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ONUR SOZU
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ‘“Malatya’da Yetisen Kayis1 Meyvesi
Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitesi ve Oksidatif DNA Hasar1 Uzerine Etkisinin
Incelenesi” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakcada yOntemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MALATYADA YETISEN KAYISI (Prunus armeniaca L.) MEY VESI
EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN KAPASITESI VE OKSIDATIF DNA
HASARI UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI
Nida TOPAL

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
69+XV sayfa
2012
Danisman: Yrd.Dog.Dr. Tiirkan KUTLU
Bu calismada, farkli kayis1 (Prunus armeniaca L.) meyvesi ekstraktlarinin (etanol,
metanol,) antioksidan kapasiteleri arastiritlmistir. Bu ekstraktlarin oksidatif DNA hasart
iizerine koruyucu etkilerinin belirlenmesine c¢alisilmistir. Bu ¢alismada antioksidan
kapasite ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ve DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme aktivitesi , indirgeme giicii, deoksiriboz yontemi ve [3-
karoten beyazlatma yontemi ile belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-
Ciocalteus metodu ile belirlenmis ve Trolox (6-Hidroksil-2,5,7,8-Tetrametil Kroman-2-
Karboksilik asit) ve a-tokoferol standart antioksidanlarla karsilastirilmistir. Metanol ve
etanol ekstraktlar1 yapilan antioksidan kapasite yontemlerinde yiiksek radikal siipiirme
aktivitesi gostermistirtir. Kayis1 meyvelerinin etanol ve metanol ekstraktlarinda 0.5-2.5
mg/ml iceren Orneklerin pBluescript M13+ plazmid DNA iizerine OH radikali
tarafindan olusturulan DNA c¢ift zincirinin kesilmesine karst onemli bir koruyucu
aktivite gosterdigi ortaya kondu. Toplam fenolik madde Kabaasi ve Sekerpare kayisi
meyvesi metanol, etanol ekstraklarinda sirasiyla 13,78; 22,20. ve 14.50; 10,66 mili

esdegergram(meg) gallik asit/100 g yas kayis1 olarak bulunmustur.

ANAHTAR SOZCUKLER: Antioksidan aktivite, DNA hasari, Polifenol, Radikal
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF EXTRACTS OF APRICOT (Prunus armeniaca L.) FRUITS
GROWN IN MALATYA EFFECT ON ANTIOXIDANT CAPACITY AND
OXIDATIVE DNA DAMAGE

Nida TOPAL
Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
69 + XV pages
2012
Supervisor: : Assist. Prof. Tiirkan KUTLU

In present study, ethanol, methanol, extracts of Apricot (Prunus armeniaca L.) fruits
grown in Malatya were investigated. These extracts were studied for antioxidant
capacity and examined for its DNA damage protecting activity. The antioxidant
capacity of these extracts were evaluated using different antioxidant tests, including
reducing power, free radical scavenging, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and
ABTS radical scavenging, Deoxyribose assay and p-Carotene bleaching assay. The
content of total phenolic compounds in the methanol and ethanol, extracts of Apricot
(Prunus armeniaca L.) fruits were determined using Folin-Ciocalteus reagent and
compared with standart antioxidants Trolox and a-tocopherol. Metanol and ethanol
extracts of kabaagi and sekerpare apricot fruits showed a concentration-dependent free
radical scavenging capacity and protective effect on DNA cleavage. Ethanol and
methanol extracts of apricot fruits. at 0,5-2,5 mg/mL exhibited significant protecting
activity against DNA strand scission by OHe on pBluescript M13+ plazmid DNA
(11,16 - 27,94%). Total phenolic compounds in the metanol and ethanol extracts of
kabaas1 and sekerpare apricot fruits were determined as gallic acid equivalent (meq/100

g apricot fruits) 13.78 ; 22.20 and 14.5; 10.66 respectively.

Keywords: DNA damage; Polyphenol; Antioxidant activity; Radical
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1.GIRIiS

Son yillarda beslenmenin insan hayatinda ki 6nemi her gecen giin daha cok
anlasilmaktadir. Insan beslenmesinde antioksidan kapasitesi yiiksek olan besinlerin
kullanilmasi giderek 6zendirilmekte ve bu besinler belirlenerek halka duyurulmaktadir
[1]. Bu baglamda meyve, sebze ve bir¢ok bitki iizerinde ¢esitli arastirmalar yapilmistir.
Yapilan bu arastirmalar gostermistir ki kaliteli ve dengeli beslenmeyle birlikte bazi
hastaliklarin Onlenmesi ve tedavi edilmesi olduk¢a fazla 6nem arz etmektedir [2].
Viicudun antioksidan dengesi diyetten biiyiik ol¢iide etkilenmektedir.

Besin yetersizlikleri nedeniyle viicudun savunma mekanizmalari tahrip oldugu
zaman patolojik kosullar olusabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve savunma
sistemindeki bir yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasia ve oksidatif
stres kosullarinin olusmasimna neden olmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin
etkinligi; E vitamini, C vitamini ve karotenoidler gibi antioksidan vitaminleri ve
esansiyel iz mineralleri igeren gidalarin yeterince alinmasina baghdir [3].

Canlilar hayatlarim siirdiirebilmek i¢in oksijene gereksinim duyarlar. Oksijen
insan hayati i¢in ¢ok elzem olmasina karsin, normal metabolizma sirasinda tiretilen bazi
reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir [4]. Bir
cogunu serbest radikallerin olusturdugu ROT (reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen
molekiiliine gore kimyasal reaktivitesi cok daha yiiksek olan oksijen formlarndir. Ciinkii
serbest radikaller, yapilarinda eslenmemis elektron icerirler ve bu nedenle de reaktif
ozellik tasirlar. Bu molekiiller ekstra enerjiye sahiptir ve viicutta bu enerjiyi hiicrelere
bosaltarak onlarin normal fonksiyonunu degistirmektedirler. Yani viicutta ROT
olusumu metabolizma i¢in 6nemli bir tehdittir. Ciinkii serbest radikaller elektron acigini
kapatabilmek icin baska atomlarin elektronlarim1 paylasmaya calisacaklardir. Boylece
organizmanin yapisal ve fonksiyonel biyomolekiilleri oksidatif stres altina girer.
Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak ROT olustugundan,
organizmada siirekli olarak belirli bir dlciide oksidatif stres vardir. ROT’ lar aerobik
organizmalarin elektron tasima zinciri ve aktif fogositoz gibi metabolik yollarda siirekli
olusmaktadir. Bu siireclerde olusan baglica ROT’ lar siiperoksit anyonu (O5"), hidrojen
peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH’), peroksil radikali (ROO), alkoksil radikali
(RO"), hidroklorikasit (OHCI) ve peroksinitrit (ONOOQO) tir. Tiim bu radikaller DNA,
protein ve lipit gibi makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden olurlar [5].

Organizmada oksidatif strese yanit olarak endojen antioksidan sistemini devreye sokar.



[6,7]. Bu endojen antioksidanlar; melatonin, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) gibi sinflandirlabilirler. Eksojen kaynakli
antioksidanlar ise karoten, vitamin A, vitamin E, vitamin C gibi disaridan besin yoluyla
aldigimiz antioksidanlardir. Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarakta
incelenebilirler. SOD, CAT, GSH-Px birinci derece enzimatiklere, gulutatyon rediiktaz
(GR) ve gulukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) ikinci derece enzimatiklere drnek olarak
gosterilebilir [8-10]. Non-enzimatik olanlar ise; Se, Zn mineralleri, vitamin (A, C, K ve
E), karotenoitler (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin), organosiilfiir bilesikleri
(allium, alil siilfit, indoller), diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH, iirik asit)
antioksidan kofaktorler (ko-enzim Qo) ve polifenoller seklinde incelenmektedir [9,11].
Viicutta radikal olusumunun artmasiyla antioksidan sistemler devreye girmektedir.
Oksijen radikalinin olusumundaki asin artig, antioksidan enzim diizeylerinde veya DNA
onarim mekanizmalarinda bozukluk olmast durumunda oksidatif DNA hasarinin
artmasi kaginilmaz olur [12]. Oksidatif hasara bagli olarak DNA da mutasyonlar, tek ve
cift dal kiriklari, protein-DNA c¢apraz baglanmalart ve oksidatif baz hasar1 gibi
lezyonlar meydana gelir [13]. Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda oksidatif DNA
hasar gostergesi olarak siklikla baz hasarlar1 analizlenmistir. Cu®* iyonlar1t DNA’da G-
C’den zengin bolgelerde yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz
kalan baz “Guanin” dir. Bu nedenle en yaygin olarak ol¢iilen baz hasan “8OHdG”dir.

8OHJG oksidatif DNA baz hasarinin bir “biomarker”1 olarak kabul edilmektedir [14].

1.1. Serbest Radikal Olusumunu Arttiran Faktorler

Bu faktorler endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilir.

Eksojen Kaynaklar:

UV ismlar, alkol ve uyusturucular, yanlis beslenme, stres, c¢evresel ajanlar:
(ksenobiyotikler, hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, asir1 spor, pestisitler,
sigara dumani, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar gibi) [15].
Ayrica serbest formdaki demir, bakir ve krom gibi katalitik metaller de serbest
radikalleri  olusturabilen Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinin  hizlarini
artirabilmektedir [16-18].

Fenton Reaksiyonu:

Fe *?+ H,0, — Fe  + OH + OH "



Haber-Weiss reaksiyonu:
O + Hy0,+ H"— O, + HO+ OH™

Beslenmede enerji icerigi yiiksek gidalarin fazla miktarda kullanilmasinin ve
ozellikle igerisinde oksitlenmis yag bulunan gidalarin tiiketiminin viicutta radikallerin
olusmasina neden oldugu ve hiicre bilesenlerine zarar verdigi bilinmektedir [19,20].
Endojen Kaynaklar:

1. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Coziinebilir 6zelligi olan ve noétral sivi
ortamiyla karsilastiginda oksido-rediiksiyon reaksiyonlarina girebilen kiigiik molekiiller
serbest radikal olusumuna sebep olurlar. Omegin; tiyoller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, antibiyotikler flavoproteinler ve tetrahidropridinler gibi.

2. Enzimler ve proteinler: Bazi enzim ve proteinler de katalitik dongiileri esnasinda
serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup,
normalde Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NAD) bagimli dehidrogenaz olarak etki
eder ve herhangi bir radikal olusumuna neden olmaz. Fakat, invivo olarak olusturulan
iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniisiimiine ve siiperoksit
radikalinin olusumuna sebep olur.

3. Mitokondrial elektron transportu.

5. Peroksizomlar.

7. Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon gibi.

8. Gegis metal iyonlar1: Ozellikle demir ve bakir radikal olustururlar [21].

9. Endoplazmik retikulum.

10. Arasidonik asit metabolizmasi.

1.2. Gidalarda Olusan Serbest Radikaller

Hizla gelisen teknoloji giinliik yasantimizi bir hayli kolaylastirmaktadir. Gelisen
teknolojik yOntemler sayesinde daha giivenli ve kaliteli islenmis gida {retimi
saglanmaktadir. Ancak bu iiretim esnasinda serbest radikaller (SR) gibi viicutta zararh
etkiler gosteren bazi istenmeyen bilesikler olusabilmektedir. Gidalarin SR icerigi,
canlilik siirecindeki metabolik faaliyetler sirasinda olusanlara ilave olarak ham
maddenin yanhs sekilde veya yanlis zamanda hasadi, kotii veya asirt isleme, 1s1l islem,
boyut kiigiiltme, oksidasyon, mikrodalga, UV 1sinlari, klorlama, ozonlama ve uygun

olmayan sartlarda uzun siire depolanma gibi islemler sirasinda meydana gelen SR



lerden olusur. Gida isleme tekniklerine bagli olarak, gidalarda bulunan SR miktar1
artmaktadir. Yani islenmis gidanin SR icerigi ham maddeninkinden daha yiiksek

olmaktadir [16,22].

1.3. Serbest Radikallere Karsi Hiicresel Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin
bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar genel olarak antioksidanlar
olarak bilinmektedirler. Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale
getirirler [23].

1. Siipirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve antioksidan molekiiller bu
yolla etki etmektedirler.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak onlarin inaktif
hale getirilmesidir. Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki etmektedir.

3. Zincir reaksiyonlarim1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seriilloplazmin ve agir metaller oksidanlart kendisine baglayarak inaktif hale
getirmektedirler.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasara ugramis biyomolekiilii onararak

patojen etkinin ortadan kaldirilmasi [24].

1.4. Antioksidan Kaynaklari
1.4.1. Dogal Antioksidanlar

1.4.1.1. Tokoferoller

E vitamini; yagda coziinen onemli bir antioksidandir. Ozellikle hiicre
membranini, serbest radikallerden kaynaklanan lipid peroksidasyonundan korumada
biiyiik islev goriir. Dort tokoferol ve dort tokotrienol olmak iizere sekiz molekiiler
formu vardir. a -, B-, y-, 6- tokoferoller antioksidan aktivite i¢in gerekli olan
hidroksil gruplarini icermektedirler. Bunlar arasindan en aktif olan1 a-tokoferoldiir.
Alfa-tokoferol gibi antioksidanlar, serbest radikalleri ve lipid peroksil radikallerini
temizleyerek onlarin viicutta yaptigi hasar1 biiyliik olclide onarirlar. Isiya karsi

olduk¢a dayanikli molekiillerdir. Pek ¢ok gidada eser miktarda da olsa



bulunmaktadirlar. Bunlardan bazilari; bugday, piring, misir, dar1, ¢avdar, marul,
soya, yer fistig1, kabak cekirdegi, badem, susam, ceviz, zeytin yagi, aycicegi yagi,

misirozii yagi, pamuk yagidir.

Sekil 1.1. Alfa-tokoferoliin molekiil yapisi.

1.4.1.2. Fenolik Bilesikler

En az bir aromatik halka ve buna bagl bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren
kimyasal yapilardir. Cok sayida ki hidroksil grubu bilesige potansiyel kelatlama 6zelligi
kazandirir ve boylece zararli bilesenleri yakalayabilir, eksik elektronlarimi doyurabilir
veya reaksiyon zincirini kirabilir. Yaygin kullanilan ismi polifenollerdir. Bitkilerde
fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Biitiin bitkiler metabolizmalarinda
kendilerini zararlilara karsi korumak i¢in ¢ok sayida fenolik madde olusturmaktadirlar.
Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgii buruk veya aci tadini verirler.
Bitkilerin meyve, sebze, dal, tohum, cicek, yaprak ve govdelerinde bulunabilirler.
Giintimiizde bitkilerde 8000’den fazla fenolik bilesigin yaygin olarak bulundugu
bilinmektedir [25]. Polifenollerin yapilar1 cok basitten ¢ok karmasiga degisebilmektedir.
Ornegin fenolik asit basit bir yapiya sahipken, tanin kompleks yapiya sahip olan bir
polimerdir. Polifenollerin sahip olduklart bu cesitlilik aromatik halkalarin yapisal
farkliliklarina, OH gruplarinin sayisina, cesitli karbonhidratlar ve organik asitlerle
yapmis olduklar1 baglardan kaynaklanmaktadir [26].

Meyveler 6zellikle icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal
etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak
degerlendirilmektedirler [27]. Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi acisindan olumlu
etkileri nedeniyle biyoflavonoid adi da verilmektedir. Ayrica gida bileseni olarak
fenolik bilesikler; enzim inhibisyonuna neden olmalar1 ve degisik gidalarda kalite

kontrol olmalar gibi nedenlerle de 6nem tasimaktadirlar [28,29].



1.4.1.2.1. Fenolik Bilesiklerin Kimyasi

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler
olmak iizere iki gruba ayrlirlar. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi ile kimyasal
yapilar arasinda onemli bir iligski vardir. Polifenollerin serbest radikalleri uzaklastirici
etkileri, B halkasindaki orto 4-C pozisyonunda OH gruplarinin varligi, C-halkasindaki
4- oxo ile birlikte C2-C3 arasinda cift bagin olmasi, A ve C halkalarindaki 3-OH ve 5-
OH veya 4’-OH ve 3’-OH gruplarinin varligindan kaynaklandign gozlenmistir [21].
(Sekil 1.2))

Sekil 1.2. Flavonoidlerin genel yapisi

1.4.1.2.2 Fenolik Asitler

Kendi icinde sinnamik asitler ve benzoik asitler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Bunlardan sinnamik asitler Ce-C; yapisina sahiptirler. Bitkilerde en fazla bulunan
sinnamik asit p-kumarik asit, 5-hidroksiferulik asit, kafeik asit, ferulik asit, ve sinapik
asitlerdir (Sekil 1.3). Sinnamik asitler, bitkilerde serbest durumda goriilmeyip genellikle

tartarik asit, kuinik asit ve sikimik asitin esterleri veya seker esterleri halinde bulunurlar.
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Sekil 1.3. Sinnamik asitler: a) p-kumarik asit b) kafeik asit c) ferulik asit d) 5-

hidroksiferulik asit ve e) sinapik asitin molekiil yapist



Benzoik asitler ise, C¢-C; karbon yapisina sahiptirler. En yaygin olanlar p-
hidroksi benzoik asit ve gallik asittir (Sekil 1.4). Renksiz bilesikler olan benzoik asit
tiirevleri, sinnamik asit tiirevlerine oranla daha nadir bulunmaktadirlar.

@) OH
O OH o OH

HO OH OH OCH3;

(a) (b) ()
Sekil 1.4. Benzoik asitler: a) gallik asit b) protokatesik asit ¢) vanilik asit

1.4.1.2.3. Flavonoidler

Flavonoidlerin  karbon iskeleti iki fenil halkasinin propan zinciriyle
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu iceren, difenilpropan yapisindadir.
Yapilarindaki OH gruplan reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikolizitlenir [30].
Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Biiyiik ¢ogunlugu bitkiler
tarafindan iretilir. Bu bilesikler bitkinin biiylime ve gelismesini etkiledikleri gibi,
hastalik etmenlerine karsi savunma sisteminin de bir parcasini olustururlar. Ayrica
farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan antikanserojen Ozelliklerinin oldugu da
bilinmektedir [31].

Flavonoidler bir aromatik A halkasi, bir oksijen iceren heterosiklik orta halka ve bir de
aromatik B halkasindan olusan flavan iskeleti ile taninirlar ve C6-C3-C6 karbon
iskeletine sahip bilesiklerdir. Bitkisel fenollerin en biiyiikk ve en ©nemli grubunu
olusturan flavonidler, eski zamanlardan bu yana kumas boyamasinda kullanilmalar ve
biyokimyasal bitki taksonomisine giriste baslangic olarak kabul edilmeleri nedeniyle
ozel bir ilgi ¢ekmislerdir. Ayrica, peroksil radikallere karsi yiiksek antioksidan

aktiviteye sahiptirler [32]. Bazi flavonoidlerin yapisi sekil 1.5 te goriilmektedir.
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Sekil 1.5. Flavanoidler a) flavon b) flavonol c¢) antosiyanin

1.4.1.2.4. Fenolik Bilesiklerin Riskleri

Meyve ve sebzelerde bulunan bazi vitaminler, mineraller, diyet posalar,
polifenoller ve flavonoidler gibi bir¢cok fitokimyasallar; bazi kanser cesitleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt, beyin hastaliklar1 ve bagisiklik sistemine karsi
koruyucu rol oynayan 6gelerdir [33,34]. Ancak fenolik bilesiklerin olumlu etkilerinin
yam sira, fazla miktarda tiikketimlerinin ise cesitli zararlar1 oldugu ve insan saglig
tizerine bazi riskler tasidigi belirtilmistir. Fenolik bilesiklerin riskleri arasinda,
flavonoidlerin tiroid peroksidaz aktivitesini diisiirerek tiroid hormon fonksiyonlarini
etkiledigi ve guatr olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Ayrica polifenoller, Fe’*
iyonu ile selat olusturdugundan, bagirsaktaki non-heme Fe emilimini etkilemekte ve
bireylerde anemi olusturmaktadir. Bu nedenle ¢ay, kahve, sarap gibi yiiksek polifenol
iceren sivilarin, besin ile tiiketilmemesi tavsiye edilmektedir [35].

Flavonoidlerin giinliik ortalama tiiketiminin, ortalama kisi basina 50 mg’dan 1 g)a

kadar degistigi tahmin edilmektedir.

1.4.1.3. Askorbik Asit

Erime noktas1 189°C ve molekiil agirligi 176 olan, renksiz kristallerden olusan C
vitamini, bir antiskorbiit faktoriidiir. Hem indirgen giicli olan hem de asidik ©zellik

gosteren bir dienol grubu ihtiva eder (sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Askorbik asitin molekiil yapisi

C vitamini bir¢cok hastaliklara kars1 viicut direncini arttirmaktadir. Bitkisel
kokenli gidalarin igerdigi temel vitamindir. Viicut askorbik asiti kendisi sentezleyemez
ve mutlaka disaridan alir. Giinliik C vitamini gereksinimi yetiskinlerde 30-40
miligramdir. En zengin kaynaklari: Taze meyve ve sebzelerdir. Ozelliklede portakal,
mandalina, kusburnu, ¢ilek, muz, seftali, koyu yesil yaprakli sebzeler, patates, domates,

yesil ve kirmiz1 biber bol miktarda askorbik asit ihtiva eder [36].
1.4.1.4. p Karoten

Basta B-karoten olmak iizere, biitiin karoten sinifinin yapist A vitaminine ¢ok
yakin olup karacigerde kolayca bu vitamine cevrildiklerinden, A provitamini olarak
taninmaktadirlar. Suda erimez; alkol, yag ve diger coziiciilerde ¢oziiniirler. Izoprenoit
birimlerden olusan doymamis terpenlerdir. Molekiildeki cifte baglarin hepsi transtir.
Hepsi bitki dokularinda sentezlenir. Dogal fotosentez pigmenti olup yiyeceklerde

sartdan kirmiziya kadar renk tonunu saglarlar.

Karotenlerin a-, B- ve y-karoten olmak iizere ti¢c formu vardir. y-karotende bir halka
acik; o-, B-karotenlerde her iki halka da kapali olup cift bag pozisyonlar: farklidir. Ve
bu yap1 A vitamini aktivitesi i¢in gereklidir. Bu formlar i¢cinde en fazla B-karoten,

provitamin A aktivitesi gostermektedir. (Sekil 1.7)



Sekil 1.7. B karotenin molekiil yapist

1.4.1.4.1. p karotenin kimyasal ve biyolojik fonksiyonlari

VITAMIN A: FROM SOURCE TO DESTINATION

Animal sources Plant sources
Preformed vitamin A Provitamin A carotenoids
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Sekil 1.8. B karotenin metabolizmada izleyebilecegi yollar.
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Sekil 1.8 de de goriildigii gibi B-karoten intestinal mukoza hiicrelerinde vitamin A
sekline doniisiir ve % 90 m retinyl palmitate seklinde karaciger de depolanir.
Karacigerde depolanan A vitamini hi¢ vitamin almayan bir kisiye 5-10 ay kadar

yetebilir.

B karoten pek ¢ok besinde bulunur. Bunlardan hayvansal kaynakli olanlarin bir
kismi; Yumurta, et, siit, balik yagi, peynir, karacigerken, bitkisel kaynakli olanlarin bir
kism1 ise; kayisi, havug, tatli patates, kavun, brokoli, 1spanak, bal kabagi, pembe

greyfurttur.
A vitamini i¢in Onerilen giinliik alim miktar1 yaklasik olarak 12-50 mg’ dir.
1.4.1.4.2. B karoten eksikligi

Eksikliginde enfeksiyon riskinde artig, gece korliigii, Xeroftalmi, keratinizasyon
olusur. Ozellikle cilt ve goz saghg i¢in en 6nemli vitaminlerdendir. Enfeksiyonlardan
korunmada da ©nemli gorev yapar. Immiin sistemlerinin biiyiik oranda zayiflamasi

nedeniyle enfeksiyonlara yakalanma orani artar [38].
1.4.1.4.3. B karoten fazlahg

B karoten sadece viicut ihtiyag duydugunda retinole doniisiir, dolayisiyla
viicudunuz A vitamininde oldugu gibi toksisite riski altinda olmayacaktir [39]. Bazi
belirgin semptomlar sunlardir: Deride kuruluk ve kasinti, bulanik gdrme, sa¢ kaybi, bas

agris1 ve yorgunluk, karaciger hasari, istah kaybi, deride renklenme.
1.4.1.4.4. p karotenin antioksidan 6zelligi ve hastaliklarla iliskisi

Cesitli nedenler ile hiicre igerisinde radikaller meydana gelir ya da disaridan
hiicre icerisine alinabilirler. Bu radikaller eslesmemis elektron iceren saldirgan
molekiillerdir. (LOO.) B-karoten antioksidan oOzelligi ile bu saldirgan eslesmemis
elektrona sahip radikalleri kendisine baglar ve zararsiz bir molekiil olusmasini saglar

[40]. Etkisiz hale getirilmeleri iki basamakl bir reaksiyon dizisi ile gerceklesir [41].

LOOQOe+B-carotene —> LOO-B-carotene®
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LOO--carotenes +LOO* —> LOO-f-carotene-OOR

Yapilan arastirmalar [ karotenin kanser iizerine koruyucu etkisinin oldugunu
gostermistir [42,43]. Amerikan kanser derneginin agiklamasina gore agiz bolgesinde
bulunan kanserlesme odaklari, B karoten alanlarda %53 oraninda azalmaktadir [44].
Yine italya Padua Universitesinde yapilan arastirmaya gore; plazmada ki B karoten
seviyesi arttikca ateroskleroz ve atar damar hastaliklarinda 6nemli derece de azalma
olmustur [45]. Ayrica uzun siireli f karoten kullaniminin hafizayida giiglendirdigi

yapilan ¢alismalarla ispatlanmistir [46].

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayin yontemleri kimyasal anlamda genel olarak iki sinifa
ayrilabilir.
1.Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
2.Elektron transferi reaksiyonuna dayananlar (ET)
HAT reaksiyonuna dayanan analizlerin ¢ogu azo bilesiklerin bozunmasi sonucu olusan
peroksi radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan yarigsmali bir sekilde
giderilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu yontemler sunlardir:
a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi,
c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi,
d) Crocin bleaching deneyleri.
ET temelli analiz yontemleri antioksidan maddenin, indirgendiginde renk degistiren bir
oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Olclimiine dayanmaktadir. Renk degisiminin
derecesi Ornegin antioksidan derisimi ile baglatilandirilir. ET analiz yontemleri
sunlardir:
a) DPPH kullanarak toplam antioksidan 6l¢iim tayini,
b) Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde analizi,
c) Troloks esdegeri antioksidan kapasite dl¢timii yapmak,
d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanmak,

e) Ferrik iyonunu indirgeme antioksidan 6l¢iimii yapmak.
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Bahsedilen tiim bu yontemlerin bir 6rnegin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
kullanilmas1 miimkiindiir. Ancak 6rnekteki antioksidan maddelerin molekiiler cesitliligi
bu yontemlerin arasinda her zaman dogrusal iliski olusmasini engelleyebilir. Bundan
dolay1 tek bir yontem kullanarak bir ornegin antioksidan kapasitesi hakkinda karar

vermek dogru olmayabilir [47].

1.6. DNA Yap1 ve Fonksiyonu

Canli organizmalarin evrensel oOzelligi, fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi i¢in
gerekli olan tiim genetik bilgiyi depolamak, kullanmak ve bir sonraki kusaklara
aktarmaktir. Kugsaklar arasinda genetik bilgi akisim1 saglayan genlerdir. Bazi RNA
virlisleri hari¢ genler daima DNA molekiillerindedir. Bir organizmanin DNA sinda
saklanan genetik bilgi, o organizmanin genomunu olusturur. Bir haploid memeli
genomu 3x10° niikleotid ¢iftinden olusmaktadir. Bu genom 24 farkli kromozom
halinde hiicrenin ¢ekirdeginde bulunmaktadir [48]. DNA; niikleotit olarak adlandirilan
birimlerden olusan bir polimerdir [49]. DNA zinciri 22 ila 26 Angstrdm arasi (2,2-2,6
nanometre) genisliktedir, bir niikleotit birim 3,3 A (0.33 nm) uzunlugundadir. Herbir
birim ¢ok kiiclik olmasina ragmen, DNA polimerleri milyonlarca niikleotitten olusan
muazzam molekiillerdir. Ornegin, en biiyilk insan kromozomu olan 1 numarali

kromozom yaklasik 220 milyon baz ¢ifti uzunlugundadir [50,51].

Timin
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Sekil 1.9. DNA nin kimyasal yapis1
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Sekil 1.9da goriildiigli gibi DNA ipliginin omurgast almagsikli seker ve fosfat
artiklarindan olusur. DNA'da bulunan seker 2-deoksiribozdur, bu bir pentozdur (bes
karbonlu sekerdir). Bitisik iki sekerden birinin 3 numarali karbonu ile 6biiriiniin 5
numarali karbon atomu arasindaki fosfat grubu, bir fosfodiester bagi olusturarak
sekerleri birbirine baglar. Fosfodiester baginin asimetrik olmasi nedeniyle DNA
ipliginin bir yonii vardir. Cifte sarmalda bir iplikteki niikleotitlerin birbirine baglanma
yonii, obiir ipliktekilerin yoniiniin tersidir. DNA ipliklerinin bu diizenine antiparalel
(double helix) denir. DNA ipliklerin asimetrik olan uglar 5 (bes iissil) ve 37 (ii¢ iissii)

olarak adlandirilir, 5' ug bir fosfat grubu, 3' ug ise bir hidroksil grubu tasir.

1.6.1. Oksidatif DNA Hasari

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker
modifikasyonlar, tek ve cift zincir kiriklar, abazik bolgeler, DNA-Protein ¢apraz
baglanmas1 gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol agtigi bilinmektedir.
DNA’da olusan bu oksidatif hasar, mutagenezisin, karsinogenezisin ve yaslanmanin
gostergesidir. Guanin DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline
sahip bir bilesik olup serbest radikallerin etkilerine agiktir. Modifiye bir baz olan 8-
hidroksi-2'-deoxyguanosine, guanin’in 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklart
sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarl bir gostergesidir. Cu™ iyonlar1 DNA’da
G-C’den zengin bolgelerde yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla
maruz kalan baz “Guanin” dir. Bu nedenle en yaygimn olarak Ol¢iilen baz hasar1 “8-
OHdG”dir. 8-OHdG oksidatif DNA baz hasarinin bir “biomarker”t olarak kabul
edilmektedir 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, reaktif oksijen tiirlerinin, DNA’da yaptigi
yaklagik 23 tane oksidatif baz hasar iiriiniinden biridir. GC=AT doniisiimiine neden olup
premutajenik Ozellik gostererek mutasyonlara ve kanser gelisimine sebep olabilir. Bir
cok hastalifin etiyolojisinde 8-hidroksi-2'-deoxyguanosin’in 6nemi arastirilmisg
olmasina ragmen daha arastiritlmasi gereken bir cok hastalik vardir. Ayrica kanserojen
maddelerin etkilerinin arastirilmasinda ve giinliik diyetle alinmasi gereken antioksidan
miktarlarinin  belirlenmesinde kullanilabilir. Oksidatif DNA hasarinin Onemini ve
mekanizmasim anlayabilmek i¢in dogru ve kesin Olc¢iimlerin yapilmasi gereklidir. Bu
amagla, yiiksek basinglh likit kromatografisi, gaz kromatografisi ve immunokimyasal

yontemler gibi farkli analiz teknikleri kullanilmistir [52].
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Sekil 1.10. 8-OHdG Olusum Mekanizmasi

1.7. Beslenmenin insan Saghg Uzerine Etkisi

Beslenme insan hayatinda dogum oOncesine kadar dayanan 6nemli bir siirectir.
Insan metabolizmasi; biiyiime, gelisme, saglikli ve verimli olarak uzun siire yasamak
icin gerekli olan enerjiyi besinlerden saglamaktadir. Viicudun biiyiimesi, yenilenmesi ve
calismasi igin gerekli olan besin dgelerinin her birinin yeterli miktarlarda alinmasi ve
viicutta uygun sekilde kullanilmasi durumu dengeli beslenme olarak aciklanir. Son
zamanlarda dengeli beslenmeyle kronik hastaliklardan korunmak, uzun siire saglikli

yasamak ve geng kalabilmek insanlarin ilgisini ¢cekmektedir. Bu nedenlede beslenme ve
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insan saglig1 arasinda ki iliskiyi inceleyen pek cok arastirma yapilmistir. Yapilan bu
arastirmalari bir cogu gostermistir ki tiim kanser tiirlerinde beslenme yaklasik olarak
%30-40 kadar engelleyicidir. Bol meyve ve sebze tiikketimi kanser riskini diisiirmektedir
[53]. Vitaminlerden B6, B12, folik asit, niacin, vitamin A, vitamin C ve vitamin E'nin
kanserden korunmada etkili olabildiklerini kanitlayan ¢alismalar vardir [54,55].

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis tek elektron
boliimleri icerdiklerinden baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverigine
girebilirler. Bu radikaller ayrica hiicredeki diger molekiillerlede kolayca etkilesime
girerek, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak
tanimlanan oksidatif stresi meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel
metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, cesitli dis etkenler araciligi ile de meydana
gelebilirler ve meydana geldikten sonrada; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi
temel hiicresel bilesenlerde hasara yol agarlar. Olusan bu hasarda pek ¢ok hastaligin
onciisiidiir. Iste bu noktada besinlerle viicuda alman antioksidanlar devreye girebilir.
Dogal kaynakli antioksidanlar tahillarda, baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde ve
sebzelerde bol miktarlarda bulunurlar. Bu kaynaklarda bulunan antioksidanlar;
tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler gibi fenolik bilesikler, alkaloid, klorofil,
protein, amin gibi azotlu bilesikler, polifonksiyonlu organik asitler ve karotenlerdir.
Son zamanlarda dogal kaynakli antioksidanlar yerine sentetik antioksidanlarda
kullanilmaktadir. Ancak yapilan calismalar sentetik antioksidanlarin viicutta yikici
etkisinin oldugunu gostermistir. Ingiltere de yapilan bir ¢alismada; sigara icen veya
asbest soluyan akciger kanseri hastalarinda sentetik  karoten alimimin kanserden
Olimleri azaltmak yerine 6liim oranlarini arttirdigi gozlenmistir [56,57]. Bu nedenlede
dogal antioksidanlara olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Yapilan yaygin calismalar,
bol meyve ve sebze tiiketiminin kanser ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigini
gosterdi [58]. Pek cok fitokimyasal; antioksidatif, antikarsonejik, antimikrobiyal,
antialerjik, anti-HIV, antimutajenik ve antiinflamatuar aktivite gostermektedir [59].
Amerika’da yapilan bir ¢calismada ultraviyole 1sinlara maruz kalmis deride olusan DNA
hasarina kars1 besinlerin koruyucu etkisinin oldugu gozlenmistir [60].

Eser elementler 6zellikle Zn, Se, Mg, Fe ve Cu canlilarda bir¢ok biyolojik olayda rol
oynarlar ve insan saghigl i¢in esansiyel minerallerdir. Mg, hiicre duvart ve
membranlarinin stabilitisinde, baz1 metabolik enzimlerin yapisinda, korneal ve retinal
fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde ©nemli bir elementtir. Bakir ve demir membran

lipitlerinde olusan serbest radikal reaksiyonlarina katilirlar. Bakir, demirin hemoglobin
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yapiminda kullanilmasina yardimci olur ve biyolojik sistemlerde hem antioksidan hem
de prooksidan olarak etki eder. Demir, oksijen tasinmasi ve depolanmasinda Snemli
fonksiyona sahiptir. Cinko (Zn), iki yiizden fazla enzimin yapisinda bulunmakta ve bu
enzimlerin aktivitelerinde onem arz etmektedir [8,61]. Bundan dolay1r da Zn, Se ve Cu
gibi elementler yaslanmadan kansere kadar degisen genis bir spekturumda rol oynayan

serbest radikalleri enzim sistemleriyle tahrip ederler.
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2. KAYNAK OZETi ve KURAMSAL BIiLGIiLER

Yiiksek miktarda antioksidan igerdiklerinden dolay1 diizenli meyve ve sebze
tiikketimiyle pek cok hastaligin 6niine gecilebilmektedir [62]. Ulkemiz sahip oldugu
uygun iklim ve toprak sartlar1 nedeniyle meyvecilik acisindan ¢ok sayida tiir ve cesit
yetistirme sansina sahiptir. Tiirkiye bugiin gerek meyve tiir ve g¢esit sayisi, gerekse
iiretim miktar1 bakimindan diinyanin 6nemli meyve diireticisi iilkeleri arasinda yer
almaktadir. Ulkemiz kayisi, elma, armut, ayva, erik, kiraz, visne, kizilcik, findik, fistik,
badem, ceviz, kestane, zeytin, incir, nar ve liziimiin ana vatamdir [63].

Bu meyve tiirleri arasinda severek tiiketilen meyvelerden birisi de kayisidir.
Kayis1 diinya iizerinde Asya’da Iran, Afganistan ve Tiirkistan’da; Avrupa’da ozellikle
Akdeniz kiyilarinda; Giiney Amerika’da Arjantin ve Sili’de; Afrika ve Avustralya’da;
ABD’de ozellikle Kaliforniya’da genis olciide yetistirilmekte, iilkemizde ise Karadeniz
Bolgesinin ¢ok nemli dogu kisimlart ile Dogu Anadolu’nun kislart siddetli yiiksek
yaylalarin disinda kalan hemen her ilde yetismektedir.

Diinya kayis1 tiretimi yaklasik 2,5 milyon ton olup, Tiirkiye 500 bin ton iiretim ile
diinyada birinci sirada yer almaktadir. Kuru kayis1 dis sattminda Tiirkiye ilk siralarda
yer almakta ve bu pazarin %80'ini elinde tutmaktadir. Ulkemizde, yogun kayisi
yetigtiriciligi basta Malatya olmak iizere, Elaz1g, Erzincan, Sivas, 1ge1 (Mut), Antalya,
Hatay, Kars, Igdir yorelerinde yapilmaktadir.

Kayisi, mevsimlerin birbirinden kesin sinirlarla ayrildigi soguk ve siirekli bir
kis, kurak ilkbahar ve giinesli sicak yaz mevsimine sahip iklim bolgelerinde, daha
kaliteli {iiriin vermektedir. Diisiik nem ve yiiksek sicaklik istemesine karsilik,
sicakliklarin aniden ve fazla yiikselmesi durumunda yaprak ve meyvede giines
yanikli§i, meyvelerin kiiciik kalmasi, cekirdekte catlama ve ciiriime gibi hasarlar
meydana gelebilmektedir. Kayis1 iiretimini olumsuz etkileyen en 6nemli iklim faktorii
ilkbahar gec donlaridir. Cicek ve kiiciik meyve donemlerinde meydana gelen bu donlar,
biiyiik iiriin kayiplarina sebep olmakta ve hatta bazi yillar hi¢ iirtin alinamamaktadir.
Akdeniz ve Ege Bolgeleri disinda etkili olan ilkbahar ge¢ donlarim tamamen 6nlemek
neyazik ki miimkiin degildir. Diinya sofralik kayisi ticaretinin %80’den fazlasi turfanda
olarak yapilmaktadir. Bu durumdan Akdeniz iilkeleri ¢ok iyi yararlanmaktadir. Ispanya,
Yunanistan, Italya, Fransa ve Macaristan kayis1 ihra¢ eden iilkelerdir. Aym iklim
kusagina sahip Tiirkiye’'nin ise taze kayisi dis satimi yok denecek kadar azdir, buna

karsilik Tiirkiye diinya piyasalarinda kurutulmus kayisi disg satimi ile taninmaktadir.
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Tiirkiye’de ilk olarak kayist1 Mersin , Antalya, Hatay ve Adana illerimiz de yetistirilip

piyasaya siiriilmektedir.

Sekil 2.1. Kayis1 meyvesinden bir goriiniim

Kayisinin sistematigine bakacak olursak;

Takim: Rosales

Familya: Rosaceae

Alt Familya: Prunoidae

Cins: Prunus

Alt Cins: Prunophora

Tiir: Prunus armeniaca L.

Son zamanlarda bazi sistematik¢iler Prunus cinsinin birbirine benzemeyen ¢ok sayida
tiir icermesi nedeniyle kayisiy1 Armeniaca cinsine dahil ederek Armeniaca vulgaris
Lam. olarak isimlendirmektedir [63]. Morfolojik 6zellikleri bakimindan kayisi, eriklerle
seftaliler arasinda yer almakta ve bu iki tiirle de hibrit olusturabilmektedir. Prunus cinsi
igerisinde kayis1 olarak ii¢ tiir bilinmektedir. Bunlar P.armeniaca L., P. Mume Sieb ve P.

dasycarpa ehrh’ dir [64].
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2.1. Ulkemizde Yetistirilen Baz1 Onemli Kayisi Cesitleri
2.1.1. Kurutmalik Kayisi Cesitleri

Hacihaliloglu: Malatya’nin en 6nemli kurutmalik kayisi cesididir. Bolgede yaygin
olarak yetistirilmekte ve kayist aga¢ varligimin %70-75’ini olusturmaktadir. Agaglar
yiiksek boylu, dik, dallar1 yayvan, ¢ok kuvvetli ve ¢abuk biiyiir. Kuvvetli ve sulanan
topraklarda hemen hemen her yil iiriin verir. Verimi orta diizeyde olup, meyve dona,
kuraga, monilya ve cil hastaliklarina karsi duyarlidir. Meyveleri orta irilikte, 25-30 g
agirhikta, meyve sekli oval, simetrik, meyve kabuk ve et rengi sari, sert dokulu ve
kirmiz1 yanak olusturma egilimindedir. Meyve kabugu ince, meyvelerin yola dayanimi
iyidir. Bu 6zellikleri nedeniyle son yillarda Hacihaliloglu ¢esidi sofralik kayisi olarak da

i¢c ve dis pazarlara gonderilmektedir.

Kabaasi: Son yillarda Malatya ve cevresinde genis miktarda yetistirilmeye baslanmas,
Malatya'da aga¢ sayist bakimindan Hacihaliloglu cesidinden sonra ikinci sirada
gelmektedir. Agaclan orta biiyiikliikte, dik ve kuvvetli gelisir. Aga¢ verimliligi orta
diizeydedir. Meyve orta irilikte, 30-35 g agirliginda, meyve oval sekilli ve et rengi
saridir.  Cekirdegi tath ve meyve etine yapisik degildir. Temmuz ortasinda olgunlasir.
Agaclar cicek monilyasina hassas olup ¢il hastaligina dayanimi Hacihaliloglu cesidine

gore daha iyidir.

Soganci: Agaclan iri, dik-yayvan sekilli olup, orta derecede verimlidir. Meyveleri 28-
38 g agirhiginda, yuvarlak sekilli olup meyve kabuk ve et rengi saridir. Cekirdek
yuvarlak sekilli, tatlh ve meyve etine yar yapisiktir. Meyveleri parlak ve gosterisli
oldugundan son zamanlarda sofralik olarak tiiketimi artmistir. Temmuz ayinin ikinci

haftas1 olgunlagir.

Cataloglu: Malatya’nin kurutmalik kayisi ¢esitlerindendir. Dik-yayvan goriiniime sahip
Cataloglu cesidinin dallar1 asagi dogru sarkiktir. Agag¢lart verimlidir. Meyvesi orta
irilikte, 25-35 g agirhiginda, oval sekilli, meyve et rengi saridir. Meyvenin giines géren

kisminda kirmiz1 yanak olusturur. Temmuz ayinin ikinci haftasi olgunlagir [65].
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2.1.2. Sofralik Kayisi Cesitler

Hasanbey, Salak (Aprikoz), Sekerpare, Sam, Turfanda [zmir, Tokaloglu, Alyanak,
Ethembey, Karacabey, Mahmudun Erigi, Adilcevaz 5, Iri Bitirgen, Precoce de Tyrinthe,

Precoce de Colomer, Canino, Luizet, Roxana, Ninfa.

Hasanbey: Malatya’nin en 6nemli sofralik kayisi cesididir. Agac sekli yayvan olup
kuvvetli biiyiir. Dallar1 sarkiktir. Agaclarin verimliligi orta diizeydedir. Meyve kalp
seklinde olup iri, 40-55 g agirhigindadir. Meyve eti sert dokulu ve tatlidir. Cekirdek
uzun-oval, tatli ve meyve etine yapisik degildir. Meyvesinin iri, gosterisli ve yola

dayaniminin iyi olmasi nedeniyle biiyiik tiikketim merkezlerine génderilmeye uygundur.

Aprikoz: 13dir ve Kagizman bolgesinin sofralik kayisi ¢esididir. Bu ¢esidin kokeni tam
olarak bilinmemektedir. Ermenistan’da bu ceside Erevani denmektedir. Yayvan tach
fakat cok kuvvetli biiyiiyen agaclar meydana getirir. Meyve sekli eliptiktir. Meyve

oldukea iri olup, ortalama meyve agirligi 50-60 g arasinda degisir.

Sekerpare: Agac sekli yayvan olup, kuvvetli biiyiir. Agaclan yiiksek verimlidir. Meyve
ufak, 25-30 g agirliginda, oval sekilli, meyve kabuk ve et rengi saridir. Meyve tatl, et
dokusu orta sertlikte olup, meyveler belirgin sekilde kirmiz1 yanak olusturur. Meyve
kabugu paslh ve beneklidir. Yuvarlak sekilli, cekirdekleri tatlidir ve meyve etine yapisik
degildir.

Alyanak: izmir’in erkenci sofralik kayis1 cesididir. Agac sekli yayvan olup, kuvvetli
biiylir. Aga¢ verimliligi yiiksektir. Meyveler 30-45 g agirliginda, basik oval sekilli,
meyve et rengi turuncu olup, kuvvetli sekilde kirmizi yanak olusturur. Malatya

sartlarinda Haziran sonu ile Temmuz ayinin birinci haftas1 gibi olgunlagmaya baslar.

Tokaloglu-Erzincan: Erzincan’in sofralik kayis1 cesididir. Agaclan dik sekilli olup,
kuvvetli gelisir. Cekirdekleri tathh ve meyve etine yar1 yapisiktir. Meyveleri Temmuz

ayimnin birinci haftas1 olgunlasmaya baslar.

Tokaloglu-Yalova: Yalova’nin sofralik kayisi ¢esididir. Dik-yayvan sekilli agaclar
kuvvetli gelisir. Agac verimliligi yiiksektir. Meyve yuvarlak sekilli ve 35-50 g
agirhgindadir. Meyve et rengi sart ve meyvelerin yanak olusturma egilimi zayiftir.

Haziran ayinin iiciincii haftasi olgunlasir.
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Tokaloglu-Konya Eregli: Konya’nin sofralik kayisi cesididir. Dik sekilli agaglart orta
kuvvette biiyiir. Aga¢ verimliligi ortadir. Meyve kalp seklinde, karin ¢izgisi belirgin ve
asimetrik olup meyve agirligi 32-40 gram arasindadir. Temmuz aymnin iigiincii haftasi

olgunlagmaya baslamaktadir.

Karacabey: Bursa’nin erkenci sofralik kayisi cesididir. Agaclar1 yayvan sekilli olup,
zayif bilylir. Aga¢ verimliligi yiiksektir. Meyve kalp seklinde, 35-45 g agirliginda,
meyve karin cizgisi belirgin ve simetriktir. Malatya sartlarinda Temmuz baginda

olgunlagr.

Precoce de Tyrinthe: Erkenci bir Yunan ¢esididir. Sofralik bir ¢esit olup, agaglar
kuvvetli ve olduk¢a verimlidir. Meyveleri iri, uzunca sekilli ve oldukc¢a dayaniklidir.

Meyve kabugu acik portakal saris1 ve kirmizi yanaklidir.

Roxana: Agac kuvvetli olup, yayvan biiyiir. Erken meyveye yatar. Soguklama
gereksinimi yiiksektir. Geg cicek acar, soguklara kars1 dayaniklidir. Verim orta-yiiksek
olup, meyve ¢ok iridir (80-120 g). Sulanmasina 6zen gosterilmelidir. Cok giizel kirmizi

renklidir. Meyve eti turuncu, ¢ekirdegi tath ve iridir.

Ninfa: Zayifca gelisen bir aga¢ yapisina sahip, sofralik bir ¢esittir. Verim yiiksek ve
devamhidir. Meyve iriligi orta biiyiikliikte olup P. De Tyrinthe’den 12-15 giin 6nce

olgunlagr.

Cologlu: Malatya nin hem kurutmalik hem de sofralik kayisi gesitidir. Hos kokuya ve
giizel aromaya sahiptir. Agizda giizel bir tat birakir. Cologlu yuvarlak sekilli 25-35 g
agirhginda, karin cizgisi belirgin ve asimetrik iki par¢adan olugmaktadir. Malatya
sartlarinda temmuz ayinin ikinci haftasi olgunlagmaya baglar. Hasat siiresi kisa olup
zamaninda hasat edilmezse fazla dokiim yapar [64]. Sofralik olarak tiiketilmesinin yani

sira regel yapimina ve kabuk olarak kurutulmaya da uygundur.

2.2. Kayisinin Besin Degeri

Kayis1 zengin lif, mineral, vitamin ve antioksidan bilesenleri acisindan insan

beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir [66]. Genellikle meyvelerde lif icerigi diisiiktiir
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ancak kayis1 zengin lif icerigiyle digerlerinden ayrilir. Yapisinda bulunan bol miktarda
ki A vitamini sayesinde goz sagliglr ve pek cok kalp hastaliginin onleyicisidir. Tablo
2.1’ de goriildigii gibi kayisi meyvesi fitokimyasallar, baglica polifenoller ve
karotenoidler bakimindan zengin bir meyvedir [67-69]. In vitro ve in vivo ortamlarda
yapilan caligsmalar gostermistir ki kayisi bu icerigi sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklar
ve pek ¢ok kanser tiiriine kars1 koruyucudur. Kayisida yiiksek miktarda potasyum ve
diisiik sodyum orani olmasi sebebi ile kan basincinin diizenlenmesinde etkilidir.
Boylece yiiksek tansiyonun kontroliinde 6nemlidir. Yine bu 6zelliginden dolay1 kayisi
kalp yetmezligi, bobrek hastaliklar, hepatit siroz tedavisinde olumlu etkilere sahiptir.
Potasyumun bir diger 6zeligi ise sinir sisteminin normal gelismesi, kalp atiglarinin
diizenli olmasi ve viicudun elektrolit dengesi ile beyin hiicrelerinin saghigl ve kas
dokusu icin gerekli oldugudur. Ayrica kayisi kan sekerini regiile edici bir 6zellik tasir
[64].Taze kayisimin rengiyle icerdigi fenolikler arasinda dogru orantili bir iliski
bulunmazken c¢esitiyle icerdigi fenolik bilesikler arasinda onemli farkliliklar oldugu

belirlenmistir [70].

Kayisida temel mineral igerigi olarak magnezyum, demir, fosfor, cinko,

selenyum gibi esansiyel mineraller bulunmaktadir.

Taze kayisinin kimyasal bilesimi incelendiginde 11 ayr ¢esidin ortalama 71
kcal enerji sagladigi, protein ve yag diizeylerinin diisiikk oldugu gozlemlenmistir.
Ortalama olarak % 17 karbonhidrat, %80 nem iceren kayis1 orneklerinin kiil ve seliiloz
degerleri sirastyla %0.65 ve %1.28 olarak bulunmustur [71]. Kayis1 meyvesi yas olarak
tiikketilebildigi gibi kuru olarak da tiiketilebilir. Tablo 2.1° de taze kayisi, kuru kayis1 ve

pestildeki enerji ve besin degerleri verilmistir.
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Tablo 2.1. 100 gr kayisinin enerji ve besin degerleri [64].

Besinler Taze Kayisi Kuru Kayist | Pestil
Su (g) 85.3 25.0 3.5
Enerji (kcal) 51 260 332
Protein(g) 1.0 5.0 5.6
5 Yag(g) 0.2 0.5 1.0
E Karbonhidrat(g) |12.8 66.5 84.6
é Posa(g) 0.6 3.0 2.2
:% Kiil(g) 0.7 3.0 53
Kalsiyum(mg) 16 67 86
Demir(mg) 0.5 5.5 5.3
5 Fosfor(mg) 23 108 130
£ Potasyum(mg) | 281 979 1260
'§ Sodyum(mg) 1 26 33
Vitamin A (IU) |2700 10900 14100
Tiamin(mg) 0.03 0.01 eser
ks Ribofilavin(mg) |0.04 0.16 0.08
g Niasin(mg) 0.6 33 3.6
'g Vitamin C(mg) |10 12 15

Kuru kayisinin beslenme ve saglik agisindan en 6nemli bilesiklerinden birisi de
diyet lifidir. Kuru kayisida bol miktarda diyet lifi bulunur. Diyet lifi sindirim sisteminde
salgilanan enzimler tarafindan hidrolizlenemeyen polisakkarit ve lignin gibi
bilesiklerden olusmaktadir. Diyet lifi kabizlik, irritabl kolon sendromu, apandisit,
hemoroid, dis hastaliklari, sismanlik, seker hastaligi, kroner kalp hastaliklar1 ve kolon
kanseri gibi hastaliklarin olusum riskini azaltmakta, bagirsaklarin diizenli ¢caligsmasini
saglamaktadir [72]. Ayrica kuru kayisi saglikli beslenmede biiyiik 6nem tasiyan seliiloz
acisindan da oldukca zengindir. Kuru kayisi B vitaminleri yoniinden fakir olup bol
miktarda f karoten icermektedir. Yine mineral madde bilesiminin ise ¢cok zengin oldugu
dikkat cekmistir. Diisiik sodyum diizeyine karsin yiiksek oranlarda potasyum

icermektedir. Bu ozelligiyle kuru kayis1 saglikli beslenmede 6nemli yer tutmaktadir.
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100g kuru kayisida 1269 mg potasyum bulunmustur. Ayrica demir diizeyi 3.88
mg/100g, cinko diizeyi 0.61mg/100g , kalsiyum ve magnezyum diizeyleri sirasiyla
22.87 ve 47.08 mg/10g bulunmustur [73].

Malatya ilimizin Tiirkiye'nin en 6nemli kayis1 tiretim merkezi olmas: itibariyle,
kuru kayisi ihracatimizda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir. Tiirkiye yas kayisi iiretiminin
yaklagik % 50'sinden fazlasim1 saglayan bu ilimizde {iretim yogun olarak kuru
kayisiciliga yonelik olup, iiretilen kayisinin % 90 kadarit kurutulmakta ve kurutulan
kayisinin yaklagik % 90-95'i ihra¢ edilmektedir [63]. Bu acidan degerlendirildiginde,
gerek agac sayisi gerekse yas ve kuru kayisi iretim miktarlar ile Malatya ilimiz sadece
iilkemizin degil biitiin diinyanin kayis1 iiretim merkezi konumunda bulunmaktadir.
Malatya’nin  6nemli kurutmalik kayist cesitleri Hacihaliloglu ve Kabaasi olup,
kayisinin % 73’iinii Hacihaliloglu, % 17’sini ise Kabaas1 olugturmaktadir [64]. Tiirkiye,
diinya yas ve kuru kayisi iiretiminde birinci sirada yer almaktadir. . Kuru kayisi, kuru
meyve ihracatimizda, kuru iiziimden sonra ikinci sirada yer alan en onemli geleneksel
ihrag iiriinlerimizden birisidir. Ulkemiz, gerek kayis1 gesitlerinin kalitesi, gerekse sahip
oldugu ekolojik istiinliikkler nedeniyle rakip {iilkelere kiyasla dogal bir rekabet

avantajina sahiptir [74].

(a) (b)
Sekil 2.2. (a) Kiikiirtle kurutulmus kayis1 6rnegi, (b) Giineste kurutulmus kayis1 6rnegi

Ulkemizde ozellikle Malatya ve g¢evresinde bol miktarda yetistirilen kayisi
meyvesinin ekonomik agidan yoremize ve iilkemize katkilarini arttirmanin yollarindan
biride gerek ic¢ ticarette gerekse dis ticarette tamtiminin iyi yapilarak pazar payinin

arttirilmasidir. Bu calismamizda ki ama¢ Malatya ilimizde yetistirilen kayisi
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cesitlerinin farkli ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini ¢esitli testlerle kiyaslayip, en
iyi aktivite gordiigimiiz cesitlerin oksidatif DNA hasar iizerine koruyucu etkilerinin

belirlinmesine ¢aligmaktir.
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3. ARAC GEREC ve YONTEMLER

3.1. Arag Gerecler

Deneylerde, Nuaire — 85°C Ultralow Freezer buzdolabi, ika (RV 05 Basic 1B) Rotari
Evaporator, Heraeus (Fuktion Line) etiiv, Sartorius elektronik terazi, Hana (HI 190M)
magnetik karistirici, Hana (pH 211) pH metre, Wise bath (wisd) su banyosu, Shimadzu
(UV-1601) Spektrofotometre, Heidolph (Reax Top) vorteks, santrifiij cihaz1 (Minstral
1000), Hettich (Universal 32R) santrifiij, Niive NF 800R (santrifiij), Brand
(transferpette) otomatik pipetler, teknik (B8) distile su iiretme cihazi, 3 ml disposable
kiivet (Pharmacia LKB Novaspec II), Whatman filtre kagidi, porselen kroze, parafilm,
eppendorf tube (Biorad), Jel goriintiileme sistemi (Bio Rad Gel Doc XR), elektroforez
cihazi (Biorad) Otoklav cihazi (Hiyarama), blender (Argelik), Chiltern hotplate

magnetic stirrer HS31 (1s1tic1) kullanilda.

3.2. Kimyasallar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler;  pBluescript M13+ plazmid DNA,
(Vivantis), Agarose (Vivantis), Ethidium bromide (Vivantis), Tris-Asetat -EDTA Jel
tamponu (Vivantis), Bromophenol blue (Vivantis), EDTA (Vivantis), B-
Mercaptoethanol (Merck), Iron chloride tetrahydrate (Merck), Sodyum thiosulfate
(Merck), Sulfuric acide (Merck), 2-Deoxy-D-Ribose (Alfa Aesar), Aldrich), Sodium
nitrite (Sigma Aldrich), Sodium carbonate decahydrate (Sigma Aldrich), trolox (Sigma
Aldrich ), a-tokopherol (Sigma Aldrich), Etanol (Sigma Aldrich ) Metanol (Sigma
Aldrich), Etilasetat (Sigma Aldrich ), DPPH (2,2-Diphenyl-1-pirlhydrazyl) (Sigma),
Tween 20 (Sigma), Trikloroasetik asit (Alfa Aesar), Demir (III) kloriir (Merck),
Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel), Hidrojen peroksit (Sigma Aldrich), Linoleik asit
(Sigma), ABTS (2,2’-azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6sulphonic acid) (Fluka),
K3;Fe(CN)g (Fluka), Trans-beta-karoten (Sigma), Kloroform (Merck), Potasyum ferri
siyaniir (Merck), FeSO4 (Merck) temin edilmistir.
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3.3. Kayisilarin Toplanmasi, Depolanmasi ve Ekstraksiyonu

Kayisilar 2 Temmuz 2010 tarihinde Inonii Universitesinin kiiltiir bahcesinden toplandi.

Daha sonra ayni giin hepsi dogranip posetlenerek — 85 °C de depolandi.

1. Metanol Ekstraksiyonu: — 85 °C de muhafaza edilen Grneklerden 200 er gram
almarak 200 ml metanol icinde Waring commercial laboratary blendir ile 6nce diisiik
hizda 10 dakika sonra yiiksek hizda 10 dakika homojenize edildi. Olusan karigim 1 saat
calkalayicida calkalandiktan sonra 8000 rpm de santrifiij edildi. Metanol fazi alindi.
Kalan kisim bir erlene elinarak 100 ml metanol ilave edildi. 2 saat calkalayicida
kanigtirildiktan sonra bir gece 4°C de karanlikta bekletildi. 24 saatten sonra tekrar 8000
rpm de santrifiij edildi metanol faz ayrildi. Tekrar kalintinin iizerine 100 ml metanol
ilave edilerek 8000 rpm de santrifiij edildi. Metanol fazlar birlestirildi. Birlestirilen
metanol fazlarda ki ¢6zgen rotary evaparator ile 40°C de uzaklagtinildi. Her bir rnekten
yaklagik olarak 23 gram kadar ekstrakt elde edildi. Elde edilen ekstrakt siyah cam

siselere konulup 4°C de analizler icin saklandu.

2. Etanol Ekstraksiyonu: — 85 °C de muhafaza edilen 6rneklerden 200 er gram almarak
200 ml etanol icinde Waring commercial laboratary blendir ile 6nce diisiik hizda 10
dakika sonra yiiksek hizda 10 dakika homojenize edildi. Olusan karisim 1 saat
calkalayicida calkalandiktan sonra 8000 rpm de santrifiij edildi. Etanol fazi alindi
Kalan kisim bir erlene elinarak 100 ml metanol ilave edildi. 2 saat calkalayicida
karistirldiktan sonra bir gece 4°C de karanlikta bekletildi. 24 saatten sonra tekrar 8000
rpm de santrifiij edildi etanol faz ayrildi. Tekrar kalintinin tizerine 100 ml etanol ilave
edilerek 8000 rpm de santrifiij edildi. etanol fazlar birlestirildi. Birlestirilen etanol
fazlarda ki ¢6zgen rotary evaparator ile 40°C de uzaklastirildi. Her bir 6rnekten yaklasik
olarak 23 gram kadar ekstrakt elde edildi. Elde edilen ekstrakt siyah cam siselere

konulup 4°C de analizler icin saklandu.
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3.4 Antioksidan Aktivte Tayinleri

3.4.1 DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

Antioksidan aktivite hesaplama yontemlerinin basinda gelenlerinden biri DPPH
serbest radikal yakalama yontemidir. Yontemde DPPH, hidrojen veren gruplara sahip
antioksidan molekiilleriyle etkileserek indirgenir ve boylece absorbansin diismesine
neden olur. Absorbanstaki azalma ne kadar yiiksek olursa radikal yakalama
aktivitesi o kadar yiiksektir [75]. Bu bilesigin metanol ¢ozeltisinin 517 nm’de sahip
oldugu menekse-mor renk, ortamdaki H" donérlerinin konsantrasyonu ve giicii oraninda
kaybolmaktadir.

Diphenyl Picryl Hydrazyl (DPPH) sentetik radikali  kullanilarak yaptigimiz bu
analiz, Yen ve ark,[76]’a gbre ve deney sartlarmmin  gerektirdigi bazi
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. DPPH c¢ozeltisi, her deney icin giinliik
hazirlanmis olup, 0.025 g.L'1 "lik DPPH cozeltisi i¢cin 2,5 mg DPPH radikali 100 ml
metanol icinde c¢oziilmiis ve kullanilincaya kadar agzi1 kapali bir kapta derin
dondurucuda saklanmistir. Spektrofotometre kiivetlerine (3 ml-disposable) 25ul, S0ul,
100ul giinliik hazirlanan stok ¢ozeltiden eklenip metanolle 100ul’ye tamamlanmistir.
Kor numune icin kiivete 100 pl saf metanol konmustur. Boylece 6rneklerin farkli
konsantrasyonlar elde edilmistir. Her bir kiivete 2,4 ml DPPH c¢o6zeltisi pipetlenmis ve
kiivetler birkac kez ters-diiz edildikten sonra karanlik bir yerde, oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Standart olarak o tokoferol ve trolox kullanilmistir. 30
dakika sonra kiivetlerin 517 nm'deki absorbansi saf metanole karsi okunmus, RSG

degerleri agsagidaki formiille hesaplanmistir;

RSG = 1- [A0;30+AK;30] x 100
Ao:30: C)megin 30.dakikadaki absorbansi
Ax.30: Kontroliin 30. dakikadaki absorbansi

3.4.2. p-Karoten bleaching metoduyla antioksidan aktivite dl¢iimii
Antioksidan aktivite Ol¢imii, Moure ve ark.'na [77] gore ve deney sartlarinin

gerektirdigi bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir. 2 mg kristal Trans-beta-

karoten (Sigma), 10 ml kloroform iginde ¢oziilerek stok beta-karoten ¢ozeltisi
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hazirlanmistir. 250 ml' lik yuvarlak tabanli bir balona; 40 ul linoleik asit (Sigma)
ve emiilgator olarak 500 pl tween-20 (Merck) konularak iizerine beta-karoten
cozeltisinden 1 ml konulmus ve hizla karigtinnlarak balon iceriginin homojen bir
sekilde coziinmesi saglanmistir. Kloroform rotary evaporatorde 40° C’de vakum altinda
5 dakikada uzaklastinlmigtir. Balona 100 ml destile su, yavasca konularak ve kuvvetlice
calkalanarak tam bir emiilsiyon olugmasi saglanmistir. Bu emiilsiyon 1siktan ve
havadan etkilenmeyecegi soguk bir yerde kullanilincaya kadar saklanmistir. Deney
tiiplerine giinlitk hazirlanan stok c¢ozeltiden 50ul ilave edildi. Kontrol i¢in saf su
kullanildi. Standart olarak a tokoferol ve trolox kullanildi. Her bir tiipe 2,5 ml B-
karoten emiilsiyonu konulup , tiipler 50° C’de su banyosuna konulmus, 90 dakika
sonunda emiilsiyonlarn 470 nm’de absorbans degerleri Olciilerek antioksidan

aktivite asagidaki formiille hesaplanmistir;

AA=[(Ap.90-Ak:90)/(Ax:0-Ak:90)] x100

Aooo Ornegin 90. Dakikadaki absorbansi
Ax.90 : Kontroliin 90. Dakikadaki absorbansi
Ax.o : Kontroliin 0. Dakikadaki absorbansi

3.4.3. indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii 6l¢iimiinde Hwang ve ark.' min [78] kullandig1 yontem
deney sartlariin gerektirdigi bazi degisklikler yapilarak uygulanmistir.

Cam tiiplere 50ul  maddelerimiz  konularak  saf suyla ile 500ul’ye
tamamlanmis, kontrolde 6rnek yerine saf su kullanilmistir. Her tiipe 1,25 ml 0,2 M
fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 1,25 ml %]1’lik potasyum ferri siyaniir (Sigma) ilave
edilerek karisim su banyosunda 50° C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Su
banyosundan alinan tiiplerin iizerine 1,25 ml %10' luk Trikloro asetik asit (Merck)
eklenip tiipler calkalanmis daha sonra santrifiij cihazinin tiiplerine alinan Ornekler,
3000 dev/dak’da 10 dk santrifiij islemine tabii tutulmustur. Santrifiij sonucu
ayrilan serumdan 1,25 ml alinarak iizerine 1,25 ml destile su ve 0,25 ml %0,1' lik
FeCl;.6H,O (Sigma) ¢ozeltisi ilave edilmis renklenen ¢ozeltinin 700 nm’deki

absorbans1 kore karsi okunmustur. indirgeme giicii absorbansa gore karsilastirilmistir.
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3.4.4. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi Re [79] vd. yaptigi calismaya uygun
olarak yapildi. Nispi  antioksidan kapasitesini ABTS radikalini kullanarak o6lcen
bu metot hidrojen verici ve serbest radikal zincirlerini kiric1 antioksidan maddelerin
aktivitelerini belirlemede etkilidir. Orneklere uygulanan ABTS yontemi sonuglar1 %
radikal yakalama seklinde degerlendirildi. ABTS radikali; potasyum peroksodisiilfat
(6,6 mg) ve ABTS (30 mg)’nin 7,8 mL sulu ¢ozeltisinin oda sicakliginda 12-16 saat
bekletilmesiyle elde edildi.  Elde edilen renkli ¢cozelti etanol ile absorbansi 734
nm’de 0,700+0,020 olacak sekilde seyreltilerek deney icin gerekli ABTS c¢ozeltisi elde
edildi. 3 ml’lik kiivetlere hazirlanan stok ¢ozeltiden 25pl eklenip saf suyla
100pul’ye  tamamlanmistir. K6r numune icin  saf su kullanilmistir. Boylece
orneklerin farkli  konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Standart olarakta a tokoferol ve
trolox kullamilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilere 2,3 ml ABTS radikal
cozeltisi ilave edildikten sonra kore karst 737 nm’de absorbanslar1 oOlgiilerek

antioksidan aktivite (AA) asagidaki formiille hesaplanmistir;

AA = 1- [AO:30+-AK:30] * 100
A0:30: Ornegin 30.dakikadaki absorbansi
AK:30: Kontroliin 30. dakikadaki absorbansi

3.4.5. Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Gidalarin igeriginde bulunan toplam fenolik miktarinin  belirlenmesi,
antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplari hakkinda fikir vermesi agisindan
onemlidir. Toplam fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda genellikle tercih
edilen Folin-Ciocalteu metodu, yonteme adin1 veren reaktif vasitasiyla olusan renk
yogunlugunu gore absorbans Ol¢iimiine dayanmaktadir. Ancak metot ortamda bulunan
ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte ettigi icin gidalarin yapisinda bulunan biitiin
fenolik gruplar1 ortaya cikarir. Bu nedenle spesfik bir metot kabul edilmemektedir.
Ayrica metodun en 6nemli dezavantaji analiz sirasinda ortamda bulunan askorbik
asit gibi indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir [80]. Analiz sonucunda yiiksek
absorbans degeri yiiksek fenolik madde miktarinin gostergesidir. Bitkisel iiriinlerin,

toplam fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda  genellikle  Folin-Ciocalteu
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metodu tercih edilmektedir [75]. 250 ul Folin-Ciocalteu reaktifi ile 250 pl distile su
karnistirildi. Taze hazirlanan stok ornek c¢ozeltilerinden 150 pl ilave edilip karigtirilarak 5
dakika beklendi. Daha sonra 2 ml %2 lik Na,COj; konulup oda sicakliginda 30 dakika
beklendi ve 755 nm de Olciim alindi. Kor olarak saf su standart olarakta gallik asit

kullanildi.

3.4.6. Kiil Tayini

Kiil, gidalarda mineral ve tuz igeriginin bir gostergesidir. Belli bir miktar
numunenin yakilip kiillendirilerek kiil miktarimin saptanmasi ilkesine dayamir. Oncelikle
porselen krozeler sabit tartima getirilir. Daha sonra her bir numuneden 3-5 gram Ornek
krozeye tartilarak konur. 525°C deki kiil firninda agik gri-beyaz renk alincaya kadar

yakildiktan sonra tartilarak kiil miktar1 tespit edilmistir [81].

%Kiil=[(M,-M;)]x100
M, = Yakmadan sonraki kroze + kiil agirlig
M, = Sabit tartima getirilen krozenin agirlig

m = Alinan 6rnek agirhig

3.4.7. Deoksiriboz Yontemi Tayini

Bu deney kiigiik degisikliklerle beraber Halliwell at al. yontemine gore yapildi
[82]. Reaksiyon karisimi; 500 pg/ml olacak sekilde 6rnekler hazirlandi. Daha sonra bu
orneklerden 20, 60,100 pg/ml olacak sekilde farkli konsantrasyonlar elde edildi. 50
mM pH 7.4 potasyum fosfat tamponu i¢inde 10 mM deoksiriboz 50 mM H,0, , 10 mM
FeCls; 1 mM EDTA 10 mM askorbik asit ile 37° C’ de inkiibe edildi, reaksiyona 1 ml
%1’ lik TBA ve 1 ml %2’ lik TCA ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra
tiipler kaynar sicak su banyosunda 15 dk 1sitildi. Tiipler oda sicakligina gelinceye kadar
sogutuldu ve karisimin absorbansi 532 nm’ de kore karsi olciildii. Karigimin absorbans
miktarindaki azalma deoksiribozun oksidasyonunun azaldigim gésterir. % Inhibisyon

asagidaki formiilden hesaplanir.
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% Inhibisyon= (Ac-As)/Ac*100
Ac= Kontroliin absorbansi

As= Ekstaktlarin veya standartlarin varliginda 6l¢iilen absorbans

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes
karbon atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir. Seker
radikalleri bircok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4’
merkezli radikaller parcalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve
degisiklige ugramis seker serbest kalir. Hidroksil radikal yakalama aktivitesinin
Olctimii deoksiriboz metoduyla yapilmaktadir. Bu yonteme gore; diisilk absorbans
degeri; yliksek deoksiriboz pargalanmasinin inhibisyonu anlamina gelmektedir. Yiiksek
oranda reaktif hidroksil, DNA, yaglar ve proteinler iizerinde oksidatif zararlara neden
olabilmektedir. Hidroksil yakalama aktivitesi yiiksek olan {irlinler, OH grubunu
notralize edip hidrojen atomuna doniistiirerek inaktif hale getirdikleri icin 6nemlidir

[75].
3.4.8. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin analizinde sik kullanilan yontemlerden bir tanesi de agaroz
jel elektroforezidir. Molekiillerin sahip olduklar net elektrik yiikleri bu molekiillerin
elektriksel alan icindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi de bu prensibe
dayandirilarak kullamilir. Agaroz, bir kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen
dogrusal bir polisakkarittir (Sekil 3.1). Agaroz sicak suda coziiniir ve sogutuldugu
zaman polimerde karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Bu olusum

geri doniisiimliidiir.

OH GH,0H
0
0
~
OH 0

Sekil 3.1. Agarozun molekiil yapisi

Niikleik asit fragmentlerinin tamimlanmasi, saflastirilmasi, ve ayrilmasi icin sik

kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle cesitli amaglar i¢in izole
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edilen DNA ve RNA’larin tanimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi,
biiyiikliigliniin saptanabilmesi ve Ozellikle genetik miihendisligi teknikleri ile DNA
yapisinda olusturulan degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi
yoniinden agaroz jel elektroforezi teknigi, molekiiler genetik alaninda 6nemli bir
deneysel sistem olusturmaktadir.

Agaroz jelde ornekler yatay pozisyonda, sabit gii¢ ve yondeki elektriksel alanda
yuriitiilmektedir. DNA seker fosfat omurgasindan dolayr negatif yiikliidiir ve bir
elektriksel alana konuldugu zaman bu negatif yiikiinden dolay1 anottan katoda dogru

hareket eder.

Power supply (up to 150 V DC)

DNA sample
well

Migration of DNA

m <o QO Z2 >

MO O 4> O

Conducting buffer solution
-ve electrode +ve electrode

Sekil 3.2. Agaroz jelde DNA nmn go¢ yonil

Agaroz jellerde DNA’nin hareket hizin1; DNA molekiiliiniin biiyiikligii, agaroz
konsantrasyonu, DNA’nin konformasyonu, uygulanan voltaj, baz bilesimi ve sicaklik,
interkalasyon yapan ajanlarin varligi, elektroforez tamponunun bilesimi gibi etmenler
etkiler.

DNA molekiiliiniin biiyiikliigii; Cift zincirli dogrusal DNA molekiillerinin jeldeki hizi,
baz cifti sayisinin logaritmasi ile ters orantilidir. Bilyiik molekiiller, siirtiinmemin biiyiik
olmas1 ve jeldeki porlar arasindan yol bularak ilerlediklerinden dolayr daha yavas

hareket ederler.
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Agaroz konsantrasyonu; Belirli bityiikliikteki dogrusal DNA molekiilii, degisik agaroz
konsantrasyonlarindaki jellerde farkli hizlarda ilerler. DNA’nin elektroforez
hareketliliginin logaritmasi ile jel konsantrasyonu arasinda bir iligki vardir. Dolayisiyla
degisik konsantrasyonlarda jeller kullanilarak farkli boyutlardaki DNA molekiillerini

ayirmak miimkiindiir.

DNA’nin konformasyonu; Plazmid DNA’nin ti¢ formu vardir. i) Supercoiled (siiper
kivrimli cembersel DNA; kirik yok, Form I); ii) open circular (tek zincir kirig1 iceren
cembersel DNA; DNA zincirlerinden birinde kirik var, Form II); iii) linear (dogrusal

DNA, iki zincirde de bir veya birden fazla kirik, Form III) Agaroz Jel Elektroforezinde
bu formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yiik yogunlugu fazla hacmi de diisiik
oldugu icin jelde en hizli hareket eder. Form II'nin yogunlugu daha az oldugu i¢in daha
yavas hareket eder. Form III ise Form I ve Form II'nin arasinda bir hiza sahiptir. Bu

formlar sekil 3.3. te gosterilmistir.

Form I Form II Form III

Form III

Form I

Sekil 3.3. DNA nin farkli formlar

Uygulanan voltaj; Diisiik voltajlarda dogrusal DNA parcalarinin hareket hizlar

uygulanan voltaj ile dogru orantilidir.

Baz bilesimi ve sicaklik; DNA molekiillerinin agaroz jellerdeki davranislari, baz

bilesimlerinden ve jelin yiiriitiildiigii sicaklik derecesinden cok fazla etkilenmez.
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Degisik boylardaki DNA molekiillerinin agaroz jeldeki bagil hareketleri 4-30 °C
arasinda degismez. Jeller genellikle oda sicakliginda yiiriitiiliir.

Interkalasyon yapan ajanlarin varhigi; Agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA’nin
gozlenmesi icin kullanilan floresan karekterdeki Etidyum bromiir dogrusal DNA
molekiillerinin elektroforetik hareketini %15 oraninda azaltir.

Elektroforez tamponunun bilesimi; DNA’nin elektroforetik hareketi elektroforez
tamponunun bilesimi ve iyonik giicii tarafindan etkilenir. Iyonlarin yoklugunda
elektriksel iletkenlik minimum diizeyde oldugu icin DNA’nin hareketi ¢ok yavastir.
Cok yiiksek iyonik giigteki tamponun kullanilmasi halinde elektriksel iletkenlik cok
fazladir ve ¢cok miktarda 1s1 aciga ¢ikar. Bu durumda jel eriyebilir veya DNA denatiire
olabilir. Dogal ¢ift zincirli DNA’lar i¢in degisik tamponlar kullanilabilir. Bunlar
aradsinda EDTA (pH 8.0), pH’s1 7.5-8.5 olan 50 mM konsantrasyondaki Tris-asetat
(TAE), Tris-borat (TBE) ya da Tris-fosfat tamponlar1 sayilabilir. Elektroforez
tamponlar1 genellikle konsantre cozeltiler halinde hazirlanir ve oda sicakliginda

saklanirlar.

Tablo 3.1 Siklikla kullanilan elektroforez tamponlart.

Tampon Calisilan ¢ozelti Konsantre stok ¢ozelti (litrede)
1x: 0.04 M Tris-asetat ~ 50x: 242 g trizma base
Tris-asetat 0.001 M EDTA 57.1 mL Glasiyel asetik asit
(TAE) . .1 mL Glasiyel asetik asi
100 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1x: 0.09 M tris-fosfat 50x: 540 g trizma base
Tris-fosfat o
(TBE) 0.002 M EDTA 77.5 mL %85 fosforik asit (1.679 g/mL)
40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1x: 0.09 M tris-borat 50x: 540 g trizma base
Tris-borat 0.002 M EDTA 55 g borik asit
(TBE) . g borik asi

40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Biz deneyimizde tampon olarak TAE tamponunu kullandik.
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Deney icin gerekli malzemeler;

Mikropipet ve pipet ucu (1-20 pL)

Otoklav band1

Elektroforez aygiti

Gii¢ kaynagi

Agaroz

Elektroforez tamponu (TAE 50x stok pH 8.0: 242 g trizma base, 57.1 mL
Glasiyel asetik asit, 100 mL 0.5 M EDTA son hacim 1000 ml olacak sekilde su

AU

ilave edilir.)

7. Etidyum Bromiir (10 mg/mL)

8. Yiikleme tamponu [Bromfenol blue (BFB) 6x stok: % 0.25 bromfenol mavisi,
%40 (w/v) sukroz(su igerisinde)

9. Plazmid DNA 6rnekleri

DENEYIN YAPILISI

Bu deneyde TENS (Tris-EDTA-NaCl-SDS) yontemi ile saflastirilan pBluescript M 13+

plazmid DNA’s1 agaroz jelde yiiriitiilecektir.

Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

1. Elektroforez aygit1 ile saglanan plastik tepsinin kenarlar1 otoklav bandi ile sarilarak
bir kalip olusturulur ve plaka yatay konumda, diizgiin bir yere yerlestirilir. Jelin
tagsmamasi icin bandin sikilastirilmasina 6zen gosterilmelidir.

2. Agaroz (1 g), 250 mL’lik bir erlen igerisinde bulunan 100 mL Tris asetat tamponuna
(40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) ilave edilir ve erlen agaroz eriyene kadar

kaynar su banyosunda ya da mikrodalga firinda tutulur. ( Agaroz taneciklerinin

miimkiin olan en kisa siirede erimesi saglanmalidir.)

3. Agaroz ¢ozeltisi 60 °C’ye kadar sogutulur. Daha sonra 1.5 pl etidyum bromiir (10

mg/mL) ilave edilir ve karistirilir.
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4. Cozelti kenarlar otoklav bandi ile sarilmig ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya

dokiiliir. Dokiiliirken hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir.

5. Jel donmasi i¢in oda sicakliginda 40-45 dakika bekletilir. Jel donduktan sonra tarak

ve otoklav bandi dikkatle cikarilir. Etidyum bromiir kuvvetli bir mutajen ve toksik

oldugundan dikkatle ve eldivenle caligilmalidir.

Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiillmesi

1.

w

Total hacim 10 pl olacak sekilde 6rneklerden ve tampondan ependorf tiiplere ilave
edilir. Jelin kuyucuklar elektroforez tamponu ile doldurulur ve hazirlanan DNA
ornekleri uygun bir pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yiiklenir.

Jel elektroforez tankina yerlestirilir ve tank maksimuma kadar Tris asetat tomponu
(40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) ile doldurulur. Tankin kapag: kapatilir ve
elektrik baglantilar1 yapilir. DNA katottan (siyah uctan) anoda (kirmizi uca) dogru
hareket eder. Elektroforez 40V’ta 500 mA akim uygulanarak 180 dakika siireyle
yiiriitiiliir.

Elektrik akimi kesilir, tel baglantilar ve kapak ¢ikarilir.

Jel yiikleme tamponlari ii¢c amag icin kullamlirlar: i) Ornegin yogunlugunu arttirarak
DNA’nin kuyucuga diizgiin olarak yiiklenmesini saglarlar, ii) Ornegi renklendirerek
yiikleme islemini basitlestirirler, iii) Elektriksel alanda anoda dogru hareket ederler.

Jel yiikleme tamponlar1 genellikle 6x konsantre ¢ozeltiler halinde hazirlanirlar.

Fotograf Cekimi

Jellerin fotografin1 ¢ekmek icin jeli, alttan ya da iistten aydinlatan ultraviyole 151k

kaynag kullanilir.

Bu deneyde fotograflar Bio Rad Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢cekilecektir.

Deney oncesinde 6n hazirlik amach optimizasyon deneyi yapilmistir.
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OPTIiMiZASYON DENEYININ YAPILISI

Kuyucuklara sirasiyla asagidaki gibi yiikkleme yapildi.

1. DNA

2. DNA + H,0,

3.DNA + UV (3 dakika)

4. DNA + H,0, + UV (3 dakika)

5. DNA + UV (5 dakika)

6. DNA + H,0O, + UV (§ dakika)

7. DNA + UV (7 dakika)

8. DNA + H,0, + UV (7 dakika)

9. DNA + UV (10 dakika)

10.DNA + H,0; + UV (10 dakika)

11. DNA + 6rnek + UV (5 dakika) (6rnek = 300pg/ml sekerpare etanol ekstrakti)
12.DNA + H,0, + UV (5 dakika) + 6rnek

(6rnek = 300ug/ml sekerpare etanol ekstrakti)

13. DNA + 6rnek + UV (5 dakika) (6rnek = 300pg/ml kabaasi etanol ekstrakti)
14. DNA + H,0O, + UV (5 dakika) + 6rnek

(6rnek = 300pg/ml kabaas1 etanol ekstrakti)

Bu deneyden yola ¢ikarak 6rneklerin hangi derigim araliklarinin ¢alisilmasi gerektigine
ve kacar dakika UV 1s181ina maruz birakmak gerektigine karar verilecektir. Deneyde UV
ile gosterilen tiiplerin hepsi yatay konumda ve aym acida olacak sekilde yanlarinda
belirtilen dakikalar boyunca UV 1s18ina maruz birakilarak ortamda bulunan H202’ nin
hidroksil radikaline parcalanarak plasmid DNA da hasar olusturmasi ve kayisi

ekstraktlarinin koruyucu 6zelliginin ortaya ¢ikmasi saglandi.

DNA ‘da Oksidatif Hasar Olusturma ve Kayis1 Ekstraktlarinin Koruyucu

Ozelliginin Gozlenmesi icin Deneyin Yapilis1 :

1. DNA

2. DNA + H,0,
3.DNA + UV

4. DNA + H,0, + UV
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5. DNA + sekerpare etanol ekstrakti (SEE) 500 pg/ml + UV
6. DNA + SEE 250 pg/ml + H,O, + UV

7. DNA + SEE 500 pg/ml + H,O, + UV

8. DNA + SEE 1000 pg/ml + H,O, + UV

9. DNA + SEE 1500 pg/ml + H,O, + UV

10. DNA + SEE 2000 pg/ml + H,O, + UV

11. DNA + kabaasi etanol ekstrakt1 (KEE) 500 pg/ml + UV
12. DNA + KEE 250 pg/ml + H,O, + UV

13. DNA + KEE 500 pg/ml + H,O, + UV

14. DNA + KEE 1000 pg/ml + H,O, + UV

15. DNA + KEE 1500 pg/ml + H,O, + UV

16. DNA + KEE 2000 pg/ml + H,O, + UV

16 tane kiiciik ependorf tiiplere, 4 pl 7,14 mmol fosfat tamponu, 3 pul DNA, 2 pl
yukarida belirtilen derisimlerde 6rnek, 1 pul H,O, olacak sekilde ilave edildi. Yine
optimizasyon deneyinde oldugu gibi burada da UV ile gosterilen tiiplerin hepsi yatay
konumda ve aym agida olacak sekilde yanlarinda 3 dakika boyunca UV 1s1gina maruz
birakilarak ortamda bulunan H>O, nin hidroksil radikaline parcalanarak plasmid DNA
da hasar olusturmasi ve kayisi ekstraktlarinin koruyucu o6zelliginin ortaya ¢ikmasi

saglandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini Sonuclari

100+

DPPH % Radikal stipiirme giic

Sekil 4.1. Kayis1 6rneklerinin metanol ekstraktlart ile askorbik asit ve a tokoferolun
DPPH radikal siiptirme giicii karsilastirilmali grafigi. Her veri ti¢ bagimsiz tekrarin

ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar ifade etmektedir.

Metanol ekstrakti kayis1 Orneklerinin derisimi 200 pg/ml iken standart olarak
kullanilan askorbik asit ve a-tokoferoliin derisimi 5 pg/ml ~ dir. Bu durumu gz niine
alarak baktigimizda en yiiksek aktiviteyi standartlardan askorbik asit sonra a- tokoferol
gosteririken, orneklerden ise en yiiksek aktiviteyi ¢ologlu gostermistir. Sekerpare ve

Hacihaliloglu arasinda anlamli bir fark yokken kabaasi digerlerine gore diisiik cikmustir.
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DPPH % Radikal stipiirme glict

Sekil 4.2. Kayis1 orneklerinin etanol ekstraktlar1 ile askorbik asit ve a-tokoferoliin
DPPH radikal siiptirme giicii karsilastirilmali grafigi. Her veri ti¢ bagimsiz tekrarin

ortalamast olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 ifade etmektedir.

Etanol ekstrakti kayis1 orneklerinin derisimi 200 pg/ml iken standart olarak
kullanilan askorbik asit ve a-tokoferoliin derisimi 5 pg/ml ~ dir. Bu durumu gz niine
alarak baktigimizda en yiiksek aktiviteyi standartlardan askorbik asit sonra a- tokoferol
gosteririken, Orneklerden ise en yiiksek aktiviteyi ¢ologlu ve sekerpare gostermistir.
Hacihaliloglu ve Soganci birbirlerine yakin aktivite gosterirken kabaasi yine diisiik

aktivite gétermistir.
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4.2. p-Karoten Bleaching Metoduyla Antioksidan Aktivite Olciimii Sonuclari

Analizde kayis1 6rneklerinin metanol ekstraktlarindan 200 pg/ml kullanildi.
Standart olarak ise a-tokoferoliin 1000 ppm’lik ¢ozeltisinden troloxun ise 100 ppm’lik
cozeltisinden kullanildi. Grafige bakilirsa 6rnekler birbirine yakin aktivite gdstermistir.

En iyi aktivite ise standartlardan troloxda daha sonra ise a- tokoferolde gozlenmistir.

%inhibisyon

T T T I I T I I

Sekil 4.3. Kayis1 orneklerinin metanol ekstraktlarinin ve standart olarakta a- tokoferol
ve troloxun [} karoten beyazlatma % inhibisyonlarinin antioksidan aktivite ol¢iimlerinin

karsilagtirmali siitun grafigi.
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Sekil 4.4. Kayis1 6rneklerinin etanol ekstraktlarinin ve standart olarakta a- tokoferol ve
troloxun [ karoten beyazlatma % inhibisyonlarmin antioksidan aktivite ol¢iimlerinin

karsilagtirmali siitun grafigi.

Analizde kayis1 Orneklerinin etanol ekstraktlari icin hazirlanan stok c¢ozeltiden
(200 pg/ml) kullanildi. Standart olarak ise a-tokoferoliin 1000 ppm’lik ¢bzeltisinden,
troloxun ise 100 ppm’lik ¢ozeltisinden kullanildi. Grafige bakilirsa ornekler birbirine
yakin aktivite gostermistir.  En iyi aktivite ise standartlardan troloxda daha sonra ise
o- tokoferolde gozlenmistir. Metanol ve etanol ekstraktlarini karsilastiricak olursak ise

etanol ekstraktlarinda metanole oranla ¢ok daha yiiksek aktivite gozlenmistir.
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4.3 indirgeme Giicii Tayini Sonuclari

Absorbans

Sekil 4.5. Kayis1 drneklerinin metanol ekstraktlarinin indirgeme giicii antioksidan analiz
sonuclarinin karsilastirmali grafigi. Her veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata

cubuklan standart hatalan ifade etmektedir.

Analizde diigiik absorbans yiiksek aktiviteye isaret etmektedir. Bu anlamda
grafik incelendiginde en iyi aktivite metanol ekstraktlarindan Sekerparede ve onu takip

eden Kabaasida gozlenmistir. Onlar1 Hacihaliloglu, Cologlu ve Soganci takip etmistir.
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Sekil 4.6. Kayis1 orneklerinin etanol ekstraktlarinin indirgeme giicli antioksidan analiz

sonuclarinin karsilastirmali grafigi. Her veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata

cubuklari standart hatalar ifade etmektedir.

Analizde diisiik absorbans yiiksek aktiviteye isaret etmektedir. Bu anlamda
grafik incelendiginde en iyi aktivite etanol ekstraktlarindan Kabaasida gozlenmistir.
Onu Cologlu, Soganci, Hacihaliloglu ve Sekerpare takip etmistir. Metanol ve etanol
ekstraktlarimi kiyashiyacak olursak yine etanol ekstaktlarinda daha yiiksek aktivite

gbzlenmistir.
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4.4 ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclari

100-

%inhibisyon

Sekil 4.7. Kayist orneklerinin metanol ekstraktlarinin ve standartlardan trolox ile a-
tokoferoliin ABTS siipiirme giicli karsilastirmali siitun grafigi. Her veri li¢ bagimsiz

tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar standart hatalar1 ifade etmektedir.

Analiz icin hazirlanan 6rneklerin metanol ekstraktlarimin stok c¢ozeltilerinden
(250pg/ml) alindi. Standartlardan a tokoferoliin 1000 ppm’lik, troloxun ise 100 ppm’lik
cozeltilerinden kullanildi.

Grafikte en yiiksek aktivite standartlardan troloxda, sonra a-tokoferolde
gozlenmistir. Orneklerde ise en yiiksek aktivite sirasiyla; Sekerpare, Cologlu, Soganct,

Hacihaliloglu ve Kabaasida gézlenmistir.
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%inhibisyon

Sekil 4.8. Kayis1 orneklerinin etanol ekstraktlarinin ve standartlardan trolox ile a-
tokoferoliin ABTS siipiirme giicti karsilagtirmali siitun grafigi. Her veri ti¢ bagimsiz

tekrarin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar1 ifade etmektedir.

Analiz i¢in hazirlanan Orneklerin etanol ekstraktlarinin stok c¢ozeltilerinden
(250pg/ml) alindi. Standartlardan a tokoferoliin 1000 ppm’lik, troloxun ise 100 ppm’lik
cozeltilerinden kullanildi.

Grafikte en yiiksek aktivite standartlardan troloxda, sonra o-tokoferolde
gozlenmistir. Orneklerde ise en yiiksek aktivite sirasiyla; Sekerpare, Cologlu,
Hacihaliloglu, Soganci ve Kabaasida gozlenmistir. Bu analizde de digerlerinde oldugu

gibi etanol ekstraktlarinda daha yiiksek aktivite gdzlenmistir.
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4.5 Toplam Fenolik Bilesik Tayini Sonuclari
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Sekil 4.9. Kayis1 orneklerinin metanol ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin
miktarinin gallik asite gore karsilastirilmasi grafigi. Her veri ii¢ bagimsiz tekrarin

ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 ifade etmektedir.

Grafikte en yiiksek degeri metanol ekstraktlarindan 22,196 mg GAE/ 100 g yas
kayis1 ile Sekerpare gostermistir. Onu, Kabaas1 13,778 mg GAE/ 100 g yas kayisi,
Cologlu 12,455 mg GAE/ 100 g yas kayisi, Hacihaliloglu 12,373 mg GAE/ 100 g yas
kayisi, Soganct mg GAE/ 100 g yas kayisi, 6rnekleri izlemistir.
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Sekil 4.10. Kayis1 oOrneklerinin etanol ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin
miktarinin gallik asite gore karsilastirllmasi grafigi. Her veri ii¢ bagimsiz tekrarin

ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 ifade etmektedir.

Grafikte en yiiksek degeri etanol ekstraktlarindan 14,492 mg GAE/ 100 g yas
kayis1 ile Kabaas1 gostermistir. Onu, Hacihaliloglu 12,266 mg GAE/ 100 g yas kayisi,
Sekerpare 10,659 mg GAE/ 100 g yas kayisi, Soganci 6,865 mg GAE/ 100 g yas kayis1
ve Cologlu 5,158 mg GAE/ 100 g yas kayis1 6rnekleri izlemistir.
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4.6 Kiil Tayini Sonuclari

% kil miktari

Sekil 4.11. Kayis1 oOrneklerinin metanol ekstraktlarinin = % kiill miktarlarinin

karsilastirilmali grafigi.

Grafige baktigimizda en yiiksek kuru madde miktar1 metanol ekstraktlarindan %
14,15 ile Sekerparede goézlenmistir. Onu, Soganci % 13,17, Cologlu %12,82,
Hacihaliloglu %10,68 ve Kabaasi %8,16 takip etmistir.
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%kl miktari

Sekil 4.12. Kayis1 Orneklerinin etanol ekstraktlarnin % kil miktarlarinin

karsilastirilmali grafigi.

Grafikte en yiiksek kuru madde miktar1 etanol ektraktlarindan %14,30 degeri ile
Cologlunda gozlenmistir. Onu, %14,10 ile Kabaasi, %13,06 ile Sekerpare, %12,32 ile
Soganci, %12,18 ile Hacihaliloglu izlemistir. Etanol eskstraktinda kuru madde

miktarlari tiim 6rneklerde birbirine yakin ¢ikmustir.
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4.7 Deoksiriboz Yontemi Tayini Sonuclari

Analizde her bir kayis1 6rneginin metanol ekstraktindan 20 pg/ml, 60 pg/ml ve 100
pg/ml alinarak deoksiriboz % siipiirme giicline bakilmistir. Ve goriilmiistiir ki belli bir
noktaya kadar derigimin artmasi aktiviteyi arttirmistir. En yiiksek aktivite Sekerpare ve

Kabaasida goriilmiistiir. Onlar sirasiyla Cologlu, Soganci ve Hacihaliloglu izlemistir.

100+

Radikal
Siipiirme %inhibisyon

Deoksiriboz Yontemi OH
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Sekil 4.13. Kayis1 orneklerinin metanol ekstraktlarinin deoksiriboz yontemi ile OH -
radikal temizleme giicii antioksidan aktivite olciimii karsilagtirmali grafigi. Her veri ii¢

bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.14. Kayis1 orneklerinin etanol ekstraktlarinin deoksiriboz yontemi ile OH -
radikal temizleme giicii antioksidan aktivite olciimii karsilagtirmali grafigi. Her veri ii¢

bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar ifade etmektedir.

Analizde her bir kayis1 6rneginin etanol ekstraktindan 20 pg/ml, 60 pg/ml ve
100 pg/ml alinarak deoksiriboz % siipiirme giiciine bakilmistir. Ve goriilmiustiir ki belli
bir noktaya kadar derisimin artmas1 aktiviteyi arttirmistir. Ortalama olarak bakildiginda
en yiiksek aktivite Sekerpare ve Kabaasida, onlar1 Soganci, Hacihaliloglu ve Cologlu

izlemistir.
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4.8. DNA ‘da Oksidatif Hasar Olusturma ve Kayis1 Ekstraktlarimin Koruyucu

Ozelliginin Gozlenmesi Sonuclar:

4.8.1 Optimizasyon Deneyinin Sonucu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Form II
Form III
Form I
+ + + + + + + + + + DNA
- + - + - + + + + + H,0;
- - 3dk  3dk Sdk  Sdk 7dk  7dk 10dk 10dk UV

Sekil 4.15. Supercoiled DNA’nin H,O, fotolizi sonucu olusan ‘OH ile kesiminin agaroz

jel elektroforezi goriintiisii.

Her kuyucuk 200 ng DNA (31.53nM) ve 50 mmol/L H,O; icgerir. Elektroforez,
etidyum bromiir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz jelde, 3 saat 40 V 500 mA akim
uygulanarak gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM Tris asetat, 1 mM
EDTA, pH 8.2). Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA).
goriintiileme sistemi ile ¢ekildi.

Bu deneyin amaci DNA’da en iyi kesimin UV ile ka¢ dakika etkilesim sonucu
olustuguna karar vermektir. Kesim sonucu supercoiled form, lineer ve open circular
forma doniistii. Bu doniisiimiin en iyi UV ile 3 dakika etkilesim sonucu olduguna karar

verildi.
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Form II
Form III

Form I

Sekil 4.16. Sekerpare etanol ekstrakti igin jel goriintiisii

Her kuyucuk 200 ng DNA (31.53nM) ve 50 mmol/L. H,O, icerir. Kuyucuk 1;
kontrol DNA, Kuyucuk 2; DNA+H,0; (2.5mM), Kuyucuk 3; DNA+UV, Kuyucuk 4;
DNA+H,0; (2.5mM)+UV, Kuyucuk 5; DNA+Ornek (1,0 mg/mL)+UV, Kuyucuk 6;
DNA+Ornek (0,5 mg/mL)+H,O, (2.5mM)+UV, Kuyucuk 7; DNA+ Ornek (1
mg/mL)+H,O, (2.5mM)+UV, Kuyucuk 8§; DNA+0mek(l,5 pg/mL)+H,0,
(2.5mM)+UV, Kuyucuk 9; DNA+ Ornek (2,0 mg/mL)+H,0, (2.5mM)+UV, Kuyucuk
10; DNA+ Ornek (2,5 mg/mL)+H,0, (2.5mM)+UV ile yiikklenmistir.

Farkl1 konsantrasyonlardaki sekerpare etanol ekstraktlarmin supercoiled DNA’y1
H,0, fotolizi sonucu olusan ‘OH’ne kars1 koruyucu etkileri Agaroz Jel Elektroforezi ile
incelendi. Elektroforez, etidyum bromiir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz jelde, 3 saat
40 V 500 mA akim uygulanarak gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM
Tris asetat, | mM EDTA, pH 8.2). Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad,
Hercules, CA, USA) goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalari Quantity

One programiyla (4.5.2 versiyonu, BioRad Co.) hesaplandi.

Ayrica %inhibisyon degerleri asagidaki formiile gére hesaplandi;

% 1 =1-[(Sk+m — Sc) / (Sk — Sc) ]
Sk+m = DNA’nin kesimini 6nleyen madde ile etkilestirilmesinden sonra geriye kalan
supercoiled formun yiizdesi

Sc = Kontrol DNA’nin supercoiled formunun yiizdesi
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Sk = DNA’nin kesimi 6nleyen madde disindaki reaksiyon karigimiyla etkilestirilmesi

sonucu geriye kalan supercoiled formun yiizdesi
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Sekil 4.17. DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve Sekerpare etanol ekstraktlarinin

koruyucu 6zelliginin gézlenmesi sonuclar grafigi.
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Form I

Sekil 4.18. Kabaasi etanol ekstrakti icin jel goriintiisii

Her kuyucuk 200 ng DNA (31.53nM) ve 50 mmol/L H,O; icerir. Kuyucuk 1; kontrol
DNA, Kuyucuk 2; DNA+H,0O, (2.5mM), Kuyucuk 3; DNA+UV, Kuyucuk 4;
DNA-+H;0; (2.5mM)+UV, Kuyucuk 5; DNA+Ornek (1,0 mg/mL)+UV, Kuyucuk 6;
DNA+Ornek (0,5 mg/mL)+H,0, (2.5mM)+UV, Kuyucuk 7; DNA+ Omek (1
mg/mL)+H,O, (2.5mM)+UV, Kuyucuk 8§; DNA+Ornek(1,5 pg/mL)+H,0,
(2.5mM)+UV, Kuyucuk 9; DNA+ Ornek (2,0 mg/mL)+H,0, (2.5mM)+UV, Kuyucuk
10; DNA+ Ornek (2,5 mg/mL)+H,0; (2.5mM)+UV ile yiikklenmistir.

Farkl1 konsantrasyonlardaki kabaasi etanol ekstraktlarinin supercoiled DNA’y1 H,O,
fotolizi sonucu olusan ‘OH’ne karst koruyucu etkileri Agaroz Jel Elektroforezi ile
incelendi. Elektroforez, etidyum bromiir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz jelde, 3 saat
40 V 500 mA akim uygulanarak gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM
Tris asetat, | mM EDTA, pH 8.2). Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad,
Hercules, CA, USA). goriintilleme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalari

Quantity One programiyla (4.5.2 versiyonu, BioRad Co.) hesaplandi.

Ayrica %inhibisyon degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

9% 1=1-[(Sk+m — Sc) / (Sk - Sc) ]

Sk+m = DNA’nin kesimini 6nleyen madde ile etkilestirilmesinden sonra geriye kalan
supercoiled formun yiizdesi

Sc = Kontrol DNA’nin supercoiled formunun yiizdesi

Sk = DNA’nin kesimi 6nleyen madde disindaki reaksiyon karisimiyla etkilestirilmesi

sonucu geriye kalan supercoiled formun yiizdesi
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DNA hasar i¢in yapilan bu iki jel elektroforezi deneyini yorumlayacak olursak;

Sekerpare ve Kabaasi1 ekstraktlarinin DNA’y1 serbest radikallerden koruma etkisi DNA

Agaroz Jel Elektroforeziyle incelendi. Sekil 4.16 ve Sekil 4.18 H,0O, fotolizinden sonra

ekstraktlar varliginda (0,5-2,5 mg/mL) ve yoklugunda elektroforetik alanda yiiriiyiisiinii

gostermektedir. pBluescript M13+plazmid DNA agaroz jelde cift bant gosterdi.

(1.kuyucuk). Hizli yiiriiyen bant supercoiled DNA ve yavas yiiriiyen open circular

DNA’dir. DNA’nin H,O, varlifinda UV ile etkilestilmesi (4.kuyucuk) ile supercoiled

DNA’da kesimi meydana geldi ve supercoiled formun tamami, liner ve opencircular

forma dontistii. Sekerpare ve kabaasi ekstraktlarinin (kuyucuk 6-10) OH radikalleri

sonucu olusan DNA kesimini engelledigi gozlendi. Sekerpare ve kabaasi ekstraktlarinin

kesim onleme aktivitesi sirasiyla (2,5 mg/mL) % 11,16 ve 27,94 olarak elde edildi.

% inhibisyon degerleri
(mg/ml) 0,5 L0 1,5 20 25

Sekerpare 0 1,81 2,37 5,71 11,16
Kabaas1 0 0 5,71 27,33 27,94
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5. SONUC VE TARTISMA

Ulkemizde 6zellikle Malatya ve gevresinde bol miktarda yetistirilen bir meyve
olan kayisinin, gerek iilkemize ve gerekse ilimize ekonomik ag¢idan yararliligim
arttirmanin bir yolu da kayis1 meyvesinin antioksidan iceriginin iyi bilinmesi; fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal 6zelliklerinin arastirilmasidir.

Bu caligmayla, kayisi tiiriiniin bes cesidinin metanol ve etanol ekstraktlarinin
radikal siipiirme aktivitesinin incelenmesine ve bunlarin oksidatif DNA hasan iizerine
koruyucu etkilerinin belirlenmesine calisilmistir.

Yapilan analizlerden; gerek indirgeme giicii analizinde gerekse [ karoten
beyazlatma yonteminde, ekstraksiyon esnasinda kullanilan ¢dzgen sisteminin Gnemi
acik¢a goriilmiistiir. Bu iki analiz icin elde edilen sonuclarda, etanol ekstraktinda daha
yiiksek antioksidan aktivite gozlenmistir. Son yillarda yapilan calismalarda o6zellikle
ardisik ¢cozgen isteminin 6nemi iizerinde durulmaktadir [84].

Yine son zamanlarda depolama siirecinin meyvelerin antioksidan o6zellikleri
lizerine etkisinin olup olmadigi merak uyandirmaktadir. italya da yapilan bir ¢alismada
depolama kosullarinin kayisinin antioksidan ozellikleri {izerine etkisi bulunmamistir
[85]. Aym1 zamanda Aydin’da kuru kayisinin cesit ve saklama yontemine baglh olarak
antioksidan ozellikleri arastirilmis; Hacihaliloglu cesidinin kiikiirtlii ve kiikiirtsiiz
orneklerinde total antioksidan ve toplam fenolik bilesik miktarlarnn arasinda fark
gozlenmezken, Kabaasi cesidinin kiikiirtlii Orneginin total antioksidan aktivitesi
kiikiirtsiiz 6rnege gore anlamli (p<0,01) bir sekilde diisiik bulundu [86].

Yaptigimiz calismada toplam fenolik madde miktarina bakildi. Toplam fenolik
madde en yiiksek Sekerpare metanol ekstraktinda (22,196 mg GAE / 100 g yas kayis1)
gozlendi. En diisiik fenolik madde miktar1 ise Cologlunun etanol ekstraktinda (5,158 mg
GAE / 100 g yas kayis1) gozlendi. Aydin Universitesinde yapilan bir caligmada
Hacihaliloglunun etanol ekstraktinda toplam fenolik madde miktrar1 Kabaas1 etanol
ekstraktina gore daha diisikk cikmistir. Bu calisma bizim calismamizla paralellik
gostermistir [86]. Metanol ekstraktlart i¢in yapilan toplam fenolik madde analiz
sonucglar1 yine metanol ekstraktlarinin indirgeme giicli analizi sonuclariyla paralel
cikmistir. Fakat bazi ¢aligmalarimizla paralel olmayan sonuclarda elde edilmistir.
Boylelikle tek bir yontemle antioksidan aktivite hakkinda karar vermenin dogru bir

yaklagim olmadig1 anlasiimaktadir.
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Yaptigimiz calismalarda ABTS ve DPPH radikal siipiirme aktivitesine de
bakildi. Bu iki analiz kiyaslandiginda etanol ekstraktlarinin sonug¢larinin paralel ¢iktigi,
ancak metanol ekstraktlarinin sonuclarinin paralel ¢ikmadigi gozlendi. Bunun sebebi
olarak, meyvelerdeki seker ve nem miktarinin 6l¢iim sonuglarini etkilemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. ABTS analiz sonuclarina gore; Cologlu kayisi ¢esiti Hacihaliloglu ve
Kabaasidan daha yiiksek antioksidan aktivite gOstermistir. Bu sonuglar yapilan diger
antioksidan aktivitesi ¢alismalar ile cogunlukla paralel ¢ikt1 [87]. Yine Malatya kayisisi
ile yapilan bir calismada Malatya’da yetisen kayisilarin diger yorelerde yetisen
kayisilara gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [87].

DPPH analiz sonuglarina gore de; malatyada yetisen kayisi ekstraktlarinda ki
antioksidan aktivite standartlardan cok daha diisiiktiir. Yapilan ¢caligmalara baktigimizda
Japon kayisisi ekstraktlar iizerinde DPPH yontemi ile analiz yapilmis, sonuglar standart
antioksidanlar olan BHA ve a-tokoferol ile karsilastirilmis ve kayist orneklerinde
yaklagik olarak 2-6 kat daha diisiik antioksidan aktivite saptanmistir [88].

Yine antoksidan aktivite tayini i¢in orneklere B-karoten beyazlatma yontemi de
uygulandi. Siirenin artmasiyla % inhibisyonun azaldig1 goriildii. Etanol ekstraktlarinda
metanole oranla daha yiiksek aktivite goriilmekle beraber, ekstraktlar kendi iglerinde
degerlendirildiklerinde Ornekler arasinda gozlenebilir onemli bir fark olmadigi da
anlasildi.

Yaptigimiz caligsmalar da, kayist Orneklerinde kiil miktarlarina da bakildi.
Toplam mineral maddelerden olusan kiil, her meyvede farkli ve az miktarlarda
bulunmaktadir. Meyvede bulunan mineral maddelerin biiyiikk bir kismi organik ve
inorganik asitler ile suda ¢oziiniir 6zellikte tuz yapmis durumdadirlar. Bundan dolay1
meyvelerin iglenmesi sirasinda bunlarin 6nemli bir kismi1 meyve suyuna gecer [83].
Analiz sonunda en yiiksek % kiil miktarn %14,30 degeri ile etanol ekstraktlarindan
cOloglunda gozlenmistir. Onu yine etanol ekstraktlarindan Kabaasi ( % 14,10 ) ve
metanol ekstraktlarindan Sekerpare ( % 14,15 ) takip etmistir. En diisiik % kiil miktar1 da
% 8,16 degeri ile metanol ekstraktlarindan Kabaagida gozlenmistir.

Yaptigimiz calismalardan bir tanesi de hidroksil radikal yakalama aktivitesinin
bir Ol¢iimii olan deoksiriboz yontemidir. Hidroksil yakalama aktivitesi yiiksek olan
iiriinler, -OH grubunu inaktif forma doniistiirdiikleri i¢in 6nemlidirler. Yapilan deneyde
orneklerin konsantrasyonlarimin artmasi ile aktivitenin arttigi goriilmiistiir. Deoksiriboz

sonuclar1 toplam fenolik madde analizinin (0zellikle metanol ekstraktlarinda)
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sonuglartyla paralel ¢ikmistir. En yiiksek aktivite % 83,67 ve % 83,18 degerleriyle
metanol ekstraktlarindan Sekerpare ve Kabaasida gdzlenmistir.

Ve son olarak; DNA’da oksidatif hasar olusturma ve orneklerin DNA hasarini
Onleyici oOzelliginin go6zlenmesi deneyi yapildi. Sekerpare ve Kabaasi etanol
ekstraktlarmin ( 2,5 mg/ml ) kesim Onleme aktivitesi sirasiyla % 11,16 ve % 27,94
olarak elde edildi. Kore'de de Japon kayisisiyla (Prunus nume) yapilan baska bir
arastirmada metanol ekstraktinin lemfositlerde H,O, ile indiiklenmis DNA hasari
iizerine etkisi incelenmis ve metanol ekstraktinda oksidatif DNA hasarina karsi

koruyucu etki saptanmistir [89].

Elde edilen bulgulardan asagidaki sonuglar ¢ikartilmistir.

> Ornekler igerisindeki antioksidan aktiviteye ulasilmasi esnasinda kullanilan
ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢dzgen sisteminin 6nemi agikca goriilmiistiir.

» Yiiksek fenolik madde igeriginin tiim antioksidan aktivite ¢aligmalarinda yiiksek
sonu¢ vermedigi acgikca goriilmiistiir. Boylelikle tek bir yontemle antioksidan
aktivite hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim olmadigi ve antioksidan
aktivite belirlenirken bir cok parametre ile bakmanin kesinlikle gerekli oldugu
anlasilmistir.

» Fenolik bilesenlerin metanol ¢6zgenine daha ¢ok gectigi kanisina varilmistir.
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