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STRESE MARUZ BIRAKILAN ANASONDA (Pimpinella anisum)
ANTIOKSIDAN MEKANIZMA VE BIYOAKTIF BILESIKLERDEKI
DEGISIMIN BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada; tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan anason bitkisinde olusan oksidatif
hasarin seviyesini belirlemek i¢in reaktif oksijen tiirlerinden (ROT) hidrojen peroksit
(H20y) ile siiperoksit anyonu (O2") miktari, lipid peroksidasyon (malondialdehit, MDA)
orani Ve hiicresel antioksidan enzimlerin (katalaz, peroksidaz ve siiperoksid dismutaz)
aktivitelerindeki degisim incelenmistir. Ayrica stres esnasinda biyoaktif bilesenlerin
degisimini belirlemek i¢in de; tiim bitki ugucu yag bilesenleri, total fenolik, total
flavanoid ve antosiyanin igerikleri ve antioksidan aktivitesindeki degisimler de
aragtirllmistir. Bu amagla, bitki ¢igeklendikten sonra (72. giinde) tuz stresi i¢in 150 mM
NaCl ve kuraklik stresi icinde sulama yapmayarak 5 giin boyunca strese maruz
birakilmistir. Kontrol grubuna gore hem tuz hem de kuraklik stresleri ROT ve MDA
oranlar1 dnemli oranda arttirmistir. Kuraklik stresi uygulanmis bitkilerde kontrole gore
H,O, O, ve MDA miktarlart sirasiyla %231,5, %166,6 ve %191 gibi ¢ok Onemli
oranlarda arttirirken tuz stresi ise %45, %51,8 ve %34 gibi oranlarda arttirmistir. SOD ve
POD enzim aktiviteleri her iki stres uygulamasinda azalmisken CAT aktivitesi ise
artmigtir. Ugucu yag bilesenlerinin miktar ve igerikleri her iki stres uygulamasinda
degismis olup anasonun en Onemli bilesigi olan anetol miktar1 kontrole gor tuz ve
kuraklik uygulanmis bitkiler de sirasiyla %14,2 ve %8,4 oranlarinda artmistir. Kontrol
ile kiyaslandiginda her iki stres uygulamasi metal selatlama kapasitesini, DPPH radikali
giderme aktivitesini ve ABTS radikali giderme aktivitelerini arttirmis, toplam fenolik
miktarini ve indirgeme giiclinii azaltmis, toplam flavonoid miktarini ise degistirmemistir.
Antosiyanin miktar1 kuraklik stresi ile onemli oranda artarken tuz stresi ile azalmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuzluluk, kuraklik, antioksidan, oksidatif stres, anason.
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DETERMINATION of CHANGE in ANTIOXIDANT MECHANISM
and BIOACTIVE COMPOUDS in ANISE (Pimpinella anisum)
EXPOSED TO STRESS

ABSTRACT

In this study, effects of salinity and drought on the activities of antioxidant enzymes
(catalase, peroxidase and superoxide dismutase), reactive oxygen species (ROS) contents,
lipid peroxidation level (MDA), total protein, in anise (Pimpinella anisum) were
investigated. Also, DPPH free radical scavenging activity, total phenol contents by Folin-
Ciocalteu reagent (FCR), total antioxidant activity, metal chelating capacity, total
reducing power, total flavonoid contents and volatile compounds were detected. In this
aim, after plant flowering (72 day) 150 mM NaCl and without water were treatment for
salinity and for drought, respectively. ROS and MDA content were significantly
increased by both salinity and drought as compared with control. H,O, O,” and MDA
contents were significantly increased by 231.5%, 166.6%, 191% and by 45%, 51.8%,
34% as compared with control in plants under drought and salinity, respectively. While
SOD and POD enzyme activities decreased in both stress applications, CAT activity
increased. The amounts and contents of volatile oil components were changed in both
stresses, and the amount of aneutol, which is the most important compound of the anise,
salinity and drought compared to the control increased by 14.2% and 8.4%, respectively.
With both stress, metal chelating activity, DPPH radical scavenging activity and ABTS
radical scavenging capacity increased, total phenolic and reducing power contents
decreased and the total flavonoid contents not changed. The amount of anthocyanin
significantly increased with drought stress and decreased with salt stress.

Keywords: Salinity, drought, antioxidant, oxidative stress, anise.
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1. GIRIS

Diinya niifusu hizla artarak giiniimiizde 7,44 milyara ulasmistir. Nifusun bu hizla
artacag diisiiniildiigiinde tahmini olarak 2050 yilinda 9 milyar1 bulacaktir (Mahajan and
Tuteja 2005; Esim 2011). FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu)’nun
verdigi bilgilere gore yeryiizindeki islenebilir toplam tarimsal araziler azalmaktadir.
Bunun aksine niifus artis1 ile birlikte, kisi basina diisen tarim arazisi alan1 da her gecen
giin azalmaktadir. Diinyada da iilkemizde de cesitli stres faktorlerinin etkisiyle tarim
alanlariin islenemez hale gelmesi ile birlikte niifus artisi, uzun dénemde risk nedeni
olarak degerlendirilmektedir (Jones et al. 1989; Bray et al. 2000; Dogru 2006; Esim
2011).

Yeryiiziinde yasayan canlilarin biiyikk bir kismini olusturan bitkiler, canli yasaminin
devamliligi igin ekosistemin 6nemli elamanlarindandir. Besin piramidinin en altinda
bulunduklarindan dolayi, ekosistemin birincil ireticileri konumundadirlar. Yasadiklari
ortamdan azot, fosfor, potasyum, kalsiyum gibi besin elementleri ve karbondioksit alarak
kendileri ve diger canlilar i¢in gerekli olan besinleri iiretirler. Bitkilerin 6nemi, sadece
birincil Tretici olmalar1 ile sinirli olmayip, ekosistemin oksijen ve karbondioksit
dengesinin saglanmasi ve buna bagli olarak yeryiiziindeki sicaklik kontroliinde de
gorevlidirler. Ayn1 zamanda bitkiler, topraga organik madde kazandirir. Bu organik
madde canlilara barinma ve beslenme ortami saglar. Topraktaki kokleri sayesinde
erozyonu Onlemede de gorev alirlar. Bitkiler; tarim, mobilyacilik, tekstil, ila¢ ve kimya
sanayinde de insanlarin faydalandigi canlilardir. Biitiin bu gorevleri, bitkilerin dogada ne
kadar 6nemli ve vazgecilmez oldugunun gostergesidir. Ancak canliligin devamlilif1 i¢in
bu kadar 6nemli olan bitkinin gelisimi ve verimliligi, cesitli ¢evresel nedenlerden de
olumsuz etkilenmektedir (Levit 1980; Ozcan vd. 2004; Kaya 2008)



1.1. Bitkilerde Stres

Bitkiler, yasadiklar1 ¢evrede biiyiime ve gelisme donemlerinde yasamlarini kisitlayici pek
cok ¢evresel faktore maruz kalarak strese girebilirler. Stres; bitkilerde olumsuzluga neden
olup zarar meydana getiren gevresel etken olarak kabul edilir. Bu zarar bitkinin yapisinin
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar ve sonugcta; bir bitkinin biiyiime, gelisme ve verimliliginde
azalmaya neden olur. Bitkiler de bu durumda, birgok mekanizmanin yaninda,
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarin1 devreye sokarak bu mevcut olumsuzluklara
kars1 koymaya calisir. Ancak bu tepkiler sinirlidir (Hale and Orcutt 1987; Kocacaliskan
2004; Esim 2011).

Bitkilerin nadir olarak stressiz bir ortanda yasamlarmi siirdirdiikleri gorilir. Bu
durumdaki olaya sifir stres denir. Sifir stres, bitkilerin yasaminda herhangi bir hasara,
verimde de bir kayba sebep olmaz. Bitkilerin en iyi biiylime ve gelismeleri sifir stres

sartlarinda olur (Esim 2011).

Stres genellikle bitkinin yasayabilirlik, verimlilik, biiylime ve 6ziimleme islemlerine
bakilarak 6l¢iilmektedir (Taiz and Zeiger 2006). Bitkiler lizerinde stresin dereceleri bitki
tirtine gore degiskenlik gosterir. Sifir stresten, 1limli ve siddetli strese kadar genis sinirlar
icerisinde dagilim gosterir. Bir bitki tiirlinde diisiik derecede strese sebep olan bir neden,
bagka bir bitki tiirlinde siddetli strese sebep olabilir. Strese dayaniklilik, bitkinin biiyiime
ve gelisme donemlerinde degiskenlik gosterebilir. Bazi durumlarda bir bitkinin bazi
kisimlar strese maruz kalirken, diger bazi kisimlar ise strese dayanikli olabilmektedir
(Hale and Orcutt 1987; Salisbury and Ross 1992; Taiz and Zeiger 2006). Bir¢ok bitki,
stresin diisiik dozlarina maruz kaldiktan sonra strese daha dayanikli hale gelebilir. Bu
olay, kuvvetlenme veya aklimasyon (uyum) olarak adlandirilir. Yani aklimasyon, yeni bir
cevresel etmene maruz kalan bitkilerde meydana gelen ve kalitsal olmayan degisikliklere
denir (Kocagaligkan 2004). Adaptasyon da stresle alakali bir kavramdir. Adaptasyon pek
cok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan, genetiksel degisikliklere denir (Taiz and
Zeiger 2006). Strese dayanikliligin belli baslt iki ¢esidi vardir. Bunlar sakinma ve
toleranstir. Sakinma, bitkinin dig ¢evrede strese sebep olacak kosullara karst hiicrelerini
stres altina sokmayan i¢ ortam olusturmasidir. Tolerans ise bitkinin uygun olmayan

kosullara kars1 basa ¢ikma potansiyelidir. Her ne kadar stres toleransi1 daha fazla tercih



edilse de literatiirde bu terimin yerine strese direng terimine de rastlanilmaktadir (Jones
and Jones 1989; Mahajan and Tuteja 2005; Kocagaliskan 2008; Esim 2011).

1.1.1. Tuz Stresi

Bitkileri etkileyen stres faktorleri genel olarak ikiye ayrilir. Bunlar biyotik (bitkiler,
mikroorganizmalar, hayvanlar ve antropogenik etkiler) ve abiyotik stres faktorleri
(radyasyon, sicaklik, su, gazlar, mineraller vb.)’dir (Larcher 1995). Abiyotik streslerden
kuraklik stresinden (%26) sonra minarel stresi %20’lik oraniyla kullanilabilir alanlar1 en
fazla etkileyen stres faktoriidiir (Blum 1986). Tuzluluk stresi mineral stresler arasinda en
fazla goriilen stres ¢esididir. Yeryiiziinde de tuzluluk stresine maruz kalmis tarim alant 9
milyon hektardan fazladir (Tuteja 2007). Diinyada kullanilabilen tarim alanlarinin %17’si
sulanmaktadir. Sulanan bu alanin %20’si de tuzdan etkilendigi bilinmektedir (Tuteja
2007). Turkiye’de de g¢orak alanlar yiizey alaninin %?2’sini olusturmaktadir. Bu ¢orak
alanlarin da %4’ini (yaklasik 12 bin ha) tuzluluk stresine maruz kalmis topraklar
olusturmaktadir (Culha ve Cakirlar 2011).

Yeryiiziinde hizla artan niifusa karsin tuzluluk, verimli tarimi tehlikeye atarak besin
tiretimini 6nemli diizeyde kisitlayan gevresel etmenlerdendir (Botella et al. 2005). Primer
ve sekonder tuzluluk olmak iizere olusma sebeplerine gore iki grupta incelenir. Primer
tuzluluga; ana kayalarin ayrismasi, tuz deposu okyanuslar ve iklimsel etmenler neden
olmaktadir (Munns and Tester 2008). Sekonder tuzluluga ise; asir1 otlatma, tarimsal
alanlarda yogun sulama, gesitli tuzlar bakimindan zengin yer alti suyu seviyesinin toprak
ylizeyine kadar yiikselmesi, bir bdlgenin dogal vejetasyonunu yok ederek tarim
arazilerinin agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan kimyasallarla karistiriimasi
sebep olmaktadir (Pessarakli and Szabolcs 1999). Diinyadaki tuzlu topraklarin ¢coguna
Na,SO4 ve NaCl sebep olmaktadir (Pessarakli and Szabolcs 1999; Culha ve Cakirlar
2011).

1.1.1.1. Tuzlulugun Bitkiler Uzerine Etkileri

Tuz stresi, osmotik ve iyon stresine neden olup bitkilerin biiyiimesini ve gelismesini
engeller (Parida and Das 2005). Kokii saran toprak katmaninda tuz miktarinin artmasiyla
osmotik stres olusmaktadir. Olusan bu osmotik stres, kullanilabilir su miktarinin

azalmasma da sebep olur. Bu olaya “fizyolojik kuraklik” da denir (Tuteja 2007).



Kullanilabilir su miktarinin azalmasi, hiicrenin gelismesini azaltmakta ve siirgiin
gelisimini yavaglatmaktadir. Osmotik stresin devaminda, ortamda artan Na ve CI
iyonlarinin K*, Ca** ve NO™ gibi besin elementleri ile reaksiyona girmesiyle bitkilerde
besin dengesizligi olusur (Hu and Schmidhalter 2005). Tuzluluk, osmotik ve iyon stresi
ile bitkiler lizerindeki etkisini dogrudan gosterirken, dolayli etkisini bu stres faktorleri
sonucu bitkide meydana gelen yapisal bozulmalar ile gosterir. Tuz stresinin bitkiler
tizerindeki etkileri; uygulanan tuz ¢esidi ile miktarina, bitkinin ¢esidine ve maruz kalma
stiresine bagl olarak degiskenlik gosterir. Tuzlu ortamlarda bitkiler genetik farkliliklara
bagli olarak ¢ok farkli davranis gosterirler (Dajic 2006). Tuzluluga karsi verilen bu farkli
davranislar sadece farkli tiirler icin degil ayni tiirtin farkli ¢esitleri i¢cin de gegerlidir

(Munns 2002; Culha ve Cakirlar 2011).
1.1.2. Kuraklik Stresi

Diinya’da kisi basma tiiketilen su miktar1 niifusun artistyla birlikte artmistir. Diinya
niifusu 1700’li yillarda yaklagik 700 milyon dolayindaydi. Su tiiketimi ise o yillarda
yaklagik 110 m® olup, bunun da %90’1 tarimda kullanilmaktaydi. 1990’11 yillarda ise
kullanilan su miktarinin 40 kat arttigi bilinmektedir (Kilig 2008). Buna karsin
yerytiziindeki su kaynaklarinda herhangi bir artis olmamaktadir. Bitki yetistiriciliginde de
sulamanin kisitli sartlarda yapilmasi zorunlu hale gelmistir. Diinyada kullanilan tarim
alanlarinin stres faktorlerinden etkilenme oranlarina bakildiginda; kurakligin %26 oranla
en yiiksek paya sahip oldugu goriilmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekci 2005; Ors ve
Ekinci 2015).

Bitkiler kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve asir1 yagis gibi abiyotik stres kosullarina karst
yapisindaki degisikliklerle tepki vererek biiylime ve gelismelerini en az zararla
gegistirirler (Kalefetoglu ve Ekmek¢i 2005). Bu abiyotik stres kosullarinda meydana
gelen degisikliklerin iizerinde uzun yillardir calisilmaktadir. Ancak istenen sonuglar tam
anlamiyla alimmamistir. Bitkilerin kuraklik stresine tepkisini anlamak ve stres toleransini

artirmak icin yeni calismalar daha da artarak devam etmelidir (Ors ve Ekinci 2015).

Kuraklik, dort ana baslik altinda incelenebilir. Bunlar; meteorolojik, tarimsal, hidrolojik
ve sosyo-ekonomik kurakliktir. Meteorolojik kuraklik, uzun bir slire yagisin normal

degerlerinin altina diigsmesi ile olusur. Tarimsal kuraklik ise bitkinin topraktan yeterince



su bulamamasi ile tanimlanir (Mengt vd. 2011). Hidrolojik kuraklik, nehir, gol ve yeralti
su kaynaklarindaki suyun azalmasi, S0Syo-ekonomik kuraklik ise diger kuraklik
cesitlerine bagl olarak ekonomik dengelerin bozulmasi ile ortaya ¢ikar (Mishra and
Singh 2010; Ors ve Ekinci 2015).

1.1.2.1. Kurakhgn Bitki Uzerine Etkileri

Bitkiler kuraklik stresine maruz kalma derecelerine gore tiir ve gesitleri hatta organlari
arasinda farklilik gosterirler. Bitkilerde genotipe bagli olarak ortaya c¢ikan kuraklik
stresinden etkilenme dereceleri, o genotipte meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal
degisikliklere baglidir (Kayabas1 2011; Ors ve Ekinci 2015).

Bitkilerdeki kuraklik stresini genel olarak su noksanligi ve kuruma olarak ikiye
ayirabiliriz (Smirnoff 1993). Su noksanligi, stomalarin kapanmasina ve gaz degisiminde
azalmaya neden olan su kaybidir. Su noksanligina maruz kalan bitkilerde stomalar
kapanir ve buna bagli olarak karbondioksit aliminda azalma goriliir. Kuruma ise
metabolizma ve hiicre yapisinin tamamen bozulmasina ve asirt su kaybi ile enzimle
katalizlenen reaksiyonlarin durmasinin nedeni olarak tanimlanabilir (Smirnoff 1993;
Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005). Solmus bitkilerde, bitki sahip oldugu turgoru kaybeder ve
hiicrelerin ¢okmesine neden olur. Ihtiya¢ duyulan su geri verildiginde ise solgunluk
azalarak bitki eski haline donebilir. Kuruma olaymin ileri derecede gerceklesmesi
durumunda ise bitkinin eski haline dénmesi artik miimkiin olmaz (Kagar 2015; Ors ve
Ekinci 2015).

Bitki, ihtiyact olan suyu kokiinden alamadigi zaman strese girmeye baslar. Bu durumda
bitkiler su kayiplarin1 azaltip su alimimi1 da artirarak stresten kurtulmaya calisir (Bray
1997) ve bitkide olusacak olan ilk tepki bitkinin sahip oldugu turgoru kaybetmesidir
(Barlow et al. 1980). Bitkiler, yapraklarindan terleme yoluyla kaybettikleri suyu kokleri
ile karsilayamadig1 zaman yaprak hiicreleri plazmoliz durumuna gecerek porsiimektedir
(Giinay 2005).

Su eksikliginin etkilerinden birisi fotosentez oranindaki diisiistiir. Bunun sonucunda da
vejetatif organlardaki gelismeler azalir. Govde ve yaprak biliylimesi su eksikliginde kok
biiyiimesinden daha ¢ok etkilenir (Saglam 2004). Kurakligin meydana geldigi ilk
donemlerde, bitki daha ¢ok suya ulasabilmek icin gdvde gelisimini yavaglatip kok



uzamasini gerceklestirir. Kurakligin uzun siirmesi durumunda hem gévdenin hem de
kokiin gelisimi durur, yaprak alaninda kiigiilmeler, yaprak sayisinda azalmalar olup
bazilarinda da sarararak dokiilmeler meydana gelir (Oztiirk 2015). Kuraklik stresine
maruz kalmis bitkiler gelisimini tamamlamis olsalar da strese maruz kalmadan gelisimini
tamamlamis bitkilere oranla daha diisiik bir hacme sahip olurlar (Liu and Stiitzel 2004).
Bitki biiylimesindeki azalma, siirgiin ve koklerdeki hiicre boliinmesinin ve hiicrelerin
genislemesinin durmasina baglidir. Hiicre boliinmesinin veya genislemesinin durmasi ise
su noksanlig1 nedeniyle fotosentez oraninin diismesi ile dogrudan iliskilidir (Anjum et al.
2011). Kuraklik stresi altinda bitki yapraklardaki su oranmin diismesi ile stomalar
kapanir, bunun sonucunda yaprak sicakliginin artmasina bagli olarak membran sistemi
zarar goriir ve hiicre oliimleri gergeklesir (Dolferus 2014). Plazma membraninin yapist
hiicredeki sulu ortama bagli olup, hiicrenin su kaybetmesiyle beraber, membran yapisinda
degisiklik olur. Su kaybina bagli olarak hiicrede hacimce azalma meydana gelir ve buna
bagli olarak plazma membraninda gergeklesen ¢okme yirtilmalara sebep olur. Bu zarar,
normal hiicresel metabolizmayi kalici olarak hasarli hale getirir (Kalefetoglu ve Ekmekei

2005; Ors ve Ekinci 2015).
1.1.3. Oksidatif Stres

Canlilar yasamini devam edebilmek i¢in molekiiler oksijene gereksinim duyarlar. Ancak
enerji iiretim siirecleri icin mutlak ihtiya¢ duyulan molekiil, yararl islevlerinin yaninda,
hiicre i¢in =zararli bazi doniisiimlerin de wuyaricisidir. Oksijen bazen Onemli
biyomolekiillerin yapisini bozarak reaktif oksijen tiirii (ROT) olarak adlandirilan atom ve
molekiillerin olusmasina sebep olur (Packer 1984). ROT’larin olusumuna sadece oksijen
molekiilii sebep olmaz. Baska etmenler (radyasyon, ultrason, yiiksek sicaklik, osmotik ve
iyonik stres, yaralanma, enfeksiyon, mutasyon) ve hiicre igine giren bagka maddeler de
ROT larin olusmasina sebep olabilirler (Mathews et al. 2000). ROT’lar bagta proteinler,
lipitler ve DNA olmak iizere tiim biyomolekiillerin zarar gérmesine sebep olup hiicresel
islevlerin aksamasina yol agar. Boylelikle is goremez hale gelen enzimler, lipitlerin
oksidasyonu sonucunda membranlarin bozulmasina, DNA’da kiriklar olusmasina ve
diger birgok metabolitin oksitlenerek islevini yitirmesi sonucu canlinin metabolizmasinda
cok onemli bozukluklara ve sonu dliimle biten yikim olaylarina sebep olur (Lee et al.
1999). Canlilar, zararli etkileri olan oksidanlara karsi ¢esitli antioksidan savunma

sistemleri gelistirirler. Antioksidan etkiye sahip enzimlerinin yaninda sentezledikleri



maddelerle kendilerini korumaya alirlar. Bazen de disardan aldiklari maddelerle aym
islevi goriirler. Insanda yaslanmaya bagli olarak oksidatif stres siireci baslar. Ayrica
yetersiz antioksidan savunma sistemi ve oksidan stres kosullar1 kanser, nérodejeneratif
hastaliklar ve dolagim sistemi bozukluklar1 gibi ciddi patolojik olaylarla iliskilidir (Gate
et al. 1999). Cu, Mn, Zn, Se gibi elementler ile riboflavin gibi vitaminlerin yoklugu,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini kaybetmesine ve oksidatif strese sebep olur
(Sipowicz et al. 1997). Oksidatif hasar insanda bir¢ok hastaligin gelismesine sebep olur
(Mathews et al. 2000). Oksijen metabolizmasindaki bazi kusurlu genler Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) ve Alzheimer gibi hastaliklar1 da tetikledigi bilinmektedir.
(Mathews et al. 2000; Pekmez 2004).

Canlilarin yasam kalitesini bozan oksidatif stres, biyoteknolojik iiretim siireclerinde de
soruna sebep olur. Ozellikle sistemdeki oksijen dengesini bozar ve mikroorganizma
tiremesini inhibe eden dozlari, biiyiikk maddi kayiplara sebep olur (Penninckx 2000;
Pekmez 2004).

1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron c¢iftine sahip ve bagimsiz olarak varligini
stirdiirebilen kimyasallara serbest radikal denir. Oksijen atomu igeren g¢esitli serbest
radikaller ile oksijen metabolizmas1 sirasinda olusan ve radikal olmayan hiicresel ara

tirtinlere genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilir (Erol Dayi 2010).

Stiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri,
aerobik metabolizmanin normal birer yan iiriinii olarak veya radyasyon, ksenobiyotikler
ve agir metaller gibi dis faktorlerin etkisiyle olusurlar. ROT, biyolojik sistemlerde hiicre
i¢i sinyallesmede 6nemli bir rol oynar. Mitozu aktive edici protein kinazlar1 da igeren
hiicre sinyallesme kaskadlarini aktive eder. Apoptoz ve nekrozu uyarir, birgok genin
anlatimini baskilar veya hiicre morfolojisinde ve canliliginda degisimlere sebep olur (Wei
and Lee 1997). Saglikli bir hiicrede, fazla ROT koruyucu antioksidan mekanizmalar
(katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler) tarafindan etkisiz hale getirilir
(Halliwell and Gutteridge 2003; Erol Dayi 2010).



1.2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Etkileri

Reaktif Oksijen Tiirleri hem viicudun i¢inde meydana gelen olaylar hem de dis kaynakli
etkenler tarafindan meydana gelir. Viicut igindeki oksijenli solunum, metabolizma ve
enfeksiyon; dis kaynakli sigara, alkol, X-isinlari, giines 1sin1 ve kirlilik gibi etkenler
serbest radikallerin olusumuna neden olur. Olusan bu serbest radikaller, hiicresel biitiin
yapilari; DNA, protein, lipid, karbonhidrat ve enzim sistemleri gibi tiim 6nemli bilesikleri
kolayca etkileyerek yikima sebep olur. Onemli birer reaktif olan hidroksil radikali ve
stiperoksit radikali sitoplazma, niikleus, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi hiicre

birimlerinde hasara sebep olabilirler (Giirbiiz 2008; Belyurt 2014).
1.2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler, biiyilk molekiil agirligina sahip polipeptidlerdir. Hiicre foksiyonlarinda ve
hiicre yapisinda ¢ok Onemli gorevler istlenmektedirler. Ancak oksidatif reaksiyonlar
sonucunda o6nemli modifikasyonlara ugrayabilmektedirler. Proteinlerin yapitagini
olusturan amino asitler; serbest radikallerin en Onemli hedeflerindendir. Bu amino
asitlerin hasarlanmasi, proteinde kalic1 etkilere sebep olur. Sistein, sistin, histidin,
metiyonin, tirozin ve triptofan aminoasitleri proteinler icerisinde serbest radikallere karsi
en hassas molekiillerdir. Bu molekiiller serbest radikaller ile tepkimeleri sonucunda Sekil

1.1°de belirtilen yan iirtinlere doniisebilmektedirler (Belyurt 2014)
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Sekil 1.1. Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerin iizerine olusturduklari karbonilasyon iiriinleri (Belyurt
2014)

Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri ile tepkimeleri sonucu olusan hasara karsi, amino asit

bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu amino



asitlerin dizilimine ve hasarli proteinleri onararak kendini korumaya c¢aligmaktadir

(Karabiga 2006; Belyurt 2014).
1.2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin karbonhidratlar iizerine de 6nemli etkileri vardir. Fizyolojik
sartlarda otooksidasyona ugrayan glikoz, mannoz ve deoksi sekerler, siiperoksit ve
hidrojen peroksitin olusumuna neden olmaktadir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu,
protein ¢apraz baglanmalarina yol acarak bazal membranda kalinlasmaya sebep olup

katarakt ve benzeri hastaliklara neden olabilmektedir (Tekkes 2006; Belyurt 2014).
1.2.1.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Niikleik asitler ROT ile reaksiyona girerek iyonize edici radyasyona bagli hiicre 6liimiine
neden olmaktadir. ROT niikleik asit baz degisimlerine veya DNA ¢ift sarmalinin hasar
gormesine ve dolayist ile kromozomal mutasyonlara ve sitotoksisiteye sebep
olabilmektedir. Ayrica sitotoksik aktivite gosteren noétrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksit, hiicre zarindan kolayca gegerek ¢ekirdekte niikleik asit hasarlarina neden
olabilmektedir. En tehlikeli serbest radikal cesitlerinden biri olan hidroksil radikali,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek bu molekiillerin yapilarim
degistirebilmektedir. Ayrica baz degisikliklerine ve mutasyonlara neden olabilmektedir
(Sekil 1.2) (Belyurt 2014).

NH, o) o
N = 0H JTOH HN Of—l
Ay o

sitozin glikol 5-hidroksi sitozin timin gllkol
NH» O
K)I S>—OH )\ \>—0H
5-hidroksi adenin 8-hidroksi guanin

Sekil 1.2. Hidroksil radikalinin piirin ve pirimidin bazlar lizerine etkisiyle olugan {iriinler (Belyurt 2014)
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1.2.1.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Lipidler Uzerine Etkileri

Biyomolekiillerin tiim biiytik siniflar1 reaktif oksijen tiirlerinden etkilenirler. Ancak
bunlarin igerisinde en hassas olanlar1 lipitlerdir (Tekkes 2006). Lipidler hiicrede en ¢ok
hiicre zarlarlarinda bulunmaktadirlar. Bu nedenle hiicre zarlari reaktif oksijen tiirleri
kaynakli oksidasyonlara ¢ok duyarhidir (Tekkes 2006). Reaktif oksijen tiirleri lipidler
iizerinde lipid peroksidasyonu tepkimelerini (Sekil 1.3) baglatarak peroksi lipidleri
olusturmaktadir (Belyurt 2014).

IH+ R———» L + RH
L + O, N LOO (Lipid peroksit radikali)

LOO" + LH ——» LOOH + L

LOOH » LOO ; LO
Sekil 1.3. Lipid peroksidasyonu tepkimeleri (Belyurt 2014)
1.3. Antioksidanlar

Genel olarak antioksidan, bitkiyi oksidasyona karsi koruyan ve oksijen ya da peroksitlerle
ilerleyen reaksiyonlara engel olan firiinlerdir. Bu antioksidanlar ¢esitli iriinlerde
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Biyolojik tanim olarak antioksidan madde, oksijen ile
bozulan iiriinlere eklenerek bu bozulmayi engelleyen veya geciktiren dogal maddedir.
Antioksidanlar gida endiistrisinde de genis bir alanda kullanilmaktadir. Oksijen ve
nitrojen gibi reaktif tiirler insanlarda normal fizyolojik fonksiyonlar iizerinde ters etkileri
vardir. Bu etkileri 6nemli bir sekilde azaltan diyetsel antioksidanlardan, yaglarin
bozulmasini engelleyen antioksidanlara kadar genis bir alanda kullanilmaktadir (Huang at
al. 2005; Bakir 2010).

Canlilarda serbest radikalleri, antioksidanlar notralize eder ve hiicrelerin bu serbest
radikallerden etkilenmesini Onler. Bu arada antioksidanlar kendini de yeniler.
Antioksidanlar, serbest radikallerle tepkimeye girerek hiicre zararini ve tiimor gelisimini

onler, saglikli ve kaliteli bir yasam saglarlar (Baser 2000). Kimyasal yapilari,
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coziiniirliikleri, aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleri,

antioksidanlari insan sagliginda 6nemli hale getirir (Erdogan 2012).

Saglikli bireylerde aktif radikallerin noétralize olmast i¢in dogal antioksidan savunma
sistemi yeterlidir. Ama yas ilerledik¢e antioksidanlarin konsantrasyonu diiser ve
oksidasyon {riinlerinin miktarinda artma goriiliir. Bu oksidasyon fiiriinleri yaslanma,
kanser, inflamasyon ve ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarda sebep olur (Akowuah et al.
2004).

Antioksidanlar hidrojen atomu verme kabiliyetine sahiptir. Kimyasal bilesenler olan
antioksidanlar, serbest radikalleri, radikal olmayan kimyasal tiirlere c¢evirir.
Antioksidanlarin, ayn1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli hale getirir ve lipitler ile

reaksiyona girmesini engeller (Madhavi 1996; Erdogan 2012).
Antioksidanlar, oksidanlar1 dort yolla etkisiz hale getirir.

1. Siiptirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 zayif birer molekiile doniistiiriip etkisiz hale
getirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu sekilde etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen vererek inaktive etmesidir.
Vitaminler ve flavonoidler bu yolla etkisini gosterir.

3. Zincir reaksiyonlarim1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve
agir metaller oksidanlari kendilerine baglayarak inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onararak etkisini
gosterir (Gokpinar vd. 2006; Erdogan 2012).

1.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, Sekil 1.4’deki gibi dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olmak

iizere iki grup halinde incelenmistir.
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Tokoferoller (E Vitamini)
= Askorbik Asit (C vitamini)
— ©
S P Fenolik Maddeler
5 | A B
= = Karotenoidler
(15
E < Antioksidan Enzimler
o
E 5 Gallatlar
= _f;; Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA)
(<5} + —
5 3 Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT)
< Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ)

Sekil 1.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
1.3.1.1. Dogal Antioksidanlar

Son yillarda, bitkisel kaynakli olan bircok madde antioksidan olarak kullanilabilirlik
yoniinden analiz edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda boyle dogal maddelerin antioksidan
etkisinin sentetik maddelere gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bitkisel iiriinler; yagl
tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler, baharatlar ve c¢ay, hayvansal iriinler; peptitler,
amino asitler ve karotenoidler, enzimler; glutatiyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve
katalaz ile baz1 mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar: olarak tespit
edilmistir. Bunlarin antioksidan aktiviteleri yapisindaki C ve E vitamini, fenolik bilesikler

ve karotenoidler gibi bilesiklerden dolayidir. (Turhan ve Ustiin 2006; Erdogan 2012).

Son yillarda insanlar dogal kaynakli antioksidan kullanmaya yonelmistir. Bunun sebebi;
gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin gesitli
zararli yan etkilerinin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanmaktadir. (Kiralan vd. 2004).
Omegin BHT (Biitillenmis hidroksitoluen) non-toksik olmasina ragmen, yiiksek dozda
farelere verilmis ve farelerin karacigerinde hasara sebep oldugu goriilmiistir. Yine
yapilan bazi ¢alismalarda BHT gibi sentetik antioksidanlarin fazla miktarda alindiginda
viicuttan atilamadigi ve bazi dokularda depolandigi goriilmiistiir. (Halliwel and

Gutteridge 1990; Erdogan 2012).
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1.3.1.1.1. Tokoferoller (E Vitamini)

Hiicre zarmi, serbest radikallerden kaynaklanan lipid peroksidasyonundan korumada
onemli rol oynar. E vitamini, yagda ¢Oziinebilen bir antioksidandir. Tokoferol, E
vitaminin biyolojik aktif formuna denir. Antioksidan aktivite i¢in gerekli olan hidroksil
gruplarini tokoferol formlar1 olan a-, -, y- ve J- formlar igerir. a-tokoferol en yiiksek
antioksidan Ozellige sahiptir. a-tokoferol gibi antioksidanlar, serbest radikalleri ve lipid
peroksil radikallerini temizleyerek onlarin viicutta yaptiklari hasart Onlemis olurlar
(Tiziin ve Garip 2005). E vitamini, tim gidalarda az miktarda da olsa bulunmaktadir.
Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline aktararak
antioksidatif aktivite oOzelligi gosterir. Tokoferoller, 1siya karsi olduk¢a dayanikli
antioksidanlardir. E vitaminin antioksidan 6zelliginin yani sira hiicre ¢ogalmasinda da
etkili oldugu bilinmektedir. E vitamininin kalp hastalig riskini azalttig1 da yapilan bir¢ok
arastirma ile belirlenmistir (Chen et al. 1988; Erdogan 2012).

1.3.1.1.2. Askorbik Asit (C vitamini)

C vitamini, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi serbest
radikallerle kolayca tepkimeye girerek onlarin etkisizlesmesinde rol oynar. Insan
plazmasinda ve hiicre zarinda bulunan askorbik asit, zar1 gegebilen bir antioksidan
cesididir. Suda ¢0ziinebilen bir antioksidan olup molekiiler agirligi diistiktiir. Lipid
peroksidasyonunu baglatic1 radikalleri temizleyerek lipidleri ve zarlar1 oksidan etkisine
kars1 koruma gorevi goriir. E vitamininin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil
radikalinin a-tokoferole indirgenmesine neden olur. Boylece E vitamini ile birlikte etkin
bir sekilde disiik yogunluklu lipoproteini oksidasyona karsi korumus olur. Kollojen
sentezi, demir absorpsiyonu ve hiicrelerin redoks durumunun korunmasinda gerekli olan
bir antioksidandir. C vitamininin antioksidan olarak esas gorevi, lipit hidroperoksitlerin
olusumuna engel olmasidir. C vitamini insanlarda sentezlenmez ancak disardan alinmasi

gerekir (Frei et al. 1990; Erdogan 2012).
1.3.1.1.3. Fenolik Maddeler

Bitkilerde normal metabolizma sirasinda ve herhangi bir stres durumunda (yaralanma,
enfeksiyon, uv radyasyon) ikincil metabolit adi verilen {irtinleri tretirler. Bu ikincil

metabolit tiriinlere fenolik bilesikler adi verilir. Aromatik bir yapiya sahiptirler. Fenolik
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bilesikler; basit fenoller, fenolik asitler (benzoik asit, sinnamik asit tiirevleri), kumarinler,
flavonoidler, stilbenler, hidrolizlenebilen kondanse taninler ve ligninler olarak farklilik
gosterirler. Bu bilesiklerin bir kismi antimikrobiyal aktivite i¢in, bir kism1 antioksidan
aktivite ve bir kismi da koku, tat ve renklilik olusturmak gibi gérevleri iistlenmislerdir
(Bravo, 1998). Fenolik bilesikler, antioksidan etki gosterirken serbest radikalleri
baglarlar, metallerle selat olustururlar ve bazi enzimleri inaktive ederler (Yang and Tsao
2003; Erdogan 2012).

Dogal antioksidanlarin en dnemli gruplarini fenolik bilesikler olusturur. Bunlar bitkilerin
tim kisimlarinda goriiniir. En yaygin olanlar1 flavonoidler ve fenolik asitlerdir. Bu
flavonoidler ve fenolik asitler besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan korurlar. Bu nedenle besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini arttirmak igin
kullanilan baharat ve aromatik bitkiler giderek daha onemli hale gelmektedir. Bitki
fenoliklerinin hastaliklara karsi direng sagladigi da bilinmektedir. Fenolik asitlerin ve
flavonoidlerin bir grubunun antibiyotik, antifungal ve antienflamatuar olarak gorev

yaptigi da tespit edilmistir (Diken 2009).

Flavonoidler, bitkilerin dokularinda, hiicre i¢inde ve gesitli bitkisel organlarin yiizeyinde
tespit edilmistir. Flavonoidlerin antioksidatif etkiye sahip olmalari en énemli biyolojik
ozellikleridir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp damar hastaliklari,
kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleridir. Flavonoidlerin
birgogunun bu lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin
olusumunu engelledigi tespit edilmistir. Yapisindaki baz1 gruplarin serbest radikallerini
stabilite ettigi ve antioksidan kapasitesini artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin disinda
metal iyonlarmmi baglayarak lipidlerin oksidasyonunu Onleyebildigi ve radikallerin
olusumunda gdrev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi yapilan ¢aligmalarda ortaya
cikmistir (Karakaya ve El 1997). Flavonoidlerin, dogrudan bagirsak mukozasi {izerinde
bir etkisi olabilecegi, kalp-damar ve kanser gibi hastaliklara karsi koruma sagladigi da

diistiniilmektedir (Hollman and Katan 1999; Erdogan 2012).

Fenolik asitler; suda c¢oOziinebilen ve bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Benzoik ve sinnamik asitlerden tiireyen hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak iki grupta incelenmektedir. Fenolik asitler bitki

hiicrelerinde serbest halde bulunmamaktadir. Bunlar, kompleks seklinde ya vakuollerde
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¢oziinmiis ya da hiicre duvar bilesenlerine baglanmis durumda bulunmaktadir (ibadova
2006).

Son yillarda, diger fenolik bilesikler gibi fenolik asitler de tibbi faydalarindan dolay1 ilgi
¢ekmeye baslamistir. Polifenoller, fenolik asitlerin giiglii antoksidanlari olduklar1 ve
antikanserojen, antiviral, antienflamatuar ve antibakteriyal aktivite gibi tibbi etkiler

gosterdikleri tespit edilmistir (Mattila and Hellstrom 2007).
1.3.1.1.4. Karotenoidler

Dogadaki pigmentlerin ¢ok sayida ve genis bir grubunu temsil ederler. Karotenoidler,
canlilarda ¢esitli parlak renklere sebep olmaktadir. Pigmentasyon islevlerinin yaninda,
kimyasal oOzelliklerinden dolay1 viicut igerisinde cesitli reaksiyonlarda gorev alirlar.
Kimyasal karakterde degisen tek ve ¢ift baglar, diger molekiillerden enerjinin absorbe
edilmesini saglamaktadir. Bu durum karotenoidlerin antioksidan Ozelliklerini ortaya

c¢ikarir (Britton 1995).

Karotenoidler yapilarina gore iki smifa ayrilir. Bunlar hidrokarbon karotenoidler ve
ksantofillerdir. Hidrokarbon karotenoidlerin baslicalar1  o-karoten, p-karoten ve
likopendir. Ksantofiller ise yapisinda metoksi, hidroksi, keto, karboksi ve epoksi
formunda oksijen bulundurmaktadir. Karotenoidler igerisinde ©6nemli antioksidan
likopendir. Bunu sirastyla f-kriptoksantin ve fS-karotenin izlemektedir. Ksantofiller ise
minimum aktiviteye sahiptirler (Miller et al. 1996; Erdogan 2012).

Karotenoidler, diisik yogunluklu lipoproteinler iizerinde tasindigindan, diisiik yogunluklu
lipoproteinleri  oksidasyondan koruyarak kalp-damar hastaliklarina karst Onlem
almaktadir. Karotenoidlerin kanseri Onleyici etkisinin, antioksidan 6zelliklerinin yaninda
hiicreler aras1 bosluk baglant1 iletimlerini uyarici etkiye sahip olmasi ve bagisiklik
sistemini giiclendirici etkileri tespit edilmistir. Buna ilaveten, karotenoidlerin glutatiyon,
s-transferaz ve glutatiyon peroksidaz gibi karsinojenleri detoksifiye eden enzimlerin
aktivitelerini de artirdig belirtilmistir (Koca 2006).
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1.3.1.1.5. Antioksidan Enzimler

Organizmalarda bulunan siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi enzimler,
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak veya
lipid hidroperoksitlerini azaltarak antioksidatif aktivite gosterebilmektedirler. (Halliwell
2001; Erdogan 2012).

1.3.1.2. Sentetik Antioksidanlar
1.3.1.2.1. Gallatlar

Propil gallat, oktil gallat, dodesil gallat ve lauril gallatlar gallik asitin en fazla kullanilan
esterleridir. Bunlar suda ¢6ziinmezler. Ancak yagda sadece oktil ve dodesil gallatlar
¢ozlniir. Propil gallat, beyaz Kristal toz seklinde satilir. Erime noktasi 148°C’dir. Bu
derecenin iizerinde sicakliklarda etkisini yitirir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesini’nin
izniyle gidalarda 1947°den beri kullanilan sentetik bir antioksidandir. Literatiirde,
gallatlarin kullanilmasinda toplum sagligi ve gida hijyeni acisindan olumsuz herhangi bir
bilgiye rastlanmamistir (Cakmakg1 ve Celik 2000).

1.3.1.2.2. Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA)

BHA (Ci11H160,); ticari olarak 3-ter-butil-4 hidroksianisol (%85) ile 2-ter-butil-4-
hidroksianisol (%15) izomerlerinin karigim1 halinde satilmaktadir. Beyaz, mumsu kat1 bir
yapiya sahiptir. Erime noktasi 48-63°C’dir. Hem bitkisel yaglarda hem de hayvansal
yaglarda ¢oziinebilen suda ise ¢oziinmeyen bir antioksidan ¢esididir. Esansiyel yaglarin
tat ve rengini korumada kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda her ¢esit gidaya katilabilen
antioksidan olarak da bilinir. BHA, 6zellikle tahil ve sekerleme iiriinlerinde kullanilan
hindistancevizi ve palmiye 6zii yaglar1 gibi yaglarin yag asitlerinin oksidasyonunu
kontrol edebilen bir antioksidandir (Ibadova 2006; Erdogan 2012).

1.3.1.2.3. Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

BHT (CisH240); 2,6-ditert-butil-4-metil fenol beyaz renkli kristal bir yapiya sahiptir.
Kaynama noktas1 265°C erime noktasi ise 70°C’dir. Yaglarda ¢6ziiniip suda ¢dziinmeyen
bir antioksidan ¢esididir. Oksidasyonu onleyici etkisi, bitkisel yaglara oranla hayvansal

yaglarda daha fazladir. Bu antioksidan bitkisel yaglarda daha diisiik aktiviteye sahip
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olmasina ragmen diger antioksidanlar ile beraber kullanildiginda, ilave edildigi giday1

koruma 6zelligini gosterir. (Kar 2008).

BHT, gallatlar ile sinerjist etki gdstermezken BHA ile gosterir. (Basoglu 2006). Ozellikle
bu antioksidan kombinasyonu, findik ve findik firiinlerinin oksidatif reaksiyonlarini
onlemede kullanilmaktadir. Bu antioksidanlar ugucu yapiya sahip olduklarindan dolay1
kullanildiklar1 besin igine niifuz edebilmektedirler. Bu nedenle, bu maddeler paketleme

sirasinda da kullanilabilmektedir (ibadova 2006; Erdogan 2012).
1.3.1.2.4. Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ)

TBHQ, kizartma yaglarinin oksidasyonuna karsi kullanilan en iyi antioksidandir.
Kizartma isleminden ge¢mis olan {iriinleri de korumaktadir. TBHQ bej renkli ve toz
seklindedir. Kati ve sivi yaglarda ¢oziiniir. Bitkisel yaglar i¢in en etkili sentetik
antioksidandir. Yiiksek sicakliga dayaniklidir (Keskin ve Erkmen 1987). Tek basma da
kullanilabilmekte, BHA ve BHT ile birlikte de kullanilabilmektedir. Sitrik asit ile birlikte
stabilize edici 6zellik kazanir. Ancak, sagliga zararl etkilerinden dolayr Avrupa Birligi
tilkelerinde kullanim1 yasaklanmistir (Cakmake1 ve Celik 2000).

1.4. Anason (Pimpinella anisum L.)

Anason (Pimpinella anisum L.), Apiaceae familyasindan otsu bir bitki olup, beyaz ¢icekli
ve tek wyilliktir. Bitkinin boyu yaklasik 30-50 cm civarindadir. Cigekleri semsiye
bigimindedir. Meyvelerinin uzunlugu 3-6 mm genisligi ise 1-3 mm olup, ters armut
bi¢iminde, gri-yesil ya da yesilimsi-sar1 renkli ve tizeri tiiyle ortiiliidiir. Pimpinella cinsi

23 tiir mevcut olup, bunlardan 8 tanesi Tiirkiye’ye endemiktir (Arslan vd. 2004).

Anasonun kokeni Orta Dogu olup Antik Misir donemine dayanmaktadir. Tiirkiye disinda
da anason {iretimi yapan iilkeler mevcuttur. Bunlar Hindistan, Meksika, Misir, italya,
Ispanya, Suriye, Fransa, Bulgaristan ve Tunus gibi iilkelerdir (Bulur 2010; Arslan vd.
2004). Anason meyveleri Tiirkiye i¢in ekonomik degeri olup, ihrag edilen iiriinler

arasinda yer almaktadir (Dogan vd. 2015).

Ulkemizin, Ege ve Akdeniz bdlgelerinde anason ekim alanlar1 yogunlasmaktadir. Ekimin

cogunlukla yapildigi sehirler sirasiyla Burdur, Denizli ve Antalya’dir. Anason meyveleri
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ayni zamanda anason tohumu olarak da adlandirilmaktadir (Arslan vd. 2004). Anason
tarim1 genelde tohum elde etmek icin yapilmaktadir. Ulkemizde anason ekimi subat ve
mart aylarinda, hasadi ise agustos ve eylill aylarinda yapilir. Anason meyveleri basta
eczacilik, kozmetik ve gida sanayisi olmak lizere degisik alanlarda kullanilmaktadir.
Anasonun insanlar iizerinde istah agici, hazmi kolaylastiric, siskinlik giderici ve agri
dindirici 6zellikleri oldugu da tespit edilmistir. Anason iilkemizde agirlikli olarak raki
iretiminde kullanilip, baharat olarak ta tiiketilmektedir. Akdeniz iilkelerinde de alkollii
iceceklerde aroma verici olarak kullanilmaktadir (Giilgin vd. 2003). Anason tilkemiz i¢in
Oonemli bir tarim {irliniidiir. Yilda yaklagik olarak 10 bin ton civarinda iiriin elde
edilmektedir. Bu iiriiniin yaklasik 7 bin tonu raki tiretiminde kullanilirken 3 bin ton kadar1

ihrag edilmektedir (Tabanca vd. 2006).

Anason ugucu yag bakiminda zengin olan aromatik bir bitkidir. Ugucu yag, bitkilerin
yaprak, meyve, kabuk veya kok gibi kisimlarindan elde edilir. Su buhariyla siiriiklenip,
oda sicakliginda genellikle sivi halde bulunur. Genellikle renksiz veya agik sar1 renklidir.
Ugucu ozellikte, kolaylikla kristallesebilen, bulundugu bitkiye 6zgti kuvvetli kokusu olan,
cok sayida bilesenden olusan sekonder metabolitlerdir. Bu sekonder metabolitler,
bitkilerin salg1 sistemleri olan salgi tiiyleri, salgi hiicreleri, salgi kanallar1 ve salgi
ceplerinde olusur. Ugucu yag, kekik, lavanta, feslegen, nane gibi Lamiaceae iiyelerinin
yapraklarindaki salgi tiiylerinde, anason, kimyon, rezene ve kisnis gibi Umbelliferae
tiyelerinin meyvelerindeki salgi kanallarinda, portakal, limon, greyfurt gibi Citrus
tirlerinin kabuklarinda bulunan salg1 ceplerinde, karagam, sarigam gibi Pinus tiirlerinin
ise govde kabuklarindaki regine kanallarinda salgilanir. Bitkilerin bu salgiy1 hangi amagla
yaptigi tam olarak bilinmemekle birlikte, bulunduklar bitkileri hastaliklara, zararlilara ve
otobur hayvanlara kars1 korudugu bilinmektedir. Giizel ve hos kokulu ugucu yaglar, basta
bal arilar1 olmak iizere pek ¢cok bocegi bulunduklar bitkiye ¢ceker. Boylelikle tozlasmaya
da yardimci olmus olur. Ugucu yaglarin ¢ogu da bakterilere, mantarlara ve viriislere kars1
etkili oldugu bilinmektedir. Ornek olarak kekikten elde edilen ugucu yagin antibakteriyel
etkisi, okaliptiisten elde edilen ugucu yagin antiviral etkisi, biberiye ve adacayindan elde
edilen ugucu yaginin ise antioksidan etkisi oldugu tespit edilmistir. Iklimin sicak oldugu
bolgelerde yetisen bitkilerin iirettigi ucucu yaglarin buharlagma o6zellikleri sayesinde

bitkiyi sicaktan korudugu bilinmektedir. Sicak iklim bolgelerinde yetisen bitkiler ugucu
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yag bakimindan serin iklim bdlgelerinde yetisen bitkilere gore daha zengindir (Baydar

2007; Akic1 2016).

Su distilasyonu, buhar distilasyonu, ¢ozgen ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu, kati faz mikro ekstraksiyon gibi yontemler aromatik bitkilerden ugucu yag
elde etmek i¢in kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler arasinda en fazla kullanilani
distilasyon yontemidir. Ugucu yag miktar1 ve bilesenlerine bagli olarak distilasyon

yontemi segilir. (Kilig 2008).

Gilinlimiizde tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve bu yaglarin ana
etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi hem bilimsel hem de ekonomik agidan
olduk¢a 6nemli hale gelmistir. Bu bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin 6nemli hale
gelmesi uzun yillardan beri ilag, gida, parfiim ve kozmetik sanayi gibi ¢esitli alanlarda

yaygin olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (Albayrak vd. 2011).

Anason %1,5-6 arasinda ugucu yag icerigine sahiptir. Baslica iki izomer bilesikten;
normal sicaklikta kat1 halde olan trans-anetol (%80-95) ve sivi halde olan estragol (metil
kavikol) (%1-2)’den olusmaktadir. Bunun yaninda bitki ugucu yaginda cis-anetol,
limonen, anisaldehit ve daha bazi bilesikler de tespit edilmistir (Arslan vd. 1999). Trans-
anetol bir fenilpropen bilesiginden olusur. Erime noktast 21°C, kaynama noktasi
235°C’dir. Oda sicakliginda kat1 halde bulunur. Kar beyazi seklinde pulcuklar olusturur.
Sogutma ile ugucu yagdan izole edilebilir. Isik ve hava ile temas halinde oksitlenerek
anisaldehit bilesigini meydana getirir. Anasonun kendine 6zgii kokusunu veren ana
bilesen anetol’dur. Anasonun tathmsi tadi bu maddeden kaynaklanmaktadir. Bu
ozelliginden dolayr trans-anetol dis macunu {iretiminde kullanilip macuna tatlilik
kazandirir. Estragol bilesiginin ise kaynama noktasi 215°C’dir. Oda sicakliginda sivi
haldedir. Estragol kokusu anason kokusunu andirir fakat tadi degisiktir (Fidan ve Sahin
1993). Trans-anetol ve estragol raki kalitesinde etkilidirler (Cabaroglu ve Yilmaztekin
2011). Anason tohumu rakinin aromatize edilmesinde kullanilmaktadir (Fidan ve Sahin
1993; Akic1 2016).

Anason igerdigi bilesenler nedeniyle bagska amaglar i¢in de kullanilmaktadir. %70-90
anetol igeren ekstreleri uyarict ve aromatik Ozelligindedir. Bunun yaninda anetol ve

tiirevleri ilag sanayisi i¢in bagvurulan maddelerdir (Dogan vd. 2015). Igerdigi ugucu yag
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miktar1 ve bilesimine bagli olarak anasonun Kalitesini belirler (Giineyli ve Karagali
2002).

Bu tez ¢aligmasindaki amag; onemli bir gida ve tibbi bitki olan anasonda tuzluluk ve
kurakligin neden oldugu oksidaitf hasar1 belirlemek ve bu stresler esnasinda antioksidan
kapasitenin nasil degistigini belirlemektir. Ayrica ugucu bilesenlerin stres esnasinda nasil
bir degisime ugradigida belirlenmistir. Elde edilen tiim veriler birlikte degerlendirilmis ve

biitiinciil olarak ele alinistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu calismada; tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan anason ile kontrol i¢in normal
sartlarda yetistirilen anason bitkisinin antioksidan aktiviteleri ve hidrojen peroksit (H,O>)
ile siiperoksit (O,”) miktari, lipid peroksidasyon seviyesi, hiicresel antioksidan enzimlerin
(katalaz, peroksidaz ve siiperoksid dismutaz) aktivitesi ile ugucu yag bilesenleri
incelenmistir. igeriginde antioksidan miktar1, ugucu yag bilesenleri ve hidrojen peroksit
(H20y) ile siiperoksit (O,") miktari, lipid peroksidasyon seviyesi, hiicresel antioksidan
enzimlerin (katalaz, peroksidaz ve siiperoksid dismutaz) aktivitesinin belirlenmesi ile

ilgili calismalar mevcuttur. Bu ¢aligmanin benzerlerini asagida agiklayacak olursak;

Giilgin ve arkadaslari, anason tohumlarini ekstrakte ederek antioksidan aktivitesini
incelemisler. Bu calismada toplam antioksidan aktivitesi tayini i¢in metal selatlama
aktivitesi tayini metodu kullanilmig ve absorbans degerlerini 500 nm’de ol¢iilmiistiir.
Toplam fenol tayini i¢in Folin-Ciocalteu metodunu uygulanmis, orneklerin absorbans

degerleri 760 nm’de okuduktan sonra gallik asit cinsinden ifade edilmistir (Giilgin vd.
2003).

Tekeli ve arkadaslari, Konya yoresinde yetisen ve Peygamber cicegi olarak ta bilinen
Centaurea Pterocaula’nin fenolik yapisini ve antioksidan etkisini incelemislerdir. Bu
amagla Tuz G6lii civarindan toplanan Centaurea Pterocaula’nin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi i¢in ¢alisilmistir. Centaurea Pterocaula sokslet apareyi ile petrol eterinde
ekstrakte edilmistir. Sonra materyal %70 lik metanolde ekstraksiyona tabi tutulmus olup
coziiciisiinden uzaklastirilmigtir. Bitkinin fenolik yapisimt HPLC ile belirlemislerdir
(Tekeli vd. 2008).

De Marino ve arkadaslari rezenedeki fenolik glikozitleri ve antioksidan aktivitesini tespit
etmek icin calismuslardir. Bu c¢alismada rezeneden iki toluen trimeri ve bir

benzoizoforanon olarak bilinen dokuz bilesik izole edilmistir. Bunlarin yapilarini 1D, 2D,
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NMR ve kimyasal metotlar igeren spektral metotlar ile agiklamiglar. DPPH, toplam
antioksidan kapasitesi ve lipid peroksidasyon metotlariyla antioksidan kapasitesi tespit
edilmistir (De Marino et al. 2007).

Naithani ve arkadaslar1 bitkisel caylarda depolanma siiresi boyunca antioksidan
aktivitesindeki degisim ve fenolik igerigini ¢alismiglar. Yapilan bu ¢alismada sekiz farkli
bitkisel ¢ayda toplam antioksidan kapasitesi ve fenol igerigi arastirilmistir. Toplam fenol
tayini i¢in Folin-Ciocalteu metodu ile ¢alisilmis ve sonuglar gallik asit cinsinden ifade
edilmistir. Bitkisel ¢aylar, yiiksek fenolik bilesige kiyasla diisiik antioksidan kapasitesine
sahip oldugu tespit edilmistir (Naithani et al. 20006).

Ozcan ve arkadaslar1 anason ve rezene basta olmak iizere bazi bitkisel ¢aylarin mineral
iceriklerini arastirmislardir. infiizyon ve dekoksiyon ydntemleri ile drnekleri analize
hazirlamiglar. Hem infiizyon hem de dekoksiyon i¢in 10, 15 ve 20 dakika zaman
parametresini kullanmiglar. Sonug¢ olarak minerallerin ¢aydan gegisi i¢in en uygun

zamanin 10 dakikalik siirenin oldugunu éngdrmiislerdir (Ozcan vd. 2007).

Shan ve arkadaslari, 46 tibbi bitki ve baharat ekstraktlarinin antibakteriyal etkisini 5 gida
kaynakli patojen bakteri (Bacillus cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli ve
Salmonella anatum) iizerindeki etkilerini ¢aligmislar. Toplam fenolik igerikleri
hesaplanan ekstraktlardan, antibakteriyal miktar1 yiikksek olanlarin biiyiik ¢ogunlugunda
fenolik madde miktar1 da yliksek bulunmustur. Calismada kullanilan baharat
ekstraktlarina karsi gram negatif bakterilerin gram pozitif bakterilerden daha direngli
oldugu, calisilan bakterilerden en hassasinin ise S. Aureus en direnglisinin ise E. coli,

oldugu tespit edilmistir (Shan et al. 2007).

Tanker ve lzgii, Ic Anadolu bolgesinde vyetistirilen Pimpinella L. tiirleri {izerine
caligmiglar. Calismalarinda bu tiirleri farmasétik botanik yoniinden incelemisler. Bu
caligmada bitkilerin morfolojik olarak incelemesi yapilmis. Bunun yaninda bdlgeden
toplanan degisik Pimpinella L. tiirlerinin meyvelerinden ugucu yag elde edilmistir. Ugucu
yag orant %1,1-2.8 arasinda tespit edilmistir. Tiirler arasinda %8,7 orani ile en fazla
ugucu yag tastyan tiir olarak P. anisetum belirlenmistir. P. anisum ugucu yagmin kirilma
indisi normal sartlarda 1,552-1,560 arasindadir. I¢ Anadolu bolgesinde yetistirilen tiirler

lizerinde yapilan arastirmada ise kirilma indisi 1,487-1,536 arasinda bulunmustur.
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Kirtllma indisi, anetol orani ile dogru orantili bulunmustur. Anetol orami yiiksek
orneklerde kirilma indisi yiiksek, anetol miktar1 diisiik 6rneklerde ise kirilma indisi diisiik

cikmistir (Tanker ve Izgii 1988).

Misharina, kisnis tohumunun depolama kosullar1 ve siiresinin elde edilen ugucu yagin
aroma bilesenleri iizerine yaptig1 etkiyi incelemistir. Kisnis tohumu Orneklerinden bir
kismi giines 15181 altinda, bir kismi ise karanlik bir ortamda 1 yil siireyle depolanmustir.
Bu siire sonunda karanlik ortamda depolanan kisnis tohumunun aroma bilesiminde
onemli degisimler goriilmedigini, giines 1s1gina maruz kalan 6rneklerde ise bilesiklerin
bazi kimyasal degisimlere ugradigini belirtilmistir. Giines 1s1gmna maruz kalan kisnis
tohumlarinin aroma bilesimindeki degisimin 1518a bagli oksidasyon, izomerizasyon veya

transformasyon sonucunda olustugu tespit edilmistir (Misharina 2001).

Giineyli ve Karagali, depolanan anason tohumlarda meydana gelen degisiklikler tizerine
arastirma  yapmuslardir. Bu ¢alismada kurutulmus anason tohumlari Tekel-Izmir
deposundan temin edilmistir. Jit cuvallar halinde (50-70 kg) st iiste istiflenmis
orneklerden ilk olarak {ist, alt ve kap1 yan1 ¢uvallarindan alinmistir. Bir sonraki ¢alismada
3’er kilogramlik kiigiik jiit torbalar iginde cam dolaplarda (hava hareketsiz, hava
dolagiml, havalandirmali), {iglincii olarak da %3 oksijenli ve havali kavanozlarda oda
sicakliginda ve soguk depo kosullarinda tutularak inceleme yapilmistir. Yapilan
caligmanin sonunda gozlemlenen gelismeler simirhidir. Tekel deposu kosullarinda
saklanan anason tohumlarinda daha fazla degisim goézlenmigtir. Buradaki tist ve kapi
yaninda bulunan ¢uvallardaki tohumlarda ugucu yag miktar1 ve trans-anetol orani diigsmiis
buna karsilik su miktar1 artmistir. Tohumlarda zamanla matlagsma gozlenmis ve 6zellikle
nemli havanin tohumlarda bozulmalara neden oldugu belirlenmistir (Glineyli ve Karagali

2002).

Al-Ismail ve Aburjai, papatya ¢igegi, anason ve dereotu tohumlarindaki antioksidan
aktivitesi lizerine bir arastirma yapmislardir. Linoleik asit ile lipozom model sistemleri ve
DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) radikali tutma yontemlerini kullanilarak antioksidan
aktivitelerini tespit etmisler. Arastirma sonuglarina gore, papatya c¢igcegi ve dereotu
tohumlarindan elde edilen su ekstraklarinda antioksidan miktar1 anason tohumuna gore

daha fazla bulunmus, fakat her ii¢ bitkinin de alkol ekstratlar1 diisiik antioksidan aktivite
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gostermistir. Bitkilerin ekstraktlariin antioksidan aktivite miktar1 en fazla papatya ¢icegi

tohumunda, en az ise anason tohumunda tespit edilmistir (Al-Ismail and Aburjai 2004).

Arslan ve arkadaslari, Tiirkiye’deki anasonun ucucu yag miktar1 ve bilesiminin degisimi
tizerine bir ¢alisma yapmislar. Farkli bolgelerden 29 gesit anason tohumu 6rnegi materyal
olarak kullanmiglar. Anason hasattan 3 ay sonra analizler yapilmaya baslanmis.
Arastirma sonuglarina gore anasondaki ucucu yag oranlart %1,3-3,7 arasinda degisim
gosterdigi gozlenmis. En fazla ugucu yag miktarlar1 genellikle Tiirkiye’nin Ege Bolgesi
yoresinden toplanan 6rneklerden elde edilmis. Trans-anetol ugucu yaglarin temel bileseni

olup, oran1 %78,63-95,21 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. (Arslan vd. 2004).

Besharati-Seidani ve arkadaslari, iran’da yetistirilen Anason tohumlarinin ugucu yag
bilesenlerinin belirlenmesi i¢in ¢alismislar. Bunun i¢in yeni ve hizli bir metot olan tepe
boslugu kati faz mikro ekstraksiyon (HS-SPME) metodunu kullanmiglar. Bu metot ile toz
haline getirilmis anason tohumlari 15 mL’lik bir vial igerisine alinmis, vialin ucuna ozel
bir sogutucu sistem takilmig ve tepe boslugundan mikro siringa ile 1ul kadar ¢dzgen ilave
edilerek ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis. Yapilan bu islen sonucunda anason
tohumlarmin temel bileseni olan trans-anetol orani1 %90 olarak bulunmustur (Besharati-

Seidani et al 2005).

Tabanca ve arkadaglari, Tirkiye’nin orta ve kuzey bdlgelerinden toplanan anason
tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin gaz kromatografik ve kiitle spektrometrik analizleri
iizerine ¢aligmiglar. Ugucu yaglar, hidro-distilasyon yontemi ile elde edilmis. Elde edilen
bu ugucu yaglarda belirlenen bilesenler arasinda trans-anetol en fazla oranda tespit
edilmis olup, estragol, y-himachalen, a-zingiberen, valensen, g-bizabolen, cis-anetol,

anisaldehit ve hekzadekanoik asit gibi bilesenler de belirlenmistir (Tabanca vd. 2006).

Orav ve arkadaslari, ¢esitli Avrupa tilkelerinden elde edilen anason tohumunun ugucu yag
bilesimi ilizerine bir aragtirma yapmislardir. Arastirma sonuglarinda, toplamda 21 adet
bilesen belirlenmistir. Ancak oOrnekler arasinda onemli farkliliklar gézlemlenmistir.
Anason tohumundaki ugucu yaginin temel bileseni olan trans-anetol (%76,9-93,7) ve
diger bilesenler y-himachalen (%0,4-8.2), p-anisaldehit (%5,4) ve estragol (%0,5-2,3)
olarak belirlenmistir. En fazla trans-anetol miktar1 sirasiyla Yunanistan, Macaristan,

Iskogya, Litvanya, Italya ve Almanya’dan alman anason tohumlarinda tespit edilmistir.
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Estonya’dan toplanan anason tohumlarinda y-himachalen (%8,2) bileseni diger o6rneklere
gore daha fazla tespit edilmistir. Fransa’dan toplanan anason tohumlarinda ise diger
orneklerle kiyasla en yiiksek oranda anisaldehit (%5,4) bileseni tespit edilmistir. Alinan
bu anason orneklerinden elde edilen ugucu yagda ilk defa B-bourbonene (%0-0,9) ve a-
farnesen (%00,4) bilesenleri tespit edilmistir (Orav vd.2008).

Sanli ve arkadaslari, Burdur’da tarimi yapilan anason (Pimpinella anisum L.), rezene
(Foeniculum wvulgare Mill.), kisnis (Coriandrum sativum L.), kimyon (Cuminum
cyminum L.) ve dereotu (Anethum graveolens L.) gibi tiirlerin ugucu yag ve bilesenleri
lizerine bir arastirma yapmuslardir. Arastirma sonucunda anasonun %2,68, rezenenin
%2,74, dereotunun %3,02, kimyonun %21,82 ve kisnisin %0,32 oraninda ugucu yag
icerdigi tespit edilmistir. Temel bilesenler ise sirasi ile trans-anetol (%90,35-85,27),
karvon (%71,80), 2-karen-10-al (%50,02) ve linalol (%95,56) oldugu sonucuna
varilmistir (Sanli vd. 2012).

Hasimi ve arkadaslari, anason (Pimpinella anisum L.) ve kimyon (Cuminum cyminum L.)
tohumlarinin ugucu yag bilesenleri, antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerini belirlemek
amaciyla calisma yapmislardir. Yaptiklar1 bu ¢aligma sonucunda, anason ugucu yaginin
bilesenleri olan trans-anetol (%52,94), izoanetol (%13,89), karyofilen oksit (%8,55) ve
karyofilen (%4,29) igerdigi, kimyon ugucu yaginda ise sirast ile B-pinen (%15,77), a-
terpinen (%15,52), 1fenil-1-biitanol (%15,13) ve kuminik aldehit (%12,74) icerdigi tespit
edilmistir. Mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitede ise anason diisiik,
kimyon ise orta derecede etkili oldugu tespit edilmistir. Kimyonun antioksidan

aktivitesinin anasonunkine gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Hasimi vd. 20014).

Acimovic ve arkadaslari, Sirbistan’da yetistirilen anason ve rezene meyvelerinden elde
edilen ugucu yaglarinin bilesenleri iizerine calisma yapmislardir. Arastirma sonunda,
anason meyvelerinden elde edilen ugucu yag oranmi %3,91, rezene meyvelerinden elde
edilen ugucu yag miktarlar1 ise %7,1 olarak tespit edilmistir. Ugucu yagdaki bilesen
olarak anason meyvelerinden 20 adet, rezene meyvelerinden ise 10 adet belirlenmistir.
Anason meyvelerindeki ugucu yaginin bilesenlerinde trans-anetol (%96,8), yhimachalen
(%1,84) ve digeri ise %1°den az, rezene meyvelerindeki ugucu yagin bilesenlerinde ise
trans-anetol (%83,43), limonen (%9,34), fenkon (%4,58) ve metil kavikol (%1,36) tespit
edilmistir (Acimovic et al. 2015)
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Erdogan, Tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemis. Kullanilan biitiin yontemlerde Tanacetum
balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin tiim ekstrelerinin genel standart antioksidan
maddeler olarak bilinen BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks’a yakin degerlerde
antioksidan oldugu tespit edilmis. Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri ise en iyi
antibiyotiklerden olan Streptomisin’e gore daha disiik c¢ikmasina ragmen, diger
calismalarla kiyaslandiginda, sonuglarin yeterli derecede iyi oldugu gozlemlemistir
(Erdogan 2012).

Bakar, ti¢ farkli bolgeden islenmemis ve ii¢ farkli markada islenmis paketlenmis olarak
temin edilen anason ve rezenede toplam fenol, toplam flavonoid, antioksidan aktivitesi ve
metal iceriginin (Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, Cd, Cr, Pb, Co, Al) belirlenmesi ve
metal miktar1 ile toplam fenol/flavonoid miktarlar1 ve antioksidan aktivitesi arasindaki
iliskiyi istatistiksel olarak incelemistir. Toplam fenolik madde miktar1 kaynatma,
demleme ve ekstraksiyonda en yiiksek olarak anasonda bulunmustur (6399,151 ug GA /
gr numune, 7879,756 pg GA / gr numune ve 7376,778 pg GA / gr numune). Toplam
flavonoid madde miktar1 kaynatma, demleme ve ekstraksiyonda en yiiksek olarak yine
anasonda bulunmustur (11785,42 ng QE/ gr numune, 11638,42 pg QE / gr numune ve
23376,74 pg QE / gr numune). Metal selatlama aktivitesi kaynatma, demleme ve
ekstraksiyonda en yiiksek olarak rezenede bulunmustur (%78,31, %78,14 ve %52,37).
Toplam fenol ve toplam flavonoid miktarlarinin en yiiksek degeri, ekstraksiyon sonucu
elde edilen numunelerde belirlenmistir. Metal i¢eriginin ise kaynatma ve demlemeye gore

kuru yakma islemiyle daha yiiksek ¢iktigin1 gozlemlemistir (Bakir 2010).

Akict, 10°C’de, farkli siirelerde (yeni hasat, 6 ay, 9 ay ve 12 ay) depolanmis anason
(Pimpinella anisum L.) tohumlarinin ugucu yag oranlari ve ugucu yagin aroma bilesimi
iizerine depolama siiresinin etkisini aragtirmistir. Anasonda ugucu yag orani en yiiksek
yeni hasatta %2 ve bunu takiben 6 ay depolananda %1,7, 9 ay depolananda %1,5 ve 12 ay
depolananda %1,4 bulunmus ve depolama siiresine bagli olarak azalmistir. Anason ugucu
yaginda yeni hasat ve 6 ay depolanmis anasonlarda toplamda 41 adet, 9 ay ve 12 ay
depolanmis anasonlarda ise toplamda 43 adet aroma bilesigi tespit edilmistir. Anason
aromasinda miktar olarak en Onemli bilesikler trans-anetol, estragol, y-himachalene,

anisaldehit ve linalol olmustur. Ugucu yag orani ve aroma bilesiklerinin miktarlari
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depolama siiresi arttikca azalma gostermistir. Aromadaki siireye bagli azalma duyusal

analizlerle de dogrulanmistir (Akic1 2016).

Kayabasi, soya bitkilerine (Glycine max. L. cv., “A3935”), kuraklik stresi (6, 9, 12, 15,
18 giin) uygulanarak, prolin birikiminin etkileri lizerine ¢alismistir. Sonuglar kuraklik
stresi ile prolin arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu, MDA aktivitesindeki artisin
klorofil miktarindaki artistan kaynaklanmadigini géstermektedir. Kuraklik stresine bagl
olarak bitkilerin stomalarini1 kapatarak fotosentez aktivitesini en diisiik seviyeye indirdigi,
bunun strese karsi koruyucu bir mekanizma oldugu, stoma hareketlerinin yapraktaki
bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal olayla baglantili oldugu sonucuna varilmistir. Kuraklik
uygulamasina bagl olarak bitkilerin su seviyelerini belirli diizeyde tutmak i¢in osmotik
potansiyellerini diisiirdiikleri, klorofil ve MDA degerlerinin kuraklik stresiyle degistigi
fark edilmistir. Kuraklik stresinde klorofil seviyesinin azaldigi, MDA miktarinin arttigi,
iyon miktarlarinda stresin siiresine ve siddetine bagli olarak degisik oranlarda
etkilendikleri ve strese kars1 degisik tepkiler verdikleri belirlenmistir. Ayn1 sekilde prolin

miktarmin artmasi da strese karsi verilen bir cevap olarak algilanmistir (Kayabagsi 2011).

Culha, yaptigi caligmada aspir (Carthamus tinctorius L.) gesitlerini artan NaCl
konsantrasyonlarma (0-kontrol-, 75, 150, 225, 300 mM NaCl) maruz birakarak
tuzlulugun bitki biliylimesi tizerine etkisi ile tuzluluga karsi olusturulan igsel savunma
mekanizmalar1 arasindaki iligkiyi ortaya koymaya calismistir. Cimlenme ve erken fide
evresinde artan NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilan aspir gesitlerinde ¢imlenme
ylizdesi ile hipokotil ve radikula uzunluklari azalmistir. Artan tuz konsantrasyonuna bagli
olarak cesitlerin hipokotil ve radikula uzunluklarinda benzer oranlarda gozlenen azalma,
¢imlenme yiizdesinde belirlenen azalmaya gore daha fazladir. Biiylime evresinde, 12 giin
boyunca ¢imlenme ve erken fide evresinde uygulanan ayni miktardaki NaCl
konsantrasyonu ile olusturulan tuz stresi, aspir c¢esitlerinde Olgiilen morfolojik
parametreleri (gdvde biiylimesi, yaprak sayisi, taze ve kuru agirlik) ile gercek ve oransal
su igerigini olumsuz etkilemistir. Bu parametreler 1s181inda, gesitler i¢inde en az etkilenen
cesit Dinger, en fazla etkilenen ¢esit ise Yenice olmustur. Artan tuz stresine bagl olarak,
cesitlerin yapraklarindaki malondialdehit (MDA) ile hidrojen peroksit (H20,) miktar: ve
iyon sizint1 orani artmistir. Tuz stresi aspir gesitlerinin K* miktar1 ile K'/Na* oranim
azaltirken Na" igerigini artirmistir. Tuz stresi gesitlerin serbest prolin iceriginin artmasina

neden olmustur ve tiim NaCl uygulamalarinda en yiiksek prolin birikimi Remzibey-05
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cesidinde belirlenmistir. Ayrica, tuz stresinde toplam klorofil (atb) ve karotenoid
icerigini de azalmigtir. Bunun yami sira, tuz stresi ¢esitlerde PSII’’nin fotokimyasal
aktivitesini de 6nemli diizeyde etkilemistir. Ancak, bu etki gesitlerin higbirinde PSII
aktivitesini durduracak diizeyde olmamustir. Tiim klorofil a fluoresans parametreleri
dikkate alindiginda, cesitler dayaniklidan duyarliya dogru Dinger, Remzibey-05 ve
Yenice olarak siralanmistir. Cesitlerin tuz stresine karsi olusturduklari igsel savunma
sistemleri olarak bilinen antioksidan enzimlerin (SOD, POD, APX ve GR)
aktivitelerindeki  degisim  incelendiginde, bu enzimlerin uygulanan  NaCl
konsantrasyonuna ve ¢eside gore farkli tepkiler olusturdugu goriilmistiir. Dinger ¢esidi
antioksidan enzim aktivitesindeki artig ile diger cesitlere gore daha etkin bir savunma

gergeklestirmistir. (Culha 2011)

Baran, yaptig1 ¢calismada soya fasulye bitkilerinde tuz stresine baglh prolin ve salisilik asit
etkilesimleri incelemistir. Bulgular prolin ile igsel salisilik asit miktarindaki artigin, prolin
ve salisilik asitin oksijen radikallerine karsi koruyucu rol oynadigini ve hiicre
duvarlarmin dayanikliligina katildigin1 gostermektedir. Sonuglar oksidatif hasarla yaprak
yas1 arasinda ve oksidatif hasara dayaniklilikla prolin aktivitesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu, enzim aktivitesindeki artisin salisilik miktarindaki artigtan
kaynaklanmadigint diisiindiirmektedir. Tuz stresine bagli olarak bitkilerin stomalarini
kapatarak fotosentez aktivitesini en diisiik seviyeye indirdigi, bunun strese karsi koruyucu
bir mekanizma oldugu, stoma hareketlerinin yapraktaki bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal
olayla baglantili oldugu sonucuna varilmistir. Tuz uygulamasina bagl olarak bitkilerin su
seviyelerini belirli diizeyde tutmak i¢in osmotik potansiyellerini diisiirdiikleri, klorofil ve
MDA degerlerinin ise tuz stresiyle degistigi fark edilmistir. Tuz stresinde Klorofil
seviyesi azalmig, MDA, prolin ve salisilik asit miktar1 artmis, soyanin strese kars1 degisik
tepkiler verdigi, 0,50-0,75 mM salisilik asit dozun tuzlu alanlarda soya bitkisi i¢in en

uygun doz olacagi belirlenmistir (Baran 2011).



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Materyal

Calismada kullanilan anason tohumu internet iizerinden satisini yapan Havancizade
firmasindan temin edildi. Bu tohum Bingdl ili ile Geng ilgesi arasinda bulunan bir tarlada
17 Nisan 2016 tarihinde 9 adet saksida ayni sartlarda ekimi yapildi (Sekil 3.1). 2 giin
arayla diizenli olarak sulamasi yapildi. 72 giin sonra (giceklenme doneminde) 3 adet
saksiya 150 mM NaCl eklenerek tuz stresi, 3 adet saksiya da sulama yapilmamak {izere
kuraklik stresi uygulandi. Diger 3 saksi ise kontrol i¢in ayni sartlarda yetistirilmeye
devam edildi (Sekil 3.2). 5 giin sonra da hasat islemi yapildu.

Sekil 3.1. Anason ekiminin yapildig: saksilar
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Sekil 3.2. Kontrol grubu, tuz stresi ve kuraklik stresine sokulan anason bitkisi

3.1.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan anason ile kontrol i¢in normal sartlarda
yetistirilen anason bitkilerinin hasadi yapildiktan sonra hidrojen peroksit (H20,) ile
stiperoksit (O,") miktari, lipid peroksidasyon seviyesi, hiicresel antioksidan enzimlerin
(katalaz, peroksidaz ve siiperoksid dismutaz) aktiviteleri i¢in bitkilerin toprak iistii
kisimlarindan bir miktar alinarak derin dondurucuya (-86) konuldu. Geri kalan kisimlar
kurutulduktan sonra blender yardimi ile oOgiitiiliip toz haline getirildi. Ugucu yag
bilesenleri i¢in toz haline getirilen 6rneklerin bir kismi kullanildi. Geri kalan 6rnekler ise
ceker ocak altinda (Sekil 3.3), metanol ile ¢dziilerek bucher hunisi ile siiziildii. Igindeki
¢oziicli rotary evaporator yardimiyla ucuruldu (Sekil 3.4). Daha sonra elde edilen bitki
ekstrelerinden (Sekil 3.5) 100 mg alinip 100 mL metanol de ¢oziilerek total flavanoid,
total fenolik, antosiyanin, radikal giderme aktivitesi, indirgenme giicii, metal selatlama

aktivitesi 6lglimleri i¢in kullanildi.



Sekil 3.4. Coziicii ihtiva eden bitki ekstrelerinin rotary evaporator ile ¢ektirilmesi
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Sekil 3.5. Anason 6rneklerinin kuru ekstraktlar

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada, Bingdl Universitesi Merkezi Laboratuvari ile Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya

Laboratuvarinda bulunan asagidaki alet ve cihazlar kullanilmigtir.

Buzdolab1 4 °C, Argelik
Ceker Ocak :Hedlab

Degisik cam malzemeler

Derin dondurucu :-86 °C, Hettich/ Nuaire
Desikator

Doner evaporator :Ika RV06-ML
Etliv :Memmert 100-800
GC-MS :Agilent

Hassas terazi :Denver

Manyetik karistirict :ADVANCED
Otomatik pipetler ‘Rainin

Ogiitiicii :WARING

pH metre ‘Hanna

Saf su cihazi :GFL 2004
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Santrifiij :Hettich Universal 320
Steril kabin :Esco class Il type A2
Ultrasonik banyo :‘Elma S 60 H

UV lambasi :Camag

UV-VIS Spektroskopisi :Shimadzu/ Jasco V650
Vorteks :IKA MS3 Basic

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Cozeltiler ve Hazirlanmasi
3.1.3.1. DPPH Giderme Aktivitesi Tayini Icin Hazirlanan Cézeltiler

e 0,1 mM’lik DPPH ¢o6zeltisinin hazirlanmasi; 4 mg DPPH 100 mL metanol iginde

karigtirilarak tamamen ¢oziilerek hazirland.
3.1.3.2. Metal Selatlama Kapasitesi Tayini Icin Hazirlanan Cézeltiler

e 2 mM’lik FeCl;, ¢ozeltisi; 0,014 gr FeCl, alinip 50 mL saf etanolda ¢oziilerek
hazirlandi.
e 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi; 0,06 gr ferrozin alinip 25 mL saf etanolda ¢oziilerek

hazirlandi.
3.1.3.3. Toplam Indirgeme Kuvveti Tayini Icin Hazirlanan Cozeltiler

e %1’lik Potasyum ferrisiyaniir [KzFe(CN)g] ¢ozeltisi; 1 g [KsFe(CN)g] 100 mL
destile suda ¢ozlinene kadar karistirilarak hazirlandi.

e 0,2 M’lik PH’s1 6,6 olan fosfat tamponu; 2,4 g NaH,PO, bir miktar destile suda
¢oziiliip, pH metre ile pH’s1 6,6’ya ayarland1 ve toplam hacim destile suyla 100
mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

o 9%10’luk Triklorasetik asit (TCA) cozeltisi; 10 g TCA 100 mL destile suda
¢Oziilerek hazirlandi.

e  %0,1’lik Demir kloriir (FeCls) ¢6zeltisi; 165 mg FeCl3.6H,0 100 mL destile suda

¢Ozilerek hazirlandi.
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3.1.3.4. Total Fenol Icerigi Tayini I¢in Hazirlanan Cozeltiler

%2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi; 2 g Na,CO3 100 mL destile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR), satin alindig sekilde kullanildi.

3.1.3.5. Ttotal Flavanoid I¢erigi Tayini icin Hazirlanan Cézeltiler

%5’lik sodyum nitrit ¢ozeltisi; 5 g NaNO; 100 mL destile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

%10’luk aliimiyum klorit ¢ozeltisi; 10 g AIClz 100 mL destile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

%4’liik NaOH c¢ozeltisi; 4 g NaOH 100 mL destile suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.1.3.6. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi Tayini icin Hazirlanan Céozeltiler

0,1 M’lik fosfat tamponu (pH: 7.4); 2,84 g NapHPO,4 170 mL saf suda ¢6ziindii.
pH metre yardimi ile pH’s1 7,4’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 200 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi; 110 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’st 7,4 olan 100 mL
fosfat tamponunda tamamen ¢Oziinmesi i¢in bir gece boyunca manyetik
karistiricida bekletilerek hazirlandi.

2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi; 66,25 mg K,0gS; 0,1M’lik ve pH’s1 7,4
olan 100 mL fosfat tamponunda tamamen ¢6ziiniinceye kadar manyetik karistirici

ile karistirilarak hazirlandi.

3.1.3.7. Toplam Antosiyanin Tayini i¢cin Hazirlanan Cézeltiler

1,5 M HCI ¢ozeltisi; 5,5 mg HCI alinip 100 mL destile suda ¢oziildii.
0,2 M KClI ¢ozeltisi; 1,49 mg KCl alinip 100 mL destile suda ¢ozildii.
1 M C;H3NaO; ¢ozeltisi; 8,3 mg C,H3NaO; alinip 100 mL destile suda ¢oziildii.



35

3.1.3.8. Standart Cozeltiler

e QGallik asit ¢ozeltisi; 25 mg Gallik asit 25 mL destile suda ¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi.

o Kersetin ¢ozeltisi; 25 mg kersetin 25 mL destile suda ¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi.

e BHA ¢ozeltisi; 25 mg BHA 25 mL destile suda ¢ozilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi.

e E-vitamini ¢Ozeltisi; 25 mg e-vitamini 25 mL destile suda ¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢6zeltisi hazirlandi.

e EDTA c¢ozeltisi; 25 mg EDTA 25 mL destile suda c¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi.

e Troloks ¢ozeltisi; 25 mg troloks bir miktar metanolde ¢oziildi, {istii 25 mL olacak
sekilde destile su ile tamamlanarak 1 mg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltisi

hazirlandi.

3.1.3.9. Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktarinin Belirlenmesi i¢cin Hazirlanan

Cozeltiler

o  %5’lik Ti(SO4), ¢ozeltisi; 1 gram Ti(SO4), 20 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
e 9%19’luk NH4OH ¢ozeltisi; 4.16 mL NH3 20 mL saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.
e 2 M’lik H,SOy4 ¢ozeltisi; 40 mL %98’lik H,SO,4 alinmis 160 mL saf su igerisine

ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
3.1.3.10. Siiperoksit Anyon Miktarimin Belirlenmesi icin Hazirlanan Cézeltiler

e 65 MM K;HPO,, pH: 7.8 ¢ozeltisi; 1,132 g K;HPO,4 70 mL saf su da ¢oziildii pH:
7.8’e ayarlandiktan sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

e 10 mM Hydroxilamine ¢ozeltisi; 0,0069 g Hydroxilamine alinip 10 mL saf suda
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

¢ 17 mM amonyum benzono siilfonik asit (ABSA) ¢ozeltisi; 0,1472 g alinmis ve 50
mL saf suda ¢6ziindiiriilerek hazirlandi.

e 17 mM 1-Naftilamine ¢ozeltisi; 0,243 g 1- Naftilamine alinmis 10 mL asetonda

coziildiikten sonra hacmi saf su ile 100 m’ ye tamamlanarak hazirlandi.
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3.1.3.11. Lipid Peroksidasyon Aktivitesinin Belirlenmesi i¢cin Hazirlanan Céozeltiler

e %5 lik TCA (trikloroasetik asit) ¢ozeltisi; 100 mL saf su igerisine 5 g TCA ilave
edilir. TCA tam olarak ¢6zlinene kadar karistirilarak hazirlandi.
e 9%0,5 lik TBA (tiobarbutirik asit) ¢ozeltisi; 100 mL saf su i¢ine 20 gram TCA

¢ozildi ve igerisine 0,5 g TBA ilave edilip iyice karistirilarak hazirlandi.
3.1.3.12. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi I¢in Hazirlanan Cozeltiler

e 50 mM KH,PO, (pH: 7,8) ¢ozeltisi; 1.7 g KH,PO,4 200 mL saf suda ¢oziildii, pH:
7,8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

¢ 13 mM metionin ¢dzeltisi; 0,586 g metionin alinip énceden hazirlanmis olan 250
mL 50 mM KH,PO, tamponu igerisine ilave edilerek hazirlandi.

e 63 uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Kloriir) ¢ozeltisi; 0,0128 g NBT alinip
onceden hazirlanmis olan 250 mL 50mM KH,PO, tamponu igerisine ilave
edilerek hazirlandi.

e 0,1 mM EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik asit) ¢ozeltisi; 0,073 g EDTA alinip
onceden hazirlanmis olan 250mL 50mM KH,PO,4 tamponu igerisine ilave edilerek
hazirlandi.

e 13 uM riboflavin ¢ozeltisi; 0,019 g riboflavin, 500 mL saf suda ¢6ziildii, 3 mL’lik
reaksiyon karigtminin 13 pM riboflavin igermesi i¢in 390 pL riboflavin alimarak

hazirlandi.
3.1.3.13. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi icin Hazirlanan Cozeltiler

e 0,1 M NayHPO,, pH: 5,5 ¢ozeltisi; 3,55 g Na;HPO, alinarak 200 mL saf suda
¢oziildii ve pH: 5,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlandi.

e Peroksidaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi; 54 uL quaikol ve 15
puL HoOz’den (d=1,13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0,1 M fosfat tamponu
(pH: 5,5) iginde ¢oziilerek hazirlandi.
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3.1.3.14. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi i¢cin Hazirlanan Cozeltiler

e 103.5 mM KH,POq4, pH: 7,5 ¢ozeltisi; 1,4 g KH,PO,4, 80 mL saf suda ¢oziildi, 1
N NaOH ile pH: 7,5’e kadar titre edildi ve son hacim saf su ile 100 mL'ye
tamamlanda.

e 40 mM H,0; ¢ozeltisi; 408 puL %30’luk H,0, hacmi saf su ile 100 mL'ye
tamamlanarak hazirlandi.

e 5 mM H;0O, ¢ozeltisi; 41 uL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100mL'ye

tamamlanarak hazirlandi.
3.2. Yontemler
3.2.1. Total Fenolik Madde i¢erigi Tayini

Kontrol grubu anason, tuz stresine maruz birakilan anason ve kuraklik stresine maruz
birakilan anason ekstraklarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu
yontemiyle belirlendi (Singleton and Rossi 1965). Standart madde olarak gallik asit
kullanildi. Oncelikle kalibrasyon grafigi cizildi. Bu amagla 1 mg/mL konsantrasyonunda
stok ¢Ozelti hazirlamak i¢in 25 mg gallik asit alinarak 25 mL destile suda ¢oziildii. Bu
stok ¢ozeltiden 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200 pL gallik alinarak 25 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve destile suyla hacim 23 mL’ye tamamlandi. Balon jojelere sirasiyla
0,5 mL FCR ve 3 dakika sonra da %2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden 1,5 mL ilave edildi.
Karisim 2 saat oda sicakligi ile birlikte karanlik ortamda bekletildi. Sonra 6rneklerin

absorbans1 760 nm’de destile sudan olusan koére karsi olgiildii.

Ayni islemler kontrol grubu anason, tuz stresine maruz birakilan anason ve kuraklik
stresine maruz birakilan anason 6rnekleri iginde ayr1 ayri yapildi. Hazirlanan 6rneklerden
10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200 pL alinip 25 mL’lik balon jojelere aktarildi ve hacim
destile suyla 23 mL’ye tamamlandi. Sonra sirasiyla 0,5 mL FCR ve 3 dakika sonra da 1,5
mL %2’lik Na,COj3 ilave edildi. Numuneler 2 saat boyunca oda sicakliginda ve karanlik
ortamda bekletildikten sonra absorbanslari destile sudan olusan kore karst 760 nm’de

Olciildii. Bu islemler her 6rnek igin ii¢ kez tekrarlandi (Gegibesler 2013).
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3.2.2. Total Flavonoid Madde I¢cerigi Tayini

Kontrol grubu anason, tuz stresine maruz birakilan anason ve kuraklik stresine maruz
birakilan anason ekstraklarinda bulunan toplam flavonoid madde miktar1 Chang ve
arkadaslarinin yapmis oldugu metoda gore belirlendi (Chang et al 2002). Standart
flavonoid bilesik olarak kersetin kullanildi. Bunun i¢in Oncelikle kalibrasyon grafigi
cizildi. Bu amagla 1 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 25 mg
kersetin alinarak 25 mL destile suda ¢oziildii. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 75, 100, 200,
400, 600, 800, 1000 pL alarak deney tiiplerine konuldu. Daha sonra bunlarin {izeri 1,5
mL su ile tamamlandi. Sirasiyla 75 pL %5’lik NaNO; ¢ozeltisi, 6 dakika sonra 150 pL
%10’luk AICl3 ¢ozeltisi, 5 dakika sonra da 0,5 mL 1 M NaOH ¢o6zeltisinden eklendi. Son
olarak ta hacmi 2,5 mL’ye destile suyla tamamlanip vortekslendikten sonra 6rneklerin

absorbansi 510 nm’de destile sudan olusan kore kars1 6l¢iildii.

Ayni islemler kontrol grubu anason, tuz stresine maruz birakilan anason ve kuraklik
stresine maruz birakilan anason 6rnekleri i¢inde ayr1 ayr1 yapildi. Hazirlanan 6rneklerden
50, 200, 800 pL alinip deney tiiplerine konuldu. Bunlarin tizeri 1,5 mL su ile tamamlandi.
Sirastyla 75 pL %5’lik NaNO; ¢ozeltisinden, 6 dakika sonra 150 pL % 10’luk AICl3
¢ozeltisinden, 5 dakika sonra da 0,5 mL 1 M NaOH c¢ozeltisinden eklendi. Son olarak ta
hacmi 2,5 mL’ye destile suyla tamamlanip vortekslendikten sonra 6rneklerin absorbansi
510 nm’de destile sudan olusan kore karsi Olciildii. Bu islemler her 6rnek icin {i¢c kez

tekrarland1 (Gegibesler 2013).
3.2.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH Testi)

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
stabil radikalinin mor/menekse rengini azaltma yetenekleri ile 6l¢timii yapilmaktadir. Bu
metot, maddelerin DPPH ile olusturduklart rengin 517 nm’de o6lgiilerek standart
kimyasallar ile karsilastirllmasina dayanmaktadir (Blois 1958). Metot, bitki
ekstraktlarinin bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor/menekse renkli
DPPH c¢ozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin
diismesi yliksek serbest radikal giderme aktivitesi oldugunu gosterir. DPPH radikalin
etkinliginin giderilmesi caligmalar1 c¢esitli arastirmacilarin ortaya koyduklart metodu

takiben yapilmstir.
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Bu metoda gore, 0,1 mM’lik DPPH ¢ozeltisi vorteks yardimiyla 30 saniye karistirildiktan
sonra karanlik bir ortamda oda sicakliginda 60 dakika bekletildi. Sonra 50, 100, 200, 400,
600, ve 1000 pL’lik bitki 6rnekleri ile 0, 10, 20, 30, 40, 50, 75,100, 200 ve 400 pL’lik
standartlar deney tiiplerine konarak hazirlandi. Uzerleri etanol ile 3 mL’ye tamamlandh. 1
mL DPPH eklenip vortekslendikten sonra 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 517 nm’de kor
numuneye karsi ol¢iim alindi. Kontrol olarak DPPH ¢ozeltisi, kor olarak da etanol

kullanild1. Olgiimler her 6rnek i¢in 3 kez tekrarlandi1 (Gegibesler 2013).
3.2.4. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirir. Boylece fenton reaksiyonlart sonucu olusan hidroksil ve peroksit gibi
radikal olusumu engellenmis olur. Bu deneyde 6rneklerin Fe?* selatlama etkisi arastirildi.
Bu amagla FeCl, ¢ozeltisi kullanildi. Fe?* iyonu ve ferrozinin olusturdugu kompleksin
562 nm’de mor renk olusturmasina dayanilarak selatlama aktivitesi belirlendi. Orneklerin
ve standartlarin metal selatlama kapasitesi Dinis ve arkadaslarmin gelistirdigi yontemler

esas aliarak uygulandi (Dinis et al 1994).

50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pL’lik bitki drnekleri ile 0, 10, 15, 25, 50, 100, 200,
400, 600, 800 ve 1000 pL’lik standart c¢ozeltiler alinarak deney tiiplerine konuldu.
Toplam hacimleri etanol ile 3 mL’ye tamamlandi. Her bir numune 50 pL 2 mM FeCl,
¢ozeltisi ile 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 200 pL 5 mM ferrozin
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin olusturdugu
kompleksin absorbans1 562 nm’de &lgiildii. Olgiimler her érnek igin 3 kez tekrarlandi

(Gegibesler 2013).
3.2.5. Indirgeme Giicii Aktivitesi

Bitki ektraktlarinin ve standartlarin indirgeme kapasitesi Oyaizu metoduna gore belirlendi
(Oyaizu 1986). Ortamdaki indirgen madde, Fe** iyonlarim1 Fe** iyonlarina indirgeyerek
ve FeCl; ilavesiyle olusan prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi 6lgiildi.

Yiiksek absorbans degeri yliksek indirgeme kapasitesi oldugunun gostergesidir.

Bu metoda gore, bitki ekstraklari ile standartlardan olusan 15, 25, 50, 100, 200, 400, 600,

800 ve 1000 pL’lik drnekler olusturuldu. Her drnek saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Once
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2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6), sonra 2,5 mL %1°’lik potasyum ferrisiyaniir
[KsFe(CN)g] eklenerek 50°C’de 20 dk. inkiibasyona birakildi. Bu asamadan sonra
reaksiyon karisimi oda sicakligia getirilip lizerine 2,5 mL %10’luk trikloroasetik asit
eklenerek 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu ¢6zeltinin iist kismindan 2,5 mL
almarak 2,5 mL destile su ve 500 pL %0,1’lik FeCl3 eklendikten sonra 700 nm’de
absorbans degerleri 6l¢iildii. Olciimler her drnek igin 3 kez tekrarlandi (Gegibesler 2013).

3.2.6. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzothiazolin-6-siilfonat)) radikali giderme aktivitesi, Re ve
arkadaglarinin metodu ile belirlendi (Re et al 1999). ABTS’nin potasyum persiilfat
oksidasyonuyla direk ABTS radikali olusturulur.

Bu islem i¢in 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi, 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisine
eklenerek ABTS radikali elde edildi. Elde edilen ABTS radikali ¢ozeltisi islemlerden
once 734 nm’de absorbansi 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700+£0,025 nm
olarak belirlendi. 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 250 uL ekstrelerinin stok ¢6zeltileri 0,1 M
ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile 500 pL’ye tamamlandi. Daha sonra 2,5 mL ABTS
radikali ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 8 dakika inkiibe edildi. Tampondan olusan kore
karst 734 nm’de absorbanslari kaydedildi. Yapilan islemler ii¢ kez tekrar edildi.
(Gegibesler 2013).

3.2.7. Toplam Antosiyanin Tayini

Tuz stresi uygulanan, kuraklik stresi uygulanan ve kontrol ig¢in yetistirilen anason
orneklerinden hazirlanan ekstraklardan toplam antosiyanin tayini pH diferansiyel metodu
ile gergeklestirildi. Bitki esktraklarindan 50 mg’lik 6rnekler alinip 6800 pL etanol ve
1200 pL 1,5 M HCI c¢ozeltisi ile yeni g¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden deney
tiiplerine 1000’er puL alindi, pH: 1 olan tampondan (0,2 M KCI) 5000 uL ilave edildi.
Orneklerin 510, 520 ve 700 nm dalga boyunda absorbanslar1 &l¢giildii. Daha sonra aym
islemler pH: 4,5 olan tampon ¢ozelti (1 M CyH3NaO,) ile tekrarlandi. Tiim 6rnekler i¢in

Ol¢lim ti¢ kez tekrarlanmistir.
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3.2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri Miktarinin Belirlenmesi
3.2.8.1. Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktarimin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H,O,) miktarmnin belirlenmesi igin; anason bitkilerinin toprak stii
kisimlarindan 0,5 gram alindi. Alinan 6rnekler 10 mL soguk aseton i¢ginde homojenize
edildi. Sonra homojenat 10.000 x g’de 10 dakika santrifiije tabi tutuldu. Daha sonra elde
edilen slipernatantin 1,5 mL’si alinip, once 0,15 mL %5°lik Ti(SOg); (titanyum disiilfat),
sonra 0,3 mL %19’luk NH4OH (amonyum hidroksit) ile karistirildi. Cokelek olustuktan
sonra karisim 10.000 x g’de 10 dakika daha santrifiije tabi tutuldu. Bdylelikle
tiipiinsiipernatant kismi uzaklastirildi. Elde edilen pelet 3 mL 2 M’lik H,SO, (siilfiirik
asit) icinde ¢oziildiikten sonra 415 nm’de absorbansi 6l¢iilerek kaydedildi. Daha dnceden
hazirlanmis standart grafik yardimiyla bu ortalama absorbans degerleri nanogram
cinsinden H,O, miktarina donistiiriildii. Sonuglar g yaprak basina diisen H,O, miktar
(ng/g™) olarak degerlendirildi (He et al. 2005; Esim 2011).

H,0; miktarmi belirlemede kullanilan hidrojen peroksit standardi icin, %35’lik H,0O;
¢ozeltisinden hazirlanan 3 mM’lik stok ¢ozeltiden tiiplere; 3,6, 7,2, 10,8, 14,4, 18, 21,6,
25,2, 28,8, 32,4 ve 36 nanogram seklinde konuldu. Her tiiplin hacmi aseton ile 1.5 mL'ye
tamamlandi ve her tiipe sirasiyla 0,15 mL %5’lik Ti(SO4), ve 0,3mL %19’luk NH,OH
eklendi. Cokelek olustuktan sonra karisim 10.000 x g’de 5 dakika daha santrifiije tabi
tutuldu. Elde edilen pelet, 3 mL 2 M’lik H,SO, icinde ¢oziildii. Sonra 415 nm’de
absorbans kore karst okundu. Absorbans degerlerine karsilik gelen nanogram H,0,

degerleri kullanilarak standart grafik olusturuldu (Esim 2011).
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Sekil 3.6. H,0, miktarini belirlemede kullanilan standart grafik (ng.g™h)
3.2.8.2 Siiperoksit Anyon Miktarinin Belirlenmesi

Stiperoksit anyon miktarinin belirlenmesi igin; 0,5 g anason bitkilerinin toprak tstii kismi
s1v1 azot ile toz haline getirildikten sonra iizerine 2 mL 65 mM (pH: 7,8) fosfat tamponu
eklendi. Homojenat 5000 x g’ de 10 dk. ve + 4 °C de santrifiije tabi tutuldu.
Stipernatantan 1 mL, 10 mM hydroxilamin’den 0.1 mL ve ayni fosfat tamponundan 0,9
mL almip karistirildi. Sonra 25 °C° de 20 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyona birakilan
karigimin 1 mL'si alinip lizerine 1 mL 17 mM aminobenzene siilfonik asit ve 1 mL 17
mM 1-naftilamin eklendi. Tekrar 25 °C de 20 dk. inkiibe edildikten sonra
spektrofotometre de 530 nm’de Ol¢iim alindi. Sonuglar NaNO, standart grafigine
bakilarak degerlendirildi (Elstner and Heupel 1976; Esim 2011).
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Sekil 3.7. O,” miktarini belirlemede kullamlan standart grafik (ug.g™).
3.2.9. Lipid Peroksidasyon Miktarinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in; 0.5 g anason bitkilerinin toprak iistii kism1 alinarak 5 mL %5
lik TCA i¢inde homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10.000 x g’de 15 dakika
santrifiije tabi tutuldu. Tiipiin siipernatant kismindan 4 mL alindiktan sonra {izerine 1 mL
%0,5’lik TBA c¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika
bekletildikten sonra reaksiyon, tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durduruldu. Ornekler
tekrar 10.000 x g’de 10 dakika santrifiije tabi tutuldu. Siipernatant kismi alinarak
absorbanst 532 nm de okundu. Sonra 600 nm’deki nonspesifik absorbsiyon igin
absorbans degeri belirlendi. Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de dl¢iilen
absorbans degerinden 600 nm’de belirlenen degeri ¢ikarildi ve 1 mL ¢ozeltideki MDA
(nmol/g): [(Ass2-As00)/155000] x 10° formiiliiyle hesaplandi. Sonu¢lar MDA (nmol/gram
doku) seklinde verildi (Ananieva et al. 2002; Esim 2011).
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3.2.10. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.10.1. Hiicresel Proteinlerin Ekstraksiyonunun Belirlenmesi

Hiicresel proteinlerin ekstraksiyonu i¢in, anason toprak iistii kismindan 0,5 g alinip soguk
bir havan i¢ine konuldu ve iizerine sivi azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar
ogiitiildii. Uzerine 5 mL soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden
0,1 M KH,PO,4 pH: 7,0) ilave edildikten sonra karisim bir santrifiij tlipiine aktarilarak
15.000 x g’ de ve +4 °C’de 15 dakika santrifiije tabi tutuldu. Santrifiij islemi sonucunda
elde edilen siipernatant, antioksidan enzimlerin aktivite Ol¢imleri i¢in kullanildi

(Angelini et al. 1990; Esim 2011).
3.2.10.2. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun siiperoksit radikalleri ile mavi
renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun siiperoksid dismutaz enzimi
tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir. 3 mL’lik
reaksiyon karisimi; 50 mM KH,PO,4 (pH: 7,8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT, uM
riboflavin ve 0,1 mM EDTA’dan olusmaktadir. Aktivite Ol¢imii i¢cin 3 mL
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin icermeyen reaksiyon karigimdan 2,58
mL alind1 ve lizerine 30 uL enzim ekstrakti eklendi. Reaksiyon, tiip lizerine 13 uM’lik
riboflavin ¢ozeltisinden 390 pL eklenerek karistirildiktan sonra, beyaz bir 151k kaynagi
Oniine yerlestirmek suretiyle baslatildi. Tiip, 151k kaynaginin karsisinda 15 dk. tutuldu ve
reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durduruldu. 15 dk. igerisinde NBT’nin renk
acllma yogunlugu 560 nm’de Sl¢lim alindi. Kor; aymi ¢ozeltinin enzimsiz olanindan
olugmaktadir. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nm’de gozlenen NBT
indirgenmesinin %350 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim {iinitesi olarak
kabul edildi ve degerler EU/g protein olarak sunuldu (Agarwal and Pandey 2004; Esim
2011).

3.2.10.3. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz aktivite tayini, guaikol ve H,O,’ nin substrat oldugu reaksiyonun iiriinii olan
renkli bilesiginde meydana gelen absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina

dayanmaktadir. Aktivite Ol¢limii i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0,1 M,



45

NaH,POy (pH: 5,5) ile 5 mM guaikol ve 5 mM H,0; igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL
konuldu. Sonra tizerine 10 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. 470 nm’de 5 dakika
boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedildikten sonra absorbansin dogrusal
olarak arttign kisimdaki absorbans artisi 1 dakikaya oranlandi. 25 °C’de 1 dakikada,
absorbansi 0,01 abs artiran enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak kabul edildi ve sonuglar
g protein basina diisen enzim ftnitesi (EU/g protein) olarak sunuldu (Yee et al. 2002;
Esim 2011).

3.2.10.4. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalazin aktivite tayini i¢in Gong ve arkadaslarinin metoduna goére yapildi. Bu metot,
katalazin ortamdaki hidrojen peroksit’in oksijen ve suya doniigiimiinii saglarken meydana

gelen absorbans degisiminin izlenmesi esasina dayanir.

Oncelikle reaksiyonda azalan H,O, miktarin1 belirlemek i¢in standart grafik olusturuldu.
Grafik olusturmak i¢in, 5 mM H,0; ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre tiiplerine
sirastyla; 0,15, 0,3, 0,45, 0,6, 0,75, 0,9, 1,05, 1,2, 1,35 ve 1,5 mL konuldu. Tiiplerin
hacimleri saf su ile 1,5 mL'ye tamamlandi. Sonra her tiipe 1,47 mL 103,5 mM KH,PO,
ve 30 pL su ilave edildi. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans degeri Slgiildii ve
absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,0O, degerleri kullanarak standart grafik

olusturuldu.

Aktivite tayini i¢in; spektrofotometre kiivetine, 103 mM KH,PO, tamponundan 1,475
mL, 40 mM’lik H,O, ¢ozeltisinden 1,5 mL, sonra 25 pL enzim ekstrakti eklendi.
Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla absorbans degeri
Olciildii ve absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika basina absorbans
azalmasi hesaplandi. Standart grafik yardimiyla absorbans degerleri umol cinsinden H,0,
miktarma doniistiiriildii. 25 °C’de, 1 dakika icinde, absorbansi 1 pumol azaltan enzim
miktart 1 enzim {nitesi olarak kabul edildi ve sonuglar g protein basina diisen enzim

tinitesi (EU/g protein) olarak sunuldu (Gong et al. 2001; Esim 2011).
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Sekil 3.8. Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik.

3.2.11. Ugucu Yag Bilesenlerinin Belirlenmesi

Ucucu yag bilesenleri
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Agilent
Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometrisi (Gas

Chromatography / Mass Spectrometry, GC-MS) cihazinda belirlenmistir (Sekil 3.9).

Ekstraksiyon yonteminde kati faz ekstraksiyon (solid phase extraction) yontemi

kullanilmistir. Bu amagla hi¢bir isleme tabii tutulmamis yaklasik 2 gr 6gitiilmiis kuru

bitki 6rnegi, kapal vialler igine konulduktan sonra sirasiyla 60 °C’de 15 dakika fibersiz

1s1tma, 15 dakika fiberle absorbsiyon ve 5 dakika 250 °C’de desorbisyon islemlerinden

gecirilerek analiz edilmislerdir. Analizde kullanilan GC-MS kosullar1 asagida verilmistir.
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Sekil 3.9. Ugucu yag bilesenleri miktarinin tespitinde kullanilan HS-SPME/GS-MS cihazi.
3.2.11.1. Ucucu Yag Bilesenlerinin Belirlenmesinde Kullanilan GC-MS Kosullari

Enjeksiyon Blogu: 275 °C

Dedektor: 275 °C

Akis Hizt: 3 mL dak™

Dedektor: 70 eV

Iyonlagtirma Tiirii: EI

Kullanilan Gaz: Helyum

Kullanilan Kolon: HP 5 MS 3,0 x 0,25 mm, 0,25 um

Firin Programi: 2 °C dak™ hizla 70 °C’den 275 °C’ye ¢ikma, 80, 190 ve 260 °C’de 3
dakika bekleme (Toplam 65 dk.).

Kullanilan Kiitiiphaneler: Wiley, Nist, Tutor

3.2.12. istatiksel Analiz

Orneklerin antioksidan aktivite testleri ve sekonder metabolit analizleri {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi. Analiz sonuglar1 ortalama + standart sapma olarak verildi. Ornekler
arasindaki farklar tek yonlii varyans analizinde (One-Way ANOVA) coklu karsilagtirmali
(Post Hoc) Tukey HSD testi ile karsilagtirilmigtir. p<0,05 diizeyi anlamli olarak

degerlendirilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Seviyesi
4.1.1.1. Hidrojen Peroksit (H,O,) Miktari

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda Hidrojen peroksit (H205)
miktarindaki degisim tablo 4.1 ve sekil 4.1 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna gore;
150 mM NaCl ve kuraklik uygulamalar1 kontrole gore anason bitkisinin toprak iisti
kisimlarinda H,O, miktarlarinda 6nemli (p<0,05) artiglara neden olmustur. Kontrol grubu
bitkilerinde H,O, miktar1 22,08 ng.g'l olarak olgiiliirken, 150 mM NaCl uygulamasi ise
bu degeri %45°lik bir artis ile 32,04 ng.g™a kadar arttirdig1 goriilmektedir (Tablo 4.1 ve
sekil 4.1). Benzer sekilde kuraklik stresi anason bitkilerinin toprak iistii kisimlarinda
H,0; miktarinda %231,5 gibi ¢ok 6nemli bir artis saglamis ve H,O, miktar1 73,21 ng.g'1
olarak belirlenmistir (Tablo 4.1 ve sekil 4.1).

Tablo 4.1. Tuz ve kuraklik uygulanmig anason bitkisinin toprak tstii kisimlarindaki hidrojen peroksit
(H,0,) miktarlari.

Gruplar H20; (ng.g™)
KOG 22,08 + 0,39°
TUG 32,04 +0,21°
KUG 73,21+ 0,33%

*Bir slitun iginde aymi harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.1. Tuz ve kuraklik uygulanmig anason bitkisinin toprak tistii kisitmlarindaki hidrojen peroksit (H,0,)
miktarlar.

4.1.1.2. Siiperoksit Anyonu (O,") Miktari

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda siiperoksit anyonu (Oy")
miktarindaki degisim Tablo 4.2 ve sekil 4.2 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna
gore; 150 mM NaCl ve kuraklik uygulamalari kontrole goére anason bitkisinin toprak tistii
kisimlarinda O, miktarlarinda (p<0,05) 6nemli artiglara neden olmustur. Kontrol grubu
bitkilerinde O, miktari 1,35 pg.g™ olarak &lgiiliirken, 150 mM NaCl uygulamasi ise bu
degeri %51,8’lik bir artis ile 2,05 pg.g™a kadar arttirdigi goriilmektedir (Tablo 4.2 ve
sekil 4.2). Benzer sekilde kuraklik stresi anason bitkilerinin toprak iistii kisimlarinda O;"
miktarinda %166,6 gibi cok 6nemli bir artis saglamis ve siiperoksit anyon miktart 3,60

ng.g ™ olarak belirlenmistir (Tablo 4.2 ve sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Tuz ve kuraklik uygulanmig anason bitkisinin toprak stii kisimlarindaki siiperoksit anyon
miktarlart.

Gruplar Siiperoksit Anyon (pg.g™)
KOG 1,35 +0,39°
TUG 2,05+0,21°
KUG 3,60 + 0,33%

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.

Kontrol Tuz EKurakhk
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Sekil 4.2. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki siiperoksit anyon
miktarlart.

4.1.2 Lipid Peroksidasyon Miktari

Anason bitkisinin  kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda lipit peroksidasyon
seviyesindeki (malodialdehit, MDA) degisim Tablo 4.3 ve sekil 4.3 de belirtildigi gibi
tespit edilmistir. Buna gore; 150 mM NaCl ve kuraklik stresi uygulamalar1 kontrole gore
anason bitkisinin toprak istii kisimlarinda MDA seviyesinde (p<0,05) artiglara neden
olmustur. Kontrol grubu bitkilerinde MDA seviyesi 3,14 nmol.g™" olarak 6lgiiliirken, 150
mM NaCl uygulamasi ise bu degeri %34’liik bir artis ile 4,21 nmol.g™"’e kadar arttirdig:
goriilmektedir (Tablo 4.3 ve sekil 4.3). Benzer sekilde kuraklik stresi anason bitkilerinin
toprak iistii kisimlarinda MDA seviyesinde %191 gibi ¢ok 6nemli bir artis saglamis ve
lipit peroksidasyon aktivitesi 9,17 nmol.g™ olarak belirlenmistir (Tablo 4.2 ve sekil 4.2).
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Tablo 4.3. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak {istii kisimlarindaki lipit peroksidasyon
miktarlar.

Gruplar MDA (nmol.g™)
KOG 3,14 £0,39°
TUG 4,21+0,21°
KUG 9,17 £0,33%

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 &nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.3. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak istli kisimlarindaki lipit peroksidasyon

miktarlar1.

4.1.3. Protein Miktar

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda protein miktarindaki degisim
Tablo 4.4 ve sekil 4.4 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna goére; 150 mM NaCl ve
kuraklik uygulamalar1 kontrole gore anason bitkisinin toprak tstli kisimlarinda protein
miktarlarinda (p<0,05) artislara neden olmustur. Kontrol grubu bitkilerinde protein
miktar1 6,60 mg.g™ olarak él¢iiliirken, 150 mM NaCl uygulamasi ise bu degeri %23’lik
bir artis ile 8,13 mg.g™a kadar arttirdig1 goriilmektedir (Tablo 4.4 ve sekil 4.4). Benzer

sekilde kuraklik stresi anason bitkilerinin toprak iistii kisimlarinda lipit peroksidasyon
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miktarinda %115,6 gibi énemli bir artig saglamis ve protein miktart 14,23 mg.g™ olarak
belirlenmistir (Tablo 4.4 ve sekil 4.4).

Tablo 4.4. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak tstii kisimlarindaki protein miktarlar1.

Gruplar Protein (mg.g™)
KOG 6,60 + 0,39°
TUG 8,13+0,21°
KUG 14,23 £0,33%

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 Snem seviyesine gore

anlamsizdir.

Protein Miktan (mg.g™")
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Sekil 4.4. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak {istii kisimlarindaki protein miktarlar1.

4.1.4. Antioksidan Enzimler

4.1.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda SOD aktivitesindeki degisim

Tablo 4.5 ve sekil 4.5 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna gore; 150 mM NaCl ve

kuraklik uygulamalar1 kontrole gdre anason bitkisinin toprak tistii kistmlarinda SOD

aktivitesinde (p<0,05) oOnemli oranda azalmaya neden olmustur. Kontrol grubu
bitkilerinde SOD aktivitesi 29,18 EU.g 'protein olarak Olgiiliirken, 150 mM NaCl
uygulamasi ise bu degeri %138’lik 6nemli bir azalma ile 12,26 EU.g 'protein’e kadar
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diistirdiigi gortilmektedir (Tablo 4.5 ve sekil 4.5). Benzer sekilde kuraklik stresi anason
bitkilerinin toprak Ustii kistmlarinda SOD aktivitesinde %699 gibi ¢ok énemli bir azalma
saglamis ve SOD aktivitesi 3,65 EU.g 'protein olarak belirlenmistir (Tablo 4.5 ve sekil
4.5).

Tablo 4.5. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak {istii kisimlarindaki SOD aktivitesi.

Gruplar SOD (EU.g'protein)
KOG 29,18 + 0,33%
TUG 12,26 £ 0,21°
KUG 3,65 +0,39¢

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 Snem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.5. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki SOD aktivitesi
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4.1.4.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda CAT aktivitesindeki degisim
Tablo 4.6 ve sekil 4.6 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna gore; 150 mM NaCl ve
kuraklik uygulamalar1 kontrole gore anason bitkisinin toprak iistii kisimlarinda CAT
aktivitesinde (p<0,05) az bir oranda artmaya neden olmustur. Kontrol grubu bitkilerinde
CAT aktivitesi 417,92 EU.g 'protein olarak olgiiliirken, 150 mM NaCl uygulamasi ise bu
degeri %11°lik bir artma ile 464,84 EU.g 'protein’e kadar artirdigi goriillmektedir (Tablo
4.6 ve sekil 4.6). Benzer sekilde kuraklik stresi anason bitkilerinin toprak {stii
kisimlarinda CAT aktivitesinde %6,5’lik bir artma saglamis ve CAT aktivitesi 445,36
EU.g 'protein olarak belirlenmistir (Tablo 4.6 ve sekil 4.6).

Tablo 4.6. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki CAT aktivitesi.

Gruplar CAT (EU.g'protein)
KOG 417,92 +0,39°
TUG 464,84 + 0,33
KUG 44536 +0,21°

*Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 6nem seviyesine gére
anlamsizdir

500 - CAT a

400 -
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Sekil 4.6. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki CAT aktivitesi
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4.1.4.3. Peroksidaz (POD) Enzim Aktivitesi

Anason bitkisinin kontrol, tuzluluk ve kuraklik gruplarinda POD aktivitesindeki degisim
Tablo 4.7 ve sekil 4.7 de belirtildigi gibi tespit edilmistir. Buna gore; 150 mM NaCl ve
kuraklik uygulamalar1 kontrole gore anason bitkisinin toprak iistii kisimlarinda POD
aktivitesinde (p<0,05) azalmaya neden olmustur. Kontrol grubu bitkilerinde POD
aktivitesi 179,54 EU.g 'protein olarak olgiilirken, 150 mM NaCl uygulamasi ise bu
degeri %15,6’lik bir azalma ile 155,28 EU.g 'protein’e kadar azaldigi goriilmektedir
(Tablo 4.7 ve sekil 4.7). Benzer sekilde kuraklik stresi uygulanan anason bitkilerinin
toprak tstii kisimlarinda POD aktivitesinde %14,8’1ik gibi bir azalma saglamig ve POD
aktivitesi 156,35 EU.g 'protein olarak belirlenmistir (Tablo 4.7 ve sekil 4.7).

Tablo 4.7. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak tistii kisimlarindaki POD aktivitesi

Gruplar POD (EU.g 'protein)
KOG 179,54 + 0,33°
TUG 155,28 + 0,39"
KUG 156,35+ 0,21°

*Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 &nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.7. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki POD aktivitesi.
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4.1.5. Antioksidan Aktivite Testleri
4.1.5.1 Metal Selatlama Aktivitesi

Bitkisel ekstraktlarin metal selatlama aktivitesinde azalan absorbans degeri ferrozin
baglanmadan Once metal iyonlarmin selatlandiginin bir belirtisidir. Selatlanan metal

iyonu miktar1 asagida verilen esitlik ile hesaplanir.

"J'l}{untl ol — ANumune

% Selatlama Kapasitesi = % 100

"Jlll{l.lutl ol

Yukaridaki esitlikte Akontrol degeri ortamda sadece kompleks olusturan maddeler olan
ferrozin ve Fe?* iyonlarinin varhi@indaki kontrol numunesinin absorbans degeridir.

Anumune 15€ ekstrelerin absorbans degerini ifade etmektedir.

Bitki ekstraktlarin konsantrasyonlar1 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/mL olacak
sekilde deney tiiplerine konuldu. Toplam hacimleri metanol ile 3 mL’ye tamamlandi. Her
bir numune 50 pL, 2 mM FeCl; ile 60 dakika inkiibe edililip 200 uL, 5 mM ferrozin
eklendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin

olusturdugu kompleksin 652 nm’de absorbansi degerlerine bakildi.

Tablo 4.8. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki metal selatlama
kapasiteleri (%)

16,6 pg/mL | 33,3 pg/mL | 66,6 pg/mL | 133,3 pg/mL | 200 pg/mL | 266,6 pg/mL | 333,3 pg/mL
KOG TE 9,67 1,31° 15,77+ 0,87% [3036+6,11*° |51,37+519° |50,76 +8,48 |57,19+0,99°
TUG TE 19,64 £3,56° | 14,16 £0,89° |43,36+3,72° [5537+2,26° |56,19+£932° |63,10+3,52"
KUG TE 17,11 £1,81° | 16,85+3,97° [47.89+9,00° |5844+487° |5640+4,69" |6560+142°
EDTA | 74,40+ 6,40° | 86,98 +11,91° | 96,19+ 1,03" TE TE TE TE

Kisaltmalar TE: Test edilmedi; *Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar
p<0,05 6nem seviyesine gore anlamsizdir.

Tablo 4.8°de kontrol ile kiyaslandiginda strese maruz kalan anasonda metal selatlama
kapasitesinin arttig1 gozlenmistir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde en yiiksek
selatlama kapasitesinin oldugu belirlenmistir. Tiim konsantrasyonlarda metal selatlama
kapasiteleri KUG>TUG>KOG olarak belirlenmistir (Tablo 4.8 ve sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Strese maruz kalan anasonda % metal selatlama kapasiteleri
4.1.5.2. Toplam Indirgeme Kuvveti

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstraktlariin (50-200 pg/mL) 1 mL’sine,
2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,6) ve 2,5 mL %1’lik KsFe(CN)s eklendi. Karisimlar
50 °C’de 20 dakika bekletildikten sonra 2,5 ml %10’luk TCA eklendi ve 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij yapildi. Sonra siipernatantlardan 2,5 ml alinarak esit hacimde saf su ve
0,5 ml %0,1’lik FeCls ¢ozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de absorbans degerleri okundu.
Yiiksek absorbans yiliksek indirgeme giiclinii gostermektedir. Kontrol ile kiyaslandiginda
strese maruz birakilan anasonda indirme giiciiniin azaldig1 belirlenmistir (Tablo 4.9 ve
sekil 4.9). Tim konsantrasyonlarda toplam indirgeme kuvveti KUG<TUG<KOG olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.9. Tuz ve kuraklik uygulanmig anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki toplam indirgeme
kuvveti (700 nm absorbans)

25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

KOG 0,134 +0,01% | 0,141 + 0,00% | 0,180 + 0,01* |0,209 + 0,01?
TUG [0,133+0,00* | 0,135+ 0,00% |0,179 + 0,00*° |0,197 + 0,00
KUG |0,104 +0,01% |0,115 + 0,00% | 0,140 + 0,00 [0,162 + 0,02
GA 0,464 +0,07% | 0,789 + 0,05% | 0,760 + 0,06° |1,366 + 0,45

BHA |0,262+0,01° [0,446 + 0,01¢ | 0,742 + 0,02° [0,855 + 0,02"
KE 0,314 +0,01° | 0,449 + 0,03° | 0,729 + 0,03° |0,902 + 0,05"
E-VIT. |0,203 +0,01° [0,254 + 0,01° | 0,355 + 0,06° |0,574 + 0,08

*Bir siitun iginde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p < 0,05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.

1,5

= S Ny
=N = o
L

Absorbans (700 nm)

N
w
1

=
[

—a— KOG
—o— TUG
1—=—KUG
—v— GA
—o— BHA
]—<+KE
—— E-VIT

50

100

150

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.9. Strese maruz kalan anasonda Fe*®"ii Fe*?’ye indirgeme kapasitesi

4.1.5.3. DPPH Giderme Aktivitesi

200

Farkli konsantrasyonlarda (0,05-1 mg/ml) hazirlanan bitki ekstrelerinden (0,5 ml)

almarak litresinde 6x10™° mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali soliisyonundan 2,5

ml eklendi. Bu karisim gii¢lii bir sekilde karistirilarak 60 dakika karanlikta bekletildi ve

517 nm’de absorbans degerlerine bakildi.
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Her bir numuneye ait ekstrelerin serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali tizerinden
tayin edildi. Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagida verilen esitlik

kullanilarak hesaplandi.

; -'.lll'f".l.lll'[lﬂl - "‘Il'\iunu.l:ll:'
% Inhibisyon = % 100

A Eantrol

Bu esitlikte Akontro, DPPH radikalinin absorbans degeridir. Anumune iS€ bitki ekstresinin
absorbansidir. Calismamizda hem kuruaklik hem de tuzluluk kontrole gére DPPH
giderme aktivitesini artirmistir (Tablo 4.10 ve sekil 4.10). Buna gore genel olarak en
yiiksek DPPH aktivitesi TUG>KUG>KOG olarak siralanmigtir.

Tablo 4.10. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak istii kisimlarindaki % DPPH giderme
aktivitesi

33pg/mL | 6,6 pg/mL |10 pg/mL | 13,3 pg/mL | 16,6 pg/mL | 33,3 pg/mL | 66,6 pg/mL

15,78 + 26,12 +

KOG TE TE TE TE 5,13 +0,59% | 0,43% 0,25
16,44 + 26,37 +

TUG TE TE TE TE 7,98 +0,47% | 0,85° 0,712
10,35 + 16,23 + 31,68 +

KUG TE TE TE TE 0,16° 1,39° 2,39°
18,34 + 47,95 + 74,82 + 87,36 + 86,42 + 86,32 + 86,62 +

KE 1,82° 9,18° 4,69° 0,82° 2,531 1,77° 1,87°
44,49 + 80,64 + 90,07 + 87,74 + 90,24 + 92,41 + 9323 +

GA 9,20° 1,39¢ 1,77¢ 6,61¢ 2,77° 1,13¢ 0,54¢
2,17+0,39° 9,32+ 1,37° [ 16,31 + 24,83 + 30,20 + 64,78 + 87,88 +

E.VIT. 0,17 1,28° 3,38" 0,80° 0,17°
16,18 + 32,58 + 47,19 + 57,15+ 66,79 + 84,42 + 87,11 +

BHA |2,26° 1,61° 0,73 1,19° 2,22° 0,96° 0,28°

*Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p < 0,05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.10. Strese maruz kalan anasonda % DPPH giderme aktivitesi
4.1.5.4. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktiviteleri

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore belirlendi.
Oncelikle 2 mM’Iik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik potasyum
persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS radikali elde edildi. Olusturulan ABTS radikali
cozeltisi kullanilmadan 6nce kontrol ¢dzeltisinin 734 nm’de absorbansi 0,1 M ve pH’s1
7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700+0,025 nm’ye ayarlandi. Farkli konsantrasyonlardaki
(100-400 pg/ml) ekstrelerinin stok ¢ozeltisine (100ul) ABTS radikali ¢ozeltisi (2,4 ml)
ilave edildikten sonra 8 dakika inkiibe edildi. Tampondan olusan kore kars1 734 nm’de

absorbanslar1 kaydedildi. (Re ve ark., 1999).

Calismamizda hem kuraklik stresinin hem de tuzluluk stresinin ABTS radikalini giderme
aktvitesini arttirdig1 goriilmektedir (Sekil 4.11). Her iki stresin de ayn1 oranlarda ABTS

radikalini giderme aktivitesi gosterdigi sonucuna varilmistir.



61

Tablo 4.11. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki ABTS katyon radikali

giderme aktiviteleri

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.11. Anason Ornekleri ve antioksidan bilesiklerin ABTS katyon radikali giderme aktiviteleri

*EKsy Degerlerinin Bulunmasi: EKg, radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. EKgg
degerinin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda g¢alismak gerekir. Numunelerin yeterli miktarda farkli
konsantrasyonu hazirlanip absorbans olglimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiiren konsantrasyon
miktar1 EKsy degerini vermektedir. EKsy degeri pg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.

5 10 15 20 30 40 50 100 150 200 300 400 500
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
419 23,00 [41,43 [5324 [6076 [6200 [6181
KOG TE TE TE TE TE TE |+0,5° |+2,33% |+247%° |+2,89% |+0,16° |+1,40° |+0,65°
3,57 30,48 [4524 |6367 [6362 |6352 |6338
TUG TE TE TE TE TE TE |+0,62° |+2,37° |+343* |+0,29° |+0,29° |+0,08% |=+0,08"
1581 |4043 |[52,76 |64,00 |63,86 |63,67 |6357
KUG TE TE TE TE TE TE | +2,77° |+1,73° |+0,35° |+0,00° |+0,14° |=+0,08% |=+0,14°
3490 [4229+ (5948 [7267 [9124 (9229 [92,29
TROLOX |+£321 |3,22 +3,63° | +5,15% | +021* |+0,14* |=+0,14° TE TE TE TE TE TE
28,86 [7810 [9305 [94,14 94,90
GA TE TE |+566° |+2,32% |+037° |+037° |+0,37° TE TE TE TE TE TE
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Tablo 4.12. Anason 6rnekleri ve antioksidan bilesiklerin etkili konsantrasyon (EKsq) degerleri
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50 (p,g/mL).
DPPH ABTS iGA MSA

KOG 123,75 £ 0,297 301,12 £ 3,65¢ 540,59 + 61,42° 257,25 £25,90°
TUG 123,78 + 3,987 275,79 + 4,44° 560,96 + 41,75° 224,77 £17,02°
KUG 105,91 = 8,63° 251,43 3,94 675,50 = 100,20° 214,63 £8,31°
KE 732 +1,77° TE 80,33 + 6,72% TE
GA <0? 18,41 + 0,85° 47,52 + 10,307 TE
E-VIT. 33,48 £0,17° TE 163,94 £20,49° TE
BHA 19,64 + 0,50° TE 85,36 + 2,622 TE
TROLOX TE 15,04 £ 1,16 TE TE
EDTA TE TE TE 17,65 3,49

Kisaltmalar: TE: test edilmedi, DPPH: DPPH serbest radikali giderme aktivitesi; MSA: metal iyonu
selatlama aktivitesi; IGA: indirgeme giicii aktivitesi; TE: Test edilmedi. EDTA (etilen diamin tetra asetik asit), GA
(gallik asit), KE (Kersetin), E-VIT. (a-tokoferol), trolox, ve BHA (butilenmis hidroksi anisol) referans antioksidan ajan
olarak kullanilmistir. Degerler {i¢ bagimsiz ¢aligmanin ortalamasi ve ortalama standart sapma olarak olarak verilmistir.
Ayn siitiindaki farkli harfler istatiksel agidan farklidir (p<0,05). Etkili konsantrasyon degeri DPPH veya ABTS testi
i¢in ortamda bulunan DPPH veya ABTS radikalini %50 oraninda azaltan numune konsantrasyonunu; metal selatlama
giicii testi i¢in ortamda bulunan ferr6z iyonlarini %50 oraninda selatlayan numune konsantrasyonunu; indirgenme giicii
aktivitesi ise 700 nm’de absorbans degerini 0,5’¢ diisiiren numune konsantrasyonunu ifade etmektedir.

4.1.6. Toplam Fenol Icerikleri

Bitki ekstraktlarindaki farkli ¢oziicii sistemlerine gegen ¢Oziinebilen total fenolik
maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi. Standart grafigi gallik asit
kullanilarak olusturuldu. Bunun igin, Oncelikle bitki ekstraktlarindan ve standarttan
(gallik asit) 1 mg/ml konsantrasyonunda ¢ozeltiler hazirlandi. Standartlar ve bitki
ekstraktlarindan 6 farkli konsantrasyonla g¢alisildi. 0,5 mL’lik her bir ekstre/standart
¢ozeltisine sirasiyla; Folin-Ciocaltaeu reaktifinin solusyonundan 0,5 mL ilave edilerek 5
dakika boyunca vortekslendi. Karisima 0,5 mL Na,COjz; (%2’lik) eklenerek 1 dakika
vortekslendi. Son olarak 3,5 mL destile su eklenereck 25°C’de 90 dakika inkubasyona
birakildi. Ayrica numune ve standartin her bir konsantrasyonu i¢in birer kor (Folin-
Ciocaltaeu reaktifi ve Na,COj3 ¢ozeltisi) ile galisildi. Siire sonunda 760 nm’de 6lgiimler
yapildi. Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinip koér degerleri bu ortalamadan
cikarildiktan sonra elde edilen degerlerle grafik ¢izildi (Sekil 4.12). Total fenolik madde
miktari, mg ekstre bagina mg gallik asit ekivalenti (GAE) olarak ifade edildi. Hem
kuraklik hem de tuzluluk toplam fenolik iceriginde azalmalara neden olmustur. Buna
gore li¢ grup arasindaki toplam fenolik igerikleri KOGI>TUG>KUG olarak belirlenmistir
(Tablo 4.13).
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Sekil 4.12. Gallik asit i¢in kalibrasyon grafigi

Tablo 4.13. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak tistii kisimlarindaki toplam fenol igerikleri
(ng GAE/mg kuru ekstre)

Toplam fenol icerigi (ng

Numune GAE/mg kuru ekstre)
KOG 139,79 + 3,89°

KUG 28,28 + 3,052

TUG 21,81 +0,00%

Anason Orneklerindeki toplam fenol igerigi mg kuru ekstre icerisinde bulunan pg gallik asit ekivalenti
(GAE) olarak verilmistir. Analiz sonuglari ii¢ tekrarli yapilarak ortalama + standart sapma olarak verildi.
Aynu siitiindaki farklr harfler istatiksel agidan p<0,05 diizeyinde farklidir.

4.1.7. Toplam Flavonoid Miktar1

Her bir bitki grubuna ait ekstraksiyon 6rneginden 250 pL alinarak 1 mL saf su ile
tamamlandi. 150 pL sodyum nitrit solusyonundan (%15°lik) eklenip 6 dakika sonrasinda
ise litresinde 100 gram olacak sekilde hazirlanan stok aliiminyum kloriir ¢ozeltisinden 75
pL ilave edilerek hafifce karistirildi. Dengeye gelmesi icin 5 dakika kadar bir siire
bekletildi. Uzerine litresinde 40 gram olarak &nceden hazirlanmis olan stok NaOH
cozeltisinden 1 mL eklendi. Sonra karisima hizlica 2,5 mL saaf su ekleyip iyi bir sekilde
karistirildi ve 510 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri okundu. Standart olarak
degisik konsantrasyonlarda hazirlanan kersetin icin 415 nm’de kantitatif kalibrasyon
egrisi olusturuldu (Sekil 4.13). Anason ekstrelerindeki total flavonoid miktar1 kalibrasyon

grafigine gore kersetin esdegeri (KE) olarak ifade edilmistir (Tablo 4.14).
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Calismamizda total falvonoid igeriklerinde kontrole gére hem tuz hem de kuraklik stresi

uygulamalrinda 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir (Tablo 4.14).
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Sekil 4.13. Kersetin i¢in kalibrasyon grafigi

Tablo 4.14. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak istii kisimlarindaki toplam flavonoid
icerikleri (ug KE/mg kuru ekstre)

Toplam flavonoid icerigi
(ng KE /mg kuru ekstre)

Numune

KOG 930 +77,33%
KUG 962,81 +75,13%
TUG 986,25 + 24,30°

Anason orneklerindeki toplam flavonoid igerigi mg kuru ekstre igerisindeki pg kersetin ekivalenti (KE)
olarak verilmistir. Analiz sonuglar1 {i¢ tekrarli yapilarak ortalama + standart sapma olarak verildi. Ayn1
stitiindaki farkli harfler istatiksel agidan p<0,05 diizeyinde farklidir.

4.1.8. Antosiyanin Icerigi

Calismamizda anason bitkisinin kuraklik stresine maruz birakilmasi ile antosiyanin
miktarinin yaklagik %400 oraninda arttig1 belirlenmistir. Ancak tuzluluk stresi
uygulamasinda ise antosiyanin miktarmin kontrol grubu ile kiyaslandiginda %350

oraninda azaldig tespit edilmistir (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak iistii kisimlarindaki toplam antosiyanin
icerikleri (ug SGE/mg ekstre)

Toplam antosiyanin icerigi

Numune (ng SGE/mg ekstre)
KOG 61,98 + 10,43°

KUG 225,23 +10,91°
TUG 33,13 £ 2,44°

Anason 6rneklerindeki toplam antosiyanin igerigi ise mg kuru ekstre igerisinde pg siyanidin-3-glikozit ekivalenti (SGE)
olarak verilmistir. Analiz sonuglar1 ii¢ tekrarli yapilarak ortalama + standart sapma olarak verildi. Ayni
stitiindaki farkli harfler istatiksel acidan p<0,05 diizeyinde farklidir.

4.1.9. Ucucu Yag Bilesenleri

Anasonda ugucu yag bilesenleri tuz ve kuraklik stresi uygulamalarina gore farkliliklar
gostermistir. Buna gore bilesenlerin sentez miktar1 bu uygulamalara gore degisiklik
gostermistir. Ayni zamanda kontrol bitkilerinde sentezlenmeyen bazi bilesenlerin
sentezlenmesine ya da kontrol bitkilerinde olan bazi bilesenlerin uygulamalarla birlikte
sentezlenmemesine neden olmustur (Tablo 4.16). Anasonun ana bilesenlerinden biri olan
anetol, tuz ve kuraklik stresi uygulamasinda artis gostermistir. Anetol miktar1 kontrole

gore tuz ve kuraklik uygulanmis bitkiler de sirasiyla %14,2 ve %8,4 oranlarinda artmistir.

Metil Kavikol (Estragol) miktar1 tuz uygulamasinda pek degismemis ancak kuraklik
uygulamas1 sonucu %49,8’lik gibi 6nemli miktarda azalma goriilmiistiir. Anisaldehid
bileseni miktarinin, tuz ve kuraklik uygulamasinda az miktarda arttigi goriilmiistiir. 4-
Metoksi-2-Fenil 2-Metil butanoat bilesen miktarinin tuz uygulamasindan ziyade kuraklik
uygulamasina gore daha fazla azaldig: tespit edilmistir. 2,4-Dimetil-6-Allyfenol ile 2,4-
Metoksyfenil-Metil Butanoat bilesenleri yalnizca tuz uygulamasinda, Bizabolen ile

Hekzametil Benzen bilesenleri ise sadece kuraklik uygulamasinda tespit edilmistir.
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Tablo 4.16. Tuz ve kuraklik uygulanmis anason bitkisinin toprak {istii kisimlarindaki ugucu bilesenlerinin
degisimi

Bilesikler Alsl:i(:;lslina Kontrol Tuzluluk Kurakhk
SO (O (%)
Metil Kavikol 23.380 17.50 17.25 8.78
Anetol 27.076 66.78 76.27 72.40
Anisaldehid 34.916 1.68 191 1.93
Heksandioik Asit 41.519 9.57 - -
4-Dimetoksi-2- Fenil 2-Metil butanal 45.106 3.24 2.05 3.15
2,4-Dimetill-6-Allyfenol 31.545 - 0.84 -
2,4-Metoksi fenil- Metil butanal 41,599 - 1.88 -
Bisabolen 20.605 - - 8.99
Hekzametil Benzen 31.540 - - 1.24

*Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Sekil 4.14. Kontrol grubu anasonun ugucu bilesenlerinin GC-MS kromatografik goriintiisii
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4.2. Tartisma

Diinya niifusunun artigina bagh olarak gida tiikketiminde de artis goriilmektedir. Buna
bagl olarak tarim alanlarindaki azalmayla birlikte cesitli stres faktorlerinin de etkisiyle
meydana gelen iriin kaybi, iiretim-tiilketim oranlarinda bozulmaya yol a¢maktadir.
Bundan dolay1 ya tarim alanlarinin artirilmasi gerekmekte ya da iiriin gelistirilmesine
yonelik uygulamalar 6nem kazanmaktadir. Artan diinya niifusunun 2050 yilinin sonunda
9 milyar kisiye ulasacagir tahmin edilmektedir. Meydana gelen iklim degisikliginden
dolayr 2050 wili itibariyle tiim ekilebilir alanlarin yarisindan fazlasinda tuz
konsantrasyonunda ciddi bir artis beklenmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Tuzluluk ve
kuraklik da tarim alanlarinin verimini tehdit eden iki temel stres faktoriidir. Bitkiler,
olumsuz sartlara karsi hayatta kalmak igin cesitli biyokimyasal ve fizyolojik siire¢lerle bu
faktorlere karst kendilerini koruma pozisyonuna gecer. Arastiricilar, tarimsal alanlarda
strese dayanikli bitkiler gelistirerek bu durumun iistesinden gelmeyi hedeflemistir

(Bartels ve Sungar 2005; Liu et al. 2008; Diken 2008).

Bu tez ¢alismasinda materyal olarak anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi kullanilmistir.
Tuz stresi, ortama 150 mM NaCl eklenmesiyle, kuraklik etkisi ise bitkilerin 5 giin susuz
birakilmasiyla olusturulmustur. Tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan anason
bitkisinde olusan oksidatif hasarin seviyesini belirlemek igin reaktif oksijen tiirlerinden
(ROT) hidrojen peroksit (H,0,) ile siiperoksit anyonu (O;") miktari, lipid peroksidasyon
(malondialdehit, MDA) orani, hiicresel antioksidan enzimlerin (katalaz, peroksidaz ve
siiperoksid dismutaz) aktivitelerindeki degisim incelenmistir. Ayrica stres esnasinda
biyoaktif bilesenlerin degisimini belirlemek i¢in de tiim bitki ugucu yag bilesenleri, total
fenolik, total flavanoid ve antosiyanin igerikleri incelenerek antioksidan aktivitesindeki
degisimler arastirllmistir. Kuraklik ve tuzluluk bitki biliylime-gelismesini ve diinya
iizerinde yayilisini siirlayan en onemli g¢evresel faktorlerdir (Krasensky and Jonak,
2012). Bu iki strese karsi tolerans, bitkinin oksifdatif hasari elimine etmek i¢in sahip
oldugu genetik kapasiteye baghdir (Golldack et al., 2011). Bu yiizden antioksidan
savunma sisteminin fizyolojik ve biyokimyasal bilesenlerinin tanimlanmasi bitkilerin

strese tolerans yolaklarinin anlagilmasi i¢in gereklidir (Vaseva et al., 2012).

Tuzlu topraklarda yetistirilen bitkilerde, toprakta artan osmotik potansiyelden dolay1
bitkinin suyu yeterince kullanamamasina neden olur. Toprakta biriken Na® ve CI

iyonlarinin neden oldugu toksik etki ve iyon dengesindeki bozulmalar iirlin kaybi
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nedenlerindendir (Kalloo ve Bergh 1993). Arastirmalarda tuz olarak NaCl kullanildiginda
bitkide Na'-K* dengesi degismekte ve hiicreye alman Na® iyonu, hiicrenin K" iyonu

alimin1 azaltmaktadir (Kaya vd. 2002).

Calismamizda hem tuz hem de kuraklik etkisinde birakilan anason bitkisinde H,O, ve
O, miktarinda stres faktoriiniin etkisine bagli olarak degisim gozlenmistir. Kontrol grubu
bitkilerine oranla, 150 mM tuz stresine maruz birakilmis anason bitkilerinde H,O,
miktarinda %45°lik, O,~ miktarinda ise %51,8’lik gibi bir artis oldugu, kuraklik stresinde
de H,O, miktarinda %231,5’lik, O," miktarinda ise %166,6’lik gibi onemli bir artig
oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1, Tablo 4.2, sekil 4.1, sekil 4.2). Tuz stresi ve kuraklik
bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 {iretilmesine ve bunun sonuncunda
hiicrelerde oksidatif hasarin olusumuna neden olurlar (El-Baky et al. 2003). Stres
faktoriine bagli olarak hiicre i¢ine su aliniminin azalmasi, stomalarin a¢ikliginin azalmasi,
zarlardaki iyon dengesinin bozulmasi ve kloroplastlardaki elektron transfer zincirinin
bundan etkilenmesi gibi metabolik siireclerin sonucunda ROT iiretimi artmaktadir (Bian
and Jiang 2009). ROT’ un iretimini artiran diger bir neden de klorofil molekiillerinin
fotooksidasyona ugrayarak yiiksek seviyede eksite olmasidir (Arora et al. 2002). Kuraklik
ve tuz stresleri Ozellikle hidrojen peroksit (H20;) ve siiperoksit anyonu (O;”) gibi
ROT’larin birikiminin artmasindan dolay1 olusan oksidadif stres ile kaginilmaz olarak

baglantilidir (Bian and Jiang 2009).

H,0,; bitkilerde ozellikle peroksizom, mitokondri ve kloroplastlardaki metabolik
etkinlikler sonucunda olusan non-radikal bir oksidan iiriindiir. H,O,, bitkilerin abiyotik ve
biyotik stres etmenleri ile hormon ve yergekimi gibi uyaricilara kargi yanit olarak
sentezlenen bir sinyal molekiilii olarak da bilinmektedir (Dat et al. 1998; Apel and Hirt
2004; Gechev et al. 2006; Mittler 2006). Normal konsantrasyonlarda toksisitesi diger
oksijen bilesiklerine gore daha az olan H,O,, ortamda Fe ve Cu gibi gegis metallerinin
varliginda O;" ile tepkimeye girerek biyolojik sistemlerdeki en tehlikeli serbest radikal
olan hidroksilin (OH") olusumuna neden olmaktadir (Liochev and Fridovich 2007). Bu
bilesiklerin hiicrelerdeki birikimi, membran lipidlerinin peroksidasyonu ve enzim
aktivitelerinin inaktivasyonu gibi pek cok yapisal ve fizyolojik hasara yol agtif
bilinmektedir (Gutteridge 1995; Eryilmaz 2007). Bitki stres derecesinin belirlenmesinde
biyolojik bir isaret olarak kullanilan bu bilesiklerin diisiik miktarlari, bitki savunma

sisteminin aktiflestirilmesine pozitif bir etki gostermekteyken, antioksidan enzim
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aktivitelerinin yeterince aktiflestirilemedigi veya yetersiz kaldigi durumlarda hiicrede
yiiksek miktarlarda bulundugu zaman dokularda oksidatif hasarlara, yani strese neden
olmaktadir (Liu et al. 2010). Mevcut calismada, anason bitkisinde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda H,O, miktarmin hem tuz hem de kuraklik etkisiyle arttigi tespit
edilmistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Bu durum oOnceki c¢alismalarla iyi bir uyum
gostermektedir. Domates ve yabani yonca (alfalfa) gibi bitkiler ile yapilan ¢alismalarda
strese bagli olarak H,O, miktarinda 6nemli derecede bir artig goriilmiistiir (Cho and Park
2000; Zhou et al. 2007; Huaifu et al. 2007; Li et al. 2008). Bakla bitkisi ile yapilan bagka
bir ¢alismada da stres altinda H,O; igeriginin 6nemli bir sekilde arttigi gozlenmistir
(Myrene and Devaraj 2013). Goriildiigli gibi bizim calismamiza paralel olarak bir¢ok
caligmada stresin bitkide i¢sel HyO, seviyesini artirdigi belirlenmistir. Bu artig bitkide
bir¢cok fizyolojik ve metabolik islevlerin bozulmasina yol acar ve dolayisiyla stres
esnasinda bitkiye zarar veren mekanizmalardan birisidir. Calismamizin sonuglari

literatiirdeki tiim bu calismalarla uyumlu oldugu goériilmektedir.

O,", stres sartlarinda igsel seviyesi artan ve hiicrelerde 6nemli hasarlara neden olan bir
radikaldir. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel toksisite ve
DNA’daki tek zincir kirilmalarina sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995: Desikan et
al. 2005; Asada 2006). Mevcut ¢alismamizda kontrol ile karsilastirildiginda hem tuz hem
de kuraklik igsel O, miktarmi artirmigtir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2.). Daha 6nce yapilan
caligmalarda; domates, medikago, celtik, bakla ve salatalik bitkilerinin strese maruz
kalmasiyla O," miktarinin arttigi rapor edilmistir (Cargnelutti et al. 2006; Zhou et al.
2007, 2008; Chen at al. 2012; Myrene and Devaraj 2013). Stres sartlarinda artan O,
miktar1 6zellikle membran hasarlarina neden olmaktadir. Hiicre zarindaki kolesterol ve
yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon vererek
peroksidasyon {riinlerinin olusmasina neden olmakta ve bunun sonucunda zar
gecirgenligi ve Ozellikleri bozulmaktadir. Membran hasarinin  olup olmadigim
belirlemenin en 6nemli gostergelerinden bir tanesi de zar yapisindaki doymamis yag

asitlerinin yikimi olan lipid peroksidasyonudur.

Lipid peroksidasyonu (LPO) doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimidir. LPO
miktarinin artmas1 zar viskozitesini de etkileyeceginden zarlarda elektrolit sizintist
oraninda da degisimler meydana gelmektedir. LPO, hiicresel diizeyde stresin sebep

oldugu hasarin hem derecesi hem de yansimasi oldugu bilinmektedir (Neto et al. 2006).
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Bitkiler strese maruz kaldiklarinda, doymamis yag asitlerinin bozulmasiyla son {iriin
olarak olusan malondialdehit (MDA) miktarindaki artis, hiicrelerde zarlarin yapisal
biitiinliiglinlin bozuldugunu gosteren iyi bir indikatordiir (Posmyk et al. 2005). LPO hiicre
icin ¢ok tehlikelidir. Ciinkli kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde

ilerler. Bundan dolayidir ki LPO ile olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Akkus
1995).

Calismamizda hem tuz hem de kuraklik stresine maruz birakilan anason bitkisinde MDA
seviyesinde stres faktoriiniin etkisine bagli olarak degisim gozlenmistir. Kontrol grubu
bitkilerine oranla, 150 mM tuz stresine maruz birakilmis anason bitkilerinde MDA
seviyesinde %34°lik gibi bir artis, kuraklik stresinde de %191 gibi 6nemli bir artig
oldugu belirlenmistir (Tablo 4.3 ve sekil 4.3). Literatiirde kuraklik stresiyle MDA
seviyesinin artt1g1 ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Shi et al. 2007; Li et al. 2008; Zhao
et al. 2008; Arasimowicz-Jelonek et al. 2009). Bu baglamda, misir ve hiyarda yiriitiilen
caligmalarda kuraklik stresinin neden oldugu en karakteristik degisikligin MDA
seviyesindeki artis oldugu bulunmustur (Chen et al. 2000; Hodges et al. 1999; Shalata et
al. 2001; Munne-Bosch and Penuelas 2003; Ben-Amor et al. 2006). Dogan (2004)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada 28 giin boyunca tuz stresine maruz birakilan domatesin
yapraklarinda MDA seviyesinin 14 giin sonunda artmaya basladigini, stresin
siddetlendigi 28 giinlin sonunda MDA seviyesinin ¢ok daha arttigini rapor etmistir.
Kuraklik ve tuz streslerine bagli olarak anason membranlarinda olusan MDA igerigindeki
artis oksidatif hasarin bir sonucu oldugunun belirtisidir. Stres uygulamalariyla MDA
seviyesinde goriilen artma, bir ya da daha fazla mekanizmayla membranlarin hasarinin
gostergesidir. Kuraklik ve tuz stresilerinin MDA iizerinde etkili oldugu, hiicre hasarinin

artmas1 sonucu MDA miktarinin arttig1 sdylenebilir.

Antioksidan enzimler olumsuz ¢evresel faktdrler nedeniyle ROT larin bitki hiicrelerinde
ortaya c¢ikisindaki artisa bagl olarak aktive olabilmekte ve bu durum bitkinin degisen
cevre sartlarina uyum saglamasina yardimci olmaktadir. Bundan dolayr kuraklik ve
tuzluluga karsi anasonun antioksidan enzim aktivitelerini artirmasi toksisiteye karsi
tolerans saglamada 6nemli bir gosterge olabilir. ROT, normal metabolizma sonucunda
hiicrelerde meydana gelmekle birlikte, bitki strese maruz kalinca {iretimi ve birikimi
artmaktadir. Gerek normal sartlarda gerekse stres sartlar1 altinda ROS miktarini kontrol

etmek ve hiicreleri ROS’ un olumsuz etkilerinden korumak i¢in bitkiler hem enzimatik
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hem de enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidan savunma sistemine
sahiptirler. Baslica antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT ve POD aktivitelerinin
birbirlerine gore dengede bulunmasi; hiicrelerdeki O,” ve H,0;’in kararli diizeylerde
tutularak zararli etkilerinin onlenmesi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir (Halliwell
2006; Eryilmaz 2007). Antioksidan enzimler, antioksidan savunma sistemindeki énemli
serbest elektron siipiiriictileridir. Hiicre i¢inde artan siliperoksit radikallerinin H,O,’ye
doniisiimiinii katalizleyen enzim SOD enzimidir. Yiiksek seviyede toksik olan H,O, nin
hiicreden uzaklastirilmas1 katalaz ve peroksidaz enzimleri aracilifiyla gergeklestirilir.
Katalaz, H,O,’nin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlerken, peroksidaz
enzimi ise bu islevi, fenolik birlesikler veya antioksidanlar gibi substratlarin
oksidasyonuyla gergeklestirir (Pan et al. 2006).

Calismamizda hem tuz hem de kuraklik etkisinde birakilan anason bitkisinde SOD enzim
aktivitelerinde stres faktoriiniin etkisine bagli olarak degisim gbzlenmistir. Kontrol grubu
bitkilerine oranla, 150 mM tuz stresine maruz birakilmis anason bitkilerinde SOD
aktivitesinde %138 gibi bir diisiis, kuraklik stresinde de %699 gibi ¢ok 6nemli bir diisiis
oldugu belirlenmistir. Kalefetoglu (2006) farkli bugday ¢esitlerine uyguladigi kuraklik
stresinde kisa siireli uygulamada SOD miktarinda artis, uzun vadede ise diisiis tespit
etmistir. Diken (2008) de arpa bitkisine uyguladig1 tuz ve kuraklik stresi uygulamis,
yiiksek konsantrasyonlu NaCl uygulamasinda da uzun vadeli kuraklik stresinde de SOD
miktarinda diisiis oldugunu tespit etmistir. Kurakligin erken donemlerinde SOD
aktivitesindeki artig bitkiyi, oksidatif hasardan koruyabilmektedir. Ancak kuraklik
sliresinin artmasiyla birlikte SOD aktivitesinde goriilen azalma, siddetli kurakligin SOD
aktivitesini kisitladigin1 gostermektedir (Fu and Huang, 2001). Yaptigimiz c¢alismanin

sonucu literatiirdeki a¢iklamalarla uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda hem tuz hem de kuraklik etkisinde birakilan anason bitkisinde peroksidaz
(POD) enzim aktivitelerinde stres faktoriiniin etkisine bagh olarak degisim gbzlenmistir.
Kontrol grubu bitkilerine oranla, 150 mM tuz stresine maruz birakilmis anason
bitkilerinde POD aktivitesinde %15,6’lik bir disiis, kuraklik stresinde de %14,8’lik bir
diisiis oldugu belirlenmistir.

Calismamizda hem tuz hem de kuraklik etkisinde birakilan anason bitkisinde katalaz
(CAT) enzim aktivitelerinde stres faktoriiniin etkisine bagli olarak degisim gozlenmistir.

Kontrol grubu bitkilerine oranla, 150 mM tuz stresine maruz birakilmig anason
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bitkilerinde CAT aktivitesinde %11°lik bir artis, kuraklik stresinde de %6,5’lik bir artis
oldugu belirlenmistir. Katalaz enzimi (CAT), hidrojen peroksitin, su ve oksijene kadar
parcalanmasini  saglayan bir antioksidatif enzimdir. Katalaz enzim ile ilgili
aragtirmacilarin yaptig1 calismalarda genel olarak strese maruz kalan gesitlerin CAT
enzim aktivitelerinde artis gozlenmistir. Yasar (2003), patlican genotiplerinde yapmis
oldugu calismada tuza tolerans1 yiiksek cesitlerde CAT aktivitesinin duyarl ¢esitlere gére
daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Rahnama ve arkadaglari (2003), 4 farkli patates
bitkisinde yapmis olduklar1 ¢alismada farkli dozlardaki tuz stresi uygulamalarinin CAT
enzim aktivitesinde artisa neden oldugunu belirlemislerdir. Azevedo Neto ve arkadaslari
(2006), musir genotiplerinin yapraklarinda tuza hosgoriilii ¢esitlerin CAT enzim
aktivitesinde degisiklik olmadigi, tuza duyarh tiirlerde ise CAT enzim aktivitesinin
azaldigini bildirmislerdir. Yaptigimiz calismanin sonucu literatiirdeki aciklamalarla

uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada tuz ve kuraklik stresine sokulan anason bitkisinin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi, toplam fenolik bilesik miktari, toplam flavonoid madde miktari, ABTS Kkatyon
radikali giderme aktiviteleri, antosiyanin igerigi, toplami indirgeme kuvveti ve metal
selatlama ayr1 ayri belirlendi. Bu yontemlerde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip BHA,
gallik asit, kersetin, o-tokoferol ve Troloks standart maddeleri kullanildi ve bu

yontemlerden elde edilen sonuglar birbirleriyle karsilagtirildi.

Strese sokulan bitki orneklerinin toplam fenol igeriginde azalma oldugu goriilmistiir.
Buna gore ii¢ grup arasindaki toplam fenolik igerikleri KOG>TUG>KUG olarak
belirlenmistir (Tablo 4.13). Yapilan bir ¢alismada bitkilerin fenol igerikleri 151k, hasat
zamani iklimsel kosullar depolama kosullar1 ve tarimsal islemler gibi faktorlerin
bitkilerdeki fenol igerigini degistirdigini, bunun yaninda farkli ¢oziicii gruplar ile
ekstraksiyon ve farkli ekstraksiyon teknikleri de bitkilerin toplam fenol igeriginin
degismesine neden olmaktadir. (Heimler et al. 2007). Can ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 ¢aligmada ise, toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite dogru

orant1 oldugunu yaymlamiglardir (Can ve ark. 2005).

Strese sokulan bitki Orneklerinin toplam flavonoid igeriginde 6nemli sayilmayacak

derecede bir artigin oldugu gézlenmemistir (Tablo 4.14).
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Anason bitkilerinin DPPH radikali siipirme aktivitesi degerlendirildiginde genel olarak
artis gozlenmistir. Calismadaki bitki ekstreleri sentetik antioksidanlardan daha diistik
DPPH giderme aktivitesi gosterdi. Buna gore genel olarak en yliksek DPPH aktivitesi
TUG>KUG>KOG olarak siralanmistir (Tablo 4.10 ve sekil 4.10). DPPH aktivisindeki

artis strese sokulan anason bitkilerinde antioksidan kapasitenin arttigin1 gostermektedir.

Bitki ekstrelerinin Fe** iyonlarm1 Fe” indirgemeleri test edilmistir. Kontrol ile
kiyaslandiginda strese maruz birakilan anasonda indirgeme giiciiniin azaldigi
belirlenmistir (Tablo 4.9 ve sekil 4.9). Tium konsantrasyonlarda toplam indirgeme
kuvveti KUG>TUG>KOG olarak belirlenmistir. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi o
bilesigin potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir gostergesidir (Meir et al. 1995).
Bitki ekstrelerinde artan konsantrasyona paralel olarak indirgeme giiciiniin de arttigi

goriildii.

Bitki ekstrelerinin metal selatlama aktivitesi incelendiginde Tablo 4.8’de kontrol ile
kiyaslandiginda strese maruz kalan anasonda metal selatlama kapasitesinin arttig1
gozlenmistir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde en yiiksek selatlama kapasitesinin
oldugu belirlenmistir. Tiim konsantrasyonlarda metal selatlama kapasiteleri
KUG>TUG>KOG olarak belirlenmistir (Tablo 4.8 ve sekil 4.8). Metal selatlamadaki

artmaya paralel olrak antioksidan kapasitenin de arttigi sdylenebilir.

ABTS radikali giderme aktivitesi sentetik antioksidan olan trolox ile mukayese edilerek
degerlendirildi. Calismamizda hem kuraklik stresinin hem de tuzluluk stresinin ABTS
radikalini giderme aktvitesini arttirdig1 goriilmektedir (Sekil 4.11). Her iki stresin de ayni
oranlarda ABTS radikalini giderme aktivitesi gosterdigi sonucuna varilmigtir. ABTS
radikali giderme aktivisindeki artis, strese sokulan bitkilerdeki antioksidan kapasitenin de

arttigini géstermektedir.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de aromatik bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen
esansiyel yaglar cok eski yillardan bu yana halk tarafindan hastaliklarin tedavisi amaciyla
ve gida iriinlerinde koruyucu ve lezzet verici olarak kullanilmaktadir. Sentetik katki
maddelerinin  saglik iizerinde Dbircok yan etkilerinin ortaya konulmustur.
Mikroorganizmalar da bu sentetik maddelere karsi zamanla direng kazanmaktadir. Bu
sebepler tibbi ve aromatik bitkilerin ve bunlardan elde edilen esansiyel yaglarin ve

ekstraktlarin kullanimini tekrar 6n plana ¢ikarmis ve bu iriinlerin gidalarda, hayvan
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yemlerinde ve organik tarim uygulamalarinda kullaniminin gelistirilmesiyle ilgili
calismalar1 hizlandirmistir. Bitki ugucu yaglarimin antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antioksidatif ve antimutajenik etkilerine yonelik elde edilen arastirma sonuglar1 genel
olarak olumlu yondedir. Bu nedenle bitkisel ugucu yag ve ekstrakt kullaniminin etkili
¢oziim yollarindan biri olabilecegi kabul edilmektedir. Bitki ugucu yaglarinin ¢ogunda
mutajenik etki goriilmemistir. Bu yaglarin bir¢ok sentetik katki maddesinin yerine

kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Beyaz 2013).

Pek ¢ok arastirici da tibbi bitkilerin ve bazi bitkilerin u¢ucu yaglarmin gida koruyucusu
olarak kullanilabilecegini tavsiye etmektedir. Kullanilacak ugucu yagm giivenligi ve
toksisitesinden emin olunmalidir. Ugucu yaglarin direkt kullanimlariyla ¢esitli maddelere
ekstrakte edilerek kullanilmalar1 antimikrobiyel etkinligin belirlenmesinde farkli sonuglar
vermesi nedeniyle koruyucu ajan olarak kullaniminda bu durum goz Oniinde
bulundurulmalidir. Ugucu yaglarin ortamdaki diger maddelerle etkilesmelerinden dolay1
invitro ¢alismalardan elde edilen etkinlik degerleri, gida maddelerinde ugucu yaglarin
kullanim oranlarin1 tam yansitmayacagindan gida maddelerinde direkt kullanimim

sinirlamaktadir (Evren ve Tekgiiler 2011).



5. SONUCLAR VE ONERILER

Olumsuz sartlarda hiicrede biriken reaktif oksijen tiirlerinden H,O, ve O,™ hem kuraklik
hem tuzluluk streslerinin uygulanmasiyla miktarlar1 artmistir. Stres esnasinda miktarlari
artan bu bilesiklerin oranlarinin azaltilmasi ile ilgili ¢alismalar yapilarak anasonun strese

dayaniklilig1 artirilabilir.

Hem biyotik hem de abiyotik streslerde miktar1 genelde artan ve stresin meydana
getirdigi hasarin 6nemli bir olgiitli olarak kullanilan lipid peroksidasyon (LPO) seviyesi
hem kuraklik hem tuzluluk streslerinin uygulamasiyla artmistir. Membran hasarinin

azaltilmasi, anasonun olumsuz sartlara dayanikliligini articaktir.

SOD, CAT ve POD antioksidan enzimlerinin aktivitesi her iki stres esanasinda
degismistir. SOD ve POD enzimlerinin aktivilerinin azalmasi asir1 substrat birikiminden
ve stresin derecesinin yiiksekliginden kaynaklanabilir. CAT enzim aktivitesinin artmasi

tek basina H,O, miktarini diisiirememistir.

SOD aktivitesi diisiik oldugundan O," bertaraf edilememis ve bunun sonucunda da
membranda hasar (yiiksek lipid peroksidasyon) meydana gelmistir. Stres uygulamalari ile
anasonda total protein artmistir. Bu durum anasonda strese bir cevap mekanizmasinin
basladigin1 ancak stresin seviyesinin yiiksek olmasi bu cevabin yetersiz oldugunu

gostermektedir.

Anasonda stres uygulamasi ile ugucu bilesenlerin orani degismis, yeni bilesikler
sentezlenmis ve bazi bilesiklerde stres esnasinda iiretilememistir. Anasonun en 6nemli
bilesigi olan anetol hem tuz hem de kuraklik uygulamasi ile miktar1 artmistir. Bu durum
anetol i¢in anason yetistiriciligi yapilacaksa 6ldiiriicii olmayan stres sartlarinda daha fazla

anetol elde edilebilecegini gdstermistir.
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Stres sartlarinda anasonda metal selatlama kapsitesi, ABTS radikali gierme aktivitesi ve
DPPH radikali siipiirme aktivitesi artmistir. Ancak total fenolik bilesiklerin miktar1 ile
indirgeme giicii aktivitesi azalmis total flavonoid miktar1 ise degismemistir. Bu veriler

strese sokulan anasonda antioksidan kapasitenin arttigin1 gostermektedir.
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