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OZET

ANZER BAL VE POLENININ BAZI BiYOAKTIF OZELLIKLERININ in vitro
OLARAK INCELENMESI

Hilal Ebru HOTAMAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
Yuksek Lisans Tezi

Damsmani: Prof. Dr. Hasan EFE

Bal ve polen tedavi kaynagi olarak kullanilan bazi biyoaktif bilesikleri icerirler. Bu
caligmada Dogu Karadeniz Bolgesi Anzer Yaylasi’ndan toplanan ar1 bal ve polenleri kullanildi.
Anzer balinin safliginin belirlenmesi agisindan oncelikle fiziksel ve kimyasal parametreleri
calisildi. Sonra bal ve polenlerin antioksidan 6zellikleri ve hyaluronidaz ve (reaz enzimlerini
inhibisyonu analiz edildi. Antioksidan kapasiteyi belirleyen testlerin sonucu: toplam fenolik
icerik ballarda 22,01+0,25, polenlerde 753,21+0,91 mg GAE/100g numune; toplam flavonoid
icerik ballarda 2,32+0,04, polenlerde 245,03+2,48 mg QE/100g numune; toplam tanen igerik
ballarda tespit edilemedi, polenlerde 34,94+1,21 mg KE/100g numune; demir (II1) indirgeme
antioksidan kuvveti (FRAP) ballarda 90,51+1,13, polenlerde 390,65+2,39 umol Troloks/100g;
DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi ballarda 58,94+0,73,
polenlerde 1,47+0,02 mg/mL oldugu bulundu. Anzer bal ve polen ekstraktlarimin hyaluronidaz
ve (reaz enzimleri Uzerine inhibisyon etkileri 1Csy degerleri olarak hesaplandi. 1Csy degerleri
hyaluronidaz icin ballarda 0,17+0,01g/mL, polende 0,07+0,01 g/mL, Ureaz icin ballarda
21,83+0,01mg/mL, polende 1,32+0,00 mg/mL’dir. Sonu¢ olarak hem bal hem de polen
ekstraktlarinda, enzim inhibisyonlar: ile antioksidan kapasite arasinda pozitif korelasyonlar

vardir.

2015, 69 sayfa
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME BIOACTIVE PROPERTIES OF ANZER HONEY AND
POLLEN in vitro

Hilal Ebru HOTAMAN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Health Sciences
Deperment of Medical Biochemistry

Master’s Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Hasan EFE

Honey and pollen have some bioactive compounds that are used as treatment source. Bee
honey and pollen harvested from Anzer Plateau of Eastern Black Sea Region included to the
study. To check the purity of Anzer honey firstly physical and chemical parameters were
studied. The antioxidant and inhibition properties of honeys and pollens on hyaluronidase and
urease enzymes were analyzed. Average results of antioxidant capacity determines tests: total
phenolic content for honey 22,01+0,25, for pollen 753,21+0,91 mg GAE/100g sample; total
flavonoid content for honey 2,32+0,04, for pollen at 245,03£2,48 mg QE/100g sample; total
tannin content was not detected in honey, for pollen 34,94+1,21 mg KE/100g sample; iron (I11)
reducing antioxidant power (FRAP) for honey 90,51+1,13, for pollen at 390,65+2,39 pmol
Trolox/100g sample; DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity for
honey 58,94+0,73, for pollen 1,47+0,02 mg/mL were found. Inhibition effects of Anzer honey
and pollen extracts on urease and hyaluronidase enzymes were calculated as the IC 5, values.
The results of hyaluronidase IC 5, for honey 0,17+0,01g/mL, for pollen 0,07+0,01g/mL, urease
IC 5 for honey 21,83+0,01 mg/mL, for pollen 1,32+0,00 mg/mL were determined.
Consequently, there are positive correlations between enzyme inhibitions and antioxidant

capacity of both honey and pollens ekstracts.

2015, 69 sayfa

Key words: Anzer, Honey, Pollen, Antioxidant, Enzyme Inhibition.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Eskiden beri insanoglu hastaliklarin tedavisinde ari iirlinlerinden yararlanmistir.
Glintimiizde de ar1 iiriinleriyle tedavi yani apiterapi hala 6nemini korumaktadir. Bal, ar1
stitli, propolis, bal mumu, polen gibi apiterapi lirlinleri tipta ve veterinerlikte sik¢a

kullanilmaktadir (Ceyhan, 2000).

Ar {iriinlerinden iizerinde en fazla ¢aligilan1 bal ve polen olup her ikisi de son
derece yiiksek besin degerine sahiptir. Ancak besin degerinden daha ziyade birer dogal
urin olan bal ve polenin 6nemli derecede biyolojik potansiyele sahip olmasi son
yillarda 6ne ¢ikmaktadir. Bu sebeple bal ve polenin biyolojik degeri basta antioksidan
aktivite olmak Uzere, antibakteriyel, anti-inflamatuar, antikanserojen, antimikrobiyal,
antiviral etkilerinin aydinlatilmasi agisindan calisilmaya degerdir. Apiterapik tiriinlerin
biyolojik potansiyelleri toplandiklari bolgenin cografik ve floral 6zelliklerine baglh
olarak degisim gosterir (Kaskoniene, 2010). Tirkiye bulundugu cografik konumdan
dolayr diinyanin 6nde gelen cografik bolgelerinden biri olup, Ulkemiz aricilik
potansiyeli ve bal iiretimi bakimindan diinyada 6n siralardadir. Ancak gerek apiterapik
yonden ve gerekse iriinlerin tanitimi bakimindan 6n planda degil ve dunyadaki
taninirhi@ bakimindan hak ettigi yeri almamistir. Dogu Karadeniz Bolgesi® ne ait olan
ve halk arasinda ¢ok degerli olduguna inanilan Anzer bal1 ve poleninin diger ballardan
farki, biyoaktif Ozellikleri ve biyo-yararliliklar1 konusundaki arastirmalarin yetersiz

olmasi bu ¢aligmanin temel amacidir.

Calismamizda normal ¢igek ballarindan farklilik arz eden Anzer balinin pahali bir
bal olmasindan dolay1 biyolojik aktif 6zellikleri ile 6n plana ¢ikarilmasi, ayrica Anzer
yoresindeki polenlerin de biyolojik etkinligin ortaya cikarilmasi amaglandi. Bu tezde
yapilan calismalarda biyokimyasal 0zellikler dahilinde hyaluronidaz ve (reaz
enzimlerinin inhibisyonu tizerine Anzer Yaylasi bal ve poleninin etkileri arastirild1 ve
anti-inflamatuvar, antikarsinojenik ve antibakteriyel 6zellik gosterebilecegi in vitro

olarak tespit edildi.



1.2. Ar1 Uriinleri

Apiterapi, bal, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri, bal mumu kullanildig1 tedavi

sekillerinin tiimii olarak adlandirilmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi’nin (TGK) 2012/58 sayili Bal Tebligi’ne gore bal: Bitki
nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlari
lizerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan
sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini disiirdiigii
ve petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal iiriinii ifade eder. Bal orijinine gore; cicek
ballar1 (bitki nektarlarindan elde edilir) ve salgi ballar1 (bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan bitki emici boceklerin -
Hemiptera- salgilarindan elde edilir) olarak ikiye ayrilir (TGK, 2012). Cicek bali ve
salgt balmin yiizde bilesimi degerleri minimum ve maksimum olarak Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Balin % Bilesimi (Karadal ve Yildirim, 2012).

Cicek Bah Salg1 Bal
Ortalama Min-Maks Ortalama Min-Maks
Su 17,2 15-20 16,3 15-20
Monosakkaritler
Fruktoz 38,2 30-45 31,8 28-40
Glukoz 31,3 24-40 26,1 19-32
Disakkaritler
Sukroz 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
Digerleri 5,0 2,0-8,0 4,0 1-6
Trisakkaritler
Melezitoz <0,1 4,0 0,3-22,0
Eritoz 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6,0
Tanimlanamayan 3,1 0,5-1 10,1 0,1-6,0
Oligosakkaritler
Mineraller 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminoasitler 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Asitler 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-15
pH degeri 3,9 3,5-4,5 5,2 4,5-6,5

Bal, arilar (Apis mellifera) tarafindan ¢igek ve agac¢ salgilarindan toplanan,
insanoglu tarafindan hem sifa kaynagi hem de ge¢misten giiniimiize kadar gelen besin

kaynagidir. (Aparna vd., 1999; Kaskoniene vd., 2010). Balin bilesiminin biiyiik bir
2



kismimi (%80-85) karbohidratlar olusturmakla birlikte yapisinda yaklasik %1-2
oraninda yer alan c¢esitli biyo-aktif bilesikler (proteinler, enzimler, aminoasitler,
vitaminler, organik asitler, flavonoidler, fenolik asitler, mineraller) onun biyolojik
aktivitesinden sorumlu ajanlardir (White, 1999). Balin bilesiminin degiskenligi bircok
faktore baglidir. Bunlar nektar1 saglayan floraya, iklim kosullarina, cografik 6zelliklere,
tiretim bi¢cimine ve bal aris1 tiirline gore degisim gostermektedir (Kaskoniene, 2010). Bu
zengin ve kompleks bilesimi sayesinde bal, alternatif tip uygulamalarinin basinda yer
alir. Dlinyada 6ne ¢ikan bazi ballar bulunmaktadir. Ozellikle Yeni Zelanda’da Manuka
bali ve Avusturalya’da piiren bali gibi ballar tercih edilen ballar arasindadir (Weston

vd., 1999; Molan, 1999; Andrade vd., 1999).

Balin yapisinda bulunan ve tamamen dogadan gelen, sekonder metabolit ajan
olarak da adlandirilan yiizlerce polifenolik bilesik, vitamin, enzim ve mineral onun
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-iflamatuar, anti-timoral 6zelliklerinden
sorumludur (Russel, 1983; Bogdanov, 1984; Cook ve Samman, 1996).

Bitkide tohumlar olusmadan Once agan g¢igeklerin orta kisminda erkek iireme
organlarinin baggik kisminda bitkinin tiim kalitsal o6zelliklerini tasiyan kiigiik
hiicrelerden olusan tozlar vardir. Bu gigek Greme hticrelerine polen denmektedir. Polen
cicekli bitkilerin erkek cinsiyet hiicreleri olup, disi organin tozlasmasini saglamaktadir.
Cicek tozu olarak da adlandirilan polenler bitkilerin ¢iceklenme donemleri boyunca
goriilmekte ve kremden siyaha kadar degisen farkli renklerde olabilmektedirler
(Korkmaz ve Cankaya, 2008).

Polenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin toplandigi bitkiye, bolgenin
cografik konumuna, iklim Ozelliklerine, toplanma sekline ve ambalaj sekline bagh
olarak degisim gosterdigi bildirilmektedir (Karatag vd., 2000). Bal arilar1 poleni farkli
bitkilerden topladigi i¢in polenin kimyasal kompozisyonu da olduk¢a farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle polenin standart bir bilesiminin ortaya ¢ikartilmasi oldukca
zordur. Genel olarak polen; %7,50-40.0 protein, %15,0-50,0 seker i¢ermekte olup,
%15,0 ile %50,0 arasinda degisen ve oldukca yiiksek miktarda nisasta ihtiva etmektedir

(Krell, 1996). Proteinler, aminoasitler, yaglar ve sekerler polenin ana bilesenlerini



olustururken, polen yapisinda ¢ok fazla sayida iz miktarda bulunan elementler, bal
arilariin da ihtiyag duymus oldugu Na, K, Ca, Mg, Cl, P, Fe’ dir (URL-1).

Propolis, arilarin  bitkilerden topladigi reginemsi madde olup kovanin
savunmasinda, dezenfeksiyonunda ve yaliiminda Onemli rol almaktadir. Eski
Yunancada “Pro”(6nd, 6ncesi) ve “polis” (sehir) kelimelerinden tiiretilmistir. % 50
regine ve zamks1 maddeler, % 30 bitkisel mumlar, % 10 esansiyel yaglar, % 5 polen, %
5 organik bilesiklerden olusmaktadir (Gomez-Caravaca vd., 2006; Burdock, 1998).
Propolis balarilar1 tarafindan bitkilerden toplanan ve mumla karstirilarak kovan
icerisinde birgok amaca yonelik olarak kullanilan dogal bir trlindir. Propolisin ¢ok eski
yillardan beri geleneksel tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi ve
antimikrobiyal, antioksidan, antitimor, antienflamatuar gibi biyolojik aktivitelere sahip
oldugu birgok bilimsel ¢alisma ile gosterilmistir (Albayrak ve Albayrak 2008). Genel
olarak propolis koyu sari, yesil ve koyu kahverengiye dogru degisen renklerde
bulunabilir ve yas1 arttik¢a rengi koyulagmaktadir (Saral, 2013).

Ar siitii; is¢i arilarin hipofarengal (bogaz) ve mandibular glandlarindan (alt gene)
salgilanir ve kralice arinin beslenmesinde ve gelismesinde 6nemli rol oynar (Tamura
vd., 2009; Schmidt, 1996). Ar siitii kremsi kivamda homojen bir maddedir. Sar1, beyaz
ve bej renklerde, fenolik bir kokuya ve eksi bir tada sahiptir (Lercker vd., 1992). An
stitii yaklasik olarak %12-15 protein, %10-16 karbohidrat, %3-6 lipid ve geri kalan
%60-70 oranda vitamin, tuz, serbest amino asitler ve nem gibi pek cok madde
icermektedir (Tamura vd., 2009; Nagai ve Inoue, 2004).

Ari zehri, “Arilarin zehir torbasinda olusan ve igerisinde baslica mellitin, apamin,
MCD-peptidi, histamin, hyaluronidaz, fosfolipaz-A2 bulunan, keskin kokulu, aci tatta,
sarimtirak renkte, sivi, hava ile temasinda ¢abuk kuruyup kristalize olan bir maddedir
(TSE, 1989).

Anzer Yaylasi Rize’nin Ikizdere ilgesinin 35 km giiney batisinda kalan bir
yayladir. Asagr Anzer (Ciceklikdy) ve Yukari Anzer (Ballikdy) olarak ikiye ayrilir.
Halk arasinda Anzer yoOresine ait ballarin sifa kaynagi oldugu 6teden beri bilinmektedir.

Kuzeydogu Anadolu’da yer alan Anzer bolgesi baliyla Tiirkiye’de ve dlnyada ¢ok
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meshurdur. Anzer balinin diger ballardan daha fazla saglik faydalari olduguna
inanilmaktadir ve bu nedenle ¢ok yiiksek fiyatlara alici bulmaktadir. Bal {ireticileri ve
tiikketicileri Anzer balinin karaciger hastaliklari, mide-bagirsak hastaliklar1 ve bazi cilt
hastaliklarinda tedavi edici oldugunu ifade etmektedirler. Anzer balinin sifa 6zelliginin
Anzer yaylasinin zengin bitki florasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Yaklagik 80
civarl endemik tiir iceren ve 500°den fazla farkli ¢icege sahip floral orijiniyle alakali
oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 bolgede iiretilen Anzer polenlerinin ise vitamin, mineral
ve proteince zengin olmasinin yani sira kansizlik basta olmak iizere pek ¢ok hastaliktan

koruyucu etkilerinin oldugu ifade edilmektedir (Ulusoy, 2010; Ulusoy ve Kolayli 2013).

1.3. Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Polifenoller

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa
omdarla, reaktif molekillerdir. Serbest radikallerin en 6nemlileri reaktif oksijen turleri
(ROT) dir. Oksidasyon, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron vermesi ile
meydana gelen yilseltgenme basamagidir. Yukseltgenme potansiyeli yiksek olan
madde yiikseltgenirken diger madde indirgenir. insan viicudunda ve besinlerde bulunan
lipidler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve
canli organizma icin zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir (Papas,
1996). Bu durum oksidatif stres olarak ifade edilir. Reaktif tiirlerin zararli etkilerinin
temel sebebi radikal olmalari, radikal olusumuna sebep olabilmeleri veya yiikseltgenme
potansiyallerinin daha yiiksek olmalarindan kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller (¢
temel yolla olusur (Akkus, 1995; Onat vd., 2002):

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi ile;
Xe oY — Xe +Ye
2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi ile: Askorbik asit ve

tokoferol gibi hucresel antioksidanlar, radikal tirlere tek elektron verip radikalleri

indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.



3. Normal Bir Molekiile Tek Bir Elektron Transferi ile:

Os+e - 0y

En sik karsilagilan serbest radikaller ve bazi 0zellikleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. En sik karsilasilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri.

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tirin

Adi Simgesi Kimligi

Hidrojen radikali H’ Bilinen en basit radikal.

Superoksit radikali 0,” Oksijen metabolizmasinin ilk ana {irtini.

Hidroksil radikali OH’ En toksik oksijen metaboliti radikali.

Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi
zayif.

Singlet oksijen 0O, Yarilanma 6mrii kisa, giiglii oksidatif form.

Perhidroksi radikali HO," Lipidlerde hizl cozlinerek lipid
peroksidasyonunu artirir.

Peroksil radikali RCOQO™  Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olur.

Triklorometil radikali CCls5’ CCl4 metabolizmasi iiriinii, karacigerde iiretilir.

Tiyil radikali RS’ Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerdir.

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen
metaboliti.

Nitrik oksit NO’ L-argininden in vivo Uretilir.

Peroksinitrit NO," NO’in oksijen ile reaksiyonundan dretilir.

Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok hasara yol agmaktadir. Bu hasarlar
sOyle siralanabilir (Kehre and Smith, 1994; Halliwel and Gutteridge, 1999). Oksidatif

stresin, ROT’ larin neden oldugu hiicre hasarlar1 sonucu birgok hastaliga neden oldugu

bulundugu diisiiniilmektedir. Yapilan pek cok caligmada iilseratif kolit (Dagli vd.,
1997), iskemi/reperfiizyon hasar1 (Cruthirds vd., 2003; Tase¢1 vd., 1995), ateroskleroz
(Halliwell ve Gutteridge, 1990), yaslanma (Hipkiss, 2007), diabetes mellitus (Akkus,
1995), Alzheimer hastaligi; Parkinson hastaligi (Dauer ve Przedborski, 2003; Mosley



vd., 2006), sigara kullanim1 (Zalata vd., 2007; Kosecik vd., 2005) ve hava kirliliginin
(Tao vd., 2003) neden oldugu rahatsizliklar ve KOAH (Bowler vd., 2004) gibi akciger
hastaliklari, gesitli kanser tiirleri, felg, hipertansiyon, romatoit artrit ve multiple sklerosis
gibi otoimmiin hastaliklar, alerji; astim, septik sok, inflamasyon, akut pankreatit,
yaslanmaya bagli makiiler hastaliklar ve katarakt (Anderson, 2007; Halliwell, 1994;
Halliwell ve Gutteridge, 1990) gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin
katildig1 belirtilmistir.

Antioksidanlar, radikallerin etkisiyle meydana gelen oksidasyonu yavaslatan veya
durduran ya da olugsmasini engelleyen her tiirlii molekiile denilmektedir (Young ve
Woodside, 2001). Viicudumuzda kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerden bazilari
kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri notralize ederken bu sirada serbest
radikal haline gelmemektedirler (Prior ve Cao, 2000). Antimutajenik, antikarsinojenik,
antiaging gibi birgok biyolojik fonksiyonun bu antioksidanlardan kaynaklandigi
bilinmektedir (Cook ve Samman1996).

N—N@NOQ

Sekil 1. DPPH Radikali.

1. Singlet oksijeni sonlime ugratarak oksijen derisimini diisiirebilirler.

2. Hidroksil radikallerini tutarak zincir reaksiyonlarinin baglamasini
onlerler.

3. Metal iyon katalizorlerini baglarlar (Shahidi, 1996).



Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Genel olarak bir antioksidanin aktivitesi su faktorler ile belirlenir:

1. Hidrojen veya elektron donor araci olarak gosterebildigi reaktivite. (Genelde
indirgeme potansiyeline baglidir). Indirgenme potansiyeli diisiik olan molekiil

yukseltgenir.
2. Antioksidandan tiireyen radikalin akibeti.
3. Diger antioksidanlarla etkilesim yetenegi.

4. Gegis metali selatlama potansiyeli (Rice-Evans vd., 1997).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak {izere iki gruba ayrilir. Aslinda ¢ok genis
bir aile olan dogal antioksidanlar genel olarak bakildiginda endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak smiflandirilirlar. Endojen (organizma tarafindan sentezlenen)
antioksidanlar kendi aralarinda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
ikiyi ayrilirlar (Thomas, 1995; Blomhoff, 2005; Jerry vd., 2000). Enzimatik olan
antioksidanlarin en bilinenleri stperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve
hidroperoksidaz olup enzimatik olmayan antioksidanlar ise indirgenmis glutatyon
(GSH), bilirubin, ferritin, albumin, seruloplazmin, melatonin, sistein, metiyonin,
laktoferrin, transferrin, haptoglobulin ve drik asit ile en bilinenleridir. Eksojen
(disaridan besinlerle alinan) antioksidan ise daha c¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen
cesitli vitamin (a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, folik asit) ve fenolik maddeler olup
disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Saral, 2013; Sahin, 2014).

Dogal antioksidanlar Tablo 3’te 6zetlenmistir.



Tablo 3. Dogal Antioksidanlarin Siniflandirilmasi.

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz Endojen Antioksidanlar ~ Eksojen Antioksidanlar
Katalaz Glutatyon (GSH) Askorbik Asit (C Vitamini)
Glutatyon Peroksidaz Urik Asit Tokoferoller

Glutatyon Rediiktaz a-Lipoik Asit Karotenoidler
Glutatyon-S-Transferazlar Laktoferrin, Ferritin Polifenoller

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz  Bilirubin

Melatonin

Birden fazla hidroksil kokii iceren fenolik maddelere ise polifenoller denir. Ozetle
bilinen tiim fenolik bilesikler, basit fenollerdeki benzen halkasina farkli radikal
gruplarin baglanmasi ile olusmuslardir (Hallag, 2009; Karagali, 2002). Polifenoller;
bitki diinyasinin biiyilkk bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en genis
kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir. Besin
fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. Bitki polifenolleri
multifonksiyonel bilesikler olup indirgeme araci, hidrojen atom-dondr antioksidanlar ve
singlet oksijen sOndiiriicii olarak, bazilar1 metal iyonu selatlama sahip antioksidanlar
olarak davranirlar (Rice-Evans, 1996). Serbest halde bulunmayan sinnamik ve benzoik
asitten hidrokisillenerek tiirevlenen ve bdylece ayrimi yapilan fenolik asitler, bitkilerin

major tiyelerindendir (Sahin, 2014). Polifenoller Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Polifenollerin Siniflandirilmasi.

Polifenoller
Flavonoid olmayan Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidrolizlenebilir Tanenler Flavonoller Hidroksisinammik asit tirevleri
Kondanse Tanenler Flavonlar Hidroksibenzoik asit tlrevleri
Izoflavonlar
Flavononlar

Antosiyaninler

Flavanoller




Flavanoidler, bitkilerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir.
Bu bilesikler bitkinin biiylime ve gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine
karst savunma sisteminin de bir pargasini olustururlar ve bitki pigmentleri olarak
bilinirler. Flavonoidlerin farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antifungal, anti-
inflamatuar, antialerjik, antikanserojen 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir (Hallag,
2009; Havsteen, 2002).
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Sekil 2.Kondanse ve Hidrolizlenebilir Tanenler, Flavonoidler, Hidroksisinamik asit,
Hidroksibenzoik Asit Genel Yapilari.

Polifenollerde bilesigin yapist ile antioksidan kapasitesi iliskilidir, fenolik
bilesiklerde —OH grubu sayisi, flavonoidlerde B halkasinin 5-OH, 3-OH ve 4-OH
gruplar1 olmas1 antioksidan aktivite {izerinde etkilidir (Cotella vd., 1996; Cimen, 1999).

Tanenler ise ¢ok sayida hidroksil grubu ve fonksiyonel grup igermektedir.

1.4. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki

kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran %100 iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
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Enzimlerin en 6nemli Ozellikleri katalizleme gigleri ve d6zgunlukleridir. Katalitik RNA
molekdllerinin kicuk bir grubu harig, biitiin enzimler protein yapisindadir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2012). Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gecirseler de
reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine donerler (Murray, 1993).
Enzimler etki ettikleri maddeler olan substratlar i¢in oldukg¢a spesifiktirler. Bazi
enzimler benzer yapida bir grup substrata etki ederken bazilar1 da tek bir molekul turt
Uzerine etki eder. Bir ¢ok enzim stereospesifite gosterir (Kalaycioglu, 2006).
Gunumuzde 2000°den fazla farkli enzim bilinmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
Enzimler genelde ya substrat adinin sonuna “-az” eki getirilerek ya da ilk kesfedenlerin
koyduklart isimlerle taninmaktadirlar. (f)rnegin; Ureaz, hyaluronidaz, fosfataz, lipaz,

tripsin ve pepsin.

Baz1 enzimler katalitik aktivite gostermek i¢cin amino asit kalintilar1 diginda
kimyasal bir gruba ihtiya¢ duymazken (apoenzim) bazilar1 da (holoenzim) kofaktor
olarak adlandirilan Fe®*, Mg?*, Mn®* gibi bir veya daha fazla inorganik iyona ya da
koenzim olarak adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere ihtiyag
duyarlar. Baz1 enzimler ise aktivite gosterebilmek i¢in hem koenzime hem de bir veya
daha fazla metal iyonuna ihtiya¢ duyarlar. Protein yapisina kovalent olarak baglanan bir
koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir. Koenzimler; tiamin
pirofosfat, aldehitler, koenzim A, agil gruplar1 gibi 6zgiil islevsel gruplar i¢in gegici
tastyict olarak gorev yaparlar. Koenzimler cogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda alinan
organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson ve Cox, 2005). Substrat
konsantrasyonu, sicaklik, pH, allosterik etkiler, hormonlar, iyonik siddet, enzim
konsantrasyonu, inhibitér ve aktivitorlerin varligi enzimlerin aktivitesini etkileyen
faktorlerdir (Ozaltin, 2014).

1.4.1. Enzim Inhibisyonu ve 1Cs

Enzimlerin, baz1 bilesikler veya iyonlar tarafindan hem in vivo hem de in vitro
olarak aktivitelerinin azaltilmasi ya da tamamen durdurulmasi olayina inhibisyon, buna

sebep olan bilesiklere de inhibitdr denir. Inhibitdrler, genellikle kiiciik mol kiitlelerine
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sahip organik bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde bagli basma bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bu ylzden enzim
inhibisyonu buyuk bir 6nem arz etmektedir (Kuzucu, 2011). Bircok ilag ve zehirli
bilesik fonksiyonlarini bu yolla gosterir. inhibitdrler hem etki mekanizmalarinin hem de
metabolik yollarin aydinlatilmasinda biyokimyacilar i¢in ¢ok Onemli bir arag
fonksiyonu gérmiistiir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Bazi enzimlerin inhibisyonu anti-
inflamatuvar, antitiméral, antikarsinojenik, antialerjik, anti-aging, anti-romatoid, anti-

toksin, antimikrobiyal 6zellik sergiler. Enzimlerin inhibisyonu baslica iki gruba ayrilir.

Doéniisiimsiiz inhibisyonda enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu
etkilenir. Inhibitdr, enzime kovalent olarak baglanir veya kompleks olusturur. V pyax
(enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, K, (enzimin substrata
ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir (Giiller, 2011). Ornegin; sinir gazlarindan
diizopropil fosfofluoridat, asetil kolin isimli ndrotransmittorii parcalayan asetilkolin
esterazin tersinmez inhibitoriidiir.  DOniistimsiiz inhibisyonun aksine dontistimli

inhibisyonda enzim ile inhibitdr etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir.

Doéniisiimlii inhibisyonda, inhibitor madde ortamdan uzaklastirildiginda enzim

aktivitesini yeniden kazanir. Ug grupta incelenir:

1. Yarigmali (kompetitif) inhibisyon
2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon
3. Yar1 yarismal1 (unkompetitif) inhibisyon

Bir inhibitor etkisinin ol¢tlmesi icin kullanilan en yaygimn iki deger ICsy Ve
Ki’dir. 1Csp maksimum inhibisyonun yarisini saglayan veya enzim aktivitesini yariya
diisiiren inhibitér konsantrasyonudur. Bir dizi deney yoluyla belirlenmektedir. Her
deneyde, inhibitorin konsantrasyonu giderek arttirilir bodylece inhibisyonda artar. X
ekseninde konsantrasyon, y ekseninde % inhibisyon olacak sekilde uygun grafik
cesidiyle (Bu tezdeki 6rnekler igin logaritmik olarak cizildi.) hesaplanir. 1Csy degerinin

diisiik olmasi inhibisyon etkisinin gic¢li oldugunu gosterir.
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1.5. Hyaluronidaz Enzimi ve Ozellikleri

Hyaluronidaz (hyaluronat liyaz) (EC 3.2.1.35.), bir endoenzim olup hyaluronik
asit icindeki kisa zincirli oligosakkarit depolimerizasyonunu katalize eder.
Hyaluronidaz, yumusak dokularin ekstraselliiler matriks yapisinda gorev alan ve
tekrarlayan disakkarit tnitelerinden olusan hyaluronik asidi (hyaluronani) hidrolizleyen
bir enzimdir (Sahin, 2006). Hyaluronidaz pek ¢ok patolojik hastalikla iligkilidir ve onun
inhibitorleri, anti-inflamatuar, anti-alerjik, anti-timaral, anti-aging, anti-romatoid, anti-
toksin, antimikrobiyal etki gostermektedir (Stern, 2008; Sunitha vd., 2013; Selenge vd.,
2014). Hyaluronidaz enziminin dokulardaki aktivite artiginin yenilenme ve onarim
islemlerinde, vaskiilarizasyon artisinda ve tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz artisinda rol
aldigi dasundlmektedir (Abdesslam, 2000). Toplamda bes hyaluronidaz enzimi
(HYAL1, HYAL2, HYALS3, HYAL4 ve hPH-20) mevcuttur (Stern, 2008).
Hyaluronidaz ayrica bakterilerde, yilan, ar1 (%2), akrep zehirlerinde ve spermlerde
fertilizasyona yardimci olarak bulunur. Hyaluronidaz enziminin tersiyer yapist Sekil

3’te gosterilmistir.

Sekil 3. Hyaluronidaz Enziminin Tersiyer Yapisi.

Hyaluronik asit bir ekstraselliler matriks bilesenidir ve tekrarlayan glukuronik
asit ve N-asetil-D-glukozamin disakkarit Unitelerinin degisken olarak B(1—4) ve
B(1—3) glikozidik baglarla baglandig1 zincirlerden olusan, yiksek ve dustik molekdl
agirlikli formlari olan bir glikozaminoglikandir (Jennie ve Christine, 2004; Davide vd.,
2008). Hyaluronik asit embriyonel gelisimde, ekstraselliiler matriks homeostazinda,
yara iyilesmesinde, doku yenilenmesinde ve arteryel sertlikte de gorilebilen arteryel
diiz kas hiicre proliferasyonunda ve migrasyonunda oOnemli rol oynamaktadir

(Abdesslam, 2000). Hyaluronik asit oldukg¢a hidrofilik bir polimerdir ve su varliginda
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hacmi 1000 katina kadar ¢ikabilmektedir. Bu 6zelligi sayesinde de bosluk doldurucu,
kaygan ve osmotik tamponlayic1 gorevi goriir. Poliiyonik yapisi sayesinde de serbest
radikalleri temizler ve antioksidan etki gosterir (Jennie ve Christine, 2004). Hyaluronik
asit yara iyilesmesinde de gorev alir. Yara iyilesmesinde baslangigta olusan grantilasyon
dokusu hyaluronik asitten oldukca zengindir ve skar olusumu olmadan yara iyilesmesini
sagladig diisinilmektedir (Firinciogullari, 2009).

Serumdaki hyaluronik asit seviyesinin enfeksiyonlar sirasinda yiikseldigi ve bu
yiikselisin klinik olarak atesli aktivitede yararli olacag: rapor edilmistir. Hyaluronidaz,
hyaluronik asidin dengelenmesinde 6nemli bir gorev iistlenmektedir (Sahin, 2006).
Ayrica plazma hyaluronidaz 6lcimu hyaluronik asidin metabolizma ve aktivitesinin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Kucur, 2009). Hyaluronidaz ve ylksek orandaki
hyaluronan tlimdrlerde beraber bulunur. Hyaluronidaz aktivitesi yiksek molekiler
agirliktaki hyaluronan ve oligosakkaritler arasindaki denge ile kontrol edilir. Bu da

kanser gelismesinde 6nemli bir rol oynar (Trias vd., 2005).

Cesitli flavonoidlerin potansiyel hyaluronidaz inhibitorii olduklar1 gosterilmistir
(Kuppusamy vd., 1990; Kuppusamy ve Das, 1991). Havyan deneylerinde flavonoidlerin
anti-inflamatuar, anti-alerjik aktivite, lipid peroksidasyonunu, RNA, DNA protein
sentezlerini, antiviral aktivite, kilcal kirilganligi, timoér inhibisyonu ve patolojik
stireclerde ¢esitli enzimler lizerine etkileri oldugu goésterilmistir (Harbone, 1986; Ferrel
vd., 1979; Vanden Berghe vd., 1993; Parellada ve Guinea, 1995).

Gecgen son on alt1 yilda hyaluronidaz inhibitorii olan; metal tuzlar1 (Meyer ve
Rapport, 1951), benzimidazoller ve indoller (Rigden vd., 2006), siilfath
glukozaminglikan (Toida vd., 1999), polisakkaritler (Salmen vd., 2005), sigir serum
albimin (BSA) (Maingonnat vd., 1999), triterpenler ve flavonoidler (Kuppusamy vd.,
1990; Hertel vd., 2006), 6-0-acil vitamin C tirevleri (Botzki vd., 2004; Spickenreither

vd., 2006) saponinler ve sapogeninler (Facino vd., 1995) farkl bilesikler incelendi.
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1.6. Ureaz Enzimi ve Ozellikleri

Ureaz (iire amidohidrolaz) (E.C.3.5.1.5.), Urenin amonyak ve karbondioksite
hidrolizini katalizleyen bir metalloenzimdir (Dixon vd., 1975). Bu tepkimeyi katalizor
olmadan gergeklesen reaksiyon hizim 10™ kat artirmak suretiyle yapar (Kayastha ve

Das, 1999). Ureden amonyum olusumu asagida gosterildigi gibidir (Gonsalves, 2011).
H2N-CO-NH; + H,0 — Ureaz — NH3 + H,N-CO-OH
H,>N-CO-OH + H,O — Kendigilinden pargalamr — NH3z + H,CO3
H,CO3 « suicinde denge — H" + HCO3"
NH3 + 2H50 « suiginde denge — 2NH4+ + 20H"

Jack bean (soya fasulyesi) iireaz 91 kDa molekiil agirligina sahip, alti benzer
monerik altbirimin hekzameri olarak mevcuttur (Weber vd., 2008). Helicobacter pylori
ireaz1 yapisinda iki alt birim igermektedir ve heterodimer yapidadir (Dunn vd., 1990).
Helicobacter pylori’nin iirettigi Ureaz enzimi (Sekil 4) 550 kDa agirliginda nikel igerikli
bir enzimdir. Urenin {ireaz enzimi tarafindan hidrolizi sonucu olusan amonyak mide
asidini notralize ederek Helicobacter pylori’nin kolonizasyonuna yardimci olur (Dunn
vd., 1990).

Insan ve hayvanlarda ise {iireaz idrar ve gastro intestinal yollarin
enfeksiyonlarinda, idrar yolu taslarinin olusumuna neden olan enfeksiyonlarda viral
faktor olarak kendini gostermektedir (Burne ve Chen, 2000). Ureaz, bakteriye mide
icinde diisik pH’de yasama olanagi saglayarak kanserle sonucglanabilecek gastrit ve

peptik iilser patojenezinde rol oynamaktadir (Mobley vd., 1995).
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Sekil 4. Helicobacter pylori iircazinin ii¢ boyutlu yapist (Follmer, 2008; Krajewska,
2009).

Ulser, mide veya duedenumun (onikiparmak barsagl) mide asidi ve sindirim
stvilart (pepsin gibi) tarafindan harabiyeti sonucunda meydana gelen doku kaybidir
(Covanci vd., 1999). Ureaz enzimi, iireyi karbondioksit ve amonyaga pargaladiginda
mide mukozasinda bulunan konagin direng¢ mekanizmalarini ortadan kaldirarak yani
bazik bir ortam olusturarak, mide iilserine neden olan Helicobacter pylori bakterisini
midenin asidik yapisindan korur. Ancak bu bazik ortam negatif feed-back etkiyi ortadan
kaldirarak, G hiicrelerinden gastrin salinimini uyarir ve artan asit sekresyonu ile gastrit
olusumuna katkida bulunur ya da direkt ve immiinolojik yollar ile hasar olusturur (Ari,
2006). Duedenal Ulserlerde Helicobacter pylori’nin varligi %100'e yakin oranla yiiksek
bulunmustur (Kara, 2006).

Helicobacter pylori pek ¢ok mikroorganizmanin barinamadigi mide ortaminda
yasamini slirdiirebilen bir bakteridir (McNultu, 1987). Yalnizca gastrik tipte epitelyal
hiicrelere kolonize olurlar. Midede en sik antrum ve fundustaki mukus tabaka i¢inde
bulunurlar (Aydm, 1995). Sonugta lamina propriada lenfosit, monosit ve plazma
hiicreleri ile az sayida nétrofil ve eozinofil birikmesinden olusan yangisal reaksiyon
ortaya ¢ikar. Epitelyal bezlerde sekil degisikligi olup mukus tabakasinda azalma goze
carpar (Biike, 1996).

Glinlimiizdeki arastirmalar, iireazin amino asit siralamasini, kristal yapisini,
mutantlarin1 ve inhibitorleri ile birlikte komplekslerini ve genetik organizasyonlarini
icermektedir (Krajewska, 2009). Insanlarda ve hayvanlarda iireaz igeren patojenlerin

sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve
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cevreye verilen bu olumsuz etkilerin onarilabilmesi ic¢in iireaz inhibitor caligmalar

oldukga 6nemlidir (Ding, 2009).

Ureaz inhibitorleri iki alt sinifa ayrilmaktadir:

a) Inhibitor olarak davranan substratlar: Hidroksiire ve hidroksamik asit
tirevleri vb.
b) Inhibitorler: Fosforodiamidazlar ve proton pompasi inhibitorleri olan

imidazoller (Tanaka vd., 2003).

Peptik iilser tedavisinde proton pompasi inhibitdrleri (PPI) kullamilir (Ding,
2009). PPI’leri mide asidiyle iliskili hastaliklar, reflii rahatsizligi, duodenal iilser ve
gastrik iilser tedavisi i¢in segilen ila¢ sinifidir. Ureaz iirenin hidroliziyle, tahris edici
amonyak olusturarak {ilserojenik etkinlige katkida bulunur (Ding, 2009). Proton
pompasi inhibitorleri  Helicobacter pylori’nin  gastrik mukoz membraninda
kolonizasyonunu engeller, bakterinin buyumesini inhibe eder, epitel hicresinin

adhezyonunu ve Ureaz aktivitesini inhibe eder (Goral, 2003).

Ureaz aktivitesini etkiledigi bilinen diger inhibitorler arasinda tioller, borik asit ve
boranik asit, bizmut bilesikleri, agir metal iyonlari, farkli tibbi bitkilerin etanol ve
metanol ekstraktlari, triazoller, barbiitirik asit ve tiyobaarbiitirikasit, hidrokinon,
fenilfosforodiamid, N- (n-bdtil) tiyofosforikamid ve asir1 tire sayilabilir (Amtul vd.,
2002; Zhang vd.,2006; Ravi ve Kayastha, 2006; Laidler ve Hoare, 1949; Juan vd.,
2009; Juan vd., 2010; Rauf vd., 2011; Akhtar, 2008; Ghous vd., 2010).

1.7. Literattr Ozeti

1.7.1. Anzer Bal ve Poleni

Anzer balinin sifali olduguna dair bilgiler 6teden beri gelmektedir ve halk
arasinda ¢ok yaygindir. Oysa bal ile ilgili yapilan bilimsel arastirmalar oldukca sinirh

sayidadir. Daha Once yapilan tezlerde ve literatiirde Anzer bali ve poleninin fenolik
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bilesenleri, antioksidan kapasiteleri, sicanlarda N-etilmaleimid ile indiiklenen karaciger
hasarmin engellemesi, etanol-kaynakli artan sigan mide vaskiiler gecirgenligine kars1
Anzer balinin koruyucu etkisi ¢alisilmistir (Dogan ve Kolankaya, 2005; Korkmaz ve

Kolankaya, 2008; Ulusoy ve Kolayli, 2013; Ulusoy, 2010).

Bu calismada Anzer bali ve poleninin antioksidan kapasiteleri ve enzim
inhibisyonu (zerine etkileri arastirilarak varsa Anzer bali ve poleninin diger ballardan
farkliliklar1 ortaya koyulacaktir. Calismada Anzer bal ve poleninin insan sagligl igin
O6nem arz eden Ureaz ve hyaluronidaz enzimleri Uzerinde in vitro olarak inhibisyonu
olup olmadig1 arastirildi. Inhibisyon etkisi ile Anzer balinin anti-inflamatuar,
antikanserojen etkisinin ve ayni zamanda antibakteriyel 6zelliginin de olup olmadigi

tespit edilmis olacaktir.

1.7.2. Hyaluronidaz

Onceki ¢alismalarda kaempferol, kuersetin ve rutin dahil olmak iizere gesitli
flavonoidlerin hyalorunidaz tzerinde inhibitor etkiye sahip oldugunu kanitlanmistir
(Liu, 2013; Lee, 2010). Hua-jin vd., 2015 yaptig1 calismada, hyaluronidaz ve iki
biyoaktif flavon (baicalein ve krisin ) arasindaki etkilesimleri, &zellikle anti-
inflamatuvar ve anti-alerjik aktiviteyi deneysel ve bilgisayarli yontemlerin
kombinasyonunu kullanarak incelemistir. José vd., (2010)’e gore Tripodanthus
acutifolius bitkisinden izole edilen tanimlanmis flavonoidler (rutin, nicotiflorin,
hyperoside ve isoquercitrin) yiiksek hyaluronidaz inhibisyonu gostermis, ayni zamanda
bu bilesikler giicli DPPH ve peroksil radikal temizleme aktivitesi sergilemistir.
Hindistan gibi bir¢ok iilkede kent merkezinde antivenom terapi mevcuttur. Cilinkii yilan
sokmalarinin en sik ortaya c¢iktifi uzak yerlerdeki tarlalarda bir inhibitor kokteyli ilk
yardim tedavisi olarak ¢ok yararli olabilir (Girish ve Kemparaju, 2006). Cesitli
bakterilerden elde edilen bilinen flavon ve flavononlarin 50pg/mL hyaluronidazi %8-92
arasinda inhibe ettigi tespit edilmistir (Andréa vd., 2001). Insan hyaluronidazi hPH-20
meme ve girtlak kanserlerinde tiimor belirteci olarak tespit edilmistir (KaeBler vd.,

2010). Wilkinson vd., (1995) farkli yas gruplarmna ait insan plesentasindaki
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hyaluronidaz aktivitesinde farkliliklar oldugunu agiklamiglardir. Meyers (2001) sperm

ve yumurta arasindaki etkilesimde hyaluronidaz enziminin etkisini arastirmistir.

1.7.3. Ureaz

Helicobacter pylori’ nin hastalik olusturmasi iireaz inhibisyonu yoluyla kontrol
edilebilir (Stingl ve Reuse, 2005). Son zamanlarda, yeni tedavi arayisinda odagin
sentetikten dogal iiriinlere kaymasi, dogal triinlerin ¢ok az veya hi¢ toksik etki
gOstermemesi, iyi aktivite gostermesi ve biyo yararli olmasi avantajlarindan dolay1
dogal kaynaklardan yeni iireaz inhibitorleri igin kesif baslatmistir (Kreybig vd., 1968).
Bal ilkel ¢aglardan beri tiim kiiltiirlerin tip ve basit bilimsel tekniklerinde kullanilmistir.
Antitimor, antioksidan, antimikrobik ve anti-inflamatuar dahil olmak (zere biyolojik
Ozellikleri gosterilmistir (Meda vd., 2005). Dogal bilesiklerin karmagik karigimi olarak
gorulen bal, karbonhidrat, katalaz, flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler, glukoz
oksidaz, vitaminler, organik asitler icerir (Batrusaityte vd., 2007; Gheldorf vd., 2002).
Balin in vitro olarak, Helicobacter pylori’ nin buyumesini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Fakat bakteri gelisimini inhibe eden mekanizma tam olarak agiklanamamistir. Sonug
olarak balin biyoaktivite 6zellikleri flavonoidler ve fenolik asitlere atfedilmistir (Gomes
vd., 2010). Matongo ve Nwodo (2014) yaptiklar1 g¢alismaya gore; saflastirilmis
Helicobacter pylori iireaz1 inhibisyonunda kontrol grubu olarak Jack bean (reaz
kullanilmis manuka balinin polifenoller de dahil olmak iizere dogal kaynaklardan gelen
biyoaktif molekillerin Helicobacter pylori lreazina karsi inhibe edici aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Polifenoller arasinda Helicobacter pylori iireazinin tersinir
inhibitorii olarak resveratrol gosterilmistir. Bal, i¢erisinde doniistimlii inhibitorleri daha
fazla bulundururken, doniisiimsiiz inhibitorleri doniisiimli inhibitorlere gore daha az
bulundurur. Sonu¢ olarak, bal ekstreleri balin cografi kokenine bagli olarak
Helicobacter pylori (reaz faaliyetlerini engellenmesi yoéninde iyi bir potansiyele

sahiptir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Cihaz ve Gerecler

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan Cihaz ve Geregler, Marka/Modelleri.

Cihaz Ad1

Marka/Model

UV-VIS Spektrofotometre

pH metre

Hassas Terazi

Saf Su Cihazi
Refraktometre
Polarimetre
Konduktometre
Vorteks Karigtirict
Etlv

Magnetik Karistirici
Karigtiric1 Su Banyosu
Yar1 Otomatik Pipetler
Calkalayici

Santrifij

Filtre

Thermo Scientific Evolution™ 201, UV-VIS
Spectrophotometer, USA

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland
Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea
Atago, Germany

Beta PPP7 Optical Activity, England

Bante Instrument, DDS-12DW

Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA.
Nive, EN 400, Ankara, Turkiye

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany
Nive, ST 402, Ankara, Turkiye

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany
Heidolph Promax 2020, Schwabach, Germany
Hettict Universal 320R, Germany

Whatman spartan 13/ 0,45 RC, Dassel, Germany

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Kullanilan kimyasallar ve satin alindig1 firma Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kulanilan Kimyasallar ve Satin Alindig1 Firma.

Kulamilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik Asit

Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi

Na,CO3

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Merck, Darmstadt, Germany
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NH,CH;COO
AI(NO;)s
Kuersetin

HCI

TPTZ

FeCl;
NaCH;COO0.3H,0
DPPH Reaktifi

Troloks®

Prolin

Formik asit

Ninhidrin

2-Propanol

Vanilin

Katesin

Hyaluronidaz (400-1000 U/mg)
Hyaluronik Asit Sodyum Tuzu
Streptococcusequi

NaH,PO,

Na,HPO,.2H,0

Bovine Serum Albumin
Naz;PO,

NaCl

NaOH

HCI

Asetik Asit

Metanol-LC Saflikta

Ure

Ureaz (Canavalia ensiformis)
(Jack bean) (500-800V)

LiCl

Na,EDTA

Fenol

Sodyum Nitropurisit dihidrat
NaOCI

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Lancaster, Morecambe, England

Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
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2.3. COzeltiler

Calismada kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan Kimyasal Cézeltiler ve Hazirlaniglart.

Toplam Fenolik Madde Miktar: I¢in

0,5 N Folin 2 N Folinden 1:4 oraninda saf suyla seyreltilerek

Ciocalteu kullanildu.

%10’luk Na,CO4 10 g Na,CO; 90 mL suda c¢ozalir, 100 mL’ye
tamamlanda.

GallikAsit Metanolle hazirlanan stok ¢6zeltiden, 1-0,5-0,25- 0,125-0,0625

(1 mg/mL) mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlandi.

Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Icin

1 M NH4CH;COO 7,79 NH4CH3;COO 100 mL saf suda ¢ozildu.

%10 AI(NO3); 1 g AI(NO3)3 10 mL saf suda ¢ozaldd.

Kuersetin Metanolle hazirlanan stok ¢6zeltiden, 0,5-0,25-0,125-

(1 mg/mL) 0,0625-0,03125 mg/mL olacak sekilde metanolle

seyreltilerek hazirlandi.

Toplam Tanen Miktan i¢in

%4‘luk Vanilin 4 g vanilin tartitlip az miktarda metanolle ¢oziildukten

sonra metanolle 100 mL’ye tamamlandi.

%37 HCI Stok siseden direk kullanildi.

Katesin (1mg/mL) 10mg katesin tartilarak metanolle 10 mL’ye tamamlandi.

Demir (IIT) Indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP I¢in

HCI (40 mM) Yaklagik 20 mL saf suyun ilizerine % 37’lik HCI’den 340
uL ilave edildi ve saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

TPTZ (10 mM) 234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40
mM’lik HCl  i¢inde ¢oziildii.

FeCl; (20 mM) 324,4 mg FeCl; destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu 2,325 g NaCH3;COO.3H,0 zerine 12 mL glasiyel asetik

(300 mM, pH 3,6) asit ilave edildi.750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

FRAP Reaktifi 300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM

FeCl; (10:1:1) oraninda karigirilarak taze hazirlandi.

Trolox (1000uM) 25,31 mg troloks metanolle 100 mL’ye tamamlandu.
Metanolle 500, 250, 125, 62,5 uM’a seyreltildi.
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DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi i¢in

DPPH Reaktifi
(0,1 mM)

®
Troloks (0,02
mg/mL)

100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH tartilir, 90 mL metanolle
¢ozuldi ve 100 mL’ye tamamland.

10 mg troloks 10 mL metanolde ¢6zillrek stok ¢ozeltisi
hazirlandi. 0,02 mg/mL’lik ara stok cozelti metanolle

seyreltirelerek kullanildi.

Hyaluronidaz inhibisyonu I¢in

Hyaluronidaz (1,67 U)

Fosfat tamponu (pH:7
0,02M)

Hyaluronik asit

Asetat Tamponu (pH:3,75)

Enzim su ile ¢ozllerek 1,67 U olacak sekilde 50 mL hazirlandu.

0,02M pH:7 olan fosfat tamponuna %0,01 BSA icerecek sekilde
BSA eklendi, 100 mL hazirlandi.
0,3 M, pH 5,35 olan NasPO, igerisine %0,01 olacak sekilde

hyaluronik asit sodyum tuzu eklendi, 100 mL’ye tamamlandi.

24 mM NaCH3;COO + 0,079 M CH3;COOH pH:3,75’e ayarlanip
% 0,1g BSA eklenerek 1000 mL’ye tamamlandi.

Ureaz inhibisyonu i¢in

Tampon

Ureaz

Fenol Reaktifi

Alkali Reaktif

100 mM Ure, 1 mM EDTA, 0,01mM Na,HPO, , 0,01 M LiCl
(pH:8,2 ye ayarlandi.)

5U/mL olacak sekilde 0,0lmM pH=74 Na,HPO, ile

hazirland:.

%1 Fenol + 0,005g Sodyum Nitropurisit 100 mL hazirlandi.

% 0,5 (w/v) NaOH + %0,1 NaOCl 100 mL hazirlandi.

Optik Cevirme Agisi I¢in

Carrez |

Carrez Il

10,569 K4[Fe(CN)s].3H,0 tartilip 100 mL’ye tamamlanir.

21,949 ZnS0,4.7H,0 + 3mL asetik asit 100 mL’ye tamamlanir.
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2.4. Numunelerin Temini ve Saklama Kosullar:

Anzer yoresine ait altt bal numunesi ve U¢ polen numunesi alindi. Anzer
Kooperatifinden temin edilen tim ballar Hacettepe Universitesinde palinolojik
testlerden gectikten sonra satisa ¢ikarildigindan tescilli ballar ¢alismada kullanildi.
Ballarin (¢ tanesi 2014, diger ii¢ tanesi ise 2013 yilinda, polenlerin biri 2014, diger ikisi
2013 yilinda toplandi. Kullanilan numunelerin kodlar1 ve bilgileri Tablo 8’deki gibidir.
Bal ornekleri analizler icin laboratuarda, oda sicakliginda ve karanlik ortamda muhafaza
edildi. Polenler ise +4 °C’ de buzdolabinda saklandi.

Tablo 8. Numune Ismi ve Numunenin Toplandig1 Yil.

Numune ismi Rize, ikizdere / Y1l
Al 2014
A2 2014
A3 2014
A4 2013
A5 2013
Ab 2013
P1 2014
P2 2013
P3 2013

2.5. Ballarin Baz1 Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

Balda nem, pH, renk degeri, seker oranlari, prolin miktari, diastaz aktivitesi,
hidroksimetilfurfural degeri, iletkenlik ¢ozliinmeyen maddeler gibi krtiterler kullanilarak
balin dogallig1 ve safligi ortaya cikarilmaktadir. Bu tezde optik ¢evirme agisi, pH,

%nem, %briks, prolin miktari, iletkenlik parametreleri dl¢uldi.
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2.5.1. Optik Cevirme (a — Rotation )

Bu yontemle birlikte salgi ballarinin optik ¢evirme agisit saga yani pozitif deger
verirken ¢igek ballarin ki ise sola yani negatif deger vermektedir (Junk ve Pancoast,
1973). Optik cevirme agis1 polarimetre kullanilarak tayin edildi. 12 g bal tartilip saf
suda ¢ozuldii. Uzerine 10 mL Carrez reaktifi (I ve 1) ilave edildi ve 30 dakika
karistirtldi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandiktan sonra 24 saat stire sonunda suzulda. Elde

edilen siiziintii polarimetre ile 6l¢iim yapilarak ballarin optik ¢evirme agilar1 belirlendi.

2.5.2. Nem Tayini

Refraktometre (Atago, Germany) kullanilarak 6l¢iilen kirilma indisleri sicakligina

gore duzeltilerek % nem ve briks degerleri olarak ifade edildi (Helrich, 1990).

2.5.3. Prolin Tayini

Tayin spektrofotometrik yontem kullanilarak gergeklestirildi. Prolin ninhidrin ile
renkli kompleks olusturduktan sonra 2-propanol ilavesiyle 6rnek ¢ozelti etkisizlestirilir
ve absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilir. Prolin igerigi degerler arasindaki

iligkiden tayin edilmektedir (Ough, 1960).

Satin alinmis prolin 64 mg tartildi 100 mL’de ¢6zildlu. Hazirlanmis stok prolin
cozeltisinden 0,25 mL-0,5 mL-1,0 mL ve 2,0 mL alinarak balon jojelerde 25 mL’ye
seyreltilerek standart prolin ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 0,5’er mL alinarak
cam tiiplere konuldu. Uzerlerine 1 mL formik asit ve 1 mL % 3’lik ninhidrin ¢ozeltisi
ilave edilip tipler dikkatlice ve kuvvetlice 15 dk calkalandi. Calkalama bitiminde
kaynayan su banyosunda 15 dk bekletildi. Sonra 70°C’lik su banyosunda 10 dk tutuldu.

25



Sirenin hemen bitiminde tlplere 5 mL % 50’lik 2-propanol ¢Ozeltisi ilave edildi. Tupler

buz banyosunda bekletildikten sonra spektrofotometrede 510 nm’de okundu.

2.5.4. Elektriksel iletkenlik

Elektriksel iletkenlik ol¢timii 10 gram balin 100 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlanan ¢ozelti EC metreler (Elektriksel iletkenlik Olger) otomatik olarak olgiilen
degerleri 25 °C sicakliga cevirerek, balin elektriksel iletkenligi 25 "C’de pS/cm

(mikrosimens/cm) ifade edilir.

2.5.5. pH Olgumii

Serbest asitler, laktonlar ve esterler baldaki toplam asitligi belirlemektedir
(Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007; Kahraman vd., 2010). Balin pH’s1 ise
iyonize asitlere ve mineral maddelere baglidir. Balin asitligi, mikroorganizmalara
kars1 kararliligini arttirirken; ayni zamanda diisiik pH degerinden sorumlu olan asitin,
bal g6zlerinin sirlanmadan 6nce, arilarin, ignesinden bu gozlere enjekte ettikleri formik
asitten ileri geldigi bildirilmistir. Arilar, bala formik asitilave ederek, balin
olgunlagmasina yardim ederler. Balda pH 3,4-5,5 arasinda degisim gostermektedir. 10 g

bal tartilarak tizerine 10 mL saf su eklenip pH 6l¢ciimi Ug paralel olarak yapildi.

2.6. Antioksidan Analizler

2.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Analiz Slinkard vd., (1977) goére yapildi. Toplam fenolik madde tayininin esasi
fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiigli redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu
ayract burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda
indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin absorbansinin Olcllmesiyle, analizi

yapilan Ornekteki fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin

26



olmaktadir. Olusan kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile

dogru orantili olup, 760 nm’de absorbans verir.

Standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir bilesik olan gallik asit standardi
kullanild: (Slinkard vd., 1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asidin metanolle farkli
konsantrasyonlar1 (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg/mL) hazirlanip,
absorbanslar1 okundu. Konsantrasyona karsi absorbans degerleri ile grafik ¢izildi.
Cizilen grafige gore metanolik bal ve polen ekstraktlarmin toplam fenolik madde
miktart bulundu. Numunenin 100 grami basina, mg gallik asit esdegeri [mg GAE
(Gallik Asit Esdegeri)/100 g] fenolik madde miktar1 olarak bulundu. Yapilan
calismadaki pipetleme islemi Tablo 9’daki gibidir.

Tablo 9. Toplam Polifenol Tayininde Yapilan Pipetleme islemi.

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 uL 680uL
Standart - 20 ulL -
Bal numunesi - - 20 uL
0,5 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL

Tiipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra

%10 Na,CO3 400 pL 400 pL 400 pL

760 nm’de kore kars1 absorbans okunur.

2.6.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar

Fenolik bilesiklerden flavonollerin tayini Fukumoto ve Mazza (2000)’ya gore
yapildi. Metanolik olarak hazirlanan bal ve polen ekstraktlart ¢alismada kullanildi.
Standart olarak kuersetinin farkli konsantrasyonlar1 (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125;
0,015625 mg/mL) hazirlanip absorbans degerleri okundu. Konsantrasyona karsi
absorbans degerleri ile grafik cizildi. Cizilen grafige gore metanolik bal ve polen
ekstraklarinin toplam flavonoid madde miktar1 bulunmus, seyreltme faktorleri de
dikkate alinarak asil numunenin mg QAE (Kuersetin Esdegeri)/100 g bal olarak
flavonoid madde miktar1 bulunmustur. Yapilan c¢alismada pipetleme islemi Tablo
10°daki gibidir.
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Tablo 10. Toplam Flavonoid Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi.

Kor Renk Standart Numune

Koru
Numune Degisen konsantrasyonlarda - 0,5mL - 0,5mL
Standart Degisen Konsantrasyonlarda - - 0,5mL -
Mutlak Metanol 4,8 mL 4,5 4,3 4,3
%10 AI(NOs3)3 0,1 mL - 0,1 0,1
1 M NH4.CH3;COO 0,1 mL - 0,1 0,1

40 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.

2.6.3. Toplam Tanen Miktar1

Metod Liu vd., (2009)’a gore yapildi. Metodun esasi tanenleri Kkuvvetli
asitlerle flobafen denen kirmizi renkli maddelere doniistiirerek toplam tanen (TT)
miktarin1 bulmaktir. Standart olarak katesin degisik konsantrasyonlarda kullanildi.

Yapilan pipetleme islemi Tablo 11°deki gibidir.

Tablo 11. Toplam Tanen Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi.

Kor Standart Numune
Numune - - 500 pL
Standart - 500 uL -
% 4 lik Vanilin 1,5mL 1,5mL 1,5mL
% 37’lik HCI 750 uL 750 uL 750 uL

20 dk inkiibasyona birakilir.

500nm'de kore karsi absorbans okunur.
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2.6.4. Demir (III) indirgeme Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

Bu yontem Fe(l1l) komplekside yer alan Fe(lll) iyonunun antioksidan bir madde
varliginda indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Fe(Ill) iyonlar1 TPTZ ad1 verilen ligant
ile  (Fe(lll)-TPTZ-2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin)  kompleksini  olusturur  ve
antioksidanlar varliginda indirgendiginde olusan mavi renkli kompleksin, Fe(II)-TPTZ,
593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Benzie and Strain,
1999). Dogal iiriinler ve ar1 drunlerinin antioksidan kapasitenin 6l¢tilmesinde FRAP
(Ferric reducing antioksidant power) yontemi en ¢ok kullanilan yontemdir (Benzie ve
Strain, 1996).

Calisma egrisi i¢in Troloks®un degisen konsantrasyonlart (31,25-62,5-125-250-
500-1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. 100 pL numune (zerine 3 mL
FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10: 1: 1)]
eklendi. 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar okundu. Sonuclar standart bir
antioksidan olan Troloks® la karsilagtiriimali olarak bulundu ve pumol Troloks® esdegeri

antioksidan gui¢ / 100 g bal olarak ifade edildi. Pipetleme islemi Tablo 12’deki gibidir.

Tablo 12. FRAP Tayininde Yapilan Pipetleme islemi.

Test Renk
KOrmeon Troloks
(Numune) KOorlveon)

FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune - 100 pL 100 pL -
Troloks®(Degisen kons.) - - - 100 pL
Saf Su - - - -
Metanol 100 pL - 3mL -

4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Korliestmer: Metanolde ¢oztinen numune igin renk Kord
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2.6.5. DPPH* Radikalini Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH® radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir
radikal olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢ozeltisi
kullanildi. Bal ve polen numunelerinin metanolik ekstraktlar1 kendi ¢oziiculeri ile
seyreltilerek farkli ve uygun konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 uL)
DPPH* radikal cozeltisi ve numune ¢ozeltileri karnistirilip oda sicakliginda 50 dakika
bekletildi. Sire sonunda DPPH® radikalinin mor menekse rengi agildi ve DPPH*®
radikalinin maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Kor olarak
DPPH® radikal ¢ozeltisi ve numunenin ¢oziildigi ¢oziici kullanildi. Bulunan
absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek SCso degerleri
hesaplandi. Pipetleme islemi Tablo 13’teki gibidir.

Tablo 13. DPPH® Yéntemi igin Yapilan Pipetlemeler.

Numune Tanik  Reaktif Tamk Numune
Tupu Tapu Tupu
Numune (Degisik konsantrasyon) 750 pL - 750 pL
Metanol 750 pL 750 pL -
DPPHe (100 puM) - 750 puL 750 pL

50 dk. sire sonunda 517 nm’de absorbans okunur.

2.6.5.1. SCsp Degerlerinin Bulunmasi

SCsp radikal miktarini yartya indiren numune konsantrasyonudur. SCsy degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢aligmak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda alti
farkli konsantrasyonda oOl¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkh
konsantrasyonu hazirlanip absorbans &lgiimleri yapildi, standart olarak Troloks®
kullanildi. Absorbanslar konsantrasyona kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin
yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktari SCso degeri olarak alind1 ve mg/mL ya da

g/mL cinsinden hesaplandi.
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2.7. Enzim inhibisyonlari

2.7.1. Hyaluronidaz Inhibisyonu

Metod spektrofotometrik olup, enzimin reaksiyon triinlerinin ortamda bulaniklik
olusturmasi esasina dayanir. Her numunenin inhibitor aktivitesi Sigma protokoliinde
kiigiik bir degisiklik yapilarak ve baska bir referans yontemle birlestirilerek belirlendi
(Yahaya and Don, 2012; Kolayli vd., 2015). Bal numuneleri ortalama bir deger
olusturmasi agisindan (A 1 ve A 2; A3 ve A4; A5 ve A 6) lig numune olacak sekilde
esit miktarlarda birlestirildi ve AO 1, AO 2, AO 3 olarak kodlandi. Ug polen numunesi
de ortalama bir deger olusturmasi agisindan ayni sekilde esit miktarlarda birlestirilip tek
numune haline getirildi. PO olarak kodlandi. Bal ve polen numuneleri sulu ekstrakt
olarak hazirlandi. 3 g bal tartilip yaklagik 10mL’ye suyla seyreltildi. Polen ise 12 g
tartilip 100 mL’ye tamamlandi. Numuneler galkalayicida 24 saat boyunca ekstrakte

edildikten sonra filtreden (0,45 RC) gegirilip son hacimlerine tamamlandi.

Tablo 14. Hyaluronidaz Inhibisyonunda Yapilan Pipetleme Islemi.

Kor Test (numune) Standart
Enzim 100 pL 100 uL 100 pL
Fosfat tamponu pH:7 100 pL 100 uL 100 pL
Numune ekstrakti (veya standart) - 25 uL 25 uL
Numune veya standart ¢ozlcusu 25 uL - -
Karistiric1 Su Banyosunda 10 dk 37 °C Inkiibasyon
Substrat pH:5,35 100 pL 100 pL 100 pL
Karistirict Su Banyosunda 45 dk 37 °C Inkiibasyon
Asetat Tamponu (pH:3,75) 1mL 1mL 1mL

10 dk Oda Sicakliginda Inkiibasyon
1 dk 100°C’de Reaksiyonu Durdurma

2 dk Sogutma

600 nm’de saf suya kars1 okunur.
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Hyaluronidaz enzimi ve substrati satin alinmig olup; 1,67U’lik hazirlanan enzim
cozeltisinden 100 pL, tzerine pH:7 olan fosfat tamponundan 100 pL koyuldu. 25 pL
numune eklendikten sonra 10 dk inkibasyona birakildi. Ardindan %0,01 hyaluronik
asit sodyum tuzu iceren pH:5,35 olan NazPO, cozeltisi eklenip 40 dk inkiibasyon
sonunda son pipetlemeler yapildi. Reaksiyonu durdurmak icin numuneler kaynar su
banyosunda 1 dk bekletildi. 600 nm’de absorbanslar saf suya kars1 okundu. Numuneler
alt1 farkli konsantrasyonla korle birlikte ¢alisildi. Hyalorunidaz enziminin anti-aktivitesi
% Inhibisyona kars1 konsantrasyon grafiginin logaritmik olarak ¢izilmesiyle hesaplandi.

Yapilan pipetleme islemi Tablo 14’teki gibidir.
2.7.2. Ureaz Inhibisyonu

Yontemin esasi iireazin iire ile enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NH,",
sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit katalizorii esliginde fenol ile redoks
tepkimesi vererek mavi renkli indofenolu olusturur ve rengin siddeti iire miktariyla
dogru orantilidir (Weatherburn, 1967). Dolayisiyla iireaz inhibisyonu ger¢eklestikce
rengin siddeti azalir. Reaksiyon denklemleri Sekil 5’teki gibidir.

NH; + CIO© — NH,Cl + OH

OH

N
==
NH,Cl + 2  2C1r —— + 3HCl + 20H-
O OH

Sekil 5. indofenol Olusumu
Bal numuneleri ortalama bir deger olusturmasit acgisindan hyaluronidaz

inhibisyonunda oldugu gibi (A 1 ve A 2; A3 ve A4; A5 ve A 6) lic numune olacak
sekilde esit miktarlarda birlestirildi ve AO 1, AO 2, AO 3 olarak kodlandi. Polenler ise
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ortalama bir deger bulabilmek icin esit miktarlarda birlestirilip bir tek numune haline

getirildi. Yine PO olarak kodlandi.

Tablo 15. Ureaz Inhibisyonu I¢in Gerekli Pipetlemeler.

Kor Test (numune) Standart
(Tiyo Ure)
Enzim 100 pL 100 pL 100 pL
Test Bilesigi - 500 pL 500 pL
Tampon 400 pL 400 pL 400 pL
Numune ¢ozticiisu 500 pL - -
15 dk Inkiibasyon
Fenol Reaktifi 500 pL 500 pL 500 pL
Alkali Reaktifi 500 pL 500 pL 500 pL
50 dk Inkiibasyon

625 nm’de saf suya kars1 okunur.

Bal ve polen numuneleri sulu ekstrakt olarak hazirlandi. 5 g bal tartilip yaklasik 10
mL’ye suyla tamamlandi. Polen ise 15 g tartilip 100 mL’ye tamamlandi. Numuneler
calkalayicida 24 saat boyunca ekstrakte edildikten sonra filtreden (0,45 RC) gegcirilip
son hacimlerine tamamlandi. 100 pL enzim, 400 pL tampon, 500 pL test bilesigi
eklenip 15 dakika inkiibasyondan sonra 500 pL fenol reaktifi ardindan 500 pL alkali
reaktifi eklenerek 50 dakika inkiibe edildi. Olusan renk spektrofotometrik olarak 625
nm’de Olculdi. Alti farkli konsantrasyonda hazirlanan numunelerin absorbansi
okunduktan sonra konsantrasyona karsit ICso grafigi ¢izildi. Standart olarak tiyo Ure

kullanildi. Gerekli pipetlemeler Tablo 15°te verilmistir.

2.7.2.1. 1C5p Degerlerinin Bulunmasi

ICso enzim aktivitesini yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsg degerinin

bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda (alt1 farkli konsantrasyonda) ol¢tim yapildi.
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Numunelerin uygun ve farkli konsantrasyonlar1 hazirlanip absorbans dlgiimleri yapildi
ve absorbanslar yardimiyla % inhibisyon asagidaki formiile gore hesaplandi.
Konsantrasyon pipetlemede olusan seyreltme katsayis1 dikkate alinarak tekrar
hesaplanip konsantrasyona karsi % inhibisyon grafigi logaritmik olarak olusturuldu.
Maksimum inhibisyonun yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktar1 ICso degerini

vermektedir ve mg/mL ya da g/mL cinsinden hesaplanmaktadir.

o . . Absorbans(Numune)
Inhibisyon Yizdesi = |1 — * 100

Absorbans(Kor)
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3. BULGULAR

3.1. Fiziksel Tayin Sonuglari

3.1.1. Optik Cevirme Sonucu

Optik cevirme agis1 bir polarimetre kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity,
England) tayin edildi (Junk ve Pancoast, 1973). Polarize 15181 ¢evirme agist olan a-
rotasyon degeri salgi ballar1 ile ¢icek ballarinin ayirt edilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Cicek ballari negatif, salgi ballar1 pozitif degere sahiptir (White, 1989).
Cicek bali oldugu bilinen anzer balinda optik ¢evirme agist negatif degerler olarak elde
edildi. Sonuclar Tablo 16°daki gibidir. Anzer ydresine ait bu ballarda optik rotasyon
degeri -01,03 ile -01,22 arasinda degisim gostermektedir.

3.1.2. Nem Analiz Sonucu

Ballarin nem igerigi, standart referans metot (TS 3036, 2002) ile refraktometre
(Atago, Germany) kullanilarak balin kirilma indisinden faydalanilarak % nem igerigi ve
% Briks olarak belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 16°da gosterilmistir. Nem ballarin
raf Omiirlerinin  belirlenmesinde olduk¢a Onemli olup yiikksek nem balin
olgunlagsmadigin1i ayn1 zamanda fermantasyon olmasma ve dolayisiyla erken
bozunmasina neden olmaktadir. Ayrica nem balin toplandigi bdlgenin cografik
Ozelliklerine, hasat zamanina ve bi¢imine gore de degisim gosterir (Oddo ve Piro 2004;
Bogdanov vd., 2004). Tiirk gida kodeksinde (TSE) gore balda nem igerigi ¢igek ve salgi
balinda en fazla % 20 olmalidir. Bu ¢alismada kullanilan Anzer ballarinin nem igerigi %

17,90-20,27 arasinda oldugu tespit edilmistir.
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3.1.3. Prolin Tayini Sonucu

Tayin prolinin ninhidrin ile renkli kompleks olusturmasina dayanan bu metotta
prolin igerigi, prolinin standart olarak kullanildigi1 ¢calisma grafigi (Sekil 6) yardimiyla
gerekli katsayilarla ¢arpilarak mg/kg cinsinden tayin edildi. Ballarin prolin degerleri
Tablo 16°da verilmistir. Ballarin prolin degerleri 812,106 mg/kg ile 1139,767 mg/kg

arasinda degisim gostermektedir.

0,5 Prolin Kalibrasyon Grafigi
g 0,4 -
o 0,3
o
~ 0,2 .
8 y =5,6766x + 0,0200
< 0,1 - R?=0,9904
0,0 B T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Prolin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 6. Prolin Standart Calisma Grafigi.

3.1.4. Elektriksel iletkenlik Analiz Sonucu

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi tasima yetenegidir. Ballarda
elektriksel iletkenligi esas olarak balin mineral madde icerigine dayanmaktadir
(Andrade vd., 1997). Bal standartlarina gore ballarda elektriksel iletkenlik degeri ¢igek
bali ve firmncilik balinda 0,8 mili siemens/cm (800 mikrosiemens/cm) den fazla
olmamalidir. Calismamizda kullanilan Anzer ballarinin elektriksel iletkenlik degerleri

370-574 mikro siemens/cm arasinda degisim gostermektedir.
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3.1.5. pH Sonucu

Balin pH degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda degismekle birlikte
ortalama olarak 3.9’dur. Anzer ballarinin 6lgiilen pH degerleri 3,48-3,95 arasindadir.

Tum fiziksel parametre sonuglar1 Tablo 16’daki gibidir.

Tablo 16. Anzer ballarinin Optik Cevirme, Nem, Briks, iletkenlik ve pH Sonuglari.

Optik
Numune Cevirme %Nem %Briks Prolin iletkenlik pH
[ lal D] mg/kg (uS/cm)
Al - 01,03 20,27+0,12  79,73+0,12  812,11+7,47  449,67+2,52 3,48+0,00
A2 -01,11 19,87+0,12  80,13+0,12  1139,77+7,47 370,00+3,00 3,50+0,00
A3 - 01,08 18,07+0,31 81,93+0,31  829,72+12,46 547,33+2,52 3,57+0,00
A4 -01,04 19,30+0,14  80,70+0,14  808,58+2,49  432,67+3,06 3,95+0,00
A5 -01,22 20,10+0,14  79,90+0,14  916,04+9,97  523,67+3,21 3,77+0,00
A6 -01,04 17,90+0,14  82,10+0,14  993,55+4,98  574,00+1,00 3,61+0,00
Ortalamazss -01,09 19,25+0,16  80,74+0,16  916,63+7,47  482,90+2,55 3,65+0,00

3.2. Antioksidan Sonuclar1

3.2.1. Toplam Fenolik Madde Testi Sonucu

Analizler i¢in bal Ornekleri metanolik ekstraklar1 hazirlanarak gerekli seyreltme
islemleri yapildiktan sonra toplam fenolik madde miktar1 gallik asit standardina gore
tayin edildi. Elde edilen 760 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon

degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen
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standart calisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen
dogru denklemi y=1,5651x+0,0813 olarak tespit edildi (Sekil 7). Hazirlanan standart
caligma grafigi kullanilarak 1 g balin igerdigi mg cinsinden toplam fenolik madde
miktar1 belirlendi. Ballarin ve polenin toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 17°deki
gibidir. Toplam fenolik madde miktar1 ballarda 17,69 - 26,49 mg GAE /100 g numune
arasinda olup, polenler icin 702,25 - 836,717 mg GAE /100 g olarak hesaplandi. En
yiiksek deger ballarda A 3, polenlerde P 1 oldugu tespit edildi.

2 1 Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi
E15 -
<
3
S
[%2]
f: 0,5 A y =1,5651x + 0,0813
R?=0,9921
O n T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 7. Toplam Fenolik Madde Standart Caligma Grafigi.

3.2.2. Toplam Flavonoid Madde Testi Sonucu

Metanolik olarak hazirlanmis olan bal ve polen 6rnekleri gerekli seyreltme islemi
yapildiktan sonra toplam flavonoid madde miktarlar1 kuersetin standardina gore
hesaplandi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart kuersetin cozeltileri
yardimiyla toplam flavonoid madde miktarlar tayin edildi. Elde edilen 415 nm’deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak sekilde
bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi y=6,2740x-0,0162
olarak tespit edilip (Sekil 8), bu denklemden faydalanilarak 1 g balin mg Kuersetin
cinsinden toplam flavanoid madde miktar1 hesaplandi. Toplam flavonoid madde miktari
ballarda 1,09-3,31 mg QAE /100 g numune, polenlerde ise 195,88-275,58 mg QAE/100
g numune olarak hesaplandi. En yiiksek degerin ballarda A 3, polenlerde ise P 1 oldugu
tespit edildi. Sonuglar Tablo 17°deki gibidir.
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Sekil 8. Toplam Flavonoid Madde Standart Calisma Grafigi

3.2.3. Toplam Tanen Testi Sonucu

Metanolik olarak hazirlanmis olan bal ve polen 6rnekleri toplam tanen miktarlar
katesin standardina goére hesaplandi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart
katesin c¢ozeltileri yardimiyla toplam tanen miktarlar1 tayin edildi. Elde edilen
500nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde
olacak sekilde bir standart ¢aligma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi
y=0,2823x+0,0023 olarak tespit edilip (Sekil 9), bu denklemden faydalanilarak 1 g balin
mg katesin cinsinden toplam tanen miktar1 hesaplandi. Toplam tanen miktar1 ballarda
tespit edilemezken, polenlerde ise 33,21-38,65 mg QKE /100 g numune olarak
hesaplandi. En yiiksek degerin polenlerde ise P 1 oldugu tespit edildi. Sonuglar Tablo
17°deki gibidir.

002’2 | Toplam Tanen Kalibrasyon Grafigi
=0
S 0,2 -
B 0,15 -
4 01 - y =0,2823x +0,0023
< 005 - R? = 0,9999

0 T T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Katesin Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 9. Toplam Tanen Kalibrasyon Grafigi.
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3.2.4. FRAP Testi Sonucu

Bu yontem ile 1 mmol.L™ Troloks® esdegeri, ferrik indirgeme yetenegine sahip
antioksidanlarin  konsantrasyonu belirlenir. Kalibrasyon igin Troloks®un farkli
konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan standart calisma grafigi asagida verilmektedir
(Sekil 10). Ballarin FRAP sonuglari Tablo 17°deki gibidir. Ballar i¢cin FRAP degeri
70,10-101,45 pumolTroloks / 100g numune, polenler igin 368,37-406,72 umol Troloks
esdegeri/100g numune arasinda oldugu hesaplandi. Ballardan en yiiksek degere sahip

numune A 2 olup polenlerde en yiksek deger P 1 numunesinde tespit edildi.

o
(o]
)

FRAP Kalibrasyon Grafigi

o
(o))
1

Abs (593 nm)
o
N

0,2 - y =0,0006x + 0,0064
R?=0,9995
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Troloks Konsantrasyonu (UM)

Sekil 10. FRAP Standart Calisma Grafigi.

3.2.5. DPPH"* Testi Sonucu

DPPH* radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), temizleme aktivitesi tayininde cok
yaygin olarak kullanilmaktadir. x-ekseninde artan numune konsantrasyonuna karsi y-
ekseninde azalan absorbans degerleri grafige gecirildi ve bu grafikten faydalanilarak
maksimum absorbansin yariya diistiigii numune konsantrasyonu SCso degeri olarak
ifade edildi.
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Antioksidan aktiviteye bakilirken numunelerle Troloks®un SCsy degerlerleri

karsilastinlmistir. DPPH® radikali temizleme aktivitesi tayininde kiiclik SCso degeri

yuksek radikal temizleme kapasitesini gostermektedir. Ballarin SCsy degerleri 45,85-

85,96 mg/mL arasinda degisim gosterirken, polenlerin 1,41-1,56 mg/mL arasinda

oldugu hesaplandi. Sonuglara gore en yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip bal

numunesi A 3, polenlerden P 1 oldugu Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. Toplam Polifenol, Toplam Flavonoid, Toplam Tanen, FRAP ve DPPH
testleri sonucu.

TP TF TT DPPH-
Ismi GAE/100g QE/100g KE/100g  Troloks/1009)  (mg/mL)
numune) numune) numune)
Al 25,35+0,24 1,46+0,06 T.E. 101,26+1,06  51,64+2,18
A?2 19,1340,12 1,09+0,03 T.E. 101,45 0,42  57,31+0,00
A3 26,49+0,22 3,31+0,04 T.E. 95,09+3,16 45,85+0,00
A4 22,22+0,10 3,29+0,04 T.E. 90,14+0,58 50,38+2,18
A5 17,69+0,58 2,17+0,02 T.E. 70,10+0,56 85,96+0,00
A6 21,88+0,29 2,64+0,02 T.E. 84,99+1,01 62,52+0,00
Orttss 22,01+0,25 2,32+0,04 - 90,51+1,13 58,94+0,73
P1 836,71+0,00 275,58+1,44 38,65%0,79 406,72+1,56 1,41+0,00
P2 702,25+1,37  195,88+3,09 35,74+1,37  368,37+3,23 1,56+0,01
P3 720,68+1,37  263,63+2,92 33,21+1,46 396,87+2,37 1,44+0,04
Ortss 753,21+0,91  245,03+2,48 34,94+1,21 390,65%2,39 1,47+0,02
Std. Troloks
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3.3. inhibisyon Sonuclar

3.3.1. Hyaluronidaz inhibisyonu Sonuclar

Yapilan spektrofotometrik tayin sonucu hyaluronidazin inhibisyonunu saglayan
en iyi numunenin PO oldugu goriildii. Inhibisyonun degerce diisiik olmasi yiiksek
inhibisyon sagladiginin gostergesidir. Ballar ise polene kiyasla daha diisiik aktivite
gOstermistir. Inhibe edebilme ozelligi siralamas1 AO 2, AO 1, AO 3 seklindedir.
Sonuclar Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 18. Hyaluronidaz inhibisyonu Sonuglari.

Numune Kodu ICso (g/mL)
AO 1 0,16+0,03
AO 2 0,11+0,01
AO3 0,23+0,00
Ort+ss 0,17+0,01
PO 0,07+0,00

3.3.2. Ureaz inhibisyonu Sonuclari

Yapilan inhibisyon testi sonucu iireazin inhibisyonunu saglayan en iyi numunenin
PO oldugu goriildii. Ballar ise polene kiyasla daha diisiik aktivite gostermis (degerce
yiiksek), en iyi inhibisyon saglayan bal AO 2, onu takiben AO 1 ve AO 3 gelmektedir.

Sonuclar Tablo 19°da gosterilmistir. Standart olarak tiyotire kullanilmistir.

Tablo 19. Ureaz Inhibisyonu Sonuglari.

Numune Kodu ICs50 (mg/mL)
AO1 21,09+0,02
AO 2 20,60+0,01
AO 3 23,80+0,00
Ortss 21,83+0,01
PO 1,32+0,00

Std. Tiyoure 12.09+0.13
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada alt1 farkli Anzer bali ve ii¢ farkli Anzer poleni kullanildi. Balin
insan sagligin1 korumadaki rolii onun saflig1 ve bilesimi ile yakindan iliskili olup
tiretildigi bolgenin cografik 6zellikleri, bitki florasi, hasat zamani ve iiretim sekli gibi
pek cok faktore bagli olarak degisim gostermektedir (Ozbalci, 2013). Balin saflig1 gida
kodekslerine (TSE vb.) gore su igerigi, iletkenlik, asitlik, pH, renk degeri, seker oranlari
(%C4/C13), prolin miktari, diastaz aktivitesi, hidroksimetilfurfural degeri ve
¢oziinmeyen maddeler gibi kriterler kullanilarak belirlenmektedir (Molina, 1989; White,
1978). Bu kriterler balin safligin1 ve dogalligin1 ortaya ¢ikarmaya yaramaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismada 6ncelikle ballarin fiziksel dzellikleri; optik rotasyon, %nem-briks,

iletkenlik, prolin, pH degerleri tespit edildi.

Optik rotasyon metodu tum bal 6rneklerine uygulanabilmektedir. Bu yontemde
salgi ballarinin optik ¢evirme agisi saga (+) iken, ¢igek ballarin ki ise sola (-)
yonelmektedir (Junk ve Pancoast, 1973). Orneklerin optik cevirme agisi bir polarimetre
kullanilarak (Beta PPP7 Optical Activity, England) tayin edildi. Balda optik rotasyona
sebebiyet verebilecek olan proteinlerin ¢6kmesi saglanarak 6l¢iilen Anzer ballar1 negatif
degerde oldugu yani optik ¢evirme agisinin sola yoneldigi belirlendi. Boylece cigek bali
olduklar1 ortaya konulmustur. Cavrar vd., (2013) farkli kalitede Tiirk ballarinin fiziksel
ve biyokimyasal Ozelliklerinin karsilastirilmasi ¢alismasinda ¢igek, kestane gibi ¢igek
ballarinin optik rotasyonlarinin negatif oldugunu tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismadaki
Anzer ballarinin optik rotasyon degerleri literatiirle uyumlu olup -01,03 ile -01,22
arasindadir (Tablo 16).

Nem tayini refraktometre (Atago, Germany) kullanilarak olgiildii ve kirilma
indisleri sicakliga gore diizeltilerek % nem degerleri olarak ifade edildi (AOAC, 1990).
% nem degerlerinden de % Briks (% kuru madde) degerleri hesaplandi. Balin nem
icerigi graniilasyonu acisindan ¢ok Onemlidir ve yiiksek nem igeriginin mikrobiyal
bozunmaya hem de kristalizasyona neden oldugu bilinmektedir (Tosi vd., 2002). Su
miktar1 balin toplandig1 bolgenin cografik 6zelliklerine, ve hasat zamani ve bi¢imine
gore de degisim gosterir (Persano Oddo ve Piro; Bogdanov vd., 2004). Tirk gida
kodeksinde (TGK) gore ¢igcek ve salgi balinda nem igerigi en fazla % 20 olmalidir.
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Mevcut calismada da ¢igek bali olan Anzer ballarinin nem igerigi Tiirk Gida Kodeksi ile
uyum icerisinde olup ballarin nem igerikleri % 17,90-20,27 arasinda degisim
gostermektedir (Tablo 16). Ayrica Portekiz bolgesine ait monofloral ballarin fiziksel
Ozellikleri ¢alismasinda kullanilan ve bir ¢igek bali olan plren balinin nem igerigini %
17,8-20,6 bulunmustur (Alves vd., 2013). Can vd., (2015)’in monofloral ballarla yaptig
calismada ise bir ¢igek bali olan geven balinin nem igerigi % 17, akasya balinin ise nem

icerigi % 20,80 olarak tespit etmislerdir.

Elektriksel iletkenlik bir maddenin elektriksel akisi tasima yetenegidir. Ballarda
elektriksel 1iletkenligi esas olarak balin mineral madde igerigine dayanmaktadir
(Andrade vd., 1997) Bal standartlara gore ballarda elektriksel iletkenlik degeri cicek
bali ve firincilik balinda 800 mikrosiemens/cm den fazla olmamalidir. Mevcut
calismadaki ballarin elektriksel iletkenlik degerleri 370-574 mikrosiemens/cm
arasindadir, degerler Tablo 16°daki gibidir. Literatiirde verilen ¢igek ballarinin
iletkenlik degerleri 260-1500 mikrosimens/cm arasindadir (Cavrar, 2013; Can, 2015).
Mevcut c¢aligmadaki degerler literatiirdeki iletkenlik degerlerinin simirlar1 igindeki

degerlerdir.

Prolin tayini, prolinin ninhidrin ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir ve
ar1 tarafindan bala katilan tek amino asit oldugu i¢in balin kalitesinin gostergesidir.
Calismamizdaki Anzer ballarinin prolin degeri 808 — 1139 mg/kg arasinda bulunmustur.
Sonug¢ Tablo 16°daki gibidir. Prolinin nektardan mi aridan mi kaynaklandigi tespit
edilememistir. Balda bulunan prolin, nektarin bala doniismesi sirasinda temel olarak ar1
tarafindan bala katilan tek aminoasit olup toplam aminoasitlerinin %50-85’ini
olusturmaktadir (Hermosin vd., 2003). Can vd., (2015) yaptig1 Tiirkiye florasina ait
monofloral ballarin arastirilmasi yayininda en diisiik degerin akasya balinda 281 mg/kg,
en yiksek degerin piiren balinda 845 mg/kg, karisik ¢igek balinda ise 482 mg/kg
oldugunu tespit etmiglerdir. Mevcut calismadaki Anzer ballar1 bu baglamda c¢icek
ballarindan daha yiiksek prolin igerigine sahip olup literatiirde verilen piiren balinin
prolin degerine yakin degerdedir. Prolin miktar1 ayrica balin protein igerigini géstermesi

acisinda 6nemli bir kritedir.
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Mevcut ¢alismadaki pH degeri Anzer bali igin 3,48-3,95 arasinda Sl¢tilmiistiir.
Balin pH degeri degisik sartlar altinda 3,4 ile 5,5 arasinda degismekle birlikte ortalama
olarak 3.9'dur (Aydin vd., 2008; Kahraman vd., 2010). Balin %1°lik kism1 amino asitler,
glukonik asit, fenol bilesikleri gibi asitlerden olusur. Balin tatliligi, igerdigi asit
karakterdeki maddelerden dolayi, benzer miktarda seker igeren besinlere gore daha az
hissedilmektedir. Serbest asitler, laktonlar ve esterler baldaki toplam asitligi
belirlemektedir (Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007; Kahraman vd., 2010).
Balin pH’s1 ise iyonize asitlere ve mineral maddelere baghdir. Serbest asitlik lezzete
katkida bulunur, mikroorganizmalara kars1 dayaniklilik saglar, kimyasal reaksiyonlari,
antibakteriyel ve antioksidan 6zelligi arttirir ayrica balin kaynagi hakkinda bazi bilgiler
verir (Cavia vd., 2007). Serbest asitlerin artis1 balda fermentasyonun gostergesi
sayllmaktadir. Clinkii bal sekerleri ve alkoller baldaki mayalar tarafindan asetik aside
doniistiiriilmektedir (Alvarez-Suarez vd., 2010; Cavia vd., 2007). Yapilan calismalar,
serbest asit ve lakton miktar1 agisindan balin agilmadan once, oda sicakliginda 20 ay
muhafaza edilebilecegini gostermektedir (Cavia vd., 2007). Sonug olarak balin pH’s1

literatiirde verilen degerlerle uyum igerisinde oldugu bulunmustur.

Yukarida bahsedilen kriterler balin sadece saflifini ve dogalligin1 ortaya
cikarmaya yaramaktadir. Balin gergek kalitesini yansitmamakta ve test edilen balin
biyoaktivite potansiyeli hakkinda bilgi vermemektedir. Balin biyolojik aktivite Kriterleri
olarak ise basta anti-oksidan olmak (zere anti-mikrobiyal (bakteriyel, fungal ya da
viral), anti-inflamatuar ve antikanserojen, anti-tiimoral 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu ozelliklerin temelini ise bal arisinin 1rki, cografi bolgesi ve nektar temin ettigi bitki
floras1 olusturmaktadir (Molan, 2000). Nitekim Anzer bal1 ve poleni ile ilgili yapilan
caligmalar literatiirde oldukca siirl sayidadir ve biyoaktivite 6zellikleri halen ortaya
cikarilmayr beklemektedir. Bu tezde birer ari iirlini olan Anzer bali ve poleninin
antioksidan ozellikleri bitkilerde farkli gesitlerde antioksidanlar mevcut oldugundan ve
dolayisiyla her bir antioksidan bileseni tek tek belirlemek oldukca ¢ok zor olacagindan
birka¢ farkli test kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan potansiyelini test etmek (zere
ballarin metanolik ekstraklar1 hazirlanarak spektrofotometrik in vitro antioksidan
analizleri icin toplam fenolik icgerik, toplam flavonoid icerik, toplam tanen miktari,

demir indirgeme giici FRAP, DPPH® radikal temizleme testleri uygulandi. Enzim
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inhibisyon testleri de bal ve polenlerin sulu ekstraktlartyla yapildi, hyaluronidaz ve

ureaz enzimleri tzerine inhibisyon etkileri in vitro oalrak belirlendi.

Anzer bali ve poleninin Folin-Ciocalteu metoduyla belirlenen toplam fenolik
madde miktarinin literatirdeki fenolik madde miktarlar ile karsilastirildiginda Anzer
yoresine ait polenlerin 702-836 mgGAE/100 g numune arasinda olup orta derecede
fenolik madde miktarina sahip oldugu goriillmektedir. Romanya’da yapilan bir
calismada 12 farkli monofloral polen 6rneginin ayn1 metotla 440 mg ile 1640 mg GAE/
100 g polen arasinda degisim gosterdigi bildirilmektedir (Marghitas vd., 2009). Yapilan
bir bagka ¢alismada 6kaliptus polenine ait toplam fenolik madde miktarlarinin 3259 mg
GAE/100 g polen oldugu bildirilmektedir (Leja vd., 2007). Bal drneklerinde ise toplam
fenolik madde miktar1 17-26 mgGAE/100 g numune olarak degisim gostermektedir
(Tablo 17). Ballarin toplam fenolik madde miktarlarinin ise diinyaca unli olan manuka
ballarinda 90 mgGAE/100 g (Alzahrani vd., 2012), Tirkiye florasina ait monofloral
ballarin 16 ile 78 mgGAE/100 g araliinda oldugu, karisik ¢igek ballarinin ise 29
mgGAE/100 g oldugu yaymlanmistir (Can, 2015). Fenolik bilesiklerin antioksidan,
antimutajenik ve serbest radikal temizleyici etkilerinin oldugu bildirilmistir (Lee, 2004).
Literatiirde yapilan c¢aligmalarda balin ve polenin toplam fenolik madde miktar1 ile
biyolojik aktivitesi arasinda paralellik oldugu bildirilmektedir (Sarikaya vd., 2009;
Ulusoy ve Kolayli, 2013).

Calisilan alti1 bal numunesinin toplam flavonoid miktar1 1,09 ile 3,31 mg
Kuersetin/ 100g bal, polenlerde ise 195-275 mg Kuersetin/ 100g polen arasinda degisim
gostermistir. Ballarda toplam flavonoid miktari ¢igek ballar i¢in literatiirde 0,65 ile 8,1
mg Kuersetin/100g arasinda degisim gostermekte, polenler icin 104-807 mg Kuersetin/
100g kuru polen numunesi oldugu bildirilmistir (Yildiz vd., 2013; Zili¢ vd., 2014)
Caligmamizda kullandigimiz Anzer bali ve poleninin bu baglamda literatiirdeki degerler

arasinda oldugu goriilmektedir.

Balin ve polenin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde bir¢ok yontem olup,
en yaygin kullanilan ve c¢alismada da tercih edilen metotlardan biri de FRAP
metodudur. Calisilan tiim Anzer bal ve polen numunelerinin Fe* indirgeme yetenegine

sahip olduklar1 ve tiim polenlerin ballardan ¢ok daha yiiksek Troloks® esdegeri
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antioksidan gii¢ degerine sahip olduklar1 bulundu. Anzer ballariin Troloks® esdegeri
antioksidan gii¢c degerleri 70-101 pmolTroloks®/100g araliginda, polenlerin ise 368-406
umol Troloks®/100g araliginda oldugu bulundu. Ulusoy (2010) Anzer ballarinin
antioksidan kapasitesini yine aym yontem olan FRAP metoduyla c¢alismis, mevcut
calismada oldugu gibi polenlerin degerlerini ballardan yiiksek bulmus, buldugu
degerlerin toplam fenolik igerikle korelasyon gosterdigini belirtmistir. Bu ¢alismada da
toplam fenolik ve flavonoid icerikle FRAP testi 0,996 ile 0,992 olarak korelasyon
gostermigstir. Polifenolik igerik arttik¢a Fe'3 indirgeme yeteneginin arttifi sonucuna
vartlmigtir. Ancak Ulusoy (2010) ile mevcut calisma karsilagtirildiginda mevcut
calismanin polen FRAP degerleri daha diisiik bulunmus olup, sebebi yillarin farkliligina

ve iklime dayandirilabilir.

Tablo 20. Bal ve Polen Orneklerinin Antioksidan Korelasyonu.

TP TF 1T FRAP DPPH
TP Pearson Korelasyon 110,992(**) | 0,678(*) | 0,996(**) | -0,924(**)
Sig. (2-yo6n) 0,000 0,045 0,000 0,000
N 27 27 9 27 27
TF Pearson Korelasyon | 0,992(**) 1 -0,014 | 0,992(**) | -0,914(**)
Sig. (2-yon) 0,000 0,971 0,000 0,000
N 27 27 9 27 27
TT Pearson Korelasyon 0,678(*) -0,014 1 0,092 -0,020
Sig. (2-yo6n) 0,045 0,971 0,813 0,959
N 9 9 9 9 9
FRAP Pearson Korelasyon | 0,996(**) | 0,992(**) 0,092 1| -0,931(**)
Sig. (2-yon) 0,000 0,000 0,813 0,000
N 27 27 9 27 27
DPPH Pearson Korelasyon | 0,924(**) | 0,914(**) -0,020 | 0,931(**) 1
Sig. (2-yo6n) 0,000 0,000 0,959 0,000
N 27 27 9 27 27

** Korelasyon 0.01 diizeyinde korelasyon 6nemlidir (2-y6n).

* Korelasyon 0.05 diuizeyinde korelasyon énemlidir(2-yon).

DPPH® radikalini siipiirme testi, ¢esitli dogal iiriinlerin serbest radikal siipiirme

yeteneginin Ol¢iilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Nagai vd., 2003).
DPPH® radikalinin % 50’sini temizleyen madde miktar1 SCso olarak tanimlanir ve
diisiik SCsp degeri numunenin yliksek radikal temizleme aktivitesini gosterdigini

belirtir. Ballarin DPPH® radikali temizleme aktivitesi tayini sonuclari olarak SCsg
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degerleri 45,85-85,96 mg/mL olarak ifade edildi. Polenlerin ise SCsy degerleri 1,41-
1,56 mg/mL arasinda olup, DPPH® testinde en yiiksek aktivite polenlerde bulunurken,
en disik aktivite ise ballarda bulundu. Calismamizdaki Anzer ballar1 bazi ¢igcek
ballarina gore yiiksek, kestane ve piliren gibi koyu renkli ballara gore diigiik aktivite
gostermistir (Can, 2015; Escuredo vd., 2013). Ulusoy ve Kolayli (2013) yaptigi
calismaya gore Anzer polenlerinin ise 0,65-8,20 mg/mL arasinda degisim gosterdigi,

mevcut ¢calismadaki Anzer polenlerinin literatiirle uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir.

DPPH® radikal temizleme aktivitesi testinin calisilan bal ve polen ekstraktlari
agisindan degerlendirilmesinde toplam fenolik icerik ile negatif korelasyon R=-0,924,
toplam flavonoid icerik ile negatif korelasyon R°=-0,914 olarak bulundu (Tablo 20).
Ayni zamanda FRAP testi ile DPPH® testi arasinda negatif korelasyon R®=-0,931
oldugu bulundu. Sonug olarak toplam fenolik icerik, toplam flavonoid igerik, FRAP ve
DPPH?* arasinda yiiksek korelasyon oldugu tespit edildi. Anzer bali ve poleninin fenolik
bilesenleri, antioksidan kapasiteleri, siganlarda N-etilmaleimid ile indiiklenen karaciger
hasarmin engellemesi, etanol-kaynakli artan sigan mide vaskiiler gecirgenligine kars1
Anzer balmin koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Dogan ve Kolankaya, 2005;
Korkmaz ve Kolankaya, 2008; Ulusoy ve Kolayli, 2013; Ulusoy, 2010). Anzer bali ve
poleninin mide koruyucu etkileri Greaz enzimini inhibe etmesinden kaynaklanabilir.
Calisgmamizda Anzer bali ve poleninin antioksidan 6zellikleri yanisira hyaluronidaz ve
Ureaz enzim inhibisyonu Uzerine etkileri belirlendi. BOylece in vitro ortamda anti-

inflamatuvar, anti-bakteriyel ve antikanserojenik etkisinin olup olmadigi arastirildi.

Hyaluronidaz inhibisyonunu birlestirilmis Anzer polenleri daha fazla saglarken,
birlestirilmis ballar ise daha ylksek bir ICsy degeri (inhibisyonca diisiik) gostermistir.
Bulunan degerler birlestirilmis polende 0,07 g/mL iken, ballarda 0,11-0,23 g/mL
arasinda degisim gostermistir. José vd., (2010)’a gbére Tripodanthus acutifolius
bitkisinden izole edilen tanimlanmis flavonoidler (rutin, nicotiflorin, hyperoside and
isoquercitrin) yiiksek hyaluronidaz inhibisyonu goéstermis, ayn1 zamanda bu bilesikler
glicli DPPH?® ve peroksil radikal temizleme aktivitesi sergilemistir. Literatlirde ballarin
hyaluronidaz inhibisyonu iizerine etkisi hakkinda bir ¢calismaya rastlanmamistir. Ancak

polenlerle yapilan bir ¢alismada hyaluronidaz inhibisyonunun toplam fenolik igerik,
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toplam flavonoid igerik, antioksidan ozellik ve antimikrobiyal Ozellikle korelasyon

gosterdigi ifade edilmistir (Pascoala, 2014).

Hyaluronidaz pek ¢ok patolojik hastalikla iligkilidir ve onun inhibitorleri, anti-
inflamatuar, anti-allerjik, anti-timoral, anti-aging, anti-romatoid, anti-toksin,
antimikrobiyal etki gostermektedir (Stern, 2008; Sunitha vd., 2013; Selenge vd., 2014).
Cesitli flavonoidlerin de potansiyel hyaluronidaz inhibitorii olduklar1 gdsterilmistir
(Kuppusamy vd., 1990; Kuppusamy ve Das, 1991). Kaempferol, kuersetin ve rutin gibi
cesitli flavonoidlerin  hyalorunidaz Uzerinde inhibitér etkiye sahip oldugunu
bildirilmistir (Liu, 2013; Lee, 2010). Hua-jin  vd., (2015) yaptig1 calismada,
hyaluronidaz ve iki biyoaktif flavon (baicalein ve krisin) arasindaki etkilesimleri,
oOzellikle anti-inflamatuvar ve anti-alerjik aktiviteyi deneysel ve bilgisayarli yontemlerin
kombinasyonunu kullanarak incelemistir. Ayrica ¢esitli bakterilerden elde edilen bilinen
flavon ve flavononlarin 50pug/mL konsantrasyonda hyaluronidazi %8-92 arasinda inhibe
ettigi tespit edilmistir (Andréa vd., 2001).

Bu c¢alismada aymi zamanda iireaz inhibisyonunun in vitro ortamda
antikanserojenik ve antibakteriyel etkisinin olup olmadigi arastirildi. Ureaz
Helicobacter pylori’nin midedeki asidik ortamda yasayabilmesi igin {ireyi amonyak ve
karbondioksite parcalayan enzimidir. Mide NHj ile baziklesir. Buna karsilik olarak
mide asit salgisin1 arttirarak olusan bazligi dengelemeye caligir. Artan asitle beraber
mide zarar gorir ve Ulseratif yollara girer. Ureaz inhibe oldugu taktirde onu inhibe eden
inhibitor antiiilseratif etki gostermis olur. Ayn1 zamanda Helicobacter pylori’nin Ureaz
inhibisyonu sonucu olusacak asidik ortamda yasayamayacagina istinaden (reaz
inhibisyonun antibakteriyel oldugu da kanitlanmaya hazir bir delil niteligindedir.
Ortalama bir deger bulma agisindan birlestirilmis Anzer ballarinda bulunan Ureaz
inhibisyon degerleri 20,61-23-81 mg/mL, polende 1,32 mg/mL’dir. Ayrica DPPH® testi
ile Uireaz inhibisyonu R?=0,996 pozitif korelasyon géstermistir. Bunun sonucu olarak
DPPH® radikalini temizleyen polifenollerin iireazi da inhibe ettigi sonucuna varildi.
Manuka balinin dietil eter ekstraktiyla yapilan bir ¢alismada Helicobacter pylori
tireazinin %55’e kadar inhibe oldugunu ileri siirmiistiir (Matongo ve Nwodo, 2014).
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Buradan direk kanser tedavisinde kullanilmasa bile peptik Ulser ya da kanser dncesi

degisimler goriilen kisilerde Anzer bal ve poleninin etkili olabilecegi sonucuna

varilabilir.

Tablo 21. Hyaluronidaz, Ureaz Enzimlerinin Inhibisyonlarmin DPPH® Temizleme

Aktivitesi ile Korelasyonu.

Ureaz Hyaluronidaz DPPH
Inhibisyonu Inhibisyonu SCs
Ureaz Pearson - o
Inhibisyonu  Korelasyon ! 0.786(*%) 0,996(**)
Sig. (2-yon) 0,002 0,000
N 12 12 12
Hyaluronidaz  Pearson o x
Inhibisyonu  Korelasyon 0.786(*%) 1 0.819("%)
Sig. (2-yon) 0,002 0,001
N 12 12 12
DPPH Pearson o o
SCx Korelasyon 0,996(**) 0.819(**) 1
Sig. (2-yon) 0,000 0,001
N 12 12 27

= Korelasyon 0.01 diizeyinde korelasyon dnemlidir (2-y6n).

Mevcut calismada antioksidan o6zellik gosteren flavonoidler dahil DPPH®
radikalini temizleyen butlin polifenollerin hyaluronidaz inhibisyonu (zerine etkisi
oldugu, enzim inhibisyonunun DPPH® radikalini temizleyen polifenollerin artisiyla
korelasyon gosterdigi, korelasyonun pozitif ve R’=0,786 oldugu goriilmiistiir. Bu durum
orneklerdeki polifenol igeriginin biyoaktivitesinin hem radikal temizleme kapasitesiyle

hem de enzim inhibisyonu uzerine konsantrasyonla dogru orantili oldugunu gosterir.

Sonug olarak Anzer bali ve poleninin antioksidan igeriginin yiiksek olmasi ve
tireaz ve hyaluronidaz enzimleri {izerine inhibisyon etkisi gostermesi, insan sagligin
koruyucu olarak, antitlseratif, antibakteriyal ve anti-inflamatuar etkileri oldugu, besin
maddesi olarak diizenli tiiketilmesinin insan sagligini korumada 6nemli biyoaktivitelere

sahip oldugu soylenebilir.

50



5. ONERILER

o Antioksidan ozelliklere ve inhibisyonlara farkli ekstraktlarda bakilabilir.

. Antioksidan testler (CUPRAC, ORAC, ABTS vb.) ile ¢alisma ¢esitlendirilebilir.

o Ureaz inhibisyonu ¢alismalar1 Helicobacter pylori iireaz1 iizerinde denenebilir.

. Anzer yoresine ait diger ari iirlinlerinin biyo-yararliligin1 ortaya ¢ikarmak igin
biyoaktivite testleri (antimikrobiyal, antialerjik, antitimoral vb.) in vivo veya in

vitro olarak cesitlendirilebilir.
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