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ONSOZ
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olmasindan dolayr eski caglardan beri bitkiler sifa amacglh tiiketilmektedir. Bu
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FRAP, DPPH yo6ntemleri, antimikrobiyal degerlerinin belirlenmesinde; disk difiizyon
ve MIK (minimum inhibisyon konsantrasyonu) yontemleri, ugucu yag bilesenleri
belirlenmesinde; SPME ve GS-MS yontemleri ve fenolik bilesen igerikleri
belirlenmesinde; HPLC-UV yontemi kullanilmaistir.
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OZET

ANASONUN (Pimpinella anisum L.) ANTIOKSIDAN, ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERININ INCELENMESI; UCUCU YAG VE FENOLIK
BILESENLERININ ACIGA CIKARILMASI

Anason (Pimpinella anisum L.) diinyada eski zamanlardan bu yana geleneksel tipta
yaygin olarak tiiketilmektedir. Anason tohumunun antioksidan 6zelligi CUPRAC
(Cu*? Indirgeyici Antioksidan Kapasite), FRAP (Fe™* Indirgeme Antioksidan Giicii) ve
DPPH® radikali temizleme aktivitesi metotlariyla agiga c¢ikarilmig ayni zamanda
toplam polifenol ve toplam flavonoid madde miktarlar1 da belirlenmistir. Sonuglara
gore toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 1,02+0,14 mgGAE/g numune,
0,47+0,01 mgKuersetin/g numune seklindedir. Antioksidan kapasiteleri ise CUPRAC
icin 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune, DPPHe icin ICs50=5,82 mg/mL ve FRAP ig¢in,
0,01£0,00 umol FeSO4.7H>0/g numune olarak dl¢tilmistiir.

Antimikrobiyal 6zellik i¢in disk diflizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIK) metotundan faydalanilmistir. Anason tohumunun test mikroorganizmalarina
1000 veya 2000 pg/mL degeriyle antibakteriyel aktivite sergiledigi, maya suslarina
kars1 ise 250 veya 500 ug/mL degeriyle, 6zellikle de Candida glabrata ATCC 2001°e
kars1 250 pg/mL degeriyle antifungal etki gdosterdigi goriilmiistiir.

Anason’dan elde edilen ugucu yagin SPME ve GC/MS cihazlan ile gerceklestirilen
analizi sonucunda 33 tane bilesen tanimlanmistir. (Z)-Anethole eteri (%45.23),
pentadecanolide esteri (%26.99), 2-methyl butyric acid yag asidi (%5.12) ve
menthalactone ketonu (%3.55) bilesikleri en yiiksek oranlara sahip olduklari i¢in ana

bilesenler olarak nitelendirilmistir.

Anason’un fenolik bilesen analizi icin HPLC-UV metotu kullanilmis ve bu tayin 15
tane standart ile gergeklestirilmistir. Anason tohumunda klorojenik asit %2,1 (11,91

ppm) ve p-kumarik asit %0,6 (3,59 ppm) miktarlarinda fenolik bilesikleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Anason, Biyolojik aktivite, Ucucu yag, Fenolik bilesen, SPME,
GC-MS, HPLC-UV
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES OF ANISE (Pimpinella anisum L.); DISCLOSURE OF ESSENTIAL
OIL AND PHENOLIC COMPONENTS

Anise (Pimpinella anisum L.) has been widely consumed in traditional medicine
throughout the world since ancient times. The antioxidant properties of anise seed were
revealed by CUPRAC (Cu*? Reducing Antioxidant Capacity), FRAP (Fe™* Reducing
Antioxidant Power) and DPPHe radical scavenging activity methods, and total
polyphenol and total flavonoid contents were also determined. According to the
results, the total phenolic and flavonoid substance amounts are 1.02+0.14 mgGAE/g
sample, 0.47+£0.01 mg Quercetin/g sample. Antioxidant capacities were measured as
0.08+0.00 mmol TEAC/g sample for CUPRAC, IC5¢=5.82 mg/mL for DPPHe and
0.01£0.00 umol FeSO4.7H,0/g sample for FRAP.

Disc diffusion and Minimum inhibition concentration (MIC) methods were used for
antimicrobial properties. It was observed that anise seed exhibited antibacterial activity
against test microorganisms with a value of 1000 or 2000 pg/mL, and an antifungal
effect against yeast strains with a value of 250 or 500 pg/mL, especially against

Candida glabrata ATCC 2001, with a value of 250 pg/mL.

As a result of the analysis of the essential oil obtained from anise using SPME and
GC/MS devices, 33 components were identified. (Z)-Anethole ether (45.23%),
pentadecanolide ester (26.99%), 2-methyl butyric acid fatty acid (5.12%) and
menthalactone ketone (3.55%) compounds were described as the main components

because they had the highest ratios.

HPLC-UV method was used for phenolic component analysis of anise and this
determination was carried out with 15 standards. Phenolic compounds were found in
anise seeds in the amount of chlorogenic acid 2.1% (11.91 ppm) and p-coumaric acid
0.6% (3.59 ppm).

Keywords: Anise, Biological activity, Essential oil, Phenolic component, SPME,
GC-MS, HPLC-UV
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1 GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Insanoglu ihtiyaglarin1 karsilamak amaciyla gegmisten giiniimiize kadar bitkilerden
cok farkli sekillerde yararlanmistir. Yaklasik olarak diinyada 422.000 bitki tiirii
bulunmakta olup bunlardan yabani bitki tiirlerinin gida olarak tiiketilen kisminin
10.000°den fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica dogal florada kendiliginden yetisen bu
yabani bitkilerin 52.885’ini tibbi amagli kullanilan tibbi bitkiler olusturmaktadir
(Nohuteu ve ark., 2019; Bramwell, 2002).

Bitkilerden veya bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde edilen etkili maddelerin hayvan
veya insanlara sebep olabilecek hastaliklarin tedavisinde dahili veya harici olarak
kullanilmasina yarayan bitkiler tibbi bitki olarak adlandirilmaktadir. Tibbi bitkiler
giintimiizde hastalik tedavisinin yan1 sira kozmetik, parfiimeri, fitoterapi, baharat gibi

alanlarda da kullanim gdstermektedir (Hakverdi ve Yigit, 2017).

Tibbi ve aromatik bitkiler; tiim diinyada yiizyillar boyunca ¢esni, ilag, gida ve sifa
saglamak amaciyla kullanim saglamaktadir. Bu sebepten dolay1 ¢cok eski zamanlardan
beri kimyon, haghas, anason, gibi bazi bitkilerin tarimi siirdiiriilmektedir. Tibbi
aromatik bitkilerin kullanimi1 ve {retimindeki gelismeler incelendiginde 20. yy.
basindaki teknolojik gelismeler ve sosyo-politik olaylardan otiirli bitkisel ilaglarin
kullaniminda azalmaya gidilmistir. 1930-1940°11 yillarda sentetik ilag¢ {iretimlerinde
artis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica 20. yy. baslarinda iretimi yapilan ilaglarin
%40’ 1ndan fazlasinin bitki kaynakli oldugu gozlemlenirken 1970’lerde yasanan sosyo-
ekonomik degisiklikler, endiistriyel alan ve sentetik ila¢ liretimindeki gelismelerden
dolay1 bu oranin %5’ten daha asag1 indigi tespit edilmistir. 1990’11 yillardan sonra tibbi
ve aromatik bitkilerde dogal {tiriinlere olan talebin artmasi ile farkli kullanim
alanlarinin  bulunmas1 faydalanilabilirlik oranin1 giin gectikge arttirmaktadir.
Giiniimiizde ise tibbi aromatik bitkilerin bir ¢ok alanda kullanimi devam etmekte ve
her gegen giin daha fazla talep gosterilmektedir (Bayram ve ark., 2010; Goktas ve
Gidik 2019).



Ulkemizde tiim diinyada oldugu gibi birgok farkl1 bitki tiirii cok eski yillardan beri
halk arasinda baharat veya c¢ay olarak tiiketilmekte olup c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. T1ibbi ve aromatik bitkiler grubunda sekonder bilesikler;
ucucu yaglar, alkoloidler, flavanoidler, glikozidler, fenoller, tanenler, regineler ve renk
maddeleri agisindan zengin olan bitki tiirleri yer almaktadir. Bu bitkilerden farkli
metotlar ile elde edilen ugucu yaglar ve bitkisel ziitler antimikrobiyal etkilere sahiptir.
Tiketicilerin dogal antimikrobiyal maddelere ilgisi, yapay koruyucu maddelerin saglik
lizerine olumsuz yan tesirlerinin artmis olmasi sebebi ile son yillarda bitkisel orjinli
maddelerin koruyucu etkileri lizerine yapilan aragtirmalara agirlik verilmistir (Baydar,

2005; Koyuncu ve ark., 2008).

Antimikrobiyal bilesikler; canlilig1 ya da mikrobiyal gelisimi minimize ederek islem
gérmiis veya islem goérmemis gidalarin raf Omriinii artirmaktadir. Dogal kaynakli
tiriinlerden faydalanilarak iiretilen antimikrobiyal maddelerin ve bitkisel ekstraktlarin
gida giivenligini fazla miktarda arttirdig1r ve gidalarda dogal antimikrobiyal madde
olarak kullanim saglayabilecegi bilimsel incelemeler ile tespit edlmistir (Koyuncu ve

ark., 2008; Kotzekidou ve ark., 2007) .

Antimikrobiyal aktivite etkinligi olan bitkiler gida endiistrisinde tibbi amagli,
koruyucu madde, anti-helmintik ve anti-fungal olarak kullanirken yabanci otlara, bitki
zararlilarina karst miicadelede de kullanim saglamaktadir. Bitkilerin antimikrobyal
bilesikleri cogunlukla esansiyal yag icerisinde bulunmaktadir. Bitkinin karekteristik
aromasindan da bu bilesikler sorumlu olup cogunlukla bitkilerden su buhar
destilasyon yontemi ile elde edilmektedir. Antimikrobiyal aktivite; gidanin yapisina,
islenmesine,  depolama  sartlarina,  bitkinin = kompozisyonuna, tiiriine,
konsantrasyonuna, hedef gosterilen mikroorganizmanin yiikiine ve tiiriine baglhdir

(Faydaoglu ve Siiriictioglu 2013; Sagdi¢ ve ark., 2002).

Antioksidan bilesikler insanlarda hastaliga sebep olacak serbest reaktif oksijen ile
tepkime gostererek serbest radikallerin etkisini yok edici hale getirmektedir. Serbest
radikaller, molekiiler yada atomik yapilarda bir veya daha ¢ok tek elektrona sahip
ciftlenmemis molekiillerdir (Cavdar ve ark,. 1997). Sentetik antioksidanlarin giivenilir
olup olmadigi hakkinda artan endiselerden dolay1 giliniimiizde gida endiistrisinin

birgok farkli bitkisel kaynaklardan dogal antioksidanlarin iiretilmesi iizerinde yogun



bir talebi olusturmaktadir. Bu sebepten 6tiirii dogal antioksidan materyali olarak biiytlik
bir potansiyeli olan tibbi ve aromatik bitkilerin; siit, firincilik {iriinleri ve et gibi yag
orant yiiksek gidalarda meydana gelebilecek oksidasyonu engellemek amaciyla

kullaniminin giin gegtikge arttigr gozlemlenmistir (Faydaoglu ve Siirtictioglu 2013).

Fenolik bilesikler, dogal antioksidanlarin baslica en 6nemli gruplarini olusturmaktadir
(Shahidi ve ark., 1992). Bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunan fenolik bilesikler
polifenolik komponentlerdir. Bunlardan en bilinen bitkisel fenolik antioksidanlar;
tokoferoller, flavonoitler, kumarinler, sinnamik asit tiirevleri ve fenolik asitlerdir.
Fenolik antioksidanlar besinlerde ihtiva olan ve kolay bir sekilde oksitlenebilen
maddeleri oksidasyon olusumuna kars1 engelledikleri bilinmektedir. Bu sebepten otiirii
besin maddelerinin koku ve tat seklindeki 6zelliklerini gelistirmek i¢in eski zamandan
beri katki materyali seklinde faaliyet gosteren tibbi 6neme sahip bitkilerin giin gegtikce
daha fazla onem kazandigi goriilmektedir (Shahidi ve ark.,1995; Faydaoglu ve
Siirtictioglu 2013).

Tibbi ve aromatik bitkilerden tiretilen ve kimyasal olarak bir¢ok bilesen igerigine sahip
olan ugucu yaglar fitoterapi ve fitokimyada dnemli bir yere sahip olup icerisindeki
etken maddeye gore antimikrobiyal karminatif, koloretik, sedatif, antispazmodik,
diiiretik gibi etki gostermektedir. Ugucu yaglarin bu sekilde birgok islevsel ozellige
sahip olmas1 sebebi ile de farmokolojik 6zelliklerinin incelenmesi bir¢ok arastirma

grubunun odak noktasi haline gelmistir (Miguel, 2010; Maksimovic ve ark., 2005).

Anason bitkisine ait tohumlarda %10-20 sabit yag, %18 protein ve ucucu yag orant
%1,5-5,0 arasinda degismektedir. Ugucu yag iceriginde estragole, anisaldehyde, anisic
acid ve anisyl alcohol, p-cresol, P-farnacene, a-curcumene, y-himakalene ve
monoterpene olup baslica en 6nemli bileseni ise normal sicaklikta kat1 halde bulunan
trans-anetol %80-95 araligindadir (Arslan ve ark., 1999). Anasona kendine has kokuyu
ve tatlims1 tad1 veren trans-anetol bilesenidir. Estragole (methyl cavicol) anasona has
kokuyu veren diger bir etken maddedir (Baydar, 2016). Anason tohumunda bulunana
ucucu yagin bilesimi ve miktar1 anasonun kalitesini belirlemede etkili bir rol

oynamaktadir (Acimovic ve ark., 2014; Ullah ve Honermeier, 2013).

Bu ¢alismada edinilen bilgiler neticesinde, bilingli tiiketicilerin arzularina gore organik

tiriinlere olan talep artis1 sebebi ile tibbi ve aromatik bir bitki olan iilkemizde de kiiltiir
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yetistiriciligi yapilan anason bitkisinin ugucu yag bilesenlerini; SPME ve GS-MS
yontemleri ile fenolik bilesen igeriklerini; HPLC-UV yontemi ile antioksidan
aktivitelerini; DPPH, toplam flavonoid, FRAP, toplam polifenol ve CUPRAC
metotlari ile ve son olarak antimikrobiyal aktivitesi ise disk difiizyon ve MIK metotu

kullanilarak belirlenmistir.

1.2 Antioksidanlar

Antioksidan, oksidasyon reaksiyonlarina karsi koruyan, minimize eden, peroksitler ya
da oksijenle meydana gelen reaksiyonlar1 onleyen sentetik ya da dogal maddelerdir.
Antioksidanlar insan viicudundaki serbest radikallerle hizli bir sekilde tepkimeye
girerek meydana gelebilecek reaksiyon sonucu olusan oto oksidasyonu Onleyen
savunma sistemine sahiptir. Ayrica yaglarin bozunmasini 6nleyen maddeler igeren
antioksidanlardan, nitrojen ve oksijen gibi reaktiflerin insanlar iizerindeki olumsuz
etkilerini engelleyen veya diyetsel antioksidan materyal kadar biiylik bir yelpazede

kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2005; Moon ve Shibamoto 2009).

Antioksidan kaynaklarinin baslicalart dét boliime ayrilmaktadir (Seckin, 2014; Prior
ve ark., 2005). Bunlar;

1. Biiylik molekiil yapisina sahip olanlar; albumin, ferritin v.b.

2. Kii¢iik molekiiller yapisina sahip olanlar; askorbik asit, urik asit, karetonoidler,
tokoferol, polifenoller

3. Enzimler; peroksidaz, sliperoksit dismutaz, glutatyon ve katalaz

4. Bazi hormonlar; melatonin, dstrojen, v.b.

Oksidasyon reaksiyonlar1 serbest radikaller tarafindan gergeklesmektedir. Serbest
radikaller, herhangi bir radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiil veya atomdan bir
elektron salinmasi ile veya radikal 6zellige sahip olmayan bir molekiil veya atoma e
(elektron) eklenmesiyle meydana gelmektedir. Hiicre i¢erisinde meydana gelen serbest
radikaller, bilesikler ve hiicre yapisina onemli ol¢iide etkide bulunmaktadir. Bu
sebepten dolay1 serbest radikaller, hiicrede hasara yol agmakta ve hiicre 6liimiine sebep
vermektedir. Hiicrede zarar goren proteinler, hiicre membranindaki lipitler ve DNA

onemli hedeflerdir (Naczk ve Shahidi, 2004; Karafakoglu, 2004; Sertsever, 2003).



Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gostermektedir. Bunlardan birincisi serbest radikal
olusumunu engelleyerek. Ornegin; tepkime baslatic1 reaktif tiirevlerini, oksijeni,
katalitik metal iyonlarini uzaklastiric1 etki gostererek. Ikincisi meydana gelen serbest
radikallerin etkisini yok ederek, etkisiz hale getirerek. Ornegin; bastirici, toplayici,

zincir kirici, onaricr etki gostererek (Sertsever ve Gok, 2003).

Antioksidanlar tepkime sirasinda hidrojen atomu verme Ozelligine sahip kimyasal
bilesenler olup etki mekanizmasi basit bir sekilde asagida 6zetlenmistir (Madhavi,

1996).

Baslangi¢ kisminda; ROOe + AH — ROOH + Ae
Gelisme kisminda; ROOe® + A« — ROOA
Sonlanma kisminda; As + A — A-A

Dogal antioksidanlar; flavonoidler, fenoller, vitamin, karotenoidler olup sebze, meyve,
bitkisel c¢aylar, kahve, kakao ve sarap gibi bircok gida iirlinleri ve igeceginde
bulunmaktadir. Bu sebepten otiirii taze sekilde tiiketim gdsteren ¢ogu tibbi 6zellige
sahip bitkinin antioksidan 6zelligine sahip olmas1 sebebi ile tiiketiminin artirilmasi
bazi hastaliklara yakalanma ihtimalini diisiireceginden antioksidan iceren bitkilerin
Oonemi biiyliktiir. Bu bitkilerden yaygin olarak kullanilanlarin bazilari; anason, nane,
defne, reyhan, karabiber, mantar, 15gin ve kizilcik bitkileridir (Lam ve ark., 1988;

Almes ve ark., 1993).

Sentetik antioksidanlar; BHT (Biitillenmis Hidroksi Toluen), PG (Propil Gallat),
TBHQ (Tersiyer Biitil Hidrokinon), BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol), Troloks ve
digerleridir. Bu sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullanilmakta olup insan sagligi
tizerinde tehlikeli oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir. Ayrica viicuda alinan
yiiksek dozda sentetik antioksidanlar, viicuttan tekrar atilamadiginda yag dokusunda

depolanmaktadir (Branen, 1975; Halliwell ve Gutteridge, 1996).

1.2.1 Antimikrobiyal Maddeler ve Ozellikleri

Gilinlimiizde ortaya ¢ikan enfeksiyon kaynakli hastaliklarin iyilestirilmesinde etkili

olan mikroorganizmanin antibiyotiklere kars1 gostermis oldugu duyarlilik analizi



sonuglar1 neticesinde enfeksiyon etkenine karsi koyabilecek en uygun yontemin
antimikrobiyal ile yapildig1 goriilmiistiir. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
Oziitlerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi nedeni ile bakterilerin antibiyotik
direngliligini onlemek amaciyla direkt ila¢ kullanimi yerine bitkisel iiriinlerin
antimikrobiyal madde kullanilmalar1 tavsiye edilmektedir (Dagc1 ve Digrak, 2006;
Toroglu ve ark., 2006).

Antimikrobiyal maddeler; kiif, bakteri ve bir¢cok mikroplara kars1 direng gosterip
gelisim  gostermelerini  engeller ve hastalik edici  unsurlara karst canhi
metabolizmalarii korumayr devam ettirmektedirler. Antimikrobiyal maddeler,
tizerinde etkili olduklari mikroorganizmanin tiir ve cins oraninin az ve ya ¢ok olmasina
gore dar spektrumlu ya da genis spektrumlu seklinde adlandirilmaktadir. Hastalik
enfeksiyonuna sebep olabilecek mikroorganizmalar {izerinde etkili olup hastalik
tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal maddeler en dar spektrumlu olandir. Genis
spektrumlu olan antimikrobiyal maddeler ise hastalik etmeni olabilecek ¢ok sayida
patojen mikroorganizmalara karsi etkili olup yasam dongiimiizii ve bagisiklik
sistemimizi korumamiza yardimci olmakta biiyiik bir éneme sahiptirler (Oztiirk,

2009).

Mantar tiirleri ve bakteriler tarafindan olusan mikroorganizmalar iizerine etki eden ya
da mikroorganizmalar1 Oldiiren mikrobisidal maddeler ve mikroorganizmalarin
gelisim  faaliyetini  durduran mikrobistatik maddeler, antibiyotik olarak
tanimlanmaktadir. Kemoterapdtik maddeler ise antibiyotiklerle yakin ozelliklere

sahip, kimyasal yol ile sentezlenen biitiiniiyle sentetik maddelerdir (Akytiz, 2007).

Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en onemli 6zellik secici toksisiteye sahip
olmasidir. Kemoterapi isleminde kullanilan antimikrobiyal madde ¢ok az toksik olup
diisiik konsantrasyonlarda bile etkisini gostermelidir. Bu nedenle antimikrobiyal
maddenin bu sekilde etki gostermesi i¢in memeli hiicrelerinden ¢ok sayida
mikroorganizmalar secilip etkinligini artirmak hedef alinmaktadir. Okaryot hiicrede
olmay1p prokaryot hiicrede bulunan sadece bir molekiil yapisin1 ve atom gruplarini ana
hedef gosteren antibakteriyal bilesikler 6rnek olarak sefalosporinler, siilfonamidler

bliylik miktarda secici toksisite 6zelligine sahiptir. Konak hiicreye viriisler inkiibe



edildiklerinden konaga zarar vermeden viriisii etkilemek imkansizdir. Bu sebepten

viriisler lizerine etkili ilaglarin segici toksisitesinden bahsedilmez (Akyiiz, 2007).

1.3 Fenolik Bilesenler

Fenolik bilesikler, temel kaynag bitkiler olan ve benzen halkasina bir veya birden
fazla hidroksil grubu bagli olan fonksiyonel gruba sahip sekonder metabolit
bilesiklerdir. Bitkilere gore miktarlar1 farklilik gosteren fenolik bilesikler, bitkilerde en
cok bulunan sekonder metabolitler olup bitkiler bu bilesigi yogun stres altinda
kendilerini korunma amagh tretmektedir. Ayrica virlis, parazit gibi bircok farkli
zararlilara karst savunma mekanizmasi olusturmaktadirlar. Fenolik bilesikler sebze ve

meyvelerde tat ve renk verme 6zelligine sahiptir (Atak ve Uslu, 2018; Bohn, 2014).

1.3.1 Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapis1

Yapisinda bulunan hidroksil gruplari ile bir veya birden fazla aromatik halkalar ile
karakterize edilmekte olan fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi, hidroksibenzoik
(benzoik) ve hidroksisinnamik (sinamik) asitler olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir
(Sekil 1). Hidroksisinamik asitler C6-C3 (fenilpropan), Hidroksibenzoik asitler ise C6-
C1 (fenilmetan) yapisindadir. Benzoik asit tiirevlerine protokatesuik asit, vanilik asit,
p-hidroksibenzoik asit, gensitik asit ve salisilik asit; hidroksisinamik asit tlirevlerine
kafeik asit, kumarik asit, sinapik asit ve ferulik asit 6rnek gosterilebilir (Yiicel ve Otles

2001; Jackson 2000).

Benzoik Asit R, R; R; Rs
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
R COOH protoketesuik asit H OH OH H
e vanilik asit H OCH;  OH H
gallik asit H OH OH OH
R R sirincik asit H OCH; OH OCH;
2 salisilik asit OH - H H
R, gentisik asit OH H H OH
R, COOH Hidroksisinamik Asit Ry R, R;
p-kumarik asit H OH H
R kafeik asit OH OH H
" ferulik asit OCH;  OH H
R, sinapik asit OCHs OH  OCH;

Sekil 1. Fenolik bilesiklerin gruplandiriimasi



Fenolik bilesikler, hiicre igerisinde 3 farkli formda bulunmaktadir (Nayak ve ark.,
2015). Bunlar;

1. Serbest formda
2. Ekstrakte edilebilir-konjuge formda
3. Ektrakte edilemeyen-bagl formda

Serbest formda bulunan fenolikler hiicrede igerisinde vakuoller igerisine hapsolmus
konumundadir. Konjuge formdaki fenolik bilesikler yapisinda bulunan hidroksil
gruplar1 (-OH) ve aromatik halkalar neticesinde diisiik molekiil agirlikli bilesenlere
veya glikozitlere esterlesebilmektedir. Ektrakte edilemeyen-bagli formda bulunan
fenolik bilesikler ise hiicre duvari yapisindaki pektin, protein, selilloz gibi yapilara
ester, asetal baglar1 veya eter ile kovalent olarak baglanabilmektedir. Fenolik
bilesiklerin aromatik halkasinda bulunan hidroksil gruplar1 (-OH), bitkisel hiicre
duvarlarindaki lignine eter bagi ile; karboksil gruplari (-COOH) ise karbonhidratlar ve
proteine ester bagi ile baglanabilmekte olup ayni zamanda fenolik bilesikler bitki
hiicresel yapilara baglanmadan sadece fiziksel olarak makrobilesenlerin yapisinda
bulunabilmektedir (Saura-Calixto, 2012; Gokmen ve ark., 2009; Nayak ve ark., 2015).
Gegmisten giliniimiize bitkisel kaynakli bircok fenolik bilesikler tanimlanmis olup
tanimlanan fenolik bilesiklere ilaveten yeni fenolik bilesikler tanimlanmaya devam
etmektedir. Fenolik bilesiklere ait yapisal farklilik fenolik bilesiklerin
siniflandirilmasini zorlastirmaktadir. Polifenollerin aktiviteleri yapisindaki kimyasal
degisiklige bagl olup gii¢lii antioksidan 6zelligine sahiptir. Fenolik bilesiklerin giiglii
antioksidana sahip olmasi asidik olmasi ve serbest radikal tutmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica antioksidan aktivitesi aromatik halkada gruplara, bilesigin
yapisina, hidroksil gruplarinin konum ve sayisina baghdir. Sebze ve meyveler fenolik
bilesigin temel kaynagi olup insan sagligi agisindan olduk¢a 6nemli bir konuma
sahiptir. Sanayide, gida sektoriinde, tarimda fenolik bilesiklerce zengin dogal

oksidasyonlar yan {iriin olarak ortaya ¢ikarilmaktadir (Balasundram ve ark., 2006).

Fenolik bilesikler, halka yapisina ve sahip olduklar1 yapisal unsurlara gore
isimlendirilmektedir. Bu sebepten otiirli yapisal 6zelliklerine gore 5 temel grupta

gruplandirilir. Bunlar; flavonoidler (flavonoller veya katesinler, flavonoller, flavonlar,



izoflavonoitler, flavononlar, antosiyaninler), fenolik asitler, tanen, lignanlar ve

stilbenler (Paredes Lopez ve ark., 2010) (Sekil 2).

Flavonoidler
Fenolik Asitler
Tanenler

Stilbenler

Fenolik Bilesikler

Lignanlar

Sekil 2. Fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 (Jackson, 2000)

Biitiin bitkilerin yapisinda fenolik asit bulunmakta olup 6zellikle sinnamik asit ve
benzoik asit tiirevleri olan vanilik, protokatesik, kafeik, p-kumarik ve ferulik gibi
fenolik asitler sebze, meyve ve tahillarda bol miktarda bulunurken genistik ve sirinjik
gibi fenolik asitler ise baz1 bitkilerde sinirli miktarda bulunmaktadir (Robbins, 2003).
Gallik asidin dimerizasyonu sonucunda meydana gelen ellajik asit sert kabuklu
besinlerde ozellikle findik ve cevizde serbest halde bulunmaktadir (Heur ve ark.,

1992).

1.4 Ugucu Yaglar ve Kullanim Alanlar

Ucgucu yaglar; bitkilerin meyve, yaprak, kok veya kabuk kisimlarindan su veya su
buhar1 destilasyonu ile iiretilen, oda sicakliginda sivi olup bazi durumlarda donabilen
ve kolay bir sekilde kristallesebilen ¢cogunlukla renksiz veya acgik sar1 renkli ugucu,
kuvvetli kokulu dogal bir karisimdir. Eterik veya esansiyel yaglar olarakta

adlandirilmaktadir (Ceylan, 1983; Tanker ve Tanker, 1990).

Diinyada baharat tiretimi ve tedavi amagh kullanim gosteren bitkilerin Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan yaklasik olarak 20.000 civarinda oldugu raporlanmustir.
Gilintimiizde dogada var olan 300 civar bitkilerden tahmini olarak 1/3’{i ugucu yag

asidi bulundurmaktadir.

Esansiyel yag genellikle bitkilerin antimikrobiyal bilesiklerinde bulunmakta olup bu
bilesikler bitkilerin karekteristik aromasindan sorumludurlar. Cogunlukla bitkilerden

su buhar1 destilasyonu yontemi ile elde edilmektedir. Antimikrobiyal aktivite; gidanin
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yapisina, islenmesine, depolama sartlarina, bitkinin kompozisyonuna, tiirline,
konsantrasyonuna, hedef gosterilen mikroorganizmanin yiikiine ve tiirtine baglidir.
Lipitler, proteinler, pH, sicaklik ve tuzlar fenolik maddelerin antimikrobiyal

aktivitelerinde degisiklige sebep olan faktorlerdir (Sagdig, 2003).

Farkli bilesenleri ihtiva eden kompleks karigimlar olduklari i¢in ugucu yaglar biyolojik
etkileri yOniinden de degisiklik gostermektedirler. Etki dereceleri ic¢inde
bulundurduklar1 etken maddeye bagli olarak farklilik gosteren birden fazla ugucu
yagin, antimikrobiyal ozellik gosterdikleri kanitlanmistir. Giintimiizde pek c¢ok
hastaliga kars1 miicadelede kullanilan ilaglarin igerisinde bulunan etken maddeler tibbi
bitkiler kullanilarak elde edilmektedir. Bitkilerden sentezlenen alkaloid, flavonoid,
terpenoid, berberin, tanin, emetinler ve kinin gibi kimyasal maddeler enfeksiyon
hastaliklarin iyilestirilmesinde yaygin bir sekilde kullanim gostermektedir

(Korukluoglu ve ark., 2006; Cenet, M. ve Toroglu, S., 2006).
Gilintimiizde esansiyel yag olarakta adlandirilan ugucu yaglar;

- Gida endiistrisinde meydana gelebilecek bozulmalar1 engellemek ve gida {iriinlerinin
rafta kalma siiresini arttirmak icin gidalar {lizerinde biyokoruyucu seklinde gorev
gostermektedir. Bu yaglarin etki dereceleri igerisinde bulunan maddelerin ¢esidine ve

miktarina baghdir.

- Sedir ve lavanta gibi bitkilerden iiretilen ugucu yaglar bocek kovucularin ve bitkisel

bocek ilaglarinin iiretiminde kullanilmaktadir.

- Bircok farkli grup kozmetiklerinin, oda spreylerinin, boyalarin, dezenfektanlarin

uretiminde kullanilmaktadir.

- Ev deterjani liretimlerinde, kozmetik sanayide, sabun ve parfiimeride kalict ve hos

koku vermek amaciyla kullanilmaktadir.

- Ayrica anasondan elde edilen ugucu yagin rakiya kendine has karakteristik kokuyu
vermede ve likor sanayinde kullanimi1 da oldukga yaygindir (Rangahau, 2001; Bayaz,
M., 2014; Gozen, 2005).
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1.4.1 Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ugucu yag bilesenlerini elde etmek igin 1300°li yillarda Fransa ve Ispanya’da
destilasyon yontemi gelistirilmis olup 1550’li yillarda ise farmakoloji gibi bir ¢ok
farkli alanlarin gereksinimlerine cevap vermek amaci ile yeni teknikler iiretip

uygulanmaya gecilmistir (Rangahau, 2001).

Ugucu yag bulunduran bitkilere ait yag oranlar1; bitkinin gelisme donemine, bitkinin
organlarina (¢igek, kok, tohum), iklim, ¢evre, giin icerisinde meydana gelen sicaklik
degisim sartlarina, topografik kosullarina, bitkinin genetik yapist ve yagli olma

durumuna gore farklilik gostermektedir (Coelho ve ark., 2012).

Tibbi ve aromatik degere sahip bitki orjinli iirlinlerden faydalanilarak ugucu yag aciga
cikarmak amaciyla faydalanilan metodlar genellikle sunlardir: destilasyon,
ekstraksiyon, kati faz mikro ekstraksiyon (SPME) ve siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu (SFE) yontemleridir.

1.4.1.1 Destilasyon Yontemi

Destilasyon, birden fazla siv1 bileseni ucuculuk farkina veya kaynama noktalarindaki
degisimlerden yararlanilarak elde edilen ayirma islemidir. Siv1 halde bulunan kaynama
noktalar1 birbirinden farkli olan karisimin kaynama noktasi diisiik olan maddeyi
kaynama noktasina gelinceye kadar 1sitarak buhar haline gecirme ve olusan buhari
sogutma islemi yaparak yogunlastirma sistemine dayanir. Amag ugucu olan bir sivi
maddeyi ucucu ozellik gostermeyen farkli bir materyal icerisinde uzaklastirmaktir

(Cellat, 2011).
Bu yontem ile meydana gelen ugucu yaglar:
* Yiiksek miktarda kaynama noktasi diisiik olan bilesikler,

» Az oranda kaynama noktasi yiiksek olan ve suda ¢oziinme 6zelligine sahip bilesikleri

ihtiva etmektedir.

Destilasyon yontemlerinin su destilasyonu, buhar destilasyonu ve vakum destilasyonu

gibi gesitleri bulunmaktadir (Cellat, 2011; Kilig, 2008).
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1.4.1.2 Ekstraksiyon Yontemi

Ugucu yag elde etmede kullanilan bir bagska metot olan ekstraksiyon yontemi modern
ve geleneksel yontemler olmak iizere iki degisik grupta incelenebilir. Stiperkritik sivi
ekstraksiyonu ve mikrodalga ekstraksiyonu son yillarda gelisim gosteren etkin ve hizli
modern yontemler arasinda bulunmaktadir. Geleneksel yontemler arasinda bulunan
maserasyon igslemi ve sokslet ekstraksiyonunda ise islem siiresi uzamakta ve fazla
oranlarda c¢evreyi Kkirletici ¢oziicii unsurlar kullanilmaktadir. Etkili ekstraksiyon
yontemi icin sicaklik unsuru 6nemli bir etmendir. Yar1 ugucu ve ugucu bilesiklerin
meydana getirdigi sicaklik degerleri siras1 ile 80-100 °C ve 40-60 °C arasindadir (Kilig,
2008).

1.4.1.3 Kati-Faz Mikroekstraksiyon (Solid Phase Microextraction-SPME)

Ucucu yag elde edilecek bitkide 6rnek hazirlama, yogunlastirma ve ekstraksiyon
asamalarinin  ¢oziici madde bulundurmayan tek asamada birlestirilip
yorumlandirilmasina dayanir. Bdylelikle bu yodntem ile ugucu yag ayriminda
kolayliklar saglanirken maliyet ve islem siiresinde de dnemli kazanclar elde edilmistir.
SPME, GC veya GC-MS ile beraber ¢ogunlukla biyoloji, ¢cevre ve gida 6rneklerinde
bulunan ugucu ve yart ugucu organik bilesiklerin ekstraksiyon iselemlerinde
kullanilmaktadir. Ayrica, GC veya GC-MS ilaveten yliksek-performansli sivi
kromatografisinde de (HPLC) kullanim gostermektedir (Kilig, 2008).

1.4.1.4 Siiperkritik Sivi Ekstraksiyonu (Supercritical fluid extraction-SFE)

Organik ¢oziiciiler ile dogal kaynakli tirlinlere yapilan islemler gerek saglik gerekse
cevre acisindan giiniimiizde gokta istenmeyen bir durum haline gelmistir. Bu sebepten
oOtiirli ¢oziiclinlin daha az kullanildigi, ekstraksiyon siiresinin minimize edildigi ve
ideal ortam kosullarinda yiiksek sicaklikta ¢oziinme kabiliyeti olan bilesiklerin
ayristirtlmasi ile siiperkritik sivi ekstraksiyonu (SFE) yontemine ilgi giin gectikce

artmaktadir (Yamani ve ark., 2008).

Bir ¢oziicii ekstraksiyonu olan siiperkritik sivi ekstraksiyonunda (SFE) organik
¢oziiciiler yerine kullanilabilecek siiperkritik sivi 6zelligi gosteren maddeler ¢oziicii

gorevini listlenmektedir. Sekil 3’te goriildiigii gibi bir maddenin, kritik basing (Pc) ve
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kritik sicaklik (Tc) noktasinin {izerinde bir degerde stiperkritik sivi 6zelligi gosterdigi
goriilmektedir. Siiperkritik sivi, bu noktada termofiziksel 6zellikleri agisindan gaz ve
sivi arasindadir. Coziicli 6zelligine sahip sivi ¢oziiciiler, birgok maddeyi ¢ozebilme
kabiliyetinde olup aym zamanda diflizyon katsayisinin gazlara yakin olmasi
sebebiylede ¢oziinen maddeyi daha hizli yaymaktadir (Dinger ve ark., 2007; Kilig,
2008) (Sekil 3).

Sekil 3. Faz Diyagrami (Dinger ve ark., 2007)

1.5 Anason (Pimpinella anisum 1..)

Diinyada tarimsal iiretim agisindan Tiirkiye, varolan bitki tiirlerinin ¢esitliligi ve iklim
yapist bakimindan 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica bitki tiirleri arasinda Umbelliferae
(Apiaceae) familyasina ait tiirlerin {ilkemizde fazla olmasi biyogesitliligin bir
gostergesidir (Aydin ve ark., 2014). Cogunlukla 1liman iklim bolgelerinde yayilis
gosteren Umbelliferae (Apiaceae) familyasi diinyada yaklasik 3000 tiir ve 300 cins
iceren bitkilerden olusmaktadir (Heywood ve ark., 2007). Bunlardan Dogu Akdeniz
Bolgesi, Bat1 Asya, Orta Dogu, Meksika, Misir ve Ispanya'da yetisen ve en eski sifali
bitkilerden olan anason (Pimpinella anisum L.); tek yillik, beyaz ¢igekli, boyu yaklasik
30-50 cm, ¢icekleri semsiye bigiminde agilan, meyveleri 3-6 mm uzunlukta ve 1-3 mm
genislikte, kisa sapli, kiiclik yesil-sar1 tohumlart olan ters armut bigiminde otsu bir

bitkidir (Shojaii ve Fard, 2012). Sekil 4’te anason bitkisi ve tohumu verilmistir.
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Sekil 4. Anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi ve tohumu

Ulkemiz i¢in ekonomik degere sahip olan anason bitkisi ihrac1 yapilan materyaller

arasindadir (Dogan ve ark., 2015). 2015-2022 yillar1 arasinda Tiirkiye’de tretimi

yapilan anason bitkisinin ekim alanlari, toplam iiretim miktarlari ve verimini igeren

degerler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. 2015-2022 yillar1 arasinda Tiirkiye’de tiretimi yapilan anason bitkisinin ekim

alanlari, toplam tiretim miktarlar1 ve verimi (Anonim, 2023)

Yil Alan (Dekar) Uretim (Ton) Verim (kg/Dekar)
2015 138118 9050 66
2016 136552 9491 70
2017 121833 8418 69
2018 124455 86064 70
2019 239171 17589 74
2020 155317 10716 69
2021 110712 6936 63
2022 87616 5878 67

Kaynak: TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu)

Anason; eczacilik, parfiim, kozmetik ve gida sanayisinde kullanilan 6énemli bir tibbi

ve aromatik bitkidir. Igerisinde bulunan ugucu yagin antioksidan, antispazmodik,
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antimikrobiyal, antifungal ve insekdisidal 6zellikleri bulunmaktadir. Anasonun hazmi
kolaylastirici, istah acici, siskinlik giderici 6zelliklerinin yan1 sira nezle tedavisinde
dispeptik sikadyetlerde ve hafif balgam soktiiriicii olarak tibbi alanda kullanimlari
mevcuttur (Tirapelli ve ark., 2007; Blumenthal, 1999). Ayrica iilkemizde baharat ve
tibbi kullanim1 haricinde ¢ogunlukla gida endiistrisinde raki {iretiminde aroma verici
olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde anason yaklasik olarak 10 bin ton iiretilmekte olup
bu oranin 7 bin ton kadar1 gida endiistrisinden raki iiretiminde rakinin aromatize
edilmesinde kullanim gosterirken 3 bin ton kadarimin ise dis iilkelere ihraci

saglanmaktadir (Tabanca ve ark., 2006; Samojlik ve ark., 2012).
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2 MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Arastirmada, Mardin ilinde yetistirilen anason bitkisi tohumlart Sekil 5’te gortldiigii

gibi kurutulmus halde temin edilerek incelenmeye alinmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Arastirmada kullanilan anason bitkisi tohumu

2.1.1 Arastirmada Kullanilan Test Mikroorganizmalari, Temini ve Saklanma
Kosullar

Yapilan analizlerde ver alan ve asafi kisumda olan fungal bakterilerin saf haldeki
1zolatlar: Amenka Birlesik Devletlern Tarm Aragtirma Servisi Kiiltiir Koleksivonu
(NRRL). Amerikan Tipi Kiltir Koleksivonu (ATCC) ve Anadolu Universitesi
Eczacilik Faldiltes: wve ticari Lkiiltiir depolanndan getirtilmigtir. Balkten: olarak
Staphyviococcus aureus ATCC 6538, Profeus vulgaris NERL B-123. Salmorella
tvphirmrium ATCC 13311, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis
NREL B-4378, Streptomyces griseolus NRERL B-1062, Fseudomonas citronellosiz
NREL B-2504, Bacillus velezensis NRRL B-14580, Gordonia rubripertincta NEEL
B-3906, Escherichia coli ATCC 8739, maya olarak Candida albicans ATCC 90028,
Candida glabrata ATCC 2001, Candida kusei ATCC 6258 izolatlanndan
vararlanilmigtir.
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Arastirma i¢in kullanilmig olan biitiin mikroorganizmalar -85°C’de ve %15 gliserolde
muhafaza edilmistir. Analizlerde fungal ve bakteri kiiltiir izolatlarinin devamliligi igin
MHA (Sigma M-9552), SDA (Sabouraud dekstroz agar) (Fluka 84088), Nutrient Agar
(NA) (Merck 1.05450.0500) ile Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck 1.10130)
besiyerlerinden faydalanilmistir. Yine belirli zaman araliklar1 fungal ve bakteri kiiltiir
izolatlarinin alt kiiltiirleri elde edilerek +4°C’de bekletilmistir. Antibakteriyel aktivite
ozellikleri tespitinde besiyerlerinden ve mikrodiliisyon metotlar1 i¢in RPMI 1640
faydanilmistir.

2.1.2 Mikroorganizmalarin Cogaltilmasinda Kullanilan Besiyerler

Izolat sus depolarindan Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinden bakteri izolatlari,
petride hazir halde bulunan agar {lizerinden fungal izolatlar temin edilmistir. Temin
edilen fungal izolatlar PDA besiyerine, bakteri izolatlar1t MHB (Mueller Hinton Broth)
(Merck 1.10293) sivi izolat materyallerine aktarim yapilarak mikroorganizma
cogaltma islemi yapilmistir (Ozsen, 2011). Arastirmada bulunan maddelerin belirlenen
bakteriler ve fungala karsi antibakteriyel oOzelliklerinin tespitinde Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)’nde belirlenen metotlar esas alinmistir. Bu
esas aliana metotlardan mikrodiliisyon yontemleri, bakteriler M100-S16, funguslar
M38-A2 ve mayalar M27-A2 gibi faktorlerde degisiklikler yapilarak analizleri
yapilmistir (M38-A2, 2008; M100-S16, 2006; M27-A2, 2002). Antifungal deney
analizleri icin standart ila¢ olarak amfoterisin B ve ketokonazol, antibakteriyel

analizler icin ise standart ila¢ olarak kloramfenikol ve tetrasiklin kullanilmistir.

2.1.3 Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizlerde bulunan biitiin kimyasal maddeler analitik derecede saflikta olup
neokuproine, NaOH, etil asetat, dietil eter, metanol, etanol Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany) ve Merck (Darmstadt, Germany) gibi saticilarindan
tedarik edilmistir. Folin-Ciocalteu’s, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®), TPTZ
(2,4,6-tri  (2-pridil)-S-triazin), phenol reaktifi, Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland)’dan temin edilirken 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik
asit (Trolox®) ise Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) saticisindan

temin edilmigtir. Kullanilan diger kimyasallardan sodyum karbonat, H>SO4, HCI,
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ferrik kloriir, sodyum asetat, KCI, karbon tetrakloriir ve glasial asetik asit Merck

(Darmstadt, Germany) saticisindan temin edilmistir.

2.1.4 Arastirmada Kullanilan Cihaz ve Aletler

Arastirma kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler, makineler ve tedarik edilen

saticilar Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Arastirmada Kullanilan cihazlar, marka ve modelleri

Cihaz Ad1 Marka / Model

HPLC IKA, China

GC-MS Shimadzu QP 2010, Japan
Evaporator Elite LaChrom, Hitachi, Japonya
UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, Japan

Calkalayict Heidolph

Hassas Terazi IKA, China

Karistirict Su Banyosu Niive, ST402, Ankara, Tiirkiye
Vorteks Karistirici Labnet VX 100, Inc. NJ, USA
Manyetik Karistirici IKA, China

Yar1 otomatik Pipet Eppendorf

Etiiv Binder ED 53, Germany

2.1.5 Analizlerde Kullanilcak Olan Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

Mardin ilinden tedarik edilen anason (Pimpinella anisum L.) bitkisinin tohumlari
bigakli blender yardimiyla toz formuna getirilmistir. Toz haline getirilen anason
(Pimpinella anisum L.) miktar1 10,51 g olarak tartilarak ekstraksiyon islemi
yapilmistir. Ekstraksiyon islemi 24 saat boyunca metanol ¢oziiciisii igerisinde
calkalayict makinasinda karistirilarak yapilmigtir. Ekstraksiyon islemi sonunda siizgec
kagidi yardimu ile siiziilerek belirli hacime ulasincaya kadar metanol eklenmistir (Sekil
6). Islem sonunda hazirlanan bitki ekstrakti; Toplam Flavonoid, DPPH®, CUPRAC,
Toplam Polifenol ve FRAP gibi analiz metotlarindan faydalanilarak antioksidan

aktiviteleri tespit edilmistir.
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Sekil 6. Analizlerde kullanilacak bitki drneklerinin ekstraksiyonu

2.2 Antioksidan Analizleri

Anason (Pimpinella anisum L.) bitkisinin antioksidan aktivitelerini tespit etmek i¢in
toplam falvonoid ve fenolik madde tayini, CUPRAC, DPPH ve FRAP metodu gibi
farkli yontemler kullanilmis olup (Sekil 7) UV/VIS Spektrofotometre cihazi (Sekil 8)

ile absorbans degisim araliklar1 6l¢iilmiistiir.

il B A

Sekil 7. Antioksidan aktivite deney ¢aligmalart
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Sekil 8. UV/VIS spektrofotometre cihazi

Arastirma kapsaminda kullanilan antioksidan aktivite igeriklerini tespit etme

yontemleri ayr1 ayri bagliklar altinda agiklanmistir.

2.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Toplam fenolik madde icerik miktar1 Tablo 3’te belirtildigi gibi 1977 yilinda yapilan
aragtirmalar  sonucunda arastirmacilarin  belirledigi analiz  ydntemlerinden
faydalanilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Belirlenen yonteme gore Ornek
igerisindeki toplam ¢oziinebilir fenolik bilesik, Folin-Ciocalteu bilesigi ile 760 nm
absorbansta renkli goriinlimde biiyiik bir karmasik kompleks olusturmaktadir. Bu
ozellikten faydalanilarak gallik asit standardi ile ¢aliyma grafigi hazirlanmig olup

belirtilen grafige gore elde edilen sonuglar yorumlanmastir.

Tablo 3. Toplam fenolik madde igerik analizinin deney sartlari

Kor Standart Numune
Saf Su 700 uL 680 uL 680 uL
Standart (gesitli
konsantrasyonlarda) - 20 uL -
Numune - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 400 uL 400 uL 400 uL

Tipleri kanistirip, 3 dakikalik inkiibasyondan sonra
%10 Na2COs 400 pL 400 pL 400 uL

Ornekler 2 saat bekletildikten sonra 760 nm absorbans kullanilarak dlgiim yapilir.
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2.2.2 Toplam Flavonoid Madde i¢erik Tayini

Orneklerin toplam flavonoid madde igerik oranlari belirlenirken Zhishen ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilan yontem ile tespit edilmistir (Tablo 4). Bu metota gore
flavon ve flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil gruplari ve keto grubunun
aliminyum kloriir bilesigi ile asidik ortamda reaksiyona girmeleri ile kararl bilesik
olusmaktadir. Ayn1 zamanda aliiminyum kloriir fenolik bilesik olan flavonoidin

icerdigi dihidroksil yapilari ile de kimyasal bir bilesik olusturmaktadir.

Yapilan analizlerde standart olarak 1-0,03125 mg/mL konsantrasyonuna sahip
kuersetin bilesiginden yararlanilmistir. Bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans
degerlerinden faydalanilarak analizler i¢in standart c¢alisma grafik egrisi

olusturulmustur (Zhishen ve ark., 1999).

Tablo 4. Toplam flavonoid igerik analiz sartlari

Kor Standart Numune
Bitki numunesi B _ 0,5 mL
Std. _ 0,5 mL _
Metanol 4,8 mL 4,3 mL 4,3 mL
%10 AI(NOs)s 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
IM
NH;CH3COO- 0,1 mL 0,1 mL 0.1 mL

40 dk. bekledikten sonra 415 nm absorbanstta Gl¢limler yapilir.

2.2.3 CUPRAC (Cu(II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite) Analizi

Kullanilan bu metotta (Tablo 5), Neokuproin-Nc’nin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
Cu(Il) ile kamasik bir kompleks olusturmaktadir. Meydana gelen bu kompleks yap1
Cu(II)-neokuproin (Cu(II)-Nc) absorbans olarak 450 nm’de Cu(I)- neokuproin [Cu(])-
Nc] kelatina elektron alma (indirgenme) kapasitesinden yararlanilarak antioksidan

aktiviteleri 6l¢iilmektedir (Apak ve ark., 2004).
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Analiz i¢in standart olarak 1-0,03125 mM konsantrasyona sahip Troloks® bilesiginden
faydalanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen sonuclar TEAC (Troloks® esdegeri

antioksidan 6zellik) tiirlinden yazilmistir.

Tablo 5. CUPRAC analiz sartlar

Kor Standart Numune
10mM CuClz I1mL 1 mL 1 mL
7.5 mM Neocuproin 1mL 1 mL 1 mL
I\'I-I:.C%—IESI gg'{ggnponu 1 mL Sk 1 mL
Standart - 0.2 mL -
Numune - - 0.2mL
Su 1.1 mL 0.9 mL 0.9mL

60 dakika beklemeden sonra 450 nm absorbanstta dl¢iimler almir.

2.2.4 FRAP ( Fe™ indirgeme Giicii ) Deneyi

FRAP yontemi Benzie ve Strain tarafindan 1996 yilinda 6nerilen yonteme gore analiz
edilmistir (Tablo 6). Demir iyonunun tripiridiltriazin (Sekil 9) ile kompleks
olusturmasi demirin indirgenme temeline dayanmaktadir. Bu yonteme gore diisiik pH
araliginda ferrik tripiridiltriazin yapisi (Fe">-TPTZ) mevcut antioksidan maddeler ile
ferrdz yapisina (Fe*>-TPTZ) indirgenmesi meydana gelir. Meydana gelen bu yeni
indirgenme yapisinin 593 nm’de verdigi absorbans degeri kaydedilir. Boylelikle
bilesikteki elektron kaybetmenin antioksidan bilesiklerin toplam indirgeme giiciiyle

orantili oldugu diistintilmektedir (Huang ve ark., 2005; Benzie ve Strain, 1996).

Anason bitkisinin tohumun metanol igindeki 6ziitiinlin analiz sonucunda meydana
gelen FRAP sonucu TEAC (Troloks esdegeri) deger olarak pmol Troloks/g olacak

sekilde verilmistir.
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Sekil 9. TPTZ (Tripiridiltriazin)

Tablo 6. FRAP analiz sartlar1

Kor Standart Numune
FRAP Reaktifi 3 mL 3 mL 3mL
Numune - - 100 pL
Troloks
(Degisen kons.) ) 100 f1- i
Destile Su 100 pL - -

4 dakika bekletildikten sonra 593 nm absorbans kullanilarak 6l¢tim yapilir.

2.2.5 DPPH* Radikali Siipiirme Etkisinin Analizi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH* ) (Sekil 10) hazir olarak temin edilmis ve analizde
¢Oziicii olarak metanol konsantrasyon orant 4 mg/100 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Bitkiden elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinda ¢alisilmis
olup bu drneklerin iizerine esit hacimde olacak sekilde 750 puL miktarinda DPPH*®
cozelti sekli ilave edilerek karanlikta olacak sekilde ve oda sicakligi ortaminda 1 sa
beklemeye birakilmistir. Bu siire sonucunda DPPH®*’1n en yiiksek absorbans degeri
verdigi aralik 517 nm’de Ol¢timler yapilmistir. Analiz sonucunda konsantrasyonlara
karsilik gelen absorbanslar grafigi elde edilmistir (Molyneux, 2004). Cizilen grafikten
faydalanilarak %50 inhibisyon olarak adlandirilan ICso sayilar1 mg/mL tiirlinden
hesaplanarak verilmistir. Bu DPPH?® radikal temizleme testinde Troloks standart olarak
kullanilmis olup grafikten elde edilen hesaplama sonuglarinda 6rnek konsantrasyon
degeri ile standart olarak kullanilan troloksun degeri ne kadar birbirine yakin ise

DPPH?* antioksidan 6zellligi o kadar iyi oldugu sonucuna erisilmektedir.
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Sekil 10. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

2.3 Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Anason (Pimpinella anisum L.) tohumunun in vitro ortaminda antimikrobiyal ve
antifungal kapasitelerini arastirmak amaciyla Klinik Laboratuvar Standartlar
Enstitiisti (CLSI) tarafindan belirtilen s1vi mikrodiliisyon metodundan yararlanilmistir

(Amsterdam, 1996).

Antifungal maddede standart olarak olarak ketokonazol ve amfoterisin B bilesikleri
kullanilmakta iken antimikrobiyal madde olarak tetrasiklin ve kloramfenikol
bilesiklerinden faydalanilmistir. Kullanilan bu standartlar Sigma firmasindan hazir
olarak tedarik edilmistir. Antimikrobiyal aktivite analizinde kullanilan biitiin analizler

iki bagimsiz testte iki kez tekrarlanacak sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Antimikrobiyal aktivite analiz caligmalari

2.3.1 Bakterilerin Tespitinde Kullanilan Sivi Mikrodiliisyon Analizi

S1v1 mikrodiliisyon analizi, CLSI, M100-S16 literatiiriine gére belirlenmistir (M100-
S16, 2006). Anason (Pimpinella anisum L.) bitkisinin minimum inhibe edici

konsantrasyonu (MIK), 96 oyuklu mikrotiter plaklardan yararlanilarak sivi
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mikrodilisyon yontemi ile gergeklestirilmistir. Bakteriyel soliisyonlar, ¢ift kuvvetli
Mueller-Hinton Broth (MHB) (Merck, Almanya) icerisinde bir gece boyunca
bilyiimiistiir. Yaklasik degeri metrik olarak 10 CFU 1/mL’ye (Mac Farland No: 0.5
kullanilarak) ayarlanmistir. Test 6rnegi %10 DMSO ¢oziicii kullanilarak ¢ozdiiriilmiis
olup ve MHB i¢inde konsantrasyonu 15,63-4000 ug/mL olacak sekilde seyreltilmistir.
Negatif kontrol icin DMSO’dan faydalanilmistir. Daha sonra siispansiyon i¢in iki kez
100L MHB i¢inde seyreltme islemi yapilmis olup bakteriyel izolatlar ile asilama
yapilarak 37 °C’de 24 sa bekletilmistir. MiK’leri kontrol etmek i¢in Sigmadan alinan
Resazurin ¢ozeltisi ilave edilmistir. MIK son degeri %100 yani tam biiyiime
inhibisyonu ile minimum konsantrasyon olacak sekilde verilmistir. Analiz sonucunda
elden edilen degerler Sigmadan temin edilen standart kloramfenikol ve amfoterisin B

benzeri bilesiklerlerin degerleri ile karsilastirilmistir.

2.3.2 Maya Suslariin Tespitinde Kullanilan Sivi Mikrodiliisyon Analizi

CLSI Broth mikrodiliisyon analizi ayn1 zamanda M27-A2 kuralinda belirtildigi sekilde
96 oyuklu mikrotiter plaklar, RPMI-1640 (Sigma, Almanya) ortami ve 0,5-2,5x10°
hiicre/mL’de (Mac Farland 0.5) asilama yapilmistir. Anason bitkisinin en son
konsantrasyonlar1 250 ile 2000 pg/mL seklindedir. MIK degerleri 37°C’de 24 saat
bekletilerek elde edilmistir. MIK dagarlerini kontrol etmek i¢in Resazurin soliisyonu
ilave edilmistir. MIK son degeri %100 yani tam biiyiime inhibisyonu ile minimum

konsantrasyon olacak sekilde verilmistir (M27-A2, 2002).

2.4 Ucgucu Yag Bilesikleri Analizi

2.4.1 Kat1 Faz Mikroekstraksiyon Yontemi (SPME)

Diger metotlarla kiyasla kat1 faz mikro ekstraksiyonu pratik, daha ucuz, ¢oziicii
gerektirmeyen ve minimum siire gerektiren bir analiz yontemidir. Bu sebepten otiirii

ucucu yag bilesen analizi i¢in SPME metotu (Sekil 12) tercih edilmistir.

Anason (Pimpinella anisum L.) bitki materyalinden 5g tartilarak blender yardimiyla
kiiciik parcalar haline getirilmistir. Sonrasinda silikon-kaucuk septum kanatcikli agzi
kapali cam sigseye (10 mL) aktarilmistir. Sisenin iist bosluk kismina, kat1 fazli mikro

ekstraksiyon aparat1 yerlestirilmistir (Supelco, USA). Ust bosluk kismina esansiyel
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bilesikler a¢iga c¢ikmasi amaciyla bir DVB/Karboksen/PDMS kaplama lifi ilave
edilmistir. GC enjektoriinde SPME lifleri, 5 dk siire ile 250°C’de sicaklikta
bekletilmistir. Ekstraksiyon, siire olarak 5 dk ve 10 dk bekletilerek 80°C sicaklikta

manyetik karistirici ile karistirilarak gerceklestirilmistir.

Esansiyel maddelerin dziitiine sahip elyaf ardindan GC enjektoriine ilave edilmistir. 1
mlL/dak akis hiz1 olacak sekilde tasiyici gaz olarak helyumdan faydalanilmigtir. B6lme
modunda (1:30) 250°C sicaklikta enjeksiyon islemi yapilmistir. Analiz sonucunda
bitki numunesi analiz edilmis olup sonuglar rapor haline getirilmistir. Buradaki
Oziitleme, sicaklik ve bekleme stiresi gibi deney faktorleri Renda ve ark. tarafindan

Onerilen arastirmadaki kosullara gére yapilmistir (Renda ve ark., 2016).
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Sekil 12. SPME ekstraksiyon ve desorpsiyon prosediirii (Anonim, 1999)

2.4.2 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC/MS)

Analizde Shimadzu QP2010 Plus marka (Sekil 13) gaz kromatografisinden
faydalanilmistir. Bu cihazin kolonu 30m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 um olan TRB-
SMS kilcal kolondur. Analiz gaz kromotografisinin yine Shimadzu QP2010 Ultra
marka kiitle dedektoriine baglanmasiyla gerceklesmistir. Bolme modu kullanilarak
analiz yapilmis olup ve bolme miktart 1:30’dur. Kullanilan firin programinin ise ilk
1sitma siiresi 2 dk ve 40°C, daha sonra 3 dk ve sicaklik 240°C’ye ¢ikmistir. Son olarak
1sitma stiresi ve sicakligi 4 dk 250°C’de 6rnek tutularak toplamda 55 dk siire boyunca
analiz tamamlanmistir. Enjektor sicakliklart ve kiitle transfer hat sicakligi sirasiyla
250°C ve 200°C olacak sekilde ayarlanmigtir. Tagiyic1 gaz olarak sabit akis degeri 1
mL/dk olan %99,999’luk helyum kullanilmistir. Analiz elektronik darbe araliginda
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(EI) yapildi. 70 eV iyonizasyon gerilimi ile 40-400 m/z aralig1 kiitle elde etmek igin
kullanilan degerlerdir (Renda ve ark., 2016).

Sekil 13. Analizde kullanilan GC/MS cihazi

2.4.3 Analiz Sonucunda Elde Edilen Bilesenlerin Tanimlanmasi

C7-C30 alkan standartlarin1 kullanan Kovats yontemi ile genel olarak maddelerin
alikonma indeksleri belirlenmistir. (Kovats, 1958). Esansiyel yaglarin bilesenleri,
FFNSC 1.3 kiitiiphane verilerinin (FFNSC, 2008) bilesiklerin sahip oldugu kiitle
spektrumlari ile kiyaslama yapilarak teyit edilmistir.

2.5 HPLC-UYV lle Fenolik Bilesiklerin Analizi

Fenolik bilesen analizi i¢in anason (Pimpinella anisum L.) bitkisinin ektrakti
calkalayic1 lizerinde metanol icerisinde 24sa calkalanarak yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edilmistir. Siire sonunda metanolik kisim siizge¢ kagidi yardimiyla
siiziilerek, doner buharlastirict yardimiyla siiziintiiniin ¢oziiclisii olan metanol
uzaklastirilmistir. Kalan kalintiya 10 mL pH’s1 2 olan destile su katilarak 3 defa
5’er mL siras1 ile dietileter ve etilasetat ¢oziiziileriyle ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 14). Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen kalinti cam
evoparator balonuna konulup igerisinde bulunan ¢dziici maddeler 45°C sicakliktaki

doner buharlastiricida ugurulmustur (Sekil 14). Daha sonra balon joje icerisindeki

27



ekstrakt kalintis1 2 mL metanolle ¢oziildiikten sonra 6rnek 0,45 um filtreden siiziilerek

HPLC-UYV (Sekil 15) ile fenolik bilesen madde tesipiti yapilmistir.

Sekil 14. Ekstraksiyon ve ¢oziicli ugurma iglemi

HPLC-UV analizi dalga boyu 280-315 nm olacak sekilde UV-VIS dedektorle
donanimli (Agilent 1260 Infinity II) HPLC cihazinda yapilmistir. Analizler ters faz
C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, Sum; Fortis) alinarak ve asetik asit, su ve asetonitrille
gradient program seg¢ilerek gerceklestirilmistir. Cihazin A rezervuarinda %?2 asetik asit,
B rezervuarinda ise %70-30 asetonitril-saf su) bulunmaktadir. Ek olarak, numunelerin
ve standartin enjeksiyon hacmi 20 pL, faz akig hiz1 0,75 mL/dak, kolon sicakligi 30°C
gibi optimum kosullar saglanmistir (Can ve ark., 2015).

Sekil 15. HPLC-UV cihazi
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3 BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivite Calismalar

Yapilan analizler sonucunda anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi tohumunda
antioksidan aktivite igerikleri tespit edilmistir. Antioksidan aktivite icerikleri tespiti
icin UV spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Analiz edilen 6rneklerin metanol
ekstraksiyonlar1 sonucunda hesaplanan toplam flavonoid mg Kuersetin/g numune
olarak, toplam polifenol mgGAE/g olarak, CUPRAC degeri mmoLTroloks/ g numune
olarak, DPPHe degeri ICso mg/mL ve FRAP degeri umolTE/g olarak hesaplanmis olup
analiz sonuglar1 Tablo 7, Tablo 8 ve Sekil 20°de gdsterilmistir.

3.1.1 Toplam Fenolik Madde Analizi Sonucu

Toplam fenolik madde tespiti icin Oncelikle numunenin metanolik Oziitii
hazirlanmistir. Standart olarak gallik asit kullanilmistir. Konsantrasyon degerleri x-
siitununda olup 760 nm’de Olciilen absorbans sayilart ise y-siitununda yer alacak
sekilde analize ait standart grafik ¢izilmistir. Ortaya ¢ikan konsantrasyon degerleri
absorbans degerleriyle standart grafikte dogru orantili bigimde olusan dogrunun
denklemi y=1,1865x + 0,0253 ve R?=0,9991 seklinde olup Sekil 16°da gdsterilmistir.
Cizilen bu standart calisma grafiginden faydalanilarak 100g numunede bulunan

fenolik madde icerigi mg cinsinden gallik asit esdegeri olacak sekilde verilmistir.

Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi

1,50
~—~
e
S 1,00
o
[{e}
N~
~ 0,50
wn
o
< 0,00

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 16. Toplam fenolik madde kalibrasyon grafigi
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Yapilan analiz sonucunda anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi tohumunda toplam

fenolik madde igerigi Tablo 7°de gosterildigi gibi 1,02+0,14 mgGAE/g numune olarak

Olciilmiistiir.

3.1.2 Toplam Flavonoid Madde Icerik Analizi Sonucu

Flavonoid madde analizi i¢in standart olarak Kuersetin bilesigi kullanilmistir. Standart
calisma grafiginde konsantrasyon degerleri x-ekseninde olup 415 nm’deki absorbans
degerleri y-ekseninde olacak sekilde ¢izilmistir. Sekil 17°de gosterildigi gibi grafikte
olusan dogrunun denklemi y=6,3568x+0,0196 ve R?>=0,9994 olarak hesaplanmistir.

Flavonoid madde igerigi sonucu mg cinsinden Kuersetin esdegeri olarak sekilde

verilmistir.

Toplam Flavonoid Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 17. Toplam flavonoid analizi kalibrasyon grafigi

Yapilan analiz sonucunda anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi tohumunda toplam

flavonoid madde miktar1 0,47+0,01 mg Kuersetin/g numune olarak Sl¢tilmiistiir.

3.1.3 FRAP Analizi Sonucu

Ferric Reducing Antioxidant Power “FRAP” yonteminde Fe(Ill)-TPTZ yapisinin
indirgeme kapasitesi agiga ¢ikarilip 1 mmol.L™! Troloks esdegeri demir(III) indirgeme
kapasitesi 0zelligine sahip antioksidan konsantrasyon degeri belirlenmistir. Troloksun
cesitli  konsantrasyonlarindan kalibrasyon egrisi tespitinde faydalanilmistir.

Olusturulan grafik Sekil 18’de verilmistir.
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FRAP Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 18. FRAP kalibrasyon grafigi
Yapilan analiz sonucunda Tablo 7’de gosterildigi gibi anason (Pimpinella anisum L.)
bitkisi tohumunda 0,01+£0,00 umol FeSO4.7H>0/g numune degeri ile antioksidan

aktivite gostermistir.

3.1.4 CUPRAC Analizi Sonucu

Cu(II)-neokuproin yapisinin (Cu(Il)-Nc), 450 nm’de en yiiksek absorbans gosteren
Cu(I)- neokuproin [Cu(I)-Nc] yapisina elektron vererek indirgenme o6zelliginden
yararlanilarak ~ antioksidan  aktivitesi  hesaplanmistir. ~ Troloksun  c¢esitli
konsantrasyonlarindan kalibrasyon egrisi tespitinde faydalanilmistir. Olusturulan

grafik Sekil 19°da verilmistir.

CUPRAC Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 19. CUPRAC kalibrasyon grafigi
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Yapilan analiz sonucunda anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi tohumunda CUPRAC
degeri Tablo 7’de gosterildigi gibi 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune degeri ile

antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

3.1.5 DPPH* Analizi Sonucu

2,2-difenil-1-pikhidrazil radikali (DPPH®) radikal giderme aktivitesinde siklikla
kullanim gosteren bir bilesik olup hazir tedarik edilmistir. DPPH® analizi i¢in 517 nm
i¢cin Olgiilen degerler y-ekseninde, artan numune konsantrasyonlar1 ise x-ekseninde
gosterilecek bigimde grafik cizilmistir. Elde edilen bu grafikten faydalanilarak en
yiikksek absorbansin yarisina esdeger gelen 6rnek konsantrasyonu ICso bigiminde
gosterilmistir. Antioksidan aktivite i¢in 6rnegin mg/mL cinsinden degerleri bulunarak

kiyaslama yapilmistir.

DPPH* analizinde kiicilk ICso degeri, yliksek radikal temizleme yetenegini
gostermektedir. Ne kadar kii¢iik bir 6rnek kullanilirsa ve ne kadar ¢ok 6rnekten radikal

giderilirse, bu durum genellikle antioksidan giiciiniin arttigin1 gosterir.

Yapilan analiz sonucunda anason (Pimpinella anisum L.) bitkisi tohumunda DPPH*
analiz sonucu Tablo 8 ve Sekil 20°de gosterildigi gibi antioksidan aktivite 1Cs50=5,82

mg/mL olarak tespit edilmistir.

Tablo 7. Antioksidan aktivite sonuglari

F l.lAP CUPRAC Toplam Toplan}
Testi (nmol Testi (mmol Polifenol Flavonoid
Numune FeS04.7H20/g Analizi Analizi (mg
TEAC/g .
numune) (mgGAE/g  Kuersetin/g
numune)
numune) numune)
Anason 0,01+0,00 0,08+0,00 1,02+0,14 0,47+0,01
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DPPH Grafigi
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Sekil 20. DPPH® aktivitesi sonug grafigi

Tablo 8. DPPH*® antioksidan analiz sonug degerleri

Numuneler DPPH* Aktivite Sonucu (mg/mL)
Troloks 0,008
Anason 5,82

3.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Analiz i¢in elde edilen bitki 6ziitlerinden antioksidan aktiviteleriyle birlikte Tablo 9°da
gorildiigli gibi 3 tanesi maya susu ve 10 tane bakteri olacak sekilde toplamda 13 adet
mikroorganizmaya kars1 aktivite durumlar1 incelenmistir. Se¢ilen mikroorganizmalar,
giiniimiizde pek ¢ok bilim adamlarinca arastirma konusu bulan mikroorganizmalardir.
Antimikrobiyal analizler i¢in MIK testi CLSI’dan (maya suslar1 i¢in; M27-A2, fungus
izolatlar1 i¢cin; M38-A2 ve bakteri kiiltiirleri i¢in; M100-S16) faydalanilarak analiz

edilmistir.

Tablo 9. Pimpinella anisum L.’nin antimikrobiyal aktivite sonuglari (ng/mL)

Bakteri Anason Kloramfenikol Tetrasiklin
Staphylococcus aureus ATCC 6538 > 0.5 0.125
Proteus vulgaris NRRL B-123 1000 0.5 8
Salmonella  typhimurium ATCC 2000 0.125 0.25
13311
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Tablo 9 Pimpinella anisum L.’nin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (ug/mL) (devami)

Staphylococcus epidermidis ATCC > 1 8
12228

Bacillus subtilis NRRL B-4378 2000 0.125 0.125
Streptomyces griseolus 2000 0.125 0.125
Pseudomonas citronellosis > 1 0.25
Bacillus velezensis 1000 4 4
Gordonia rubripertincta 1000 0.125 0.25
Escherichia coli ATCC 8739 2000 0.25 1
Maya Susu (Candida) Anason Amfoterisin B Ketokonazol
Candida albicans ATCC 90028 500 0.25 0.0625
Candida glabrata ATCC 2001 250 0.125 0.0625
Candida krusei ATCC 6258 500 0.25 0.125

Antimikrobiyal tayin sonuglarina gore, Pimpinella anisum L. bitki tohum 6ziitliniin,
deneyde kullanilan test bakterilerinden ziyade candida tiirleri lizerinde etkili oldugu
yani antifungal aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Candida glabrata ATCC 2001
(Cg) ve Candida krusei ATCC 6258 (Ck) gibi maya suslarina karsit 250 pg/mL
konsantrasyonunda antifungal aktivite gosterirken, Candida albicans ATCC 90028'e
kars1 ise 500 pg/mL konsantrasyonunda antifungal aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Test bakterilerinin ¢goguna kars1 ise 1000 veya 2000 pg/mL degeriyle antibakteriyel

aktivite sergiledigi goriilmistiir.

3.3 Ucucu Yag Bilesiklerinin Analiz Sonuc¢lar

Pimpinella anisum L.’dan elde edilen ugucu yagin GC/MS cihazi ile gerceklestirilen
analiz sonucunda 33 tane bilesen tanimlanmistir. Tanimlanan bu bilesikler
monoterpenler, monoterpenoidler, sesquiterpene, makrolid, aldehitler, ketonlar,
alkoller, yag asitleri, eter, esterler, hidrokarbonlar, diger olmak {izere 12 sinifa ayrilarak
Tablo 10’da gosterilmistir. Kimyasal bilesenler, kiitiiphane ve literatiir verilerine

incelemelerine (FFNSC, 2008) dayal1 olarak formiile edilmistir.
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Tablo 10. Pimpinella anisum L. ugucu yaginin GC/MS’de belirlenen bilesenleri

No Bilesikler RT (dak) Alan % aRI (Indeks)
(Alhkonma
zamani)
Monoterpenler
1 Linalool 15.069 0.46 1460
2 Carvacrol 22.564 0.98 921
Limonene 12.094 0.28 1026
Total 1.72
Monoterpenoidler
4 Isoisopulegol 17.950 0.19 1180
5 Carvone 20.456 0.34 1248
6 Eugenol 29.515 0.31 1516
7 Dihydro-(E)-carvone 49.737 0.16 2291
Total 1.00
Sesquiterpene
8 Beta-chamigrene 29.304 1.04 1486
Makrolid
9 Ethylene brassylate 33.331 0.61 1642
Aldehitler
10 Capraldehyde 50.056 0.61 1210
11 (E)-Tridec-2-enal 50.707 0.56 2369
12 2-isopropyl-5-methyl-2- 51.400 0.23 2368
hexenal
13 Tetradecanal 52.904 0.32 2355
Total 1.72
Ketonlar
14 Acetoin 1.641 0.63 713
15 p- acetonylanisole 25.390 0.13 1389
16 Menthalactone 27.328 3.55 1448
Total 431
Alkoller
17 2-ethyl hexanol 12.386 0.16 1030
18 Benzyl alcohol 12.514 0.18 1038
19 Civetone 52.339 0.28 2490
Total 0.62
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Tablo

10 Pimpinella anisum L. ucucu yaginin GC/MS’de belirlenen bilesenleri

(devam)
Yag Asitleri

20 2-methyl butyric acid 6163 5.12 858

21 Valeric acid 10.550 0.15 987

22 Caproleic acid 31.863 0.21 1594

23 Palmitic acid 42.161 2.28 1950

24 16Thydr.oxy hexadec-6- 45.465 1.38 2103

enoic acid omega lactone
Total 9.14
Eter
25 (Z)-Anethole 21.967 45.23 1289
Esterler

26 Ethyl lactate 4.4460 0.28 800

27 Diethyl phthalate 32.144 1.88 1602

28 Methyl palmitate 41.308 0.38 1925

29 Pentadecanolide 46.504 26.99 2109
Total 29.65

Hidrokarbonlar

30 Methyl eugenol 26.101 0.18 1410

31 Hexadecane 32.281 0.20 1606

32 Tridecane 35.194 0.12 1706
Total 0.5

Diger

33  Tanimlanamayanlar 1.119-50.266 0.12-0.74 -

Total 4.46
Total percentages 100

RI degerleri, polar olmayan TRB-5MS kolonunda, (C7-C30) alkanlarinkine

alikonma siirelerinden hesaplanmistir. Kalin degerler ana bilesenleri temsil eder.

gore

Elde edilen bulgulara gore, phenethyl alcohol bilesigi kolondan ilk ¢ikan bilesik

olmustur (RT=2937 dk), ancak en uzun alikonma siiresine sahip bilesigi tetracosane
olmustur (RT=52.274 dk). (Z)-Anethole eteri (%45.23), pentadecanolide esteri
(%26.99), 2-methyl butyric acid yag asidi (%5.12) ve menthalactone ketonu (%3.55)

bilesikleri, en yiiksek oranlara sahip olduklarindan dolay1 ana bilesenler olarak

tanimlanmistir. Diger bilesenler; palmitic acid (%2.28), diethyl phthalate (%1.88), 16-

hydroxy hexadec-6-enoic acid omega lactone (%1.38) ve beta-chamigrene (%1.04)

seklinde bulunmustur. Geri kalan bilesenlerin icerigi, %1'den daha diisiik seviyededir.
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3.4 HPLC-UYV ile Fenolik Bilesen Analiz Sonucu

Analiz i¢in hazirlanan numunenin metanol i¢inde hazirlanan oOziiti doner
buharlastiricida ¢oziicii uzaklastirildiktan sonra etil asetat ve dietil eter ile ekstrakte
edilmistir. Ekstrakte sonras1 geriye kalan kalint1 kismina metanol ilave edilip HPLC-
UV cihazina konularak sonuglar kaydedilmistir. Mobil faz olarak su, asetik asit ve
asetonitril kullanilmistir. Numunenin eliisyon degeri ve kolonu terk etme zamani
Tablo 11°de gosterilen 15 tane standart fenolik maddenin eliisyon degerleri ile
kiyaslanmistir. Fenolik bilesenlerin alikonma zamanlar1 (Tablo 12, Tablo 13) ve
standartlara ait farkli goriiniimdeki dalga boyundaki kromatogramlar (Sekil 21, Sekil
22) asagida gosterilmektedir.

Tablo 11. HPLC’de kullanilan standart fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari
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Tablo 11 HPLC analizinde kullanilan standart fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar
(devam)
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Sekil 21. 15 adet fenolik standartin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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Tablo 12. 280 nm’de goriilen standart fenolik bilesikler ve alikonma zamanlari

Bilesik RT (Alikonma zamani)
1. Gallik Asit 3,70
2. Protokatekuik asit 6,75
3. Katesin 10,22
4. Vanilik asit 11,49
5. Epikatesin 12,01
6. p-OH benzoik asit 21,86
7. o-kumarik asit 23,30
8. t-sinnamik asit 25,54

mAU
1315nm4nm (1.00)

11.688
26.312

10.613

Sekil 22. 15 adet fenolik standartin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami

Tablo 13. 315 nm’de goriilen standart fenolik bilesikler ve alikonma zamanlari

Bilesik RT (Alikkonma zamani)
1.Klorojenik asit 10,61
2 Kafeik asit 11,69
3.p-kumarik asit 15,39
4.Ferulik asit 19,30
5.Rutin 21,02
6.Kuersetin 25,31
7. Kaemferol 26,31
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HPLC analizi sonucunda, Sekil 23 ve Sekil 24 incelendiginde kullanilan 15 adet
standart fenolik bilesikten anason tohumunda p-kumarik ve klorojenik asit
bulunmustur. Klorojenik asit miktari; 11,91 ppm (%2,1); p-kumarik asit miktar; 3,59
ppm (%0,6) olarak tespit edilmistir.

2000 %Onmélnm (1.00)
70 |
-
1000
!
500

] \
250 “

0:4,}

0.0 50 10.0 150 20.0 25.0 30.0 min

Sekil 23. Anason bitkisinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 24. Anason bitkisinin 315 nm’deki HPLC-UV kromatogrami
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4 TARTISMA

Yaklasik olarak diinya niifusunun %70-80’1, bitki kaynakli geleneksel tip
uygulamalariyla tedavi gdrmektedir. Ulkemizde sik¢a tiiketilen tibbi ve aromatik
bitkilerin antioksidan potansiyelleri, ugucu yaglar1 ve fenolik madde icerikleri tizerine
yapilan ¢aligmalarin sayisi oldukea kisitlidir. Bu sebepten otiirii, bu tez ¢aligmasinin
amaci kurutulmus halde temin edilen anason (Pimpinella anisum L.) bitki tohumunun
toplam fenolik ve toplam flavonoid madde igeriginin, farkli metotlarla antioksidan

Ozeliklerinin, ugucu yag iceriklerinin ve fenolik kompozisyonunun belirlenmesidir.

Anason, eczacilik, parfiim ve gida endiistrisinde kullanilan 6nemli bir baharat ve tibbi
bitkidir. Ugucu yagi antispazmodik, antioksidan, antimikrobiyal, insekdisidal ve

antifungal 6zelliklere sahiptir (Giilgin ve ark., 2003).

Bu calismada kurutulmus halde tedarik edilen anasonun (Pimpinella anisum L.)
antioksidan degerlerinin belirlenmesinde CUPRAC, FRAP, DPPH yontemleri,
antimikrobiyal degerlerinin belirlenmesinde Disk Difiizyon ve MIK yéntemleri; ugucu
yag bilesenleri belirlenmesinde SPME ve GS-MS yontemleri ve fenolik bilesen
igerikleri belirlenmesinde HPLC- UV yontemi kullanilmistir.

Karadag tarafindan yapilan bir ¢calismada iilkemizde yiiksek oranda tiiketilen baz1 tibbi
ve aromatik bitkilerin (anason, ¢cemen, adagay1, melisa, thlamur, nane, reyhan, defne
yapragi, sinameki ve rezene) antioksidan potansiyelleri, toplam fenolik madde
miktarlart ve fenolik kompozisyonlar1 belirlemek igin yaptigi ¢aligmada, toplam
fenolik madde igerigi en zengin tibbi ve aromatik bitkilerin adagayi, melisa, defne ve
thlamur (16,89-21,12 mgGAE/g bitki), en diisiik tibbi ve aromatik bitkilerin ise rezene,
anason ve cemen yapragi (3,47-3,77 mgGAE/g bitki) oldugunu tespit etmistir
(Karadag, 2019). Karadag Istanbul ilinden elde ettigi anason icin toplam fenolik
madde icerigini 3,51+0,48 mgGAE/g bulmusken, bu deger bizim calismamizda
1,02+0,14 mgGAE/g degeriyle daha diisiik bulunmustur. Yine Karadag calismasinda
antioksidan aktiviteleri CUPRAC ydntemine gore 26,12+0,73 mg Troloks/g, FRAP
yontemine gore ise 0,66+0,06 mg Troloks/g, olarak belirlemisken bu degerler bizde
sirastyla CUPRAC i¢in 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune, FRAP i¢in 0,01+0,00 pmol
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FeSO4.7H>0O/g numune olarak Olgiilmiisti. DPPH yoOntemine gore Karadag,
antioksidan aktiviteyi 15-300 mg/mL (anason, ¢emen ve rezene) olarak vermisken
bizim ¢alismamizda bu deger 5,82 mg/mL'dir. Yani bu ¢calismadaki anason bitkisi daha
iyi DPPH antioksidan aktivite gostermistir. Analizlerdeki tiim bu farklililar kullanilan
ekstraksiyon yontemi ve secilen c¢oziiciden kaynaklanabilmektedir. Bizim
calismamizdan farkli olarak Karadag’in g¢alismasinda, ekstraksiyon yontemi igin
ultrasonik su banyosu kullanilmis ve bitki ekstrasiyonlart i¢in %80 metanol-su
¢oOziiciisiinden faydalanilmistir. Karadag ayni zamanda yaptigr ¢alismada fenolik
bilesikler olarak, gallik asit, protokatesuik asit, katesin, siringik asit, kirisin, kafeik
asit, rutin, ferulik asit, mirisetin, kuersetin, kaempferol gibi 11 adet fenolik bilesige
rastlarken, bizim calismamizda kullanilan 15 adet standart fenolik bilesikten sadece

klorojenik asit ve p-kumarik asit fenolik bilesiklerine rastlanmastir.

Giil¢in ve arkadaglari, Erzurum ilinden elde edilen anason tohumlarinda toplam
fenolik madde miktari i¢in Folin-Ciocalteu metodu kullanilmis olup toplam polifenol
icerik miktarini etanol dziitlerinin 62,5 pg/ml’si icin 77,5 ng gallik asit esdegeri olarak
tespit etmislerdir (Giilgin ve ark., 2003). Aym1 yontem kullanilarak anason
tohumlarinda toplam fenolik madde miktar1 tayini yapan Andarwulan ve Shetty,
toplam fenolik madde igerigini 1 ml 6rnek ekstrelerinde 3900 pg/g gallik asit ekivalent
olarak tespit etmislerdir (Andarwulan ve Shetty, 1999). Baska bir ¢alismada (Bakar,
2010) ise toplam fenolik madde 7377 pg/g gallik asit ekivalent bulunmustur. Bizim
calismamizda ise toplam fenol miktar1 1020 pg gallik asit ekivalent olarak
Olclilmiistiir. Fenolik materyal igerigi ve tiirleri besinlerde, ekstraksiyon yontemi ve
siiresine, ¢evresel kosullara, bitkinin yetistirilme sartlarina, su miktarina, giineslenme
stiresine, genetik ozelliklere, olgunluga, gidanin islenmesi ve saklanmasi gibi ¢esitli
faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilir (Bravo, 1998). Bitkilerdeki genetik
cesitlilik, enlem, sicaklik, yagis, baku, tiir 6zellikleri, glines alma agis1 ve toprak sartlari
gibi faktorlere baglh olarak analiz sonuclarini etkileyebilir. Bu sebeple, ayni bitki
tiriiniin farkli cografi bolgelerde yetismesi, antioksidan aktivitelerinde de farkl
sonuglarin ortaya c¢ikmasina yol agabilir. Yine Bakir tarafindan yapilan c¢aligmada
(Bakir, 2010) toplam flavoniid igerigi 23377 pg QE/gr numune iken bizim
calismamizda bu deger daha diisiik ¢ikarak 470 pg QE/gr numune oldugu goriilmiistiir.
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Giil¢in ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada (Giilgin ve ark., 2003) ve de anason
tohumunun gram negatif ve pozitif bakterilere karsi 6nemli dlglide aktivite gosterdigi
bulunmustur. Yine bagka bir ¢alismada (Tepe ve ark., 2006), anasonun, Pimpinella
anisetum ve Pimpinella flabellifolia tirlerindeki ugucu yaglarinin antimikrobiyal
aktivitelerini sekiz mikroorganizma iizerinde test etmis ve ugucu yaglarin orta
derecede antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise bu ¢alismalardan farkli olarak bakterilerden daha ¢ok maya suslari
tizerine 250-500 mg/mL degeriyle etkili oldugu, yani antifungal etkisinin daha ¢ok

oldugu goriilmiistiir.

Arslan ve digerleri tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada (Arslan ve ark., 2004)
Tiirkiye'de yetisen anason tohumu popiilasyonlarinin ugucu yag miktar1 ve
bilesimindeki degisim {lizerine odaklanilmistir. Bu calismada, farkli bolgelerden
toplanan anason tohumu oOrnekleri kullanilmigtir. Elde edilen ugucu yaglardaki ana
bilesen olan trans-anetol’iin, toplam aroma bilesenleri i¢indeki oranini %78,63 ile
%95,21 arasinda belirlediklerini ifade etmislerdir. Baska yapilan bir calismada
(Dogramaci ve Arabaci, 2015) ise Golhisar, Fethiye, Denizli ve Cesme anason
genotiplerinde trans-anetol oraninin %97,50 ile %98,49 arasinda degisim gosterdigini

rapor etmislerdir.

Hasimi ve arkadaslari tarafindan Diyarbakir ilinden elde edilen anason tlizerine yapilan
bir calismada (Hasimi ve ark., 2014) anason tohumlarinin ugucu yag bilesimi,
antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerini tespit etmek amaciyla yaptiklari ¢alismada,
anason bitkisine ait ugucu yag bilesenlerinden trans-anetol (%52,94), izoanetol
(%13,89), karyofilen oksit (%8,55), p-anisaldehit (%1,86) ve karyofilen (%4,29) tespit
edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise anason bilesiginin ana bilesenleri, (Z)-Anethole
(%45,23), pentadecanolide (%26,99), 2-methyl butyric acid (%5,12) ve menthalactone
(%3,55) bilesikleri olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore bir eter olan
Anethole bilesigi her iki ¢alismada da benzer sekilde en yiiksek oranda ugucu yag
bilesigi olarak elde edilmislerdir ancak diger bulunan ugucu yag bilesenleri birbirinden
farklilik gostermektedir. Aragtirma sonuglarina gore, anason tohumlariin ugucu yag
oranlar1 ve ucucu yag bilesikleri yetistirildikleri bolgeye bagli olarak degiskenlik

gostermektedir. Ugucu yaglarin miktari, iklim, mevsim, cografi kosullar, distilasyon
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yontemleri, hasat zaman1 ve depolama gibi faktorlere bagl olarak degisebilmektedir

(Evren ve Tekgiiler, 2011).

Yine Hasimi ve arkadaslar1 (Hasimi ve ark., 2014) anason ugucu yaginin
mikroorganizmalar iizerinde diisiik antimikrobiyal aktivite ve diisik DPPH
antioksidan aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da anason bitkisinin
bakteriler lizerine pek bir etkisinin olmadigi goriilmiis ve orta derecede DPPH

antioksidan aktiviteye sahip oldugu agiga ¢ikarilmistir.

Bu ¢alismamizda anason tohumunda kullanilan 15 adet standart fenolik bilesikten p-
kumarik ve klorojenik asit bulunmusken, Misir’da anason {izerinde yapilan ¢alismada
(Kahaled ve ark., 2017) anason yag1 ekstraksiyonu sonrasinda kalan posada fenolik
maddelerin tespitine dair ¢alismada, sonug¢larimizdan farkli olarak gallik asit, kafeik
asit, protokatesuik asit ve ferulik asit tespit edilirken klorojenik asit ve p-kumarik asit
varligina rastlanilmamistir. Anasonda fenolik ve flavonoid madde tespiti ile ilgi
yapilan calismalardan elde edilen sonuclar arasindaki farklilik analiz i¢in Ornek
hazirlama yontemi, bitkinin yetistirilme kosullar1 gibi farkli nedenlerden kaynakli

olabilir.

Son donemde, sentetik olmayan dogal materyallerin ¢ok sayida yan etkiye sahip
olmasi, ozellikle antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan sentetik olmayan ilaglara karsi
organizmalarin direng gelistirmeleri gibi durumlar nedeniyle, dogal bitki kokenli
triinlerin ve bu dogal materyallere sahip sifali tibbi bitkilerin onemi giderek
artmaktadir. Geleneksel tip i¢in faydalanilan bu bitki kokenli yeni antibakteriyel
maddelerin potansiyel acidan bilimsel faaliyetler ¢ercevesinde incelenmesi biiyiik bir

Ooneme sahiptir.

Pimpinella anisum L. adli tibbi aromatik bitki ile ilgili yapilan arastirmalara goz
atildiginda, hem antioksidan hem de antimikrobiyal aktiviteleri, ayrica ugucu yag ve
fenolik bilesen analizlerini ayn1 ¢alismada birlestiren higbir ¢calismanin bulunmadig:
gozlemlenmistir. Bu bakimdan, bu tez calismasi bu konuda ilk olmas1 agisindan 6nemli

bir yer tutmaktadir.
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5 SONUCLAR VE ONERILER

Gida sektoriinde dogal katki maddelerinin yaygin olarak kullanilmasiyla birlikte,
bitkilerde bulunan dogal antioksidanlara olan ilgi artmaktadir. Bu sebeple, dogal
antioksidanlarin arastirilmasi, son dénemde 6nemli bir ¢alisma alani haline gelmistir.
Tiirkiye'nin tibbi bitki ticaretinde, baharat bitkileri ve 6zellikle anason, énemli bir
konumda bulunmaktadir. Tiirkiye'de tibbi bitki ticaretinde baharat bitkileri, 6zellikle
de anason, onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, baharat ve tibbi aromatik bitkilerin
antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinin anlagilmasi hem insan sagligi hem de gida
maddelerinin uzun siire saklama konusunda, gida ve ila¢ endiistrisine 6nemli katkida

bulunacaktir.

Gergeklestirilen bu yiiksek lisans tezi ile Pimpinella anisum L. bitkisinin hem
antioksidan, antimikrobiyal kapasiteleri hem de ugucu yag ve fenolik bilesenleri agiga
cikarilmistir. Calismada Mardin’den elde edilen bitkinin bilinen metotla ekstrakti
cikarilarak antioksidan aktivite analizleri gerceklestirilmistir. Pimpinella anisum L.
Tohumunun toplam fenolik madde miktar1 1,02+0,14 mgGAE/g numune, toplam
flavonoid madde miktar1 ise 0,47+0,01 mg Kuersetin/g numune seklinde
belirlenmigstir. FRAP metotuna gore, 0,01+£0,00 umol FeSO4.7H>O/g numune iken
CUPRAC testine gore ise 0,08+0,00 mmol TEAC/g numune degeri ile antioksidan
ozellik sergilemistir. Anaosunun DPPHe Radikal Temizleme aktivitesi ise 4,82 mg/mL

seklinde bulunmustur.

Bitki 6ziitlerinden elde edilen antioksidan aktivitelerinin yani sira, bu 6ziitlerin toplam
on li¢ mikroorganizma {lizerindeki aktivitesi de incelenmistir; bunlardan on tanesi
bakteri ve ii¢ tanesi maya susudur. Pimpinella anisum L. Tohum 6ziitiiniin, deneyde
kullanilan test bakterilerinden ziyade candida tiirleri ilizerinde gii¢lii bir antifungal
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Ozellikle candidalardan olan, Candida glabrata

ATCC 2001’ e 250 pg/mL degeriyle antifungal aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Pimpinella anisum L.’dan elde edilen ugucu yagin GC/MS cihazi ile gerceklestirilen
analiz sonucunda 33 tane bilesen tanimlanmistir. Tanimlanan bu bilesikler

monoterpenler, monoterpenoidler, sesquiterpene, makrolid, aldehitler, ketonlar,
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alkoller, yag asitleri, eter, esterler, hidrokarbonlar, diger olmak {izere 12 sinifta
gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore, phenethyl alcohol bilesigi kolondan ilk
c¢ikan bilesik olmustur (RT=2937 dk), ancak en uzun alikonma siiresine sahip bilesigi
tetracosane olmustur (RT=52.274 dk). (Z)-Anethole eteri (%45.23), pentadecanolide
esteri (9%26.99), 2-methyl butyric acid yag asidi (%5.12) ve menthalactone ketonu
(%3.55) bilesikleri, en yiiksek oranlara sahip olduklarindan dolay1 Pimpinella anisum

L. Tohumunun ana bilesenleri olarak tanimlanmustur.

HPLC ile 15 standart fenolik bilesik kullanilarak yapilan fenolik bilesen analiz
sonucunda Pimpinella anisum L. tohumunda p-kumarik ve klorojenik asit bulundugu
belirlenmistir. Klorojenik asit miktari, 11,91 ppm (%2,1); p-kumarik asit miktari, 3,59
ppm (%0,6) olarak bulunmustur. Diger 13 adet fenolik bilesige Pimpinella anisum L.

tohumunda rastlanmamustur.

Polifenol bilesiklerince zengin bir diyet, insan viicudundaki hastaliklar1 dnleyen ve
ayn1 zamanda serbest radikallere karsi koruyucu bir sistem sunar. Besinlerimizde
bulunan bu tiir maddeleri tiiketmek, antioksidan savunma sistemimize de katki
saglayacaktir. Bu sebeple, anason bitkisinin sagliga olumlu etkileri dogrultusunda

giinliik diyetlere eklenmesi 6nerilebilir.

Bu yiiksek lisans tez aragtirmasinda Mardin ilinden temin edilen Pimpinella anisum L.
tohumunun fenolik ve ucucu yag bilesenleri, biyolojik aktiviteleri ortaya konulmustur.
Bagka sehirlerden elde edilen Pimpinella anisum L. bitki tohumlariyla da benzer
deneyler yapilip, degisik yerlerden elde edilen bitkiler i¢in ortaya g¢ikan Ol¢iim

sonuclar birbirleriyle kiyaslanabilir.

Antioksidan tayinlerinde ekstraksiyon ic¢in yalmzca ¢oziici olarak metanol
kullanilmistir. Etanol, su, aseton ve eter gibi farkli ¢oziiciiler de kullanilip tayinler
tekrarlanabilir. Bu sekilde farkli ¢oziicii ekstraktlarindaki antioksidan o6zellikler

birbiriyle kiyaslamar1 yapilip, en yiiksek aktivite sergileyen ¢6zgen bulunabilir.

Bu calismada anason bitkisi i¢in antimikrobiyal analiz arastirmasi yapilmis olup bu
bitki tiirii i¢in ayn1 zamanda antienflamatuar, anti-lireaz, antikanser ve anti-lipaz vb.

biyolojik 6zelliklerinin olup olmadig: bakilabilir.
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Pimpinella anisum L. bitkisinin antifungal aktivite gosterdigi saptandigindan, bu bitki
ileri diizey antifungal ila¢ gelistirme c¢alismalarinda baslangic materyali olarak

kullanilabilir.

Ulkemiz, son derece zengin bir bitki ¢esitliligine sahiptir. Bu zenginlikten en etkin ve
uygun sekilde faydalanarak, ekonomik ve bilimsel alanlarda iilkemize katki

saglanmalidir.

Ulkemizde dogal olarak yetisen sifa kaynag Pimpinella anisum L. bitkisinin
ozellikleri, daha derinlemesine incelenerek ortaya ¢ikarilabilir. Elde edilen olumlu

aktiviteler sayesinde, bu bitkinin ¢esitli alanlara katk1 saglamas1 miimkiindjir.

Her ne kadar anason gibi bu bitkiler geleneksel giinliik beslenmemizde kiitlece az yer
tutsa da, sahip olduklar1 biyoaktif bilesikler dolayisiyla bu bitkiler fonksiyonel gida
uygulamalarinda veya dogal antioksidan olarak kullanimi agisindan onemli bir

potansiyel 6zellige sahiptir.
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