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KARAYEMISTE (Prunus laurocerasus L.) STY ANUR ICERIKLI AMIGDALIN VE
PRUNASIN MIKTARLARININ BELIRLENMESI

(074

Karayemis, Rosaceae familyas1t Prunus cinsi igerisinde Prunus laurocerasus L.
(Laurocerasus officinalis Roemer) olarak bilinir. Her dem yesil olan, 6 m’ ye kadar
uzayabilen ve degisik toprak tiirlerinde yetisebilen bir bitkidir. Tiirkiye’de ozellikle
Karadeniz Bolgesi’nde yetistirilen bu meyve, taze tiiketime ilaveten, kurutulmus, regel
ve marmelat olarak da tiiketilmektedir. Karayemis meyve ve cekirdekleri halk arasinda
tibbi bitki olarak bilinmekte ve mide iilseri, sindirim sistemi hastaliklari, bronsit,
egzama, hemoroit gibi hastaliklarin tedavilerinde etkili oldugu diistintilmektedir.
Karayemis, meyvelere acilik vererek tad ve kalitenin diigmesine neden olan amigdalin
glikozitini igermektedir. Amigdalin glikozitinin hidrolizasyonu sonucu agiga ¢ikan
hidrosiyanik asit solunumda rol alan bazi enzimlerin etkisiz hale gelmesine yol acarak
zehirlenmelere neden olabilecegi gibi, baz1 iilkelerde kanser tedavisinde de
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, karayemisin yaprak, tohum ve meyve etinde amigdalin,

prunasin ve HCN bulunup bulunmadigi, varsa miktarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Karayemis, Amigdalin, Hidrojen Siyaniir, Prunasin
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Determination of Cynanogenic Compounds (Amiygdaline and Prunasin) in Cherry
laurel (Prunus laurocerasus L.)

ABSTRACT

Cherry laurel, Prunus laurocerasus L. (Laurocerasus officinalis Roemer) is
belong to Rosaceae tamily, Prunus genus. The evergreen tree or shrub can grow up 6 m
and also grow in different types of soil. The fruit grown especially in Black Sea region
in Turkey, is consumed as jam, marmalade or as dehydrated fruit. The seeds of this
fruit are known to be effective in treating some illnesses such as ulcer, disorder of the
digestive system, bronchitis, eczema, hemorrhoid around both medicine sector and
common people. Cherry laurel includes amygdaline glycoside which causes decrease in
either taste or the quality in fruits by giving a piquant flavour. Prussic acid which yield
from hidrolization of amygdaline glycoside both causes intoxication due to paralyzing
some enzymes taking part in respiration and in some countries it is used as treatment
method of cancer. In this study, it is aimed to find out whether amygdaline, prunasin

and HCN are included in fruits, seeds and leaves of cherry laurel or not.

Key words: Cherry laurel, amygdaline, hydrogen cyanide, prunasin.



v

TESEKKUR

Tez caligmam sliresince bana yardimei olan degerli hocam Saymn Dog¢. Dr. Ali
ISLAM’ a,

Bilgi ve destegini esirgemeyen ikinci danisman hocam Sayin Dog. Dr. ibrahim
DEMIRTAS’ a,

Laboratuar caligmalar1 sirasinda her tiirlii bilgi birikimini benimle paylasan
Nusret Geng ve Hiiseyin AKSIT e,

Tez calismam siiresince c¢aligmalarima yardimer olan ve moral destegini
esirgemeyen Rahman KILIC ° a,

Her tiirli imkanlarindan faydalanmami saglayan Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii yoneticilerine ve Ordu Universitesi Bahge
Bitkileri Anabilim Dalina,

Maddi ve manevi olarak her zaman yanimda olan aileme,

Tesekkiirii borg bilirim.

Sevda DURSUN



ICINDEKILER
Sayfa No
0z 1
ABSTRACT il
TESEKKUR iv
SIMGE ve KISALTMALAR LISTESI vi
SEKILLER LISTESI vii
CIZELGELER LISTESI ix
1. GIRIS 1
2. LITERATUR OZETLERI 3
2.1. Karayemis Genel Bilgiler 3
2.2. Amigdalin, Prunasin ve HCN 7
3. MATERYAL ve YONTEM 13
3.1. Materyal 13
3.2. Yontem 13
3.2.1. Kolon Kromatografisi 13
3.2.2. Ince Tabaka Kromatografisi 14
3.2.3. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) 15
3.3. Analiz Yontemi ve Sonuglarin Degerlendirilmesi 15
3.3.1. Siyanojenik Glikozitlerin (Prunasin ve Amigdalin)
HPLC ile Kantitatif Tayini 15
4. BULGULAR 20
5. TARTISMA 28
6. SONUC ve ONERILER 30

7. KAYNAKLAR 31



HCN
HPLC
ITK

NMR
UV-VIS

vi

SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI

: Hidrosiyanik asit

: Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi
: Ince Tabaka Kromatografisi

: Kolon Kromatografisi

: Niikleer Manyetik Rezonans

:Ultraviyole-Goriintir Bolge



vil

SEKILLER LIiSTESI
Sayfa No
Sekil 1. Karayemis meyvesi ve tohumu 5
Sekil 2. Karayemis yapragi 5
Sekil 3. Amigdalin glikozitinin biyosentezi 9
Sekil 4. Amigdalin glikozitinin hidrolizasyonu 9
Sekil 5. On Deneme Calismalarinda KK 14
Sekil 6. On Deneme Calismalarinda ITK 15

Sekil 7. HPLC (Perkin Elmer Serisi 200 pompa Serisi 200 UV-Vis detektor) 16

Sekil 8. Prunasin ve amigdalin karisiminin HPLC kromatogrami 17
Sekil 9. Prunasin standardinin HPLC kromatogrami 18
Sekil 10. Amigdalin standardinin HPLC kromatogrami 18
Sekil 11. Amigdalin (R=0.997768) kalibrasyon egrisi 18
Sekil 12. Prunasin (R = 0.998307) kalibrasyon egrisi 19
Sekil 13. Prunasin molekiil yapisi 19
Sekil 14. Amigdalin molekiil yapisi 19

Sekil 15. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde amigdalin
miktar1 (g/kg) 21
Sekil 16. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde prunasin
miktar1 (g/kg) 21
Sekil 17. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak érneklerinde HCN
miktar1 (g/kg) 21
Sekil 18. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde amigdalin,
prunasin, HCN miktarlar1 (g/kg) 22
Sekil 19. Karayemis yaprak ornekleri (ilk 3 donem) amigdalin-prunasin
miktarlar1 (g/kg) ve regrasyon egrisi 22
Sekil 20. Karayemis yaprak ornekleri prunasin-HCN regrasyon egrisi (g/kg) 23
Sekil 21. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum 6rneklerinde amigdalin
miktar1  (g/kg) 24
Sekil 22. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum 6rneklerinde prunasin
miktar1 (g/kg) 24

Sekil 23. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum 6rneklerinde



viil

HCN miktart (g/kg)

Sekil 24. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum 6rneklerinde
amigdalin, prunasin, HCN miktarlar1 (g/’kg)

Sekil 25. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde
amigdalin miktar1 (g/kg)

Sekil 26. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde
prunasin miktari (g/kg)

Sekil 27. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde
HCN miktart (g/kg)

Sekil 28. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde

amigdalin, prunasin, HCN, miktarlar1 (g/kg)

24

25

26

26

26

27



1X

CIZELGELER LISTESI
Sayfa No

Cizelge 1. HPLC pompa programi 16
Cizelge 2. Karayemis yaprak 6rneklerindeki ortalama prunasin,

amigdalin ve HCN igerikleri (g/kg) 20
Cizelge 3. Karayemis tohum 6rneklerindeki ortalama prunasin,

amigdalin ve HCN igerikleri (g/kg) 23
Cizelge 4. Karayemis meyve eti 6rneklerindeki ortalama prunasin,

amigdalin ve HCN igerikleri (g/kg) 25
Cizelge 5. Tath kayisi ¢esitlerinde yapraklarin Mayis-Eyliil ayinda

siyanojenik glikozit icerigi 29
Cizelge 6. Aci1 kayisi ¢esitlerinde yapraklarin Mayis-Eyliil ayinda

siyanojenik glikozit igerigi 29

Cizelge 7. Tath ve ac1 kayis1 ¢esitlerinde tohumlarin siyanojenik

glikozit icerigi 29



1. GIRIS

Karadeniz Boélgesinin gézde meyvelerinden olan karayemis bitkisinin tabi
yayillma alan1 Karadeniz’in dogu boélgeleri, Kafkaslar, Toroslar, Kuzey ve Dogu
Marmara’dir. Genel olarak iliman iklim bdlgelerinin meyvesidir. Bu bakimdan en iyi
karayemisler Karadeniz bolgesinin sahil kusaginda yetistirilmektedir (Islam, 2002).

Insanoglu, gerek yiyecek, gerek tedavi amacli, gerekte arag gere¢ yapimi
amaglanarak her zaman bitkilerle i¢ ice yasamaktadir. Karayemis meyvesinin,
yapraginin ve odun kismmin da bir¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Meyvesi taze
olarak tiiketilir ve ayrica regeli, pekmezi, tuzlamasi, tursusu yapilir, kurutularak
degerlendirilir. Tokluk hissi verdiginden diyet yiyecegi olarak kullanilir. Pasta, kek ve
ozellikle hosaf ve kompostolara koku ve tat kazandirmak i¢in ilave edilir. Derine giden
kok yapisi nedeniyle ¢ay ve findik bahgelerinin veya evlerin karayel yoniine dikilerek
rizgar kiran olarak kullanilir. 3-4 yash dallar1 Dogu Karadeniz Bolgesi’nde sepet
yapiminda kullanilmaktadir. Sik budanmaya uygun oldugu ig¢in ¢it bitkisi olarak
kullanilir (Islam, 2005).

Karayemisin saglik acisindan birgok faydasi bulunmaktadir. Bu agidan halk
hekimliginde bircok alanda kullanilmaktadir. Hemoroite iyi gelir, idrar soktiiriir,
sigaraya karsi isteksizlik dogurur, 6zsuyu egzamaya yarar, meyveler ¢ekirdekleriyle toz
edildikten sonra balla karistirilir, brongite iyi gelir. Gelismesini tamamlayan taze
yapraklar1 elle toplanip destile edilerek eczacilikta kullanilan Laura Cerasin maddesi
elde edilir. Baz1 ilaglara tat ve koku verici olarak kullanilir. Tas diisiiriictidiir, spazm
¢Oziiciidiir (sindirim sistemi). Karayemisin taze ve geng¢ yapraklarindan elde edilen
karayemis suyu halk hekimliginde yatistirici, oksiiriik kesici, bulant1 ve karin agrilarini
dindirici olarak kullanilir. Uyku vericidir, kalp carpintisini gidermek ve kan sekerini
diisiirmek icin kullanilir. Kemik yapisini gelistirir, kaslarin diizenli ¢aligmasini saglar.
Karayemisten elde edilen antioksidan, zararli olan oksidanlara karsi viicudu korur.
Karayemisteki antioksidanlar alzheimer, diyabet, doku ve cilt hastaliklarina kars1 ve
viicuttaki hiicre yenilenmesi ile kansere karsi etkilidir. Karayemis antioksidan
ozelligiyle yasin ilerlemesiyle viicutta meydana gelen oksitatif zarar1 azaltarak

yaslanmay1 geciktirir ( Karadeniz, 2004).



Karayemis meyvelerinin diger bir¢ok meyveden ayirt edilen karakteristik
ozelligi yenilen kisimlarinin tat ve lezzetidir. Meyve eti degisik oranda tanen, flavonol
gibi maddeler ihtiva ettiginden burukluk, acilik tadi vermektedir. Burukluk tiplere gore
buruktan buruk olmayana degisen oranda bulunmaktadir. Tadin aci olmas ise tiikketimi
dogrudan olumsuz etkileyen bir faktordiir. Bu nedenle meyve etinde veya tohumunda
bulunan amigdalin miktar1 6nem arz etmektedir. Ayrica amigdalinin, hidrojen siyaniir
(HCN) igermesi 6nemini daha da artirmaktadir.

Halk arasinda tibbi bitki olarak bilinen ve kullanilan bitkilerin biiylik cogunlugu
dogal bitki toksinlerini de icermektedir ve bu bitkilerin fazla miktarda veya uzun siireli
kullanilmalar1 zehirlenmelere yol acabildigi gibi kanser gibi bazi hastaliklarin
tedavisinde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle bu bitkilerin i¢eriginin bilinmesi insan
saglhig acisindan onem tasimaktadir. Bu calismada da karayemisin yaprak, tohum ve
meyve etinde siyaniir icerikli amigdalin ve prunasinin bulunup bulunmadigi, varsa

miktariin belirlenmesi amaglanmastir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Karayemis Genel Bilgiler

Karayemis, bitkiler alemi igerisinde Prunus laurocerasus L. veya Laurocerasus
officinalis Roemer olarak bilinmektedir. Bu meyve tiirii yorede taflan adiyla da
taninmaktadir. Yazili belgelerde taflanin ilk olarak 1546 yilinda Fransiz Pierre Belon
tarafindan Trabzon'dan toplandig1 ve Cerasus trapezentuna (Trabzon Kirazi) olarak
adlandirildig1 bildirilmektedir. Bitki ayn1 yil, Istanbul {izerinden Italya'ya; 1574 'te de
Clusius tarafindan Viyana'ya getirilmis, oradan da Fransa ve Ingiltere'ye gonderilmistir.
Budanarak sekil verilebilmesi, dokiilmeyen parlak koyu yesil yapraklar1 ve kokulu
beyaz ¢igekleri ile taflan, 1600 yilindan itibaren tiim Avrupa'da park ve bahgelerde
yetistirilmeye baslanmistir. Giinlimiizde biiyiime bi¢imi, yaprak boyut ve sekli, kisa
dayaniklilik agisindan farkli 20 kadar taflan kiiltiirvar1 vardir (Alpinar ve Yazicioglu,
1991).

Bitkiye lilkemizde degisik yoresel adlar verilir. Bunlar arasinda en yaygin olarak
kullanilan "Taflan"dir. Ordu'da “tahnal”, "giircii kiraz1”, "karayemis", "laz kiraz1", "laz
lizimii", "laz yemisi", Giresun'da "tanal", Trabzon’da “taflan”, “karayemis”, Rize’de
“karamis”, Artvin'de "tckoo" gibi yoresel adlar verilir. Bitki Kuzeydogu Anadolu'nun
tiirkiilerinde, siirlerinde kisaca folklorunda yer alir (Alpinar ve Yazicioglu, 1991) .

Bu tiirlin yapraklar tibbi bitki olarak kullanilmaktadir. Karayemisin tibbi agidan
onemli bir bitki oldugunu, taze yapraklarindan su buhar distilasyonu ile elde edilen ve
%0.1 oraninda siyanhidrik asit ihtiva eden suyu, oksiiriik kesici, spazm ¢oziicii, bulanti
kesici ve sinirleri yatistirict preparatlarda kullanilmaktadir (Alpmar ve Yazicioglu,
1991).

Yetistiriciligi yapilan karayemisler 5-8 m kadar boylanabilmektedir. Diizgiin ve
genellikle dik bir govde yapar. Yapraklar1 5-25 cm uzunlukta, deri gibi sert ve koyu
yesil renkli, kisa sapli, sivri u¢ludur. Beyaz renkli ¢icekler, 5-15 cm boyunda bir eksen
tizerinde dik duran bir salkimda toplanmislardir. Her bir ¢igek iizerinde 5 ¢anak yaprak,
5 tag yaprak, 1 disi organ ve 15-20 erkek organ bulunur ( islam ve Bostan, 1996).

Vakfikebir ve ¢evresinde yetistirilen karayemisler iizerinde yapilan bir
caligmada, 12 tip incelenmeye alinmis ve incelenen bu tiplerde meyve agirliklarinin

2.2-5.1g, c¢ekirdek agirliginin 0.41-0.62 g, meyve eti agirhigi/cekirdek agirhig



oranlarinin 3.13-7.35, suda ¢oziinilir kuru madde miktarinin % 17 oldugu saptanmistir
(Islam ve Odabas1, 1996).

Yavru (1997), karayemislerde toplam fenolik madde miktarinin 11.9-54.8
mg/100g arasinda degistigini, karayemis meyvelerinin diger meyvelere gore ¢ok daha
zengin C vitamini ve toplam karbonhidrat igerigine sahip oldugunu, karayemis
meyvelerinde olgunluga dogru ilerleyen siiregte C vitamini miktariin %70 oraninda
azaldigini ortaya koymustur.

Bitki tiirevli yenilebilir/yenilemez iiriinler biiyiik oranda antioksidan 6zellige
sahip fenolik bilesikler (6rnegin; fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, taninler,
lignanlar ve katesinler) icerir. Bu fenolikler, kalp hastaliklari, baz1 kanser tiirleri ve
oksidatif strese bagh diger hastaliklara yakalanma riskini arttirdig: bilinen zararl serbest
radikalleri engeller (Ness ve Powles, 1997).

Gomez ve ark. (1998), taflan’in da i¢inde bulundugu Prunus tiirlerinde yaptiklar
caligmada, iki farkli siyanojenik glikozit bulundugunu bildirmislerdir. Bu siyanojenik
glikozitlerden mono glikozit olan prunasin, siyanojenik bitki kisimlarimin hemen
hepsinde, diglikozit olan amigdalin ise, yalnmizca Rosaceae familyasina 6zgii olup
cekirdeklerde ve yapraklarda bulunmaktadir. Siyanojenik glikozitler ve onlarin hidroliz
tirtinleri insanlarda akut intoksikasyona ve merkezi sinir sistemi sendromlaria sebep
olmaktadir.

Erdemoglu ve ark. (2001), halk tarafindan geleneksel olarak kullanilan bitkilerin
ates diisiiriicii (antiinflammator) etkilerini belirlemek i¢in yaptiklar1 calismada i¢lerinde
taflanin da bulundugu yedi bitki tlirtinii kullanmiglar ve bunlarin en etkili olanlarin
taflan (Laurocerasus officinalis) yapraklari, zakkum (Nerium oleander) kuru ve taze
cigekleri, orman giilii (Rhododendron ponticum) yapraklar1 oldugunu tespit etmislerdir.

Karayemisin, olgunlasmamis halde iken buruk olan meyveleri olgunlastikca
buruklugu azalmakta, daha aromatik ve taze tiikketime uygun hale gelmektedir. Meyve
kabugu diizgiin, ince ve parlaktir. Meyve eti sulu, acik pembe veya krem renklidir
(Islam, 2002).



Sekil 2. Karayemis yapragi

Trabzon 1ili Merkez ilcede yetistirilen karayemis tiplerinin pomolojik
Ozelliklerini belirlemek amaciyla 1999-2001 yillar1 arasinda yapilan bir calisma
sonucunda, birbirinden farkli 6zelliklere sahip oldugu anlasilan ve farkli sekillerde
degerlendirilen 17 tip saptanmistir. Tiplerde, salkim agirliginin 19.79-103.28 g,
salkimda ortalama meyve sayisinin 7.80-22.85, meyve agirligiin 2.06—6.79 g, ¢cekirdek
agirliginin 0.27-0.52 g, suda ¢6ziiniir kuru madde miktarinin % 13.50-26.67 ve toplam
asitligin % 0.127-0.291 arasinda degistigi belirtilmistir. Tiplerde tam c¢igceklenme
tarihinin 20 Subat’tan 25 Nisan’a ve hasat periyodunun 5 Temmuzdan 15 Ekime kadar
degistigi de kaydedilmistir. Belirlenen tiplerin sofralik, recellik, tursuluk ve kurutmalik
olarak degerlendirildigi de vurgulanmistir (Bostan ve Islam, 2002).

Karayemis bitkisinin dogal yayillma alam1 Anadolu’da Karadeniz’in dogu
bolgeleri, Toroslar, Kuzey ve Dogu Marmara ve Kafkaslardir. Avrupa’nin
giineydogusu, Balkanlar ve Kuzey Iran basta olmak iizere diinyanin degisik yorelerinde

karayemis formlarina rastlanilmaktadir. Karadeniz Bolgesi’nde; Rize dolaylarinda,



Trabzon ¢evresinde, Macka Meryemana Vadisi’nde, Giresun, Sinop (Ayancik),
Zonguldak (Devrek), Kastamonu, Bartin ve Bolu ¢evresindeki yaprakli orman ve orman
kiyilarinda rastlanir. Marmara Bélgesi’nde; izmit (Keltepe), Adapazari dolaylarinda,
Istanbul c¢evresinde Belgrat Ormanlari’'nda ve Alemdag’da, Bursa Uludag’da ve
Karadeniz kiyist yakinlarindaki ormanlarda rastlanir. Giiney Anadolu’da; Osmaniye’de

Gavur Daglari’nda ve lokal olarakta Amanos Daglari’nda yer alir (Islam, 2005).

Alasalvar ve ark., (2005) tarafindan karayemisin igerdigi fenolik bilesiklerin
kanser, kronik kalp hastalig1 vb. hastaliklarin riskini azalttigini, karayemisten {iretilen
pekmezin toplam ¢oziinebilir sekerin biiylik bir kismini igerdigini ve pekmez {iretimi
esnasinda uygulanan sicaklik nedeniyle antioksidan igeriginin diistiiglinii belirtmislerdir.

Alasalvar ve ark. (2006), karayemis iizerine yaptiklar1 calismada, taze meyve ve
kuru meyve bazli, geleneksel yontemlerle yapilmis olan pekmezin antioksidan
kapasitelerini degerlendirmek i¢in, serbest radikal (DPPH, siiper oksit radikali ve
hidrojen peroksit) giderme aktivite testleri uygulamiglardir. Calismada, taze meyve bazli
pekmezin taze meyveye nazaran daha yiiksek, kuru meyve bazli pekmezin ise; pekmez
tiretimi sirasinda antioksidan aktiviteye sahip baz1 fonksiyonel molekiillerin
bozulmasindan dolay1, taze meyveye gore daha diisiik aktivite gosterdigi ortaya
konulmustur.

Prunus laurocerasus (Laurocerasus officinalis, taflan, karayemis), Kuzey
Anadolu'da yabani olarak yetisen, parklarda yetistirilen bir agactir. Kisin yaprak
dokmez. Yapraklar basit, genis eliptik, derimsi ve kisa saplidir. Kenarlar1 ¢cok seyrek
olmak tizere diglidir, yapragin alt yiiziinde, sapa yakin bolgede ve orta damarin iki
yaninda kiiclik birer salgi bezi bulunur. Cigekler dik, salkim durumunda, meyve zeytin
bliylikliiglinde siyah bir drupadir. Taflan yapragi, taze yapraklardan olusan bir drogdur.
Yapraklardan su buhar distilasyonu ile taflan suyu hazirlanir. Siyanojenik glikozitler
(prulaurazozit) igeren bu droglar yatistirici, Oksiiriik kesici ve koku verici olarak
kullanilir. Heterozitin hidroliziyle hidrosiyanik asit aciga ¢ikar, bu nedenle yapraklar
zehirlidir (Tanker ve ark., 2007).

Karadeniz Bolgesi illeri (Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Samsun, Bolu ve
Sakarya) taranarak farkli tiplerdeki karayemislerin belirlenmesi amaciyla 1997 — 2001
yillar1 arasinda yiiriitiilen bir ¢caligmada, 78 tip belirlenmistir. Bu ¢aliymada saptanan
tipler, ekolojilerindeki pomolojik ozelliklere bakilarak degerlendirilmistir. Tiplerde

salkim uzunlugunun 3.5-13.5 cm, salkimda ortalama meyve sayisinin 3.5-29 adet,



meyve agirhiginin 1.22-6.30 g, cekirdek agirliginin 0.22—0.65 g, meyve eninin 9.9-24.3
mm, meyve boyunun 12.2-23.2 mm, et/¢ekirdek oraninin 3.4-17.2, suda ¢6ziiniir kuru
madde miktarinin %13- 29 arasinda degistigi belirlenmistir (Elevli, 2009).

Karayemiste yiiksek kaliteli tipleri ve yerel cesitleri segmek amaciyla 2005-2006
yillar1 arasinda Rize (Pazar)’de yiiriitiilen ¢alisma sonucunda, segilen tiplerin meyve
renklerinin sarimst mordan siyaha dogru degistigi, meyve agirliginin 2.63-5.65 g,
toplam suda c¢oziinebilir kuru madde miktarinin % 15.7-23.1, salkimdaki meyve
sayisinin 7-16 adet oldugu ve meyvelerin ¢ogunlukla taze olarak tiiketilmesinin yani
sira kurutularak ve tursu yaprminda kullanildig: bildirilmektedir (Islam ve Vardal,2009).

Karayemisin pomolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla 2007-2008 yillar
arasinda Ordu ili Merkez, Giilyali, Ulubey, Persembe, Fatsa, Kabadiiz, Unye ve Ikizce
iclerinde yiirtitiilen ¢calismada, 5 adat imitvar tip belirlenmistir. Belirlenen tiplerde elde
edilen sonuglar ortalama olarak verilmistir. Salkimdaki meyve sayilar1 3.3-27.29 adet,
meyve irilikleri 18.00-20.55 mm, meyve agirliklart 4.31-6.24 g, meyve et/cekirdek
oranlar1 10.79-16.08, suda ¢oziiniir kuru madde miktar1 %16.20-25.00 arasinda oldugu
belirtilmistir (Deligéz, 2010).

Dogal floradan yerel karayemis tiplerinin seg¢ilmesi amaciyla 2007-2009 yillar
arasinda Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin illerinde yliriitiilen ¢aligmada
belirlenen 32 tipin, salkimdaki meyve sayist 2-30 adet, meyve biiytikligi 10.12-22.46
mm, meyve agirligr 0.69-7.82 g, meyve eti/tohum orani 10.79-16.08, suda ¢oziinebilir
kuru madde miktar1 %2.4-32.0, titre edilebilir asit miktart % 0.11-1.023 olarak tespit

edilmistir (islam ve ark., 2010).

2.2. Amigdalin, Prunasin ve HCN

Newmark ve ark. (1981) yapmis olduklar1 ¢alismada, amigdalin maddesinin
Amerika’da 23 eyalette kanser tedavisinde oral kemoterapik amacla kullanimina yasal
olarak izin verildigini bildirmektedir.

Rauws ve ark. (1982) karayemis ¢ekirdeklerindeki etken maddelerden olan
amigdalinin (D-mandelonitril-B-Dglukozido-6-B-D-glukozit), anti-kanser aktivitesi
oldugu iddia edilen ve “Laetrile” adi altinda satilan siyanojenik bir glikozit oldugunu

belirtmistir.



Gossel ve Douglas (1984) yapmis olduklari ¢alismada, siyaniiriin bir baska
kaynagi dogada cesitli meyvelerin (elma, seftali, kayisi, kiraz, erik, vb.) tohumlarinda
bulunan, “Amigdalin” adli bir glikozid oldugunu, amigdalinin asit ortamda daha yavas
hidroliz oldugunu ve bu nedenle amigdalin igeren ¢ekirdekler mideden duodenuma
gecerken alkali ortam olustugu icin hidrolizle birlikte HCN ortaya c¢iktigini
saptamiglardir.

Fang ve ark. (1988), olgun Japon kayisilarinin meyve sularinda 73.6-207.9 ppm
konsantrasyonunda amigdalin glikozitinin oldugunu belirlemistir. Japon kayisilarindaki
glikozit miktarinin olgunluga dogru hizli bir sekilde igerdigi amigdalin miktarinin
azaldigini tespit etmislerdir.

Frehner ve Scalet (1990), yabani lima fasulyesi, keten yagi ve act bademlerin
gelisen meyvelerinde siyanid igeriginin kesin olarak saptandigini, lima fasulyesi ve
badem meyvesinde siyaniir iceriginin c¢iceklerin agilmasindan kisa bir siire sonra
artmaya basladigin1 ve olgunluktan 6nce durdugunu, keten ¢i¢eklerinde olgun ketenden
daha fazla siyaniir bulundugunu aktarmiglardir.

Li ve ark. (1992), yapmis olduklar1 calismada, Prunus serotina’nin (kara kiraz)
meyvelerinde dollenmeden hemen sonra prunasin seviyesinin hizla arttigini,
ciceklenmeden yaklasik 30 giin sonra ise bilesimdeki prunasin seviyesinin azaldigi ve
amigdalin seviyesinin arttigini, tohumlarinda bulunan amigdalin ve prunasinin
hidrolizasyon ile HCN, benzaldehit ve glikoza indirgendigini bildirmislerdir.

Poulton ve Li (1994), niteleyici analizlerin Prunus tohumlarinda amigdalin
glikozitinin baskin diizeyde oldugunu, prunasin glikozitinin ise daha az diizeyde mevcut
oldugunu belirterek, meyvelere acilik veren amigdalin glikozitinin insan saglig
acisindan zehirli etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Meyvelerde kalitenin diigmesine sebep olan, meyve tadina acilik veren maddeler
karbonhidrat tiirevi olan glikozitlerdir ve basta badem olmak {izere kayisi meyvelerine,
erik, seftali ve kiraz tohumlaria acilik veren madde bir seker tiirevi olan amigdalin
glikozitidir. Giileryliz ve Aslantas (1997) yapmis olduklar1 g¢alismada, amigdalin
glikozitinin biyosentezini su sekilde agiklamiglardir. Bir o — amino asit olan fenilalanin
amino asitin bir seri indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonu gegirmesi ile amigdalin
glikoziti meydana gelmektedir. Fenilalanin amino asitinin indirgenme reaksiyonu
gecirmesi ile aldoksim meydana gelmekte, aldoksimde tekrar indirgenme reaksiyonu

gecirerek nitrile dontismektedir. Nitrilin ylikseltgenme reaksiyonu gegirmesi ile o —



hidroksinitril, o -—hidroksinitrilinde indirgenme reaksiyonu gecirmesi ile prunasin
meydana gelmektedir. Neticede, prunasinin yer degistirme (diizenlenme) reaksiyonu

gecirmesi ile amigdalin glikoziti meydana gelmektedir.

1y 1y w
{O-§t-ooor et O
H NH, H NOH H N

Fenil alanin Aldoksim Nitril

oA UDP-D-glukoz ?‘G'“k"ZUDPD uk 0-Gentibioz
1l T M c-Cc
H N H N

[ 1]
H N

o—hidroksinitril Prunasin Amigdalin

Sekil 3. Amigdalin glikozitinin biyosentezi (Giileryiiz ve Aslantas, 1997)

Yine aymi caligmada amigdalin glikozitinin hidrolizasyonu ve agiga ¢ikan

tirlinler verilmistir.

H
|

Cals=(—CN+2Hp0 ———= CgHiCHO+2CgHi,05 + HON
0-C42H2101p

Amigdalin Benzaldehit Glukoz  Hidrosiyanik asit

Sekil 4. Amigdalin glikozitinin hidrolizasyonu (Gileryiiz ve Aslantas, 1997)

Piringci ve ark. (1997), amigdalin ile deneysel olarak siyaniir zehirlenmesi
olusturan koyunlarin rumen sivisinda siyaniir, kanlarinda ise siyaniir, tiyosiyanat,
hemoglobin ve metahemoglobin diizeylerinde meydana gelen degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismada koyunlara rumen sondasi yoluyla 0.25, 0.5, 1

ve 1.5 mg/kg dozlarinda amigdalin vererek rumen sivisi siyaniir diizeyleri ile kan
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siyaniir ve tiyosinat diizeylerindeki artist gozlemlemisler. Tiim dozlarda kan siyaniir
diizeyleri 1. saatte maksimuma ulasmis, kan tiyosinat diizeyleri 0.25, 0.5 mg/kg
dozlarinda 1. saatte, 1 ve 1.5 mg/kg dozlarinda 2. saatte maksimuma ulasarak, kan
siyaniir seviyesinin 72. saatte normale ulastig1 belirlenmis. Koyunlara agiz yoluyla 0.5,
4, 10, 15, ve 37.2 mg/kg dozlarinda amigdalin verilmesi sonucunda ise, 4, 10 ve 15
mg/kg dozlarinda zehirlenme semptomlar1 gozlemlenip, 37.2 mg/kg dozunda amigdalin
verilmesi sonucunda ise felg, koma ve 6liim meydana geldigi bildirilmektedir.

Renklidag ve Karaman (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada siyaniir
metabolizmasini su sekilde agiklamiglardir. Siyaniir toksik etkisini demir iyonunun
ferrik (Fe*) formuna baglanarak gergeklestirir. Viicutta 40 enzim sistemini inaktive
ettigi bildirilmistir. Bunlardan en 6nemli olani sitokrom oksidaz sistemidir. Sitokrom
oksidaz sistemi elektron transportunda sitokrom a-aa3 kompleksini igermektedir.
Siyaniir bu enzim kompleksine baglaninca, elektron transportunu inhibe eder ve
molekiiler oksijen bloke olur. Oksidatif metabolizma ve fosforilasyon bozulur.
Oksijenin hiicresel tiiketiminin azalmasiyla, perifer dokuda oksijen basinci artmaya
baglar. Siyaniir, oksijen yokluguna benzer fizyolojik etkilerle kendini gostermektedir.
Oksijen dokulara normal olarak ulasmakta, ancak burada tiiketilememesine bagl olarak,
bir histotoksik (hiicresel) hipoksi ortaya ¢ikmaktadir. Oksijen yetersizligi nedeniyle bir
hipoksi tablosu bulunan karbon monoksit zehirlenmesinden bu oOzelligi ile
ayrilmaktadir. Oksijenin hiicresel kullannominin bozulmasiyla, venéz kandaki oksijen
derisimi arteriyel kandakine yaklasmakta, cilt ve mukoz membranlarinin kizarmasina
neden olmaktadir. Yine ayni nedenle siyanoz olugsmamaktadir. Bunun yaninda,
siyaniiriin karotid ve aortik olusumlardaki kemoreseptorleri uyarmasiyla solunum
derinlesmektedir. Solunumun artmasiyla toksisite artar, 6liim solunum durmasi sonucu
gergeklesir.

Renklidag ve Karaman (2003), siyaniiriin organizmada siyanat ve tiyosiyanata
oksitlendigini, diisiik dozlarda, siilfiir transferaz (rodenaz) enziminin etkisiyle
tiyosiyanata (SCN) doniiserek idrarla atildigini, 30 ppm siyaniiriin, viicutta 8 saat iginde
detoksifikasyona ugrayarak atildigin1 aktarmaktadirlar.

Zhou ve ark. (2007), yenidiinya ¢iceginde yapmis olduklar1 calismada Cig
kolonu kullanarak HPLC’de 210 nm’ de, mobil faza uygun olarak 88:12 oraninda
metanol: fosfat tamponu ile 0.38-0.51 mg oleik asit/g, 2.15-2.68 mg ursolik asit/g, 25:75

metanol: fosfat tamponu kullanarak 1.23-1.56 mg amigdalin/g tespit etmislerdir.
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Kayis1 ¢ekirdeginden 50-60 adet yenilmesi veya 50 g laetrile 6liime neden
olabilir. Laetrile’nin bas agrisi, bas donmesi, karaciger hasari, dokularda oksijen
eksikligi, goz kapaklarinda sarkma, denge ve yiiriime kayb1 gibi yan etkileri vardir
(Anonim, 2008).

Ayaz ve Yurttagil (2008), yapmis olduklar1 ¢alismada, insan ve hayvanlar
tarafindan yenilen bir¢ok bitkide siyanojenik glikozitler bulundugunu, siyanojenik
glikozitlerin hidroliz yoluyla bilesiminde bulunan siyanidi, HCN seklinde agiga
cikarmalar1 nedeniyle toksik olduklarini bildirmislerdir. Yenilebilen bitki tiirlerinde,
amigdalin ve linamarin, dhurrin olarak adlandirilan siyanojenik glikozitler
tanimlanmistir. Siyanojenik bilesikler sadece baklagillerde bulunmazlar. Amigdalin; ac1
badem ve limon, elma, kiraz, kayisi, erik gibi meyvelerin ¢ekirdeklerinde, faseolunatin;
cesitli baklagillerde, keten tohumunda bulunmustur. Dhurrin; ise siiplirge darisi
bitkisinde bulunmaktadir. Siyanid zehirlenmesi; olgunlasmamis sorgum ve lima
fasulyesinin tiiketimiyle olusur. Akut siyanid zehirlenmesi hiicrelerin oksijensiz
kalmasiyla ilgili belirtiler ile karakterizedir. Zehirlenmenin belirtileri karin agrisi, genel
uyusukluk, bulanti, kusma, bas agrisi ve sik solumadir. Belirtilerin gelismesi hizlh
olabilir ve 20 dakika veya daha az siire i¢inde solunum yetersizligi ile olim
olusabilecegini bildirmislerdir.

Geng (2009) taflan c¢ekirdeginde fonksiyonel bilesik analizi ve antioksidan
kapasitesinin aragtirilmasi iizerine yapmis oldugu c¢alismada ham bitki ekstraktinin
fraksiyonlandirilmasinda ve saflastirilmasinda kolon kromatografisi kullanmistir. Sabit
faz olarak silika jel (60-230 mesh), hareketli faz olarak, hekzan, diklormetan, etil asetat
ve metanol kullanilmistir. Bu ¢alismada ince tabaka kromatografisi uygulamalari kolon
kromatografisi ile toplanan fraksiyonlardan aymi olanlarin1 birlestirmek igin
kullanilmistir. Spotlarin  goriiniir hale getirilmesi islemi seriksiilfat ¢ozeltisi ile
yapilmistir. Yiiksek kaynama noktali, birbirine yakin 6zelliklerdeki polar maddelerin
ayrimi i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisi sistemlerinde yapilmistir. Rutin analiz
yontemleri ile belirlenmesi giic olan ve c¢ok zaman alan ugucu ve ugucu hale
getirilebilen organik maddelerin analizi i¢in gaz kromatografisini kullanmistir. Geng, bu
caligmasinda Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisini kullanmustir.

Geng (2009) prunasin ve amigdalinin HPLC ile kantitatif analizi i¢in ¢ekirdek
orneklerini metanol, metanol:kloroform (1:1), metanol:su (1:1) ve su ile ekstrakte

ederek siyanojenik glikozit/kg c¢ekirdek +standart sapma olarak hesaplama yapmis ve



12

metanol:su ve sadece su ile yapilan ekstraksiyonlarin amigdalin igermedigi tespit
edilmistir. En fazla amigdalin icerigi ise metanol:kloroform ekstraksiyonu ile 93.06g/kg
olarak elde edilmistir.

HCN’nin insanlarda 6liim olusturan en kiiclik dozu 50-100 mg arasindadir.
Siyaniir bilesiklerinin agiz yolu ile alindiginda herhangi bir toksik etki olusturmayan

dozu (Referans Doz) 70 kg’lik yetiskinde glinde yaklasik 5.6 mg’dir (Anonim, 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma materyali, Ordu ilinde ayni tip oldugu belirlenen iki karayemis
agacindan alimmugstir. Yaprak oOrnekleri Nisan-Mayis-Haziran-Agustos-Eyliil-Ekim-
Kasim aylarinda yeni siirgiinlerin u¢ kisimlarindan baslanarak ilk 4-6 yaprak alinarak
toplanmistir. Meyve ornekleri Temmuz ayinda olgunlagsmamis ve olgun meyveler iki
donemde alinarak ¢ekirdeklerinden ayrilmistir. Cekirdekler kirillarak tohumlar
cikarilmistir. Tim Ornekler direk glines 1s18ina maruz birakilmadan, 25 °C yi
gecmeyecek  sekilde gdlgede kurutulmustur. Ornekler havanda  doviilerek
parcalanmistir. Calisma 8 farkli donemde 2 agac¢ {lizerinde 2 tekerriirli olarak

yiirlitilmistiir.

3.2. Yontem

Siyaniir icerikli amigdalin ve prunasinin, Orneklerde bulunup bulunmadig,
varlifi tespit edilen siyanojenik glikozitlerin saflagtirllip standart elde edilip
edilemeyecegi ve miktar tayininde kullanilacak metodu belirlemek i¢in asagida

aciklanan bir dizi 6n deneme ¢aligmasi yapilmistir.

3.2.1. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi (KK), organik molekiillerin ayrilmasinda oldukca
kullanigh ve ucuz bir yontemdir. Ayrilacak olan maddeler kolona siv1 ya da kati olarak
yiiklenebilir. KK ile ayrima baslamadan 6nce mutlaka; ayrilmak istenen karisimi en iyi
sekilde ayirabilen mobil faz karisimi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
belirlenmelidir. ITK ile belirlenen ¢oziicii sistemi direkt olarak baslangi¢ mobil fazi
olarak kullanilabilir. KK’ da genelde 10-20 ml arasinda fraksiyonlar toplanir. Toplanan
her fraksiyon ITK ile kontrol edilerek ayn1 yiiriiyenler birlestirilir (Geng, 2009).

Bu yontem 6n deneme caligmalarinda, olgunlasmamis bitki 6rneginde organik

maddelerin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Hazirlanan kolona bitki 6rnegi yerlestirilerek
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tizerine hegzan: etanol (1:3) eklenerek fraksiyonlar toplanmaya basladi. Devam eden
stirecte kolona 50 ml hegzan, 900 ml etanol, 900 ml methanol eklenerek toplam 90

fraksiyon toplanmaistir.

Sekil 5. On Deneme Calismalarinda KK
3.2.2. Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, bir karisim icindeki bilesenlerin ayrilmasmi ve
kalitatif olarak degerlendirilmesini saglayan, kromatografinin en basit uygulamalarindan
biridir. Baz1 organik ayirma ve saflastirma islemlerinde olduk¢a kullanigli ve diger
yontemlere gore nispeten daha ucuzdur. Aliiminyum plakalar iizerine silika jel ya da
alimiina partikiilleri yerlestirilmis tabaklar ticari olarak mevcuttur. Ornek uygulamasi
kapiler bir tiip kullanilarak yapilir. Uygulanan 6rnek spotlar1 kuruduktan sonra plaka az
miktar mobil faz igeren cam bir tank igine alinir. Mobil faz, plakanin iizerinden
yukariya dogru kapiler etki ile tirmanirken uygulanan maddeleri polaritelerine gore
kosturur. Uygulama sonrast madde spotlart UV (254 ve 366 nm) 15181 altinda kontrol
edilir. UV 15181 altinda goriinmeyen bilesenler iyot, seriksiilfat gibi reaktiflerle goriiniir
hale getirildikten sonra degerlendirme yapilir. R¢ degerleri ayn1 olan maddeler ayni

maddeler olarak degerlendirilir (Geng, 2009).

Bu calismada ITK uygulamalar1 6n deneme calismalarinda rnegimiz igin uygun
¢Oziiciiniin saptanmasi ve kolon kromatografisi ile toplanan 90 fraksiyondan ayni

olanlar1 birlestirmek i¢in kullanilmustir.
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Sekil 6. On Deneme Calismalarinda ITK

3.2.3. Niikleer Manyetik Rezonans

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), belirli ¢ekirdeklerin
manyetik alandaki hareketlerini temel alan spektrometre teknigidir. Organik kimyada ve
dogal fdirlinlerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanillan NMR  tekniklerinin en
onemlileri H ve C NMR spektroskopileridir. Prensipte, uygun cekirdege sahip biitiin
atomlara uygulanabilir. NMR datalar diger biitiin spektral yontemlere nazaran oldukca
fazla bilgi verir. Ornegin IR spektrumu bir karbonil grubunun sadece varligini
belirlerken NMR spektrumu, karbonil grubunun molekiille nereden baglandigini,
komsusundaki protonlari, karbonil gruplarinin uzayda diger proton ve karbonlarla
etkilesmeleri gibi birgok degerli bilgi verir (Geng, 2009).

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi 6n deneme ¢alismalarinda
ornegimizde amigdalin ve prunasinin varliginin saptanmasi, yapilarinin aydinlatiimasi
icin kullanilmistir.

Siyanojenik glikozitlerin kantitatif analizi Geng¢ (2009)’un yapmis oldugu

calisma g6z Oniine alinarak asagida agiklandigr gibi yapilmistir.

3.3. Analiz Yontemi ve Sonug¢larin Degerlendirilmesi

3.3.1. Siyanojenik Glikozitlerin (Prunasin ve Amigdalin) HPLC ile
Kantitatif Tayini

Kantitatif analiz Perkin Elmer Serisi 200 pompa ve Serisi 200 UV detektor’e
sahip HPLC sistemi ile yapildi. Hareketli faz olarak asetonitril (Coziici A) (Merck,
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HPLC grade) ve deiyonize su (Coziicli B) kullanilmistir. Ayrim i¢in Dionex C18 ( 4.6 x
150 mm, 0.5 um partikiil biiyiikliigii) kolon kullanildi. Calisma 218 nm’de ( Berenguer
ve ark., 2002) yapilmistir. Hareketli faz programi Cizelgel. de verilmistir.

Cizelge 2. HPLC pompa programi

Akishizi  Zaman Coziici A Coziicii B Egim

(mL/dak)  (dakika) (Deiyonize Su) Asetonitril
Adm1 1.00 3 97.0 3.0 0
Adm2 1.00 1 97.0 3.0 0
Adm3 1.00 5 94.0 6.0 1
Adim4 1.00 9 91.0 9.0 1
Adm5  1.00 15 85.0 15.0 1
Adm6 1.00 5 0.0 100.0 0

Standart olarak amigdalin ve karayemis ¢ekirdeklerinden saf olarak elde edilen
prunasin kullanilmigtir. Her iki standardin da metanolde 15 mg/ml stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kantitatif analiz i¢in yukaridaki analiz sartlar1 kullanilarak amygdalin ve
prunasinin 1000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden seyreltme
ile (metanol ile) 25, 100, 250 ve 500 ppm’lik derisimlerden 20 pL hacimli enjektor ile

cihaza verilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 8, 9 ve 10°da verilmistir.

Sekil 7. HPLC (Perkin Elmer Serisi 200 pompa Serisi 200 UV-Vis detektor)
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Ornek numuneleri; 5 mg 6rnek 5 ml metanol—kloroform (1:1) ¢dziiciisii i¢inde
24 saat oda sicakliginda 8 devir/dakika hizla orbital calkalayicida ekstrakte edilmistir.
Bitki posalar1 adi siizge¢ kagidi ile siizilmiistiir. Siiziintii 0.22 naylon membrandan
(Chrom tech.) gecirildikten sonra 20 pL alinarak direkt olarak analiz edilmistir.
Sonuclar g siyanojenik glikozit/kg olarak hesaplanmistir. Elde dilen sonuglar

kullanilarak HCN miktar1 g/kg olarak hesaplanmustir.

Ornekten elde edilen prunasin miktari (g/kg)
A= X HCN molekiil agirlig1 (27 g/mol)
Prunasin molekiil agirligi (295 g/mol)

(A= Prunasinden elde edilen HCN miktar1 g/kg) (1.1)

Ornekten elde edilen amigdalin miktar1 (g/kg)
B= X HCN molekiil agirlig1 (27 g/mol)
Amigdalin molekiil agirlig1 (457 g/mol)

(B= Amigdalinden elde edilen HCN miktar1 g/kg) (1.2)

Ornekten elde edilen toplam HCN miktar1 = A+ B (g/kg) (1.3)

Aerigdulic I'riinasia
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Sekil 8. Prunasin ve amigdalin karisiminin HPLC kromatogrami
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Sekil 9. Prunasin standardinin HPLC kromatogrami
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Sekil 10. Amigdalin standardinin HPLC kromatogrami

Bu derisimlere HPLC’nin verdigi cevaplar Total Chrom v.1.2 yazilimi ile

islenerek kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. Kalibrasyon egrileri Sekil 11, 12 ’de

verilmistir.
Amigdalin
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Sekil 11. Amigdalin (R=0.997768) kalibrasyon egrisi
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Sekil 12. Prunasin (R = 0.998307) kalibrasyon egrisi

CHzOH

D maad
OH H
HO H CN
H  OH

Sekil 13. Prunasin molekiil yapisi

CHo0H
—0

B ——O——CHQ
OH H

HO O——CH—<C:>
H  oOH |OHH

Sekil 14. Amigdalin molekiil yapis1

Arastirma iki bitki lizerinde 2 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Elde edilen
sonuclar ortalama deger olarak sunulmustur. Bu sonuglar JMP 7.0 programinda varyans
analizine tabi tutulmus olup ortalamalar LSD testi ile karsilastirilip harflendirilmistir.

Ayrica, amigdalin, prunasin ve HCN degerleri arasindaki korelasyonlar belirlenmis ve

regrasyon egrileri ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

Karayemis yapraklarinda vejetasyon donemi igerisinde 7 donemde (Nisan-
Mayis-Haziran-Agustos-Eyliil-Ekim-Kasim) elde edilen amigdalin miktar1 siras1 ile
0.175 g/kg, 0.233 g/kg, 0.975 g/kg, 0.109 g/kg, 0.101 g/kg, 0.166 g/kg ve 0.183 g/kg
olarak, prunasin miktar1 ise sirasiyla 5.140 g/kg, 3.673 g/kg, 2.706 g/kg, 3.785 g/kg,
0.826 g/kg, 1.235 g/kg, 5.765 g/kg olarak bulunmustur. Ortalama amigdalin miktar
0.277 g/kg, prunasin miktar1 3.304 g/kg olarak hesaplanmistir. Ayni aylarda alinan
orneklerden elde edilen HCN miktar1 ise sirastyla 0.480 g/kg, 0.345 g/kg, 0.304 g/kg,
0.352 g/kg, 0.080 g/kg, 0.115 g/kg, 0.530 g/kg, ortalama HCN miktar1 ise 0.315 g/kg
olarak hesaplanmustir (Sekil 15, 16, 17 ve 18). Elde edilen sonuglar Cizelge 2’de
verilmistir. Bu sonuglar varyans analizine tabi tutulmus olup yapraklardaki amigdalin,
prunasin ve HCN miktarlar1 arasinda % 1 diizeyinde onemli farkliliklar oldugu
saptanmistir. Cizelge 2 incelendiginde karayemis yaprak Orneklerinde prunasinin
amigdalinden ¢ok daha fazla oldugu, prunasin miktarina paralel olarak HCN miktarinin

en fazla Kasim ayinda ve en azda Eyliil ayinda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 2. Karayemis yaprak orneklerindeki ortalama amigdalin, prunasin ve HCN
miktarlarinin zamana gore degisimi (g/kg)

Zaman Amigdalin (g/kg) Prunasin (g/kg) HCN (g/kg) (A+B)
11 Nisan 0.175¢ 5.140b 0.480b
15 Mayis 0.233b 3.673¢c 0.345¢
28 Haziran 0.975a 2.706e 0.304d
8 Agustos 0.109¢g 3.785d 0.352d
8 Eyliil 0.101c 0.826¢g 0.080f
8 Ekim 0.166f 1.235f 0.115¢
8 Kasim 0.183d 5.765a 0.530a

LSD,, : 0.0005 LSD,, : 0.0046 LSDy,: 0.0032
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Sekil 15. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde amigdalin miktari
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Sekil 16. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde prunasin miktari
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Sekil 17. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak 6rneklerinde HCN miktar1 (g/kg)
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Sekil 18. Degisik donemlerde alinan karayemis yaprak drneklerinde amigdalin,
prunasin, HCN miktarlar1 (g/kg)

Karayemis yaprak orneklerinden elde edilen amigdalin ve prunasin miktarlar
incelendiginde (Cizelge 2, Sekil 15, 16), oérnek alinan ilk 3 aylik siiregte amigdalin ve
prunasin arasinda ters bir iliski gdzlenmektedir (Sekil 19). Bu ters iligki prunasinin yer
degistirme reaksiyonu gecirerek amigdaline donlismesi ile agiklanabilir. Devam eden
siirecte 1se yaprak Orneklerindeki amigdalin ve prunasin miktarinda bir artis
gozlenmektedir. Bu durum ise ekolojik faktorlere bagli olarak bitkinin fizyolojik

durumundan kaynaklanabilir.
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Sekil 19. Karayemis yaprak oOrnekleri (ilk 3 donem) amigdalin-prunasin miktarlar

(g/kg) ve regrasyon egrisi
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Karayemis yaprak Orneklerindeki prunasin-HCN miktarlar1 arasindaki iliski
incelendiginde iki deger arasinda dogru bir oranti oldugu goézlenmektedir. Prunasin

miktarinin artmast HCN miktarinin artmasini saglamaktadir (Sekil 20).

HCN (2'kg)
(=]
[¥%]

Primasin (glkg)

Sekil 20. Karayemis yaprak 6rnekleri prunasin-HCN regrasyon egrisi (g/kg)

Cizelge 3 incelendiginde karayemis tohum orneklerinde amigdalin miktarinin
HCN ve prunasinden oldukga yiiksek oldugu, tohumlarin HCN, prunasin ve amigdalin

igeriginin olgunluga dogru azaldig1 gozlenmektedir.

Cizelge 3. Karayemis tohum 6rneklerindeki ortalama amigdalin, prunasin ve HCN
miktarlarinin zamana gore degisimi (g/kg)

Zaman Amigdalin (g/kg) Prunasin (g/kg) HCN (g/kg) (A+B)
12 Temmuz 103.355 0.905 6.180
27 Temmuz 85.267 0.443 5.096

Sekil 21, 22, 23 ve 24 incelendigi zaman goriilecegi gibi karayemis tohum
orneklerinin 12 Temmuz ve 27 Temmuzda igerdigi amigdalin miktar1 siras1 ile 103.355
g/kg ve 85.267 g/kg olarak belirlenmistir. Yine ayn1 6rneklerdeki prunasin miktari sirasi
ile 0.905 g/kg ve 0.443 g/kg olarak belirlenmistir. HCN miktari ise sirasi ile 6.180 g/kg
ve 5.096 g/kg olarak hesaplanmustir.
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Sekil 21. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum o6rneklerinde amigdalin miktari
(g/kg)
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Sekil 22. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum drneklerinde prunasin miktari
(g/kg)

HCN
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Zaman

Sekil 23. Degisik donemlerde alinan karayemis tohum 6rneklerinde HCN miktar1 (g/kg)
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Sekil 24. Degisik donemlerde almman karayemis tohum &rneklerinde amigdalin,

prunasin, HCN miktarlar1 (g/kg)

Cizelge 4. incelendiginde karayemis meyve eti 6rneklerindeki amigdalin miktari
HCN ve prunasinden daha fazla oldugu, HCN, prunasin ve amigdalin miktarlarinin

meyve olgunluguna dogru azaldig1 gozlenmektedir.

Cizelge 4. Karayemis meyve eti orneklerindeki ortalama amigdalin, prunasin ve HCN
miktarlarinin zamana gore degisimi (g/kg)

Zaman Amigdalin (g/kg) Prunasin (g/kg) HCN (g/kg) (A+B)
12 Temmuz 0.755 0.155 0.054
27 Temmuz 0.645 0.065 0.034

Sekil 25, 26, 27, 28’de goriildiigi lizere 12 Temmuz ve 27 Temmuzda alinan
karayemis meyve eti orneklerindeki amigdalin miktarlar1 0.755 g/kg ve 0.645 g/kg
olarak, prunasin miktarlar1 0.155 g/kg, 0.065 g/kg olarak belirlenmistir. HCN miktarlar
strast ile 0.054g/kg ve 0.034 g/kg olarak hesaplanmistir.
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Sekil 25. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde amigdalin
miktar1 (g/kg)
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Sekil 26. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde prunasin miktari
(g/kg)
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Sekil 27. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde HCN miktar1
(g/kg)
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Sekil 28. Degisik donemlerde alinan karayemis meyve eti 6rneklerinde amigdalin,
prunasin, HCN, miktarlar1 (g/kg)
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5. TARTISMA

Karayemisin yaprak, tohum ve meyve etinde prunasin, amigdalin ve HCN
miktarinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalar sonucunda bazi sonuglar elde
edilmistir. Karayemis tohum Orneklerinden elde edilen ortalama 94.35 g/kg amigdalin
miktar1 ve 0.68 g/kg prunasin miktar1 degerleri, Geng¢ (2009)’ in taflan ¢ekirdeginde
yapmis oldugu ¢alismada elde ettigi 93.06+11.73 g/kg amigdalin ve 4.25+0.35 g/kg prunasin
degerleriyle benzer sonuglar teskil ettigi gézlenmektedir.

Zhou ve arkadaslarinin (2007), yenidiinya ¢iceginde yapmis olduklar1 ¢alisma
sonucunda elde ettikleri amigdalin miktar1 1.23-1.56 mg/g olup, karayemis {izerine
yapmis oldugumuz c¢alismayla karsilastirildiginda; karayemis meyve eti ve yapragindaki
amigdalin miktarinin yenidiinya ¢iceginin icerdigi amigdalin miktarindan daha diistik
oranda oldugu gozlenmektedir. Karayemis tohumlarinin igerdigi amigdalin miktar ise,
yenidiinya ¢i¢eginin icerdigi amigdalin miktarindan oldukga yiiksektir.

Sefer (2000), tathh ve act kayis1 cesitlerinin yapraklarinda yapmis oldugu
calismada Mayis ve Eyliil aylarinda siyanojenik glikozitlerin miktarini belirlemistir.
Elde ettigi sonuglar Cizelge 5 ve Cizelge 6’de verilmektedir. Cizelgeler incelendiginde
Mayis ayinda, tatli ve acit kayist cesitlerinin yapraklarindaki siyanojenik glikozit
miktarlarinin  Eyliil ayindaki siyanojenik glikozit miktarindan daha fazla oldugu
gozlenmektedir. Yapmis oldugumuz calismada Mayis ayinda toplam siyanojenik
glikozit miktar1 (prunasin + amigdalin) 3.90 g/kg ve Eyliil ayinda toplam siyanojenik
glikozit miktar1 (prunasin + amigdalin) 0.93 g/kg olarak tespit edilmistir. Iki calisma
arasinda bir karsilagtirma s6z konusu oldugunda ise kayist ve karayemis yapraklarinda
siyanojenik glikozit miktar1 Mayis ayinda, Eyliil aymma nazaran daha fazla olup, tath
kayis1 ¢esitlerinin yapraklarindaki siyanojenik glikozit miktari, Mayis ay1 karayemis
yapraklarindaki siyanojenik glikozit miktarina yakin olup, aci kayisi yapraklarindaki
siyanojenik glikozit miktarindan daha diistiktiir. Eyliil ay1 sonuglarinda ise tath ve act
kayis1  ¢esitlerinin  yapraklarindaki  siyanojenik  glikozit miktari, karayemis

yapraklarindaki siyanojenik glikozit miktarindan daha fazladir.
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Cizelge 5. Tatli kayis1 ¢esitlerinde yapraklarin Mayis - Eyliil ayinda siyanojenik glikozit

icerigi (Sefer,2000)
Tath kayis1 ¢esitleri  Mayis ayi1 yaprak siyanojenik Eyliil ay1 yaprak siyanojenik
glikozit i¢erigi (mg/g) glikozit i¢erigi (mg/g)
Kabaas1 3.24-7.72 2.77-3.78
Sam 3.40-4.87 2.27-2.96
Hasanbey 3.00-7.98 1.92-3.79

Cizelge 6. Aci kayisi gesitlerinde yapraklarin Mayis - Eyliil ayinda siyanojenik glikozit
icerigi (Sefer, 2000)

Aci kayis1 Mayis ay1 yaprak siyanojenik Eyliil ay1 yaprak siyanojenik
cesitleri glikozit icerigi (mg/g) glikozit i¢erigi (mg/g)
Adilcevaz-2 9.71-14.80 3.26-4.80

Adilcevaz- 4 6.07-12.38 2.92-3.85

X-1 Zerdali 7.54-20.34 2.77-4.34

Yine (Sefer, 2000), tatli ve acit kayisi1 gesitlerinin tohumlarinda siyanojenik
glikozit igerigi incelenmis ve tatli kayisi ¢esitlerinde tohumda siyanojenik glikozit
icerigi 10.65-19.84 mg/g, ac1 kayist gesitlerinde tohumda siyanojenik glikozit icerigi
0.21-0.37 mg/g olarak verilmistir (Cizelge 7). Karayemis tohumlarinda yapmis
oldugumuz caligmada toplam siyanojenik glikozit miktar1 (prunasin + amigdalin) 85.71-
104.27 g/kg olarak tespit edilmis olup, karayemis tohumlarindaki siyanojenik glikozit
miktarinin, tath ve aci kayisi c¢esitlerinin tohumlariin igcerdigi siyanojenik glikozit
miktarindan oldukca yiiksektir. Tiir farklilig1 goz 6niine alindiginda sonuglarin degisken

olabilecegi daha iyi anlagilmaktadir.

Cizelge 7. Tath ve ac1 kayisi ¢esitlerinde tohumlarin siyanojenik glikozit igerigi
(Sefer, 2000)

Tatl kayisi ¢esitlerinde tohumda Act kayisi gesitlerinde tohumda
siyanojenik glikozit icerigi (mg/g) siyanojenik glikozit icerigi (mg/g)

10.65-19.84 0.21-0.37
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6. SONUC ve ONERILER

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore meyve sularinda 1mg/kg (1 ppm), sert
cekirdekli meyve konservelerinde 5 mg/kg (5 ppm), nugatlar ve badem ezmelerinde 50
mg/kg (50 ppm)’a kadar hidrosiyanik asit bulunmasina izin verilmektedir. Hidrojen
siyaniiriin toksik etki dozunun 50 mg-100 mg oldugu bildirilmektedir. Ayrica 70 kg’lik
yetigkinler i¢in hidrojen siyaniiriin toksik etki olusturmayan dozunun giinliik 5,6 mg
oldugu da bildirilmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz veriler
incelendiginde karayemis meyve etinde bulunan HCN miktarinin Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi'nde izin verilen dozu asmadigini sdylemek miimkiindiir.

Unlii bilim adami Paracelsus’un dedigi gibi “Her madde toksindir, toksin ile
toksin olmayani birbirinden ayiran dozdur”.

Seker hastalar1 tarafindan, sekeri disiirdiigii disilincesiyle karayemis
tohumlarinin tiiketildigi bilinmektedir. Tohumlarin agizda ¢ignenmek suretiyle
tiikketilmesi sonucu emilsun enziminin aktivitesinin arttig1 ve amigdalinin hidrolizini de
arttirdig1 bilinmektedir.

Bazi arastiricilar tarafindan belirtildigi gibi kanser tedavisinde kullanilan ve
ABD’de tabletler halinde satisina izin verilen amigdalin ya da diger adiyla B17
vitamininin, kanserli hiicrelerde rhodanese enziminin az miktarda bulunmasi sebebiyle
kanserli hiicreleri pargalayarak tiimor olusumunu engelledigi bildirilmektedir.

Karayemis tohumlarinda yiliksek miktarda gozlenen amigdalin glikozitinin
alternatif bir kaynak olarak kullanilabilecegi ve meyvede bu siyanojenik bilesiklerin
diisiik oranda bulundugu ve olgunlagma ile beraber bu miktarin minimuma diistiigii
saptanmistir. Bu konularda yapilacak olan ¢alismalarin bilimsel ve endiistriyel olarak
onemli gelismelere yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bakimdan bu c¢alismalar1 daha

detayli ve farkl ¢esitlerle yapilmasi ve devam ettirilmesi 6nem arz etmektedir.
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