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ONSOZ

Isil iglemlerin gida maddelerinde besin 6geleri lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle yeni
bir teknoloji olarak 1sil olmayan islemler kullanilmaya baglanmistir. Bu islemlerden
vurgulu elektrik alan uygulamasi daha ¢ok sivi gidalarda kullanilmakta olup, 1s1l ve 1s1l
olmayan islemlerle de kombine edilebilmektedir.

Isil olmayan islemlerden vurgulu elektrik alan uygulamasi son yillarda biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmaya baslamistir. Biyoaktif 6zelligi olan ikincil metabolitlerin
biyokimyasal sentezi hiicrelerin stres kosullarina bagli olarak degisiklik gostermektedir.
S1vi hiicre doku kiiltiirleri vurgulu elektrik alan uygulamasina tabi tutularak bu hiicre doku
kiiltiirlerinden ikincil metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlarda elde edilmesi miimkiin
olabilmektedir.

Bu c¢aligmada bir stres faktorii olarak vurgulu elektrik alan domates doku kiiltiirii lizerinde
uygulanmis ve bununla birlikte strese maruz kalma siiresi ve bitki doku kiiltiirlerini alt
kiiltiire alma tekniginin bitki doku kiiltlirlindeki biyoaktif maddeler iizerindeki etkisi
incelenmistir.
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OZET

Son yillarda 1s1l islemlerin gida maddelerindeki besin &gelerinde yarattigi olumsuz
etkilerden dolay1 1sil iglemlere alternatif yeni yontemler popiilerlik kazanmaktadir. Bu
yontemlerden vurgulu elektrik alan uygulamasi1 ozellikle sivi  gidalar {izerinde
kullanilmakta olup basarili sonuglar alinmaktadir. Bu yontem bitki doku kiiltiirlerinden
insan saglig1 acisindan son derece dnemli etkileri olan sekonder metabolit iiretiminde de
bir stres faktorii olarak kullanilmaktadir. Sekonder (ikincil) metabolitler bioaktif 6zellikleri
olan bilesenler olarak bilinmektedir. Bu calismada vurgulu elektrik alan uygulamasi
kullanilarak domates hiicre kiiltiirlinde stres yaratilmasi amaglanmis ve bu strese bagh
olarak enzim aktivitesinin artmasiyla sekonder metabolit {diretiminin de artmasi
beklenmistir. Vurgulu elektrik alan (VEA) uygulamasinin yani sira bitki doku kiiltiirlerinde
alt kiiltiire alma tekniginin ve strese maruz kaldiktan sonra depolamanin bitki doku

kiiltiirtindeki biyoaktif maddeler tizerindeki etkileri de incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda domates doku kiiltiiriiniin zamana bagli olarak 17 giin siiren
depolama siiresi boyunca gelisme egrisi olusturulmus ve bdylece 14 giinden sonra hiicre
Oliimlerinin meydana geldigi saptanarak depolamanin 14. giinii alt kiiltiire alma tekniginin
yapilmasina karar verilmistir. Ayrica, gelisme egrisi referans alinarak depolama siiresince

vurgulu elektrik alan tekniginin bitki doku kiiltiirlerine uygulanacagi zaman belirlenmistir.

Ikinci asamada domates bitki doku kiiltiirii 14 giinliik depolama sonunda 2 kere alt
kiiltiire alinmistir. Alt kiiltlirlerde lineer fazin basladigi (depolamanin 6. giinii) zaman
vurgulu elektrik alan uygulamasi 600, 900, 1200 V/cm ve 1, 5, 9 kere olmak tiizere bitki
doku kiilttirlerine uygulanmis ve strese maruz kaldiktan hemen sonra (0.saat), 4 ve 96 saat
sonra hiicrelerdeki biyoaktif madde degisimleri analiz edilmistir. Sonugta, VEA
uygulamasinin siddeti arttikca canliligin azaldigi ve PAL enzim aktivitesinin arttig
bulunmus, stres reaksiyon siiresinin artttkga KM miktarinda, iletkenlikte ve PAL enzim
aktivitesinde azalma; toplam fenolik madde miktarinda ise artma saptanmistir. Ayrica alt

kiiltiire alma isleminin de hiicre formunu iyilestirdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Domates Bitki Doku Kiiltiirti, Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasi,

Fenialanin Amonyum Liyaz, Toplam Fenolik Madde, Sekonder Metabolit

\



SUMMARY

Because of the adverse effects of thermal process on nutrients in foods, novel
technologies alternative to thermal methods are going popularity recently. Pulsed electric
field (PEF) processing is used for especially liquid foods which give in promising results.
This method is used in secondary metabolite production, which has crucial effects on

human health, from plant tissue cultures as a stress factor.

Application of PEF to tomato tissue culture to create stress and increase in secondary
metabolite production with increasing in enzyme activity was prompted in this study.

Moreover, effects of storage after being exposed to the PEF stress were also investigated.

At the first stage of the study, the growth curve of tomato cell culture was generated
during the 17 day storage and it was seen that cell deaths occurred on the 14™ day of
storage therefore sub-culture technique was carried out at 14™ day of the stogare.
Additionally, the time when PEF should be applied to plant tissue culture was determined

by the refrence of the growth curve during storing time.

At the second stage, tomato cell culture was sub-cultured twice at the end of the 14"
during storage time. At the beginning time of the linear phase (6™ day of storage), pulsed
electric field with 600, 900, 1200 V/cm for 1, 5 and 9 times was superimpose to plant sub-
cultures and alteration of bioactive materials on cells were analyzed shortly after exposed
to the stress (0 hour), 4 and 96 hours. As a result, it was found that when PEF application
intensity increase, vitality decrease and PAL enzyme activity increase, and also when
stress reaction time increase, dry matter amount, conductivity and PAL enzyme activity
decrease; total phenolic amount increase. Furthermore, it was determined that culturing

technique enhances the cell form.

Key Words: Tomato Plant Tissue Culture, Pulsed Electric Field Application,

Phenylalanine Ammonium Lyase, Total Phenolic Material, Seconder Metabolite

Vi
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1. GIRIS

1.1. BITKi DOKU VE HUCRE KULTURLERI

Bitki doku kiiltiirleri, steril kosullar altinda yapay bir besi ortaminda biiyiitiilen bitki
hiicrelerinden elde edilen kiiltiirlerdir. Bitki doku kiiltiirleri, biitiin bir bitkiden veya
bitkinin ¢esitli kisimlarindan iiretilirler. Yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin iiretilmesi
i¢cin bitkinin biitiinii kullanildig1 gibi bitkinin hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon
veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlar1) veya organ (apikal meristem, kok vb.)
gibi kisimlar1 da kullanilmaktadir (Goziikirmizi, 2010). Bitkiler tohum olusturup eseyli
olarak cogalabilirler, bunun yani sira bitkilerin totipotensi olarak bilinen herhangi bir bitki
parcasindan eseysiz olarak da cogalabilme Ozellikleri sayesinde bitki doku kiiltiirleri
tiretilir. Totipotensi 6zelligi, gelisimleri sirasinda bitkileri hayvanlardan ayiran en 6nemli
ozelliktir (Aran, 2010; Taiz, 2006). Bu ozellik sayesinde tek bir hiicreden organizma
tiretilebildigi (Goziikirmizi, 2010) igin bitkilerden hayvanlara oranla yiiksek miktarda ve

hizl bir sekilde tiretim saglanir.

Bitki doku sistemleri, mikrobiyel hiicreler veya kimyasal sentezler tarafindan
iiretilemeyen degerli tibbi bilesenlerin, tatlandiricilarin, esanslarin ve renklendiricilerin
potansiyel yenilenebilir kaynagi olarak yer alir (DiCosmo ve Misawa, 1995). Bitki doku
kiltiir teknolojisi gliniimiizde biiyilk miktarlarda ve olduk¢a homojen, farklilagsmamis
hiicrelerin iiretimine olanak saglayacak sekilde gelistirilmektedir. Ayrica bitki doku
kiiltiirleri 30000 kimyasal bagdan fazla bag igeren ¢ok degerli fitokimyasallari
sentezleyebilirler ve fiistelik bu sentezlenen fitokimyasal miktari mikroorganizmalarin
sentezlediginden yaklasik 4 kat fazladir (Zhong, 2001). Bitki hiicre ve doku kiiltiir
sistemleri biitiin bir bitki ekstraksiyonu ile kiyaslaninca tamamlayicidirlar ve rekabetci

metabolit iiretim sistemleri saglayabilirler (Staba, 1980).

Ayrica biitiin bir bitki bu ¢ok degerli fitokimyasallar1 kendisi de sentezleyebilmesine
ragmen Uretim; cografik konuma, iklim kosullarina, mevsimsel varyasyonlara ve biiylime
kosullarmma bagli kalmaktadir. Bununla birlikte laboratuar kosullarinda bitki doku
kiiltiriinden bu fitokimyasallarin biyosentezinin gergeklestirilmesi miimkiindiir (Gueven

ve Knorr, 2011).



1.1.1. Kallus ve Siispansiyon Hiicre Kiiltiirleri
Kiiltiire edilmis bitki hiicreleri aseptik kosullarda ve agar gibi uygun kati besiyerlerinde
kallus seklinde veya siispansiyon kiiltiirii ad1 verilen kiigiik hiicre kiimeleri seklinde sivi

besiyerlerinde muhafaza edilir (DiCosmo ve Misawa, 1995; Pierik, 1987).

Kallus, diizensiz bitki hiicrelerinin bir araya gelmis, kismen farklilasmis ve hizh
tireyebilen hali olarak tanimlanabilir (Nunez-Palenius vd., 2005). Hemen hemen biitiin
bitki dokular1 kallus indiiksiyonundan sorumludur ve basarili kallus olusumunun
cogunlukla genotipe ve disaridan tedarik edilmis biiylime diizenleyicilerinin etkisine bagl
oldugu bilinmektedir. Biiyiime diizenleyici tipi ve besiyerindeki konsantrasyonu agirlikli
olarak eksplantin tiiriine ve potansiyel endojen hormon igerigine baghdir (Klein ve
Rafalski, 2003). Doga kosullarinda kallus; bitki yaralandigi zaman veya Agrobacterium
tumefaciens gibi bazi fitopatojenik organizmalar tarafindan neden olunan bir tiimdr sonrasi
iyilestirici mekanizma olarak agiga ¢ikar (Nunez-Palenius vd., 2005; Taiz, 2006). Kallus,
benzer karakterler gésteren parankima hiicrelerinden olusur fakat hiicre bilim ¢aligmalari
gostermistir ki kallus hiicresel kompozisyonda heterojen bir dokudur. Ciddi olarak
incelendiginde kallus kiiltiiri homojen bir hiicre kiitlesi degildir ¢ilinkii genel olarak
farklilasmis ve farklilasmamis olarak 2 tip dokudan olusur (Klein ve Rafalski, 2003).
Kallus dokusunun en Onemli Ozelliklerinden biri ““ufalanabilirlik”tir. Bu hiicrelerin
kiimelerden kopma ve dagilma 6zelligidir. Genelde, yiiksek oksin konsantrasyonlar1 kallus
ufalanabilirligini desteklerken sitokin varligi kalinin sert konsistensli olarak tiretilmesine
yol agar. Ufalanabilirlik 6zellikle hiicre siispansiyon kiiltiirleri icin istenen bir 6zelliktir

(Klein ve Rafalski, 2003).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri hareketli s1v1 besiyerine dagilmis, biiyliyen hiicrelerden ve
kiiciik kiimelerden olusur. Genelde hiicre siispansiyonu farklilasmamis, ufalanabilir kali
pargalarinin uygun bir cihazla devamli ¢alkalanan sivi bir besiyerine transferiyle
olusturulur. Hiicre kiiltiirleri ¢calkalanmali veya havalandirilmalari i¢in bir sistem olmalidir
ki yeterli bir gaz degisimi miimkiin olabilsin (Mirjalili ve Linden, 1995; Perata ve Alpi,
1991). Siispansiyon kiiltiirleri fidelerden, embriyolardan veya yapraklardan mekanik

yontemler ile baslatilabilir (Nunez-Palenius vd., 2005).

Kallus kiiltiirleri, bitki organlarinin kesilmis taze kisimlarii biiyiime diizenleyicileri
(genelde oksin ve sitokinin) ve karbon kaynaklar1 (sakaroz) ihtiva eden kat1 veya yari-kati
bir besiyeri ortamina koyarak olusturulur. Bu ortamda eksplant, aile dokudan ayrilan kallus
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yapisi gosterir. Ardindan eksplant makul miktarlarda kallus dokusu elde etmek i¢in taze
besiyerine transfer edilir. Kallus kiiltiiriinden stispansiyon kiiltiirleri elde etmek igin,
gelistirilen bu kallus dokusu sivi bir besiyerine alinir ve bu besiyeri 1yi kalitedeki
siispansiyon hiicrelerini arttirmak i¢in devamli ¢alkalama diizenegi olan bir sisteme konur
(Klein ve Rafalski, 2003). Transfer edilen kalluslar, serbest hiicreler ve yeni hiicre gruplari
tireten kiiclik kiimelerin olusturuldugu fragmentasyon periyodunu baglatir. Bununla birlikte
sadece Ozglin hiicreler tarafindan bir siispansiyon kiiltiiri olusturmak neredeyse

imkansizdir (Manoharan ve Gnanam, 1992).

Teoride hiicre siispansiyon kiiltiirleri ¢alkalanan sivi bir besiyerine inokiile edilmis
herhangi bir eksplanttan baslatilabilir ama gergek basari kallus dokusundan yapildigi
zaman gergeklesir (Mirjalili ve Linden, 1995; Perata ve Alpi, 1991). Bunun sebebi; in vitro
ortama uyum saglamis belli bir bliylime orani sabitine sahip kallus kiiltiirinden alinan
kisimlar ana bitkiden alinan pargalara gore sivi ortama daha hizli adapte olmalaridir
(Babaoglu ve Akbudak, 2002). Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin uzun siire
muhafaza edebilmesinde kiiltiirlerin alt kiiltiirlerini olugturma potansiyelleri nem arz eder
(Sokmen, 2001). Hiicre siispansiyon kiiltiirleri kallus kiiltiirleriyle kiyaslaninca genelde
daha sik alt kiiltiirlere gereksinim duyarlar ve hiicrenin canliligini yitirmekten kaginmak
icin hiicreler duraklama fazina erismeden kiiltlirler alt kiiltiire edilmelidir. Hiicre
siispansiyonlarinin sivi besiyerinde gelistirilmesinin bir¢cok avantaji vardir. Soyle ki biitiin
hiicreler besiyerine homojen bir bicimde dagilirken besin Ogelerinde gradyan olugmaz.
Ayrica besiyerinin devamli karigtirilmast hiicreler i¢in havalandirmaya olanak saglar ve
boylece gaz degisimi gerceklesebilir (Nunez-Palenius vd., 2005). Bu sebeplerden otiirii

genelde bitki doku ¢aligmalarinda siispansiyon hiicre kiiltiirleri tercih edilmektedir.

1.1.2. Bitki Hiicre Kiiltiirlerinde Gelisme ve Sekonder Metabolitlerin Sentezi

Bitki hiicrelerinde biiylime, hiicre sayisinda artis ve hiicre hacminde artis olarak iki ana
sathada gergeklesir (Nunez-Palenius vd., 2005). Bitki hiicre kiiltiirlerinde biiyiime olay1
zamana kars1 grafige alindiginda, mikroorganizmalarda oldugu gibi sigmoidal bir egri
gosterir. Kiiltlir biiylimesi esas alindiginda hiicre gelisiminin bu sigmoidal davranisi 5 ana

karakteristik biiylime fazini igerir:

1- Lag Faz: Bitki hiicrelerinin boliinmeye baslamadan 6nce hazirlik periyodu

2- Log veya iissel Faz: Hizli hiicre bolinmesinden o6tiirii hiicre sayisinda iissel artig



3- Lineer Faz: Kiiltiirlerin yas ve kuru agirliklarinin arttig1 hiicre popiilasyonundaki
dogrusal artis

4- Yavaglama Fazi: Besiyeri azalmasi ve hiicresel kalint1 birikiminden dolay1 hiicresel
boliinme hizinda asamali yavaslama

5- Duraklama Fazi: Hiicre boliinmesinde durma (Soékmen, 2001; Nunez-Palenius vd.,
2005)

Bitki hiicre kiiltiirlerinin bu biiyiime fazlar dikkate alindiginda hiicrelerin gelisiminde
bazi faktorler dikkate alinmalidir. Log sathasinda alt kiiltiirii yapilan hiicrelerde lag safhasi
gbzlenmemektedir. Bununla birlikte ekim miktar1 da bitki hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin
biliylimesinde etkili bir faktordiir. Az sayida hiicre ile ekim yapilirsa alt kiiltlir ortaminda
lag safhasi ¢ok uzun olmakta ve logaritmik faza ait olan a¢1 kiigiilmektedir. Buna karsilik,
yiiksek hiicre yogunluguna sahip alt kiiltiirlerde duraklama fazina gegmeden 6nce sinirli
sayida hiicre boliinmesi olmaktadir. Ideal ekim hacmi kiiltiirler arasinda farklilik
gostermekte ve hiicre kiiltiiri yapilan tiire ve kiiltliir kosullarina goére degismektedir

(Sakuta, 1987).

Hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit birikimi ile biiylime arasindaki iliski
degerlendirilerek iki ana model olusturulmustur. Bunlar “antosiyanin tip” ve “betasiyanin
tip” olarak adlandirilmistir. Pek ¢ok hiicre kiiltiiriinde sekonder metabolit (diosgenin,
fenolik bilesikler, berberin, vb.) {liretimi i¢in gecerli olan birinci modelde (antosiyanin tip)
biiyiime ile metabolit birikimi arasinda zit iliski bulunmaktadir. Ornegin Daucus carota
(havug) hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde biiyiime kineti§i ve metabolit (antosiyanin)
birikimi incelendiginde lag ve log fazlarinda antosiyanin birikimi goriilmemektedir.
Birikim dogrusal artis fazinin sonlarina dogru artmakta ve durgun sathada en yiiksek
diizeye ulagsmaktadir (Sokmen, 2001). Birinci modele diger bir 6rnek olarak Dioscorea
deltoidea hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki diosgenin biyosentezi i¢in gerekli olan ara
tirtinlerin biiyiimenin log fazinda sekillenip, diosgenine doniisiimiin durgun safthada olmasi
verilebilir (Tal ve Goldberg, 1984). Hizli biiyiiyen hiicrelerde alkoloid birikimi az iken,
buna karsilik yavas biiyiiyenlerde ise daha yiliksek diizeylerde alkaloid birikimi
gozlenmistir. Bu durum da biiytime ile alkaloid birikimi arasindaki zit iligkiyi

gostermektedir (Lindsey vd., 1983).

“Antosiyanin tip” modelde birikim ile biliylime arasindaki zit orantiya ters olarak
“betasiyanin tip” birikimde metabolit seviyesi hiicre boliinmesi ile dogru orantili olarak
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artig gostermektedir (Sokmen, 2001). Bu modele 6rnek olarak Phytolacta americana hiicre
siispansiyon Kkiiltiirlerinde biiylime ile betasiyanin pigmenti birikimi arasindaki iligki
verilebilir. Bu tip birikimde metabolit seviyesindeki artis hiicre boliinmesinin en yogun
oldugu log sathasinda en iist diizeye c¢ikmakta ve sonraki sathalarda diismeye
baslamaktadir (Sakuta, 1987). Bu iki tip model ve bitki doku hiicrelerinin biiyiime
karakteristikleri goz oniine alindiginda sekonder metabolitlerin birikimi i¢in iki durum
oldugu sdylenebilir: birinci durumda farklilasmamis biliylime soz konusu iken ikinci
durumda ise farklilasma var olmaktadir. Boylece betasiyanin tip birikim birinci durumda;

antosiyanin tip birikim ise ikinci durumda meydana gelmektedir (S6kmen, 2001).

Sekonder metabolitler, bitkilerde ¢ok onemli fonksiyonlar1 olan kompleks kimyasal
bilesenlerdir. Bu metabolitler, bitkiyi bliylime kosullarindaki varyasyonlardan koruyarak

bitki gelisimine yardim eden metabolik aktiviteleri etkilerler (Gueven ve Knorr, 2011).

Bitki gelisimi iklim kosullari, toprak komposizyonu gibi tiim diinyada ayni olmayan
bir¢cok faktdre bagli oldugu i¢in, bitki hiicrelerinden bagimsiz olarak degerli bilesenleri
tiretmek igin bliyiikk ¢aba sarfedilmektedir. Ancak kiiltiire alinmig bitki hiicreleri in vitro
kosullarda birgok avantaj saglamaktadir. Bunlarin arasinda en onemlilerinden biri hiicre
kiiltlirlerinin biitiin bir bitkiden daha yiiksek oranda metabolizmaya sahip oldugudur.
Ciinkii hiicre gelisimini kiiltiirde baslatmak hiicre kiitlesinde hizli bdliinmeye yol agar.
Bundan dolayidir ki sekonder metabolit olusumu yaklasik iki ile dort hafta gibi kisa bir
gelisme zamaninda meydana gelir (Dornenburg ve Knorr, 1995). Dahasi hiicre kiiltiirleri
cevresel faktorlerden ve cografik konumdan bagimsiz gelistikleri i¢in kontrollii bir {iretim
gerceklesir. Bu da kiiltiirlerin sayisinin hizli bir sekilde artmasini saglar. Ayrica morfolojik
varyasyonlar gorsel seleksiyonla hizlica secilebilir ve rahatlikla ayirt edilebilir. Bunun yani
sira bazi bitki enzimleri kiiltiir ortaminda etkili bir sekilde salgilanabilir ve sonraki
kullanimlar i¢in stirdiiriilebilir. Kiiltiir ortam1 kullanmanin diger bir avantaj1 ise standart
mikrobiyel veya maya-kiif besiyeri ortamlariyla kiyaslaninca hiicre kiiltiirleri igin ihtiyag
duyulan besiyerinin basit komposizyonda olmasidir. Ornegin, genelde protein eklenmesi

gerekli degildir (Stafford, 1991).

Spesifik bilesenlerin ticari iiretimi i¢in in vitro gelistirilen kiiltiirler kullanilabilir yalniz
baz1 zorluklar dikkate alinmalidir. Genis hiicre biiyiikliigiine bagl olarak ve siklikla bir
araya toplanarak gelistikleri i¢in hiicre kiiltiirleri; aerasyonu kiskirtan kayma gerilimine,
taginim proseslerine olduk¢a duyarhidirlar ve bunun yani sira substrat ylikleme seviyesini
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distiriirler (Hermann, 2010). Mikroorganizmalarla kiyaslaninca, biliylime hizi oldukga
yavastir ve degerli materyallerin kazanimi biitlin bir bitkide bulunana gore siklikla diisiik
orandadir. Yiksek iiretim olan hiicre egrilerini siirdiirmekteki bilinmesi gereken diger
onemli faktor ise bitki hiicre kiiltiirleri bireysel hiicrelerden yapilmamaktadir. Bu yiizden
hiicre kiiltiirleri tamamen genetik olarak homojen degillerdir ve varyasyonlar iiretimde
biiyiik bir etki olusturabilirler. Yine de bu durum, arzu edilen hiicre popiilasyonunun,
heterojen hiicre kiitlesinden ayrilmasi gibi kiiltiir ortamindaki degisikliklerle tersine

gevrilebilir (Dornenburg ve Knorr, 1995).

1.1.3. Domates Hiicre Kiiltiirii (Lycopersicon esculentum)

Domates (Lycopersicon esculentum), orta ve giiney Amerika orjinli 1500 tropikal ve
sub-tropikal tiir iceren, patatesin de dahil oldugu Solanaceae ailesinin bir tyesidir
(Borguini ve Ferraz Da Silva Torres, 2009). Birgok iiyesi yiiksek alkaloid
konsantrasyonlarinin varliginda karakterize olsalar da Solanaceae, bir gida kaynagi olarak

onemli bir ailedir (Davies vd., 1981).

Domates giinliik diyette en ¢ok tiiketilen sebzelerden biridir. Domates antioksidanlari
likopen, [B-karoten gibi karotenoidleri; askorbik asit, tokoferoller gibi vitaminleri ve
flavonoidler, hidroksisinamik asit tiirevleri gibi fenolik bilesikleri igerir (George vd., 2004;
Lai vd., 2007; Pinela vd., 2012). Bu molekiiller, domates ve serbest radikal siipiiriilmesi,
metal selatlagmasi, hiicresel ¢ogalmanin inhibasyonu, enzimatik aktivitenin degisimi ve
uyarici transdiiksiyon yollar1 araciligi ile meydana gelen bir¢cok onemli hastaliktan sorumlu
reaktif oksijen tiirlerinin inhibasyonunda 6nemli bir rol oynarlar (Clinton, 1998; Pinela vd.,
2012).

Domates besin 0geleri icerigi Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bdoliimiiniin (United
States Department of Agriculture- USDA) gida kompozisyonu verilerine gore Tablo 1°de

verilmistir.



Tablo 1.1. USDA gida kompozisyon verilerine (USDA 2012) gére domatesin kimyasal bilesimi

Besin Ogeleri Birimler (birim/100g) USDA Verileri
Su % 94.5
Enerji Kcal 18
Enerji Kj 75
Protein G 0.88
Toplam yag G 0.20
Kiil G 0.50
Karbonhidrat G 3.92
Kalsiyum Mg 10
Demir Mg 0.27
Magnezyum Mg 11
Fosfor Mg 24
Potasyum Mg 237
Sodyum Mg 5
Cinko Mg 0.17
Bakir Mg 0.059
Mangan Mg 0.114
C Vitamini, toplam askorbik Mg 12.7
asit
Tiamin Mg 0.037
Riboflavin Mg 0.019




Tablo 1.1°in devami

Niasin Mg 0.594
Beta-karoten ug 449
Alfa-karoten ug 101

Likopen ug 2573
Lutein+zeaksantin ug 123

Domates iiriinlerinin diizenli tiiketilmesinin bir¢ok kanser tiirli ve kardiyovaskiiler
hastalik riskini azalttigi yapilan ¢alismalarda vurgulanmigtir (Clinton, 1998). Bu pozitif
etki Ozellikle karotenoidler (likopen ve [-karoten) ve fenolik bilesikler gibi
antioksidanlarin, kismen reaktif oksijen vasitasiyla ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonlarini

engellemeleri sayesinde ortaya ¢ikmaktadir (Borguini ve Ferraz Da Silva Torres, 2009).

Likopen, biitiin diger antioksidanlarin arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir
(Rao ve Agarwal, 1999). Bunun yani sira likopenin giinliik diyette tiiketimi prostat kanseri
riskinin azalmasi ile epidemiyolojik olarak baglantilidir ve likopenin a- ve - karotene gore
cesitli insan epitel kanser hiicre c¢izgisinde hiicre ¢ogalmasini 6nlemede iistiin oldugu
bulunmustur (Giovannucci, 1999). Domateslerde a- ve B- karoten ve lutein de makul
miktarlarda bulunmaktadir. B- karoten provitamin A aktivitesi ile lutein ise akciger kanseri
riskini azaltmasi ile bilinmektedir (Sies, 1997). Bazi domates tiirlerinin yiiksek miktarlarda
ozellikle kuersetin gibi flavonoller igerdigi ¢alismalarda gosterilmistir (Crozier vd., 1997).
Flavanoller ve flavonlar potansiyel antioksidanlar olduklar1 ve gidalarda serbest radikal
siipiirme aktivitesine sahip olduklar1 i¢in onem arz ederken tiiketimlerinin kanser riskini
distirdiigii  belirtilmistir (Kaur ve Kapoor, 2001). Ayrica bu fenolik bilesikler
antimikrobiyel savunma mekanizmasina sahip olduklar1 i¢in bitkilerin patojen saldirilarina

kars1 direng gostermesinde de ¢ok dnemli bir rol oynarlar (Dixon vd., 2002).

Diger bir¢ok bitkide oldugu gibi domateste de bulunan bu degerli fitokimyasallarin
cogu sekonder metabolit olarak sentezlenmektedir (Ramachandra Rao ve Ravishankar,
2002).




1.2. BITKi DOKU KULTURLERINDE PRIMER VE SEKONDER
METABOLIZMA

Biitiin biyokimyasal proseslerin toplami olarak bir hiicre metabolizmasi, primer ve
sekonder metabolizma olarak ayrilir. Primer metabolizma, hiicrenin canliligini
stirdiirebilmesi i¢in gereken tim metabolik yollar1 igerir. Bunlar; ADP (Adenosine
Diphosphate), ATP (Adenosine Triphosphate) ve diger niikleosid trifosfatlar ile enerji
transferi, proton ve elektron alicilari, glikoliz ve sitrik asit dongiisli, solunum zinciri,
karbonhidrat dongiisii, enzim reaksiyonlar1 ve lipit, niikleotid ve porfirin biyosentezidir
(von Sengbusch, 2003). Goriildiigii iizere primer metabolizmada biitiin temel metabolik
prosesler, hiicre komponentlerinin donilisimii gibi transformasyon, enerji iiretimi ve
biiylime ile iligkilidir. Primer metabolizmanin iiriinleri, kimyasal reaksiyonlar1 ve temel

prensipleri tiim yasayan organizmalarda hemen hemen aynidir (Steingréver, 2001).

Sekonder metabolizmada ise bitki savunmasindan sorumlu bilesenler iiretilmektedir. Bu
iriinler genelde sadece 6zel, farklilasmis hiicrelerde olusmaktadir ve hiicrenin yagamini
siirdiirmesi i¢in gerekli olmamakla birlikte bitkinin tamami i¢in kullanigli olmaktadir.
Sekonder = metabolitler  alkaloidler, izoprenoidler/terpenler,  kauguk  benzeri
polimerler/poliizoprenler, fenolik bilesikler, ender aminoasitler, bitki aminleri ve
glukozitler olarak siniflandirilabilir (Hermann, 2010; von Sengbusch, 2003). Bunlarin ¢gogu
yiiksek oranda toksiktir ve genelde 6zel kesecikler veya kofullarda depolanmaktadir (von
Sengbusch, 2003). Polen tasiyicilar ile iletisim tizerinden hormon uyarici veya bitkilerin
mikroorganizmalar veya hayvanlar tarafindan kullanilmasindan korumaya kadar degisen
fonksiyonlara sahiptirler (Hermann, 2010). Flavonoller gibi bazi sekonder metabolitler

antibiyotik 6zelliklere sahiptirler (Kaur ve Kapoor, 2001).

Uzun siiredir birgok sekonder bitki metabolit, morfin, meskalin gibi psikofarmakolojik
etkilerinden dolay1 tip alaninda 6nemli rol tistlenmis (von Sengbusch, 2003), direkt veya

kimyasal modifikasyondan sonra da kullanilmstir.

Biyoteknolojik calismalar sonucunda hiicre doku kiiltiirlerini kullanarak sekonder

metabolitlerin iiretilmesi yoniinde ¢alismalar son yillarda hiz kazanmaistir.

Sekonder metabolitler bitki savunma mekanizmasi ile ilgili oldugu icin sentez
edilmeleri soguk ve kuraklik (Beck vd., 2007), UV radyasyonu (Edreva, 2008), vurgulu



elektrik alan uygulamasi (Ye vd., 2004) ve mikrobiyel invazyon (Nagy vd., 2004) gibi

abiotik stresorler tarafindan tetiklenebilir.

1.2.1. Fenil Propanoid Metabolik Yolu

Fenilalanin ve fenilpropanoid yolundan {iretilen dogal bitkisel iiriinler, genis igerikli
pigment, yapisal ve savunma bilesenlerinin kazanimi i¢in segilen bitkilerin gelisimi ve
kimyasal cesitliligi iizerine etkilidir. Bu bilesenler; bitkinin biliylimesi ve gelisimi igin
onemlidirler ve tarimsal iiretimde genis etkisi olan ¢evresel strese karsi sorumludurlar

(Ververidis vd., 2007).

Bitkilere 0zgii, dogal trlinlerin metabolik yollartyla ¢evrilmis fenilpropanoid
metabolizmasinda fenilalanin (Phe) icinde ligninler, sinapat esterler, stilbenoidler ve
flavonoidlerin bulundugu ¢esitli 6nemli sekonder {iriinlere ¢evrilir. Fenilpropanoid
metabolizmasinin bu {riinleri, biitiin bitkilerde bulunan metabolik yol aracigi ile normal
bliylime ve gelisim i¢in gerekli olmayan bitki sekonder metabolitleri ve bilesenlerinin
biiytik kismini {iretirler (Ververidis vd., 2007). Yapilan ¢alismalara gore, 50000 ile 100000
arasinda bitki sekonder metabolit iiriinlerinin ve fotosentez lriinii karbonun yaklasik %
20’sinin dogada bulunan fenolik bilesenlerin (flavonoidler ve stilbenoidler gibi) biiyiik
¢ogunlugunun {iretildigi fenilpropanoid yoluna kanalize olduguna inanilmaktadir (Metcalf

ve Kogan, 1987; Ralston vd., 2005).

Fenilpropanoid bilesenlerinin biyosentezi sadece gelismis spesifik dokular ve hiicre
tirlerinde degil ayn1 zamanda yaralanma, patojen enfeksiyonu veya UV radyasyonu gibi
cevresel streslerden sorumlu diger dokularda da aktiftir (Douglas, 1996). Fenilpropanoid
metabolizmasinda yer alan fenilpropanoid bilesenlerinin yapilarinin  ve primer
metabolizmadan gelen biyosentetik orjinleri genel olarak sekil 1.1°de sematik olarak
gosterilmistir. Sikimat yolunun son iirlinii olan fenilalanin, sekil 1.1’de de gosterildigi
tizere fenilpropanoid, flavonoid, stilbenoid, lignin sekonder metabolik yolu ile primer
metabolizmay: biribirine baglayan anahtar ara iiriindiir. Sikimat yolu ise fosfoenolpiruvatin
ve eritroz-4-fosfatin kondense olmasi ile baslayan, korismatin sentezi ile biten yedi
metabolik agsamadan olugan ve asla hayvanlarda bulunmayan mikroorganizma ve bitkilerde
cesitli stres kosullarina bagh olarak gerceklesmektedir (Herrmann ve Weaver, 1999).
Sikimat metabolik yolu fenilalanin, tirosin, triptofan gibi aromatik aminoasitlerin

tiretilmesine yol agmaktadir (Ververidis vd., 2007).
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Fenilalaninden ve anahtar fenilpropanoid ara iiriinii olan p-kumarattan tiireyen sekil
1.2’de  kismen gosterilen fenilpropanoidlerin  yapisal ¢esitliligi  bolgeye-0zgii
kondensasyon, siklizasyon, aromatizasyon, hidroksilasyon, glikosilasyon, asilasyon,
prenilasyon, sulfatlasma ve metilasyon reaksiyonlarina neden olan enzim ve enzim
komplekslerinin aktivitesine dayanmaktadir (Noel vd., 2005). Bu c¢oklu dallanmis
biyosentetik agamalarda, bir¢gok enzim merkez bir takim kimyasal doniisiimleri katalize
ederken cesitli substratlardan faydalanirlar ve bdoylelikle sentetik olarak p-kumarat
fenilpropanoid iskeletini ¢ok genis sekonder metabolit dizilimine uzatma kabiliyetine sahip
olurlar. Boylesine zengin enzimatik {iriin ¢esitliligi bitkilerin iklime uyum, savunma veya
saldirt i¢in kesintisiz dinamik bir kimyasal depo gelistirmesi gibi siiregelen degisim
prosesinin bir sonucudur (Harborne ve Williams, 2000; Noel vd., 2005; Dixon, 1995;
Ververidis vd., 2007).

Bitkilerde cesitli fonksiyonlar1 oldugundan fenilpropanoidler arasinda, flavonoidler ve
stilbenoidler son yillarda biiyiik 6nem arz etmeye baslamigtir. Ornegin fitoaleksinler gibi
antimikrobiyel ajan, fotoreseptor, ¢icek pigmenti, UV’ye karsi koruyucu, bocek ve
herbivordan koruyucu, rhizobiumlegume simbiyosisinin erken asamalarinda sinyal, oksin
tasinim diizenleyicisi ve polen filizlenme uyaricisi olarak fonksiyonlari vardir (Harborne
ve Williams 2000, Williams vd., 2004). Ayrica insan saglhigi ilizerinde antialerjik,
antitrombotik, anti-inflamatuvar ve antikanserojen ajan olarak etkileri oldugu da
belirtilmistir (Dixon, 1995; Ververidis vd., 2007; Williams vd., 2004).

Tim bunlara ek olarak bu kompleks biyosentetik yollarin anlasilmasi bireysel
biyosentetik reaksiyonlarin mekanizmalarinin biitiiniiyle anlasilmasina ve bazi durumlarda
metabolik akis ve ara kanal kontrolii i¢in belki de can alict olan multiprotein
komplekslerinin i¢ boyutlu yapisi i¢in bazi durumlarda kanit olarak gosterilmesine yol
acar (Winkel, 2004). Bu bilgiler ayn1 zamanda insan saghgma faydali onemli tarimsal
bitkilerdeki ve model mikroorganizmalardaki kullamishh metabolik karakterlerin
miihendislik uygulamalar1 i¢in pratik ve makul temeller saglar (Becker vd., 2003; Davies,
2007; Treutter, 2005).
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Sekil 1.1. Fenilpropanoid metabolizmasindaki biyosentetik iliskilerin genel gosterimi (Dixon vd., 2002;
Ververidis vd., 2007)
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1.2.1.1. Polifenoller (Fenolik Bilesikler)

Biitlin bitkiler metabolizmalarinin dogal savunma mekanizmalarinda (6rnegin
ultraviyole radyasyon ve patojen saldirilarina karsi) sekonder metabolit olarak rol alan ¢ok
sayida fenolik madde bulundurmaktadirlar (Acar ve Gékmen, 2007; Manach vd., 2004).
Bu nedenle, bitkisel kdkenli biitiin gidalarda farkli nitelikte ve miktarda cesitli fenolik
bilesikler bulunmaktadir (Belitz ve Grosch, 1995). Aromatik halkaya sahip ¢esitli hidroksil
gruplarindan olusan polifenol yapisina sahip binlerce ¢esit molekiil yiiksek bitkilerde

tanimlanmistir ve yiizlercesi de yenilebilir bitkilerde bulunmustur.

Fenolik bilesikler bir gida bileseni olarak; insan sagligi acisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyel ve
antioksidatif etki gdstermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda
saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bir¢ok agidan O6nem tasimaktadirlar. Ayrica fenolik
bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgii buruk tattan sorumludurlar. Bu algilayis
kalicidir ve bunun sebebinin fenolik bilesiklerin agiz mukozasindaki protein ve
polisakkaritlerle gerceklestirdigi tepkimeler olarak goriilmektedir (Acar ve Gokmen,
2007).

Fenolik bilesiklerin bir diger 6zelligi de antioksidan etkileridir. Antioksidan etki, fenol
halkasinda bulunan —OH grubu ile dogru orantilidir ve ayni bilesikte bu etki meta-, orto-
ve para- sirasina gore artmaktadir. Antioksidan etki lipid, protein ve niikleik asitlere
oksidatif hasar yapan, kanser ve arteroskleroz dahil bir¢ok hastaligin patojenitesinde
onemli oldugu bilinen serbest radikalleri notralize etmektedirler (Acar ve Gokmen, 2007).
En fazla antioksidan etkinin, sirastyla liziim, greyfurt, domates, portakal ve elma sularinda

oldugu tespit edilmistir (Karadeniz, 1994)

Bu bilesenler, yapilarinda bulundurdugu fenol halkasi sayisinin ve bu halkalar
digerlerine baglayan yapisal elementlerin fonksiyonlarina gore farkli gruplar halinde
siiflandirilabilir. Buna gore fenolik bilesikler veya diger adiyla polifenoller; fenolik
asitler, flavonoidler, stilbenler ve ligninler olarak dort ana gruba ayrilabilir (Manach vd.,

2004).
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1.2.1.1.1. Fenolik Asitler
Sekil 1.2°de kimyasal yapilari gosterilen fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve

hidroksibenzoik asitler olmak {izere iki grupta incelenirler.

Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Karboksil gruplar
karbonhidratlar, glikozitler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve
alkollerle fenol esterler, amino bilesikleri ile de amidleri olustururlar. Fenolik asitlerin
biiylik bir kismi bitkilerde organik asitler veya sekerler ile esterlesmis halde bulunurlar
(Acar ve Gokmen, 2007). Fenolik asitlerin fenol halkasina bagli hidroksil gruplart da ¢ok
aktif olup, sekerle birleserek glikozitleri olustururlar (Maier vd., 1990).

R1 R1
R24©—COOH R2—©70H=CH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit R1 R2 R3 Asit R1 R2 R3

P-Hidroksibenzoik H OH H P-Kumarnik H OH H

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O |OH| H | Ferulik CH,O|OH [ H
Siringik CH,0 | OH|CH,0| Sinapik CH,O0| OoH | CH,0
Gallik OH |OH| OH

Sekil 1.2. Fenolik asitlerin genel yapis1 a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri (Shahidi, 2003).

1.2.1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasiin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir. Flavonoidlerin
yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir (Bilaloglu
ve Harmandar, 1999).

Sekil 1.3’te flavan tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapist goriilmektedir.
Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid
bilinmektedir (Acar ve Gokmen, 2007). Yapisal olarak alt1 gruba ayrilirlar:
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e Antosiyanidinler
e Flavonoller

e Flavonlar

e Flavanonlar

e Flavanoller

e Izoflavonoidler

Sekil 1.3. Flavonoidlerin genel yapisi (Shahidi, 2003)

Flavonoller, gidalarda yaygin bulunan flavonoidlerdir ve ana olarak kuersetin ve
kemferol seklinde yer alirlar. Bu bilesenler glikozit formda bulunurlar. Cogunlukla glukoz
ve ramnoz ile ortaklagirken galaktoz, arabinoz, ksiloz, glukoronik asit gibi sekerleri de
icerir (Manach vd., 2004). Flavonollerin biyosentezi 1sik tarafindan uyarildigi i¢in bu
flavonoller hava ile temas eden ve dis dokularda (kabuk ve yapraklar) birikirler.
Flavonollerin konsantrasyonundaki 6nemli farkliliklar, glines 1sinlarina maruz kalmalarina
bagl olarak aynmi agactaki farklt meyvelerde ve tek bir meyvenin farkli kisimlarinda
gorilmiistir (Price vd., 1995).
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Flavonlar, meyve ve sebzelerde flavonollerden daha az yaygindirlar. Flavonlar
glikozitlerden ana olarak luteolin ve apigenini igerirler. En 6nemli yenilebilir flavon

kaynaklari, maydonoz ve kerevizdir (Shahidi, 2003).

Flavanonlar, domateste ve nane gibi aromatik bitkilerde bulunmakla birlikte en gok
turunggillerde yiiksek konsantrasyonlarda yer alirlar (Manach vd., 2004). Flavanonlarda
flavan halkas1 C4 pozisyonundan okside olmus durumdadir ve flavanonlar dogada glikozit

formda bulunurlar.

izoflavonoidler,  dstrojenlerle  yapisal — benzerlikler — gdsteren  flavonoidlerdir.
4izoflavonoidler steorid olmamalarina ragmen, estradiol molekiiliindeki hidroksil gruplarin
konfigiirasyonuna paralellik gosteren 7 ve 4’ pozisyonunda hidroksil gruplar1 vardir. Bu
durum izoflavonoidlere Ostrojen reseptorlerini baglama becerisi gibi pseudohormonel
ozellikler verir ki buna bagli olarak da izoflavonoidler fitodstrojenler olarak siniflandirilir.
Izoflavonoidler, ozellikle hemen hemen biitiin baklagillerde bulunmaktadir. Soya ve
tirtinleri de insan diyetinde baslica izoflavonoid kaynagidir. Genistein, daidzein ve glisitein
soya fasulyesinde bulunan izoflavonoidlerin ii¢ temel aglikon formudur (Manach vd.,
2004). Izoflavonoidlerin konsantrasyonlar1 genellikle serbest aglikon iinitesi olarak
belirtilir. Boylece viicutta izoflavonoid diizeyi ve biyoyararliligi igin birbirleriyle
kiyaslanabilir birimler verilebilmektedir (Acar ve Gokmen, 2007). Izoflavonoidlerin bazi
kanser tiirleri tiizerindeki olumlu etkileri konusunda ¢esitli c¢alisma sonuglar
bulunmaktadir. Ayrica izoflavonoidlerin damarlarin elastik 6zelligini arttirdigt ve LDL
(low density lipoprotein) oksidasyon direncini arttirdigi belirtilmektedir (Kulling ve Waltz,
2003).

Flavanoller hem monomer formda (katesin) hem de polimer formda
(proantosiyanidinler) bulunurlar. Hemen her meyvede bulunan katesinler, flavonoid
biyosentezinde ara iirlin olarak yer alirlar. Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid
grubunu olustururlar. Katesinler, hem kimyasal hem de enzimatik olarak havadaki oksijen
ile kolaylikla reaksiyona girerler. Reaksiyon sonunda kondanse olarak proantosiyanidinleri
olustururlar. Proantosiyanidin olusumunda katesin iinitelerinin birbirleriyle baglanmalari
genelde C4-Cg kondensasyonu seklindedir. Bitkisel kokenli gidalarda yaygin olarak
bulunan proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan
dimerlerle iki (-)-epikatesin iinitesinden olusan prosiyanidin B,’dir (Acar ve Goékmen,
2007).
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Antosiyanidinler, dogal olarak genelde antosiyanin adi verilen glikozit formunda
bulunurlar. Antosiyaninler, c¢i¢ekler ve meyvelerin epidermal dokularindaki koful
O0zsuyunda c¢oziinerek onlara pembe, kirmizi, mavi, mor renkleri veren pigmentlerdir
(Mazza, 1993). pH’a bagl olarak renkli veya renksiz olarak degisik kimyasal yapilarda
bulunmaktadirlar. Aglikon formunda (anthosiyanidinler) oldukc¢a kararsiz olmalarina
ragmen bitkilerin yapisinda bulunduklari zaman 1518a, pH’a ve oksidasyon kosullarina
kars1 direngli olurlar (Manach vd., 2004). Antosiyanidinler ile glikozid bagi yaparak
antosiyaninleri olusturan baslica sekerler ramnoz, glukoz, galaktoz, ksiloz ve arabinoz
olmakla birlikte bazi disakkaritler veya trisakkaritler de yapiya katilabilmektedir (Waltz
vd., 2002). Diger falvonoidler gibi antosiyaninlerin de antioksidan O6zellikleri vardir.
Reaktif oksijen ve azot molekiilleri ile kolaylikla reaksiyona girerek DNA ve proteinlerin
zarar gormesini ve lipidlerin oksidasyonunu oOnlerler. Ayrica kanda trombosit

agregasyonunu da engellerler (Waltz vd., 2002).

1.2.1.1.3. Ligninler

Ligninler 2 fenilpropan iinitesinden olusurlar. Tahillarda, tohumlarda, meyvelerde ve
baz1 sebzelerde lignin bulunur fakat keten tohumunda bulunan konsantrasyonu diger gida
kaynaklarindakine gore yaklasik 1000 kat daha fazladir (Adlercreutz ve Mazur, 1997).
Ligninler, bagirsak florasinda enterolakton ve enterodiole metabolize olurlar. Yapilan
laboratuar ¢alismalarma gore keten tohumu en zengin lignin kaynagi olmakla birlikte
yosun, baklagil bitkileri (mercimek), hububatlar (bugday, tritikale), sebzeler (kuskonmaz,
sarimsak, havug) ve meyveler (seftali, erik kurusu) de mindr kaynaklardir (Thompson vd.,
1991).

1.2.1.1.4. Stilbenler

Stilbenler insan beslenmesinde diisiik miktarlarda yer almaktadir. Bunlardan bir tanesi
olan resveratrol’iin tibbi bitkilerin arastirilmasi sirasinda antikarsinojenik etki gosterdigi
bulunmustur. Fakat bununla birlikte resveratrol, 15 mg glycosides/L gibi diisiik miktarlarda
kirmiz1 sarapta bulunmustur. Bu ylizdendir ki normal beslenmede bu molekiiliin higbir

pozitif etkisi olmamaktadir (Manach vd., 2004).
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1.2.1.2. Fenilalanin Amonyum Liyaz Enzimi (Phenylalanine Ammonia Lyase -PAL)

Fenilalanin amonyum liyaz enzimi (EC 4.3.1.24) karbon-nitrojen baglarini ayiran
amonyum liyazlara 6zgii olan bir liyaz enzimidir (Koukol and Conn 1961). Bulunusundan
bu yana, bitkilerdeki fenilpropanoid yolundaki 6nemi ve mikroorganizmalardaki katabolik
rollerine baglh olarak hakkinda ¢ok daha fazla bilgi toplanmistir (MacDonald ve D'Cunha,
2007).

PAL enzimi bakteri ve hayvan dokularinda bulunmaz; ancak bitkilerden, bazi
funguslardan, mayalardan ve prokaryotlardan elde edilebilir (Koukol ve Conn, 1961).
Buna ters olarak yapilan ¢aliSmalara gore bilinen tek bakteriyel PAL olan Streptomyces
maritimus’tan elde edilen PAL enziminin izolasyonu ve ozellikleri de belirlenmistir. Bu
bakteriyel enzim, trans-sinnamat ve benzoil-CoA yoluyla antibiyotik enterosin sentezinde
kullanilir (Xiang ve Moore, 2002).

PAL enzimi kofaktore ihtiyag duymayan gii¢lii bir katalizérdiir (Snapper vd., 1940) ve
sinamik asitten tiiremis biitiin fenilpropanoidler, primer (sikimat) ve sekonder
(fenilpropanoid) metabolizmalar1 arasindaki dallanma noktasinda yer alan PAL enzimi
aktivitesi ile fenilalaninden olusurlar (Dixon, 1995). PAL, birgok bitkinin sekonder
metabolik yolunda kullanilan birinci ve anahtar enzim olarak i¢inde lignin ve
flavanoidlerin de oldugu fenolik bilesiklerin sentezini saglar (Olenichenko ve Zagoskina,
2005).

PAL enzimi stokiyometrik olarak yiikseltgen olmayan deaminasyon ile L-fenilalanini
trans-sinnamik asit ve amonyaga donistiiriir. Tepkimenin denge sabiti L-fenilalaninin
pargalanmasi yoniinde biiyiiktiir. Fakat yiiksek NH3 derisimi ve pH degerlerinde tepkime
yonii trans-sinnamik asitten L-fenilalanin olusumuna dogru degisebilir (Akay, 1992).
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1.3. BITKi DOKU KULTURLERINDE STRES FAKTORLERI

Bitki metabolizmast ¢ok degiskendir ve gevresel faktorlere bagli olarak tepkiler verir.
Bir faktoriin bitkinin optimumundan her sapmas1 mutlaka stresle sonu¢lanmaz. Fakat doku
yaralanmasi, hastalik veya anormal fizyolojiye sebep olan beklenmedik yiiksek degisikler
oldugu zaman bitki, kendi optimum durumunu kaybeder ve tiim fizyolojik prosesleri
etkileyen stresi yasar (Hermann, 2010). Bu degisimler yiiksek 151k, sicaklik varyasyonlari,
ozmotik basing, patojen enfeksiyonu, herbivor saldirilart ve besin yetersizligi gibi hem

biyotik hem abiyotik faktorleri kapsar (Grace ve Logan, 2000)

1.3.1. Biyolojik Stres Kavram

Stres; normal kosullardaki bir yasamdan, abiyotik veya biyotik orijinli herhangi bir igsel
veya digsal faktoriin yol agtigi farkliliktir. Stresin yogunluguna gore Gstres olarak bilinen
pozitif veya distres olarak bilinen negatif etkilere sebep olan giiglii veya diisiik stres olarak
ayrilabilir (Hermann, 2010).

Selye 'nin (1936) belirledigi orijinal stres konsepti ve Stocker (1947)’in sonuglari temel
alinarak Larcher (1987) ve Lichtenthaler (1996) strese maruz kalan biyolojik sistemleri,

baslangi¢, onarim, bitis ve yenilenme olmak lizere dort ana faza ayirmislardir (Larcher,

1987; Lichtenthaler ve Rinderle, 1988; Selye, 1936; Stocker, 1947).

Strese maruz kalmadan once bitkiler, limitleri biliylime, 151k ve mineral destekli
kosullara gore ayarlanmis standart kosullardaki optimum fizyolojide olurlar (Lichtenthaler,
1996). Stresorler ve kompleks stres uygulamalari ii¢ tepki fazina ve eger zarar ¢ok siddetli
degilse stresorler geri ¢ekildikten sonra yenilenme fazina yol agarlar. Bu ardi ardina olan

dort fazda gerceklesen olaylar ise su sekildedir:
1.Baslangic¢ Fazi (Stresin baslamasi) : Alarm reaksiyonlari

-fonksiyonel normdan ayrilma
-canliligin azalmasi

-katabolik prosesin anabolizmaya geg¢isi
2.0narmm Faz (Stresin devam ettirilmesi): Diren¢ asamasi
-adaptasyon prosesi

-onarim prosesi
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-sertlesme (reaktivasyon)
3.Bitis Fazi1 (Uzun-donem stres): Tiikenme asamasi
-stres yogunlugu ¢ok yiiksek
-adaptasyon kapasitesinin fazla yiiklenmesi
-kronik hastalik veya 6liim

4.Yenilenme Fazi : Fizyolojik fonksiyonlarin kismi veya tam yenilenmesi (stresorler

geri ¢ekildiginde ve hasar ¢ok yiiksek degilse)

Baslangic fazinda sekil 1.4’te goriildiigli lizere giiclii veya diisiik strese gore bitkiler
tepkilerini farkli verirler. Giiglii stres verildigi durumda hig stres toleransi olmayan veya
sadece diisiik stres tolerans mekanizmasina sahip bitkilerde hizli bir sekilde akut hasar
meydana gelir. Fakat yogun verilen stresin hemen geri cekildigi durumda, hiicreler,
gerceklesen zarari onarma mekanizmalarina sahip olduklarindan kendi normal seviyelerine

geri donerler.

Eger hiicreler diisiik strese maruz kaldiysa, bu durum muhtemelen onlar1 sadece alarm
fazi boyunca negatif yonde etkileyecektir. Stresin baslangicinda bitkiler; fotosentez,
metabolitlerin tasima veya birikimi, iyonlarin yer degistirmesi ve/veya alim performansi
gibi bir veya birden ¢ok fizyolojik fonksiyonlarinda diisiis yasarlar. Metabolik
aktivitelerindeki bu diislise bagl olarak bitkiler normal fizyolojik standartlarindan saparlar
ve canliliklar1 azalir (Lichtenthaler, 1996). Fakat alarm fazinin bitiminde ¢ogu bitki stresle
basa ¢ikma mekanizmalarimi aktif hale getirerek onarim proseslerini ve uzun-dénem
metabolik ve morfolojik adaptasyonlarini devreye sokarlar (Lichtenthaler, 1996). Onarim
prosesleri ve adaptasyonlar1 bitkinin dnceki fizyolojik fonksiyonlarmi tamir etmeye yol
acmakla birlikte bitkinin maksimum direng gosterdigi ve degisen cevresel kosullar altinda
optimum fizyolojide oldugu yeni bir fizyolojik standart kurarak bitkinin sertlesmesine de
sebep olur (Lichtenthaler, 1996). Bununla birlikte bitkinin stresle basa ¢ikma
mekanizmasina yiiklenen uzun siireli stres ve yiiksek doz stres bitkiyi tiikenme fazina
stiriiklerken, bu fazda bitkinin fizyolojisi ve canliligi kismi olarak kaybolur. Bunun
devaminda da hasarlar meydana gelir ve sonunda hiicre 6liimii gerceklesir. Fakat, stresorler
dogru zamanda (asir1 olgunlagma prosesi baskin hale gelmeden dnce) geri ¢ekilirse bitkiler

yenilenir ve yeni fizyolojik standartlara dogru yol alir (Lichtenthaler, 1996). Bitkinin yeni
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fizyolojik standartlarda ne kadar siire ile kalacagi ise dig ve i¢ faktorlere baglidir

(Lichtenthaler, 1996).

Artik hiicreler strese daha cok direnglidir ¢iinkii hiicre savunmasi aktiftir ve bdylece
kotli durumlara karsi ¢ikabilme yetenegine sahip olurlar. Buradan itibaren sonraki hiicre

gelisiminde iki muhtemel yol vardir:

1- Hiicreler ek bir strese maruz birakilirsa; bu durum kronik hasar ve daha Once
belirtilen tilkenme fazina yol agan fonksiyonlarin hizli bir destabilizasyonuna sebep
olur (Sekil 1.4).

2- Diren¢ fazindan sonra orijinal diisiik stres yok olabilir ve sonra sertlesme tersine
doner ve pozitif stres etkilerinin ortadan kalktig1 ve hiicrelerin diisiik strese maruz

kalmadan 6nceki kosullarinin oldugu normal yasam tekrar olusabilir (Sekil 1.4).

Ozetle, bitkinin tolerans limitlerini asmayan kisa-siireli stres olarak bilinen stres, sadece
fizyolojik proseslerde gecici degisimlere neden olurken; uzun-siireli stres olarak taninan

uzatilmig strese maruz kalinmast ise kalici hasarlara yol agar (Beck vd., 2007).

Direnis Stresin
A geri
IEI'RES Ek stres cekilmesi
S:ZCES' 2.BASLANGIC [ALARM) FAZI 2.DIRENG FAZI l 1
\ 4, TUKENME FAZI 5.YEMILENME FAZI
Stres ‘\
baslangic ‘\
Standart l \
“ > > L
\bw \ o
Guclistres '\ \
\ Stresin “‘
\ geri '\

\ cekilmesi \
e N A N
v .

Tikenis, Olim Akuthasar, Kronik

oliim hasar, &lim

Sekil 1.4. Bitkilerde biyolojik stres konsepti (Beck ve Liittge, 1990; Hermann, 2010; Lichtenthaler,
1996).
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1.3.1.1. Biyotik ve Abiyotik Stresorleri ve Oksidatif Stres
Sekil 1.5’te bitkilerin ¢esitli stres faktorlerine maruz kaldiginda sentezledigi
fenilpropanoid 6rnekleri goriilmektedir. Bitkilerin ¢evresel strese maruz kalmalart siklikla

serbest radikaller ve diger oksidatif tiirlerin {iretiminin artisiyla sonuglanir (Hermann,

2010).

Abiyotik faktorler; hava kirliligi (ozon ve siilfiirdioksit miktarinin artig1), paraquat
diklorid gibi oksitleyici olusturan herbisidler, agir metaller, sicak ve soguk stres,
yaralanma, UV i1sinlart ve 151l engellemeyi kigkirtan yliksek yogunlukta 151k kosullari
olmakla birlikte, bu faktorler serbest radikal ve diger oksidatif tiirlerin olusumunu tetikler

(Gaspar vd., 2002).

Biyotik faktorler ise viral, bakteriyel veya fungal patojenler, patojenlerden tiiremis

haberci molekiiller ve asir1 olgunlagma seklinde goriiliir (Hermann, 2010).

En ¢ok bilinen serbest radikaller; siiperoksit (O2") ve hidrojen peroksit (H,O;) gibi
reaktif oksijen tiirleri (ROS- Reactive Oxygen Species) ve nitrik oksit (NO) gibi reaktif
nitrojen tiirleridir (RNS-Reactive Nitrogen Species). ROS mutlak redoks reaksiyonlari,
tamamlanmamis oksijen indirgenmesi ve mitokondiriyal veya kloroplast elektron transfer
zincirleri tarafindan suyun oksidasyonu araciligiyla olusur (Hermann, 2010). Yine
sitoplazmik ve plazma membran komponentlerinden olusmus siiperoksit NADPH oksidaz
kompleksi ve peroksidazin sentezledigi bosluklu H,O, da ROS olusumundan sorumlu

tutulmaktadir (Gaspar vd., 2002).

Peroksidazin patojenlerin Oliimiine direkt sebep olarak veya hastaligin etrafindaki
konakg1 hiicrelere zarar vererek onlarin yayilimimi engelledigi 6ne siiriilmektedir. Diger
taraftan peroksidazin bakteriyel veya spor gelismesini ve patojenik fungi filizlenmesini de
onledigi belirtilmektedir (Hermann, 2010). ROS lignifikasyon ve hiicre duvari
stabilizasyonu i¢in gerekli olan O, ve HyO; saglayarak bitki savunmasini
destekleyebilmektedir. Dahasi, peroksidaz katalizli reaksiyonlar; hiicre duvari
proteinlerinin, polifenollerin ve kiitinin ¢apraz baglanmasina yol acan serbest radikalleri
olusturmaktadir ve bununla birlikte patojenlere karsi daha iyi bir diren¢ olusumunu
destekler (Hermann, 2010). Belli sistemlerde, ROS ekstraseliiler gérev yaparak, bitkinin

diger kisimlarinin da savunmasini tetikler (Gaspar vd., 2002).
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ROS ve RNS, bitkinin normal organ fonksiyonlarimin bir sonucu olarak diizenli olarak
olugmasina ragmen, asir1 oksidatif stres, organizmadaki prooksidanlar ve antioksidanlar
arasinda dengesizlige yol agar. ROS, lipitler, proteinler ve niikleik asitler iizerindeki toksik
etkileriyle birlikte oldukca yiiksek reaktif maddeler olduklarindan dolay:1 6ncelikle hiicreyi

savunmak i¢in iretilseler bile hiicrede hasara yol agabilirler (Hermann, 2010).

Nitekim hiicrelerin bu zarar verici ajanlara karsi hayatta kalma becerisi, detoksifikasyon
mekanizmalarina karst metabolik cevaplanabilirligine baglidir. Bu mekanizmalar ROS ve
RNS tarafindan aktif edilirler ve ayrica fenolik sekonder metabolizmayla iligkili olanlar

gibi nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlarin tiretimini de igerirler (Hermann, 2010).

YUKSEK ISIN/UY YARALANMA
antosiyanin kumesterol
flavonlar kumatin
sinapil estetler Fiivh psoralenler
izoflavonoidler ‘\ _‘ ( Klorojenik asit
— ferulat estetler
fenolik asitler
SINYALLER lignin
PATOJEN SALDIRISI salisilik asit subetin
pterokarpanlar
izoflavanlar
stilbenler e T
AR s DUSUK SICAKLIK
izoflavonoidler —® antosiyaninler
kumarinler A o " ¥ I
furanokumarinler (v Fa
3-deoksiantosiyanidinler P =
flavanoller = /_ \\
auronlar < |
DUSUK NITROJ p DUSUK DEMIR
flavonoidler IS A fenolik asitler
izoflavonoidler DﬁsﬁK \FOSF AT
antosiyaninler

Sekil 1.5. Stres nedenli fenilpropanoid 6rnekleri (Dixon, 1995).
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1.3.1.2. Oksidatif Strese Karsi Polifenol Mekanizmasi

Hiicredeki ROS ve RNS seviyelerindeki artig aralarinda siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR), glutation rediiktaz
(GR) ve askorbat ve glutation gibi antioksidan metabolitlerin bulundugu klasik antioksidan
enzim aktivitesinin artisina neden olur. Buna ek olarak fenilpropanoid biosentetik

metabolik yolu tarafindan yonetilen fenolik bilesenlerin sentezinde de bir artis meydana

gelir (Dixon, 1995).

Vaya ve Avirama (2001) gore digsal stresorler tizerindeki bitki reaksiyonlarini
aciklamak ic¢in iki temel mekanizma 6n goriilmistiir: Bir zincir-kirma mekanizmast,
birincil antioksidan, lipit radikali gibi sistemde var olan serbest radikallere bir elektron
verir ve ilkinden daha stabil yeni bir radikal olusur. Bu mekanizma, linoleik, linolenik ve
arasidonik asitler gibi ¢oklu doymamis yag aistleri (PUFA- Polyunsaturated Fatty Acids)
lipit peroksidasyonuna dogru giderse yer alir. Bu da ana olarak polifenoller veya askorbik

asit gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesenler tarafindan yiiriitiiliir.

Ikinci onerilen mekanizma ise sekonder antioksidanlarin zincir-baslatici katalistleri
bastirdigr yerde ROS/RNS baglaticilarinin ortadan kaldirilmasiyla agiklanmaktadir. Bu,
tekli oksijen gibi yiiksek enerjili tiirlerin deaktivasyonu, UV i1sinlarinin absorpsiyonu,
oksijen siipiiriilmesi yani oksijen konsantrasyonunda azalma, serbest radikal reaksiyonu
katalizleyen metal selatlasmasi veya NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, dopamin-hidrolaz
veya lipoksigenaz gibi peroksidazlarin inhibisyonu sirasinda yer alir. Sekonder
antioksidanlar ana olarak yliksek molekiiler agirlikli proteinleri igerseler de polifenoller
gibi bazi diisiik molekiiler agirlikli bilesenler, primer antioksidanlarin fonksiyonlarina ek
olarak transisyonel metal iyonlarini selatlayabilirler ve boylece serbest radikal olusumunu

engellerler (Vaya ve Aviram, 2001).

1.4. BITKI DOKU KULTURLERINDE VURGULU ELEKTRIiK ALAN
UYGULAMASI
Vurgulu elektrik alan (Pulsed Electric Field — PEF), 1s1l islemlerin yerini alabilecek
veya 1s1l islemlerle kombine kullanilan bir uygulama olup, gidalarda duyusal 6zelliklerinde

degisim, besin degerinde azalma gibi olumsuzluklar meydana getirmeden gida
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sterilizasyonu, sekonder metabolit iiretimi gibi uygulamalarda kullanilan bir yontemdir

(Gueven ve Knorr, 2011; Ozcan ve Kurtuldu, 2011).

PEF teknolojisi iki elektrod arasina konulan akigkan gidanin yiiksek voltaj elektrik
alanma (20-80 kV/cm) maruz birakilmasini kapsar (Evrendilek vd., 2004; Karadag vd.,
2008). Ortama verilen yiiksek voltajli elektrik akimi sivi gidada bulunan ve elektrik akimi
tasiyici iyonlarin konsantrasyonuna bagli olarak gidaya gegmektedir (Hitit, 2011). PEF
uygulamasinin gidalardaki enzim ve mikroorganizma konsantrasyonu iizerindeki etkileri
incelenmistir (Evrendilek vd., 2004). PEF uygulamasi sonucunda mikroorganizmadaki
hiicre organelleri ¢atlamakta, hiicre icerigi azalmakta, bunun sonucunda da hiicrenin temel

fonksiyonlar1 yavaglayarak, inaktivasyonu saglanmaktadir (Kavas vd., 2007).

Gidalarda PEF uygulamalariyla mikroorganizma inaktivasyonunun, enzim ¢aligmasinin
basarili olmasi i¢in segilen gidanin ¢esidi, uygulanan yontem ve mikrobiyel faktorler 6nem

arz etmektedir (Toepfl, 2006).

PEF uygulamasi, oda sicakligina yakin sicakliklarda uygulandigindan disiik enerji
kullanim1 gibi avantaji bulunmaktadir. Ayrica iletken maddelerle ¢alisma zorlugu, {iretim
ortaminda elektriksel sizdirmazligin saglanmasi gibi gilivenlik 6nlemlerinin bulunmasi

zorunlulugu bu teknolojide dezavantaj yaratmaktadir (Ozcan ve Kurtuldu, 2011).

1.4.1. Tarihsel Gelisimi
Elektrik akiminin biyolojik hiicreler iizerindeki etkileri elektrigin ticari kullanimindan
kisa bir siire sonra ilk olarak arastirilmistir. Direk ve degisen elektrik akimin bakterisidal

etkileri ile ilgili en eski yayinlar onsekizinci yiizyilin sonlarinda (Prochownik ve Spaeth,
1890; Thiele ve Wolf, 1899) ortaya ¢cikmistir (Hermann, 2010).

“Elektropor” olarak adlandirilan proses 1920’lerde Avrupa ve Amerika’da siit {izerine
220 ve 420 V arasinda degisen akim uygulanmasiyla hayata gegirilmistir (Beattie ve
Lewis, 1925; Fettermann, 1928).

Gida materyalleriyle hiicre bozulmasina yonelik vurgulu elektrik alan (PEF-Pulsed
Electric Field) uygulamasi faz ayrilmasinin iyilestirilmesi igin ilk olarak Doevenspeck
tarafindan tanimlanmig ve patent almistir (Doevenspeck, 1960; 1961). Sale ve Hamilton
(1967) tarafindan yapilan daha sonraki arastirmalarda mikroorganizmalar iizerine PEF’in

non-termal Oldiirticii etkisi incelenmistir (Sale ve Hamilton, 1967). Bununla birlikte meyve
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ve bitkilerin elektroplazmolizi iizerine bazi tekil uygulamalar1 (Flaumenbaum, 1968), sivi
yumurtalarin pastorizasyonu ve 1980’lerin basinda meyve iirlinlerinin prosesi disinda PEF
uygulamalarina verilen Onem zayif kalmistir. 1980’lerin  sonlarinda  Krupp
Maschinentechnik Elcrack® ve Elsteril® olarak adlandirilan iki prosesi uygulamaya
koyunca tekrardan hayata donmistiir. Elcrack® prosesi hayvan hiicrelerinden yag geri
kazanimini iyilestirilmesini amaglarken Elsteril® prosesi pompalanabilir gidalarda
mikrobiyel inaktivasyon kazanimina yonelik dizayn edilmistir (Krupp, 1988). Bundan

itibaren gida teknolojisinde PEF uygulamalari kesintisiz bir sekilde artmstir.

1.4.2. Vurgulu Elektrik Alan Ekipmanlar

PEF sistemi temel olarak 3 kisimda incelenebilir:

e Vurgu olusturan sistem: Yiiksek voltaj DC (Direct Current) jeneratori, bir veya

birden fazla paralel bagl kapasitor ve bir yiiksek voltaj anahtari (Sekil 1.6)

e Islem odaciklari

e Osiloskop (Barsotti vd., 1999)

1.4.2.1. PEF Sistemi

;C!
-

Sekil 1.6. Ussel azalan vurgularin iiretimi i¢in kullamlan bir PEF sistemi 1- yiiksek voltaj jeneratdrii, 2-
yiiksek voltaj anahtari, 3- kapasitor, 4- giivenlik anahtari, 5- paralel plaka elektrotlari ile islem odacigi, 6-
kapasitor sarj indiiktans1 (Barsotti vd., 1999)

Sekil 1.6’daki 1 numara ile gosterilen yiiksek voltaj DC jeneratorii elektrik giiciinii
diisiik voltajli seviyeden yiiksek yogunluklu voltaja doniistiiriir. Bunun i¢in 3 numara ile
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gosterilen kapasitorlerde depo edilen diisiik seviyeli voltaj yiiksek seviyeli voltaja ¢evrilip
elektrik akimu tretilir. Bu enerji, 2 numara ile gosterilen yiiksek voltaj anahtari kapatilir
kapatilmaz anahtar iizerinden devreye ve tabii ki uygulama odacigma (5 numara)

geemelidir (Barsotti vd., 1999).

1.4.2.2. Islem Odaciklar

Islem odaciklar1 siirekli veya kesintili sistemlere gore dizayn edilebilir. Gida
materyallerinin elektrik akimina maruz kaldig1 bu odaciklar seri halde bagli olan en az iki
elektrottan olusur. Farkli geometrik konfigiirasyonlardaki yalitim materyalleri ile ayrilan
bu elektrotlardan biri yiiksek voltaj tizerindeyken digeri ise topraklama potansiyelindedir.
Laboratuar Olgiimleri i¢in manuel ayarlanabilir kesikli sistemler uygun olmakla birlikte
kiigiik miktarlarda materyale ihtiya¢ duyulmasi, sicakligin kolaylikla kontrol edilebilmesi
gibi avantajlar saglamaktadir. Ayrica homojen bir elektrik alan yarattigi igin paralel
plakalar kesikli sistemlerde tercih edilir (Hermann, 2010; Toepfl, 2006). Fabrika 6lglisiinde
ise ekonomik ve etkili uygulama yapilabilmesi i¢in elektrik alana maruz kalirken gidanin
pompalandig1r dogrultuda yiiksek akis hizli kapasiteye sahip siirekli bir sisteme ihtiyag
vardir. Islem odaciklar1 otoklavlanabilir olmalidir ve genelde de yalitkanlarla ayrilmis
icbiikey silindirik elektrotlar iceren ko-lineer elektrot konfigiirasyonu seg¢ilmektedir
(Hermann, 2010). Elektrot yerlesimi ve ortam iletkenliginin yani sira islem odacigmin
geometrisi toplam diren¢ lizerinde biiyiikk bir etkiye sahiptir ve homojen elektrik alan

dagilimini saglayacak sekilde en avantajli yol dizayn edilmelidir (Toepfl, 2006).

Elektrotlar genelde karbon veya metalden yapilmaktadir ve sivi gida ornegiyle direkt
temas halinde olmalidirlar. Dizayn ve diizenlemelerine bagli olarak farkli elektrik alan
tiirleri yaratirlar. Sekil 1,7°de gosterildigi tizere siirekli PEF sistemlerinde kullanilan farkli

konfigiirasyonlar; paralel plakalar, koaksiyel ve ko-lineer silindirlerdir (Toepfl, 2006).

Paralel plaka elektrot konfiglirasyonu homojen elektrik alan dagilimi saglar ve boylece
iriin akisinda en esit uygulamayr saglar (Toepfl, 2006). Yalniz paralel plakalarin
dezavantaj1 endiistriyel alana uyum saglayamamasinin nedeni olan diisiik odacik direnci ve
odacigin sinir bolgelerinde elektrik uygulama yogunlugunun diismesidir (Hermann, 2010;
Toepfl, 2006).

Koaksiyel konfigiirasyonda elektrotlar silindiriktir. Yiiksek voltaj elektrodu igsel silindir

olustururken toprak elektrodu dissal silindir olusturur. Elektrik potansiyeli merkez
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elektrottan distakine yiikselen bir sekilde dagildigi i¢in odacigin icindeki elektrik alan
dagilimi homojen degildir. Fakat elektrik alan kuvvetinin lokal pikleri minimizedir ve
dolayisiyla higbir lokal asir1 1sitnma meydana gelmez. Bu tiirdeki odaciklar diisiik dirence
sahip olmalarina ragmen genelde diisiik viskoziteli sivi gidalarda ve siirekli sistemlerde

kullanilirlar (Barsotti vd., 1999).

Ko-lineer islem odacig tiirleri ise iki yalitkan tiipiin ¢evreledigi yliksek voltaj elektrot
tiipiiniin merkezde oldugu ii¢ elektrot tiipiinden ve iki yalitkan tiipten olusur. Her iki tarafin
bitiminde topraklayic1 elektrot yer alir. Bu konfigiirasyon tipi yiiksek voltaj elektrodu
tamamen yalitkanlarla c¢evrildigi i¢in glivenli bir ¢alisma alani saglar. Bu tip odaciklarin
elektrik alan kuvveti dagilimi yalitkanlarin geometrisine baglidir. Bunlar homojen
degildirler ve bu ylizden ayn1 pozisyondaki sicaklik piklerine yol acan elektrik alan kuvveti
sicak noktalar1 olusabilir. Bununla birlikte en biiyiik avantaj1 ise yliksek odacik direnciyle
sonuclanan kiiciik etkili elektrot yiizey alanlarinin var olmasi ve bdylece tiiplerin ¢caplarinin

edistriyel 6lglide uygulanabilir boyutlara arttirilma olanagi saglanir (Hermann, 2010).
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Sekil 1.7. Siirekli uygulama igin islem odaciklarinin konfigiirasyonlari; (a) paralel plaka, (b) koaksiyel ve (c)
ko-lineer (Toepfl, 2006)
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1.4.2.2. Osiloskop
Elektrotlar arasindaki voltaji dlgcen ve vurgu seklini gosteren osiloskop, PEF sistemine
sonradan dahil edilebilir. Yalniz osiloskopun elektrotlardan gecen akimi dlgebilmesi igin

diisiik degerde bir direng uygulama odacigi ile birlikte serilere konulmasi gerekir.

1.4.3. Vurgulu Elektrik Alan Prosesi Parametreleri
Vurgulu elektrik alan prosesi farkli proses parmetrelerinden etkilenmektedir. Bunlarin
arasinda en Onemlileri; elektrik alan siddeti, spesifik enerji girdisi, uygulama sicakligi ve

vurgu sekli ve siddetidir.

1.4.3.1. Elektrik Alan Siddeti
Elektrik alan siddeti (E) iki nokta arasindaki uzakliga (d) karsilik elektrik potansiyeli
(U) olarak tanimlanmaktadir. Paralel plaka elektrotlar1 oldugu durumda elektrik alan

siddeti agsagidaki esitlige gore hesaplanmaktadir:

E=Uc/d (1.1)

Uic’nin islem odacigindaki elektrik potensiyeli oldugu yerde d elektrotlararas: araligi ifade
etmektedir. Eger kritik elektrik alan siddeti var ise elektriksel iletken ortamdaki askida olan
hiicrelerin transmembran potansiyelini asar ve pore olusumu meydana gelir. Birgok gida
ornegi icin materyallerin dielektrik siddetinin artis1 60 ile 80 kV/cm arasinda
siirlandiriligl yerde alan siddeti yiikseldigi zaman bunu hiicre bozulmasinin artis1 takip

eder (Toepfl, 2006).

1.4.3.2. Spesifik Enerji Girdisi
Spesifik enerji girdisi (Wsgpec) islem goren Ornegin kilogram basmma elektrik enerji
girdisini karakterize eder. Gidada dagilan kapasitorlerde depolanmis enerji miktarina esittir

ve asagidaki esitlikle gosterilir:

Wspec = (Wpulse * n) /'m ( 1.2)
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Wouise vurgu basima enerjiyi ifade ederken n, vurgu sayis1 ve m ise ornek kiitlesidir.

Vurgu basina enerji girdisi ise su sekilde ifade edilir:

Wpu|se = 1/2 * U2 * C (13)

U? voltaj sarjmi gosterir ve C de kapasitorlerde depolanan kapasiteyi isaret eder.
Spesifik enerji girdisi enerji tiiketimine esittir. Boylelikle geleneksel yontemlerle PEF
uygulamasini kiyaslamak i¢in kullanigh bir degerdir (Hermann, 2010).

1.4.3.3. Vurgu Sekli ve Siddeti
Vurgu sekli genelde vurgu modiilatoriiniin yapisina baghdir ve en c¢ok logaritmik
azalan, kare seklinde olmakla birlikte titresimli ve ani geri doniisiimlii dalga modelleri de

kullanilmaktadir.

Logaritmik azalan vurgu sirasinda, voltaj pik yakalayana kadar ¢abucak artar ve sifir

seviyesine yavasca iner (Hermann, 2010).

Kare dalga vurgu sirasinda, voltaj hizli bir sekilde artar ve biranda sifira inene kadar

belirli bir period boyunca maksimumda kalir (Hermann, 2010).

Vurgular monopolar (tek kutuplu) ve bipolar (gift kutuplu) olarak uygulanabilmektedir.
Monopolar dalga formlar1 sabit, dortgensel, logaritmik veya karisik dalga sekillerine
sahipken bipolar dalga formlar siniizoidal, tiggensel, yamuksal, stirekli, kesikli tiggensel
veya kesikli logaritmiktir (Sekil 1.8). Bipolar vurgular ve ¢ok kisa siireli vurgular
kullanmanin avantaji istenmeyen elektrokimyasal reaksiyonlarin ve elektrot asinma
miktarini azaltmasidir. Bununla birlikte PEF uygulamasinda kullanilan dalga formlar
cogunlukla logaritmik azalan veya kare dalga vurgularinin {iretilmesi zor olmasina ragmen

yine de kare dalgadir (Hermann, 2010).
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Sekil 1.8. PEF sisteminde uygulanan bazi vurgu modelleri (Altuntas, 2007; Ngadi, 2003).

1.4.3.4. Uygulama Sicakhg1

Uygulama sicakligr akigskanlik ve hiicre membranlar stabilitesi tizerinde ¢ok 6nemli bir
etkiye sahiptir. Disiik sicakliklarda membranlarin fosfolipid bilayeri jel yapist gosterirken
artan sicakliklar, yapinin elastik ozelliklerinin iyilesmesi ve yiiksek membran
akigkanliginin eslik etmesiyle siv1 bir kristal durum gostermesine sebep olur. Bu durumda
pore olusumu kolaylikla meydana geldiginden PEF-uygulamalar1 yiikseltilmis
sicakliklarda daha etkilidir (Hermann, 2010).

1.4.4. Uriin Parametreleri

PEF uygulamasimin etkileyen en 6nemli {irlin parametresi direngle ters orantili olan
elektrik  iletkenligidir. Eger iletkenlik minimum olursa biyolojik hiicrelerin
elektroporasyonu iyilestirilir. Dahasi iletkenlik ortamin sicakligi ile lineer orantili oldugu

icin yiiksek iletkenlik non-termal prosesin olabilirligini sinirlar (Hermann, 2010).

Cok az gida ornegi baloncuk ve partikiill bulundurmayan saf sivi haldedir, biiyiik
cogunlugu bulundurdugu kati partikiillere bagli olarak heterojen iletken coklu-asamali
sistemlere sahiptirler. Bu ornekler yiiksek bir dirence sahiptirler ve yliksek bir iletkenlik
saglayan sivi ortama yayilmiglardir. Bu durumda eger akim partikiillerden etkilenmeden

dogruca siv1 tizerinden gegerse PEF etkisinin sonuglarini ciddi bir sekilde diisiiriir (Toepfl,
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2006). Ayrica gida Orneklerinin deaerasyonu baloncuklar igerir ve gaz fazlari bu
asamalarda elektrik alani iyilestirdigi ve siklikla delektrik kirilmasma yol agtigi icin

dikkate alinmalidir (Barsotti vd., 1999).

1.4.5. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasiin Biyolojik Membranlar Uzerine Etkisi
PEF’in aktif kurali biyolojik membranlar {izerindeki etkisine dayanmaktadir. Hiicre
membranindaki hasar derecesine bagli olarak bu etkinin doniisimlii veya doniigiimsiiz

oldugu belirlenir.

1.4.5.1. Bitki Membran Yapisi

Hiicre membrani hiicreyi dis ¢evreden ayiran segici gegirgen canli yapidir. Genelde
kalinligr 60 ile 100 angstrom arasindadir (Green vd., 1973). Sitoplazmay1 ¢evreleyerek
hiicreye sekil verir ve dagilmasini engellerken madde alis verisini de diizenler. Ayrica
ozmotik dengenin diizenlenmesinde gorev alir. Bununla birlikte salgi ve enzimleri tasiyici

gorevi vardir. Uyari iletimi yapar ve hiicrelerin birbirlerini tanimalarini saglar.

1972 yilinda Singer ve Nicholson tarafindan ortaya atilan akict mozaik zar modeli
giiniimiizdeki en gegerli modeldir. Bu modele gore, zarin yapisinda hareketli, iki sira lipit
tabakas1 bulunur. Zarin yapisina katilan lipitler ¢ogunlukla fosfolipitleridir. Cift kath lipit
tabakasi zarin esas catisini olusturur. Cift katli fosfolipit yapisinda apolar yag asit zincirleri
suyla temas etmeyecek sekilde biribirilerine dogru yonelirler. Fosfolipid molekiillerinin

polar ve iyonik bas gruplar1 da suyla temas ederler (Sekil 1.9).

Sekil 1.9. Cift katli fosfolipid yapisi sematik gosterimi (Singer, 1972)

Sekil 1.10°de goriildiigii tizere fosfolipit yapisina ek olarak protein molekiillerinin de
bazilar1 fosfolipit tabakasinin her iki tarafina ylizeysel olarak yerlesirken, bazilar lipid
molekiilleri arasina diizensiz bir sekilde gdmiilmiistiir. Biiyiik proteinlerden bazilar1 zarda

enine uzanarak dis ortam ve sitoplazma arasinda por adi verilen yapilar olusturur. Porlar
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hiicre zarindan madde tasinmasinda 6nemlidir. Lipit tabakasi devamli hareket halinde ve
akict durumdadir. Ayrica zardaki glikoz proteinlerle birleserek glikoproteinleri; lipitlerle
birleserek de glikolipitleri olusturur. Her hiicrenin hiicre zari, yapisindaki molekiiler
dagilimin farklilig1 nedeni ile kendine 6zgii 6zellikler tasir. Hiicrenin 6zgiilliigii de zardaki

glikoprotein, lipoprotein, glikolipitlerin miktarina ve dagilimia baglidir.

Sekil 1.10. Hiicre zar1 akici mozaik zar modeli (Singer, 1972)

Hem hiicrenin normal aktivitelerini siirdlirmek hem de membran potansiyelini korumak
icin gereken membran proteinlerinin ana gérevi membran igine entegre olmus kanallardan
taginim aktivitelerini gerceklestirmektir. Hareketsiz hiicrelerin membran potansiyeli cogu
hiicrede her zaman bulunan transmembran voltaj degeri olarak agiklanabilir. Hiicre
membranlar1 10 mV civarindaki membran potansiyelinin statik seviyelerini siirdiirmelerine

gore dizayn edilmiglerdir (Toepfl, 2006).

1.4.5.2. Hiicre Membran Elektroporasyon Mekanizmasi

Biyolojik hiicrelerin dis elektrik alana maruz kalmalar1 elektroporasyon diye
adlandirilan hiicre membraninda bozulmaya sebep olur. Elektroporasyon mekanizmasi tam
olarak anlisalamamis olsa da bir ¢ok teori ortaya atilmistir (Barsotti vd., 1999) En ¢ok
kabul goren Zimmermann’nin teorisine gore biyolojik hiicreler diisiik elektrik iletkenlikli
dielektrik materyal ile dolu olan kapasitor olarak gérev yapar ve 2 civarinda dielektrik

sabitine sahiptir. Hem membran yiizeylerinin hem de ¢ift katmanl fosfolipit i¢i olmamak
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lizere igsel ve dissal zit polarlarin serbest yiikleri vardir (Zimmermann vd., 1974). i¢ ve dis

hiicresel potansiyelin arasindaki fark baslangi¢ transmembran potansiyel farkini agiklar.

Elektriksel iletken ortamdaki yilizen bir hiicre dis bir elektriksel alana maruz kalirsa
yiiklerin elektriksel alan boyunca hareket etmesiyle ek bir potansiyel olusur. Bu da ylizey
yiiklerinin birikimine neden olur ve bu yiizden lokal transmembran potansiyelinde bir artis
meydana gelir. Membranin ¢ift tarafindaki yiiklerin hareketinden dolayr olusan zit
polaritenin yiiklerinin ¢ekimi membranda incelmeye neden olur. Membran incelmesi
araciligiyla bosluk ayrilmasi yiiziinden elektriksel yiikler azalir ve membranin iki tarafinin

arasinda elektrostatik ¢ekim artis1 goriiliir (Barsotti vd., 1999).

Belli bir noktada elektrokompresyon elastik membran direncini baskin kilar ve por
olusumu ile birlikte lokal membran bozulmasi meydana gelir. Bu durum uyarilmis
potansiyel O6rnegin kirmizi kan hiicrelerinde 0.7 ile 1.1 kV miktarinda olan kirilma

potansiyelini (V;) gegerse olur (Zimmermann vd., 1974).

V, sicakliga bagimlidir membranlar yiiksek sicakliklarda daha akiskan olduklari igin
mekanik diren¢ diiser ve sonu¢ olarak membran gegirgenligi i¢in diisiik bir potansiyel
yeterli olur (Barsotti vd., 1999). Yapilan deneysel ¢alismalar sonucu memebran bozulmasi
icin gerekli elektrik alanin hiicre biiytikligi ile orantili oldugu bulunmustur (Angersbach
vd., 2000).

1.4.5.3. Hidrofobik ve Hidrofilik Por Olusumu- Déniisiimlii Elektriksel Bozulma

Por gelisimi farkli fazlarda meydana gelir: 1 ps ile membran yiiklenmesi kritik
transmembran potansiyeline ulasildigi zaman gergeklesir (Angersbach  vd., 2000).
Membran tizerindeki potansiyel fark lipit ¢ift katmaninda fosfolipid molekiillerinin
pozisyonlarinda yanlara dogru dalgalanmalara sebep olur. Kritik esik degere ulasinca bu
dalgalanmalar spontane hidrofobik por olusumuna yol agarlar (Glaser vd., 1988). Eger bu
por yarigaplart 0.3 ile 0.5 nm’ye biiyiirse lipit molekiillerinin tutumu degisir ve hidrofilik
porlar olusur. Membran iletkenliginin saglanmasindaki artistan sorumlu olan 0.6’dan 1
nm’nin fazlasina kadarki yari¢ap degerini hemen kazanirlar (Glaser vd., 1988). Baslangi¢
vurgusundan birka¢ mikro saniye sonra membranin iletken sathasi tamamlanir
(Angersbach vd., 2000). Ornegin bitki hiicreleri i¢in membran bozunumunda gerekli alan

siddeti 0.7-2.2 V elektriksel potansiyele yol agan 150 ile 200 V/cm arasinda uzanmaktadir.
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PEF-uygulamasindan sonra por olusumu tekrar eski haline doniiyorsa por olusumunun
etkisi doniistimliidiir ve tekrar tekrar yapilabilir. Porlarin kapanmasi voltaj gevsetmesi
sirasinda hizla baslangi¢ fazina diisen 6rnek iletkenliginin denetlenmesi ile analiz edilebilir
(Angersbach vd., 2000). Dielektrik bozunumunun doniistimliligii elektrik alan siddeti,
vurgu genisligi, vurgu siiresi ve vurgular arasi bekleme gibi vurgu protokolii ile yakindan

iliskilir (Hermann, 2010).

1.4.5.4. Doniisiimsiiz Elektriksel Bozulma

Eger cok yiiksek elektrik alan ve uzun uygulama siiresi veya vurgularin tekrari
uygulanirsa orijinal membran Ozellikleri yeniden olusturulamaz ve porlar kalict olur.
Sonu¢ olarak da hiicre hasar1 c¢ok yliksek olur ve hiicre Oliimiine bile yol acabilir

(Hermann, 2010).

Cesitli hipotezler yapilmasi ile birlikte genis uygulama kosullart uygulandiginda
porlarin hiicre membraninda neden kalict oldugu konusu tam olarak anlagilamamis olsa da
bunu takiben hiicre Oliimlerinin neden meydana geldigi konusunda farkli nedenler
aciklanmistir. Ik olarak porun kendisinin 6rnegin 1-4 s gibi genis bir vurguda hizla
membran iizerinde kalict bir bosluk biraktigina inanilmistir. Ardindan bunu ikinci bir etki
olarak liziz takip eder ve turgor kaybina ve hiicre i¢i metabolit kaybina yol agar (Hermann,
2010). Dahast bitki hiicrelerindeki kofularin gegirgenligi saglanmig olur ve bu durum da

hiicre 6liimlerini destekler (Hermann, 2010).

1.4.6. Vurgulu Elektrik Alanin Gida Teknolojisi ve Biliminde Uygulamalari

Vurgulu elektrik alan uygulamalart gida proseslerinde yararli metotlara alternatifler
yaratmakta veya onlari iyilestirmekte biiyiik bir potansiyel saglamaktadir. PEF uygulamasi
ve genis spektrumlu uygulamalar arasindaki iligkinin canli hiicre sistemlerine etkisi vurgu
protokoliine sikica baglidir (Sekil 1.12). Burada uygulamanin alanim stres yanitinin
nedeni, kiitle tasgimiminin iyilestirilmesi ve mikrobiyel inaktivasyon olarak ayirmak

mumkindiir.
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Tablo 1.2. Elektrik alan siddeti ve enerji girdisi ihtiyacina gore gida teknolojisinde elektrik alan uygulamalari
(Hermann, 2010; Toepfl, 2006)

Elektrik alan siddeti (kV/cm) | Toplam enerji girdisi (kJ/kg) Uygulama alani
01-15 0.01-5 Stres yanit nedeni
0.7-3 1-20 Kiitle tasinimin
tyilestirilmesi
15-40 40 - 1000 Mikrobiyel inaktivasyon

Bitkiler riizgar, yagmur, yaralanmalar gibi beklenmeyen kosullara maruz kaldiklarinda
savunma tepkisi seklinde reaksiyon verirler (Hermann, 2010). Daha 6nce de deginildigi
tizere bu tepki fenilpropanoid yolu ile yakindan iligkilidir ve antioksidan 6zellikleri olan ve

hayli degerli gida bilesenleri olan sekonder metabolit depolanmasini iyilestirir.

Normal kosullarda bu metabolitlerin birikimini dogal stresorler tetikler fakat uygun PEF
uygulamasinin da stres reaksiyonlarina ve bdylece bitki sistemlerinde sekonder metabolit
birikimine neden olduguna dair kanit bulunmaktadir (D6érnenburg ve Knorr, 1995).
Ornegin iissel bilyiime fazinin erken donemindeki Taxus chinensis siispansiyon
kiltiirlerine 50 Hz, 10 V/m, 30 dak gibi uygun bir PEF uygulamasi bir biyoaktif sekonder
metabolit olan taxuuyunnanin C (Tc) seviyesinde % 30 artisa yol agmistir (Ye vd., 2004).
Yine soya fasulyeleri ve zeytinlere yapilan bir uygulama sadece yag degil; ayrica
izoflavonoid bilesenlerinin de kazanimina yol agmistir (Guderjan ve Knorr, 2005). Bu da
PEF potansiyeli kullanilarak hiicrelerin bioreaktorlerde yiiksek konsantrasyonlu
fonksiyonel bilesenler iiretilebilecegine dair yeni proses konseptleri gelistirilebilecegini

gosterir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Hermann (2010) Vitis vinifera bitki hiicre kiiltiirlerine 300, 350, 600 ve 1200 V/cm
elektrik alan siddetinde PEF uygulayarak stres yaratmayi amaglamis ve 0, 2, 4, 24 ve 48
saat stres reaksiyon siirelerinde islem gérmemis ve islem goérmiis bitki hiicrelerinde
polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) enzimleri ile toplam fenol (TP) igerigini
incelemistir. Islem gormils ve gormemis hiicre kiiltiirleri kiyaslandiginda islem
odaciklarina transferden oOtiirii olusan mekanik stresin diginda PEF uygulamasi ile
tetiklenmis stres reaksiyonlarinin olustugu tespit edilmistir. Genellikle enzim aktiviteleri
artmasina ragmen polifenol igerigi 300 V/cm (uygulamadan 2 ve 4 saat sonra), 350 V/cm
(uygulamadan hemen sonra), 600 V/cm (uygulamadan 24 saat sonra) siddetinde PEF
uygulamalari diginda biitlin islem gérmiis ve gormemis kiiltiirlerde ayn1 veya islem gormiis

kiiltiirlerin islem gérmemislerden daha diisiik oldugu saptanmigtir (Hermann, 2010).

300 V/cm siddetinde PEF uygulanmis kiiltiirlerde 2 saat sonra ve 350 V/cm siddetinde
PEF uygulanmis kiiltiirlerde hemen (sifirinci saat) POD ve PPO aktivitesi ile birlikte TP
seviyesinde de artis belirtilmistir. Boylece yiiksek elektrik siddeti uygulamasinin strese
yanit vermeyi tetikledigi goriilmiistiir. 600 V/em siddetinde PEF uygulanmis hiicrelerde
daha diisiik siddettekilere gore ¢ok daha giiclii bir stres reaksiyonu gosterdigini
gozlemlemislerdir. Burada PEF uygulamasinin hemen ardindan TP seviyesinin 24 saat
sonrakine gore onemli bir bicimde yliksek oldugu belirtilmistir. Bu da fenoliklerin PEF
uygulamasi yliziinden meydana gelen hasari onarma ve ROS siipiiriilmesi i¢in hiicreler

tarafindan kullanildigint gostermektedir (Hermann, 2010).

Kiiltiire alma yontemi denemeler siiresince hiicre formunu iyilestirmis ve 350, 600 ve
1200 V/cm siddetindeki PEF uygulanmus alt kiiltiirlerde stres direncine sebep olmustur. Bu
da 1200 V/cm siddetinde PEF uygulanmis hiicrelerde yiliksek yogunluga ragmen
donilistimsliz  olarak hasar gérmemis olmasina ragmen hiicredeki bazi metabolik

akitivitelerin nedenini agiklamaktadir (Hermann, 2010).

Cai vd. (2011) yaptig1 ¢alismaya gore PEF uygulamasi ve etefon kombine olarak Vitis
vinifera L. cv. ilizerinde uygulanmis ve hiicre kiiltiiriinde antosiyanin ve fenolik asit
konsantrasyonlarinda biyokiitlede artig gézlenmistir. Ayrica ekstraseliiler fenolik asitler, 3-

O-glukosil-resveratrol iiretim seviyelerinde kontrole gore yiikselme saptanmistir. PEF
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uygulamasi ve etefonun kombine kullanimi sekonder metabolit {iretimini arttirmistir (Cai

vd., 2011).

Gueven ve Knorr (2011) metil jasmonat eklenmesi, yiiksek hidrostatik basing ve PEF
uygulamasinin kesikli sistemde soya bitki kallus siispansiyon kiiltiirii tarafindan tretilen
izoflavonoidlerin aglikon formlar1 (Genistein ve Daidzein) ve B-glikozidik tipleri (Genistin
ve Daidzin) {lizerindeki etkisini incelemistir. Besiyerine metil jasmonat eklenmesi
izoflavonoid biyosentezini 5-6 kat arttirirken 7 giinliik kiiltirde 1.6 kV siddetinde PEF
uygulanmasi izoflavonoid {iretimini biiylik oranda etkilemistir. Uygulanan 1.6 ile 2.0 kV
siddetinde PEF islemi geri doniisiimlii membran gecirgenligi saglayarak izoflavonoid
konsantrasyonlarinda artig saglarken daha yiiksek voltaj uygulamalariin izoflavonoid

konsantrasyonlarinda azalmaya neden oldugu saptanmistir (Gueven ve Knorr, 2011).

Dérnenburg ve Knorr (1993) Chenopodium rubrum ve Morinda citrifolia bitki hiicre
kiiltiirlerine 0 ile 1.6 kV/cm siddetinde ve 0 ile 30 vurgu PEF uygulanarak hiicre
gegcirgenlikleri incelenmistir. Calismaya gore C. rubrum kiiltiirlerinde metabolit iyilesmesi
ile birlikte biiyliik oranda hiicre canliligi yitilirken amaranthin pigmentlerinde artis
gozlenmis ve pigment saliniminda elektrik alan siddetini arttirmanin vurgu sayisini
arttirmaktan daha etkili oldugu saptanmistir. M. citrifolia hiicre kiiltiirlerinde de metabolit
iyilesmesi ile birlikte 0.5 kV/em siddeti ve 3 vurgu sayisinda hiicre canliligi yiterken

pigment saliniminda 6nemli bir artis gézlenmemistir (Dérnenburg ve Knorr, 1993).

Guderjan vd. (2005) yaptiklart caligmaya gore 1.3 kV/cm siddetinde 50 ile 20 vurgu
sayisinda PEF uygulanmis soya bitkisindeki daidzein izoflavonoidi kontrole gore 20 %

oraninda artarken genistein de % 21 oraninda artmistir (Guderjan vd., 2005).

Janositz vd. (2011) 5 kV/cm siddetinde ve 20 vurgu sayisindaki PEF uygulamasini
Asparagus officinalis L. tizerinde wuygulayarak kompozisyon ve tekstiirdeki
elektroporasyonun etkisini incelemistir. PEF uygulamasinin lignin ve kuru madde
iceriginde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Kompleks bir fenolik polimer olan
ligninin azalmasi ise PEF uygulamasinin tetiklemesi ile lignin-seliiloz baglarinin bitkinin
daha yumusak yap1 kazanmasi i¢in delignifikasyona sebep oldugu diisliniilmektedir
(Janositz vd., 2011).
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Balasa vd. (2006) tiziim bitkisinde 0.5 kV/cm siddetinde 50 vurgu PEF uygulanmis
orneklerde, kontrol 6rnegine kiyasla preslenmis iiziim suyunda toplam fenol miktarinda 13
% ve iiziim posasinda 24 % artis gdzlenmistir. Uziim drneklerine 2.4 kV/cm siddetinde 20
vurgu PEF uygulanmis ve kontrol 6rnegine kiyasla preslenmis iiziim suyunda 28 % ve

posasinda 14 % artis saptanmistir (Balasa, 2006; Soliva-Fortuny vd., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Doku - Hiicre Kiiltiirii

Bitki hiicre kiiltiirii Lycopersicon esculentum (LE) (Sekil 3.1) kallus kiiltiirii olarak
Almanya, Berlin eyaletindeki Tarim ve Ormancilik Federal Biyolojik Arastirma
Merkezinden ticari olarak elde edilmistir. Kiiltiirler 60 mL hiicre siispansiyonu i¢eren 250
mL’lik erlenmayerlerde 25 °C’de siirekli bir 151k altinda LE i¢in hazirlanmis besiyerinde

100 rpm’deki orbital ¢alkalayicida muhafaza edilmistir.

Kiiltlire alma boyunca hiicre kiiltiirleri her 14 giinde bir inokiile edilmistir.

Sekil 3.1. Lycopersicon esculentum bitki doku siispansiyon kiiltiirii, sol: sivi besiyerinde, sag: vakum
filtreden gegirilmis.

3.1.2. Besiyeri

Lycopersicon esculentum besiyeri ortami 1 mL/L Fe-EDTA, 2.5 mL/L 2/4-
diklorofenoksiasetik asit(2,4 D), 0.9 mL/L kinetin, 10 uL/L naphtylasetik asit (NAA), 40
g/L sukroz ile desteklenmistir.
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3.1.3. Kimyasallar

3.1.3.1. Enzim Ekstraksiyonu
- Fosfat tamponu (0.1 M, pH 6.5): 13.609 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4; Merck
No: 104873) 800 mL distile suda ¢oziiliir ve pH 0.1 N NaOH ile 6.5’a ayarlanir ve yine

distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir ve 4 °C’de karanlikta muhafaza edilir.

3.1.3.2. Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) Enzim Aktivitesi Analizi

- Borik asit — borat tamponu (100 mL pH 8.8): 60.7 mL 0.05 M borat soliisyonu
(NazB407.10H,0; Merck No: 0024611) ile 39.3 mL borik asit ¢ozeltisi (H3BO3; Merck No:
1.00165.0100 ve 0.05 M NaCl; J.T. Baker B.V.-Deventer No: 7647-14-6 0278) karistirilir

ve karanlikta muhafaza edilir.

- L- fenilalanin (0.1 M ): 0.1652 g fenilalanin (Roth No: 17092) 10 mL borik asit-borat

tamponu i¢inde ¢oziindiiriiliir ve substrat olarak kullanilmak {izere karanlikta muhafaza

edilir.

3.1.3.3. Toplam Polifenol Tayini — Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
- Bligh & Dyer Cozeltisi ( Metanol: kloroform: distile su = 10: 5: 4 V/V)

-Metanol: CH,40; VWR (BDH-prolabo) No: UN 1230
-Kloroform: CHCI3; Merck No: 1.02445.2500
-Folin Ciocalteu reaktifi: Sigma- Aldrich No: F9252

-Sodyum karbonat ¢ozeltisi: (NapCO3) 200g susuz Na,CO3; 800 mL distile suda kaynama
noktasina gelene kadar ¢oziliir. Soguttuktan sonra birkag Na,COj3 kristali eklenir ve 24 saat

bekledikten sonra ¢ozelti filtre edilir ve distile su ile filtrat 1000 mL ‘ye tamamlanir.

- Gallik Asit: (3,4,5- Trihidrobenzoic asit; Sigma No: G 7384) 0.250 g gallik asit % 96’lik

5 mL etanol ile ¢ozdiiriiliir ve distile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

-Etanol (%96°1ik): Carl Roth No: K928.1
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3.1.3.4. Canhlik Testi (TTC)

- TTC Cozeltisi: 0.75 g TTC (2,3,5 Trifeniltetrasodyumklorit; Merck No: 1.08380)
aliminyum ile kaplanmis erlen i¢inde sodyum fosfat tamponu (TTC tamponu: %0.1 0.066
M NaH,PO4 pH 7.7) ile ¢oziindiiriilir ve balon jojeye aktarilarak TTC tamponu ile 250

mL’ye tamamlanir. Kahverengi cam siselerde buzdolabinda saklanir.

- Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (TTC Tampon Cozeltisi): Na;HPO, (Merck No: 6580),
KH,PO,4 (Merck No: 1.04873),

- Etanol (%96°1ik): Carl Roth No: K928.1
3.1.4. EKipmanlar

3.1.4.1. Vurgulu Elektrik Alan Aparatlari
- Islem odaciklar1: Steril kosullar altinda ¢alismak igin propilenden yapilmistir. TUB’de

dizayn edilmis olup Deutsches Institut fiir Lebensmitteltechnik e.V.’de yapilmistir (Sekil
3.2) (Toepfl, 2006).

Sekil 3.2. PEF Islem Odaciklar1 (Toepfl, 2006).

- Elektrotlar; paslanmaz gelikten yapilmistir.
- Plakalar; BEHLKE

- Kapasitorler; HCK-800-M-20 000 (FUG Rosenheim, Almanya) tarafindan kontrol

edilmistir.
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- Osiloskop; Tetronix TDS 220

- Jenerator; Sony tektronix AFG 320 (Arbitary Function Generatory)
- Akim Prob Amplifikator; Tektronix AM 503 B

- Kabin; Certomat ® HK

3.1.4.2. Kimyasal Analizler ve Hiicre Doku Kiiltiiriiniin Gelismesi icin Kullanilan

Ekipmanlar
- Buz Cihazi; CMM

- Cam Malzemeler; Schott Duran, SIMAX
- Cam Tipler ve Kapaklari; Schott GL 18
- Desikator; Lenz- DIN- NS2429, Schott-24/29

- Etliv; Heraeus Instruments D-63450 UT6060, 300°C, IP 20, 1 N/PE, 50 Hz, 230 V, 7.1 A,
1.64 KW

- Filtre Kagidi; Whatman 589/2 no: 10 300 107

- Hassas Teraziler; Scaltec- SBA 31, Sartoritus-handy H120

- {letkenlik Olger; WTW Cond 3110 SET 1 2CA101

- Kiivetler; Carl- Roth RatioLabo® , VWR

- Liyofilizator; CT2 Leybold- Heraeus

- Liyofilizatér Pompast; gerlikon leyboldvacuum TRIVAC

- Manyetik Karistirict; Janke & Kungel IKA- Labortechnik RCT IKAMAG® 335613
- Mikro Test Tiipleri; eppendorf 1.5 mL ve 2.0 mL

- Orbital calkalayici; Certomat HK, B. Braun Melsungen AG (Almanya), model kodu:
886352/0, 220V, 50 Hz, 550 W, 2.5 A, 40-440 rpm

- Otoklav; HMC HV50L
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- Petri kaplari; Greiner
- pH elektrot; Sen Tix HW
- pH-metre; Victor Recker- Knick Dijital pH-metre

- Pipetler; Labmate Abimed 1-10 pL; 2-20 pL; 10-100 pL; 10-1000 pL; 100-1000 pL,
Eppendorf 50-250 uL; 100-1000 pL; 500-2500 pL

- Sicak Su Banyolari; GFL 10626634e, Haake W26

- Santrifiijler; Thermo Scientific Megafuge 1.0 R, Eppendorf Centrifuge 5804R, Sorvall
RC5B

- Spektrofotometre; PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS

- Steril Kabin; Heraeus- LaminAir TL 2472, Thermo Electron Corporation tarafindan
kontrolli

- Ultra-turrax; Janke&Kunkel IKA® Labortechnik
- Vakum Aparati; GAM

- Vakum Erleni; Schott/Duran

- Vakum Filtrasyon Aparati; Schlecher&Schuell

- Vakum Pompasi; AEG AMEB 90 SY 4R3

- Vorteksler; Janke&Kunkel IKA® Labortechnik VF2, IKA® MS2 Minishaker, Eppendorf
Mixer 5432
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3.2. Yontem

3.2.1. Lycopersicon esculentum (LE) Biiyiime Egrisi Olusturma

Kiiltiirlerin inokiilasyon yapildiktan sonra depolama siiresi boyunca 0, 3, 6,9, 11, 13, 15
ve 17. giinlerdeki kuru madde, pH ve iletkenlik, fenilalanin amonyum liyaz enzim
aktivitesi, kiiltiir ve besiyerindeki toplam fenol miktar1 ve canlilik testi 6lgiimleri yapilarak

LE biiyiime egrisi olusturulmustur.

3.2.2. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasi

Vurgulu elektrik alan uygulamasi LE biliyime egrisi baz alinarak kiiltiir
inokiilasyonunun altinc1 giinlinde steril kosullar altinda otoklavlanarak sterilize edilmis
islem odaciklart kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.). Ikinci alt kiiltiir ilk
inokiilasyondan 14 giin sonra gerceklestirilmis ve ayni islemler ikinci alt kiiltiir icin de
gerceklestirilmistir. Kontaminasyondan kaginmak icin erlenmayerlerde bulunan hiicre

kiltir orneklerinin islem odaciklarina doldurma ve bosaltma islemleri steril kabinde

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3. Laboratuar tipi vurgulu elektrik alan sistemi

Uygulama plani design expert 7.0® programina goére central composite design (CCD)

esas alinarak yapilmis olup iissel azalan vurgu sekli tiim uygulamalarda kullanilmis ve
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analizlerdeki her olgiim iic tekrar seklinde yapilmistir (Tablo 3.1). Isleme alinan bu
orneklere ek olarak iicer 6rnek de PEF uygulanmayan kontrol grubu i¢in kullanilmistir. Bu
kontrol orneklerine PEF uygulanan oOrneklerde transfer sirasinda olusabilecek hiicresel
stresin aynisini olusturmak icin aym sekilde steril kabinde erlenmayerden islem odacigina
transfer edilmis ve tekrar geri erlenmayere alinmistir. Sonugta PEF uygulanmis ve
uygulanmamis kiiltiirler ayni1 yolla analiz edilmistir.

Tablo 3.1. PEF uygulama plani. SRS; Stres Reaksiyon Siiresi, VEAS: Vurgulu Elektrik Alan Siddeti, VS:
Vurgu Sayisy, x; bir tane isleme alinan 6rnek

SRS(saat) 0 4 96

VEAS(V/em) | 600 | 900 | 1200 {600 |900 | 1200 | 600 |900 | 1200

1 XXX XXX XXX XXX XXX XXX
VS 5 XXX XXX XXX
9 XXX XXX XXX XXX XXX XXX

PEF uygulanmis hiicreler 0, 4 ve 96. saatlerde analize alimmislardir. Analizlerde
kullanilmak iizere erlenmayerlerdeki strese alinmig kiiltiirlere bir dakika boyunca vakum
filtrasyon yapilmistir. Filtratlarin bir kismi enzim ekstrasyonunda, bir kismi 4 °C’de
buzdolabinda petri kaplarinda kuru madde analizi i¢in ve kalan kismi da toplam fenol
analizinde kullanilmak iizere liyofilizatdrde kurutularak muhafaza edilmistir. Besiyeri
ortam1 ise pH ve iletkenlik dl¢iimlerinde ve toplam fenol analizinde kullanilmak iizere

dondurulmustur.

3.2.3. Kuru Madde Tayini

Hassas tartimi (Scaltec- SBA 31) yapilan aliiminyum folyo kaba konulan kiiltiirlerin yas
agirlig da tartildiktan sonra 105 °C’deki etiivde 24 saat kurumaya birakilmistir. Ardindan 1
saat siire ile desikatorde bekletilmis ve kap ile kap iceriginin tartimi yapilip bos kabin
agirhig1 cikarilarak kuru hiicrelerin agirligi belirlenmistir. Kuru madde miktar1 ise kuru
hiicre agirhiginin kap agirlig ¢ikarilarak bulunan sonucun yas hiicre agirligina oraninin 100

ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir.
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KM (g /100 g) = E * 100 3.1)

a = kap agirhig
b = kap ile yas hiicre agirligi
¢ = kap ile kuru hiicre agirlig

3.2.4. pH ve Iletkenlik Ol¢iimii
pH ve iletkenlik hiicrelerin besiyerleri kullanilarak dijital pH metre (Victor Recker-
Knick) ve dijital iletkenlik 6lger (WTW Cond 3110 SET 1 2CA101) ile 6l¢iilmistiir. Her

Ol¢iim 2 kere tekrarlanmaistir.

3.2.5. Hiicrelerde Canlilik Testi (TTC Testi)

Towill ve Mazur (1974) metodu esas alinarak yapilan TTC testinde ayn1 vurgu siddeti
ve sayisina maruz kalmis vakum filtrelenmis petri kaplarindaki 3 paralel 6rnekten 0.15 ile
0.20 g tartim alinarak yeni bir petri kabinda 3 ornek 0.5 g olusturacak sekilde
kanistirilmistir. Ardindan bu petri kabindaki 3 paralel hiicrenin karisimindan 1 tanesi kor
ornek i¢in 4 tanesi ana ornek i¢in olmak iizere 5 tane cam test tliplerine 0.1 g kiiltiir
tartilmistir. Kor ornek tliptine 1 mL sodyum fosfat tamponu ana 6rnek tiiplerine de 1 mL
TTC ¢ozeltisi eklenip tiiplerin kapaklar1 kapatilarak oda sicakliginda karanlikta 22 saat
inkiibasyona birakilmistir. 22 saat sonunda biitiin tliplere 5 mL % 96 ‘lik etanol eklenerek
reaksiyon sonlandirilmis ve 15 saniye vortexte (Janke&Kunkel IKA® Labortechnik VF2)
karistirilarak spektrofotometrik 6l¢lim igin kiiltiirlerin taze kalmasi amaci ile dondurucuda

muhafaza edilmistir.

Spektrofotometrik dl¢timde kiiltiirlerin ¢dziinmesini saglamak tizere 60 °C’de 15 dakika
tipler sicak su banyosunda (GFL 10626634¢) tutulmus ve 15 saniye vortexte
kanigtirildiktan sonra oda sicakliginda 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir (Thermo
Scientific Megafuge 1.0 R). Siipernatantlar yeni cam test tiiplerine alinmis ve pelletlere 5
mL % 96’lik etanol eklenerek 60 °C’de 15 dakika tiipler sicak su banyosunda tutulduktan
sonra 15 saniye vortexte karistirtlip tekrar oda sicakliginda 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. ikinci siipernatantlar da test tiiplerine eklendikten sonra tiip igerigi

vortexte karistirtlmistir. Yarim kiivetlere alinan 1 mL silipernatantlarin 485 nm dalga
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boyundaki UV spektrofotometresindeki (PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS) absorbanslari
6l¢iilmiis ve sonuglar birim/g kuru madde tizerinden verilmistir (Towill ve Mazur, 1974).
Exdf

Kuru madde aglrllgl)
100

Canlilik ( Birim /g KM) = A (3.2)

Ornek Agirhig: (g)*(

A = Ornek canlilig1 — kér 6rnek canlilig
E = Absorbans
Df = diliisyon faktorii

3.2.6. Hiicrelerde Toplam Fenolik Madde Miktar: Tayini

Galinski (1986) tarafindan modifiye edilen Dyer (1959) yontemine gore 0.01 g
liyofilize hiicre tartilmis ve 0.5 mL Bligh & Dyer ¢ozeltisi ile birlikte 1.5 mL’lik mikro
tiiplere aktarilmis ve 30 dakika boyunca mikro test tiipleri calkalayicisinda (IKA® MS2
Minishaker) oda sicakliginda karistirilmistir. Ardindan tiiplere 0.13 mL kloroform ve 0.13
mL distile su eklenerek tiipler 15 dakika daha c¢alkalandiktan sonra 10000 rpm oda
sicakliginda 5 dakika santrifiijlenmis ve siipernatantlar yeni tiiplere alinmistir (Bligh and
Dyer 1959, Galinski 1986). Toplam fenolik Olglimii {lizerinde degisiklik yapilarak
Waterhouse (2001)’e gore yapilmis olup buna gore 2 mL’lik mikro test tiiplerine kor 6rnek
icin 1.6 mL ana 6rnekler icin 1.59 mL distile su, ana 6rneklere 0.01 mL polifenol ekstrakti
(stipernatant) eklenip vortexte (Eppendorf Mixer 5432) karistirildiktan sonra kor ve ana
orneklere 0.1 mL Folin-Ciocalteau c¢ozeltisi eklenip 30 saniye ile 8 dakika arasinda
karigtirllmis ve 0.3 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi de eklenerek yine ayni sekilde vortexte

karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakilmistir (Waterhouse 2001).

Spektrofotometrik olarak Olglimleri yapilan Orneklerin 765 nm’deki absorbanslari
belirlenmis ve gallik asitle hazirlanan kalibrasyon egrisine gore toplam fenol miktar1 mg
gallik asit/ g kuru madde (mg GAE/ g KM) olarak sonuglar verilmistir. Her 6rnek igin 3

tekrar yapilmistir.
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Hesaplamalar Waterhouse (2001) belirttigi tizere asagidaki formiillere gore yapilmistir:

y =0,0016x + 0,0379
0,8 - R?=0,9946

0 100 200 300 400 500 600
Gallik Asit (mg/L)

Sekil 3.4. Toplam fenolik maddenin gallik asit (G.A) esdegeri olarak hazirlanan kalibrasyon egrisi

Sekil 3.4 ‘te gorildiigii lizere kalibrasyon egrisi denklemi kullanilarak toplam fenol
miktarinin gallik asit esdegeri (GAE) asagidaki formiile gore hesaplanmustir:
(E- Bw) -0,0379

TF (mg GAE /L) = 0001e (3.3)

E = Ornek absorbansi

Bw= Kor 6rnek absorbansi

TF (mg GAE/L
TF (mg GAE /g KM) = = (mg GAE/L)

3.4
Ornek Agirligi(g) * 2000 34)
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3.2.7. Besiyerinde Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Bazi degisiklik yapilan Waterhouse (2001) yontemine gére dondurulmus sivi besiyeri
¢Oziindiiriildiikten sonra 0.4 mL besiyeri, 1.2 mL distile su 2 mL’lik mikro test tiiplerine
eklenip vortexte (Eppendorf Mixer 5432) karistirildiktan sonra kor ve ana orneklere 0.1
mL Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi eklenip 30 saniye ile 8 dakika arasinda karistirilmis ve 0.3
mL sodyum karbonat ¢6zeltisi de eklenerek yine ayn1 sekilde vortexte karistirildiktan sonra

oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakilmistir (Waterhouse, 2001).

Spektrofotometrik olarak o6l¢iimleri yapilan Orneklerin 765 nm’deki absorbanslar
belirlenmis ve gallik asitle hazirlanan kalibrasyon egrisine gore toplam fenol miktar1 mg

gallik asit/ litre (mg GAE/ L) olarak verilmistir. Her 6rnek i¢in 3 tekrar yapilmistir.

Hesaplamalar Waterhouse (2001) belirttigi iizere sekil 3.4 ‘teki kalibrasyon egrisi
denklemi kullanilarak asagidaki formiile gére yapilmaistir:
(E- Bw) -0,0379

TF (mg GAE /L) = 00016 (3.6)

E = Ornek absorbansi
Bw= Kor 6rnek absorbansi

3.2.8. Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) Enzim Analizi

Enzim ekstrasyonu hazirlamak i¢in vakum filtre edilmis kiiltiir 6rneklerinden buz kabi
icinde bulunan test tiiplerine 1.7 g tartilmig ve 3 mL borik asit-borat tamponu ile ultra-
turrax (Janke&Kunkel IKA® Labortechnik) kullanilarak 3 kere 30 saniye araliklarla 30
saniye boyunca 13500 rpm’de homojenize edilmistir. Ardindan kiiltiirler 14000 rpm 4
°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir (Eppendorf Centrifuge 5804R). Siipernatantlar

spektorofotometrik 6l¢iim i¢in buz kabindaki yeni tiiplere alinmigtir.

PAL enzim aktivitesini spektrofotometre (PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS) kullanarak
kor standarta kars1 oda sicakliginda 290 nm’de absorbans dlciimleri yapilmstir. Olgiim icin
36 °C’deki su banyosunda tutulan 2 mL’lik mikro tiiplere kor 6rnek i¢in 2.5 mL ana

ornekler i¢in 1.9 mL borik asit-borat tamponu, 0.5 mL enzim ekstrakt1 ve ana 6rneklere 0.6

mL fenilalanin substrati eklenmistir. 15 dakika ve 75 dakika (At = 60 dakika) bekledikten
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sonra 2 mL’lik makro kiivetlere (Carl- Roth RatioLabo®) aktarilarak 6l¢iimler yapilmistir.
Hesaplamalar asagidaki formiile gore birim / g kuru madde tizerinden verilmistir (Seitz
1985).

|74
d*€290

.. A4A
PAL Aktivitesi = - * (3.7)

A = Absorbsiyon

t = Reaksiyon stiresi

V = Test tiipii hacmi ( 3 mL)

d = Kiivet ¢ap1 ( 1 cm)

€290 = Ekstrasksiyon faktorii (10 mL/cm* mol)
3.2.9. istatistiki Analizler

Canlilik sonuglar1 ve grafikleri i¢cin Design Expert 7 ® programi kullanilmigtir. Bu
amagla deneme plan1 Response Surface Metodu (RSM) kullanilarak belirlenmis ve veriler

Central Composite Rotatable Design (CCRD) deneme plani izlenerek elde edilmistir.

Vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) — vurgu sayis1 (VS) ile stres reaksiyon siirelerinin
(SRS) kuru madde miktari iizerindeki etkilerini birlikte olan etkilerini incelemek amaci ile
SPSS 18 programindan yararlanilmis ve istatistiki analizde varyans analizi (gift yon
ANOVA) uygulanmistir. Gruplar arasinda goriilen farkliliklarin hangi gruplar arasinda
kaynaklandigin1 belirlemek amaci ile de Duncan c¢oklu karsilagtirma testinden
yararlanilmigtir. VEAS — VS ile birinci ve ikinci alt kiiltiirlerin (AK) ¢ift yon olarak pH ve
iletkenlik tizerindeki degisimleri ve VEAS — VS ile SRS ¢ift yon olarak LE hiicrelerinin ve
besiyerlerinin birinci ve ikinci alt kiiltiirlerindeki toplam fenolik madde miktar1 ve
fenilalanin amonyum liyaz enzim aktivitesi tizerindeki degisimleri SPSS 18 programi ¢ift
yonli MANOVA varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile istatistiki olarak
degerlendirilmistir. Ayrica hiicrelerdeki ve besiyerlerindeki TF miktarlar1 ve PAL enzim

aktivitelerinin arasindaki iliskilerin belirlenmesinde korelasyon analizi uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. LYCOPERSICON ESCULENTUM (LE) BiTKi DOKU KULTURU GELISME
KARAKTERISTIGI

4.1.1. Biiyiime Hiz1 & Kuru Madde

17 giin boyunca calkalayicinin i¢inde erlenmayerlerde depolanan hiicre kiiltiirlerinin
sekil 4.1.de de goriildiigii lizere kuru madde ve yas agirliklarina gore 3.glinden sonra hizl
hiicre boliinmesi ile hiicre sayisinda iissel artigin goriildiigl logaritmik (log) faza girdikleri
ve 6. glinden sonra 13. giine kadar kiiltlirlerin yas agirliklarinin arttig1 lineer fazda oldugu
saptanmigtir. 13.giinden sonra ise besiyeri azaldig1 ve hiicresel kalint1 birikimi oldugu i¢in

yavaglama ve ardindan da duraklama fazina gectigi goriilmiistiir.

30,00 -

25,00 -

20,00

Agirlik (g)
=
ul
o
o

=¢— Kuru Madde

10,00 == Yas Agirlik (Biiylime Hizi)

5,00

0,00

0 3 6 9 11 13 15 17

Zaman (giin)

Sekil 4.1. Zamana gére LE bitki doku kiiltiiriinde yas agirlik ve kuru madde miktar degisimi
4.1.2. pH & lletkenlik

Dijital pH metre ve dijital iletkenlik Olcer ile yapilan 6l¢iimlerde her 6l¢iimiin 2 kere
tekrarlanmis ve tekerriirlerin ortalamasi alinarak depolama zamanina kars1 pH ve iletkenlik
grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.2). Buna gore 3 ile 9. giinler arasinda yani log faz ve

lineer fazda pH’da artig goriiliirken 9.glinden sonra 11. giine kadar biraz azalmay1 takiben

sabitlenme saptanmuistir.
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7,00 -
6,00 .\‘/,/’\F ——¢ -
5,00 -
£ 4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 : : : : : : |

0 3 6 9 11 13 15 17

Zaman (giin)

Sekil 4.2.Zamana kars1 pH degisimi

fletkenlikte ise ekimin yapilisin1 takiben depolama boyunca alinan Slgiimlerde lag ve
log fazda ve lineer fazin 9.giiniine kadar hizli bir azalma goriilmiistiir. 9 ile 11. giin

arasinda daha yavas bir azalmay1 takiben 11. giinden sonra kismen sabitlenme saptanmistir

(Sekil 4.3).

5,00

4,00

3,00

2,00

iletkenlik

1,00

0,00 f

Zaman (giin)

Sekil 4.3.Zamana kars: iletkenlik degisimi

4.1.3. Canhhk

Spektrofotometrik dl¢limlerle belirlenen kuru maddedeki absorbansa gore sekil 4.4.’te
goriildiigii tizere hiicrelerdeki canlilik log fazin baslamasi ile birlikte lineer faza kadar
(6.glin) hizli bir artis gosterirken lineer fazda 11.giine kadar yavas bir artis olmustur.
11.glinden sonra ise 15.giline kadar ise besiyeri azaldig1 ve hiicresel kalint1 birikimi oldugu

icin canlilik azalmig ve 15 ile 17. giin arasinda canlilik sabitlenmistir.
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Sekil 4.4.Zamana kars canliliktaki degisim
4.1.4. Toplam Fenol (TF) Miktan

Olusturulan kalibrasyon egrisinden elde edilen dogrusal esitlik (esitlik 4.1) ile yapilan
hesaplamalar sonucu hiicrelerde g kuru maddede mg ve besiyerinde litre besiyerinde mg

olarak toplam fenol miktar1 bulunmustur.
y =0,0013x + 0,0735 (4.2)
R? = 0,9997

4.1.4.1. Hiicrelerde Toplam Fenol Miktari

Sekil 4.5’de goriildigii iizere hiicrelerde fenilalanin amonyum liyaz aktivitesine zit bir
sekilde ilk giin 3,9863 mg/g KM olan toplam fenol miktar1 9. giine kadar 1,2941 mg /g
KM’ye kadar diisiis géstermis ardindan depolama siiresinin sonuna kadar 6,3860 mg/g KM

olana kadar artmustir.
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Zaman (giin)

Sekil 4.5.Zamana kars1 hiicrelerde toplam fenol miktari

4.1.4.2. Besiyerinde Toplam Fenol Miktar:

Besiyerinde toplam fenol miktar1 3 ile 6. gilinler aras1 hizli olmak iizere 3.glin 3,8654
mg/L’den 6. giin 11,7885 mg/L’ ye artis gostermis; fakat 6 ile 9. gilinler aras1 9. giin 9,3526
mg/L olacak sekilde diisiis yasamustir. 9.glinden sonra ise 15. giine kadar 43,5705 mg/L
olacak sekilde artan toplam fenol 15. giinden sonra 37,9423 mg/L olana kadar depolama

sonunda diismeye baslamistir (Sekil 4.6).

50 -
45
40
35

< 30

()]
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L 20
|_
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0 3 6 9 11 13 15 17
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Sekil 4.6. Zamana kars1 besiyerinde toplam fenol miktari
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4.1.5. Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) Aktivitesi
Enzim aktivitesi spektrofotometrik 6lgiimler sonucu okunan absorbanstan yararlanarak

yapilan hesaplamalar ile birim / g kuru madde (KM) olarak verilmistir.

Bitkilerde sekonder metabolit iiretimde kritik bir noktada yer alan fenilalanin amonyum
liyaz enzimi inokiilasyonu takiben depolama siiresi boyunca 27,4757 birim/g KM’den 9.
giine kadar 75,9015 birim/g KM olacak sekilde biiylime hiziyla paralel olarak artig
gostermistir. Ancak PAL aktivitesi 9 ile 11. gilin arasinda 20,4102 birim/g KM’e hizli bir
diislis yasamig ve ardindan tekrar artarak inokiilasyonun yapildigi zamandaki aktivitesine

yakin bir seviyede seyretmistir (Sekil 4.7).

90 -
80 -
70
60
50
40
30

20

PAL Aktivitesi (Birim/g KM)

10 -

0 f f f f f f !

Zaman (giin)

Sekil 4.7.LE Bitki doku kiiltiiriinde zamana kars1 PAL akitivitesi
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4.2. BITKI DOKU KULTURUNDE VURGULU ELEKTRIK ALAN UYGULAMASI
SONUCU ELDE EDILEN BULGULAR

Vurgulu elektrik alan uygulamasi, stres reaksiyon siiresi ve alt kiiltiire alma isleminin
domates hiicre kiiltiiriindeki (Lycopersicon esculentum-LE) biyoaktif maddeler iizerine
etkisini incelemek iizere LE bitki doku 14 giin boyunca depolanip kiiltiire alinmistir.
Kiiltiire alma islemi 2 kere yapilip PEF uygulamasi her iki alt kiiltiire yapilmistir. LE bitki
doku kiiltiirlerine PEF uygulamasi her iki alt kiiltiir i¢in kiiltiirlerde biiylimenin lineer
fazinin basladig1 zaman (6.giin) yapilmistir. Deneme plan1 Design Expert 7.0® programi
araciligi ile Response Surface Metodu (RSM) kullanilarak belirlenmis ve veriler Central
Composite Rotatable Dizayn (CCRD) deneme plani izlenerek elde edilmistir. Deneme
planinda vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS), vurgu sayist (VS), stres reaksiyon siiresi
(SRS), alt kiiltiir (AK) islem degiskenleri sec¢ilmistir. Bu degiskenlere bagli olarak da
canlilik, hiicrelerdeki toplam fenolik madde (TFh), besiyerindeki toplam fenolik madde
(TFb), fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzim aktivitesi, kuru madde (KM) miktar1 ve
pH& iletkenlik dl¢iilerek takip edilmistir.

Canlilik sonuglar1 ve grafikleri design expert 7 ® programi kullanilarak, toplam fenolik
madde, fenilalanin amonyum liyaz enzim aktivitesi, kuru madde miktar1 ve pH & iletkenlik

sonuglar1 SPSS 18 programu ile grafikleri ise excell programi kullanilarak verilmistir.

Islem bagimsiz degiskenleri ile her bir yanit arasindaki iliskiyi ifade eden matematiksel
modeller ¢oklu lineer regresyon analizi yapilarak olusturulmustur. Denemelere en uygun
model olan ikinci dereceden polinomiyal denklemler matematiksel model olarak alinmustir.
Deneysel verilerin ikinci dereceden polinomiyal modele fit ettirilmesine iligkin varyans
analizinde kareler toplamindaki artis (Rz) degerleri, “lack of fit” testi ve “adequate

precision (adeg-precision)” degerleri verilmistir.

Model parametrelerinin tahminlenmesinde en kiiciik kareler yontemi kullanilmaktadir.
Bu yontem, bilinmeyen katsayilarin tahminlenmesinde deneysel veriler ile model
arasindaki farklar toplaminin karesinin minimize edilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu
yontemde modele bir degisken eklenmesi ile bu degisken istatistiksel olarak 6nemsiz de
olsa R’yi her zaman arttirmaktadir. Dolayisiyla yiiksek R? degerleri, gozlemler ile model

tahminleri arasinda her zaman iyi sonuglar verecegini garanti etmez. Bu nedenle R? yerine
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diizeltilmis (adj-) R? degerlerinin kullanilmasi onerilmektedir. Bununla birlikte modelin
sundugu tahmini R? ile adj- R? degerleri arasindaki farkin yiiksek olmas: da istatistiksel

olarak dnemsiz terimlerin modele katilmis oldugunun bir gostergesidir (Eren, 2004).

Olciim sonuclarinin istatistiksel olarak bir anlam ifade edebilmesi icin analizler
sirasinda yapilan varsayimlarin gegerliligi test edilmektedir. Yapilan varsayimlarda secilen
model matematiksel forma uygundur, denemelerde normal dagilis gosterir ve rastgele
hatalar biribirinden bagimsizdir (Eren, 2004). Kalintilar rastgele hata teriminin davranigini
yansitir. Bu sebeple yapilan varsayimlarin test edilmesinde ve modelin uygunlugunun
belirlenmesinde dnemli rol oynar. Dizayn edilmis denemelerden alinan verilere fit ettirilen
regresyon modeli gercek yanit fonksiyonuna bir yaklagim oldugundan tahminlenen
degerler ile deneysel veriler arasindaki fark (kalint1), saf deneysel hatayr ve “lack of fit”

testini icerir (Eren, 2004).

Adeq precision, pred R? ve PRESS istatistikleri kullanilarak regresyon modelinin sonra
yapilacak denemeler i¢in tahminleme modeli olarak kullanilip kullanilamayacagini
belirlenmektedir. Burada adeq precision degeri en az 4 olmas1 gerekirken pre- R?ve adj- R?
degerlerinin biribirine en az % 20 oraninda yakin olmasi ve diisiik PRESS degerler: fit

edilen modellerin tahminleme agisindan uygun oldugunu gosterir.

Her bir yanit igin regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden polinomiyal

modeller kodlanmis degiskenler cinsinden verilecektir.

4.2.1. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Kuru Madde Uzerine Etkisi

Tablo 4.1°’de vurgulu elektrik alan uygulamasi yapilmamis ve yapilmis 6rneklerin 0, 4,
96. stres reaksiyon siirelerindeki birinci ve ikinci alt Kkiiltiirlere ait kuru madde
miktarlarinin sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglara gore birinci ve ikinci alt kiiltiirlere gore

istatistiki hesaplamalar yapilmstir.

58



Tablo 4.1. 0, 4, 96. saatlerdeki stres reaksiyon siireleri, vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) & vurgu
sayilarinin (VS) 1 ve 2. alt kiiltiire gére LE kuru madde miktarlar:

0. Saat 4. Saat 96. Saat
VEAS
(Vicm) |[LAK. KM |2 AK. KM |1 AK. KM |2 AK.KM | 1. AK. KM | 2. AK. KM
& VS (9/100 g) (9/100 @) (9/100 @) (9/100 @) (9/100 @) (9/100 @)
0 6,283186 6,351191 6,271038 6,417403 4,759052 5,19865
600-1 |5,678239 6,338128 5,775676 6,364784 4,71845 4,952916
600-9 | 6,319598 6,580719 5,999189 7,027178 4,55762 4,879616
900-5 6,073917 6,783621 6,214169 6,70211 4,554375 5,057088
1200-1 | 3,566016 6,255657 6,259034 7,466482 5,021372 4,998755
1200-9 | 5,97168 6,076836 6,235769 5,950266 5,140627 4,733029
Birinci Alt Kiiltiir

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonli ANOVA varyans
analizi testi sonuglarina bakildiginda VEAS-VS’nin LE birinci hiicre alt kiiltiirtindeki kuru
madde miktar1 iizerinde etkisi olmadigi (p > 0,05) fakat SRS’ nin 6nemli etkisi oldugu (p <

0,05) bulunmustur.

Tablo 4.3’te Duncan ¢oklu karsilastirma sonuclarina bakildiginda stres reaksiyon siiresi
bakimindan 4 saat beklemis hiicrelerde kuru madde miktarinin 96 saat bekleyenlerden daha
yiksek oldugu belirlenmekle birlikte 0. saatteki kuru madde miktarlar1 ile benzer
ortalamaya sahip olduklar1 saptanmistir (p > 0,05). Ayrica strese maruz kaldiktan hemen
sonraki (0.saat) ve 96 saat sonraki alinan 6l¢limlerde de hiicrelerdeki KM miktar1 benzer

bir ortalamaya sahiptir.
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Tablo 4.2. VEAS-VS ‘nin KM miktar tizerindeki etkisinin istatistiki sonuglar1

VEAS (V/em) — VS KM (g / 100g)
0 5,771 0,386 2

600-1 5,391 + 0,386 2

600-9 5,625 + 0,386 °

900-5 5,614+ 0,386 °
1200-1 4,949 = 0,386 °
1200-9 5,783 + 0,386 2

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.3. SRS ‘nin KM miktar1 tizerindeki etkisini gdsteren istatistiki sonuglar

SRS (saat) KM (g / 100g)
0 5,649+ 0,273 ®
4 6,126 + 0,273 °
96 4,792+ 0,273 2

*Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p < 0,05).

Ikinci Alt Kiiltiir

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonli ANOVA varyans
analizi testi sonuglarina bakildiginda VEAS-VS’nin LE birinci hiicre alt kiiltiiriindeki kuru
madde miktar1 tizerinde etkisi olmadigi (p > 0,05) fakat SRS’ nin 6nemli etkisi oldugu (p <

0,05) bulunmustur.

Bu durumda kuru madde miktar1 {izerinde onemli etkisi olan stres reaksiyon siireleri
acisindan Tablo 4.5’te Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina bakildiginda 0 ve 4 saat
beklemis hiicrelerde en yliksek kuru madde miktarinin oldugu saptanmis fakat 0. saatte
Ol¢iimleri alinan hiicrelerdeki ortalama kuru madde miktariyla 4. saatte Olglimleri

alinanlarin aralarinda istatistiki bir farkliliga rastlanilmamistir ( p> 0,05). Bununla birlikte
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hiicrelerin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan 6l¢timlerdeki KM miktar1 O ve 4 saat

beklemis hiicrelerinkinden istatistiki olarak daha diisiik ortalama degerler gostermislerdir

(p <0,05).

Tablo 4.4. VEAS-VS ‘nin KM miktari {izerindeki etkisini gosteren istatistiki sonuglar

VEAS (V/cm) - VS KM (g / 100g)
0 5,989+ 0,180 ®

600-1 5,885+0,180 ™

600-9 6,163+ 0,180 ®

900-5 6,181+0,180 ®
1200-1 6,240 + 0,180 °
1200-9 5,587 +0,180 %

*Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.5. SRS ‘nin KM miktar1 tizerindeki etkisini gosteren istatistiki sonuglar

SRS (saat) KM (g / 100g)
0 6,398 £ 0,127 "
4 6,665 + 0,127 °
96 4,970 + 0,127 2

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p < 0,05).

Sekil 4.8 ve 4.9°da LE birinci ve ikinci alt kiiltiiriine ait vurgulu elektrik alan siddeti ile
vurgu sayisinin stres reaksiyon siirelerine bagli olarak etkiledigi kuru madde miktarini

gosteren grafikler verilmistir.

Sekil 4.8’de goriildiigii lizere islem gérmiis ve gérmemis tiim hiicrelerin kuru madde
miktarlar stres reaksiyon siiresinin 0. saatindeki 1200 V/cm uygulanmis hiicreleri hari¢ 0

ve 4. saatlerinde 96. saate gore yiiksektir. LE birinci alt kiiltiirlerde vurgulu elektrik alan
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uygulandiktan 4 ve 96 saat sonra alinan Ol¢limlerde kontrole gore elektrik alan siddetinin
artmasi kuru madde miktarinda ilk etapta azalmaya sebep olsa da az miktarda artisa yol
agmistir. Fakat vurgulu elektrik alan uygulandiktan hemen sonra alinan Glgiimlerde
kontrole gore 600 V/cm uygulanmis hiicrelerdeki kuru madde miktarinda bir atis gézlense
de 900 V/cm uygulanmasi ile ciddi bir diislis yasanmis ve ardindan 1200 V/cm ile tekrar

artis gozlenmistir.

LE ikinci alt kiiltiirlerde de birinci alt kiiltiirde oldugu gibi islem gérmiis ve gdrmemis
tiim hiicrelerin kuru madde miktarlar stres reaksiyon siirelerinin 0 ve 4. saatlerinde 96.
saate gore yiksektir (Sekil 4.9). LE ikinci alt kiiltiirlerde vurgulu elektrik alan
uygulandiktan hemen sonra ve 96 saat sonra alinan dlgiimlerde kontrole gore elektrik alan
siddetinin artmasi 6nemsiz bir azalmaya sebep olmustur. Bununla birlikte vurgulu elektrik
alan uygulandiktan 4 saat sonra alinan dlglimlerde kontrole gore 600 V/cm elektrik alan
siddetinin 1 kere uygulanmasi 6nemli bir degisiklik yaratmazken 9 kere uygulanmasi
hiicrelerdeki kuru madde miktarini arttirmistir. Fakat 900 V/cm uygulanmasi kuru madde
miktarini diistirmiistiir. Yine 1200 V/cm elektrik alan siddetinin 1 kere uygulanmasi kuru

maddeyi arttirmig fakat 9 kere uygulanmast ise yine bir diisiise sebep olmustur.

1. Alt Kiiltiir

D
\/ =0—0.5.

=li=4.5.

|

96.S.

O R, N W & U1 OV

i I I I E— —

600-1 600- 9 900-5 1200-1 1200-9
Vurgulu Elektrik Alan Siddeti (V/cm) & Vurgu Sayisi

Kuru Madde Miktari1 (g/ 100 g)
o

Sekil 4.8. LE birinci alt kiiltiiriine ait vurgulu elektrik alan siddeti ile vurgu sayisinin stres reaksiyon
stirelerine bagl olarak etkiledigi kuru madde miktar1
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2. Alt Kiiltiir
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Sekil 4.9. LE ikinci alt kiiltlirline ait vurgulu elektrik alan siddeti ile vurgu sayisinin stres reaksiyon siirelerine
bagli olarak etkiledigi kuru madde miktar1

Birinci ve ikinci alt kiiltiirler i¢in tablo 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5 ile sekil 4.8 ve 4.9 birlikte
degerlendirildiginde ise ikinci kez alt kiiltiire alinan hiicrelerdeki kuru madde miktarinin
bir kere alt kiiltiire alinan hiicrelerdeki kuru madde miktarindan fazla oldugu goriilmiistiir.
Bu degerlendirilmeler sonucunda yapilan ¢alismalarda stres reaksiyon siiresinin
hiicrelerdeki KM miktar1 iizerinde etkili oldugu bulunurken 4 saate kadar hiicrelerin
beklemesinin kuru madde miktarin1 arttirdigi fakat 96 saat beklemenin KM miktarinda
azalmaya sebep oldugu bulunurken doku kiiltiirlerinin alt kiiltiire alinmas1 da hiicrelerde

KM miktarinda artisa yol agtig1 saptanmistir.

4.2.2. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin pH ve Iletkenlik Uzerine Etkisi
Tablo 4.6’da vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) - vurgu sayilariimn (VS) 1 ve 2. alt
kiiltiire gore LE pH & iletkenlik degerlerini gdsteren sonuglar verilmistir. Bu sonuglara

gore hesaplamalar yapilip istatistiki degerlendirmeler verilmistir.

63



Tablo 4.6. Vurgulu elektrik alan giddeti (VEAS) - vurgu sayilarinin (VS) 1 ve 2. alt kiiltiire gore LE bitki
doku kiiltiirii pH & iletkenlik degerleri

1. Alt Kiiltiir

0. Saat 4. Saat 96. Saat
VEAS
(Vicm) & pH iletkenlik pH iletkenlik pH iletkenlik
VS (mS/cm) (mS/cm) (mS/cm)
0 6,131667 3,53 6,02 2,798333 6,575 2,936833
600-1
6,24 3,393333 5,915 2,925 6,926667 1,081833
600-9
6,238333 3,57 5,986667 2,813333 6,86 1,032667
900-5 6,436667 3,993333 5,968333 2,87 6,826667 1,017
1200-1
5,97 3,623333 5,841667 3,006667 6,783333 1,2955
1200-9
6,356667 3,446667 5,915 3,088333 6,941667 1,274167
Alt Kiiltiir
0
6,133333 4,32 5,566667 4,471666667 | 6,871667 1,321166667
600-1
6,163333 3,753333333 | 5,668333 3,653333333 | 7,021667 1,3945
600-9 5,911667 4,245 5,58 3,518333333 | 6,925 1,391333333
900-5
6,081667 4,19 5,531667 3,77 6,516667 1,926333333
1200-1
6,065 4,095 5,616667 3,908333333 | 6,25 1,6895
1200-
00-9 6,266667 3,88 5,565 4,121666667 | 6,246667 1,770166667

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonlii MANOVA varyans

analizi testi sonuglarina bakildiginda VEAS-VS’nin birinci ve ikinci alt kiiltiirlerde pH ve

iletkenlik tizerinde etkisi olmadigi (p > 0,05) bulunmustur. SRS’nin ise birinci ve ikinci alt

kiiltiirlerde hem pH (p < 0,05) hem de iletkenlik (p < 0,05) iizerinde onemli etkisinin

oldugu saptanmistir.

Tablo 4.7°da Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina bakildiginda her iki alt kiiltiirde

VEAS — VS ‘nim pH ve iletkenlik sonuglar tizerinde farklilik yaratmamistir. Tablo 4.8°de

ise SRS’nin her iki alt kiiltiirde pH degerlerini 4 saate kadar diisiirdiigli 96 saatte tekrar

arttirdig iletkenlik degerlerini ise her iki alt kiiltiirde diisiirdiigii goriilmektedir. Ayrica her

iki alt kiiltiirde pH degerleri biribirinden farkli bulunmus, iletkenlik degerleri ise birinci alt
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kiiltiirlerde farkli iken ikinci alt kiiltiirlerde 0 ve 4 saat bekleyen hiicrelerin benzer oldugu

ve 96 saat bekleyenlerden farkli oldugu saptanmaigtir.

Tablo 4.7. VEAS-VS ‘nin pH ve iletkenlik tizerindeki etkisini gosteren istatistiki sonuglar

1. Alt kultiir

2. Alt Kiiltiir

VEAS (V/em) - |pH Metkenlik pH lletkenlik

VS (mS/cm) (mS/cm)

0 6,242+0,065% |  3,088+0,275%|  6,191+0,127%| 3,371+0,157°
600-1 6,361+0,065% |  2,467+0,275%| 6,284+0,127%| 2,934+0,157°
600-9 6,362+0,065% | 2,472+0,275%| 6,139+0,127%| 3,052+0,157°
900-5 6,411£0,065% | 2,627+0,275%| 6,043+0,127%| 3,295+0,157 %
1200-1 6,198+0,065% | 2,642+0275%| 5977+0,127%| 3,231+0,157°
1200-9 6,404+0,065% | 2,603+0,275%| 6,026+0,127%| 3,257 +0,157°

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.8. SRS ‘nin pH ve iletkenlik iizerindeki etkisini gosteren istatistiki sonuglar

1. Alt kiiltiir

2. Alt kiiltiir

SRS pH Tletkenlik pH Iletkenlik
(mS/cm) (mS/cm)

0 6,229 +0,046 ° 3,593 £0,195 6,104 +0,090 4,081 +0,111°

4 5,941 +0,046 2,917 0,195 " 5,588 +0,090 2 3,907 £0,111°

96 6,819 +0,046 ° 1,440 +0,195 2 6,639 +£0,090 1,582 40,1112

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p < 0,05).

Birinci ve ikinci alt kiiltiirler icin tablo 4.7 ve 4.8 ile sekil 4.10 ve 4.11 birlikte

degerlendirildiginde ise vurgulu elektrik alan uygulamasinin pH ve iletkenlik iizerinde

etkisinin olmadig1 ancak SRS ‘nin LE birinci alt kiiltiirlerinde pH degerini 6nce diisiirdiigii
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ardindan 96 saatte arttirdigt saptanmistir. Diger taraftan SRS ‘nin artmasi iletkenlik

degerlerini diisiirmiistiir.

1. Alt Kiiltiir
8 -
7 gr — - i — a—
—4=—pH - 4.5.

6 ———— ¢+ ———%
x ~—pH - 96.
T 5
2 wte=pH - 0.S.
g 4 - A}
o3 3 = 3 iletkenlik - 0.S.
3 —e———e —E= e .

5 | == |letkenlik - 4.S.

1 4 . ~ = -® =0-Illetkenlik -

96.S.
0 } } } } |
0 600-1 600-9 900-5 1200-1 1200-9
Vurgulu Elektrik Alan Siddeti (V/cm) - Vurgu Sayisi

Sekil 4.10. Vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) - vurgu sayilarinin (VS) LE pH & iletkenlik degisimi

2. Alt Kiiltiir

7 e
6 —W S pH -0..

- — T

e~ =fli=pH - 4.S.
T5
g o e=fe=pH - 96.5.
347 e ——— etkenik - 0.5
0_5 )( == |[etkenlik - 0.S.
T3 =¥=iletkenlik - 4..

2 - =0—iletkenlik - 96.S.

—e——9
) —— /
0 : : : : |
0 600-1 600-9 900-5 1200-1 1200-9

Vurgulu Elektrik Alan Siddeti (V/cm) - Vurgu Sayisi

Sekil 4.11. Vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) - vurgu sayilarinin (VS) LE pH & iletkenlik degisimi
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4.2.3. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Canhlik Uzerine Etkisi
Vurgulu elektrik alan uygulamasinin hiicre canliligi iizerine etkisi spektrofotometrik
Olctimler sonucu elde edilmis olup CCRD deneme planina gore sonuglar tablo 4.9°da

verilmistir.

Tablo 4.9. Hiicre canliliklarmin “Response Surface” analizi i¢in deneysel sonuglart

SRS |Alt | VEAS s SRS |Alt | VEAS Canlilik
Canlilik VS
(saat) | Kiiltiir (V/cm) (saat) | Kiiltiir (V/cm) (Birim/g
(Birim/g KM) KM)
0 1 600 9 -12,9973391 | O 2 1200 9 37,2954233
0 1 900 5 54,0643414 0 2 600 9 30,5086213
0 1 600 1 53,2061 0 2 900 5 15,4619115
0 1 600 1 53,2061 0 2 600 9 30,5086213
0 1 900 5 54,0643414 0 2 1200 1 8,29964106
0 1 900 5 54,0643414 0 2 1200 9 37,2954233
0 1 1200 9 -47,8360324 | 0 2 600 9 30,5086213
0 1 600 9 -12,9973391 | O 2 1200 1 8,29964106
0 1 1200 9 -47,8360324 | 0 2 600 1 46,736865
0 1 600 9 -12,9973391 | O 2 600 1 46,736865
0 1 1200 1 -8,11969643 | 0 2 1200 1 8,29964106
0 1 1200 9 -47,8360324 | 0 2 600 1 46,736865
0 1 600 1 53,2061 0 2 1200 9 37,2954233
0 1 1200 1 -8,11969643 | 0 2 900 5 15,4619115
0 1 1200 1 -8,11969643 | 0 2 900 5 15,4619115
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Tablo 4.9 ‘un devam

4 1 1200 37,1095513 4 1200 -59,2947699
4 1 900 60,6781547 4 600 -28,5415877
4 1 1200 37,1095513 4 1200 -204,942365
4 1 900 60,6781547 4 600 -47,4580349
4 1 600 47,0849131 4 1200 -59,2947699
4 1 600 52,9925503 4 1200 -59,2947699
4 1 900 60,6781547 4 600 -28,5415877
4 1 1200 38,1942992 4 600 -47,4580349
4 1 1200 37,1095513 4 1200 -204,942365
4 1 1200 38,1942992 4 600 -28,5415877
4 1 600 47,0849131 4 600 -47,4580349
4 1 1200 38,1942992 4 1200 -204,942365
4 1 600 52,9925503 4 900 -18,1621446
4 1 600 47,0849131 4 900 -18,1621446
4 1 600 52,9925503 4 900 -18,1621446
96 1 1200 -26,1707422 | 96 600 9,14103915

96 1 600 7,45468626 96 600 -0,91575906
96 1 600 14,3314891 96 1200 16,7910086

96 1 1200 -26,1707422 | 96 1200 -2,45693376
96 1 900 8,10757541 96 900 -27,4500764
96 1 1200 -6,72601751 | 96 1200 16,7910086
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Tablo 4.9’un devami

96 1 900 5 8,10757541 96 2 900 5 -27,4500764
96 1 1200 1 -6,72601751 | 96 2 600 1 9,14103915
96 1 900 5 8,10757541 96 2 600 1 9,14103915
96 1 600 9 7,45468626 96 2 1200 1 16,7910086
96 1 1200 |9 -26,1707422 | 96 2 900 5 -27,4500764
96 1 600 1 14,3314891 96 2 1200 |9 -2,45693376
96 1 600 1 14,3314891 96 2 1200 |9 -2,45693376
96 1 1200 1 -6,72601751 | 96 2 600 9 -0,91575906
96 1 600 9 7,45468626 96 2 600 9 -0,91575906

Birinci ve ikinci alt kiltir i¢in “Response Surface” metodu (RSM) polinomiyal
quadratik modele gore yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 tablo 4.10 ve tablo

4.12°de verilmistir.

Birinci Alt Kiiltiir
Tablo 4.10’da goriildiigii lizere model F-degerinin 44.85 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gdstermekte ve ayrica model F-degerinin giiriiltiiye baglh olarak olugsmas1 0.01 %

ihtimalde gerceklesmektedir.

Prob > F degerinin 0.05’ten diisiik olmas1 degiskenlerin analizler {izerinde 6nem arz
ettigini gostermektedir. Bu durumda tablodan da goriildiigii izere VEAS, VS, SRS, VEAS
& SRS, VS & SRS hiicrelerin canlilig iizerinde 6nemlidir.
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Tablo 4.10. Birinci Alt Kiiltiiriin Canlilik Testinde Response Surface Quadratik Model igin ANOVA
sonuglari

Kaynak Kareler Ortalama F-Degeri | p-Degeri

Toplami Kare Prob > F
Model 44079.46 4897.72 44.85 <0.0001 Onemli
A-VEAS 7710.69 7710.69 70.61 <0.0001 Onemli
B-VS 3921.82 3921.82 35.91 <0.0001 Onemli
C-SRS 19592.04 9796.02 89.70 <0.0001 Onemli
AC 1927.99 963.99 8.83 0.0008
BC 5048.71 2524.36 23.12 <0.0001 Onemli
A2 5878.22 5878.22 53.83 <0.0001 Onemli

Tablo 4.11°den goriilecegi iizere 0.8794 olan Pred R? degeri 0.8997 olan Adj R? degeri ile
uyumluluk gdstermektedir. Boylece fit edilen modellerin tahminleme agisindan uygun
oldugu goriilmektedir. Adeq Precision oraninin 4’ten biiyiilk olmasi istenmektedir. Buna
gore oranit 24.084 olan adeq precision bu modelin deneme uzayma uygulanabilirligini

gostermektedir.
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Tablo 4.11.Canlilik testi tizerinde PEF uygulamasinin 6nemini gésteren ANOV A sonuglari

R 0.9202 Std. Dev. 10.45
Adj R? 0.8997 Mean 18.09
Pred R 0.8794 PRESS 5779.19
Adeq Precision 24.084

Kodlu degerler cinsinden 6nerilen quadratik matematiksel modele ait formiil ise asagida

verilmistir:

Canlilik = +40.95 -14.64 * VEAS -10.44 * /S -10.43 * SRS (1) +29.12 * SRS (2) -9.41 *
VEAS * SRS (1) +8.44 * VEAS * SRS (2) -16.04 * VS * SRS (1) +12.19 * VS * SRS (2) -
28.57 * VEAS * VEAS 4.2)

Sekil 4.12, 4.13 ve 4.14 ‘de ise birinci alt kiiltiire ait 0, 4 ve 96. stres reaksiyon
zamanlarindaki vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) ve vurgu sayisinin (VS) hiicre
canlilif1 lizerine etkilerini gosteren 3 boyutlu grafikler verilmistir. Sekil 4.12, 4.13 ve
4.14’e gore vurgulu elektrik alan siddeti arttik¢a canlilik azalmaktadir ayn1 zamanda vurgu
sayist arttikga da canlilik azalmaktadir. Ayrica stres reaksiyon siirelerine gore grafikler
incelendiginde strese maruz kaldiktan hemen sonraki alinan 6l¢iimlere gore 4 saat sonraki
Ol¢iimlerde canliligin arttig1 fakat 96 saat bekleyen hiicrelerin canliliginda ciddi bir azalis
oldugu goriilmektedir. Hiicre canliligimin azalmasi hiicrelerde difiizyon mekanizmasinin
diizenlenmesi agisindan 6nemlidir (Janositz vd.,2011). Fakat vurgulu elektrik alanin 1200
V/em siddetine ve stres reaksiyon siiresinin ise 96 saate yiikselmesi hiicrelerde canliligin

tamamen Yyitirilmesine sebep olmustur.
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Canlilik
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A:VEAS 105000

1200.00 ~1.00

Sekil 4.12. LE birinci alt kiiltiirline ait 0. saatteki veas ve vs’nin canlilik tizerine etkileri
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Sekil 4.13. LE birinci alt kiiltiirine ait 4. saatteki veas ve vs’nin canlilik tizerine etkileri
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Canlilk

900.00

A VEAS_ 1050.00 = B:- VS

1200.00 1.00

Sekil 4.14. LE birinci alt kiiltiirline ait 96. saatteki veas ve vs’nin canlilik tizerine etkileri

Ikinci Alt Kiiltiir
Tablo 4.12 ‘den goriilecegi lizere model F-degerinin 30.50 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gostermektedir ve ayrica model F-degerinin giiriiltiiye bagh olarak olugmasi 0.01

% ihtimalde gerceklesmektedir.

Prob > F degerinin 0.05’ten diisiik olmasi1 degiskenlerin analizler {izerinde 6nem arz
ettigini gostermektedir. Bu durumda tablodan da goriildiigii iizere SRS ve VEAS & VS

hiicrelerin canlilig1 tizerinde 6nemlidir.
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Tablo 4.12. ikinci Alt Kiiltiiriin Canlilik Testinde Response Surface Quadratik Model icin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Ortalama F-Degeri | p-Degeri
Toplam1 Kare
Prob > F
Model 31123.22 6224.64 30.50 <0.0001 | Onemli
A-VEAS | 676.17 676.17 3.31 0.0771
B-VS 113.29 113.29 0.56 0.4611
C-SRS 27313.65 13656.82 66.91 <0.0001 | Onemli
AB 1321.71 1321.71 6.48 0.0154

Tablo 4.13’te ise canlilik testi lizerinde PEF uygulamasinin énemini gdsteren ANOVA
tablosu goriilmektedir. Buna gore 0.7544 olan Pred R? degeri 0.7825 olan Adj R? degeri ile
uyumluluk gostermektedir. Bu durumda fit edilen modellerin tahminleme agisindan uygun
oldugu goriilmektedir. Adeq Precision oraninin 4’ten biiyilk olmasi istenmektedir. Buna
gore oranit 15.946 olan adeq precision bu modelin deneme uzayma uygulanabilirligini

gostermektedir.
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Tablo 4.13.Canlilik testi tizerinde PEF uygulamasinin 6nemini gésteren ANOV A sonuglari

R 0.8090 Std. Dev. 14.29
Adj R? 0.7825 Mean -1.43
Pred R 0.7544 PRESS 9447.93
Adeq Precision 15.946

Kodlu degerler cinsinden 6nerilen matematiksel modele ait formiil ise asagida verilmistir:

Canlilik = -3.75 -3.75 * VEAS -1.03 * VS +31.41 * SRS [1] -34.18 * SRS [2] + 6.50 *

VEAS * VS
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Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17 ‘de ise ikinci alt kiiltiire ait 0, 4 ve 96. stres reaksiyon
zamanlarindaki vurgulu elektrik alan siddeti (VEAS) ve vurgu sayisinin (VS) hiicre
canlilig1 iizerine etkilerini gosteren 3 boyutlu grafikler verilmistir. Sekil 4.15, 4.16 ve
4.17’e gore vurgulu elektrik alan siddeti arttik¢a canlilik azalmaktadir ayn1 zamanda vurgu
sayist arttikga da canlilik azalmaktadir. Ayrica stres reaksiyon siirelerine gore grafikler
incelendiginde strese maruz kaldiktan hemen sonraki alinan 6lgiimlere gore 4 saat sonraki
Olctimlerde canliligin bir anda ciddi bir diisiis yasadig1 fakat 96 saat bekleyen hiicrelerin
canliliginda tekrar arttig1 gériilmektedir. Bu durum birinci alt kiiltiirle tezatlik géstermekle
birlikte ikinci alt kiiltirde R? ve adj-R? degerlerinin diisiik olmas1 ikinci alt kiiltiirlerdeki
hiicre davraniglariin gézlemleri tam olarak yansitmadigini gostermektedir. Boylece ikinci
alt kultirlerin canlilik testinde 2,3,5 trifenil tetrazolium kloriiriin trifenilformazona
dontisimii gerceklesmesi gerekirken reaksiyonun tamamlanmadigir anlasilmaktadir. Bu
durum alt kiiltiire alma iglemi sirasinda ekimleri yapilan hiicrelerin mekanik olarak strese
ugraylp canliig@int yitirdigini veya ¢alismalarin yeterince hassas yapilmadigini
gostermektedir.  Sekil 4.16 ve 4.17°den goriildiigi lizere 4 ve 96. stres reaksiyon

stirelerinde elektriksel alan siddetinin 1200 V/cm olmast hiicrelerde dliime yol agmustir.

Canlilk

1200.00 1.00

Sekil 4.15. LE ikinci alt kiiltiiriine ait 0. saatteki veas ve vs’nin canlilik tizerine etkileri
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Sekil 4.16. LE ikinci alt kiiltiiriine ait 4. saatteki veas ve vs’nin canlilik iizerine etkileri

Canlillk
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1200.00 1.00

Sekil 4.17. LE ikinci alt kiiltiiriine ait 96. saatteki veas ve vs’nin canlilik iizerine etkileri
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4.2.4. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Toplam Fenolik Madde Uzerine Etkisi

4.2.4.1. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Hiicrelerdeki Toplam Fenolik Madde

Uzerine Etkisi
Tablo 4.14°de LE hiicrelerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne bagh
olarak Olciilen ortalama toplam fenolik madde (TF) sonuglarini gosteren tablo verilmistir.

Bu sonuglara gore hesaplamalar yapilmis olup istatiksel degerlendirmeler yorumlanmaistir.

Tablo 4.14. LE hiicrelerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne bagli olarak 6lgiilen ortalama
toplam fenolik madde (TF) sonuglari

VEAS(V/cm)- VS SRS (saat) 1. AK-TF (mg/g KM) 2. AK-TF (mg/g KM)
0 0

1,368159412 2,320526
0 4

1,584005704 2,729131
0 96

1,839415141 1,815683
600-1 0

1,355347656 2,031977
600-1 4

1,245572934 1,712963
600-1 96

1,616583796 1,489846
600-9 0

1,613622656 2,319242
600-9 4

1,399535199 2,085672
600-9 96

1,811361655 1,645292
900-5 0

1,359413927 2,198939
900-5 4

1,56906906 2,40868
900-5 96

2,232838703 1,367656
1200-1 0

1,743112127 2,342208
1200-1 4

1,519239332 2,495992
1200-1 96

2,249305556 2,184903
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Tablo 4.14°iin devami

1200-9 0

1,48542827 2,189518
1200-9 4

1,631662292 2,967748
1200-9 96

1,632639451 2,294845

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonlii MANOVA varyans
analizi testi sonuglarina bakildiginda tablo 4.15’ten de goriildiigi tizere VEAS-VS’nin LE
birinci hiicre alt kiiltiriinde etkili olmadigi ( p > 0,05) fakat ikinci hiicre alt kiiltiirlerindeki
TF miktarlar1 tizerinde etkisi oldugu (p < 0,05) saptanmistir. Bu durumda ikinci alt
kiiltiirler degerlendirildiginde VEAS ve VS g6z 6niinde bulundurularak 1200 V/em PEF
siddetine 1 ve 9 kere maruz kalmis hiicrelerde toplam fenolik madde oran1 600 V/cm PEF
siddetine 1 kere maruz kalmis hiicrelerden yiiksek olmakla birlikte islem gormemis
hiicrelerle aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamis ve 600 V/cm PEF siddetine 9
kere ve 900 V/cm PEF siddetine 5 kere maruz kalmis hiicrelerle de aralarinda benzerlik
saptanmigtir. Buna ilaveten SRS’nin hem birinci hem ikinci alt kiiltiirlerdeki TF miktarlar

tizerinde 6nemli etkisi oldugu (p < 0,05) bulunmustur (tablo 4.16).

Tablo 4.16’da Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina bakildiginda stres reaksiyon
sliresi bakimindan O ve 4 saat beklemis ve LE ikinci alt kiiltiirdeki hiicrelerde en yiiksek
toplam fenolik madde miktarinin oldugu ve aralarinda bir fark olmadigi saptanmustir.
Bununla birlikte 0 ve 4. saatteki toplam fenolik madde miktarlar1 96. saatte Glgiimleri

alian TF miktarlarindan farklidir (p < 0,05).
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Tablo 4.15. VEAS-VS ‘nin LE 1. ve 2. Alt kiiltiirlerindeki TF miktar1 izerindeki etkisini g6steren istatistiki

sonuglar

VEAS (V/em) - VS

1. AK-—TFh (mg)

2. AK -TFh (mg)

0 1,597 + 0,102 ® 2,288 +0,148°
600-1 1,406 + 0,102 2 1,745+ 0,1482
600-9 1,608 + 0,102 ® 2,017 +0,148 %
900-5 1,720 + 0,102 ® 1,992 + 0,148 ®

1200-1 1,837 +0,102° 2,341 +0,148°
1200-9 1,583+ 0,102 ® 2,484 +0,148°

*Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.16. SRS ‘nin LE 1. ve 2. Alt kiiltiirlerindeki TF miktar1 {izerindeki etkisini gdsteren istatistiki

sonuglar
SRS (saat) 1. AK-TFh (mg) 2. AK -TFh (mg)
0 1,488 + 0,072 ° 2,234 +0,105°
4 1,492 + 0,072 2 2,400 + 0,105 °
96 1,897 +0,072° 1,800 + 0,105 ?

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir (p < 0,05).
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Sekil 4.18 ve 4.19’dan da goriildiigii lizere 600 V/cm vurgulu elektrik alan siddeti
uygulanmis hiicrelerin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan dlgiimlerinde toplam
fenol miktar1 0 ve 4 saate gore yiiksektir. Bununla birlikte 96. saatteki birinci alt
kiiltiirlerde ikinci alt kiiltiire gore TF miktar: yiiksek olmakla birlikte birinci alt kiiltiirdeki

islem gormiis hiicrelerde kontrol d6rnegine gore TF miktar1 daha diistiktiir.
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Sekil 4.18. LE 1. Alt kiiltiire ait 600 V/cm VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisim
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Sekil 4.19. LE 2. Alt kiiltiire ait 600 V/cm VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisim
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Sekil 4.20 ve 4.21°den de goriildiigi lizere 600 V/cm VEAS uygulanmis hiicrelerde
oldugu gibi 900 V/cm vurgulu elektrik alan siddeti uygulanmis hiicrelerin strese maruz
kaldiktan 96 saat sonra alinan 6l¢timlerinde birinci alt kiiltiirlerde toplam fenol miktar1 0 ve
4 saate gore yiiksektir. Bununla birlikte ikinci alt kiiltiirlerde strese maruz kaldiktan sonra
96 saat bekleyen hiicrelerdeki TF miktar1 O ve 4 saat beklemis hiicrelerdeki TF miktarindan
diistiktiir. Birinci alt kiiltlirlerde stres reaksiyon siiresinin artmasiyla kontrol drnegine gore
islem gormiis 6rneklerde TF miktar1 artis gosterirken ikinci alt kiiltiirlerde strese maruz
kaldiktan 4 saat sonrasina kadar TF miktar1 artmis fakat 96 saat bekleyen hiicrelerde
diismiistiir. Ayrica ikinci alt kiiltlirlerde kontrol 6rnegine gore islem gormiis hiicrelerde TF

miktarinin daha diisiik oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.20. LE 1. Alt kiiltiire ait 900 V/cm VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisim
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Sekil 4.21. LE 2. Alt kiiltiire ait 900 V/cm VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisim
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Sekil 4.22 ve 4.23’den de goriildiigli iizere 1200 V/cm vurgulu elektrik alan siddeti
uygulanmis birinci alt kiiltiirdeki hiicrelerin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan
Olclimlerinde toplam fenol miktar1 0 ve 4 saate gore yiiksektir. Bununla birlikte birinci alt
kiiltiire zit bir sekilde strese maruz kaldiktan 96 saat sonra Olgiimleri alinan ikinci alt
kiiltiirlerde TF miktar1 0 ve 4 saat beklemis hiicrelerdeki TF miktarindan daha disiiktir.
Ayni zamanda birinci alt kiiltiirdeki 1200 V/cm VEAS’nin 1 kere uygulanmis ve 4 saat
beklemis ve 1200 V/cm VEAS nin 9 kere uygulanmis ve 96. saatte 6l¢iimleri alinmis LE
hiicrelerin disindaki islem gormiis hiicrelerde bulunan toplam fenol miktar1 islem
gdrmemis hiicrelere gore yiiksektir. Ikinci alt kiiltiirde ise 1200 V/cm VEAS’nin 9 kere
uygulanmis ve hi¢ beklenmeden Ol¢limleri alinmis hiicrelerin ve 1200 V/em VEAS nin 1
kere uygulanmis ve 4 saat bekledikten sonra Slgiimleri alinmis hiicrelerin disindaki islem

gormiis hiicrelerde bulunan toplam fenol miktar1 kontrol drneklerine gore yiiksektir.
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Sekil 4.22. LE 1. Alt kiiltiire ait 1200 V/em VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisimi
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Sekil 4.23. LE 2. Alt kiiltiire ait 1200 V/em VEA siddeti uygulanmis hiicrelerin TF miktarindaki degisimi
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4.2.4.2. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Besiyerindeki Toplam Fenolik Madde
Uzerine Etkisi

Bitki doku kiiltiirlerinde stres yaratilarak hiicrelerde fenolik madde bilesen miktarlarinin

incelenmistir. Bununla birlikte stres ile birlikte membran gecirgenliklerinin artmasi ve

buna bagl olarak hiicrelerin bulundugu besiyerlerine iiretilen fenolik maddelerin gegme

ihtimali diisliniilerek besiyerlerinde de toplam fenolik madde 6l¢timleri yapilmustir.

Tablo 4.17°de LE besiyerlerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne baglh

olarak Olgiilen ortalama toplam fenolik madde (TF) sonuglarin1 gosteren tablo verilmistir.

Bu sonuglara gore hesaplamalar yapilmis olup istatiksel degerlendirmeler yorumlanmustir.

Tablo 4.17. LE besiyerlerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne bagh olarak 6lgiilen
ortalama toplam fenolik madde (TF) sonuglart

VEAS(V/em)- VS SRS (saat) | 1. AK-TF (mgGAE/L) P. AK-TF (mg GAE/L)
0 0 1451972 10,81439
0 4 13,72329 17,32178
0 96 23,46979 20,73572
600-1 0 13,96125 27,6656
600-1 4 14,9325 20,02671
600-1 96 21,24563 24.37306
600-9 0 15,26272 9,420649
600-9 4 14,6654 18,49699
600-9 96 25,55798 25,39287
900-5 0 14,32061 16,04944
900-5 4 13,62131 16,36995
900-5 96 24,03312 24,12539
1200-1 0 14,1992 22,27516

84




Tablo 4.17°nin devami

1200-1 4 15,35014 16,84586
1200-1 96 19,77904 41,72883
1200-9 0 16,6419 20,61917
1200-9 4 14,46144 19,48281
1200-9 96 20,59975 46,54138

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonli MANOVA varyans
analizi testi sonuglarina bakildiginda tablo 4.18’den de goriildiigl iizere VEAS-VS’nin LE
birinci ve ikinci hiicre alt kiiltiirlerindeki TF miktarlari {izerinde etkisi olmadigi (p > 0,05)
saptanmigtir. Fakat SRS’ nin hem birinci hem ikinci alt kiiltiirlerdeki TF miktarlar tizerinde

onemli etkisi oldugu (p < 0,05) bulunmustur (tablo 4.19).

Tablo 4.19°da Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina bakildiginda stres reaksiyon
stiresi bakimindan 96 saat beklemis LE hem birinci ve hem de ikinci alt kiiltiirdeki
besiyerlerinde en yiiksek toplam fenolik madde miktari elde edilmistir. Ayrica O ve 4.saatte
Ol¢iimleri alman toplam fenolik madde miktarlarinin hem birinci hem de ikinci alt

kiiltiirlerde benzer ortalama gosterdigi saptanmistir.

85




Tablo 4.18. VEAS-VS ‘nin LE besiyerindeki 1. ve 2. Alt kiiltiirlerinde bulunan TF miktar1 iizerindeki

etkisini gosteren istatistiki sonuglar

VEAS (V/em) - VS 1. AK—TFb(mg GAE/L) | 2. AK—TFb (mg GAE/L)
0 17,238 + 0,913 ° 16,291 + 3,797 °
600-1 16,713+ 0,913° 24,022 +3,797°
600-9 18,495+ 0,913 ° 17,770+ 3,797 °
900-5 17,325+ 0,913° 18,848 + 3,797 °
1200-1 16,443 + 0,913 ° 26,950 + 3,797 °
1200-9 17,234+ 0,913° 28,881 + 3,797 °

*Aymn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.19. SRS ‘nin LE besiyerindeki 1. ve 2. Alt kiiltiirlerinde bulunan TF miktar1 iizerindeki etkisini

gosteren istatistiki sonuglar

SRS (saat) 1. AK-TFb(mg GAE/L) | 2. AK-TFb (mg GAE/L)
0 14,818 + 0,646 a 17,807 + 2,685 a
4 14,459 + 0,646 a 18,001 + 2,685 a
96 22,448 + 0,646 b 30,483 + 2,685 b

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p < 0,05).

86




Sekil 4.24 ve 4.25’dan gorildiigii iizere 600 V/cm vurgulu elektrik alan siddeti
uygulanmis besiyerlerinin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan dlgltimlerinde toplam
fenol miktar1 0 ve 4 saate gore yliksektir (2. alt kiiltiirdeki 600 V/em elektrik alan
siddetinde 1 kere strese maruz kaldiktan hemen sonraki besiyerlerindeki TF miktar
harigtir). Burada standart sapmanin da yiliksek c¢ikmasi yapilan Olglimlerden veya
besiyerleri dondurulup ¢oziindiiriildiigii i¢in toplam fenol miktarinda degisiklik
yarattigindan bu durum ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte 96. saatteki ikinci alt kiiltiirlerde
birinci alt kiiltiire ve ikinci alt kiiltlirdeki islem gdrmiis hiicrelerde kontrol drnegine gore

TF miktar1 daha yiiksektir.

30 +

M islem Gérmemis m600V/cm -1 ®600V/cm -9

25

TF (mg GAE/L)
= = N
o (6] o

v

SRS (saat

Sekil 4.24. LE 1. Alt kiiltiire ait 600 V/cm VEA siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki
degisimi
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Sekil 4.25. LE 2. Alt kiiltiire ait 600 V/em VEA siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki
degisimi
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Sekil 4.26 ve 4.27°den de gorildiigii lizere 900 V/em vurgulu elektrik alan siddeti
uygulanmis kiiltiirlerin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan 6l¢iimlerinde toplam
fenol miktar1 0 ve 4 saate gore yiiksektir. Bununla birlikte ayn1 sekilde 96. saatteki 2. alt
kiiltiirlerde 1. alt kiiltiire ve 2. alt kiiltiirdeki islem gormiis hiicrelerde kontrol 6rnegine gore

TF miktar1 daha yiiksektir.
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Sekil 4.26. LE 1. Alt kiiltire ait 900 V/cm VEAS siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki
degisimi
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Sekil 4.27. LE 2. Alt kiiltiire ait 900 V/cm VEA siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki degisimi
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Sekil 4.28 ve 4.29’dan da goriildiigl iizere 1200 V/cm vurgulu elektrik alan siddeti
uygulanmis hiicrelerin strese maruz kaldiktan 96 saat sonra alinan dlgiimlerinde toplam
fenol miktar1 0 ve 4 saate gore yliksektir. Bununla birlikte 96. saatteki 2. alt kiiltiirlerde
standart sapma oldukea yiiksek olmakla birlikte 1. alt kiiltiirlere gére TF miktari yiiksektir.
Standart sapmanin yiiksek olusu deneysel hatadan kaynaklanabilecegi gibi dondurulup

¢oziindiirmekten de kaynaklanabilmektedir.
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Sekil 4.28. LE 1. Alt kiiltire ait 1200 V/cm VEA siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki
degisimi
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Sekil 4.29. LE 2. Alt kiiltiire ait 1200 V/em VEA siddeti uygulanmis besiyerlerinin TF miktarindaki degisimi



4.2.5. Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasinin Fenilalanin Amonyum Liyaz Enzim

Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tablo 4.20°de LE besiyerlerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne bagl

olarak Olgiilen ortalama PAL enzim aktivitesi sonuglarint gosteren tablo verilmistir. Bu

tabloya gore hesaplamalar yapilmis ve sonuglar grafiklerle desteklenmis istatistiki

degerlendirmeler ile birlikte yorumlanmaistir.

Tablo 4.20. LE besiyerlerinin 1 ve 2. alt kiiltiirlerindeki VEAS — VS ve SRS’ne bagli olarak 6lgiilen

ortalama PAL enzim aktivitesi sonuglar

VEAS(V/em)- | SRS [1. AK-PAL (Birim/g KM) [2. AK— PAL (Birim /g KM)
VS (saat)
0 0 5,621 9,083
0 4 21,229 3,524
0 96 30,484 9,698
600-1 0 43,923 10,135
600-1 4 51,832 12,154
600-1 96 70,724 20,013
600-9 0 25,208 17,402
600-9 4 40,816 11,843
600-9 96 50,071 18,017
900-5 0 63,509 18,454
900-5 4 71,418 20,473
900-5 96 90,310 28,332
1200-1 0 15,096 19,770
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Tablo 4.20°nin devami

1200-1 4 30,704 14,211
1200-1 96 39,958 20,385
1200-9 0 53,397 20,822
1200-9 4 61,306 22,841
1200-9 96 80,198 30,7

VEAS-VS ve SRS etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonlii MANOVA varyans
analizi testi sonuglarina bakildiginda VEAS-VS’nin LE birinci alt kiiltlirlerindeki PAL
enzim aktivitesi tizerinde ¢ok 6nemli etkisi oldugu (p < 0,05) goriiliirken ikinci alt kiiltiirler
tizerinde etkisinin olmadig1 saptanmistir (p > 0,05). Bununla birlikte SRS’ nin hem birinci
hem ikinci alt kiiltiirlerdeki PAL miktarlar1 tizerinde 6nemli etkisi oldugu (p < 0,05 )

bulunmustur.

Tablo 4.21°de Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglarina bakildiginda vurgulu elektrik
alan siddeti ve vurgu sayist bakimindan en yiiksek aktivite 1200 V/cm elektriksel alan
siddetine 9 kere vurgu yapilmis birinci alt kiiltiirlerde oldugu ve diger degiskenlerden farkl
oldugu goriilmektedir. Ayrica 900 V/cm 5 kere ve 1200 V/ecm 1 kere vurgu yapilan birinci
alt kiiltiirlerde VEAS-VS benzer etkiyi yapmaktadir. Birinci alt kiiltiirlerde islem gérmiis
kiiltiirlerin kontrol 6rneklerine gore farkli etki gordiigii ve 600 V/cm elektriksel alan
siddetine maruz kalmis Orneklerde vurgu sayisinin 1 kere ve 9 kere yapilmasi da bu
orneklerde farkli etki yaratmaktadir. Ikinci alt kiiltiirlerde VEAS-VS 6nemli bir etkiye
sahip degildir.
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Tablo 4.21. VEAS-VS ‘nin LE besiyerindeki 1. ve 2. alt kiiltiirlerinde bulunan PAL enzim aktivitesi
iizerindeki etkisini gosteren istatistiki sonuglar

VEAS (V/em) - VS 1. AK—PAL (Birim/g KM) [2. AK —PAL (Birim/g KM)
0 15,3083 + 3,215 ° 15,4180 + 4,300 ®
600-1 30,9164 + 3,215 ° 9,8594 + 4,300 °
600-9 40,1709 + 3,215 ¢ 16,0332 + 4,300 ®
900-5 53,6096 + 3,215 1 16,4703 + 4,300 ®
1200-1 61,5188 + 3,215 1 18,4893 + 4,300 ®
1200-9 80,4106 + 3,215 ° 26,3483 + 4,300

*Aymn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir (p < 0,05).

Tablo 4.22°de goriildigii tizere farkli stres reaksiyon siireleri (SRS) birinci alt kiiltirdeki
orneklerde farkli etki yaratirken ikinci alt kiiltiirdeki 6rneklerde 4 ve 96. saatlerde benzer
etkiyi gostermektedir. Bununla birlikte en yiliksek enzim aktivitesi birinci alt kiiltiirlerde

strese maruz kaldiktan 4 saat sonra 6l¢itimleri alinan 6rneklerde oldugu saptanmaistir.

Tablo 4.22. SRS ‘nin LE besiyerindeki 1. ve 2. alt kiiltiirlerinde bulunan PAL enzim aktivitesi lizerindeki
etkisini gosteren istatistiki sonuglar

SRS (saat) 1. AK-PAL (Birim /g KM) 2. AK - PAL (Birim /g KM)
0 37,3021 + 3,215 2 10,7678 + 4,300 °
4 56,8887 + 3,215 ° 19,0869 + 4,300
96 46,7765 + 3,215 ° 21,4547 + 4,300 °

*Aymn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir (p < 0,05).
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Sekil 4.30 ve 4.31 birlikte incelendiginde birinci alt kiiltiirlerde 600 V/cm elektriksel
alana maruz kalmig orneklerin islem gérmemislere gore PAL aktivitesinin yliksek oldugu
fakat ikinci alt kiiltiirlerde 600 V/cm elektriksel alanin 9 kere vurgu yapildig: hiicrelerde
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte her iki alt kiiltiirde strese maruz kaldiktan 4
saat sonra enzim aktiviteleri en yiiksek olurken 4 saatten fazla beklenildiginde diisiis
olmaya baglamistir. Bu durumda 600 V/cm uygulanan LE hiicre kiiltiirlerinde 9 kere vurgu

yapilip strese maruz kaldiktan sonra 4 saat beklemek enzim aktivitesini arttirmistir.

60 —&—Islem Gérmemis  ==600V/cm-1

vl
o

600 V/cm -9 -

D
o
—

PAL (Birim/g KM)
w
o

20
-—0
10
0 } |
0 96

4
SRS (saat)

Sekil 4.30. LE 1. Alt kiiltiire ait 600 V/cm VEA siddeti uygulanmis 6rneklerin islem gérmemis 6rneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi
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Sekil 4.31. LE 2. Alt kiiltiire ait 600 V/cm VEA siddeti uygulanmis 6rneklerin iglem gérmemis orneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi
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Sekil 4.32 ve 4.33 birlikte incelendiginde hem birinci hem de ikinci alt kiilttirlerde 900

V/em elektriksel alana maruz kalmis 6rneklerin islem gérmemislere gére PAL aktivitesinin

yiiksek oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte 600 V/cm elektriksel alana maruz kalmis

LE kiiltiirlerinde oldugu gibi 900 V/cm elektriksel alana maruz kalmis kiiltiirlerde de strese

maruz kaldiktan 4 saat sonra enzim aktiviteleri en yiiksek olurken 4 saatten fazla

beklenildiginde diisiis olmaya baslamistir. Ayrica birinci alt kiiltiirlerde enzim aktiviteleri

ikinci alt kiiltiirlere oranla daha yiiksektir.

§70

a 20

— . .

[—o—islem Gérmemis ~ —#—900 V/cm -5

96

SRS %saat)

Sekil 4.32. LE 1. Alt kiiltiire ait 900 V/cm VEA siddeti uygulanmig 6rneklerin iglem gérmemis 6rneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi
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Sekil 4.33. LE 2. Alt kiiltiire ait 900 V/cm VEA siddeti uygulanmis 6rneklerin islem gérmemis 6rneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi
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Sekil 4.34 ve 4.35 birlikte incelendiginde birinci alt kiiltiirlerde 1200 V/cm elektriksel
alana maruz kalmis 6rneklerin islem gormemislere gore PAL aktivitesinin yiiksektir. ikinci
alt kiiltiirlerde ise vurgulu elektrik alan ve vurgu sayisinin etkisi istatistiki olarak
onemsizdir. Bu durumda her iki alt kiiltiire etki eden stres reaksiyon siiresidir. Hem bir
hem de ikinci alt kiiltiirler i¢in strese maruz kaldiktan 4 saat sonraki alinan dlgiimlerde 2.
alt kiiltiirlerde 1200 V/cm 1 kere vurgu yapilan hiicreler hari¢ hepsinde enzim aktivitesi
artmistir. Ayrica birinci alt kiiltiirlerde enzim aktiviteleri ikinci alt kiiltiirlere oranla daha
yiiksektir. Yalmiz burada ikinci alt kiiltiirlerde istatistiki agidan vurgulu elektrik alanin

Oonem arz etmemesi ikinci alt kiiltiirlerde enzim aktivitesinin diisiik oldugunu gostermez.

120 -
100 - T
2 g0 -
- i
S~ ﬂ
E 60 g
&8
E 40 - —&—islem Gérmemis  ==1200V/cm -1 1200 V/cm -9
20 - — —
0 - : |
0 SRS f‘saat) %°

Sekil 4.34. LE 1. Alt kiiltiire ait 1200 V/cm VEA siddeti uygulanmig 6rneklerin islem gérmemis drneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi
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Sekil 4.35. LE 2. Alt kiiltiire ait 1200 V/em VEA siddeti uygulanmis 6rneklerin islem gérmemis 6rneklere
gore PAL aktivitesindeki degisimi

95




4.2.6. Toplam Fenolik Madde Miktari ile Fenilalanin Amonyum Liyaz Enzim

Aktivitesi Korelasyonu

Primer ve sekonder metabolizmalarin dallanma noktasinda yer alan fenilalanin

amonyum liyaz enzim aktivitesi sonucu fenilalaninden sekonder olarak fenolik bilesikler

olusmaktadir (Dixon, 1995). Bu iliskiden 6tiirii toplam fenolik madde miktar1 ile PAL

enzim arasindaki korelasyon incelenmistir.

Tablo 4.23’de LE birinci ve ikinci alt kiltlirlerindeki hiicrelerin ve besiyerlerinin

toplam fenolik madde miktarlari, fenilalanin amonyum liyaz enzim aktivitesi sonuglarin

gosteren tablo verilmistir. Bu sonuglar kullanilarak hiicrelerdeki ve besiyerlerindeki TF

miktarlar1 ve PAL enzim aktivitelerinin biribirileri ile iligkileri SPSS 18 programi

korelasyon modeli kullanilarak istatistiksel olarak verilmistir.

Tablo 4.23. LE birinci ve ikinci alt kiiltiirlerindeki hiicrelerin ve besiyerlerinin toplam fenolik madde

miktarlari, fenilalanin amonyum liyaz enzim aktiviteleri sonuglari

1. AK- TFh 2.AK-TFh 1.AK-TFb 2.AK-TFb 1.AK PAL 2.AK PAL
(mg) (mg) (mg GAE/L) | (mg GAE/L) | (Birim/g KM) | (Birim/g KM)
0,46 0,64 14,52 10,81 8,87 10,83

0,58 0,8 13,72 17,32 20,74 17,17

1,5 1,21 23,47 20,74 16,31 18,26

0,53 0,56 13,96 27,67 17,95 8,85

0,38 0,53 14,93 20,03 48,71 12,48

1,58 1,09 21,25 24,37 26,09 8,25

0,49 0,58 15,26 9,42 28,18 6,55

0,65 0,61 14,67 18,5 48,5 22,58

1,5 1,27 25,56 25,39 43,83 18,96

0,49 0,57 14,32 16,05 42,29 9,11

0,55 0,7 13,62 16,37 62,8 25,47
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Tablo 4.23’iin devami

1,78 1,03 24,03 24,13 55,74 14,83
0,4 0,61 14,2 22,28 56,47 13,36
0,5 0,66 15,35 16,85 66,31 10,95
1,84 1,64 19,78 41,73 61,77 31,16
0,48 0,63 16,64 20,62 70,04 15,91
0,54 0,54 14,46 19,48 94,27 25,87
1,35 1,7 20,6 46,54 76,92 37,26

Tablo 4.24°de gorildiigii tizere birinci alt kiiltlirlerdeki hiicrelerin toplam fenolik madde
miktarindaki degisimle yine 1. alt kiiltiirdeki besiyerlerinin TF miktarindaki degisim
arasinda pozitif yonde, orta diizeyde ve oOnemli bir ilisgki (r = 0,905; p = 0,002)
bulunmustur. Bu durum LE bitki doku kiiltiirlerindeki hiicrelerde ve besiyerinde bulunan
toplam fenol miktarinin paralel bir sekilde arttigin1 veya azaldigimi gosterir. Bununla
birlikte birinci alt kiiltiirdeki besiyerlerinde bulunan TF miktarindaki degisim ile ikinci alt
kiltirdeki LE bitki doku kiiltiirii hiicrelerinde bulunan TF miktarindaki degisim arasinda
negatif yonde orta diizeyde ve onemli bir iliski saptanmistir ( r = -0,686; p = 0,002).

PAL enzim aktivitesinin ise enzimlerin alt kiiltiirleri arasinda ve ikinci alt kiiltiirdeki
enzimler ile hiicrelerde ve besiyerlerinde bulunan TF miktarlar1 arasinda ¢ok Onemli
iligkiler bulunmustur. Buna gore enzimlerin 1. ve 2. alt kiiltiirleri arasinda pozitif yonde,
orta diizeyde ve onemli (r = 0,592; p = 0,010) korelasyon vardir. Bununla birlikte 2. alt
kiiltirlerdeki enzim aktiviteleri ile yine 2. alt kiiltiirlerdeki besiyerlerinin TF miktarindaki
degisim arasinda pozitif yonde, orta diizeyde ve 6nemli bir iliski (r = 0,676; p = 0,002)

olmaktadir.

97




Tablo 4.24. LE 1. ve 2. alt kiiltiirlerdeki hiicrelerde ve besiyerlerindeki toplam fenolik madde miktarlari,
fenilalanin amonyum liyaz enzim aktivitelerinin biribirileri ile korelasyonunu gésteren istatistiki sonuglar

Korelasyon | 1.TFh 2.TFh 1.TFb 2.TFb [ 1.PAL 2.PAL
katsayisi (r)
1.TFh 1 -0,263 | 0,670** | 0,459 0,201 0,371
2.TFh 0,263 |1 -0,686** |-0,185 | 0,320 0,260
1.TFb 0,670** | -0,686** |1 0,467 -0,023 0,221
2.TFb 0,459 -0,185 | 0,467 1 0,356 0,676
1.PAL 0,201 0,320 -0,023 0,356 1 0,592
2.PAL 0,371 0,260 0,221 0,676~ |0,592" 1

“ p<0,01.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu calismada ilk agsamada Lycopersicon esculentum bitki doku kiiltiiriiniin zamana bagli
olarak 17 giin siiren depolama siiresi boyunca gelisme egrisi olusturulmustur. ikinci
asamada LE bitki doku kiiltiirii 14 giinliik depolama sonunda 2 kere alt kiiltiire alinmistir.
Alt kiltiirlerde gelisme egrisi referans alinarak lincer fazin basladigi (depolamanin 6.
ginii) zaman PEF uygulamasi bitki doku kiiltiirler iizerinde denenmis ve strese maruz
kaldiktan hemen sonra (0.saat), 4 ve 96 saat sonra hiicrelerdeki biyoaktif maddelerin

degisimleri analiz edilmistir.

Kiiltire alinmis bitki hiicreleri in vitro kosullarda birgok avantaj saglamaktadir.
Bunlarin arasinda en énemlilerinden biri hiicre kiiltiirlerinin biitiin bir bitkiden daha yiliksek
oranda metabolizmaya sahip oldugudur. Ciinkii hiicre gelisimini kiiltiirde baslatmak hiicre
kiitlesinde hizli bolinmeye yol agar. Bundan dolayidir ki sekonder metabolit olusumu
yaklasik iki ile dort hafta gibi kisa bir gelisme zamaninda meydana gelir (Dérnenburg ve
Knorr, 1995). Alt kiiltiire alma islemi ise bitki doku kiiltiirlerindeki hiicre canlihigi ve
yenilenmesi agisindan dikkate alinmalidir. Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin uzun
siire muhafaza edebilmesinde kiiltiirlerin alt kiiltiirlerinin olusturulmasi 6énem arz eder
(Sokmen, 2001). Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde hiicrenin canliligin1 yitirmekten
kaginmak i¢in hiicreler duraklama fazina erismeden kiiltiirler alt kiiltiire asilanmalidir

(Nunez-Palenius vd., 2005).

[k asamada LE bitki doku kiiltiiriine ait gelisme egrisinin olusturulmas kiiltiirlerin ne
kadar siire ile depolanarak, hangi zamanda alt kiiltiire alinacagi ve vurgulu elektrik alan
uygulamasinin hangi fazda yapilacagi hususunda gerekli goriilmiistiir. Bu sebeple LE bitki
doku kiiltiiriine ait gelisme egrisinin kuru madde ve yas agirliklarina gore biiylime hizi
incelendiginde depolamanin 3. giinlinden sonra logaritmik faza girerek hizli hiicre
boliinmesi ile hiicre sayisinda iissel artis gerceklesmistir. Altinct giin itibari ile lineer faz
baslamis ve on lclincli giine kadar kiiltiirlerin yas ve kuru agirliklarinin arttigi hiicre
popiilasyonundaki dogrusal artis devam etmistir. 13. giinden sonra besiyerindeki bitki
gelismesinde rol oynayan bilesenlerin azalmasi ve hiicresel kalint1 birikimine bagli olarak
biiyiime hizinda yavaglama ve ardindan duraklama fazina gecis olmustur. Kuru madde ve

yas agirliklarin Olglimlerinin yam1 sira TTC testi ile canlilik Olgiimiinde hiicrelerdeki
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canlilik log fazin baglamasi ile birlikte hizli bir artis gostermis ve lineer fazda artis
yavaglamig ve lineer fazdan sonra canlilik azalmistir. Bunlara ek olarak depolama siiresi
boyunca hiicrelerde ve besiyerlerinde bulunan toplam fenolik madde ol¢limlerinde
hiicrelerde lineer fazin ortalarina kadar fenolik maddede bir diisiis ger¢eklesmis ardindan
depolama siiresinin sonuna kadar artmaya baslamistir. Bu durum hiicre boliinmelerinin
hizli gergeklestigi fazlarda hiicrelerin fenolik maddeleri kullandig1 seklinde yorumlanabilir
(Ververidis vd., 2007). Bununla birlikte besiyerlerinde hiicrelerdekine zit bir sekilde lineer
fazin ortalarina kadar artis olmustur. Bu durum da hiicrelerde iiretilen polifenollerin
besiyerine geg¢mesiyle aciklanabilir. Ayrica polifenol iiretimini tetikleyen fenilalanin
amonyum liyaz enzimi (PAL) lineer faza kadar hizli bir artig gostermis ardindan hizli bir
diisiis ile birlikte ardindan tekrar artarak inokiilasyonun yapildigi zamandaki aktivitesine
yakin bir seviyede seyretmistir. Tiim bu bilgilerin 15181nda ve literatiir caligsmalarina baglh
olarak LE bitki doku kiiltiiriine ait gelisme egrisinin incelenmesi ile hiicrelerin duraklama
fazina gegmeden depolamanin 14. giini alt kiiltiire alma islemleri yapilmistir. Yine LE
gelisme egrisinde yapilan Ol¢iimler dikkate alinarak ve S6kmen’nin (2001) de belirttigi
tizere Daucus carota hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biiylime kinetigi ve metabolit
birikimi incelendiginde lag ve log fazlarinda antosiyanin birikimi goriilmediginden vurgulu
elektrik alan uygulamasmin lineer fazin basladigi giin (altinct giin) isleme konulmasi

uygun bulunmustur.

Ikinci asamada, yapilan analizlerden elde edilen sonuglara gére Hermann’nin (2010)
Vitis vinifera bitki hiicre kiiltiirlerine PEF uyguladigi arastirma sonuglarinda da oldugu gibi
islem gormiis ve gérmemis LE bitki doku kiiltiirleri kiyaslandiginda islem odaciklarina
transfer ve PEF uygulamasina kadar olan tagimadan kaynakli olusan mekanik stresin

disinda PEF uygulamasi ile tetiklenmis stres reaksiyonlarinin olustugu tespit edilmistir.

Biyokiitledeki artisin takibi i¢in yapilan kuru madde analiz sonuglaria gore birinci ve
ikinci alt kiiltiirlerdeki LE bitki doku hiicreleri i¢in vurgulu elektrik alan siddeti ve vurgu
sayisinin kuru madde miktari {izerinde etkisinin olmadig1 (p > 0,05) fakat stres reaksiyon
stirelerinin 6nemli etkisi (p < 0,05) oldugu bulunmustur. Bununla birlikte her iki alt
kiiltiirdeki hiicrelerde strese maruz kaldiktan O ve 4 saat sonra en yiiksek kuru madde
miktar1 goriilmiis ve 0. saatte dlgtimleri alinan hiicrelerdeki ortalama KM miktarlariyla 4.
saatte Ol¢climleri alinanlarin aralarinda istatistiki bir farkliliga rastlanilmamigtir. Ayrica 2.

kez alt kultire alinan hiicrelerin kuru madde miktart 1 kez alt kultiire alinanlarinkinden
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yiiksektir. Janositz vd. (2011) yaptigi g¢alismalarda PEF uygulamasmin kuru madde
iceriginde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Janositz vd. 'ne (2001) gére bu durum
PEF uygulamasinin 6zellikle diisiik molekiiler agirlikli maddelerin hiicre disina transfer
olmasi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Dahast PEF uygulamasindan sonra endojen
enzimler (6rn. hidrolaz) gibi diisiik molekiiler maddelerin agiga ¢ikmasinin depolama
boyunca kuru madde agirliginda diisiise sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir . Boylece LE
bitki doku kiiltiirii iizerinde yapilan ¢alismalarda PEF uygulamasini takiben stres reaksiyon
siiresinin artmastyla kuru madde igeriginin azalmasi da bu diisiinceyi dogrulamaktadir.
Ayrica 2. alt kiiltiirlerde kuru madde miktariin birinci alt kiiltiirlerden yiiksek olmas1 da
gostermektedir ki alt kiiltiire alma islemi hiicre canliliginin korunmasina ve hiicrelerin

yenilenmesine yol agmistir (Nunez Palenius vd., 2005; S6kmen, 2001).

Bitki doku kiiltiirlerinin 4.0 — 7.5 pH araliginda en iyi ¢alistig1 bilindiginden (Ziv, 2000)
pH Olgiimleri herhangi bir kontaminasyon varligini tespit etmek amaci ile 6l¢iilmiistiir.
lletkenlik analizleri ise hiicrelerdeki membran gecirgenliklerinin degisimini saptamak
amaciyla yapilmistir. Buna gore pH ve iletkenlik analizlerinde vurgulu elektrik alan siddeti
ve vurgu sayisinin her iki alt kiiltiirde pH ve iletkenlik tizerinde etkisi olmadigi (p > 0,05)
bulunmustur. Stres reaksiyon siiresinin ise hem pH hem de iletkenlik ilizerinde 6nemli
etkisinin oldugu (p < 0,05) saptanmis olup stres reaksiyon siiresinin artmasinin iletkenlik
degerini diisiirdiigli ve pH degerini 6nce disiiriip ardindan arttirdig1 goriilmiistiir. Yapilan
caligmalarin tiimiinde pH degeri optimum aralikta kalmistir, bu da ¢alismalarda 6nemli bir
kontaminasyonun var olmadigini gostermektedir. Gueven ve Knorr (2011) soya bitki
kallus stispansiyon kiiltiirii iizerinde yaptiklar1 ¢alismada da bitkinin logaritmik biiylime
faz1 sirasinda elektrik iletkenliginde diisiis saptamislar ve bu durumu hiicrelerin kendi
gelisimleri i¢in amonyum ve nitrat iyonlarini kullandiklar seklinde agiklamislardir. Yapilan
bu calismada da elektriksel iletkenligin diisiik olmasi Gueven ve Knorr (2011)’un
agiklamasini dogrulamaktadir. Bununla birlikte alt kiiltire alma iglemi ile iletkenligin
artmasi ise alt kiiltiire alma isleminin membran gegirgenligini arttirdigini gostermektedir.
Jaeger vd., (2009) ve Janositz (2011)’e gore elektriksel iletkenligin yiiksek olmasi hiicre
bilesenlerinin saliniminin yiiksek oldugunu ve boylece diisiik molekiiler agirlikli
bilesenlerin diflizyonunun daha kolay gerceklestigini gostermektedir. Bu durumda LE bitki
doku kiiltiirii lizerinde yapilan c¢alismada elektriksel iletkenlik referans alinarak

sOylenebilir ki stres reaksiyon siiresinin artmasiyla iletkenligin diismesi hiicrelerde strese
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bagli olan bozunmaya karsin hiicreler onarim ve gelisim i¢in ortamda bulunan iyonlari
kullanmiglardir. Bununla birlikte ikinci kez alt kiiltiire alinan hiicrelerde iletkenligin bir
kere alt kiiltiire alinan hiicrelere oranla yiiksek olmasi ise kiiltiire alma isleminin membran
gecirgenligini arttirdigini géstermektedir.

Kiiltiirlerde canli hiicre birikimi oldugu kosullarda 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloridin
(TTC) formazona indirgendigi canlilik testi sonuclarma gore ise her iki alt kiiltiirlerde
vurgulu elektrik alan siddeti ve vurgu sayisinin artmasi hiicre canliliklarinda azalmaya
sebep olmustur. Hiicre canliiginin azalmasi hiicrelerde diflizyon mekanizmasinin
diizenlenmesi ag¢isindan 6nemlidir (Janositz vd., 2011). Dérnenburg ve Knorr’un (1993)
Chenopodium rubrum ve Morinda citrifolia bitki hiicre kiiltiirleri {izerinde yaptiklari
caligmada da 0 ile 1.6 kV/cm siddetinde ve 0 ile 30 vurgu PEF uygulanan C. rubrum
kiiltiirlerinde PEF siddeti ve vurgu sayisi artmastyla metabolit iyilesmesi ile birlikte hiicre
canliliklart biiyiik oranda yitirilmeye baslanmis fakat amaranthin pigmenti saliniminda
artis gozlenmistir. M. citrifolia hiicre kiiltiirlerinde de metabolit iyilesmesi ile birlikte 0.5
kV/em ve 3 vurgu sayisinda hiicre canliligr yitirilmistir. Stres reaksiyon siirelerine gore
sonuclar degerlendirildiginde ise birinci alt kiiltiirlerde 4 saate kadar canlilik artarken 96
saatte hiicre canliliginda ciddi bir diisiis olmustur. Ayrica 1200 V/cm vurgulu elektrik alan
siddeti uygulanmis ve 96 saat beklemis hiicrelerde 6liim meydana gelmistir. 600 VV/cm PEF
siddetine 9 kere maruz kalmis ve 96 saat beklemis birinci alt kiiltiirlerdeki hiicre canliligi
en diisiik olmakla birlikte toplam fenolik madde miktarlar1 gbz oniine alindiginda, 600
V/cm PEF siddetine maruz kalmis hiicrelerdeki TF miktarinin 1200 V/cm PEF siddetinin 9
kere vurgu sayisina maruz kalan hiicrelerdekine gore yiiksek oldugu saptanmistir. Boylece
hiicre canliliginin diismesiyle birlikte hiicrelerdeki diflizyon mekanizmasi iyilesmekte,
membran gecirgenligi artmakta ve hiicre i¢i sentezlenen metabolitler agiga c¢ikmaktadir
(Janositz vd., 2011). Ikinci alt kiiltiirlerde ise birinci alt kiiltiirlere tam ters bir sekilde 4
saate kadar canliliklarda diisiis olurken 96 saat beklemis hiicrelerde tekrar artis
gozlenmistir. Fakat ikinci alt kiiltiirlerdeki R? ve adj-R? degerlerinin diisiik olmasi
sebebiyle hiicre davraniglarinin gbzlemleri tam olarak yansitmadigini gostermektedir. Bu
durum ikinci kez alt kiiltiire alma islemi sirasinda ekimleri yapilan hiicrelerin mekanik
olarak strese ugrayip veya mikrobiyel kontaminasyona maruz kalarak canliligini yitirmis
olmasindan ve buna ilaveten de bitki doku kiiltiirlerinin stabil olmayan biyosentezlerinden

kaynaklandig: diistiniilebilir.
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Stres yaratilarak bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretiminde artis olup
olmadigimi saptamak amaciyla yapilan toplam fenolik madde 6lgiimlerinde ise vurgulu
elektrik alan siddeti ve vurgu sayisinin birinci alt kiiltiirler tizerinde etkisinin olmadig: (p >
0,05) fakat ikinci kiltiirler tizerinde kontrol orneklerine gore islem gbérmiis orneklerde
farkl1 bir etki yarattigi (p < 0,05) goriilmistiir. Bununla birlikte stres reaksiyon siireleri her
iki alt kiiltiir iizerinde 6nemli etki (p < 0,05) yaratmistir. Istatistiki sonuglar gdz Oniine
alindiginda ikinci alt kiiltiirlerde VEAS ve VS g6z 6ntlinde bulundurularak 1200 V/cm PEF
siddetine 1 ve 9 kere maruz kalmis hiicrelerde toplam fenolik madde orani yiiksek olmakla
birlikte islem gérmemis hiicrelerle aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamis ve
600 V/cm PEF siddetine 9 kere ve 900 V/cm PEF siddetine 5 kere maruz kalmis hiicrelerle
de aralarinda benzerlik Buna ek olarak ikinci alt kiiltiirlerde 600 ve 900 V/ecm PEF
siddetine maruz kalmis hiicrelerin kontrol 6rneklerine gére TF miktarlar1 daha diisiik
olarak bulunmustur. Hermann’nin (2010) yaptig1 ¢alismada Vitis vinifera bitki hiicrelerine
300, 350, 600 ve 1200 V/cm siddetinde PEF uygulayarak 0, 2, 4, 24 ve 48 saat stres
reaksiyon siirelerinde polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz (POD) enzimleri ile toplam
fenol igerigini (TF) incelemistir. Buna gore genelde enzim aktiviteleri artmasina ragmen
polifenol igeriginin 300 V/cm (2 ve 4 saat sonra), 350 V/cm ( hemen sonra), 600 V/cm (24
saat sonra) siddetindeki PEF uygulamalar1 disinda islem gérmiis ve gérmemis kiiltiirlerde
ayni veya islem gormis kiiltiirlerin islem gérmemis kiiltlirlerinkinden daha diisiik oldugu
saptanmigtir. Dérnenburg ve Knorr (1993) yaptiklart ¢calismada Chenopodium rubrum ve
Morinda citrifolia bitki hiicre kiiltiirlerine 0 ile 1.6 kV/cm siddetinde ve 0 ile 30 vurgu PEF
uygulanarak hiicre gegirgenlikleri incelenmistir. M. citrifolia hiicre kiiltiirlerinde metabolit
tyilesmesi ile birlikte 0.5 kV/cm siddeti ve 3 vurgu sayisinda hiicre canliligi yiterken
pigment saliniminda énemli bir artis gozlenmemistir. Ayrica Janositz vd. (2011) 5 kV/em
siddetinde ve 20 vurgu sayisindaki PEF uygulamasin1 Asparagus officinalis L. tizerinde
uygulamis ve PEF uygulamasinin lignin iceriginde azalmaya sebep oldugunu tespit
etmislerdir. Kompleks bir polimer olan lignindeki bu azalmanin sebebi PEF uygulamasinin
tetiklemesi ile lignin — seliiloz baglarinin bitkinin daha yumusak yapi kazanmasi i¢in
delignifikasyona ugradigi seklinde diistiniilmektedir. Bu durumda Hermann (2010),
Dornenburg ve Knorr (1993), Janositz vd. (2011)’in ¢alismalariyla benzer bir sekilde LE
bitki doku kiltlirii {izerinde yapilan c¢alismada 1200 V/cm PEF siddetinin altinda
uygulanan elektrik alan siddetlerinde TF igeriginin kontrol drnegine gore diisiik olmast,

fenolik maddelerin PEF uygulamas: yliziinden meydana gelen hasari onarma veya ROS
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stiptiriilmesi i¢in hiicreler tarafindan kullanildigin1 ve daha fazla fenolik madde sentezi
yapilmasi i¢in yaratilan stresin yeterli olmadigini gostermektedir. 1200 V/cm PEF siddeti
ve lizerinde yapilan ¢aligmalarda ise PEF uygulamasiin stresi tetikleyerek fenolik madde
sentezini arttirdigr goriilmiistiir. Ornek olarak Gueven ve Knorr (2011)’un soya doku
kiiltiiri tizerinde yaptiklar1 calismada 7 giinlik kiltiirde 1.6 kV siddetinde PEF
uygulamasinin izoflavonoid iiretimini biiyiik oranda arttirdigini1 saptamislardir. Diger bir
calismada ise Guderjan ve Knorr (2005) soya bitkisine 1.3 kV/cm siddetinde ve 20 ile 50
vurgu sayisinda PEF uygulamis ve bitkideki daidzein izoflavonoidinde kontrole gore 20 %,
genisteinde ise 21 % artis saptamiglardir. Ayrica stres reaksiyon siiresi bakimindan O ve 4
saat beklemis ve LE ikinci alt kiiltiirdeki hiicrelerde en yiiksek toplam fenolik madde
miktarmin oldugu ve aralarinda bir fark olmadigi saptanmistir. Bununla birlikte 0 ve 4.
saatteki toplam fenolik madde miktarlar1 96. saatte Gl¢iimleri alinan TF miktarlarindan
farklidir (p < 0,05). Degiskenler birlikte degerlendirildiginde ise vurgulu elektrik alan
siddeti ve vurgu sayisina gore 1200 V/em siddetinde 9 kere vurgu yapilan ikinci alt
kiiltiirlerde ise strese maruz kaldiktan 4 saat sonrasina kadar TF miktarinda diislis yasanmis
ardindan 96 saat beklemis hiicrelerde tekrar artis olmustur. Bu da gostermektedir ki doku
kiiltiirlerinin biinyesinde bulundurdugu fenolik maddeleri stresle karsilastiginda oncelikle
hiicre zedelenmesini onarmak igin kullandigim1 ardindan enzimlerin de etkisiyle
fenolpropanoid metabolik yolu araciligi ile tekrar fenolik madde olusturmaya
baglamaktadir (Dixon, 1995). Bunlara ek olarak PEF siddeti ve vurgu sayisi ile stres
reaksiyon siireleri géz Oniine alinarak yapilan 6l¢iimlerde gortilmiistiir ki hem PEF siddeti
ve vurgu sayist hem de stres reaksiyon siireleri agisindan ikinci kez alt kiiltiire alinan
hiicrelerde toplam fenolik madde miktar: birinci alt kiiltiirlere oranla daha ytiksektir. Bu
durum da alt kiiltiire alma islemi Hermann (2010)’nun da arastirmasinda agikladig lizere
denemeler siiresince hiicre formunu iyilestirmis ve PEF uygulamasi karsisinda alt
kiltlirlerde stres direncine sebep olmus ve bu diren¢ mekanizmasi sayesinde sekonder

metabolit liretimi artmustir.

Stres ile birlikte membran gecirgenliklerinin artmasi ve buna bagl olarak hiicrelerin
bulundugu besiyerlerine iiretilen fenolik maddelerin ge¢me ihtimali diisiiniilerek
besiyerlerinde de toplam fenolik madde Slglimleri yapilmis ve analiz sonuglari genelde
hiicrelerdeki toplam fenolik madde miktarinin degisimine paralel sonuglar vermistir.

Istatistiki verilere gdre vurgulu elektrik alan siddeti ve vurgu sayisinin LE birinci ve ikinci
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hiicre alt kiiltlirlerindeki TF miktarlart tizerinde etkisi olmadigr (p > 0,05) fakat stres
reaksiyon siiresinin hem birinci hem de ikinci alt kiiltiirlerdeki TF miktarlar1 {izerinde
onemli etkisinin (p < 0,05) oldugu bulunmustur. Bu degerlendirmelere goére tim vurgulu
elektrik alan siddetleri ve sayilarinda stres reaksiyon siireleri boyunca birinci ve ikinci alt
kiiltiirlerde 96 saate kadar TF miktarinda artis gozlenmistir. Ayrica stres reaksiyon
stirelerine karsin vurgulu elektrik alan siddeti - vurgu sayisina bagli olarak cizilen
besiyerindeki toplam fenolik madde miktar de8isim grafikleri incelendiginde goriilmiistiir
ki birinci alt kiiltiirlerde ve ikinci alt kiiltiirlerin 1200 V/cm PEF siddetine maruz kalmis
kiiltiirlerinde strese maruz kaldiktan hemen sonrasindan 4 saat sonrasina kadar TF
miktarinda azalma olup ardindan 96 saat sonrasinda tekrar artis meydana gelmistir. Bu

durum hticrelerdeki toplam fenolik madde miktar1 degisimiyle paralellik géstermektedir.

Bitki doku kiiltiirlerinde sinamik asitten tliremis biitiin fenilpropanoidler, primer ve
sekonder metabolizmalar1 arasindaki dallanma noktasinda yer alan PAL enziminin
aktivitesi sonucu fenilalaninden olusurlar (Dixon, 1995). Sekonder metabolit iiretiminde
cok onemli bir role sahip olan PAL enzim aktivitesi sonuglari degerlendirildiginde stres
reaksiyon siirelerinin her iki alt kiiltiir izerinde 6nemli etkisinin oldugu (p < 0,05), vurgulu
elektrik alan siddeti ve vurgu sayisinin ise birinci alt kiiltiirlerde 6nemli etkisi olurken (p <
0,05) ikinci alt kiiltiirlerde olmadig1 (p > 0,05) saptanmuistir. Bu durumda enzim aktivitesi
vurgulu elektrik alan siddeti ve sayis1 arttifinda artmistir. En yiiksek aktivite 1200 V/cm
elektrik alan siddetine 9 kere vurgu yapilmis birinci alt kiiltiirdeki hiicrelerde saptanmustir.
Ayrica stres reaksiyon siireleri agisindan strese maruz kaldiktan 4 saat sonra alinan
Olgiimlerde en yiiksek enzim aktivitesi degerleri tespit edilmistir. Bu durum PEF
uygulamasinin toplam fenolik madde miktar degisimi iizerindeki etkisiyle beklenildigi
tizere paralellik gostermekte ve PEF siddeti ve vurgu sayisinin artmasi enzim aktivitesini
ve TF miktarin1 arttirmaktadir. Stres reaksiyon siirelerine kargin vurgulu elektrik alan
siddeti — wvurgu sayismma bagli olarak c¢izilen PAL enzimi aktivitesi grafikleri
degerlendirildiginde de goriilmektedir ki genel olarak 4 saat stres reaksiyon siiresine kadar
enzim aktiviteleri artmakta ardindan 96 saat beklemeyle birlikte diismeye baslamaktadir.
Stres reaksiyon siiresinin toplam fenolik madde miktar degisimi tlizerindeki etkisiyle zitlik
gosteren bu durumda bitki doku kiiltiirlerinin metabolik aktivitelerinin ¢ok kompleks
olmalarima bagl oldugu ve ayrica fenolik madde olusumunda polifenol oksidaz ve

peroksidaz gibi farkli enzimlerin de rol aldigi (Vamos-Vigyazo6 ve Haard, 1981) bu sebeple
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PAL enzim aktivitesi diigmesine ragmen TF miktarinin artabilecegi gbéz Oniinde

bulundurulmalidir.

Enzim aktivitesi ve toplam fenolik madde miktarlarindaki degisim korelasyonu
incelendiginde ise beklenen sekilde kiiltiire alma islemi ve PEF uygulamasinin ikinci alt
kiltiirlerde PAL enzimi ile besiyerindeki TF miktarlar1 {izerinde paralel bir sekilde pozitif
yonde, orta diizeyde ve ¢ok onemli iliski olusturdugu bulunmustur. Buna ek olarak 1. alt
kiiltiirlerdeki enzim aktiviteleri ile yine 1. alt kiiltiirlerdeki hiicrelerde ve besiyerlerinde
bulunan TF miktarlar1 arasinda pozitif yonde bir iliski bulunmus ancak hem korelasyon
katsayist ¢ok zayif hem de dnemlilik derecesi ¢ok diisiikk oldugundan degerlendirmeye

alinmamustir.

Kiiltire alma sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde goriilmektedir ki biyokiitlede,
iletkenlikte, hiicre canliliklarinda ve toplam fenolik madde miktar1 ikinci kez kiiltiire
alinmis hiicrelerde artis olmus; enzim aktivitesinde ise ikinci kez kiiltiire alinmis
hiicrelerde azalma olmustur. Bunun sebebi kiiltiire alma yontemi denemeler siiresince
hiicre formunu iyilestirmis ve 600, 900 ve 1200 V/cm siddetindeki PEF uygulanmis alt
kiiltiirlerde stres direncine sebep olmustur (Nunez Palenius vd., 2005; Sokmen 2001).
Enzim aktivitesinde diisiis olmasi ise aktivite tayininde kullanilan yontemde yeterince

hassas ¢alisilmadigini diisiindiirmektedir.
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6. ONERILER

Bu tez c¢aligmasinda vurgulu elektrik alan siddeti ve vurgu sayisi ile birlikte stres
reaksiyon siiresi ve alt kiiltiire alma islemlerinin Lycopersicon esculentum (domates) bitki
doku kiltiirii lizerinde yarattig1 etkilerin kuru madde miktari, pH ve iletkenlik, canlilik,
hiicrelerde ve besiyerlerinde toplam fenolik madde miktar1 ve PAL enzim aktivitesi tayini
ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Literatiirdeki arastirmalar ve yapilan bu g¢alismada da
goriilmiistiir ki bitki doku kiiltiirlerinin metabolik aktiviteleri ¢ok kompleks oldugundan
analizler ¢cok yonlii yapilmalidir. Tez ¢alismasinda PEF uygulamasmin ve kiiltiire alma
isleminin sekonder metabolit sentezi iizerindeki etkisi toplam fenolik madde miktar
Ol¢timii ile belirlenmeye calisilmistir. Ancak toplam fenolik madde olusum metabolik
yolunda ligninler, stilbenoidler, flavonoidler yer aldigindan ve her metabolitin farkl
enzimlerle katalizlenen metabolik aktivitelerinin olmasi sebebiyle TF miktar 6l¢iimii yalniz
basina yeterli olmamaktadir. Gueven ve Knorr (2011)’in izoflavonoidlerin aglikon formlari
olan genistein ve daidzein gibi daha spesifik sekonder metabolitler iizerinden yaptiklar
aragtirma gibi LE bitki doku kiiltiirinde de TF miktar tayini yami sira likopen gibi
domateste yiiksek miktarda yer aldig bilinen karotenoid 6l¢iimii ile desteklenebilir. Ayrica
fenilpropanoid metabolik yolu g6z oniinde bulundurularak bu metabolizmada tirozin
amonyum liyaz (TAL), Flavon 3-hidroksilaz (F30OH) ve salkon izomeraz (CHI) gibi
anahtar rol oynayan enzimlerin miimkiin oldugunca hepsi analiz edilip kiyaslanmalidir.
Bunlara ek olarak enzim aktivitesi, canlilik testi gibi analizlerde hassasiyet biiyilk 6nem

tasimaktadir. Bu sebeple deneysel hata yapma riski yiiksek olmaktadir.

Gilinlimiizde 6nemi anlagilan ve iizerinde yapilan ¢aligsmalarin biiyiik hiz kazandig: bitki
doku kiiltiirlerinden ¢ok degerli olan sekonder metabolit sentezinin arttirilmasina yonelik
yapilan ¢alismalarda fiziksel stres faktorii olarak 1s1l olmayan tekniklerden vurgulu elektrik
alan uygulamasmin kullaniminin yani sira kimyasal veya biyolojik stresorler de fiziksel
stresorler ile kombine edilerek sekonder metabolit sentezinin arttirilmasi saglanabilir.
Ayrica vurgulu elektrik alan yontemi gibi 1s1l olmayan tekniklerle stres tetikleyiciliginin
yapilmasinin ardindan sentezlenen bu cok degerli metabolitlerin liretiminin endiistriyel
boyutlara tasinmasi ve seri iliretiminin saglanmasi acgisindan miihendislik yaklagimlar ile
biyoreaktor kullanimi ve optimizasyonunun saglanmasi gerceklestirilebilir. Bunlarin yani
sira genetik yontemler kullanilarak bitki genetik materyalleri lizerinde modifikasyonlar

yapilarak veya gen transferi ile sekonder metabolit sentezi arttirilabilir.
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