelerinde en yiiksek aktivite
metanol ekstrelerinde bulunurken, pulp icin etil asetat ekstraksiyonu sonrasi elde edilen
ekstrelerin FRAP aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. En diisiik FRAP aktivitesi
¢ekirdek n-hekzan ekstrelerinde belirlenmistir (33.23 pmol Fe?* g? ekstrakt ). Elde edilen
bulgulara gore C-MeOH ekstresinin  FRAP aktivitesi, C-HGZn ekstresinin FRAP
aktivitesinden yaklastk 33 kat daha fazladir. Diger taraftan standart bilesikler ile
karsilagtirildiginda tokoferol ferrik iyon indirgeme aktivitesinin, C-MeOH ekstresinin 3.77
kati, BHA nin aktivitesinin ise 4,65 kat1 yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 4.5).
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Ferrik iyon indirgeme kapasitesi FRAP

C-HKZn
P-HKZn
K-HKZn
Y-HKZn
C-MeOH
P-MeOH
K-MeOH
Y-MeOH
C-EtOAc
P-EtOAC
K-EtOAcC
Y-EtOAC
C-DCM
P-DCM
K-DCM
Y-DCM

0 200 400 600 800 1000 1200

(umol Fe?* g1 ekstrat)

Sekil 4. 10. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin ferrik iyon indirgeme kapasiteleri (n=3)
*Siitun boyunca farkl harfler, istatistik olarak farklar1 gostermektedir (P<0.05).

Meyve kisimlarina iligskin istatistiksel analiz sonuglarina goére, ferrik demir iyon
indirgeme kapasitesi en yiiksek ¢ekirdekte bulunmus ve aktivite siralamasi Cekirdek >
Yaprak = Kabuk > Pulp seklinde olmustur (P< 0.05). Yapraga iliskin degerler genel olarak
yiksek bulunmakla birlikte, aralarindaki farkin istatistiki olarak O6nemli olmadig:
goriilmektedir. Coziicii etkinligi agisindan ise metanoliin tiim ¢oziiciilerden daha yiiksek
etkinlige sahip oldugu goriilirken n-hekzanin en diisiik etkinlige sahip oldugu gériilmektedir

(Metanol > Etil asetat > Diklormetan > n-Hekzan) (Tablo 4.5).
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Tablo 4. 5. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin ferrik iyon indirgeme kapasiteleri

(FRAP)
n-Hekzan 3323+4.19m
Metanol 1100.56 £ 9.34 a
Cekirdek
Etil asetat 44739+ 3.74d 41752 A
Diklormetan 77.53+£3.20k
n-Hekzan 75.95+3.00k
Etil asetat 210.44+9.60 g 132.08 B
Diklormetan 117.88 £ 1.791
n-Hekzan 102.85+4.29]
Metanol 465.19+ 799 ¢
abuk Etil asetat 28410+ 6.83 f 254.07 AB
Diklormetan 180.71 £4.16 h
n-Hekzan 66.46 £ 0.38 1
Metanol 798.95+2.41b 328.59 AB
Yaprak
Etil asetat 339.71 £5.89 ¢
Diklormetan 104.00 + 1.66 ]
BHA 5118.67 £3.40
Tokoferol 4153.48 +1.92
n-Hekzan: 71.09C
Metanol : 619.21 A
ORTALAMA Etil asetat : 321.63 B
Diklormetan: 120.32C

*Sonugclar ortalama deger olarak hesaplanmis. ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

**Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak onemli
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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4.4.3. ABTSe" Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Graviola ekstrelerinde ABTS<" katyon radikali giderim aktivitesi Trolox esdegeri
olarak belirlenmistir. Orneklerin belirlenen konsantrasyonlarda TEAC degerlerinin
hesaplanmasi amaciyla 4.93x10” — 1.34 x10™ mmol Trolox mL™" konsantrasyon araliginda
hazirlanan Troloks ¢ozeltisi kullanilarak standart ¢alisma grafigi hazirlanmistir. Graviola
ekstraktlarmin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri standart egriden elde edilen asagidaki
esitlikten, troloks esdegeri ( mmol TE g™ ekstrakt) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.11).

y = 43.919 Trolox (mmol) + 0.3903 (R% 0.9993)

~
o

y = 43,919x + 0,3903
R?=0,9993

A OO O
o O O

% inhibisyon

0 0,5 1 15

mmol Trolox/mL

Sekil 4. 11. Troloks i¢in TEAC standart ¢calisma grafigi

Graviola meyvesinin n-hekzan, metanol, etil asetat ve diklormetan ekstrelerinin
ABTS-" katyon radikali giderim aktivitesi’ne iliskin bulgular iki farkli konsantrasyonda %
inhibisyon olarak Sekil 4.12’de gosterilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ise Troloks
esdegeri (TEAC) olarak Sekil 4.11’de ve Tablo 4.6’da goriilmektedir. Tablo 4.6’da ayrica
istatistiksel analiz sonuglarina gore farkliliklar arasindaki onem diizeyini gostermektedir
(P<0.05).
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ABTSe* Katyon Radikali Giderim Aktivitesi
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Sekil 4. 12. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin farkli konsantrasyonda ABTSe+ radikali
giderme aktivitesi (n=3).

*Siitun boyunca farkli harfler, istatistik olarak farklar1 gostermektedir (P<0.05) (n=3).

Yapilan analizler sonucunda graviola ekstrelerinde ekstrakt konsantrasyonlarina bagl
ABTS-" katyon radikali giderim aktivitesinde 6nemli artis oldugu goriilmektedir. En yiiksek
aktivite Y-MeOH ekstresinde saptanmis olup, 2 mg/mL’lik konsantrasyonda c¢alisilan
eksrelerde % 66.19 aktivite gostermistir. En diisiik aktivitenin ise P-HKZn ekstresinde ve %

8.01 diizeyinde oldugu goriilmektedir.

Ekstrelerin ABTSe" katyon radikali giderim aktivitesi istatistiki olarak da onemli

farkliliklar ortaya koymustur (P< 0.05) ( Sekil 4.13).
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ABTSe+ Katyon Radikali Giderim Aktivitesi
C-HKZn J
P-HKZn j
K-HKZn ij
Y-HKZn jj
C-MeOH b
P-MeOH fg
K-MeOH ¢
Y-MeOH a
C-EtOAc
P-EtOAC
K-EtOAC
Y-EtOAC
C-DCM h1
P-DCM gh
K-DCM
Y-DCM

gh
fg

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

pmol Trolox/mg ekstrakt

Sekil 4. 13. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin ABTS+" radikali giderme aktivitesi.
*Siitlin boyunca farkli harfler, istatistik olarak farklar1 gostermektedir (P<0.05) (n=3).

Graviola meyvesinin n-hekzan, metanol, etil asetat ve diklormetan ABTS<" katyon
radikali giderim aktivitesine iligskin sonuglar incelendiginde; en yiiksek aktivitenin meyvenin
¢ekirdeklerinde ve metanol ekstresinde (0.905 pmol TE/mg ekstrakt) oldugu goériilmektedir
(Tablo 4.6 ve Sekil 4.13). Daha sonra en yiiksek deger (0.848 pumol TE/mg ekstrakt ) Y-
MeOH ekstresinde bulunmus, onu C-EtOAC ekstresi izlemistir (0.572 pmol TE/mg ekstrakt).
ABTS<" katyon radikali giderim aktivitesi degerlerine gore, C-EtOAc ekstresinden sonra
yiiksek aktivite gosteren ekstrelerin Y-EtOAc (0.474 umol TE/mg ekstrakt), K-MeOH (0.438
umol TE/mg ekstrakt), K-EtOAc (0.300 pmol TE/mg ekstrakt), P-EtOAc (0.280 umol TE/mg
ekstrakt) oldugu goriilmektedir (Tablo 4.13). En diisiik aktivite P-MeOH (0.104 umol TE/mg
ekstrakt) ekstresinden elde edilmistir. Elde edilen bulgulara gore C-MeOH ekstresinin
ABTSe" radikali giderim aktivitesi P-HKZn ekstresinin aktivitesinden yaklasik 8.7 kat daha

fazladir.
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Tablo 4. 6. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin ABTSe" radikali giderme aktivitesi

Bitki kisim Ekstre ABTS (umol Trolox/mg ORTALAMA
ekstrakt)
n-Hekzan 0.110 £0.009 k
Metanol 0.905 +£0.029 a 0.456 A**
Cekirdek Etil asetat 0.572 £0.025 ¢
Diklormetan 0.201 £0.006 1
n-Hekzan 0.180 +0.012 j
Pulp Metanol 0.104 +0.002 k 0.192B
Etil asetat 0.280 +0.002 g
Diklormetan 0.225 £0.029 1
n-Hekzan 0.251 +0.018 h
Metanol 0.438 £0.005 e 0.316 AB
Kabuk Sl asetat 0.300 £0.005 f
Diklormetan 0.253 £0.014 h
n-Hekzan 0.222 £0.029 1
Metanol 0.848 £0.011 b 0.449 A
Yaprak Sl asetat 0.474 0009 d
Diklormetan 0.242 £0.008 h
BHA 2.213£0.76
Tokoferol 1.489 +3.40
n-Hekzan : 0.186 B
Metanol : 0.588 A
ORTALAMA Etil asetat : 0.413 A
Diklormetan :0.227 B

*Sonuglar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir (n
=3).

**Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05).
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Standart bilesikler ile karsilastirildiginda tokoferol ABTS" katyon radikali giderim
aktivitesinin, C-MeOH ekstresinin 1.65 kati, BHA’nin aktivitesinin ise 2.47 kati yiliksek
oldugu goriilmektedir (Tablo 4.6).

Coziicti etkinligi agisinda en yiiksek aktivite metanol ekstrelerinde bulunurken,
istatistiksel analiz sonuglarina gore ¢oziiciilerden metanol ile etil asetat arasinda 6nemli
diizeyde bir farklilik olmadigi bulunmustur (Tablo 4.6). Diger taraftan, diklormetan ve n-
hekzan arasindaki farkliik da ABTSe" katyon radikali giderim aktivitesi acisinda &nemli
bulunmamis, bu ¢oziiciiler birbirlerine benzer 6zellik gostermislerdir (Metanol = Etil asetat >
Diklormetan = n-Hekzan) (Tablo 4.6).

Kabuk, yaprak, pulp ve ¢ekirdek meyve kisimlar1 agisindan en yiiksek aktivite
meyvenin ¢ekirdeklerinde ve yapraklarinda bulunmus, aralarindaki farkin istatistiksel olarak
onemli diizeyde olmadig1 goriilmektedir. ABTSs" katyon radikali giderim aktivitesi acisinda
daha sonra kabuk yiiksek aktivite gostermis, en digiik aktivite ise meyve pulpunda
bulunmustur. Meyve kisimlar1 agisindan siralama Cekirdek = Yaprak > Kabuk > Pulp

seklinde olmustur.

4.4.4. B-Karoten Renk Giderim Aktivitesi

Graviola ekstrelerindeki antioksidan aktiviteyi belirlemede p-karotenin renginin
acilmasina dayanan ve linoleik asit oksidasyon hizin1 6lgen B-karoten-linoleik asit yontemi
uygulanmistir.  Ekstrelerin  aktivitesi standart madde olarak kullanilan BHA ile
karsilastirilmistir. Ekstrelerin 470 nm’deki absorbans degisimleri Sekil 4.14-15-16-17’de
gosterilmis ve reaksiyonun % inhibisyon esasina dayali olarak hesaplanan aktivite degerleri

ise Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 14. B-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde graviola etil asetat ekstrelerinin
zamana kars1 absorbsiyon degisim grafigi.
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Sekil 4. 15. B-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde graviola metanol ekstrelerinin
zamana kars1 absorbsiyon degisim grafigi.
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Sekil 4. 16. B-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde graviola diklorometan ekstrelerinin
zamana kars1 absorbsiyon degisim grafigi.
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Sekil 4. 17. p-karoten linoleik asit emiilsiyon sisteminde graviola n-hekzan ekstrelerinin
zamana kars1 absorbsiyon degisim grafigi.

Graviola ekstrelerinin linoleik asit ve [-karotenin oksidasyon hizina ve renk
agarmasina karsi en yiiksek inhibisyon etkisinin 180. dakikada bulunan degerlere gore, K-
MeOH ekstresinde ( % 45.13) oldugu ve ardindan Y-MeOH ekstresinin geldigi ( % 30.82 )
goriilmektedir. Aktivite azalig siralamasina gore daha sonra C-MeOH (% 26.30 ), K-EtOAc
(% 20.94), P-MeOH (% 19.34), C-EtOAc (% 9.79) ektreleri gelmektedir. Diger taraftan en
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diisiik aktivitenin n-hekzan ve diklormetan ekstrelerinde oldugu goriilmektedir (Tablo 4.7).

Tablo 4. 7. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin f-karoten lineoleik asit emiilsiyon
sisteminde oksidasyon hizina etkisi (% inhibisyon)

Inkiibasyon Siiresi

Ekstraktlar | 30 dak. 60 dak. 90 dak. 120 dak. | 150 dak. | 180 dak.
Y-DCM 21.611 10.24j 4.681 0.00k 0.00j 0.001
K-DCM 8.79k 0.00l 0.001 0.00k 0.00j 0.001
P-DCM 17.98j 0.241 0.001 0.00k 0.00j 0.001
C-DCM 2.931 0.00l 0.00l 0.00k 0.00j 0.001
Y-EtOAC 54.66e 30.20g 28.97f 25.31e 19.06e 16.06e
K-EtOAC 48.20f 44.23d 37.94d 42.49b 28.87d 20.94d
P-EtOAC 40.249g 16.961 12.87h 8.191 8.14h 8.14¢g
C-EtOAC 60.67d 42.48e 29.12e 20.25f 15.54¢g 9.79f
Y-MeOH 69.08b 59.29b 49.08a 40.69¢ 35.58b 30.82b
K-MeOH 66.30c 65.93a 47.94b 45.85a 45.63a 45.13a
P-MeOH 61.45d 36.20f 28.97f 19.069 19.34f 19.34e
C-MeOH 73.43a 53.35¢c 45.20c 37.20d 30.24c 26.30c
Y-HKZn 26.32h 26.83h 18.01g 10.09h 7.85h 6.49h
K-HKZn 1.321 0.00l 3.53] 3.53] 1.191 0.001
P-HKZn 7.89k 3.66k 3.53k 3.53k 0.00j 0.001
C-HKZn 1.891 0.00l 0.00 0.00k 0.00j 0.001
BHA 102.44 101.17 102.34 101.75 101.16 101.16

*Sonugclar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n

=3).

**Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tagiyan ortalamalar istatistiksel olarak onemli
farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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4.4.5. Bakar (IT) indirgeme Giicii (CUPRAC)

Yontemin esasi, Cu (II) klorlir ¢ozeltisi neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat
(pH=7 tamponu) c¢ozeltilerinin antioksidan varliginda ve 30 dakika sonunda antioksidan
madde igermeyen referansa karst 450 nm’de absorbans degerlerinin Glgiilmesine
dayanmaktadir. Cuprac yonteminde kalibrasyon egrisi, etanolde hazirlanan troloks ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen hacim-konsantrasyon-absorbans degerlerine iliskin
bulgular Sekil 4.18te verilmistir. Kalibrasyon egrilerinden elde edilen ve asagida gosterilen
grafik denkleminden Graviola meyvesinin ekstraktlarinin aktiviteleri Troloks esdeger olarak
hesaplanmistir. Ekstrelerin bakir indirgeme giicii (CUPRAC aktiviteleri) standart egriden elde
edilen asagidaki esitlikten hesaplanarak mM TR g™ ekstrakt olarak hesaplanmustir (Sekil

4.18).

Absorbans .: 450 nm) = 16971 Trolox (Molar) — 0.0425 (R% 0.9999)

Tablo 4. 8. Standart egri i¢in Troloksun hacim-konsantrasyon-absorbans degerleri

C1 C1 Alman | C2 C2 Reaksi | Absorban
(STOK) | (STOK) | hacim yon S
(Trolox hacmi
¢0z.) (h: 450 nm)
1 mg/ml | Molar V1 (uL) | mg Trolox/mL Molar V2
(uL)
1 0.004 6.25 3.04878E-06 1.21951E-05 | 2050 0.173
1 0.004 12.5 6.09756E-06 2.43902E-05 | 2050 0.358
1 0.004 25 1.21951E-05 4.87805E-05 | 2050 0.785
1 0.004 50 2.43902E-05 9.7561E-05 | 2050 1.625
1 0.004 75 3.65854E-05 0.000146341 | 2050 2.435
1 0.004 100 4.87805E-05 0.000195122 | 2050 2.783
1 0.004 125 6.09756E-05 0.000243902 | 2050 2.783
1 0.004 200 9.7561E-05 0.000390244 | 2050 2.783
1 0.004 250 0.000121951 0.000487805 | 2050 2.783
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Sekil 4. 18. Troloks i¢in CUPRAC standart ¢alisma grafigi ve dogru denklemi

Graviola meyvesinin n-hekzan, metanol, etilasetat ve diklormetan ekstrelerinin, farkl
¢oziicii ve konsantrasyonda, CUPRAC iyonlarim1 (Cu®*) indirgeme kapasitesi iliskin bulgular
absorbansa bagh degisim grafigi olarak Sekil 4.19 ; 4.20 ; 4.21 ve 4.22’de gosterilmistir.
Sekillerde de goriildiigii lizere indirgeme kapasiteleri ekstraktlarin artan konsantrasyonlari ile
onemli bir artis gostermektedir. Sekil 4.19’da da goriildiigii tizere ¢ekirdek ekstreleri daha
yiiksek absorbans degerlerine sahip olurken, en yiiksek absorbans verileri, C-MeOH

ekstrelerinden elde edilmistir. Sonra yaprak, kabuk ve pulp gelmistir.

2,5 n . 3 L)
CURPRAC Aktivitesi
2 -
€
c
2 15 -
< 4= C-HGZn
[72]
T . ¢-DCM
i = C-EtOAC
0,5 - == C-MeOH
O T T T T T T T T T 1
3,05 6,10 12,20 24,39 30,49
Ekstrakt (ug/mL)

Sekil 4. 19. Graviola ¢ekirdek ekstrelerinin farkli konsantrasyonda absorbsiyon degisim
grafigi
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Sekil 4. 20. Graviola pulp ekstrelerinin farkli konsantrasyonda absorbsiyon degisim grafigi

CURPRAC Aktivitesi
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Sekil 4. 21. Graviola kabuk ekstrelerinin farkli konsantrasyonda absorbsiyon degisim grafigi
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Sekil 4. 22. Graviola yaprak ekstrelerinin farkli konsantrasyonda absorbsiyon degisim grafigi

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ise Troloks esdegeri olarak hesaplanmis, sonuglar
Sekil 4.23 ve Tablo 4.9°da gosterilmistir. Tablo 4.9 ayrica istatistiksel analiz sonuglarina gore
meyve kisimlar1 ve ekstraksiyon ¢oziiciileri arasindaki farkliliklarin 6nem diizeyini

gostermektedir.

Graviola meyvesinin hekzan, metanol, etil asetat ve diklormetan CUPRAC iyon
radikali giderim aktivitesine iliskin sonuglar incelendiginde en yiiksek aktivitenin meyvenin
¢ekirdeklerinde ve metanol ekstresinde (3.65 pmol TR mg™ ekstrakt) oldugu gériilmektedir
(Tablo 4.9 ve Sekil 4.23). Daha sonra en yiiksek deger (2.96 pmol TR mg™ ekstrakt) P-
MeOH ekstresinde bulunurken, onu C-EtOAc (2.64 pmol TR mg™ ekstrakt) ve P-EtOAc
ekstreleri (2.44 pmolTrolox/mg ekstrakt) izlemistir. CUPRAC iyon radikali giderim
aktivitesi degerlerine gore Y-EtOAc ekstresinden sonra yiiksek aktivite gosteren ekstrelerin
Y-MeOH (2.40 pmol TR mg™ ekstrakt), K-MeOH (2.10 pmol TR mg™ ekstrakt), K-DCM
(2.00 pmol TR mg™ ekstrakt), K-EtOAc (1.98 pmol TR mg™” ekstrakt) ekstreleri oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.9). En diisik aktivite Y-HKZn (0.87 umol TR mg™ ekstrakt)

ekstresinde bulunmustur.
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CUPRAC iYON GIDERME KAPASITESI

coiczo | o
P-HKZn
v-riczn | <
C-MeOH
veor |  ©:
Y-MeOH
c-rore |
eon: I

Y-EtOAC

pumol TR mg? ekstrat

Sekil 4. 23. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin CUPRAC iyon indirgeme indirgeme
kapasiteleri.

*Siitun boyunca farkl harfler, istatistik olarak farklar1 gostermektedir (P<0.05) (n=3).
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Tablo 4. 9. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin CUPRAC iyon indirgeme kapasiteleri

Etil asetat : 2.20 A
Diklormetan: 1.89 A

Bitki kisum Ekstre CUPRAC (umol TR mglekstrakt)” | ORTALAMA
n-Hekzan 1.26 £0.06 gh
Metanol 3.65+£0.08 a
ek Etil asetat 2.64 +0.08 be 225A
Diklormetan 1.39+0.15 fgh
n-Hekzan 1.60 + 0.15 efg
Pulp Metanol 296+0.11b
Etil asetat 2.44 + 0.09 bed 1.65A
Diklormetan 1.73 +0.02 efg
n-Hekzan 1.99 +£0.14 de
Metanol 2.10 £ 0.07 cde 1.96 A
Kab Etil asetat 1.98 +0.12 cde
Diklormetan 2.00 +0.08 de
n-Hekzan 0.87+0.08 h
Metanol 2.40 + 0.06 bed 2.18 A
Yapra Etil asetat 1.76 £ 0.07 efg
Diklormetan 1.38+0.05 gh
n-Hekzan: 1.43A
ORTALAMA Metanol : 2.78 A

*Sonugclar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n

= 3).

**Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli

farkliliklar1 gostermektedir (P<0.05).
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Tablo 4. 10. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin CUPRAC radikal giderim aktivitesine

iliskin ECsp degerleri

Etil asetat : 13.94B
Diklormetan :27.98 A

Bitki kisim Ekstre EC 5 CUPRAC (mg/mL)” [ ORTALAMA

n-Hekzan 28.60+0.05d

Metanol 7.38+£0.02 m 17.84 CD
Cekirdek .
Etil asetat 11.78 £0.02 j
Diklormetan 20.63+0.03 g
n-Hekzan 3831+040a
11.91 £0.03k

Pulp Metanol

Etil asetat 11.51 +0.04 k 24.25 A
Diklormetan 3528 £0.11b
n-Hekzan 23.79+£0.08 ¢

Metanol 11.49+0.03 k 18.16 C

Kabuk

Etil asetat 15.27 £0.041
Diklormetan 22.11+0.05f
n-Hekzan 28.70+£0.04d

Metanol 10.33+0.031 21.79B

Yaprak
Etil asetat 17.18 £0.05h
Diklormetan 33.90+0.04 ¢
n-Hekzan : 27.85 A
Metanol : 10.28 C
ORTALAMA

*Sonuglar ortalama deger olarak hesaplanmis ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n

=3).

**Analiz edilen karaktere iliskin farkli harfi tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli

farkliliklart géstermektedir (P<0.05).
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CUPRAC iyon radikali giderim aktivitesi degerlendirmede reaksiyon ortamindaki
CUPRAC iyon radikali % 50’sinin giderilmesi i¢in etkili antioksidan konsantrasyonu olan
ECso degeri hesaplanmakta ve diisik ECsy degeri en yiiksek antiradikal aktiviteyi
gostermektedir. Bu sekilde graviola ekstrelerinin her biri i¢in ayr1 ¢izilen konsantrasyon-
absorbans grafiklerinden yararlanarak CUPRAC iyon radikali giderim aktivitesine iliskin
ECso degerleri belirlenmistir. ECsg degeri absorbansin 0.5 oldugu etkin konsantrasyonu ifade
etmektedir. Elde edilen sonuglar istatistiksel analiz yontemiyle degerlendirilmis ve Tablo
4.10’da gosterilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi en diisiik ECso degeri Ve en yiiksek aktivite
7.38 mg/mL degeri ile C-MeOH ekstresinde bulunurken, en yiiksek ECsg degeri ve en diisiik
aktivite (38.31 mg/mL) P-HKZn eksresinde belirlenmistir. ECsy degerlerine gére C-MeOH
ekstresinden sonra yiikksek CUPRAC iyon radikali giderim aktivitesi gosteren ekstrelerin Y-
MeOH (10.33 mg/mL), Y-EtOAc (17.18 mg/mL), K-MeOH (11.49 mg/mL) ekstreleri oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.10 ).

Meyve kisimlarina iligkin istatistiksel analiz sonuglarinin ortalama degerlerine gore en
yiksek CUPRAC iyon radikali giderim aktivitesi Cekirdek > Yaprak > Kabuk > Pulp
seklinde olmustur. Istatistiksel analiz sonuglarma gére CUPRAC iyon radikali giderim
aktivitesine ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciilerden en yiiksek etkiyi metanol gosterirken etil
asetat ile arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik olmadig1 goriilmektedir (Tablo 4.10). Diger
taraftan diklormetan ve n-hekzan bu iki ¢6ziiciiden daha az etkisine sahip olup bu ¢oziiciiler

birbirlerine benzer 6zellik gostermislerdir. (Metanol = Etil asetat > Diklormetan = n-Hekzan)

4.5. Korelasyon Analizi

Graviola meyvesinin meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam fenolik, toplam flavonoid
madde miktar1 ve antioksidan aktivite karakterleri arasindaki korelasyon iligkilerini gosteren
bulgular Tablo 4.11°de verilmistir. Tablodan da goriildiigii lizere, meyvenin toplam fenolik
madde igerigi ile toplam flavonoid madde igerigi arasinda r=0.761** diizeyinde 6nemli bir
iliski bulunmaktadir. Toplam flavonoid madde igerigi ile antioksidan aktivite karakterleri
arasindaki en yiiksek korelasyon, FRAP aktivitesi ile bulunmus (r=0.900**), daha sonra
ABTS-" katyon radikali giderim aktivitesi r=0.887** diizeyinde onemli olmustur. TF igerigi
ile CUPRAC arasindaki 6nemlilik derecesi r=0.646** iken, DPPH arasindaki korelasyon
r=0.760** ‘tir.
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Tablo 4. 11. Graviola meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam fenolik, flavonoid madde miktar1
ve antioksidan aktivite karakterleri arasindaki korelasyon iliskileri

TF TFM FRAP ABTS CUPRAC DPPH DPPH B-

ECs karoten
renk
agartma®

TF 1 0.761** 0.900** 0.887** 0.646** -0.680** 0.760** |0.713**
TFM 1 0.899**  0.872** 0.589** -0.719** 0.788** |0.865**
FRAP 1 0.968** 0.724** -0.753** 0.922** |0.739**
ABTS 1 0.731** -0.807** 0.895** |0.640**
CUPRAC 1 -0.655**  0.741** (0.388**
DPPH ECs 1 -0.751*%* 0.477**
DPPH 1 0.349*
B-karoten renk 1
agartma

#B-karoten renk agartma kativitesi 180. dakikadaki reaksiyon diizeyinde yapilmistir
**Korelasyonlar P < 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Toplam fenolik madde agisindan degerlendirildiginde, benzer sonuglar goriilmektedir.
TFM ile en yiiksek korelasyon FRAP aktivitesi arasinda olup, r=0.899** diizeyindedir. Hem
TF, hem de TFM igerigi de tiim antioksidan aktivite ozellikleri ile giicli ve 6nemli bir

korelasyon gostermistir (Tablo 4.11).

Diger taraftan antioksidan aktivite oOzeliklerinin birbiri ile olan iligkileri
incelendiginde, FRAP aktivitesi ve ABTS radikal giderim aktivitesi arasinda (r=0.968**)
diizeyinde ¢ok yiiksek bir korelasyon goriilmekte onu sirastyla DPPH (r=0.922**), 3-Karoten
ile (r=0.739**) ve CUPRAC (r=0.724**), takip etmektedir. Tablodan, ABTS radikal giderim
aktivitesi arasinda ile DPPH aktivitesi arasinda r=0.895** diizeyinde 6enmli bir iliski oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.11).
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4.6. Bitkinin n-Hekzan Ekstrelerinde Ucucu Bilesik Tayini Sonuglari

4.6.1. Graviola Yaprak n-Hekzan Ekstresindeki Ugucu Bilesik Tayini Sonuclar:

18-en (% 4.74) ve lup-20(29)-en-3-on (% 4.07) olan terpenoid yapilari olusturmaktadir.

Graviola bitkisinin yaprak n-hekzan ekstresinde ugucu bilesiklerin kompozisyonu GC-
MS cihaziyla tayin edilerek, 38 bilesik tanimlanmistir (Tablo 4.12 Sekil 4.24). Temel
bilesikleri; 3-B-lup-20(29)-en-3-ol, asetat (% 36.82), 3-B-stigmast-5-en-3-ol (% 3.66), olean-

Tablo 4. 12. Graviola bitkisinin yaprak n-hekzan ekstresinin ugucu bilesik kompozisyonu (%)

bis(1-metiletil)fenil ester

No | Bilesik % No | Bilesik %
miktar miktar
1 |oktadekanoik asid 341 20 | 3-p-9,19-siklolanost-23-en-3,25- | 0.38
diol, 3-asetat
2 | 1-nonadeken 1.61 21 |stigmasterol 1.43
3 |fitol 1.19 22 |tarakseron 2.84
4 |Z,Z-9,12-oktadekadienoik asid [2.76 23 | 3-p-stigmast-5-en-3-ol 3.66
5 |1-trikosen 1.10 24 | 3-B-lup-20(29)-en-3-ol, asetat 36.82
6 |9-oktadesenamid 1.97 25 |olean-18-en 4.74
7 | 1-eikosanol 1.58 26 |Longifolenaldehit 1.64
8 |hekzandioik asit, bis(2-(1.40 27 |lup-20(29)-en-3-on 4.07
etil,hekzil)-ester
9 |pentakosan 0.14 28 |24, metilen sikloartanol 0.57
10 |ftalik asit mono (2-etil,|0.49 29 |stigmast-4-en-3-on 0.86
hekzil)ester

11 [sgualen 2.82 30 |1,37-oktatriakontadien 1.75
12 | di(2-etil,hekzil)-isoftalat 9.70 31 |friedelanol 0.21
13 | Z-13-dokosenamid 0.17 32 | hekzatriakontan 0.42
14 | pentatriakontan 1.14 33 [friedelin 1.72
15 | 1-hentetrakontanol 2.02 34 |4,22-stigmastdien-3-on 0.73
16 | oktadekanal 4.03 35 |3-eikosin 0.52
17 |tetratetrakontan 1.19 36 | neofitadin 0.30
18 | a-tokoferil-B-D-mannosid 0.54 37 | 5-a-stigmastan-3,6-dion 2.22
19 | dekan,1,10-dibrom 0.24 38| propanoik asit,2,2-dimetil-,2,6- [ 0.42
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Sekil 4. 24. Graviola bitkisinin yaprak n-hekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami.

Graviola bitkisinin yaprak n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif dagilimina
bakildiginda; temel bilesen olarak terpenoitler (%53.52) goriilmektedir. Bunun yaninda,
esterler (% 12.01) ve steroidlerde (% 9.85) diger 6nemli iki bilesik grubunu olusturmustur
(Tablo 4.13).

Tablo 4. 13. Graviola bitkisinin yaprak n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif

dagilimi
Bilesik Sinfi % Miktar
Terpen 53.52
Ester 12.01
Steroid 9.85
Yag Asidi 6.17
Alkan, alken, alkin 7.87
Alkol 4.79
Aldehit 2.59
Amid 2.14
Alkil Halojentir 0.24
Fenolik Bilesik 0.54
Toplam 99.72
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4.6.2. Graviola Kabuk n-Hekzan Ekstresindeki Ucucu Bilesik Tayini Sonuclari

Graviola bitkisinin kabuk n-hekzan ekstresinde ugucu bilesiklerin kompozisyonu GC-
MS cihaziyla tayin edilerek, 38 bilesik tanimlanmistir (Tablo 4.14, Sekil 4.25). Di(2-etil,
heksil) isofitalat (%44.65) esteri, Graviola kabuk n-hekzan ekstresinin temel bilesenini
olusturmustur. Graviola bitkisinin kabuk n-hekzan ekstresindeki ucgucu bilesiklerin sinif
dagilimina bakilirsa; temel bilesen olarak esterler (% 52.2) goriilmektedir. Bunun yaninda,
alifatik hidrokarbonlar (alkan ve alken) (% 17.84) ve fenolik bilesiklerde (% 12.90) diger
onemli iki bilesik grubunu olusturmustur (Tablo 4.15).

Tablo 4. 14. Graviola bitkisinin kabuk n-hekzan ekstresinin ugucu bilesik kompozisyonu (%)

No | Bilesik % No | Bilesik %
miktar miktar
1 |[E-2-dekenal 0.22 20 | 2-pentadekanon,6,10,14- 0.11
trimetil
2 |1-pentadeken 0.54 21 | 7,9-di-ter-biitil-1- 0.12
oksaspiro(4,5)deka-6,9-
dien-2,8-dion
3 | pentadekan 0.15 22 | metil palmitat 0.09
4 [fenol,4-(1,1,3,3- 1.94 23 | glisin, N-metil,N-oksodesil |1.25
tetrametil, biitil)
5 | p-biitoksi isopropilbenzen |0.66 24 | E-5-eikosen 0.1
6 |dodesil fenol 2.49 25 | 1-nonadeken 4.5
7 | nonilfenol 1.22 26 | heneikosan 0.43
8 |p-(2,2,3,3- 0.96 27 |oktadekanamid 0.22
tetrametil, biitil)fenol
9 |fenol,2-metil-4-(1,1,3,3- 1.31 28 | 1-oktadeken 3.74
tetrametil, biitil)
10 [heksetrol 0.71 29 | dokosan 0.28
11 |asetamid,(2,4-dimetil,fenil) [1.08 30 |2-metil-Z,Z-3,13- 1.27
oktadekadienol
12 | p-(1-etil-1-metil,biitil)fenol |1.6 31 | Z-13-dokosenamid 8.22
13 | 4-biitil benzilalkol 0.87 32 |tetradekanamid 0.41
14 |fenol,4-(1,1-dimetil,propil) |2.58 33 | 1-eikosanol 2.55
15 [1,3-siklopentadien,5,5- 2.01 34 |heksandioik asit, bis(2-[5.65
dimetil-1,2-dipropil etil,heksil) ester
16 | 3,5-di-ter-biitil-4-hidroksi [ 0.09 35 | ftalik asit mono(2-]1.81
benzaldehit etil,heksil) ester
17 | benzestrol 0.09 36 | Z-9-trikosen 1.03
18 [ E-9-eikosen 4.00 37 |tetratetrakontan 0.39
19 | nonadekan 0.67 38 | di(2-etilheksil) isofitalat 44.65
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Sekil 4. 25. Graviola bitkisinin kabuk n-hekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami

Tablo 4. 15. Graviola bitkisinin kabuk n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif

dagilimi
Bilesik Sinfi % Miktar

Ester Tiirevi 52.2
Alkan, Alken 17.84
Fenolik Bilesikler 12.90

Amid 9.93

Alkol 4.69

Aminoasit 1.25

Aromatik Hidrokarbonlar 0.66

Aldehit, Keton 0.54
Toplam 100.01

4.6.3. Graviola Pulp n-Hekzan Ekstresindeki Ucucu Bilesik Tayini Sonuclari

Graviola bitkisinin pulp n-hekzan ekstresinde ugucu bilesiklerin kompozisyonu GC-
MS cihaziyla tayin edilerek, 46 bilesik tanimlanmistir (Tablo 4.16, Sekil 4.26). Tanimlanan
bilesikler arasinda, di(2-etilheksil) isofitalat (% 35.33) ve dietil,hekzil adipoat (% 8.12) temel
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ester bilesiklerini olusturmustur. Graviola bitkisinin pulp n-hekzan ekstresindeki ugucu
bilesiklerin sinif dagilimina bakilirsa; temel bilesen olarak esterler (% 47.32) goriilmektedir.
Bunun yaninda, alifatik hidrokarbonlar (alkan, alken ve sikloalkan) (% 19.84) ve fenolik
bilesiklerde (% 15.46) diger onemli iki bilesik grubunu olusturmustur ( Tablo 4.17).

Tablo 4. 16. Graviola bitkisinin pulp n-hekzan ekstresinin ugucu bilesk kompozisyonu (%)

No |Bilesik % No |Bilesik %
miktar miktar

1 |[Dekan 0.67 24 | dibutil ftalat 0.42
2 | 2-etil heksanol 0.61 25 | pentadekanoik asit 1.09
3 | Undekan 0.29 26 | E-5-eikosen 0.44
4 | 1-tetradeken 1.41 27 | 1-oktadeken 4.70
5 | Tetradekan 0.44 28 |eikosan 0.59
6 |2,5-sikloheksadien-1,4-dion,2,6-

bis(1,1-dimetil etil) 0.11 29 |oleik asit 3.18
7 | Pentadekan 0.07 30 | Z-9-trikosen 0.38
8 |fenol,2,4-bis(1,1-dimetil etil) 0.07 31 | 1-eikosanol 4.09
9 | 1-heksadeken 3.53 32 | heneikosan 0.45
10 [Heksadekan 0.58 33 | Z-9-oktadekenamid 0.55
11 [fenol,4-(1,1,3,3-tetrametil,biitil) |3.87 34 |dihidrofitol 0.13
12 | Benzestrol 1.00 35 | Z-2-undeken,9-metil 0.09
13 [p-nonil,fenol 3.19 36 | 3-heksadekanol 0.07
14 heksandioik  asit,  bis(2-

4-metil-2-ter-oktil, fenol 1.46 37 | etil,heksil) ester 8.12
15 1H-1,2,4-triazol, 1-

fenol,4-(2,2,3,3-tetrametil,biitil) |1.77 38 | oktadekanoil 0.11
16 [fenol,2-metil-4-(1,1,3,3-

tetrametil,biitil) 1.17 39 | 1-pentakontanol 0.17
17 ftalik asit mono(2-

asetamid, N-(2,4-dimetil,fenil) [1.38 40 |etil hekzil) ester 0.98
18 |11,4,4,7,7-

pentametilbisiklo[3.3.0]oktan-3-

on 1.89 41 | 1-pentadeken,2-metil 0.16
19 [4-biitil benzilalkol 1.03 42 |tridekanol 0.10
20 siklopropan, 1-(2-

metil,biitil)-1-(1-

fenol,4-(1,1-dimetil,propil) 2.93 43 | metil,propil) 0.09
21 |o-toluikasit,1-adamantilmetil

ester 2.47 44 |1-tetrakosanol 2.83
22 | 1-nonadeken 4.95 45 |heksakosan 0.25
23 | Nonadekan 0.75 46 |di(2-etilheksil)isofitalat 35.33
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Tablo 4. 17. Graviola bitkisinin pulp n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif dagilimi

Bilesik Sinfi % Miktar
Ester Tiirevi 47.32
Alkan, Alken, Sikloalkan 19.84
Fenolik Bilesikler 15.46
Alkol 8.9
Yag Asidi 4.27
Aldehit, Keton 2.0
Amid 1.93
Terpenoid 0.13
Alkoloid 0.11
Toplam 99.96
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Sekil 4. 26. Graviola bitkisinin pulp n-hekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami

4.6.4. Graviola Cekirdek n-Hekzan Ekstresindeki Ucucu Bilesik Tayini Sonuclar:

Graviola bitkisinin ¢ekirdek n-hekzan ekstresinde ugucu bilesiklerin kompozisyonu
GC-MS cihaziyla tayin edilerek, 46 bilesik tanimlanmistir (Tablo 4.18, Sekil 4.27). Cekirdek

n-hekzan ekstresindeki temel bilesikler; doymamis yag asitleri olan, oleik asit (% 27.3) ve
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linoleik asit (% 15.58) ile bir terpenoid bilesigi olan 3-B-stigmast-5-en-3-ol (% 7.45) bilesigi
olusturmustur. Graviola bitkisinin ¢ekirdek n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif
dagilimina bakilirsa; temel bilesen olarak yag asitleri (% 67.22) goriilmektedir. Ozellikle,
bitkinin ¢ekirdek kisminda, doymamis yag asitleri oranmnin % 43.4 olmasi, bu meyve
¢ekirdeginin esansiyal yaglar agisindan potensiyal bir meyve g¢ekirdegi oldugunu goéstermis
bulunmaktadir. Bunun yaninda, terpenoidlerde (% 9.92), ¢ekirdekte bulunan ikinci ugucu

bilesik kompozisyonunu olusturmaktadir (Tablo 4.19).

Tablo 4. 18. Graviola ¢ekirdek n-hekzan ekstresinin ugucu bilesik kompozisyonu (%)

No | Bilesik % No | Bilesik %
miktar miktar
1 [dekan 0.57 24 | Z,Z-9,12-oktadekadienoik 0.17
asid, metil ester
2 |undekan 0.34 25 | Z-6,0ktadekenoik asid, metil {0.31
ester
3 |tridekan 0.45 26 | Z,Z-9,12-oktadekadienoik asid [15.58
4 | E-2-dekenal 1.28 27 | 9-oktadekenoik asid 31.37
5 |E,E-2,4-dekadienal 3.23 28 | oktadekanoik asid 3.4
6 |tetradekan 0.55 29 | Z-9-oktadekenoik asid, etil [1.7
ester
7 | E-nerolidol 0.31 30 | hekzadekanamid 0.64
8 |pentadekan 0.14 31 | hekzadekanoik asid, butil ester {0.2
9 |pB-bisabolen 0.83 32 | 1-nonadeken 0.94
10 |B-seskifellandren 0.53 33 | oktadekanal 0.23
11 |E-1,6,10-dodekatrien-3- 3.31 34 | heneikosan 0.2
ol,3,7,11-trimetil
12 | 1-heptadeken 0.24 35 | Metil,elaidat 0.39
13 |oktadekan 0.34 36 | Z-9-oktadekenamid 3.04
14 |heptadekan 0.15 37 | oktadekanamid 0.2
15 [tetradekanoik asid 0.29 38 | 1-eikosanol 0.61
16 [nonadekan 0.13 39 |di-(9-oktadekanoil)-gliserol 0.13
17 |2-nonadekanon 0.15 40 |ftalikasit-mono(2-etil,hekzil) |0.27
ester
18 [ hekzadekanoik asid, metil|0.21 41 |oksiran, hekzadesil 0.27
ester
19 |oleik asid 0.52 42 (humulan-1,6-dien-3-ol 0.52
20 | pentadekanoik asid 19.92 |43 |gliseril-trioleat 0.67
21 | 1-nonadeken 1.17 44 | 3-B-stigmast-5-en-3-ol 7.45
22 | hekzadekanal 0.26 45 | bis-2-etil,hekzil isoftalat 0.34
23 | heptadekanoik asid 0.16 46 |urs-12-ene 0.28
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Tablo 4. 19. Graviola bitkisinin ¢ekirdek n-hekzan ekstresindeki ugucu bilesiklerin sinif
dagilimi

Bilesik Sinfi % Miktar
Yag Asidi 67.22
Doymus Yag Asidi (23.82)
Doymamis Yag Asidi (43.40)
Terpen 9.92
Karbonil Bilesikleri (Aldehit, | 5.15
Keton)
Alkol 4.05
Amid 3.88
Ester 4.26
Alkan 5.22
Epoksit 0.27
Toplam 99.97
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Sekil 4. 27. Graviola ¢ekirdek n-hekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami
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5. SONUC VE TARTISMA

Graviola meyvesinin kabuk, pulp, ¢ekirdekleri ile yapraklarindan n-hekzan, metanol, etil
asetat ve diklormetan ekstraksiyonu sonucunda e¢lde edilen bulgular 1s18inda sonuglar séyle

Ozetlenebilir.

En yiiksek ekstraksiyon verimi meyvenin pulpundan ve metanol c¢oziiciisiiyle elde
edilmistir. Cekirdek i¢in en yiiksek ekstraksiyon verimi n-hekzan ¢oziiciisiiyle elde edilirken,
pulp, kabuk ve yaprak i¢in ekstraksiyon verimi agisindan en etkin olan ¢6ziicliniin metanol

oldugu goriilmektedir.

En yliksek TFM igerigi meyvenin yaprak kismindan ve metanol ekstraksiyonu sonucunda,
244.61 png CAT mg ekstrakt ™ olarak, elde edilmistir. Daha sonra en yiiksek deger, C-MeOH
(202.17 pg CAT mg ekstrakt™) ekstresinde bulunmustur. En diisik TFM icerigi ise C-HKZn
cksresinden elde edilmistir (5.06 pg CAT mg ekstrakt™). Toplam fenolik madde
ekstraksiyonunda en etkin ¢oziicli metanol, en diisiik etkinlige sahip ¢6ziicii ise n-hekzandir.
Meyvenin kabuk ve c¢ekirdeklerinden elde edilen bulgulara gére TFM igeriklerinde

istatistiksel acidan bir fark gézlenememistir.

Nam ve ark. (2017), Kore’de yetistirilen Annona muricata’nin en yiiksek ve en diisiik
toplam polifenol icerigini, % 80 metanol ile ekstre edilen koklerde ve dallarda (839.69 + (.72
ve 705.94 £ 11.76 mg CAE / g) bulmuslardir. Arastiricilar, yapraklarin metanol ekstrelerinin
polifenol igerigini 763.36 + 11.65 mg CAE/g olarak belirlemislerdir. Sonug¢lar bizim
bulgularimizdan yiiksektir. Moraes ve ark (2015), Brezilyada ticari olarak yetistirilen
liyofilize graviola meyvesinin yapraklarinda toplam fenolik madde miktarini metanolik ve
etanolik ekstraktlarda sirasiyla, 100.3 + 2.8 ve 93.2 + 2.0 mg gallik asit / g Ornek
bulmuslardir. Ancak sonuglar gallik asit cinsinden hesaplanmistir.

Diger taraftan Hindistan’da yetistirilen A. muricata metanol yapraginin toplam fenolik
madde igerigi EI-Chaghaby ve ark (2014)’nin yaptig1 ¢alismada 36.2 | ug /GAE / g olarak ¢ok
diisiik bulunmustur.

Fitri ve ark. (2016), bizim bulgularimizdan farkli olarak soursoup meyvesinin
kabuklarinda toplam fenolik madde igerigini (317.0£29.2 7 mg GAE/Q) ¢ekirdeklerinden
(134.9+4.7 mg GAE/g d. b.) daha yiiksek bulmuslardir.

Silva ve ark.’nin (2014) Brezilya’da yetisen 12 cesit tropikal meyvenin biyoaktif

bilesenlerinin saptandig1 ¢aligmada, soursop meyvesinin fenolik madde miktarinin pulpta
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2886.60 mg GAE/100 g ve kabukta 1439.63 + 22.32 mg GAE/100 g oldugunu
aciklamiglardir.

Toplam fenolik igerigindeki farkliliklar A. muricata’min yetistirildigi ve ekildigi
alanlardaki iklim, sicaklik, nem, riizgar kosullar1 ve toprak Ozellikleri arasindaki farktan
kaynaklaniyor olabilir.

Orneklerin toplam flavonoid igerigine miktarma iliskin verilere gére, en yiiksek TF icerigi
meyvenin yaprak kismindan ve metanol ekstraksiyonu ile elde edilmistir (81.32 ug CAT mg
ekstrakt™). Meyve kisimlart acisindan ise TFL igerigi siralamast Yaprak > Cekirdek > Kabuk
> Pulp seklinde olmustur.

Nam ve ark., (2017) % 80 metanol ekstrelerinde TF igerigini, toplam fenolik madde
icerigine benzer sekilde bizim bulgularimizdan yiiksek (168.52 mg RE/g) olarak

belirlemislerdir. Ancak sonuglar rutin esdegeri olarak verilmistir.

ECso degerlerine gére C-MeOH (0.044mg/mL) ekstresinden sonra yiiksek DPPH radikal
giderim aktivitesi gosteren ekstrelerin Y-MeOH (0.063 mg/mL), K-MeOH (0.090 mg/mL), C-
EtOAc (0.115 mg/mL), Y-DCM (0.143 mg/mL), C-DCM (0.191 mg/mL) Y-EtOAc (0.136

mg/mL) ekstreleri oldugu goriilmektedir.

En yiiksek ferrik demir iyon indirgeme kapasitesi meyvenin g¢ekirdeklerinde ve metanol
ekstresinde 1100.56 pumol Fe?* g ekstrakt olarak saptanmuistir. Meyve kisimlarina iliskin
istatistiksel analiz sonuglarmma gore ferrik demir iyon indirgeme kapasitesi en yiiksek
cekirdekte bulunmus ve aktivite siralamasi Cekirdek > Yaprak = Kabuk > Pulp seklinde
olmustur (P< 0.05).

Graviola meyvesinin n-hekzan, metanol, etil asetat ve diklormetan ABTS+" Katyon
radikali giderim aktivitesine iliskin sonuglar incelendiginde, en yiiksek aktivitenin meyvenin
cekirdeklerinde ve metanol ekstresinde (0.905 pmol Trolox/mg ekstrakt) — oldugu
goriilmektedir. Elde edilen bulgulara gére C-MeOH ekstresinin ABTS+" radikali giderim
aktivitesi P-HKZn ekstresinin aktivitesinden yaklasik 8.7 kat daha fazla fazladir. Meyve

kisimlar1 agisindan siralama Cekirdek = Yaprak > Kabuk > Pulp seklinde olmustur

Graviola ekstrelerinin linoleik asit ve -karotenin oksidasyon hizina ve renk agarmasina
kars1 en yiiksek inhibisyon etkisinin 180. dakikada bulunan degerlere goére, K-MeOH
ekstresinde ( % 45.13) oldugu ve ardindan Y-MeOH ekstresinin geldigi ( % 30.82 )

bulunmustur.
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Graviola meyvesinin hekzan, metanol, etil asetat ve diklorometan CUPRAC iyon radikali
giderim aktivitesine iliskin sonuglar incelendiginde en yiiksek aktivitenin meyvenin
cekirdeklerinde ve metanol ekstresinde (3.65 pmol TR mg™ ekstrakt) oldugu saptanmuistir.
CUPRAC i¢in en yiiksek aktivite ECso degeri, 7.38 mg/mL degeri ile C-MeOH ekstresinde
bulunurken, en yiiksek ECsy degeri ve en diisiik aktivite (38.31 mg/mL) P-HKZn eksresinde
belirlenmistir. Meyve kisimlarina iliskin istatistiksel analiz sonuglarinin ortalama degerlerine
gore en yiikksek CUPRAC iyon radikali giderim aktivitesi Cekirdek > Yaprak > Kabuk > Pulp
seklindedir. Tiim antioksidan karakterler acisindan istatistiksel degerlendirme yapilmus,

farliliklar ve iligkiler dnemli bulunmustur (p<0.05).

Bu ¢alismada, Graviola bitkisinin farkli kisminlarinin (gekirdek, kabuk, pulp ve yaprak) n-
hekzan ekstrelerindeki ugucu bilesik kompozisyonlar1 GC-MS yontemiyle belirlenmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, bitki kisimlarinda bulunan ugucu bilesikler, hem fonksiyonlu
grup agisindan, hem de miktar agisindan farklilik géstermistir.

Graviola bitki kisimlarinin n-hekzan ekstreleri, bulundurduklar1 ugucu bilesik sinifina
gore degerlendirildiginde; yapraklarda temel bilesen olarak terpenoitler (% 53.52), esterler
(% 12.01), steroidler (% 9.85); kabuklarda temel bilesen olarak esterler (% 52.2), alifatik
hidrokarbonlar (% 17.84), fenolik bilesikler (% 12.90); meyvenin pulpunda temel bilesen
olarak esterler (% 47.32), hidrokarbonlar (% 19.84) ve fenolik bilesikler (% 15.46)
gozlenirken, ¢ekirdek ekstresindeki temel bilesenler, yag asitleri (% 67.22) ve terpenoidler (%
9.92) olarak tespit edilmistir.

Calisma sonuglarini literatiir ile degerlendirdigimizde; Benin'de yetisen A. muricata
yapraklarinin su buhar1 destilasyonu ile elde edilen ugucu yag kompozisyonunda, terpenoidler
(% 39.4) temel bilesenleri olusturmustur (Kossouoh ve ark. 2007). Pelissier ve ark. (1994),
yaprak ve pulptaki ugucu bilesik kompozisyonunu GC-MS ile tayin etmigler ve yaprak
yaginda terpenoidler (% 47.9, B-karyofilen, &-kadinen, o-muurolen, a-kadinol ve bazi
seskiterpenler) baskin olarak bulunurken, meyve yagindaki temel bilesikler ise, alifatik asitler,
esterler ve (E)-metil-2-hekzenoat (% 39.8) olarak bulunmustur. Jirovetz ve ark. (1998)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, pulptaki ugucu bilesik kompozisyonuna bakilmis ve
esterler (2-hekzenoik asid metil ester, 2-hekzenoik asid etil ester) ile seskiterpenoidler temel
bilesenler olarak tespit edilmistir. Baska bir calismada, Graviola ¢ekirdeklerinde, doymamis
yag asitleri (% 12-33 linoleik asit, % 41-58 oleik asit) ve doymus yag asitleri (% 16 palmitik

asit, % 5 stearik asit) temel bilesenleri olusturmustur (Aecco de Castro 1984).
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Bu tez calismasinda da, bitkinin ¢ekirdek kisminda, doymus yag asitleri oraninin %
23.82 ve doymamis yag asitleri oraninin % 43.4 olmasi, bu bitkiyi doymus ve doymamis yag
asitleri agisindan, potensiyal bir bitki yapmaktadir (Paull 1998). Cekirdekteki oleik asit
miktar1 % 27.30 iken, linoleik asit miktar1 % 15.58 olarak tespit edilmistir. Oleik asit tek cift
bag igeren, linoleik asit iki ¢ift bag iceren doymamis bir yag asittir. Ayrica, Linoleik asit,
viicut tarafindan sentezlenemeyen, disardan alinmasi gereken elzem yag asidi olmakla
birlikte, viicut metabolizmasinda prostaglandin sentezinde rol almaktadir (Eromosele, 2002).
Ayrica, tez ¢alismasinda yaprak n-hekzan ekstresinin temel bileseni olan, 3-O-asetil lupeol (%
36.82), anti-kanser, antiprotozal, antienflamatuar, antimikrobiyal ve kemopreventif 6zellikler
gibi farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Gallo 2009). Sonug olarak, Graviola
(A. muricata L.) n-hekzan ekstresinin GC-MS analizi, ekstredeki farkli kimyasal yapiya sahip
cesitli farmasotik onemi kimyasal bilesiklerin varligin1 gostermistir. Bu tez calismasiyla,
Dominik adasinda yetisen Graviola (A. muricata L.) tiirlerinin, kemotaksonomik bakimindan
degerlendirilmesine katki sagladigi gibi bu tiirlerdeki biyoaktif bilesenlerin arastirilmasiyla

bilimsel birikime de katki saglamis bulunmaktadr.
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